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MUTASYONLARIN ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF SOME POINT MUTATIONS IN BETA
THALASSEMIA PATIENTS BY GENE AMPLIFICATION AND
SYNTHETIC OLIGONUCLEOTIDE PROBE HYBRIDIZATION

METHODS
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SUMMARY

In this study, the DNAs of one healthy individual and nine patienis with anemis or
beta thalassemia were analized to detect some of the point mutations which may cause
beta thalassemia.

The DNA was isclated from approximately 5 ml of bipod and 3.5 mg of that DNA was
amplified in a reaction mixture containing primers bordering the related ares in the B-
globin gene, deoxyribonucleotides (dNTPs), and tag polymerase enzyme. The amplification
was done by 25 subsequent cycles consisting of denaturation at 95°C for one minute, prim-
er hybridization at 55°C for one minute, and primer extention at 72°C for three minutes.
Amplified DNA samples were transferred onto nylon membrane at equal amounts after
the concentrations were adjusisd by agarose gel electrophoresis, and hybridized with four
different 19 nucleotide (nt) long synthetic sligonuclectide probes containing point muta-
tions, which were labelled with *2PdATP at 5' ends. Jt was found that three patienis had
G--A at IVS-1 nt 1, two patients had T--C at IVS -1 ni 8, and one patieni had C—A point
mutation at exon 2 codon 39, Since each of these gix samples were hybridized both with
the normal and mutant probes, they were identified to be heterozygote for these muta-
tions. Nene of the samples showed G- A mutation at IVS.1 nt 110. Normal (healthy) sam-
ple hybridized with only normal probes and did not hybridize with any of the mutant
probes,

OZET

Bu ¢aligmada, bir saghkh gonills ve dokvz apemili veys beta talassemili hastanin
DNA sinda, beta tzlassemiye neden olan bazi mutasyonlarn bulupup bulunmadif ince-
lendi,
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Yaklagik 5 m! kan drneginden elde edilen DNA wn 6,5 pg" B-globin geninin ilgili
bilgesini smirlayan primerler, deoksiriboniiklectidler (dNTP), tag polimeraz enzimi igeren
bir reaksiyon kangim iginde, 95°C de bir dakika denatiirasyon, 55°C de bir dakika hibrid-
izasyon (primer eglegmesi), ve 72°C de #i¢ dekika primer zincir uzamasini igeren 25
déngtlik igleme tabi tutularak amplifiye edildi. Amplifive DNA #rnekleri agaroz gel elek-
iroforezi ile konsantrasyon ayarlamalart yapildiktan sonra egit mikiarlarda naylon mem-
bran fizerine gegirilerek 5 veundan PPAATP ile igaretlenmis mutasyen igeren bdlgelere
dzgt 19 pikieotidlik {nt) dért ayr sentetik oligonikleotid problan ile hibridizasyons sokul-
du. Hastalarin dgiinde IVS-1 nt 1 de G A, ikisinde IVS-1 nt & da T, ve birinde 2 inci
eksonda kodon 39 da C-»A nokta metasyonlarnimin bulundugu saptandi. Bu alt: Srnegin
her biri hem normal ve hem de mutant problar ile hibridize olduklar igin érnekierin bu
rautasyonlar igin heretozigot olduklar tame: kondu. TVS-1 nt 110 da G-+4 hig bir hastada
rastlanmadi. Normal (saghkl) srnek, batin normal problar ile hidridize olup hig bir mu-
tant ile hibridize olmadi.

GIRIS

Son yillarda, bir ¢ok hastaliklarin molekiiler yapis: rekombinant
DNA teknolojisinin uygulanmas: ile agkhga kavusmustur (1). Genetik
hastabklarla ilgili olarak, dzellikle DNA nin polimorfik yapilarimn tayi-
ni, prenatal teghis igin ¢ok kiymetli klinik bilgiler temin etmemize
yardimer olmustur (2-6).

Kromozomal mutasyonlann saptanmasmda en biiyiik ilerleme, ilk
olarak Saiki ve arkadaglan tarafindan tarif edilen, gen amplifikasyonu-
nun basan ile uygulanmas ile elde edilmistir (7). Bu yontem sayesinde,
spesifik DNA dizileri, selektif olarak zenginlestirilerek, genlerde dizilerin
degiskenligi (7-9), ve kromozomal diizenlemelerin incelenmesi (10), geno-
mik niikleotid dizilerinin yitksek verimlilikte klonlanmasi (11), ve mito-
kondrial ve genomik DNA dizilerinin tayin edilmesi (12-16), miimkiin ol-
maktadir,

Tirk toplumunda, B-talassemiye neden olan mutasyonlarin
aragtinlmasi ile ilgili caligmalar, en sik rastlanan 8 - talassemik allelin
8% IVS-1nt 110 da G—A mutasyonu oldugunu gistermektedir (17-18).

Bu ¢aligmada, anemili ve B8-talassemili 9 hasta ile bir saghkh
goniilli kiginin kromozomlannda gen amplifikasyonu ve normal ve mu-
tant sentetik oligoniikleotid problar ile hibridizasyon yéntemleri kul-
lamilarak bazi nokta mutasyonlarin bulunup bulunmadiklar
araghirilmigtir.
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MATERYAL VE METOD

Cahsmada kullanilan kan 8rneklerinin abndigh olgularnn hematol-
ojik ve klinik bulgular tablo-1 de Szetlenmigtir.

v v o Ry 3. s e 3 N e . 3 - Ry
Tablo-1:Kan Jmeklerinin Almdig Olgulann Hematoloiik ve Klinik Bulgulan

Kermal Dejerier 5

Oigu Yoy

Ne | Cisiyst

1 45K 8.2 448 34 784 | WY L WY 68 | © Heternzigot

H 2.8 7.5 288 22 w4 | 388 ] ML 2 325 | Homesigat

3 2B &y 42 a3 788 | 218 | ¥N0 H 15 Heteroziget

4 SE | s | &7 331 (484 | 178l 368 | 23l 88 f;ﬁ;,ﬁm’ Biiwusitik
5 2K 78 | 3318 26 784 | 2261 268 | 5 15 S-1aizssemi intermedia
& 11-K 8.4 388 32 83p | 243 | 283 471 0 Heterosigat

It 18-E S8 45 35 78.0 | 28 | 27 48§ 1 Heterozigot

8 34K 3.5 45 32 711 211 28,7 421 9 Hterozigoet

9 08 159 £43 4. s82 | 312 30 28 | 14 Normasitik anem

19 28-K 148 47 42 3 | 319 | 3832 25 | o3 Saghih gondla

{Hb: hemoglobin; K K. Kirmmz kire; OEV: Ortalama eritrosit vollim; OEH: Ortalams eri-
trosit hemoglobini; CEHK: Ortalama eritrosit hewmoglobin konsantrasyonu)

{a) DEAF kolon kromatografisi () - (b) Alkali denatiirasyen yintemi (2} - (¢) Prol.Dr. Mu-
zaffer Aksoy tarahndan yapilmgtir,

DNA larm eldesi ve konsantrasyoniarnin hesaplanmas:

DNA mmn eldesi igin, Gross-Bellard ve ark. ile Grossens ve ark. nin
véntemleri modifive edilerek kullaniida (19, 20).

5 ml EDTA b kan érnegi 10 ml lik tiplerde + 4°C de 2500 xg de
(600 rpm, rotor: 85-34), 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktirildi. Super-
natan atildi. Hicre peleti, 3 defa, + 4°C de 2500xg de, 10 dakika, % 0,9
NaCl ile yikand. Pelet, 50 ml lik tiiplere sktarilarak, fizerine 15-20 ml
131 mM NH4Clve 0,9 mM NH4HCOg igeren lizat solisyonu ilave edil-
di ve eritrositlerin lize olmasi igin 15 dakika buz iginde bekletildi.
islemin tamamlanmasindan sonra, tiip, + 4°C de, 10000xg de (7000
rpm, rotor: HS-4), 10 dakika fren kullanmadan santrifij) edildi. Hemoli-
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zat atilarak, absorban bir kagit tizerine ters cevrilerek kisa bir siire bek-
letildi ve tiip dibine yapigan pelet 10 ml 1x STE (10 mM Tris. HCl, pH
8,0; 160 mM NaCl; 1 mM EDTA, pH 8,0) tamponu ile yikandy. Daha
sonra, tlip lGzerine, 4,5 ml 1x STE ilave edilerek pelet siispansiyonu
yapildi. Son konsantrasyonu 100 pg/ml proteinaz K (Sigma) igerecek ha-
cimde Proteinaz ¥ tamponu (100 mM Tris. HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA,
pH 8,6; 1 mM DTT,; 16 mg/ml Proteinaz K) ve % 1 SDS ilave edildi. Bu
karigim, 37°C de bir gece (16 saat) bekletildi. Maniatis ve ark.min tarif
ettigi gsekilde hazirlanan 25 hacim doymug fenol soliisyonu, 24 hacim
kloroform ve 1 hacim izoamil alkol kansiminda iki defa, 24 hacim kloro-
form ve 1 hacim izoamil alkol karigiminda bir defa ve son olarak su ile
doymug eterde bir defa ekstre edildi (21). Niikleik asitler, 1/10 hacim 3
M sodyum asetat, pH 5,0 ve 2,5 hacim saf etanol ilavesi ile ¢oktirildi.
Pelet iki defa % 70 lik bir defa da saf etanol ile yikanarak liyofilize edil-
di. Pelet 1 ml 1x TE (10 mM Tris. HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0)
iginde ¢oziildi ve -20°C de saklandi. DNA larin % 1 SDS icinde 260 nm
de optik dansite degerleri alinarak asagdaki formiile gore konsantras-
yonlar: hesaplandi. DNA konsantrasyoniar 0,42 ug/ml ile 1,67 pg/m]
arasinda degigmektedir.

0.D. X 50 pg/ml X 200 (seyrelti faktsri)
— = ... pg/ul DNA
1000 ul/ml

(1 0.D. = 50 pg/ml DNA)

Amplifikasyon primerleri ve prob olarak kullanilan oli-

Amplifikasyon primerleri 20, prob olarak kullanilan oli-
gontikleotidler 19 deoksiribonikleik asit zincir uzunlugunda olup dizgisi
tablo 2 de gosterilmektedir. Primerler (R-37 ve R-47), 8-globin geninin
"cap” noktas: 'O’ kabul edilirse, -76.1nc1 niikleotidden baslayarak IVS-1,
1, IVS-1, 6, IVS-1, 110 ve 8-39 uncu kodon mutasyonlarimi kapsayacak
sekilde, ikinci eksonun 451 inci niikleotidinde son bulan 527 bazhk bir
bilgeyi igermektedir,




OYA UYGUNER - TURAY YARDIMCI - ENGIN BERMEK - 67
BEYAZIT GIRAKOGLU - MUZAFFER AKSOY

Tablo-2: Primerlerin (R-87, R47) ve prob olarak kullanilan sentetik oligtintikieotidierin,
B-globin geni Gzerindeki pozisyonlar, dizi analizleri ve tipleri

No Pozisyon 5 Dizi Analizi 8 Tip

R-37 76 cap'a gére §' CCAATCTACTCCCAGGAGCA Primer
H47 + 481 Exon 2 CACTCAGTGTGGCAAAGGTG Primer
1 sl GCAGATTGGTATCAACGGTT Mutani
I Vs, 16 GCAGGTTGCTATCAAGGTT Normal
o vs-1,8 GCAGGTTGGCATCAAGGTT Mutant
It Ws-L 110 CTGCCTATTGGTCTATTIT Normal
v ws., 110 CTGCCTATTAGTCTATITT Mutant
vi Ekson 2, kodon 39 CCTTGGACCCAGAGGTTCT Normal
vir Ekson 2, kodon 38 AGAACCTCTAGGTCCAAGG Mutant

Sekil 1 de primerlerin ve sentetik oligoniiklectidlerin B-globin ge-
nindeki pozisyonlan ve tablo 3 de ise incelenen nokta mutasyonlarinin
mutant simflan agiklanmaktadir.

é—— 527 Bp ——

R=37 Rely7
< 2 kb >
IVS=-1 Ivs-z
Cap c Inlt Poly &

-— -

i {Goa) 119 (GTA>
6 (T»c) kodon 39 (CeT)

Sekil-1: Primerler (R-37, B-47) ile mutant bélgelerin, B-globin genindeki posisyonlart. Siyah

renkli kutular, scldan saga sirasiyla ekson 1, ekson 2 ve ekson 38 gostermektedir.
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Table-4: Calismada incelenen nokia mutasvonlaring mn lart ve ortaya

gikardiklanm 3- talnssemi tipleri. XMNo. lar te n shoogtr,

Wos Pozigyon MMuotant Safi Tipt Kayaak
1 IVE-1 1 (G0-4) RNA progesinde, kesilme noktasimds 8722

deffigme (splice junction mutation)

il IVE § (T BNA progesinde, "concenmug’ degismesd gt

v IVS-1 116 (G—A) RNA progesinde, IVS icinde de /% (23, 24)
{Interoal IVS changs)}

Vi Ekson 2 kodor 39 Fonksivone! clmayan mRNA olugmam B° (25 . 27)

(T3 {non sense muiation)

Gen amplifikasyonu

mp
t

Amplifikasyon, laboratuvarimizin kogullaring medifiye edilerek
u}«’g‘ﬁ‘iz magm 7,28, 28) i*m mikrosantrifly tipine, son hacmi 50 ul ol-
37 mM Tyis. HCY, pH
¢ mM 2- merkaptoeta-
’%f fi?‘i'f‘? i(;'wg%xmn
(1,3 m k‘ﬁ *““””?; L > mbM hring-
er Manheim) 1 uM R-3 R‘? R-47 ‘iifwe 9*;;&@, i?i eaksiyven kanisinn
95°C de yag hanmsxmaa % daxﬂ«:a bekletilerek DNA denatiire edildi.
Daha sonra, 55°C deki su banyosunda 1 dakika bekletilerek primerlerin
DNA nin ilgili bélgelerine spesifik hibridizasyenu temin edildi (28). Mik-

rosantrifiij tiipiine taze olarak hazirlanan enzim kangmindan (0,5

anite/p! Taq Polimeraz Anglian; ix Tag enzim tamponu; 1,5 mM
dNTP karnisimi) 2 m! ilave edilerek 72°C deki su banyosunda 3 dakika
bekletilerek primer zincir uzamas: temin edildi. Daha sonra, mikrosan-
trifiij tiipd, 1 dakika 95°C de denatiirasyon, 1 dakika 55°C de hibridi-
zasyon ve 3 dakika 72°C de zincir uzama iglemlerinin gergeklegmesi i ;g;wa

tutuldu ve bu dongii 25 defa tekrarlandi. 10.uncu déngiiden sonra 2 ml
ve 20. inci dongiiden sonra 1 ul Tag enzim kangimindan ilave edildi.
{slem sonunda reaksiyon -20°C de saklandi.
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s

Agares el elektroforezinde amplifikasyon iiriinlerinin incelenmesi

Ty

Her bir amplifikasyon resksiyonundan alinan ¢

roz gel yitkleme tamponu (% 0,05 bromofenol mavisi;
Sigma) ve 11 pl distile su kangtinlarak IxTAE ( 4 } ml
EDTA ol 8,0; 20 mM sodvum asetal; ass bii‘
lamr) tamponu winds % 1,4 h}k agamz geli (0,5
igerir) dizevine yiklendi ve 7 velt/om de 4 saat yiirGid §" éw ici Qmmk
Hind 111 (Biok % ile kesiln ig?xi}?sz& g1 kudlandds, & plifikasyon bant-

1.V, 15 veried fizerinde tesbit ﬁ(fifi%:i*&}r" pola-

& oe éﬁ‘;f}i}"*

favi ve bantlarn ya";g;»%e.m}u gu
roid kamera ile fotografl ¢ekildi {Resim 1)

Restm-1: Amplifikasyon irinlerinin, ageroz gel elekiroforezi sonucunda verdigi bantlar. Ea
sol seritte molekitler izleyiel olarak kullaxslan A Hind T gﬁm}mek* dir. Resim
tigerindeki numarslar tabls 1 de verilen clgn numaralandir, Ok w t1i bolgede
giivitlen bantlar, her Sroekde gen arplifikasyonunun farkh vagu s;rda fakat
her Srnekde gerpeklestigini gistermektedir (Baz drnekler ¢ift tatbik eéz Imnigtir.)
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fzleyici bantlarn orijine olan uzakliklarina kargihk, zincir uzun-
luklarinin baz ¢ifti (bp) olarak 10 tabamna gore alinan logaritmik
degerinin verdigi standart egri iizerinde amplifikasyon bantlarmin zincir
uzunluklar hesaplandi (sekil 2). Bu sekilde, dikey eksendeki 2,72
degerinin 524 baz ¢iftine tekabiil etmesi, istenen DNA pargasinin tam-
amann amplifive edildigini gésterdi.

e

L]

[
-3
v

nikleotid cifti
0

log,

§
i
H
1 o 300
i i L i
orijinden uzaklik {(cm)

Sekil-2: 2 Hind III pargalarnnin agaroz gel elektroforezinde orijinden clan uzakliklarna
kargs, bp olarak zincir uzunluklannin 10 tabanina gére alinan logaritmik
degerleri ile ¢izilen standart efri {(duz ¢izgi) ve amplifikasyon iiriiniin bu standart
efriye gore zincir uzunlugunun hesaplanmas: (kesik gizgiler).

Dot-blota yiiklenecek amplifiye DNA érnek miktarlanmn esgit ol-
masi i¢in resim 1 de gézlenen bant yogunluklarina gére goz ile yapilan
ayarlamalarda tesbit edilen hacimlerin bant yogunluklar resim 2 de
goriilmektedir.
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. -
Lo 5 de o) LN

Resim-2: Konsantrasyon ayariamasi yapildikian sonra, ampiifikasyon Grinlerinin, agaroz
gel elekiroforezinde verdigi bantlar. En sol seritte molekiler izleyici olarak kul-
lamilan A Hind I gérilmektedir. Resim tzerindeki ve aliindaki numaralar tablo
1 de verilen olgu numaralandir (Bazi 8rnekler ¢ift olarak tatbik edilmigtir,

Dot-blot

Yiikleme hacimleri 5-10 ul aras: degisen amplifikasyon irinleri,
son hacimleri 100 ul olacak sekilde 0,4 M NaQOH ve 25 mM EDTA, pH
8,0 tamponu i¢cinde, oda sicakhfinda 30 dakika bekletilerek denatiire
edildi. Yiklemeden 5 dakika 6nce distile su ile 1slatilan naylon mem-
bran daha sonra vakumlu dot-blot cihazina (Bio-Rad) yerlestirildi. Sekil
3 de dot-blotdaki sruek dizeni goriilmektedir. Blot oluklan, daha sona
100-200 ul 2x 8SC (300 mM NaCl; 30 mM trisodyum sitrat; 12 M HCI
ile pH 7,0) ile yikandi. Blot dnce bir absorban kagit izerinde, oda
sicaklifinda, daha sonra, 80°C de 2 saat kurutuldu.



3

2 MARMARA UNIVERSITES| ECZACILIK DERGISI

1 2 3
2 2 @
3% CE i
® ] B
v 8 9
® @ @
10
&

Sekil-3: Dot-blot da kullanilan drnek dizeni. Numaralar tablo 1 de verilmigtir.

Sentetik oligoniikleotidlerin 5' u¢ noktasmdan 2P ile
igsaretlenmest

Radyoakiif madde ile isaretleme, modifiye edilerek uygulandy (21).
Bir mikrosantrifiij tdpfine, son hacmi 50 ul olacak sekilde 40 pmole
sentetik oligiinikieotid (Symbicom), 1x Polinitklectid Kinaz enzim tam-
ponu (70 mM Tris. HCI, pH 7,6; 10 mM MgCly; 0,5 mM DTT), 100
uCi%2PdATP (Amersham, 5000 Ci/mmol) ve 2 iinite Poliniikleotid Kinaz
enzimi (Biolabs) ilave edildi. 37°C deki su banyosunda 30 dakika
inkiibe edildi. Mikrosantrifii) tiiptine 2 ul 0,5 M EDTA, pH 8,0 ilavesi ile
reaksiyon durduruldu

Reaksiyon karigimm, gel filtrasyon prensibine gore igleyen Sephad-
ex G-25 (Sigma) den gegirilerek prob izole edildi. Normal ve mutant ol-
mak iizere yedi ayr: oligontklestidin 32p ile 5'ug isaretleme
cahgmalarnda % 44-% 92 degerler arasinda defisen degerlerde inkorpo-
rasyon elde edildi.

Hibridizasyon
Dot-blot i¢in hibridizasyon yéntemi modifiye edilerek uygulands

(30). Hibridizasyon dereceleri (Tgy), asafndaki denkleme gire hesaplands
(31).
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TH: Tp - 3°C Tye hibridizasyon derecesi
Tp: 2 (A +T) + 4(G + ©) Tpy: Dissosiyasyon derecest

Bu yonteme gore her bir oligiiniikleotid hihbridizasyonu i igin hesap-
lanan Tyy degerleri tablo 5 de ghsterilmigtir.

Table-8: Oligonikleotid problan igin hesaplanan hibridizasyos dereceleri

Cligontikieotid Hibridizasyon Derecesi

Mumaras® T

S8 <" HA -
N
~
@]

*Oligontkleotid numaralan Tablo 2'de verilmiglir.

Naylon membran, énce 5-10 ml 5x SSPE (0,756 M NaCl; 0,075 M
trisodyum sitrat; 12 M HOCl ile pH 7,0, 5x Denhardt solisyonu {% 0,1
fikol, tip 400; % 0,1 polivinilpirolidon-Sigma; %0,1 Bovin Serum :%L\‘s;z,miw
ni), ve % 0,5 SDS iginde, bir saat 6n hidridizasyon vapiidy. Daha sonra
aym sicakhkda aym tampon i¢inde radyoaktif prob (8,4-54,6 x 108
sayrm/dakika) ilave edildi ve 2 saat hibridize edildi. Hibridizasyon
siiresinin tamamlanmasindan sonra naylon membran 2 defa, 500 ml
2xSSPE ve %0,1 SDS iginde, oda sicakhgginda, 10 dakika ve 1 defa 500
m! 5xSSPE ve %0,1 SDS i¢inde Ty derecesinde, 10 dakika yikands.
Membran kisa bir siire, absorban bir kaght dzerinde kurutuldu. Ince bir
naylon torba iginde otoradyografiye verildi.

Réntgen film kasetinin her iki yiizeyinde bulunan § iddetlendirici
levhalar arasmda sandvi¢ yapilan film, 4-18 saat, -70°C de bekletildi
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(32). Film kaseti -70°C den gikartilarak, karanlik odada, asagdoki
sekilde banyo edildi

Kodak réntgen banyosu  : 5 dakika
Su banyosu : 1 dakika
Sabitlestirici banyo : 10 dakika
(200 g sodyum tiosiiifat; 12 g sodyum silfit; 12 g potasyum meta
bi stilfit)
Calkalama : 15 dakika
Film oda sicakhiginda kurutuldu.

Naylon membrandan probun uzaklagtorilmas:

Naylon membran (0,45 um, Nytran NY 13, Schleicher Schuell), her
otoradyografiden sonra, tzerindeki prob uzaklastirilarak, baska bir
prob ile yeniden hidridize edildi (33). Naylon membran, 2 defa 10 daki-
ka, oda sicakhginda, 50 mM NaOH i¢inde yikandi. Daha sonra, tampon
5 defa degistirerek, oda sicakh@inda 1xTE iginde yikandi. Yikama
islemlerinin tamamlanmasindan sonra, radyoaktif maddenin tama-
miyle uzaklagip uzaklagsmadig, radyoaktif detektsr ile kontrol edildi.
Radyoaktivitenin tamamiyle uzaklagmadig: durumlarda, yikama iglemi
tekrarlands.

SONUGLAR VE TARTISMA

Dot-blot hidridizasyonunun sonuclarina gore, 10 adet DNA
drnefinin tglinde IVS-1 in 1 inci nitkleotidinde G- — A, ve ikisinde IVS-1
in 6 inc1 niikleotinide T - -» C, ve birinde 2 inci eksonda 39 uncu kodon-
da C- - A mutasyonlarimin bulundugu saptand: (Resim 3 ve Resim 4).
IVS-1 in 110 uncu niikleotidinde G- — A mutasyonuna rastlanmadi (Re-
sim 5),
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Resim-3: IVS-1 nikieotid 1,6 normal, IVS-1 nitkleotid 1 mutant ve TVS-1 nuklestid &
mutant hidridizasyonlan

EKSON 2 KODOR 3G ~=p
NORMAL

Resim-4: 2 inci eksonda 39 uncu kodonda normal ve mutant hibridizasyonlar.
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IVS=)l 110wwmsp Goph
MUTANT
YOK

Resim-8: [VS-1 nitkleotid 110 normal ve mutant hibridizasyonlar

3

Bu ¢aligmada, Istanbul'un gegitli hastanelerinden gonderilen, kli-
ik bulgulari anemi veya B-talassemi gdsteren $ hasta kam ile hir
saghkl gonilli kanindan DNA izole e
geninin belirli bir bélgesi amplifiye s
agan bazi nokta mutasyonlarm bulunup bulunmadig: arastir zﬁés, Ut&
radyografi incelendiginde, ii¢ érnekte TVS-1 nt 1 de,
6 da ve bir trnekde ekson 2 kodon 39 da m}km mutas

o3

dilds. DNA drneklevinde, B- gm, n

e edildi. Bu blgede B-talasse

vonlan bulundugu

saptand:. IVS-1 nt 110 daki mutasyona hig bir trnekde rast

Saghkh g@imilfiém} izole edilen DNA érnegi, hig bir mutant ile hidridize

olmad: fakat normal problar ile hidridize oldu. Nokta mutasyon teshit
edilen DNA 6rneklerinin normal problar ile de hidridize olmalan, hasta-

m‘
]

anmadaa,

larin tesbit edilen mutasyonlar i¢in heterizgot olduklam gosterdi. Kul-
lamilan mutant problar ile hibdirizasyon géstermeyen diger tig hastada,
bagska mutasyonlann veya bagka melekiiler lezyonlarin bulunabilecegi
goriigii kuvvetlendi,

Talassemi, 6zellikle Akdeniz kiokenli insanlarda yvaygin ﬁ%ﬁrai{ bu-
lunur. Bu bélgelerde rastianan malarya parazitinin mutant alleler igin
pozitif seleksivon ﬁiermesx hastaligin neden szellikle g’éu {Aniz kokenli
insanlarda yaygin oldugu hususuna bir goriig getirmekiedir (34).
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Tarkive'de siklign %2 olarak tesbit edilmis bulunan B-ialassemi
, 38), snemli bir saghik sorununun elmasim yamsira hastalikh dogan
hebeklerin bakim ve yagsam masraflan, Gzlieli maddi ve manevi
yiikiimliilitkler getirmektedir. Bu nedenle, risk gruplarinda dofum dncesi
teghis yapumas:, safhiksiz éﬁg’u nlan dnlevecek ve Tir %3}6 geﬂai;t de

gnemt v s&§k sorununu ¢iziimiemis olacakiir. Dogum dncesi, en mod-
ern kesin teshis yéntemleri, rekombinant DNA t@knﬁhj ginin has-

tahklarn ma-gku er diizeyde snlasilmasina gosterdifi katlilan ile

gerpeklegmektedir.
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