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1. GIRIS VE AMAC

Talasemi ilk kez 1925’te yasamin ilk yillarinda ileri diizeyde anemi ve
splenomegali gelisen hastalarda Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan tanimlanmistir
(1, 2). Daha sonra benzer vakalarin goriilmesi lizerine bu herediter hemolitik anemiye
Van Jaksch anemisi, splenik anemi, Akdeniz anemisi gibi isimler verilmistir. 1936’da
ise George Whipple ve Lesley Bradford inceledikleri vakalarin Akdeniz civan tilkelerde
daha sik goriilmesi nedeni ile hastalia Yunanca deniz anlamina gelen talasemi adini
vermiglerdir. Ancak daha sonra bu hastaligin yalniz Akdeniz iilkelerinde degil diger

toplumlarda da bulundugu belirlenmistir (2, 3).

Beta talasemi en sik goriilen tek gen hastaliklarindan biridir (4, 5). Diinya
niifusunun yaklasik %4.5’1 bir beta globin mutasyonu tasiyicisidir (3). Tiirkiye’de
yaklasik 1 milyon 400 bin tasiyici tahmin edilmektedir. Ulkemizdeki toplam hasta sayisi
ise 4 bin 500 civarindadir. Yeterince sentezlenemeyen globin zincirine bagli olarak o-
talasemi veya B-talasemi olarak ortaya c¢ikar. Talasemiler, farkli genotip ve fenotiplerin
genis bir spektrumuna sahiptir. Alfa talasemilerde alfa globin genlerinin biri, ikisi, li¢li ya
da dordi birden etkilenmis olabilir. Beta talasemilerde beta zincirinin yoklugu ile
yapiminin azalmasi s6z konusu olabilir. Beta-globin genindeki bir¢ok mutasyon beta
talasemiye yol agmaktadir. Bu gen insanda 11. kromozomda haritalanmistir ve iki intron

ve ii¢ eksondan meydana gelmistir (4, 5-7).

Beta talasemi tasiyict sikligi Tiirkiye genelinde % 2 olmakla birlikte bazi
yorelerde % 10’a kadar ¢ikmaktadir. Akraba evliliklerinin sikligi ve dogum hizinin
yuksekligi, Tiirkiye’de beklenenin de iizerinde beta talasemili c¢ocuk dogmasimin
nedenidir. Hastalik, hafif klinikli beta talasemi intermedia ile transfiizyona bagimli beta
talasemi major arasinda seyreden ¢ok genis bir yelpazede goriilmekle birlikte Tiirkiye’de

beta talasemi major olgular1 agir basmaktadir (8).

Giliniimiizde beta talasemiye yol actifi bilinen mutasyonlarin sayist 200’1
geemistir (9). Bu mutasyonlar oldukga g¢esitlidir ve kodlanamayan dizilerde de
goriilmektedir. Halen Tiirk toplumunda 40’dan fazla mutasyon tanimlanmstir (5, 10); bu

genis molekiiler cesitlilik, hastaliga onlem alma stratejilerini ve programlarini 6nemli



oOl¢iide zorlagtirmaktadir (8, 9). Beta globin geninin mutasyonlar1 ve sikligin1 belirlemek

amaci ile yapilan ¢esitli arastirmalar literatiirde bildirilmistir (4-7, 11-16).

Bu c¢alismada 2004-2006 yillar1 arasinda indnii Universitesi Turgut Ozal Tip
Merkezi’'nde teshis ve tedavisi yapilan beta talasemi hastalarinin beta globin geninde

taginan mutasyon tiplerinin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 HEMOGLOBININ YAPISI

Hemoglobin (Hb) omurgalilarda kirmiz1 kan hiicrelerinde oksijen tagiyan (17) ve
hem ve dort globin molekiiliiniin biraraya gelmesi ile olusan bir molekiildiir (18).
Globin polipeptid zinciri, bir ¢ift alfa benzeri ve bir ¢ift de non-alfa zincirinden olusan
tetramer bir yapidir (19). Bu zincirler hem aminoasit dizisi bakimindan (primer yapi1)
hem de ii¢ boyutlu konfigiirasyonlar1 bakimindan (tersiyer) birbirlerine benzer. Alfa ve
beta globin zincirleri ayr1 lokuslardaki genler tarafindan kodlandigindan, bir nokta
mutasyonu yalnizca bir zincirde ya da digerinde izlenirken, ayni anda her iki zincirde

gozlenmez (17).

Eriskin insanlarda hemoglobinin en az %96’s1 hemoglobinA (HbA)’dir (20).
HbA iki alfa ve iki beta zincinden olusmaktadir (azf3;) (Sekil 1) (1, 18, 20-22). Bu
zincirler yapisal olarak birbirine benzerdir. Herbir zincirin molekiiler agirlig1 yaklasik

16.000 dalton ve dort zincirin molekiiler agirligi ise yaklasik 64.000 daltondur (18).

Sekil 2.1 Hemoglobinin {i¢ boyutlu yapis1 (18)



Eriskin hemoglobininin kiigiik bir kismi da iki alfa ve iki delta zincirinden olusan
hemoglobinA,’dir (HbA,) (1, 20, 22-25). HbA; (0,5), toplam hemoglobinin %2,5-3
kadarini olusturmaktadir (26).

Gelisimin farkli evrelerinde, farkli tipte hemoglobinler yapilmaktadir (Tablo 1)
(19). Bunlar; sirasi ile erken embriyonik donemde (12. haftaya kadar) embriyonik
hemoglobin, 12. haftadan doguma kadar fotal hemoglobin (HbF) ve bundan sonra
eriskin hemoglobini olmak {izere siralanir. Oksijen baglama kapasiteleri yoniinden
farkli olan hemoglobin tiplerinin sentez bolgeleri de farklidir (20). Embriyonik globin
sentezi vitellus kesesinde gebeligin 3. haftasindan 8. haftasina kadar olan dénemde
olusur. Ancak yaklasik 5. haftada hematopoezin baslica yeri olan vitellus kesesinden
fetal karacigere dogru hareket etmeye baglar. HbF (a,y,) fetal yasam boyunca
cogunlugu olusturan hemoglobindir ve dogumda toplam hemoglobinin %70’ini

olustururken, eriskin yasaminda toplam hemoglobinin %1’inden azini temsil etmektedir

(17).

Insan fetusu baslangicta a ve B zincirlerini sentezleyemez; bunlarin yerine
(zeta) ve € (epsilon) zincirleri sentezlenir. Birinci trimester sonunda a, ¢ alt-iinitelerinin
yerini alirken vy, € peptidlerinin yerini alir. Fetal yasamin sonundaki hemoglobin olan
HbF’in yapis1 bu nedenle ayy, olur. Ugiincii trimesterde sentezlenmeye baslayan beta

alt-iiniteleri, ancak dogumdan birkag¢ hafta sonra, tam olarak y’nin yerini alir (27).

HbF fetal hayat boyunca baskindir. Postnatal hayatin ilk yili boyunca hizla
azalir. Normal erigkinlerde HbF (a,y2) toplam Hb’nin %1’inden daha azdir (26). HbF
gamma zincirinin bilesenlerinden olusur. Gamma zincirinin 136. kodonu alanin
aminoasitini igeriyorsa A[gamma] (Ay) veya glisin aminoasitini i¢eriyorsa G[gamma]
(Gy) olmak tizere iki farkli gamma zinciri bulunmaktadir (1, 19, 21). Dogumda, Gy

zincirinin, Ay zincirine orani yaklagik olarak 3:1°dir (1).

Embriyonik evrede ( zincirleri, ¢ ve y zincirlerine baglanir (20). U¢ normal
embriyonik Hb tanimlanir. Hb Portland ({,y,), Hb Gower 1 ({z€;), Hb Gower 2 (0ax¢;)
(1, 18-20, 26). Bu Hb’ler prenatal hayat boyunca vardir (26). HbF’in a, { zincir genleri
16. kromozomda; B, 6, € genleri ise 11. kromozomda kiimelenmislerdir (21). 16.

kromozomun her bir kopyasinda, a; ve ay olarak tanimlanan iki 6zdes a-globin geni
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vardir. Beta globin (B-globin) kompleksi iginde yer alan farkli genler arasinda yakin bir
benzerlik vardir. Ornegin, B ve § globinler arasinda 146 amino asitin yalnizca 10’unda

farklilik gozlenir (17).

Cizelge 2.1 Hemoglobin Tipleri

Hemoglobinin Ad1 Yapisi Doénem
Hemoglobin Portland Goy2 Embriyonik Dénem
Hemoglobin Gower 1 Ger Embriyonik Dénem
Hemoglobin Gower 2 0 Embriyonik Dénem
Hemoglobin F Y2 Fetal Donem
Hemoglobin A, a0, Eriskin hemoglobini
Hemoglobin A o2 Erigkin hemoglobini

Hemoglobinin yapisi, fonksiyonu veya iiretimi ile ilgili hastaliklar
hemoglobinopatiler olarak adlandirilir (19). Genetik hastaliklar i¢inde Onemli bir
yere sahip olan hemoglobinopatilerin pek c¢ok iilkede Onemli bir saglik sorunu
olusturdugu bilinmektedir. Bunlardan orak hiicre anemisi ve talasemiler hemoglobin
hastaliklarinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Her iki hastalik da resesif olarak
seyretmekte olup, 11 no’lu kromozomun kisa kolu iizerinde yer alan B-globin gen

mutasyonlart sonucu ortaya ¢ikmaktadir (1, 28, 29).

2.2 TALASEMILER

Talasemiler, globin zinciri yapiminin azalmasina ya da yapilamamasina bagl

olarak ortaya ¢ikan, heterojen bir grup hastaliktir (1, 3-7, 16, 21, 30-32).

Talasemiler, olduk¢a genis bir genetik yelpazeyi kapsar (21, 33-35). Sentezi
bozulmus olan globin zincirine gore a, B, v, d, (6p), (€yoP) talasemi olarak adlandirilirlar
(3, 30). En sik goriilen tipleri a ve B talasemidir. a talasemi daha ¢ok Uzak Dogu’da
goriiliirken, B talasemi Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de siktir. Tek tip bir mutasyonun
neden oldugu orak hiicreli aneminin aksine beta talasemi molekiiler diizeyde oldukga

heterojendir (21, 33-35).
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2.2.1 BETA TALASEMIi

Beta talasemi 11. kromozomun kisa kolunda (1, 5, 14) B-globin zincirinin
normal sentezinin kaybolmasi (B°) veya azalmasina (B") neden olan bir mutasyondan

kaynaklanmaktadir (1, 2, 5, 14, 16, 21, 30, 31, 36, 37).

Beta talasemi hemolitik anemi ve mikrositoz ile karakterize otozomal resesif gecis

gosteren bir hastaliktir (4, 5, 16, 36, 38-41).

2.2.1.1 FIZYOPATOLOJISi

Beta globin genindeki mutasyonlar, beta zincirinin hi¢ yapilmamasina veya
yeteri kadar yapilamamasina neden olmaktadir. Bu durumda alfa zincir yapimi normal
hizda devam ettigi i¢in alfa zincir lehine bir zincir dengesizligi olur. Hemoglobin
sentezinde kullanilmayan alfa zincirleri, biiylik intraselliiler inkliizyonlar olusturarak
eritroid serinin kemik iliginde olgunlasmakta olan geng¢ hiicrelerinde ¢oker. Bu
hiicrelerin bir kism1 kemik iliginde olgunlagsmadan parcalanir (ineffektif eritropoiez).
Dolasima gegen alfa zincir inkliizyonlarini igeren olgunlagmis kirmizi seri hiicreleri
yasam siirelerini tamamlamadan, 6zellikle dalagin mikrosirkiilasyonundan gegerken
harap olur. Buna bagh olarak ortaya ¢ikan anemi, bobreklerden eritropoietin yapiminin
artis1 i¢in bir uyaridir. Talasemi majorlii vakalarda hemoglobinin biiylik kismini
olusturan HbF'in oksijene ilgisi fazla oldugundan dolay1 doku anoksisine katkida
bulunarak eritropoietin artisina neden olur. Eritropoietin etkisiyle kemik iligi
aktivitesinin artisina bagli olarak kafatasi ve ekstremite kemiklerinde masif bir
genisleme ile ilgili olarak ciddi deformiteler olusur. Anormal kirmizi seri hiicreleri
daima dalak tarafindan dolasimdan kaldirildig1 i¢in dalak hipertrofiye ugrar. Bdylece
gelisen splenomegali anemiye katkis1 olan plazma voliimiiniin artisina  ve

hipersplenizme neden olur (2).

Dogumdan sonra fetal hemoglobin yapimi durur. Fakat, eriskinde az sayida
kirmizi seri prekiirsorleri gamma zincir iiretimine devam eder. Gamma zincirleri HbF'i
olusturmak icin alfa zincirleriyle kombine olduklarindan dolay1 beta talasemililerin

kemik iliklerinde rolatif olarak fazla gamma zincir yapan hiicreler alfa zincir
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presipitasyonunun zararli etkisine karsi kismen korunmus olur. Bu hiicreler selektif
yasama avantajina sahip olduklari i¢in periferal kanda da bulunurlar. Bu sebepten dolay1
ylksek fetal hemoglobin seviyesi ve HbA;’deki artis beta talaseminin karakteristik

bulgularini olusturur (2).

2.2.1.2 KLINiGi VE TIiPLERI

2.2.1.2.1 Beta Talasemi Major

Cooley anemisi veya beta talasemi majorli vakalarin bir kismi ayni beta
talasemi mutasyonunun homozigot ve bir kismi da ayr1 beta talasemi mutasyonlarinin
cift heterozigot genotipine sahiptir (2, 21). Homozigotlar ve birlesik heterozigotlar

talasemi major hastalardir (26).

Cooley anemili bebeklerin hastaligi, hayatin ilk birka¢ ayinda dikkati ¢eker. Bu
bebekler dogumda iyidir. Ancak dogum sonrasi anemi progressif olarak gelisir. Aralikli
ateslenmeler, solukluk, kronik sarilik ve istahsizlik gibi semptomlar ortaya cikar.
Cogunlukla bebekler hekime hayatin ilk 6 aylik devresinde getirilir. Bu sirada anemi,
splenomegali, hafif hepatomegali gibi bulgular vardir. Bebekte yas ilerledikce Cooley
anemisinin tipik goriinlimii belirir. Cocuklarda gelisme geriligi, maksiller bolge
kemiklerinde hipertrofi ve frontal kemiklerde ¢ikinti ile yliz mongoloid bir goriinim
alir. Degisik biiyiliklikte hepatosplenomegali yaninda deride safra pigmentlerinin ve
hemokromatozisin sebep oldugu koyu kirli sar1 pigmentasyon mevcuttur. Ozellikle kafa
kemiklerinde belirgin olan degisiklikler, artan hemoliz dolayisiyla medullanin kemik
dokusu aleyhine genislemesinden ileri gelir. Ayni degisiklikler kaburgalarda,
ekstremitelerin kii¢iik kemiklerinde ve uzun kemiklerin proksimal ve distal bolgelerinde
de dikkati ¢eker. Ekstremitelerin uzun ve kiiciik kemiklerinde korteksin incelmesi ve
osteoporoz belirgindir. Kii¢iik kemiklerde bu degisiklere mediiller bosluklarin
genislemesinin katilimiyla, kemikler dikdortgen goriinlimiini alir. Kemik degisiklikleri

hayatin birinci yilinda dahi belirgin durumdadir (2).

Klinik seyrin degisken olmasina ragmen Cooley anemili ¢ocuklarin c¢ogu
cocukluk cagi icinde diizenli araliklarla eritrosit transfiizyonuna gereksinim gosterirler.

Dalagin tedricen biiylimesi ile gelisen hipersplenizm, aneminin artmasi ile birlikte
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enfeksiyonlara ve kanamalara egilim artar. Bu vakalarin hemen hepsinde
hemokromatozis gelistigi icin bir¢ogu miyokardda demir birikmesine bagh kalp

yetmezligi sonucu 10 veya 20 yas civarinda kaybedilir (2).

Hematolojik Bulgular

Anemi agir olup hipokrom mikrositer tiptedir. Cogunlukla hemoglobin
seviyeleri 2-8 g/dl civarindadir. Eritrositlerde hipokromi, mikrositoz, hedef hiicreleri ve
bazofilik noktalanma gibi degisikler dikkati ceker. Splenektomiden sonra kiiciik
deforme olmus mikrositlere ve biiylik yassi makrositlere daha fazla rastlanir. Ayrica
yine splenektomiden sonra periferik kanda genellikle bulunan ¢ekirdekli eritrositlerin
sayilar1 ¢ok artar. Retikiilosit sayis1 orta siddette artmistir. Kemik iliginde ise eritroid

hiperplazi, eritroblastlarda bazofil noktalar ve bunlarin demir i¢eriginde artis vardir (2).

Beta talasemi majorlii vakalarda %10°’dan daha az HbA, ve %90’dan daha fazla
HbF bulunur. Hasta ° talasemi geninin homozigot tastyicisi ise HbA’ya sahip degildir
ve mevcut hemoglobin, artmis HbF ve HbA,’den ibarettir. Bu durum B+ talaseminin
homozigot formu veya P talasemi ve B° talasemi genlerinin kombinasyonu sonucu
olusmus ise degisik miktarlarda HbA yapimi goriliir. HbA, seviyesi toplam
hemoglobinin yiizdesi olarak ifade edildigi zaman normal ve yiiksek degerlerde

bulunabilir. HbF’in eritrositlerdeki dagilimi heterojendir (2).

Artmis hemoliz ve asirt demir yiiklenmesinden dolayr bazi biyokimyasal
degisikler olusur. Transaminazlar (AST ve ALT) genellikle artmistir. Serum gamma
globin seviyesi de yiiksek bulunabilir. Indirekt bilirubin diizeyleri yiikselmis ve
haptoglobin azalmig veya tamamen yok olmustur. Laktik dehidrogenaz artmistir. Serum
demiri progressif olarak yiikselir. Plazma ferritin seviyesi yiiksektir. Karaciger
biyopsisinde hem retikiiloendoteliyal hiicrelerde hem de parankim hiicrelerinde demirin

asir1 biriktigi goriilir (2).

2.2.1.2.2 Beta Talasemi Minor (Heterozigot Beta Talasemi)

Hastaligin hafif bir tipi olan beta talasemi mindrlii (heterozigot beta talasemi,

beta talasemi tasiyicisi) bireyler bir mutant allele sahiptir. Heterozigot durumda olan
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bireylerin klinik bulgular1 yoktur ve kan tablolarinda eritrositlere ait morfolojik
degisiklikler minimal diizeydedir. Ancak gebelik ve enfeksiyon gibi stres hallerinde

anemiye bagl olarak klinik semptomlar gelisebilir (2).

Hematolojik Bulgular

Hemoglobin degerleri genellikle 9-11g/dI’dir (2). En karakteristik bulgu, yiiksek
eritrosit sayisi ile ortalama eritrosit hacminde ve ortalama eritrosit hemoglobinindeki
ileri derecede azalmadir. Retikiilosit sayist nadiren yiiksek bulunur. Eritrositlerde orta
siddette hipokrominin yani sira bazofil noktalar ve degisik oranda hedef hiicreleri,
anizositoz, poikilositoz, ovalositoz ve eliptositoz dikkati c¢eken eritrosit sekil
degisiklikleridir (2). Tasiyicilarin énemli bir kisminda mikrositoz 6énemli bir bulgudur

(42).

Hemoglobin incelemelerinde HbA, nin artis1 disinda bir 6zellik yoktur. HbF
seviyeleri ise hafifce yiikselmis olup %50 vakada %1-3 arasindadir. Nadir de olsa HbA,
seviyeleri normal bulunabilir. Bu tip heterezigotlarin kesin tanis1t DNA analizleri ile

genetik mutasyonlar1 gostermeye dayanir (2).

Heterozigot beta talasemi tiirlerinin her biri i¢in anemi olmaksizin HbA; artar ve

nadir olarak klinik belirti verir (26).

2.2.1.2.3 Beta Talasemi Intermedia

Beta talasemi majorden daha hafif, beta talasemi mindrden daha agir klinik ve
hematolojik bulgu gosteren, 20 yas1 asabilen ve nisbeten ileri yast bulabilen,
transflizyon ihtiyaclart seyrek veya hi¢ olmayan talasemili vakalar bu grupta toplanir

(2). Hemoglobin degerleri 7.0-10.0 g/dl arasindadir (21).
2.2.1.3 TEDAVI

Talasemi mindr hastalarinin ¢ogunda genellikle herhangi bir sikayet yoktur,
ancak oral folik asit tedavisi Onerilmektedir. Bu hastalarda genetik danigsmanlik

Onemlidir (43).
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Talasemi intermedia ve Ozellikle talasemi major hastalarda temel tedavi
yaklasimi eritrosit transfiizyonu ve demir selasyon tedavisidir. Talasemi major
hastalarina siklikla hipertransfiizyon (kan hemoglobin diizeyi >9-10 gr/dl tutacak
sekilde) uygulanir. Bu sekilde eritropoietinin tetikledigi eritroit hiperplazi kontrol altina
alinarak talasemiye bagl kemik komplikasyonlar1 engellenir. Ayrica normal biiylime ve
cinsel gelisim saglanir. Bu hastalarda ortalama transfiizyon ihtiyaci 3-5 hafta aralarla 1-
3 initedir. Demir yiiklenmesi bu hastalarda transfiizyon tedavisinin ciddi bir
komplikasyonudur. Sekonder hemokromatoz gelisimini 6nlemek ic¢in selasyon
tedavisine ihtiya¢ vardir. Desferroksiamin bu endikasyonda kullanilan en 6nemli demir
selatoridiir. Hipersplenizme bagli artmis transfiizyon ihtiyaci gosteren hastalar
splenektomiden fayda goriirler. Allojenik kemik iligi transplantasyonu, talasemi
hastalarinda kiiratif bir tedavi yontemidir. HLA uygun vericisi olan agir talasemi
hastalarinda ciddi komplikasyonlar gelismeden kemik iligi transplantasyonu erken

donemde yapilirsa sonuglar oldukga basarilidir (43).

2.3 GLOBIN GEN YAPISI

Tetramerik bir protein olan insan eriskin hemoglobini HbA, iki alfa ve iki beta
zincinden olugmaktadir (0,f3,) (1, 18, 20, 21). a ve B zincirlerinin genetik kontrolii iki
ayr1 gen kiimesi tarafindan yapilmaktadir. o gen kiimesi 16 ve B gen kiimesi 11.

kromozom iizerinde yer alir (21, 44 ).

B-globin geni 3 ekson ve 2 intron ile 5' ve 3' diizenleyici bolgelerden olugsmustur.
1.8 kb biiyiikliigiinde olup 146 aminoasitten olusan B-globin zincirine sifre vermektedir.
B-globin geninden hemoglobinin B-globin zincirlerine giden yol iizerindeki cesitli
mutasyonlar beta talasemiye, orak hiicreli anemiye ya da diger bir anormal hemoglobine
neden olmaktadir (9). B-globin geni, B-globin gen kiimesinin diger genleri gibi
sentromerden telomer yoniine dogru transkribe olmaktadir. Bu yon genomdaki diger
genlerde farklidir ve kromozomal ¢ift sarmalin hangi zincirinin ilgilenilen gen icin

kodlayan zincir olduguna baghdir (17).

Olduk¢a kiigiik ve yapisal olarak basit bir gen olan B-globin geni, 11.
kromozomun kisa kolu iizerinde (11p 15.5), B-globin gen kiimesi i¢inde yer almaktadir

(9,20). DNA’nin yaklasik 60 000 baz cifti (bp) veya 60 kilobazlik (kb) bir bolimiinii
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kapsarlar. Sadece 136. kodonda farklilik gosteren Ay ve Gy seklinde iki y geni vardir (
20). Ay’nin 136. kodonu alanin, Gy’ninki ise glisindir (1, 19-21,). Ay ile d geni arasinda
bir psodogen (yP1) yerlesmistir. Bazi globin genleri RNA veya protein {iriini
olusturmazlar ve bu nedenle herhangi bir fonksiyonlar1 yoktur. Bilinen genlere ¢ok
benzeyen fakat fonksiyonel olmayan DNA dizilerine psddogen adi verilir. Psddogenler
genomda yayimistir ve evrim sirasinda olusan yan {iriinler olarak diigiiniilmektedir.
Onceleri fonksiyonel olan bu genler, kodlayan veya regulatdr dizilerdeki mutasyonlarla
inaktive edilmistir (17). Bu gen B genine ¢ok benzemekle birlikte, delesyon ve igine
yerlesmis bir dur kodonu ile kalic1 sekilde degismistir, bu nedenle iglevsel bir polipeptid
kodlayamaz. Bu genleri, birlikte diizenleyen bir bdlge, B genlerinin yukart kisminda

(upstream) (5' yoniinde) yerlesmistir (20).

Ortak atasal bir genden koken almalar1 nedeni ile tiim globin genleri birbirine
benzer yapiya sahiptir. Kodlayict dizileri ii¢ eksonda diizenlenmistir. Her globin
transkripsiyon birimi, 5' ve 3' uglarinda proteine yansimayan diziler igerir. B ve a-globin
eksonlarinin uzunlugu benzer olmasina karsin (6rnegin; B geninin 1.eksonu 30 kodon, a
geninin 1. eksonu 31 kodon kapsar) intronlarin uzunlugu farklidir (20). Sentezlenen ilk
RNA onciil RNA olup, hem intronlar hem de eksonlar1 igerir. Intronlar daima GT
niikleotidleriyle baslar ve AG niikleotidleriyle sonlanir. Protein sentezi i¢in kullanilacak

olan mRNA’da ise intronlar kesilerek uzaklastirilmistir (21).

mRNA ve protein sentezinin azalmasina neden olan ve bilinen her tip mutasyon,
beta talasemi nedeni olarak tanimlanmistir. B-globin gen kompleksinin mutasyonlari,
farkli klinik fenotipli iki genis gruba ayrilmaktadir. Hastalarin biiyiik ¢cogunlugunda
goriilen bir grup mutasyon, yalnizca B-globin {iretimini bozar ve basit beta talasemiye
neden olmaktadir. Mutasyonlarin ikinci grubunda B-globin genine ilave olarak, B-globin
demetinde ya da lokus kontrol bolgesinde bir ya da daha fazla geni ortadan kaldiran

biiylik delesyonlar vardir. Bu tip mutasyonlar kompleks talasemilere neden olmaktadir

(17).

Bazi mutasyonlar -globin zincir sentezini tamamen ortadan kaldirir; bu tiir iki
mutasyon tastyan bireylerin fenotipi B° talasemidir; diger bir grup mutasyon ise yaklasik
%5-30 oraninda B-globin sentezine izin verir; bu hastalarin fenotipi B talasemidir (9,

33).
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B° talasemide HbA sentezlenmez; B talasemide ise HbA s6z konusu mutasyonun
izin verdigi oranda sentezlenmektedir. Genin kodlayici bolgeleri ile ekson-intron
sinirindaki  konservatif bolgeleri hedef alan mutasyonlar [° talasemiye, promotor
bolgesinde, intronlarin i¢ kisimlarinda ve genin Poli A sinyali civarinda olan
mutasyonlar B talasemiye yol agmaktadir. Bu mutasyonlar, B-globin geninden B-globin
zincirlerine giden yol iizerinde gen ifadesinin degisik kademelerinde, B-globin geninin

inaktive olmasina neden olurlar (9, 33).

2.4 BETA TALASEMIYE NEDEN OLAN MUTASYON TIiPLERI

Giliniimiizde beta talaseminin nedeni, yalnizca delesyonlar degil ayn1 zamanda
gen i¢indeki nokta mutasyonlaridir (9, 30, 33). Son yillarda rutin kullanima giren
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ve DNA dizi analizi ile beta talasemiye yol
actig1 bilinen mutasyonlarin sayis1 artmistir. Bu genis molekiiler cesitliligi biraz basite
indirgeyen bir faktor, tim mutasyonlarin her toplumda goriilmemesi ve mutasyonlarin
etnik gruplara 6zgii olmasidir. Genelde bir toplumda belirlenen az sayidaki mutasyon

(9, 33) o toplumdaki beta talasemi genlerinin % 90-95’ini tanimlamaktadir (33).

Delesyonlar
-
— =
——————————
ekzon 1 |INTRON1 | ekzon 2 | INTRON2 | ekzon 2 | l—
PR C 1 F5 SPL SPRL F& SPL 5PL Fs POLY &
NS NG NG

o
Nokta Mutasyonlan

PR: Promotor, C: Kep, I: Baslama kodonu, FS: Cerceve kaymasi, NS: Nonsens, SPL: Splays,
Poly A: Poli A

Sekil 2.2 B-globin geninde beta talasemiye neden olan mutasyonlar (1)

B-globin genini etkileyen en azindan 17 farkli delesyon tanimlanmistir (1).
Bunlarin en sik goriilenlerinden biri olan Hb Lepor, delta ve beta genlerini iceren
yaklasik 7 kb’lik delesyon nedeniyle olusur (17, 38). Diger bir delesyon ise B-globin

geninin 3' ucunda 619 bp biiyiikliigiinde olup Pakistan ve Hindistan’in Sind ve Gujarati
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toplumlarinda yaygindir (1, 38). Bu delesyonlarin homozigot formlar1 ° talasemiye

neden olur (1).

Beta talasemi mutasyonlari; Promotor bolge mutasyonlari, RNA splays
mutasyonlart (en sik olarak) ve mRNA kep ve 3'-ucuna Poli A kuyrugunun eklenmesi
ile iliskili mutasyonlar igermektedir. Daha az olarak, genin kodlanan bolgesinde kisa ve
stabil olmayan beta globin polipeptidine neden olan, nonsens ya da cerceve kaymasi

mutasyonlarini sayabiliriz (17).

Defektif mRNA Sentezi: Defektif mRNA sentezli beta talasemi hastalarinin
bliyiik ¢ogunlugunda 6nciil mRNA’dan intronlarin kesilip ¢ikarilmasi isleminde ano-
maliler vardir. Bu sekilde intronlarin taninarak dogru kesilmesini engelleyen 24’ten
fazla farkli mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar 6nciii mRNA’da bulunan

bolgelere bagh olarak {i¢ gruba ayrilir (17).

Grup 1. Splays Birlesme Mutasyonlari: Intronlarin 5'donédr ya da 3' akseptdr
splays birlesmelerindeki konsensus dizilerinde olusan mutasyonlar1 igine alir (Sekil
2.3). 5' intron donor bolgesinde korunmus GU ve 3' intron akseptor bolgesinde AG
dintikleotidlerinin kritik olan yapist nedeniyle, bu diniikleotidlerdeki mutasyonlar
normal splays olusumunu engeller. Normal akseptdr yerinin inaktivasyonu, Onciil
RNA’da bagka bir yerde, diger akseptor benzeri dizilerin kullanimina neden olur. Bu
alternatif yerler kriptik splays bdlgesi olarak adlandirilir ve normalde kullanilmaz.
Kriptik bolgeler ekzonlar veya intronlar i¢inde bulunabilir ve tek baslarina kullanilabilir

veya diger kriptik bolgelerle veya normal splays bolgeleriyle yarisa girebilir (17).

Splays oplays
Dandr bolge Akseptir bolge

GUpuAG U CUPuAPy Py NCAGE

«——— 20-50baz ——

intron

Pu: Piirin bazlari, Py: Pirimidin bazlar1

Sekil 2.3 Splays konsensus dizileri
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Donér ya da akseptor diniikleotidlere bitisik konsensus dizilerin Onemi,
mutasyonlarin etkisiyle de aciklanmaktadir. Béylece intron 1’in dondr dizisinin besinci
ya da altinci niikleotidinin degisimi, normal splays olaymin etkinligini azaltir; ancak

bazen normal splayslar da olustugu icin B talasemi fenotipleri gelisir (17).

RNA islenmesi sirasindaki mutasyonlar belirgin olarak ekson ve intronun
birlesme noktasinda 5'GU ve 3'AG bolgesinde gozlenmektedir. Bu noktadaki tek baz
degisiklikleri splaysi bozarak B° talasemi fenotipine neden olmaktadir. IVS 1’in dondr
bolgesi i¢indeki tek baz substitiisyonlar1 beta talaseminin farkli tiplerine neden

olmaktadir (1).

Grup 2. Intron Mutasyonlari: Intronda yer alan kriptik splays igindeki bir
mutasyon, bu bolgeyi normal splays bolgesine ¢ok benzer ya da tamamen esdeger hale
getirerek etkisini arttirabilir. Aktive edilmis kriptik bolge, normal bolge ile cesitli
etkilesmeler yoluyla bir yarisa girer; sonugta ¢ok iyi bir sekilde korunmus olan dogru
splays bolgesinde azalan splays nedeniyle normal mRNA miktar1 da azalir. Kriptik

splays bolge mutasyonlari, siklikla beta talasemi fenotipi olustururlar (17).

RNA prosessing, ya intronlar1 ya da eksonlar1 i¢ine alan yeni splays bolgeleri
olusturan mutasyonlar nedeniyle de etkilenir. Ornegin IVS 1’in pozisyon 110’daki G-
>A substitiisyonu, beta talaseminin Akdeniz bolgesindeki en yaygin mutasyonlardan
biridir. Normal bolgede splaysin yaklasik olarak sadece %10’una izin verir. Bu nedenle
siddetli B* talasemi fenotipine neden olur. Benzer bir diger mutasyon da IVS 1’in
pozisyon 116’daki mutasyonudur. ° talasemi fenotipiyle sonuclanan bu mutasyon da

beta-globin mRNA iiretimi ¢ok az veya hi¢ yoktur (1).

Grup 3. Splays1 Etkileyen Ekzon Mutasyonlari: Genel olarak kodon olarak
kullanilan bolgedeki hastaliga neden olan mutasyonlar, proteinin aminoasit dizisinde
degisiklige neden olurken, bu bdlgenin disinda kalan mutasyonlar spesifik olarak
mRNA’da degisiklik yaratarak hastalia neden olur. Yapisal varyant HbE her iki
problemin tek bir mutasyonda olabilecegini gosterir. Hafif beta talasemiye neden olan
boyle bir mutasyon 24. kodonda bulunmustur. Ancak bu mutasyon kodlanan aminoasiti

(glisin icin GGT ve GGA kodu) degistirmez; bu bir sinonim mutasyon 6rnegidir (17).
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Anormal splays ile sonuglanan diger bir mekanizma ise ekson 1 kriptik donor
bolgesindedir. Bu bolge GT diniikleotidi igerir. Kodon 19°da A->G, kodon 26’da G->A

ve kodon 27°de G->T substitiisyonlar1 beta globin mRNA’sinin tiretimini azaltir (1).

Fonksiyonel Olmayan mRNA’lar: Bazt mRNA’lar fonksiyonel degildir. Stop
kodonlarin olusumu nedeni ile translasyonun beklenenden dnce sonlanmasina neden
olan mutasyonlar mRNA’larin fonksiyonel olarak kullanimini engeller. Iki beta talasemi
mutasyonu bu etkiyi temsil eder. Translasyondaki yetersizliklerden biri de (GIn39Stop)
nonsens bir mutasyon olusturan tek bir niikleotit degisimidir. Bir bagkasinda ise
kodlanan dizide tek bir baz ¢iftinin delesyonuyla sonuglanan bir cergeve kaymasi
mutasyonu gergeklesir. Yeni okunan c¢ercevede prematiir stop kodon normal
terminasyon sinyalinden hemen 6nce okunur. Bu durumda beta globin hi¢ yapilmadigi
icin, fonksiyonel olmayan mRNA mutasyonlarinin bu her iki tipi de f° talasemiye neden
olur. Bunun aksine proteinin karboksil ucunun yanindaki ¢er¢eve kaymasi, ¢ogunlukla
mRNA’nin normal olarak translasyonuna ya da varyant bir hemoglobine yol agan uzun

globin zincirlerinin liretimine izin verir (17).

Zincir terminasyon kodonunda bir aminoasit kodonunun degisimine neden olan
baz substitiisyonlart mRNA’nin translasyonunu onler ve [° talasemi ile sonuglanir.
Gilineydogu Asya’da yaygin olan kodon 17 ve Akdeniz Bolgesi’'nde yiiksek frekansi

olan kodon 39 mutasyonlar1 6rnek olarak gosterilebilir (1).

Beta Globin mRNA’simin S'-ucuna 7-metil guanozin ve 3'-ucuna Poli A
kuyrugunun eklenmesi ile iliskili mutasyonlar: Okaryotik RNA transkriptlerinin
mRNA olma yolundaki ilk transkripsiyon sonrasi degisiklik bu molekiillerin 5'-ucuna 7-
metil guanozin (-7mG) kep yapisinin takilmasidir. 3' ucuna eklenen poli A (goklu
adenin) uzantis1 ise -7mG yapisi takildiktan sonra eklenmektedir. Poli A uzantisinin
eklenmesi 3'-ucunda bulunan ve son derece korunmus olan AAAUAA dizisinin
varligina baglidir. Bu dizide bir mutasyon varsa Poli A kuyrugu takilamaz. Poli A
kuyrugu tasimayan mRNA ise hizla parcalanir. Asyali bir beta talasemi hastasinda
birinci niikleotidde A—C transversiyonu oldugu gosterilmistir. Sinyal dizisini
AACAA’ya doniistiiren bir mutasyon tasiyan bir baska hastada da ise normal
pozisyonda poliadenilasyonun izlendigi fakat beta globin mRNA’sinin kiigiik bir

boliimiiniin tiretildigi gdzlenmistir (17).
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B-globin geninin -101 pozisyonundaki C->T substitiisyonu tasiyan bireylerin
normal fenotipli oldugu goriilmiistiir. Sadece bilesik heterozigot olarak tasindigi
durumda siddetli hastalik formu olarak tanimlanabilir. KEP boélgesi (+1)’nde A->C
substitiisyonunun tek 6rnegi Asya Hintlerinde goriilmiistiir. Mutasyon olarak homozigot

olmasina ragmen fenotipte beta talasemi tasiyicisi olarak yansimistir (1).

2.4.1 Talasemi Fenotipli Varyant Hemoglobinler

Bugiin yaklasik 700 anormal hemoglobin tanimlanmistir (30, 33, 34). Bunlarin
335’1 B zinciri varyantidir (33, 45). Anormal hemoglobinler genellikle bolge ve etnik
gruba 6zglindiir (30).

1. HbE, sentezindeki azalmig oraniyla talasemiye neden olan bir B-globin’in
yapisal varyantidir (Glutamin26Lizin) (17, 46). Diinyada belki de en yaygin yapisal
hemoglobin anomalisi olup, Giiney Asya’da sik¢a bulunur. HbE allel sikligi, B-globin
mutantlarla olan allel iliskisi ve RNA splays iizerine etkileri gibi bircok nedenden
dolay1 6nemlidir. HbE homozigotlari, asemptomatiktir ve sadece hafif anemik olmasina
ragmen, HbE mutasyonu ve farkli beta talasemi allelleriyle birlikte olusan genetik

bilesenlerle anormal bir fenotip olusturur (17).

2. 8B talasemiler, 8B" ve 8p° talasemiler olarak simiflandirilir. SB° talasemilerde
hem &-globin ve hem de P-globin genlerinin sentezi yoktur. 8P talasemiler,
Hemoglobin Lepore olarak adlandirilir (1). Normal bir 6 zincirindeki N-terminal
kisminin a-olmayan zincir kismi ile normal bir B zincirindeki C-terminal kisminin

birlesimiyle flizyon olusumu izlenir (17).
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2.5 EPIDEMIYOLOJi

Beta talasemi en yaygin tek gen hastaliklarindan biridir (5, 30, 47). Diinya
populasyonunun yaklasik %4.5’1 hemoglobin molekiiliiniin globin zincirinde bir

mutasyon tagtyicisidir (3, 30).

Beta talasemi alfa talasemi gibi diinyada en sik goriilen bir talasemi tipidir (2, 3).
Bu talasemi Akdeniz Ulkeleri, Kuzey ve Bat1 Afrika’dan Orta Dogu ve Giiney Dogu
Asya Ulkelerini igine alan bir kusakta yayilma gosterir (sekil 2. 3) (3, 38, 44, 48).
Bugiinlerde populasyonun hizli yayilisi yliziinden Avrupa Kitasi, Kuzey ve Giiney
Amerika’ya da yayillmaya baslamistir (30). Hemoglobinopatiler 6zellikle malaryanin

endemik oldugu bolgelerde yaygindir (19, 49).

CODOMNE - 1bp W5 1-5G+C

WS 1-1G+A V311G T

WS 2-1G+A CODONS 41 - 42.4bp DEL.
VS 2-745CG CODONS 26 GAG *AAG(HDE)
CODON 39 CAG ' TAG

V5 1-6T:C

VS 1- 110G A

VS 1- 110 G A
N1 8TC ; IVS 2 - 654 CT
N 3 C & CODONS 41 - 42.4bp DEL.
e ' A CODON 17 AAG ' TAG
CODON & 2bp DEL \ N CODON 26 GAG -AAG(HBE)
\ 0 28 A G
=F N
L= =T
e W81-5G+C

20AG VS 1-5G-+C

88 C—T £19 bp DELETION s

CODON 24 T+A CODON &9 + G

POLY-A T—C WSE1-1G T

CODOMNS 41 - 42.4bp DEL.

Sekil 2.4 Beta talasemi mutasyonlarinin diinyadaki yayilis1 (1)
Beta talasemi tasiyiciligi orani Tiirkiye genelinde % 2 olmakla birlikte bu say1

Tiirkiye’nin baz1 yorelerinde % 10’a kadar ¢ikmaktadir. Akraba evliliklerinin siklig1 ve

dogum hizinin yiiksekligi, Tirkiye’de beklenenin de lizerinde beta talasemili ¢ocuk
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dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif klinikli beta talasemi intermedia ile transfiizyona
bagimli beta talasemi major arasinda seyreden cok genis bir yelpazede goriilmekle
birlikte Tiirkiye’de beta talasemi major olgular1 agir basmaktadir (8). Halen Tiirk
toplumunda 40’1 agkin mutasyon tanimlanmistir (10). Bu genis molekiiler ¢esitlilik,

hastaliga 6nlem alma stratejilerini ve programlarini 6nemli 6l¢iide zorlastirmaktadir.

Ulkemizde Cukurova, Akdeniz kiy1 seridi, Ege ve Marmara bolgelerinde
talasemi tastyicilig1 ¢ok siktir. I¢ Anadolu, Dogu ve Giineydogu Anadolu’ da yeterince
aragtirma merkezi olmadigindan bu yorelerde kesin bir rakam bilinmemektedir. Saglikli
Tiirk populasyonunda beta talasemi tagiyict sikligi % 2.1°dir. 1.300.000 tasiyict ve 4000

civarinda hasta vardir (50).

Ulkemizde 30.12.1993 tarihinde 3960 sayili Kalitsal Kan Hastaliklar: ile
Miicadele Kanunu ¢ikmistir. Bu ¢ergevede Bakanliga bagli olarak Antalya, Antakya,
Mersin ve Mugla’da 1994 yilinda talasemi merkezleri kurulmustur (50).

Saglik Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi son bes yilda Marmara,
Ege ve Akdeniz bolgelerindeki 16 merkezin yaptig1 tarama g¢aligsmalarini toplamistir.
Toplam 377.339 saglikli kisi taranmis olup, taranan kisi sayisi ile talasemi ve anormal
hemoglobin sikliginin illere gore dagilimi soyledir. Adana: %3.7 (68460), Antakya:
%4.6 (47755), Antalya: %13.1 (19594), Aydin: %5.1 (2209), Bursa: %1.7 (4040),
Denizli: %2.6 (20000), Diyarbakir: %3.6 (2830), Edirne: %6.4 (2610), Isparta: %?2.4
(6654), Istanbul: %4.5 (4944), izmir: %4.8 (97510), K.Maras: %0.7 (2398), Kirklareli:
% 3.4 (2439), Mersin: %2.3 (40977), Mugla: %4.5 (52042) ve Urfa: %6.4 (2913).
Sonug olarak, talaseminin sik gorildiigii 16 merkezde son bes yil i¢cinde 377.399

saglikli kisi taranmis olup, ortalama talasemi tasiyict sikligi %4.3 bulunmustur (50, 51).

Tiirkiye’de ¢ok sayida hemoglobin varyantinin goriilmesi, Anadolu’da yillar
boyunca ¢ok ¢esitli 1k ve kiiltiirlerin yasamasindan ve akraba evliliklerinden
kaynaklanmaktadir. Tiirkiye’de yapilan her 4 evlilikten biri akraba evliligi olup % 70’1

birinci dereceden akrabalar arasinda yapilmaktadir (50).
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Tiirkiye’de akraba evliliklerinin fazla olmasindan dolay:r evlilik 6ncesi tarama
testleri ile yeni hasta dogumunun engellenebilmesi ve koruyucu hekimligin

baslatilabilmesi amaciyla Hemoglobinopati Kontrol Programi baslatilmistir (50).

Tiirkiye’de beta talaseminin molekiiler temeli ile ilgili arastirmalar ilk kez Prof.
Dr. Muzaffer Aksoy tarafindan yapilmistir (7, 39, 41). 1971°de beta talasemi
prevalansiin %2 oldugu (Cavdar ve Arcasoy tarafindan) bildirilmistir (39, 41). 1987
den beri beta talaseminin molekiiler temeli aydinlatilmaktadir (Akar ve arkadaslari
1987; Diaz-Chico ve arkadaglar1 1988; Gilirgey ve arkadaslar1 1989; Schnee ve
arkadaslar1 1989; Aulehla-Scholz ve arkadaslar1 1990; Oner ve arkadaslar1 1990; Basak
ve arkadaslar1 1992a; Atalay ve arkadaglar1 1993; Altay ve Basak 1995; Nisli ve
arkadaglar1 1997; Tadmouri ve arkadaglar1 1998a ) (39).

Tiirkiye’de molekiiler temele dayali calismalarin baslamasi beta talasemi
arastirmalarinda biiylik ilerlemelere izin vermistir. 1987°de Akdeniz toplumlarinda
yaygin ii¢ beta talasemi mutasyonu kodon 39 (C>T) , IVS 1.6 (T>C) ve IVS 1.110
(G>A) olarak taranmis iken, Akar ve arkadaslar1 sadece sonuncusunu Tiirk hastalarinda
baskin olarak tanimlamiglardir (5, 52). Bu g¢aligmalar gostermistir ki ¢ogu diger
populasyonlarin aksine beta talasemi, Tiirk toplumunda oldukg¢a heterejendir. 40’1 askin
mutasyon da bu hastaligin klinik bulgularindaki biiyiik degiskenlikten dolay1
hesaplanmistir; bu yilizden diinyada tanimlanan her 5 mutasyondan biri Tiirkiye
populasyonunda bulunmustur. En yaygin 7 mutasyon, Tiirk populasyonunda toplam
beta talasemi alellerinin yaklasik %72’sini olusturmaktadir (/VS 1.110, IVS 1.6, IVS 2.1
kodon 8, 1VS 1.1, IVS 2.745) (5, 53).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1 Alet ve Cihazlar

—

. Kan sayim cihazi (Coulter A.T 5diff AL)
. Santrifiij (Hettich)

. Mikro santrifiij (Hettich Mikro 20)

. Etiiv (Heraeus)

. Derin dondurucu (-20°C Regal)

. Thermal cycler (Applied Biosystems 9600)
. Mikrodalga firin (Beko MD 1500)

. Jel elektroforez cihazi (Bio-Rad Power Pac Basic)

O 00 I N »n B~ W DN

. Fotograf baglantili UV transliiminat6r (Vilber Lourmat)
10. Su banyosu (Memmert)

11. Hassas terazi (Precisa XB 320M)

12. Vorteks (Niive NM 110)

13. Magnetik karistiric1 (Niive MK 390)

14. Otomatik pipet (20, 100, 200 pul) (eppendorf)

15. Orbital shaker (Gerhardt Laboshake)

3.2 Sarf Malzemeler

—_—

. Beta Globin Strip Assay Kiti (Vienna Lab)

. Amonyum Klorid MA=53.49 gr (Ambresco)

. Potasyum Hidrojen Karbonat MA=100.1 gr/mol (Merck)

. EDTA (ethilendiamintetraasetikasit) MA=292.2 gr (pH8) (Fluka)
. SDS (sodyom dodecyl sulfat) MA=288.38 gr (Ambresco)

. Amonyum Asetat MA=77.08 gr (J.T.Baker)

. Tris-aminomethan MA=121.14 gr/mol (Merck)

. Borik Asit MA=61.83 gr/mol (J.T.Baker)

. Etil alkol (J.T.Baker)

10. 2-Propanol (J.T.Baker)

O© o0 3 N N B~ W DN

11. Agaroz (Sigma)
12. Ethidium bromiir
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13. Yiikleme boyasi (Loading dye) (6X Fermentas)
14. DNA boyut marker (Biotools)

3.3 Ornek Toplama

Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Hematoloji ve Pediatrik Hematoloji

Polikliniklerine basvuran ve talasemi tanis1 almis hastalardan kan 6rnekleri alinmastir.

3.4 Yontemler

3.4.1 Hematolojik Incelemeler

Hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), eritrosit (RBC), ortalama eritrosit
hemoglobini (MCH), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) parametreleri Coulter A°.T 5 diff AL cihaz ile belirlenmistir
(24, 54).

3.4.1.1 Hemoglobin Elektroforezi

Yontem

Talasemileri teshis edebilmek amaciyla yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) teknigi kullanilmistir. HPLC’nin en 6nemli 6zelligi ayirma giicii, duyarhiligi ve
geri kazanimi yiiksek, hizli bir yontem olmasidir (55). Giivenilir, tekrarlanabilir ve hizli
olan bu yontem, hemoglobin ve globinlerin ayristirilmasi ve miktarlarinin belirlenmesi
icin kullanilmaktadir (28, 56, 57). Zayif iyon degistirici kolonlar hemoglobinlerin
analizinde (28), globin zincirleri de HPLC ile ayristirilarak hangi zincirde mutasyonun
oldugu belirlenmektedir (Sekil 2.1). Bu islem globinlerin hidrofobik o6zelliklerinden
faydalanilarak yapilmaktadir (28, 58).
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Sekil 3.1 Hemoglobin elektroforezi

3.4.2 B-Globin Geni Mutasyon Analizi

Bu calismada 41 hastanin kan ornekleri EDTA’I tiiplere alinarak asagidaki

calismalar yapilmistir.

1. Kandan DNA izolasyonu

2. Biyotin ile isaretlenmis primerler kullanilarak B-globin geninin amplifiye
edilmesi ve UV transliiminatérde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) f{iriinlerinin
gbzlenmesi

3.PZR friniiniin normal ve mutant problart tasiyan hazir membranla
hibridizasyona sokulmasi ve yikanmasi

4. Renk reaksiyonu ile goriintiileme ve degerlendirme (9).

B-globin strip testi, B-globin geninde siklikla goriilen ve Akdeniz iilkelerine 6zgii
22 mutasyonu kapsamaktadir. Bunlarin iki tanesi hemoglobin S ve hemoglobin C, 20
tanesi ise beta talasemi mutasyonudur. Membranin {ist kisminda toplam 22 mutant dizi,
alt kisminda ise 12 tane normal dizi vardir. Test seridindeki mutasyonlarin bazilari

birbirine ¢ok yakin olduklart i¢in, bunlar i¢in tek bir normal oligoniikleotid probu
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kullanilmistir. Dolayisiyla 22 mutasyon sadece 12 normal prob ile tanimlanabilmistir

(9).

3.4.2.1 Tam Kandan DNA izolasyonu

3.4.2.1.1 Ayrraglar

a. Eritrosit Lizis Cozeltisi
500 ml hazirlamak igin;
155 mM Amonyum Klorid MA=53.49 gr
10 mM Potasyum Hidrojen Karbonat MA=100.1 gr
I mM EDTA MA=292.2 gr (pHS8) (NaOH i¢inde eritilir)
Distile su ile 500 ml’ye tamamlanur.
+4°C’de saklanmalidur.
b. Lokosit Lizis Cozeltisi
500 ml hazirlamak i¢in;
10 gr SDS
25 ml EDTA MA=292.2 gr (pH=8)
Distile su ile 500 ml’ye tamamlanir.
Oda 1s1sinda saklanmalidir.
¢. 10 mM Amonyum Asetat Cozeltisi
Oda 1s1sinda saklanmalidir.
d. % 70’lik etil alkol

e. 2-Propanol

3.4.2.1.2 Yontem

e 3 ml EDTA’ I tam kan 9 ml eritrosit lizis ¢ozeltisi ile falkon tiiplerinde
karistirilarak 20 dakika oda 1sisinda bekletilir.

e 2500 rpm’de 12 dakika santrifiij yapilir. Siipernatan atilir. Lokosit pelleti iizerine
3 ml 16kosit lizis ¢ozeltisi eklenerek vortekslenir ve 2-3 giin etiivde inkiibasyona
birakilir.

e Etlivden c¢ikarilan tiiplerin iizerine 3 ml amonyum asetat eklenerek 3500 rpm’de

20 dakika santrifiij edilir.
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e Santrifiij isleminin sonrasinda siipernatan kismi yeni hazirlanan falkon tiiplerine
alinarak tizerine 3 ml 2-propanol eklenir ve falkon tiipii iki dakika alt iist edilir.

e DNA pelletinin goriilmesinden sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatan atilarak DNA c¢oktiiriiliir ve iizerine %70’lik etil alkol eklenerek
4000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilir.

e Siire sonunda siipernatan atilir ve DNA bir gece oda 1sisinda kurumaya birakilir.

e Ertesi glin DNA’nin iizerine 200 pl steril distile su eklenerek 2-3 giin +4°C’de
bekletilir. Siire sonunda DNA ependorflara alinarak kullanilmak iizere -20°C’ye

kaldirilir.

3.4.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Belirli Gen Bolgelerinin
Amplifikasyonu

Mikrotiipler i¢inde hazirlanan PZR karisimi Termal Dongli Diizenleyici

Cihazi’na (59) (Termal Cycler) yerlestirilerek amplifikasyon baglatilir.

PZR karisimi

Amplifikasyon karigimi 15 pl

Taq diliisyonu 4,8 ul
Taq polimeraz (1U/ul) 0,2 ul
Genomik DNA Sul
Toplam hacim 25ul

Termal Dongii Protokolii

Termal dongii protokoliiniin 1s1 ve siireleri

94°C 2 dakika

94°C 10 saniye
54°C 15 saniye —35 dongii
72°C 45 saniye

72°C 3 dakika
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3.4.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

1 1t 10X TBE (Tris, Borik Asit, EDTA) Buffer: 108 gr Tris
55 gr Borik Asit
0.5 M EDTA (pH=S8)

TBE’nin hazirlanisi: 108 gr tris ve 55 gr borik asit 700 pl distile su i¢inde ¢oziiliir.
Uzerine 40 ml 0.5M EDTA (pH=8) eklenir ve distile su ile 1 litreye tamamlanir.

% 2’lik agaroz jel, 100 ml 1X TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda eritildikten
sonra bir slire sogumaya birakilir. Coziinen agaroz jelin i¢ine 7ul ethidium bromid
eklenerek jel i¢cinde homojen olarak dagilmasi saglanir. Jel, elektroforez tepsisine
dokiildiikten sonra sogumaya birakilir. 1X TBE tamponu ile dolu olan elektroforez tanki
icine yerlestirilerek jel i¢ine yerlestirilmis tarak ¢ikartildiktan sonra olusan kuyulara 7ul
amplikon, 3 pl yiikkleme boyasi ile karistirilarak pipetlenir. DNA boyut marker1 da bir
baska kuyuya pipetlenerek 90 voltta 60 dakika yiritilir. 251, 596, 738 bp’lerin
gozlenmesi ile multiplex PZR kontrol edilmistir. DNA fragmentleri UV transliiminator

ile goriintiilenip fotografi ¢ekilerek degerlendirilir (Sekil 2.2).

1. Boyut marker; 2,3,4 ve 5 PZR iirtinleri
Sekil 3.2 Agaroz Jel Elektroforezi
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3.4.2.4 Hibridizasyon (45°)

12 tane normal ve 22 tane de mutant-spesifik immobilize oligoniikleotid problarini
tagityan bir test seridine amplifikasyon {irtinlerinin hibridizasyonu saglanip sonrasinda
biyotinle isaretlenen dizilerin streptavidine-alkaline fosfataz ve renk substratlar

kullanilarak belirlenmesinin ardindan sonuglar analiz edilmistir (60).

Stok Cozeltiler

Denaturasyon solusyonu (DNAT)
Hibridizasyon solusyonu

Yikama solusyonu A

Konjugat solusyonu

Yikama solusyonu B

Renk gelistirme solusyonu

e 10ul DNAT tepsiye pipetlenir.

e DNAT’m iizerine 10ul amplifikasyon {iriinii pipetlenerek 5 dakika oda 1sisinda
beklenir.

e Bu karigimm {izerine 1 ml hibridizasyon solusyonu eklenerek test stripleri
tepside ilgili bolgelere yerlestirildikten sonra 45°C’de c¢alkalamali su
banyosunda 30 dakika inkiibasyona birakilir.

e Siire sonunda hibridizasyon solusyonunun hepsi pastor pipeti ile alinarak 1ml
yikama solusyonu A birakilir ve 10 saniye ¢alkalanir.

e Daha sonra tepsideki yikama solusyonu A yenilenir ve tepsi ayni 1sida 15 dakika
su banyosuna konur. Bu islem iki defa tekrarlanir.

e Yikama solusyonu A tepsiden almir, 1 ml konjugat solusyonu eklenerek oda
1sisinda orbital shakerda 180 rpm’de 15 dakika inkiibe edilir.

e Konjugat solusyonu tepsiden alinir ve 1 ml yikama solusyonu B ile 10 saniyelik
calkalama isleminden sonra iki kez yikama solusyonu B’yi yenileyerek 5’er

dakika oda 1s1sinda orbital shakerda 180 rpm’de 15 dakika inkiibasyona birakilir.
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e Hibridizasyon, yikama solusyonu B’nin tepsiden almip 1 ml renk gelistirme
solusyonunun 15 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilmesiyle sonlanir.

Stripler distile su ile yikanarak degerlendirilmeye hazirdir.
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4. BULGULAR

Bu calismada indnii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi’'nde tedavi goren 41
hastadan alinan kan ornekleri ¢alisilmistir. Hastalarin hematolojik verileri Coulter AT
5 diff AL cihazi ile HbA, HbA,, HbF degerleri ise HPLC yontemiyle belirlenmis olup
cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1’de gozlendigi gibi 41 6rnegin ancak 32’sinde beta

talasemi mutasyonu saptanmistir.

Mutasyonlarin belirlenmesinde mutant ve normal oligoniikleotit problarinin
pozisyonlarini gosteren referans teststrip dizayni kullanilmistir (Sekil 4.1). Bu asamada
herhangi bir gen bdlgesi ile ilgili olarak yalnizca normal allel i¢in pozitiflik varsa birey
normal, yalnizca mutant allel i¢in pozitiflik varsa birey homozigot mutant ve hem
normal hem de mutant allel icin pozitiflik varsa birey heterozigot olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2).

Beta talasemi On tanisi ile refere edilen 41 olgunun 32’sinde mutasyon
belirlenmistir (%78.05). Mutasyonlar c¢esitlilik gostermektedir. Bunlar arasinda
homozigot mutasyonlar VS 1.110 [G>A] / IVS1.110 [G>A] (N=4), IVS 1.1 /1VS 1.1
(N=2) olmak iizere tanimlanmistir. Heterozigot mutasyonlar arasinda IVS 1.110 [G>A]
(N=10), IVS 2.1 (N=3), IVS 1.1 (N=2), kodon 8 (N=3), kodon 8/9 (N=3), kodon 5
(N=1), kodon 22 (N=1), kodon 39 (N=1) ve kodon 44 (N=2) belirlenmistir. 9 olgu ise
klinik olarak talasemi major veya talasemi mindr tanisi almasimna ragmen mutasyon

belirlenememistir.
Beta talasemi 6n tanili hastalarda beta globin genotipleri ¢izelge 4.2°de ve beta

globin mutasyonlarin1 homozigot ya da heterozigot olarak tasiyan olgularda allelerin

(N=32) frekansi ise ¢izelge 4.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Olgularin hematolojik bulgular1 ve mutasyon tipleri

No Yas Ad RBC Hb Het MCV MCH MCHC HbA HbA, HbF Mutasyon tipi
(10"/L) (gdL) (%) (F) (pg) (gdL) (%) (%) (%)

1 1.5 SP 5.10 11.7 36.7 71 31.8 324 7.7 1.2 90.2 IVS1.110/1VS 1.110

2 2.5 MK  3.50 10.1 306 874 288  33.0 71.7 22 26.1 IVS1.110/IVS 1.110

3 9 ED 3.75 9.8 304 815 264 320 740 3.1 23.1  IVS1.110/1VS 1.110

4 18 EK 2.89 6.0 253 727 208 28.6 714 2.6 26.0 IVS1.110/IVS 1.110

5 5 DA 3.85 9.9 31.1 808 257 318 623 1.7 36.0 IVSI1.1/1VS 1.1

6 10 SA 3.55 9.5 284 799 267 334 720 22 258 IVS1.1/IVS1.1

7 2 IKA 441 10.2 324 651 204 314 91.7 54 2.5 IVS 1.110

8 21 EA 4.98 10.5 321 63.0 205 326 93.7 52 1.0 IVS 1.110

9 21 CMK 5.98 12.3 395 660 206 312 953 44 0.3 IVS 1.110

10 25 SG 5.21 11.2 351 66.1 21.0 318 92.1 59 2.0 IVS 1.110

11 28 SG 4.58 10.8 326 624 214 316 942 38 2.0 IVS 1.110

12 30 GN 6.70 109 349 635 224 313 948 44 1.0 IVS 1.110

13 31 EA 6.18 13.8 425 688 223 324 95.1 4.1 0.8 IVS 1.110

14 37 MT 5,31 10.8 33,7 657 21.0 320 95.0 43 0.7 IVS 1.110

15 37 0G 5.15 104 328 63.8 202 308 935 5.0 1.5 IVS 1.110

16 42 iD 5.42 114 356 613 194 306 92.1 6.5 1.4 IVS 1.110

17 21 DT 4.32 10.3 316 642 213 304 93.1 4.1 2.8 IVS 2.1

18 24 PK 5.79 119 374 646 206 319 944 46 1.0 IVS 2.1

19 32 AY 5.41 11.6 354 602 20.1 304 946 45 0.9 IVS 2.1

20 25 HK 6.50 12.5 388 596 192 321 932 55 1.3 IVS 1.1

21 26 SB 4.60 9.5 30.1 621 195 315 95.0 45 0.9 IVS 1.1

22 31 MO 530 11.6 334 620 206 321 95.0 4.6 0.6 kodon 8

23 25 NA 4.80 9.6 309 621 193 313 916 39 4.5 kodon 8

24 4 RO 4.43 10.6  30.1 625 19.8 302 925 46 2.9 kodon 8

25 7 ACK 5.95 11.1 347 583 186 319 939 47 1.5 kodon 8/9

26 37 GK 4.81 10.7 344 650 203 311 947 43 1.0 kodon 8/9

27 41 SK 5.70 12.3 37.8 658 223 314 934 47 2.0 kodon 8/9

28 20 AB 6.77 129 412 60 19 339 94.7 42 1.1 kodon 44

29 32 SB 5.60 104 324 629 203 322 93.0 5.1 1.9 kodon 44

30 31 EMK 5.02 104 309 615 207 337 86.2 10.8 3.0 kodon 5

31 50 YS 5.12 11.6 345 68.0 221 305 93.0 5.0 2.0 kodon 22

32 30 iG 5.83 11.6 355 60.8 199 327 88.7 8.0 33 kodon 39

33 1.5 HD 3.10 8.8 109 81 33.0 270 0.7 6.6 92.7 NORMAL

34 39 AS 4.94 9.0 290 588 183 31.1 910 7.6 1.4 NORMAL

35 32 EO 5.81 11.8 363 626 188 326 95.8 03 39 NORMAL

36 32 FA 5.42 124 400 61.0 188 309 90.5 85 1.0 NORMAL

37 28 SA 5.30 11.1 347 619 198 319 90.7 7.2 2.1 NORMAL

38 44 NA 3.02 6.6 276 499 145 291 920 65 1.5 NORMAL

39 51 KB 431 9.9 31.8 737 231 313 97.1 1.6 1.4 NORMAL

40 46 YE 5.51 148 426 61.0 186 304 934 48 1.8 NORMAL

41 46 FT 3.80 8.7 28.0 63.1 19.7 311 948 42 1.0 NORMAL

RBC: Eritrosit, Hb: Hemoglobin, Het: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, MCH:
Ortalama eritrosit hemoglobini, MCHC: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
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Cizelge 4.2 Beta talasemi 6n tanili hastalarda beta globin genotipleri

GENOTIPLER
Allel 1 Allel 2 Hasta sayisi
IVS 1.110 (G>A) IVS 1.110 (G>A) 4
IVS 1.110 (G>A) wt 10
IVS2.1 (G>A) wt 3
IVS 1.1 (G>A) IVS 1.1 (G>A) 2
IVS1.1 (G>A) wt 2
kodon 8 (-AA) wt 3
kodon 8/9 (+G) wt 3
kodon5 (-CT) wt 1
kodon 22 (7bp del) wt 1
kodon 39 (C>T) wt 1
kodon 44 (-C) wt 2
wt wt 9
Toplam 41

wt : yabanil tip, normal allel

Cizelge 4.3 Beta globin mutasyonlarin1 homozigot ya da heterozigot olarak tasiyan
olgularda allellerin (N=32) frekans1

Mutasyon Allel sayis %
IVS1.110 (G>A) 18 28.13
IVS 2.1 (G>A) 3 4.69
IVS 1.1 (G>A) 6 9.38
kodon 8 (-AA) 3 4.69
kodon 8/9 (+G) 3 4.69
kodon5  (-CT) 1 1.56
kodon 22  (7bp del) 1 1.56
kodon 39 (C>T) 1 1.56
kodon 44 (-C) 2 3.13
wt 26 40.63
Toplam 64 100

wt.: yabanil tip, normal allel
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sequence thalassemia

alteration type
-87 6 )
-30 ™A B
M codon § -CT B°
Hemoglobin C G>A -
Hemoglobin 8§ A>T -
u codon 6 A B°
codon 8 -AA g°
codon 8/9 +G g°
T codon 22 7bp del B
codon 30 G>C
VS 1.1 G>A B°
A Iv§1.2 A B;
IVS 1.5 G>C .,
IVS 1.6 ™C B,
N VS 1.110 G>A B
IVS 1.116 G B°
IVS 1-25 25bp del B°
T codon 36/37 -T g°
codon 39 C>T [
codon 44 -C g°
VS 2.1 G>A B;
IVS 2.745 c>G B
- 87
-30
w codon 5to 9
Il. codon 22
D codon 30 to IVS 1.6
T IVS 1.110 and 1-25
Y IVS 1.116 and 1-25
P codon 36/37
E codon 39
codon 44
VS 21
VS 2.745

Sekil 4.1 Mutant ve normal oligoniikleotit problarinin pozisyonlarini gdsteren referans
membran

Cizelge 4.4 StripAssay sonuglarinin degerlendirilmesi

Wild type Mutant Genotip
pozitif negatif normal
pozitif pozitif heterozigot
negatif pozitif homozigot
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Sekil 4.2 Farkli genotiplere sahip hasta sonuglari

1.
2.
3.
4.
3.
6.
7.
8.
9.

—_— e e
W N = O

Normal

IVS 1.110 (G>A) homozigot
IVS 1.1 (G>A) homozigot
IVS1.110 (G>A) heterozigot
Kodon 8/9 (+G) heterozigot
Kodon5 (-CT) heterozigot
Kodon 44 (-C) heterozigot
IVS 1.1 (G>A)  heterozigot
Kodon 39 (C>T)  heterozigot

. Kodon 22 (7 bp del) heterozigot
. Kodon8 (-AA) heterozigot
. IVS 2.1 (G>A)  heterozigot

. Normal
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5. TARTISMA

Genetik hastaliklar icinde énemli bir yere sahip olan hemoglobinopatilerin pek
cok iilkede onemli bir saglik sorunu olusturdugu bilinmektedir. Bunlardan orak hiicre
anemisi ve beta talasemi hemoglobin hastaliklariin biiytik bir kismini olusturmaktadir
(1, 28, 29, 61). Hemoglobinopatiler 6zellikle malaryanin endemik oldugu bolgelerde
yaygindir (19, 39, 49). Malarya paraziti ile enfekte olmus eritrositler talasemi i¢in segici

avantaj saglar (19, 38). Heterozigot tasiyicilar malaryaya kars1 daha direnclidir (1, 3).

Beta talasemi, diinyada en sik gozlenen tek gen hastaligi (5) olup hemolitik
anemi ve mikrositoz ile karakterize otozomal resesif gecis gosteren bir hastaliktir (4, 5,
16, 38). Diinya populasyonunun %4.5°1 (3, 30) globin zincirinde bir mutasyon tasimakta
ve her y1l 300.000 birey homozigot olarak dogmaktadir (30).

Tiirkiye’de beta talasemi major ilk kez 1941°de iki hastada bildirilmistir. Ancak
bir saglik problemi olarak 1950’lerden sonra hekimlerin dikkatini ¢ekmistir (5, 62).
Ulkemizde beta talaseminin klinik ve hematolojik goriintiisii olduk¢a heterojendir.
Hastalarin hematolojik verileri ile beta talasemi intermedia, beta talasemi major ve

heterozigot beta talasemi olarak gruplandirilir (62).

Talasemiler arasinda en yaygin olan ise beta talasemi minor olup bu hastalar
hafif anemik bulgular vermekle birlikte hastalik belirtileri gostermezler. Ancak,
talasemi major hastalari erken yaslarda siddetli anemi, splenomegali ve tekrarlayan
enfeksiyonlarla karsi karsiyadir (3). o/non-o globin sentez oranindaki dengesizlik beta

talaseminin siddetini belirleyen 6nemli bir faktordiir (30, 32).

Talasemi tanist i¢in ilk bilgiyi, ortalama eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) ve eritrosit sayisin1 (RBC) iceren tam
kan sayimi ve kan yaymasinin mikroskobik incelemesi verir. Serum demiri ve ferritin
degerleri talasemiyi demir eksikligi anemisinden ayirir (30). Talasemi tastyicilarinda
kan degerleri genellikle normaldir. Bununla birlikte ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve
ortalama eritrosit hemoglobin degerleri azalirken hemoglobin A, seviyesi yiikselir (38).
Beta talasemi tasiyicilarinda tam kan sayimi sonuglarinda Het %36°dan biiyiik, MCV 80
fI’den ve MCHC ise 27 pg’den kiigiiktiir. Hemoglobin elektroforezi sonuglarinda ise
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HbA, degeri %3.5’tan daha biiyliktiir. HbF degeri de artis gosterir. Beta talasemi
intermedia ve major hastalarda Hct %36’dan, MCV degeri 80 fI’den, MCHC ise 27
pg’dan diisiik oldugu gozlenirken biyokimya sonuclarinda ise demir ve ferritin
degerlerinin diistiigii goriiliir (30). Calismamiza dahil edilen hastalarin tam kan sayimi

ve hemoglobin elektroforezi sonuglari yukaridaki veriler ile uyusmaktadir.

Giliniimiizde beta talaseminin genetik temeli iyi bilinmektedir. 1987 yilinda rutin
kullanima giren PZR yontemi ve DNA dizi analizi beta talasemiye yol actig1 bilinen

mutasyonlarin sayisinin artmasina neden olmustur (9, 33).

Molekiiler ¢calismalar farkli cografik bolge ve etnik gruplar arasinda beta globin
gen mutasyonlarinin farkli oldugunu gostermistir. (36, 63). Tiirkiye ii¢ kita arasinda
olup Asya ile Avrupa arasinda bir gecis yoludur (36). Ulkemizde ¢ok sayida Hb
varyantinin goriilmesi, Anadolu’da yillar boyunca ¢ok cesitli wrk ve kiiltiirlerin
yasamasindan ve akraba evliliklerinden kaynaklanmaktadir. Akraba evlilikleri nadir

goriilen otozomal ressesif gecisli hastaliklarin toplumdaki sikligini artirir (50).

Ulkemizde yaklasik %21 oraninda akraba evliligi yapilmakta olup bu oran, %46-
63’lere kadar ¢ikmaktadir. Ik kuzen evlilikleri en sik rastlanan akraba evliligidir. 1990-
1996 yillan1 arasinda yapilan bir ¢alismada, beta talasemili ¢ocuklarin ebeveynleri
arasindaki akraba evliliginin orant %35-65 arasinda oldugu saptanmistir. Asil ilging
olan, akraba evliligi yapmis eslerin %9-30’nun, iki farkli beta talasemi mutasyonunu
tagimasidir ki bu durum Tiirkiye’deki mutasyon sayisindaki c¢esitliliginin bir kanitidir
(5). Caligmamizda mutasyon belirledigimiz 32 hastanin ebeveynlerinin %16.6’s1 birinci

dereceden, %10’u ikinci dereceden akraba evliligi yaptig1 belirlenmistir.

Mortalite ve morbiditesi yiiksek olan hemoglobinopatilerin sayisinin azalmasi
icin diinyaca Onerilen en yaygin yontem prenatal tanidir. Hemoglobinopatili ¢ocuk
dogumlari, her iki esin de tasiyict oldugu ailelerin saptanmasi ve bu ¢iftlerin
hamileliklerinin erken donemlerinde prenatal tani yaptirmalart i¢in belirli merkezlere
basvurmalarinin saglanmast ile nlenebilir (64). Ulkemizde beta talasemili olarak dogan
bebek sayisinin yillik olarak 150-200 arasinda oldugu hesaplanmaktadir. Bununla
iliskili olarak her y1l yaklasik 800 gebe kadin, prenatal taniya ihtiya¢ duymaktadir (5).
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Hemoglobinopatilerde ilk prenatal tan1 1974 yilinda yapilmis ve bu hastaliklarin sik
goriildiigii iilkelerde hizla uygulamaya girmistir (64).

Tirkiye’de molekiiler temele dayali calismalarin baglamasi beta talasemi
aragtirmalarinda onemli katkilar saglamistir. Bu caligmalar ile diger populasyonlarin
aksine beta talaseminin Tiirk toplumunda oldukg¢a heterojen oldugu kanitlanmistir. Beta
talasemi tagyicilik frekansi, Dogu’dan (%3.4) Bati Anadolu’ya (%11) dogru gidildikce
artmaktadir (5).

Tiirkiye genelinde %40 olasilikla bulundugu belirtilen 7V 7.710 mutasyonunun
siklig1, Orta Anadolu’da %50’yi asarken Dogu ve Giiney Dogu Anadolu’da % 25’lere
diismektedir. Tiirkiye’nin cografi bdlgeleri, mutasyon ¢esitliligi ve sikligi agisindan
degerlendirildiginde Bati Anadolu ve Akdeniz bdlgelerinin Tiirkiye genelindeki
dagilimla uyumlu oldugu, ancak Kuzey, Dogu ve Giiney Anadolu bdlgelerinin daha az
heterojen oldugu, ama kendilerine 6zgli mutasyonlar igerdigi gorilmektedir (-30, -87,

kodon 8/9, IVS 2.745 gibi) (5, 9).

Tadmouri ve arkadaslart (36) yaptiklar1 c¢alismada Tirkiye’de en yaygin
mutasyonun VS 1.110 (G>A) oldugunu saptamislardir. Bunu sirasi ile IVS 1.6 (T>C),
kodon 8 (-AA), IVS 1.1 (G>A), IVS 2.745 (C>G), IVS 2.1 (G>A), kodon 39 (C>T), -30
(T>A), kodon 5 (-CT) mutasyonlar1 takip etmektedir. Yine ayni ¢alisma ile Dogu
Anadolu’da beta talasemi ve bazi anormal hemoglobinlerin frekans1 %7.5 olarak
belirlenmistir. Bu calismada IVS 1.110 (G>A4)’nin %27.1, IVS 1.6 (T>C)’nin %10.2,
kodon 8 (-AA)’in %8.4, IVS 1.1 (G>A)’in %5.1, IVS 2.745 (C>G)’nin %1.7, IVS 2.1
(G>A4) ve kodon 39 (C>T)’nin %3.4, -30 (T>A) nin %8.5, kodon 8/9 (+G)’in %5.1,
kodon 44 (-C), IVS 1.5 (G>C), poly A (TAA>TGA) , kodon-74/75 (-C), kodon-36/37 (-
T) ve -290 bp delesyon’nun %]1.7 ve bilinmeyen mutasyonlarin ise %15.2 oraninda
oldugunu belirtmistir. Yine Tadmouri ve arkadaglar1 yaptiklar1 diger bir calismada (65)
nadir rastlanan bir mutasyon olan kodon-36/37 (-T)’yi ilk kez bir Tiirk hastada

belirlemislerdir.

Giilesken ve arkadaslarinin (66) Akdeniz Bolgesi’nde talasemi major ve

intermedia hastalarin1 kapsayan calismalarinda %44.1 IVS 1.110 (G>A), %28.2 IVS 1.1
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(G>A4), %133 IVS 1.6 (T>C), %2.7 IVS 2.1 (G>4) ve %2.4 olsilikta kodon 39

mutasyonlarini belirlenmistir.

Cukurova Bolgesi’nde yapilan bir ¢alismada (14) ise 20 farkli beta talasemi
alleli gosterilmistir. VS 1.110 (G>A) mutasyonunun %57,3 ile en yiiksek frekansa
sahip oldugu belirtilirken IVS I-1 (G>A), kodon 39 (C>T), IVS 1.6 (T>C), kodon 8 (-
AA), -30 (T>A), IVS 2.1 (G>A), IVS 2.745 (G>C) ve kodon 5 (-CT)’ nin diger yaygin

mutasyonlar oldugu rapor edilmistir.

Keser ve arkadaslart (7), Antalya’da 918 kromozomun molekiiler analizi
sonucunda B-globin geninde, amplifiye PB-globinin sekans analizi ile 2 yeni mutasyonu
kapsayan 19 farkli mutasyonu listelemistir. Liste beta talasemi major, beta talasemi
intermedia, beta talasemi mindr, HbS veya HbS/beta talasemi mutasyonlarin
kapsamaktadir. /VS 1.110 en sik rastlanan mutasyon olarak gozlenmistir (% 38,6). Bunu
VS 1.6 (% 9,4), -30 (% 8,4) , IVS 2.1 (% 6,9), IVS 2.745 (% 5.9), kodon 44 (% 3) ve
1IVS 1.1 (%3) mutasyonlar1 izlemektedir. HbS’in B-globin mutasyonlar1 arasindaki orani
ise %14,9 “dur. Heterozigot genotipler arasinda %47,3 oran ile en yaygin genotip /VS
1.110 olarak gozlenmistir. Ayn1 ¢aligmada kodon 3 (+7) mutasyonu Tiirkiye'de ilk kez

Antalya’da tanimlanmistir.

Ince ve arkadaslar1 (4) Diyarbakir’da yaptigi bir c¢alismada ARMS
(amplifikasyon refractory mutation system) yontemini kullanarak en yaygin 8
mutasyonu belirlemislerdir. IVS 1.110 (G>A), IVS 1.1 (G>A), kodon 39 (C>T), IVS 1.6
(T>C),1VS 2.1 (G>A), IVS 2.745 (C>G), kodon 8 (-AA4) ve -30 (T>A) mutasyon veya
frameshiftleri saptamiglardir. Bu 8 mutasyon Tirkiye’de yaygin 18 beta talasemi
mutasyon arasindadir. % 27,8’lik ile 10 hastada tanimlanan VS 1.110 (G>A)
mutasyonu en yaygin mutasyon olarak bulunmustur. IVS 1.6 (T>C), kodon 8 (-AA), IVS
2.1 (G>A4) ve IVS 2.745 (C>G) mutasyonlarinin toplam frekans1 % 63,8°dir. IVS
1.1(G>A), kodon 39 (C >T) ve =30 (T >A)’un frekans1 % 8,4’ diir.

Tadmouri ve arkadaslar1 (39) Akdeniz Bolgesi’ni kapsayan g¢alismasinda; VS

1.110 (G>A4) (%56.7), kodon 8 (-AA) (%6.7), IVS 2.1 (G>A) ve kodon 5 (-CT) (%3.3)

mutasyonlarini belirlemislerdir.
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Yildiz ve arkadaglari (41) Denizli’de yaptiklar1 ¢alismada yine en siklikla
rastlanan mutasyon olarak /VS 1.110 (G>A) (%36.4)’u ve bunu takiben IVS 1.1 (G>A)
(%16.4), kodon 39 (C>T) (%9.1), kodon 8 (-AA) ve IVS 2.1 (G>A) (%3.6) ve kodon
8/9 (+G) (%]1.8) mutasyonlarini belirlemislerdir. Bu calismada kodon 5 (-CT), kodon 22
(7bp delesyon), kodon 44 (-C) mutasyonlarina rastlamamuslardir.

Oner ve arkadaslar1 (67) Van Gélii cevresinde yaptiklari calismada kodon 8/9, -
30,1VS 1.110 ve IVS 2.1 mutasyonlarini en yaygin mutasyonlar olarak belirlemislerdir.

Ghazi Omar Tadmouri ve arkadaslar1 (16) Yunanistan Xanthe’den gog¢ edip
Istanbul’ da yasayan gdo¢men bir Tiirk ailesinde ilk kez Cin IVS 2.654 (C>T)
mutasyonunu tanimlamiglardir. Ailenin 4 iiyesi de bu mutasyon i¢in heterozigottur.
Ailenin bes jenerasyon Oncesi Yunanistan orjinli oldugu saptanip, akraba evliligi veya

g6¢ kaydi bulunmamaktadir.

Basak ve arkadaglar1 (13) Tiirkiye’de ilk kez beta talasemi major bir hastada

nadir gozlenen IVS 1.130 (G>A) mutasyonunu tanimlamiglardir.

Calisma kapsamimizda bulunan 22 mutasyon [-87 (C>G), -30 (T>A), kodon5 (
-CT), hemoglobin C (HbC), hemoglobin S (HbS), kodon 6 (-A), kodon 8 (-AA), kodon
8/9 (+G), kodon 22 (7bp del), kodon 30 (G>C), IVS 1.1 (G>A),IVS 1.2 (T>A), IVS 1.5
(G>C), IVS 1.6 (T>C),1VS 1.110 (G>A),IVS 1.116 (T>G), IVS 1-25 (25bp del), kodon
36/37 (-T), kodon 39 (C>T), kodon 44(-C), IVS 2.1 (G>A), IVS 2.745 (C>G)] ¢esitli
aragtiricilar  tarafindan iilkemizde siklikla rastlandigi belirtilen mutasyonlari

icermektedir (4, 5,7, 9, 14, 36, 39, 41, 67).

Calismamizda en sik (%28.13) rastlanan mutasyon IVS 1.110 (G>A) olup bu
sonu¢ yukaridaki verileri desteklemektedir. Tiim caligmalar dikkatte alindiginda s6z
konusu mutasyonun siklig1 %27.1-56.7 arasinda degismektedir (4, 7, 36, 41, 66, 39).
VS 1.110 (G>A4) mutasyonu Akdeniz’in dogusunda baskin olan bir mutasyondur olarak
rapor edilmektedir (68). Avrupa’nin kuzeyindeki Almanya’da homozigot ve heterozigot
hastalarda yapilan bir ¢alismada da VS 1.110’un %28 olasilikta oldugu belirlenmistir
(69).
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Calismamizda %9.38 frekans ile ikinci sirada belirledigimiz mutasyon VS 1.1
(G>A) mutasyonudur. Bu mutasyon iilkemizin farkli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda;
% 5.1-28.2 arasinda belirlenmistir (4, 7, 14, 36, 41, 66). IVS 1.1 (G>A) mutasyonu
Cekoslovakya (70), Misir (71), Macaristan (72) ve Yunanistan (73)’da da cesitli

oranlarda rapor edilmektedir.

s 2.1, (G>A4) kodon 8 (-AA) ve kodon &8/9 (+G) mutasyonlarina ise
calismamizda ayni siklikta (%4.69) rastlanmistir. Bunlardan ilki olan VS 2.1 (G>A)
mutasyonunun Tiirkiye’de yapilan diger ¢aligmalarda belirlenen frekanslar1 %2.7-8.4
(4,14,41, 66) ve kodon 8 (-AA) mutasyonunun ise %5.7-8.4 arasinda (14, 36, 39)
degistigi belirtilmektedir. Kodon &8 (-A4) mutasyonunun Azerbaycan’da yliksek
frekansda bulundugu belirtilmektedir. Kodon 8/9 (+G) mutasyonu ise Cin, Hindistan ve
fran’da yayilis gdsteren bir mutasyondur (36). Akdeniz iilkelerinde nadir olmakla
birlikte Ispanya’da rastlanan en sik beta talasemi mutasyonlarindan biri oldugu

belirtilmektedir (74). Bu mutasyonun farkli arasticilar tarafindan yapilan caligmalarda

tilkemizdeki sikliginin %1.8-5.1 arasinda degistigi belirtilmektedir (36, 41).

Kodon 44 (-C) mutasyonu %3.13 oran ile iki hasta da saptadigimiz bir
mutasyondur. Bu mutasyonun iilkemizde belirlenen degerleri iki farkli calismada %3

ve %1.7°dir (7, 36).

Kodon 5 (-CT) ve Kodon 22 (7bp del) mutasyonlari ¢calismamizda birer (%1.56)
hastada tanimlanmistir. Kodon 5 mutasyonunu tasiyan heterozigot hastamizin
ebeveynlerinden biri go¢men, digeri Malatyalidir. Tadmouri ve arkadaslari Akdeniz
bolgesini kapsayan calismasinda kodon 5 (-CT)’1 %3.3 olarak belirlemislerdir (39).

Kodon 22 mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan hastamiz ise Malatyalidir.

Kodon 39 (C>T) mutasyonu %1.56 frekans ile ¢alismamizda belirledigimiz
diger bir mutasyondur. %2.4-9.1 arasinda degisen frekanslar1 saptanmistir (4, 14, 36,
41, 66). Ulkemiz genelinde ortalama %3.8 frekansda bulundugu rapor edilmistir. Bati
anadolu Bolgesi’nde daha sik gozlendigi belirtilmektedir (36). Yunanistan, Bulgaristan,
Romanya gibi Balkan iilkelerinden koken almaktadir (36). Italya’yr da icine alan

Akdeniz’in batisinda baskindir (68). Fas’da da en sik saptanan mutasyonlar arasindadir
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(75). Calismamizda kodon 39 (C>T) mutasyonunu tastyan kisi ile goriismelerimizde

Tiirkiye’nin Glineybat1 bolgesinden oldugu anlasilmistir.

-30, -87, hemoglobin S, hemoglobin C, kodon 6, kodon 30, IVS 1.5, IVS 1.6, IVS
1.116, 1VS 1-25, kodon 36/37, IVS 2.745 mutasyonlar1 taradigimiz mutasyonlar arasinda
olmasma ragmen bu mutasyonlar1 tagityan olguya rastlanmamistir. Bu mutasyonlardan
IVS 1.6 mutasyonu ise lilkemizde siklikla (%10.1) rastlanan mutasyonlardan biri olarak
belirtilmesine (36) karsin bizim c¢alisma grubumuzda rastlanmamistir. -30 ve -87
mutasyonlariin ise promotor bdlge mutasyonlart oldugu belirtilmektedir. Bunlardan
-30 mutasyonunun Akdeniz iilkelerinde nadiren gériildiigii belirtilmektedir. Ulkemizde

bu mutasyona 6zellikle Bat1 Anadolu’da rastlanmaktadir (39).

Ayrica gesitli arastiricilar (5, 9, 36) tarafindan iilkemiz i¢in degisen frekanslarda
belirtilen -290 bp delesyon, poly A (TAA>TGA), kodon -74/75 (-C), IVS 2.848 (C>A), -
101, -28, kodon 15, kodon 27, 3'UTR (-13bp), kodon 22-24 (-7bp), IVS 1.130
mutasyonlar1 bizim c¢aligma kapsamimizda bulunmamaktadir. Bu konu ile iliskili olarak
92.7 HbF ve 6.6 HbA, degerlerine sahip ve klinik olarak talasemi major tanis1 alan 33
numarali hastamiz ve talasemi mindr tanis1 almis ancak mutasyon analizi sonucunda
normal olarak belirlenen diger 8 hastamiz taradigimiz mutasyonlardan higbirini
tasimamaktadir. S6z konusu hastalar ¢alisma kapsamimiz i¢inde olmayan fakat gesitli
aragtiricilar tarafindan {ilkemiz igin refere edilen yukaridaki mutasyonlardan birini
tasiyor olabilir. Bu hastalarda yukardaki mutasyonlar1 belirlemek amaci ile ARMS
yotemi kullanilarak taranmasi veya DNA dizi analizi yapilarak olas1 farkh

mutasyonlarin belirlenmesi yararli olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Bu caligma beta talasemi mutasyonlarin1 belirlemek amaci ile Malatya’da

yapilan ilk ¢aligmadir.

e Mutasyonun belirlenmesi hastaligin tanisin1 koymada ve kesin taniy1 destekleme
noktasinda c¢ok onemlidir. Sonuglarimiza gére mutasyon cesidi bakimindan
ilimiz oldukga heterojen bir yap1 gostermekte olup 9 farkli mutasyon (/VS 1.110
(G>A),1VS 1.1 (G>A),IVS 2.1 (G>A), kodon 8 (-AA) ve kodon 8/9 (+G), kodon
44 (-C), Kodon 5 (-CT) ve kodon 22 (7bp del), kodon 39 (C>T)) belirlenmistir.

e VS 1.110 mutasyonu, iilkemizin diger bolgelerinde oldugu gibi Malatya’da da

en sik rastlanan beta talasemi mutasyonu olarak belirlenmistir.

e Mutant beta globin geni bakimindan hastalarimizin %81.25’inin heterozigot

oldugu saptanmastir.

e Genetik hastaliklarin artiginda en 6nemli etken olan ve bolgemizde de oldukga
yaygin olarak rastlanan akraba evliliklerinin riskleri konusunda toplumumuz

bilgilendirilmelidir.

e Riskli bolgelerde tarama galismalari ile hasta ve tasiyici bireyler belirlenerek bu

bireylere genetik danigsmanlik hizmeti sunulmalidir.

e Hasta sayist ve tasiyict sikligin1 kapsayan ve tim Tirkiye’yi igine alan bir
talasemi haritas1 olusturularak korunma ve kontroliin saglanmasi i¢in referans

merkezler yayginlastirilmalidir.

e Ulkemizde prenatal taninin tam yerlesmesi ve agir klinik seyirli bebeklerin
dogumunun Onlenmesi i¢in evlilik Oncesi hematolojik degerlendirmelerin
ardindan olas bireylerde mutasyon analizi yapilmalidir. Ozellikle her iki esin
tastyict oldugunun saptanmasi durumunda c¢ifte prenatal taninin Onemi

anlatilarak, mutlaka prenatal taniya yonlendirilmelidir.
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7. OZET

Beta talasemi, 6zellikle Akdeniz iilkelerinde ve Tiirkiye’de goriilen, mikrositoz
ve hemolitik anemi tablosu ortaya koyan en yaygin kalitsal bozuklardan bir tanesidir.
Calismamizda beta talasemi tanisi ile refere edilen 41 olgunun beta globin geninde en
yaygin gen mutasyonlart (-87 (C>G), -30 (T>A), kodon 5 (-CT), hemoglobin C (HbC),
hemoglobin S (HbS), kodon 6 (-A), kodon 8 (-AA), kodon 8/9 (+G), kodon 22 (7bp
del), kodon 30 (G>C), IVS 1.1 (G>A), IVS 1.2 (T>A), IVS 1.5 (G>C), IVS 1.6 (T>C),
WS 1.110 (G>A), IVS 1.116 (T>G), 1VS 1-25 (25bp del), kodon 36/37 (-T), kodon 39 (
C>T), kodon 44 (-C), IVS 2.1 (G>A), IVS 2.745 (C>G)) arastirilmistir. Caligilan
olgularn 32 (%78.05)’sinde beta globin geni mutasyonlar1 gdzlenmistir. Bunlar
arasinda 6 hastanin beta globin geni mutasyonlari bakimindan homozigot oldugu
belirlenirken; 26 hastanin ise test edilen mutasyonlardan yalnizca birini tagidigi
bulunmustur. Caligmamizin sonuglarina gore; IVS 1.110 (G>A) mutasyonu, Tiirkiye’nin
diger bolgelerinde oldugu gibi en yaygin mutasyon olarak belirlenmistir. Homozigot
veya heterozigot hastalarda IVS 1.110 (G>A), IVS 1.1(G>A), IVS 2.1(G>A), kodon 8(-
AA)ve kodon 8/9 (+G) mutasyonlarinin allel frekanslari sirast ile %28.13, %9.38 ve
%4.64’diir. Kodon 44(-C) mutasyonu %3.13 olarak belirlenirken kodon 5 (-CT), kodon
22 (7bp del) ve kodon 44 (-C) mutasyonlari nadir rastlanan mutasyonlar olarak

tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Beta talasemi, mutasyon, globin geni, molekiiler analiz, PZR
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8. SUMMARY

Beta thalassemia is one of the most common genetic disorders in Turkey as well
as in several other Mediterranean countries presenting microcytosis and hemolytic
anemia. In this study, the most prevalent beta globin gene mutations (-87 (C>G), -30
(T>A), codon 5 (-CT), hemoglobin C (HbC), hemoglobin S (HbS), codon 6 (-4), codon
8 (-AA4), codon 8/9 (+G), codon 22 (7bp del), codon 30 (G>C), IVS 1.1 (G>A), IVS
1.2(T>A), IVS 1.5 (G>C), IVS 1.6 (T>C), IVS 1.110 (G>A), IVS 1.116 (T>G ), IVS I-
25 (25bp del), codon 36/37 (-T), codon 39 (C>T), codon 44 (-C), IVS 2.1 (G>A), IVS
2.745 (C>G)) were analyzed for 41 cases referred to our department with the diagnosis
of beta thalassemia. Of these cases, 32 (78.05%) were identified with an beta globin
gene mutation. Among those, 6 patients were found to be homozygote for beta globin
gene mutations; 26 patients were heterozygous. According to our results; the VS 1.110
(G>4) is the most frequent mutation type in our province the same as other
geographical regions of Turkey. The most frequent mutations in heterozygous or
homozygous patients were IVS 1.110 (G>A), IVS 1.1 (G>A), IVS 2.1(G>A), codon 8(-
AA) and codon 8/9 (+G), comprising 28.13%, 9.38% and 4.64% of the alleles,
respectively. The codon 44 (-C) mutation accounted for 3.13% of the alleles only and
codon 5 (-CT), codon 22 (7bp del) and codon 39(C>T) mutations were rarely

determined.

Key Words: Beta thalassemia, mutation, globin gene, molecular analysis, PCR
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