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1. GIRIS ve AMAC

Talasemi ilk defa 1925°’te Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan,
splenomegali ve karakteristik kemik degisiklikleri olan ¢ocuklarda meydana gelen
ciddi bir anemi formu olarak tanimlandi. {1k tanimlanan vakalarin tiimiiniin Akdeniz
bolgesindeki cocuklarda yaymlanmis olmasi nedeniyle hastalik Yunanca da deniz
anlamina gelen “thalassa” sozciigiinden “thalasseamia” olarak adlandirildi. Daha
sonra bu bozukluklarin Akdeniz cevresi iilkelerle sinirli olmadigi, tropikal iilkeleri

icine alan genis bir bolgede goriildiigii ortaya ¢ikt1 (1,2).

Talasemiler, diinyada en yaygin tek gen bozukluklaridir. Ozellikle Akdeniz
bolgesi, Ortadogu, Hindistan, Uzakdogu ve Tropikal Afrika’da biiyiik bir halk saglig
problemine neden olmaktadir. Giiniimiizde hizli niifus gociinden dolayr Kuzey ve
Giiney Amerika, Avrupa kitasinda da yaygin olarak goriilmektedir. Elde edilen
bilgiler diinya niifusunun % 4,5’inin etkilenmis oldugunu gostermektedir (3). Birgok
farkli mutant allel, heterozigotlarin bir ol¢iide falciparum malaryanin etkilerinden
korunmus olmasindan dolayi, diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde secilerek

cok yiiksek sikliklara ulagsmistir (4).

Diinyadaki en yaygin genetik hastaliklardan biri olan beta (j3)-talasemi, 11.
kromozomun kisa kolunda bir kiime olarak lokalize olan B-globin genindeki
genellikle nokta mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif bir hastaliktir (5).
Kaliimla gegen iki -talasemi mutasyonu B-talasemi major olarak adlandirilir ki bu
durum yeterli hemoglobin (Hb) diizeyini devam ettirmek icin yasam boyu kan
transfiizyonu ve demir birikimini 6nlemek i¢in demir selasyon tedavisi gerektiren
siddetli bir diseritropoetik anemidir. Kalitimla gecen hafif klinige sahip mutasyonlar
B-talasemi intermediadir, heterozigot mutasyonlar normal veya klinik semptom
olmadan hafif anemi tablosu gosterirler (6). Bir hastaligin molekiiler patolojisi ve
klinik olarak cesitliligi arasindaki iliskiyi anlamak icin bir model olan B-talasemiler

molekiiler diizeyde arastirilan ilk hastaliklar arasindadir (1).

Hemolitik mikrositik anemiyle ortaya ¢ikan B-talasemi, diger bazi Akdeniz

ilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de en yaygin genetik bozukluklardan biridir.



Tiirkiye’de B-talasemi ve diger Hb bozukluklari iizerindeki arastirmalar 1941’de
Aksoy ve arkadaslar (ark) tarafindan baglatildi. 1971°de Tiirkiye’de PB-talaseminin
sikligt % 2 olarak bulundu (7,8). Daha sonra Altay ve Saglik Bakanligi tarafindan
2000-2006 arasindaki verilere dayanilarak verilen bilgilere gore Tiirkiye’deki -
talasemi ve hemoglobinopatilerin oranm1 % 4,3 olarak bildirildi. Bu oran farkli
bolgelerde % 0,6-13,0 arasinda degismektedir (9). Tiirkiye’ nin degisik bolgelerindeki
mutasyon sikliklarimin  karsilastirilmasi, [B-talasemi allellerinin dagiliminin  her
bolgede ciddi yerel varyasyonlarmin oldugunu gosterdi. Bolgesel sonuclar tiim
ilkedeki baskin frekansla karsilastirildiginda Tiirkiye nin bat1 ve giiney bolgelerinin
toplam dagilimla uygunluk gosterdigi, buna ragmen kuzey ve dogu bolgelerinde,
bolge veya niifus ozellikli profil ile karsilasildigr goriilmektedir. Kuzey ve dogu
bolgelerindeki etnik dzelliklerin daha fazla korunmus olmasi daha biiyiik oranda bir
heterojeniteye neden olmaktadir (10). Popiilasyon c¢alismalarinin ¢ogunda, bir
cografik ya da etnik alandaki vakalarin % 90’dan fazlasi 5-6 mutasyonla sinirh
oldugu goriilmektedir. (11). Molekiiler ¢calismalarda Tiirkiye’de B-talasemiyle iligkili
35’den fazla mutasyon gosterildi. En yiiksek siklik % 10 oramiyla Antalya ve
cevresinde, % 4,5 oraniyla Mugla’da gozlendi (12).

Akraba evliliklerinin sikligt ve dogum hizimin yiiksekligi, Tiirkiye’de
beklenenin de iizerinde f-talasemili ¢cocuk dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif
klinik seyirli B-talasemi intermedia ile transfiizyona bagimli P-talasemi major
arasinda seyreden ¢ok genis bir yelpazede goriilse de, Tiirkiye’de B-talasemi major
olgular1 agir basmaktadir. Halen Tiirk toplumunda 30’u askin mutasyon
tanimlanmistir; bu genis molekiiler ¢esitlilik, hastaliga 6nlem alma stratejilerini ve
programlarim1 6nemli Olgiide giiclestirmektedir. Klinisyen agisindan bakildiginda,
molekiiler patoloji, hastalik tablosunun degiskenligini biiyiik Sl¢iide yansitmaktadir

(13).

Bazi tedavi seceneklerine ragmen, B-talasemi i¢in heniiz kesin kiir saglayan bir
tedavi yoktur. Gamma (y)-globin gen ekspresyonunu artiran ilaglar, kemik iligi nakli
ve gen tedavisi ¢ok iimit verici goriilmesine ragmen heniiz rutin kullanima girecek
diizeye gelmedi. Bu nedenle, prenatal tan1 ve tasiyici takibi gibi 6nleyici programlara

onem verilmektedir. Tirkiye’deki p-talaseminin molekiiler temelini anlamadaki



ilerlemeler, hastaligi 6nlemede biiyiik mesafe sagladi. Genetik damisma ve prenatal
tani, bu bozuklugun klinik ve hematolojik varyasyonlarin anlasilmasina 1sik tuttu.
Tiirkiye’deki p-talasemiye neden olan mutasyonlarin cok cesitli olmasindan
kaynaklanan zorluga ragmen prenatal tani, daha 6nceki metotlarin polimeraz zincir
reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) tabanhi tekniklerle gelistirilen

kombinasyonlariyla uygulanabilir olmustur (14).

Bizim amacimiz, Isparta ve cevresindeki mutasyonlarin tipini ve dagilimini
belirlemek suretiyle, molekiiler patolojiye gore klinik seyri, hastaligin tespit edilme
asamasinda tahmin edebilmesinde klinisyene yardimci olabilmek, hastaliga 6nlem
alma stratejilerine ve programlarma katkida bulunabilmektir. Ayrica bu ¢aligmanin,

Tiirkiye’nin B-talasemi mutasyon haritasina da katkis1 olacagini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BIiLGIiLER

Talasemi kalitimsal bir hata sonucu bir veya daha fazla globin zincirinde
yapisal bir bozukluk goriilmeksizin yapim hizindaki azalmaya bagh olarak gelisen
hipokrom mikrositer anemi ile karakterize heterojen bir grup hastaliktir. Talasemi ilk
kez 1925 yilinda yasamlarinin ilk yillarinda derin anemi ve splenomegali gelisen
bebekleri tanimlayan pediatrist Thomas Cooley tarafindan tarif edilmistir. Benzer
vakalarin goriilmesi {izerine bu herediter hemolitik anemiye cesitli isimler
konulmustur. George Whipple ve Lesley Bradford 1936 yilinda inceledikleri
vakalarin Akdeniz civar iilkelerden geldiklerini tespit etmisler ve hastalifa Yunanca
deniz anemisi anlamina gelen “thalassemia” adin1 vermislerdir (15,16). Tanimlanan
bu resesif mendelian bozukluklarin homozigot veya birlesik heterozigot formlarinin
Akdeniz cevresi iilkelerle simirli olmadigi, tropikal iilkeleri de icine alan genis bir

bolgede ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (1).

Talasemiler diinyada en yaygin goriilen tek gen bozukluklaridir. Ozellikle
Akdeniz Bolgesi, Orta Dogu, Hindistan, Uzak Dogu ve Tropikal Afrika’da biiyiik bir
halk saglig1 problemine neden olmaktadir. Giiniimiizde hizli niifus gogiinden dolay1,
Kuzey ve Gliney Amerika ile Avrupa kitasinda da yaygin olarak goriilmektedir. Elde
edilen bilgiler 1s1831nda diinya niifusunun % 4,5’ini olusturan 250 milyon kisinin
etkilenmis oldugu tahmin edilmektedir. Bu etkilenen Kkisilerin ¢ogunlugu hatali
globin geni icin heterozigottur. Yaklasitk 300 bin kisi ise homozigot olarak
dogmaktadir, bu insanlarin da yarisim1 orak hiicreli anemi diger yarisimi talasemili

hastalar olusturmaktadir (4,14).

B-talasemi ve bununla ilgili bozuklugu olan hastalarda yaklasik 200 farkli
mutasyon tanimlanmistir. Her popiilasyonda sinmirli sayida haplotip bulunur.
Mutasyonlarin, % 80’1 sadece 20 degisik haplotip ile baglantilidir. Bu gézlem bazi
popiilasyonlarda [-talaseminin bagimsiz kaynagini gostermede yardimci olmustur
(1,17). Yasamun ilk yilinda HbF (fetal hemoglobin)’in (02y2) sentezindeki azalma
nedeniyle ciddi B-talasemi genellikle asikar hale gelmektedir (1).

Tiirkiye, Asya ve Avrupa arasinda bir koprii durumunda olmasi nedeniyle

farkli popiilasyonlarin gociine ugramistir. Bu nedenle etnik yapisi diger Akdeniz



tilkelerine paralel degildir. Bu durum Tiirkiye’de gozlenen [-talasemi

mutasyonlarinin allel ¢esitliliginin daha fazla olmasina neden olmustur (18).

2.1. Hb Molekiilii

Hb, globin ve hemden olusan 64400 dalton agirhiginda tetramer bir yapidir. iki
cift 6zdes olmayan polipeptid zinciri ve dort molekiil hemden olusur. Bu tetrameri
olusturan polipeptid zincirleri 6zgiil aminoasitlerden olusur. Aminoasitlerin
siralanmasi birincil yapiy1, aminoasitlerin aralarinda hidrojen baglariyla heliksler
biciminde diizenlenmesi de ikincil yapiyr olusturur. Uciinciil yap: ise polipeptid
zincirlerin katlanarak ti¢ boyutlu bir forma ulagsmasiyla ortaya c¢ikar. Dort polipeptid

zincirinin birleserek olusturdugu tek bir molekiil ise dordiinciil yapiy1 olusturur (4).

Hb, eritrositlerdeki oksijen tasiyicisidir. Molekiil tetramer yapida olup her bir
alt birimi, demir pigmenti iceren hemden meydana gelir. Bir polipeptid zincir olan
globin ve oksijenle hemin birlesmesi sonucu, Hb oksijen tagima yetenegi kazanir

(19).

Globiiler Hb molekiiliiniin karmagik yapisindaki hem, tiim insan Hb tiplerinde
aymdir ve hidrofobik bir ortam olusturan hem cepleri icerisinde yerlesmistir.
Oksijenin kanda tasinmast Hb’le geri doniigiimlii kombinasyonlar yapmast yoluyla

olur (4).
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Sekil 1: Hb molekiilii (20).

2.1.1. Hb Yapas1 ve Fonksiyonu

Embriyo, fetiis ve erigkin Hb’leri farkli globin zincirlerine sahiptir. Hb’lerin
timii, her bir globin zincirine bir hemin baglandigi farkli ikiser ¢ift globin
zincirinden olusan, bir tetramerik yapiya sahiptir (4). Eriskin ve fetal Hb’ler {3, delta
(0) ve v zincirlerinin alfa (a) zincirleri ile birlesmelerinden olugur. Boylece erigkin
Hb’ni HbA o,f,, HbA, 0,0, ve fetal Hb HbF apy, yapisindadir. Embriyonik
Hb’lerden Hb portland (£2y2), zeta (€) zincirinin y zinciriyle, Hb Gower 1 (£2€2), C
zincirinin epsilon (g) zinciriyle ve Hb Gower 2 (0z€), o zincirinin € zinciriyle
birlesmelerinden olusur (2,4). y zincirinin 136. aminoasit pozisyonunda glisin (Gl) ve
alanin (Al) bulunmasina gore iki farkli fetal Hb mevcuttur. y glisin (Gly) ve y alanin

(Aly) zincirlerinin gen lokuslar1 da ayridir (15).
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Sekil 2: a ve B gen kiimesi, globin zincirleri ve gelisim donemlerine gore Hb’ler (21).

Farkli yapidaki Hb’ler degisen cevrelerin oksijen ihtiyaglarim saglamaktadir.
Hb’nin baglica fonksiyonu oksijen baglama ve bagladigi bu oksijeni dokulara
vermektir. Oksijen hem demirine baglanir. Hemdeki demir, oksijen baglayabilmesi
icin +2 degerlikli (ferr6z) durumda bulunmalidir. Oksijenin baglanmas1 ve dokulara
verilmesi sirasinda globin zincirlerinin bizzat kendilerinde ve zincirlerin birbirleriyle
ilgili biitiinligiinde yapisal degisimler olur. Boylece, oksijenle farkli birlesme
egilimleriyle ilgili Hb molekiiliinde bir seri sekil degisiklikleri meydana gelir.
Oksijene bagh olmayan Hb molekiiliiniin, oksijenle birlesme yetenegi diisiiktiir.
Oksijen-hem baglanmasi oldugunda Hb molekiilii daha fazla oksijen tutma yetenegi
kazanir. Bu kooperatif etkilesim sonucunda Hb’nin oksijenasyonu yoluyla ilgili
sigmoid sekilli egri elde edilir. Hb molekiiliiniin oksijen baglamas1 pH, karbondioksit
(CO,) basinci, 2,3-difosfogliserat (DPG), ATP, 1s1 ve globin zincirlerini etkileyen

mutasyonlardan etkilenir ve bu olay egrinin seklini degistirir (15).



2.1.2. Globin Zincirleri ve Eritropoezin Gelisim Donemleri

Globin doniisiimii olarak da adlandirilan olay, ¢esitli globin genlerinin gelisimi
esnasinda meydana gelen degisiklikler sonucu gen ekspresyonun artiginin
diizenlenmesine klasik bir Omektir. o ve [ kiimelerindeki genler aymni
transkripsiyonel diizen icinde siralanir ve her kiimedeki genler gelisim sirasinda
ekspresyonlarinda ayni sekansa sahip olur. Hem o hem 3 benzeri globin zincirlerinin

de aym sekilde iiretimi vardir (19).

Tolk sac Karacifer Dalak Femik i

Fatal wagam [hafta) Dogum  Postnatal yagam (hafta)

Sekil 3: Fetus ve infantta eritropoez (22).

Globin sentezinin gegici doniistimlerinin, eritropoezin baslica bolgelerindeki
degisiklige uymalan oldukca ilginctir. Embriyonik globin sentezi vitellus kesesinde
gebeligin 3. haftasindan 8. haftasina kadar olan dénemde olusur, ancak yaklasik 5.
haftada hematopoezin baglica yeri olan vitellus kesesinden fetal karacigere dogru
hareket etmeye baglar. HbF (a2y2) fetal yasam boyunca cogunluk teskil eden Hb’dir.
Dogumda toplam Hb’nin % 70’ini, eriskin yasamda ise toplam Hb’nin %1 ’inden
azini olusturur (19). Bir yasindan itibaren Hb kompozisyonu yaklagik olarak HbA %
97,5, HbA, % 2 ve HbF % 0,5 oranlarinda meydana gelir (23).

B zincirleri erken gebelikte tespit edilmesine ragmen, sentezleri sadece doguma

yakin belirgin hale gelir ve 3 ayliktan itibaren neredeyse tiim mevcut Hb yetigkin tip



HbA’dir. § zincirinin sentezi dogumdan sonra da devam eder, ancak HbA; (0,0,)

normal yetiskin Hb’ nin yaklasik % 2’sinden fazlasini1 olusturmaz (19).

2.1.3. Hb’nin Genetik Kontrolii

Globin zincir genleri iki farkli gen ailesine mensuptur. B zincir ailesi genleri
11. kromozom {iizerinde 5'- € — Gy — Ay — yp — & —p — 3' seklinde siralanmis olarak
bulunur. Bu kromozomda birer tane aktif J3, 5, € geni ve iki tane de aktif y geni
mevcuttur. o zincir ailesi genleri ise 5'- {2-y(1- yo2-yal-02-a1-3" seklinde 16.
kromozomda yer almaktadirlar (15,23). Bu kromozomda bir tane aktif  ve iki tane
aktif a geni mevcuttur. Wp, yC ve ya genleri gelisimin erken devrelerinde aktif olan

daha sonra aktivitesini kaybederek ancak kalinti seklinde bulunan psddo genlerdir

(15).

Pali A
Cap AUG Eismi
Insan
. Exonl Exon 2 Exocn 3
globinlerst | 4.30 vss 31-104 105-146
i 53 93 '—? ﬁ'ﬁh
55 18t

e S = T {g;ﬁﬂ'
- ﬁ% 2 e ] us [3

G, 53] 93 BNz 222

- B = B
s 43| » B 222 s us |of
DT o g B
s Fsol sa %g’% 222 %% 126 *:g}i
}'i"r L T
1-31 32-99 100-141

o [37] 93 %% 204 %% 129 fﬁ}:

Sekil 4: insan globin genleri

Genin kodlanan kisimlart eksonlardir. Genin uzunlugu boyunca yer alan

intronlar genin kodlanmayan kisimlaridir. B, v, € globin genlerinde oldugu gibi o ve
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globin genlerinde de iki kiigiik intron mevcuttur. Intronlar ve yapisal genlerin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan, genin 5' tarafinda bulunan ve sifrelenmeyen
bolgeler (untranslated region, UTR) gen kopyalanmasinin baslangicinda yer alir (15).
B-globin geninin genel yapisi iki kodlanmayan intron ve ii¢ kodlanan ekzon igceren
diger globin lokuslart gibidir. Ekzon 2 hem baglanmasimi ve of dimer
formasyonunun meydana gelmesini saglayan yapilar1 kodlarken, ekzon 3 de 2,3-DPG
baglanmas1 ve Bohr etkisi i¢in gerekli olan etkilesimleri olusturan bir¢ok aminoasidi

iceren globin alt {initesini kodlar (24).

2.1.4. Gen Ekspresyonu

Gen en basit haliyle bir polipeptid zincirindeki aminoasit dizisinin kodunu ve
ekspresyonda gerekli olan diizenleyici dizileri tasiyan bir DNA pargas1 olarak
diisiiniilmektedir. Ancak bu tanimlama insan genomundaki genler i¢in yetersizdir.
Insanlarda cok az gen kesintisiz kodlanan diziler halindedir. Genlerin ¢ogu bir veya
daha fazla kodlanmayan bolge tarafindan kesintiye ugrar. Araya giren bu dizilere
intron denir; bunlar, niikleusta RNA’ya transkribe olur, fakat sitoplazmada ki olgun
RNA’da bulunmazlar. Bu nedenle intronik dizilerdeki bilgi normal olarak son {iriin
olan proteinde temsil edilmez. Intronlar, proteinin aminoasit dizisini kodlayan dizi

olan ekzonlarla ardarda dizilirler (25).

Gen sadece kodlayan dizileri degil, dogru gen ekspresyonu i¢in gerekli komsu
niikleotid dizilerini de kapsar. Komsu niikleotid dizileri genden transkribe edilen
mRNA sentezi i¢in “basla” ve “dur” sinyallerini saglamaktadir. Genin 5' ucunda
transkripsiyonun dogru baslamasindan sorumlu olan dizileri iceren promotor bolge
bulunur. Insan genomunda birkag farkli tipte promotor bulunur. Bu promotorlarin
hem gelisim sekillerini hem de aym genin degisik dokularda ekspresyon diizeylerini
belirleyen farkli diizenleyici 6zellikleri vardir. Genin 3' ucunda, olgun mesajc1 RNA
(mRNA)’nin sonuna adenozin (poliA kuyrugu) dizisi eklenmesi icin sinyal tagiyan
ve translasyonu olmayan bir bolge vardir. Bir genin transkripsiyonunun baslamasi
diizenleyici elemanlarin, promotorun ve bu bolgelerdeki 6zgiil dizilerle iliski kuran
transkripsiyon faktorleri denilen proteinlerin etkisi altindadir. Bir genin

transkripsiyonu, kodlayan dizinin 5' ucundaki kromozomal DNA’da bulunan
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transkripsiyon baslangic bolgesi ile baslar ve kromozomda ekzon ve intronlar
boyunca kodlayan dizilerin sonuna kadar, birka¢ yiiz baz ciftinden bir milyondan
fazla baz ciftine kadar devam eder. Primer RNA transkriptinin 5' ve 3'
modifikasyonlarindan ve introna karsilik gelen kisimlarin ¢ikartilmasindan sonra
ekzona karsilik gelen parcalar birlestirilir (splicing). RNA “splicing”’den sonra olusan
mRNA (genin sadece kodlanan kismi), niikleustan sitoplazmaya tasinir kodlanmig
olan polipeptidin aminoasit dizisine ¢evrilir. Bu karmasik islemin her evresi hataya
aciktir ve bu evreleri etkileyen mutasyonlar, kalitsal hastaliklara neden olmaktadir

(25).

Primer RNA transkripti, 5' ucuna kimyasal bir “baslik” (cap) yapisi eklenmesi
ve kodlayan bolgenin sonundaki 6zgiil bir noktadan 3' ucunun kesilmesi ile islenir.
Bu kesilmeyi RNA’nin 3' ucuna poliA kuyrugunun eklenmesi izler; poliA kuyrugu,
poliadenile RNA’nin stabilitesini arttirmaktadir. Poliadenilasyon noktasinin yeri
genellikle RNA transkriptinin 3' ucunda bulunan ve proteine cevrilmeyen kisminda
yer alan AAUAAA (veya benzeri bir dizi) ile belirlenir. Bu post-transkripsiyonel
modifikasyonlar da RNA “splicing” gibi niikleusta yer alir. Tamamen islenmis olan

RNA’ya mRNA adi verilir ve translasyonun yapilacagi sitoplazmaya taginir (23).

Islenmis olan mRNA’nin translasyonu her zaman metionin belirleyen kodonla
(Cd) baslar. Bu nedenle her polipeptid zincirinin ilk (amino ucu) aminoasidi
genellikle protein sentezi bitince c¢ikartilmasina ragmen, metionin olmaktadir.
Metionin Cd’u (baslangic Cd’u, AUG) mRNA’nin “okuma c¢ercevesini” (reading
frame) olusturur. Bundan sonraki her Cd, proteinde dogru aminoasit dizilimini

saglayacak sekilde okunmaktadir (23).

2.1.5. Globin Zincirlerinin Uretimi

Globin zincirlerinin olusumu herhangi bir proteinin yapilmasindan farkli
degildir. Yapisal genin DNA’sindan mRNA araciligi ile sitoplazmaya bir bilgi akis
mevcuttur. Bu bilgiye gore sitoplazmada kopyalanan genin aynadaki goriintiisii olan
bir mRNA kalib1 {izerinde protein zincirleri olusur. Bir globin geni kopyalandigi

sirada, bunun bandlarindan birinde RNA polimeraz enzimi etkisiyle bir mRNA
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molekiilii olusur. Globin genlerinin ilk kopyasi hem intronlar1 hem de ekzonlar
ihtiva eden genis bir prekiirséor mRNA molekiiliidiir. Bu molekiil cekirdekte kiiciik
degisikliklere maruz kalir. Ik olarak intronlar kesilir ve ekzonlar u¢ uca gelecek
sekilde birlesir. mRNA molekiilii 5' ucuna bir CAP yapisi ve 3' ucuna bir poli A’nin
ilavesiyle degisir. Bu sekilde islenmis mRNA globin zincir yapimi i¢in bir kalip

vazifesi gormek iizere sitoplazma igine hareket eder (15).

Aminoasitler, tastyict RNA’larla (tRNA) kaliba tasinir. Her aminoasit icin 6zel
bir tRNA vardir. Bir globin zincirinde aminoasitlerin diizeni bir ti¢lii bazla tayin
edilir. Yani, iic baz (Cd) belirli bir aminoasiti kodlar. tRNA’lar da ii¢ baz
icermektedir  (anti-Cd). Bunlar  belirli  aminoasitlerin  mRNA  Cd’nin
tamamlayicilaridir. tRNA’lar aminoasitleri kaliba tasir ve Cd/antiCd bazlarin cift
teskil etmesiyle gereken dogru pozisyonu bulur. flk tRNA pozisyona girince birkag
protein baglama faktoriiyle ve ribozomal alt {initeler arasinda bir baslangi¢c kompleksi
olusturur. Ikinci tRNA bunun boyunca hareket eder ve iki aminoasit arasinda bir
peptid bagi olusur. Globin zincirleri bu sekilde iki aminoasit uzunluguna ulasir. Daha

fazla tRNA’nin uygun pozisyonlara hareketiyle globin zincirleri biiyiir (15).

Spesifik baglamada AUG ve sonlanmada da UAA, UAG, UGA Cd’lan
mevcuttur. Ribozomlar sonlanma Cd’na erisince nakil olay1 durur ve tamamlanmig
globin zincirleri serbest hale gelir. Her bir globin zinciri hem ile birlesir ve
hemoglobin molekiiliiniin nihai seklini vermek iizere de birbirleriyle birlesirler.
Genin normal kopyalanmasini, mRNA’nin olusumunu veya proteine doniisiimiinii

onleyen kusurlarin hepsi talasemiye neden olur (15).

2.1.6. p-Globin Gen Ekspresyonu

Oldukga kiiciik ve yapisal olarak basit bir gen olan [B-globin geni, 11.
kromozomun kisa kolu iizerinde (11p 15,5), B-globin gen kiimesi icinde yer
almaktadir. B-globin geni B-globin zincirindeki 146 aminoasidi kodlamak i¢in gerekli
bilgiyi, 3 ekzon, 2 intron, 3' ve 5' diizenleyici bolgelerden olusan yaklasik 1,8 kb

izerinde tagimaktadir (13).
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B-talasemi promotoru diger bircok gen promotoru gibi, transkripsiyonu
diizenleyen 6zgiil proteinlerle (transkripsiyonel faktorler) iliskili oldugu diisiiniilen
oldukca kisa fonksiyonel eleman serisinden olusmaktadir. Bu proteinler, Hb iireten
eritroid hiicrelerin B-globin genlerinde gen ekspresyonunu diizenler. Onemli bir
promotor dizisi olan “TATA dizisi” (TATA kutusu) transkripsiyon baslangi¢
dizisinin yaklasik olarak 25-30 baz ¢ifti 6ncesinde bulunan adenin (A) ve timin (T)
yoniinden zengin olan korunmus bir bolgedir. “TATA dizisi”, B-globin geninde
translasyon baslangic bolgesinin yaklasik olarak 50 baz cifti Oncesinde yer alan
transkripsiyon baslangic pozisyonunu belirlemede Onemlidir. Bu nedenle gende
transkribe edilmis ancak proteine cevrilmemis 50 baz ¢ifti uzunlugunda bir dizi
bulunmaktadir. ikinci korunmus bolge olan “CAT dizisi” (CCAAT) birkac diizine
baz cifti daha onde yer alir (25).

Promotoru olusturan dizilere ek olarak transkripsiyon etkinligini belirgin
derecede degistirebilen baska dizi elemanlar1 da vardir. Bu aktive edici dizilerin en
iyi tanimlanmig olanina ‘“enhancer” adi verilir. “Enhancer’ler transkripsiyonu
uyarmak iizere genden uzakta (cogunlukla birka¢ kb) fonksiyon gorebilen dizi
elemanlandir. “Enhancer”ler promotorlardan farkli olarak hem yerlesim hem de yon
acisindan bagimsizdir ve transkripsiyon baslangic bolgesinin 5' veya 3' ucunda yer
alabilir. “Enhancer”lerin 6zel bazi proteinlerle iliski kurmasi, transkripsiyon diizeyini

arttirmaktadir (25).

B-globin geninin, gelisim sirasinda yiiksek diizeyde eksprese olabilmesi i¢in &-
globin geninin de 5' ucunda yer alan lokus kontrol bolgeleri (LCR, Locus Control
Region) adi verilen daha uzak dizilere ihtiya¢ duyulur. Beklenildigi gibi, “Enhancer”
veya LCR dizilerini bozan mutasyonlar -globin gen ekspresyonunu engeller veya

bozar (25).

2.1.6.1. RNA Splicing

B-globin geninin primer RNA transkriptinde yaklasik olarak 100 ve 850 baz
cifti uzunlugunda olan ve birlikte “splice” edilmesi gereken iki ekzon bulunur. Bu

islem, hatasiz ve oldukca verimlidir; B-globin transkriptlerinin % 95’inin fonksiyonel
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globin mRNA’sin1 olusturmak {izere dogru olarak kesilip birlestirildigi
disiiniilmektedir. “Splicing” reaksiyonlari intronlarin 5' ve 3' u¢larindaki 6zgiil DNA
dizileri tarafindan kontrol edilir. 5' dizisi, 9 niikleotidden olusmaktadir; bunlarin ikisi
(“splice” bolgesinin hemen yanindaki intronda bulunan GT diniikleotidi) farkh
genlerin “splice” bolgeleri arasinda degismez. 3' dizisi, yaklasik olarak bir diizine
niikleotidden olusmaktadir; bunlarin ikisi normal “splicing” i¢in zorunlu olan ve
intron/ekzon sinirinin 5' ucunda yerlesen AG’dir. Kesim bolgeleri mRNA’nin okuma

cercevelerine dahil degildir (25).

RNA “splicing”in tibbi 6nemi, ekzon/intron sinirlarinda yer alan korunmus
dizilerdeki mutasyonlarin genellikle RNA “splicing”i bozmasiyla ve buna bagh
olarak olgun B-globin mRNA’sinin miktarindaki azalma ile agiklanmistir. Daha 6nce
bahsedildigi gibi GT veya AG diniikleotidlerindeki mutasyonlar, mutasyonu

bulunduran intronun normal “splicing”ini bozar (25).

2.1.6.2. Poliadenilasyon

Olgun B-globin mRNA’sinin dur Cd’u ile poliA kuyrugu arasinda, yaklasik
olarak 130 baz cifti (b¢) uzunlugunda 3' proteine cevrilmeyen bolge (3' UTR)
bulunur. Diger genlerde oldugu gibi, mRNA’nin 3' ucunun kesimi ve poliA
kuyrugun eklenmesi, poliA bolgesinden yaklasik olarak 20 bg¢ 6nce bulunan bir
AAUAAA dizisinin kontrolii altindadir. B-talasemili hastalardaki poliadenilasyon
sinyal mutasyonlari, dogru 3' kesimi ve poliadenilasyon icin bu sinyalin énemini

kanitlamaktadir (25).
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intron
Sonlanma '
5'kodlanmamis  Baslangig 3' kodlanmamig
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Bagka bir ribozomdan
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olusturmak iizere

/ I/ dimerlerin birlesmesi

Sekil 5: B-globin gen ekspresyonu (26).

2.2. Beta-talasemi

B-talasemi, a- talasemi gibi diinyada en sik goriilen talasemi tiplerinden biridir.

Bu talasemi Akdeniz Ulkeleri, Kuzey ve Bat1 Afrika’dan Orta Dogu ve Giiney Dogu



16

Asya Ulkelerini de icine alan bir kusak tarzinda yayilma gosterir (15). B-talasemili
hastalarda, B-globin geninin 200’den fazla farkli mutasyonu tanimlanmistir. Diinyada
yiiksek sikliga sahip popiilasyonlarin her birinin 6zellikle bir bolgede birka¢ yaygin
mutasyonu tasidigr goriilirken nadir olan mutasyonlara da rastlanabilir (27). B-
talasemi, Akdeniz iilkeleri, Afrika ve Giineydogu Asya gibi malarya icin endemik
alanlarda yiiksek siklikta goriiliir. Hastaligin tasiyicilart malaryaya karst genetik
olarak korunur ve segici bir avantaja sahiptir (4,28). Diinya popiilasyonunun yaklagik

% 3 kadar1 (150 milyon) B-talasemi mutasyonu tasiyicisidir (29).

I¥S 1-5 GIC
Codon 6-1 bp VS 1-1 /T
:x: ;: gﬁi Codons 41-42 4 bp del
e N26 GAG/AAG (HD
IV'S 2-745 Cf et AHRE]
Codon 9 CA

Vs 1-6 TIC
> 3 5

s 2654 /T

VS 1-110 GiA

I¥S 1-5 G/C - =) Codons 41-424 bp del
IVS 1-6 T/IC Codon26 GAGIAAG
Codon 39 CAG/TAC

Codon § 2 bpdel

"2 NG 619 p del .
88 C/T Cogon 8/9 +G #
Poly# T/C Codons 41-424 bp del

Sekil 6: B-talaseminin diinyada dagilimi (22).

2.2.1. B-Talaseminin Patofizyolojisi

Kalitsal hemoglobin bozukluklarinin bir grubu olan B-talasemiler, B-globin
zincir iiretiminin azalms sentezi (B*-talasemi) veya tamamen yokluguyla (B°-
talasemi) karakterizedir. o/non-o-globin sentez oranmin dengesizligi p-talasemi
sendromundaki hastaligin siddetini saptamada major faktordiir (30). B-talasemide, o
geni etkilenmediginden o-globinin normal sentezi devam eder. Serbest a zincirleri
normal tetramerler olusturamaz, bunun yerine eritrosit prekiirsorlerinde inkliizyon

cisimcikleri yapan presipitat olusturur. Bu inkliizyonlar, inefektif eritropoezle
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karakterize [-talasemide eritroid prekiirsorlerin  intramediiller —yikimindan
sorumludur. Her ne kadar B-talasemideki anemide primer neden inefektif eritropoez
ise de, dolagimdaki a-zincir inkliizyonlarini iceren olgun eritrositlerin yikimina bagh

gelisen hemolitik bir komponent de vardir (3).

Tedavi edilmemis ciddi B-talasemide, eritropoez inefektif olarak % 95’den 10
katina kadar artabilir. B-talaseminin derecesinin gostergesi olan inefektif eritropoez,
a-globin zincirlerinin rélatif fazlaliginin sayisiz zararl etkilerinin bir sonucudur (1,
31). Bu rolatif fazlalik, normal eritroid olgunlasmasmin bircok asamasini bozar.
Ornegin hiicre siklusunun G; fazinda eritrosit prekiirsorlerinin intramediiller 6liimii

ve geng eritroblastlarin apopitozisini artirdigi gosterilmistir (1,32).

a-zincir inkliizyonlarim ihtiva eden olgunlagmis kirmizi seri hiicreleri yasam
siirelerini tamamlamadan, 6zellikle dalagin mikro sirkiilasyonundan gecerken harap
olur. Boylece B-talasemide anemi hem inefektif eritropoez hem de eritrositlerin
yasam siirelerinin kisalmasindan kaynaklanir. Anemi bdbreklerden eritropoietin
yapiminin artis1 i¢in bir uyaridir. Talasemi majorlii vakalarda Hb’nin biiyiik kismini
olusturan HbF’nin oksijene ilgisi fazla oldugundan dolay1 doku anoksisine katkida
bulunarak eritropoietin artisina neden olur. Eritropoietinin etkisiyle kemik iligi
aktivitesinin artisina bagli olarak kafatasi ve ekstremite kemiklerinde masif bir
genigleme ile ilgili olarak ciddi deformiteler olusur. Anormal kirmizi seri hiicreleri
daima dalak tarafindan dolagimdan kaldirildig: i¢cin dalak biiyiir. Boylece gelisen
splenomegali, anemiye katkisi olan plazma voliimiiniin artisina ve hipersplenizme
neden olur (15). Kemik iligi hiperplazisi esas olarak artmis demir emilimine ve

dokulardaki demirin ilerleyici olarak ¢cokmesine neden olur (32).

Dogumdan sonra fetal Hb yapimi durur. Fakat eriskinde az sayida kirmiz1 seri
onciileri y zincir liretimine devam eder. y zincirleri HbF’i olusturmak igin o
zincirleriyle kombine olduklarindan dolayr B-talasemili hastalarin kemik iliklerinde
rolatif olarak fazla y zincir yapan hiicreler a zincir presipitasyonunun zararh etkisine
karsi kismen korunmus olur (15,24). Ancak HbF’deki bu kismi fazlalik a-globin
zincirlerinin rolatif fazlasim ve B-globin zincirlerinin azalmis sentezini kompanse
etmede yetersizdir (1,33). y-globin zincir sentezi yapan hiicreler selektif yasama

avantajma sahip olduklart icin ¢evre kaninda da bulunurlar ve bu sebeple yiiksek
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fetal hemoglobin seviyesi B-talaseminin karakteristik bir bulgusudur. 6 zincir sentezi
bozulmadigi i¢in HbA,’de rolatif veya mutlak artis B-talaseminin diger karakteristik

bulgusunu olusturur (15).

Aneminin eritrosit transfiizyonlariyla diizeltilmesi, eritropoez uyarisini
durdurarak kemik deformitelerinin olugsmasi 6nlenir, biiyiime ve gelisme normal olur.
Diger taraftan her bir {linite eritrosit 200 mg civarinda demir igerir. Diizenli eritrosit
transfiizyonlar1 sonucunda miyokard, karaciger ve endokrin bezlerde demir birikir

(15).

2.2.2. p-Talaseminin Klinik Formlari

B- talasemiler dort klinik sendromu kapsar: bunlardan ikisi, “B-talasemi trait”
ve “sessiz tasiyict” olarak adlandirilir ve genellikle semptomsuzdurlar, diger ikisi
medikal takip ve destek gerektiren “talasemi intermedia” ve “talasemi major’diir.
Ciddi formlar siklikla mutant bir B-globin alleli icin homozigot veya birlesik
heterozigot olanlardan kaynaklamir, nadir olarak dominant mutasyonlarda
heterozigotlardan da  kaynaklanmir  (1,34). “Sessiz  p-talasemi”  terimi,
heterozigotlardaki hafif [-talasemik durumlar i¢in kullamilmaktadir. Bunlarda
hematolojik parametreler, HbA, ve HbF diizeyleri genellikle normal oldugundan
tanmimak zordur, sadece in vitro zincir sentezinde hafif bir dengesizlik gozlenebilir

(35).

Homozigot veya birlesik heterozigotlarda, aneminin erken baglamasi,
karakteristik kan degisiklikleri ve artmis fetal hemoglobin konsantrasyonlariyla tani
konabilir ve her iki ebeveynde  [-talasemi trait varligimin kanitlanmasiyla
dogrulanabilir. Bu durum hafif anemi, azalmis ortalama hiicre volimii (Mean
Corpuscular Voliim, MCV) ve ortalama hiicre Hb konsantrasyonu (Mean Cell
Hemoglobin Concentration, MCHC), Hb’in normal minor yetiskin komponenti
HbA, nin konsantrasyonunun yiikselmesiyle (genellikle 3,5°1 asmas1) karakterizedir

(D).

B- talasemi majorlii hastalar genellikle yasamlarinin ilk yilinda tibbi tedaviye

baslarlar ve sonugta hayatlar1 boyunca diizenli transfiizyon gerekir. Yasamin daha
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sonraki donemlerinde ortaya ¢ikmis olanlar veya nadiren transfiizyon ihtiyact olanlar
talasemi intermedia olarak adlandirilir. a-talaseminin birlikte kalitimla aktarilmasi
globin zincir dengesizliginin siddetini azaltabilir. Yapisal Hb varyantlariyla bircok
farkli etkilesimler klinik fenotiplerin karmasik bir dizisiyle de sonuglanabilir. Bu
varyantlarin ikisiyle B- talaseminin etkilesimleri (HbS ve HbE) diinya ¢apinda 6neme
sahiptir. Sonu¢ olarak, ilerleyici splenomegali, enfeksiyonlara maruziyet,
sosyoekonomik faktorler ve medikal hizmetlerin ulasilabilirligini kapsayan edinilmis

ve ¢evresel faktorlerin bir kismi hastaligin siddetini degistirebilir (1,4).
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Sekil 7 : B-talaseminin patofizyolojisi (15).
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2.2.3. B-Talaseminin Molekiiler Patolojisi

B-talasemiler, B-globin zincirlerinin tamamen yoklugu ($°) veya iiretiminin
azalmasiyla (B+) karakterize, otozomal resesif bozukluklarin olduk¢a heterojen bir
grubudur (22,36). Bugiine kadar B-globin genini etkileyen ve B-talasemi fenotipine
neden olan yaklasik 200 farkli molekiiler defekt yayinlanmistir (37). B-talasemiye
neden olan mutasyonlarin biiyiik bir ¢cogunlugu primer olarak nokta mutasyonudur,

digerleri niikleotid eklenmesi veya delesyonlari igerir (3).

B-talasemide genin biiyiik bir kisminin kaybina neden olan mutasyonlar
nadirdir. Mutasyonlar  geninin intronlarinda, ekzonlarinda ve 5' veya 3' bolgelerinde
bulunur. Bazi1 ekzonlarda baz degismesi anlamsiz (nonsense) mutasyonlari olusturur.
Intronlar arasinda veya intron-ekzon birlesme noktalarinda, mRNA prekiirsorlerinin
islenmesi sirasinda, intronlarin uzaklastirllmasindan sonra, ekzonlarin u¢ uca gelme
mekanizmasiyla ilgili cesitli mutasyonlar tammlanmistir. Intron/ekzon birlesme
noktalarindaki tek bazli yer degistirmeler ekzonlarin u¢ uca gelme olaymi tamamen
onledigi i¢in B°-talasemi fenotipinin olugmasini saglar. Bazi intron mutasyonlari ise
ekzonlar i¢in degisik uc¢ uca gelme bolgeleri olusturdugundan hem normal hem de
anormal mRNA {iriinlerinin olusumuna neden olur. Uygun olmayan bir sekilde ug
uca gelen mRNA intron dizileri icerdiginden islev goremez. Boylece mRNA normal
bir globin zincirinin sentezlenmesinde kalip gorevi yapamaz. -globin geninin yan
bolgelerinde tek baz degisimi bulunabilir. Bunlar -globin geni transkripsiyonunun

baslamasinda diizenleyici bolgeyi i¢ine alan mutasyonlardir (15).

2.3. p-Talasemiye Neden Olan Mutasyonlar

B-talasemiye neden olan 200 civarinda farklit mutasyon tanimlanmistir. Her ne
kadar cogu, kiime iginde kiiciik niikleotid degisimleri olsa da, delesyonlar da B-
talasemiye neden olabilir. Biitiin mutasyonlar B-globin zincirlerinin sentezinin

yoklugu (B°- talasemi) veya sentezdeki bir azalmayla sonuclanir (1).

B-globin genindeki mutasyonlar gen ekspresyonunun herhangi bir kademesini

etkileyerek -globin zincir sentezinde bozukluklara neden olur. Bu nedenle § globin
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genindeki mutasyonlarin siniflandirilmas1  gen ekspresyonu kademelerindeki

etkilerine gore yapilabilir.

2.3.1. Transkripsiyonel Mutasyonlar

B geninin promotor bolgesinde bulunan konsensus dizilerde olusan
mutasyonlar RNA polimerazin  genine baglanma ve transkripsiyonu baglatma
yeteneklerini azaltir, f mRNA transkripsiyonu % 20-30 arasinda diiser. Bunlarin
birgogunda B* talasemiler goriiliir, B globin zincir sentezi homozigotlarda veya cifte
heterozigotlarda talasemi majorii 6nlemeye yeterlidir, klinik seyirin hafif oldugu

talasemi intermedia fenotipini olustururlar (38).

2.3.2. RNA islemlenmesi (processing) ile ilgili mutasyonlar

2.3.2.1. Splice kavsagindaki mutasyonlar

Intron I ve intron II'nin baslangi¢ ve bitis yerlerindeki dondr ve akseptor
diniikleotidleri GT ve AG’yi kapsayan mutasyonlar RNA processing’i sasirtic
bicimde bozabilir. Bu niikleotidlerdeki degisimler RNA splicing’i biitiiniiyle bozar
ve olusan mRNA f-globin sentezi i¢in kullanigsizdir; sonucta ° talasemi fenotipi

olusur (1,21).

Bu grup, intronlarin 5' donér ya da 3' akseptor splice birlesmelerindeki ya da
birlesme cercevelerindeki konsensus dizilerinde olusan mutasyonlarim igerir. 5'
intron dondr bolgesinde korunmus GT ve 3' intron akseptor bolgesinde AG
diniikleotidlerinin kritik olan yapisi nedeniyle, bu diniikleotidlerdeki mutasyonlar
normal splicing olusumunu engeller. Normal akseptor yerinin inaktivasyonu, RNA
prekiirsoriinde baska bir yerde, diger akseptor benzeri dizilerin kullanimina yardimci
olur. Bu alternatif yerler, dogru yer oldugunda splicing aparati tarafindan normal

olarak kullanilmaz ve “cryptic splice sites” olarak adlandirilir. Kriptik veya akseptor
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bolgeler ekzonlar veya intronlar i¢inde bulunabilir ve tek baslarina kullanilabilecegi

gibi diger kriptik bolgelerle veya normal splice bolgeleriyle yarisa girebilir (19).

IVS I’in 5. pozisyonunda G yerine C, T veya A’nin gegmesiyle olugan mutant
dondr alan normalle kargilastinldiginda splicingi biiyiik oranda azaltir. Ciddi B*-
talasemiye neden olur. IVS 1’in 6. pozisyonunda T yerine C’in girmesi normal RNA
splicingini hafif olarak etkiler ve hafif B*-talasemi fenotipine neden olur. IVS 1’in
110. pozisyonundaki G>A degisimi normal B-mRNA’nin kiiciik bir miktarinin
iiretilebilmesine olanak verir ve ciddi B’-talasemiye neden olur. IVS 1’in 116.
pozisyonundaki T>G degisiminde B-mRNA’nin iiretimi ¢ok az veya hi¢ yoktur ve
B°-talasemi fenotipiyle sonuglanir. IVS 2’nin 745. pozisyonunda C>G baz degisimi
sonucunda bozuk splicing gerceklesir. Normal dondr bolgeden normal akseptor
bolgeye kadar splicing degisen miktarlarda meydana gelir ve P*-talasemiden B°-

talasemiye kadar degisebilen fenotipik yap1 ortaya ¢ikar (21).

2.3.2.2. Konsensus Dizi Degisikliklerine Neden Olan Mutasyonlar

B mRNA’dan intronlarin etkili bir sekilde aritilmasi i¢in splice kavsaklarda
bulunan diger anahtar baz dizilimleri de 6nemlidir. Okaryotik hiicre genlerinde ¢ok
sayida yapilan dizi analizi calismalan bircok intron-ekzon baglanma bolgelerinde
benzer dizilimler oldugunu ortaya koymustur ve bunlar “konsensus diziler” olarak
adlandirilmistir. Bu diziler dondr bolgelerdeki ekzonlarin son ii¢ niikleotidi ile
intronun ilk alti niikleotidini, akseptor bolgede ise intronun son on niikleotidi ile
ekzonun ilk niikleotidinden olusur. Iste bu dizilerdeki mutasyonlar sonucunda B*

talasemiler olusur (19).

2.3.2.3. intronlardaki Degisiklikler

B geninin i¢inde GT ve AG diniikleotidleri splice kavsaklari haricinde bir¢ok
yerde bulunabilir. Bunlar normal splicing isleminde dondr ve akseptor olarak
kullanilmazlar. Kriptik bolgeler olarak adlandirlan bu yerler olusan bazi

mutasyonlarla aktive olurlar ve yeni splice bolgeleri olustururlar. Ornegin Dogu
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Akdeniz bolgesindeki iilkelerde ve iilkemizde en yaygin siklikta goriilen 1. intronun
110. pozisyonundaki G—A degisimi yeni bir akseptor bolgenin olusumuna neden
olur. Bu olay kriptik bolgenin aktivasyonu olarak adlandirilir. Bu yeni bolge
normalde bulunan akseptor bolge ile yarigma i¢ine girer. Bu durumda yeni akseptor
bolge dondr bolge tarafindan daha c¢ok tercih edilir ve normalde splicing sonucu
atilmas1 gereken 18 niikleotidlik bir parca B mRNA icinde kalarak kararsiz bir
globin zinciri olusumuna yol acar. Intron icindeki bu tiirden degisimler sonucunda

genel olarak B+ talasemi fenotipi ortaya ¢ikar (19,38).

2.3.2.4. Kodlanan Bolgelerdeki Mutasyonlar

Eksonlarin i¢inde de kriptik splice bolgeler vardir. Olusan mutasyonlar sonucu
bu yerler de aktive olarak mRNA processing’i bozarlar. Bunlardan ekzon 1’in 24-27
Cd’lant arasindaki diziler normal splice bolgesindeki dizilere benzerlik gosterir.
Ekzon 1 igindeki bu kriptik dondr bolge olusan iic mutasyonla aktive olur. Bu
mutasyonlar HbE Cd26 (G—A), HbKnossos Cd27 (G—T) ve Cd24 (T—A) diir. Cd
26’da olusan GAG—AAG mutasyonuyla iki tir mRNA ortaya c¢ikacaktir. Birincisi
azalmis olmasma ragmen normal splicing mekanizmasinin isledigi glutamik asitle
lizinin yer degistirdigi (glu-lys) BE mRNA’dir, ikincisi ise aktive olan yeni dondr
bolge nedeniyle bozulan splicing isleminin sonucu olusan islevsel olmayan bir
mRNA’dir. HbE’ye en yaygin siklikta Uzakdogu Asya iilkelerinde rastlanir. Cd
24°deki (T—A) mutasyonuyla aminoasit diziliminde bir degisiklik olmaz ama
intronlardan aritilma iglemi olusan yeni kavsak nedeniyle bozulur. Bu mutasyonlar

sonucu orta diizeyde klinik seyir gosteren bir B+ talasemi fenotipi goriiliir (19,38).
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2.3.3. RNA Translasyon Mutasyonlari

2.3.3.1. Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar

Tek bir niikleotidin yer degistirmesi sonucu normalde bir aminoasidi kodlayan
Cd, translasyonun durdurulmasi sinyalini veren durdurucu Cd (stop Cd: UAA, UAG
veya UGA) haline gelir. Mutasyonun oldugu Cd’dan itibaren globin zincir iiretimi
normalden once durur. Bunlardan en yaygin goriileni Cd39 C—T (CAG—TAG)
mutasyonudur. Akdeniz bolgesinde yiiksek siklikta goriilen bu mutasyon sonucu °

talasemi fenotipi ortaya ¢ikar (19,38).

2.3.3.2. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

Bir veya birden fazla niikleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu 6ne veya
arkaya dogru (5'—3' veya 3'=5' yonde) olusan niikleotid kaymas1 ile mutasyon
bolgesinden sonraki Cd’larin sifreleri degiserek farkli aminoasitlerin sifreleri ortaya
cikar. Bu sekilde olusan bir ¢erceve kaymasi ka¢inilmaz olarak normalden 6nce bir
durdurucu Cd olusumuna da neden olur. Farkli aminoasit dizilimli ve normalden kisa

olan bu mRNA normal bir globin zinciri olusturamaz ve 3° talasemi fenotipine neden

olur ( 19,38).

Bunun aksine proteinin karboksil ucunun yanindaki c¢erceve kaymasi,
cogunlukla mRNA’nin normal olarak translasyonuna ya da Hb Tak gibi talasemiden

cok varyant bir Hb’ne yol agan uzun globin zincirlerinin iiretimine izin verir (19).

2.3.4. RNA Ayrilmasi ve Poliadenilasyonla ilgili Mutasyonlar

Uciincii ekzondan sonra gelen 3' UTR’de bulunan konsensus diziiAATAAAA-
enzimatik bir iglemi tetikleyerek biiyliyen mRNA’nin uygun noktadan kesilerek
genden ayrilmasini saglayan bir sinyal gorevi goriir. Bu bolgede olusan niikleotid yer

degistirmeleri poliadenilasyon sinyalinin yapisint bozar ve mRNA’nin ayrilmasi 900



26

niikleotid sonra gelen baska bir sinyal bolgesine kadar ertelenir. Dolayisiyla eklenen
materyal olusan pre-mRNA’nin yaklasik iki kat uzun olmasina ve kararli yapisinin

bozulmasina neden olarak B*-talasemi fenotipi olusturur (38).

2.3.5. Bashk Bolgesi (Cap Site) Mutasyonu

Tiim mRNA’larin post-transkripsiyonel modifikasyonlarinin kritik yapisindan
biri, 5' ucunda RNA'min “cap” bolgesinin olusumudur. Okaryotik mRNA’nin %
90’mnda “cap” bolgesinde bir piirin vardir. Asya kokenli bir hastada birinci
niikleotidde A—C transversiyonu oldugu gosterilmistir. Bu mutasyon, cap’in, 7-
metilguanozininin eklenmesini bozabilir ve bdylece RNA’y1 bozulmaya maruz

birakir (19).

B talasemi fenotipiyle sonuglanan +1 A—C yer degistirmesi sonucu
transkripsiyon azalir, basliklanma (capping) yavaslar ve mRNA kararliligi bozulur.
Homozigot olarak bulunmasi halinde bile kiside heterozigot gibi bulgu veren bir

fenotip olusturur (38).

2.3.6. 3'-Translasyonu Yapilmayan Bolgedeki Mutasyon

3' UTR’deki AATAAA sekansini etkileyen kiiciik delesyonlar veya eklenmeler
mRNA transkriptinin inefektif ayrilmasiyla sonuglanir ve orta siddette B* talasemiye

neden olur (1).

3' UTR’de +1577 niikleotide kadar olan kismin delesyonu sonucu B talasemi
fenotipi ortaya cikar (38).
2.3.7. Baslangic Kodonu Mutasyonlari

Baslangic Cd’u ATG’deki niikleotid degisiklikleri sonucu transkripsiyon

baslatilamaz, ° talasemi fenotipi olusur (38).
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2.3.8. Delesyonel Mutasyonlar

B° talasemi fenotipine sahip bircok delesyonel mutasyon tarif edilmistir.
Digerlerine gore goreceli daha az siklikta rastlanilan bu mutasyonlarin en sik
goriileni intron II’den baslayip B geninin 3' sonuna kadar giden -619 bg’lik
delesyondur. Hindistan’da yasayan [-talasemili olgularin yaklasik % 30’u bu
mutasyonu tasir (38). Dutch (yop)° talasemide, B-globin geninin kendisi disinda,
LCR, &,y ve d-globin genlerinin tamamini kapsayan kiimenin 5' ucunun 100 kb’lik
boliimii delesyona ugrar. Hispanik (3f) talasemi, B-LCR (HSs 2-5)’'nun ~35 kb’m
HSs 5’in ~20 kb’mi iceren ¢ok daha kisa bir delesyonla B-globin lokusunun
ekspresyonunun bozulmasina neden olur. LCR’nun 5" HSs’nin dordiiniin (HSs 2-5)
delesyonu B-genini inaktive ederken, 3' LCR elementi (HSs1) nin kayb1 B-geninin
aktivitesini etkilemez. Sadece [-globin gen lokusunu etkileyen 14 delesyon
tanimlanmistir. Bu 14 delesyonun 13’ii olduk¢a nadir olsa da HbA, diizeyinin
yiiksekligiyle iliskili olmas1 nedeniyle fonksiyonel ve fenotipik olarak ilgi ¢ekicidir.
CACCC, CCAAT ve TATA elementlerini iceren B promotorda genis bir bolgedeki
delesyon, artmis HbA, diizeyi ve HbF’deki degisken artiglarin altinda yatan
mekanizmadan sorumludur. HbF’deki artis, heterozigotlarda hafif ve degisken olsa
da, bu delesyonlar agisindan homozigot olanlarda B-globinin tamamen yoklugunu

baskilamaya yeterlidir ve hafif B-talasemiye neden olur (21).

Son donemde tanimlanmis, genellikle ekzon 3’ kapsayan mutasyon ailesi,
degisen uzunlukta stabil olmayan globin zincirlerinin iiretimiyle sonug¢lanir. Buna a-
globin zincirlerinin rolatif fazlaligl eslik eder ve eritrosit prekiirsorlerinde presipite
olarak inefektif eritropoeze neden olur, heterozigot olsa bile bu durum aymdir. Bu

dominant olarak kalitilmig B* -talaseminin molekiiler temelidir (1).

2.4. p-Talaseminin Komplikasyonlari

Yogun transfiizyon yoluyla dokularda demir birikimi [-talaseminin en onemli
komplikasyonudur ve tedavinin baslica noktasidir. Transfiizyon almayan hastalarda

da, artmis demir emilimi eritroid genislemenin siddetine bagl olarak, viicuttaki
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demir yiikiinde yillik 2-5 gr’a kadar artisiyla sonuglanir. Diizenli transfiizyonlar

demir birikim hizin1 artirabilir (1).

Demir yiiklenmesinin klinik bulgularinin cogu yetersiz selasyon uygulanan
hastalarda hayatin ikinci dekatina kadar ortaya ¢ikmasa da, cok gen¢ hastalarda
yapilan seri karaciger biyopsilerinden elde edilen bulgular demirin zararh etkilerinin
bundan ¢ok daha erken basladigini gosterir. Demir birikiminde selasyon tedavisi
uygulanmamasi durumunda, kalp, karaciger ve endokrin bezlerin ilerleyici fonksiyon

bozuklugu goriilmektedir (16).

Transfiizyon alan fakat selasyon tedavisi almayan hastalarda, transfiizyon
basladiktan sonraki 10 yil i¢inde semptomatik kardiyak hastalik bildirilmistir. B-

talasemili hastalarin yasam siiresi kalpte biriken demirin miktariyla orantilidir (39).

Demirin neden oldugu karaciger hastalifi yash hastalarda yaygin bir 6lim
nedenidir ve siklikla hepatit C viriis enfeksiyonuyla siddetlenir. Transfiizyon
baslangicindan sonra iki yil iginde kollajen formasyonu ve portal fibrozis
bildirilmistir. Modern selasyon tedavisi esnasinda bile yetiskinlerin yaklasik %

5’inde diabetes mellitus gozlenmektedir (32).

On hipofizde demir birikiminin seksiiel olgunlasmanin bozulmasinin primer
nedeni oldugu, her iki cinsiyetin % 50’sinde bildirilmistir. Ayrica 15 yasin
tizerindeki bayan hastalarin yaklasik % 25’inde erken sekonder amenore goriilmekte
ve uzun donemde demir birikimi, tiroid, paratiroid ve adrenal bezlerde hasar

yapmaktadir (1).

2.5. p-Talaseminin Tedavisi

B-talasemili hastalarda diizenli transfiizyona baslama karar1 zor olabilir,
aneminin semptom ve bulgularinin varlig1r ve siddetli olmasi, biiyiime ve gelisme
bozuklugunun mevcut olmasit gerekmektedir. Genotip incelemesi de bu kararda
yardim edebilir. Transfiizyonun amaci, demirin gastrointestinal emilim artiginin
inhibisyonu, eritropoezisin baskilanmasi ve aneminin diizeltilmesini kapsamaktadir

(39).
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Deferoksamine ile parenteral demir selasyon tedavisinin yararh etkileri, klinik
olarak demir birikiminin komplikasyonlar1 iizerinde sadece selasyon ajanlarindan
daha genis capta etkilidir. Deferoksamine yaygin olarak uygulanabilen iilkelerde
hastalik seyrini oldukca iyilestirmistir. Ancak pahali bir tedavi olmasi nedeniyle
gelismekte olan iilkelerde hala yaygin olarak kullanilamamaktadir. Deferoksaminin
etkinligi ve toksisitesi arasindaki denge viicut demir yiikiiniin diizenli olarak tespit
edilmesiyle siirdiiriilebilir. Klinikte, serum ferritin konsantrasyonu tedavinin

etkinligini degerlendirmede daha yaygin kullanilmaktadir (1).

HLA uygun donorlerden kemik iligi transplantasyonu, diinyada ciddi  f-
talasemili 1000’den fazla hastada basarihi bir sekilde uygulanmistir.
Transplantasyonun sonucunu hepatomegali, portal fibrozis ve nakil 6ncesi inefektif
selasyon tedavisi yapilmasi biiyiilk oranda etkilemektedir. Talasemili hastalarda
kemik iligi replasmanina, kord kani transplantasyonu, fenotipik olarak benzer
olmayan dondrlerin kullanilmasi, intrauterin transplantasyon gibi ilging deneysel

yaklasimlar da vardir (16).

Bunlarin yaninda bir¢ok deneysel yaklasim daha vardir. Defepiron gibi
deferoksaminden farkli selatorler denenmistir. Bir digeri 5-azacydidine verilerek
fetal Hb sentezinin artirilmasidir. Yine hidroksiiire, biitirik asit bilesikleri ve bu
ajanlarin kombinasyonlariyla tedavi bazi hastalarda transfiizyon ihtiyacinm azaltmak
veya ortadan kaldirmak amaciyla baz1 ¢alismalarda kullanilmistir. B-talasemilerde
fetal Hb sentezini artiric1 tedavilerde beklentiler yiiksek olsa da bazi istisnalar diginda

bu beklentiler hayal kirikligiyla sonuclanmistir (1).

2.5.1. Gen Tedavisi

Allogenik hematopoetik kok hiicre nakli hastaligi iyilestiricidir, fakat bu
secenek hastalarin biiyilk ¢cogunlugunda kullanilabilir degildir (40). Hematopoetik
sistemin genetik hasarlarin kalic1 olarak diizelmesi ve uzun donemde, otolog
nakilden sonra bu hiicrelerin yiiksek diizeyde soya 6zel ekspresyonu kok hiicrelere
genlerin transferini gerektirir; olgun hiicreler ve verilen progenitorler tim

hematopoetik sistemi yeniden olusturacak ilerleyici kapasiteye sahip degildir (1).
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Son yillarda transdiiksiyon metotlar1 ve vektorlerin gelismesinde ilerleme
kaydedilmistir. Geride kalan problemler genlerin transferi i¢cin daha etkili ve giivenli
vektorlerin gelismesi, genlerin yiiksek diizeyde ekspresyonu ve stabilite i¢cin gereken
biitiin sekanslarin tanimlanmasim igermektedir. Diger bir yaklasim, direkt alan
yeniden birlesmesi ile hatali genin diizenlenmesidir, fakat giincel metotlar gerektigi

kadar etkin degildir (1).
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3. MATERYAL ve METOD

Calismamiz icin Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu’'ndan onay alinmis ve calisma Helsinki Deklarasyonu Kurallari’na uygun
olarak yapilmistir. Calismaya katilan tiim hastalar ¢calisma hakkinda bilgilendirilerek

yazili onaylar1 alinmistir.

3.1. Calisma Grubu

Calisma 16 Mart 2006 — 16 Ocak 2008 tarihleri arasinda Siileyman Demirel
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya laboratuarinda
yiriitilmustiir. Calismaya dahil edilen 64 f-talasemi major hastast Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hastaliklart Hematoloji
Poliklinigi’'ne basvuran hastalardan, 27 B-talasemi tasiyicisi Siilleyman Demirel
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuari’na evlilik oncesi
talasemi taramasi yaptirmak icin bagvuran kisilerden secilmistir.  p-talasemi
tasiyicilarinda calismaya dahil edilme kriteri olarak HbA, diizeyinin % 3.5’in
izerinde olmasi dikkate alinmistir. HbA, diizeyi Bio-Rad Variant Hb Testing System

cihazinda Olciilmiistiir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Laboratuar Analizleri

B-talasemi gen mutasyonlarini saptamak i¢in EDTA’l tiipe 3 ml vendz kan

ornegi alindi.

Her iki gruba ait EDTA’l kan orneklerinden 2 hafta icinde DNA izole
edildikten sonra multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile B-talasemi gen
dizileri invitro olarak ¢ogaltildi. Revers insutu hibridizasyon yontemi ile Vienna Lab.

Austria marka [B-globin strip assay kiti kulanilarak mutasyonlar ¢alisildi.
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3.3. p-globin Gen Mutasyonlarimin Calisilmasi

3.3.1. DNA izolasyonu

Invitek marka Invisorb Spin Blood Mini Kit (Berlin) kullanilarak, sirasi ile

asagidaki islemler yapilmak suretiyle DNA izole edildi.

1-EDTA’1 kan orneklerinden 1,5 ml’lik tiiplere 200 pl koyuldu, iizerine 200
ul lizis buffer A eklendi.

2-Orneklerin iizerlerine 20 ul proteinaz K koyuldu, vortekslenip 56 °C’de
termomikserde (Thermo-Rock, Sweden) 10 dakika inkiibe edildi.

3-Inkiibasyondan sonra tiiplerin icine 400 ul binding buffer B6 konulup,

vortekslendi.

4-Spinfilter (stizge¢) 2 ml’lik baska ependorflara yerlestirildi. Numunelerin
hepsi bu ependorflarin i¢cindeki spinfiltere pipetlendi ve bir dakika inkiibe edildi.
12,000 rpm de iki dakika santrifiij edildi. Altta kalan s1v1 atilip, spinfilterler icindeki
materyalle birlikte yeni bir 2 ml’lik ependorfa yerlestirildi.

5-Orneklerin iizerine 500 ul lik wash buffer I koyuldu ve 12,000 rpm de bir
dakika santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atilip, spinfilterlar tekrar icindeki materyalle
birlikte yeni bir iki ml’lik ependorfa yerlestirildi

6-Orneklerin iizerine 800 ul wash buffer II koyuldu. 12,000 rpm de bir dakika
santrifiij edildi. Alttaki siv1 dokiildii ve son hizda dort dakika tekrar santrifiij edildi.

7-Spinfilterler iclerindeki materyalle birlikte 1,5 ml’lik ependorflara
yerlestirilip, iizerlerine 200 ml elution buffer D konuldu ve bir dakika inkiibe edildi.
10,000 rpm de bir dakika santrifiij edildi. Altta kalan materyal (DNA) -20 °C de

saklanda.
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3.3.2. B-Globin i¢cin PCR Yontemi

B-globin gen zincirlerine ¢ift primerler kullanilarak PCR multipleks teknigi ile

invitro amplifikasyon yapilmistir.

PCR karisimu (her bir hasta i¢in); 15 pl amplifikasyon karisimi (Vienna Lab,
Austria), 5 ul taq polimeraz (Applied Biosystems, Germany), 5 ul DNA eklendi.

Tiipler, ‘‘termal cycler’’a (Applied Biosystems, Germany) yerlestirildi, PCR
ilk siklusta 94°C’ de 2 dakika denaturasyonu takiben; 94 °C de 10 saniye
(denatiirasyon), 54°C’ de 15 saniye (annealing) ve 72 °C’de 45 saniye (extend,
elongation: uzama) olacak sekilde 35 siklusta yapildi. Son siklustan sonra 72 °C’de

180 saniye siiren bir siklus daha yapilarak tamamlandi.

Sekil 8: Termal cycler

3.3.3. Agaroz Jel Elektroforeziyle PCR Kontrolii

Tris asetik asit EDTA (TAE) hazirlarken 121 gr tris amino metan, 28,55 ml
glasiyel asetik asit ve 0,5 M, pH=8 EDTA alind1 ve hacim 500 ml olacak sekilde
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distile suyla tamamlandi. Bu ¢6zelti 50 kat konsantre oldugundan kullanirken bir kat

olacak sekilde distile su ile seyreltildi.

% 2’lik agaroz jel hazirlanirken 50 ml TAE cozeltisi igerisine 0,8 gr agaroz
eklendi ve homojenize eriyik olusuncaya kadar kaynatildi. Homojen hale gelen
karisim icerisine 3 pl etidium bromid eklendi. Karigim bir miktar soguduktan sonra

kaliba dokiilerek donduruldu.

Agaroz jelde DNA Orneklerinin yiiriimesi icin kullanilan loading dye
solisyonunu hazirlamak ic¢in 50 pl % 1’lik bromfenol blue, 50 ul % 1’lik ksilen
cyanol, 10 pl % 50’lik gliserol ve 880 ul % 10’luk tris-EDTA kullanildi. Tris-
EDTA, 1 ml 1 M’lik pH=8 olan tris ve 1 ml pH=8 olan EDTA’nin 99 ml distile suda

¢oOziilmesiyle hazirlandi.

PCR’dan c¢ikarilan DNA 6rneginden alinan 5 pl ile 1 pl loadin dye solusyonu
kanistirildi ve jelin kuyucuguna ekildi. 90 volt, 22 amper akimda 10 dakika
yiiriitiildii. Jel, Kodak Image Station 2000 MM cihazinda goriintiilenerek PCR’da
amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edildi.

Sekil 9: Agaroz jelde DNA 6rnekleri

3.3.4. Revers insutu Hibridizasyon Yontemi

Amplifikasyon iiriinleri oligoniikleotid problar igeren test striplerle hibridize

edilerek yirmi iki bolgede mutasyon incelemesi yapildi.

Hibridizasyon islemi otomatik inkiibatér (Auto Lipa Innogenetics, Sweden)
icerisinde 2,5 saat siiren bir islemle gerceklestirildi. Hibridizasyon sonrasinda
streptomidin alkalen fosfataz kullanilarak ilgili gen dizilerine ait bantlarin renk

gelisimi gozlendi.
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3.3.5. Sonuclarin Okunmasi

Mormal Heterozipot  Homozgot

Mutant Line -— |
=

Wild Ling —— _

Tablo 1: Sonuglarin yorumlanmast

Wild tipe line Mutant line Genotip
Pozitif Negatif Normal
Pozitif Pozitif Heterezigot

Negatif Pozitif Homozigot




mo<-d0r—=
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—— Karmzi [saret Cizgisi

Sekons Twlaseme
— Konira Degisami Topi
—— | —— mutant .87 £>G B
mutant - 30 T=A B
mutant codon & -CT p*
mutant Hemoglobin C G=4
mutant Hemaglobin § AT -
mutant codan & -8 g*
-— —— rutant codon 8 -AA p*
rmutant codon 89 +G B*
rmutant codan 22 Thp del B
rmutant codon 30 G=C B
riutant V5 1.1 G=A B
mutant Vs 12 T=A B:
miutant V5 1.5 G=C B,
ritant w516 T=C B,
mutant W5 1.110 G=A B
miutant V5 1.116 T=0G pe
mutant W5 1-25 25bp del g*
mutant codon 36T -T B*
mutant codon 39 C=T p*
mutant codon 44 - i
mitant VW5 24 =h Bl
mutant W5 2745 C=G B

wild type - BT

wild type - 3

wild type codon 5 fo 9

wild type codon 22

wild type codon 30 to VS 1.6
wild type VS 1.110 and 1-25
wild type VS 1.116 and 1-25
wild type codon 26537

wild type codon 39

wild type codon 44

wild tyoe WS 2.1

wild type Ivs 2745

—— Yesil Isaret {izgisi

Sekil 10: Bir -globin strip goriiniimii
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4. BULGULAR

B-talasemi otozomal kalitim gosterdiginden ve ¢aligmamiz dagilim arastirmasi
oldugundan katilimeilarin yas ve cinsiyetleri agisindan bir sinir belirlenmemistir.

Cinsiyet dagilimi tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 2: Katilimcilarin cinsiyet dagilimi

Cinsiyet n %
Kadin 56 61,5
Erkek 35 38,5
Total 91 100,0

Homozigot ve birlesik heterozigot mutasyonlar tagiyan 64 kisi ile heterozigot
mutasyon tagiyan 27 kisinin, toplam 156 mutant allelinin molekiiler analizinden elde
edilen sonuglarin dagilimim belirlemede, SPSS programi kullanilarak tanimlayict

istatistikler uygulandi.

Caligmaya dahil edilen 91 katilimcidan, 27’si (%29,7) heterozigot, 36’s1
(%39,6) homozigot ve 28 nin (%30,8) birlesik heterozigot formunda mutant allel

tagidig tespit edildi. Mutasyon tiplerinin toplam dagilimi tablo 3’de gosterilmistir

Tablo 3: Mutasyonlarin kalitim seklinin dagilinm

Mutasyon tipi n %
Heterozigot 27 29,7
Homozigot 36 39,6
Birlesik heterozigot 28 30,8
Toplam 91 100

Elde ettigimiz sonuclara gore, Isparta ve cevresinde en yaygin goriilen f3-
talasemi mutasyonu IVS1-110 (% 60) olarak tespit edildi. Bunu IVS2-1 (% 11,61),
IVS2-745 (%7,1), IVS1-6 (% 3,87), Cd8 (% 3,87), IVS1-1 (% 2,58), Cd6 (% 1,94),
-30(% 1,94), Cd5 (% 1,94), Cd44 (% 1,94), HbS (% 1,29), Cd39 (% 1,29), Cd30 (%
1,29), mutasyonu takip etti. -87, HbC, Cd8/9, Cd22, IVS1-2, IVS1-5, IVS1-116,
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IVS1-25, Cd 36i mutasyonlar1 herhangi bir katilimcida tespit edilmedi. Buna gore

dagilim tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4: Taranan mutasyonlar ve goriilme sikliklar

No Mutasyon n Yiizde (%) Mutasyon Talasemi
Bolgesi (allel) Tipi Tipi
1 -87 0 0 yok B*
2 -30 3 1,94 heterozigot B*
3 Cds 3 1,94 heterozigot B°
4 HbS 2 1,29 heterozigot
5 HbC 0 0 yok
6 Cdé6 3 1,94 heterozigot B°
7 Cds 6 3,87 heterozigot B°
8 Cd 8/9 0 0 yok B°
9 Cd22 0 0 yok B°
10 IVS1-1 4 2,58 heterozigot B°
11 IVS1-2 0 0 yok B°
12 IVS1-5 0 0 yok g*
13 IVS1-6 6 3,87 heterozigot B*
14 IVS1-110 93 60 heterozigot+homozigot B
15 IVS1-116 0 0 yok p°
16 IVS1-25 0 0 yok B°
17 Cd 36i 0 0 yok B°
18 Cd 39 2 1,29 heterozigot B°
19 Cd 44 3 1,94 heterozigot B°
20 IVS2-1 18 11,61 heterozigot+homozigot B°
21 IVS2-745 11 7,1 heterozigot+homozigot p*
22 Cd 30 2 1,29 homozigot B*
Toplam 156 100
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36 homozigot mutasyonun 31’1 IVS1-110/IVS1-110 (% 86,11), 3’1 [IVS2-1/
IVS2-1 (%8,33), 1’1 IVS2-745/IVS2-745 (% 2,77 ) ve 1’i de Cd30 / Cd30 (% 2,77)
formunda oldugu goriildii.(Tablo 5)

Tablo 5: Homozigot mutasyonlarin dagilim oranlari

Mutasyon n %
IVS 1,110/1VS 1,110 31 86,11
IVS 2,1/1IVS 2,1 3 8,33
IVS 2,745/ 1VS 2,745 1 2,77
Cd30/Cd 30 1 2,77
Toplam 36 100

28 birlesik heterozigot mutasyonun 2’si IVS1-110/ Cd8 (% 7,14), 3’1 IVS1-
110 / IVS2-745 (% 10,71), 3’6 IVS1-6 / IVS1-6 (%10,71), 2’si1 -30 / Cd8 (%7,14),
2’s1 IVS1-110/ Cd44 (% 7,14), 1’1 IVS2-1 / IVS2-745 (% 3,57), T’si IVS1-110 / IVS
2-1 (% 25), 1’1 -30 / Cd44 (% 3,57), 1’1 HbS / IVS1,110 (% 3,57), 1’1 HbS /
IVS2,745 (%3,57), 2’si IVS1-6 / Cd39 (% 7,14), 1’1 Cd5 / IVS1-110 (% 3,57), 1'i
IVS1-1/1VSI1-110 (% 3,57) formundaydi. Ayrica bir katilimer, IVS1-110/IVS2-1/
IVS2-745 (% 3,57) formunda ii¢ ayr1 heterozigot mutant allele sahipti. Bu dagilim

tablo 6’da goOsterilmistir.
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Tablo 6: Birlesik heterozigot mutasyonlarin dagilimi

Mutasyon n %

IVS 1,110/ Cd 8 2 7,14
IVS 1,110 /1VS 2,745 3 10,71
IVS 1,6 /IVS 1,110 3 10,71
-30/Cd 8 2 7,14
IVS 1,110/ Cd 44 2 7,14
IVS 2,1/1VS 2,745 1 3,57
IVS 1,110/1VS 2,1 7 25

-30/Cd 44 1 3,57
Hb S/IVS 1,110 1 3,57
IVS 1,110 /TVS 2,1 /TVS 2,745 1 3,57
Hb S /1IVS 2,745 1 3,57
IVS 1,6 / Cd 39 2 7,14
Cd5/1VS 1,110 1 3,57
IVS 1,1 /1IVS 1,110 1 3,57
Toplam 28 100
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5. TARTISMA ve SONUC

Talasemi, Hb’nin bir alt iinitesi olan globin zincirlerinin sentezinin yoklugu
veya azalmasiyla karakterize genetik bozukluklarin bir grubudur. Akdeniz iilkeleri,
Ortadogu, Giiney Asya, Sri Lanka, Maldivler, Giineydogu Asya, Malezya, Giiney
Cin ve Tayvan’1 kapsayan bolgede yaygidir (41).

B-talasemi, en yaygin tek gen bozukluklarindan biridir. B-globin geninin
mutasyonlari, Hb’nin B-globin zincirlerinin azalmas1 (B*) veya yokluguyla (B°)
sonuglanir. Homozigot B-talasemi hastalari, hastalik insidansinin yiiksek oldugu
tilkelerde ciddi bir halk saglig1 problemine neden olmaktadir. Bu hastalar diizenli kan
transfiizyonu ve demir selasyon tedavisi gerektirirler ve hastalarin ¢ok kiiciik bir
oraninda basarili bir kemik iligi naklinden sonra tam kiir saglanir. p-talaseminin

kontrolil i¢in dogru prenatal tani ve tasiyicilarin dogru belirlenmesi gerekir (42, 43).

B-talasemi icin homozigot ve birlesik heterozigot durumlarinda klinik seyir
degisken olsa da, transfiizyon almayan vakalarin biiyiik bir ¢ogunlugunda yasaminin
ilk birka¢ yilinda ¢liim meydana gelir. Yeterli transfiizyon, selasyon ajanlarinin
uygulanmasi, desferrioksamin ile ¢ocuklar biiyiiyiip gelisebilir ve yasam siireleri
yetiskin doneme kadar uzayabilir. Desferrioksamin dezavantaji devamli infiizyon
pompasiyla verilmesi ve pahali olmasidir. Yoksul iilkelerin tamaminda ilaglar elde
edilse de c¢ogu cocugun yetersiz dozajda aldig1 goriilmektedir ve bunlarin ¢ogu asiri
demir yiiklenmesinin etkilerinden dolay1 ¢ocukluk ve addlesan donemde 6lmektedir

Q7).

Akdeniz iilkelerinde, tarama ve antenatal taniy1 kapsayan kontrol programlari
% 80’den % 100’e yakin oranlarda B-talaseminin yeni dogumlarmin sikligim
azaltmada basarili olmustur. Demografik gecise maruz kalan gelismis iilkelerin
cogunda, hizmet sartlar1 baglica ekonomik ve kurumsal kosullar tarafindan hala
giiclestirilmektedir. Bu nedenle etkilenmis bir¢ok infant ve cocuk tanm1 konulamadan,

tedavi edilemeden veya tedavi altindayken 6lmektedir (27).

Gecen birkag dekattan beri diinya niifusu 6nemli miktarda gogten dolayi

etkilendi. Bunun i¢in su anda talaseminin yaygin olarak goriildiigii iilkelerden
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kaynaklanan go¢menlerin anlamli bir oram1 Avustralya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’dadir. Bu iilkelerde talaseminin hayati tehdit edici formlariyla dogma
riskini tagtyan etnik azinlik ailelerinin takibi, hematolojik uygulamalarin yeni 6nemli
bir yaklasgimi oldu. 25 yili askin siiredir bu iilkelerde uygulanan kapsamli egitim
kontrol programlari, genetik danisma ve prenatal tanilar, yeni etkilenmis kisilerin

dogumlarinin sayisini sinirlamada basarili olmustur (4).

Her ne kadar siklik bilgileri hala yetersiz olsa da, 6zellikle fakir iilkeler icin bu
hastaliklarin saglik hizmetleri iizerinde olusturacag: yiikiin bazi gostergelerini elde
etme acisindan bilgiler yeterlidir. Bu hastaliklarin yaygin oldugu iilkelerin
yoneticileri ve uluslararast saglik kuruluslarinin problemin farkina varmasi ve
kontrol altina almasinda en ekonomik ve etkili yaklagimlar1 planlamaya baglamasi

acisindan ¢ok dnemlidir (27).

Hemoglobinopatilerin 6nlenmesinde en etkin yontemler tasiyicilarin tespit
edilmesi, tasyicilara genetik danisma verilmesi ve prenatal tani metodlarinin
kullanilmasi ile hemoglobinopatili bebek dogumunun 6nlenmesidir (44). Akdeniz
toplumlarinda antenatal tam1 programlart yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun
basarist hastalik hakkinda halk egitim programlarinin mitkkemmelligi ve devaminda
antenatal tani i¢in etkin tarama rejimleri ve kolayliklarinin gelistirilmesine baghdir.
Dini, kiiltiirel, kurumsal ve ekonomik nedenlerden dolayr bu tiir programlarin,
Hindistan ve Giineydogu Asya’nin biiyiik popiilasyonlarinda uygulanmasi ¢ok daha
zor olabilir. Bir baslangi¢ olarak, egitim programlan gelistirilmeli, goniillii tabanl
tasiyict taramalar1 kolaylikla desteklenmelidir. Ulkelerin bunlar1 takip etmesi,
gelistirilmis popiilasyon kontrol programlarinin olusturulmasinda temel yaklagimi
olusturur (27).

B-globin gen mutasyonlarinin ortaya c¢ikarilmasi, B-talaseminin erken prenatal
tanisini iceren kesin tani ve tedavi projeleri i¢in gereklidir. Her ne kadar B-globin
geninin tamaminda DNA dizinlemesiyle bilinmeyen mutasyonlarin tespiti
uygulanabilir olsa da, ¢ok pahali oldugundan 6zellikle gelismekte olan iilkelerde bu
teknoloji rutin olarak uygulanamamaktadir. Bunun igin dizi analizinden 6nce ucuz,
hizli bir molekiiler tespit metoduna ihtiya¢ vardir (41). Son senelerde piyasaya

cikarilan ve su anda iiclincii nesli gelistirilmis olan [-globin Strip Assay (Vienna
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Lab) adh kit Tiirkiye’de talasemi tanisim biiyiik oranda kolaylastirmistir. Bu test
PCR ile cogaltilmis DNA iiriinlerinin mutasyona 0zgii oligoniikleotid problariyla

hibritlesmesi prensibi iizerine kurulmustur (13).

Talasemiler molekiiler diizeyde oldukca heterojendir. B-talasemili hastalarda,
B-globin geninin 200’den fazla farkli mutasyonu tespit edilmistir. Onemli olarak,
diinyada yiiksek sikliga sahip popiilasyonlarin her birinin 6zellikle belli bir bolgede
sadece birka¢ yaygin mutasyonu tasidigi goriilmektedir, bunun yaninda nadir olanlar
da goriilebilir. B-talasemi ve HbE’nin yiiksek orandaki sikliginin malaryaya karsi
heterozigot korumadan kaynaklandig: diisiiniilse de resmi bulgular hala eksiktir (27).
200 mutasyonun tiimiiniin her toplumda goriilmemesi ve mutasyonlarin etnik
gruplara 6zgiin olmasi, bu genis molekiiler ¢esitliligi biraz basite indirgeyen bir

faktor olmustur (13).

Goriilen allel cesitliligi, Sardunya adasi, Kibris gibi kiiciik ve izole etnik
gruplarda daha da azalmakta, 6rnegin Sardunya adasinda sadece iki tip P-talasemi
mutasyonu hastalik genlerinin % 99’unu olusturmaktadir. Akdeniz iilkeleri genelinde
bakilacak olursa, yaklasik 35 mutasyon Akdeniz Havzasina 0zgii olarak
nitelendirilmis olmakla beraber, bu mutasyonlarin dagilimu iilkeler arasinda biiyiik
farkliliklar gostermektedir. Tiirkiye’de B-talasemi, diger Akdeniz iilkelerine oranla
daha karmagsiktir. Diger toplumlar i¢in tamimlanan % 95’ini 5-6 mutasyonun

olusturmasi1 kurali Tiirk toplumu i¢in gecerli degildir (13).

IVS 1-110’un Tirkiye genelinde % 40 olan sikligi, Orta Anadolu’da % 50’yi
asmakta buna karsilik Dogu ve Giineydogu Anadolu’da % 25’lere diismektedir.
Tiirkiye’nin  cografi bolgeleri, mutasyon siklign ve cesitliligi  acisindan
kiyaslandiginda, iilke niifusunun % 50’sini barindiran Bati Anadolu ve Akdeniz
bolgelerinin, Tiirkiye genelindeki dagilimla uyumlu oldugu, Kuzey, Giiney ve Dogu
Anadolu bolgelerinin daha az heterojen oldugu ve kendilerine 6zgii mutasyonlar

icerdigi (-30, -87, FSC8/9, IVS 2-745 gibi) goriilmektedir (13).

Diinyada ve Tiirkiye’de -talasemi mutasyonlarinin siklig1 ve cesitliligi tizerine
bir¢cok calisma yapilmistir. Talmaci ve ark’in Romanya popiilasyonunda yaptigi bir

calisgmada 29 katilimecida 2 homozigot, 1 birlesik heterozigot ve 26 heterozigot
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mutasyon tespit edildi. 32 mutant allel 8 farkli tip mutasyon iceriyordu. Bu ¢alismaya
gore Romanya popiilasyonundaki en yaygin B-talasemi mutasyonu IVS 1-110 (%
31,25)’dur. Bunu azalan siklikta Cd 39 (% 25), IVS 2-745 (% 15,625), IVS 1-1 (%
12,5), -87 (% 6,25), Cd 6 (% 3,125), IVS 1-6 (% 3,125), poly A (% 3,125) takip
etmektedir (6).

Tarama ve prenatal taniyr da kapsayan kontrol proramlariyla B-talasemiden
etkilenmis yenidoganlarin sikliginin azalmasinda % 80-100 oraninda bir bagar1 elde
edilmis olmasina ragmen B-talasemi Yunanistan’da da en yaygin tek gen bozuklugu
ve biiyiikk bir halk sagligt sorunudur. Georgiou ve ark’nmin yaptig1 c¢alismada
Yunanistan’da ki en yaygin p-talasemi mutasyonu IVS 1-110 (%42,5) ‘dur. Bunu Cd
39 (% 16,9), IVS 1-1 (% 13,2), IVS 1-6 (% 7,2), IVS 2-745 (% 6,9), Cd 6 (% 2,9),
IVS 2-1(% 2), Cd 5 (% 0,12), IVS 1-5 (% 0,9) ve 44 b¢ delesyon (%0,6) takip
etmektedir (45).

Makhoul ve ark’nin Liibnan’da yaptig1 bir ¢aligmada B-talasemi major ve f3-
talasemi intermedia fenotipli 260 hastanin 520 mutant kromozomunda 20 farkl
mutasyon tespit edildi. Mutasyon sikliklar1 sirasiyla azalan oranda, IVS 1-110 (%
34,2), IVS 1-1 (% 15), IVS 1-6 (% 14,4), Cd 29 (% 9.6), IVS 2-1 (% 8,6), Cd 5 (%
5), Cd 30 (% 2,7), Cd 8 (% 2,5), Cd 44 (% 1,5), IVS 2-745 (% 1,1), Bs (% 1), -87 (%
0,8), IVS 1-5 (% 0.,8), -88 (% 0,6), 290 bp delesyon (% 0,6 ), 25 bp delesyon (% 0,4),
op-talasemi (% 0,4), Cd 8/9 (% 0,2), Cd 36/37 (% 0,2 ), Cd 39 (% 0,2 ) seklindedir
(28).

Komsu baz1 iilkelerle karsilastirlldiginda, oranlarda farkliliklar olsa da
Yunanistan, Makedonya, Bulgaristan ve Suriye’de de Tiirkiye’de oldugu gibi en
yaygin mutasyon IVS 1-110’dur. Italya’da en yaygin mutasyon Cd 39 iken
Bulgaristan’da IVS 1-110’a ¢ok yakin oranda goriilmektedir. Iran ve Azerbaycan’da
en stk mutasyon IVS 2-1’dir. Ancak Azerbaycan’da IVS 1-110 oram da buna
yakindir (12).

Altay’1n arastirmasinda yer verdigi Tiirkiye’ye yakin cografyadaki iilkelerin ve
kendi caligmalarinda tespit ettikleri Tiirkiye’nin B-talasemi mutasyon dagilimlari

tablo 7°de verilmistir.



45

Tablo 7: Tiirkiye ve bolge iilkelerinin B-talasemi mutasyon dagilimi

Mutasyon PR A :
’ 3ay1s] Tirkive Yunanistan ltalya  lran  Suriye Azerbayean Makedonya  Bulgaristan

IVSI-110 (G-A) 435 4088 5832 1121 681 444 2020 47.30 .75
IVSIL-6 (T-C) 110 1033 7.08 154 6.06 7.07 13.56 735
IVSIL-1 {G-A) 26 8.08 1.18 148 1590 17 2121 0.59 1
IVSIL-745 (C-G) 66 620 472 278 83 168 303 199 4.16
IVSI-1 (G-A) 61 5.73 10.1 3.9 33 166 11 3.9 32
FSCE(-AA) 50 469 0,65 005 303 212 1.19 1.22
-30(T-A) 45 421 0.06 = 202 1.19 0.24
CD39(C-T) i 2.91 1257 6684 530 1L1  2.02 209 24.26
F5C8.9 (+G) 8 263 006 - 378 2.02 040
Cddd (-C) 19 178 - 0.11 2.27 303 049
F5C5 (-CT) 13 122 035 0.03 .09 7.10
IVSI-1300GC) 9 084 - 0.08

F5CH(-AA) 7 0.64 171 1.9 419 558
IVSL-116(T-G) 6 056 - 0.05

PolyA 6 056  0.06 - 139 0.24
IVSI-5 (G-C) 6 056 - 0.11 606 101

+22 (G-A) 5 046 - - 1.0 049
IVSII-848 (C-A) 5 046 012 - 1.19
F5C36-37 (-T) 1 037 - - 131 202 0.24
IVSI-5 (G-T) 3 028 - -

-87(C-T) 1 015 - 0.02

IVSI-1 (G-T) 2 015 - -

-28 (A-C) 2 01 - - 1.01

F5C13 (G-A) 2 015 - -

F5CT74,75 (-C) b oE - -

-101(C-T) 1 009 018 025 075 0.24
IVSI-5 (G-A) 1 0,00 10.00 005

IVSI-130 (G-4) 1 000 - -

CD37 (G-A) 1 000 - -

Hb knossos 2 0.18

Delta beta 2 206 012

Del-N-Del 2 0.18
Bilinmeyen n 2.72 1.30 1.4 3181 83 0 199 7.84

Total 1064 100 1694 5040 131 36 99 167 408
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Komsu iilkelerde B-talasemi mutasyon dagilimlart bu sekilde iken Tiirkiye
icinde de farkli bolgelerde bircok calisma yapilmistir. Yildiz ve ark’min Denizli
yoresinde yaptiklann calismada 53 katilmcinin 55 kromozomunda [-talasemi
mutasyonu tespit etmislerdir. Calismada en yaygin olarak IVS 1-110 (% 36,4)
mutasyonu goriildii. Bunu sirasiyla IVS 1-1 (%16,4), IVS 1-6 (%7,3), IVS 2-745
(%7,3), IVS 1-5 (%1,8), Cd 39 (% 9,1 ), -87 (%3,6 ), Cd 8 (%3,6), IVS 2-1 (% 3,6 ),
Cd 8/9 (%1,8), Hb D-Los Angeles (% 3,6) mutasyonlari takip etti (7).

Tiirkiye icin B-talasemi oran1 % 2 iken Antalya’da bu oran % 10,2’dir. Keser
ve ark’nin Antalya’da 103 fetusun koryonik villus ornekleri, amniotik sivi ve kord
kant kullanarak yaptiklar1 prenatal tan1 ¢aligmasinda B-talasemi mutasyonlari ve
dagilimma bakmislardir. En yaygin mutasyonun IVS 1-110 (% 50,4) oldugu
goriilmiigtiir. Bunu IVS 1-6 (% 9,7), IVS 2-1 (% 7,7), IVS 2-745 (% 7,7), IVS 1-1
(% 5,7),Cd 5 (% 4,7), -30 (% 2,7), Hb S (% 2,7), Cd 8 (% 1,7), Cd 39 (% 1,7), IVS
2-848 (% 0,9), IVS 1-5 (% 0,9), Cd 44 (% 0,9), Cd 22 (% 0,9) mutasyonlar1 takip

etmistir (8).

Altay’in Tiirkiye'nin degisik cografi bolgelerinden gelen hastalarda tespit
edilen 1064 mutant kromozom iizerinde yaptigi calismada 32 farkli mutasyon
goriilmiigtiir. Dagilim bolgeler arast oranlarda farklilik gosterse de toplam dagilimda
en yaygin mutasyonun IVS 1-110 (% 40,88) oldugu goriilmiistiir. Bunu takiben
sirasiyla azalan oranlarda en yaygin 10 mutasyon, IVS 1-6 (% 10,33), IVS 2-1 (%
8,08), IVS 2-745 (% 6,20), IVS 1-1 (% 5,73), FSC 8 (% 4.69), -30 (% 4,22), Cd 39
(% 2,91), FSC 8/9 (% 2,63), Cd 44 (% 1,78), FSC 5 (% 1,22) seklindedir (12).

Tiirkiye ve komsularinda dagilim bu sekilde iken uzak iilkelerde mutasyonlarin
cesidi ve sikligi oldukca farklilik gostermektedir. Perea ve ark’min Meksika’da
yaptiklar1 bir calismada en sik mutasyon GLN39TER (%31,4) olarak tespit
edilmistir. Bunu azalan oranlarda IVS 1-1 (% 14,5), IVS 1-110 (% 14,5), -28 (% 6),
IVS 1-5 (% 6), HBD/HBB 104 Kb delesyon(% 6), METIVAL (% 3,6) ve daha

diisiik oranlarda birgok mutasyon goriilmiistiir (46).

Colah ve ark’nin Hindistan’da f-talasemi mutasyonlar1 ve klinik fenotip

tizerine etkileri hakkinda yaptiklar bir caligmada 278 talasemi major hastasinin 556
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mutant kromozomunda mutasyon dagilimina bakmiglardir. 23 mutasyon tipinden en
sik 5 tanesi IVS 1-5 (% 52,5), 619 bg delesyon (% 14,1), Cd 8/9 (% 9,0), IVS 1-1 (%
6,7), Cd 15 (% 5,4) seklinde siralanmaktadir (47).

B-talasemi gibi kalitimla kusaklara aktarilan hastaliklarin yayginliginda ve
devamliliginda siiphesiz ki akraba evliliklerinin biiyiik 6nemi vardir. Asadi-Pooya ve
ark’nm Iran’da yaptif1 bir ¢aligmada talasemi majorlii hastalarin yas1, cinsiyeti ve
aralarindaki akrabaliklar sorgulanmistir. Bu sirada akrabalik orani, akraba
evliliklerini azaltmak icin evlilik Oncesi danisma ve bunlarin otozomal resesif
hastaliklar1 6nlemede etkisine bakilmis. [-talasemili hastalarin %40,6’sinda ilk
kuzen evliliginden dogan ¢ocuklar oldugu goriilmiistiir. B-talasemili hastalarin aile
ici evlilikleri ve normal toplum karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmiistiir (48). Tiirkiye akraba evlilikleri agisindan yiiksek oranlara sahiptir. Tiirk
Niifus ve Saglik Arastirmasi’nin beg yilda bir ortaya koydugu verilere gore 1983’den
beri bu oran % 20-25’de seyretmektedir. Biitiin akraba evliliklerinin yaklasik % 70’1
ilk kuzenler arasinda gerceklesmekte ve bunlar cogunlukla amca cocuklar

olmaktadir (49).

Yukarida 6rnek olarak verdigimiz ¢aligmalarda da gortldigii gibi, B-talasemi
klinik fenotipte oldugu gibi molekiiler diizeyde de oldukca genis bir heterojenite
gostermektedir. Ulke igindeki farkli bolgelerde mutasyonlarin sikliginda ve
cesitliliginde goriilen farkliliklar, iilkeler arasinda daha da artmaktadir. Kitalar
arasinda bir karsilagtirma yaptigimizda ise tamamen farkli tip mutasyon oranlariyla
karsilasilmaktadir. Bu durumda farkli etnik, dinsel ve kiiltiirel gruplarin ice doniik

yasam tarzlarinin etkisinin kiigciimsenemeyecegi aciktir.

Diinya Saglik Orgiitiiniin, “Hemoglobin Hastaliklarim1 Kontrol Programina”
gore; kalitsal kan hastaliklarin1 6nlemek i¢in halkin bilgilendirilmesi ve genel
egitimi, tastyicilarin belirlenmesi igcin popiilasyon taramalari, lokal mutasyonlarin
tanimlanmasi, tedavi, genetik damigmanlik ve prenatal taninin birlikte koordineli
olarak yapilmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de hemoglobinopati ile miicadele amaciyla
30.12.1993 tarih ve 21804 sayili resmi gazetede, 3960 sayili “Kalitsal Kan
Hastaliklar1 ile Miicadele” kanunu cikarilmigtir. Ardindan Saghik Bakanhgi
tarafindan Antakya, Mersin, Mugla ve Antalya’da, Kalitsal Kan Hastaliklar
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Arastirma ve Tedavi merkezleri kurularak, evlenecek ciftlerde talasemi taramasi
zorunlu hale getirilmistir. 23.06.2000 tarihinde kayit, tarama, egitim, prenatal tani,
konvansiyonel tarama amaciyla “Ulusal Hemoglobinopati Konseyi” kurulmus ve bu
konsey, Saglik Bakanligi Ana-Cocuk Sagligi-Aile Planlamasi1 ve Tedavi Hizmetleri
Genel Midirliigii ile koordineli calismalar yapmaya baglamistir. Devam eden
caligmalarla, Saglik Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi “Kalitsal Kan
Hastaliklar1 ile Miicadele” kanununa bagh olarak “Kalitsal Kan Hastaliklarindan
Hemoglobinopatiler Ile Miicadele ve Kontrol Programi Ile Tam ve Tedavi
Merkezleri Yonetmeligi” ¢ikarmislardir (50).

Biitlin bu yasal diizenleme ve uygulamalara ragmen gercek bir basari
saglanabilmesi, yaygin ve kusaklarla aktarilan bir hastalik icin uzun bir zaman
gerektirmektedir. Bu siirecte hasta olanlar i¢in kolay, ucuz ve uygulanabilir tedavi
yontemlerinin arastirllmasina 6nem verilmelidir. Ayn1 zamanda etkilenmis yeni
dogumlarin Onlenmesi igin artik yasal bir zorunluluk da olan evlilik ©ncesi
damismanlik hizmetlerine ve prenatal tami uygulamalarma daha fazla Onem
verilmelidir. Ulkemiz gibi ¢ok sayida etnik, dini, kiiltiirel cesitliligi barindiran ve
akraba evlilik oranminin oldukg¢a yiiksek oldugu toplumlarda halk egitim ve
bilgilendirme caligsmalarina 6ncelik verilmeli ve 6zen gosterilmelidir.

Bizim c¢alismamizda gerek iilkemizde gerekse diger bolge iilkelerinin
bircogunda yapilan calismalarla uyumlu olarak Isparta ve cevresinde de en sik [-
talasemi mutasyon tipi IVS1-110 olarak tespit edilmistir. Bunun yaninda en sik
ikinci mutasyon Antalya’da IVS1-6, Denizli’de IVS1-1 olarak yaymlanmisken
Isparta’da IVS2-1 olarak tespit edilmistir.

Calismamiz, Isparta ve cevresindeki mutasyonlarin tipini ve dagilimini
belirlemek suretiyle, molekiiler patolojiye gore klinik seyri, hastaligin tespit edilme
asamasinda tahmin edebilmesinde klinisyene yardimci olacak, hastalifa énlem alma
stratejilerine ve programlarina katkida bulunacaktir. Ayrica bu ¢alismadaki veriler
hastalarin klinik takiplerindeki verilerle birlestirilirse ve katilimci sayisi artirilirsa
hastaligin genetik gecisinin molekiiler mekanizmas ile fenotip arasindaki baglanti
hakkinda ¢ok daha yararli bilgiler elde edilecegini diisiinmekteyiz. Tiirkiye’nin -
talasemi mutasyon haritasina da katkisi olacaktir. Genetik danismanlik esnasinda

molekiiler patolojinin bilinmesi sayesinde kisiye daha acgik ve giivenilir bilgiler
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verilebilecek dolayisiyla cocuk sahibi olma kararlarinda alinabilecek erken
onlemlerle gerek tibbi abortuslarin uygulanma gerekliligi gerekse hasta ¢ocuk dogma

riski azaltilacaktir.
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6. OZET

ISPARTA VE CEVRESINDEKI BETA-TALASEMi KALITSAL
MUTASYONLARININ DAGILIMININ ARASTIRILMASI

Diinyada en yaygin genetik hastaliklardan biri olan Beta (f)-talasemi, 11.
kromozomun kisa kolunda kiime olarak lokalize olan [-globin genindeki genellikle
nokta mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif bir hastaliktir. Hemolitik
mikrositik anemiyle ortaya ¢ikan B-talasemi, diger Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi
Tiirkiye’de de en yaygin genetik bozukluklardan biridir.

Calismaya dahil edilen 64 [-talasemi major hastas1 Siileyman Demirel
Universitesi Hastanesi Cocuk Hematoloji Poliklinigi’ne basvuran hastalardan, 27 B-
talasemi tastyicist  Silleyman Demirel Universitesi Hastanesi Biyokimya
Laboratuart’na evlilik 6ncesi talasemi taramasi yaptirmak i¢in bagvuran kisilerden
secildi. P-talasemi tasiyicilarinda g¢aligmaya dahil edilme kriteri olarak HbA,
diizeyinin % 3,5’in iizerinde olmas1 dikkate alindi.

Arastirmamiza dahil edilen 91 katilimcidan, 27’si (% 29,7) heterozigot, 36’s1
(% 39,6) homozigot ve 28’nin (% 30,8) birlesik heterozigot formunda mutant allel
tagidig1 tespit edildi. Elde ettigimiz sonuglara gore, Isparta ve cevresinde en yaygin
goriilen B-talasemi mutasyonu IVS1-110 (% 60) olarak bulundu. Bunu IVS2-1 (%
11,61), 1IVS2-745 (% 7,1), IVS1-6 (% 3.,87), kodon8 (% 3,87), IVS1-1 (% 2,58),
kodon6 (% 1,94), -30(% 1,94), kodon5 (% 1,94), kodon44 (% 1,94), HbS (% 1,29),
kodon39 (% 1,29), kodon30 (% 1,29), mutasyonu takip etti. -87, HbC, kodon8/9,
kodon22, IVS1-2, IVS1-5, IVS1-116, IVS1-25, kodon 36i mutasyonlar1 herhangi
bir katilimcida tespit edilmedi.

Calismamizdaki veriler tam1 koyma ve tedavi planlamada klinisyene yardimci
olabilir ve iilkemizin talasemi haritasinin belirlenmesinde katkida bulunabilir.
Genetik danmismanlik esnasinda molekiiler patolojinin bilinmesi sayesinde kisiye agik
ve giivenilir bilgiler verilebilir, ¢ocuk sahibi olma kararlarinda alinabilecek erken
onlemlerle tibbi abortuslarin uygulanma gerekliligi ve hasta cocuk dogma riski
azaltilabilir.

Anahtar kelimeler: Talasemi, B-globin, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),

mutasyon, Isparta
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7. SUMMARY

INVESTIGATION OF DISTRIBUTION OF BETA-THALASSEMIA
HEREDITARY MUTATIONS IN ISPARTA AND AROUND OF IT

Beta (B)-thalassemia is the most common genetic disease in worldwide due to
point mutation on B-globin gene which is localized on short arm of 11. chromosome
as a cluster. It is inherited as autosomal recessive. -thalassemia which is presented
with hemolytic anemia is the most common genetic disease in Turkey as well as in
Mediterranean countries.

Sixty four patients with B-thalassemia carriers which were admitted to Pediatric
Hematology outpatient clinic of Suleyman Demirel University and 27 patients with
B-thalassemia carriers which were admitted to Biochemistry Laboratory of Suleyman
Demirel University for screening before marriage were included to this study. The
inclusion criteria of B-thalassemia carriers were accepted as HbA, levels greater than
3,5%.

From total 91 participants, 27 (29,7%) were heterozygote, 36 (39,6%) were
homozygote and 28 (30,8%) were detected as carrying compound heterozygote form
of mutant allele. In our findings, most common [-thalassemia mutation was IVS1-
110(60%) in Isparta and around of it. Other mutations followed it respectively; IVS2-
1 (11,61%), 1IVS2-745 (7,1%), IVS1-6 (3,87%), IVS1-1 (2,58%), codon6 (1,94%), -
30 (1,94%), codon5 (1,94%), codon44 (1,94%), HbS (1,29%), codon39 (1,29%),
codon30 (1,29%). Mutations of -87, HbC, codon8/9, codon22, IVS1-2, IVSI1-5,
IVSI1-116, IVS1-25, codon 36i were not detected in any participant.

Results of this study may be help to the clinicians to diagnose and plan of
treatment and may contribute to determine the map of thalassemia in our country.
With molecular pathology knowledge during genetic consultancy, clear and reliable
information can be given to the individuals and necessity of medical abortus, with
early precaution in deciding to have child, and risk of ill child birth may be reduced.

Key words: Thalassemia, B-globin, polymerase chain reaction (PCR),
mutation, Isparta
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