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OZET

BETA TALASEMI MUTASYONLARI VE BETA GLOBIN GEN AiLESI
HAPLOTIP ILISKILERI

Bahadir, Anzel
Doktora Tezi, Biyofizik ABD
Tez Danismani: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

Kasim 2009, 135 sayfa

Kalitsal kan hastaliklar1 igerisinde yer alan talasemiler, hemoglobin
molekiiliiniin iiretimi siiresince, alfa (a) ve beta (B) globin zincir sentezlerindeki
diizenlenme dengesizliklerine dayali, globin zincir sentez bozuklugudur. Beta talasemi
mutasyonlar1 molekiilsel ve fenotipik agidan biiylik ¢esitlilik gostermektedir. Denizli
tilkemizde hemoglobinopati kontrol programi uygulanan illerden bir tanesidir. Tezin
amacini, Denizli’de gdzlenen beta talasemi mutasyonlar1 ile iliskili beta globin gen
ailesi haplotipleri ve Xmn | polimorfizm sikliginin belirlenmesi olusturmaktadir.

Calismamizda, beta talasemi majorlii 28, beta talasemi minorli 210 ve Xmn I
polimorfizmi agisindan kontrol grubu olarak 100 saglikli DNA 6rnegi incelenmistir. Bu
bireylere ait beta globin gen ailesi haplotip yapilarmnin belirlenmesinde PCR-RFLP
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde, beta globin gen ailesi igerisinde yer alan,
5’e- Hinc I, Gy- Xmn I, G y, A y- Hind 1lI, yp- Hinc II, 3’yp- Hinc II, 5°p- Ava I,
3’B- Hinf I olmak {izere, toplam sekiz polimorfik bolge calisilmistir. Elde edilen
polimorfizm sonuglari, istatistiksel olarak ‘‘Arlequin 3.1 Software’’ programi
kullanilarak degerlendirilmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, yoremizde gozlenen beta talasemi
mutasyonlar1 ile iliskili beta globin haplotip sonuglarma goére, ilimiz beta globin gen
ailesi haplotiplerinin Akdeniz tirii karakter ortaya koydugu belirlenmistir. Bu
sonuglarda, IVS I- 110 (G>A) mutasyonunun haplotip VII (+ - - - - - +),
IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun haplotip IV (- + - + + - +), Kodon 8/9 (+G)
mutasyonunun haplotip I (+ - - - - + +) ile iliskileri Tirkiye’de ilk kez bildirilmektedir.
Diger taraftan; IVS I- 1 (G>A) mutasyonu i¢in ise haplotip Vila (+ - - - - - - ) ile
baglantis1 literatiirde ilk kez gosterilmektedir. Ayrica ilimizde Xmn | polimorfizminin
diisik oranda saptanmasi nedeni ile yoremizdeki beta talasemili olgularda
uygulanabilecek hidroksiiire tedavisinin, eger etki Xmn I polimorfizmi {izerinden ise,
anlamli olmayacag1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Beta talasemi, haplotip, Xmn I, polimorfizm, Denizli



ABSTRACT

BETA THALASSEMIA MUTATIONS AND ASSOCIATIONS WITH BETA
GLOBIN GENE CLUSTER HAPLOTYPES

Bahadir, Anzel
Ph. D. Thesis in Biophysics
Thesis Adviser: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

November 2009,135 pages

Thalassemias are hereditary blood diseases due to unbalanced globin chain
synthesis. Unbalanced globin chain synthesis is the major cause of low level
hemoglobin production leading to anemia. Main cause of the beta thalassemias is the
lower amount of beta globin chain synthesis. Denizli province of Turkey is one of the
regions in which hemoglobinopathy control program is applied. The aim of this thesis is
to identify the beta globin gene cluster haplotypes linked with the beta thalassemia
mutations in our province. On the other hand; the Xmn I polymorphism was also
determined to be able to understand the place of this polymorphism in between beta
thalassemia mutations and also in normal population.

In this study, 28 with B-thalassemia major, 210 B-thalassemia minor and as a
control group 100 healthy DNA sample for the Xmn | polymorphism have been
studied. In the determination of the haplotype structures of beta globin gene cluster
belonging to these individuals, the PCR-RFLP method has been used. Hinc II 5’ to &,
Xmn 15’ to Gy, Hind Il inthe G yand Ay, Hinc Il in pseudo B, Hinc II 3’ to pseudo J3,
Ava Il in B, Hinf I 3’ to B taking place in the beta globin gene cluster in total eight
polymorphic site has been investigated. The results of the polymorphic loci have been
evaluated statistically with “‘Arlequin 3.1 Software’’.

According to our results, our region presents Mediterranean character as far as
beta globin gene cluster haplotypes are concerned. We determined that
IVS I- 110 (G>A) mutation linked with haplotype VII (+ - - - - - +), IVS I- 5 (G>C)
mutation with haplotype IV (- + - + + - +), codon 8/9 (+G) linked with haplotype |
(+ - - - - + +) for the first time in the Turkish population. On the other hand; linkage of
haplotype Vlla (+ - - - - - - ) with the IVS I- 1 (G>A) mutation was observed for the first
time in the published literature. We also observed that, if Xmn | polymorphism is the
major cis-acting element in the hydroxyurea therapy, our region is not suitable locus for
such an approach due to the low existence of the effective Xmn | polymorhism both in
beta thalassemia mutations and normal population.

Keywords: Beta thalassemia, haplotype, Xmn I, polymorphism, Denizli
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Alfa
Beta
Delta
Epsilon
Gama
Y G gama
¥ A gama
Teta
Pseudo, sozde
Zeta
Beta zero, Beta sifir
Beta plus, Beta art1
Adenine, Adenin
Base pair, Baz cifti
C Cytosine, Sitozin )
CVS Chronic Villus Samples, Koryonik Villus Ornegi
DNA Deoksiriboniikleik asit
dNTP Deoksiriboniikleotid trifosfat
Ekzon Exon, Kodlanan DNA bolgeleri

>G)-<COOO‘@Q

[@n Joe =
SR TAR

EM Expectation Maximization, Beklenen maksimum
FSC Frame Shift Codon

G Guanine, Guanin

Hb Haemoglobin, Hemoglobin

Hb A Major Adult Hemoglobin, Eriskin hemoglobin

Hb A; Minor Adult Hemoglobin, Min6r hemoglobin

Hb F Fetal Hemoglobin, Fotal hemoglobin

HPFH Hereditary Persistance Fetal Hemoglobin,
Fotal Hemoglobinin Kalitimsal Devamliligi

HS Hypersensitive Site, Hipersensitif bolge

HU Hydroxyurea, Hidroksiiire

IVS Intervening Sequence, intron dizileri

IVS-II Intervening Sequence-11, intron-11

LCR Locus Control Region, Beta geni kontrol bolgesi

LD Linkage Disequilibrium, Baglanti esitsizligi

ML Maximum Likelihood, Maksimum olasilik

n Olgu Sayist

PCR Polymerase Chain Reaction, Polimeraz zincir reaksiyonu

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism,

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
RNA Riboniikleik asit

SNP Single Nucleotide Polymorphism, Tek niikleotit polimorfizmi
STR Short Tandem Repeats, Kisa tekrar bolgeleri
T Thymine, Timin

VNTR  Variable Number Tandem Repeats, Degisen ¢ok sayida tekrar
bolgeleri



1. GIRiS

Bir genin farkli alellerde bulunmasi ve bu alellerin toplum igerisinde farkli
sikliklarda dagilimi nedeniyle, bir tiire ait grup i¢inde morfolojik, fizyolojik ve davranis
ozellikleri bakimindan farkli bireyler yer almaktadir. Her bir bireye 6zgii olan gensel
¢esitlilikler, insan genomunu meydana getiren yaklasik 3.2x10° bp’lik DNA dizisinde
goriilen farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Kwok 2003). DNA dizisinde gbzlenen bu
farkliliklarin, % 90.0° i1 tek niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler) olusturmaktadir.
SNP’lerin ¢ogu bilinen islevsel etkilere neden olmamakla beraber, bazi SNP’ler gen
ekspresyonunu, kromozom diizeyindeki yapilanmayr veya protein islevlerini
etkileyebilmektedir (Collins 1998, Venter 2001). Yapilan ¢alismalarda gozlenen
SNP’ler ve alleller, insan genomu boyunca rastgele dagilmamistir. Arastirmacilar insan
genomunda rastgele dagilima sahip olmayan ve gensel hastaliklara neden olan,
polimorfizm olarak ifade edilen DNA dizi degisikliklerini inceleyerek, insan sagliginda
onemli bir yer tutacak olan 6zgiin yaklasim, yontem ve uygulamalar1 gelistirmeye

devam etmektedir (Gusella 1986, Botstein 2003, Kwok 2003, Crawford 2005a).

Insan genomundaki bu gensel degisikleri olusturan bdlgeler; restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmleri (RFLP’ler), degisen ¢ok sayida tekrar bolgeleri (VNTR lar),
kisa tekrar bolgeleri (STR’ler) gibi insan genomundaki cesitli tekrar bolgelerinden
olusmaktadir (Hoehe 2003). insan genomu boyunca belirlenen polimorfizmlerin bir
kismi gen iirlinlerinde yapisal ve islevsel bozukluklara neden olarak fenotipi
etkilemekte, diger bir kisim polimorfizmler ise, sessiz kalarak gen diizeyinde ¢esitlilige
neden olup, fenotip iizerinde herhangi bir belirgin sonug ortaya koymamaktadir. Genom
boyunca goézlenen polimorfik bolgeler arasindaki iliskiler, cesitli gensel ve evrimsel
etkenler (crossing-over; karsiikli parca degisimi, mutation; mutasyon, gene
conversion; karsilikli olmayan parca degisimi) arasindaki tarihsel iligkiler ve
toplumlardaki biyolojik siire¢lerden (genetic drift; genetik siiriiklenme, gene flow; gen
akis1 ve natural selection; dogal secilim v.b.) etkilenmektedir. Niifus hareketleri ve
toplumsal biyolojik siirecleri etkileyen faktorler incelendiginde, bu verilerden elde
edilen bilgiler 151831nda, ¢alisilan genom bdlgesine 0zgii istatistiksel ve molekiilsel
sonuglar elde edilmektedir (Maxwell 2006). Bu dogrultuda, arastirmacilar en yogun

olarak insan B globin gen ailesini ¢alismiglar ve bu bolge boyunca ¢ok sayida SNP ve



RFLP kisimlar1 tanimlamiglardir (Gusella 1986). Farkli toplumlarda gozlenen beta
talasemi mutasyonlarina sahip olgularda, istatistiksel testlerle degerlendirilen cesitli
molekiilsel yontemler (RFLP, SNP, DNA dizi analizi v.b) kullanilarak, beta globin gen
mutasyonlarmin iliskili oldugu haplotip (haplotype) odaklari ve bu mutasyonlarin
yaytlimi ile ilgili farkli hipotezlere dayali goriisler ortaya konulmustur. Bu
calismalardan elde edilen verilere gore, beta globin gen ailesi ig¢inde ayrilan 5’
bdlgesinin SNP’ler agisindan daha kararli bir yapida oldugu gosterilmistir. Diger
taraftan 3’ bolgesinin ise, daha fazla rekombinasyona acik oldugu ortaya konulmustur
(Smith 1998). Beta globin gen ailesi icerisinde yer alan 5° ve 3’ haplotipleri arasinda
ise, yaklasik 9.1 kb uzunlugundaki bdlge rekombinasyon agisindan sicak bolge
(recombination hot-spot region) olarak tanimlanmistir. Bu bolgenin, beta globin geni
icerisinde yeniden diizenlenerek, yapilanmanin en yogun olarak gdzlendigi ve genom
boyunca rastgele olmayan iliskilere (non-random associations) sahip oldugu
belirlenmistir (Chakravarti 1984). Sicak bolgede gozlenen yiiksek derecedeki yeniden
yapilanma, 5’ ve 3’ haplotipleri arasindaki iligkiyi bozmaktadir (Antonarakis 1982,
Chakravarti 1984, Treco 1985).

Akdeniz kusagi lizerinde yer alan iilkemizde hemoglobinopatiler, belirgin bir
kalitsal saglik sorunu olusturma potansiyeli tagimaktadir. Denizli yoresi, iilkemizde
‘““Hemoglobinopati  Kontrol = Programi’> uygulanan illerden bir tanesidir.
Hemoglobinopati Kontrol Programi  ¢ergevesinde, ‘Il Saghk Midiirligi
Hemoglobinopati Merkezi’’ biinyesinde yapilan evlilik 6ncesi (premarital) tanimlama
calismalarinda saptanan olgular, ‘‘Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi (PAUTF)
Biyofizik Anabilim Dali’na’’ yonlendirilmekte ve molekiilsel diizeydeki sorun
belirlenmektedir. Prenatal tan1 gerektiren gebeliklerde ise, ‘‘PAUTF Biyofizik Anabilim
Dali>> laboratuarlarinda, ‘“PAUTF I¢ Hastaliklar1’” ile ‘‘Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dallar’” isbirliginde CVS ve/veya amniyosenteze dayali prenatal tam

yapilmaktadir.

Calismanm iki temel amaci bulunmaktadir. Bu amaglardan birincisi, Denizli
yoresindeki beta talasemi mutasyonlarinin iligkili oldugu beta globin gen ailesi
haplotiplerinin  belirlenmesidir. Bu ¢ercevede tez c¢alismasinda, beta talasemi
mutasyonlari ile iligkili B-globin haplotiplerinin belirlenmesi i¢in, PCR - RFLP yontemi

kullanilmistir. Beta talasemi majorlii olgulara ait RFLP sonuglari, direkt olarak



degerlendirilerek, beta talasemi mutasyon tiirleri ile iliskili 6zgiin haplotiplerin
tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Beta talasemi mindrlii olgulara ait RFLP sonuglarmin
degerlendirilmesinde ve Ozgiin mutasyonla iliskili en yaygin haplotip tiirlerinin
belirlenmesinde, bilgisayar programima dayali ‘‘Arlequin 3.1 istatistiksel yazilimdan
yararlanilmistir. Calismanin ikinci amact ise, yoremizdeki beta talasemi mutasyonlari
ile Gy-promotor bolgesinde yer alan Xmn I polimorfizmi arasindaki olasi iliskinin
ortaya konulmasidir. Yapilan bu aragtrmanmn, Xmn I polimorfizmin varligi ve beta

talasemi hastalig1 arasindaki iliskiyi ifade eden tartismalara 151k tutmasi hedeflenmistir.

2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMALARI

2.1. Hemoglobin Yapi ve Islevi

Hemoglobin (Hb), oksijen baglayici bir grup olan hem molekiiliine kovalent
olarak bagli olan, iki a-benzeri ve iki B-benzeri globin zincirlerinden olusan tetramerik
yapiya sahip, hiicre ve dokulara oksijen tasimada islev goren bir proteindir. Hemoglobin
molekiiliiniin tetramerik ve allosterik Ozellik tasiyan yapisi, fizyolojik islevinin
gerceklesmesinde 6nemli bir yer tutmaktadwr. Hemoglobin molekiiliiniin % 96.0’sm1
olusturan globinlerin ii¢ boyutlu yapilarinda, Van der Walls baglar1 bulunup, yapidaki
polar amino asit gruplar1 dis ylizeyde, non-polar yan gruplar ise i¢ yiizeyde yer
almaktadir. Bu molekiilsel diizenlenme, hemoglobin molekiiliiniin oksijen ile allosterik
etkilesimini saglamaktadir. Hemoglobin molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisi, uzun siiren
calismalar sonucu, 1960 yillarinin baslarinda Perutz ve arkadaslari tarafindan X 1smi1
kristallografisi yontemi ile aciklanmistir (Antonini 1970, Marengo-Rowe 2006,
Schechter 2008). Hemoglobinin, oksihemoglobin ve deoksihemoglobin durumu igin
birer tane olmak iizere iki farkli doérdiinciil (quaterner) yapist bulunmaktadir.
Hemoglobin molekiilii bir yapidan diger yapiya, cogunlukla farkli hemoglobin
altbirimleri arasindaki etkilesimlerin katildig1 bazi amino asit rezidiilerinin hareketleri
ile gegmektedir. Dolayistyla, globin zincirleri arasindaki baglantilarda, as-o; ya da
B1-B2 arasinda olanlar sayica az olup dnemsiz iken, en dnemli bag a4-f3; arasinda olan
bagdir. Ayrica farkli globin zincirleri arasindaki baglanti uzakligi, benzer globin
zincirlerinden daha biiylik oldugu i¢in farkli globin zincirleri arasindaki baglar daha

giicliidiir (Schroeder 1963, Huehns 1970).



Hemoglobin  molekiiliiniin {i¢ boyutlu yapisi, ‘‘oksijenizasyon’ ve
‘“‘deoksijenizasyon’’ durumu tarafindan etkilenmektedir. Hemoglobin molekiilii oksijen
bagladigi zaman ii¢ boyutlu yapisinda gevseme (relaxed) olusmakta ve alt birimler
birbirleri iizerinden hareket ederek donme hareketleri meydana gelmektedir.
Oksihemoglobin durumunda, demir atomunun pozisyonu dolayisiyla, oy-Bo’de 1 A°
yakinlasma, 7 A° dénme hareketi olusmaktadir. Oksijenizasyon durumunda, iki a-globin
zincirinin hem gruplarinin demir atomlar1 arasindaki mesafe 6nemli derecede degismez
iken, B globin zincirleri arasindaki mesafe azalir (Schroeder 1963). Globin zincirleri
arasidaki bu tiir etkilesimler ve bu etkilesimler sonucu gerceklesen konformasyonel
degisim, hemoglobin molekiiliiniin oksijene olan ilginliginde degisime neden

olmaktadir (Huehns 1970, Stamatoyannopoulos 1972, Bettati 1998, Xu 2003).

2.2. Insan Globin Gen Aileleri

Organizmada, embriyonik, fotal ve yetiskin yasam boyunca her bir gelisimsel
adimda, degisen oksijen ihtiyacina gore oo Ve - benzeri globin genlerinin es giidiimlii
bicimde ekspresyonu ile sonuglanan, yasam evrelerine 6zgiin farkli hemoglobin tipleri
sentez edilmektedir (Patrinos 2005). Hemoglobin yapima ile ilgili genler, yagsamin farkl
evrelerinde etkinlesmekte ya da baskilanarak etkinliklerini kaybetmektedirler. Bu
baglamda, yetiskin ve fotal yasamda a-globin zincirleri; B (Hb A, a2pB2), & (Hb Ay,
a2082), ¥ (Hb F, azy2) globin zincirleri ile biitiinlesik bi¢imde bulunmaktadir. Embriyonik
yasamda ise, a-globin benzeri zincirler olan & globin zincirleri ile y (Hb Portland, &2y>)
ve £ (Hb Gower I, &gy) globin zincirleri, ayrica o- globin zincirleri ile e-globin
zincirleri (Hb Gower 11, a 2g7) bir arada bulunmaktadir. Bu genler, bireylerin gelisimsel
asamalarmma bagimli olarak farkli sekilde ifade edilmektedir (Sekil 2.1) (Orkin 1995,
Levings 2002).

Alfa (o) ve beta (B) globin gen aileleri, iki farkli kromozomda yer almaktadir.
Insan o-gen ailesi, yaklasik 30 kb uzunlugunda olup, 16. kromozomun kisa kolunda
(16p 13.3) bulunmakta ve 141 amino asit kodlamaktadir. Insan o-gen ailesi dért islevsel
gen ({, 0y, 0, 0), ii¢ etkin olmaya gen (pseudogene, y{, way, yoy) icermektedir. insan -
gen ailesi ise, yaklasik 70 kb uzunlugunda 11. kromozomun kisa kolunda (11p 15.5)

yer almakta, 146 amino asit kodlamaktadir. Bu gen ailesi ise, bes etkin gen (g, Gy, Ay,



3, B) ve bir etkin olmayan genden (pseudogene, ypB) olusmaktadir. Fotal hemoglobin,
heterojen bir yapiya sahip olup iki farkli y-globin zincirinden meydana gelmektedir.
Gama (y) globin zincirinin 136. pozisyonunda, glisin amino asit bilesimi (GGA) yer

aliyorsa Gy, alanin (GCA) yer aliyorsa Ay globin zinciri olugmaktadir (Sekil 2.1).

Gelisimsel siire¢ boyunca, zamana bagli olarak farkli hemoglobin tiirlerinin
ifade edilmesi, ‘‘hemoglobin swicthing’’ olarak ifade edilen olayla gerceklesmektedir.
(Wood 1983, Cao 2002). Alfa (o) ve B globin gen ailesi, eritroid dokuya 6zgii gen
ekspresyonun baglamasi igin 6zgiin promotor bolgeler ile etkilesebilen ve her bir genin
gelisimsel diizenlenmesini  kontrol eden diizenleyici (regulators) elementler
icermektedir. Bu elementler, globin genlerinin transkripsiyonunun gelisimsel
stireclerine bagh olarak diizenlenmesinde, dokuya 6zgiin kararli bir yapiya sahip olan,
DNase-HS (hypersensitive) bolgelerinde yer almaktadir. Bu bolgeler o-globin gen ailesi
icin, bir a-HS 40 (veya o-MRE) dizisi, p globin gen ailesi i¢in ise beta geni kontrol
bolgesi (LCR; locus control region) i¢inde yer alan bes HS (HS1, HS2, HS3, HS4,
HS5) diziden olusmaktadir (Ho 2000). Bu dizilerin her biri, transkripsiyonu
etkinlestirici (activators) veya engelleyici (repressors) molekiiller igin baglanma
bolgesi olarak yer alan kisa motifler olarak diizenlenmislerdir. Fakli hemoglobin
tiirlerinin zamana bagli ekspresyonunun molekiilsel mekanizmasi, her bir globin gen
ailesi i¢inde yer alan globin genlerinin birbirinden bagimsiz olarak diizenlenmesini
saglayan, globin genlerinin diizenleyici bdlgelerde bulunan elementlerle farkli
derecelerde etkilesimleri ile gergeklesmektedir (Forrester 1987, Hanscombe 1991,
Grosveld 1993, Orkin 1995, Ho 1999, Stamatoyannopoulos 2005) (Sekil 2.2). Yapilan
cesitli arastrmalar ile fotal ve erigkin beta benzeri globin genlerinin gelisimsel
asamalara Ozgiin farkli ekspresyonunun, LCR bdlgesinin iist kisminda yer alan
dizilerde, ilgili genlerin proksimal promotorlar1 arasindaki yarismali etkilesim triinleri
ile olusabilecegi diistiniilmektedir (Karlsson 1985, Behringer 1990, Stamatoyannopulos
1992, Ho 2000).
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Sekil 2.1 Alfa ve beta globin gen aile yapilar1 ve globin genlerinin zamansal gelisim
stireci

2.3. Beta Globin Gen Ailesi

Insan B globin gen ailesi yaklastk 70 kb uzunlugunda bulunan ve
11. kromozomda yer alan (11p 15.5), biitiin insan lokuslar1 arasinda en yogun olarak
calisilan gen grubudur. Beta globin gen ailesi, embriyonik yasamda eksprese edilen €
globin geni, fotal yasamda eksprese edilen Gy ve Ay globin genleri, eriskin yasamda
eksprese edilen & ve B globin genleri olmak {izere bes aktif gen ve yf olarak ifade
edilen bir etkin olmayan genden olusmaktadir. Beta globin gen ailesinin bir tiriinii olan
B-globin, eriskin hemoglobin yapisinda (HbA, a2p,) bulunur iken, diger beta globin gen
ailesi iiriinleri € ve y- globin olarak embriyonik ve fotal hemoglobin tiirlerinin bir liyesi

olarak gelisim boyunca eksprese edilmektedir (Maniatis 1980, Orkin 1984b, 1995).

Beta globin gen ailesi yapisi igerisinde yer alan her bir beta-benzeri gen; ii¢
ekzon ve iki intron bolgesinden olusmaktadir (Sekil 2.2). Beta globin gen ailesi
icerisinde yer alan B-benzeri globin genlerinin gelisimini ve yetigkin yasam boyunca
dokuya 6zgiin ekspresyonunu kontrol eden beta geni kontrol bolgesi (LCR), yaklasik 20
kb uzunlugunda olup, € geninin 6-18 kb oniinde yer almaktadir (Stamatoyannopoulos
2005).



v

Sekil 2.2 insan beta globin gen ailesi yapisi

2.4. Beta Talasemi

Kalitsal kan hastaliklar1 grubu igerisinde yer alan talasemiler, hemoglobin
molekiiliiniin tiretimi siiresince, alfa (o) ve beta () globin zincir sentezlerinde meydana
gelen diizenlenme dengesizliklerine dayali, globin zincir sentez bozuklugu olarak ifade
edilmektedir (Ho 2000). ilk talasemi olgusu, majér formda 1925 yilinda Dr. Thomas B.
Cooley ve Dr. Pearl Lee tarafindan, Italyan orjinli ¢ocuklarda splenomegali, belirgin
kemik degisiklikleri ile iligkili olarak gdzlenmistir (Penberthy 1935). Daha sonra ilk
talasemi olgularinin Yunanistan, italya ve Suriye gibi Akdeniz iilkelerinde bildirilmesi
nedeni ile bu vakalara ‘‘Akdeniz Anemisi’’ tanim1 verilmistir (Chernoff 1959). Ancak
ilerleyen zamanlarda bu tanim birakilarak bu olgular, Yunanca deniz anlamina gelen
“‘thalassa’” ve anemi (kansizlik) anlamma gelen ‘‘emia’’ kelimesinden kaynak alan
“‘thalassemia’’ olarak ifade edilmistir (Weatherall 1997, 2004, Marengo-Rowe 2007).
Fakat sonraki yillarda, Cooley ve Lee tarafindan tanimlanmis olan bu tiir olgularin
Akdeniz iilkeleri ile siirlandirilmamast gerektigi, diger ¢esitli toplumlarda da oldukca

yaygin ve genis Olclide gbzlemlenebilen gensel hastaliklardan biri oldugu bildirilmistir

(Weatherall 1998).

Talasemiler, etkilenen globin zincir(ler)ine gore ifade edilmektedir. Baglica
gozlenen formlar1 a ve B-talasemi olmakla birlikte y, 6p, yop, o ve €ydp talasemiler
olarak ifade edilen farkli tiirleri de belirlenmistir (Weatherall 1998, Birgens 2007).



Talasemiler i¢inde beta talasemi, diinyada en yaygin olarak goriilen otozomal resesif
gecisli kalitimsal kan hastaliklardan biridir. Beta talasemilerde p-globin zincir
sentezindeki azalma, o/ tiirii globin sentezinde dengesizlige neden olmakta ve boylece
bu oran, B talasemi’nin ciddiyetini belirleyen 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir
(Weatherall 1998, 2004, Thein 2004). Beta globin iiretimindeki yetersizlik ile
sonuglarak B talasemi’ye neden olan mutasyonlar, normalden az [ globin zinciri
sentezlenmesi ile olusan *‘B* talasemi’’ mutasyonlarmdan, hi¢ B globin zinciri
sentezlenmemesi ile olusan “B° talasemi’’ mutasyonlari arasinda degismektedir. Nadir
de olsa baz1 farkliliklar goriilmekle birlikte, B talasemi heterozigotlar hafif hemotolojik
anormalliklere sahip olup, klinik olarak herhangi bir belirti gdostermemekte ve
“‘talasemi mindr’’olarak tanmimlanmaktadirlar. Beta talasemi homozigot veya ¢ift
heterozigotlar ise, transflizyon bagimli, klinik ve hematolojik olarak ciddi hastalik
tablosuna sahip olmakta, ‘‘talasemi major (TM)”* ve ‘‘talasemi intermedia (TI)’’ olarak
ifade edilmektedirler. TI hastalar1 hafif ve degisken bir tablo sergilemekle birlikte,
diizenli kan transfiizyonu gerektirmemekte, fakat hepatosplenomegali ve hiicre iskeleti
anormalliklerine sahip olabilmektedirler (Kazazian 1988, Camaschella 1995, Shah
1999, Taher 2006).

Ayrica yapilan arastirmalar sonucunda, heterozigot B talasemili olgular sitmaya
kars1 direng sagladigi i¢in bu mutasyonlarm, sitmanin yaygin olarak goriildiigii Akdeniz
iilkeleri, Orta Dogu, Afrika ve Giiney Dogu Asya gibi toplumlarda, dogal secilim
(natural selection) ile goriilme olasiigmin daha yiiksek olmasi beklenmistir. Boylece
heterozigot beta talaseminin, bireyleri sitmaya kars1 gensel olarak korudugu
diistiniilmektedir. Dolayisiyla bir saglik problemi olan 3 talasemilere neden olan gelisim
stireglerinin sitma evrimi ile yakindan iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat daha
sonralar1 yapilan incelemeler sonucunda beta talasemi mutasyonunun, ayni zamanda
sitma salgin1 olmayan bolgelerde de goriilmesi, bu 6ngoriiye kusku ile yaklagilmasi
sonucunu dogurmustur (Haldane 1949, Ramsay 1987, Nagel 1989, Weatherall 1998,
Tadmouri 2001a, Birgens 2007).

Beta talasemi olgularinin, hem klinik hem de molekiilsel diizeyde yiiksek oranda
cesitlilik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle gerek mutasyonlar ve gerekse de beta
globin gen ailesi icerisinde yer alan gen bdlgeleri ve etkilesen protein faktorleri birgok

calismanin temel amaci olmustur. Bu baglamda her bir mutasyonun etkisi, etki islergesi



ve fenotip-genotip iliskileri, bilimsel gevrelerde 6zel 6nem kazanmustir (Bank 1978,
Benz 1982, Metherall 1986, Weatherall 1997). Nokta mutasyonlar1 formundaki beta
talasemiler; RNA transkripsiyonun baslamasi, RNA islenmesi (RNA processing) ve
RNA kararhiligint bozarak normal RNA globin zincir sentezini Onler iken, cerceve
kaymasi (frameshift) ve erken zincir sonlanmasi (nonsense) gibi beta talasemi mutasyon
formlar1 ise, translasyonu bloke etmektedir (Weatherall 1976, Spritz 1983, Nienhuis
1984, Lanclos 1986). Giiniimiizde, beta globin genlerinde beta talasemiye neden olan
diinyada yaklasik 300 ve tizeri farkli mutasyon saptanmustir (Huisman 1998, Olivieri
1999, Weatherall 2001a). Bu mutasyonlarin yaklagik 50 tanesi, Akdeniz iilkelerinde
belirlenmistir (Falchi 2005). Akdeniz iilkelerinde, dogu ve bat1 kisimlarda, 3 talasemi
mutasyonlart farkli sikliklara sahiptir. Akdeniz {ilkelerinde batiya dogru gidildikge
talasemi siklig1 diismektedir. Bu mutasyonlarin tanimlandigi toplumlardaki kesin
mutasyon dagilimlarinin belirlenmesi, genetik danisma, premarital tarama ve prenatal
tanilar i¢in gerekli stratejilerin yorumlanmasinda 6nem kazanmistir (Clark 2004a).
Farkli toplumlarda, beta talasemiye neden olan beta globin genleri arasindaki gensel
iligkilerin ortaya konulabilmesi, bir¢ok ¢alismanin ana konusu olmustur. Bu ¢aligmalar
arasinda, mt-DNA (maternal, anneye ait), Y-kromozom (paternal, babaya ait)
incelemeleri ve beta globin gen ailesi haplotiplerin tanimlanmasi gibi gensel
yaklagimlar 6nem tasimaktadir (Rosatelli 1988, Atalay 1993, Tadmouri 2001a, Altay
2002, Wilson 2003, Fattoum 2004, Nagel 2004, Yildiz 2005, Makhoul 2005, Hussein
2007, Oztiirk 2007a, 2007b).

Tirkiye’de beta talasemi ile ilgili ilk ¢caligmalar Prof Dr. M. Aksoy tarafindan
1941 yilinda baslamis, 1950’1i yillarin sonunda ise bu rahatsizlik, tip arastirmacilarinin
dikkatini ¢eken onemli bir konu olarak goriilmistiir (Aksoy 1970). Tiirkiye’de 40’dan
fazla sayida beta talasemi mutasyonlar1 belirlenmis olup, ¢esitli molekiilsel yontemlerle
bu mutasyonlarin, hem gosterdikleri klinik tablolar hem de mutasyon tiirleri olarak
oldukga heterojen bir yapiya sahip olduklari belirlenmistir (Atalay 1993, Tadmouri
1999, Altay 2002). Diger Akdeniz iilkelerinden farkli olarak, Tirkiye’nin Asya ve
Avrupa arasinda koprii gérevi géren cografik yerlesimi nedeni ile tarih boyunca bir¢gok
niifus hareketleri ile kars1 karsiya kalmasmin gen havuzundaki gesitliligi olusturdugu
diistiniilmektedir (Bilenoglu 2002). Farkli arastirmacilar tarafindan Tiirkiyenin farkli
bolgelerindeki B talasemi mutasyon sikliklar1 karsilastirilmig, bolgesel farkliliklar

gozlenmekle birlikte, genel olarak Tiirkiye’de tiim beta talasemi siklig1 % 2.0 olarak
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tanimlanmistir (Altay 2002). Tiirkiye’de B talasemi mutasyonlarinin cografik dagilimi
incelendiginde, Dogu Anadolu’dan Bati Anadolu’ ya dogru gidildikce mutasyon
sayisindaki degisimde azalma goriilmiistiir (Diaz-Chico 1988, Basak 1992, Atalay 1993,
Tadmouri 1998, 1999, Altay 2002). Denizli yoresinde ise P talasemi sikligi, farkli
aragtirmacilar tarafindan % 2.6 - 3.7 arasinda belirlenmistir (Keskin 2000, Y1ildiz 2005).

2.5. Haplotip Yap1 ve Haplotip Cesitliligi

Haplotipler, fiziksel olarak  birbirine yakin  gensel belirleyiciler
(SNPs; single nucleotide polymorphisms, RFLP; restriction fragment length
polymorphisms, insersiton/deletion poymorphims vb) arasindaki gii¢lii iliskiyi belirten,
sinirlandirilmis DNA dizi degisiklikleri olup, herhangi bir bireye ait belirli bir
kromozom tiizerindeki 0zgiin allel bilesimleri olarak tanimlanmaktadir (Hoehe 2003,
Crawford 2005b, Xu 2006). Insan genomundaki tiim haplotip yapilarin genel 6zellikleri
tam olarak bilinmemektedir. (Rioux 2001, Hugot 2001, Ogura 2001).

Her bir mutant allel ve bu allel ile iligkili haplotip arasindaki baglanti, yalnizca
sonraki nesillerde olusan mutasyon veya rekombinasyon yolu ile bozulmaktadir. Bu
iliskilerin ortaya konulabilmesi, mutasyon-haplotip iliskilerinin ayrmtili incelenmesi ile
olanaklidir. Haplotiplerin belirlenmesinde gelistirilen ve kullanilan gensel yontemler,
Mendeliyen olarak kalitilan hastaliklardan sorumlu genlerin belirlenmesinde de yarar
saglamistir (Kanavakis 1995, Amiel 1996, La-Chapelle 1998).

Insan genomunda beta globin haplotiplerinin evrimi incelendiginde, ilk olarak
1990 yilimnda Long ve arkadaglar1 tarafindan ifade edilen temel atasal
haplotip 1 (- - - - - )’in tek basina yaygin olarak goriilmemesine ragmen, bu haplotip
yapinin toplumlarda yiiksek siklikta gézlenen 2 (+ - - - =), 6 (- + + - +) ve
5 (- + - + +) haplotipleri ile iliski i¢erisinde bulundugu ifade edilmistir. Daha sonra
1(----- ) ve 2 (+ - - - - ) olarak tanimlanan her iki haplotip tiirliniin de, temel atasal
haplotipler olabilecegi goriisii ileri siiriilmiistiir (Chen 1990, Long 1990). Haplotip
evrimi, ilk temel atasal haplotipin, daha sonraki nesillerde meydana gelen mutasyon
(mutation) veya gen doniisimii (gene conversion) yolu ile olusabilecegi, gelecek

nesillerde gozlenen haplotip yapilarin ise, var olan haplotip tiirleri iizerinde olusan
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rekombinasyon olaylar1 ile ortaya ¢ikmis olabilecegi yoniinde disiiniilmiistiir (Long

1990, Papadakis 1999).

Cesitli toplumlarda yapilan haplotip ¢alismalarinin farkliliklar ortaya koymasi
nedeni ile arastirmacilar ilk olarak farkli toplumlardaki haplotip sikliklarinin degisen
dagilim gostermesinin nedeninin, gocler oldugunu ileri stirmiislerdir (Richards 1996).
Bu goriise gore, her bir mutasyon tek bir odakta gelismekte ve bu mutasyon gogler yolu
ile yayilmaktadir. Daha sonra diger bir kisim arastirmaci ise, bu hipotezi kabul etmekle
birlikte, baz1 beta talasemi mutasyonlarmm (B* 1VS I- 110 (G>A), ° Kodon 39 (C>T),
BT IVS I- 6 (T>C) ve B*- 30 (T>A) v.b) iliskili oldugu farkli haplotip yapilarin varhgmi,
mutasyonlardan bagimsiz bicimde gelisen rekombinasyon olaylar1 ile agiklamaya

calismiglardir (Antonarakis 1982, Old 1986).

Insan globin genlerinde gdzlenen haplotip ¢esitliliginin, biiyiik olasilikla & ve B
globin genleri ile beta geni kontrol bolgesi (LCR) ve yapisal globin genleri arasinda yer
alan belirli sicak noktalardaki rekombinasyon olaylar1 sonucu meydana geldigi
disiiniilmiistiir. Belirgin bir sekilde yiiksek rekombinasyon oranma sahip bu bolgeler,
rekombinasyon ac¢isindan sicak noktalar (recombination hot spots) olarak
tamimlanmaktadir. Rekombinasyon agisindan sicak noktalar, Mendel kalitilimmin temel
kurallarin1 bozabilen bir kanit niteligi tagimaktadir. Diger taraftan ise bu noktalar,
insanlarda genlerin karsilikli par¢a degisimi (crossing over) veya karsilikli olmayan
par¢ca degisimi (gene conversion) siiregleri hakkinda da temel bilgiler vermektedir
(Holloman 1976, Gerhard 1984, Jeffreys 2004, 2005, Nishant 2005). Yeniden
diizenlenmis yapilanma (recombination), mutasyon- haplotip iliskilerinde heterojenlige
neden olan faktorlerden biridir. Yapilan arastirmalar, haplotip ¢esitliliginin olusumunu
etkileyen olasi faktorler arasinda; gensel kayma (genetic drift), dogal segilim (natural
selection), niifus hareketleri ile gelisen gen akis1 (gene flow) nedeniyle toplumlar arasi
gensel karigim (admixture) gibi toplumsal siireglerin etkin rol oynadigini
gostermektedir. Buna ek olarak, orjinal P talasemi kromozomlar1 ve normal saglkli
toplumda bulunan diger kromozomal yapilar arasinda meydana gelmis olan yeniden
diizenlenmis yapilanma (recombination), mutasyon ve gen doniisiimii (gene conversion)
olaylarmi iceren g¢esitli gensel islergelerin de bu heterojenlige Onemli katkilar

yapabilecegi gosterilmistir (Papadakis 1999, Wang 2002, Zhang 2003).
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2.6. Beta Globin Gen Ailesi Haplotip Yapisi

insan B globin gen ailesi boyunca uzanan DNA dizileri olduk¢a polimorfiktir.
Yapilan aragtirmalar sonucu, beta globin gen ailesi boyunca bircok RFLP ve SNP
bolgeleri tanimlanmugtir. Elde edilen verilere gore, B-globin gen ailesinde, yaklagik 60
kb uzunlugundaki bodlgede, 20’nin iizerinde polimorfik restriksiyon endoniikleaz
bolgeleri belirlenmistir. Bu gen ailesinde yer alan DNA polimorfizmleri, insanin
evrimsel tarihini incelemede yaygin olarak kullanilmistir (Kan 1978, Gusella 1986,
Ramsay 1987, Flint 1993a, Fullerton 1994, Harding 1997).

Beta globin gen ailesi igerisinde polimorfizm goésteren bu degisken bdlgeler,
34.6 kb uzunlugunda 5’ ailesi (5°B- haplotip) ve 19.4 kb uzunlugunda 3’ ailesi
(3’B- haplotip) olarak iki alt bolgeye ayrilmistir (Sekil 2.3). 5° ve 3’B alt bolgeler
arasinda gili¢lii bir baglant1 esitsizligi (LD: linkage disequilibrium) bulunmaktadir
(Antonarakis 1982). Beta globin gen ailesi igerisinde, 5° ve 3’ aileleri arasinda bulunan
9.1 kb uzunlugundaki bolgede, yeniden diizenlenmis yapilanma (recombination) yiiksek
oranda gozlendiginden, bu bdlge rekombinasyon i¢in ‘‘sicak nokta (hot spot)’’ olarak
tanimlanmigtir. Beta globin gen ailesi icerisindeki rekombinasyonun % 75.0° inin bu
beklenen rekombinasyon orani 3-30 kattir. 5° ailesindeki rekombinasyon orami %
0.0017- 0.0002, 3’ ailesindeki rekombinasyon orani % 0.0931- 0.0093 ve bu iki bolge
arasinda yer alan 9.1 kb uzunlugundaki DNA bdlgesinde ise, rekombinasyon orani %
0.2912 - 0.0219 olarak belirlenmistir (Chakravarti 1984). Bu bolgede gozlenen yiiksek
derecedeki yeniden yapilanma, 5° ve 3’ haplotipleri arasindaki iliskiyi bozmaktadir

(Antonarakis 1982, Chakravarti 1984, Treco 1985).
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1] 10 20 30 40 50 60 70 kb
5’ € Gy Ay wp 5 B ,
Hinc II Hind III Hinc II Ava II Hinf I
Sicak
Nokta
5’- Haplotip (©.1kb)| 3~ Haplotip

Sekil 2.3 Beta globin gen ailesi haplotip analizinde kullanilan yedi polimorfik
restriksiyon bolgesinin konumu, 5’ ve 3’ alt bdlgeleri, sicak nokta

(Chakravarti 1984)

Beta globin gen ailesi i¢inde yer alan polimorfik restriksiyon bolgeleri, gensel
belirleyiciler olarak olduk¢a faydali olmakla beraber, bu polimorfik restriksiyon
bolgelerinin varligi veya yoklugunun tanimlanmasi i¢in yapilan analizler sonucu
haplotip yapilar ortaya ¢ikmaktadir (Antonarakis 1982). Haplotip yapilar ise, dnceleri
cesitli talasemi bozukluklar1 ve B talaseminin prenatal tanimlanmasinda kullanilmak
istenmistir (Chan 1984, Orkin 1984b, Weatherall 1985, Camaschella 1988, Pirastu
1988, 1989, Kazazian 1988). Buna karsin daha sonra yapilan ¢alismalarda, bu
yaklagimim sakincali olabileceg§i ve yardimci veri olarak kullaniminin daha dogru
olacagi anlasilmistir. Ayrica polimorfik restriksiyon bolgeleri, mutant genlerin
kokeninin belirlenmesi ve bu genlere ait go¢iin izlenmesinde de yararl olmustur. Bagka
bir deyisle 5’ ve 3’ bolgelerine 6zgii RFLP haplotipleri, § talasemi mutasyonlar1 ve
anormal hemoglobin bozukluklarmin tek veya c¢ok odakli kdkene sahip olup

olmadiklarmi izlemede kullanilmistir (Antonarakis 1982, 1984, Orkin 1984Db).

2.7. PCR-RFLP Haplotip Analizi

Insan genomunun niikleotid dizisindeki her 200 bp’de bir meydana gelen
degisiklikler, genom boyunca oldukc¢a yaygin olarak goriilmektedir. DNA niikleotid
dizilerindeki bu tek baz cifti farkliliklari, Mendeliyen olarak kalitilir ve genellikle
kodlanmayan DNA bdlgeleri (intron, IVS: intervening sequences) arasinda meydana
geldikleri i¢in fenotip etkilere sahip degillerdir. Haplotipleri belirlemek icin, insan

genomundaki bu gensel degisikleri olusturan bolgeler, restriksiyon par¢a uzunluk
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polimorfizmleri (RFLPs), degisen ¢ok sayida tekrar bolgeleri (VNTRS) ve kisa tekrar
bolgeleri (STRS) gibi gesitli tekrar bolgelerinden meydana gelmektedir (Hoehe 2003).

Bazi mutasyonlar veya polimorfizmler, gen bdlgesi i¢inde ya restriksiyon enzim
tanima bolgeleri yaratir ya da bu tanima bdlgelerini ortadan kaldirabilirler. Bu durumda
olusan niikleotid degisikligi, restriksiyon enzimi ile uyumlu hedef DNA bdlgesinin
cogaltilmasi ile olusan PCR firiinlerinin 6zgilin restriksiyon enzim kesim sonuglar1 ile
belirlenebilir. Eger DNA dizisindeki farkliliklar, restriksiyon enzim tamima dizileri
icinde meydana gelirse, restriksiyon enzimleri tarafindan, farkli uzunluklarda DNA
dizileri elde edilmektedir. Bu DNA dizileri, jel elektroforezi iizerinde restriksiyon
parcalarmin (fragmentlerin) degisen hareketliligine gore tanimlanabilir ve bu isleme;
“restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP; restriction fragment length
polymorphism)’’ denir (Francomano 1986, Mueller 1998, Clark 2004a, Gupta 2008).

[k RFLP yontemi, 1978 yilinda Kan ve Dozy tarafindan daha ¢ok Afrika
soyunda gozlenmis olan Hb S (orak hiicre anemisi) allelini belirlemede kullanilmistir
(Kan & Dozy 1978). Orak hiicre anemisi ve belirli talasemi olgularinda, hasta allelin
iretiminden sorumlu dizi degisiklikleri restriksiyon enzim kesim bdlgelerini de
etkilemistir ve bu durum RFLP’lerin olusumlarina neden olmustur (Orkin 1984a,
1984b). Daha sonra beta globin gen ailesi RFLP analizlerinden elde edilen veriler ile
talasemi mutasyonlar1 ve 6zglin haplotipler arasindaki baglant1 saptanmistir (Summers
1987, Hall 1993). RFLP haplotip analizleri, gézlenen gensel ¢esitliligin, hem yeni
mutasyonel olaylarin etkisi ile hem de niifus hareketlerinden kaynaklanan gensel akis

nedeniyle olustugunu gostermistir (Makhoul 2005, Pace 2006).

Beta talasemi mutasyonlarinin molekiilsel temelini anlamak i¢cin Orkin ve
arkadaslar1 1982 yilinda, Sekil 2.3’ de goriildiigli iizere B globin gen ailesi i¢inde yer
alan yedi polimorfik restriksiyon bolgelerini kullanarak, bu bolgelere 6zgii restriksiyon
enzimleri yardimi ile § globin gen ailesi RFLP haplotiplerini belirlemeye ¢alismiglardir
(Orkin 1984b). Beta globin gen ailesi haplotipleri, polimorfik restriksiyon bdlgelerinin
varlig1 (+) veya yoklugu (-) olarak tanimlanan, isaretlerin birlesimi ile ifade edilmistir
(Ramsay 1987, Shimizu 2004). Bir kromozomda bir polimorfizm tanimlanmis ise, n
polimorfik bdlgelerin varligi veya yoklugu durumunda, (2)" sayida haplotip tiiriiniin

olmas1 beklenmektedir. Fakat heniiz pratikte, insan genomu boyunca tanimlanabilen
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haplotip sayis1 daha azdir. (Das 2001). ilk ¢alismalarda Orkin ve arkadaslar1, yedi RFLP
bolgesi kullanarak, insan beta globin gen ailesi i¢in Akdeniz {ilkelerinde belirlenmis
olan Tablo 2.1’ de gosterildigi lizere, I’den 1X’a kadar numaralandirilan, en az dokuz
RFLP haplotip tanimlamiglardir (Orkin 1984b). Fakat ilerleyen arastirmalarda, RFLP
bolgeleri artirilarak, bu DNA bolgeleri farkli primer dizi setleri kullanilarak ¢ogaltilmis
ve daha sonra bu bolgeler uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek analiz edilmis ve
haplotip X’da dahil olmak iizere yeni bir haplotip tiirleri belirlenmistir (Atweh 1986,
Semenza 1989, Qatanani 2000).

Tablo 2.1 Beta globin gen ailesi i¢gin tanimlanmis RFLP haplotipler (Orkin 1984b)

Beta Globin Gen Ailesi
Haplotipler 5'-g Gy Ay 5-yp 3-yp | B-1VSI 3'-p
Hinc Il | Hind 111 | Hind 111 | Hinc Il Hinc 11 Ava ll Hinf |
| + - - - - +
11 - + + - + + +
11 - + - + + + -
v - + - + + - *
vV + - - - - + -
\4 - + + - - - +
\41 + - - - - - +
VI - + - + - + *
IX - + - + + + +
X - + - - - - *

RFLP yaklasimi kullanilarak, ‘‘haplotip (haplotype)’’ olarak isimlendirilen
restriksiyon bolge polimorfizm modelleri ile B talasemi mutasyonlar1 ve B globin gen
ailesi haplotiplerine karsilik gelen polimorfik bolgeler arasinda, rastgele olmayan, fakat
kesin sinirlar1 da bulunmayan ‘‘baglant1 esitsizligi (LD; Linkage disequilibrium)”’
gosterilmistir (Antonarakis 1982, Orkin 1984b, Kazazian 1986, Atweh 1986). Bu iliski,
B talasemi mutasyon kokenlerinin belirlenmesinde ve ayni zamanda fenotip-genotip
iligkilerinin irdelenmesinde, 6zgiin f talasemi mutasyonlarmin tanimlamalarinda yarar

saglamgstir (Thein 1988, Tadmouri 2001b, Bibi 2006).

Mutasyon- haplotip iliskisinde, 6zgiin mutasyonla daha az iligkili haplotip(ler)in,
yiiksek sikliklarda gozlenen haplotiplerde meydana gelen mayotik rekombinasyonlarin
sonucu olustugu ifade edilmektedir. Ornegin, italya’da p° Kodon 39 (C>T)
mutasyonunu tagiyan alellerde, haplotip II sikligmin haplotip VII’den daha yiiksek
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bulunmasi, haplotip VII’in haplotip I iizerinde meydana gelen mayotik rekombinasyon
sonucu olustugu bigciminde yorumlanmaktadir (Falchi 2005). Bu 6rnege benzer sekilde,
haplotip I’in, f globin gen ailesi iginde farkli bir polimorfik belirleyici iken, 11l ve V
haplotip tiirlerinin rekombinasyon, tekrarlanan mutasyon (recurrent mutation) veya gen
dontigiimii (gen conversion) gibi gensel degisimler ile bir digerinden tiireyebildigi
belirtilmistir (Orkin 1984b). Bu sonuglar dogrultusunda, insan DNA ¢esitliliginin
genellikle, mayozdaki rekombinasyon ile yeniden karistirilabilen ve boylece yeni
haplotipler olusturabilen, cinsiyet (germline) kromozomlar1 ile gegen olusumlara neden
oldugu gosterilmistir (Jeffreys 2002, 2004). Dolayisiyla yaygin olarak go6zlenen
mutasyonlarn  farkli  haplotip tabanlar1 1ile iliskili olmasi, rekombinasyon
(recombination) ve gen doniisiimii (gene conversion) olaylarmin g¢esitli bigimleri ile

aciklanabilmektedir.

Insan B globin gen ailesi haplotip analizi caligmalari ile farkli toplumlarda yogun
bir sekilde gozlenen gensel ¢esitliligin ortaya ¢ikarilmasmin yaninda, evrim boyunca
toplumlar arasindaki iliskilerde incelenmistir (Kulozik 1986, Chen 1990, Long 1990,
De-Lugo 2003). Tiirk toplumlarinda B globin mutasyon sikliklarmin dagilimi ile
birlikte, p globin gen ailesi haplotiplerinin tanimlanmasina yonelik yapilan
calismalardan elde edilen veriler, Tiirkiye’de beta talasemi dagilimimin belirlenmesini
saglamanin yaninda, beta talasemi mutasyon kokenleri ve tarihine 1s1k tutmustur
(Tadmouri 2001b). Ayrica son yillarda, B globin geninin 5’ ucunda -540 bp’de yer alan
(AT)xTy dizi tekrarlar1 ve birkag niikleotid polimorfizmlerinin analizleri olduk¢a dikkat
¢cekmektedir. Bu ileri analizler yoluyla da, p talasemi mutasyonlarinin kékenleri ve bu

mutasyon mekanizmalarmin altinda yatan nedenler arastirilmaya devam edilmektedir

(Lapoumeroulie 1992, Tadmouri 2001b, Currat 2002, Lemsaddek 2003).

Tadmouri ve arkadaglarinin ¢alismalarna gore, Anadolu’nun merkezi yiiksek
daglik bolgeleri ile dogu, kuzey ve giliney sinirlar1 boyunca gevrilmis bir plato
konumunda oldugu, ayrica Tirkiye’nin kiyr bolgelerinde olusan niifus hareketlerinin
etkisinde kaldigindan, goreceli olarak daha ¢esitli haplotip 6zellikleri gostermektedir.
Ayrica bu c¢aligma grubu, Sitmaya karsi se¢ici bir avantaj olan Anadolu’daki en eski B
talasemi allelinin (6rnegin B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonu) M.O. 2000- 6500 yillar1

arasinda meydana gelmis olabilecegini ileri siirmiistiir (Tadmouri 2001b). Yapilan
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aragtirmalardan elde edilen verilere gore, beta globin gen ailesi haplotiplerinden
haplotip I’in, dogudan batiya dogru azalr iken, haplotip II’'nin ayni yonde arttig1
goriilmekle birlikte, B talasemi mutasyonunu tasiyan haplotiplerin farkli toplumlarda
ayni olmadigi da saptandigindan, boyle bir genellemenin yapilamayacagi belirlenmistir
(Flint 19934, Piras 2005).

Beta  talasemiler, = hemoglobinopatiler  igerisinde  yer  almaktadir.
Hemoglobinopati Kontrol Programlari’nda onemli bir yer tutan beta talasemilerin yani
sira, beta globin geni igerisindeki ekzon bdlgelerindeki mutasyonlarin amino asit
degisikliklerine neden olmalar1 durumunda, anormal hemoglobinler ortaya ¢ikmaktadir.
Anormal hemoglobinler icerisinde en Onemli saglik sorunu olusturan, orak hiicre
anemisine neden olan Hb S’dir. Diger taraftan 6nleme programlarinda prenatal tanidaki
risklerin 6nceden belirlenmesi, anormal hemoglobinlerin gen diizeyinde dogru bigimde
tanimlanmasina baghdir. Denizli yoresinde yapilan ¢aligmalarda, yoremizin anormal
hemoglobin yapis1 acik bicimde ortaya konulmustur (Atalay 2005, 2007a, 2007b, 2008,
Koseler 2006, 2008, 2009). Bu baglamda, yoremizde rastlanan anormal hemoglobinlere
0zgii beta globin gen ailesi haplotipleri ayrmtili bigimde tanimlanmistir (Atalay 2005,
2007a, 2007, 2008, Oztiirk 2007a, 2007b, Bahadir 2009a).

Denizli yoresinde rastlanan beta talasemi majorlii olgulara ait 6n ¢aligmalardan
elde edilen sonuglar ile ilimizdeki bir kisim beta talasemi mutasyonuna ait beta globin
gen ailesi haplotipleri belirlenmistir. Bu calisma igerisinde ek olarak, anabilim
dalimizda yapilan baska bir ¢alisma ile belirlenmis olan saglikli normal bireylerde
gbzlenen beta globin gen ailesi haplotip verileri ile karsilastirmali bi¢imde tez ¢alisma
verileri sunulmustur. Bu ¢alismanin disinda, yoremizde yer alan beta talasemili
olgulardaki beta globin gen ailesi haplotiplerine iliskin veri bulunmamaktadr (Bahadir
2009b). Tez galigmasi ile Denizli’de gézlenen tiim beta talasemi mutasyon-haplotip

iliskisi ayrintili bir bicimde incelenmistir.

2.8. Haplotip Analiz Sonuclarinin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Mutasyon (mutation), yeniden diizenlenmis yapilanma (recombination) ve

karsilikli olmayan par¢a degisimi (gene conversion) ile olusan haplotip yapilarin
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evrimsel gelisimini anlamak, karmasik ve ¢cok odakli hastaliklarin kalitimsal temelleri
ve insanin gensel yapisindaki 6zgilinliigli anlamada 6nemli bir yer tutmustur (Wang
2002, El-Mabrouk 2004, Lajoie 2005, Morrell 2006). Bu ¢ergevede gelistirilen haplotip
analizleri, gensel cesitliligi ve evrim bakis acisindan hareketle toplumlar arasindaki
iligkileri ¢aligmada genis Olgiide kullanilmigtir (Wilson 2003). Chen ve arkadaslarina
gore, yeniden diizenlenmis yapilanma, mutasyon ve karsilikli olmayan parca degisim
stiregleri yolu ile yerel diizeyde yeni haplotipler olusabilmekte, toplumlar arasindaki
gensel kaymalar (genetic draft) yolu ile baz1 haplotipler ise kaybolabilmektedir (Chen
1990, Long 1990).

Haplotip analizleri, bilgisayar programlarina dayali istatistiksel analizler ve gen
diizeyindeki molekiilsel deneye dayali metotlarin birlesimi olarak yapilmaktadir.
Haplotip dayali testler de, c¢alisilan gen bdlgesine ait Onemli istatistiksel veriler
sunulmaktadir. Tanimlanan polimorfik bdlgeler ikili (O veya 1 olarak) veriler seklinde
kodlanmaktadir. Haplotip verilerini degerlendirmek ve yorumlamak i¢in gilinlimiize
kadar bir takim algoritmalar gelistirilmistir. Gelistirilen ilk algoritma, 1990 yilinda
Clark tarafindan ortaya atilan ve ‘‘Clark algoritmasi1’’ olarak ifade edilen istatistiksel
analizdir (Clark 1990, 2004b). Daha sonra 1995 yilinda Excoffier ve Slatkin, haplotip
verilerin yorumlanmasinda bu algoritmadaki eksiklikleri gideren ve maksimum
olasilikla haplotip sikliklarini tahmin etmede, ‘‘beklenen maksimum (EM; expectation-
maximization)’’ algoritmasi kullanimmi 6nermislerdir (Excoffier 1995, 2003). Aslinda
EM algoritma, ilk kez 1977 yilinda Demspter ve arkadaslar1 tarafindan ortaya konulmus
olup, bu algoritma gensel verilerin ‘‘maksimum olasilik (ML; maximum likelihood)’’
Ongoriilerini hesaplamaya dayanmaktadir (Dempster 1977). Daha sonra 2000 yilinda
Fallin ve Schork tarafindan, EM algoritmanin ¢esitli toplumlardaki haplotip sikliklarmin
belirlenmesinde daha yaygim olarak kullanilabilir oldugu gosterilmistir (Fallin & Schork
2000). Her iki algoritmada, 1908 yilinda G.H. Hardy ve W. Weinberg tarafindan
onerilen ‘‘Hardy-Weinberg esitsizligi’ne (HWE; Hardy-Weinberg Equilibrium)’’
uymaktadir. Bu esitsizlik, diploid organizmalarda gen sikliklarmi tahmin etmek icin

kullanilan basit bir cebirsel yaklasimdir (Hardy 2003).

EM algoritma ile bir olguya ait biitiin Orneklerin haplotip listesinin
belirlenebilecegi, verilerin sirasma bagli olmaksizin en yaygm goézlenen haplotipin

ortaya konularak, maksimum olasilikla haplotip sikliklarinin tanimlanabilecegi, lokuslar



19

arast baglant1 esitsizligi katsayisinin (LD; linkage disequilibrium) en iyi sekilde
hesaplanabilecegi gosterilmistir (Fallin & Schork 2000, Schneider 2000). Ayrica EM
algoritma, haplotip odaklar1 arasindaki rekombinasyon oranlarmni dikkate almaksizin,
cok sayidaki Ornek analizleri i¢in olduk¢a uygun bir algoritma olarak tanimlanmistir

(Excoffier 1995, Long 1995).

Bu temel prensiplere dayali olan EM algoritmay1 esas alan, en son gelismis
formdaki “‘Arlequin Version 3.1’ olarak ifade edilen yazilim programi, birgok
calismada kullanilmistir (Excoffier 2005, Oztiirk 2007b, Atalay 2007b, Bahadir 2009b).
Bu program, farkli gruplar arasi (interpopulation) ve/veya bir grup igerisindeki
(intrapopulation) gensel cesitlilik modellerini analiz etmeye yardimci olmaktadir.
Arlequin 3.1 programi; RFLP, DNA dizileri, microsatellite verileri, allel sikliklar1 veya
standart cok odakli genotipleme gibi bazi verileri kullanabilmekte ve program
kullanicilart i¢in, kullanilan veri tiirlerini dikkate almaksizin ayni analiz yontemlerini
yapabilmeyi saglamaktadir (Excoffier 2005, 2006). Bu istatistiksel program,
yararlandigi EM algoritma ile haplotip sikliklarmin belirlenmesinde, baslica iki adim
kullanmaktadir. Bu adimlardan ilki, her bir birey i¢in haplotip ciftlerinin dagilim
hesaplamasina dayali, ‘‘degerlendirme adim (estimation step)’’idir. Ikinci adim ise,
belirlenen haplotip siklik dagiliminin giiniimiize kadar tanimlanmis haplotip tiirleri ile
karsilagtirilmasindan olusan ‘‘maksimum olasilik tahminlerini hesaplama adimi
(maximization step)’’ olarak ifade edilmektedir (Zhao 2003). Ayrica bu yazilim
programindan elde edilen beta globin gen ailesi 5° RFLP haplotip verileri, toplum
genetigi caligmalarinda yaygin olarak kullanilmakla birlikte, hemoglobinopatiler
arasindaki iliskilendirme ¢alismalari, toplumlar arasindaki karsilastirmalar ve niifus

hareketleri hakkinda da bilgi edinmemize yardime1 olmaktadir (Magana 2007).

2.9. Xmn | Polimorfizmi - Beta Talasemi Iliskisi

Insan yasammi olusturan gelisimsel siireglerin her bir asamasmnda, globin
genlerinin ekspresyonundaki diizenlenmeler yolu ile farkli hemoglobin tiirleri ifade
edilmektedir. Son hemoglobin tiirii olan erigkin hemoglobine, yasamm ilk alt1 ayindan
sonra ulagilmakta ve bu durumdaki bireyde, ~ % 97.0 erigkin hemoglobin (Hb A),
~ % 2.0 minér hemoglobin (Hb Ay) ve ~ % 1.0 fotal hemoglobin (Hb F) bulunmaktadir.
Dogumun ilk yillarinda, fotal hemoglobin (Hb F), toplam hemoglobinin yaklagik



20

% 70.0” ini olugturmaktadir. Normal yeni dogan bireyde Hb F’deki Gy/Ay orani, 70: 30
olarak belirlenmesine ragmen, yetiskin yasamda ¢ok az miktarda bulunan Hb F’de, y
globin geninden B globin gen ekspresyonuna gegis nedeniyle bu oran 40: 60’a doniisiir.
Farkli Gy/Ay oranlari, Hb F sentezindeki molekiilsel bozukluklarin belirtisidir (Manca
2008). Yapilan ¢aligmalarda arastirmacilar, yetiskinlerde Gy ve Ay globin genlerinin
goreceli ekspresyonunun, beta globin gen ailesi ile ilgili gensel faktor (ler) ile kontrol
edilebildigini ifade etmislerdir (Harano 1985, Labie 1985a, Lanclos 1991). Gama globin
genlerinin ekspresyonundaki farkliliklar, yalnizca ilgili DNA segmentinde meydana

gelen nokta mutasyonlar ve kromozomlar arasi gen degisim siiregleri ile meydana

gelmektedir (Karlsson 1985).

Erigkin yasamda B globin zincir sentezine ek olarak, fotal hemoglobin (HbF)
artisina neden olan gensel kosullarin birlikte kalitimi, beta talasemili hastalarin
fenotipinde 1iyilestirici etkenlerden biri olarak rol oynamaktadir (Weatherall 2001b,
Ferrara 2003, Perrine 2005). Beta talaseminin Kklinik ciddiyeti, her bir hastada bulunan
B globin geninindeki 6zgiin mutasyon(lar) ile iliskili olmakla birlikte, bu hastalik siddeti
tizerinde o ve/veya y globin ekspresyonunu etkileyen diger faktorlerin de etkili oldugu
belirtilmistir (Gringras 1994, Rund 1997). Bu nedenle, halen giiniimiizde globin gen
ekspresyonu degisikliklerinin molekiilsel islergelerini genis kapsamli olarak anlamak ve
yetigskin yasamdaki Hb F sentezinin artisina neden olabilen globin gen ekspresyonunun

kontroliinii bagarabilmek i¢in biiyiik ¢aba gosterilmektedir (Ho 1999, Grosso 2008).

Hb F artisima neden olan ¢ok sayida gensel etken bulunmaktadir. Bu etkenler
arasinda yas, cinsiyet, y- globin geninin yeniden diizenlenmesi, y- globin gen
triplikasyonu, Gy ve Ay globin gen dizilerindeki polimorfizmler, § ve o- talaseminin
birlikte kalitimi, § globin geninin -540 bp bolgesinde yer alan (AT)yTy gibi dizi
degisiklikleri ve /veya fotal hemoglobinin erigkin yasam boyunca da kalitimsal
devamliligi (HPFH; Hereditary Persistance Fetal Hemoglobin) ile iliskili gensel
etkenler yer almaktadir (Gilman 1985, Huisman 1991, Oner 1992, Chang 1995, Ratip
1997, Gongalves 1998, Ho 1998, Miyoshi 1998, Lapoumeroulie 1999,
Garner 2000, Winichagoon 2000, Panigrahi 2005a, 2005b, Grosso 2008). Ayrica 3
globin gen kompleksi ile iliskili olmayan faktorlerin de, bu etkiye sahip olabilecegi ileri

stirtilmiistiir (Dover 1992). Yapilan tiim bu molekiilsel ¢aligmalara karsm, Hb F sentez
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artig1 lizerine etki eden temel etken ve islergeler tam olarak aydmlatilabilmis degildir

(Thein 1994, Dedoussis 2005).

Beta talasemi ve orak hiicre anemisi (Hb S)’ndeki fenotip kosullar ve Hb F
seviyeleri arasindaki iliskilerin B globin gen ailesi igerisindeki birka¢ polimorfizmin tek
basina veya kombine halde bulunmasi ile iliskili oldugu hipotezi gecerliligini
korumaktadir. Gama globin tiretimini saglayarak Hb F sentezinin uyarilmasi, bu gensel
sorunlarda katki saglayici bir potansiyel olarak goriilmektedir (De-Angioletti 2004,
Manca 2008).

Hb F artisinin altinda yatan molekiilsel mekanizmalar tartigilmakla birlikte, Hb F
artisginda rol oynayan gensel faktorlerden biri olarak, Gy globin geninin promoter
bolgesinin -158. pozisyonunda C>T dizi degisiminin oldugu diistiniilmektedir (Thein
2005b). Bu gensel degisiklik, Xmn I restriksiyon enzim tanima bolgesinde degisime
neden oldugu icin ‘*Xmn I- Gy polimorfizmi’’ olarak ifade edilmektedir (Gilman 1985,
1988, Labie 1985b, Thein 1987). Xmn I restriksiyon endoniikleaz enzimi, Gy globin
geninin 5’ ucu -158 konumunu da igine alan GAACGGTIC dizisini gorerek
kesmektedir. Bu konumda, timin (T) yerine sitozin (C) gectiginde, enzim bu bdlgeyi
tantyamadig1r i¢in restriksiyon enzimi, kesim islemini yapamamaktadir. Bu
polimorfizmin, yaygin olarak [ talasemi ve orak hiicre anemisi tasiyan bireylerde
goriildiigi ve bu bireylerde yetiskin yasamda, ozellikle eritropoietik stres kosullari
altinda, Gy globin gen ekspresyonunu etkileyerek, Hb F miktarinda artis gosterdigi
bildirilmistir (Gilman 1985, 1988, Peri 1997, Thein 2004, Grosso 2008). Beta talasemili
veya Hb S’li olgular kadar normal bireylerde de, artan y-zincir tiretimi, Xmn I- Gy
polimorfizmi ve/veya 6zel microsatellite dizilerin varligi, beta globin haplotip tiirleri ile
kismen iligkilendirilmistir (Zertal-Zidani 2002).

Yapilan bazi1 caligmalarda, Akdeniz iilkelerinde Xmn I polimorfizm varliginin,
I, IV ve IX haplotip tiirleri ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Gilman 1988, Gongalves
1998, 2002, Lemsaddek 2003, 2004). Beta globin gen ailesi haplotiplerininin, yiiksek
Hb F firetimi ile iliskili oldugu, bu iliskinin ise beta talasemi ve orak hiicre anemili
olgularda, hastaligin ciddiyeti iizerinde etki gdsterdigi belirtilmistir (Labie 1985a, Miller
1986, Kulozik 1987, Diaz-Chico 1988, Gilman 1988, Chang 1995, Dedoussis 1999,
2000a, 2000b, 2005). Diger taraftan, Xmn I polimorfizmi ile iliskili olan III, IV ve IX
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haplotiplerinin, sirayla p° IVS Il- 1 (G>A), p° FSC 8 (-AA) ve B° FSC 6 (-A) beta
talasemi mutasyonlar1 ile baglant1 esitsizligi (LD) gosterdigi belirlenmistir (Orkin

1984b, Dedodussis 2000b).

Xmn | polimorfizmin, y-globin gen ekspresyonu iizerindeki etkisi genis sekilde
bildirilmis olmasmnma ragmen, gen ekspresyonundaki artig ile ilgili molekiilsel
mekanizma tam olarak agiklanamamistir. Yapilan ¢alismalarda, Gy-promoter bolgeye
baglanan 6zgiin bir transkripsiyon faktorii tanimlanamamistir. Fakat bu bélgenin biiyiik
olasilikla Gy ekspresyonunu diizenlemede etkili protein-protein veya DNA-protein
etkilesim kompleksleri ile iliskili olabilecegi tartigsilan konulardan biridir (Pace 2006,
Moorchung 2006, Grosso 2008). Dolayisiyla Yavarian ve arkadaglari, - 158 (C>T)
Xmn [ polimorfizminin varlig1 ve beta talasemi hastalig1 arasindaki iliskinin ikincil
derecede Onemli olabilecegini ifade etmislerdir (Yavarian 2004). Bu polimorfizmi
tastyan P talasemili hastalarda goriilebilen fenotipik ¢esitlilik tam olarak anlagilamamis
olmakla birlikte, bu polimorfizm varliginin, hastaligm fenotipini degistirmede modifiye
edici gen oldugunu dogrulamak i¢cin daha fazla c¢aliyma yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir (Ho 1998, Moorchung 2006).

Beta talasemili hastalarda, Xmn I polimorfizm bélgesinin pozitif varligi, yliksek
Hb F ekspresyonuna sebep olmasma karsin, bu polimorfizmin tek basma Hb F
artisindan sorumlu olmadigi bilinmektedir (Ho 1998, Thein 2005a). Bu nedenle, olas1
niikleotid degisikliklerini veya B globin genlerinin transkripsiyonel diizenlenmesi ile
ilgili olan globin gen ailelerindeki motifler ve/veya (AT)xTy kisa tekrar dizilerindeki
degisiklikleri belirlemek icin detayli gensel ¢alismalar yapilmaya devam edilmektedir

(Papachatzopoulou 2006).

2.10. Beta Talasemi Tedavisine Yonelik Yaklasimlar

Gama globin zincirlerinin sentezini yeniden aktive ederek Hb F sentezini artirma
amaci ile bir¢ok ¢alismada bazi ilaclar kullanilmistir. Bu farmokolojik iirtinlerin farkli
islergeler iizerinden etki ederek, hemoglobinopatilerin klinik tablolarmni iyilestirici
etkileri oldugu ileri siiriilmiis ve bu hastaliklar i¢in olas1 tedavi yontemleri glindeme
getirilmistir (Swank 1998, Yang 2001, Quek 2006, Patrinos 2008). Bu ilaclar ile hiicre

dongiisii uyarilmakta, Hb F sentezinin artmasina kosut bigimde toplam hemoglobin
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artis1 saglanmaya ¢alisilmaktadir. Hidroksiiire (HU), biitirat, 5-azasitidin gibi ilaglarm,
beta talasemili hastalarda Hb F seviyesini diizenleyerek, hastali§in kliniginde iyilestirici
etkilere sahip oldugu ileri siiriilmiis, fakat bu olay1 olusturan molekiilsel islerge tam
olarak ¢6ziimlenememistir (Ley 1985, Olivieri 1998a, Saxon 1998, Hoppe 1999,
Alebouyeh 2004). Bu tiir ilaglarin iyilestirici etkilere sahip oldugu ileri siiriilmekle
birlikte, hicbiri i¢in diizenli klinik kullanimlarinin yararlar1 kesin olarak

kanitlanamamuistir (Schrier 2005).

5- Azasitidin, DNA hipometilasyonu ile sonuglanan metil-transferaz’in
inhibitorii olarak gama globin sentezinin liretimini sagladigi, beta talasemi ve orak
hiicre anemili hastalara verildiginde, fotal hemoglobin (Hb F), dolayisiyla toplam
hemoglobin seviyelerinde degisen miktarlarda artis gosterdigi belirlenmistir
(Karlsson 1985, Ley 1985, Steinberg 2001, Schrier 2005). 5- Azasitidin hiicre
dongiisiine 6zgiin bir bilesendir ve bu bilesenin Hb F sentezini artrma nedeninin,
eritroid hiicrelerinin olgunlagsma kinetigi lizerindeki etkiler yoluyla gergeklestigi ifade
edilmektedir. Fakat bu ilacin karsinojen 6zelligi nedeni ile kullanimma sadece son
basamaga gelmis beta talasemili hastalarda izin verilmektedir (Stamatoyannopoulos

1992).

Hidroksiiire (HU) ve biitirik asit bilesenleri ile yapilan tedavinin bazi beta
talasemili hastalarda, transfiizyon ihtiyaglarini azalttig1 veya tamamen ortadan kaldirdigi
gdzlenmistir (Perrine 1993, Fucharoen 1996, Koren 2008). HU tedavisi, 1994°den beri
talasemi majorlii ve talasemi intermedia’lt hastalarda kullanilmis olup, farkl
merkezlerde HU tedavisinde belli bir dereceye kadar basar1 saglanmistir (Ansari 2007,
Choudhy 1997, Panigrahi 2005a, Koren 2008, Kosaryan 2009). TM’lii bireylerde
HU’nin, ekstramediiller hematopoiezisin gerilemesinde yararl bir etkiye sahip oldugu
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Saxon 1998, Cairo 2002, Castelli 2004,
Vicari 2006). Fakat talasemili hastalarda HU’nin etkinligi hala tam olarak
aciklanamamugtir (Yavarian 2004, Panigrahi 2005a). Ayrica hidroksiiire’nin orak hiicre
anemili bireylerde, Hb F miktarmi arttirdig1r ve damar tikanmasi sonucu olusan krizleri
azalttigi goriilmustiir (Platt 1984, 2008, Charache 1995, Loukopoulos 1998, Steinberg
2005, Little 2006, Italia 2009). Gama globin ekspresyonu iizerinde HU etkisinin,
talasemik mutasyon tiirii veya Xmn I polimorfizmi ile iliskili oldugu bildirilmistir

(Bradai 2003, Dixit 2005). Bradai ve arkadaslar1 Cezayir’de, Xmn I polimorfizmini
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heterozigot formda tasiyan TM (% 44.5) ve TI (% 90.0)’l bireylerin, HU tedavisine
daha iyi yanit verdigini gdstermislerdir (Bradai 2007). Fakat HU’nin, genotip cesitlilige
bagli olarak eritroit onciil hiicreleri (erythroid precursors) iizerinde etkili oldugu ve
biitiin hastalarda ayni sekilde iyi bir yanit olusturmadigi da bildirilmistir (Charache
1995, Fibach 1998). Bu baglamda, HU’nin y-globin zincir sentezlerindeki mRNA
kararliligin1 saglayarak, etkin olmayan eritropoiezisi azalttig1 ileri siiriilmiis olmasina
ragmen, Hb F iiretiminde tam mekanizmasi agikliga kavusamamistir (Loukopoulos
1998, Olivieri 1998a, Saxon 1998, Cairo 2002, Perrine 2005, Premawardhena 2005,
Vicari 2006, Eshghi 2007, Koren 2008). Orak hiicre anemili hastalarda HU tedavisinin
yararh olabilecegi gdsterilmesine ragmen, beta talasemi majorlii hastalarda, HU ile
indiiklenen Hb F artisinin transflizyon gereksinimlerini ortadan kaldirmaya yeterli

olmadig1 bildirilmistir (Rodgers 1993, 1995).

Bir bagka grup arastirmaci ise, sodyum biitirat (NaB) ve o-amino-biitirik asit
gibi biitirat bilesikleri lizerine yogunlagsmislardir (Dover 1994). Biitiratlar yolu ile
gerceklesen y globin ekspresyonunu artiran islergenin bilinmemesine ragmen, biitirat
etkisinin fotal gene 6zgili ve y-globin gen promoter bolgesindeki transkripsiyon baglama
kisimlarinda yer alan dizilerde rol oynayarak Hb F diizeyini arttirdigi ileri striilmiistiir
(Burns 1988, Constantoulakis 1989, Olivieri 1998b). Orak hiicre anemili ve siddetli
talasemili hastalara, siirekli intravenéz olarak arjinin biitirat verilerek yapilan klinik
uygulamalarda, Hb F iiretiminde artis gézlenmekle birlikte, toplam Hb diizeyindeki
yiikselmede bir kararsizlik ortaya ¢ikmaktadir (Perrine 1993, Sher 1995, Hoppe 1999,
Steinberg 2001, Witt 2003). Bu ilaglarin bazi hastalarda etkili oldugu belirlenmekle
birlikte, sitotoksik etkiye de sahip olduklar1 gdzlenmistir. Diisiik toksisiteye sahip veya
hi¢ toksik olmayan yeni ve gii¢lii fotal hemoglobin indiikleyicilerin belirlenerek, bu
ilaclarin oral yoldan verilebilmesi gerekmektedir. Fakat Hb F artisinin toksik bir yan

etki olmaksizin farmakolojik olarak elde edilememesi, en 6nemli problemlerden biri

olarak degerlendirilmektedir (Stamatoyannopoulos 1992, Sher 1995, Buller 1999).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez calismamizda ‘‘Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi (PAUTF) Biyofizik
Anabilim Dali”” DNA Bankasm’dan alinan, dnceden tanimlanmis saglikli 100, beta
talasemi majorlii 28, beta talasemi mindrlii 210 bireye ait olmak tizere toplam 338 DNA
ornegi kullanilmistir. Bu bireylerden kan aliirken, erigkin bireylere veya ebeveynlerine
bilgilendirilmis onay formu verilerek agiklama yapilmakta, yazili onaylar1 alinarak
hazirlanan DNA o6rnekleri, Biyofizik Anabilim Dali DNA arsivine anonim olarak
konulmaktadir. Ayrica tez ¢alismamizda kullanilan DNA orneklerinin tiimii Denizli
yoresine aittir. Denizli yOresine ait saglikli bireylere iliskin haplotipler, ©onceki
calismalarda ‘‘PAUTF Biyofizik Anabilim Dali>> laboratuarlarinda gergeklestirilmistir.
Bu baglamda tez ¢aligmasi icerisinde normal drneklere iliskin haplotipleme deneyleri
yapilmamistir. Tez ¢alismasi1 kapsaminda, beta talasemi majorlii olgulara ait veriler,
normal veriler ile birlestirilerek yayina hazirlanmistir. Bu ¢calisma, Ocak 2009 tarihinden
itibaren SCI-Expanded igerisinde yer alan ‘“Turkish Journal of Hematology’’ dergisinde
yaymnlanmistir (Bahadir 2009b).

Haplotip analizi i¢in, saglikli, beta talasemi majorlii, beta talasemi minorlii
bireylere ait beta globin gen bolgeleri, uygun primerler kullanilarak PCR yOntemi ile
cogaltildi. Beta globin gen ailesi igerisinde yer alan polimorfik odaklar, 5’°¢- Hinc I,
Gy- Xmn I, Gy ve Ay- Hind I11, wpB- Hinc 11, 3’ypB- Hinc II, 5°B- Ava II, 3°B- Hinf I
olmak fizere, toplam sekiz restriksiyon enzim kesim bdolgesi igin alt1 adet restriksiyon
enzimi kullanilarak belirlendi. Haplotip analizleri i¢in kullanilan restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ve tamponlar1 (MBI Fermentas Lithuania, Sigma Germany, New
England Biolabs Ipswich, MA), PCR bilesenleri (Buffer, dNTPmix, Tag DNA
Polymerase, Mg*?) (Bioron, Ludwishafen, Germany ve Sigma) ilgili firmalardan satin
alindi. Beta globin gen ailesi haplotip analizinde kullanilan oligoniikleotit primer

dizileri, 6nceden yaymlanmis ¢alismalar dikkate alinarak hazirlandi (Falchi 2005).
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Haplotip analizinin sonuglari, istatistiksel olarak EM algoritma tabanli
“Arlequin 3.1 Software’” programi kullanilarak degerlendirildi. Tiim Orneklerdeki

Xmn | polimorfizmi, Gy- Xmn | polimorfik bdlge analizi yapilarak saptandi.

3.1. Haplotip Analizi

Beta globin gen ailesinde, restriksiyon enzim kesim bolgeleri ile ifade edilen
birgok polimorfizmin (haplotip), 6zgiin P talasemi mutasyonlar1 ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Genel olarak B globin gen ailesi igerisinde bulunan yedi polimorfik
restriksiyon bolgesi i¢in farkli kombinasyonlarla gozlenen 3 globin gen haplotipleri

tanimlandi.

Calismada, beta globin gen ailesine 6zgii haplotip analizi i¢in, Sekil 3.1° de
verildigi gibi toplam sekiz odak kullanildi. Beta talasemili bireylere ait beta globin gen
bolgesi i¢indeki her bir odak ayr1 ayri, bu bolgelere 6zgiin primerler ile
sicaklik dongii (Techne TC- 312 Thermocycler) cihazi kullanilarak cogaltildi. Elde
edilen PCR iiriinleri % 1.0-1.5’luk agaroz jelde yiiritiilerek, jel goriintiileme cihazi ile
goriintiilendi. Beta globin gen ailesine 06zgii, 5’s- Hinc I, Gy- Xmn I, Gy ve
Ay- Hind IlI, Hinc I1- yp, Hinc - 3’yp, 5’B- Ava II, 3’B- Hinf I polimorfik odaklar

kullanilarak restriksiyon enzim kesim sonuglar1 degerlendirildi (Sekil 3.1).

XmnlI
5 € le Ay wp 5 B )
11 11t
Hinc 11 Hind III Hinc II Ava II Hinf I

Sekil 3.1 Haplotip analizi i¢in kullanilan restriksiyon enzim kesim odaklar1

3.1.1. 5’ ¢ Beta Globin Gen Bolgesinin PCR yontemi ile Cogaltimi

Beta globin geninin 750 bp uzunlugundaki 5’e bolgesi, PCR yontemi ile
cogaltildi. Hazirlanan 50 pul’lik PCR  karsimi, sicaklik dongii cihazinda
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(Techne TC- 312 Thermocycler) toplam 30 déngii olarak hazirlanan programa konuldu

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1 5’ gen bolgesi igin hazirlanan PCR karisimi, gogaltim kosullar

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler

DNA (25 -100 ng/ul) 2} 50-200ng

T Buffer BIORON,10X Sl X dngii
ampon (Buffer BIORON,10X) Adimlar Sicakhk | Siire I;ongu

dNTPyix (BIORON, 2 mM )(¥) Sul 0,02mM ayist

Mg™ (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM | Kapak 1sitmasi 100 °C

PRE105 (IOpmol/,ul) (**) 2wl 20 pmol Denatiirasyon 94°C 30 san

PRE106 (IOpmol/,ul) (**) 2 },Ll 20 pmol Primer Eslesmesi 50°C 15 san 30

Taq DNA pol. (SIGMA, 1U/ul) Sul 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san

Steril Saf Su 23 ul - | Son uzama 72°C | 5dak -

Toplam Hacim 50 wl 501l | saklama +4°C - -

(*) 2mM her bir dNTP igin

PRE105

5’>-TTCCTG TTT GAT GAC AAATTC-3’

()

PRE106

5’- AGT CAT TGG TCA AGG CTG ACC-3’

3.1.2. 5’ ¢ Beta Globin Gen Bolgesinin Hinc II Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi igerisindeki 750 bp uzunlugundaki 5’ PCR {iriinii ve bu

bolgeye 6zgiin Hinc II restriksiyon enzimi kullanilarak Tablo 3.2 de verilen miktarlarda

hazirlanmis olan enzim reaksiyon karisimi, en az iki saat 37 °C’ de bekletildi. Tlgili odak

icin elde edilen restriksiyon enzim kesim triinleri % 1.2° lik agaroz jele yiiklenerek,

goriintiileme cihazinda (UVItec) gozlenerek kaydedildi.

Ozellikleri ve kesim tiriinlerinin degerlendirilmesi Tablo 3.2” de verilmektedir.

Tablo 3.2 5’ Hinc II enzim kesimine iliskin bilgiler

Hinc Il Enzim Dizisi

5’- GTPYPUuAC-3’
3’- CAPUPYTG-5’

Kesim Bilesenleri Miktar Kesim Uriinii (bp)
PCR ({iriinii 10.0ul | (-/-): 750

Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 ul (+/+): 436, 314

Hinc 1l enzimi (Fermentas) (*) 0.1ul (+/-): 750, 436, 314
Steril Saf Su 7.9 ul

Toplam karigim 20.0 ul PCR iiriinii: 750 bp

(*) Derigimi: 10 U/pl
Py: pirimidin Pu: purin

Restriksiyon enziminin
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3.1.3. 5° Gy Beta Globin Gen Bolgesinin PCR yontemi ile Cogaltim

Beta globin geninin 650 bp uzunlugundaki 5’Gy bolgesi, PCR yontemi ile
cogaltildi. Hazirlanan 50 pl’lik PCR  karsimi, sicaklilk dongii cihazinda
(Techne TC- 312 Thermocycler) toplam 30 déngii olarak hazirlanan programa konuldu
(Tablo 3.3).

Tablo 3.3 5°Gy gen bolgesi i¢in hazirlanan PCR karisimi, ¢ogaltim kosullari

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler
DNA (25 -100 ng/id) 2ul 50- 200 ng
Tampon (Buffer BIORON,10X S5ul 1X I
pon ( ) Adimlar Sicakhik | Siire I;ongu
dNTPyix (BIORON, 2 mM )(*) Sul 0,02 mM ay1s1
Mg"* (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM | Kapak 1sitmasi 100°C
BFH 003 (10 pmol/ul) (**) 2u 20 pmol | Denatiirasyon 94°C | 30san
BFH 004 (10 pmol/ul) (**) 2ul 20 pmol | Primer Eslesmesi 55°C | 15san 30
Tag DNA pol. (SIGMA, 1U/u) Sul 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san
Steril Saf Su 23 4l - | Son uzama 72°C | 5dak
Toplam Hacim 50 ul 50 ul | saklama +4 °C -
(*) 2mM her bir dNTP igin
(*%) BFH 003 5>-AACTGT TGC TTT ATAGGATTTT -3’
BFH 004 5’- AGG AGC TTATTG ATAACCTCAGAC -3’

3.1.4. 5° Gy Beta Globin Gen Bolgesinin Xmnl Restriksiyon Enzim Kesimi

Gy promoter bolgede yer alan -158 Gy (C>T) polimorfizmi igeren 650 bp
uzunlugundaki bolge, PCR yontemi ile ¢ogaltildi ve PCR firiinleri Xmn I restriksiyon

enzimi ile kesilerek, elde edilen sonuglar degerlendirildi.

Xmn [ restriksiyon enzimi kullanilarak hazirlanan enzim reaksiyon karigimi,
Tablo 3. 4° de verilen miktarlarda hazirlanip, bu enzim reaksiyon karigimi en az iki saat
37° C’de bekletildi. Ilgili odak i¢in elde edilen restriksiyon enzim kesim fiiriinleri,
% 1.2° lik agaroz jele yiiklenerek, goriintileme cihazinda (UVItec) gozlenerek
kaydedildi. Restriksiyon enziminin 6zellikleri ve kesim iiriinlerinin degerlendirilmesi

Tablo 3.4’ de verilmektedir.




Tablo 3.4 5’ Gy - Xmn | enzim kesimine iligkin bilgiler

Xmn | (Pdm I) Enzim Dizisi

5’-GAANNNNTTC-3’
3’-CTTNNNNAAG-5’

Kesim Bilesenleri Miktar | Kesim Uriinii (bp)
PCR iiriinii 10.0pul | (--): 650

Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 pl (+/+): 450, 200
Xmn | enzimi (Fermentas) (*) 1.0l (+/-): 650, 450, 200
Steril dH,O 17.0 pl

Toplam karisim 30.0 pl PCRiiriinii: 650 bp

(*) Derigimi: 10 U/ul

3.1.5. Gy Beta Globin Gen Boélgesinin PCR yontemi ile Cogaltim
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Beta globin geninin 781 bp uzunlugundaki Gy bolgesi, PCR yontemi ile

cogaltildi. Hazirlanan

50 ul’lik PCR karsimm,

sicaklik  dongi

cithazinda

(Techne TC- 312 Thermocycler) toplam 30 dongii olarak hazirlanan programa konuldu

(Tablo 3.5).

Tablo 3.5 Gy gen bolgesi igin PCR karigimi, ¢ogaltim kosullar1

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler

DNA (25 -100 ng/ul) 2l 50- 200 ng

Tampon (Buffer BIORON,10X Sul 1X I
pon { ) Adimlar Sicakhik | Siire lgongu

dNTPyix (BIORON, 2 mM )(*) Sul 0,02mM ayis

Mg*" (BIORON, 16 mM) Sl 1,6 mM | Kapak 1sitmasi 100 °C

PRE102 (10 pmol/ul) (**) 2 ul 20 pmol | Denatiirasyon 94°C | 30san

PRE103 (10 pmol/ul) (**) 2l 20 pmol | Primer Eslesmesi 55°C | 15san 30

Taq DNA pol. (SIGMA, 1 U/ul) 5ul 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san

Steril Saf Su 23 ul - | Son uzama 72°C | 5dak j

Toplam Hacim 50 pl 50 Wl | Saklama +4 °C _ i

(*) 2mM her bir ANTP igin

5’- AAG TGT GGAGTG TGT ACATGA-3’

PRE 102
)
PRE 103

5’- TGCTGC TAATGC TTC ATT ACAA-3’
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3.1.6. Gy Beta Globin Gen Bolgesinin Hind III Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi igerisindeki 781 bp uzunlugundaki Gy bolgesi PCR {iriinii
ve bu bolgeye 6zgiin Hind III restriksiyon enzimi kullanilarak Tablo 3.6’ da verilen
miktarlarda hazirlanmis olan enzim reaksiyon karisimi, en az iki saat 37°C° de
bekletildi. lgili odak icin elde edilen restriksiyon enzim kesim iiriinleri % 1.2° lik
agaroz jele yiiklenerek, goriintileme cihazinda (UVItec) goézlenerek kaydedildi.
Restriksiyon enziminin 6zellikleri ve kesim triinlerinin degerlendirilmesi Tablo 3.6’ da

verilmektedir.

Tablo 3.6 Gy - Hind 11l enzim kesimine iligkin bilgiler

5- AAGCTT -3’

Hind 111 Enzim Dizisi 3’- TTCGAA -5’
Kesim Bilesenleri Miktar | Kesim Uriinii (bp)
PCR iiriinii 100u | (--): 781
Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 ul (+/+): 436, 345
Hind Il enzimi (Fermentas) (*) 1.0l (+/-): 781, 436, 345
Steril dH,O 17.0 ul
Toplam karigim 30.0ul | PCRuiiriinii: 781 bp

(*) Derigimi: 10 U/ul

3.1.7. Ay Beta Globin Gen Bolgesinin PCR yontemi ile Cogaltim

Beta globin geninin 766 bp uzunlugundaki Ay bolgesi, PCR yontemi ile
cogaltildi. Hazirlanan 50 pl’lik PCR  karsimi, sicaklikk dongii cihazinda

(Techne TC- 312 Thermocycler ) toplam 30 dongii olarak hazirlanan programa konuldu
(Tablo 3.7).
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Tablo 3.7 Ay gen bolgesi igin PCR karisimi, ¢ogaltim kosullar1

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler
DNA (25 -100 ng/ul) 2ul | 50-200ng
Tampon (Buffer BIORON,10X 5l 1X ol

pon ) Adimlar Sicakhik | Siire I;ongu
dNTPyix (BIORON, 2 mM )(*) Sul 0,02mM ayist
Mg™ (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM | Kapak 1sitmasi 100 °C
PRE103 (IOpmol/,ul) (**) 2 ul 20 pmol | Denatiirasyon 94°C 30 san
PRE104 (IOpmol/,ul) (**) 2 },Ll 20 pmol Primer Eslesmesi 55°C 15 san 30
Tag DNA pol. (SIGMA, 1U/u) Sul 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san
Steril Saf Su 23 ul - | Son uzama 72°C | 5dak -
Toplam Hacim 50l S0 ul| saklama +4°C - -
(*) 2mM her bir dNTP igin
(**) PRE 103 5-TGCTGCTAATGCTTCATT ACAA-3’

PRE 104 5’- TAA ATG AGG AGC ATG CAC ACAC-3’

3.1.8. Ay Beta Globin Gen Bolgesinin Hind III Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi igerisindeki 766 bp uzunlugundaki Ay PCR iiriinii ve bu
bolgeye oOzgiin Hind III restriksiyon enzimi kullanilarak Tablo 3.8’ de verilen
miktarlarda hazirlanmis olan enzim reaksiyon karisimi, en az iki saat 37°C° de
bekletildi. Ilgili odak i¢in elde edilen restriksiyon enzim kesim iiriinleri % 1.2° lik
agaroz jele yiiklenerek, goriintileme cihazinda (UVItec) gozlenerek kaydedildi.
Restriksiyon enziminin 6zellikleri ve kesim {iriinlerinin degerlendirilmesi Tablo 3.8 de

verilmektedir.

Tablo 3.8 Ay - Hind III enzim kesimine iliskin bilgiler

5- AAGCTT -3’

Hind 111 Enzim Dizisi 3-TTCGAA -5’
Kesim Bilesenleri Miktar | Kesim Uriinii (bp)
PCR iiriinii 10.0ul | (-/-): 766
Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 ul (+/+): 406, 360
Hind 111 enzimi (Fermentas) (*) 1.0 ul (+/-):781, 406, 360
Steril dH,0 17.0 ul
Toplam karigim 30.0ul | PCRiiriinii: 766 bp
(*) Derigimi: 10 U/ul
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3.1.9. 5’ yB3 Beta Globin Gen Bélgesinin PCR yontemi ile Cogaltim

Beta globin geninin 701 bp uzunlugundaki 5’ bolgesi, PCR yontemi ile
cogaltildi. Hazirlanan 50 pl’lik PCR  karsimi, sicaklilk dongii cihazinda

(Techne TC- 312 Thermocycler) toplam 30 déngii olarak hazirlanan programa konuldu
(Tablo 3.9).

Tablo 3.9 5° yp gen bolgesi i¢in PCR karigimi, ¢ogaltim kosullari

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler
DNA (25 -100 ng/ud) 2l 50- 200 ng
Tampon (Buffer BIORON,10X Sul 1X PR
pon ) Adimlar Sicakhk | Siire I;ongu
dNTPyx (BIORON, 2 mM )(*) 5wl 0,02mM ayisi
Mg™ (BIORON, 22 mM) 5ul 2,2mM | Kapak 1sitmasi 100 °C
PRE107 (10 pmol/ul) (**) 2wl 20 pmol | Denatiirasyon 94°C | 30san
PRE108 (IOpmal/,ul) (**) 2 ul 20 pmol Primer Eslesmesi 53°C 15 san 30
Tag DNA pol. (SIGMA, 1U/ul) Sl 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san
Steril Saf Su 23wl - | Son uzama 72°C 5 dak
Toplam Hacim 50 ul 50 ' | saklama +4 °C -
(*) 2mM her bir dNTP igin
(*%) PRE 107 5’- GAACAG AAG TTG AGATAG AGA -3’
PRE 108 5’- ACT CAG TGG TCT TGT GGG CT -3’

3.1.10. 5’ yf3 Beta Globin Gen Boélgesinin Hinc II Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi igerisindeki 701 bp uzunlugundaki 5° yf3 PCR fiirlinii ve
bu bolgeye 0Ozgiin Hinc II restriksiyon enzimi kullanilarak Tablo 3.10°da verilen
miktarlarda hazirlanmis olan enzim reaksiyon karismmi, en az iki saat 37°C° de
bekletildi. Ilgili odak igin elde edilen restriksiyon enzim kesim iiriinleri % 1.2° lik
agaroz jele yliklenerek, goriintileme cihazinda (UVItec) goézlenerek kaydedildi.
Restriksiyon  enziminin  6zellikleri ve kesim {irlinlerinin  degerlendirilmesi

Tablo 3.10’da verilmektedir.




Tablo 3.10 5* wB Hinc II enzim kesimine iligkin bilgiler

Hinc Il Enzim Dizisi

5’- GTPYPUAC-3’
3’- CAPUPYTG-5’

Kesim Bilesenleri Miktar | Kesim Uriinii (bp)
PCR iiriinil 100l | (-/-): 701

Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 pl (+/+): 361, 340

Hinc Il enzimi (Fermentas) (*) 0.1ul (+/-): 701, 361, 340
Steril Saf Su 7.9 ul

Toplam karisim 20.0 ul PCRiiriinii: 701 bp

(*) Derigimi: 10 U/ul
Py: pirimidin Pu: purin

3.1.11. 3’ yp Beta Globin Gen Bolgesinin PCR yontemi ile Cogaltim
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Beta globin geninin 592 bp uzunlugundaki 3’\f bolgesi, PCR yontemi ile

cogaltild1.

Hazirlanan 50 ul’lik PCR  karsmm,

sicaklik  dongii

cithazinda

(Techne TC- 312 Thermocycler ) toplam 30 dongii olarak hazirlanan programa konuldu

(Tablo 3.11).

Tablo 3. 11 3’ yP gen bdlgesi i¢in PCR karigimi, ¢ogaltim kosullari

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler

DNA (25 -100 ng/ul) 2u | 50-200ng

Tampon (Buffer BIORON,10X Sul 1X I
pon ( ) Adimlar Sicakhik | Siire ];()ngu

dNTPyi (BIORON, 2 mM )(*) 5ul 0,02 mM ayisl

Mg*" (BIORON, 16 mM) Sl 1,6 mM | Kapak 1sitmasi 100 °C

PRE109 (10 pmol/ul) (**) 2ul 20 pmol | Denatiirasyon 94°C | 30san

PRE110 (10 pmol/ul) (**) 2ul 20 pmol | Primer Eslesmesi 50°C | 15san 30

Taq DNA pol. (SIGMA, 1U/ud) Sul 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san

Steril Saf Su 23 ul - | Son uzama 72°C 5 dak .

Toplam Hacim 50 ul 50 pl | saklama +4 °C - _

(*) 2mM her bir ANTP igin

*%) PRE 109

5’-TCT GACTTT GACTCT GTT AGC -3’

PRE 110

5’-GGA CCC TAACTG ATATAACTA-3’
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3.1.12. 3’ ¢y Beta Globin Gen Bolgesinin Hincll Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi i¢erisindeki 592 bp uzunlugundaki 3’3 PCR iiriinii ve bu
bolgeye Ozgiin Hinc II restriksiyon enzimi kullanilarak, Tablo 3.12’de verilen
miktarlarda hazirlanmis olan enzim reaksiyon karisimi, en az iki saat 37°C° de
bekletildi. Ilgili odak igin elde edilen restriksiyon enzim kesim iiriinleri % 1.2° lik
agaroz jele yiiklenerek, goriintiileme cihazinda (UVItec) goézlenerek kaydedildi.
Restriksiyon enziminin  Ozellikleri ve kesim irilinlerinin  degerlendirilmesi

Tablo 3.12°de verilmektedir.

Tablo 3.12 3* wp Hinc IT enzim kesimine iligkin bilgiler

5’- GTPYPUAC-3’

Hinc 11 Enzim Dizisi 3’- CAPUPYTG-5°
Kesim Bilesenleri Miktar Kesim Uriinii (bp)
PCR iiriinii 10.0 pl (-/-): 592
Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 ul (+/+): 470,120
Hinc Il enzimi (Fermentas) (*) 0.1l (+/-): 592, 470, 120
Steril Saf Su 7.9 ul
Toplam karisim 20.0 ul PCR iiriinii: 592 bp

(*) Derisimi: 10 U/ul
Py: pirimidin Pu: purin

3.1.13. 5’ B Beta Globin Gen Bolgesinin PCR yontemi ile Cogaltimi

Beta globin geninin 328 bp uzunlugundaki 5’ bolgesi, PCR yontemi ile
cogaltildi. Hazirlanan 50 pl’lik PCR  karsimi, sicaklik dongii cihazinda

(Techne TC- 312 Thermocycler) toplam 30 dongii olarak hazirlanan programa konuldu
(Tablo 3.13).



Tablo 3.13 5° B gen bolgesi igin PCR karigimi, ¢ogaltim kosullari
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PCR Bilesenleri Miktar Derisimler

DNA (25 -100 ng/id) 2ul 50- 200 ng

Tampon (Buffer BIORON,10X 5ul 1X P
fon ¢ ) Adimlar Sicakhik | Siire I;ongu

dNTPyy (BIORON, 2 mM )(*) Sul 0,02mM ayisi

Mg"* (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM | Kapak isitmasi 100 °C

PRE111 (10 pmol/ul) (**) 2 ul 20 pmol | Denatiirasyon 94°C | 30san

PRE112 (10 pmol/ul) (**) 2wl 20 pmol | Primer Eslesmesi 55°C | 15san 30

Taq DNA pol. (SIGMA, 1U/ul) Sul 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san

Steril Saf Su 23 Wl - | Son uzama 72°C | 5dak ]

Toplam Hacim 50 ul 50 ul | saklama +4 °C R _

(*) 2mM her bir dNTP igin

PRE 111

5’-GTG GTC TAC CCT TGG ACC CAG AG -3’

()

PRE 112

5- TTCGTCTGTTTCCCATTC TAAACT -3’

3.1.14. 5’ B Beta Globin Gen Bolgesinin Ava II Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi icerisindeki 328 bp uzunlugundaki 5’3 PCR {iriinii ve bu

bolgeye 6zgiin Ava II restriksiyon enzimi kullanilarak Tablo 3.14’de verilen miktarlarda

hazirlanmis olan enzim reaksiyon karisimi, en az iki saat 37°C’de bekletildi. ilgili odak

icin elde edilen restriksiyon enzim kesim {irlinleri % 1.2° lik agaroz jele yiiklenerek,

goriintiileme cihazinda (UVItec) gozlenerek kaydedildi.

Ozellikleri ve kesim {iriinlerinin degerlendirilmesi Tablo 3.14’de verilmektedir.

Tablo 3.14 5° B Ava Il enzim kesimine iligkin bilgiler

5°- GGACC -3’
Ava Il (Eco 47 I) Enzim Dizisi 3’- CCTGG -5
Kesim Bilesenleri Miktar | Kesim Uriinii (bp)
PCR fiiriinii 10.0ul | (-/-):328
Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 ul (+/+): 228, 100

Ava Il enzimi (Fermentas) (*) 0.5 ul (+/-): 328, 228, 100
Steril dH,0O 7.5ul
Toplam karigim 20.0 ul PCR iiriinii: 328 bp

(*) Derigimi: 10 U/pl

Restriksiyon enziminin
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3.1.15. 3’ B Beta Globin Gen Bélgesinin PCR yontemi ile Cogaltimi

Beta globin geninin 638 bp uzunlugundaki 3’ bolgesi, PCR yontemi ile
cogaltildi. Hazirlanan 50 ul’lik PCR  karsimi, sicaklik dongii cihazinda
(Techne TC- 312 Thermocycler) toplam 30 déngii olarak hazirlanan programa konuldu
(Tablo 3.15).

Tablo 3.15 3’ B gen bolgesi i¢cin PCR karigimi, ¢ogaltim kosullari

PCR Bilesenleri Miktar Derisimler
DNA (25 -100 ng/ul) 2ul | 50-200ng
Tampon (Buffer BIORON,10X) Sl 1X Adumlar Srcakhik | siire | DOngi
dNTPyix (BIORON, 2 mM )(*) Sul 0,02mM Sayisi
Mg"™* (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM | Kapak 1sitmast 100 °C
PRE113 (10 pmol/ul) (**) 2 ul 20 pmol | Denatiirasyon 94°C | 30san
PRE114 (10 pmol/ul) (**) 2 ul 20 pmol | Primer Eslesmesi 55°C | 15san 30
Tag DNA pol. (SIGMA, 1U/ul) Sl 0,2 U | Primer uzamasi 72°C | 30san
Steril Saf Su 23 ul - | Son uzama 72°C 5 dak
Toplam Hacim 50 ul 50 ul | saklama +4 °C -
(*) 2mM her bir dNTP igin
*%) PRE 113 5’- AGT TAG AGG CTT GATTTGGAG G -3’
PRE 114 5’-GTT AAG GTG GTT GAT GGT ACC -3°

3.1.16. 3’ B Beta Globin Gen Boélgesinin Hinf I Restriksiyon Enzim Kesimi

Beta globin gen ailesi igerisindeki 638 bp uzunlugundaki 3’ PCR iiriinii ve bu
bolgeye 6zgii Hinf I restriksiyon enzimi kullanilarak, Tablo 3.16°da verilen miktarlarda
hazirlanmis olan enzim reaksiyon karisimi, en az iki saat 37°C’ de bekletildi. ilgili odak
icin elde edilen restriksiyon enzim kesim triinleri % 1.2° lik agaroz jele yiiklenerek,
goriintilleme cihazinda (UVItec) gozlenerek kaydedildi. Restriksiyon enziminin

ozellikleri ve kesim iiriinlerinin degerlendirilmesi Tablo 3.16’da verilmektedir.
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Tablo 3.16 3° B HinfI enzim kesimine iliskin bilgiler

5°- GANTC -3’

Hinf | Enzim Dizisi 3’- CTNAG -5’
Kesim Bilesenleri Miktar | Kesim Uriinii (bp)
PCR iiriinii 10.0ul | (-/-): 336,302
Tampon (Buffer Tango, Fermentas, 10 X) | 2.0 ul (+/+): 302, 213, 123
Hinf | enzimi (Fermentas) (*) 0.5 ul (+/-): 336, 302, 213, 123
Steril dH,0 7.5u
Toplam karisim 20.0 pl PCRiiriinii: 638 bp
(*) Derigimi: 10 U/ul

3.2. Arlequin 3.1 Istatistiksel Analiz Program

Calismada incelenen Denizli yoresi beta talasemili bireylere iliskin elde edilen
verilerin degerlendirilmesinde, 6rnek sayis1 10 ve {izeri olan beta talasemi mutasyonlar1
ile iliskili haplotipleri belirlemek ig¢in, EM algoritma (EM; exceptation-maximization)
tabanli maksimum olasilikla haplotip sikliklarmin dagilimini belirleyen ‘“Arlequin 3.1’
istatistiksel analiz programi kullanildi. Programda istatistiksel veriler degerlendirilir
iken, Tablo 3.17°de belirtilen parametreler sabit tutularak elde edilen sonuglar
listelenmis ve olast haplotiplerin sikliklar1 toplami bir olarak elde edilinceye kadar
analize devam edilmistir. Analiz sonucu caligilan restriksiyon enzim kesim verilerine
dayali olarak, her bir mutasyon i¢in allel sayisi, toplam olas1 haplotip sayis1 ve toplam
listelenmis haplotip sayist hakkinda bilgi edinilmekle birlikte, mutasyon-haplotip

iligkisinde haplotip sikliklar1 ve standart sapmalar1 da hesaplanmaistir.

Tablo 3.17 Kullanilan Arlequin 3.1 yazilim parametreleri

Yazilhim Parametreleri Degeri
EM algoritma tekrar sayisi: 50
Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama sayist le-7
SS (¥) degerlendirmesi igin tekrar sayisi: 1000
SS (¥) karsilastirma sayisi 50
En fazla tekrar sayisi 1000
(*) : Standart Sapma




38

4. BULGULAR

Tez caligmasinda saglikli 100, beta talasemi majorlii 28 ve beta talasemi
minorlii 210 bireye ait olmak tlizere toplam 338 DNA 0Ornegi incelenmistir. Calismaya
alman DNA Ornekleri arasinda herhangi bir akrabalik iliskisi bulunmamaktadir. Sadece
bir ailede, beta talasemi mutasyonlarmna iligkin haplotiplerin belirlenebilmesi amaci ile
aile calismasi yapilmistir. Bu ailede bir homozigot, ii¢ heterozigot DNA 0Ornegi
kullanilmistir.  Calisitlan  DNA  Ornekleri, mutasyonlart tanimlanmis bigimde
““Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi (PAUTF) Temel Tip Bilimleri Boliimii
Biyofizik Anabilim Dali’> Hemoglobinopati DNA arsivinde saklanmaktadir. Biyofizik
Anabilim Dali DNA arsivinde yer alan Ornekler icin, gerek erigkin bireylerden ve
gerekse de ebeveynlerden yazili bilgilendirilmis onay formu alinmustir. Bilgilendirilmis
onay formuna dayali bigimde hazirlanan DNA’lar, Biyofizik Anabilim Dali
Hemoglobinopati DNA arsivine anonim olarak konulmaktadir. Caligmada kullanilan

tim DNA 6rnekleri Denizli yoresine aittir.

Tez galismasinm iki temel amac1 bulunmaktadir. Ilk amag, Denizli ydresindeki
beta talasemi mutasyonlarinim iligkili oldugu beta globin gen ailesi haplotiplerinin
belirlenmesidir. ikinci amag ise, ilimizdeki beta talasemi mutasyonlar1 ile Gy-promoter
bolgesinde yer alan Xmn I polimorfizmi arasindaki olasi iligkinin ortaya konulmasidir.

Bu amagclar dogrultusunda elde edilen sonuglar, alt basliklar halinde sunulmaktadir.

Bu tez ¢alismas1 Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

2008SBEO001 nolu proje tarafindan desteklenmistir.
4.1. Restriksiyon Enzim Kesim Bulgulan

Tez ¢aligmasinin amaglar1 dogrultusunda, beta globin gen ailesi haplotiplerinin
ve Xmn | polimorfizminin belirlenmesinde 6zgiin restriksiyon enzim kesimlerinden
yararlanilmistir. Bu baglamda, ilgili odaklar 6zgiin primerler ile ¢ogaltilmis ve bu
bolgelere 0zgiin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra agaroz jelde
gorilintiilenmistir. Bu yaklagima iliskin ayrintili bilgiler materyal ve metot bdliimiinde

yer almaktadir.
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Tez caligmasmin birincil amaci olan beta globin gen ailesi haplotiplerinin
belirlenmesinde, €- Hinc I, Gy- Hind 111, Ay- Hind III, 5’yf- Hinc 11, 3’yf- Hinc II,
5°B- Ava Il ve 3’B- Hinf | olmak iizere toplam yedi odak kullanilmistir. Ikincil amag
dogrultusunda ise, Gy-promoter bolgesindeki Xmn I polimorfik odagmn ¢alisilmasi

hedeflenmistir (Sekil 4.1).

Xmn |
SR O S R
@T @T @T @ T@ T@T@
Hinc II Hind III Hinc II Ava II Hinf I

Sekil 4.1 Restriksiyon enzim kesim odaklarinin beta globin gen ailesi tizerindeki

konumlari

Beta globin gen ailesi haplotipleri ve Xmn I polimorfizmine iliskin enzim

kesimleri ve sonrasindaki agaroz jel 6rnek goriintiileri Sekil 4.2- 4.9°da verilmektedir.

PAUTF-Biyofizik

7 6 5 4 3 2 1

5’-g Bolgesi Enzim Kesimi
M: Marker-Strip (738 bg, 596 bg, 251 bg)
1: (14, (750 bg)
2: (+/9), (750 bg, 436 be, 314 be)
3: (+/9), (750 be, 436 be, 314 be)
4: (#/4), (750 bg, 436 b, 314 bg)
5: (+/4), (436 be, 314 be)
6: (+/-), (750 bg, 436 be, 314 be)
7. 5-g PCR Urinii: 750 bg

Sekil 4.2 5°- ¢ bolgesi, Hinc II restriksiyon enzimi kesim sonuglar1




PAUTF-Biyofizik

5’ Gy Bdolgesi Enzim Kesimi
M: Marker-Strip (738bg 596 bg, 251 bg)
: (+4). (B0 b 450 bz, 200 kg)
: (+/). (BE0 bg 450 bz, 200 kg)
: (), (650 bg)
1 (+/).(650 b 450 bg, 2C0 bg)
: (), (650 bg)
: 5°Gy PCR Uriinii: 650 bg

DN EWN -

Sekil 4.3 5’- Gy bolgesi, Xmn I restriksiyon enzimi kesim sonuglari

PAUTF -Biyofizik

—

| =]

76 - DERATEEGEERETE M

Gy Bélgesi Enzim Kesimi
: Marker =Strip (738 bg, 596 bg, 251 bg)
T4, (781 be)
1 (#1), (781 bg, 436 bg, 345 bg)
D), (781 be)
D (H+), (436 bg, 345 bg)
D (HA), (781 b, 436 be, 345 bg)
D (H4), (781 b, 436 bg, 345 bg)
: Gy PCR Urlind : 781 bg

SN Wh ==

Sekil 4.4 Gy bolgesi, Hind II1 restriksiyon enzimi kesim sonuglar1
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PAUTF-Biyofizik

58 & @ 2 1 i

Ay Bélgesi Enzim Kesimi
M : Marker =Strip (738 bg, 596 bg, 257 bg)
1: (44, (766 bg)
2: (++), (406 bg 360 bg)
3: (+9), (766 bg, 406 b, 360 bg)
4: (+14), (766 bg, 406 b, 360 bg)
§: (+/4), (766 bg, 406 b, 360 bg)
6: Ay PCR Urlindi : 766 bg

Sekil 4.5 Ay bolgesi, Hind III restriksiyon enzimi kesim sonuglari

PAUTF -Biyofizik

5" yp Bolgesi Enzim Kesimi
M: Marker-Strip (738 bg, 596 bg, 251bg)
1: (-/-), (701bg)
2: (+/+),(361 bg,340 bg)
3: (+/-), (701bg, 361 bg,340 bg)
4: (+/-), (701bg, 361 bg,340 bg)
5: (+/-), (701bg, 361 bg,340 bg)
6: 5’ yp PCR Uriinii: 701bg

Sekil 4.6 5'- yp bolgesi, Hinc II restriksiyon enzimi kesim sonuglari
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PAUTF -Biyofizik

5$ 4 321 M

3’- yp Bélgesi Enzim Kesimi
M : Marker =Strip (738 bg, 596 bg, 251 bg)
1: (+14), (592bg, 470bg, 120 bg)

2: 3- ywp PCR Uriint :592 bg
3: (+19), (592 b, 470 bg, 120 bg)

4: (+13, (592 be, 470 be, 120 be)
5: (+14), (470 bg, 120 be

Sekil 4.7 3'- yp bolgesi, Hinc II restriksiyon enzimi kesim sonuglari

PAUTF-Biyofizik

5’-p Bolgesi Enzim Kesimi
M : Marker —Strip (738 bg, 596 bg, 251 bg)
1: (++), (228 bg,100 bg)
2: (+4), (328 bg, 228 b, 100 bg)
3: (), (328 bg)
4: (+14), (328 bg, 228 bg, 100 bg)
5: (+14), (328 bg, 228 bg, 100 bg)
6:5- p PCR Urdini: 328 b

Sekil 4.8 5'- 3 bolgesi, Ava II restriksiyon enzimi kesim sonuglari
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PAUTF-Biyofizik

6 54 32 1M

3'-p Bélgesi Enzim Kesimi
M : Marker =Strip (735 b, 596 bg, 251 bg)
1: (44, (336 bg 302 bg)
2: (#i4), (302 bg, 213 be, 123 be)
3: (#+), (302 bg, 213 bg, 123 )
4: {(+i+), (302 bg, 213 bg, 123 be)
6: (), (336 bg, 302 be, 213 be, 123 bg)
6: (+i+), (302 bg, 213 bg, 123 bg)
T: (#+), (302 bg, 213 bg, 123 b)
8:3- p PCR Urtint: 638 b

Sekil 4.9 3'- B bolgesi, Hinf I restriksiyon enzimi kesim sonuglari

4.2. Beta Talasemi Majorlii Olgulara Ait RFLP Sonuglar

Tez calismasinda toplam 28 beta talasemi majorlii olgu bulunmaktadir. Bu
olgulardan 27 tanesi homozigot beta talasemi mutasyonu tasimakta, bir tanesi ise ¢ift
heterozigot gensel yapilanma gostermektedir. Yoremizde beta talasemi majorlii hasta
sayis1 “‘Denizli II Saghik Midiirligii’> verilerine gore, yaklasik 100 tanedir.
“Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi (PAUTF) Temel Tip Bilimleri Bélimii
Biyofizik Anabilim Dalr’’ esgiidiimiinde, ‘‘Denizli 1l Saglik Miidiirliigii’> ve “PAUTF
Kadm Hastaliklar1 - Dogum Anabilim Dalr’’ isbirliginde yiirtitiilen ‘‘Hemoglobinopati
Kontrol Programi’® c¢ercevesinde, Denizli ilinde beta talasemi majorlii olgu
dogmamaktadir. Calisilan homozigot 27 érnek icerisinde, B 1VS I- 110 (G>A) [n=16],
BY IVS I- 1 (G>A) [n=1], p* IVS I- 5 (G>C) [n=2], B* IVS I- 6 (T>C) [n=3],
B IVS II- 1 (G>A) [n=1], B° FSC 8 (-AA) [n=2], B° FSC 8/9 (+G) [n=1],
B° Kodon 6 (-A) [n=1] mutasyonlar1 yer almaktadr.

Elde edilen sonuglara gore; B 1VS I- 110 (G>A) mutasyonun + - - - - - ++ ve
+enmen- +, B°IVS I- 1 (G>A) mutasyonun + - - - -+ - ve + - --- - - B IVS I- 5 (G>C)
mutasyonun - + - + + - + ve - + - + + + +, B IVS |- 6 (T>C) mutasyonunun + - - - - - +

ve - ++---+ BYIVS II- 1 (G>A) mutasyonunun - + - + + + -, B° FSC 8 (-AA)
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mutasyonunun + - - - - - +, B° FSC 8/9 (+G) mutasyonunun + - - - - + +,
B° Kodon 6 (-A) mutasyonunun - + - + + + + haplotipleri ile iliskili oldugu
belirlenmistir. Homozigot beta talasemi mutasyonu tagryan DNA’lara iligkin elde edilen

tim veriler Tablo 4.1- 4.2°de verilmektedir.

4.2.1. B* IVS I- 110 (G>A) Talasemi- Haplotip Analiz Sonuclar
Tablo 4.1 B* IVS I- 110 (G>A) homozigot olgulara ait enzim kesim sonuglari

HAPLOTIP @ HAPLOTIP @
NO NO
1|l 2113|4a]-s 6 7 1]l 213|415 6 7

01 M e B o B G B I O I I O B O B I s

02 i B e B o O G B I I L I I O B B B I s

03 | H+ | /- | - - - [ - H+ ) 11 | - - -

04 | +1+ | 4 | 4- | 4 | 4- | + | ++ | 12 | ++ | | - | - | 4 | #I+ | +I+

05 | H+ | - | - |- - [ +H- | ++ ) 13 |+ || - -] -

06 | ++ | - 4- -4 [++[++| 28 [+ -1 ++ ] ++

07 M B o B G B B O T I O I O B I s

08 |+ | /- | -[- |- - [ +H+ ]| +H+ ) 16 | H+ | - -] -] - |

@ (1)e-Hinc 11, (2) Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind II1, (4)5’yB-Hinc I1, (5)3°wB-Hinc 11, (6) B- Ava Il (7)3’B-Hinf |

4.2.2. Diger Homozigot Olgulara Ait Haplotip Analiz Sonuclan

Tablo 4.2 Diger homozigot olgulara ait enzim kesim sonuglar1

HAPLOTIP @

NO 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
B°IVS I- 1 (G>A)

01 | 4+ | - | A - - - | -
B*IVSI-6 (T >C)

02 +/- +/- +/- -/- -/- -/- +/+

03 -/- +/+ +/+ -/- -/- -/- +/+

04 -/- +/+ +/+ -/- -/- -/- +/+
B° IVS 11- 1 (G>A)

05 | - | 4+ | A | H+ | 4+ | 4+ | -
B*IVS I- 5 (G>C)

06 -/- +/+ -/- +/+ +/+ -/- +/+

07 -/- +/+ -/- +/+ +/+ +/- +/+
B° FSC 8 (-AA)

08 +/+ -/- -/- -/- -/- -/- +/+

09 +/+ -/- -/- -/- -/- -/- +/+
B°FSC 8/9 (+G)

10 | 4+ | - | -] - - |
B° Kodon 6 (-A)

10 | - | o+ | -] ] A | | A+
@ (1)g-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind III, (4)5’yB-Hinc I1, (5)3*yB-Hinc I,

(6)B-Ava ll, (7)3°B-Hinf I
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Elde edilen veriler (Tablo 4.1-4.2), 5’ haplotipleri olarak yeniden
degerlendirildiginde; Tablo 4.3’deki sonuglara ulasilmaktadir. Buna gore, 27 homozigot
olguya ait toplam 54 kromozomun igerisinde + - - - - , -+ -+ +ve - + + - - 5’
haplotiplerinin, sirast ile 41 (% 76.0), 8 (% 15.0) ve 5 (% 9.0) allel’de goriildigii
anlagilmaktadir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Homozigot olgulardaki 5°-f3 globin gen ailesi haplotipleri

No 5-¢ Gy Ay 5-yp 3y

Hinc 11 Hind 111 | Hind Il Hinc 11 Hinc 11 Allel )
01 + . _ _ _ 41 76.0
02 - + _ + + 8 15.0
03 - + + R R 5 9.0

Orneklerimiz icerisinde yer alan beta talasemi majorlii tek olgu molekiilsel
acidan ¢ift heterozigot karakter ortaya koymaktadir. Bu olgu, B* IVS 1-6 (T>C) ve
BO IVS 1-130 (G>C) mutasyonlarmi tasimaktadir. Yapilan aile ¢alismasma anne, baba,

kiz kardes ve erkek kardes olmak tizere dort birey alinabilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 B*1VS1- 6/ B2 IVS I- 130 (G>C) cift heterozigot olguya ait aile

caligmasi

HAPLOTIP @
NO MUTASYON BiLGi 1 2 3 2 1516 | 7
01 | B*1VS1-6(T>C)/B°IVS I- 130 (G>C) | Kiz Kardes H- | || | - -]
02 [ B°1VS I- 130 (G>C) heterozigot Erkek Kardes H- | | - - A -]
03 | B* IVS I- 6 (T>C) heterozigot Anne - | A - - - | A
04 | B° IVS I- 130 (G>C) heterozigot Baba - | | | | ] | A
@ (1)e-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind 111, (4)5’y B-Hinc IL, (5)3’yB-Hinc 11, (6) B-Ava I1, (7)3’B-Hinf |
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4.3. Beta Talasemi Minorlii Olgulara Ait RFLP Sonuclari

Tez caligmasinda toplam 210 beta talasemi tasiyicit olgu bulunmaktadir. Bu
olgular igerisinde; p* IVS I- 110 (G>A) [n=89], B° IVS I- 1 (G>A) [n=40],
B* IVS I- 6 (T>C) [n=17], B° IVS II- 1 (G>A) [n=17], B° Kodon 39 (C>T) [n=13],
B° FSC 8 (-AA) [n=11], p* IVS Il- 745 (C>G) [n=7], B° Kodon 44 (-C) [n=4],
B° FSC 8/9 (+G) [n=3], p*-87 (C>G) [n=3], B* IVS I- 5(G>C) [n=2],
B IVS I- 116 (T>G) [n=2], B° IVS I- 130 (G>C) [n=2] mutasyonlar1 yer almaktadur.
Beta talasemi tasiyict olgular, gensel acidan heterozigot allel yapisma sahip
olduklarindan, mutasyon ile iliskili haplotip tiirlerinin belirlenmesinde ‘‘Arlequin 3.1’

yazilimmdan yararlamlmstir. Ornek sayis1 10 ve iizerinde olan mutasyonlar i¢in bu

yaklagim kullanilarak iligkili haplotip (ler) belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, p* IVS I- 110 (G>A) mutasyonunun + - - - - + +
(% 57.6), B° IVS I- 1 (G>A) mutasyonunun + - - - - + - (% 55.6), " IVS I- 6 (T>C)
mutasyonunun, + - - - - - + (% 34.5), p° IVS II- 1 (G>A) mutasyonunun - + - + + + +

(% 47.1), p° Kodon 39 (C>T) mutasyonunun - + + - + + + (% 30.1), p° FSC 8 (-AA)

mutasyonunun - + - + + + + ve + - - - - - + (% 29.0) haplotileri ile iligkili oldugu

belirlenmistir. Elde edilen tiim veriler, Tablo 4.5- 4. 23’de verilmektedir.



Tablo 4.5 ¥ IVS I- 110 (G>A) heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglari

47

NO HAPLOTIP © NO HAPLOTIP ©
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
01 ++ | -- -/- -/- - | |+ 46 +H+ | - - | - - | | A+
02 ++ | /- -/- -/- -/- +- | +/+ 47 ++ | - | - | -I- -- | A+ |+
03 +/- -/- -/- -/- +- | ++ | +- 48 +- | - - | - | | 4
04 ++ | /- -/- -/- - | |+ 49 +- | - - | - | |
05 ++ | /- -/- -/- - | |+ 50 A+ | - - - - |
06 +- | - - | - | | - 51 A+ | - - - - - |
07 +- | +- | -] - +- | +HH+ | I+ 52 ++ | - | - | -I- - | A+ | A+
08 ++ | -- -/- -/- - | H+ | - 53 +H+ | - - - - | | A+
09 +- | +- | -I- - | | A+ | 54 ++ | - - | -l - | A+ | A+
10 ++ | /- -/- -/- - | |+ 55 +H+ | - | - | -I- - | - | A+
11 +/- +/- -/~ +/- +/- +/+ | +/+ 56 +/- +/- -/- +/- +- | +H+ | +/+
12 ++ | - | -] - +- | +/+ | ++ 57 +H+ | - | - | -I- - | - | A+
13 e O I e 58 +- | - - | - | | 4
14 ++ | /- -/- -/- - | H+ | +H- 59 +H+ | - | - | -I- - | - | A+
15 ++ | /- -/- -/- - | H+ | +H- 60 +H+ | - | - | -I- - | A+ | A+
16 +- | - - - - | A 61 +H+ | - | -] - - | - | +H-
17 +- | - - | - - | A | A+ 62 ++ | - | - | -I- - | A+ | A+
18 ++ | /- -/- -/- - | HH+ | - 63 +- | - | +H-| -I- - | A+ | A+
19 +/- -/- -/- -/- -- | A+ | 4+ 64 +H+ | - | - | -l - | A+ | A+
20 +- | +- | -I- -/- +- | +HH+ | ++ 65 +H+ | - | - | -I- - | +H- | A+
21 ++ | /- -/- -/- - | HH+ | - 66 +- | H- | - H- | - | |
22 ++ | /- -/- -/- -- | A+ | 4+ 67 +H+ | - | - | -I- - | A+ | A+
23 ++ | /- -/- -/- -/- +- | +/+ 68 +- | H- | - - | | |
24 +- | +/- -/- +- | - | A+ |+ 69 +- | +- | -/ -- | - HE |
25 ++ | -/- -/- -/- -/- +- | +/+ 70 +/- -/- -/- -/- -- | A+ | A+
26 +- | +/- -/- -/- +- | | 4 71 +H+ | - | - | -l -- | A+ | A
27 ++ | -/- +/- -/- -/- +- | ++ 72 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A+
28 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | 4+ 73 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ |+
29 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A+ 74 +- | - H- | - | | -
30 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A+ 75 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A+
31 - | | - | A A | - 76 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ |
32 H- | H- | - - - A A 7 Sl I 7 Y O 7 C
33 I GO O G G G I O 78 H- | - - -]
34 H- | - - - - | - 79 H- | - - -]
35 H+ | - | - - -- | H- | A+ 80 Sl I 7 Y 7 S
36 S ol I I e G B Y 81 S I o G O R 7 I
37 +- | +/- -/- -/- +- | H+ | +/- 82 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ |+
38 +- | +/- -/- -/- +- | +- | ++ 83 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A
39 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A+ 84 ++ | -/- -/- -/- -/- +- | ++
40 +- | H- | - | - -/- +- | ++ 85 +/- - | - - - | -
41 +- | +/- -/- +- | - | H- | +- 86 +- | - -] -l -/- +- | +/-
42 +- | +/- -/- +- | H- | HH+ | HA+ 87 ++ | -/- -/- -/- -- | A+ | A
43 +- | - | +/- -/- +- | HH+ | +HH+ 88 - | - - | - | - | A
44 ++ | -/- -/- -/- -/- +- | ++ 89 +/- -/- - | - - | HAE |
45 H+ | - | - | - -- | -]+ | @ (@)e-Hinc 11, (2)Gy-Hind 11, (3)Ay-Hind III, (4)5°yp-
Hinc I, (5)3’yB-Hinc 11, (6) B-Ava ll, (7)3°B-Hinf |




Tablo 4.6 B* IVS I- 110 (G>A\) heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuglar:
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No Haplotip 5-¢ Gy Ay 5-yp | 3-yp [ 5B | 3-B
Sikhik SS* Hinc Il | Hind 111 | Hind 111 | Hinc Il | Hinc Il | Ava ll | Hinfl
01 0.576266 | 0.038235 + - - - - + +
02 0.096631 | 0.024331 + - - - - _ T
03 0.062551 | 0.019899 + - - - - + -
04 0.058656 | 0.021683 - + - + + + +
05 0.039588 | 0.016961 - + - + + + -
06 0.031048 | 0.015256 - + - - + T T
07 0.024867 | 0.013552 - + + - + + "
08 0.013739 | 0.009195 + + + - + + "
09 0.011581 | 0.007787 - - - - - ¥ T
10 0.008497 | 0.008919 - + - + + - +
11 0.008479 | 0.007322 - + + - + + _
12 0.007866 | 0.008107 - + - - + + _
13 0.006750 | 0.006566 - + + + - + T
14 0.006558 | 0.006381 - + + - - + n
15 0.005821 | 0.005397 + + + - - ¥ T
16 0.005723 | 0.005360 + - - - I n T
17 0.005675 | 0.005671 - - - - + + _
18 0.005618 | 0.004910 + - + - - _ n
19 0.005618 | 0.005316 - - + + + +
20 0.005202 | 0.005856 - + + - n
21 0.005053 | 0.005488 - + + - - - _
22 0.004486 | 0.005518 - + + + - - T
23 0.003314 | 0.004796 + + + - + _ n
24 0.000412 | 0.003181 - + - - + _ T

*: Standart Sapma

Arlequin Yazilimu Degiskenleri

Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama: 1e-7 Toplam olas1 haplotip sayisi: 98

EM algoritmasi tekrar sayisi: 50 Olasi haplotiplerin sikliklari toplamu: 1

Allel say1st: 178 Toplam listelenmis haplotip sayist: 24

En fazla tekrar sayisi: 1000 Listelenmis haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1
SS degerlendirmesi igin tekrar sayisi: 1000 SS karsilagtirma sayist: 50




Tablo 4.7 B° IVS I- 1 (G>A) heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglar1
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ip @ ip @
NO HAPLOTIP NO HAPLOTIP
1| 2|34 5] 6]7 1 |2 3]4|5]6]|7

01 ++ | - | -] - -/- +/- 21 +- | - - - - - -
02 - | - - - - A - 22 Sraa SO I C O O BV
03 ++ | -] -] - - | HE |- 23 araa I e
04 - - | -] - - | | - 24 +- | - - - - A -
05 +H+ | - | -] - - | |- 25 Sraa SO I O O O I
06 ++ | - | -] - - | |- 26 +- | - - - - - -
07 +H+ | - | -] - - | - | - 27 +- | - - - - - -
08 ++ | - | -] - - | | - 28 +- | - - - - A -
09 ++ | - | -] - - | | - 29 +- | - - - - A -
10 e I B R Y C B C e S 30 Sraa O I CO O O Y
11 el I a7 I 7 IS 31 Sraa O I O O O Y
12 ++ | - | -] - - | | - 32 +- | - | - - - A -
13 - | - -] - - A - 33 S aa I O O Y B C e S
14 ++ | - | -] - - | H- | - 34 Sraa O I CO O O Y
15 ++ | - | -] - - | | - 35 S aa S I S O O BV
16 ++ | - | -] - - | |- 36 araa I I O I B O e
17 ++ | - | -] - - | - 37 Sraa I I O I R O BV
18 - | - - - - ] - 38 S aa O e
19 |+ | - | | - | F [+ | 4| 39 [+ | - | 4 | - | + | 1+ | +-
20 | +- |+ | [+ |+ |+ [+~ ] 40 [+ [ | [ - [ [+ [+

@ (1)e-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind 11, (4)5"yB-Hinc 1, (5)3°yB-Hinc 11, (6) B-Ava Il , (7)3’B-Hinf |

Tablo 4.8 B° IVS I- 1 (G>A) heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuclar

No Haplotlp _5"3 GY A,Y 5,'WB 3,'\VB 5"B 3-9_B

Siklik SS* Hinc Il | Hind 111 | Hind Il Hinc 11 Hinc 11 Avall | Hinfl

01 | 0.556562 | 0.057272 + - - - - + -
02 | 0.152940 | 0.043068 + - - - - + +
03 | 0.090498 | 0.032809 + - - - - - +
04 | 0.059560 | 0.029023 - + - + + + +
05 | 0.037500 | 0.022121 - + + - + - +
06 | 0.025000 | 0.017743 - - - + + + +
07 | 0.025000 | 0.018844 - + + - + + +
08 | 0.018438 | 0.017902 - + + + + -
09 | 0.012500 | 0.011560 - + - + - -
10 | 0.012500 | 0.012406 - - - - + +
11 | 0.009502 | 0.012033 - + - + + +

*: Standart Sapma

Arlequin Yazilinm Degiskenleri

Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama: le-7
EM algoritmasi tekrar sayisi: 50
Allel sayist: 80

En fazla tekrar sayisi: 1000

SS degerlendirmesi igin tekrar sayisi: 1000

Toplam olas1 haplotip say1si: 96
Olasi haplotiplerin sikliklari toplamu: 1

Toplam listelenmis haplotip sayist: 11

Listelenmis haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1
SS karsilastirma sayist: 50




Tablo 4.9 " IVS I- 6 (T >C) heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglari
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HAPLOTIP @ HAPLOTIP ©

NO NO

1 2 3| 4 5 6 7 1 2 3 4 | 5 6 7
01 ey i I O Y O Y O O O Y S 7 2 10 - A | - - | - -
02 +- | -I- - | - - - | A 11 +- | - - - - | -
03 +H- | A - - - - H- 12 +- | - - - - | -
04 +H- | H- | - | - - A 13 ++ | - - - | - - |
05 +H- | A - | - - - 14 - | A - - | -
06 +H- | A - | - - A 15 - | HE | A - - | -
07 - | | - - - -] A 16 +- | - - - | - |
08 +H+ | /- - -l- | -- | - | A 17 +- | - - - - | -
09 - | A+ | - | - - -
@ (1)e-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind I1I, (4)5°yB-Hinc I1, (5)3’yB-Hinc 11, (6) B-Ava Il, (7)3°B-Hinf |
Tablo 4.10 B* IVS I- 6 (T >C) heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuglari
No Haplotip e | Gy | Ay | Syp | Iyp | 5B | 3P

Sikhik SS* Hinc Il | Hind Il | Hind Il | Hinc Il | Hinc Il | Ava ll | Hinfl
01 0.345542 | 0.089161 + - - - - - +
02 0.198483 | 0.082066 - + + - R + +
03 0.125046 | 0.071761 - + + R - - +
04 0.088235 | 0.052616 - + - + + - +
05 0.058824 | 0.043250 - + + R - + -
06 0.036811 | 0.036763 + - - - + +
07 0.029412 | 0.026096 + - - + - +
08 0.029412 | 0.026470 - - + - - - +
09 0.029412 | 0.028180 - + - - - + +
10 0.029412 | 0.029582 - - - + + + +
11 0.029412 | 0.030630 + + - + + - -

*: Standart Sapma

Arlequin Yazlim Degiskenleri

Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama: 1e-7
EM algoritmasi tekrar sayisi: 50
Allel say1st: 34

En fazla tekrar sayisi: 1000

SS degerlendirmesi igin tekrar sayisi: 1000

Toplam olas1 haplotip say1si: 92

Olasi haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1

Toplam listelenmis haplotip sayisi: 11
Listelenmis haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1
SS karsilastirma sayist: 50




Tablo 4.11 ° IVS 1I- 1 (G>A) heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglari
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HAPLOTIP @ HAPLOTIP ®
NO NO
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
01 H- | -] - - - ] - 10 - - - | - | -] HAE | -
02 e I e e e A RS 11 - | M| - | | A | -
03 - -] -l - - | |- 12 - | HE | - - | A 4| H-
04 H- | - - - -] A - 13 - - - | - | -] 4| -
05 -/- +/- - | HE | HAE | | H- 14 - | HE | - - | | -] 4
06 - | A - | A A | - 15 - | HE | - HE | | | -
07 H- | -] - - - ] - 16 - H- | - | - | -] HE | H-
08 H- | - - | - - ] 17 H- | - - - - -
09 +- | -] -] - | - | A 4
@ (1)e-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind 111, (4)5°yB-Hinc I1, (5)3°yp-Hinc 11, (6) B-Ava I1, (7)3’°B-Hinf |
Tablo 4.12 % IVS 11-1 (G>A) heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuclar1
No Haplotip___| 52 | Gy | Ay | Sy | 3yp | S4B | 3
Sikhik SS* Hinc Il | Hind 11 | Hind 111 | Hinc Il | Hinc Il | Ava Il | Hinf |
01 0.470588 | 0.088853 - + - + + + +
02 0.205882 | 0.076412 + - - - - + -
03 0.117647 | 0.058819 - + - + + + -
04 0.058824 | 0.040143 - + + - + - -
05 0.058824 | 0.042814 + - - - - - -
06 0.029412 | 0.027622 - - + + + -
07 0.029412 | 0.028548 + - + - - - -
08 0.029412 | 0.030298 - + - - + + -
*: Standart Sapma
Arlequin Yazilim Degiskenleri
Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama: le-7 Toplam olasi haplotip sayisi: 128
EM algoritmasi tekrar sayisi: 50 Olast haplotiplerin sikliklart toplami: 1
Allel sayist: 34 Toplam listelenmis haplotip sayisi: 8
En fazla tekrar sayisi: 1000 Listelenmis haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1
SS degerlendirmesi igin tekrar sayisi: 1000 SS karsilagtirma sayist: 50
Tablo 4.13 B° FSC 8 (-AA) heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglar1
NO HAPLOTIP @ NO HAPLOTIP ®
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
OL | +1- | ++ | - | +1- | +- | +- | 1+ | 07 | +- | +- | 1= | +- | +1- | +1- | +-
02 | - | +/+ | - | +1+ | ++ | +- | +1+ | 08 | +- | +I- | - | +I- | +I- | +I- | I+
03 | /- | +- | +- | +1+ | ++ | +- | #1+ | 09 | +- | +I- | - | - | +I- | +I- | +-
04 | #1- | - | - | #- | # | +- | #+ | 10 | +- | #I- | <= | - | +- | - | +I+
05 | +- | #- | - | #- | #- | +- | - | 18 [ 4 [+ | - |+ | - |+ | +/+
06 | +/+ | - | - | 4- | - | +- | +-
@ (De-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind I11, (4)5*yB-Hinc I1, (5)3’yB-Hinc 11, (6) B-Ava Il, (7)3°B-Hinf |




Tablo 4.14 p° FSC 8 (-AA) heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuglari
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No Haplotip e | Gy | Ay | 5-yB | Iy | 5B | 3B
Sikhik SS* Hinc Il | Hind 111 | Hind 111 | Hinc Il | Hinc Il | Avall | Hinfl
01 0.290366 | 0.109035 - + + + + +
02 0.290366 | 0.113155 + - - - _ n
03 0.066910 | 0.060744 + - - - - -
04 0.066910 | 0.063661 - + + + + -
05 0.049271 | 0.051885 - - + + + +
06 0.049271 | 0.053483 + + - - B n
07 0.047999 | 0.049358 + - - - + _
08 0.047999 | 0.050824 - + + + - +
09 0.045455 | 0.041453 - - + + - +
10 0.045455 | 0.043082 - + - + + _

*: Standart Sapma

Arlequin Yazilim Degiskenleri

Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama: 1e-7
EM algoritmasi tekrar sayisi: 50

Allel sayisi: 22

En fazla tekrar sayisi: 1000

SS degerlendirmesi i¢in tekrar sayisi: 1000

Toplam olasi haplotip sayisi: 100

Olast haplotiplerin sikliklari toplami: 1
Toplam listelenmis haplotip sayist: 10
Listelenmis haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1
SS karsilagtirma sayisi: 50

Tablo 4.15 B° Kodon 39 (C>T) heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglari

NO HAPLOTIP @ NO HAPLOTIP ©
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
01 +/- +/- +/- -/- +- | HH+ | +HH+ 08 -/- +/+ -/- +- | +HH+ | +H+ -/-
02 R AR 09 H- | - | - - | - | - |
03 - | A | - | | - 10 - - - | - | |
04 - | | | | A | A | 4 11 - | - - - | | | -
05 ++ | -/- -l -l - | A | A+ 12 - - | - - | | |
06 - | | A - | A | | 4 13 - - - - | | |
07 - - | - | - | | | H-
@ (1)e-Hinc 11, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind I1I, (4)5°yB-Hinc I, (5)3’yB-Hinc 11, (6) B- Ava Il (7)3°B-Hinf |




Tablo 4.16 p° Kodon 39 (C>T) heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuglar
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No Haplotip 5-¢ Gy Ay S-yB | 3-yB 58 | 3-p
Sikhk SS* Hinc Il | Hind 111 | Hind 111 | Hinc 11| Hinc Il | Ava ll | Hinf |
01 0.300880 | 0.109593 - + + - + + T
02 0.230769 | 0.103357 + - R - - T +
03 0.076923 | 0.056488 - + - - + T -
04 0.076923 | 0.056942 + - R - - - T
05 0.045274 | 0.042666 - - + - + T T
06 0.045274 | 0.053871 - + - + + + -
07 0.038462 | 0.038214 - + + - + + _
08 0.038462 | 0.038252 - + - + + - _
09 0.038462 | 0.038357 - - - - - _ n
10 0.038462 | 0.042275 - + - + - + T
11 0.038462 | 0.043208 - + - + + + T
12 0.031649 | 0.035404 - - - + + + -

*: Standart Sapma

Arlequin Yazilim Degiskenleri

Epsilon degerini kontrol i¢in tekrarlama: 1e-7
EM algoritmasi tekrar sayisi: 50
Allel sayist: 26
En fazla tekrar sayisi: 1000
SS degerlendirmesi i¢in tekrar sayisi: 1000

Toplam olasi haplotip sayisi: 60

Olasi haplotiplerin sikliklart toplama: 1
Toplam listelenmis haplotip sayisi: 12
Listelenmis haplotiplerin sikliklar1 toplami: 1
SS karsilagtirma sayist: 50
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Tablo 4.17 Diger heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuglari

HAPLOTIP @
NO 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
B*IVS 1l- 745 (C>G)

01 +/- +/- -I- +/- -/- +/- +/+
02 +/- +/- -I- +/- +/- +/- +/-
03 +/+ -/- -/- -/- -/- +/- +-
04 +/- +/- +/- -/- +/- +/- +/+
05 +- +/- -I- +/- +/- -/- +/+
06 +/+ -/- -/- -/- -/- +/- +-
07 +/- +/- -I- +/- +/- +/- +/+

B IVS I- 5(G>C)

08 +/- +/- -/- +/- +/- +/- +/-
09 +/- +/- -/- -/- +/- +/- +/-
B°FSC 8/9 (+G)
e |
10 +/+ -/- -/- -I- -/- +/+ +/+
11 ++ -/- -/- -I- -I- +/+ +/+
12 +/+ -/- -/- -/- -/- +/+ +/-

B° Kodon 44 (-C)

13 +/- +/- -/- +/- +/- +/+ ++
14 +/- +/- -/- +/- +/- +/- ++
15 -/- +/+ -/- +/+ +/+ +/+ +/-
16 -/- +/+ -/- +/+ +/- +/+ +/-
B*- 87 (C>G)
||

17 -I- -I- -I- -I- -I- +/+ -I-

18 -I- ++ -I- +/+ +/- +/- +/-
19 +/- +/- -I- +- -I- ++ +/-

B°IVS I- 116 (T>G)
| |

20 +/+ -/- -/- -/- -/- +/+ +/+
21 +/+ -/- -/- -/- -/- +/- +/+
B°IVS I- 130 (G>C)
e ||
22 +/- +/+ +/- +/- ++ -/- -/-
23 +/- +/+ +/- +/- +/+ +/- +/+
(@) (Le-Hinc I1, (2)Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind III, (4)5’yB-Hinc I1, (5)3’yB-Hinc 1,
(6) B- Avall, (7)3’B-Hinf I

Beta talasemi minérlii olgularda, elde edilen (Tablo 4.6, 4.8, 4.10. 4.12, 4.14,
4.16) haplotip iliskileri, 5 haplotipleri agisindan degerlendirildiginde varilan sonuglar
Tablo 4.18- 4.23°de verilmektedir. Bu verilere gore; B* IVS I- 110 (G>A),
BY IVS I- 1 (G>A), B* IVS I- 6 (T>C), B° IVS II- 1 (G>A), B° FSC8 (-AA),
B° Kodon 39 (C>T) mutasyonlarinin sirast ile + - - - - (% 73.6), + - - - - (% 79.9),
+----(%383), -+-++(%589),-+-++ (% 405) ve +----(% 405),
-+ + -+ (% 33.9) 5’ haplotipleri ile yiiksek oranda iligkili oldugu goriilmektedir.



Tablo 4.18 B* IVS I- 110 (G>A) heterozigot olgulardaki 5°-p globin gen ailesi

haplotipleri
: s | o Ay | 5B | 3B | 5B | 3B
Haplotip Hinc 11 | Hind 111 | Hind 111 | Hinc Il | Hinc 11 | Avall | Hinfl
Siklik SS* 5’-haplotipler 3’-haplotipler
0.576266 | 0.038235 T ) - - - " "
0.096631 | 0.024331 T 5 5 5 - - "
0.062551 | 0.019899 n 5 5 5 5 " 5
% 73.6 -
0.058656 | 0.021683 - n : T T T "
0.039588 | 0.016961 - T : " " m -
0.008497 | 0.008919 - T - T " 5 T
% 10.7 -
0.031048 | 0.015256 - T 3 - " " "
0.007866 | 0.008107 - T 5 : T T -
0.000412 | 0.003181 - T 5 5 T - "
% 3.9 -
0.024867 | 0.013552 - T T : T T "
0.008479 | 0.007322 - T T 5 " T -
% 3.3 .
0.013739 | 0.009195 T T T 5 " " "
0.003314 | 0.004796 T T T 5 " - "
% 1.7 -
% 6.8 - DIGERLERI
% 100.0 TOPLAM

Tablo 4.19 B° IVS I- 1 (G>A) heterozigot olgulardaki 5°-B globin gen ailesi

haplotipleri
: 5-¢ G A 5- 3- 5- 3-
Haplotip Hine 11 | Hind 111 | Hind 11 Hin\g[?I Hin\gEI AvaBII Hin?l
Siklik SS* 5’-haplotipler 3’-haplotipler
0.556562 | 0.057272 + - - - - + .
0.152940 [ 0.043068 + - - - - n "
0.090498 [ 0.032809 + - - - - - T
% 79.9 -
0.059560 [ 0.029023 - + - n T T "
0.018438 [ 0.017902 - + - + n n -
0.009502 [ 0.012033 - + - + n N "
% 8.7 -
0.037500 [ 0.022121 - + + - n - "
0.025000 [ 0.018844 - + + - n " "
% 6.3
% 5.1 - DIGERLERI
% 100.0 TOPLAM
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Tablo 4.20 B* IVS 1- 6 (T >C) heterozigot olgulardaki 5°-f globin gen ailesi

haplotipleri
. 5-¢ G A 5. 3- 58 | 3-

Haplotip Hino 1 | Hind 111 | Hind 11 Hin\(':llil Hinlg[il AvaBII HinfBI
Sikhik SS* 5’-haplotipler 3’-haplotipler
0.345542 | 0.089161| + ) : - - - n
0.036811 | 0.036763| =+ 5 » - - m m
% 38.3 -
0.108483 | 0.082066| - T T 5 - n "
0.125046 |0.071761| - T " 5 - - "
0.058824 | 0.043250| - n T 5 - n -
% 38.2 -
0.088235 | 0.052616| - m N " " - T
% 8.9
0.020412 | 0.026096| + 5 5 - m - m
% 2.9
9% 11.7 - DIGERLERI
% 100.0 TOPLAM

Tablo 4.21 ° IVS II- 1 (G>A) heterozigot olgulardaki 5°-p globin gen ailesi

haplotipleri
, 5-¢ G A 5- 3- 5- 3-

Haplotip Hine 11 | Hind 111 | Hind 11 Hin\:ﬁl Hin\gEI AvaBII Hin?l
Siklhik SS* 5’-haplotipler 3’-haplotipler
0.470588 | 0.088853 - + - + + +
0.117647 | 0.058819 - + - + n 5
% 58.9 -
0.205882 | 0.076412 + - - R -
0.058824 | 0.042814 + - - N -
% 26.5 -
0.058824 | 0.040143 - + + - v [ -
% 5.9 -
% 8.7 - DiIGERLERI
% 100.0 TOPLAM
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Tablo 4.22 p° FSC 8 (-AA) heterozigot olgulardaki 5°-B globin gen ailesi
haplotipleri

Haplotip

5’-¢
Hinc 11

Gy
Hind 111

Ay
Hind 111

5-yB
Hinc 1l

3-yp
Hinc 1l

5B
Ava l

3B
I | Hinfl

Sikhik

SS&*

5’

-haplotiple

-

3’-haplotipler

0.290366

0.109035

+

0.066910

0.063661

+

+

+

0.047999

0.050824

% 40.5

0.290366

0.113155

+

0.066910

0.060744

+

0.047999

0.049358

+

% 40.5

% 19.0

DIGERLERI

% 100.0

TOPLAM

Tablo 4.23 #° Kodon 39 (C>T) heterozigot olgulardaki 5°-p globin gen ailesi
haplotipleri

Haplotip

5’-¢
Hinc 11

Gy
Hind 111

Ay
Hind 111

5-yp
Hinc 11

3-yB
Hinc 11

5-B
Ava ll

3-B
Hinf I

Sikhik

SS*

5’-haplotiple

r

3’-hapl

otipler

0.300880

0.109593

+

+

+

0.038462

0.038214

+

+

% 33.9

0.230769

0.103357

0.076923

0.056942

% 30.8

0.045274

0.053871

0.038462

0.038252

0.038462

0.043208

% 12.1

0.076923

0.056488

% 7.7

0.045274

0.042666

% 4.5

% 11.0

DiGERLERI

% 100.0

TOPLAM
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4.4. Xmn I Polimorfizm Sonuglari

Hemoglobinopatilerde, 6zellikle beta talasemi majorlii ve orak hiicre anemili
olgularin klinik uygulamalarimda, Gy geni promoter bolgesinde yer alan Xmn I
polimorfizminin 06zel bir yeri oldugu bilinmektedir. Bu bakis acis1 altinda,
calismamizda Xmn I polimorfizmine iliskin verilerin de elde edilmesi amaclanmstir.
Tez ¢aligmasinda bu amaca doniik bigimde, saglikli 100, beta talasemi majorli 27 ve
beta talasemi minorlii 210 olgu kullanilmistir. Bu olgulardan elde edilen Xmn I

polimorfizmi sonuglari, Tablo 4.24 - 4.27°de verilmektedir.

Xmn I polimorfizmine iliskin sonuglarda, polimorfizmin bulundugu alleller
dikkate alindiginda elde edilen veriler kromozom diizeyinde degerlendirilmistir.
Kromozom diizeyinde yapilan degerlendirmede elde edilen sonuglar Tablo 4. 28’de
verilmektedir. Bu sonuglara gore, kromozom diizeyindeki allel sikliklari, normal
bireylerde % 78.5 Xmn | (-), % 21.5 Xmn I (+) olarak gézlenmistir. Homozigot
olgularda, % 92.6 oraninda Xmn I (-), % 7.4 oraninda ise Xmn I (+) seklinde
belirlenmistir. Diger taraftan heterozigot olgularda ise, % 82.1 oraninda Xmn I (-),

% 17.9 oraninda Xmn I (+) olarak saptanmustur.



Tablo 4.24 Xmn I sonuglar1 (normal olgular, n=100)

No. Kodu | Xmnl | No. Kodu Xmn | No. Kodu Xmn |
01 | 101427 -/- 37 101527 -/- 73 102130 +/-
02 | 101435 -/- 38 101433 -/- 74 102142 -/-
03 | 101424 +/- 39 101460 -/- 75 102154 -/-
04 | 101876 -/- 40 101454 +/- 76 102185 -/-
05 | 101277 -/- 41 101375 -/- 77 102161 -/-
06 | 101297 +/+ 42 101345 -/- 78 102162 -/-
07 | 101310 -/- 43 101446 +/+ 79 102164 -/-
08 | 101366 +/- 44 101377 -/- 80 102168 -/-
09 | 101124 +/- 45 101282 +/- 81 102174 -/-
10 | 101148 +/+ 46 101301 -/- 82 102178 +/-
11 | 101170 -/- 47 101640 -/- 83 102179 -/-
12 | 101628 +/- 48 101323 -/- 84 102186 +/-
13 | 101426 +/- 49 101126 -/- 85 102188 +/-
14 | 101635 -/- 50 101324 -/- 86 102192 -/-
15 | 101051 +/- 51 101305 -/- 87 102193 -/-
16 | 101176 +/- 52 101276 +/- 88 102195 +/-
17 | 101897 +/- 53 101319 +/- 89 102199 +/-
18 | 101506 -/- 54 101910 -/- 90 102207 +/-
19 | 101367 -/- 55 101891 -/- 91 102230 -/-
20 | 101265 -/- 56 101000 +/- 92 102241 +/-
21 | 101901 -/- 57 101285 -/- 93 102243 +/-
22 | 101639 +/- 58 101471 -/- 94 102252 -/-
23 | 101355 -/- 59 101006 +/- 95 102260 +/-
24 | 101343 +/- 60 101311 -/- 96 102274 -/-
25 | 101147 -/- 61 101906 -/- 97 102275 -/-
26 | 101907 -/- 62 101322 -/- 98 102278 -/-
27 | 101905 -/- 63 101330 +/- 99 102246 -/-
28 | 101130 +/- 64 101372 +/- 100 102253 -/-
29 | 101132 -/- 65 101066 -/-

30 | 101613 +/- 66 101349 +/-

31 | 101621 +/- 67 101904 -/-

32 | 101180 +/- 68 101902 -/-

33 | 100985 -/- 69 101306 +/-

34 | 101283 +/- 70 101340 -/-

35 | 101626 -/- 71 101365 +/-

36 | 101299 -/- 72 102129 +/-




Tablo 4.25 Xmn I sonuglar1 (homozigot beta talasemi hasta, n=27)

Tablo 4.26 Xmn I sonuglar1 (IVS I- 110 beta talasemi heterozigot, n=89)

NO Xmn | NO Xmn |

B*1VS 1-110 (G>A) | B*IVS I-6 (T>C)

01 /- 17 -/-

02 /- 18 -/-

03 /- 19 -/-

04 /- B*IVS I-5 (G>C)

05 /- 20 +/-

06 -/- 21 +/+

07 /- B°IVS I-1 (G>A)

08 - 22 | /-

09 -I- B° Kodon 8 (-AA)

10 /- 23 -/-

11 /- 24 -/-

12 -I- B° Kodon 8/9 (+G)

13 -/- 25 | -/-

14 -/- B°IVS I1- 1 (G>A)

15 -/- 26 +/-

16 /- B° Kodon 6 (-A)
27 -/-

NO Xmn | NO Xmn | NO Xmn | NO Xmn | NO Xmn |
01 -/- 19 -/- 37 -/- 55 -/- 73 -/-
02 -/- 20 -/- 38 -/- 56 +/+ 74 -/-
03 +/- 21 -/- 39 -/- 57 -/- 75 +/-
04 -/- 22 -/- 40 -/- 58 -/- 76 -/-
05 -/- 23 -/- 41 -/- 59 +/- 77 +/-
06 -/- 24 -/- 42 -/- 60 +/- 78 +/-
07 -/- 25 -/- 43 -/- 61 -/- 79 -/-
08 -/- 26 -/- 44 -/- 62 +/- 80 -/-
09 -/- 27 -/- 45 +/- 63 -/- 81 +/-
10 -/- 28 -/- 46 +/- 64 -/- 82 -/-
11 -/- 29 -/- 47 +/- 65 +/- 83 -/-
12 -/- 30 -/- 48 +/- 66 +/- 84 -/-
13 -/- 31 -/- 49 +/- 67 -/- 85 -/-
14 -/- 32 -/- 50 +/- 68 +/- 86 -/-
15 -/- 33 -/- 51 +/- 69 -/- 87 +/-
16 -/- 34 -/- 52 +/- 70 -/- 88 -/-
17 -/- 35 -/- 53 +/- 71 +/- 89 -/-
18 -/- 36 -/- 54 +/- 72 -/-
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Tablo 4.27 Xmn I sonuglar1 (Diger beta talasemi heterozigot, n=121)

NO | Xmnl NO | Xmnl NO | Xmnl
B°IVS 1-1 (G>A) | B*IVS -6 (T>C) B° Kodon 39 (C>T)
01 -/- 43 -/- 84 -/-
02 -/- 44 -/- 85 -/-
03 -/- 45 -/- 86 -/-
04 -/- 46 -/- 87 -/-
05 -/- 47 -/- 88 -/-
06 -/- 48 -/- 89 -/-
07 -/- 49 +/- 90 +/-
08 -/- 50 +/- 91 +/-
09 -/- 51 +/- 92 +/-
10 -/- 52 -/- 93 +/-
11 -/- 53 +/- 94 -/-
12 -/- 54 -/- 95 -/-
13 -/- 55 -/- 96 -/-
14 /- 56 -/- B° Kodon 8 (-AA)
15 -/- 57 -/- 97 -/-
16 -/- 58 -/- 98 -/-
17 -/- 59 -/- 99 -/-
18 -/- BYIVS I1- 1 (G>A) 100 +/-
19 -/- 60 +/- 101 +/-
20 -/- 61 +/- 102 +/-
21 +/- 62 +/- 103 -/-
22 +/- 63 +/- 104 +/-
23 +/- 64 +/- 105 +/-
24 +/- 65 +/- 106 +/-
25 -/- 66 +/- 107 -/-
26 -/- 67 +/- B°Kodon 8/9 (+G)
27 /- 68 +/- 108 -/-
28 -/- 69 +/- 109 -/-
29 -/- 70 +/- 110 -/-
30 -I- 71 +/- B°Kodon 44 (-C)
31 -/- 72 +/- 111 +/-
32 +/- 73 +/- 112 +/+
33 -/- 74 +/- 113 +/-
34 -/- 75 +/- 114 +/-
35 -/- 76 -/- B*- 87 (C>G)
36 -/- B*IVS II-745 (C>G) | 115 +-
37 +/- 77 -/- 116 +/+
38 /- 78 +/- 117 -/-
39 /- 79 +/- B°IVS I- 130 (G>C)
40 /- 80 -/- 118 -/-
B*IVSI-5(G>C) | 81 -/- 119 +-
41 /- 82 +/- B°IVS I- 116 (T>G)
42 +/- 83 -/- 120 -/-
121 +/-
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sikliklar:

Genotip Mutasyonlar ( )an I allel s1k11g(1+)
Normal (200) 157 (% 78.5) 43 (% 21.5)
Homozigotlar (54) 50 (% 92.6) 4 (% 7.4)

B*IVS I- 110 (G>A) (32) 32 0
BT IVS 1-6 (T>C) (6) 6 0
B*IVS I-5 (G>C) (4) 1 3
B° IVS I-1 (G>A) (2) 2 0
B° Kodon 8 (-AA) (4) 4 0
B° Kodon 8/9 (+G) (2) 2 0
B° IVS 11- 1 (G>A) (2) 1 1
B° Kodon 6 (-A) (2) 2 0
Heterozigotlar (420) 345 (% 82.1) 75 (% 17.9)
B*IVS I- 110 (G>A) (178) 153 25
B*IVS I- 6 (T>C) (34) 30 4
B*IVS I-5 (G>C) (4) 3 1
B° IVS I- 1(G>A) (80) 74 6
B° Kodon 8 (-AA) (22) 16 6
B° Kodon 8/9 (+G) (6) 6 0
B° IVS 1I- 1 (G>A) (34) 18 16
B° IVS I- 130 (G>C) (4) 3 1
B*IVS - 745 (C>G) (14) 11 3
B° IVS I- 116 (T>G) (4) 4 0
B° Kodon 39 (C>T) (26) 22 4
B° Kodon 44 (-C) (8) 2 6
B*-87 (C>G) (6) 3 3
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5. TARTISMA

Calismamizda yer alan mutasyonlar; B* IVS I- 110 (G>A), B° IVS I- 1 (G>A),
B* IVS I- 6 (T>C), B° IVS II- 1 (G>A), B° FSC 8 (-AA), B° Kodon 39 (C>T),
B* IVS II- 745 (C>G), B* IVS I- 5 (G>C), B° FSC 8/9 (+G), p° Kodon 44 (-C),
B* - 87 (C>G), p° Kodon 6 (-A), B° IVS I- 116 (T>G), B° IVS I- 130 (G>C) olmak iizere

14 farkli beta talasemi mutasyon tiirtinden olugsmaktadir.

Tez calismasinm iki temel amaci bulunmaktadr. Ik amag¢ dogrultusunda,
Denizli’de gozlenen her bir beta talasemi mutasyonu ile iligkili haplotip tiirleri
belirlenerek, yoremizde incelenen mutasyon-haplotip iliskileri, c¢esitli toplumlarda
bildirilmis beta talasemi mutasyon-haplotip iliskileri ile karsilastirilarak irdelenmistir.
Caligmanin ikinci hedefine yonelik ise, yoremizde bulunan normal (200 kromozom),
 talasemi homozigot (54 kromozom) ve [ talasemi heterozigot (420 kromozomda)
alelerdeki Xmn 1 polimorfizm (-158 Gy [C>T]) sikligi incelenmistir. Mutasyon-
haplotip iligkileri ile mutasyon-Xmn I polimorfizm iligkileri alt basliklar halinde

tartisilmaktadir.

5.1. 7 IVS I- 110 (G>A) Talasemi- Haplotip liskisi

Akdeniz iilkelerinde en yaygm olarak bulunan B* IVS I- 110 (G>A), iilkemizde
ve yoremizde de en sik (% 44.5) gbzlenen mutasyondur (Akar 1987, Diaz-Chico 1988,
Cao 1989, Aulehla-Scholz 1990, Basak 1992, Zahed 2002, Chouk 2004, Yildiz 2005).
B" IVS I- 110 (G>A) mutasyonunun Orta Dogu bodlgesinden kaynaklandigi, Dogu
Akdeniz tilkelerinde daha yiiksek siklikta goriildiigli ve diger iilkelere niifus hareketleri
ile yayildig1r disiiniilmektedir (Falchi 2005). Bu mutasyonun atasal 5’ haplotip
(+ - - - -) ile yakin iliskili olmas1 nedeniyle, p° Kodon 39 (C>T) mutasyonu ile birlikte,
beta talasemi mutasyonlar1 arasinda en eski beta talasemi mutasyonu oldugu konusunda
goriisler bulunmaktadir (Chen 1990, Long 1990). Tadmouri ve arkadaslarina gore,
sitmaya karsi secici bir avantaj olan Anadolu’daki en eski P talasemi allelinin
B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonu oldugu ve bu mutasyonun M.O. 2000- 6500 yillar1

arasinda ortaya ¢ikmis olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Tadmouri 2001b).
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Akdeniz iilkelerinde, B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonunun iliskili oldugu
haplotip tiirlerinin belirlenmesinde, kullanilan Hinc I1- €, Hind Ill1- Gy, Hind 11I- Ay,
Hinc 11- yp, Hinc 11- 3’yp, Ava II- B, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri
degerlendirilmis, bu mutasyonun genellikle I, II ve IX haplotip tiirleri iizerinde
goriildiigii bildirilmistir (Cao 1989). Yapilan arastirmalara gore; Israil, Iran ve Filistin
toplumlarinda, bu mutasyon haplotip I ile iliskili olarak saptanmistir (Rund 1991, Filon
1994, El-Latif 2002, Rahimi 2005, 2009) (Tablo 5.1). Cezayir’de yapilan ¢aligmalarda
ise, bu mutasyonun yalnizca haplotip I tabani {izerinde goriildiigii tanimlanmistir
(Rouabhi 1988). Daha sonra Cezayir’de B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonunun, haplotip |
(% 92.0)’in yani sira haplotip II (% 8.0) ile de iliskili oldugu bulunmustur (Zahed 2002)
(Tablo 5.1). Fas toplumunda da, p* 1VS I- 110 (G>A) mutasyonunun, tez calismamizda
incelenen aynt RFLP bolgeleri kullanilarak, I ve II haplotip tiirleri ile iligkili oldugu
belirlenmistir (Lemsaddek 2003, 2004, Agouti 2008) (Tablo 5.1). Tunus’da ise bu
mutasyon, Hinc 1lI- g, Hind 1llI- Gy, Hind IllI- Ay, Hinc 1I- ypB, Hinc 1I- 3’yp,
Hinf I- 3’8, Hgi Al- B, Ava II- B, Bam HI- 3’B olmak iizere dokuz restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, haplotip I (+ - - - - + + + +) ile
iligkili olarak gozlenmistir (Chibani 1988). Misir toplumunda ise bu mutasyonun,
Hinc II- g, Hind IllI- Gy, Hind I11- Ay, Ava IlI- 5° yf, Hinc 1I- yp, Hinc I1- 3’y},
Ava II- B, Bam HI- 3°B restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak
| (+--+--++)vell (- ++ + -+ + +) haplotip tiirleri yaninda, I* (+ - - - - - + +)
haplotipi ile iligkili oldugu belirlenmistir (Novelletto 1990, Flint 1993b)
(Tablo 5.1, 5.2).

Diger iilkelerden Liibnan’da yapilan g¢alismalarda, Hinc 1I- ¢, Hind IlI- Gy,
Hind II1- Ay, Hinc II- ypB, Hinc I1- 3’ypB, Ava IlI- B, Bam HI- 3’ restriksiyon
endoniikleaz bdlgeleri kullamlarak B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonu, | ve Il haplotip
tiirleri iizerinde bulunmustur (Chehab 1987). Daha sonra Liibnan’da, B* IVS I- 110
(G>A) mutasyonunun, tez ¢alismamizda incelenen ayni RFLP bdlgelerinden
yararlanarak, T (% 93.2) ve II (% 1.0) haplotipleri yaninda, (- - - + + + +) (% 5.4)
haplotip tiirii ile iligkili oldugu da bildirilmistir (Zahed 2000) (Tablo 5.1, 5.2). Iran
toplumunda ise B* 1VS I- 110 (G>A) mutasyonunu tastyan olgular incelendiginde, bu

mutasyonun % 50.0 siklikta haplotip I ile iligkili oldugu belirlenmekle birlikte, diger
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% 50.0 siklikta ise IX ve A (- - - - - + +) haplotip tiirleri ilizerinde gozlendigi
saptanmistir (Rahimi 2009) (Tablo 5.1, 5.2).

Avrupa iilkelerinde de, * IVS I- 110 (G>A) mutasyonu tastyan olgulara iliskin
haplotip analiz verileri elde edilmistir. Elde edilen verilere gore, bu mutasyona ait
allellerde, Hinc IlI- €, Hind I11- Gy, Hind I11- Ay, Hinc II- w3, Hinc I1- 3’yp, Ava II- f,
Bam HI- 3’ restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak haplotip analiz sonuglar1
degerlendirildiginde, B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonu, ispanya, Portekiz, Yunanistan,
Irlanda ve eski Fransa’nimn farkli bolgelerinden Kanada’ya gd¢ etmis gruplarda haplotip
I, italya ve Sicilya’da I, II, IX, Bulgaristan’da ise I ve VII haplotip tiirleri {izerinde
tanimlanmistir (Rosatelli 1987, Amselem 1988, Coutinho-Gomes 1988, Di-Marzo 1988,
Pirastu 1988, Kalaydjieva 1989, Kaplan 1990, Faustino 1992, Dedoussis 2000a, Knott
2006) (Tablo 5.1). Fakat Yunanistan’da yapilan incelemede, bu mutasyonu tasiyan
olgularda c¢alisilan RFLP bolgeleri, Hinc II- ¢, Xmn I- Gy, Hind IlI- Gy,
Hind I11- Ay, Hinc Il- B, Hinc 11- 3*yp, Hinf I- 5’3, Ava II- B, Rsa I- 3°p olarak
belirlenen dokuz restriksiyon endoniikleaz bdlgesinden olusmaktadir (Dedoussis
2000a). Flint ve arkadaslar1 tarafindan Yugoslavya’da ise bu mutasyonun, I (% 94.4) ve
IX (% 5.6) haplotip tiirleri ile iligkili oldugu belirtilmistir (Flint 1993b) (Tablo 5.1).
Eski Yugoslav Cumhuriyeti olan Makedonya’daki veriler ile karsilastirmada cesitli
giicliikler bulunmaktadir. Bu nedenle iligkili veriler, tablolarda Yugoslavya olarak
degerlendirmeye alinmistir. Ayrica Giiney Amerika kitasinda yer alan Brezilya’da ise
bu mutasyon; I, V ve VII haplotip tiirleri ile iliskili olarak saptanmustir (Martins 2005)
(Tablo 5.1).

Tiirkiye’de gozlenen B* IVS 1-110 (G>A) mutasyonlarinmn yiiksek haplotip
cesitliligi gosterdigi ifade edilmekle birlikte, Hinc 1l- €, Xmn I- 5°Gy, Hind 1lI- Gy,
Hind II1- Ay, Hinc II- ypB, Hinc 11- 3’ypB, Ava Il- B, Bam HI- 3’ restriksiyon
endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak bu mutasyonun, haplotip I (% 93.1) disinda,
I (% 4.1), IV (% 1.4) ve IX (%1.4) haplotipleri ile iliskili oldugu belirlenmistir
(Diaz-Chico 1988, Aulehla-Scholz 1990, Zahed 2002) (Tablo 5.1). Kibris toplumunda
ise, bu mutasyonun yalnizca haplotip I ile iliskili oldugu gozlenmistir (Flint 1993Db)
(Tablo 5.1).
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Denizli yoresinde yer alan homozigot B IVS I- 110 (G>A) olguya ait 24
kromozomda, bu mutasyonun haplotip | (+ - - - - + +) disinda, haplotip VII (+ - - - - - +)
ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (Bahadir 2009b). Tez calismasi siiresince, bu
mutasyona ait sekiz kromozom da 24 kromozoma dahil edilerek, ilimizde gozlenen
homozigot B* IVS I- 110 (G>A) allel yapisina sahip toplam 32 kromozoma dayali
olarak elde edilen sonuglar, bu mutasyonun I ve VII haplotip tiirleri ile iligkili oldugunu
dogrulamistir (Bkz. Tablo 4.1). Diinya’da bu mutasyonun haplotip VII ile iligkisi,
yalnizca Brezilya’l1 vakalarda tanimlanmig olmakla birlikte, Tiirkiye’de bu mutasyonun
haplotip VII ile iliskisi ilk kez yoremizde bildirilmistir (Bkz. Tablo 4.1). Fakat Brezilya
ve Tiurk Ornekleri arasindaki gensel iliski bilinmemektedir (Martins 2005, Bahadir
2009b). Tez galismasinda B* IVS I- 110 (G>A) beta talasemi heterozigot olgulara ait
elde edilen ‘Arlequin 3.1’ sonuglari, bu mutasyonun % 57.6 siklikla haplotip I ile
iligkili oldugunu gdstermekle birlikte, azalan allel sikliklarinda da VII (% 9.7),
V (% 6.2) ve IX (% 5.9) haplotip tiirleri ile de iligkisini ortaya koymaktadir
(Bkz. Tablo 4.6).

5.2. B° IVS I- 1 (G>A) Talasemi- Haplotip Iliskisi

Baslica Avrupa’nin orta kisimlar1 ve Bat1 Akdeniz’de gozlenen beta talasemi
mutasyonlarimdan biri olan BO IVS I- 1 (G>A) mutasyonu, Afrika ve Asya toplumlarinda
disiik siklikta saptanmustir. Tadmouri ve arkadaslari, bu dagilim modeline dayal
olarak, BO IVS I- 1 (G>A) mutasyonunu tasiyan alellerin, Balkanlar’dan Tiirkiye’ye
gerceklesen niifus hareketleri nedeni ile Tiirkiye’nin bati ve giiney bolgelerinde
gozlendigini ifade etmislerdir (Tadmouri 1999). Cesitli arastirmacilar tarafindan
Tiirkiye’nin farkli bdolgelerinde ¢esitli sikliklarda tanimlanmis olan bu mutasyon,
yoremizde B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonundan sonra, ikinci sirada (% 17.2) yer alan
beta talasemi mutasyonudur (Diaz-Chico 1988, Atalay 1993, Tadmouri 1999, Yildiz
2005). B° IVS I- 1 (G>A) mutasyonu, Asya Hint ve Endonezya toplumlarinda nadir
olarak gozlenmekle birlikte, Orta Dogu iilkelerinde olduk¢a yaygindir (Lie-Injo 1989,
Varawalla 1992, Altay 2002). Ayrica Dogu Avrupa lilkelerinden Macaristan (% 29.4)
ve Cekoslavakya’da (% 45.2) da en sik gozlenen mutasyon olmasi nedeni ile
B° IVS I- 1 (G>A) mutasyonunun Dogu Avrupa gen havuzundan yayildigi konusunda

bir gorlis bulunmaktadir. Buna karsin, Macaristan’da bu mutasyon Orneklerine ait
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B globin gen ailesi haplotip verisi bildirilmemistir (Indrak 1992, Ringelhann 1993,
Makhoul 2005).

Literatiir verilerine gore Akdeniz iilkelerinde, Hinc IlI- & Xmn I- 5°Gy,
Hind 111- Gy, Hind I11- Ay, Hinc Il- yf, Hinc 1I- 3’yB, Ava II- B, Bam HI- 3’
restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak B° IVS I- 1 (G>A) mutasyonunun, genel
olarak haplotip V, nadir olarak ise IV ve IX haplotip tiirleri ile iliskili oldugu ifade
edilmektedir (Cao 1989, Filon 1994, Perrin 1998, Lemsaddek 2004). Bu veriler
dogrultusunda, Kuzey Afiika iilkelerinden Cezayir'de, B° IVS I- 1 (G>A)
mutasyonunun; I, I, V, IX;, A (- - - - - + +) haplotip tiirleri ile iliskili oldugu
tanimlanmistir (Rouabhi 1988, Perrin 1998) (Tablo 5.1, 5.2). Fas toplumunda ise, tez
calismamizda kullanilan RFLP bdlgeleri incelenmis ve bu mutasyonun; IV, V ve IX
haplotip tiirleri tizerinde goriildiigii bildirilmistir (Lemsaddek 2003, Agouti 2007, 2008)
(Tablo 5.1).

Liibnan’da, % 15.0 siklikla ikinci en yaygin beta talasemi mutasyonu olan
BO IVS I- 1 (G>A) mutasyonunu tagiyan allellerin, tez ¢alismamizda incelenen ayni
RFLP bolgeleri kullanilarak, Miisliiman ve Hristiyanlara ait biitiin bolgesel gruplarda,
yalnizca haplotip V iizerinde gorildiigii ortaya konulmustur (Makhoul 2005)
(Tablo 5.1). Mutasyon- haplotip iliskisinde, Liibnan’da bu mutasyonun haplotip V
iligkisi yaninda, Zahed ve arkadaslari, bir kromozomda haplotip IX ile de iliskili
oldugunu bildirmislerdir (Zahed 2000) (Tablo 5.1). Ayrica B° IVS I- 1 (G>A)
mutasyonunun, Iran toplumunda haplotip 1 ile iliskili oldugu belirtilmektedir
(Rahimi 2009) (Tablo 5.1). Asya- Hint toplumunda, tez galigmasi ile ayni restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, p° IVS I- 1 (G>A) mutasyonunu tastyan bir olguda
bu mutasyonun haplotip I ile iligkili oldugu gézlenmistir (Varawalla 1992) (Tablo 5.1).

Bat1 Avrupa’da yer alan Ispanya, Kuzey Afrika’da bulunan Tunus’da ise bu
mutasyon, Hinc IlI- g, Hind 1llI- Gy, Hind IllI- Ay, Hinc 1l- ypB, Hinc 1I- 3’yp,
Hinf 1- 3’8, Hgi Al- B, Ava II- B, Bam HI- 3’f olmak iizere dokuz restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, haplotip V (+ - - - - + + + -) {izerinde
gorilmiistir (Amselem 1988, Chibani 1988). Misir’da da, Hinc Il- ¢, Hind IlI- Gy,
Hind 111- Ay, Ava lI- 5° yp, Hinc 11- wp, Hinc I1- 3’yp, Ava ll- B, Bam HI- 3’3 RFLP
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bdlgeleri incelenerek bu mutasyonun haplotip V ile iligkili oldugu saptanmigtir
(Novelletto 1990). (Tablo 5.1). B°IVS I- 1 (G>A) mutasyonunun Portekiz toplumunda
ise, III, V ve IX haplotip tabanlar ile iligkili oldugu gdsterilmistir (Coutinho-Gomes
1988, Faustino 1992) (Tablo 5.1).

Diger iilkelerden Cekoslovakya, Israil’de yer alan Arap gruplarinda, Bulgaristan,
Yunanistan, Filistin toplumlarinda ve Tirkiye’de ise, Hinc IlI- €, Hind IlI- Gy,
Hind Il1- Ay, Hinc II- ypB, Hinc II- 3y, Ava Il- 3, Bam HI- 3’ restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, bu mutasyonun haplotip V ile iliskili oldugu
tanimlanmistir (Diaz-Chico 1988, Kalaydjieva 1989, Aulehla-Scholz 1990, Indrak
1992, Flint 1993b, Filon 1994, El-Latif 2002, Papachatzopoulou 2006) (Tablo 5.1).
Ayrica bu mutasyonun ayni polimorfik bolgeler incelenerek, Italya’da II, III ve V,
Sicilya’da II ve V, Sri Lanka’da haplotip VII, Brezilya’da ise V haplotipleri iizerinde
goriildigi saptanmustir (Di-Marzo 1988, Pirastu 1988, Ferrara 2003, Fisher 2003,
Lemsaddek 2004, Martins 2005) (Tablo 5.1). Tez ¢alismamizda incelenen RFLP
bolgeleri ile ayni1 bolgeler kullanilarak Meksika toplumunda yapilan c¢aliymada, bu
mutasyonun  yalmizca  haplotip V  ile iligkili  oldugu  belirlenmistir

(Villalobos-Arambula 1997) (Tablo 5.1).

Tez ¢alismasi siiresince, Denizli ilinde gdzlenen homozigot B° IVS I- 1 (G>A)
mutasyonunun, V (+ - - --+-)ve Vlla (+ - - - - - - ) haplotipleri ile iliskili oldugu
belirlenmistir. B° IVS I-1 (G>A) mutasyonu ile haplotip V iliskisi (Bam HI- 3’B bdlgesi
kullanilarak) Tiirkiye’de daha Once tanimlanmis olmasma karsin, bu mutasyonun
haplotip Vlla (+ - - - - - - ) ile iliskisi literatiirde ilk kez yoremizde bildirilmistir (Diaz-
Chico 1988, Aulehla-Scholz 1990, Bahadir 2009b) (Bkz Tablo 4.2). ilimizde yer alan
B° IVS I- 1 (G>A) mutasyonunun normal bireylerde ilk srada yer alan (+ - - - -)
haplotip yapisi ile iliskili oldugu gozlendiginden, bu mutasyonun yéremiz normal gen
havuzu icerisinde baskin olarak belirlenmis olan Akdeniz tipi haplotip tiirleri tizerinde

yer aldig1 ortaya konulmustur (Bahadir 2009b).

Tez galismasi verilerine gore, B° IVS I- 1 (G>A) beta talasemi mutasyonunu
heterozigot formda tasiyan olgularda, bu mutasyonun haplotip V ile iliskisi

% 55.6 siklikla goriiliir iken, siras1 ile % 15.3, % 9.0 ve % 6.0 allel sikliklarinda I, VII
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ve IX haplotipleri ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.8). Sri Lanka’da bu
mutasyonun diger toplumlardan farkli olarak, Hinc I1- €, Hind Il11- Gy, Hind 11I- Ay,
Hinc 11- yp, Hinc 11- 3’yp, Ava II- 3, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri
kullanilarak haplotip VII ile iliskili bulunmasi, arastiricilarm p° IVS I- 1 (G>A)
mutasyonunun bu bdlgede ‘‘de novo’’ olarak gergeklesen durumlar veya gen doniisim
olaylar1 sonucu olusabilecegi, ayrica birden fazla olusum odagimna sahip bir mutasyon

olabilecegi goriisiine sahip olmalarma neden olmustur (Fisher 2003) (Tablo 5.1).

5.3. " IVS I- 6 (T>C) Talasemi- Haplotip iliskisi

[k kez Portekiz’de tanimlanmis, Akdeniz iilkelerinde B* IVS I- 110 (G>A) ve
BO Kodon 39 (C>T) mutasyonlarindan sonra gdzlenen en yaygin beta talasemi
mutasyonlarindan biri olan B* IVS I- 6 (T>C), yoremizde iigiincii sirada (% 8.4)
gozlenmistir (Tamagnini 1983, Diaz-Chico 1988, Yildiz 2005). Akdeniz iilkelerinde bu
mutasyonunun hemen hemen ayni1 siklikta bulundugu belirtilmektedir (Tadmouri 1999).
Arnavutluk, italya, Yugoslavya ve Portekiz’de B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonunu yiiksek
siklikta tasiyan birden fazla allel saptanmustir (Faustino 1992, 1999, Rosatelli 1992b,
Boletini 1994, Tadmouri 1999, Efremov 2008). Bu mutasyonun; Filistin (% 48.5),
Fas (% 14.8), Misir (% 17.6), Liibnan (% 14.4) ve Eski Yugoslavya Cumhuriyetinin yer
aldigt Makedonya Cumbhuriyeti (% 18.1) disinda diger Akdeniz havzasi boyunca
% 10.0’dan diisiik siklikta gorildiigii bildirilmistir (El-Latif 2002, Fattoum 2004,
Makhoul 2005, Efremov 2007, Hussein 2007). Fakat B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonu
Kibris ve Tiirk toplumlarinda da oldukga yiiksek oranlarda gozlenmektedir (Akar 1987,
Diaz-Chico 1988, Sozuoz 1988, Aulehla- Scholz 1990, Basak 1992, Atalay 1993,
Tadmouri 1998, Altay 2002).

Akdeniz tilkelerinde Hinc 11- €, Hind I1l- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc - yp,
Hinc 11- 3’yp, Ava ll- B, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bélgeleri kullanilarak,
B" IVS I- 6 (T>C) mutasyonu incelendiginde, bu mutasyonun ¢ogunlukla haplotip VI
olmak iizere, alt1t RFLP haplotip tiirii ile iligkili oldugu goézlenmektedir. Bu haplotip
yapilardan besi Liibnan ve Tirk 6rneklerinde bildirilmistir (Atweh 1986, Cao 1989,
Flint 1993b). Dogu Akdeniz iilkelerinde ayn1 RFLP bolgeleri ¢alisilarak, bu mutasyon

genellikle haplotip I tabaninda tanimlanmistir. Bu mutasyonun haplotip VI ve VII
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disinda, haplotip I ile de iligkili olmasi, daha ¢ok Dogu Akdeniz kdkenli olabilecegi
tartigmasini dogurmustur (El-Latif 2002, Makhoul 2005).

B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonunun Filistin ve Israil toplumlarinda VI ve VII
haplotip tiirleri, Irak, Cezayir ve Misir’da haplotip VI ile iligkili oldugu belirlenmistir
(Rouabhi 1988, Novelletto 1990, Rund 1991, Flint 1993b, Filon 1994, El-Latif 2002)
(Tablo 5.1). Cezayir’de Flint ve arkadaslarina gdre, bu mutasyon yalnizca haplotip IX
ile iliskili olarak gozlenmistir (Flint 1993b) (Tablo 5.1). Tunus’da ise B* IVS I- 6 (T>C)
mutasyonu, Hinc Il- €, Hind IllI- Gy, Hind Ill- Ay, Hinc II- yp, Hinc 11- 3’yp,
Hinf I- 3’8, Hgi Al- B, Ava II- B, Bam HI- 3’f olmak iizere dokuz restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, haplotip VI (- + + - - + - - +) ile
iliskili olarak go6zlenmistir (Chibani 1988). Fas toplumunda, tez c¢alismamizda
kullanilan ayn1 RFLP bdlgeleri incelenerek, bu mutasyonun VI ve VII haplotip tiirleri
tizerinde gorilldigi bildirilmistir (Lemsaddek 2003, 2004, Agouti 2007, 2008) (Tablo
5.1).

Diger tilkelerden Liibnan’da Hinc Il- €, Hind Il1- Gy, Hind I111- Ay, Hinc I1- yp,
Hinc I1- 3’yp, Ava IlI- B, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak
yapilan ¢alismalarda, B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonu I ve II haplotip tiirleri iizerinde
bulunmustur (Chehab 1987). Flint ve arkadaslarma gore, bu mutasyonu I (% 20.0),
IT (% 20.0) haplotip tiirleri ile iligkili gozlenmekle birlikte, en yogun siklikta (% 60.0)
haplotip VI ile iliskili oldugu belirlenmistir (Flint 1993b). Daha sonra Liibnan’da, tez
calismamizda kullanilan aym1 RFLP bolgeleri incelendiginde, p* IVS I- 6 (T>C)
mutasyonunun bolgesel gruplara gore farkliliklar gostermis oldugu belirlenmekle
birlikte, Hristiyan (Maronite, Ortodoks, Katolik) ve Miisliman (Sunni, $ii, Diirzii)
gruplarda, genelde haplotip VI ile iliskili oldugu ortaya konulmustur. Liibnan’da bu
mutasyonun yiiksek siklikta gozlendigi haplotip VI (% 88.2) ile iliskisinin yaninda,
daha az sikliklarda Siinni ve Sii gruplarda haplotip VII (% 7.8), Siinni ve Katolik
gruplarda haplotip 1 (% 3.9) ile de iliskili bulundugu da belirlenmistir (Zahed 2000,
Makhoul 2005) (Tablo 5.1).

Avrupa iilkelerinde elde edilen verilere goére bu mutasyona ait aleller

incelendiginde, Ispanya’da VI, X, Portekiz ve Makedonya’da VI ve VII ve Italya’da
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ise 1V, VI, VII ve X haplotip tiirleri tizerinde tanimlanmistir (Amselem 1988, Pirastu
1988, Rosatelli 1989, Faustino 1992, Ferrara 2003) (Tablo 5.1). Daha sonra Efremov ve
arkadaslar1 tarafindan Portekiz’de B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonunun, Hinc 1I- &, Xmn |-
5°Gy, Hind 11I- Gy, Hind I11- Ay, Hinc 1I- 3*yf, Ava Il- 5’8, Bam HI- 3’ restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak VI ve VII haplotip yapilar1 yaninda, haplotip IV ile
de iliskili oldugu gozlenmistir (Efremov 1994a) (Tablo 5.1). Ayrica Ispanya’da Flint ve
arkadaslarina gore, bu mutasyon ¢ogunlukla haplotip VI (% 71.4) olmak iizere daha az
siklikta (% 28.6) (- + + - + - +) haplotip tiird ile de iliskili goriilmiistiir (Flint 1993b)
(Tablo 5.1, 5.2). Giiney Italya’da Flint ve arkadaslarina gére bu mutasyon, VI (% 78.3)
ve VII (% 21.7) haplotip tiirleri ile iliskili olarak belirlenmistir (Flint 1993b). Italya’da
elde edilen mutasyon-haplotip iliskilerine dayali verilerden Once ayni polimorfik
bolgeler kullamilarak, B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonunun Sicilya’da, VI, VII ve X
haplotip tiirleri ile iliskili oldugunun ifade edilmesi nedeni ile bu mutasyonun italya’ya
Sicilya’dan gelmis olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Di-Marzo 1988, Ferrara 2003) (Tablo
5.1). Yunanistan toplumunda ise, homozigot B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonununu tasiyan
iki olgudan biri haplotip VII, diger olgu ise haplotip IX ile iliskili bulunur iken,
heterozigot dort olguda bu mutasyon haplotip VI iizerinde gozlenmistir
(Papachatzopoulou 2006) (Tablo 5.1). Bu mutasyon, Belgika’da haplotip IX,
Bulgaristan’da VI ve VIa (- + + - - + +) haplotip tiirleri ile baglantili olarak ifade
edilmistir (Kalaydjieva 1989, Heusterspreute 1996) Flint ve arkadaslarina gore bu
mutasyon Bulgaristan’da yalnizca haplotip VI, Yugoslavya’da ise, VI (% 50.0) ve VII
(% 50.0) haplotip tiirleri ile iliskili gozlenmistir (Flint 1993b) (Tablo 5.1). Giiney
Amerika’da yer alan Brezilya’da ise, bu mutasyon yalnizca haplotip VI ile iligkili olarak

saptanmustir (Martins 2005) (Tablo 5.1).

Tiirkiye’de Hinc 11- €, Xmn I- 5°Gy, Hind I1I- Gy, Hind 1l1- Ay, Hinc 1I- yp,
Hinc 11- 3’yp, Ava Il- B, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak
incelenen B* IVS I- 6 (T>C) mutasyonu tastyan allellerin, genellikle haplotip VI
tabaninda gozlenmekte iken, bir olguda haplotip VII ile de iliskili oldugu bildirilmistir
(Diaz-Chico 1988, Aulehla-Scholz 1990, Efremov 1994a) (Tablo 5.1). Ayrica
Tiirkiye’de Flint ve arkadaslari, ayn1 restriksiyon endoniikleaz bolgelerine dayali olarak
yapilan incelemelerde, bu mutasyonun VI (% 75.0), VII (% 8.3) haplotipleri yaninda
% 16.7 siklikta (- + + - + - +) haplotip tiirii ile de iligkili oldugunu belirtmislerdir
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(Flint 1993b) (Tablo 5.2). Yoéremizde ise, bu mutasyonu tasiyan homozigot olgularin,
tilkemizde daha Once gozlenen mutasyon-haplotip iliskilendirme verilerine uygun
olarak, VI (- + + - - - +) ve VII (+ - - - - - +) haplotipleri {izerinde bulundugu
saptanmustir (Bahadir 2009b) (Bkz. Tablo 4.2).

Tez ¢ahismasmndan elde edilen sonuglara gore, B* IVS I- 6 (T>C) heterozigot
allel yapisina sahip olgularda bu mutasyonun, haplotip VII (+ - - - - - +) ile yliksek
oranda (% 34.5) iliskili oldugu gbézlenmistir. Bu mutasyonun, azalan oranlarda % 19.8,
% 12.5 ve % 8.8 allel sikliklarinda VIa (- + + - - + +), VI (- + + - - - 4),
IV (- + - + + - +) haplotipleri ile iliskisi belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.10).

5.4. ° IVS 1I- 1 (G>A) Talasemi- Haplotip iliskisi

Akdeniz iilkelerinde gozlenen diger beta talasemi mutasyonlarindan biri olan
BO IVS II- 1 (G>A)’in, kromozomal olarak Afrika tabanli oldugu bildirilmistir
(Wong 1986, Cao 1989, Huisman 1998). Tunus ve Cezayir’de nadir olarak gdzlenmekle
birlikte, biitiin Arap iilkelerinde belirlenmis olan bu mutasyon, Kuzey Urdiin (% 20.0)
ve Kiiveyt’de (% 29.0) en yaygin beta talasemi mutasyonudur (Quaife 1994, EI-Hazmi
1995, Zahed 2001, Fattoum 2004, Chouk 2004, Boudrahem-Addour 2009).
[ran’da da BO IVS 1I- 1T (G>A) mutasyonunun yiiksek siklikta (% 33.0) gozlendigi
belirtilmistir (Rahimi 2009). Ayrica bu mutasyonun Urdiin’de p* IVS I- 110 (G>A)
mutasyonundan sonra ikinci yaygm, Yunanistan’da ise altinci sirada gozlenen beta
talasemi mutasyonu oldugu saptanmistir (Dedoussis 2000b, Sadiq 2001).
B°IVS IlI- 1 (G>A) mutasyonunun diger Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye’de de
oldukg¢a sik goriildiigii belirlenmistir (Diaz-Chico 1988, Atalay 1993). Tiirkiyenin biitiin
bolgelerinde gozlenen bu mutasyon, giiney kiy1 bolgelerinde hafif¢e artan bir siklikta
bulunmakta olup, yoéremizde de gozlenmektedir (Atalay 1993, Tadmouri 1999, Yildiz
2005).

B° IVS 1I- 1 (G>A) mutasyon-haplotip iliskileri Akdeniz iilkelerinde, Hinc I1- &,
Hind I11- Gy, Hind I1l- Ay, Hinc 1I- w3, Hinc 1I- 3’ypB, Ava II- B, Bam HI- 3°B
restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, bu mutasyonun

cogunlukla IIT ve V haplotip tiirleri ile iligkili oldugu saptanmistir (Cao 1989, Rahimi
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2005). Bu mutasyon ayni polimorfik odaklar kullamlarak incelendiginde, italya ve
Kibris toplumlarinda ¢ogunlukla haplotip III tabaninda goézlenmistir (Pirastu 1988,
Diaz-Chico 1988, Flint 1993b, Ferrara 2003) (Tablo 5.1). Fakat daha sonra Ragusa ve
arkadaslari, Hinc 11- €, Xmn I- 5° Gy, Hind Il1- Gy, Hind Il1- Ay, Hinc Il- yf, Hinc 1l-
3’yP, HinfI- 5°B, Rsa | - 5°B, Ava ll- 3, Rsa I- 3’ restriksiyon endoniikleaz bolgelerini
kullanarak bu mutasyonun italya’da haplotip III yaninda, I ve IX haplotip tiirleri ile de
iliskili oldugu belirlemislerdir (Ragusa 2003) (Tablo 5.1). Ayrica Cezayir toplumu ve
Liibnan’daki farkli gruplarda gézlenen B° IVS 1lI- 1 (G>A) mutasyonunun, tez
calismamizda kullanilan aynt RFLP bdlgeleri incelendiginde, haplotip III ile iligkili
oldugu bildirilmektedir (Zahed 2000, Makhoul 2005, Boudrahem-Addour 2009)
(Tablo 5.1). Fakat Liibnan’da Zahed ve arkadaslarina gére, bu mutasyon haplotip III ile
iliskili olmas1 yaninda, iki kromozomda haplotip B (- + + - + + -) tabani {izerinde de
goriilmiistlir (Zahed 2000) (Tablo 5.2). Fas toplumunda ise, tez ¢alismamizda kullanmig
oldugumuz RFLP bdlgelerinden yararlanilarak yapilan arastirmalarda, bu mutasyon
yalnizca haplotip III ile iligkili olarak tanimlanmistir (Lemsaddek 2003, Agouti 2007,
2008) (Tablo 5.1).

Tirkiye’de ise, Hinc IlI- ¢, Hind IlI- Gy, Hind IllI- Ay, Hinc II- yp,
Hinc I1- 3’yp, Ava IlI- B, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak
bu mutasyonla iligkili haplotip tiirleri, III (% 71.4) ve V (% 28.6) olarak saptanmigtir
(Diaz-Chico 1988, Flint 1993b) (Tablo 5.1). Tirkiye ve Kuzey Kibris’ta da bu
mutasyonun ayni haplotip tabani iizerinde bulunmasi, Liibnan’a bu mutasyonun
Osmanli Imparatorlugu déneminde (M.S. 1560- 1920 yillarinda) niifus hareketleri ile
tasndigin1  diisiindiirmektedir (Diaz-Chico 1988, Makhoul 2005). Israil’de ise,
B IVS 11- 1 (G>A) mutasyonunun, dért farkli etnik grupta ii¢ farkli haplotip tiirii ile
iliskili oldugu belirtilmistir. Bu haplotip tiirleri, Kiirt Yahudi grupta haplotip V,
Araplar’da haplotip III, Diirzli ve Yemen Yahudi gruplarinda ise haplotip I’dir (Rund
1991, Filon 1994) (Tablo 5.1).

B IVS II- 1 (G>A) mutasyonu, iran’da ¢ogunlukla haplotip IIT (% 66.1) olmak
tzere I IL V, VIIL, X, X, I1* (- ++--++)ve (----- + +) olarak belirlenen toplam
dokuz farkli haplotip tiiri, Filistin toplumunda haplotip I, Bulgaristan’da haplotip V ve
Misir’da haplotip III ile iliskili olarak saptanmistir (Kalaydjieva 1989, Novelletto 1990,
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Flint 1993b, EI- Latif 2002, Rahimi 2005, 2009) (Tablo 5.1, 5.2). Yunanistan’da ise,
Hinc IlI- &, Xmn I- Gy, Hind IlI- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc II- B, Hinc Il- 3’y},
Hinf I- 5°yp, Ava Il- B, Rsa |- 3°B restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, f°
IVS 1I- 1 (G>A) mutasyonunun Illa (- + + -+ + -+ +), lllb (- ++ -+ ++ + +) ve
IX(-++-++++-), Hellas 1 (+ - - + + + - + +) haplotip tiirleri ile iliskili oldugu
belirlenmistir (Dedoussis 2000b) (Tablo 5.1, 5.2). Asya- Hint toplumunda, tez ¢alismasi
ile aymi restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, B° IVS 1l- 1 (G>A)
mutasyonunu tasiyan bir olguda bu mutasyonun haplotip III ile iligkili oldugu

gozlenmistir (Varawalla 1992) (Tablo 5.1).

Tez calismasi siiresince, ilimizde yer alan homozigot B° IVS Il- 1(G>A)
mutasyonunu tasiyan allellerin, yalnizca Akdeniz iilkelerinde yaygin olarak gdzlenen
haplotiplerden biri olan haplotip 111 ile iliskili oldugu belirlenmistir (Bahadir 2009b)
(Bkz. Tablo 4.2). Calismada yer alan Denizli ili f° IVS 1I- 1 (G>A) heterozigot
olgulardan elde edilen veriler “‘Arlequin 3.1°” sonuglarma gore degerlendirildiginde, bu
mutasyonun en yogun olarak % 47. 1 siklikla haplotip IX (- + - + + + +) ile % 20.6
siklikta haplotip V (+ - - - - + -) ve azalan sikliklarda ise 111 (% 11.8) ve (- + +- + - -)
(% 5.9) haplotip tiirleri ile iliskili oldugu gorilmistiir (Bkz. Tablo 4.12).

5.5. " IVS I- 5 (G>C) Talasemi- Haplotip Iliskisi

B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonu ilk olarak Cin, dzellikle Giiney ve Dogu Hindistan
olmak lizere Asyali Hint toplumlarinda bildirilmis olan, Akdeniz iilkelerinde nadir
olarak gozlenen beta talasemi mutasyonlarindan birisidir (Cheng 1984, Kazazian 1984,
Thein 1988, Varawalla 1992, Verma 1997, Das 2000, Gupta 2008). Tiirkiye’ nin
dogusunda gozlenen bu gibi bazi mutasyonlarmn (p° FSC 8/9 (+G), p* IVS I- 5 (G>C),
p® Kodon 15 (G>A) ve digerleri), Asya- Hindistan kdkenli olabilecegi diisiiniilmiistiir
(Diaz-Chico 1988, Varawalla 1992, Verma 1997, Oner 2001, Tadmouri 2001b). Daha
sonra B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun Arap iilkelerine de yayilmis oldugu
gozlenmistir (Quaife 1994). Fakat Arap toplumunda bu mutasyonla iligkili olan RFLP
haplotipleri, Asyali Hint gruplarda B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonuna &zgiin
haplotiplerden farkli olarak belirlendiginden, bu mutasyonun birbirinden bagimsiz

gelisim odaklarina sahip oldugu diistintilmiistiir (El-Kalla 1993, Zahed 2001). Asyali



75

Hint toplumlarinda B* 1VS I- 5 (G>C) mutasyonunun, tez ¢ahismamizda kullandigimiz
ayni restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, ¢ogunlukla haplotip VII ile iliskili
oldugu saptanmistir (Varawalla 1992) (Tablo 5.1). Fakat Birlesik Arap Emirliklerin’de
(UAE), Xmn I- 5°Gy, Hind IlI- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc II- yp, Hinc II- 3° yp,
Ava IlI- B, Hinf I- 3B restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri ¢alisarak bu mutasyon-
haplotip iliskisi incelendiginde, B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun haplotip I ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Phil 2000). Birlesik Arap Emirlikleri'nde B* IVS I- 5 (G>C)
mutasyonu, tiim [3-talasemi kromozomlarmin % 60. 2’ sini i¢eren ve en sik gdzlenen
beta talasemi mutasyonudur. Bu mutasyonun Birlesik Arap Emirlikleri’ne, Pakistan ve
Hindistan gibi bolgelerden niifus hareketleri ile tasinmis oldugu diisiiniilmesine ragmen,

bu yaklagimi dogrulayacak haplotip verileri heniiz bildirilmemistir (Baysal 2001).

Giiney Asya’nm en sik gdzlenen mutasyonlarindan biri olan p* IVS I- 5 (G>C)
mutasyonu, cesitli toplumlarda farkli RFLP haplotip tiirleri ile iliskili bulunmustur.
Bu nedenle, B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonunu tastyan alellerin olduk¢a uzun ve karmasik
bir gelisim siirecine sahip oldugu Ongoriilmektedir (Hill 1988, Varawalla 1992,
Tadmouri 1999). Asya- Hint toplumlarindaki mutasyon- haplotip c¢esitliligine dayali
olarak yapilan arastirmalara gore bu mutasyonun, Uzak Dogu Asya iilkelerinden,
Malezya’da, 1 (% 33.3) ve VII (% 66.7) haplotipleri, Endonezya’da ise Hinc II- &,
Xmn I- 5 Gy, Hind I11- Gy, Hind I11- Ay, Hinc 1I- yp, Hinc II- 3’yB, Ava II- B,
Hpa I- B, Hind I11- B, Bam HI- 3’ restriksiyon endoniikleaz bolgeleri incelenerek,
% 59.4 siklikla VII (+ - - - - - - +++), % 344 siklikla | (+----- ++++)ve % 3.0
sikliklarla ise IX (- ++-++ ++ + +), (+ - - - + + + + + +) haplotip yapilar1 iizerinde
gozlendigi bildirilmistir (Hill 1988, Lie-Injo 1989) (Tablo 5.1, 5.2). Ayrica Kazazian ve
arkadaglar1 Asya-Hint toplumunda, Hinc 1I- €, Hind 1l1- Gy, Hind I11- Ay, Hinc 11- yp,
Hinc I1- 3’ypB, HgiA I- B, Ava II- B, Hind I1I- B, Bam HI- 3’ RFLP boélgelerini
kullanarak, bu mutasyonun I ve VII haplotipleri yaninda, nadir’de olsa
H(-++-+---4),1(+--+---+) haplotip tiirleri ile de iliskili oldugunu
gostermislerdir (Kazazian 1984) (Tablo 5.2). Daha sonra Dogu Hindistan i¢in
B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonunu tagtyan olgularda, tez ¢alismamizda kullandigimiz
RFLP bolgeleri ile ayni olan (Ava II bolgesi harig) restriksiyon endoniikleaz bolgeleri
incelenmis, bu mutasyon % 82.0 siklikla haplotip (+ - - - - +) tabani iizerinde gozlendigi

belirlenmistir. Ayrica bu ¢ahsma ile B IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun yalnizca bir
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olguda (+ - + - - +) haplotip tiirii ile de iligkili oldugu saptanmistir (Bandyopadhyay
1999) (Tablo 5.2). Varawalla ve arkadaslarina gore, tez ¢alismamizda kullandigimiz
ayni restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, bu mutasyonun haplotip VII
(% 79.0) ile iliskili olmasmin yani sira, sirast ile % 12.8 siklikla (- + + - + - +), % 2.7
siklikla haplotip I, % 2.0 siklikla haplotip IV, % 1.4 siklikla (- + - - + - +) ve her biri
% 0.7 sikliklarla (- +-++++), (+-+-+-4), (------ +) haplotip tiirleri ile iligkili
oldugu belirlenmistir (Varawalla 1992) (Tablo 5.1, 5.2). Asya- Hindistan toplumunda
yapilan baska bir ¢alismada ise bu mutasyon, Hinc I1- €, Xmn I- 5°Gy, Hind I1I- Gy,
Hind I11- Ay, Hinc II- 5° yp, Hinf I- B, Ava Il- B RFLP bolgeleri kullanilarak, yiiksek

siklikta gozlenen (+ - - - - + -) haplotip tabanina ek olarak, daha diisiik sikliklarda
(--++-+-),(----- +-), (+------ ), (+----- ), (+----+4),(--+--++)ve
(- + - - - + +) haplotipleri olmak tizere, toplam sekiz farkli haplotip tiirii ile

iliskilendirilmistir (Gupta 2008) (Tablo 5.2). Italia ve arkadaslari, Hinc I1- €, Xmn I- Gy,
Hind I11- Gy, Hind Il1- Ay, Hinc 1I- yB, Hinc I1- 3’yp, Rsa I- B, Ava IlI- B, Hinf I-
RFLP bélgelerini inceleyerek, Hindistan’da yer alan B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun,
V(E-++-++--4), VI (+------- +),(-------- +)ve (--++ -+ +-+)olarak
ifade edilen toplam dort farkli haplotip tiirii ile iliskili oldugunu belirlemislerdir
(Italia 2009) (Tablo 5.1, 5.2). Hindistanin ‘‘Indo-Mauritian’’ da yer alan ¢ogu Asya-
Hint kokenli olmak tizere, Afrika, Cin ve Avrupa soyundan gruplarin da bulundugu
toplumda, B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonu igin, Xmn I- 5°Gy, Hind I11- Gy, Hind 111- Ay,
Hinc 11- yp, Hinc 11- 3’yp, Ava IlI- B, Hinf I- B polimorfik odaklar incelendiginde, {i¢
farkli haplotip tiirii belirlenmistir. Belirlenen haplotipler; 26 allel A (- - - - - - +), bir
allel B (+ + - + + - +) ve bir allel de C (- + + - + - +) olarak ifade edilmistir
(Kotea 2000) (Tablo 5.2).

Bu mutasyon Hinc 11- g, Hind 111- Gy, Hind 111- Ay, Hinc I1- yf, Hinc 11- 3"y,
Ava Il- B, Bam HI- 3B restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, Orta Dogu
iilkelerinden Iran’da I ve II haplotipleri, Israil’deki Kiirt gruplarda haplotip VII, Arap
gruplarda ise haplotip I ile iligkili bulunmustur (Rund 1991, Filon 1994, Rahimi 2005,
2009) (Tablo 5.1). Tirkiye’de ise, Hinc Il- €, Xmn I- 5°Gy, Hind IlI- Gy, Hind I11- Ay,
Hinc I1- ywf, Hinc 11- 3*yp, Ava Il- B, Bam HI- 3’ olarak belirlenen RFLP bdlgeleri
kullanilarak, B* IVS 1-5 (G>C) mutasyonunun, haplotip IX ile iliskili oldugu
tanimlanmustir (Diaz-Chico 1988, Cao 1989) (Tablo 5.1).
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Liibnan’da B IVS I- 5 (G>C) mutasyonunu tasiyan olgularda, Hinc Il- ¢,
Hind I11- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc 1lI- w3, Hinc 1I- 3’ypB, Ava II- B, Bam HI- 3°p
restriksiyon endoniikleaz bdlgelerini kullanarak, bu mutasyonun yalnizca haplotip IX ile
iligkili oldugunu tanimlanmislardir (Chehab 1987). Liibnan’da daha sonra bu
mutasyonu tasiyan alellerde, tez c¢alismamizda kullanilan polimorfik restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri incelenmis ve bu mutasyonun haplotip IX yaninda, VII haplotip
tird ile de iliskili bulundugu saptanmistir (Zahed 2000, Mahhoul 2005) (Tablo 5.1).
B" IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun Liibnan’da IX ve VII haplotip tiirleri iizerinde
bulunmasi nedeni ile bu mutasyonun birden fazla farkli haplotip odagmna sahip oldugu
ifade edilmistir. Makhoul ve arkadaslarinm B IVS I- 5 (G>C) mutasyonun Liibnan’da
haplotip VII ile iliskili oldugunu gostermeleri, bu mutasyonunun p° Kodon 8/9 (+G)
mutasyonu ile birlikte Giiney Dogu Asya ve Arap Yarimadasi’ndan ger¢eklesen niifus
hareketleri yolu ile Liibnan’a girmis olabilecegini diisiinmelerine neden olmustur

(Mahhoul 2005).

Giiney Amerika’da yer alan Brezilya’da ise, p* IVS I- 5 (G>C) mutasyonu,
Hinc Il- €, Hind IllI- Gy, Hind 1lI- Ay, Hinc IlI- yp, Hinc IlI- 3’ypB, Ava II- B,
Bam HI- 3°B restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelenmis ve bu
mutasyonun I ve V haplotip tiirleri ile iligkili oldugu gozlenmistir (Martins 2005)
(Tablo 5.1). Sri Lanka’da bu mutasyonu tasiyan alleller, VII (139 kromozom),
X (16 kromozom), IV (12 kromozom) ve I (bir kromozom) olmak iizere dort farkl
haplotip tiirii ile iliskili olarak belirlenmistir (Fisher 2003) (Tablo 5.1). Meksika
toplumunda ise, tez c¢alismamizda kullanilan restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri

incelenerek bu mutasyon farkli bir (+ - - + - + +) haplotip tiirii ile iligkili olarak

belirlenmistir (Villalobos-Arambula 1997) (Tablo 5.2).

ilimizde ise, homozigot B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonuna sahip olan dort
kromozomun; bir kromozomu haplotip IX (- + - + + + +), diger ii¢ kromozomu ise
haplotip IV (- + - + + - +) ile iliskili olarak belirlenmistir (Bahadir 2009b)
(Bkz. Tablo 4.2). Diinya’da bu mutasyonun haplotip IV ile iliskisi iki iilkede
tanimlanmistir. Bu iilkelerden biri Hindistan olup, bu boélgede, tez calismasinda

kullanilan RFLP bolgeleri ile ayni polimorfik bolgelere, Rsa I- [ restriksiyon
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edoniikleaz bolgeleri de dahil edilerek yapilan calismada, B* IVS I- 5 (G>C)
mutasyonunun haplotip IV ile iliskili oldugu bildirilmistir (Italia 2009) (Tablo 5.1). Bu
mutasyonun c¢esitli toplumlarda haplotip IV ile iligkisi bildirilmis olmakla birlikte,
Tiirkiye’de RFLP haplotip IV ile iligkisi, ilk kez yoremizde gosterilmektedir (Bkz.
Tablo 4.2). Ayrica ilimizde B IVS I- 5 (G>C) heterozigot olgularin sayis1 az oldugu ve
bu mutasyon i¢in aile ¢aligmasi yapilamadigindan heterozigot olgularda, bu mutasyon

ile iligkili gegerli haplotip veri sonucu elde edilememistir.

5.6. p° FSC 8/9 (+G) Talasemi- Haplotip iliskisi

B® FCS 8/9 (+G), ilk kez Asyal Hint toplumlarinda gdsterilmis olup, Hindistan
ve Pakistan’in kuzeybati bolgelerinde olduk¢a yaygm bulunmaktadir (Kazazian 1984,
Wong 1986, Bandyopadhyay 1999). Arastrmacilara gore, B° FCS 8/9 (+G)
mutasyonunun ¢esitli toplumlardaki dagiliminm, Cin’den Iran’a genisleyen ticari
yollardan, ‘‘Biiyiik Ipek Yolu’’ ile gerceklestigi diisiiniilmektedir. Yogun ticari yollarin
gelisimi ile bu mutasyonun Giliney Asya’dan Tiirkiye’deki gen havuzuna katilmis
olabilecegi ifade edilmektedir (Tadmouri 1998, 1999, Oner 2001). Ispanya’da da
yiiksek siklikta (% 8.6) gdzlenen B° FCS 8/9 (+G) mutasyonunun Tiirkiye’de nadir
(% 1.8) olarak bulundugu belirlenmistir (Villegas 1998, Tadmouri 2001a, Altay 2002,
Yildiz 2005).

Beta globin gen ailesi haplotiplerine gore; Hinc Il- €, Hind 111- Gy, Hind 111- Ay,
Hinc 11- wp, Hinc 11- 3y, Ava IlI- B, Bam HI- 3 restriksiyon endoniikleaz bolgeleri
kullanarak bu mutasyonun Filistin, Sri Lanka ve Kore’de haplotip I ile iliskili oldugu
bildirilmistir (El-Latif 2002, Lee 2002, Park 2002, Fisher 2003) (Tablo 5.1). Ayrica
Liibnan’daki Sii gruplarda ise, tez c¢alismamizda kullanilan aynm1 RFLP bdlgeleri
incelenerek, B° FCS 8/9 (+G) mutasyonunun haplotip I iizerinde goriildiigii saptanmustir
(Zahed 2000, Makhoul 2005) (Tablo 5.1). Dogu Hindistan’da ise, tez galismasi ile ayni
restriksiyon endoniikleaz bolgeleri (Ava II- disinda) kullanilarak, bu mutasyonun
(+ - - - - +) haplotip tiirii ile iliskisi belirlenmistir (Bandyopadhyay 1999) (Tablo 5.2).
[Ik calismalar ile Kazazian ve arkadaslari, Asya-Hint toplumunda bu mutasyonun,
Hinc 11- ¢, Hind Ill- Gy, Hind 1lI- Ay, Hinc Il- yp, Hinc II- 3’ypB, HgiA I- B,
Ava Il- B, Hind I11- B, Bam HI- 3’ RFLP bolgelerini kullanarak, I (+ - - - - + + - +)
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haplotip tiirii ile iliskili oldugunu belirlemislerdir (Kazazian 1984) (Tablo 5.1). Daha
sonra Asya- Hint toplumlarinda, Hinc Il- €, Xmn I- 5°Gy, Hind Il1- Gy, Hind Il1- Ay,
Hinc I1- 5’ypB, Ava IlI- B, Hinf I- B olarak tanimlanmig yedi RFLP bdlgesinden
yararlanarak, bu mutasyonla iliskili t¢ farkli haplotip tiirii tanimlanmistir. Bu
haplotipler, esit sikliklarla gozlenen (++ +--+-), (-++-+++)ve (-++++ + +)
haplotip tiirleridir (Gupta 2008) (Tablo 5.2). Varawalla ve arkadaslar1 tarafindan Asya-
Hint toplumunda yapilan baska bir calismada, tez calismasi ile ayni restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullamlarak, p° FCS 8/9 (+G) mutasyonunun ¢ogunlukla haplotip
I (% 88.0) ile iligkili bulunmasmin yam swa, VII (% 2.2) ve % 9.8 siklikla
(- + - + + 4+ +) haplotip tiirleri ile de iliskili oldugu saptanmistir (Varawalla 1992)
(Tablo 5.1, 5.2). Ayrica, Hindistan’in ‘‘Indo-Mauritian’’ adasinda yer alan, cogu Asya-
Hint kokenli olmak iizere, Afrika, Cin ve Avrupa soyundan gruplarm bulundugu
toplumda, bu mutasyona ait iki allel de, Xmn I- 5’Gy, Hind IlI- Gy, Hind IlI- Ay,
Hinc 11- yp, Hinc II- 3°yp, Ava II- B, Hinf I- § polimorfik odaklar incelendiginde, bu
mutasyonun F (- - - - - + +) haplotip tiirii ile iliskili oldugu belirlenmistir (Kotea 2000)
(Tablo 5.2).

Iranda ise, Hinc I1- g, Hind 111- Gy, Hind I11- Ay, Hinc 11- yp, Hinc 1I- 3’yp,
Ava II- B, Bam HI- 3’p restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak,
p® FCS 8/9 (+G) mutasyonu yiiksek oranda haplotip I (% 96.4) tabaninda gozlenmekle
birlikte, daha diisiik siklikta (% 3.6) haplotip V ile de iliskili bulunmustur (Rahimi
2009) (Tablo 5.1). Fakat ispanya’da bu mutasyonla iliskili yaymlanmis haplotip verisi
bulunmamaktadir (Villegas 1998). Ulkemizde ise, Flint ve arkadaslarma gore bu
mutasyonun haplotip I ile iliskili oldugu ifade edilmesine ragmen, daha sonraki
calismalarda bu iliskiyi dogrulayacak haplotip verisi tanimlanmamistir (Flint 1993b).

Dolayisiyla Tiirkiye’de de bu mutasyona iligskin kesin haplotip veri bulunmamaktadir.

Tez ¢aligmasi siiresince Anabilim Dalimiz’da yapilan ¢alismalarda, yoremizdeki
homozigot BO FSC 8/9 (+G) mutasyonunun, diger toplumlarda goriildiigli gibi, haplotip I
ile iliskili oldugu belirlenmistir (Bahadir 2009b) (Bkz Tablo 4.2). ilimizde heterozigot
p® FSC 8/9 (+G) mutasyonu tasiyan olgularin sayisi az oldugundan ve bu mutasyonu
tagiyan aileye ulasilamadigi i¢in aile ¢alismast yapilamamistir. Bu nedenle,

p® FSC 8/9 (+G) mutasyonu ile iliskili haplotip tiirii kesin olarak belirlenememistir.
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Fakat az sayidaki heterozigot olgulardan elde edilen veriler 1s1¢inda, bu mutasyonun

biiyiik olasilikla haplotip I ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Bkz. Tablo 4.17).

5.7. B° FSC 8 (-AA) Talasemi- Haplotip iliskisi

p® FSC 8 (-AA) mutasyonu ilk kez 1981 yilinda Tiirk kokenli bir hastada
belirlenmis, daha sonra Israil’de yapilan arkeolojik kazilardan elde edilen veriler
sonucu, bu mutasyonun 16. ve 19. yiizyillardaki Osmanli Imparotorlugu ile iliskili
oldugu diistiniilmiistiir (Orkin 1981, Filon 1995). Bu mutasyonun Tiirkiye’de olduk¢a
sik gdzlenen mutasyonlardan biri oldugu farkli arastirmacilar tarafindan belirlenmistir
(Aulehla-Scholz 1990, Atalay 1993, Tadmouri 1998, 2001a, Yildiz 2005). Orta Dogu
iilkelerinde yaygmn olarak gozlenmis olan B° FSC 8 (-AA) mutasyonu, Akdeniz
iilkelerinde de (% 22.8) gozlenmektedir (Tadmouri 1998, Agouti 2007). p° FSC 8 (-AA)
mutasyonu, Fas’da gézlenen en yaygin beta talasemi alleli olmasina ragmen, Cezayir ve
Tunus’da nadir olarak bulunan ve simdiye kadar Filistin’de ise hi¢ rastlanmamis beta

talasemi mutasyonudur (Fattoum 1991, 2004, El-Latif 2002).

Mutasyon- haplotip iliskileri agisindan degerlendirildiginde, tez galismasinda
kullanilan yedi RFLP bolgesine dayali olarak yapilan incelemelerde, Fas toplumu da
dahil olmak iizere, Akdeniz iilkelerinde yer alan B° FSC 8 (-AA) mutasyonunun,
IV (-+-++-4),VI(-++---+)veVI(+----- +) olarak ifade edilen ti¢ farkli
haplotip tiiri ile iliskili oldugu gosterilmistir (Zahed 2000, Lemsaddek 2003, 2004,
Agouti 2008). Lemsaddek ve arkadaslarma gore; Fas’ta p° FSC 8 (-AA) mutasyonunun
ii¢ farkli haplotip tiri (IV, VI, VII) ile iligkili bulunmasi ve Fas’in Osmanl
Imparatorlugu’nun sinirlar1 icinde yer almamis olmasi nedeni ile bu mutasyonun
Tiirkiye kaynakli olmadigi gibi kesin olmayan bir sonuca varmalarina neden olmustur
(Lemaddek 2003, 2004, Agouti 2007, 2008) (Tablo 5.1). Cezayir’de nadir olarak
gozlenen B° FSC 8 (-AA) mutasyonu, Boudrahem-Addour ve arkadaslari tarafindan bu
toplumda, yalnizca haplotip IX ile iliskili bulunmustur (Boudrahem-Addour 2009)
(Tablo 5.1).

Libbnan’da p° FSC 8 (-AA) mutasyonunu tasiyan olgulara ait yapilan
calismalarda, Hinc Il- €, Hind IllI- Gy, Hind IllI- Ay, Hinc II- ypB, Hinc 1I- 3’yp,



81

Ava |1- 3, Bam HI- 3’3 restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanarak bu mutasyonun,
her biri % 50.0 sikliklarla, haplotip IV ve Asya H (- + - - + - +) olarak tanimlanan farkl
bir haplotip tiirii ile iligkili oldugu belirtilmistir (Chehab 1987, Flint 1993b) (Tablo 5.1,
5.2). Liibnan’da daha sonra bu mutasyonu tasiyan alellerde, tez calismamizda kullanilan
yedi polimorfik restriksiyon endoniikleaz bolgeleri incelenmis ve bu toplumda yer alan
farkli etnik gruplar igerisinde, bu mutasyon Siinni grupta goriilmiis olup, bu grupta
pB® FSC 8 (-AA) mutasyonun IV (% 88.9) ve VII (% 11.1) haplotip tiirleri ile iliskili
oldugu belirlenmistir (Zahed 2000, Makhoul 2005) (Tablo 5.1). Iran’da ise, bu
mutasyonun 11, IV, VIII, 1X ve A3 (- + + - + - +) haplotipleri iizerinde gézlendigi ifade
edilmektedir (Rahimi 2005, 2009) (Tablo 5.1,5.2). Belgika’da gdzlenen p° FSC 8 (-AA)
mutasyonunun da haplotip VII ile iligkili oldugu saptanmistir (Heusterspreute 1996)
(Tablo 5.1).

Cogu B° FSC 8 (-AA) mutasyonlarmin, Hinc II- &, Xmn I- 5°Gy, Hind I11- Gy,
Hind I11- Ay, Hinc 11- yf, Hinc I1- 3’yp, Ava II- B, Bam HI- 3’ olarak belirlenen
RFLP bélgeleri incelendiginde; Tiirkiye, Israil, Tunus, Yunanistan ve Italya’da haplotip
IV ile iliskili oldugu bildirilmistir (Diaz-Chico 1988, Aulehla-Scholz 1990, Cao 1989,
Filon 1994, Kehlil 2004, Lemsaddek 2004) (Tablo 5.1). Tirkiye’de bu mutasyon
cogunlukla haplotip IV (% 94.4) ile iligkili goriilmesinin yaninda, bir olguda haplotip
VII (% 5.6) ile de iligkili olarak saptanmistir (Diaz-Chico 1988, Flint 1993b)
(Tablo 5.1). Tiirkiye’de gozlenen p° FSC 8 (-AA) mutasyonunun haplotip IV ile iliskili
bulunmasi, bu mutasyonun Tiirkiye kokenli oldugunu diistindiirmiistiir (Diaz-Chico

1988, Aulehla-Scholz 1990).

Tez caligmasi siiresince, Anabilim Dalimiz biinyesinde yapilan ¢aligmalarda,
yoremizde gdzlenen homozigot p° FSC 8 (-AA) mutasyonunu tasiyan allellerde, bu
mutasyonun haplotip VII ile iliskili oldugu tanimlanmistr (Bahadir 2009b)
(Bkz Tablo 4.2). Ayrica tez calismast verilerine gore, yoremizde heterozigot
p® FSC 8 (-AA) mutasyonunu tagiyan olgularda, “‘Arlequin 3.1°" programi sonuglari
cercevesinde, bu mutasyonun esit sikliklarda (% 29.0) IVa (- + - + + + +) ve
VIl (+----- +) haplotip tiirleri ile yiiksek oranda, her biri % 6.7 olan allel sikliklarinda
Vila(+------ ) ve Il (- + - + + + -) haplotipleri ile de diisiik oranda iliskili oldugu
belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.14).



82

5.8. p° Kodon 6 (-A) Talasemi- Haplotip iliskisi

Kuzey Afrika kékenli oldugu diisiiniilen p° FSC 6 (-A) beta talasemi mutasyonu,
Siyah Amerikalilar’da, Bulgaristan, Yunanistan ve Italya’nin Sardinya adasinda oldukca
yaygin olarak belirlenmistir (Kazazian 1983, Kalaydjieva 1989, Gonzalez-Redondo
1988, Rosatelli 1992b, Georgiou 2003, Lemsaddek 2004, Efremov 2008). Bu
mutasyonun daha ¢ok Kuzey Afrika Arap iilkelerinde goriilmesine ragmen, Suudi
Arabistan ve Gazze’de de diisiik siklikta bulundugu saptanmistir (Quaife 1994, El-
Hazmi 1995, Zahed 2001).

Siyah Amerikalilar’da gbzlenen p° FSC 6 (-A) mutasyonunun, Hinc II- &,
Xmn I- 5> Gy, Hind Ill- Gy, Hind I1I- Ay, Hinc II- yp, Hinc 11- 3’yp, Ava II- j,
Hpa I- 3’8, Bam HI- 3’3 restriksiyon endoniikleaz bdolgeleri kullanilarak
IX (- + + -+ + + + +) haplotip tiirii ile iligkili oldugu tanimlanmistir (Gonzalez-
Redondo 1988). Akdeniz iilkelerinde ise f° FSC 6 (-A) mutasyonunun iliskili oldugu
haplotip tiirleri, Hinc I1- €, Hind 111- Gy, Hind I11- Ay, Hinc 11- yf, Hinc 11- 3’y, Ava
I1- B, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, bu
mutasyonun ¢ogunlukla I (+ ----++4), IX(-+-++++)ve V (+----+-) haplotip
tirleri ile iliskili olduklar1 belirlenmistir (Rosatelli 1987, Chibani 1988, Diaz-Chico
1988, Cao 1989, Galanello 1989). Bu mutasyon, Cezayir’de I (% 7.7), IX (% 84.6) ve
% 7.7 siklikta ise A (- - - - - + +) haplotip yapilari, Misir’da ise yalnizca haplotip V ile
iliskili olarak tanimlanmistir (Rouhabhi 1988, Noveletto 1990, Bennani 1993, Flint
1993a, 1993b) (Tablo 5.1, 5.2). Tunus’da ise, Hinc Il- €, Hind I11- Gy, Hind I1I- Ay,
Hinc 11- yp, Hinc 11- 3*yp, Hinf I- 3’5, Hgi Al- 3, Ava II- 3, Bam HI- 3’3 olmak iizere
dokuz restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, bu mutasyon
sirast ile % 72.7, % 18.2 ve % 9.1 sikliklarla, IX (-+-+++++),V(+----+++-)
ve A(----- + + + +) haplotip tiirleri ile iligkili gézlenmistir (Chibani 1988, Flint
1993b) (Tablo 5.1, 5.2). Ayrica Cezayir’de Rouabhi ve arkadaslari, Hinc II- &,
Hind 1llI- Gy, Hind I11- Ay, Hinc 1lI- yp, Hinc II- 3’yB, Bam HI- 3°f restriksiyon
endoniikleaz bolgelerine dayali olarak, yeni bir haplotip tiirii olan haplotip
E (- - - +++) yi tanimlamig olmalarina ragmen, haplotip E’nin bu mutasyonla iligkisi

Cezayir toplumunda gbézlenmemistir (Rouabhi 1988). Fakat Tunus, Cezayir ve diger
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Avrupa tilkelerinden farkli olarak, Kuzey Portekiz’de, dnceden Cezayir’de tanimlanmis
olan haplotip E’nin bu mutasyonla iligskisi ilk kez belirlenmistir (Tablo 5.2).
B° FSC 6 (-A) mutasyonunun Kuzey Portekiz’de, farkli haplotipler ile iliskileri Cabeda
ve arkadaglar1 tarafindan iki yaklagim ile agiklanmaya calisilmistir. Bu yaklagimlardan
birincisi, Portekiz, Afrika ve Avrupa’da bu mutasyonun bagimsiz olusum odaklarina
sahip oldugu ydniindedir. B° FSC 6 (-A) mutasyonunun haplotip E yapisi ile iliskisini
aciklayan diger yaklasim ise, bu mutasyonun Akdeniz iilkelerinde yiiksek siklikta
gozlenen haplotip IX yapisminin Gy ve Ay lokuslar1 arasinda gerceklesen
rekombinasyon olaylar1 sonucu bu kromozomal haplotip tiirii iizerinde goriildiigiiniin
disiiniilmesidir (Cabeda 1999). Fas toplumunda ise, tez calismamizda kullanilan ayni
restriksiyon endoniikleaz bolgeleri incelenerek, bu mutasyonun III, IX ve A haplotip
tiirleri ile iliskili oldugu belirlenmistir (Tablo 5.1,5.2) (Lemsaddek 2003, 2004, Agouti
2007, 2008).

Ayrica, B° FSC 6 (-A) mutasyonunu tastyan olgular, Hinc II- €, Hind I1I- Gy,
Hind I11- Ay, Hinc 1I- yp, Hinc - 3’yp, Ava II- B, Bam HI- 3°p restriksiyon
endoniikleaz bdlgeleri kullamlarak incelendiginde, Avrupa iilkelerinden ispanya’da I
(% 33.3), V (% 66.7) haplotip tiirleri, Bulgaristan’da ise, % 60.0 siklikla haplotip V
(+----+-)ve % 40.0 siklikta ise haplotip 11 (- + + - + + -) lizerinde goriilmiistiir
(Amselem 1988, Kalaydjieva 1989, Flint 1993b) (Tablo 5.1, 5.2). Ayn1 RFLP bélgeleri
kullanilarak, bu mutasyonun Italya’da I, IX, Tiirkiye’de ise V, VIII ve IX haplotip
tirleri ile iliskili oldugu belirlenmistir (Rosatelli 1987, Aulehla-Scholz 1990, Birben
2001, Ferrara 2003) (Tablo 5. 1). Flint ve arkadaslar1 Sardinya adasinda bu mutasyonun
IX (% 90.9) ve I (% 9.1) haplotip tiirleri ile iliskili oldugunu ifade etmislerdir (Flint
1993b). Tez c¢alismasi verilerine gore, yoremizde gozlenen B° FSC 6 (-A)
mutasyonunun da, diger Akdeniz iilkelerinde gozlenen haplotiplerle uyumlu olarak,

yalnizca haplotip IX ile iliskili oldugu belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.2).
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5.9. ° Kodon 39 (C>T) Talasemi- Haplotip iliskisi

Bat1 Akdeniz iilkelerinde yaygmn olarak gdzlenmekte olan p° Kodon 39 (C>T)
mutasyonunun siklig, B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonunundan farkli bigimde bir
dagilim gostermektedir. B* IVS I- 110 (G>A) mutasyonu, Dogu Akdeniz’de yaygin
bulunmaktadir. Bu nedenle, p° Kodon 39 (C>T) mutasyon yayilmmm, Roma
Imparatorlugu dénemi ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Boletini 1994).
B° Kodon 39 (C>T) mutasyonu, Tunus ve Italya’da % 40.0, ispanya’da % 64.0,
Sardinya’da ise % 96.0 siklikta goriilmektedir (Amselem 1988, Fattoum 1991, Rosatelli
1992a, 1992b). Bu mutasyon Korsika ve Sardinya adalarinda yiiksek siklikta, Akdeniz
iilkelerinin dogu kisminda ise disik siklikta (% 1.0 Misir, % 3.0 Liibnan,
% 4.0 Tirkiye) belirlenmistir (Trecartin 1981, Chehab 1987, Pirastu 1987, Basak 1992,
El-Hazmi 1995, Falchi 2005, Piras 2005). p° Kodon 39 (C>T) mutasyonu, Yunanistan,
Bulgaristan, Romanya, Eski Yugoslavya ve Arnavutlugu iceren Balkan iilkelerinde,
ayrica Marmara Bolgesi’nde yiiksek siklikta gdzlenmistir. Fakat Balkan tilkelerine gore,
Tiirkiye’de bu mutasyonun siklig1 daha azdir (Diaz-Chico 1988, Cao 1989, Tadmouri
1999, Georgiou 2003). Atalay ve arkadaslar1 tarafindan, bu mutasyonun Tiirkiye’de
sikligt % 7.2 olarak saptanmistir (Atalay 1993). Yoremizde ise, homozigot
p® Kodon 39 (C>T) mutasyonu gdzlenmez iken, bu mutasyonun az sayida (% 9.1)

heterozigot formu belirlenmistir (Y1ldiz 2005).

Akdeniz iilkelerinde oldukca fazla allelik cesitlilik gésteren p° Kodon 39 (C>T)
mutasyonu, Hinc 11- €, Hind I11- Gy, Hind I11- Ay, Hinc I1- yf, Hinc 11- 3*yp, Ava ll- B,
Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, I, 11, VII
ve IX haplotip tiirleri ile iliskili bulunmustur (Cao 1989). Bu mutasyon, Cezayir, Fas,
Tunus ve Porkekiz’de RFLP haplotip heterojenligi ortaya koymaktadir (Bennani 1993).
Buna karsin Tiirkiye’deki Orneklerde ise, goreceli olarak haplotip homojenligi
gostermektedir (Rouabhi 1988, Faustino 1992, Cabeda 1999, Lemsaddek 2003). (°
Kodon 39 (C>T) mutasyonuna ait allellerde belirlenen RFLP haplotiplerin altis1
Tunus’ta tanimlanmig olmak iizere, bu mutasyonun toplam 14 farkli haplotip tiirii ile
iligkili oldugu gosterilmistir (Flint 1993b). Tunus’ta bu mutasyon, ¢ogunlukla IT (%
42.9) ve I (% 14.3) haplotipleri olmak {izere, sirasi ile her biri % 14.3 siklikta Nd (- - - -

+++),5a (- + + - -+ +) ve her biri % 7.1 sikliklarla A (- - - - - +4),Nc(+++--++4)
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haplotip tiirleri ile iligskilendirilmistir (Chibani 1988, Flint 1993b, Khelil 2004, Bibi
2006) (Tablo 5.1, 5.2). p° Kodon 39 (C>T) mutasyonu ile iliskili haplotip tiirlerinin
belirlenmesine yonelik, Tunus toplumunda yapilan bu ¢aligmalardan Chibani ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan arastirmada, diger ¢alismalarda kullanilan yedi polimorfik
odaga (Hinc Il- €, Hind 1l1- Gy, Hind 11I- Ay, Hinc I1- wp, Hinc II- 3’yp, Ava II- B,
Bam HI- 3°B) ek olarak, Hinf I- 3” 5, HgiAl- B restriksiyon endoniikleaz bolgeleri de
dahil olmak tizere dokuz RFLP bolgesi incelenmistir (Chibani 1988). Cezayir’de p°
Kodon 39 (C>T) mutasyonu, 11 (% 63.9), 1 (% 33.7), IX (% 1.2)veB(-++-++-) (%
1.2) haplotip yapilar ile iliskili gozlenir iken, Misir toplumunda bu mutasyonun,
yalnizca haplotip II {izerinde goriildiigii belirlenmistir (Rouabhi 1988, Novelletto 1990,
Flint 1993a, 1993b, Zahed 2002) (Tablo 5.1, 5.2). Fas toplumunda ise, tez galismamizda
kullamlan ayni restriksiyon endoniikleaz bélgeleri incelenerek, p° Kodon 39 (C>T)
mutasyonunun |, 1l ve Nd (- - - - + + +) haplotipleri ile iliskili oldugu gozlenmistir
(Lemsaddek 2003, 2004, Agouti 2007, 2008) (Tablo 5.1, 5.2).

Liibnan’da B° Kodon 39 (C>T) mutasyonunu tasiyan olgularda yapilan
caligmalarda, Hinc 1lI- ¢, Hind I1I- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc II- B, Hinc 11- 3*yp,
Ava ll- B, Bam HI- 3’ restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak, bu mutasyonun
yalnizca haplotip II ile iliskili oldugu tanimlanmistir (Chehab 1987, Flint 1993Db).
Liibnan’da daha sonra bu mutasyonun haplotip II (% 66.7)’nin yani sira, haplotip I
(% 33.3) ile de iliskili oldugu gozlenmistir (Zahed 2002, Mahhoul 2005) (Tablo 5.1).

B° Kodon 39 (C>T) mutasyon- haplotip iliskisi incelemelerinde, diger
toplumlardan Israil’de yer alan, Kiirt Yahudiler’de haplotip VII, Yahudiler’de haplotip
I, Araplar’da ise haplotip II olmak tizere ii¢ farkli haplotip tiiri ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Rund 1991, Filon 1994) (Tablo 5.1). Bu mutasyonun Filistin’de yalnizca
haplotip 11, Iran toplumunda ise, cogunlukla haplotip VII (% 62. 5) ve daha az siklikta
ise, I (-++--++4),D (- +++ + + -) haplotip tiirleri ile iligkili oldugu goézlenmistir

(Rund 1991, El- Latif 2002, Rahimi 2009) (Tablo 5.1, 5.2).

Bati Avrupa iilkelerinden Portekiz, Ispanya ve Bulgaristan’da, Hinc II- &,
Hind I11- Gy, Hind I1l- Ay, Hinc II- w3, Hinc 1I- 3y, Ava II- B, Bam HI- 3°B

restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri incelenerek, p° Kodon 39 (C>T) mutasyonunun
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iligkili oldugu haplotip tiirleri I ve II olarak belirlenmistir (Amselem 1988, Kalaydjieva
1989, Faustino 1992) (Tablo 5.1). Portekiz’de yapilan bagka bir ¢alismada bu mutasyon,
I (bes kromozom) ve II (10 kromozom) haplotiplerinin yaninda, daha az siklikta
haplotip VI (bir kromozom) ile de iligkili bulunmustur (Coutinho-Gomes 1988)
(Tablo 5.1). Ayrica Ispanya’da Flint ve arkadaslarma gére, bu mutasyonun II (% 60.0)
ve | (% 34.3) haplotip tiirleri ile iligkili olmasinin yani sira % 5.7 siklikla (- + + - + - +)
haplotip tiiri ile de iliskili oldugu gdézlenmistir (Flint 1993b) (Tablo 5.2). Belgika’da ise,
B° Kodon 39 (C>T) mutasyonunu tastyan iki olgunun da, haplotip II ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Heusterspreute 1996) (Tablo 5.1). Ayrica bu mutasyon, eski Fransa’nin
farkli bolgelerinden Kanada’ya go¢ etmis gruplarda haplotip II, Kuzey irlanda’da ise,
yalnizca haplotip I ile iligkili bulunmustur (Kaplan 1990, Knott 2006). Giiney
Amerika’da yer alan Brezilya’da p° Kodon 39 (C>T) mutasyonu; I, 1l ve V haplotip
tirleri ile iliskili gozlenir iken, Meksika toplumunda ise, tez ¢alismamizda kullanilan
restriksiyon endoniikleaz bolgeleri ile yapilan c¢alismada, bu mutasyonun
haplotip Il (- + + - + + +) yaninda (- - - - + + -) olarak bulunan farkli bir haplotip tiirii
tizerinde gorildigi saptanmustir  (Villalobos-Arambula 1997, Martins 2005)
(Tablo 5.1, 5.2).

Yiiksek siklikta gdzlendigi Italya’nin Sardinya adasinda, B° Kodon 39 (C>T)
mutasyonunu heterozigot formda tasiyan bireylerde, tez caligmasi ile ayni restriksiyon
endoniikleaz bolgeleri kullanilarak, bu mutasyon dokuz farkli kromozomal haplotip
taban1 {izerinde goriilmiistiir. Sardinya adasinda B° Kodon 39 (C>T) mutasyonu, baslica
IT (% 52.4), 1 (% 28.5) ve VII (% 9.5) haplotipleri olmak tizere, % 4.8 sikliklarla III, IX
haplotip tiirlerini igeren toplam bes haplotip yapisi ile iligkili olarak tanimlanmistir
(Piras 2005) (Tablo 5.1). Buna karsin Sardinya’daki normal bireylerde, haplotip I siklig1
haplotip II’den daha yogun olarak bulunmustur (Rosatelli 1987, Pirastu 1988, Latini
2003, Piras 2005). Sardinya’da B° Kodon 39 (C>T) mutasyonu ile iliskili en yaygin
haplotip, 6nceki ¢alismalar ile Hinc 1l- €, Hind Ill1- Gy, Hind I11- Ay, Hinc Il- yp,
Hinc 11- 3°yp, Ava ll- B, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak,
haplotip II olarak belirlenmistir (Pirastu 1987, 1988). Fransa’nin Korsika adasinda ise,
p® Kodon 39 (C>T) mutasyon-haplotip iliskisine dayali olarak yapilan calismalarda, bu
mutasyon, Sardinya adasinda yasayan toplumla oldukca benzer sekilde goriilmiis
olmakla hirlikte, B° Kodon 39 (C>T) mutasyonunun tez calismamizda kullanilan RFLP
bolgeleri kullanilarak, en yiiksek siklikta (% 18.7) haplotip 1, daha sonra azalan
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oranlarda T (% 2.3) ve VII (% 2.1) haplotip tiirleri ile iliskili oldugu belirlenmistir
(Latini 2003, Falchi 2005). B° Kodon 39 (C>T) mutasyonunun diisiik siklikta haplotip
VII {izerinde goriilmesi, bu mutasyonla iliskili haplotip VII'nin, rekombinasyon sonucu
haplotip I’den meydana gelmis olabilecegi yoniinde bir yorum getirmistir (Falchi 2005).
Sicilya’da ise, Hinc II- €, Hind Il1l- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc Il- yp, Hinc 11- 3’yp,
Ava IlI- B, Bam HI- 3’ restriksiyon endoniikleaz bélgeleri kullanilarak, bu mutasyon I,
I, VII ve IX haplotip tiirleri ile iliskili oldugu gdsterilmistir (Di-Marzo 1988). Bu
sonuglara gore, p° Kodon 39 (C>T) mutasyonun, Bati Akdeniz orjinli olabilecegi

hipotezi ileri siiriilmiistiir (Falchi 2005).

Tiirkiye’de gdzlenen B° Kodon 39 (C>T) mutasyonunu tasiyan alellerde,
Hinc 1lI- €, Xmn I- 5°Gy, Hind I11- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc II- yp, Hinc 1I- 3’y},
Ava 1l- B, Bam HI- 3’ olarak belirlenen restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri
kullanilarak, bu mutasyonun genelde I (% 50.0) ve IV (% 50.0) haplotipleri tlizerinde
tanimlandig1 gosterilmistir (Diaz-Chico 1988, Aulehla-Scholz 1990, Flint 1993a, 1993b,
Tadmouri 2001a, 2001b, Zahed 2002) (Tablo 5.1).

Tez calismasindan elde edilen sonuglara gore, ilimizde B° Kodon 39 (C>T)
heterozigot olgularda, bu mutasyon en yogun olarak % 30.1 siklikla
haplotip 1l (- + + - + + +), daha diisiik siklikta (% 23.1) ise haplotip I (+ - - - - + +) ve
% 7.7 sikliklarda ise VII (+ - - - - - +) ve (- + - - + + -) haplotipleri ile iligkili olarak
belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.16, 5.2). Boylece Akdeniz iilkelerinde bu mutasyonla
iliskili en yaygin haplotip II’nin ydremizde de % 30.1 siklikla g6zlendigi ve ilimizin bu

mutasyon agisindan Akdeniz karakteri tasidig1 ortaya konulmustur.

5.10. ° Kodon 44 (-C) Talasemi- Haplotip iliskisi

p® Kodon 44 (-C) mutasyonu, ilk olarak 1982 yilinda Giiney iran’li bir hastada
homozigot formda goriilmiis, daha sonra bu mutasyona Israil, Tunus, Arnavutluk ve
Cekoslovakya’da da rastlanmistir (Kinniburgh 1982, Rund 1991, 1997, Boletini 1994,
Kiani 2007). Ayrica p° Kodon 44 (-C) beta talasemi mutasyonu, Arap yarimadasmndaki
iilkelerde de belirlenmistir (Rund 1991, El-Kalla 1993, Quaife 1994, Zahed 2001).
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Tiirkiye’de ise bu mutasyonun siklig, % 1.3 olarak ifade edilmektedir

(Tadmouri 1998).

Liibnan’da, ° Kodon 44 (-C) mutasyonu Siinni ve Sii gruplarda goriilmiis olup,
tez calismamizda kullanilan RFLP bélgeleri incelenmis, I1X (% 75.0) ve | (% 25.0)
haplotip tiirleri ile iligkili bulunmustur (Makhoul 2005) (Tablo 5.1). Baska bir
calismada, Zahed ve arkadaslar1 Liibnan’da, ayni restriksiyon endoniikleaz bolgelerini
inceleyerek, B° Kodon 44 (-C) mutasyonun haplotip I yaninda, 10 (+ + - + + + +)
haplotipi tiirii ile de iliskili oldugunu géstermislerdir (Zahed 2000). Diger toplumlardaki
p® Kodon 44 (-C) mutasyonu-haplotip iliskilerine dayali olarak yapilan calismalarda,
Hinc 11- g, Hind IlI- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc II- ypB, Hinc II- 3’ypB, Ava II- B,
Bam HI- 3°B restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak, bu mutasyonun Israil’de
bulunan Kiirt Yahudi grubunda haplotip I, Iran’da ise ¢ogunlukla haplotip I yapis1 ile
tanimlanmis olmakla birlikte, diisiik siklikta haplotip VII ile de iliskili oldugu
belirlenmistir (Rund 1991, Rahimi 2009) (Tablo 5.1).

Tiirkiye ve Tunus’ta ise, B° Kodon 44 (-C) mutasyonu ile iliskili haplotip verisi
bulunmamaktadir (Fattoum 1991, Basak 1992). Khan ve arkadaslari, Pakistan’da
bulunan B° Kodon 44 (-C) olgusu ile iliskili haplotip verisini kesin olarak
tanimlayamamalarma ragmen, p° Kodon 44 (-C) mutasyonunun daha ¢ok haplotip I
iizerinde gelismis olma olasiligmin daha fazla oldugunu diisiinmiislerdir (Khan 2000).
Bu diisiinceye sahip olmalarinin nedeni, daha once Asyali Hint toplumunda bildirilmis
olan IVS I- 1 (G>T) mutasyonun, tez c¢alismasi ile ayni restriksiyon endoniikleaz
bolgeleri kullanilarak, IX (% 97,1), VII (% 5,5) ve I (% 2,8) haplotip tiirleri ile iligkili
oldugunun bulunmasidir (Varawalla 1992, Khan 2000).

Yéremizde ise, p° Kodon 44 (-C) heterozigot olgularin sayis1 az oldugu ve bu
mutasyon i¢in aile ¢alismasi yapilamadigindan, diger toplumlarda gézlenen sonuclarla
uyumlu olarak, p° Kodon 44 (-C) mutasyonu ile iliskili olas1 haplotipler, | ve IX olarak
diigiiniilmektedir (Bkz. Tablo 4.17, 5.2).
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5.11. " IVS 1I- 745 (C>G) Talasemi- Haplotip iliskisi

Akdeniz kokenli olarak tanimlanmis olan diger beta talasemi mutasyonu ise,
B" IVS Il- 745 (C>G)’dir. Bu mutasyon baslica; Karadeniz, Marmara Denizi, Ege
Denizi ve Akdeniz boyunca Tiirkiye’'nin kiyr bdlgelerinde gozlenmektedir
(Tadmouri 1999). B* IVS II- 745 (C>G) mutasyonunu tastyan alellerin Bulgaristan,
Iran, Suriye ve Urdiin’de goriilmesi, cesitli donemlerdeki niifus hareketleri ile
B" IVS Il- 745 (C>G) mutasyonunun, Tiirkiye’nin kiy1 bolgelerine tasindig1 ydniinde
goriislerin ileri siiriilmesine neden olmaktadir (Quaife 1994, El-Hazmi 1995, Tadmouri
1998, Yavarian 2001).

Akdeniz llkelerinde ve diger toplumlarda bu mutasyona ait haplotip tiirleri,
Hinc 1lI- €, Xmn I- 5°Gy, Hind I11- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc II- ypB, Hinc 1I- 3’y},
Ava [1- 3, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak incelendiginde,
B" IVS II- 745 (C>G) mutasyonunun genelde haplotip VII (+ - - - - - +) ile iliskili
oldugu gozlenmistir (Orkin 1984b, Pirastu 1988, Cao 1989). Diger toplumlara ait,
mutasyon-haplotip iliskisine dayali olarak yapilan ¢alismalarda p* IVS Il- 745 (C>G)
mutasyonunun, Misir, Tiirkiye, Kibris, Italya, Sicilya ve Bulgaristan’da haplotip VII
tizerinde gozlendigi saptanmustir. (Rosatelli 1987, 1992b, Diaz-Chico 1988, Di-Marzo
1988, Sozuoz 1988, Kalaydjieva 1989, Aulehla-Scholz 1990, Novelletto 1990, Massa
1994, Ferrara 2003) (Tablo 5.1). Yunanistan’da da, B* IVS II- 745 (C>G) mutasyonunu
tagtyan alellerde, Hinc II- €, Xmn I- Gy, Hind IlI- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc I1- yp,
Hinc 11- 3y, Hinf I- 5°B, Ava II- B, Rsa I- 3’p olarak belirlenen dokuz restriksiyon
endoniikleaz bolgesi incelenerek, bu mutasyonun haplotip VII (+ - - - - - ++ -) ile

iliskili oldugu belirlenmistir (Dedoussis 1999) (Tablo 5.1).

Ayrica Fas’da ve Liibnan’daki Siinni ve $ii gruplarda da, tez calismamizda
kullanilan RFLP bdlgeleri kullanilarak, B 1VS 1l- 745 (C>G) mutasyonun haplotip VII
tizerinde gorildiigic saptanmistir (Zahed 2000, Lemsaddek 2003, Makhoul 2005,
Agouti 2007, 2008) (Tablo 5.1). Tunus’da, Hinc 1I- €, Hind IlI- Gy, Hind IlI- Ay,
Hinc I1- yp, Hinc 1I- 3*yp, Hinf I- 3’3, Hgi Al- B, Ava ll- 3, Bam HI- 3°f restriksiyon
endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak, B* IVS 11-745 (C>G) mutasyonunun iliskili oldugu
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haplotip tird, haplotip VIl (+ - - - - + - - +) olarak tanimlanmistir (Chibani 1988)
(Tablo 5.1).

Diger arastirmalarda ise, Hinc 11- €, Hind Ill1- Gy, Hind I11- Ay, Hinc I1- yp,
Hinc I1- 3’yp, Ava II- 3, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak,
B" IVS Il- 745 (C>G) mutasyonu, Kiirt Yahudi grubunda, Israil ve Cezayir’de de
haplotip VII, iran’da ise, I/IV haplotip kombinasyonu ile haplotip VI ve
A3 (- + + - + - +) haplotip tiirii lizerinde belirlenmistir (Rund 1991, Rahimi 2005, 2009)
(Tablo 5.1, 5.2).

Yoremizde ise, B* IVS Il- 745 (C>G) mutasyon sayist az oldugu ve bu
mutasyona ait aile calismasi yapilamadigindan, kesin mutasyon- haplotip iliskisi
tammlanamamakla birlikte, B* IVS Il- 745 (C>G) mutasyonu ile iliskili olasi
haplotiplerin I, IV ve VII haplotip tiirleri olabilecegi diisiiniilmektedir
(Bkz. Tablo 4.17, 5.2).

5.12. B° IVS I- 130 (G>C) Talasemi- Haplotip iliskisi

Yapilan arastirmalarda, IVS I- 130 beta talasemi mutasyonun iki farkli formu
belirlenmistir. Bu formlardan biri, p* fenotipine neden olan, G>A baz degisimi sonucu
meydana gelen p* IVS I- 130 (G>A) ile, digeri ise p° fenotipine yol agan G>C baz
degisimi sonucu olusan B° IVS I- 130 (G>C) mutasyonudur. Tez calismasinda incelenen

IVS I- 130 mutasyonu, yéremizde gozledigimiz p° IVS I- 130 (G>C) formundadur.

[1k kez Japon bir hastada belirlenmis olan B° IVS I- 130 (G>C) mutasyonu, daha
sonra Sri Lanka ve Hindistan’da da gozlenmistir. Japonya’da bu mutasyona ait haplotip
verileri elde edilememesine ragmen, Hindistan’da tez ¢alismamizda kullanilan RFLP
bélgeleri kullanilarak, ° VS 1- 130 (G>C) mutasyonunun haplotip VII (+ - - - - - +) ile
iliskili oldugu belirlenmistir (Edison 2008) (Tablo 5.1, 5.2). Sri Lanka’da da Hinc II- ¢,
Hind I11- Gy, Hind I1l- Ay, Hinc 1I- yp, Hinc 1I- 3’ypB, Ava Il- B, Bam HI- 3°B
restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri kullanilarak, bu mutasyonun haplotip VII ile iliskili

oldugu gozlenmistir (Fisher 2003) (Tablo 5.1, 5.2). Bu mutasyonun ¢esitli toplumlarda
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oldugu gibi, Tiirkiye’de de nadir olarak goriildiigi ifade edilmekte ve iilkemizde bu

mutasyon ile iliskili haplotip veri bulunmamaktadir (Altay 2002, Nal 2005).

Tez galismasinda ilimizde belirlenmis B° IVS I- 130 (G>C) mutasyonu tasiyan
aile incelenmis, elde edilen veriler dogrultusunda bu mutasyonun iliskili oldugu
haplotip(ler) kesin olarak tanimlanamamustir (Bkz. Tablo 4.4). Ilimizde gozlenen
% IVS I- 130 (G>C) mutasyonu ile iliskili kesin haplotipin belirlenebilmesi igin, bu
aileye iligskin, 6zellikle mutasyon tasimayan daha fazla olguya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cesitli toplumlarda gozlenen diger formdaki B* IVS I- 130 (G>A) mutasyonunu
tastyan olgu, ilk kez Misir’li bir hastada tanimlanmis olup, bu mutasyonun Kuzey
Afrika kokenli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Tiirkiye’de ise p* IVS 1- 130 (G>A)
mutasyonu, Tadmouri ve arkadaslar1 tarafindan 2000 yilinda, bu mutasyonu homozigot
formda tasiyan bir olguda belirlenmistir (Tadmouri 2000). Misir’da ve Tiirkiye’de
gbzlenen olgularin her ikisinin de p* IVS I- 130 (G>A) / B* IVS I- 6 (T>C) cift
heterozigot yapida oldugu bildirilmektedir. B* IVS I- 130 (G>A) mutasyonu, Tiirkiye,
Misir ve Sri Lanka’da | (+ - ---+ +) ve V (+ - - - - + -) haplotip tiirleri, Hindistan
toplumunda ise yalnizca haplotip V ile iligkili bulunmustur (Fisher 2003, Edison 2008).
Kore’de ise her iki formda belirlenen B* IVS I- 130 beta talasemi mutasyonu gozlenmis
olmasmna ragmen, bu mutasyonlarla iliskili haplotip veriler tanimlanamamistir
(Park 2002). Ilimizde ise, B* IVS I- 130 (G>A) formundaki beta talasemi mutasyonuna

rastlanmamustir.

5.13. B° IVS I- 116 (T>G) Talasemi- Haplotip iliskisi

Ik kez Metherall ve arkadaslari tarafindan 1986 yilinda tanmimlanmis olan
B° IVS I- 116 (T>G) beta talasemi mutasyonu, difer mutasyonlara gore Akdeniz
toplumlarinda nadir olarak gozlenmektedir (Metherall 1986, Basak 1992, Yildiz 2005).
Bu mutasyon, Tiirkiye, Yunanistan ve Sicilya’da yer alan bazi ailelerde belirlenmis,

diisiik siklikta goriilen bir beta talasemi allelidir (Basak 1992, Huisman 1998).

Akdeniz toplumlarinda Hinc Il- €, Hind 1ll- Gy, Hind Ill- Ay, Hinc 11- y§,
Hinc 11- 3’yp, Ava Il- 3, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak
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incelenen haplotip analiz sonuglarma gore, B° IVS |- 116 (T>G) mutasyonlarmin
yalnizca haplotip I ile iligkili oldugu belirlenmistir (Cao 1989). Tiirkiye’de bu mutasyon
ile iligkili haplotip verisi bulunmamakta olup, yapilan tez c¢aligmasi verileri
dogrultusunda, yéremizde p° IVS I- 116 (T>G) mutasyonu ile iliskili olasi haplotipler
belirlenmeye c¢alisilmigtir. Fakat bu mutasyonu i¢eren drnek sayisinin az olmasi ve bu
mutasyon ile ilgili aile ¢calismasi yapilamamasi nedeni ile bu mutasyon i¢in yoremizde
olast haplotiplerin, | (+ - - - -+ +) / VIl (+ - - - - - +) yapilar1 tasiyabilecegi
diisiiniilmektedir (Bkz Tablo 4.17, Tablo 5.2). Bu mutasyon ile iliskili kesin
haplotip (ler)’in elde edilebilmesi i¢in daha fazla 6rnek sayisina ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.14. p*- 87 (C>G) Talasemi- Haplotip liskisi

Akdeniz iilkelerinde dolayisiyla, Tiirkiye’de de nadir olarak gozlenen bir diger
beta talasemi tiirii ise, p*- 87(C>G) promotor bdlge mutasyonudur (Diaz-Chico 1988,
Cao 1989, Huisman 1998). Ozellikle Bulgaristan olmak iizere, Kuzey Akdeniz
iilkelerinde beta talasemi kromozomlarmin yalnizca % 4.0’ niin B*- 87(C>G) mutasyonu
tasidigr  belirlenmistir (Tadmouri 1999). Cesitli arastrmacilar tarafindan farkl
toplumlardaki p*- 87(C>G) mutasyonunun siklig1 incelendiginde, bu mutasyonun daha
cok Karadeniz yoresindeki toplumlarda goriildiigii konusunda bir goriis ortaya atilmistir

(Kalaydjieva 1989, Huisman 1998, Tadmouri 1998, Efremov 2008).

Akdeniz kusagmmda B*- 87 (C>G) promotor bolge mutasyonu, Hinc II- &,
Hind 111- Gy, Hind I1I- Ay, Hinc IlI- yp, Hinc 1I- 3’yp, Ava II- B, Bam HI- 3’
restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak incelendiginde, ¢ogunlukla V ve VIII
haplotip tiirleri ile iliskili bulunmustur (Diaz-Chico 1988, Cao 1989, Rosatelli 1989,
Camaschella 1990, Ferrara 2003, Dedoussis 2005). Rosatelli ve arkadaslarma gore,
Italya’da B*- 87 (C>G) mutasyonunun, ¢ogunlukla haplotip VIII ile iliskili oldugu
saptanmakla birlikte, bir olguda bu mutasyonun haplotip V tabani iizerinde de

gbzlendigi belirlenmistir (Rosatelli 1989) (Tablo 5.1).

Akdeniz iilkelerinde B*- 87 (C>G) mutasyonun iki haplotip yapi ile iliskili
dagilimi, bu mutasyon i¢in iki farkli gen akisi bulunabilecegini diislindiirmektedir.

De-Angioletti ve arkadaglarmm Hinc Il- €, Hind I1l- Gy, Hind HlI- Ay, Hinc I1- yp,
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Hinc 11- 3"y, Ava Il- B, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bdlgeleri kullanarak
yapmis olduklar1 calismaya gore B*- 87 (C>G) mutasyonu, Italya’nin giiney batisinda
haplotip VIII (- + - + - /+ -) ve Dogu Sicilya’da haplotip V (+ - - - - / + -) olmak {izere
iki farkli haplotip tiirii ile iligkili olarak belirlenmistir (De-Angioletti 2004) (Tablo 5.1,
5.2). Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen verilere gore, haplotip V (+ - - - - + -)
Sicilya, Yunanistan ve Liibnan’da daha sik olarak dagilmis olmakla birlikte, haplotip
VIl (- + - + - + -) Kuzey Sardinya, Yugoslavya ve Kambogya’da bildirilmistir
(Di-Marzo 1988, Zahed 2000, De-Angioletti 2004, Dedoussis 2005, Makhoul 2005)
(Tablo 5.1, 5.2). Fakat bu calismalardan Liibnan’da B*- 87 (C>G) mutasyonun haplotip
V ile iligkisinin belirlendigi arastirmalarda, tez calismamizda kullanilan RFLP bdlgeleri
(Hinc 11- g, Hind IlI- Gy, Hind I11- Ay, Hinc II- yp, Hinc 1I- 3’yp, Ava II- B,
Hinf I- 3°B) calisilmistir (Zahed 2000, Makhoul 2005). Ayrica bu mutasyon,
Meksika’da tez ¢aligmamizda kullanilan RFLP bolgeleri incelenerek, haplotip IX,
Giiney Amerika’da bulunan Brezilya’da ise, Hinc IlI- g, Hind IllI- Gy, Hind I11- Ay,
Hinc 11- wp, Hinc 11- 3’yp, Ava IlI- B, Bam HI- 3°f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri
caligilarak haplotip V ile iliskili olarak tanimlanmistir (Villalobos-Arambula 1997,
Martins 2005) (Tablo 5.1). Son yillarda Hindistan toplumunda, tez ¢alismamizda
kullanilan restriksiyon endoniikleaz bolgeleri incelenmis ve burada p'- 87 (C>G)
mutasyonunun haplotip VII ile iliskili oldugu ilk kez gosterilmistir (Edison 2008)
(Tablo 5.1, 5.2).

Tiirkiye’de ise p*- 87 (C>G) mutasyonunun, her iki haplotip tiirii (V ve VIII) ile
iliskili oldugu Hinc II- €, Xmn I- 5°Gy, Hind Ill- Gy, Hind IlI- Ay, Hinc 1I- yp,
Hinc 11- 3’yp, Ava Il- B, Bam HI- 3’f restriksiyon endoniikleaz bolgeleri kullanilarak
belirlenmistir (Diaz-Chico 1988, Aulehla-Scholz 1990) (Tablo 5.1, 5.2). Ilimizde
calisgtlan  B*- 87 (C>G) sayist az oldugu ve bu mutasyon icin aile ¢aligmasi

yapilamadigindan, bu mutasyon ile iligkili olast haplotiplerin; V, VIII ve (- - - - - + -
oldugu diistintilmektedir (Bkz Tablo 4.17, 5.2).
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Tablo 5.1 Farkli toplumlarda gozlenen haplotip ve mutasyon iliskilerinin elde edilen veriler ile karsilastirilmasi

ULKELER- HAPLOTIP ILISKILERI
© <
MUTASYON c = z S ©| c &
g s G I s g |s g
e . - N RZ) wn L2 © N
TURLERI g E 2 3 : |2 |s P 1825 |- |2 |28 |2 |2¢ |8 5 : |2 =
g 3 F H = < E g g = 2| < 3 = Z 3 X 2 H s 2 e - e | B = s
3 El > £ = s 5 S = S s o} s 2| 3 Z o ] 2 ) S £ = 5 2 e <
i F o 4 = = I o2 = > = o | =5 a = o b i 2 w = I 7] Y | & = o
IVS I-110 (G>A) LI 1 1L, 1 LI 1,1X 1 I I I 1,10, 1X 1, I Loy, 1 LI IV, 1LVII
1X Vil Vil 1X
1L, V,IX 1, v, -
IVSI-1 (G>A) IV, V, IX v vV, IX v 1 1X Y Y Ly | v Y Y \Y Y Y I Wi \Y% V,Vila
VI, VI, 1,11, VI, - 1V, VI, - VI, VI, VI, VII, - VI, VI - VI, - - - - - VI, VI, Via
IVS -6 (T>C) VI VI Vi 1X Vi Vi v VI, X 1X X Vil Via | VI Vi Vil 1X Wi Wi
1
IVS 11-1 (G>A) n - n 1,11, n RIRITAYA - - - 1X 1,11, 1X - - \Y n - - I 1, - n - - - 1, v 1, v
\Y VI 1X, X \%
IVS I-5 (G>C) VIl Vi, 1L Y, 1, 1X 1,1V IV, 1, 1X IV, IX
1X Vil VI, VI,
X
FSC 8/9 (+G) - - - - 1 1V - - - - - - - - - - - 1 - - 1LVII [ [ - - 1
FSC 8 (-AA) 1V, VI, \% 1X v \Y2 1,1V, v v - - - - - - - - - - - - Vil v, Vil 1Va, VII
Vil v VI, 1X
FSC6 (-A) 11, 1X V, IX 1,1X - - - - (Y, - - 11X - - \Y \Y - - - - - - - - - V, VI, IX 1X
1L, 1L, LI vl 1,11, VI (] I - 1,10, 11, - - 111,
Kodon39 (C>T) LI LIl 1X Vil VI, 1X 1L 1] \Y 1] 1" 1 1, 1Iv 1, 1,V
- - 1 11X 1,V - - - -
Kodon 44 (-C)
1VS 11- 745 (C>G) Vil Vil Vil v v 1,1V, VI - - - Vi Vil - - Vi | v - - - Vil - - - - - Vil
-87(C>G) - - - - Y - - - - Y V.V - Vil - - \Y 1X - - - Vil - - - vVl
IVS I- 116 (T>G)
1IVS I- 130 (G>C) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - VI VI
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Tablo 5.2 Elde edilen verilere gore tanimlanamayan haplotiplerin kargilagtirmali iliskisi

MUTASYON TURLERI
. B IVSI-110 ALIVSI-1 B IVS 1-6 AIvs -1 B IVS I-5
ULKELER (G>A) (G>A) (T>C) (G>A) (G>C)
Liibnan So-t ettt B(-++-++-)
Cezayir A(----- +4)
Misir I*(+----- +4)
A(---- ++) -+ + - -+ +)
Iran _____ + +
oo+
+-+--+
-+ -+ -+
A
-+ -+ +++
+-+-+-+
------ +
Hindistan .
e
_____ + -
.
+oen-- +
oo+t
St -t
-t t
-------- +
Sttt -+
H(-++-+---4)
I (-+--+---4)
Indo- AC----- )
Mauritians B(++-++-4)
C(-++-+-4)
VH(+------ +++)
Endonezya [ — ++ )
IX(-++-++++++)
+o--++++++
Ispanya (++-7-7)
VI(-++---+4)
Meksika PR
Ma(-++-++-++)
Yunanistan b (-++-+++++)
Hellas1( + - -+ + + -+ +)
13(-++--+4)
Bulgaristan VI(-++---+)
VI(-++---4)
Tiirkiye VI (+----- +)
(-++-+-4)
I(+----+4) Vila(+------ ) Via(-++--++) H(-+-+++-) IV(-+-++-4)
Denizli VIE(+----- +) VI(-++---+4) IX (-+-++++) IX (-4 -+ ++4)
VI (+----- +) VH----+-)
IV(-+-++-4) Sttt -

Devam arkada
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) MUTASYON TURLERI
ULKELER S FSC 8/9 A FsScCs8 A Kodon 6 A Kodon 39 A Kodon 44
(+G) (-AA) (-A) (c>1 ()]
Asya H
Liibnan (-+--+-4) W(t+-t++4)
D(-+++++-)
fran A3(-++-+-+) I (-++--++)
+o-eo 4t
++ -t
Hindistan ShEottd
Sttt
-ttt +
Indo-
Mauritians F(----- *4)
Cezayir Al---- ) B(-++-++-)
IX(-+-++++)
Fas HE(-+-+++-) Nd (- +++)
A(----t+)
Tunus Al---- )
A(----- +++ ) ba(-++--++)
Nec(+++--++4)
Nd(----+++)
Meksika Tt
Portekiz E(---+++)
Ispanya (++-+-4)
St -
Denizli [ (+----+4) IVa(-+-++++4) | IX(-+-++++) I(+----++) I(+----++)
VI (+----- +) H(-++-++4) IX(-+-++++4)
M(-+-+++-) VI (+----- +)

IX(-+-++++)

ULKELER MUTASYON TURLERI
p-87 ALIVS1- 130 AIVS1-116 B IVS 11- 745
(C>G) (G>C) (T>G) (C>G)
Liibnan V(+----+1)
fran A3 (-++-+-+4)
1IV(H+----+4 -+-++-4)
VI (+----- +)
Sri Lanka
Hindistan VII(-+-+-+-) VI (+----- )
Yunanistan V(+----+-)
V(+----+-) VI I(+----+4)
Denizli VIL(-+-+-+-) (H-++-+/-++ +) (+----++ IV (-+-++-4)
----- +-) t-----4) VII(+-----4)
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5.15. Xmnl Polimorfizmi

Bazi beta talasemi mutasyonlarinda (B* IVS I- 5 (G>C), B° IVS II- 1 (G>A),
B*- 87 (C>G), B° FSC 6 (-A) v.b.) talaseminin klinigini hafifletici faktdrlerden biri
olarak kabul edilen Hb F {iretimindeki artisin, y-globin genlerinin LCR bolgesinde yer
alan PB-promotor bolgesi ile rekabete girerek ekspresyonunu arttirmasi veya y-globin
gen transkripsiyonunun baskilanmasmin ortadan kaldirilmasi sonucu olustugu
diistiniilmiiktedir. Beta talasemili hastalarin klinigini hafifleten diger 6nemli bir etkenin
ise, Gy promotoru iizerinde -158. konumdaki C>T niikleotid degisimi oldugu, bu
degisimin hematopoietik stres kosullarinda, Gy globin ekspresyonunun artmasi ile
iliskili olarak Hb F tiretimini yiikselttigi ifade edilmektedir (Gilman 1985, Dedoussis
2005, Agouti 2007). Hb F seviyelerinin dolayisiyla, Gy globin gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde etkili oldugu diistiniilen islergelerin anlasilmasinin,
hemoglobinopatilerin tedavisinde Onemli katkilar saglayabilecegi Onerilmektedir
(Stroboulis 1992, Dedoussis 2005). Bu dogrultuda, beta talasemiye neden olan gen
bolgeleri ile etkilesen bazi gensel belirleyicilerin molekiilsel dogasi tanimlanmaya
calisiimaktadir (Rund 1997). Hb F artis1 yoluyla, hastaligin klinik siddetini hafifletici ve
hastaligi 1iyilestirici farmakolojik tedavi yOntemlerinin se¢imi i¢in, tedavinin
uygulanacagi hedef hastalarda, bu tiir molekiilsel temellerin irdelenerek, her bir olgunun

genotip olarak tanimlanmasi 6zel 6nem tasimaktadir (Kohli-Kumar 2002).

Bu amagla bir¢ok arastirmaci, hematolojik a¢idan normal, beta talasemili ve
anormal hemoglobinlere sahip bireylerdeki Xmn I polimorfizm sikligini incelemektedir.
Normal olgulara ait alleleler ve Xmn I polimorfizm iliskisine ydnelik yapilan
calismalardan biri olarak, Amerika Birlesik Devletleri’nde incelenen 200 normal
bireyin, % 25.0’ inde yiikksek Hb F diizeyleri ile birlikte homozigot formda Xmn I
polimorfizmi (Xmn 1 [+/+]) gbzlenmistir. Bu sonug, -158 Gy (C>T) Xmn |
polimorfizminin normal yetigkin bireylerde, artan Hb F iiretim yatkinliginda 6nemli bir
faktor olabilecegini diisiindiirmiistiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bagka bir
caligmada ise, normal bireylerde Xmn I polimorfizmi ve F hiicre sayisi incelenmistir.
Yiiksek F hiicreye sahip grupta yer alan 15 bireyin 13’linde Xmn I polimorfizmi

gozlenmekle birlikte, diisiik F hiicreye sahip grupta yer alan 16 bireyin besinde Xmn I
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polimorfizmi belirlenmis, ¢ok diisiik F-hiicreye sahip grupta bulunan sekiz bireyin
yalnizca birinde Xmn I polimorfizmi tanimlanmistir. Bu arastirmanin sonucu, normal
bireylerde F hiicre sayisindaki degisiklik ile Xmn I polimorfizmi arasinda direkt bir
iliski olmadigmi gostermekle beraber, Xmn I polimorfizminin Hb F yiizdesi ile
iliskisinin bulunmadigimi belirtmektedir (Sampietro 1992). Diger taraftan, Patrinos ve
arkadaglari, Akdeniz iilkelerinde diger etnik gruplara goére Xmn I polimorfizminin daha

sik olarak gbzlendigini ifade etmislerdir (Patrinos 1995).

Beta talasemili olgulara ait aleller ile Xmn | polimorfizmi arasindaki iliskiye
dayali yapilan arastirma sonuglar1 incelendiginde, Cin’de yer alan 58 beta talasemili
olguda, % 89.7 Xmn I (-/-), % 10.3 siklikla Xmn I (+/-) olarak belirlenmistir. Onceden
Cin’in Hong Kong bolgesinde ¢alisilan 12 beta talasemili olguda da, % 97.1 Xmn | (-/-),
% 8.3 siklikla Xmn I (+/-) olarak gosterilmistir (Antonarakis 1988). Tayland’da
incelenen Hb E- B talasemi kombinasyonuna sahip, klinik olarak beta talasemi major
tablosu gosteren hastalarda, diisiik siklikta (% 8.9) Xmn I polimorfizmi belirlenmistir
(Winichagoon 1993). Malay’da incelenen 49 beta talasemili olguda ise, % 63.3
Xmn | (+#/-), % 28.6 Xmn | (-/-) ve % 8.2 Xmn | (+/+) olarak saptanmistir
(Wong 2006). Hindistan’da yapilan bir ¢aligmada, talasemi mindrlii grupta Xmn I
polimorfizminin, talasemi majorlii gruba gore daha ¢ok gozlendigi, Xmn I polimorfizm
varliginin Hindistan toplumunda hastaligin hafif klinik seyirde gézlenmesinde 6nemli
faktorlerden biri oldugu, fakat bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirtilmistir (Nadkarni 2001). Dogu Hindistan’da ¢alisilan 64 beta talasemili olguda
ise, % 76.5 Xmn | (+/-), % 14.1 Xmn | (-/-) ve % 9.4 siklikla Xmn I (+/+) gbzlenmistir.
Bu calismada belirlenen % 9.4 sikliktaki Xmn I varligimin, hafif beta talasemi fenotipi
ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (Bandyopadhyay 2005). Knott ve arkadaslari
Kuzey Irlanda toplumunda yer alan biitiin beta talasemi tasiyici bireylerde, Hb F
seviyeleri ile Xmn I polimorfizmini karsilastirmiglar ve Hb F seviyeleri ile bu
polimorfizm arasinda bir iligki bulamamislardir (Knott 2006). Aymi iilkenin farkli
bolgelerinde bile Xmn I polimorfizm sikliklarinda gézlenen bu farkliliklar sonucu,
talasemik bireylerde gama globin zincir sentezi artigindan sorumlu olan - 158 Gy (C>T)
polimorfizminin yani sira, beta globin gen ailesi ile iligkili olan veya olmayan diger

gensel faktorlerin de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Efremov 1994b).
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Yapilan ¢alismalar sonucu, Xmn I polimorfizmi ile iliskili oldugu goriilen baz1
beta talasemi mutasyonlar1 da ifade edilmektedir. Genel olarak Xmn I polimorfizmi
tastyan bu mutasyonlar, B° FSC 8 (-AA) ve p° IVS II-1 (G>A) olarak tanimlanmistir
(Tadmouri 1999, Alebouyeh 2004, Grosso 2008). Farkli arastirmacilar tarafindan
Iran’da caligilan beta talasemi intermedia’li olgularda, Xmn I polimorfizmi
incelendiginde, bu bireylerin yaklasik % 76.0’smmda Xmn | (+/-) ve Xmn | (+/+)
gozlenmis olmakla birlikte, bu polimorfizm varligmmm ¢ogunlukla haplotip I ile iliskili
% IVS II-1 (G>A) beta talasemi mutasyonlarinda ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (Karimi
2002, Yavarian 2004). Ayrica Rahimi ve arkadaslari, Iran’da III ve IX haplotipleri ile
iligkili beta talasemi mutasyonlarinda da, Xmn I polimorfizminin bulundugunu ifade
etmislerdir (Rahimi 2009). Fas’ta ise, Xmn I polimorfizminin gozlendigi beta talasemi
mutasyonlart; B° FSC 8 (17 kromozom), ° FSC 6 (yedi kromozom), #° IVS I- 1 (bir
kromozom), p° Kodon 24 (iki kromozom), p° IVS II- 1 (bir kromozom) olarak
belirlenmistir. Fakat bu calismada, B° Kodon 39 (C>T), B*- IVS II- 745 (C>G),
B*- 29 (A>G), B*- IVS I- 6 (T>C), IVS I- 2 (A>C) gibi beta talasemi mutasyonlar1 ve
Hb S (orak hiicre anemisi) olgularinda ise, Xmn I polimorfizmi gozlenmemistir. Ayrica
bu arastrma iginde incelenen 41 [ talasemi homozigot olguya ait 82 [ talasemi
kromozomun, 29’unda (% 36.25) Xmn I polimorfizmi (Xmn I [+]) gézlenmistir. Xmn |
polimorfizminin belirlendigi olgularm, sekizinde bu polimorfizm homozigot formda
(Xmn I [+/4]), 13 olgu da ise Xmn I polimorfizmi heterozigot (Xmn | [+/-]) formda
belirlenmistir (Agouti 2007). Liibnan’da bu polimorfizm ile pozitif bir iliski gosteren
beta talasemi mutasyonlar; p° FSC 8 (-AA), ° IVS 1I- 1 (G>A) ve B° Kodon 30 (G>C)
olarak tanimlanmistir (Qatanani 2000). Kiiveyt’de ise Xmn I polimorfizmi,
RO IVS I1- 1 (G>A), B* IVS I- 6 (T>C) ve B° FSC 8 (-AA) mutasyonlarini tasiyan biitiin
kromozomlarda gozlenmistir (Adekile 2005).

Italya’da beta talasemi fenotipinde etkili oldugu diisiiniilen Xmn | polimorfizmi
ile iliskili beta talasemi mutasyonlar;; B° FSC 6 (-A), B° FSC 8 (-AA),
B IVS II- 1 (G>A) ve B° Kodon 39 (C>T) olarak belirtilmistir (Galanello 1998).
Italya’da yapilan bagka bir calismada ise, haplotip VIII ile iliskili B*- 87 (C>G)
mutasyonu tasityan olgularda Xmn I polimorfizmi gdzlenmekle birlikte, Gy:Ay orani
70: 30 olarak belirlenmis, boylece yliksek Hb F degerleri ile birlikte bu gruptaki
olgularda hafif bir klinik tablo ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir (De-Angioletti 2004).
Galanello ve arkadaslari, Sardinya adasmmda yer alan haplotip IX ile iliskili
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% FSC 6 (-A) mutasyonunu tastyan olgularda, Xmn I polimorfizmi ile birlikte hafif bir
klinik tablo gozlemislerdir (Galanello 1989). Ragusa ve arkadaslarina gore, Italya’da I,
IIT ve IX gibi gesitli haplotipler ile iligkili olarak belirlenen BO IVS 1I- 1 (G>A)
mutasyonunda, haplotip III ile iliskili bu mutasyona sahip olgularda Xmn I
polimorfizminin varhigi ile birlikte, hastalik tablosunda hafif bir fenotip gézlenmektedir
(Ragusa 2003). Yunanistan’da ise haplotip Illa ile iligkili p° IVS II- 1 (G>A)
mutasyonuna sahip olgularda Xmn I polimorfizmi ve yiiksek Hb F varlig1 saptanmigtir
(Dedoussis 2000b). Portekiz’de Efremov ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada,
yalnizca haplotip IV ile iliskili B IVS I- 6 (T>C) mutasyonunu tasryan olguda Xmn I

polimorfizmi gozlenmistir (Efremov 1994a).

Tirkiye’de Xmn I polimorfizmi- beta talasemi mutasyonlar1 arasindaki iliskilere
dayali olarak yapilan caligmalara gore, siras1 ile VIII, IV, III ve IX haplotip tiirlerinin
iliskili oldugu B*- 87 (C>G), B° FSC 8 (-AA), B’ IVS 1I- 1 (G>A) ve B* IVS I- 5 (G>C)
beta talasemi mutasyonlarinda, Xmn I polimorfizmi ile birlikte hafif bir klinik tablo
gdzlenmistir (Diaz- Chico 1988). Daha sonra iilkemizde, p° FSC 6 (-A) alleline sahip iki
aile incelenmistir. Caligilan ilk ailede, bu mutasyonu tasiyan haplotip IX ile iliskili
olguda, Xmn I polimorfizmi gézlenmekte ve hafif bir klinik tablo ortaya ¢ikmaktadir.
Diger aileye ait haplotip VIII ile iligkili B° FSC 6 (-A) allelline sahip olguda ise, Xmn |
polimorfizmi bulunmamakta ve hem hematolojik hem de klinik olarak daha ciddi bir
hastalik tablosu belirlenmektedir. Ayrica bu calismada, ilk aileye ait bireylerden
haplotip III ile iliskili BO IVS 1I- 1 (G>A) mutasyonu tasiyan olguda da Xmn I
polimorfizminin varlhigr gdosterilmistir (Birben 2001). Panigrahi ve arkadaslari,
Hindistan’da yer alan B* IVS I- 5 (G>C) mutasyonu tastyan olgularda, bu polimorfizmin
tek basina varhiginmnin etkili olmadigini belirlemekle beraber, Xmn I polimorfizminin
o-talasemi ile birlikte kalitildiginda, hastaliin fenotipinde hafifletici bir faktor
olusturdugunu ifade etmislerdir (Panigrahi 2005b).

Ayrica yapilan diger calismalara gore, beta talaseminin klinik tablosunda
tyilestirici bir faktor olarak degerlendirilen, Xmn I polimorfizmi ile iliskili haplotipler
de incelenmistir. Bu arastirmalardan elde edilen verilere gore, (- + - + +) haplotip tiirii
ile iligkili beta talasemili olgularda Xmn I polimorfizmi gdzlenmis ve bu hastalarin
klinik tablosunun hafif oldugu belirlenmistir (Labie 1985a, Thein 1987). ilerleyen

calismalar sonucu, orak hiicre anemili olgularda Arap-Hindistan BS haplotip tiirii, beta
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talasemili bireylerde ise IIl, IV ve IX haplotiplerine sahip olgularda, Xmn I
polimorfizminin varligi ile birlikte Gy sentezinde artig goriilmesine karsmn, Hb F
seviyelerinde tutarsizlik gozlenmistir (Labie 1985a, Efremov 1994a, Ferrara 2003,
Lemsaddek 2003, Grosso 2008). Beta talasemili olgularda, Xmn | polimorfizmi ile
iligkili oldugu belirlenen haplotipler (III, IV ve IX) 5’ haplotip tabanlar1 agisindan
incelendiginde, biitiin haplotip tiirlerinin ayn1 haplotip yapiy1 (- + - + +) paylasmasi,
-158 (C>T) Xmn | polimorfizminin genellikle bu haplotip yap1 lizerinden benzer gensel
tabanda bulundugunu diisiindiirmiistiir (Gongalves 1998, 2002, Grosso 2008). Ilimizde
ise, Xmn I polimorfizm siklig1 ¢ok diisiik oldugundan, bu polimorfizm ile iliskili
haplotiplerin ifade edilmesinin bir anlam tagimayacagini gérmekteyiz. Ayrica ilimizde
yer alan beta talasemili hastalarin Hb F seviyeleri incelenemedigi i¢in, bu polimorfizmin

Hb F seviyeleri lizerindeki etkisi bilinmemektedir.

Tez c¢alismasinda Denizli iline ait, 474 beta talasemili ve 200 normal
kromozomda Xmn | polimorfizmi incelenerek elde edilen veriler, Xmn | (+) ve
Xmn | (-) olarak iki kategoriye ayrilarak irdelenmistir. Ilimizde yer alan 200 normal
kromozomda (100 normal olgu); % 78.5 Xmn | (-), % 21.5 Xmn | (+), 54 homozigot
kromozomda (27 p talasemi homozigot olgu); % 92.6 Xmn | (-), % 7.4 Xmn | (+),
420 heterozigot kromozomda (210 B-talasemi heterozigot olgu) ise; % 82.1 Xmn I (-),
% 17.9 oraninda Xmn I (+) olarak saptanmistir (Bkz. Tablo 4.28). ilimizde yer alan 14
farkli mutasyondan, Xmn I polimorfizmini diger beta talasemi mutasyonlarma gore,
goreceli olarak daha yiiksek siklikta tasiyan mutasyonlar ise, B° IVS Il- 1 (17
kromozom), B° FSC 8 (alt1 kromozom), B° Kodon 44 (alt1 kromozom), B* IVS I- 5 (dort
kromozom), ve B* - 87 (ii¢c kromozom) olarak belirlenmistir (Tablo 5.3). Ozet olarak,
ilimizde g¢alisilan toplam 474 [ talasemik kromozomun, yalnizca 79’unda (% 16.6)
Xmn I polimorfizmi belirlenmis oldugundan, yoremizde beta talasemili bireylerde

Xmn | polimorfizminin diisiik siklikta bulundugu gosterilmistir (Tablo 5.3).
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Tablo 5.3 Denizli ili beta talasemi mutasyonlari, ¢alisilan toplam kromozom sayisi,

mutasyon- Xmn I polimorfizm iliskileri

Toplam Kromozom
No Mutasyon Tirii  Kromozom Sayis1

Sayis1 [Xmn 1 (+)]
1 IVSI-110(G>A)  g* 210 25
2 IVSI-1(G>A) po 82 6
3 IVSI- 6 (T>C) B* 40 4
4 IVSII-1(G>A) po 36 17
5 FSC 8 (-AA) p° 26 6
6  Kodon 39 (C>T) po 26 4
7 IVSII-745 (C>G)  p* 14 3
8  IVSI-5(G>C) B* 8 4
9 FSC 8/9 (+G) p° 8 0
10  Kodon 44 (-C) B° 8 6
11 -87(C>G) B* 6 3
12 Kodon 6 (-A) B° 2 0
13 IVSI-116(T>G)  p° 4 0
14 IVSI-130(G>C)  p° 4 1
TOPLAM 474 79
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6. SONUC

Tez ¢aligmasinda, yoremizde gozlenen beta talasemi mutasyonlari ile iligkili beta
globin gen ailesi haplotipleri ve Xmn I polimorfizmi incelenmistir. Bu tiir bir ayrintili
caligma, iilkemizde yoresel temelde ilk kez yapilmaktadir. Elde edilen veriler iki ana alt

baslik altinda degerlendirilmistir.

[k alt baslik olarak, ydremizde rastlanan beta talasemi mutasyonlar: ile iliskili
beta globin gen ailesi haplotip tiirleri diger ¢aligmalar ile karsilastirmali bigimde
incelendiginde, Tablo 5.1 ve Tablo 5.2°deki verilere ulagilmaktadir. Tablo 5.1° deki
veriler, Tablo 2.1’de wverilen haplotip tanimlamalarma gore degerlendirmeyi
kapsamaktadir. Tanimlanmis haplotiplere gére yoremizde elde edilen sonuglar, ilimizde
gbzlenen beta talasemi mutasyonlarinin, genellikle Akdeniz tiirii oldugunu
gostermektedir. Ilimizde gdzlenen beta talasemi mutasyonlart ile iligkili beta globin gen
ailesi haplotip tiirleri, Tablo 6.1’ de 6zetlenmistir. Bu tabloya gore, p* IVS I- 110 (G>A)
mutasyonunun haplotip VII (+ - - - - - +), B*IVS I- 5 (G>C) mutasyonunun haplotip 1V
(- + -+ + - +), p®Kodon 8/9 (+G) mutasyonunun haplotip | (+ - - - - + +) ile iligkileri
Tiirkiye’de ilk kez, B° IVS I- 1 (G>A) mutasyonunun haplotip Vlla (+ - - - - - - ) ile
iligkisi ise literatiirde ilk olarak bildirilmistir. Ayrica Tiirkiye’de oldugu gibi diger
Akdeniz iilkeleri ile uyumlu olarak, yoremizde gozlenen ° Kodon 6 (-A) mutasyonunun
haplotip IX (- + -+ + + +), " IVS I- 6 (T>C) mutasyonunun ise VI (- + + - - - +) ve
VIl (+----- +) haplotip tiirleri ile iligkili olduklar1 gosterilmistir (Tablo 6.1).

Bilindigi gibi beta globin gen ailesi igerisinde yer alan 5°- haplotipler, bu gen
ailesi igerisinde kararli bdlge olarak tanimlanmaktadir. Bu bolge ile 3’-haplotip
bdlgesini, rekombinasyon i¢in sicak bolge olarak tanimlanan gen bdlgesi ayirmaktadir.
Elde edilen veriler, beta globin gen ailesi 5’-haplotipi olarak yeniden

degerlendirildiginde, Tablo 6.2° deki verilere ulasilmaktadir. Tablo 6.2° e gore,

yoremizde belirlenen toplam 25 haplotip yapmimn, kendi igerisindeki 5’-haplotip

dagilimlart incelenmis ve elde edilen veriler ilimiz saglikli grup ile karsilastirilmistir.
Bu sonuglarda, Denizli’de galisilan beta talasemi mutasyonlarmin sira ile [+ - - - -]

(% 44.0), [- +-++] (% 36.0), [- + +--] (% 8.0), [- + - - +] (% 4.0), [- + + - +] (% 4.0)
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ve [----- ] (% 4.0) haplotip tiirleri iizerinde gelistigi goriilmektedir. Ilimiz saglikl
toplumdaki veriler ise, anabilim dalimizda yapilan baska bir ¢alismada, [+ - - - -]
(%54.1), [-+-++] (% 20.4),[-++--] (% 2.4),[-+--+] (% 0.6), [- + + - +] (% 11.3)
vel[----- ] (% 0.7) olarak belirlenmistir (Bahadir 2009b) (Tablo 6.2). Karsilastirmali

degerlendirmeye gore, yoremizdeki beta talasemi mutasyonlarinin saglikli toplum ile
ortlisen bigimde ve biiyiik oranda [+ - - - -], [- + - + +] ve [- + + - +] 5’-haplotipleri
tizerinde gelismis olduklar1 goriilmektedir. Bu haplotiplerin olusum ve doniisiimlerinin
incelenmesi, bu veriler iizerine yapilacak diger ¢alismalarin konusu olarak karsimiza

cikmaktadir. Diger mutasyonlarin ise, niifus hareketleri ile yoremiz gen havuzuna

katilmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 6. 1 Beta talasemi mutasyonlar1 ve beta globin gen ailesi haplotip iliskileri

Haplotip
Mutasyon | Haplotip Odaklarn® |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 No
Tiirleri Haplotip Bolgeleri 5°- Haplotipler 3’- Haplotipler
+ - - - - + + |
B* IVS I- 110 (G>A) ¥ | - | - [ - -1 -1+ Vil
+ + Vv
% IVS I- 1 (G>A) + | - | -1 -1-1-71- VIIA
+ - - -1-1-1+ Vil
B* IVS 1-6 (T>C) S I P IR R Vi
+ + - - + + VIA
+ + + + 11
B°IVS II- 1 (G>A) E N B T e IX
+ + Vv
+ + + + + IX
BT IVS 1 -5 (G>C) T -+ [+ -+ v
+ + + |
BFSC 8 (-AA) I A N A R S Vil
+ - + + + + IX
B°FSC 8/9 (+G) | - - -1 -1+ + |
B°FSC 6 (-A) -+ -+ o+ IX
@ (1)g-Hinc 11, (2) Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind I, (4)5’yB-Hinc 1L, (5)3’yB-Hinc I1, (6) - Ava Il
(7)3’B-Hinf I
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Tablo 6. 2 Beta globin mutasyonlari tasiyan ve saglikli bireylerde iligkili olarak
saptanan 5’- haplotip dagilimi

BETA TALASEMI MUTASYONLARI SAGLIKLI BIREYLER"
TASIYAN BIREYLER

5°- Haplotipler @ Haplotip | Oram 5°- Haplotipler @ Oram

12 3[4 ]5 | Sayise | (%) [ 12 ]3] 45| (%)

v -] -] -] - 11 40 |+ - - -1-1541

+ + |+ 9 36.0 - |+ -+ ]+ 20.3

+ |+ 2 8.0 -+ ]+ - - 2.4

+ + 1 40 | - [+ -1 -1+1 o6

+ |+ + 1 4.0 -+ |+ -]+ ] 113

1 40 [ - -[-T-T-1 o7

Digerleri 10.6

TOPLAM 25 100 TOPLAM 100

@ (1)e-Hinc 11, (2) Gy-Hind 111, (3)Ay-Hind 111, (4)5’yB-Hinc 11, (5)3’yp-Hinc 11
) Bahadir ve arkadaslari, 2009b

Calismada ikinci alt baghik altinda, yoremizdeki beta talasemi mutasyonlari ile
iligkili Xmn I polimorfizmi, normal grup ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Xmn I
polimorfizmi ile orak hiicre anemili ve beta talasemili olgularda Hb F miktarmi artirma
amaci dogrultusunda kullanilan hidroksilire etkisinin iligkili oldugu yoniinde bir¢ok
goriis bulunmaktadir. Ileri siiriilen goriislere gore, bu tiir hastalarda Gy promotoru -158.
konumda homozigot T (TT) var ise, hidroksiiire tedavi uygulamasina yanit daha yiiksek
olmaktadir. Molekiilsel agidan bu durum, Xmn I (+/+) olarak tanimlanmaktadir. Tez
calismasimdan elde edilen verilere gore, normal toplumdaki (-) allel oran1 % 78.5,
(+) allel orani ise % 21.5 olarak bulunmustur. Diger taraftan, beta talasemili olgularda;
(-) allel oran1 % 92.6, (+) allel oran1 % 7.4, beta talasemi tasiyicilarinda ise; (-) allel
oran1 % 82.1, (+) allel oran1 % 17.9 olarak saptanmistir (Bkz Tablo 4.28). Bu sonuglara
gore, her ne kadar molekiilsel islergesi heniiz bilinmemekle birlikte, yoremizdeki beta
talasemili olgularda uygulanabilecek hidroksiiire tedavi yaklagimmin, eger etki Xmn I

polimorfizmi iizerinden ise, anlamli olmayacag1 goriilmektedir.

Sonu¢ olarak, bu tez calismasi ile yOremizde gozlenen beta talasemi

mutasyonlart ile iligkili beta globin gen ailesi haplotipleri ve Xmn I polimorfizm siklig1
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tanimlanmistir. Yapilan calismalar genisledikce, beta globin gen ailesi haplotipleri ile
mutasyon iligkileri daha karmagik bir tablo ortaya koymaktadir. Liu ve arkadaglarmin
yiksek yogunluklu SNP tipleme (high-density SNP genotyping) c¢alismasi, haplotip
bloklar1 arasindaki iligkileri tartisilir bicime doniistiirmektedir. Bu ¢alismada Liu ve
arkadaslari, beta globin geni lizerinde 88 SNP’ yi incelemis ve orak hiicre anemililerde
iligkili oldugu bilinen haplotipler ile karsilastirmigtir. Elde ettikleri sonuglar, beta globin
gen ailesi haplotiplerinin farkli klinik fenotipler ile karsilastirilabilmesi icin, yliksek
yogunluklu SNP haritalamasinin gerekli olabilecegini one stirmektedirler (Liu 2009).
Tez calismasinda da elde edilen veriler goz oniine alindiginda, insan globin gen yap1 ve
islevlerinin daha 1yi anlasilabilmesi i¢in beta globin gen ailesinin daha ayrmtili
incelenmesinin 6nem tasidig1 goriilmektedir. Arastirmalarda, gerek mutasyonlarin
olusumu ve gerekse de globin genlerinin ekspresyonu agisindan genin ‘Cis”’
bolgesindeki etken faktdrler incelenmektedir (Bank 2006). Beta globin gen ailesi
icerisinde yer alan beta geni kontrol bolgesindeki (LCR) biyofiziksel analizler, bu
ve/veya diger gen sistemlerindeki mutasyon olusumu ve genel transkripsiyonel kontrol
islergelerinin daha iyi anlasilabilmesi ve olasi gen tedavisi calismalarinda degerli

katkilar saglayacaktir.
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