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KAHRAMANMARAS ILINDE ALFA TALASEMI GENOTIPLERI
Yiiksek Lisans Tezi

Perihan SUMER
OZET

Alfa talasemi alfa globin zincirlerinin sentezindeki azalma veya hig
sentezlenememesinden kaynaklanan yaygin bir genetik hastaliktir. Alfa talasemi alfa globin
gen zincirinde meydana gelen delesyonlardan kaynaklanmaktadir. Alfa talasemiyi belirleyici
delesyonlar ayn1 kromozom iizerinde bir (a-tal-2: -o/aa) veya iki (o-tal-1: --/ao) alfa globin
genini kapsar. Non delesyonel alfa talasemi genel olarak alfa 2 (a"o/aa) geninde veya nadiren

alfa 1 (oo"/oo) geninde meydana gelen nokta mutasyonlari sonucunda olusur.

Uc a-gene (-o/aa) sahip bir kisi de anemi goriilmezken iki fonksiyonel o-gene (--/aor)
sahip heterozigot bir kisi de hafif hipokrom mikrositer anemi goriiliir. o-tal-1 ve o-tal-2
belirleyicilerinin kombinasyonlarina (--/- o) HbH’e neden oldugu gosterilmistir. Tek bir alfa
globin geni (--/-a) olan bir hasta da kronik hemolitik anemi ile HbH hastaligi gorilmiistiir.
Tiirkiye’de alfa globin gen kiimesinde bes farkli gen delesyonu [a-tal-1 (-17.4kb, -26.5kb, -
20.5kb) ve o-tal-2 (-3.7kb, -4.2kb)] bildirilmistir.

Bu ¢alismada yiiz kan 6rnegi toplandi. Hematolojik veriler coulter cihazi ile 6lgiildi.
Hb varyantlar1 HPLC ile belirlendi. iki bireyin beta talasemi tasiyicist oldugu belirlendi.
Dokuz ornekte demir eksikligi anemisi veya alfa talasemi tasiyicist olabilece8i goriildii.
Genomik DNA izole edildi ve gap PCR ile yaygin gen delesyonlari tarandi. Orneklerimiz de
20.5 kb’lik (o-tal-1) ve 3.7 kb’lik (o-tal-2) iki farkli gen delesyonu goriildii.
Kahramanmaras’ta alfa ve beta talasemi tasiyiciligt ve gen delesyon dagilimi insidansi

belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Hemoglobinopati, Alfa talasemi, PCR
Sayfa Adedi: 82

Damisman: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS



ALPHA THALASSEMIA GENOTYPES IN KAHRAMANMARAS
Master Thesis

Perihan SUMER

ABSTRACT

Alpha thalassemia is a common genetic disorder that is characterized by deficient or
absent synthesis of a-globin chains. Alpha thalassemia usually result from deletions involving
the o-globin genes, less commonly they are due to point mutations. Most a-thalassemia
determinants are deletions involving one (a-thal-2: -a/aa) or both (a-thal-1: --/aa) a-globin
genes on the same chromosome. Nondeletional a-thal results from point mutations involving

the predominantly expressed o, gene (o' o/at) or rarely the al gene (a0 /o).

A person with three a-genes (-o/ac) is not anemic but a heterozygote who inherits two
functional a-genes (--/aa) has mild hypochromic microcytic anemia. Combinations of a-thal-
1 and o-thal-2 determinants (--/-a) cause HbH. A patient who inherited a single a-globin gene
(--/-a) has HbH disease with a chronic hemolytic anemia. Five different gene deletions [a-
thal-1 (-17.4kb, -26.5kb, -20.5kb) and o-thal-2 (-3.7kb, -4.2kb)] on the alpha globin gene

cluster were reported in Turkey.

In this study, one hundred blood samples were collected. Hemalotogical parameters
were obtained by cell counter. Hb variants were detected by HPLC. Two samples were
detected as beta thalassemia trait and nine were alpha thalassemia trait or iron deficiency
anemia. Genomic DNA was isoleted and common gene deletions were screened by gap PCR.
Two different gene deletion 20.5 kb (a-thal-1) and 3.7 kb (a-thal-2) were seen in our samples.
Incidence of alpha and beta thalassemia trait and distribution of gene deletions were detected

in Kahramanmaras.
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1. GIRIS VE AMAC

Genetik olarak hemoglobin sentezindeki bir bozukluk nedeni ile ortaya ¢ikan anormal
hemoglobinler ve talasemiler diinyada en yaygin goriilen otozomal resesif gecis gosteren kan
hastaliklaridir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yayinlarma gore, diinyada talasemi ve anormal
hemoglobin siklig1 %5°dir ve yaklasik 266 milyon tasiyicit vardir. Her yil yaklasik 365.000
hasta ¢ocuk diinyaya gelmektedir (1,2,4).

Talasemi sendromlar1 olduk¢a genis bir genetik bozukluk nedeniyle ortaya
¢ikmaktadir. Sentezi bozulan globin zincirine gore a, B, 6, v, of, €ydp talasemiler olarak
adlandirtlirlar. En sik goriilen tipleri a ve B talasemilerdir. o talasemi daha ¢ok Uzak Dogu’da
goriilirken, B talasemi Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de yaygindir. Giiniimiizde  talasemiye
neden olan molekiiler bozukluklar oldukea iyi bir sekilde incelenmistir. Molekiiler ¢aligmalar
ile 200’den fazla B talasemiye neden olan mutasyon belirlenmistir. Bunlarin ¢ogunu nokta
mutasyonlar1 daha az bir kismini delesyonel mutasyonlar olusturmaktadir. Nokta
mutasyonlart RNA transkripsiyonunun baslamasini, RNA islemlenmesini ve stabilitesini
onleyerek normal globin sentezini 6nler. Buna karsin ¢erceve kaymasi ve zincir mutasyonlari

translasyonu bloke ederler (3,4).

Ulkemizde ilk tarama ¢alismasi Cavdar ve Arcasoy tarafindan yapilmis olup Tiirkiye
insidansinin % 2,1 oldugu bildirilmistir. Ancak bu oran bolgelere gore degismektedir. T.C.
Saghik Bakanligi’'nin kayitlarina gore Tiirkiye’de yaklasik 4000 talasemi hastasi
bulunmaktadir (2,4).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda 30°dan fazla talasemi mutasyon tipi bulunmustur. En
yaygin bes B talasemi mutasyonu sirasiyla IVSI-110 (%40), IVSI-6 (%10), 1VSII-1 (%8),
IVSII-745 (%6) ve IVSI-1 (%5)’dir. Bu mutasyonlarin gériilme sikliklar1 bolgeler arasinda
farklilik gdstermektedir. Ornegin; Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B talasemi mutasyonu IVS
[-110°un %40 olan sikligi, Orta Anadolu’da % 50’yi asmakta, Dogu ve Giineydogu
Anadolu’da %25’lere diismektedir. Bu yiizden farkli bolgelerde genis kapsamli ¢alismalar
yapilarak Tiirkiye’nin talasemi mutasyonlar1 agisindan tam bir haritasinin ¢ikarilmasi

gerekmektedir. Sekil 1.1°de Tiirkiye’deki vaka sayisina gore talaseminin illere gore dagilimi



goriilmektedir. Ayrica dogum Oncesi tan1 ¢alismalarina da yardimer olmak amaciyla mutasyon

tiplendirmesi yapilmalidir (2,4).

Tiirkiye’de yapilan tarama calismalari ve buna ek olarak kayitli hasta sayisi dikkate

alindiginda talasemi ve anormal hemoglobinlerin ulusal bir saglik sorunu oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada, Kahramanmaras ilinde anormal hemoglobin ve talasemi mutasyon tipleri

molekiiler diizeyde arastirilarak tilkemizin talasemi haritasinin olusturulmasina veri saglanacaktir.

50-100 [
1-10 ] 100-200 [l
10-50 [] 200 ve izeri [l

Sekil 1. Tiirkiyenin talasemi haritasi



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemoglobin Molekiiliiniin Tarihcesi

William Harvey’in kan dolagimi iizerine yaptigi calismalar: takiben Robert Boyle ve
Richard Lower vendz kanin pulmoner dolasimda oksijenlendigini ileri siirmislerdir. 1862
yilinda Hoppe ve Seyler ilk kez ‘Hemoglobin’ ifadesini kullanarak yapinin oksijen tasiyan
pigment oldugunu tanimlamislardir. 1912 yilinda Kuster tarafindan hemoglobinin yapisinda
yer alan hem halkas: calisilmis ancak 19501 yillara gelene kadar tam olarak hemoglobinin
yapisi anlagilamamistir. Bu yillarda Sanger’in proteinler iizerine yaptigi ¢aligmalar sonucu
hemoglobin molekiiliiniin yapis1 anlasilmaya baslanmistir. Pauling, Schroeder, Rhinesmith ve
Ingram tarafindan yapilan arastirmalar sonucunda hemoglobin molekiiliniin iki a ve iki
globin zincirinden olusan tetramer yapida bir protein oldugu one siiriilmiistiir. Bu donemde
Perutz ve galisma arkadaslari tarafindan X-ray analizi sonucunda hemoglobinin ii¢ boyutlu
yapisi ¢oziimlenmistir. 1960’li yillarin baslarinda ise hemoglobin molekiiliiniin islevi Bohr ve

Krogh tarafindan agiklanmastir (5).

2.1.1. Hemoglobin molekiiliiniin yapisi

Eritrositlerde bulunan hemoglobin (Hb) molekiilii, 64.5 kDa agirliginda, maksimum
¢ap1 6.4 nm olan tetramerik proteindir (6,7). Hemoglobin molekiiliiniin %96’s1 4 adet globin

zincirinden, geri kalani bu globin zincirlerine bagli hem’lerden olustugu Sekil 2’de

gosterilmistir (8).

Hemoglobin yapisinda bulunan globin zincirlerinin amino asitlerinin cins, say1 ve
siras1 degisken iken; hem grubu aymidir. Saglikl yetiskin bireyde hemoglobin A (Hb A) %95-
97, hemoglobin A, (Hb Az) %2-3 ve hemoglobin F (Hb F) ise % 1’in altindadir (9). Hb A, iki
a-globin zinciri ve iki B-globin zincirinden meydana gelmistir. a-globin zinciri, 141 amino
asit; B-globin zinciri de 146 amino asit igerir. Hb Ay, iki a-globin zinciri ve iki 3-globin

zincirinden olugmaktadir, 3-globin zinciri 146 amino asit igerir. Hb F ise iki a-globin zinciri



ve iki y-globin zincirinden meydana gelir, y-globin zinciri 146 amino asit igermektedir

(5,10,11).

Hem Grubu

Sekil 2. Hemoglobin molekiiliiniin yapisi

Embriyonik hayatin erken evresinde, yolk kesesinde Hb Gover 1 ({z¢e2), Hb Gover 2

(azep) ile Hb Portland ({y2) iiretilir. Gebeligin yaklasik 8. haftasinda fetal karacigerde,

predominant olarak HbF (ayy2) ve az miktarda (<%10) Hb A sentezi yapilmaktadir. Gebeligin

18. haftasindan doguma kadar gegen siirede kirmizi hiicre lretimi yavas yavas fetal

karacigerden kemik iligine gegmektedir (8,12) (Tablo 1).

Tablo 1. Embriyonik, fetal ve eriskin donemde sentezlenen insan hemoglobinleri

Hb ADI FORMULTU SENTEZLENDIGI DONEM
Hb Gower I L8
Hb Gower II 33 Embriyo
Hb Portland I &
HbA afs
Fetiis

HbF 07
Hb A a:p:

Yetiskin
Hb A: {.!:6:

Dogumdan sonra Hb F miktar1 azalirken Hb A diretiminin

gosterilmistir.

artist  Sekil 3’de



E mbriyonik
yumurta
kesesi Fetal kawciﬁer‘g Yetigkin kemik iligi

r

% Total Globin Zincir Sentezi

6 12 18 24 30 B A 6 12 18 24 30 W &2
Gestasyonal yas (hafta) Postnatal yas (hafta)

DoGum

Sekil 3. insan globin zincirlerinin sentez zamani

2.1.1.1. Hem’in Yyapisi

Hemoglobin molekiilii 4 hem halkas1 ve 4 globin zinciri icerir. Hem grubu, 4 pirol
halkasindan meydana gelen protoporfirin IX halkasi ve bir demir atomundan olustugu Sekil

4’de goriilmektedir.

Sekil 4. Hem’in yapis1
5



Hem vyapisindaki +2 degerlikli demir atomlari (Fe*?) oksijenin (O,) dokulara
taginmasini saglar. Demir, hem molekiiliiniin merkezindeki 4 adet azot atomuna (N); diger iki
bag: ise porfirin halkasinin globin zinciri ile yapar. Hemoglobinde bu pozisyonlardan biri
globin molekiilindeki histidine digeri oksijene baglanir. Tim hemoglobinlerde hem

halkasinin yapist Sekil 5’de belirtilmistir (8,10).

‘00C ~CH; ~ CH; J CH; ~ CH; ~ COO"
theln

Sekil 5. Hem halkasinin oksijene ve histidine baglanmasi

Hem’in konjuge ¢ift baglardan olusan yogun ag yapisi, goriiniir spektrumun alt
ucundaki 1sinlart yutarak molekiile koyu kirmizi renk verir. Tetrapiroller diizlemsel halka
icinde 4 metenil kopriileri ile birbirine baglanir. Hem halkasinin yan zincirleri M (Metil), V
(Vinil), M, V, M, Pr (Propiyonat), Pr, M seklinde siralanir (10).

2.1.1.2. Globin zincir gen vyapisi

1950’li yillarin sonunda yapilan aragtirmalar o ve B globin zincirlerinin farklh
kromozomlardan sentezlendigini ortaya koymustur (13). Normal insan hemoglobinleri;

gelisim siiresince birbirinden farkli a, B, v, 6, €, { globin zincirlerinden olusur (5,14). Bu

6



globin zincirleri ise; a-globin gen kiimesi ve B-globin gen kiimeleri tarafindan sentez edilirler

(7,14).

2.1.1.2.1. a-Benzer globin gen kiimesi

Insan a-benzer globin gen kiimesi, 16. kromozomun kisa kolunun 13.3 lokusunda
yaklasik 80 kb’lik yer isgal eder (15,16). Ug ekzon ve iki intron bdlgesinden olusan a- globin
geni 141 amino asiti kodlamaktadir (7,14,17,18). a- geninin ekzon 1’inde ilk 31 aminoasit,
ekzon 2’de (32-99) 68 aminoasit ve ekzon 3’de (100—141) 42 aminoasit kodlanmaktadir. a-
globin gen kiimesi ve bu bdlgeleri sentezleyen DNA pargasi; 5 Alu tekrar ailesi, CpG
bolgeleri ve G-C’den zengin bdlgeler icermektedir (13,17).

a-globin gen kiimesi, iki alfa genini (a3 ve o), bir embriyonik alfa benzeri genini (32),
ti¢ pseudo genini y(,yao(w),way ve bir de teta genini (0) igerir (13). 5” ugtan baslayarak 3’
ucuna dogru bu genler {, w&,wl(p), you, az, o1 ve 0 seklinde siralandigr Sekil 6°da
gosterilmistir (5).

p13.3
Chromosome 16

a~like globin genes

G2 wllph wyo o2ol 6
TEL CEN

Sekil 6. Alfa benzer globin gen kiimesi

a- lokusunda bulunan a, ve aq genleri yapisal olarak benzer protein {iirlinli vermekte
olup sadece kodlanmayan (UTR) 5' ve 3' bolgelerinde dizi farki bulunmaktadir. Alfa benzeri
gen grubunda yer alan pseudo genlerin (WC, Wa,, Way) islevleri tam olarak bilinmediginden
evrimsel kalintilar oldugu diistiniilmektedir. Teta (01) geninin korunmus yapisi ve inaktive
edici higbir mutasyonu tasimamasi islevsel olabilecegini diisiindiirmekte ancak bugiine kadar

genin protein iiriinii bulunamamistir (12).



a- globin gen kiimesinin sentezi upstream diizenleyici elementler (0—~URE) ile
diizenlenir. a- benzer globin gen kiimesinin ekspresyonu 5 farkli DNAaz I HS (hipersensitif)
dizileri tarafindan kontrol edilmektedir. Bu diziler HS4, HS8, HS10, HS33 ve HS40 olup;
Sekil 7°de gosterilen a- globin gen kiimesinin upstream bolgesinde lokalize olmuslardir. a-
benzer globin gen kiimesinin asir1 ekspresyonu durumunda DNAaz I hipersensitif bolgeler,

sentezi kontrol altina almaktadirlar (15,16).

HS40 HS33 HS10HSS HS4 { wlya2 yal a2 al 0

v ¥ ¥ ¥ = 00 om o,

Sekil 7. Alfa benzer globin gen kiimesinin sentezini diizenleyen hipersensitif bolgeler

2.1.1.2.1. B-Benzer globin gen kiimesi

Insanlarda B-benzer globin gen kiimesi 11. kromozomun kisa kolunda 70 kb’dan daha
biiyiik alanda yerlesiktir (15,19). U¢ ekzon ve iki intron iceren B-geni 146 amino asit
kodlamaktadir (7,14,17,18). B-geninin ekson 1’inde ilk 30 aminoasit, ekson 2’de ise 74 (31—
104) amino asiti ve ekson 3’de 42 aminoasit (105-146) kodlanmaktadir. B-globin gen kiimesi
8 Alu tekrar ailesi igermektedir. Ancak CpG bolgeleri igermemektedir (14). B-benzer globin
genler; 5' - € - Gy-Ay — W1 - 6 - § -3' ucuna dogru siralanmasi Sekil 8’de gosterilmistir.

p15.5/15.4

B-like globin genes

€ Gy Ay yBl & B

Sekil 8. Beta benzer globin gen kiimesi

B-lokusu iizerinde bulunan Ay ile Gy genleri yapisal olarak benzer protein Uriinii

vermektedir. Gy -globin zincirinde 136. amino asit Glisin, Ay globin zincirinde ise ayni



pozisyonda Alanin amino asiti bulunmaktadir. Beta gen grubunda yer alan WP’ nin bilinen

islevi bulunmamaktadir (12).

B-benzer globin gen kiimesinin transkripsiyonel diizenleme boélgesi olan LCR (Locus
Control Region) yaklasik 20 kb uzunlugunda, € geninin 6-18 kb Oniinde yer alir.
LCR’de transkripsiyonel diizenlemeyi yapan 5 farkli HS dizisi bulunmaktadir. Bu diziler
HS1, HS2, HS3, HS4 ve HS5’ten olustugu Sekil 9’da gosterilmekte ve bu dizilerden her biri,

transkripsiyonu aktiflestirmede ya da baskilamada gorev almaktadirlar (19).

HS5 HS4 HS3 HS2 HSI

vy & Saws b

Sekil 9. Beta benzer globin gen kiimesinin sentezini diizenleyen hipersensitif bolgeler

2.2. Hemoglobin Molekiiliiniin Kalitsal Bozukluklar

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirlerindeki degisikliklerin
timii hemoglobinopatileri meydana getirmektedir (20). Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda
meydana gelen anomali ii¢ ana gruba ayrilmaktadir. Bunlar; globin zincirlerinin yapisal
degisimleri sonucu olusan anormal hemoglobinler, yapisal olarak normal globinlerin yetersiz
sentezi, ya da hig¢ sentezlenememesi sonucu olusan talasemiler ve fetal hemoglobin sentezinin
eriskin donemde devam etmesi sonucunda olugsan “Hereditary Persistance of Fetal

Hemoglobin (HPFH)” olarak siniflandirilmis ve Tablo 2 ‘de gosterilmistir (5,21,22).

Tablo 2. Hemoglobin molekiiliiniin kalitsal bozukluklarinin siniflandirilmas:

Anormal Hemoglobinler Talasemiler HPFH
o — Zmciri o - Talasemi Delesyonel
p—Zmein p - Talasemu Nondelesyonel
1 — Zineiri 6P - Talasemi B — gen kiimesine bagh
& — Zinciri 76f -Talasemi f — gen kimesine bagh
Fiizyon Zmeirlen (8. B, yf) | v - Talasemn olmayan
i - Talasemi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) arastirmalarina gére diinyada hemoglobinopati tasiyic
sikligr %5.1°dir (23). Her y1l yaklasik 365.000 hasta ¢ocugun diinyaya geldigi bilinmektedir



(4). Giiniimiize kadar toplam hemoglobin varyantlarinin ve talasemilerin sayis1 1382°dir. Bu
kalitsal bozukluklar siklikla Akdeniz, Afrika ve Asya kitalarinda goriilmekte, ancak goclerle
Amerika, Avrupa ve Avusturalya kitalarina da yayildig: Sekil 10°da gosterilmistir (23-26).
Tiirkiye’de ilk hemoglobinopati ¢alismalari Muzaffer Aksoy tarafindan yapilmaya
baslanmastir (2).

Sekil 10. Hemoglobin varyantlarinin ve talasemilerin diinya iizerindeki yayilimi

2.2.1. Anormal hemoglobinler

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirleri {izerindeki aminoasit
degisikligi sonucu meydana gelmektedir. Hemoglobin molekiiliiniin polipeptit zincirlerini
kodlayan genlerin ekzon bolgelerindeki veya bunun digindaki bolgelerde meydana gelen
nokta mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlar ¢esitli hemoglobin varyantlarinin olusumuna
yol agmaktadir (4,6,23).

Anormal hemoglobinlerin ¢ogu nokta mutasyonu sonucunda olusmaktadir. Bu
mutasyonlar polipeptid zincirinde bir veya daha fazla aminoasit degisimine neden olmaktadir.
Delesyonlar polipeptid zincirinin kisalmasina, insersiyonlar ise uzamasina yol agmaktadir.
Homolog olmayan crossing-over sonucu olusan bazi varyantlar ise normal uzunlukta hibrit

polipeptid zincirleri icermektedirler (23,25,27-29).

Diinyada bilinen anormal hemoglobin sayist 1037°dir. Tiirkiye’de ve diinyada en

yaygin olarak gozlemlenen anormal hemoglobinler Hb S, Hb D, Hb E ve Hb C’dir. Bugiine
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kadar Tirkiye genelinde belirlenen o globin zincirinden kaynakli anormal hemoglobinler
Tablo 3’te verilmistir (30,31).

Tablo 3. Tiirkiye’de belirlenen alfa globin zincirinden kaynakli anormal hemoglobinler

Mutasyonun Ad Mutasyon Tipi

Hb — O — Padova™"" o-30 (B11) Glu—=>Lys (GAG—>AAG)
Hb — Hasharon™-"* a-47 (CES) Asp—>His (GAC—>CAC)
Hb — Montgomery™-* - 48 (CE6) Leu—Arg (CTG=CGG)
Hb — Adana™ ™5 a- 39 (E8) Gly—>Asp (GGC—=>GAC)
Hb — J — Anatolia™™ a- 61 (E10) Lys»Thr (AAG—>ACG)
Hb - Ube -277F o- 68 (E17) Asn—>Asp (AAC>GAC)
Hb - Q — Iran™ "™ a- 73 (EF4) Asp—His (GAC—»CAC)
Hb — Moabit™* o- 86 (F7) Leu—»Arg (CTG>CGG)
Hb- M-Twate™™ o- 87 (F8) Hizs—»Tyr (CAC—>TAC)
Hb—Capa—— a- 94 (G1) Asp—=>Gly (GAC>GGO)
Hb — Georgia™ a- 93 (G2} Pro—»Len (CCG—=CTG)
Hb — Strumica™™ o- 112 (G19) His—=>Arg (CAC—>CGC)
Hb — J — Meerut™"" a- 120 (H3) Ala—=Glu (GCG—>GAG)
Hb Setif "™ a- 94 (G1) Asp—=Tyr (GAC—=TAC)
Hb Bronova o 103 His 2Leu (CAC—>TAC)

Hb —I- Pans I o 2{A10) Ala—=>Asp p2 (C=>A)

Hb Constant Spn'ugﬁ‘w a- 142 (H19% +31 uzams zincir)

Hb Capa ve Hb Adana ilk kez Tiirk toplumunda saptanan anormal hemoglobinlerdir
(4,6,12,32). Alfa globin zincirinden kaynakli anormal hemoglobinlerden Hb Adana, Hb
Hasharon, Hb Moabit, Hb Capa ve Hb Constant Spring unstabil hemoglobinlerdir (12).

Hb Adana varyant: [o- 59 (E8) Gly=>Asp (GGC->GAC)] a’-talasemi ile birlikte tespit
edilmistir ve bu hastada Hb Barts, HbA’dan sonra ikinci majér hemoglobin olarak
bulunmustur (6,12,33).

Hb Ube-2 0-68 (E17) Asn>Asp (AAC->GAC) hizli hareket eden hemoglobin
varyant: olup ilk kez Japon irkinda gosterilmistir. Bilginer ve arkadaslar: tarafindan 1984
yilinda bir Tiirk ailesinde belirlenmistir (34). Bu mutasyonun sadece Japon ve Tiirk irklarinda

goriilmesi populasyon genetigi agisindan 6nemlidir (2).
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Dingol ve arkadaslari bir Tiirk olguda Hb J-Meerut [a-120(H3) Ala—>Glu
(GCG>GAG)] mutasyonu oldugunu gostermislerdir. Hb J-Meerut’de, oksijen afinitesinde
hafif artis, arteriyel kanda diisik P50 degerleri ve kirmizi kan hiicre sayisinda hafif bir artis
oldugu bildirilmistir (32,35).

Hb Q- Iran [a- 75 (EF4) Asp>His (GAC>CAC)] ilk kez Iran’da bulunduktan sonra
Aksoy tarafindan Tiirkiye’de de bu varyantin oldugu gésterilmistir. Ozdag ve arkadaslar:
tarafindan yapilan calismada ilk kez homozigot Hb Q- Iran [0-75 (EF4) Asp->His]
gOsterilmistir (36,37).

2.2.2. Talasemiler

Talasemi; hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirlerinden birisinin
veya birden fazlasinin sentezindeki azalma veya tamamen yoklugu ile karakterize olan
genetiksel kan hastaligidir (6,21,38,39).

Talasemi ilk defa 1925°de Thomas Cooley tarafindan tarif edilmistir. Daha sonra bu
herediter hemolitik anemiye Van Jaksch anemisi, splenik anemi, eritroblastozis ve Akdeniz
anemisi gibi adlar verilmistir. George Whipple ve Lesley Bradford inceledikleri olgularin
Akdeniz civar iilkelerden gelmesinden dolayr bu hastaliga Yunanca deniz anlamina gelen
“Thalassemia” adim vermigslerdir. Daha sonra bu hastaligin yalmz Akdeniz iilkeleri

toplumlarinda olmadig: diger toplumlarda da bulundugu saptanmustir (2).

Talasemiler, otozomal mutant genler sonucu olusur. Diinyada en sik goriilen genetik
hastaliktir. Ozellikle Akdeniz, Orta Asya, Afrika’nin bazi boliimleri Hindistan ve Asya’y
icine alan kusakta yiiksek siklikla gozlenmektedir. Azalmis veya sentezlenemeyen globin
zincirine goére siniflandirihir (21,38,39). En iyi tamimlanan tipleri o, B, v, 8, 6p ve &ydp
talasemilerdir (40). Tiirk toplumunda talasemiye ait ilk molekiiler ¢alismalar 1987 yilinda

Akar ve arkadaslar: tarafindan yapilmistir (41).

2.2.2.1. B -Talasemi

B-talasemi; hemoglobin molekiiliinde yer alan  — globin zincirinin sentezinin azalmasi

ve buna bagl olarak da o — globin zincirinin sentezinin artmas: sonucu karakterize edilen bir
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hastaliktir. B zincir eksikligi sonucu artan a zinciri hemoglobin molekiiliiniin tetramer yapiSini
olusturamaz ve kemik iligindeki gelisen kirmizi kan hiicre onciileri i¢inde ¢okerler. B
talaseminin Kklinik siddeti zincir dengesizliginin derecesi ile orantilidir. B geni {izerinde
meydana gelen mutasyonlardan dolay: B globin zinciri hi¢ sentezlenemiyorsa p°, az
sentezleniyorsa B* talasemi olarak ifadelendirilir (42). o talasemilerin aksine B talasemiler

daha ¢ok nokta mutasyonlari sonucu olusurlar (43).

B-talasemi Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de siklikla gozlenmektedir (40). Tirkiye’de
talasemi ile ilgili ilk ¢alismalar Aksoy tarafindan yapilmistir. Talasemi sikligin1 géstermeye
yonelik ilk ¢alisma ise Cavdar ve Arcasoy tarafindan gergeklestirilmistir. Daha sonraki
yillarda B talasemi sikligina yonelik ¢aligmalar Tiirkiye’nin birgok bolgesinde yapilmis olup
yogunlugun giiney illerinde daha yiiksek olmak iizere degisik bolgelerde % 0,6-12 arasinda
degistigi saptanmustir. B-talasemi tasiyicihigr oran Tirkiye genelinde %2,1 olmakla birlikte,
bu say1 Tiirkiye’nin bazi yorelerinde %10’a kadar ¢ikmaktadir (44,45). Bu oran Cukurova
bolgesinde ise %3,7 olup 20’nin iizerinde beta talasemi mutasyonu saptanmistir (46-48).  —
talasemiyi molekiiler diizeyde arastiran calismalarda; Tiirkiye’de 43’iin iizerinde farkl
mutasyon bulundugu ve B — talaseminin molekiiler diizeyde ¢ok heterojen bir yap1 gosterdigi
saptanmistir (41,49,50).

Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B-talasemi mutasyonu IVS-1-110’dur. Bunu IVS-I1-6,
FSC-8, IVS-I-1, IVS-II-745, IVS-II-1, Cd39, -30 ve FSC-5 mutasyonlar takip etmektedir
(40,46).

2.2.2.2. o — Talasemi

a-talasemiler; hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan o globin zincirindeki
azalma veya tamamen engellenmesi ile karakterize edilen yaygin bir kaltsal hastaliktir.
Normal bireylerde her kromozomda iki tane o globin geni (o; ve ay) olmak tizere toplam dort
gen (ao/oo) bulunmaktadir (51). Normal alfa genleri (ao/ac), bir genin eksikligi (-o/aa), iKi
alfa geni eksikligi (-o/-a), (--/aa), ti¢ alfa geninin eksikligi (Hb H hastalig1) (-a/--) ve dort alfa
geninin eksikligi (Hidrops fetalis) (--/--) olarak ifadelendirilmektedir (52). Alfa talasemiye
siklikla delesyonel mutasyonlar neden olurken bunun yani sira nondelesyonel mutasyon
tipleri de bulunmaktadir (51,53).
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a talaseminin iki tipi bulunmaktadir. Bunlardan a-globin zincirinin yoklugu ile
karakterize edilen o’-talasemidir. Digeri ise hematolojik bulgular: tam belirgin olmayan o*-
talasemi’dir (11,53). ’-Talasemi her iki globin zincirini igeren biiyiik delesyonlar sonucu
olusurken, o-talasemi iki globin geninin birinin delesyonu ya da nondelesyonu sonucu olusur
(12).

a- Globin genlerindeki delesyonla birlikte C-globin mRNA ekspresyonunda da bir artis
vardir. Normal bireylerde diisiik (-globin mRNA diizeyleri goriiliirken, o — talasemi, o —
talasemi ve Hb H hastaliginda {/a-mRNA oran:i yiikselmektedir. o’~Talasemi ve Hb H
hastaligindaki {/o. mMRNA oran artis1 ise daha belirgindir (11,53,54).

2.2.2.2.1. Delesyonel o —Talasemiler

2.2.2.2.1.1. a° —Talasemiler

o’- talasemilerde farkli uzunluklarda delesyonlar saptanmistir. o’-talasemilerde

205) delesyonlar her iki a-globin genini etkilemektedir

gozlenen kiigiik ve biiyiik ( —o>% ve —a
(22). Bu tip talasemi de, (aa)™* delesyonu harig, a- globin genlerinin her ikisindeki tam ya da

kismi delesyonlar meydana gelmektedir ve delesyonlar Sekil 11°de gosterilmistir (11).
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Sekil 11. o° Talasemilere neden olan delesyonel mutasyonlarin biiyiikliikleri

Delesyonlardan birkagi a-globin genleri ile birlikte { genini de icermektedir. Bu
delesyonlarda heterozigotlar normal gelisip yasamlarini siirdiirebilmekte iken homozigotlar,
embriyonik (Cay2, (o2, azer) Ve fetal (azy2) hemoglobinlerine sahip olmadiklarindan gebeligin
erken donemlerinde kaybedilir (22,53).
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Onceleri a-talasemiler de delesyonlarin genin sadece ifade edilen bdlgelerinde oldugu
kabul edilmistir. Ancak delesyonlarin bu bdlgenin her iki (5',3") uzak ucunda da olabilecegi
gosterilmistir. o globin genlerinin ifadesi {; geninin 5" ucundan 40 kb uzakliginda bulunan
DNA pargasina 6nemli derecede bagiml oldugu gosterilmistir (22,55,56). Bu bilgi, eritroide
Ozgiin “DNAaz I-hipersensitif” bolgesiyle iliskilidir ve hipersensitif ailesinden HS-40’in
etkisi Hatton ve arkadaslar: tarafindan alfa talasemili bir hastada gosterilmistir. Bu hastada
(a)™ mutasyonu ile a- gen kiimesinin HS-40’1 da icine alan 5' tarafinda 62 kb’lik bir
delesyon bulunmustur. Bu olguda her iki o geni tamamen normal oldugu halde islev
gostermedigi anlasilmistir. Bu bulgulardan sonra ayni bolgede HS-40’1 igine alan farkli

delesyon biiyiikliiklerini igeren olgular saptanmustir (22,57).

Bernet ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptiklari ¢alismada bu delesyonlar: igeren
kromozomlarin normal kromozomlara gore %]1’den az mRNA iirettigini ve bu nedenle de a-

globin gen ifadelerinin ciddi derecede azaldigin: belirtmislerdir (22,58).

o -talasemiler de gozlenen delesyon tiplerinden bazilari sadece bir iki bireyde
gozlemlenirken bazilari da Akdeniz ve Giiney Bati Asya bolgelerinde yaygin olarak
gozlenmektedir (22). Bu alfa talasemi tipleri (--M"2"), (-- MEPY (-(0)?*?), (--5PAN), (--CANT

(-(a)>?) Akdeniz toplumlarinda oldukga yaygindir (11, 53).

) ve

2.2.2.2.1.2. o —Talasemiler

Kiigiik delesyonlar sonucu meydana gelen o' talasemiler diinyada sikga goriilmektedir.
En yaygin olarak 3.7 kb’lik DNA (-a*") kaybi gozlenmekte ve bunu takiben 4.2 kb’lik DNA
(-a*?) kayb: gozlenmektedir (11,53,59,60).

a — globin genleri 4 kb biiyiikliigiinde yiiksek homoloji gosteren iki eslesme birimleri
arasinda yer alirlar. Evrim siirecinde esit olmayan ¢aprazlanmalar (crossing over), insersiyon
ve delesyonlarla bu homoloji korunmus ve bu homolog bolgeler X, Y ve Z alt {initelerine
ayrilmstir (5,22). Y bolgesinde simdiye kadar tanimlanmis bir ¢aprazlama bulunmamaktadir
(5). 4.2 kb’lik ve 3.7 kb’lik delesyonlar sonucunda X ve Z bolgeleri arasinda esit olmayan
¢aprazlanmalar olusabilir. Bu esit olmayan ¢aprazlanmalarda -o*' sag tarafta meydana gelen

delesyonlar: ve -a*? sol taraftaki delesyonlar1 gostermektedir  (11,53,59,60).
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3.7 kb uzaklikta bulunan iki Z dilimi arasinda gergeklesen ¢aprazlanmalarda bir globin

geni -a®’ ve ii¢ globin geni oo™ > igeren kromozomlarin olusumu ile sonuglanir. Bu tip o-

talaseminin, ¢aprazlasmanin Z pargasinin neresinde gergeklestigine bagl olarak ti¢ ayr tiirii (-

o> - -3 ™Y pulunmaktadir. Ayni sekilde 4.2 kb uzaklikta bulunan ¢aprazlanmalar

sonucunda a- talasemi -o*? ve aaa*® kromozomlarinin olusumuna neden olmaktadir

(5,11,14,22) (Sekil 12).
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Sekil 12. o Talasemiye neden olan gaprazlamalar

Bu mutasyonlara ek olarak o talasemilere neden olan nadir mutasyonlar da
bulunmaktadir. Asya’da gozlemlenen —a>> delesyonu oy geninin tamamini kapsamaktadir.
ftalya’da gozlemlenen —a”® mutasyonu a, geninin 5' ucunu kapsamaktadir (5,22,60). —a*’
kb’lik delesyon ise Cinde Hb H hastast olan bir bireyde rapor edilmistir (14,22). Diger nadir
bir mutasyonda —o®* kb biiyiikliigiindeki mutasyon olup, Kanadal: ve Cinli Hb H hastasinda
saptanmustir. Birbirinden farkli biiyiikliikte toplam yedi nadir mutasyonun o' talasemilere
neden oldugu Sekil 13’ te gortuldigi gibi rapor edilmistir (14).
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Sekil 13. " Talasemilere neden olan delesyonel mutasyonlarin biiyiikliikleri

2.2.2.2.2. Delesyonel olmayan (Nondelesyonel) o —Talasemiler

o talasemiye neden olan mutasyonlar cogunlukla delesyonel mutasyonlardir. “Non-
delesyonel” mutasyonlar tek nokta mutasyonu, oligoniikleotid insersiyonu ve delesyonu ile
olusur ve etkilenmis alfa geni (aT) olarak gosterilir (22). “Non-delesyonel” o talasemi

mutasyonlari daha ¢ok a; geninde (o' o) nadir olarak da o; geninde (ao") goriilmektedir (61).

“Non-delesyonel” a-talasemi, ilk defa 1977 yilinda Kan ve arkadaslar1 tarafindan Hb
H’l1 bir hastada tanimlanmistir (62). Giintimiize kadar diinyada 69 adet tanimlanmis “non-
delesyonel” o' -talasemi bildirilmistir. Bilinen bu mutasyonlarin 46 tanesi a, geninde (aTa), 17

tanesi ise as geninde (aa') ve 5 tanesi ise —o kromozomunda (-a") meydana gelmistir (14).

Baz1 non-delesyonel mutasyonlar, a-globin gen ifadesinde delesyonel mutasyonlardan
daha ciddi etkilere neden olurlar. Ciinkii mutasyonlarin biiylik cogunlugu, gen ifadesinin daha
baskin oldugu oy globin zincirinde meydana gelmektedir. Ayrica delesyonel mutasyonlardan
farkli olarak, nokta mutasyona bagli olarak genlerden birinin inaktivasyonu sonucu diger
genin ifadesinde telafi edici bir yiikkselme gozlenmemektedir. Bazi nondelesyonel

mutasyonlarin sonucunda, o gen ifadesinin azalisiyla birlikte olan ikincil etkiler de



goriilmektedir. Bu nedenle, nondelesyonel mutasyonlarin yaratabilecekleri patofizyolojik

degisiklikler 6nemlidir (21,22).
Non-delesyonel a-talasemiye; RNA “splicing”i etkileyen mutasyonlar, Poli A kuyrugu
sinyalini etkileyen mutasyonlar, mRNA translasyonunu etkileyen mutasyonlar, Frameshift

delesyonlar1 ve zincir sonlanma mutasyonlar1 neden olmaktadir (5,14).

2.2.2.2.2.1. RNA “ Splicing”i etkileyen mutasyonlar

Bu grupta sekiz mutasyon tipi tanimlanmigtir. Bu mutasyonlarin bes tanesi a, globin

geninde iic tanesi de o5 globin geninde bulunmustur. RNA “splicing”i etkileyen

IVS 1, 5nt del

mutasyonlardan birisi (o a) ap geninin 1IVS-1 5' donor bolgesinde bes niikleotidlik

delesyon ile olusmustur. Bu talasemilerin heterozigotlar1 a-talaseminin “trait” fenotipine,
homozigotlari ise o talasemilerin daha ciddi formlarina neden olurlar (5,14,22).

IVSI-116(A>G)

ay geninin IVS-I akspetor bolgesinde goriilen (a o) mutasyon ise, anormal

splicing ile prematiir sonlanma kodonu (kodon 31) olusturan IVS-I’in tutulumuna sebep olur

(5,14,22). Farkli bir “splicing”i etkileyen mutasyon da ilk defa Surinam ve Hindistan’da

cd22 (C>T)

goriilen (o o) mutasyon tipidir. Bu mutasyon o, geninde 48. ve 49. kodonlarin

arasinda meydana gelen sessiz bir mutasyondur (14). Bagka bir “splicing” bozuklugu o4
geninin IVS-I bolgesinde 117. kodondaki mutasyondan (a'VSH“(G*A)

(22,63).

o) kaynaklanmaktadir

2.2.2.2.2.2. Poli A kuyrugu sinyalini etkileyen mutasyonlar

AATAAA poli A dizisi 10-30 bg biiytikliigiinde olup olduk¢a korunmus bir yapidir.
Giliniimiize kadar poli A kuyrugu sinyalini etkileyen a, geninde dért mutasyon bulunmustur.
[Ik poli A kuyrugu mutasyonu Arap toplumlarinda gézlenen (AATAAA>AATAAG,
o”AA>%) mutasyonudur. Bu mutasyonu heterozigot olarak tasiyan bireylerde o-talaseminin
“trait” formu, homozigot olarak tasiyan bireylerde ise Hb H formu goriilmektedir. Ancak bu
mutasyonun diginda ay geninin inaktivasyonuna neden olan poli A kuyrugu mutasyonlar1 her

PAG:A>G

zaman Hb H’a neden olmazlar. a mutasyonu oy ve oy genlerinin diizenlenmesini

kontrol ettigi bilinmektedir (14,22).
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Gergek zamanli PCR (RT-PCR) ile yapilan analizler neticesinde o "%#>¢

mutasyonunun en az iki etkisinin oldugu gosterilmistir. o, mRNA miktar1 azalmakta, ayrica

poli A kuyrugunun etkilenmesinden dolay1 a4 geni de etkilenmektedir (14,22).

2.2.2.2.2.3. mRNA translasyonunun baslamasini etkileyen mutasyonlar

Non-delesyonel mutasyonlardan bazilart mRNA’nin translasyonunu etkiler ve bu

mutasyonlardan alt1 tanesi baslama dizisini (CCRCCATG) bozar. Bunlardan bir tanesi (-

o NATE>CTG o) mRNA’nin translasyonunu ortadan kaldirir. Bu mutasyon, ikinci o talasemi

mutasyonuyla birlikte bir olguda (-a™*T®*®"/.) tanimlanmistir. Bu bireyin % 2.4-7.2

oranda Hb H igerdigi ve Hb H hastaliginin tipik hematolojik goriiniimiine sahip oldugu

gosterilmistir. Diger bir olgu ise baslama dizisinden 2 bg’lik delesyonun oldugu (-oN2bsdel )

mutasyon tipidir ve bu mutasyonda mRNA translasyonu %30-50 oraninda azalmaktadir. (-

IN:2 1 IN:2 1
a bede /- bede

MCV:63; MCH:18-20) birlikte Hb H’1n varlig1 gosterilmistir (14,22).

) homozigot bir olguda hafif hipokromik mikrositer anemiyle (Hb:9,7-9,9;

o NATE>ACG, mutasyonunun homozigot formunun go6zlendigi olgularda, alfa

talaseminin siddetli klinik seyri gozlenmistir. Bu mutasyonun heterozigot formlarinda %8-24

oraninda Hb H olustugu bildirilmistir (14,22).

aaNATE>CTC mutasyonu o geninin ifadesi olan MRNA’nin translasyonunu ortadan

IN:ATGSGTG

kaldirdigr gosterilmistir. Bir ailede gozlenen birlesik heterozigot (--/aa ) yapi,

goreceli olarak daha diisiik Hb H (%1.5-3) olusumuna neden olmustur (14,22).

Eng ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada baslatma kodonunda farkli bir delesyon
(a'N:ATee'TG) tanimlamislardir. Yeni dogan bir bebekte tanimlanan bu mutasyonun yaninda —
SEA mutasyonu da bulunmus ve dogdugunda %25’ten fazla Hb Bart’s igerdigi ve Hb H’1n da

var oldugu bildirilmistir (14).

2.2.2.2.2.4. Frameshift delesyonlari

Bu kategori de dort farkli mutasyon tanimlanmis olup bu mutasyonlar tgli
kodonlarin i¢inde tek bir baz degisikligi ile prematiire sonlanma kodonu yaratirlar. Bu

durumda alfa globin zincirinin translasyonu erken sonlanir. Uglii kodonlarda tek bir bazin

19



insersiyosunu ya da delesyonu ile ya prematiire sonlanma kodonu ya da anormal

hemoglobinler olusmaktadir. Iran’da sik gozlenen o CU19:elG

ornektir (14).

a talasemi mutasyon tipi buna

Diger bir mutasyon tipi ise 1988 yilinda Safaya ve Rieder tarafindan siyah bir
Amerikali’da gosterilmistir. Hb H hastaligi ve Hb G Philadelphia’st olan bu bireyde sadece a®
zinciri iiretilmektedir (-o/-a°), fakat o zinciri iiretilmemektedir. Safaya ve arkadaslari —a
kromozomunun bu durumuna daha uzaktaki bir mutasyonun neden oldugunu ileri
stirmiislerdir. Yapilan DNA dizi analizi sonucunda kodon 30 veya kodon 31’de iki
niikleotidin delesyonunun (GAG veya AGG) sonucunda olustugu gozlemlenmistir. Iki
niikleotidlik delesyonla olusan frameshift mutasyonu ekzon II’de kodon 31 ile kodon 54
arasinda yeni bir dizinin ortaya ¢ikmasina hatta 55. kodonda yeni sonlanma kodonunun

0

(TAA) olusmasina neden olmustur. Bu mutasyon ~PUB0RBLAel2be i 0 talasemi olarak

tanimlanmustir (5,14).
Ayala ve arkadaslar tarafindan Ispanyol bir ailede oy geninde tanimlanan ot
35:13bedel 4 mutasyon tipinin alfa talasemi “trait”e neden oldugu, bu mutasyonun 62. kodonda

yeni bir durdurma sinyali olusturdugu gosterilmistir (5,14).

Diger bir baska mutasyon tipi ise, o, geninde meydana gelmekte ve kodon 113 ile
kodon 116 da 12 niikleotidin delesyonu ile dort amino asitin kaybina yol agmaktadir. Normal
bir bireyde alfa globin zincirinde 141 amino asit bulunurken bu mutasyonu tasiyan bireylerde
137 amino asit bulunmaktadir. Bodylece hemoglobin molekiiliiniin tetramer yapisi
bozulmaktadir. Bu mutasyonun heterozigot formlar1 bireylerde Hb “trait”e neden olmaktadir
(5,14).

Bugiline kadar saptanan frameshift mutasyonlar1 ve bunlarla birlikte goézlenen

mutasyonlara bagl olarak ya Hb “trait”e ya da Hb H gozlenmektedir (14).

2.2.2.2.2.5. Zincir sonlanma mutasyonlari

az globin geninin normal sonlanma kodonunda (TAA) dokuz farkli tek niikleotid
degisimi bulunmustur. Iki mutasyon (TAG ve TGA) anlamsiz sonlanma kodonu
olusturmustur. Sonlanma kodonundaki bir tek baz degisikligi sonucunda mRNA’nin

translasyonu bir sonraki poli A kuyrugundaki (AAUAAA) sonlanma kodonuna kadar devam
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ettigi gosterilmistir. ap globin geninde alti mutasyon bulunmus ama bunlardan ancak bes
tanesi tanimlanmigtir. Sonlanma kodonundaki mutasyon sonucunda uzamis olan alfa globin
zincirindeki 142. amino asitlerin farkliligi ile Hb Constant Spring (o 142 Gly), Hb Icaria (o
142 Lys), Hb Koya Dora (a 142 Ser), Hb Seal Rock (a0 142 Glu) ve Hb Paks (a 142 Tyr) diye

adlandirilan hemoglobin varyantlari olusmaktadir (14).

Bu mutasyonlarin, MCV degerlerini diisiirmedigi aksine heterozigot olgularda MCV
degerlerinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Homozigot Hb Constant Spring (CS) olgularinda
klinik seyrin siddetli oldugu, ayrica heterozigot Hb Constant Spring ile o birlikteliginde Hb H
olgularinin klinik seyrinin beklenmedik bir bicimde siddetli oldugu rapor edilmistir. Non-

delesyonel mutasyonlarin neden oldugu alfa talasemi tipleri Tablo 4’te verilmistir (14).

Tablo 4. Alfa talasemiye neden olan non-delesyonel mutasyonlarin listesi

Etkilenen Dizi | Gen | Mutasvon Ulke veva Irk Fenotip
mRNA Isleme Mutasyonlari
Gzl splicing o Cd22, C—T Surmam o
IVS({donér) 0 IVS I; del She Akdeniz a
IVS({donér) il VS I (G—A) Tayland o
IVS({donér) oz VS II; (T—A) Kuzey Avrupa o-a
IVS(akseptdr) 0 IVSL; 116 (A—G) Hollanda a
IV5(akseptdr) 0 VS 117 (G—A Asya, Hindistan o
IVS({akseptar) oz [VSII;142 (G—A) Arjantma a-a
IV5(akseptar) a IVSIL; 148 (A—G) Iran o
Poli A kuyrugu o PA; del 16bg Arap o-a
Poli A kuyrugu i PAG; A—G Orta Dogu, Akdeniz a-a
Poli A kuyrugu oz PA4; A—G Akdeniz, Cin a-a
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Poli A kuyrugn @z PA; del 2bg Asva, Hindistan Tayland (o -
mRNA Translasyvonn Mutasyonlan
Bazlatma kodonm | -0 | IN; ATG—=GTG Afrika a
Bazlatma kodonm | -o™= | IN; del 2bg Kuzey Afrika , Akdeniz o- o
Baslatma kodonu | o IN; ATG—ACG Akdemsz o
Baslatma kodonu | o IN; ATG—A-G Vietnam o
Bazlatma kodonm | oy IN; ATG—GTG Akdeniz o
Baslatma kodomu | o IN; ATG—-TG Gimeydogu Asya
Ekzon I m ed 14; G—A Iran a
Ekzom I i cd 19; del G Iran o
Ekzon I oz Cd22;delC Afnka
Ekzon I oz Cd 23; G—T Tunus a
Ekzon I -0 Cd 30/31; del 2be Afnka o
Ekzom 1T i Cd 39/41; del/ins Temenh Musewn o
Ekzon II i Cd31-35; del 13bg Ispamnya a
Ekzon II o Cdel; del G Afnka
Ekzon II m Cd 7%; del C Styahlarda, Cinlilerde
Ekzon IT a; Cd 90; A—T Ortadogu a
Ekzom IT0 o Cd108; delC Muzew1 o-a
Ekzon I o2 Cd113/114; delC Bilinmiyor
Ekzon ITT oz Cdl13/116;dell2be Ispamya o-o
Ekzom ITI i Cdllg; G—T Afrika o
Ekzon I i Cdl3l;msT Tayland a
Sonlama KEodomu | oy TER;TAA—CAA(ConstantSpring) | Giineydogu Asya o
Sonlama Eodonu | oz TER, TAA—AAA (Tcana) Akdemz o
Sonlama Eodonn | TER; TAA—TCA (Kova Dora) Hindistan o
Sonlama Eodonn | TER; TAA—GAA (Seal Fock) Afrika o
Sonlama Kodomu | oz TER; TAA—TAT (Pakse’ ) Loatian Tayland a
Translasyon Sonrasi Mutasyonlar
Ekzon I - Cdl4;T—G Afrika o
Ekzon I s Cd2l; G—=T Hollandah o
Ekzon I o Cd2%; T—C Akdemsz o
Ekzon I oz Cd30; 3bg(del O Cin a-a
Ekzon I o Cd3l; G—A(E-L) Cin a-a
Ekzom 1T i Cd 32; G—A (Amsterdam, M-I} Surnam-Siyah o
Ekzon II o2 Cd 35; T—C (Evora, 5-F) Filipin Portekiz a-a
Ekzon I @2 Cd 35; T—C (Chartres, F-5) Fransa o
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Ekzon II oz Cd 37;del3bciHeraklion, del F) Tunanistan o-o
Ekzon I1 s Cd 59; G—A (Adana, G-I} Tiirkler o-a
Ekzom 1T o Cd 60/61; del3bg (Chinic,del E) Ispamya T-a
Ekzon I1 a2 Cd62;del3bg(AghiaSophia del V) | Tunanistan o
Ekzom 1T o Cd 64-74; del 33bg Timanistan o’
Ekzon II o Cd 66; T—C (Dartmouth, L-F) Kafkas o-0
Ekzom 1T o Cd 93; T—G (Bronte, V-G) Italya a
Ekzon II s Cd 93-99; dupl 22b¢ Iran o-0
Ekzon I oz Cdl103; A—T (Hb Bronovo, H-L) | Tirkler a-a
Ekzon IT o Cdl0d; G—A (Sallanches, C-1) Franza, Pakistan a
Ekzon 1T o Cdl0d; T—A (Hb Oegstgeest,C-5) | Surinam o
Ekzon IO oz Cd10&; C—A (Hb Bleuland. T-N) | Surinam a
Ekzon 1T o Cd109; T—{ (Suan Dok, L-R) Tayland o
Ekzon I o Cdl10; C—A (Petah Tikva, A-D) | Orta Dogu a
Ekzon 1T o Cd119;C—T (Groene Hart ) Fas a
Ekzon I s Cd 125; T—C (Quong 5z, L-F) Cin a
Ekzon I | Cdl12E; T—A (LG Musen a
Ekzon IT o Cd129; T—C (Tums-Bizerte, L- F) | Tunus a
Ekzon 1T o Cd 129; T—C (Utrecht, L-F) Hollanda ]
Ekzon IO oz Cd 130; G—C (Sun Pramrie, A-P) Asya, Hindistan a
Ekzon 1T o Cdl131; T—C (Questembert, 5-W) | Fransa, Yugoslavya o
Ekzon I s Cdl32; T—=G (Caen, V-G) Kafkas a
Ekzon I s Cd 136; T—C (Bibba, L-F) Kafkas a

2.2.2.2.3. g- Talasemilerin klinik tablosu

a talasemiler, a globin zincir sentezininin azalmasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Fenotipik
olarak alfa talasemi dort kategoride incelenebilir, bunlardan ilki sessiz tasiyici olarak
tanimlanan bir alfa globin zincirinin kayb1 ve dolayisiyla ii¢ islevsel alfa globin zincirinin
varlig ile karakterizedir. Digeri ise iki alfa globin zincirinin kaybi ve iki iglevsel alfa globin
zincirinin bulundugu Hb “trait”tir. Ug alfa globin zincirinin kayb1 ve sadece bir islevsel alfa
globin zincirinin bulundugu talasemi formunu da Hb H hastalig1 olarak ifade edilmektedir.

Higbir islevsel alfa globin zincirinin bulunmadigi doérdiiniin de kaybedildigi durum ise

Hemoglobin Bart’s olarak ifade edilmektedir (11,14).
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Normal bireylerin retikiilositlerinde o/f globin zincirlerinin oranm1 1’e esittir. Ancak
alfa talasemilerin meydana gelmesi ile bu oran; sessiz tasiyicilarda 0.8’e, “trait”te 0.6’ya, Hb

H’da 0.3’¢ ve Hemoglobin Barts’ta 0’a kadar diismektedir (11).

2.2.2.2.3.1. Sessiz tasiyict

Bir allel iizerinde sadece tek alfa genini igine alan (-3.7 kb ve -4.2 kb) delesyonlar var
ise (o-tal-2: -o/oo) sessiz alfa talasemi tasiyicilign seklinde ifade edilmektedir. 3.7 kb
biiyiikliigiindeki delesyon tiim diinyada en sik karsilasilan alfa talasemi mutasyonudur. Bu
delesyonlardan birine sahip olan kisiler tamamen saglikli olup kan sayim sonuglart ile tasiyici
olduklarmi belirlemek genellikle zordur. Hematolojik bulgularda bu kisilerde hemoglobin
konsantrasyonu normal, MCV 70-80 fl arasinda, MCH ise sinirda veya diisiik olabilir.

Retikiilositlerdeki o/p zincirlerinin oranlari normale yakindir (11,54).

2.2.2.2.3.2. Hemoglobin Trait

a- talasemi “trait”te, iki a- globin geninin kaybi ve islevsel iki a-globin geninin ise
korunmasi ile ifade edilmektedir. Bazi mutasyonlarin homozigot formlar1 bazilarinin ise
heterozigot formu (-o/-a,-o/a o ve bazen de oo/ o' o) hemoglobin traitin meydana gelmesine
neden olmaktadir. Bu tip alfa talaseminin en sik nedeni 3.7 kb’lik delesyonun homozigot (-a

3. ") formudur. --/0>? ile --/0®*®

arasinda yer alan biiyiik delesyonlar da bu tip alfa
talaseminin olugmasina neden olmaktadir. Hemoglobin “trait”li bireylerde genellikle anlaml
mikrositoz, artmis kirmiz1 hiicre sayis1 ve hissedilebilir a/f zincirlerinin oranlarinda azalma

soz konusudur (11,14,54).

a- talasemi “trait”te, dogumda %5-15 oraninda hemoglobin Bart’s goriilmektedir. Bu
hemoglobin matiirasyonu sirasinda ortadan kalkmakta yerini ayn1 miktarda Hb H almaktadir.
Periferik yaymada bazen Hemoglobin H inkliizyon cisimcikli hiicre Sekil 14°te
goriilmektedir. Bu fenomen siklikla - talasemi “trait” igin tanisal bir test olarak

kullanilmaktadir (11,14,54).
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Sekil 14. A) Hemoglobin “trait”li bir hastanin periferik yaymasi

B) Bazi hemoglobin “trait”li hastalarda goriilebilecek inkliizyon

cisimcikli hiicre

2.2.2.2.3.3. Hemoglobin H

Hemoglobin H hastaligi o globin zincirlerinden birinin nokta mutasyonu ya da kiigiik
delesyonu veya insersiyonu ile sonuglanan o' talasemi ile o talaseminin birlikte gdriilmesi
sonucunda ii¢ islevsel alfa globin zincirinin kaybi (--/-a) ile karakterize edilir (64). Yalnizca
delesyonlarla olusan tipinin yani sira, daha az siklikta goriilen diger Hb H genotipleri,
delesyonel ve nondelesyonel bozukluklarin birlikte kalitimim (--/-a") ve nondelesyonel

bozuklugun homozigotlugunu (aa'/aa’ veya o'a/ o' o) kapsamaktadir (11,33).

Hb H hastaliginda a-globin zinciri ve a-globin mRNA {iretimi azalmaktadir. Buna
bagli olarak o/p globin mRNA orani genelde 0.5’in altina diigmektedir. Ancak bazi olgularda
bu oranin 0.7 ile 0.2 arasinda degistigi bildirilmistir (14,64,67).

Fetal donemde bireylerde asir1 y globin zinciri sentezlenir ki bu da y4 tetrameri ile
karakterize Hb Bart’s1 olustururken, yetiskin donemde asir1 B globin zincir sentezi P
tetrameri ile karakterize edilen Hb H’1 olusturur. Bu homotetramerler; yiiksek oksijen
affinitesine sahiptirler, hem-hem etkilesimleri azdir ve dokulara daha az miktarda oksijen

taginmasina neden olurlar (64).

Hemoglobin H ¢ogunlukla talasemi intermedia klinigi gostermekte ancak

mutasyonlarin gesitliligine bagl olarak klinik seyir de degisken olabilmektedir (13,14,17). Bu
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hastalarda mikrositoz, 8-10 g/dl arasinda degisebilen hemoglobin diizeyine sahip hafiften orta
siddete kadar varan anemi gozlenmektedir. Kan tablosunda eritrositlerinde hipokromi
goriilmektedir (11). Bunlarin disinda bireylerde splenomegali, safra tasi olusumu, folik asit
eksikligi ve bacak iilserleri gibi komplikasyonlarin meydana geldigi rapor edilmistir (68).
Klinik olarak genelde derin bir anemiye sahip olmayan Hb H hastalar1 kan transfiizyonuna
gerek duymadan hayatlarint siirdiirebilirler. Ancak bir enfeksiyon veya diger nedenlerle

birlikte oldugu durumlarda kan almalar1 gerekebilir (51).

Hb H hastaligi Giineydogu Asya, Orta Dogu ve Akdeniz lilkelerinde goriilmektedir.

EA) mutasyonu ve

Ozellikle Giineydogu Asya ve Cin’in giineydogusunda yiiksek frekansta (--
daha az siklikta (--"'") mutasyonu goriildiigiinden bu bolgelerde Hb H’in frekans: yiiksektir
(64).

2.2.2.2.3.4. Hemoglobin Bart’s

Hb Bart’s sendromu, dort alfa globin geninin tamaminin kaybi (--/--) ile karakterize
edilmektedir. Bu bireyler, orta ya da ge¢ gestasyonel donemde fetusun Olimi ile
sonuclanmaktadir. Bu sendrom daima delesyonel mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu
infantlardaki baslica hemoglobin olan Hb Bart’s dort y (ys) zincirinden olugmaktadir.
Delesyondan korunmus {-globin geninin ekspresyonu, fetlisii orta gestasyondan geg
gestasyona tasiyan yeterli islevsel hemoglobin tetramerlerinin [Hb Portland I ({y,)] sentezini
saglamaktadir. Dogumda ortalama gestasyonel yas 32 hafta kadardir. Infantlarin yaklasik
%350’si Olii dogmakta ve geriye kalan1 da dogumdan birka¢ saat sonra 6lmektedir (11,55).
Gilineydogu Asya iilkelerinde hemoglobin “trait”(--/aa) frekansi %4-14 oldugundan 200
dogumdan birinde Hb Bart’s (--/--) goriilmektedir (14).
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Tablo 5. Alfa talasemilerin klinik 6zellikleri

Olas: Fenotip Grenotip MCV | MCH | HbA: | %HBH
Barts

Normal oo N N N _

Sesziz tagyict o na ;- oo N N Nl 0

o-Talasemi B 1 B [ i I T Nl Nl ]

“trait” o’

Hb Hhastahi e eteetn e et 1 Nl [ 2-10HB

a'n H

Hb Bart's 1 1 _ E0HD

Bart's

Etkilenen infantlarda yaygin 6dem, karinda asit, biiyiik genislemis karaciger, normal
ya da hafif biiylimiis dalak ve biliylik kizarik plasenta goriiliir. MCV degeri dolasan ¢ok
sayidaki ¢ekirdekli eritrositler nedeniyle daima ¢ok yiiksektir. Hemoglobin diizeyi 3-10g/dl
arasindadir (11,68). Hb Barts’ta hi¢ alfa globin zinciri {iretilemediginden o/f globin

zincirlerinin mRNA oranlar Sekil 15°te sifira yakin oldugu goriilmektedir (14).
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Sekil 15. Alfa talasemilerde o/ globin zincirlerinin biyosentezlerinin oranlar:
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2.2.2.2.4. g-Talasemilerin cografik dagilimi ve insidansi

Hemoglobinlerin iiretimlerinde ya da yapilarinda meydana gelen bozukluklarla ifade
edilen hemoglobinopatiler, malaryadan kaynakli oliimlere karsi bireyleri korumaktadir
(69,70). Diinya’daki a-talasemi dagilimi Plasmodium falciparum malarya ile yakindan
iligkilidir. 1946 yilinda Haldane tarafindan yapilan bir ¢aligmada talaseminin tropikal
bolgelerde yaygin oldugu ve talasemi tasiyicilarinin malaryaya karsi direng gosterdigi rapor
edilmistir (11).

Malaryaya karst dogal elemenin hemoglobinopatileri arttirdigina dair kanitlar
bulunmaktadir. Sitmanin yaygin oldugu bir bolgede predominant mutasyon olarak —o>'"

tipinin bulunmas1 malarya ve o- talasemi iliskisini desteklemektedir (11).

2.2.2.2.4.1. Dinya’da a- talasemi insidansi

a-talasemiler diinyada en yaygin kahtsal kan hastaligi olarak bilinmektedir
(14,22,68). En ¢ok tropikal bolgelerde goriilen a- talasemiler, malaryanin goriildiigii tilkelerde
insidansin yiiksek oldugu bilinmektedir. 1946 yilinda Vezzoso yaptigi ¢alismada italya’da
talasemi dagiliminin malarya dagilimz ile ayni oldugunu rapor etmistir (2). Ulkemizi de igine
alan Dogu Akdeniz bolgesinde hemoglobinopati taramasinda o-talasemi sikliginin  bu
bolgelerde yiiksek oldugu rapor edilmistir (22). Diinyada Akdeniz, Ortadogu, Hindistan, Cin
ve Glineydogu Asya’da a-talasemi yaygin oldugu Sekil 16°da gosterilmistir (71).

Sekil 16. Diinyada alfa talasemi insidans1
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o -talasemi Akdeniz iilkelerinde ve Asya toplumlarinda daha siklikla bulunmakta,
Afrika ve Ortadogu’da ise daha az gozlenmektedir. o' -talaseminin delesyonel formlar daha
cok Bati Afrika, Akdeniz, Ortadogu ve Giineydogu Asya’da goriilmektedir. Buna karsm o
talaseminin nondelesyonel formuna daha ¢ok korfez iilkelerinde rastlanmaktadir. Bu tilkelerde

cok sayida klinik seyri agir olan Hb H hastalarina da rastlanmaktadir (22).

Siyah Amerikalilarda da a-talaseminin insidansi yiiksek bulunmus fakat klinik agidan

cok 6nemli olmadiklan rapor edilmistir (11, 22).

2.2.2.2.4.2. Turkive’de a-talasemi insidansi

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda o talasemi tasiyici sikliginin %2 oraninda oldugu rapor
edilmistir. Molekiiler diizeyde yapilan caligmalarda ise bes tiir delesyon saptanmuistir.
Bunlardan tigii (26.5kb, 20.5kb ve 17.4 kb) ayni allel iizerindeki o, Ve oy genlerini i¢ine alan
agir alfa talasemi tasiyicilar (a-tal-1: --/ao) diger ikisi (-3.7 kb ve -4.2 kb) ise sadece bir alfa
genini igine alan (a-tal-2: -o/ac) sessiz alfa talasemi tasiyicilaridir. ap geni tizerindeki
nondelesyonel alfa talasemi mutasyonlarindan Akdeniz iilkelerine spesifik olanlar PAL:
AATAAA>AATGAA ve PA2: AATAAA>AATAAG ile TVSI'in donor kismindaki 5
niikleotidlik delesyon (-TGAGGQG) iilkemizde de goriilmiistiir. a; geni lizerinde (Cod 59
GGC->GAC: Gly=>Asp ) bulunan ve G>A degisimi ile meydana gelen dayaniksiz Hb
Adana varyanti da alfa talasemiye neden olmaktadir. Hb Adana ve Poly A (PA2)
mutasyonlari ilk kez Tiirkiye’de HbH hastalarinda tanimlanmistir (42,51).

Tirkiye de yapilan iki farkli ¢alismada Hb SS ile o-talaseminin birlikte kalitildigina
dair veriler bulunmaktadir. Eti Tiirklerinde yapilan ¢alismada Hb SS ve a-talasemi insidansi

%17 olarak ifade edilmistir (72,73).

2.2.2.2.4.3. Kahramanmaras’ta o-talasemi

Kahramanmarag’ta buldugumuz hemoglobinopati tastyiciligin  oram1  Tiirkiye
ortalamalarina yakin, ancak tasiyicilik oranlari, diger Akdeniz bolgesi genelindeki oranlardan

oldukca diisiik bulunmustur. Bunun nedeni anormal hemoglobinlerin etnik yap1 ve bolgeye
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gore degismesi ve Kahramanmaras’in bolge olarak Dogu Akdeniz’de yer almasia ragmen

etnik olarak diger Akdeniz bolgelerinden farkli olmasi olabilir (111).

2.3. Talasemi ve Transferrin Reseptorii

Demir; hemoglobin, miyoglobin, sitokrom C ve bazi enzimlerin yapilarinin meydana
gelmesinde 6nemli bir role sahip oldugundan temel bir bilesen olarak kabul edilir. Bu nedenle

bazi ciddi hastaliklar demir eksikliginin bir sonucu olarak gelisebilir (74).

Demir aktarimi transferrin reseptdrii (TfR) ile saglanir. Bu molekiil tim viicut
hiicrelerinin yiizeyinde, 6zellikle kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunan, 190 kDa’lik bir agirliga
sahip membran proteinidir. Bu reseptor transferrin II molekiiline bagimhidir, bu yiizden
transferrin II molekiilii ve reseptor yapisir, plazma membraninda transferrin II molekiil-
reseptor kompleksi olusur ve kompleks hiicre igine girer (74). Azalan pH ile demir
kompleksten ayrilir ve sonug olarak TfR’in bagimlilig1 apoferritin i¢in artmistir. Bu nedenle
endosomda olusan reseptor- apoferritin kompleksi hiicre membran yiizeyine geri doner.
Ekstraselliiler sivida pH’1n yiikselmesiyle apoferritin TfR’dan ayrilir. Boylece TfR bagka bir
transferrin II molekiiline baglanmaya hazirdir. Bu dongii sik¢a tekrarlanir ve bdylece
hiicrenin demiri gereken seviyede kalir (74). TfR iiretim hizi, dogrudan hiicrenin demir talebi

ile ilgilidir. Aslinda hiicrede TfR’1n olusumunu diizenleyen demir miktaridir (74,75).

Anemi de kemik iliginde artmis hematopoetik aktivite sonucu serum transferrin
reseptorii (sTfR) konsantrasyonu degisir (76,77). Bu Olgiitteki bir artis demir eksikligi
anemisinden daha fazladir. Serum veya plazma igindeki bu reseptdriin konsantrasyonundaki
degisim demir eksikliginin siiresi ve siddeti ile ilgilidir. Aneminin diger tiirlerinde de bu
molekiiliin salininmindaki artis nedeniyle kemik iligi hematopoetik aktivitesinde de bir artis
beklenir. Bu nedenle artmis Olciitler talasemiye kanittir. Viicutta demir kosulu li¢ gostergeye

gore tahmin edilmektedir:

1) Dokularda depolanan demirin gostergesi serum ferritin 6lgiilerek tanimlanur,

2) Metabolik demir, kirmizi kan hiicrelerinin Hb konsantrasyonunun olgtilmesi ile
tanimlanir,

3) Demir transferinin indeksi, toplam demir baglama kapasitesi (TDBK) ve sTfR

toplamu ile tanimlanir.
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Inflamatuar, enfeksiydz ve malign gibi hastaliklarda akut faz proteinleri nedeniyle
TDBK ve ferritin seviyelerinde artig goriilebilir. Bu nedenle, viicut demir durumunu
degerlendirmek i¢in alternatif bir yontem goz Oniine alinmasi1 gerekmektedir. Tercih edilen

yontem kemik iligi 6rneginin Prusya mavisi ile boyanmasidir (74).

Kemik 1iligi aspirasyon yontemi taninin belirlenmesinde tercih edilen bir yontemdir
ancak deneyimli eleman eksikligi bu yontemi sinirlandirmaktadir. Diger bir alternatif, invazif
olmayan bir yontem olan sTfR konsantrasyonunun olgiilmesidir. Demir fazlaligi kalp,
karaciger, beyin, pankreas ve eklemler de zehirli olmasindan dolay1 talasemi olabilecegi
distintilen kisilerde demir 6lgtimii 6nemlidir. Bu nedenle demir tabletleri bu tiir insanlarda

gereksiz tedavidir ve tam teshisin konmasini 6nler (74, 78).

2.4. Talasemi ve Hemoglobinopatilerin Tam ve Incelenmesinde Kullanilan

Yontemler

Talasemi ve hemoglobinopatilerin tanisinda kullanilan yontemler, klinik hematolojik
ozelliklerin incelenmesi, DNA analiz yontemleri ve mRNA analizi olmak iizere ii¢ ana grupta
toplanabilir. Bir hastanin talasemik bir durumunun olup olmadigini belirlemek i¢in basvurulan
en yaygin yontem, klinik laboratuvarlarda hastanin hematolojik 6zelliklerinin belirlenmesidir.
Bu incelemeler, protein diizeyindedir. Diger yontem, hastaliga neden olan genetik
bozukluklarn DNA analiz yontemleri ile belirlenmesidir. Ugiincii ydntemde ise,
retikiilositlerden izole edilen mRNA analiz edilerek mutasyonun gen ifadesini ne sekilde

etkiledigi gosterilir.

2.4.1. Klinik hematolojik ézellikler

Klinik hematolojik 6zelliklerin incelenmesi, periferal kan 6rneginin otomatik aletler

sayesinde analiz edilmesi ile yapilir. Bu tiir testlerden elde edilen bulgular, sdyle siralanabilir:

A) Kanin Tamamindaki Hemoglobin Konsantrasyonu: Bu testte, eritrositler
pargalanarak iglerindeki hemoglobinin tiim 6rnege esit olarak dagilmasi saglanir. Daha sonra
hemoglobin, kimyasal yollarla, daha stabil ve Olgiilmesi daha kolay olan

siyanomethemoglobine doniistiiriilerek kolorimetre ile 151k absorbansi Olgiiliir ve miktari
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hesaplanir. Hemoglobin konsantrasyonu, yas ve cinsiyete bagli olarak degisir. Erkeklerde
kadinlardan; eriskinlerse ise ¢ocuklardan daha yiiksek hemoglobin konsantrasyonu goriiliir.

Normal araliklar, geng, erigkin bir kadin i¢in 12-16 g/dl; eriskin erkek i¢in ise 14-18 g/dl’dir.

B) Eritrosit sayisi: Bu testte, tiim kanin {inite hacmindeki kirmizi kan hiicresi (RBC)
sayis1 verilir. Normal degerler, kadmlar igin 4.2-5.4 x 10° / pl; erkekler igin 4.7-6.1 x 10%
pl’dir.

C) Hematokrit: Paketlenmis hiicre hacmi (packed cell volume, PCV) olarak da
adlandirilan bu yontemde, 6rnekteki toplam eritrosit hacminin toplam kan hacmine olan orani

oOl¢iiliir. Normal degerler, kadinlarda 0.47 1/1; erkeklerde 0.42-0.52 I/l olarak belirlenmistir.

D) Eritrosit Indisleri: Yukarida anlatilan ii¢ ana rbc 6l¢iimii, aritmetik olarak eritrosit
indislerinin (mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) tiiretilmesinde kullanilirlar. Bu degerlerin ve

hesaplanmalar soyle yapilir:

1. MCV (Mean Corpuscular VVolume): ornekte belirlenen gergek eritrosit hacmidir.
Degeri, hacim birimi femtolitre (10™ litre) olarak ifade edilir. Hesaplama, su formiil
kullanilarak yapilir:

MCV= hematokrit/rbc say1s1

Ozel birimler kullamldigi zaman, hesaplama faktdrlerinin de gdz Oniine alinmasi

gerekir bu durumda, formiil asagidaki gibi olur:
MCV (fl olarak) = hematokrit [I/1] x 1000/ (rbc sayis1 [ milyon/ pl])
Normal MCV degerleri, 80-94 fl. dir.
2. MCH (Mean Corpuscular Hemoglobin): Kirmizi kan hiicreleri igindeki
hemoglobinin gercek kiitlesidir ve kiitle birimi pikogram (102 gram) seklinde ifade edilir.

Hesaplanmasi i¢in, asagidaki formiil kullanilir:

MCH (pg olarak)= (hemoglobin [g/dl]x 10/(rbc sayisi [ milyon / pl])
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MCH igin normal degerler, 27-31 pg’dir.

3. MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration): Kirmizi kan
hiicrelerindeki gercek hemoglobin konsantrasyonudur. Asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanir:

MCHC (g/dl)= hemoglobin (g/dl) / hematokrit (I/I)

MCHC’si normal olan hiicreler, normokromik, yiiksek olanlar hiperkromik, diisiik

olanlar ise hipokromik olarak belirtilir. Normal MCHC degerleri, 32-36 g/dI’dir (79,80).

Tablo 6: Klinik hematolojik bulgular i¢in normal degerler

Erkek Kadm  Kadin ve Erkek
RBC 47-61 42-54
Hemoglobin (g/dl) 14 - 18 12-16
PCV(hematokrit) (%) 42-52 37 - 47
MCV (fl) 80 - 94 81-99
MCH (pg) 27-31
MCHC (g/dl) 30- 35
Hb A (%) 96 - 98
HbF (%) 05-08
Hb As (%) 1.5-32

Hematolojik bulgularin normal degerleri Tablo 6’ da belirtilmistir. Bu testlerin
disinda, hemoglobin elektroforezi ile hastanin kanindaki hemoglobin tiirleri (HbA, HbA,,
HbF ve anormal hemoglobinler) ve miktarlarinin belirlenmesi de teshis icin onemli bilgiler

verir (79,80).

2.4.2. DNA analiz yontemleri

Talasemiyi ortaya cikaran mutasyonun tipinin belirlenmesinde kullanilan diger bir
yontem, DNA analizidir. Bu yontemde, hastadan alinan 6rnekten DNA izole edilir, daha sonra
da PCR amplifikasyonu, RFLP (restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi), southern blot,
gen haritalama ve DNA sekans analizi yontemlerinin uygun olanlar1 kullanilarak mutasyonun

genin hangi bolgesinde ve nasil bir degisiklige neden oldugu saptanir (79).
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DNA analiz yontemleri kullanilarak biitiin mutasyonlarin belirlenmesi miimkiindiir;
ancak bu mutasyonlarin sonucunda a ve § zincirlerinin sentez oranlarinin nasil bir degistigini
belirlemek icin protein ve mRNA diizeyindeki analizlerin yapilmasi gerekir. mRNA analizi
icinde pek ¢ok bakimdan en avantajli yontem, RT-PCR yontemidir. Bu yontem, uygulamasi
kolay, maliyeti diisiik ve radyoaktif madde kullanmadan, tehlikesiz bir sekilde, kisa siirede

sonuca ulastiran bir yontemdir (79).

2.4.3. RT-PCR ile mRNA analizi

Gen ifadesi ve diizenlenmesi, hiicre ve doku islevlerinin temeli olup transkripsiyon ve
translasyon islemlerine baglidir. Biyolojik informasyonunun, genomik dizilerden (gift iplikli
DNA), niikleus igindeki heterojen niikleer RNA’nin sentezlenmesi, mRNA dizilerinin
siplayingi, transkripsiyon sonrast modifikasyonlar, translasyon ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar yolu ile iglevsel bir polipeptide doniisiimii, molekiiler biyoloji ve klinik

tanida genis bir arastirma alanidir (79).

Tipik bir memeli hiicresi, yaklasik 5x10° pg RNA igerir. RNA’nmn, gen
ekspiresyonunda cesitli iglevleri olan bes degisik formu vardir. Hiicresel RNA tiirlerinin

hepsi, li¢ niikleer RNA polimerazdan birinin transkripsiyonel tiriiniidiir (79).

Gen ifadesi Olglilmesi ¢aligmalarinda mRNA’nin amplikasyonuamaci ile, polimeraz
zincir reaksiyonuna, bir 6n basamak olarak ters transkripsiyon (revers transcription)
reaksiyonunun eklenmesi ile DNA komplamenteri (cDNA) sentezlenen mRNA molekiilleri de
PCR’da kalip olarak kullanilabilecek hale getirilebilmektedir. Bu 6n reaksiyon, RNA bagimli
DNA polimerazlar olan revers transkriptaz enzimleri katalizorliiglinde gerceklesmekte ve

teknik, RT-PCR olarak adlandiriimaktadir (79).

PCR ile ilgili teknikler, viicut sivilarindaki viral genom miktarinin belirlenmesi ve 6zel
bir mRNA’nin miktarinin ve bu miktarin zamana gore veya indiiksiyondan sonrai
degisimlerinin saptanmasinda kullanilmaya baslanmistir. PCR tekniginin ilgi gdrmesinin
sebeplerinden diger biri de, Northern blot gibi eski yontemlere gére daha duyarli olmasidir.
Bu duyarlilik sayesinde, son derece ender bulunan veya ¢ok az sayida hiicre veya az

miktardaki doku i¢inde var olan mRNA molekiillerinin saptama ve niceliklerinin belirlenmesi
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mimkiin olmaktadir. Northern blot teknigi i¢in, her bir 6rnekten en az 10°-10° molekiil

gerekmektedir (81).

Hemoglobin genlerinin ifadelerinin, mRNA diizeyinde RT-PCR teknigi ile
radyoaktivite kullanilmadan incelenmesi, bes basamakta gerceklestirilmektedir. Bu

basamaklar sirasi ile soyledir:

1. Retikiilositlerden RNA izolasyonu,

2. Revers transkripsiyon ile mRNA’larin cDNA’lara doniistiiriilmesi,

3. Elde edilen cDNA’nin PCR amplifikasyonu,

4.Amplifikasyon f{irlinlerinin denatiire etmeyen (nondenatiire) poliakrilamid jelde
elektroforezle ayristirilip poliakrilamid jeldeki DNA 6rneklerinin glimiis nitrat ile boyanarak
goriiniir hale getirilmesi,

5. Gortintiilenen DNA bandlarinin miktarlarinin dansitometrik tarama ile belirlenmesi
(79).

2.5. Talasemide Tedavi Yontemleri

2.5.1. Transfiizyon ve selasyon tedavileri

Beta talasemi majorlii olgularda yasam i¢in gerekli olan diizenli kan transfiizyonlari
zamanla viicutta demir birikimine neden olmaktadir. Asir1 demir yiikii de basta kalp, karaciger
olmak iizere bir¢cok organda toksik etkiler ile morbidite ve mortalite nedeni olmaktadir.
Hipogonadism %050, hipotiroidism %10 ve hipoparatiroidism %9 siklik ile hala en yaygin
gorillen komplikasyonlardir. Diabet, kalp yetmezligi ve aritmiler de %6 civarinda
gozlenmektedir (82). Hepatit B ve C virlislerinin yol agtigi karaciger hastaliklar1 bazi
bolgelerde %70’lere kadar ¢ikmaktadir. Kronik hepatitlere ek olarak transfiizyona ikincil
gelisen demir birikimi nedeniyle siroz ve hepatokarsinom riski artmaktadir (83). Bu nedenle
etkili demir gelasyonu biiyiikk 6nem tagimaktadir. Demir selasyonu amaciyla ilk kullanilan
ajan olan deferoksamin giiclii bir selatdr olmasina ragmen parenteral kullanimi ve yan etkileri
nedeniyle hastalarda tedaviye uyum diisiik oranlarda kalmistir. Son yillarda oral kullanilabilen
selatorlerin  kullanima girmesi ve organ demir yiikiiniin non-invaziv metotlar ile
belirlenebilmesi beta talasemi majorlii olgularin prognozunun iyilesmesinde ¢ok onemli bir

rol oynamustir (84).
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2.5.2. Demir viikiiniin belirlenmesi ve izlem

Demir selasyonunun planlanmasi ve monitorizasyonu igin viicut demir yiikiiniin dogru
olarak belirlenmesi gereklidir. Serum ferritin 6l¢timii en yaygin kullanilan, ucuz ve kolay bir
yontemdir. Karaciger hastaligi, enfeksiyon, neoplazi ve vitamin C eksikligi gibi ferritin
sonucunu etkileyen etkenler bulunmadiginda seri Olglimler selasyon tedavisinin
monitorizasyonuna yardimci olabilir. Ancak serum ferritini karaciger ve kalp dokusundaki
demiri dogru olarak yansitmaz. Viicutta demirin esas olarak karacigerde depolanmasi
nedeniyle karaciger demir yiikiiniin belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Karaciger demir yogunlugu
(LIC) karaciger biyopsisi ile belirlenebilir. Fakat uygulama invaziv bir yontemdir ve

komplikasyon goriilebilir. Bu nedenle rutin izlem yontemi olarak kullanilama (84).

Talasemi majorlu hastalarda en sik 6liim nedeni kardiyak sorunlardir. Demir yiikiine
bagl gelisen kardiyomiyopati, konjestif kalp yetmezligi ve aritmiler nedeniyle kardiyak demir
yiikiinlin 6l¢iimii biiyilk 6nem tagimaktadir. Dokulardaki demir yiikiiniin belirlenmesinde
2000’11 yillarin basinda MRI (Magnetic resonance imaging) kullanimi ile ilgili gelistirilen
yontem bu konudaki anlayisi tamamen degistirmistir. Anderson ve arkadaslari talasemi
majorlu hastalarda kardiyak T2* ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu arasinda bir iliski

oldugunu goéstermislerdir (85).

2.5.3. Oral demir selatorleri

Talasemi majorlu hastalarda O6miir boyu diizenli transflizyon yasamsal Onem
tasimaktadir. Ancak olusan demir birikimi de yasami tehdit eden komplikasyonlara yol
acabilmektedir. Asir1 demir serbest radikal olusumu ile oksidatif stres yaratarak hiicre ve
organ hasarina neden olabilmektedir. Asir1 demir baslangicta makrofajlara ve karacigere daha
sonra da endokrin organlar ve kalp dokusunda etkili olmakta tedavi edilmez ise
hipogonadism, hipotiroidism, hipoparatiroidism, diabet, karaciger fibrozisi ve kalp yetmezligi

nedeniyle erken 6liimle sonuglanabilmektedir (86).
[k demir selatdrii olan deferoksamin (DFO) etkili bir ajan olmasma ragmen yiiksek

molekiil agirli§i ve yar1 6mriiniin kisa olmasi (20 dk.) ile parenteral uygulanma zorunlulugu

kullantmim kisitladigr gibi tedaviye uyumu da olumsuz etkilemistir. Bu nedenle yillarca,
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agizdan kullanilabilen ve etkili selasyon yapabilecek ilag gelistirilmesi konusunda yogun

calismalar yapilmistir (84).

Deferipron (DFP) kuvvetli bir demir baglayicidir. Oral alim1 takiben hizla absorbe olur
ve yaklasik 1 saatte plazma seviyesi en iist diizeye ulasir. Demir ile olusturdugu kompleks
bliylik oranda idrar ile ¢ok azi da diski ile atilir. Yar1 6mrii 160 dk olmasi ve hizla aktif
metabolitlerine glukronize olmasi nedeniyle giinde 3 kez kullanilmalidir. DFP kullanilan
transflizyona bagimli hastalarda serum ferritin ve karaciger demir konsantrasyonunda azalma
saglanabildigini gosteren bir¢ok ¢alisma yaymlanmistir. Buna ek olarak bir¢ok c¢alismada da
kardiyak demirin uzaklastirilmasi, kalp fonksiyonlarinin diizeltilmesi ve kardiyak nedenli
Oliimlerin azaltilmasinda DFO’ya gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalar i¢inde
en carpict olaninda T2* degerleri 10-20 msn arasinda olan 61 olgunun 12 aylik izleminde
myokardiyal demir’deki azalma DFP alan grupta daha anlamli bulunmustur (87). Bu
calismada sol ventrikiil fonksiyonlarindaki diizelme de DFP grubunda daha belirgindi. Ayrica
DFP alan olgularda DFO grubuna oranla kardiyak olaylar ve kardiyak nedenli dliimlerin
belirgin olarak daha az oldugunu gosteren calismalar da yaymlanmustir (88,89). Kardiyak
demirin uzaklastirilmasinda DFP’nin daha etkili olmasi diisiik molekiiler agirlikta olmasi, notr
yiiklii olmasi ve lipofilik 6zelligi nedeniyle miyosit membranindan gecisinin kolay olmasi ile

aciklanmaktadir (90).

2.5.4. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu

Beta talasemi majorlu olgularda giinlimiizde tek kesin tedavi sans1 hematopoetik kok
hiicre naklidir (HKHN). Miyeloablatif hazirlama tedavisi sonrasi HLA uyumlu kardes
vericiden HKHN segilecek tedavi olarak kabul edilmektedir (91,92).

HKHN uygulamalarinda esas kisitlayicr faktor HLA uyumlu kardes verici
bulunamamasidir. Beta talasemi majorlu olgularin aile i¢i verici bulma sanst %25-30
civarindadir. Ailenin tek ¢ocugu olan hastalarda bu sans da yoktur. Son yillarda bu olgular
icin alternatif donoérlerden yapilan HKHN sonuglari iimit vericidir. Talasemi majorlu
olgularda gobek kordon kami da kok hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir. HLA uygun
akraba verici bulunamayan hastalarda alternatif donodrlerden bir digeri haploidentik
vericilerdir. Haploidentik nakillerde en Onemli sorunlar greft yetmezligi, immiin

rekonstitiisyonun gecikmesi, GVHD ve artmis firsat¢1 enfeksiyon riskidir. Talasemili
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olgularda haploidentik vericilerden yapilan nakiller konusunda deneyim kisithdir. Son
yillarda tek gen hastaliklarinda preimplantasyon genetik tam1 ve HLA tiplemesi
tekniklerindeki gelismeler ailelere talasemili c¢ocuklarina HLA uygun dondr olabilecek
saglikli bebek sahibi olma sans1 vermektedir. Ancak etik, yasal ve finansal sorunlar oldugu
gerekgesi ile bazi iilkelerde bu uygulamaya izin verilmemektedir. Tiirkiye’de ise kemik iligi
naklinin hayati 6nem tasidig1 ve uygun kardes verici bulunmadigi raporlanan olgularda sosyal
giivenlik kurumu geri 6deme yapmaktadir. Ulkemizde basari ile uygulanan bu yontem ile

birgok talasemili hasta HLA uyumlu verici kardes ile HKHN sansina kavusmustur (93, 94).

2.5.5. Gen tedavisi

Talasemi majorlu hastalarda klasik tedavi yontemlerindeki gelismeler yasam kalitesini
diizelttigi gibi yasam siiresini de artirmistir. Tiim bu gelismelere ragmen halen tek kiiratif
tedavi yontemi aile i¢i veya akraba dis1 vericiden yapilan HKHN’dir. Ancak hastalarin ¢ok az
bir kismi HKHN sansina sahip olmakta ayrica ozellikle akraba disi veya haploidentik
vericiden yapilan nakillerde mortalite ve morbidite riski tedirginlik yaratmaktadir. Bu nedenle
son yillarda hematologlar, defektif B-globin genini diizeltmek amaciyla normal bir B-globin
gen transferini ya da defektif geni bir homolog rekombinasyonla degistirmeyi hedef alan
alternatif stratejiler iizerinde ¢alismaktadirlar. Her ne kadar insan globin genlerinin
tanimlanmas1 ve klonlanmasi sonrasinda gen tedavisi teorik olarak miimkiin hale gelse de iki
onemli konu yillarca engel teskil etmistir. Bu engellerden ilki, globin gen diizenlenmesinin
son derece karmasik olmasi digeri ise hematopoetik kok hiicrelere gen transferi i¢in uygun
vektor eksikligidir. Retroviral vektorler ile yapilan ilk c¢aligmalar sonrasinda f-
hemoglobinopatilerde lentiviral vektorlerin daha uygun oldugunu gosteren, imit Verici

sonuglar elde edilmistir (95).

Hayvan modellerinde ve hiicre diizeyinde alternatif tedavi yaklagimlari konusunda
caligmalar devam etmektedir. Son yillarda Sox2,0ct3/4,Myc ve KIf4 gibi transkripsiyon
faktorlerinin transferi ile dretilen indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin  kullanildigt
caligmalar imit verici goriilmektedir. Ancak heniiz giivenlik ve etkinlik yoniinden yeterli

kanit bulunmamaktadir (96,97).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Kullanilan Malzemeler

Cihazlar

1. Coulter Counter Coulter T-890

2. Thermal Gradient Cycler Biometra

3. Microsantrifiij Fisher235 B

4. Minigel elektroforez tanki Pharmacia GNA-100
5. Mikrodalga firin Vestel Goldstar

6. UV lamba Cole Parmer 9814

7. Otomatik pipet Gilson (10, 20, 100, 200, 500 ul)
8. Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02
9. pH metre HANNA - HI 2211-02
10. Kuru banyo inkiibatorii Dry Bath

11. HPLC Agilent

Kimyasallar

1. DNA Izolasyon kiti Bioneer

2. Alfa talasemi mutasyon Kiti Bioneer

3. Hb A; Kiti Bioneer

4. Agaroz Sigma

3.2. Ornek Toplama

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulu onay: alinarak
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal tarafindan, KSU Tip Fakiiltesi Biyokimya Arastirma
Laboratuarinda gergeklestirildi. Bu ¢alismada Kahramanmaras merkez ve ilgelerinden saglikli
100 kisinin her birinden 2 adet EDTA’lL tiipe yaklasik olarak 5 ml. kan 6rnegi alindi.
Toplanan EDTA’11 kan 6rneklerinin 1 tiipii coulter cihazinda kan sayimi ve HbA; dl¢timii i¢in

kullanildi. Diger EDTA’11 tiipteki kan 6rnegi ise DNA izolasyonu yapildi.
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3.3. Analizler

3.3.1. Hematolojik incelemeler

3.3.1.1. Coulter sayimi

Prensip: lletken sivi ortamda iki elektrod ve aralarinda daralip genisleyebilen bir
lobiil sistem vardir. Tam kandaki sekilli elemanlarin olusturdugu parcaciklar ortama silispanse
halde verildiginde biiyiikliik ve yogunluklarina gore tiibiil sistemi daralip genislemektedir. Bu
sirada sistemin potansiyel enerji farki degismekte ve ekranda ¢irpintilar (pulse) olusmaktadir.
Cirpintilarin biiytikliigii ve sayisi, hiicre sayist ve biiyiikligii ile kosuttur. Sisteme giren

parcaciklar bu sekilde degerlendirilmektedir.

EDTA’L tiiplere toplanan kan 6rnekleri birkag defa yavasga alt {ist edilerek homojen
hale getirildi. Sonra Coulter T-890 cihazinda hematolojik Olgiitler belirlendi. Eritrosit ve
16kosit sayilari, hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama
eritrosit hemoglobini (MCH) ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu saptandi.

3.3.1.2._ HbA, dl¢tiimii

Prensip: Hemolizat DE-52 reginesi ile hazirlanmis kolona uygulanarak Hb A2, 6zgiin
pH ve klorid iyon konsantrasyonu altinda diger hemoglobinlerden ayristirilir. Her fraksiyonun
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak olgiiliir. Absorbans degerleri daha sonra Hb A2
yiizdesini hesaplama da kullanilir.

Ayrraclar:
Ornek Hazirlama: 50 pL tam kan 200 pL distile veya deiyonize suyla seyreltilir.

Kolon hazirlama:

1. Kolon dengelendikten sonra 10 pL hemolizat kolona uygulanir ve 200 uLL Hb A2 eliisyonu

ile yikanir.
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2. Hemolizat kolona tamamen absorbe edildikten sonra kolon 4 ml Hb A, eliisyonu ile
yikanir.

3. Kolon ikinci eliisyon ile yikanir. Bu fraksiyon 16 ml suyla seyreltilip 415 nm dalga
boyundaki absorbansi okunur.

4. Asagidaki formiil kullanilarak Hb A, yiizdesi hesaplanir:

% HbA, = 100A/(A+(5N))

A: Hb A; fraksiyonunun absorbansi

N: Diger hemoglobinler fraksiyonunun absorbansi
Normal Degerler:
Sinirlart: %1.5- 3.0 Hb

Ortalama: %2.4 Hb

3.3.2. Molekiiler Calismalar

3.3.2.1.Tam kandan DNA izolasyonu

Prensip: BioneerAccuPrep Genomic DNA Extraction kiti kullanilarak saflastirilmis DNA

toplanir.

Yontem:

1) EDTA K3 tiipline alinmig olan tam kandan 200 pL ependorf tiipiine pipetlenir.
2) Uzerine 20 pL Proteinaz K, 200 pL baglama tamponu eklenir ve vortekslenir.
3) 60 °C “de 10 dakika inkiibe edilir.

4) 100 pL 1zopropanol eklenir.

5) Elde edilen lizat baglama tamponu tiipiine dikkatlice bosaltilir.

6) 1 dk. 8000 rpm de santrifiijlenir.

7) Baglama tamponu tiipli yeni bir tiipe aktarilir.

8) Uzerine 500 uL yikama tamponu 1 ilave edilir ve 1 dk 8000 rpm de santrifiijlenir.
9) Altta kalan s1v1 dokiiliir ve 500 uL. yikama tamponu 2 ilave edilir.

10) 12000 rpm de 1 dk. santrifiij edilir.

11) Santrifiij sonrast baglama tamponu baska bir ependorf tiipiine alinir.
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12) Uzerine 200 pL eliisyon tamponu ilave edilir ve 1 dk. oda sicakliginda bekletilir.

13) 8000 rpm de 1 dk santrifiijlenir.
Bu islemlerden sonra DNA elde edilmis olur ve +4 °C de muhafaza edilir.

3.3.2.2. Hedef DNA’nin Cogaltilmasi ve Isaretlenmesi

Once DNA’nin tamimlanmis hedef bolgesinin PCR yardimiyla ¢ogaltilmasi gerekir.
Duyarlilig1 en iist diizeye getirmek ve hedef dizilerin okunabilirligini arttirmak i¢in yeterli

miktarda hedef DNA’nin c¢ogaltilmasi gerekir. Bunun i¢in hedef DNA elektroforez ve

isaretleme yapilmadan 6nce PCR ile g¢ogaltilir.

Hedef DNA’nin Cogaltilmasi

Alfa Talasemi PCR Protokolii

PCR mix 17 uL
Primer mix 2 uL
Genomik DNA 1 uL
Taq polimeraz 0.1 uL

Tablo 7°de verilen primerler 100 pmol/uL olacak sekilde hazirlanmistir. Bu primerlerin her

birinden 5 pL bir tlipe alinarak {izerine 50 pL su eklenerek primer mix (5pmol/ pL)

hazirlanmstir.

a-globin gen zincirleri

Tablo 7: a globin gen amplifikasyonunda kullanilan primerler ve delesyon tiirleri

Primer kodu Primer dizisi 5°—3’ Delesyon tiirii (kb)/PCR iiriin
boyu (bp)
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC 3.7 kb delesyon
3.7-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 2022 bp
a2/3.7-F CCCCTCGCCAAGTCCACCC Normal
a2-R AGACCAGGAAGGGCCGGTG 1800 bp
4.2-F GGTTTACCCATGTGGTGCCTC 4.2 kb delesyon
4.2-R CCCGTTGGATCTTCTCATTTCCC 1628 bp
20.5-F GCCCAACATCCGGAGTACATG 20.5 kb delesyon
20.5-R AAAGCACTCTAGGGTCCAGCG 1007 bp
MED-F TACCCTTTGCAAGCACACGTAC 17.4 kb delesyon MED
MED-R TCAATCTCCGACAGCTCCGAC 807 bp
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Alfa talasemi PCR Programi

Denatiirasyon 97°C 45 saniye
Primer baglanmasi  60°C 1 dak 15 saniye
Zincir uzamast 72°C 2 dak 30 saniye

PCR tiipleri 95°C de 5 dakika inkiibe edildikten sonra toplam 30 dongiiden olusan
program baslatilmistir. Son dongiiye 72°C 5 dakika daha ek siire verilir. Bu islem esnasinda
0.5xTBE (pH:8) tamponu ile %1’lik agaroz jel hazirlanir. PCR iiriinlerinden 9 pL alinarak 1
pL yiikleme tamponu ile karistirilip jele yiiklenir. Sabit voltaj (100 Volt) uygulanarak 40
dakikada elektroforez islemi tamamlanir. Etidyum bromiir ile boyanan agaroz jel UV

transiliminator ile goriintiilenerek resimleri gekilir.

3.3.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Ayrraclar
%1’lik Agaroz Jel
Agaroz 19

100 mL 0,5 X TBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Yiikleme Tamponu

Brom fenol mavisi %0,05
Gliserol %10
Ficoll %15

5 X TBE Tamponu pH 8,0

Tris baz 54,09
Borik asit 2759
EDTA (0,5 M pH 8,0) 20 mi

1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Etidyum Bromiir Cozeltisi

EtBr 5 pg/ml olacak sekilde saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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Yontem

Amplifiye olan iiriinden 20 pl almarak 2 pl yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra
%1,5’lik agaroz jele uygulanip 100 voltta 40 dk. yiiritilmiistiir. Elektroforez sonrasi jel
etidyum bromiir ile 3 dk. boyanip boyanin fazlasi saf su ile yikanarak temizlenmistir. DNA

parcalar1 UV ile goriiniir hale getirilerek fotografi ¢ekilmistir verim kontrol edilmistir.
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4. BULGULAR

Daha once alfa talasemi tanist konulmayan ve metabolik rahatsizligi bulunmayan,
dogum yerleri Kahramanmaras ve ilgeleri olan saglikli 100 kisiden kan Ornegi toplandi.
Toplanan 6rneklerin hematolojik verileri incelendi. Orneklerin hemoglobin elektroforezi, Hb
A, diizeyleri saptand1 ve talasemili olgular1 ayirmak i¢in plazma ferritin diizeyi 6l¢iildii. Tim
kan Orneklerinin DNA’s1 izole edilerek polimeraz zincir reaksiyonu ile alfa globin gen

delesyonlar1 incelendi.

Hematolojik bulgular degerlendirildiginde, tiim 6rneklerin hemoglobin miktar1 7,8-
16,9 g/dl, Het orami %21,8-49,5, MCV degerleri 53,9- 96,7 fl, MCH 17,2- 36,9 pg, MCHC
oran1 %30,4- 40,9 olarak bulunmustur.

Tablo 8’de 6rneklerin hematolojik degerleri gosterilmistir.

45



Tablo 8: Hematolojik degerler

Kahramanmaras Merkez Ornekleri

No | Olgu | Cinsiyet-Yas | RBC (10%/L) | HB (g/dl) | HCT (%) | MCV (fl) | MCH (pg) | MCHC (g/dl) | HbA2 (%) Hb F % Hb Ele.
1 K.G. K-18 5,0 10,1 32,9 66,2 20,4 30,7 1,9 0,0 AA
2 H.D. K-21 4,6 12,0 38,4 82,9 26,0 31,3 2,0 0,0 AA
3 K.K. K-21 4,9 10,3 34,8 70,8 21,0 29,7 1,7 2,5 AA
4 F.A. K-22 4,9 14,1 43,9 89,9 28,9 32,1 2,2 0,8 AA
5 M.B. K-24 4,7 14,4 41,5 87,7 30,5 34,7 2,2 0,2 AA
6 E.G. K-24 5,0 14,0 40,4 80,9 28,0 34,6 2,2 0,0 AA
7 S.B. K-26 5,0 13,0 38,4 76,4 25,9 33,9 19 0,0 AA
8 G.A K-27 4,4 13,0 37,9 87,1 30,1 34,5 2,5 0,2 AA
9 G.A. K-27 4,7 12,8 38,4 82,3 27,5 33,4 2,3 0,0 AA
10 Y.C. K-30 4,5 7,8 21,8 48,2 17,2 35,7 18 0,0 AA
11 H.G. K-30 4,7 13,1 39,7 85,1 28,0 32,9 1,2 0,5 AA
12 E.U. K-31 41 12,5 37,9 92,7 30,5 32,9 2,2 1,4 AA
13 Z.N. K-31 4.4 11,6 34,2 78,0 26,5 33,9 2,2 0,0 AA
14 S.C. K-32 4,6 13,1 38,1 83,4 28,6 34,3 2,1 0,0 AA
15 GY. K-34 4,7 13,8 41,8 89,0 29,4 33,0 2,1 0,0 AA
16 SA K-35 3,6 10,3 29,9 83,5 28,7 34,4 2,2 1,5 AA
17 AF. K-40 4,6 9,7 21,7 60,1 21,1 35,1 1,9 0,0 AA
18 Y.A K-42 52 11,4 36,2 69,3 21,8 31,4 3,1 0,2 AA
19 A0. K-42 4,3 13,3 39,1 91,1 31,0 34,0 1,9 1,0 AA
20 A.G. K-42 52 14,3 42,5 84,6 27,1 35,8 2,0 0,0 AA
21 E.K. K-43 4,3 10,9 30,9 72,8 25,7 35,3 1,9 0,0 AA
22 F.B. K-43 52 14,1 38,0 73,8 27,4 37,2 2,4 0,0 AA
23 AP. K-45 4,6 12,0 34,9 75,6 26,1 34,5 1,4 0,0 AA
24 |ATS. K-47 4,5 12,7 36,5 80,9 28,2 34,9 2,2 0,0 AA
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25 Y.D. K-52 4,4 13,7 42,9 96,7 30,9 32,0 19 0,2 AA
26 C.E K-54 4,8 13,5 39,6 81,8 27,9 34,2 2,1 0,0 AA
27 AT. K-55 4,5 12,0 38,8 86,3 26,7 30,9 19 0,0 AA
28 I.G. K-58 51 14,2 41,7 80,7 27,5 34,1 2,0 0,0 AA
29 N.K. K-59 5,2 13,3 39,2 75,0 25,5 34,1 2,2 0,0 AA
30 ZE. K-60 41 114 33,4 81,7 27,9 34,2 2,2 0,0 AA
31 ES. K-61 4,9 13,8 40,8 83,9 28,4 33,9 2,2 0,0 AA
32 N.A. K-62 4,6 13,9 42,4 92,5 30,4 32,9 1,9 0,5 AA
33 R.G. K-64 4,6 13,4 39,6 86,8 29,3 33,7 2,1 0,0 AA
34 AF. K-67 4,6 13,7 40,8 89,1 29,9 33,6 2,1 0,0 AA
35 H.C. K-71 4,5 91 27,0 60,6 20,4 33,7 19 0,9 AA
36 AE. K-72 5,2 15,0 46,3 89,8 29,2 32,5 3,5 0,2 AA
37 H.T. K-72 4,6 12,9 38,2 28,1 28,1 33,6 2,0 0,0 AA
38 AP. K-76 53 15,4 46,3 87,7 29,1 33,2 2,2 0,0 AA
39 M.B. E-13 4,5 13,0 39,3 86,5 28,0 33,0 2,1 0,0 AA
40 E.A. E-20 5,7 15,3 47,3 83,4 27,0 32,4 2,2 0,0 AA
41 B.A. E-21 5,6 16,6 48,3 86,1 29,6 34,4 2,3 0,0 AA
42 T.D. E-22 6,0 16,7 51,0 85,3 27,9 32,8 2,5 0,0 AA
43 AB. E-23 52 15,5 46,9 90,7 30,0 33,0 1,9 0,0 AA
44 | AD. E-23 51 14,8 44,1 88,3 29,5 33,5 2,3 0,0 AA
45 ET. E-27 55 16,0 49,0 89,4 29,2 32,7 2,5 0,0 AA
46 E.G. E-29 50 14,8 43,7 87,0 29,4 33,8 2,3 0,0 AA
47 M.D. E-30 5,6 16,0 48,5 87,5 28,8 32,9 2,3 0,0 AA
48 0.B. E-30 5,4 15,7 47,2 87,9 29,2 33,3 2,3 0,0 AA
49 S.T. E-31 4,6 12,8 37,7 81,3 27,6 33,9 2,2 0,0 AA
50 O.K. E-44 51 13,4 41,9 72,3 24,2 33,4 2,2 0,0 AA
51 AA. E-45 4,9 13,7 42,2 86,8 28,1 32,4 2,4 0,0 AA
52 LT. E-46 5,4 15,1 44,6 83,1 28,2 33,9 2,0 0,0 AA
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53 M.G. E-47 4,6 13,0 40,8 89,8 28,6 31,9 2,1 0,0 AA
54 M.K. E-58 5,2 15,7 46,2 88,4 30,1 34,1 2,3 0,7 AA
55 M.T. E-59 5,0 14,8 44,0 88,5 29,9 33,7 2,1 0,0 AA
56 M.O. E-68 4,8 13,4 40,9 84,5 27,8 32,9 2,5 0,0 AA
57 H.O. E-70 4,8 12,6 38,7 80,4 26,2 32,5 1,8 0,2 AA
58 M.T. E-76 4,8 14,6 42,9 89,8 30,6 34,1 2,5 0,0 AA
59 M.E. E-77 5,4 111 31,9 59,6 20,8 34,8 2,0 0,3 AA
60 M.A. E-78 5,0 14,4 44,4 89,4 28,9 32,3 18 0,3 AA
61 H.D. E-83 4,9 14,7 434 88,2 29,8 33,8 2,1 0,1 AA
Elbistan Ornekleri
62 B.S. K-23 4,7 14,1 41,5 87,8 29,9 34,1 2,7 0,1 AA
63 ZY. K- 33 41 9,0 29,1 71,8 22,2 31,0 2,1 0,0 AA
64 R.A. K-42 3,5 10,2 30,0 86,4 29,2 33,9 2,1 1,2 AA
65 ZS. K-43 50 13,9 44,2 87,6 27,6 31,5 2,3 0,0 AA
66 N.M. K-52 4,2 12,9 37,4 89,2 30,9 34,6 2,5 0,0 AA
Afsin Ornekleri
67 K.T. K-19 41 13,6 42,2 73,6 23,7 32,2 1,7 0,3 AA
68 M.S. K-21 39 11,3 32,8 84,3 29,0 34,4 2,3 0,0 AA
69 A.G. K-39 4.3 13,2 41,7 78,5 26,7 31,7 2,1 0,1 AA
70 F.l. K-39 4,5 14,2 42,5 95,1 31,8 33,4 2,6 0,0 AA
71 D.D. K-65 4,0 12,6 36,7 91,6 31,5 34,4 2,1 0,8 AA
Andirin Ornekleri
72 Y.G. K-20 4.4 13,7 39,1 89,0 31,2 351 2,0 0,8 AA
73 E.C. K-33 54 10,6 29,2 53,9 19,5 36,2 3,7 0,2 AA
74 H.D. K-37 5,2 11,8 37,2 83,7 32,7 34,7 2,2 1,2 AA
75 F.D. K-38 4.8 12,8 40,6 85,4 26,9 31,5 2,3 0,0 AA
76 H.D. K-49 4,8 13,8 41,1 85,9 28,9 33,6 2,0 0,0 AA
77 H.B. K-60 4,2 11,7 35,6 84,9 27,9 32,8 2,4 0,0 AA
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Goksun Ornekleri

78 H.K. K-24 41 131 38,6 95,0 32,2 33,9 2,1 2,0 AA
79 F.D. K-31 5,3 11,9 35,6 67,6 22,6 33,4 4,7 0,8 AA
80 P.C. K-33 4,7 11,9 35,6 76,3 25,6 33,6 2,2 0,0 AA
81 N.A. K-39 4,6 12,1 35,2 77,3 26,5 34,3 2,1 0,0 AA
82 D.G. K-41 4,4 10,4 30,0 68,7 23,7 34,5 2,0 0,8 AA
83 AK. K-53 4,3 12,2 36,6 85,5 28,5 33,3 1,8 0,0 AA
84 G.S. K-54 3,8 11,2 35,4 87,2 30,6 36,2 2,3 1,2 AA
85 UK. K-56 4,6 12,7 39,4 85,4 27,5 32,2 2,0 0,0 AA
86 U.A. E-24 5,6 16,9 49,5 88,7 30,2 34,1 2,0 0,0 AA
Pazarcik Ornekleri
87 S.A. K-40 4,6 10,4 34,3 74,7 22,7 30,4 2,1 0,0 AA
88 S.D. K-62 3,2 11,9 29,2 90,4 36,9 40,9 1,9 0,0 AA
89 LS. E-28 4,2 13,5 45,1 82,0 26,2 32,7 2,4 0,0 AA
90 S.T. E-50 5,2 13,1 33,5 78,9 21,9 34,7 2,0 0,0 AA
91 | M.U. E-57 5,0 145 41,8 83,8 29,2 34,8 1,8 0,3 AA
Tiirkoglu Ornekleri
92 S.K. K-23 4,5 13,8 40,0 88,4 30,5 34,5 2,2 0,0 AA
93 AK. K-41 4,8 14,3 44,7 92,3 29,6 32,1 2,1 1,2 AA
94 H.T. K-56 55 13,4 39,9 73,3 24,6 33,6 2,1 0,0 AA
95 0.D. E-28 5,4 15,7 46,3 86,3 29,4 34,0 2,4 0,0 AA
96 0.C. E-33 55 16,3 48,6 89,1 30,0 33,6 2,5 0,0 AA
97 F.B. E-36 5,3 15,5 45,5 85,3 29,1 34,2 2,3 0,0 AA
98 M.B. E-44 55 16,1 47,3 86,8 29,6 34,1 2,3 0,0 AA
99 M.C. E-49 5,2 149 44,2 84,7 28,5 33,6 2,1 0,0 AA
100 | AH. E-50 5,0 15,5 42,7 86,1 31,3 36,4 2,1 0,0 AA
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Hematolojik degerlere gore dokuz kiside (1, 3, 10, 17, 21, 35, 63, 82, 87) anemi tespit
edilmis (Tablo 9) olup HbA; degeri diisiik olmasi nedeni ile alfa talasemi gen delesyonlari
arastirilmistir. Bu tarama sonunda bir kisi 20.5 kb, diger bir kisi de 3.7 kb heterozigot olarak
tespit edilmistir. Resim 1’de gosterilen 7, 13, 35, 80, 90 no’lu ornekler de gen delesyonu

goriilmezken, 1 numarali 6rnek 3.7 kb ve 63 ise 20.5 kb gen delesyonu bulunmustur.

Tablo 9: Anemi tespit edilen drneklerin hematolojik ve HbA, degerleri

No | o | &Y | oty | gy | 0w | | Go | @ | o9 |5 |ee

K.G. | K-18 5,0 10,1 32,9 | 66,2 | 204 30,7 1,9 00 |AA
3 |KK. | K-21 4,9 10,3 348 | 70,8 | 21,0 29,7 1,7 2,5 |AA
10 | Y.C. | K-30 4,5 7,8 218 | 482 | 17,2 35,7 1,8 0,0 |AA
17 | AFF. | K-40 4,6 9,7 27,7 | 60,1 | 211 351 1,9 0,0 |AA
21 | EK. | K-43 4,3 10,9 309 | 728 | 257 35,3 1,9 0,0 |AA
35 | HC. | K-71 4,5 91 270 | 60,6 | 20,4 33,7 1,9 0,9 |AA
63 | Z.Y. |K-33 4,1 9,0 291 | 71,8 | 22,2 31,0 2,1 0,0 |AA
82 | D.G. | K41 4,4 10,4 30,0 | 68,7 | 23,7 34,5 2,0 08 |AA
87 | S.A. | K-40 4,6 10,4 343 | 747 | 22,7 30,4 2,1 0,0 |AA

35 90 80 63 1 13 7 10 3,7kb  20,5kb MED

Resim 1: PCR temelinde o>, o?*° ve MED mutasyonlari i¢in agaroz jel goriintiisii
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Sekil 17: 3,7 kb’lik delesyon belirlenen 1 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisii




Sekil 18: 20.5 kb’lik delesyon belirlenen 63 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisii
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Sekil 19: Anemi tespit edilen 3 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisti
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Sekil 20: Anemi tespit edilen 10 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisii
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Sekil 21: Anemi tespit edilen 17 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisii

55



Sekil 22: Anemi tespit edilen 21 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisti
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Sekil 23: Anemi tespit edilen 35 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisti
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Sekil 24: Anemi tespit edilen 82 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisii
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Bu caligmada iki 6rnegin (73 ve 79) HbA; degeri % 3.7 lizerinde bulunmus olup B

talasemi tasiyicist oldugu belirlenmistir (Tablo 10).

Tablo 10: B talasemi tastyicisi oldugu belirtilen 6rneklerin hematolojik degerleri

No |olau Cinsiyet- RBC HB HCT | MCV | MCH MCHC HbA, | HbF | Hb
J Yas (L0%/L) | (g/dl) | (%) (1) (p9) (g/dl) (%) | (%) | Ele.
73 E.C. K-33 54 10,6 29,2 53,9 19,5 36,2 3,7 0,2 AA
79 F.D. K-31 53 11,9 35,6 67,6 22,6 334 47 0,8 AA
1 .. 914 1:31 P
" 0.0 15.%08 LUt
H.9ram g5 % 5375
W s I 1599 hbad
‘. uy aaxe CEL] 2124 hb#
i ! 159 o941 S
32E3 r | 1491
1548 206 11 o
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Sekil 25: B talasemi tasiyicist oldugu belirlenen 73 no’lu 6rnegin HPLC goriintiisii

Sekil 26 : B talasemi tasiyicist oldugu belirlenen 79 no’lu 6rnegin HPLC gériintiisii
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5. TARTISMA

Molekiiler diizeyde yapilan galigmalardan ilki olan hemoglobinopatiler, diinyada en
yaygin olarak gézlenen genetik hastalik grubudur. Hemoglobinopati tasiyici sikligi Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan %5.1 olarak bildirilmis ve her yil yaklasik olarak 365.000 hasta
cocuk diinyaya gelmektedir. Hastalik yogun olarak Afrika, Asya ve Akdeniz iilkelerinde
goriilmesinin yan1 Sira goglerle birlikte Avrupa, Amerika ve Avustralya toplumuna da

yayilmis ve Tiirkiye’nin 6zellikle giiney ve bat1 bolgesinde siklikla goriilmektedir (23).

Hemoglobinopatilerde globin zincirlerindeki yapisal degisimler ve sentez yetersizligi
islevsel degisiklige neden oldugu igin hastalik olarak karsilagilmaktadir. Bu degisimler

anormal hemoglobin ve talasemi olarak iki ana sinifta incelenir (98).

Hemoglobinopatilerden 6zellikle Hb S, o-talasemi ve p-talaseminin siklikla
goriilmesinin nedenlerinden birisi de Afrika, Asya ve Akdeniz iilkelerinde goriilen sitmaya
kars1 koruyucu olmalaridir (99). Bu bolgelerde hemoglobinopatilerin varligiyla sitmadan
kaynakli 6liimlerin azaldig1 goriilmistiir (68). Bir genetik varyant, enfeksiyon hastaliklarina
kars1 koruma saglyorsa enfeksiyon hizin1 bozacak ve epidemiyi kiracaktir (11). Sitmanin
yaygin oldugu bolgelerde klasik bir 6rnek olan Hb S’in frekansinin yiiksek olmasi bu hipotezi
desteklemektedir. Sitmanin yaygin oldugu bolgelerde a-talaseminin de arttigi bilinmektedir
(98).

Hb S ve a-talaseminin sitmaya karsi bir koruyucu oldugunun bilinmesine ragmen bu
konunun mekanizmas:1 hakkindaki bilgiler yetersizdir. Hb S’li 6rnekler i¢in durum biraz daha
aydinlaticidir. Eritrositleri enfekte eden P. Falciparum parazitleri oraklasan hiicrelerde uygun
yasam kosullarini saglayamaz. Ancak o-talaseminin nasil bir mekanizma ile sitmaya karsi

korumada gorev aldigina dair yeterli bilgi bulunmamaktadir (68).

Subtropik iklim kusaginda bulunan iilkemizde o-talasemi tasiyiciligt %2 iken;
Cukurova bolgesinde bu oran %3,3’diir. a-talasemilerin tanisint koymak zordur, ¢iinkii

hematolojik veriler normal bireyden farkl: olmayabilir (11).

a-talasemi c¢alismalarinda 6rnek segimi Oncelikle demir eksikligi anemisi ekarte
edilmis olgularin Hb, MCV ve Hb A, dizeyleri degerlendilerek yapilir. Alfa talasemi

mutasyonlar1 siklikla delesyonel mutasyonlardan kaynaklidir. Daha az olarak delesyonel
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olmayan mutasyonlar sonucunda goriiliir. Nondelesyonel mutasyonlarin sikligi delesyonel
mutasyonlarin sikhiginin iigte biri kadardir (23). Tiirkiye’de delesyonel mutasyonlardan en sik
goriileni 3,7 kb iken bunu takiben 4,2 kb, 20,5 kb, MED 1 (17,4 kb) ve MED 1II (26,5 kb)

mutasyonlar goriilmektedir (51).

Oner ve arkadaslarinin yaptig: calismada yirmi bes Hb H hastasinda, on farkli genotip
saptanmig ve en sik goriilen a-talasemi mutasyon tipinin 3,7 kb delesyon oldugu bildirilmistir
(66).

Canatan ve arkadaslari Antalya’da Hb H hastalarinin molekiiler temelinde o> a*?
MED-1 ve a®*® mutasyon tiplerinin oldugunu géstermisler ve Antalya’da o talasemi tasiyic
sikliginin disiik oldugunu bildirmiglerdir (101).

Yiiregir ve arkadaslar, Adana’min Karatas bolgesinde o’

mutasyonlu ve o-gen
triplikasyonlu olgular oldugunu bildirmislerdir (52). Yiiregir ve arkadaslan o-tal-1 ve o-tal-2
mutasyonunun yaninda o, globin geninin poliadenilasyon kuyrugunda nokta mutasyonu

(AATAAA—AATGAA) oldugunu gostermislerdir (65).

Cirtik ve arkadaslart iki Tirk hastada unstabil o globin varyant: olan Hb Adana ile
kombine alfa tal-1 olgularinin varhginm goéstermislerdir (33). Ciirlik ve arkadaslar
Cukurova’da bes degisik o gen delesyonu ve dort nondelesyonel mutasyon tipi

tanimlamuglardir (102).

Polat uzmanlik tezinde, Mersin yoresinde yaptigi cahismada sekiz olguda o’ ve bir

olguda o®*° delesyon tipinin varhgini gostermistir (11).

Yalin doktora tez calismasinda, o talasemiye neden olan mutasyon tiplerinden o'’ nin
%45, MED TIin %28,3, o®>nin %1,7 siklikta gozlendigini ve o*? mutasyonuna

rastlamadigini bildirmistir (22).

Ciiriik ve arkadaglart Cukurova’da Hb H hastalig1 olan, otuz iki olgunun altisinda — —

MEDICI79/—6>7 | iki olguda — —EP "C289) 15" o bir olguda — —MEP 'C174) 1—¢37 + Hb AS, bir

_ MED I(-174); 5 nt _MED I(-174) ;,PA1

olguda — o , dokuz olguda — —*>*/-a*’, bir olguda — a, bir

_205,_,42 _ 205, codons9 _MED II(-265),_,

olguda — , iki olguda — , li¢ olguda — 37 dort olguda — —
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MED Il (269)1¢ PA2, , bir olguda a P a/a P Yo ve bir olguda — — MEP " (269) /o PA2 o + Hb AS

varhigint gostermislerdir (61).

Arnylirek doktora tez c¢alismasinda Konya yoresinde yapmis oldugu calismada 164

%7 talasemi mutasyonu

olgunun 84’iinde P talasemi mutasyonu tasiyicilifi, birinde o
tastyiciligl ve birinde Hb S mutasyonu tasiyiciligi belirlenmistir. Mutasyon taramasi yapilan
olgulardan 3 tanesi IVS 1-110/ IVS 1-110 homozigot mutant, 3 tanesi 1\VS 11-745/ 1VS 1-110
ve 1 tanesi D/ IVS I-110 gifte heterozigot olarak belirlenmistir. B talasemi tasiyiciligi
belirlenen olgularin %74°t IVS 1-110, %9’u Cd 8, %51 Cd 39, % 4’4 Cd 5, %41 IVS 1-1,

%2’s1 IVS 11-745, %1°1 Cd 44 ve -87 mutasyonu tasiyicisi oldugu belirlenmistir (4).

Attila ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Cukurova’da Hb S oranii %10, B talasemi oranini
%3,7 ve a talasemi oranmni %3,3 olarak bildirmektedir. Dogum Oncesi tan1 yapilan 249
fetustan 49 tanesini homozigot ya da cifte heterozigot hasta olarak belirlemislerdir. Bunlarin
%13,7’sinde Hb S, %5,6’sinda P talasemi, %0,4’linde a talasemi ve %0,4’tinde Hb S+§

talasemi mutasyonu tespit etmislerdir (103).

Tadmouri ve arkadaslar1 yaptiklart calismada Tiirkiye’de en yaygin goriilen B talasemi
mutasyonunun VS I-110 oldugunu ve bunu IVS I-6, Cd 8, IVS I-1, IVS 1I-745, IVS 1I-1, Cd
39, -30 ve Cd 5 mutasyonlarinin izledigini bildirmiglerdir. IVS I-110 mutasyonunun bdlgelere
gore dagiliminin Marmara Bolgesi i¢in %34,1, Ege ve Akdeniz Bolgesi igin %42.4, g
Anadolu i¢in %52,3, Giineybati Anadolu i¢in %26,4, Karadeniz Bolgesi i¢in %31,0 ve Bati
Anadolu igin %27,1 olarak degistigini rapor etmislerdir (50). Bir baska calismalarinda ise
yaygin olarak goriilen mutasyonlardan 7 tanesinin Tiitk populasyonunda goriilen
mutasyonlarin %72’sini olusturdugunu ve bunlarin sirastyla %41 IVS 1-110, %13 IVS 1-6, %8
IVS 1I-1, %6 Cd8, %5 IVS I-1 ve %5 IVS 11-745 mutasyonlar1 oldugunu bildirmislerdir
(104).

Altay calismasinda 9’u kararli, 4’1 kararsiz, 1’1 uzamis toplam 14 o, 19°u kararli, 2’si
kararsiz, 3’1 talasemik, 1’1 delesyon/insersiyon toplam 25 f, 1 y globin zinciri mutasyonuyla
olusan ve 2 de hibrit hemoglobin olmak {izere toplam 42 anormal hemoglobin rapor etmistir.
Akar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise bunlara ek olarak 2002 yilindan sonra
Tiirkiye’de 2 o, 4 B ve 1 & globin zinciri mutasyonu sonucu olusan anormal hemoglobin
tiplerini bildirmislerdir (30,31).
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Atalay ve arkadaslar1 Tirkiye’de [ talasemi mutasyon tiplerini ve bdlgesel
dagilimlarini inceledikleri ¢alismalarinda %36 IVS 1-110, %22 IVS 1-6, %13 IVS I-1, %7 Cd
39, %4 1VS 11-745, %2 Cd 8 ve %1 IVS II-1 olarak bildirmislerdir (105).

Topal ve arkadaslar1 1VS 1-110 mutasyonu yiizdesini Antakya’da %64, Kayseri’de
%68, Izmir’de %47 oldugunu Antakya bolgesinde %18 IVS I-1, %6 Cd39, %6 1VS 1-6 ve %6
IVS 1I-1 oldugunu, Kayseri bolgesinde %20 Cd8, %5 IVS 1-6, %2 Cd5 ve IVS I-1 oldugunu
ve Izmir bélgesinde %7 IVS I-1, %7 Cd5 ve Cd39 oldugunu bildirmislerdir (106).

Evrensel ve arkadaslar1 Kayseri bolgesinde yaptiklari ¢alismalarinda en yiiksek
siklikla IVS 1-110 mutasyonu oldugunu (%76), Cd5’in %8, IVS [-6’nin %8, Cd8’in %6 ve
Cd39’un ise %3 oldugunu bildirmiglerdir (107).

ince ve arkadaslar1 Giineydogu bélgesinde en yaygin B talasemi mutasyonunun yine
IVS I-110 oldugunu (%27,8) ve bunu %11,1 oranlarinda IVS 1-6 ve Cd 8, %8,3 oraninda IVS
[1-1 ve %5,5 oraninda IVS 11-745 mutasyonlarinin izledigini bildirmiglerdir (108).

Ulutas ve arkadaslar1 Kadirli bolgesinde evlilik 6ncesi tarama yaptiran 1994 kisiden
98’inde (%4,91) beta-talasemi tastyiciligi tespit etmislerdr. HbD, bes tastyicilik (%0.46) ve
bir hasta oran1 (%0.09) ile en fazla goriilen anormal hemoglobin tipi oldugunu, iki kiside HbS

ve bir kiside HbE tasiyicilik tespit ettiklerini bildirmislerdir (109).

Canatan ve arkadaslar tarafindan Kahramanmarag'mn Elbistan ilgesinde yapilan tarama
caligmast sonucu [-talasemi tasiyicihigr sikligini % 1 (n=995) olarak gostermiglerdir.

Hemoglobin S tespit edilmemis ve 3 HbD tasiyicist varligini bildirmislerdir (110).

Giiler ve arkadaslar1 tarafindan Mart 2006—Subat 2007 tarihleri arasinda
Kahramanmaras ilinde evlilik oncesi taranan 11040 kisinin (5520 erkek, 5520 kadin),
261’inde (130 erkek, 131 kadin) B-talasemi tastyiciligi, 59°unda (31 erkek, 28 kadin) HbS
saptanmis ve tasiyicilik oranlar1 B-talasemi i¢in %2.35 ve HbS icin %0.54 bulmuslardir. Bes
ciftin her ikisinde de B-talasemi tastyiciligi saptanmistir (111).
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Akhava-Niaki ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada iranmn kuzey illerinden gelen 722
(376 erkek, 346 kadin) a-talasemi tasiyicisinin dahil edildigi ¢alisma da 215 kiside nokta
mutasyon (polyAl:14, polyA2:133, -5 nt:48, Hb Constant Spring: 32), 446 kiside delesyonel
mutasyon (-o>': 367, -oa*": 54, --Med: 62), 61 kiside iki mutasyon (-a. */-a *": 50, -a *'/- a*?:

6, -o>" Ja. " %a: 7, -a>"1 o“*P o 5) oldugunu gostermislerdir (112).

Bu c¢alismada, Kahramanmaras ve il¢elerinden toplanan 100 tam kan Orneklerinde
PCR yontemi ile alfa talasemi gen delesyonlar1 ve nokta mutasyonlar1 arastirilmistir. Dokuz
kiside anemi tespit edilmis olup HbA2 degeri diisiik olmasi nedeni ile alfa talasemi gen
delesyonlar1 arastirilmistir. Arastirma sonucu bir kigide 3.7 kb’lik, bir diger kiside 20.5 kb’lik
delesyon saptanmistir. Iki 6rnegin HbA2 degeri % 3.7 iizerinde bulunmus olup beta talasemi
tastyicist oldugu belirlenmistir. Calismamiz sonucunda Kahramanmaras ili %2’lik oran ile

alfa talaseminin nadir goriildiigli bolgelerden biri oldugu gosterilmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

1. 100 kisiden toplanan kan 6rneklerinde hematolojik degerleri ve HbA; degerleri incelenerek

molekiiler caligma yapilacak 6rnekler belirlenmistir.

2. HbA; degeri normalin altinda olan 6rneklerde PCR yontemi ile alfa talasemi mutasyon
tipleri calisilarak bir kiside 3,7 kb’lik, bir diger kiside 20,5 kb’lik delesyon oldugu

gosterilmistir.

3. Kalitsal kan hastaliklariin 6nlenmesinde tasiyicilarin belirlenmesi ve dogum oncesi tam
caligmalar1 6nemlidir. Bunun yaninda hemoglobinopatilerde giinlimiizde radikal bir tedavi
yapilamadigindan farkli bolgelerde genis kapsamli ¢alismalar yapilmali ve bu calismalarda
mutasyonlarin  hizli, dogru ve gilivenilir olarak belirlenmesi i¢in yeni teknolojilerden

faydalanilmasi1 gerekmektedir.

4. Bolgemizde ender goriilen anormal hemoglobinlerin ve talasemi mutasyon tiplerinin
molekiiler diizeydeki yapilarinin aydinlatiimas: ile ilgili yapilacak ¢alismalarda ornek
sayisinin arttirilarak devam edilmesi gerektigini ve ¢alismamizda elde edilen verilerin daha

genis gruplarda anlamli ve degerli sonuglara ulastiracagini diistinmekteyiz
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