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OZET

Giris ve Amag: Bir hemoglobinopati hastalig1 olan beta talasemi, hemoglobinin beta
globin sentez defekti sonucu olusur. Beta talasemi tasiyiciligi tanis1 koymada yiiksek
performansl sivi kromatografisi (HPLC) sonucu ortaya ¢ikan HbA; degerinin 6nemi
biiyiiktiir. Beta talasemi tasiyiciliginda HbA;, seviyesinin artmis olmasi beklenmektedir.
Ancak bazi durumlarda HbA, degeri artis gostermemektedir. HbA, degerini diisiiren
nedenler arasinda en az arastirilmis olan1 delta globin gen degisikleridir. Delta globin
gen degisiklikleri klinik olarak bulgu vermese de beta talasemi tasiyiciliginin
taninmasinda yanlis taniya sebep olabilmektedir. Ciinkii HbA, degeri, delta globin
azalmasina bagli olarak normal ya da normalin altinda olabilmektedir. Bu sebeple
talasemi tastyiciliginin sik goriildiigii bolgelerde talasemi dnleme programlari igin delta
globin gen degisikliklerinin ortaya konmasi énemlidir. Bu c¢alismada beta talaseminin
sik goriildiigii tilkemizde dizi analizi ile HBD geni varyasyonlarini ortaya koyarak, delta

globin gen varyasyon sikligini ve bu varyasyonlarin tiplerini ortaya koymay1 amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na alfa veya beta talasemi mutasyon analizi i¢in basvurmus toplam 50
olgu alinmistir. HbA, degeri elektroforezde %2 ve altinda, mikrositoz ve hipokromisi
olan 40 olgu ve HbA, fraksiyonunda ek pik saptanan 10 olgu bulunmaktadir. Bu
olgularda Sanger dizi analizi yontemiyle HBD geni degisiklikleri arastirilmistir.
Bulgular: Calismada 8 olguda toplam 7 farkli varyasyon tespit edilmistir. Saptanan 7
varyasyonun 5’i daha énce tanimlanmustir. iki varyasyon (c.350 G>C ve c.-172 A>T)
ise ilk defa bu ¢aligmada saptanmustir. Saptanan degisiklikler; 1 olguda tanimli c.-115
A>G mutasyonu,1 olguda tanimli c.14 C>T mutasyonu ve 2 farkli benign varyasyon
(c.294 C>T, ¢.316-174 316-173delAT),1 olguda varyant hemoglobin olusturan ve ilk
defa bu caligmada tanimlanan c.350 G>C varyasyonu ve 5 olguda bir tanesi bu
calismada tanimlanan 2 farkli varyasyondur (¢.315+429 T>C, c.-172 A>T).

Sonug¢: Yeni bulunan 2 varyasyondan biri yeni hemoglobin varyanti HbA,-Bornova
olarak diinya literatiiriine kazandirilmis, digeri ise The American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) kriterlerine gore benign olarak degerlendirilmistir.
Varyasyon saptanan olgularin laboratuvar bulgulari degerlendirilerek fenotip-genotip
korelasyonuna katki saglanmustir. Tirkiye popiilasyonundaki HBD geni varyasyon
dagilimi ilk kez degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: delta talasemi, HBD, HbA,, varyasyon
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ABSTRACT

Introduction and purpose: Beta thalassemia is a hemoglobinopathy which results
from hemoglobin beta globin synthesis defect. HbA, levels assessed by high
performance liquid chromatography (HPLC) are essential parameter for the diagnosis of
beta thalassemia carriers. HbA; levels is expected to be increased in beta thalassemia
carriers. However, in some cases, the HbA; level does not increase. Among the causes
that lowered HbA, level, the least researched is the delta globin gene variations.
Although delta globin gene variations have no clinical implications, the co-inheritance
of beta thalassemia mutations may lead to misdiagnosis. Because, HbA; levels remain
normal or low due to decreased delta chain production. For this reason, the detection of
delta globin variations is important in countries that have a high incidence of beta
thalassemia carriers. In this study, we aimed to reveal the HBD gene variations by
sequence analysis to investigate the frequency and types of these variations in our
country where beta thalassemia is common.

Materials & Methods: A total of 50 patients who applied for the analysis of alpha or
beta thalassemia mutations in Ege University Medical Faculty Hospital Medical
Genetics Department were included in the study. There were 40 cases presenting
microcytosis and hypochromia with the HbA; level of 2% or less than 2% and 10 cases
with a second peak in the HbA, fraction. In these cases, HBD gene changes were
investigated by Sanger sequence analysis.

Results: In this study, seven different variations were detected in 8 cases. Five of the 7
detected variations have been described previously. Two variations were identified for
the first time in this study. Seven variations defined in the study were as fallows; 1
previously reported ¢.115 A>G mutation in one case; 1 previously reported ¢.14C>T
mutation and 2 benign variations (c.294 C>T, ¢.316-174_316-173delAT) in one case; 1
novel ¢.350 G> C variation, which formed a variant hemoglobin and was first described
in this study; 2 variations (c.315+429 T>C, c.-172 A>T), one of was defined in this
study in 5 cases were identified.

Conclusion: One of the two novel variants was introduced to world literature as a new
hemoglobin variant HbA,-Bornova and the other was benign according to ACMG
criteria. This study contributed to the phenotype-genotype correlation by evaluating the
laboratory findings of the cases that detected variation. HBD gene sequencing analysis
was assessed for the first time in the Turkish population.

Keywords: Delta thalassemia, HBD, HbA,, variation
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1. GIRIS VE AMAC

Hemoglobinopatiler, globin zincirinin azalmis sentezi veya yoklugu ile ya da
globin zincirinin yapisinda defekt sonucu olusur. En sik olarak alfa ve beta globin
zincirinde defekt ile olusur [1]. Diinyada en yaygin monogenik hastalik grubudurlar.
Diinya popiilasyonunun %7’°sinin bu hastaliklar agisindan tasiyict oldugu tahmin
edilmektedir [2]. Malarya i¢in endemik olan bolgelerde yogun olarak bulunsa da,
gocler ile diinyanin her iilkesinde goriilmektedirler [3, 4]. Hemoglobinopatiler ve
talasemiler her yil 300,000 hasta ¢ocugun diinyaya geldigi, ciddi bir diinya saglik

sorunudur [5].

Talasemi, ilk defa 1925 yilinda Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan,
splenomegali ve karakteristik kemik degisiklikleri bulunan gocuklarda olusan ciddi bir
anemi cesidi olarak tanimlanmustir. IIk vakalarin Akdeniz bolgesindeki cocuklarda
tanimlanmasindan 6tiirti hastalik, Yunanca deniz anlamina gelen “thalassa” ve anemi
anlamma gelen ‘‘emia’’ sozciiklerinden koken alarak ‘‘thalassemia’ olarak ifade
edilmistir [6, 7]. Daha sonra bu bozukluklarin Akdeniz gevresi iilkelerle smirl
olmadigi, tropikal iilkeleri de i¢ine alan genis bir alanda gortildiigii ortaya ¢ikmistir ve
simdi tiim diinyay1 etkiledigi bilinmektedir [7]. Diinya popiilasyonunun %1,5’unun beta
talasemi tasiyicist oldugu ve her yil 60,000 hasta c¢ocugun diinyaya geldigi
bildirilmektedir [3].

1950’lerde eriskin tip hemoglobinlerin  minér komponenti olan HbA;
bulunmustur. 1970’lerde globin genleri klonlanmis ve sekansi yapilabilir hale gelmistir.
Bu sayede talasemilerin patofizyolojisi ve molekiiler temeli daha iyi anlagilmistir. Bu

yillarda diinyada talasemi kontrol programlari olusturulmaya baglanmstir [7].

Ulkemizde hastaligin gériilme siklign gdz 6niine alinarak 2003 yilinda, 33 ilde
Hemoglobinopati Kontrol Programi baglatilmis ve merkezler kurulmustur. Bu
programda hemoglobinopatilerin dnlenmesinde en 6nemli adim, evlilik 6ncesi ¢iftlerin
tasiyicilik testinden gegmesi ve her ikisi de tasiyict olan giftlerin belirlenerek ¢ocuk
sahibi olmadan oOnce genetik danmismanliktan yararlanmalari yoluyla yeni hasta
dogumunun engellenmesidir [5]. Beta talasemi tasiyiciligi tanist koymada HbA;
degerinin 6nemi biiyiiktiir. Beta talasemi tastyiciliginda HbA; seviyesinin artmis olmasi

beklenmektir. Ancak bazi durumlarda HbA, degeri artis gostermemektedir. HbA,



degerini diigiiren nedenler arasinda en az arastirilmis olant delta globin gen

degisikleridir [8, 9].

Delta globin gen degisiklikleri tek basina klinik olarak bulgu vermese de beta
talasemi tasiyiciliginin taninmasinda yanlis taniya sebep olabilecegi i¢in dikkate
alinmalidir. Beta talasemi tasiyicilarinda yiiksek beklenen HbA, degeri, delta globin
degisikligi olan bireylerde normal ya da normalin altinda olabilmektedir. Bu sebeple
talasemi tasiyiciligimin sik goriildiigii bolgelerde talasemi 6nleme programlari igin delta

globin gen degisikliklerinin ortaya konmasi 6nemlidir [10, 11].

Bu ¢alismada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalr’na alfa ve/veya beta talasemi mutasyon analizi igin bagvuran ve HbA, seviyesi
diisiik olan olgularin Sanger dizi analizi yontemiyle HBD geni dizi analizi yapilmistir.
Bu calismada daha 6nce iilkemizde yapilmamis olan HBD geni dizi analiziyle, HbA,
diizeyini diistiren delta globin gen varyasyonlar1 arastirarak tilkemizdeki delta globin

gen varyasyon sikligini ve bu varyasyonlarin tiplerini ortaya koymay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 HEMOGLOBIN YAPISI VE FONKSiYONU

Hemoglobin (Hb), dokularin ihtiya¢ duydugu oksijen transportunu saglayan
dordiinciil (tetramerik) yapida bir proteindir [12]. Bu molekiiliin 3 boyutlu yapist ilk
defa 1960 yilinda Dr. Perutz ve arkadaslar tarafindan X-1s1n1 kristallografisi ile ortaya
konmus [13] ve bu ¢alisma ile Dr. Perutz, 1962’de Kimya dalinda Nobel ddiiliine layik
goriilmistiir [14]. Hb, yaklasik 64,400 dalton agirliginda, her biri bir polipeptid zinciri
(globin) ve bir hem grubundan olusmus dort alt birimden meydana gelen bir yapidir
(Sekil 2.1). Aminoasitlerin siralanmasi birincil yapiyi, bu yapinin hidrojen baglariyla
heliksler seklinde bir araya gelmesi ikincil yapiy1, polipeptid zincirlerin katlanarak ii¢
boyutlu form olusturmasi {iglinciil yapiyr meydana getirir [15]. Dordiinciil yapi, dort
polipeptid zincirinin birlesmesi ile ortaya ¢ikar [14, 16].

A emoglobin molekiilii

Klrlnzn Kiire

(Eritrosit)

Sekil 2.1: Eriskin Hemoglobin HbA yapisi (A); HbA’nin {i¢ boyutlu yapisi (B) (sar1:

protoporfirin IX halkasi, kirmizi kiire: O, turuncu kiire: demir atomu) [17, 18]
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Hemoglobin molekiiliinde bulunan hem halkasi, biitiin hemoglobinlerde aynidir
ve globin zinciri tarafindan meydana getirilen cepler icerisindedir. Hem grubu, bir
protoporfirin IX ve iki degerlikli demir (Fe*®) kompleksinden meydana gelir. Hem
icindeki demir atomlar1, O;’1 baglayarak transportu saglar. Globin zincirleri ise, 141
aminoasitten olusan alfa (o) ve 146 aminoasit i¢eren beta (f) globin zincirleri (zeta - C,
alfal - al, alfa2 - a2, epsilon - €, gama - v, delta - 6, beta - ) olmak iizere farklilik
gosterir [3, 19, 20].

2.2 GLOBIN GEN KUMELERI

Hemoglobinin yapisindaki globin zincirlerini ifade eden, iki ayr1 kromozom
tizerinde, iki farkli gen kiimesi yer almaktadir (Sekil 2.2, Sekil 2.3) [21]. Alfa ve beta

globin gen kiimesi arasindaki farklar Tablo 2.1°de gosterilmistir.

OZELLIiK o — globin gen kiimesi B - globin gen kiimesi
Konum 16p13.3 telomerik 11p15.5 intersitisyel
Guanin — Sitozin igerigi %54 %39.9
CG diniikleotid zengin adaciklar Sik Yok
Gen yogunlugu Yiiksek Diisiik
Kromatin Agik Kapali
Replikasyon zamani Erken Geg
Sik mutasyon ¢esidi Delesyonlar Nokta mutasyonlar1
Intergenik bdlgelerin evrimi Hizli Yavas
Hibrid ekspresyonu Erken Geg
Polycomb represif kompleks Var Yok
baglanmasi
H3K27me3 kromatin modifikasyonu Var Yok
JMJD3 enzimi Gerekli Gerekli degil

Tablo 2.1: Alfa ve beta globin gen kiimesi arasindaki farklar [22]



2.2.1 Alfa Globin Gen Kiimesi

Alfa globin gen kiimesi, 16. kromozom kisa kolunda (16p13.3) yer alir. Yaklasik
30 kb (kilobaz) uzunlugunda olan bu gen kiimesi 5-(2-¥(1-Ya2-Pal-a2-01-6-3'
genlerini icermektedir. Zeta () ve iki alfa (al ve a2) geni islevsel genlerdir. Zeta geni,
daha Once belirtildigi gibi, embriyonel hayatta ifade edilirken, al ile a2 geni fetal ve
eriskin donemde aktiftir. Bu genlerin disinda fonksiyonel olmayan yalanci genler

(pseudogen, ¥Y(-Ya2-Yal) de alfa gen ailesi iginde yer almaktadir [23].

Alfa globin gen kiimesi genleri, iki intron ve ii¢ ekzon igerir ve 141 aminoasit
kodlarlar. ¢, al ve a2 genlerindeki ekzon dizileri hemen hemen aymidir. Ekzon 1, 1-31
arasindaki aminoasitleri; ekzon 2, 32-99 arasindaki aminoasitleri; ekzon 3 ise 100-141

aras1 aminoasitleri ifade ederek polipeptid zincirini olusturur (Sekil 2.2) [21, 24].

Alfa gen ailesi

i Etki artirici
CCAAT  TATA Ltk Intron bslge (Enhansir)

3

i O 1-31 32-99 100-141_—
e = ‘\‘\\ - /’/!’/-
D iHiH:\tqj/‘ Kromozom 16
e UL oy oy
F 30 kb {

Sekil 2.2: Alfa globin gen kiimesi sematik gosterimi [24]

Alfa globin gen ailesi, { -globin mRNA “cap” bolgesinin 10 (HS-10), 33 (HS-33),
40 (HS-40) ve 48 (HS-48) kb yukari (upstream) bolgelerinde tanimlanmis dort eritroid
spesifik DNaz I duyarli bolge (hipersensitif bolge-HS) igerir (Sekil2.3) . Yapilan ¢esitli
caligmalarla yalnizca HS-40 (Hipersensitif bolge-40) bolgesinin ekspresyonda onemli
etkisi oldugu gosterilmistir [25].



| | | |

| I 1 |
HS-48 HS-40 HS-33 HS-10

o []]

Sekil 2.3: Alfa globin gen kiimesi DNazl duyarli bolgelerin (HS) sematik
gosterimi [26]

2.2.2 Beta Globin Gen Kiimesi

Beta globin gen kiimesi, 11. kromozom kisa kolunda (11p15.4) yer alir. Yaklasik
60 kb uzunlugunda olan bu gen kiimesi sirasiyla 5'-e-Gy-Ay-¥B-5-B-3' genlerini
icermektedir. Bu sira ayn1 zamanda hemoglobin doniisiim sirasiyla aynidir. Epsilon geni
embriyonik, gama genleri ise fetal genler olup, delta ve beta genleri dogumdan itibaren
aktif olan genlerdir. Beta globin gen kiimesinde bir adet pseudogen (¥f) bulunur
(Sekil2.4) [27].

Ug ekzon ve iki introndan meydana gelen epsilon, gama, beta ve delta genleri
146 aminoasit kodlamaktadirlar. Beta globin gen kiimesi iiyesi olan Gy ile Ay genleri
yapisal olarak benzerdirler. Aralarindaki fark, 136. aminoasit pozisyonunda Ay geninin
Alanin ve Gy geninin Glisin i¢cermesidir. Dogumda Gy ve Ay yiizdesi sirasiyla %68 ve

%32 iken, bu oran alt1 ay sonra eriskin HbF seviyesine iner [19].

Beta gen ailesi -
i P tki artinia
CCAAT  TATA Itron s bélge (Enhansir)
e e e N —=—
= 1-30 31-104 055yap
= T
- o ;-\u\.;\f\‘,////k“r;mozom 11
C Gy Ay UB4 5 B
60 kb — —

Sekil 2.4: Beta globin gen kiimesi sematik gosterimi [24]

Beta globin gen kiimesinde transkripsiyon, gen ifadesi igin gerekli DNA

(deoksiriboz niikleik asit) dizileri olan promoter, enhancer ve silencer ile bu dizilere



baglanan proteinler arasindaki kompleks etkilesimler ile diizenlenir [28]. Beta globin
gen kiimesinin kontrolii, f lokus kontrol bdlgesi (B-locus control region, B-LCR)
tarafindan saglanir. B-LCR yaklasik 20kb uzunlugunda, & geninin 6-18kb Oniinde yer
almaktadir [29]. Bu bolge DNazI tarafindan kesilmeye duyarli olan 5 DNA bolgesi (HS)
icerir. LCR’de 5 farkli HS dizisi bulunur. Bu diziler HS1, HS2, HS3, HS4 ve HS5’ten
olugmakta ve bu dizilerden her biri, transkripsiyonu aktiflestirmede ya da baskilamada
gorev almaktadirlar (Sekil2.5) [30, 31]. Bu bolgeler, ortalama olarak 200-300 bp
uzunlugunda ve DNazl duyarliligi i¢in gerekli tanima bdlgelerine baglanan NF-E2,
EKLF, GATA-1 ve Spl gibi birgok transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgesini
olustururlar [20, 32, 33].

HS-2,3,4 € Gy Ay wp Q B

LCR

Sekil 2.5: Beta globin gen kiimesi DNazI duyarli bolgelerin (HS) sematik gosterimi [34]

LCR’nin 6nemi, HS bolgelerinin tamami veya bir kisminin etkilendigi
delesyonlarda beta globin geninin inaktive olmasiyla gosterilmistir [35]. B-benzeri
globin gen kiimesi bunlara ek olarak TATA, CAAT ve duplike edilmis CACCC
kutularinin bulundugu 5° promoter dizileri ile de diizenlenir [35, 36].

2.3 HEMOGLOBIN DONUSUMU VE ERITROPOEZ

Yenidogan ve eriskin hemoglobinlerin farklilig: ilk olarak 19. yiizyil sonlarinda
tespit edilmis, embriyonik ve yetiskin kanin birbirinden farklt oksijen afinitesi
gosterdigi 20.yy baslarinda ortaya konmustur. Yasam boyunca, embriyonik, fetal ve
yetiskin donemde, degisen oksijen ihtiyacina gore farkli hemoglobin tipleri sentez
edilmesi “hemoglobin doniisiimii” (hemoglobin switching) olarak ifade edilmektedir
[29] [37].

Eritroblastlar alt1 degisik polipeptid zinciri sentezleyebilmektedir. Bunlar alfa,
beta, gama, delta, epsilon ve zetadir. Bu globinleri ifade eden genler, hayatin farkl
donemlerinde aktiflesmekte ya da baskilanarak ekspresyonlart engellenmektedir.
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Embriyonik globin sentezi, gebeligin ii¢ ile sekizinci haftasi arasinda vitelliis kesesinde
gerceklesir. Embriyonik yasamin erken donemlerinde Hb Gover 1 ({2€2), Hb Gover 2
(02¢€2) ile Hb Portland (£2y2) ile hemoglobin sentezi baslar. Gebeligin 5. haftasindan
itibaren hemoglobin tiretimi fetal karacigere dogru gecis gosterir ve 8. haftasinda fetal
karaciger, HbF (02y2) ve az miktarda HbA (< %10) sentez gorevini istlenir. HbF
tiretimi dalakta da mevcuttur. Gebeligin 13. haftasinda embriyonik hemoglobinler
kaybolarak, fetal hemoglobin olan HbF baskin hale gelir. 18. haftadan itibaren doguma
kadar olan siiregte eritrosit iiretimi fetal karacigerden kemik iligine dogru ge¢cmeye
baslar. Gebeligin 35. haftasinda HbF miktar1 diismeye ve HbA miktar1 artmaya baglar.
Dogumdan sonra da bu durum devam eder. Dogumdan sonra 6. aydan itibaren Hb
iiretimi esas olarak kemik iligine ger¢ceklesmeye baslar ve bu durum erigskin donemde de
gegerliligini korur (Sekil 2.6). Eriskinlikte yaklasik %97 oraninda HbA, yaklasik
%3’ten daha az oranda HbA;, %]1’in altinda HbF olmak iizere ii¢ temel hemoglobin

bulunur [38-42].

Hucre 4
tipi . Megaloblast @  Makrosit ®  nNormosit

Eritropoez
sentezyeri

Karaciger

Kemik iligi

' Dalak
50 Yolk sak

40

sentezi yuzdesi
W
-

N
O

Toplamglobin

o

6 12 18 26 30 36 1 6 12 18 24 30 36 42 48

Prenatal yas (hafta) Dogum Postanal yag (hafta)

Sekil 2.6: Embriyonik, fetal ve dogum sonrasi donemde globin sentezi [39]

Alfa ve beta globin gen kiimeleri, icerdikleri genlerin ifadesinin baslamasi i¢in
Ozgiin promotor bélgeler ile etkilesebilen elementler igerirler. Bu elementler, gen
ailelerinin DNaz-HS bdlgelerinde yer alirlar ve alfa globin gen ailesi i¢in bir HS 40
dizisi, beta globin gen ailesi i¢in ise beta geni kontrol bolgesi (LCR) i¢inde yer alan bes
HS (HS1, HS2, HS3, HS4, HS5) diziden olusurlar. Bu dizilerin her biri, transkripsiyonu



aktive edici veya baskilayict molekiiller i¢in baglanma bolgesi olarak diizenlenmislerdir

ve hemoglobin doniisiimiinii kontroliinden sorumludurlar (Sekil2.7) [23, 29, 32].

€ Gy Ay Q B

Embriyonik donem I -—E- 1 L
LCR

£ Gy Ay 2 p

Fetal dénem I . =-. 1 +
LCR

£ Gy Ay Q B

Eriskin donem e L — -

LCR

Sekil 2.7: LCR ve beta globin gen kiimesinin insan gelisiminin farkl

evrelerindeki etkilesimleri [43]
2.4 ANEMI

Anemi, eritrosit (RBC) kiitlesinde veya hemoglobin konsantrasyonunda azalma
olarak tamimlanabilir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) verilerine gore, anemi prevelansi
yaklagik olarak 5 yas alt1 ¢ocuklarda %39, 5-14 yas arasi ¢cocuklarda %48, 15-59 yas
arasi kadinlarda %42, 15-59 yas arasi erkeklerde %30 ve 60 yas iistii eriskinlerde %45
olarak belirtilmistir [44]. Anemi tanisi igin kabul edilen degerler yas, cinsiyet, etnik
koken gibi faktorlere gore degiskenlik gostermektedir. WHO’ya gore c¢ocukluk ve

eriskinlik donemi i¢in ortalama kabul edilen degerler Tablo 2.2’de gosterilmistir.

HAFIF g/dI ORTA g/dI SIDDETLI

g/di
6-59 ay 10-10,9 7-99 <7
5-11 yas 11-114 8-10,9 <8
12-14 yas 11-119 8-10,9 <8
Kadmn > 14 11-11,9 8-10,9 <8
yas
Erkek > 14 11- 12,9 8-10,9 <8
yas

Tablo 2.2: WHO’ya gore anemi tanisinda kullanilan hemoglobin konsantrasyon

degerleri ve buna gore anemi siddetinin degerlendirilmesi [45]



2.4.1 Hemolitik Anemi

Ortalama 6mrii 100-120 giin olan eritrositlerin prematiir yikimina bagli olusan

anemiler hemolitik anemi grubu i¢inde yer alir [46]. Hemolitik anemi siniflandirmasi,

ornekleri ile birlikte Tablo 2.3’te 6zetlenmistir.

Kazanilmis Herediter
Immun kaynakli Membran defektleri
Otoimmun Sferositoz
Sicak tip Eliptositoz
Soguk tip Enzim eksiklikleri
Alloimmun G6PD eksikligi
Tranflizyon reaksiyonlari Piruvat kinaz eksikligi
Yenidoganin hemolitik hastaligi Hemoglobinopatiler
Mag iligkili HbS
Eritrosit fragmantasyon sendromlari Stabil olmayan hemoglobinler
Mikroanjiopatik hemolitik anemi (TTP) HbC
Arterio-vendz malformasyon
Kardiyak hemoliz
Mars hemoglobiniirisi
Enfeksiyonlar (malarya)
Parksismal nokturnal hemoglobiniiri
Karaciger ve bobrek hastaliklar

Tablo 2.3: Hemolitik aneminin kazanilmis ve herediter nedenlerine gore
siiflandirilmasi (G6PD: Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz, HbS: orak hiicreli
anemi, TTP: trombotik trombositopenik purpura) [47]

2.4.1.1 Hemoglobinopatiler

Hemoglobinopatiler, globin zincirinin azalmis sentezi veya yoklugu (6rn.
talasemiler) ile ya da hemoglobin protein yapisinda defekt sonucu yapisal hemoglobin

varyantlarinin olusumu ( 6rn. orak hiicreli anemi) ile karakterize olan, siklikla alfa ve
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beta globin gen degisiklikleri sonucu olusan durumlardir [1]. Globin genleri disinda,
fenotipi etkileyen birgok gen oldugu saptanmigtir. Bu genler dahil hemoglobin
hastaliklar ile ilgili, 223 gende regiilasyonu ve ekspresyonu etkileyen 2637 varyasyon
tespit edilmistir [48]. Hemoglobinopatiler diinyada en yaygin monogenik hastaliklardir
ve daha oOnce malaryanin sik goriildiigiic bolgelerde yogunluk gdstermektedirler.
Malaryanin endemik oldugu bu bolgelerde bireylerin %3-40’1 bu varyantlari
tasimaktadir ve hemoglobinopati prevalanst 1000 canli dogumda 0,3-25 olarak
bildirilmektedir [49, 50]. Giiniimiizde, kiiresel go¢lerden Otiirii hemoglobinopatiler
Akdeniz, Asya ve Afrika’dan ¢ikip Avrupa, Amerika ve Avusturalya’da da endemik
hale gelmislerdir (Tablo 2.4). Hemoglobinopatiler anormal hemoglobinler ve
talasemiler olarak iki ana gruba ayrilabilir [4, 7, 51, 52].

BOLGE GEN TASIYICILIGI (%)

Afrika 5-30
Arap toplumu 4-40

>60 (baz1 bolgeler)
Orta Asya ve Hindistan 10-20
Giliney ve Bat1 Asya 5-40

>70 (baz1 bolgeler)
Amerika Birlesik Devletleri 5-20
Italya 7-9
Yunanistan 6-7
Tiirkiye 7-10
Almanya, Ingiltere, Portekiz, 0,5-1
Ispanya, Fransa, Hollanda, 5 (gb¢men)
Belcika, iskandinav iilkeleri
Arnavutluk, Yugoslavya, 2-5
Hirvatistan, Bosna-Hersek,
Bulgaristan
Rusya Nadir

Tablo 2.4: Diinyada hemoglobinopati gen tasiyiciligi prevelansi [53]
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Cogu hemoglobin gen varyanti nadirdir ve zararsizdir, ancak bazi varyantlarin
tastyicilign malaryaya karst koruyucu oldugu igin yaygindir. En sik saptanan varyant, o
talasemi, siklikla iyi seyirlidir. Bununla birlikte, hemoglobin S, C, E, D Punjab,
talasemi ya da o talasemi tagiyiciliginin kombinasyonlar1 ciddi hemoglobin hastaligi ile

sonuglanabilir. [49].

Talasemi ve hemoglobinopatiler, Tiirkiye igin énemli halk sagligi sorunlarinin
basinda gelmektedir. Tirkiye’de beta talasemi tasiyiciligr sikliginin ortalama %2,1
oldugu bildirilse de, bu oranin %13 oldugu bolgeler de vardir (Tablo 2.5) [54-56].

Béige a-talasemi B-talasemi Hb S HbD
% % % %

Gukurova bolgesi 33" 23456 3-47 0.3
Giiney Tiirkiye 8 24131 2.5

Bati Tiirkiye - 0.7-36 0.5

Ege Bélgesi . 26-5.1 0.5

Marmara Bolgesi - 34117 25

Orta Anadolu 36” 2.1

Tablo 2.5: Tiirkiye’de sik goriilen hemoglobinopatiler [56]

2.4.1.2 Talasemiler

Talasemiler, hemoglobin yapisindaki globin zincirlerinden bir veya
birden fazlasimin yapim azhigi ya da hi¢ sentezlenmemesi ile karakterize, kronik
hemolitik anemiye yol agan, kalitsal bir grup hematolojik hastaliktir [57]. Talasemiler
diinyada en sik goriilen, ciddi halk sagligi problemi olusturan, tek gen hastaliklaridir.
Tiim diinyada yaklagik olarak 270 milyon globin gen mutasyonu tasiyicist oldugu
tahmin edilmekte ve her yil yaklasik 400.000 bu hastaliklardan etkilenmis birey
diinyaya gelmektedir [16, 51].

a globin zincirinin yoklugu ya da azlig1 a-talasemi, B globin zincirinin yoklugu
ya da azlhig1 B-talasemi olarak adlandirilir [7]. Alfa talasemi daha yaygin bir dagilima
sahip olmasina ragmen her iki talasemi de bir¢ok toplumda yliksek orandadir. Agirlikli
olarak Akdeniz iilkelerinde, Hintli, Cinli ve Giiney Asya kokenli bireylerde gozlenirler
(Sekil 2.8) [40].
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n o and [3 thalassaemia

Sekil 2.8: Alfa ve beta talasemininin diinyadaki dagilimi [2]

2.4.1.2.1 Beta Talasemi

Beta talasemi, azalmis beta globin zinciri iiretimi ya da bu fiiretimin hig

olmamasi ile karekterize, diinyada en sik goriilen monogenik hastaliklardan birisidir
[58].

2.4.1.2.1.1 Beta Talasemi Patofizyolojisi Ve Klinik Formlart

Beta talasemide beta globin zinciri ile alfa globin zinciri miktar1 arasinda
dengesizlik vardir. Serbest alfa zincirleri inkliizyon cisimcikleri halinde eritrosit
prekiirsor hiicrelerinde ¢okerler ve intramediiller yikimin olugmasina sebep olurlar.

Ayrica dolagimda bulunan alfa zincir inkliizyonlarini igeren olgun eritrositlerin yikimina

bagli olarak da hemolitik anemi gerceklesir (Sekil 2.9) [51, 59].
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Sekil 2.9: Beta talasemi patofizyolojisi [59]

Beta talasemide klinik tablo, alfa ve beta zincirlerinin dengesizligine baglidir.
Beta globin zincirinin iiretilmedigi durumda P°-talasemiler, iiretimin normalden az
oldugu durumda ise B*-talasemi olarak adlandirilirlar [36, 60]. Beta talasemi ¢ogunlukla
otozomal resesif kalitilir. Nadir goriilen dominant beta talasemilerden ayr1 olarak beta
talasemi major ve intermedia hastalari, pe veya B* genleri acisindan homozigot ya da

birlesik heterozigottur [3].

Etkilenmig allellerin heterozigot, homozigot ya da birlesik heterozigot olma
durumlarina gore, yelpazesi asemptomatik ya da kan tranflizyon ihtiyact olmasina kadar

degisiklik gosteren, ii¢ klinik fenotip tanimlanmaistir.

Beta talasemi major, beta globin allellerinde homozigot ya da birlesik heterozigot
mutasyon oldugunda meydana gelir. Alfa ve beta globin zincirleri arasinda biiyiik
dengesizlik s6z konusudur. Siddetli mikrositik ve hipokromik hemolitik anemi (Hb < 7
gr/dl) hayatin ilk yilinda ortaya ¢ikar. Genellikle etkilenmis bireyler dogduktan 3 ila 6
ay sonra diizenli kan transfiizyonuna ihtiya¢ duyarlar [30, 61, 62]. Tedavisiz olgularda
biliylime geriligi, solgunluk, genu valgum, hepatosplenomegali, bacak iilserleri ve kemik
iliginin genislemesinden kaynaklanan malar kemiklerde belirginlesme, maksiller kemik
hipertrofisi gibi iskelet degisiklikleri goriiliir. Tedavi edilen hastalarda ise demir
birikimine bagli problemler 6n plandadir. Demir birikimi biiylime geriligi, dilate
kardiyomiyopati gibi kalp, fibrozis ve siroz gibi karaciger, diyabetes mellitus,
hipogonadizm gibi endokrin organ problemlerine yol acar [3]. Talasemi major
hastalarinin = %35-50’sinin 35 yasindan Once Oldiigii bildirilmektedir. Kardiyak

komplikasyonlar, 6liimlerin %71’inden sorumlu tutulmaktadir [63].
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Beta talasemi intermediada klinik fenotip talasemi tasiyiciligi ve talasemi major
arasinda degismektedir. Bu hastalarm her iki beta globin geni allelinde beta® talasemi
mutasyonu ya da iki beta’ mutasyonunun yaninda alfa’ talasemi mutasyonu birlikteligi
ve HDF yiiksekligi goriilebilir. Heterozigot beta® talasemi mutasyonunun alfa talasemi
triplikasyonu 1ile birlikte goriilmesi de intermedia tablosuna yol acabilir. Klinik
durumuna gore bu bireyler nadiren transfiizyona ihtiya¢ duyabilir ya da hi¢ ihtiyag

duymayabilirler [30, 39].

Beta talasemi tasiyiciliginda ise hafif anemi goriliir. Bu gruptaki bireylerde
hipokromik, mikrositik eritrositler, HbA, seviyesinde artis ve HbF degeri yiiksekligi
onemli belirteclerdir. Talasemi formlar1 ve genotipleri ile birlikte Hb, MCV (ortalama
eritrosit hacmi), MCH (ortalama eritrosit hemoglobini) , HbA,, HbF degerleri Tablo
2.6’da verilmistir. Sessiz beta talasemi tasiyicilari ise asemptomatiktirler. Beta globin

zincirini hafif diizeyde azaltan, hafif beta” talasemi mutasyonu tasiyanlarda goriiliirler.

[6, 30].

Fenotip Genotip | Eritrosit Hemoglobin Tipi Baslica
degerleri Klinik
Beta talasemi BT/ Hb: <7 g/dL HbA;: degisken Transflizyon
major B°/p° MCV: 50 - 60 fL | HbF: 70- 90% bagiml
B*/p° MCH: 14 - 20 pg
Beta tala§emi B*/p* Hb: 6 - 10 g/dL HbA;: degisken Degisken
Intermedia BY/B™ | MCV:55-70fL | HbF:% 100’ yakin g:;srg‘ﬁ;’f
p*/p° MCH: 15 - 23 pg
B’ /p°
Beta talasemi | B*° Hb: 9-15g/dL | HbAy: % >3,2—3,5 | Hafif anemi
tastyieilig B* MCV: 55 - 75 fL | HbF: % 0,5- 6
i MCH: 19 - 25 pg

Tablo 2.6: Beta talaseminin fenotip ve genotipleri ile klinik bulgulari [53]
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Beta talaseminin nadir olarak dominant kalitildigi durumlar da bildirilmistir.
Dominant beta talasemide heterozigot beta globin geni mutasyonu vardir ve
splenomegali, solukluk, anemi ve safra tasi olusma riski artisi meydana gelir. Stabil
olmayan beta globin zinciri tretimi sebebiyle klinik tablo olusur. Dominant beta
talasemi mutasyonlari olduk¢a nadirdir. Kalitilan formlar1 bilinse de siklikla ekzon 3’te
de novo olarak meydana geldikleri ve erigkin donemde talasemi intermediaya yol
actiklar1 bildirilmistir [64-66].

2.4.1.2.1.2 Kalitsal Gecgis

Beta talasemi, otozomal resesif kalitilir. Beta globin geni (HBB, MIM# 141900)
mutasyonlart sonucu olusur. Etkilenmis bireyin anne ve babasi zorunlu heterozigottur
ve beta globin geni tek allelinde hastalik yapici bir mutasyon tasimaktadirlar. Tastyici
anne-babalarin her gebelik i¢in hasta ¢ocuk sahibi olma riski %25’tir. Bu ailelerin %50
ihtimal ile asemptomatik tasiyici ¢ocuk ve %25 ihtimalle de beta globin gen defekti
tagimayan ¢ocuk sahibi olma sansi1 vardir (Sekil 2.10) [3].

Tastyici Anne Taslyic1 Baba

Taslyict olmayan Taslyici Taslyici Hasta
cocuk cocuk cocuk cocuk

O0C 80 OCe 88
D Saglikli gen . Hasta gen

Sekil 2.10: Beta talasemi otozomal resesif kalitimin sematik gosterimi

2.4.1.2.1.3 Beta Talasemi Epidemiyolojisi

WHO'ya gore diinya genelinde beta talasemi tasiyicilik oranmi %1-5 olarak
bildirilmistir. Uluslararas: talasemi federasyonuna gore diinya genelinde talasemili
200.000 hastanin yasamakta oldugu ve diizenli tedavi aldigi bildirilse de talasemi
hastalarmin gercek sayisi bilinmemektedir [36]. Bu sayiya yilda 60.000 infant
eklenmektedir. Bu hastalarin tedavileri yiiksek maliyet gerektirmektedir ve bu da
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gelismemis ya da gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir sorundur. Hasta dogumlarin

onlenmesi i¢in genetik danigma ve prenatal tan1 olduk¢a 6nemlidir [2, 36].

Tiirkiye’de en sik goriilen talasemi tipi olan P-talasemi hastaliginin tasiyici
siklig1, bolgelere gore degismekle birlikte, yukarida belirtildigi gibi, ortalama %2,1
olarak bilinmektedir. Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde bu siklik %4,3 olarak
bildirilmistir [54]. Ulkemizde Cukurova, Akdeniz kiyr seridi, Ege ve Marmara
bolgelerinde talasemi tasiyicilign ¢ok siktir. ¢ Anadolu, Dogu ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde kesin bir rakam bilinmemekle birlikte, Tirkiye genelinde yaklasik 1,5

milyon tasiyici ve 3,000 civarinda hasta oldugu bildirilmistir [5].

Talasemi, Tiirkiye i¢in 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Bunun i¢in ilk talasemi
merkezi Antalya’da kurulmus ve ardindan Hemoglobinopati Onleme Programi Trakya,
Marmara, Ege, Akdeniz ve Giliney Dogu bolgelerinde 33 ilde daha baslatilmigtir.
Boylece evlilik dncesinde tastyici bireylerin belirlenerek etkilenmis ¢ocuk sahibi olma

riskleri ortaya konmus ve etkilenmis gocuk sahibi olma oran1 azaltilabilmistir [5].

Beta talasemi hastalifinin Onlenmesi tasiyicilarin  belirlenmesine, genetik
danigsmaya ve prenatal (dogum Oncesi) tan1 veya preimplantasyon (gebelik Oncesi)
genetik taniya dayanir. Genetik danisma ile tasiyict kisilere hastaligin seyri, kalitimi,
mevcut ve arastirilan tedavi yontemleri hakkinda bilgi verilir. Hasta ¢ocuk sahibi olma
riskinde artis tespit edildiginde prenatal genetik tan1 gebeligin 15- 18. haftalarinda elde
edilen amniyotik sividan alinan fetal hiicrelerden veya gebeligin 11-12. haftasindaki
koryonik villus 6rneklerinden elde edilen DNA’’nin molekiiler analiziyle yapilmaktadir.
Son yillarda, anne kanindan elde edilen fetiise ait hiicrelerde genetik analiz

yontemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir [3, 53, 63, 67].

2.4.1.2.2 Delta Globin Gen Degisiklikleri ve Onemi

Iki yas iistii bireylerde HbA; fraksiyonu normal degeri %2,5 ile %3,4 arasindadir
[68]. Biyokimyasal 6nemi net olarak bilinmemekle birlikte beta talasemi tasiyicilarinda
klasik bir parametre olarak mikrositer anemi ile birlikte HbA; seviyesinde artis gozlenir
(%3,5-8) [8, 69]. Baz1 yaymlara gore 2 yasin listiinde HbA; st sinir1 %3,2 olarak da
kabul edilmektedir [70]. Bazi durumlarda bireyin beta talasemi tasiyicisi olmasina

ragmen HbA2 seviyesinin artmadigi bilinmektedir. Bunlar; sessiz beta talasemi
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tasiyiciligi, alfa talasemi tasiyiciligi, HbH hastaligi, demir eksikligi anemisi ve delta
globin gen varyantlarinin bulunmasi, eritroid I0semi, sideroblastik anemi gibi

durumlardir [8, 9].

HbA,, daha 6nce belirtildigi gibi iki alfa ve iki delta zincirinden meydana
gelmektedir. Delta globin proteinini kodlayan HBD geni (MIM# 142000),
11.kromozom kisa kolu tizerinde (11p15.4), beta globin gen ailesi iginde bulunur (Sekil
2.11) [71].
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Sekil 2.11: HBD geni lokalizasyonu [72]

Beta globin genine benzer sekilde, HBD geni degisiklikleri de delta globin zincir
sentezi azalmasina (delta talasemi) ya da hemoglobin varyantlar1 olusmasina neden olur
[10]. Gilinimiize @ kadar HBD  geninde 117  varyant tariflenmistir
(http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html). Hemoglobin varyanti olusturan delta
globin geni degisiklikleri sayis1 79 olarak bilinmektedir. Kirk ii¢ degisiklik globin
sentezinde azalmaya yol acgarak talasemiye neden olur. Bes degisiklik ise hem globin
varyanti olugsmasina hem de talasemiye neden olmaktadir. Bu 5 degisiklik HbVar
veritabaninda HbA,-Yialousa, HbA,-Wrens, Hb Lepore-Hollandia, Hb Lepore-
Baltimore, Hb Lepore-Boston-Washington olarak belirtilmektedir [73]. HBD geni
varyantlar1 beta globin geni ya da alfa globin geni mutasyonlar: ile birliktelik

gosterebilir [74, 75].

Bazi delta globin degisikliklerinin olusturdugu hemoglobin varyantlart HPLC
(Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi)’de saptanabilir (Sekil 2.12). Bunlar gibi
HbA, pikinin Oniinde ya da arkasinda goriinebilen varyantlar oldugu gibi, HPLC
analizinde goriiniir varyant pik olusturmayan hemoglobin varyantlar1 da bulunmaktadir

[8, 76].

Her ne kadar delta globin geni (HBD MIM # 142000) mutasyonlar1 klinik bir
etkiye sahip degilse de delta ve beta talasemi tasiyiciligini, Cis ya da trans pozisyonda,

birlikte bulunduran bireylerde yanlis taniya neden olabilir. Ciinkii HbA; seviyesi, diisen

18



delta zinciri tiretimi nedeniyle normal veya diisiik saptanir (< %2). [77, 78]. Bu nedenle,
talasemi Onleme programini uygulayan iilkelerde, talasemi tastyicilarinin goriillme
sikligiin yiiksek olmasi nedeniyle, delta globin allellerinin saptanmasi 6nemlidir [9, 79,
80]. Diisiik MCV degeri ve normal HbA, degerine sahip bireylerde, 6zellikle esinde
beta talasemi tasiyiciligi tespit edilmisse, demir eksikligi ve alfa talasemi tasiyiciliginin
aragtirtlmas1 yaninda delta globin varyantlarin da goz onilinde bulundurulmasi
onerilmektedir [11]. Etkilenmis ¢ocuk sahibi olma riski tasiyan bireylerde, tarama

sonras1 yanlis negatif sonugla karsilasmamak icin delta globin gen degisiklikleri ortaya
konmalidir [10].

[

>

Sekil 2.12: Hemoglobin varyanti olusturan HBD degisikligi tasiyan bir bireyde
HPLC 6rnegi [77]

Beta talaseminin yaygin oldugu bdlgelerde ve birden fazla etnik kokene sahip
popiilasyonlarda delta gen mutasyonlar1 nadir degildir [81]. Ornegin delta globin geni
varyant1 tagiyict frekanst Kibris Rum niifusunda % 1,26 olarak bulunmustur ve HbA2
diizeyi %1,7 ve altinda ise HBD varyanti tagima ihtimalinin yaklasik olarak %90 oldugu
belirtilmektedir [82]. Sicilya’da ise delta globin gen varyanti tasima oran1 % 2,5, Giiney
Cin’de %0,4 olarak saptanmistir [11, 83]. Umman Sultanligi’nda yapilan bir ¢alismaya
gore, HbA2 degeri diisiik (< %2,3) olan bireylerde bu oran %51,3 olarak bulunmustur

[74]. Tirkiye’deki kesin insidans bilinmemektedir.

Delta globin gen degisiklikleri gilinlimiize kadar agirlikli olarak Akdeniz
tilkelerinde tariflenmistir. HbA,-Yialousa (c.82G>T) Sardunya, Kibris ve
Yunanistan’da en sik saptanan degisikliktir [78].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 OLGU SECIiMI

Bu ¢alisma 2015-2017 yillar1 arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
T1bbi Genetik Anabilim Dali’na alfa talasemi veya beta talasemi mutasyon analizi i¢in
basvurmus, talasemi tastyiciligr 6n tanisi alan hastalar ile yapildi. Calismaya, HPLC
sonucuna gore HbA; seviyesi %2 ve altinda, MCV degeri 80 fL’nin ve MCH degeri 27
pg’nin altinda olan veya HbA; fraksiyonunda ikinci pik bulunan, 2 yasin istiinde olan
50 olgu alind1. HbA; seviyesi %2 ve altinda, MCV degeri 80 fL’nin ve MCH degeri 27
pg’nin altinda olan olgu sayis1 40 (Grup 1), HbA, fraksiyonunda ikinci pik olan olgu
sayist 10’du (Grup 2).

Hastalar muayene edilerek ve medikal kayitlar1 taranarak elde edilen bilgiler,
standart bir forma kaydedildi. Bu formlar hastalarin fizik muayene bulgulari,

laboratuvar bulgulari, 6zge¢mis bilgilerini igermekteydi.

Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Genel Miidiirliigii tarafindan
desteklenen calismanin Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu onay:
(Karar no: 16-11/6) alindi. Calismaya dahil edilen tiim olgulara ve 18 yas altinda olan
olgularin ebeveynlerine c¢alisma hakkinda bilgi verilerek goniillii olur formu
imzalatildiktan sonra hasta grubundan 2 ml EDTA’ll tiipe kan ornekleri alindi.
Ornekler, 6rnek toplama islemi sonlanincaya kadar -20°C derecede saklandi. Toplanan
orneklerden delta globin varyasyonlarindan sorumlu olan HBD geninde dizi analizi

yapildi.
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Calismaya alinma Kriterleri ‘ Calismaya alinmama Kriterleri

1. HPLC sonucuna gére HbA; 1. HbA; seviyesi %2’den yiiksek olan,

iyesinin %2 Itinda ol
Seviyesinin Yoz Ve allinda ofan, 2. Tam kan sayiminda MCV degeri 80 fL

ve lstlinde ile MCH degeri 27 pg ve
2. Tam kan sayiminda MCV degeri 80

fL ve MCH degeri 27 pg’nin altinda

uistiinde olan,

3. HbA; degeri %2 veya altinda olup,

olan,
tanimli anormal yapisal hemoglobin
3. HbA, ve diger hematolojik varyantina sahip,
parametrelerden bagimsiz olarak 4. 2 yas altinda olan,

HPLC sonucuna gére HbA,
= . . o 5. Calismaya katilmayr kabul etmeyen
frekansinda ikinci pik tespit edilen,
hastalar caligmaya dahil

edilmemislerdir.
4. 2 yagin Ustlinde olan,

5. Calismaya katilmay1 kabul eden,

hastalar ¢alismaya dahil edilmislerdir.

Tablo 3.1: Calismaya alinma ve alinmama kriterleri

3.2 OLGULARDA MOLEKULER GENETIK CALISMA

Ornek toplama islemi tamamlandiktan sonra DNA izolasyon islemine gegildi.
DNA izolasyonunu takiben uygun primerler yardimiyla aranan bolgelerin PCR
amplifikasyonlar1 yapildi. Amplifiye edilen tiriinler ABI PRISM® 3100 genetik analizor
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) cihaziyla dizi analizine tabi tutularak
incelendi. DNA izolasyonu, PCR amplifikasyonu ve dizi analizi basamaklar1 agagida

aciklandigr gibi yapildi.

3.2.1 ORNEKLERIN TOPLANMASI VE DNA IZOLASYONU

Olgulardan EDTA’ll tiipe 2ml vendz kan Ornegi alindi. Kan lenfosit

hiicrelerinden protokole uygun olarak, asagida yazili adimlar izlenerek QIAcube
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AllPrep DNA/RNA FFPE kit (Product No:80234; QIAGEN, Germany) kiti kullanilarak
QIAcube Robotik DNA izolasyon cihazi ile DNA izolasyonu yapildi.

1. 200 pl kan 6rnek kartusu igine aktarildi.

2. Ornek QIAcube Robotik DNA izolasyon Cihazindaki 6rnek kartusu bdlgesine
yerlestirildi.

3. Kag¢ adet DNA izolasyonu yapilacagina bagl olarak diger siispansiyonlardan
ne kadar eklenecegi sistem tarafindan belirlenerek tavsiye edilen miktarda Magnetic
Glass Particles (MGPs) Siispansiyonu, Proteinaz K, Elution Buffer, Wash Buffer 1 ve
Wash Buffer 2 soliisyonlar1 programda gosterildigi gibi uygun reagent kartuslarina
yiiklenerek uygun yerlere yerlestirildi.

4. Ornekler ve kullamlan diger kimyasallar yerlestirildikten sonra sistemin

kullanacagi steril pipet uglar1 programda belirtilen yerine yerlestirildi.

5. Program c¢alistirildi. Tim islemler cihaz tarafindan otomatik olarak

gerceklestirildi.

6. Elde edilen 100 ul DNA’lar DNA saklama kutularina konularak -20° C * de

saklandi.

3.2.2 GENOMIK DNA’LARIN SPEKTROFOTOMETRIK OLCUMLERI

Izolasyon sonrasi her ornekten 100 mikrolitre, NanoDrop (2000c, Thermo
Scientific) ile dlgiildiigiinde ortalama konsantrasyonlar1 30 ng/ul, safliklar1 (A260/280

degeri) ortalama 1,8’in {izerinde olan DNA’lar elde edilerek ¢aligmaya alindi.

3.23 REAKSIYON  KARISIMLARININ HAZIRLANMASI VE PCR
AMPLIFIKASYONU

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda
ddH20 eklenerek, 100 pikomol (pmol) / mikrolitrelik (ul ) stok cozeltiler hazirlandi.
PCR isleminde kullanilmak iizere stoktan 10 pmol / pl konsantrasyonlu 100 pl’lik
sulandirilmis primerler hazirlandi. Elde edilen DNA’lardan ¢aligilan gen bolgeleri PCR
yontemi ile uygun primerler (Tablo 3.2) kullanilarak cogaltildi. PCR islemi igin
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kullandigimiz malzemeler ise; PCR Master Mix (Thermo Scientific 0.05 U/uL),
ddH20, DMSO (dimetil siilfoksit), MgCI2, dNTP, Taq polimeraz, 6rnek DNA’s1 ve

varyasyonun oldugu bolgeyi ¢ogaltan primerlerdir.

Primer Dizi Baglanma
Derecesi (°C)
HBD_5'deltaamp | CAGGGCAAGTTAAGGGAATAGTGG | 64,1
HBD_3'delta amp CAGGCAAAGGAAGGAGGAAGAA 60,0

HBD_F1 TTCTCACAAACTAATGAAACCCT 57,0
HBD_F2 ACTGCTGTCAATGCCCTGTG 62,3
HBD_F3 ATGCTGATGGGAATAACCTG 57,5
HBD_R1 ATCTGTAGAGCCTCAGGAAC 53,5
HBD_R2 GGA GAA GAG CAG GTAGGT 51,6

Tablo 3.2: HBD geni dizi analizi i¢in kullanilan primerler

PCR reaksiyonu i¢in O6rnek sayisina gore PCR Master Mix (Thermo Scientific
0.05 U/uL), ddH20, DMSO (dimetil siilfoksit), MgCl12, dNTP, Taq polimeraz (Tablo
3.3) karisimi hazirlandi. Her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’lik PCR tiiplerine dagitilarak,
tizerlerine hastaya ait DNA orneklerinden 4 pl eklendi. ABI 2720 termal cycler ile
uygun programlarda (Tablo 3.4) tiim genin amplifikasyonu gergeklestirildi.

Master Mix 12,5 ul
ddH20 2,5ul
HBD_5' delta amp 1,5 ul
HBD_3'delta amp 1,5 ul

DMSO 2,5ul
MgCI2 1 ul
dNTP 0,5 ul
Taq polimeraz 0,5 ul
DNA 4 ul
Toplam 26,5 ul

Tablo 3.3: Amplifikasyon i¢in PCR karisimi hazirlanisi
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Sicaklik (°C) Siire Déngii Saysi
Denatiirasyon 94 2’
Denatiirasyon 94 10
Baglanma 54 15> 11
Uzama 68 2’30
Denatiirasyon 94 15
Baglanma 54 30” 21
Uzama 68 2°30+20”
Son Uzama 78 7
Bekleme 4 0

Tablo 3.4: Amplifikasyon i¢in PCR kosullari

3.2.4 AMPLIFIYE EDILEN BOLGENIN DEGERLENDIRILMESI

HBD geninin 5° UTR (untranslated region - kodlanmayan bolge) ve 3> UTR
kisimlarinin da dahil oldugu 2164 bg (baz ¢ifti) boyutundaki tiim geni kapsayan PCR
tirtinlerinin amplifiye olup olmadigini anlamak i¢in drneklerin yiiriitiilecegi % 2’lik
agaroz jel hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasinda 0,5X TBE tamponu kullanildi. Jelde
yiiriitiilen 6rnekler kontrol PCR iiriiniine gore degerlendirildi ve uygun amplifikasyon
band1 goriilen 6rnekler pirifiye edildi. Amplifiye iiriiniin agaroz jelde yiiriitme prensibi

asagida 6zetlenmistir:

1. 100 mI’lik erlen igine, 2 gr agaroz ve 100 ml 0.5X TBE konulup
mikrodalga firinda 1sitilarak agarozun ¢oziilmesi saglandi.

2. Cozelti berrak bir goriiniim alinca, iizerine 16 pl etidyum bromiir
eklenerek karigtirildi.

3. Uriinlerin yiiklenecegi kuyucuklari olusturmak i¢in igine uygun tarak
yerlestirilmis jel kabina dokiildii.

4. Donmasi igin oda sicakliginda yaklagik 30 dakika bekletildi.

5. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve jel, elektroforez
tankina yerlestirildi.

6. Elektroforez tankina jelin {ist kismin1 da igine alacak sekilde 0,5X TBE
tamponu dolduruldu.

7. Parafilm iizerinde 5 pl Orange G ve 5 pl PCR firiinleri karigtirildi.
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8. Jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Amplifiye olan {irlinlerin uzunluklarini
degerlendirmek i¢in 6rneklerin basi ve sonundaki kuyucuklara DNA
ladder yiiklendi.

9. Ornekler 140 Volt akimda 30 dakika yiiriitiildiikten sonra jel
goriintiileme sistemi ile goriintiileri alind1 (Sekil 3.1).

10. Uygun bant goériinen iiriinler ile ¢alismaya devam edildi. Goriinmeyen

iirlinler i¢in yeniden PCR yapildi.

Olgul Olgu2 Olgu3 Olgu4 Olgu5 Olgu6 Olgu7 Negatif

Sekil 3.1: Yedi olgu DNA’sinin amplifiye edilmis HBD
geni (2164bg) PCR firiinii jel goriintiisii

3.2.5 PCR URUNLERININ BIRINCI PURIFIKASYON ISLEMI

Amplifiye olmus tiriinlere fazla PCR tiriinlerinin ayristirilmasi ig¢in Fermentas
Gene Jet PCR Purification Kit (Product No: KO701; Fermentas, USA) Kiti ile asagidaki

basamaklar izlenerek piirifikasyon islemi yapildi.
1. 1,5 mllik eppendorf ve mor renkli filtreli tiipler numaralandirildi.
2. PCR firliniiniin tizerine 20 pl binding buffer eklendi.

3. Buislem sonrasinda PCR iiriiniiniin renginin sartya donmesi
beklenmektedir. Rengi sartya donmeyen tiriinlere 10 pl 3M Sodyum Asetat

eklendi.
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4.  PCR iiriiniiniin iizerine 20 ul izopropanol eklendi.

5. Pipet ile karistirildiktan sonra 6nceden hazirlanmus filtreleri igerisine

yerlestirilmis receiver tiiplere aktarildi.

6.  13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.

7. Ornegin iizerine 700 pl Wash Buffer eklendi.
8.  13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.

9.  Receiver tiiplerinin alt1 bosaltilda.

10. Filtreler tiiplere tekrar konuldu ve 13.000 rpm de 1 dakika kuru santrifiij
yapildi.

11. Filtreler 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine alind.
12.  Uzerine 50 pl Elution Buffer eklendi.
13. 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi ve sonrasinda filtreler atildu.

14. Tiplerde kalan ornekler Cycle Sequencing islemine kadar 4 °C’de

saklandi.

3.2.6 PURIFIKASYON URUNLERININ CYCLE SEQUENCING ISLEMI

Piirifiye edilen PCR iiriinleri dideoksi veya zincir sonlanma metodu denilen
yontemle dizi analizi yapilmak iizere cycle sequencing iglemine tabi tutuldu. ABI Prism
V3.1 Big-Dye Terminator Kiti (Applied Biosystems,USA), 5X Buffer (Applied
Biosystems,USA), sekans primerleri ve distile su ile hazirlanan karisima, piirifiye
edilmis trtinler eklenerek (Tablo 3.5) vortekslendi ve uygun PCR programinda (Tablo
3.6) cycle sequencing yapildi. Sekans PCR hazirlama protokolii her bir primer igin ayri

ayr1 hazirlandu.
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Miktar

dd H20 10.5 pl
5X Buffer 4 ul
Big Dye 2ul
Primer 0.5ul
Uriin 3ul
TOPLAM 20 ul

Tablo 3.5: Cycle Sequencing I¢in Hazirlanan Karisim

Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 96 10
Baglanma 50 5”7 25
Uzama 60 4
Bekleme 4 0

Tablo 3.6: Cycle Sequencing I¢in PCR Kosullar

Bu islemin ardindan ikinci piirifikasyon islemi yapildi.

3.2.7 URUNLERIN IKINCI PURIFIKASYON ISLEMLERI

Cycle sequencing iiriinlerine, igerisindeki florasan isaretli ddNTP’leri ve diger
PCR bilesenlerini ortamdan uzaklastirmak igin ticari bir piirifikasyon kiti olan Zymo
Research DNA Sequencing Clean-Up Kiti (Product No: D4050; Zymo, USA) ile
asagidaki basamaklar uygulanarak piirifikasyon islemi yapildi.

1. 1,5 ml’'lik eppendorf ve siyah renkli kapaksiz filtreli tiipler
numaralandirild.

2. PCR cihazindan c¢ikarilan Orneklerin iizerine 240 ul Binding buffer
eklendi.

3. Pipet ile karistirildiktan sonra filtreleri igerisine yerlestirilmis receiver
tiiplerin igerisine drnekler aktarildi.

4. 13.000 rpmde 30 saniye santrifiij edildi.

5. Ornegin iizerine 300 ul Wash buffer eklendi.

6. 13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.
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7. Filtreler receiver tiiplerden alinarak 1,5 ml eppendorf tiiplerine
yerlestirildi.

8. 20 ul formalin karisimi eklendi.

9. 13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.

10. Santrifiij sonrasi filtreler atild1.

11. Tiplerde kalan Ornekler sekans cihazinda yiirlitmek iizere platelere
yiiklendi.

Formalin karisimi, Formamid/su orani % olacak sekilde hazirlandi.

3.2.8 ORNEKLERIN SEKANS CIHAZINA YUKLENMESI

Piirifiye edilmis sekans iiriinii, dizi analizi yapmak i¢in uygun platelere aktarildu.
Platelere yiiklenen &rnekler, 94°C’de 2 dakika siireyle denatiire edilip buzda
bekletildikten sonra dizi analizi (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems, USA) cihazina yiiklendi. Ornekler CLC Genomics Workbench
programinda, http://www.ensembl.org/index.html sitesindeki HBD geni dizilimi

referans alinarak degerlendirildi.

3.2.9 SAPTANAN VARYANTLARIN DEGERLENDIRILMESI

Calismada bulununan varyasyonlar degerlendirilirken HGMG, HbVar, Exac
Browser, 1000 Genomes, Pubmed veritabanlari ve HOPE protein modelleme
programlarindan faydalanildi. Varyasyonlarin patojenitesi in silico analizler kullanilarak
degerlendirildi. Nonsinonim varyasyonlar PolyPhen2, SIFT ve Mutation Taster, intronik
ve splice site bolge varyasyonlart Mutation Taster programlariyla degerlendirildi. Yeni
bulunan yapisal hemoglobin varyantt HOPE protrin modelleme programi ile
degerlendirildi. Bulunan varyantlar ACMG (The American College of Medical Genetics

and Genomics) kriterlerine gore isimlendirildi [84, 85].
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4. BULGULAR

Calismaya alinan HbA; degeri %2 ve altinda, MCV degeri 80 fL’nin ve MCH
degeri 27 pg’nin altinda olan 40 olgu (Grup 1), HbA, fraksiyonunda ikinci pik olan 10
olgu (Grup 2) olmak iizere toplam 50 olgunun 20’si (%40) erkek, 30’u (%60) kadindi.
Bunlardan HbA; degeri %2’nin, MCV degeri 80 fL’nin ve MCH degeri 27 pg’nin
altinda olan olgularin 26’s1 kadin, 14°t erkekti. HbA, fraksiyonunda ikinci pik olan
olgularin 4’4 (%8) kadin, 6’s1 (%12) erkekti (Tablo 4.1). Olgularin birbirleriyle
akrabaliklart yoktu.

Cinsiyet | Say1 Toplam
%
Grup 1 Grup 2

(HbA;’si %2 ve altinda, MCV | (HbA, fraksiyonunda ikinci
degeri 80 fL’nin ve MCH | pik olan olgular)
degeri 27 pg’nin altinda olan

olgular)
Kadin 26 4 60
Erkek 14 6 40
Toplam | 40 10 100

Tablo 4.1: Calismaya alinan olgularin cinsiyet dagilim1

Calismaya katilan olgularin yaslar1 2-80 yas arasindaydi. Grup 1°de yas dagilimi
ortalama 28,95+19,05, Grup 2’de yas dagilimi1 20,20£15,60 olarak saptand: (Tablo 4.4).
Grup 1 ve Grup 2’nin hematolojik parametreleri sirasiyla Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te
sunulmustur. Grup 2’ye ait 3 olgu (Olgu 10, 12, 17) normokromik ve normositerdi.
Varyant hemoglobin arastirmak i¢in segilen Grup 2’ye ait olgulardan Olgu 10’nun

HPLC analizi goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1: HbA,; fraksiyonunda ikinci piki olan Olgu 10°’nun HPLC analizi goriintiisii

(*: HbA; piki, **: HbA ikinci piki)
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Tablo 4.2: HbA,’si %2 ve altinda, MCV degeri 80 fL’nin ve MCH degeri 27 pg’nin altinda
olan olgularin (Grup 1) yas, cinsiyet, hematolojik parametreleri, demir parametreleri ve
bilinen alfa-beta mutasyon analizi sonuglar1 (E: Erkek, K: Kadin, N: Normal, -: analiz
edilmedi)
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Tablo 4.2(devami): HbA,’si %2 ve altinda, MCV degeri 80 fL.’nin ve MCH degeri 27

pg’nin altinda olan olgularin (Grup 1) yas, cinsiyet, hematolojik parametreleri, demir

parametreleri ve bilinen alfa-beta mutasyon analizi sonuglar1 (E: Erkek, K: Kadin, N:
Normal, -: analiz edilmedi)
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Tablo 4.3 HbA; fraksiyonunda ikinci pik olan olgularin (Grup 2) yas,

cinsiyet, hematolojik parametreleri, demir parametreleri ve bilinen

alfa-beta mutasyon analizi sonuglari (E: Erkek, K: Kadin, N: Normal,

-: analiz edilmedi)



Calismaya katilan Grup 1 ve Grup 2 olgulariin hematolojik parametrelerinin

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Say1 | Ort. £SS Min. Max.

Yas Grup 1 | 40 28,95+19,05 | 2 80
Grup2 | 10 20,20+15,60 | 3 51
Grup 1 | 40 1,68+024 | 1,1 2

HbA; Grup 2 | 10 2,13+0,91 1,2 4,5
Grup 1l | 40 0,32+0,41 0 2

HbF Grup2 | 10 0,82+0,83 | 0,2 2,8

Grup 1 | 40 5,24+0,57 4,43 6,42
RBC Grup2 | 10 4,59+1,74 3,79 6,05

Grup 1 | 40 11,31+1,72 | 7,9 15,5
Hb Grup2 | 10 10,63+4,62 | 9,2 17,6
Grup 1 | 40 17,22+43,79 | 11,6 29

RDW Grup 2 | 10 19,00+16,10 | 11,6 21,2
Grup 1 | 40 30,80+2,96 | 18,9 37,7
MCHC | Grup2 | 10 28,1+10,09 | 28,42 351

Grup 1 | 40 68,45+8,11 | 53 85,3
MCV Grup 2 | 10 68,41+28,30 | 59,63 100
Grup 1 | 40 21,47+£3,31 | 15 27

MCH Grup 2 | 10 22,00+10,24 | 17,2 37,7

Tablo 4.4: Olgularin hematolojik parametrelerinin ortalama, standart sapma,

minimum ve maksimum degerleri

Olgularin 21’inde (%42) alfa talasemi mutasyon tasiyiciligi saptanmigtir. On
dort (%28) olgunun da alfa talasemi mutasyon analizi normal bulunmustur. Olgulardan
17°sinin (%34) beta talasemi mutasyon analizi yapilmis ve normal bulunmustur. On
(%20) olgunun hem beta hem de alfa talasemi mutasyon analizi yapilmistir (Olgu 1, 6,
18, 25, 28, 29, 35, 42, 43, 48). Sekiz (%16) olgunun ise alfa ve beta talasemi mutasyon
analizi yapilmamustir (Tablo 4.2, Tablo 4.3).
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Olgularin %72’sinde (36) demir parametrelerine bakilmistir. On sekiz (%36)
olgunun demir, total demir baglama kapasitesi ve ferritin degerleri demir eksikligi ile
uyumlu saptanmis, 18 (%36) olguda demir eksikligi saptanmamistir. Alfa talasemi
mutasyon analizi sonucu normal olan 14 olgunun 10 tanesinin demir parametreleri
bakilmistir ve bunlardan 7 tanesinin degerleri demir eksikligi ile uyumlu bulunmustur.
Alfa talasemi mutasyon tastyicist olan 12 olgunun demir parametrelerine bakilmistir ve
bunlardan 5 olgunun degerleri demir eksikligi ile uyumlu bulunmustur. Yedi olgunun
ise demir parametreleri normal saptanmistir. Beta talasemi mutasyon analizi normal
olan 17 olgunun 14 tanesinin demir parametrelerine bakilmistir ve bunlardan 5 olgunun

demir degerleri demir eksikligi ile uyumlu bulunmustur (Tablo 4.2, Tablo4.3).

Calismamizda 50 olguya yapilan HBD geni dizi analizi sonucunda Grup 1’e ait
iki hastada (Olgu 1 ve 25) daha 6nce tanimlanmis iki farkli delta talasemi mutasyonu
tespit edilmistir. Bu mutasyonlar c.-115 A>G ve c.14 C>T olup sirastyla 5’UTR bdlgesi
ve ekzon 1°de yer almaktadirlar [71, 86]. Grup 1’de bulunan bir hastada (Olgu 35) daha
once tanimlanmamis, benign oldugu diistiniilen yeni bir varyant hemoglobin olusturan
HBD geni ¢.350 G>C (p.Argl17Pro) varyanti saptanmistir. Ekzon 3’te yer alan bu
varyasyona HbDA,-Bornova ismi verilmesi disiinilmiistir. c¢.14 C>T varyasyonu
saptanan olguda (Olgu 25) biri ekzon 2, digeri intron 2’de olmak {izere iki farkli
tanimlanmis varyasyon (c.294 C>T, ¢.316-174_316-173delAT) bulunmustur. Ayrica
Grup 1°de bulunan 3 olgu (Olgu 31, 39, 44), Grup 2’de bulanan 2 olgu (Olgu 10 ve 14,)
olmak iizere toplam 5 olguda iki farkli polimorfizm (c.-172 A>T, ¢.315+429 T>C)
saptanmistir. Bu iki polimorfizmden biri 5’UTR bdlgesinde digeri ise intron 2’de

bulunmaktadir. Bu degisiklikler Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Olgu Varyasyon Bolge | rs Numarasi | Varyasyonun
No tanimh olup
olmadig:
1 Het c.-115 A>G 5’UTR rs35781729 Taniml
10 Het ¢.315+429 T>C Intron2 | rs111671911 Tanimli
14 Het ¢.315+429 T>C Intron2 | rs111671911 Taniml
25 Hetc.14 C>T Ekzon1l | rs35406175 Taniml
(p.Thr4lle)
Het c.294 C>T Ekzon 2 | rs61746501 Tanimh
(p.His98His)
Het c.316-174 316- Intron 2 | rs113846417 Tanimli
173delAT
31 Het ¢.315+429 T>C Intron2 | rs111671911 Taniml
35 Het c.350 G>C Ekzon 3 - Bu ¢aligmada
(p.Argl17Pro) tanimlanmistir
39 Hetc.-172 A>T 5’UTR - Bu ¢alismada
tanimlanmistir
44 Het c.-172 A>T 5’UTR - Bu ¢alismada
tanimlanmistir

Tablo 4.5: HBD analizi sonucu saptanan degisiklikler
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Varyasyon Saptanan Olgularla ilgili Ayrintili Bilgi:

Olgu 1

Anne babasi arasinda iigiincii dereceden akrabalik olan Olgu 1’de hipokrom
mikrositer anemi bulunmaktaydi ve demir eksikligi anemisi yoktu. Seksen yasindaki
erkek olgunun aile Oykiisiinde bilinen talasemi hastasi olan birey bulunmamaktaydi.
Olgunun HPLC analizinde varyant hemoglobin goriilmedi (Sekil 4.2). Olgunun beta
talasemi mutasyon analizi sonucu normaldi. Alfa talasemi mutasyon analizi sonucunda
Het -3,7 single gene delesyonu saptanmisti. Olgunun, HBD geni Sanger dizi analizi
sonucunda, daha onceden tanimlanan mutasyonlardan biri olan c.-115 A>G (g.823
A>G, 1s35781729) degisikligini 5° UTR bolgesinde heterozigot olarak tasidig
saptanmistir (Sekil 4.3). Segregasyon analizi yapilamamistir. Olgunun hematolojik
parametreleri, alfa ve beta talasemi mutasyon analizi sonuglari, HBD geni dizi

analizinde saptanan degisiklik ile birlikte Tablo 4.6’da 6zetlenmistir.

Sekil 4.2: Olgu 1’in HPLC goriintiisii
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c.-115 A>G

Sekil 4.3: Olgu 1’in Sanger dizi analizi elektroferogram goriintiisii

Olgu 25

Anne-babasi arasinda birinci derece kuzen evliligi olan Olgu 25’in hipokromik
mikrositer anemisi mevcuttu ve demir eksikligi bulunmamaktaydi. Alt1 yasindaki erkek
olgunun aile Oykiisinde anemisi olan bagka olgu yoktu. Olgunun alfa talasemi
tastyiciligi mevcuttu ve daha 6nce yapilan mutasyon analizi sonucunda HBA geninde
heterozigot -3.7 single gene delesyonu bulunmustu. HPLC sonucunda varyant
hemoglobin goriilmedi (Sekil 4.4). Olgunun HBD geni i¢in yapilan Sanger dizi analizi
sonucunda ekzon 1’de, tanimli bir mutasyon olan ¢.14 C>T (p.Thr4lle, rs35406175)
varyasyonu saptanmistir. Bu varyasyonun yaninda polimorfizm olarak degerlendirilen
iki heterozigot degisiklik daha saptanmistir. Bunlardan biri ekzon 2’de yer alan ¢.294
C>T (p.His98His, rs61746501) varyasyonu, digeri ise intron 2’de yer alan c.316-
174 316-173delAT (g.2105_2106delAT, rs113846417) varyasyonudur. Olguda
heterozigot olarak bulunan c¢.14 C>T, c¢.294 C>T, ¢.316-174_316-173delAT
degisikliklerinin, yapilan segregasyon analizi sonucunda, paternal olarak kalitildigi
gozlenmistir. Olgunun babasinin da bu ii¢ degisikligi heterozigot olarak tasidig: tespit
edilmistir (Sekil 4.5). Olgunun 39 yasindaki annesinin yapilan HBD geni dizi analizi ve
hematolojik parametreleri normal olarak saptanmistir. Olgunun 42 yasinda olan
babasinin HbA; degeri % 1,4, HbF degeri % 0,9 olarak saptanmistir. Olgu ve babasinin
HPLC analiz goriintiileri Sekil 4.7°de verilmistir. Olgunun babasinin hematolojik
parametrelerinden RBC degeri 5,79 10%/ uL (4,3 - 5,7), Hb degeri 15 gr/dL (13,2 — 17,3),
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MCYV degeri 76,3 fL (80 - 99), MCH degeri 25,9 pg (27 — 34), MCHC degeri 33,9 gr/dL
(32 — 37), RDW degeri %13,9 (11,5 — 14,5) olarak tespit edilmistir (Tablo 4.7).
Olgunun hematolojik parametreleri ve alfa talasemi mutasyon analizi sonuglari, HBD

geni dizi analizinde saptanan degisiklikler ile birlikte Tablo 4.6’da 6zetlenmistir.

Sekil 4.4: Olgu 25 (A) ve babasinin (B) HPLC goriintiileri
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c.14 C>T (p.Thr4lle)
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€.316-174_316-173delAT

TAAGTACATAGAGGATGTGTGTGTATAGATATATGTTATATGTATGCATTCATATATGTACTTA

|Conflict
Conflict
|Conflict
|Conflict |Conflict

ct Conflict imfllcl Conflict ;nnflhn in nflict

TTTAAGCACAGAGGGGGTGTGTGTGTAGAGATATGTTATATGTATGCATTCATATATGTACTTA
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Sekil 4.5: Olgu 25, anne ve babasmin ¢.14 C>T (A), ¢.294 C>T (B) ve ¢.316-174_316-
173del AT (C) degisiklikleri i¢in Sanger dizi analizi elektroferogram goriintiisii
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Tablo 4.7: Olgu 25’in anne ve babasinin hematolojik parametreleri

42



Olgu 35

Anne-babasi arasinda akrabalik olmayan Olgu 35’in hipokromik mikrositer
anemisi mevcuttu. Demir degeri diisiik, total demir baglama kapasitesi yiiksek, ferritin
degeri normaldi. 2 yasindaki erkek olgunun aile bireylerinden anemi dykiisii olan birey
yoktu. Olgunun daha 6nceden yapilan alfa ve beta talasemi mutasyon analizi sonuglari
normaldi. Demir direngli demir eksikligi i¢in yapilan TMPRSS6 geni mutasyon
analizinde mutasyon saptanmamisti. HPLC sonucunda varyant hemoglobin goriilmedi
(Sekil 4.6). Olgunun HBD geni i¢in yapilan Sanger dizi analizi sonucunda ekzon 3’te
heterozigot olarak bu calismada HbA,-Bornova olarak isimlendirilen ¢.350 G>C
(p.Argl17Pro) degisikligini tasidigi saptanmustir. Yapilan segregasyon analizi
sonucunda bu degisikligin maternal olarak kalitildigi gdzlenmistir. Olgunun annesinin
de bu degisikligi heterozigot olarak tasidigi tespit edilmistir (Sekil 4.7). Olgunun 31
yasindaki babasinin yapilan HBD geni dizi analizi ve hematolojik parametreleri normal
olarak saptanmistir. Olgunun 24 yasinda olan annesinin HbA, degeri % 1,1, HbF degeri
%0,8 olarak saptanmigtir. Olgunun ve annesinin HPLC analizi goriintiisii Sekil 4.6’da
verilmistir. Hematolojik parametrelerinden RBC degeri 4,85 10°%uL (4,3 - 5,7), Hb
degeri 13,5 gr/dL (11,5 — 15,5), MCV degeri 84,7 fL. (80 - 99), MCH degeri 27,8 pg (27
— 34), MCHC degeri 32,8 gr/dL (32 — 37), RDW degeri %13,7 (11,5 — 14,5) olarak
tespit edilmistir (Tablo 4.8). Olgunun hematolojik parametreleri ile alfa ve beta talasemi
mutasyon analizi sonuglari, HBD geni dizi analizinde saptanan degisiklik ile birlikte

Tablo 4.6’da 6zetlenmistir.
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Sekil 4.6: Olgu 35 (A) ve annesinin (B) HPLC goriintiisii
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Sekil 4.7: Olgu 35, anne ve babasimin Sanger dizi analizi elektroferogram goriintiisii
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Tablo 4.8: Olgu 35’in anne ve babasinin hematolojik parametreleri

Olgu 10, Olgu 14 ve Olgu 31

Anne ve babalar1 arasinda akrabalik olmayan 24 yasindaki Olgu 10, 31 yasindaki
Olgu 14 ve 26 yasindaki Olgu 31’in yapilan HBD dizi analizi sonucunda, intron 2’de
polimorfizm olarak tanimlanan ¢.315+429 T>C (g.1809 T>C, rs111671911) degisikligi
heterozigot halde saptanmigtir. Olgu 10 ve 14, HPLC analizinde HbA, fraksiyonunda
ikinci pik goriilen Grup 2 olgularindand: (Tablo 4.3). Olgu 31 ise HbA; degeri %2 ve
altinda, MCV degeri 80 fL’nin ve MCH degeri 27pg’nin altinda olan Grup 1’e ait
olgulardandi (Tablo 4.2). Olgu 10’nun HbA2 fraksiyonunda ikinci piki diginda HPLC
analizi normal bulunmustur. Hemogram degerleri de referans degerler arasinda
saptanmigtir. Demir eksikligi bulunmamistir. Olgu 14’tin de HbA, fraksiyonunda ikinci
piki saptanmigtir. HbA; degeri %1,5 olan olgunun, hemogram soncuna gore mikrositoz
ve hipokromisi bulunmustur. Bu olguda demir eksikliginin yaninda alfa talasemi
mutasyon tasiyiciligi saptanmistir. Olgu 31°in HbA, degeri %2 saptanmistir ve
hipokromik mikrositer anemisi bulunmustur. Demir parametreleri normal olan olguda

beta talasemi mutasyonu saptanmamigtir.
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Olgu 39 ve Olgqu 44

Anne ve babalar1 arasinda akrabalik olmayan 6 yasindaki Olgu 39 ve 31
yasindaki Olgu 44 de Grup 1 olgularindandi. Bu iki olgunun yapilan HBD geni dizi
analizi sonucunda intron 2’de, in silico analizlerle polimorfizm olarak degerlendirilen
c.-172 A>T (9.766 A>T) degisikligi heterozigot olarak tespit edilmistir. Olgu 39’un
HbA, degeri %1,7 olarak bulunmustur ve hipokromik mikrositer anemisi saptanmustir.
Demir parametreleri bilinmeyen olgunun ayrica alfa talasemi mutasyon tasiyiciligi
bulunmusgtur. Olgu 44’tin HbA, degeri %1,9 olarak tespit edilmistir. Hipokromi ve
mikrositozu olan olgunun demir parametreleri bilinmemekle beraber alfa talasemi

tastyiciligl saptanmastir.

Bu 5 olguda saptanan ¢.315+429 T>C ve c.-172 A>T degisiklikleri ACMG
kriterlerine gore benign olarak degerlendirilmislerdir. Olgularin hematolojik
parametreleri ile alfa ve beta talasemi mutasyon analizi sonuglari, HBD geni dizi

analizinde saptanan degisiklik ile birlikte Tablo 4.6’da 6zetlenmistir.
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5.TARTISMA

Kalitsal hemoglobin hastaliklar1 (hemoglobinopatiler) hemoglobin varyantlari ve
talasemiler seklinde 2 gruba ayrilir. Talasemiler globin zincir sentezindeki
bozukluklardan kaynaklanan, en yaygin tek gen hastaliklaridir. Hemoglobini olusturan
tetramer yapisindaki o ve [P-benzeri globin zincirlerinin sentezi ve yapisindaki
bozukluklar kalitsal anemilerin en sik goriilen formlarimi olusturmakta ve talasemi
hastalarinda bu globin zincirlerinin iiretiminde bir problem oldugu bildirilmektedir [36].
a-globin sentezinin eksikliginde Alfa talasemi, B- globin sentezinin eksikliginde ise
Beta talasemi meydana gelmektedir. Giiniimiizde a- ve - globin zincirlerinin sentezini
veya yapisini etkileyen 1700’e yakin gen degisikligi bildirilmektedir. Beta globin
zincirini etkileyen 1000’den fazla degisiklik oldugu bilinmektedir. Bunlarin yaklasik
900 tanesi HBB geninde bulunmaktadir ve yaklagik 300 tanesi hastalikla
iliskilendirilmistir. HBD geninde yaklasik 120 degisiklik bildirilmistir [16, 87, 88]

Talasemiler Afrika, Akdeniz’e kiyisi olan iilkeler, Orta Dogu, Hindistan
yarimadasi, Giiney Cin ve Gilineydogu Asya’ya kadar diinyada genis sekilde yayilim
gostermektedirler [15]. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére diinyada 300 milyon
hemoglobinopati tasiyicist ve 80 milyon beta talasemi tasiyicist oldugu bilinmektedir.
Diinya niifusunun %1-5’inin beta talasemi tastyicisi olduguna dikkat c¢ekilmektedir
[89]. Diinya genelinde her yil yaklasik 60.000 hasta bebek dogdugu bilinmektedir [36,
90]. Tirkiye’de beta talasemi onemli bir halk sagligi problemidir. Tiirkiye’de beta
talasemi insidanst genel olarak %2,1°dir. Ancak bu sikligin %13 oldugu bolgeler de
vardir. Bu oranin yliksek oldugu bolgeler Tirkiye’de akraba evliliginin de yiiksek
oldugu dogu bolgeleridir. Tiirkiye’de akraba evliligi siklig1 %25 olarak bildirilmektedir.
Bunun yaninda bu oranin giliney bolgelerde %35’e, dogu bolgelerinde ise %60’1n
tizerine ¢iktig1 da bilinmektedir [54, 56, 90, 91].

Beta talasemi tasiyicilarinin belirlenmesi ile hasta ¢ocuk dogumlar1 6nlenebilir.
Tastyicilarin belirlenmesi sonrasinda hastalia neden olan mutasyonlarin molekiiler
yontemlerle tespit edilmesi ve genetik danigsmanlik hizmeti ile hasta ¢ocuk
dogumlarinin Oniine gegilebilir. Beta talasemi tasiyicilarimin belirlenmesinde
hemotolojik parametrelerin 6nemi biiyiiktiir. Bu bireylerde anemi olsun veya olmasin,
MCV ve/veya MCH degeri diisiik ve RBC degeri rolatif yiiksek saptanir. HbAj degeri

tagiyicilar icin en onemli belirtectir. Beta talasemi tasiyicilarinda HbAj degeri bazi
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yayinlara gore %3,2, baz1 yayinlara gore %3,5’un istiinde saptanmustir [53, 70]. HbA;
degerini diisiiren nedenlerden biri de klinik olarak 6nemsiz kabul edilen HBD geni
varyasyonlaridir [74, 92]. Tiirkiye’de HBD gen varyasyonlariin ¢esitliligi ve sikligi ile

ilgili yapilmis kapsamli ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada yaslar1 2-80 arasinda degisen, HbA, degeri %2 ve altinda, MCV
degeri 80 fL’nin ve MCH degeri 27 pg’nin altinda olan 40 olgu (Grup 1) ile diger
hematolojik parametrelerden bagimsiz olarak varyant hemoglobin tasiyicisi
olabilecegini diisiindiigiimiiz HbA, fraksiyonunda ikinci pik saptanan 10 olguya (Grup
2) HBD geni Sanger dizi analizi yapilmistir. Olgularin 6nceden bilinen alfa ve beta

talasemi mutasyonlari ile demir parametreleri de degerlendirilmistir.

Yas acisindan olgularin degerlendirilmesi

Alkindi ve arkadaglarinin, 2014’te Umman’da yaptiklar1 ve sonucunda delta
globin degisikligi ve demir eksikligi olan olgularda HbA; seviyesinin diisiikliigiinden
Otlirli beta talasemi tastyicili@i tanisinin zorlastigini belirttikleri ¢aligmada, olgularin

yaslar1 1-54 arasinda degismektedir ve ortalama deger 19,2+11,2 olarak verilmistir [74].

Hassan ve arkadaglarinin ayn1 yil yine Umman’da delta globin gen
degisikliklerini arastirdiklar1 ¢alismaya alinan olgularin yas ortalamasi 31’dir. Bu
calismada olgularin hangi yaslar oldugu belirtilmemistir [93]. Literatiirdeki g¢ogu
calismada olgularin yas1 belirtilmemistir [8, 69, 76, 78].

Bizim calismamiza katilan olgular 2-80 yas arasinda olup ve yas ortalamasi
Grup 1 igin 28,95+19,05, Grup 2 ig¢in 20,2+15,6 olarak saptanmigtir. Bizim
caligmamizda 2 yas istii bireyleri segmemizin nedeni HPLC analizinde eriskin

hemoglobin degerlerine ulagma yasinin 2 olmasidir.

HbA, degeri acisindan olgularin degerlendirilmesi

De Angioletti ve arkadaslarmin 2002 yilinda Italya’da demir eksikligini
digladiklart olgularda delta globin degisikliklerini arastirdiklar1 caligmaya gore, HbA;
degeri %2’nin altinda olan veya HbA; degeri sinirda (%3,2 - %3,7) ya da normal olup
beta talasemi tasiyicisi olan Basilicata bolgesinde 10,000 olgunun 53 tanesinde delta
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globin gen degisikligi tasiyiciligi saptamiglardir. Daha sonra g¢aligmaya Campania
bolgesinden 50 tasiyict eklemislerdir. Calismalarinda delta globin degisikligi
saptadiklar1 toplam 103 olguda 3 farkli nadir HbA; varyanti bulundugunu
belirtmislerdir. Bu c¢alismanin sonucunda Basilicata bolgesinde %60, Campania
bolgesinde %80 oraninda en stk HbAj-Yialousa degisikligini saptamislardir. HbA,
varyant pikine sahip olgularda saptanan hemoglobinler Hb A,-NYU, Hb A,- Campania
ve Hb A,-Metaponto’dur (Sekil 4.11). Aym ¢alismada delta globin gen degisikligi
sikligini, Sardunya’da saptanan HbAj-Yialousa siklig1 (%1,2) ile karsilastirmislar ve bu
degisikligin Sardunya’da Basilicata’ya gore sik olmasinin sebebini adanin genetik
olarak izole olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir [78]. Bizim ¢aligmamizda bu 4

degisiklige de rastlanmamastir.
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Sekil 5.1: De Angioletti ve ark.’larinin ¢alismasinda HPLC analizi sonucu HbA;

fraksiyonunda ikinci pik olan 6rnekler [78]

Alkindi ve arkadaslarinin yukarda bahsedilen calismasinda HbA, degeri
%2,3’lin altinda olan 78 olguda %51,3 oraninda delta globin gen degisikligi
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saptanmigtir. Bu calismada da en sik saptanan degisiklik yine HbA,-Yialousa (%66)
olmustur [74]. Guiso ve arkadaslari Sardunya’da random HbA,-Yialousa tasiyiciligi
sikligin1 %1,2 olarak belirtmislerdir [94].

Phylipsen ve arkadaglar1 2010°da yaptiklar1 calismada HbA, degeri %1,8’in
altinda olan ya da HbA, fraksiyonunda ikinci pik olan bireylerde 43 olgunun %77’sinde
delta globin gen degisikligi saptamislardir. En sik saptanan mutasyon HbB; (¢c.49G>C)
(%30) olarak bildirilmistir. Afrika kokenli Amerika vatandaslar1 olan bu bireylerdeki
yiikksek oranin sebebinin kurucu mutasyon oldugu diisiiniilmektedir. Genel olarak
Amerika Birlesik Devletleri’'nde HbB; tastyicilik sikligi 9%0,5 olarak belirtilmektedir.
[81].

Pavlou ve arkadaslar1 2009’da Kibris Rum kesiminde delta talasemi sikligini
arastirdiklar1 ¢alismada HbA, degeri %1,6’nin altinda olan normositer ve normokromik
olan olgularin hepsinin delta globin gen degisikligi tastyicisi oldugunu belirtmislerdir.
Yine bu g¢alismada en sik saptanan degisikligin HbA,-Yialousa (%60) oldugunu
belirtilmistir. Ayn1 calismada HbA, degeri %2,2’nin altinda olup MCH ve MCV degeri
normal olan 2,375 olgudan 30 kiside delta globin degisikligini saptamis ve Kibris Rum
popiilasyonunda delta globin gen degisikligi tastyicilik oranin1 %1,26 olarak
belirtmislerdir [82].

HbA, degeri %2’nin altinda olan veya HbA, fraksiyonunda ikinci pik olan
bireylerin oldugu bizim g¢alismamizda 50 olgunun 3 (%6) tanesinde fonksiyonel delta

globin varyant1 saptanmustir.

Alfa ve beta talasemi mutasyonu acisindan olgularin degerlendirilmesi

De Angioletti ve arkadaslart caligmalarinda HbA, disikligi ile birlikte
mikrositoz olmasini alfa ve beta globin gen mutasyon tasiyicilign ile
iliskilendirmislerdir. Delta ve beta globin gen degisikligi bulunan olgularda HbA,
degerinin normal sinirlarda olabilecegi belirtilmistir. Bu da beta talasemi mutasyonunun
yol actig1 fenotiple iliskili bulunmustur. Beta talasemi mutasyonun fenotip siddeti ile
HbA, degeri dogru orantili olarak artmakta ve normal smirlara gelmektedir. Beta
talasemi mutasyonlarindan Codon 39 ve IVS1.6 tasiyiciligi bulunduran delta globin

degisikligi tastyicilariin HbA, degeri %2,3-%3 arasinda iken daha agir beta talasemi
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mutasyon birlikteligi olan olgularin HbA, degerinin %3,2-%3,7 oldugu bildirilmistir.
Alfa talasemi tasiyiciligy ile delta globin varyasyonu birlikteliginde ise HbA, degeri
daha disiik (%1-%1,6) saptanmustir [78].

Kordafshari ve arkadaslarinin 2016 yilinda iran’da delta globin degisikliklerini
arastirdiklar1 ¢galismada MCV ve MCH degerleri normalden diisiik, sirasiyla <80 fL ve <
27pg, HbA, degeri %2’nin altinda olan 43 olgunun 21’inde (%48) delta globin gen
degisikligi saptamuslardir. Bu 21 bireyin 7 (%17) tanesinde, en sik degisiklik
heterozigot -3.7 single gene delesyonu olmak fiizere, alfa globin gen degisikligi tespit
edilmis, 3 tanesinde ise heterozigot beta globin gen degisikligi saptanmistir [95].

Villegas ve arkadaslar1 2016 yilinda Ispanya’da yaptiklar1 ¢aligmada hipokromik
mikrositer anemi sart1 aranmaksizin HbA; degeri %2,5’tan diisiik olgularda alfa ve delta
globin geni degisikligi arastirmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda 209 olgunun 18 (%8)
tanesinde delta globin degisikligi saptamistir. Bu 18 olgunun hepsinde HbA, diizeyinin
%2 ve altinda oldugu belirtilmis ve 10 tanesinde delta globin degisikligine alfa globin
gen degisikliginin eslik ettigini bildirmislerdir [8].

Bu caligmalar hemogram ve HPLC analizlerinin birlikte degerlendirilmesi
gerektigini ortaya koymaktadir. Cilinkii sadece HPLC degeri ile tasiyicilik karari
verilmesi, HbA, degeri normal olup mikrositozu ve hipokromisi olan beta talasemi

tagtyicilarinin atlanma ihtimaline karsi, kaginilmasi gereken bir durumdur.

Bizim ¢alismamizda HbA, disiikligi ile birlikte mikrositozu olan 17 olgunun
beta talasemi mutasyon analizi sonucu bilinmektedir ve hepsi normal saptanmistir. Elli
olgunun 35’inin alfa talasemi mutasyon analizi sonucu bilinmektedir ve 21 tasiyici
olgunun 2 tanesinde delta talasemi gen degisikligi bulunmustur. HBD geninde c.-115
A>G ve c.14 C>T degisikliklerini ayr1 ayri tagiyan 2 olguda heterozigot -3,7 single gene
delesyonu saptanmistir. Bu olgularin HbA; degerleri sirasiyla %2 ve %1,2 bulunmustur.
HbA,-Bornova saptanan olgunun ise alfa talasemi mutasyon analizi sonucu normal

olarak bulunmustur.

Demir parametreleri acisindan olgularin degerlendirilmesi

Literatiirde delta globin gen degisikligi arastiran bazi yaymlarda demir eksikligi

diglanmis [83], baz1 yayinlarda ise demir parametrelerine yer verilmemistir [76, 82, 96].
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Bouva ve arkadaglarinin 2006 yilinda Hollanda’da delta globin degisikliklerinin
onemini arastirdiklari, 13 olgunun delta globin sentezi defekti, 16 olgunun ise varyant
hemoglobin siiphesi ile katildigi toplam 29 olgu igeren calismada, delta globin
degisikligi saptamadiklar1 9 olgunun 3’linde demir eksikligi bulundugunu
belirtmislerdir. Demir eksikliginin de, HbA, seviyesinde diisiikliige neden olarak delta

globin gen degisikliginin sonucuna benzer tablo ¢izdigine dikkat ¢ekmislerdir [69].

Demir eksikligi sonucunda da HbA, degeri diistiigii i¢in, demir eksikligi ile HBA
ve HBD gen degisiklikleri benzer bulgu vermektedir. Toplum sagligi agisindan
bakildiginda demir eksikliginin Tiirkiye’deki prevelansinin bolgelere gore degiskenlik
gosterdigi ve %6,5-%33 oranlar1 arasinda oldugu bildirilmektedir. Demir eksikligi
anemisinin ise %3,2-%14,2 oranlar1 arasinda oldugunu belirtilmektedir [97]. Tasiyicilik
taramasinda hem toplum saglhigi agisindan hem de HPLC analizini saglikli
degerlendirebilmek acisindan demir parametrelerinin kontrol edilmesinin 6nemli

oldugunu diisiinmekteyiz.

Bizim ¢alismamizda 36 olgunun 18’inde demir eksikligi bulunmustur. Bu
olgularin 7’sinde alfa talasemi mutasyon analizi normal, 5’inde ise alfa talasemi
mutasyon tasiyiciligi saptanmistir. Demir eksikligi olan 5 olgunun ise beta talasemi
mutasyon analizi sonucunun normal oldugu bilinmektedir. c.-115 A>G ve c.14 C>T
degisikliklerini tasiyan 2 ayr1 olgu ve HbA,-Bornova saptanan 1 olguda demir eksikligi

saptanmamistir.

Saptanan fonksiyonel varyasyonlar acisindan olgularin degerlendirilmesi

Olgu 1

Bizim ¢alismamizda HBD geninde saptanan ilk degisiklik c.-115 A>G (g.823
A>G, rs35781729) degisikligidir. Olgu 1’de heterozigot saptanan bu degisiklik ilk
olarak Papadakis ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda Yunanistan’da tanimlanmaistir.
5°UTR bolgesinde yer alan bu degisiklik & talasemiye yol agmaktadir. ACMG
kriterlerine gore patojenik bir degisikliktir. Papadakis ve arkadaslari, HbA, seviyesi
diisiik normal hematolojik parametrelere sahip ve beta talasemi tasiyiciligi olan normal
HbA, degerlerine sahip toplam 40 olgunun 10 tanesinde delta globin degisikligi
saptamiglardir. Bu 10 olgunun 4’tinde c.-115 A>G degisikligi bulunmustur. Bu 4
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olgunun da HBB mutasyonu tastyiciligi vardir ve HbaA, degerleri %3,1 - %3,4 olarak
belirtilmistir. Diger hematolojik parametreleri ise normal olarak belirtilmis, degerleri
ayrica verilmemistir. HbA, degerindeki rolatif yiiksekligin, eslik eden beta talasemi

mutasyonundan kaynaklandigi belirtilmistir.

ortaya konmus ve bu dizinin HBB geni promotor bolgesindeki negatif diizenleyici
element olan AACCAAT dizisine benzerligi dikkate alinmistir. HBD geninde saptanan
AACCAGC degisikliginin geni negatif olarak diizenlemede rolii olabilecegi
belirtilmistir [71, 73, 84].

Bizim ¢alismamizda c.-115 A>G degisikligine sahip olan Olgu 1’in HbA; degeri
beklendigi gibi normalin altinda bulunmustur. Eslik eden beta talasemi mutasyonu ve
demir eksikligi bulunmamakla birlikte, alfa talasemi tasiyiciligi ve hipokromik
mikrositer anemisi mevcuttur. Beta talasemi tasiyiciliginin olmamasi ve alfa talasemi

tastyiciliginin olmasi sebebiyle HbA; degerinin %2 oldugunu diisiindiik.

Olgu 25

Olgu 25°te ti¢ degisiklik saptanmistir. Bunlar ¢.14 C>T (p.Thr4lle, rs35406175),
€.294 C>T (p.His98His, rs61746501), ¢.316-174_316-173delAT (9.2105_2106delAT,
rs113846417) degisiklikleridir ve iigli de heterozigot olarak saptanmislardir. ¢.294 C>T
degisikligi aminoasit degisikligine neden olmamaktadir ve yapilan in silico analizler

sonucu benign varyant olarak degerlendirilmistir [84].

c.14 C>T degisikligi ilk olarak Trifillis ve arkadaslar1 tarafindan 1993 yilinda
Kibris Rum kesiminde tanimlanmistir. Bu ¢alismada akraba olmayan 4 olguda ¢.14 C>T
ile ¢.316-174_316-173delAT degisiklikleri birlikte saptanmistir. Bu olgulardan 3’{iniin
normositer normokromik olup HbA; degerlerinin  %1,4-1,6 arasinda degistigi
belirtilmistir. Bir olgunun ise beta talasemi mutasyonu tasidigi ortaya konarak
hipokromi ve mikrositozu oldugu ifade edilmis, HbA; degeri %3,6 olarak belirtilmistir.
Segregasyon analizi sonucunda 4 olguda da, c.14 C>T ile ¢.316-174_316-173delAT
degisikliklerinin cis konumda oldugu gosterilmistir. Ayni calismada HbA, degerini
diisiiren degisikligin ¢.14 C>T degisikligi olabilecegini belirtmislerdir. Ancak c.316-
174 _316-173delAT degisikliginin, intronda olmasina ragmen, HBB geninde ayni
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bolgede bulunup B* talasemi ile iligkili 1VS2.745 C>G mutasyonuna benzer sekilde,
splicing defekti yapabilecegine ve bu sebeple HbA; seviyesini diisiirebilecegine dikkat
cekmislerdir. Ardindan 1996 yilinda yayinladiklar1 ekspresyon calismasi ile €.316-
174 316-173delAT degisikliginin notral polimorfizm oldugunu ifade etmislerdir. HbA,
seviyesini diisiiren degisikligin ise c.14 C>T degisikligi oldugunu belirtmislerdir.
Ortaya ¢ikan hemoglobinde izoldsin aminoasidinin, yerine gectigi treonin aminoasidine
gore daha hidrofobik olmasindan yola ¢ikarak, bu degisiklige sahip hemoglobinin
stabilitesinin azaldigin1 gostermislerdir [86, 98]. Villegas ve arkadaslar1 da yaptiklari
calismalarinda, bu varyasyonun molekiil polaritesini degistirerek hemoglobinin yapisal

stabilitesini bozdugunu belirtmiglerdir [8].

Lacerra ve arkadaglar1 2008°de yaptiklar1 calismada 3 olguda saptadiklar1 €.316-
174 _316-173del AT degisikliginin yine ¢.14 C>T ile birlikte kalitildigini gostermislerdir
[99]. Bizim c¢alismamizda da c¢.14 C>T (p.Thrdlle, rs35406175), c.294 C>T
(p.His98His, rs61746501) ve ¢.316-174 316-173delAT  (g.2105_2106delAT,
rs113846417) degisikliklerinin olguya paternal kalitildigi saptanmustir. Bu da ¢.14 C>T
ve €.316-174 316-173delAT degisikliklerinin ortak kalitildigin1 diisiindiirmektedir.

Bizim ¢alisgmamizda bu degisiklige sahip olan olgunun HbA, degeri beklendigi
gibi normalin altindaydi. Eslik eden beta talasemi mutasyonu ve demir eksikligi
bulunmamakla birlikte, alfa talasemi tasiyiciligt ve hipokromik mikrositer anemisi
mevcuttu. Beta talasemi mutasyonu tasimamasi ve alfa talasemi tasiyiciligina eslik eden

delta talasemi degisikligi sebebiyle HbA, degeri %1,2 olmustur.

Olgu 35

Olgu 35’ te saptanan ¢.350 G>C (p.Argl17Pro) degisikligi daha 6nce literatiirde
yaymlanmamustir. Ancak bu degisiklikle ayni bolgede tanimlanan varyantlar mevcuttur.
Bunlar HbA,-Coburg, Hb A,-Troodos ve HbA;-India varyantlaridir.

Sharma ve arkadaslar1 1975 yilinda Sicilya’da yaptiklar1 ¢alismada ¢.350 G>A
(p.Argl17His, rs34536353) degisikligini, ayn1 zamanda beta talasemi tasiyicisi olan bir
bireyde, heterozigot olarak saptamiglar ve HbA,-Coburg olarak tariflemislerdir [100].
Bu degisiklik HbVar veritabaninda delta 116(G18) Arg>His olarak da
isimlendirilmektedir [84]. Bu degisikligin HPLC analizinde goriiniir varyant pik
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olusturmadigi, HbA ile birlikte yiriidiigii bilinmektedir. Bu degisikligin Birlesik
Kralliktaki sikligi %1,6 olarak saptanmistir [76, 83]. Aminoasit degisikligi yapan bu
varyasyonu Lacerra ve arkadaslar1 Bati Sicilya kokenli 2 olguda daha saptamislardir
[99]. Hassan ve arkadaslar1 Sicilya’daki Arap popiilasyonuna dikkat g¢ekerek bu
degisikligin Afrika kokenli olabilecegini belirtmistir [93]. Villegas ve arkadaslarinin
calismasinda bu varyanta sahip 4’ii Ispanya ve 1’i Hindistan kokenli 5 bireyin HbA,
diizeyi %0,7-1,9 arasinda saptanmistir. En diisik HbA2 degerine sahip iki olgudan
HbA, degeri %1,7 olaninin alfa talasemi heterozigot mutasyonu, Hindistan kékenli olup
HbA; degeri % 0,7 olaninin ise HBALl geni varyanti olan Hb Q-India’y1 tasidigi
gosterilmistir [8]. Kordafshari ve arkadaslarinin ¢alismasinda alfa ve beta talasemi
mutasyonu olmayan HbA,-Coburg varyantina sahip normositer normokromik bir
bireyde HbA2 degeri %0,8 olarak belirtilmistir [95].

Ay kodonda tariflenen bir bagka varyant ¢.349 C>T (p.Argl1l7Cys, Hb A,-
Troodos, rs33971270) degisikligidir [84]. Bu degisikligi, Loudianos ve arkadaslari
1991°de Italya’da yaptiklari ¢alismada, beta talasemi tasiyiciligi olup, hipokromik
mikrositer anemisi olan ve HbA; degeri %2.,4 olan bir olguda tariflemislerdir. Olgunun
beta talasemi mutasyon tasiyan allelinin paternal, Hb A,-Troodos varyantini tasiyan
allelinin ise maternal kalitildig1 gosterilmistir. Olgunun annesinin beta talasemi analizi
ve hematolojik parametrelerinin normal, HbA; degerinin %1,3 oldugu belirtilmistir.
[101]. HbVar veritabaninda, 8" varyant olarak belirtilen degisikligin ayrica stabil
olmayan bir varyant oldugu da ifade edilmistir [84]. Trifillis ve arkadaslarinin 1991°de
Kibris Rum kesiminde yaptiklari ¢alismada HbA,-Troodos varyantini tagiyan
normositer normokromik bir olguda HbA, diizeyinin %1,5 oldugunu ve %0,4 oraninda

da varyant hemoglobin bulundugunu belirtmislerdir. [102].

HbA,-India (p.Argll7Leu) varyant ilk defa 2003 yilinda Waye ve arkadaglar
tarafindan alfa ve beta talasemi mutasyon tasiyicist olup HbA; degeri %3 olan bir
olguda tanimlanmistir. Caligmada hipokromi ve mikrositozu olan olgularin HBD geni
acisindan degerlendirilmeleri Onerilmistir [103]. Bu hemoglobin varyanti HbVar

veritabaninda bulunmamaktadir.
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Bu bilgiler 1s18inda kodon 117’nin mutasyona agik bir bolge oldugu kabul

edilebilir. Ayrica evrimsel agidan korunan bir bolge olmadigi da bilinmektedir (Sekil

4.12).

species match gene aa alignment

Human 117LLGNVLVCVLARNFGKEFTPQMQA
mutated not conserved 117LLGNVLVCVLAPNFG
Ptroglodytes all identical ENSPTRGOePeee®3238 117LLGNVLVCVLA E NFG

Mmulatta no homologue

Fcatus no homologue

Mmusculus not conserved ENSMUSGE@@@00852385 117LLGNMIVIVLGHHLG

Ggallus not conserved ENSGALGEEEE®S17345 118LLGDILIIVLAMAHFS

Trubripes not conserved ENSTRUGO@@@0©16923 119LLSDCLTIVVATKMGSKFTPEIQ
Drerio not conserved ENSDARGOOPEEG89887 117LLADCITVCAAMKFG
Dmelanogaster no homologue

Celegans no homologue

Xtropicalis all conserved ENSXETGO@@@0025667 117RFCSCTIISMA |TLQ

Sekil 5.2: Farkli tiirlerde 117. aminoasidin dizilimi

Olgu 35’te saptanan €.350 G>C degisikligi i¢in yapilan in silico analizlerde
PolyPhen-2 programi skoru 0.130, SIFT programi skoru O bulunmustur. 3-boyutlu
protein modelleme programlart ile 117. aminoasidin arjinin aminoasidinden prolin
aminoasidine doniigmesi sonucu, hemoglobin yapisin1 degistiren bir Vvaryasyon

oldugunu saptanmustir. Sekil 4.13’te arjinin ve prolin aminoasitlerinin yapisi verilmistir.

OH

= w4

OH
HoN

O

- EIN N

Sekil 5.3: Arjinin ve Prolin aminoasitlerinin sematik yapis1 (kirmizi: her

aminoasitte ayni olan temel yapi, siyah: her aminoasitte farkli olan yan zincir) [85]
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Arjinin aminosidinin prolin aminoasidinden farki yeni olusan molekiiliin
Ozelliklerini belirlemektedir. Yeni olusan rezidii, wild-type’e gore daha kiigiiktiir.
Arjinin pozitif yiikli iken, prolin ndtral aminoasittir. Arjinin proline gore daha
hidrofobiktir. Boyut ve polarite farki sonucu, normalde 27. pozisyondaki glutamik asit

rezidist ile kurulan hidrojen bagi olusumu etkilenmektedir (sekil 4.14).

Sekil 5.4: Arijinin aminoasidinin Prolin aminoasidine doniismesi sonucu

Hidrojen baginin kurulmasinin engellenmesinin sematik gosterimi [85]

Aminoasit doniisiimii sonucunda molekiil boyutunun, yiikiiniin ve polaritesinin
degismesinin diger molekiillerle etkilesimi degistirebilecegi diisiintilmiistiir (Sekil 4.15).

[85]

Sekil 5.5: Aminoasit degisimi ile molekiiliin yapisinin sematik gosterimi (yesil:

arjinin, kirmizi: prolin)[85]
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Bu sebeplerle biz bu degisikligin daha 6nce tanimlanmamis bir hemoglobin

varyanti oldugunu diisiindiik.

Bu calisma Tiirkiye’de delta globin geni varyasyonlar ile ilgili ilk ¢alismadir.
Bu calisma ile HbA; degeri diisiikliigi nedenlerinden birinin HBD geni degisiklikleri
oldugu gosterilmistir. Varyasyon saptanan bireylerin higbirisinde beta talasemi
mutasyonu bulunmamustir. Ciinkii beta talasemi tasiyicilarinda, delta globin varyanti
bulunmasi halinde, HbA2 degeri borderline degerlerde olmaktadir. Calismamizda HbA»
degeri %2 ve altinda olan olgular ele alinmis ve %6 oraninda delta globin degisikligi
tastyiciligt saptanmistir. HBD geninde daha once tespit edilmeyen varyant bir

hemoglobin tanimlanmistir (¢.350 G>A, HbA,-Bornova).

Ayrica ¢aligma sonucunda Tirkiye popiilasyonundaki HBD varyasyonlarinin
belirlenmesi ve bu gendeki varyasyon sikligi ile tipinin ortaya konmasimna yardimect

olmasinin literatiire katki saglayacag diistiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada HbA, degeri diisiik ve HbA, fraksiyonunda varyant piki olan 50
olgunun HBD geni Sanger dizi analizi yapilmistir. Calismada 8 olguda toplam 7 farkli
degisiklik tespit edilmistir. Saptanan 7 varyasyonun 5’i daha Once tanimlanmig

degisikliklerdir. Tki degisiklik ise ilk defa bu ¢alismada saptanmistir. Sonug olarak;

1. Yeni bulunan 2 degisiklikten biri yeni hemoglobin varyantt HbA,-Bornova
olarak diinya literatiiriine kazandirilmis, digeri ise ACMG kriterlerine gore benign

olarak degerlendirilmistir.

2. Varyasyon saptanan olgularin laboratuvar bulgular1 degerlendirilerek fenotip-

genotip korelasyonuna katki saglanmaistir.

3. Benign varyasyon olarak degerlendirilmeyen varyasyonlari tagsiyan 3 olgunun
2’sinde alfa talasemi tasiyiciligt olmasindan dolayi, HBD geni degisikliklerinin alfa

talasemi mutasyonlari ile birlikte olabilecegi gosterilmistir.

4. Sadece HPLC analizi ile hipokromi ve mikrositozu olan beta talasemi
tastyicilarinin - atlanma riskine karsi, hemogram ve HPLC analizinin birlikte

degerlendirilmesinin 6nemi vurgulanmustir.

5. Beta talasemi tasiyicilik taramasinda hem toplum sagligi hem de HPLC’nin
saglikli degerlendirilmesi agisindan demir parametrelerinin bakilmasinin 6nemi ortaya

konmustur.

6. Tiirkiye popiilasyonundaki HBD geni varyasyon dagilimi ilk kez
degerlendirilmistir. HbA; degeri normal olmayan olgularda HBD varyasyon siklig1 %6
olarak bulunmustur. Bizim iilkemiz gibi beta talasemi tasiyiciligi sik olan iilkelerde

HBD geni analizi, tasiyiciligt maskelemesi agisindan 6nemlidir.
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