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GIRIS VE AMAC

Yagamin erken déneminde olugsan, splenomegali ve kemik degisiklikleri ile iligkili
ciddi bir anemi formu ilk kez 1925 yilinda Cooley ve Lee tarafindan tanimlanmigtir. Bu
durum daha sonra ‘thalassemia’ olarak adlandinilmistir. 1940'tan sonra bu bozuklugun
gergek genetik karakteri gosterilmistir. Daha sonra talasemilerin globin sentezindeki
kalitsal anormalliklerle sonuglanan bir grup bozukluk sonucu olugtugu gosterilmigtir
(110).

Globin yapiminin kahtsal anormallikleri iki grupta incelenmektedir. Ilkinde, orak
hicreli anemide oldugu gibi, globin zincirlerinin birinde kalitiimig yapisal degisiklik
vardir. Béyle anormal hemoglobinler daha az etkinlige sahip olarak sentezlenmekte ve
normal erigkin hemoglobininden daha hizh yikilabilmekte ve anormal hemoglobinlerin
fiziksel ézelliklerinden kaynaklanan klinik anormalliklere neden olmaktadir. ikinci grupta
ise (talasemiler), globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasinin sentez hizi kalitsal
defektlerle azalmaktadir. a- ve B-benzeri globin gen dizenlemeleri arasinda bir denge
gelisimi s6z konusu olup talasemilerdeki defekt bu dengenin kaybindan olusmaktadir
(21,110).

a-Zinciri, fetal ve yetigkin hemoglobinlerinde géruldigunden o-zincir yapim
eksikligi yetiskin yasaminda oldudu kadar fetal dénemde de hemoglobin sentezini
etkilemektedir. Fetal yagamdaki a-zincir sentezinin azaligi, y zincir artigl, v, tetramer
foormu (Hb Barts) ile ve yetigkin yasaminda o-zincir eksikligi, B zincirinin artisi, Bs
tetramer formu (Hb H) ile sonuglanmaktadir. a-Talasemi, 4 a-globin geninin bir ya da
daha fazlasindaki delesyon ve defekt sonucu geligmektedir (71).

Dianyada yaygin bir dadiim gésteren o-talasemiye Ulkemizde de sik¢a
rastianmaktadir. Cukurova bdlgesi, Tarkiye'nin glineyinde yer alan, gegmisten
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gunumuze birgok gogle karsilasan ve heterojen nifus yapisina sahip bir bdlge olup,
kalitsal kan hastaliklarinin buyik bir kismimi siklikla barindirmaktadir.  o-Talasemi
arastirmalarinda molekuler duzeyde incelemeler gun gegtikge yayginlagsmaktadir. Bu
calismada ise a-talasemi sikhiginin fazla oldugu bilinen Cukurova bélgesinde delesyonel

o-talasemi olgularimin mutasyon tipleri molekuler diizeyde incelenmek istenmistir.



GENEL BILGILER

1. Hemoglobin Molekdliinln Temel Yapis::
1.1. Hemoglobin molekilll:

Hemoglobin molekuld, dért globin zincirinin olusturdugu demir iceren bir ‘hem'’
halkasina sahiptir (13). Hem kismi tim hemoglobin formlarinda aynidir. Hem grubunun
ferrous demiri oksijeni (O.) baglar ve tagir. Normal yetiskin hemoglobinin yaklasik %98'i
hemoglobin A ve kalani (%2) Hb A; ile Hb F'ir (yaklasik %1) (66).

Hemoglobin A, iki a-globin zinciri ve iki B-globin zinciri igerir. Her a-zinciri 141
aminoasit ve buna kargilik B-zinciri ise 146 aminoasit igerir. Bu zincirler homoloji
gosterir. Hb A2nin her molekultnde iki a-globin zinciri ve iki §-zinciri bulunmaktadr, &-
zinciri 146 amino asit igerir. Fetal ve erken postnatal dénemde predominant hemoglobin
HbFtir. Hb F, iki o-globin zinciri ve iki y-globin zincirine sahiptir, y-globin zinciri 146
amino asit igerir (13,21,66).

Erken embriyonik gelisme sirasinda tanimlanan hemoglobinler Hb Gower | ((€.),
Hb Gower Il (az€;), Hb Portland | (C2y:) ve Hb Portland 1l (C-p.)'dir (Sekil 1 ve tablo 1)
(13,21,66).

Embriyonik hemoglobinler, gebeli§in yaklagsik yirminci haftasina kadar plasental
yolk kesesinde bigimlenen blylUk gekirdekli eritrositler olan megaloblastlaria dolagima
gegmektedir. Karacijerde hematopoezin baglamasi ile fetal kirmizi htcreler
bicimlenmektedir. Embriyonik hemoglobinden fetal hemoglobine degisim yolk
kesesinden fetal eritropoeze gegis ile ¢gakismamaktadir. {-Globinden a-globine degisim
yolk kesesinde olmaktadir. e-globinden y-globine degisim, a-globin kimesindekinden
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~ biraz daha geg olmaktadir. B-zinciri gebelidin 8-12. haftasinda dolagimda gériimektedir.
Hb F'den Hb A'ya olan baglica degisim dogumla olmaktadir (57).

Tablo 1. Insan yagaminda yer alan hemoglobin tipleri (21).

Tipi Yapisi Ozelligi

Hemoglobin A o2 Erigkin hemoglobininin %98'i
Hemoglobin A; a25; Erigkin hemoglobininin %2'si
Hemoglobin F oYz Baslica fetal hemoglobin

Hb Gower | Cae2 Embriyonik hemoglobinler
Hb Gower Il 0262 ) "

Hb Portland | Cy: ) "

Hb Portland Il CB2 ) )

Globin zincirlerinin %'si

10 20 30 40
Hafta

—

Dojum

Sekil 1. Predominant hemoglobin tiplerinin geligim streci (110).
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Hemoglobinin fizyolojik ézellikleri eritropoietik hlcrelerdeki subtnitlerinin dizenli
olarak biraraya gelmesine baglidir. a- ve B-globin polipeptid zincirlerinin biybsentezi
nommal olarak dengelenmektedir. Hem grubu translasyon sirasinda ya da kisa sure
sonra globin subunitlerine baglanir. af-dimerinin bigimlenmesi negatif yuklu B-
subunitine pozitif yokl a-sublnitinin elektrostatik ilgisiyle kolaylagmaktadir (14).

1.2. Globin sentezi:

Globin biyosentezi, tkaryotik hiucrelerde DNA'dan RNA'ya, RNA'dan proteine
genel bilgi aktanm yolunu kapsamaktadir. Globin genlerinin yapisi restriksiyon enzim
analizi, klonlama ve dizi analizi ile tamnimlanmigtir (Sekil 2)(110).

Globin genlerinin iginde ve yakinlarinda gen fonksiyonu igin énemli, korunmug
diziler bulunmaktadir. Bunlar promotor bdige, ekzon/intron sinin ve mRNA kodlama
dizisinin 3' indeki dizileri igermektedir. Globin genlerinin ekspresyonlarinin baglica
dluzenlenmesi transkripsiyonel dizeyde olugmaktadir. Transkripsiyon sirasinda ve
sonrasinda globin mRNA prekirsérieri olgun mRNA molekultne baglklanma, baglanma
(splicing) ve poliadenilasyon ile dénusttriimektedir (57).

1.3. Globin gen yapis::

Insan globin genlerini igeren hucresel DNA'nin restriksiyon enzim analizi,
klonlama ve dizi analizi tUm globin genlerinin yapisinin ayrintili olarak tanimlanmasin
saglamigtir. B-benzeri genler olan e-, y—, 8- ve B—genleri iki intron ve U¢ ekzon igerir;
kuagtk intron codon 30 ve 31 arasina, blylk intron ise codon 104 ve 105'ler arasina
yerlesiktir. o ve { genlerinde intron 1 ve intron 2'nin yeriesimi farklidir, bu genler non-a-
genlerle kargilagtirildifinda codon sayisi 146'dan 141'e dugmustar. Yapisal genin 3'
terminalinde AATAAA dizisi igeren ekstra 75-100 nukleotide sahip translasyona
ugramayan (kodlanmayan) b&lge bulunmaktadir (567,71).



GEN 5

Transkripsiyon
v Lij2i 3
6nci'11 WWA—— WMWY
mRNA 1 2 3
iglem
Splicing
Y 1 ,2,,3
mRNA ¥ {k}
Translasyon
(Ribozomlar)
v
'GLOB'.IN —» N —»CC

Sekil 2. Globin polipeptid zincirinin ékaryotik hicrede sentezi.

1.4. Globin genlerinin organizasyonu:

Globin genleri, kromozom 11 ve 16 Uzerinde dlzglin bir sirada organize
olmaktadiriar. e, y—, 6~ ve p-genleri, 11. kromozomda DNA'nin bir tek pargasi Gizerinde



dizilmekte olup o-genleri de kromozom 16'da bir tek DNA fragmani Uzerinde
bulunmaktadir (Sekil 3) (57).

———m———m:i

31 32 97 ~331 ms
£ ¢ wyo2 yal g2\al \

Fa L7 % YN of, ab
Hb Gower1 HbPortiand HbGower2 HbF HbA Hb 52
(- ~ — LN ’ ]
Embriyo Fotus Yetigkin

Sekil 3. a- ve B-Globin genlerinin g&sterimi.

B-gen kompleksinde psédogen olarak adlandirlan bir gen vardir. 8u gen
fonksiyonel olarak intakt globin geni igin gerekli tim yaplsal ézellikleri gésteren DNA
sahiptir.

o-loklistn lokalizasyonu, bir gok yontemle 16. kromozomun kisa kolunun distal
segmentinde (p13.1-p ter) oldudu gosterilmistir. 16p'nin genetik dizi haritasi da bu
lokalizasyonla ortaya ¢ikariimistir. 29 kb.lik bu bélge gen ve psédogenlerden olusan 7
genlik bir kime icermektedir. a-globin gen kiimesi, 5'C-yC-wl-yoy-0z-04-0-3' dlzeninde



yerlesmis olup, a-benzeri genleri iki alfa (a, ve a4), bir embriyonik a-benzer geni (C), U¢
psddogen (i, yoe,yas) ve fonksiyonu tam tanimlanmamis 0 genini icermektedir (Sekil
4) (11,48,49,58).

-70kb Okb 10kb 20kb 30kb

| I | | I

5'HVR g2 InterHVR  yglya2 yal @2 al 6 3IHWR

gl Vel Ay g T e S s - s 4 dyty

l l l ! Tekrarlanan Alu dizileri
Embriy: . Embriyo  Felus  Yeliskin S | teinl
zYz"‘z ) ag, ay, “’g’ | entezlenen proteinler
a

12

Sekil 4. a-Globin gen kiimesi.

o-Globin gen kumesinin birgok boélgesi DNA'nin birbiri ardina tekrarlayan
dizilerini igermektedir. Bu 6zellije sahip 5§ ayr boéilge vardir. Cok degisken o6zellik
gosteren bu béigeler (HVR), gen kompleksinin 3' ucunda (a-globin 3-HVR), { ve §
genleri arasinda (interzeta-HVR), ¢ benzer genlerin intronlan iginde ({-intron HVR, 2
tane) ve (>-globin geninden 70 kb uzaklikta ' ucunda (a-globin §'-HVR) yerlegmistir. a-
Globin gen kimesinin HVR boélgelerinin kisa, benzer gérinuste oldugu ve GC'den
zengin dizilerin birbiri ardina dizilmesiyle olustugu tamfnlanmlstlr. Her dizideki tekrar
sayisi, mitosis ve mayosisteki dengesiz genetik degisimie ya da replikasyon sirasinda
DNA'nin kaymasi ile degisebilmektedir. Gen kimesinin ytksek poliformik segmentieri
Southem Blot hibridizasyon yontemi ile saptanabilmektedir. Her HVR loktst mendeliyan
bigimde kahtiimaktadir (48,49,71).



1.5. a-Benzeri Globin Genlerinin Yapisi ve Salinimu:

o~-Globin gen ailesi, bir seri gen duplikasyonu ve dizi aynigmasi sayesinde
gelismistir. Polipeptid yapilarinda benzerlikler vardir. Fonksiyonel o- ve {-genlerinin
141 aminoasitlerinden yalnizca %58inde homoloji gbzienmektedir. oy ve a, genleri ise
oldukga homolog olup, yalnizca IVS 2'lerinde ve 3' kodlanmayan bélgelerinde farkhlik
gbzlenmektedir. Genelde globin genleri iki tane kodlanmayan intervening sequence
(IVS veya Intron ) ile (¢ ekzona ayriimaktadir. |ki o~globin geninin protein Grinleri
aynidir. Yapilan galigmalar, az-globin mRNA'sinin normal kisilerin retiktlositlerinde a-
globin mRNA'sindan 2.6 kat daha fazla oldufunu gostermektedir. Bu artigin
transkripsiyonel orijinli oldugu saniimaktadir. a.-mRNA predominansi, o.-geninin a-
globin yapiminda baskin rol oynadigini dusundummektedir (48,49,58,71). Normal
bireylerde o~ ve oy-mRNA orani 2.6:1 iken heterozigot o-talasemi-2lilerde 2:1
olmaktadir. a-Globin varyantlarinda RT/PCR (revers transkripsiyon/PCR) ydntemi ile
yapilan ¢aligmalarda ise protein duzeyinde oz:a4 orani 1.19:1 olarak bildirilmektedir. Bu
durum, a2-mRNA'nin daha dusik etkinlikte translasyona sahip oldugunu géstermektedir
(79).

o-Globin gen kumesindeki 150 bp.lik bir dizi transkripte olmamakta, fakat
transkripsiyon igin promotor ve regulatér gérevi géren énemli oligontkieotid kutularini
(CAT ve ATA kutular gibi) icermektedir. CAP bdlgesi ile baglayan ve ATG kodonu ile
sonlanan 40 bp.lik bir dizi transkripte olmakta, fakat translasyona ugramamaktadir.
Birinci ekzon 93 bp olup a-globin zincirinin 31 aminoasitlik kismini kodlamaktadir. Ik
intron (IVS-1) 117 bp olup mRNA islenmesi sirasinda ayrimaktadir. Ekzon 2, 201 bp
uzunlugundadir ve 32 den 99'a kadarki aminoasitleri kodlamaktadir. IVS-2, oy-geninde
149 ve az-geninde 141 bp uzunluundadir ve mRNA olgunlagsmasi sirasinda
ayriimaktadir. Ekzon 3, 126 bp olup 101-141 arasi aminoasitleri kodlar. Globin sentezini
sonlandirma kodonu (TAA) 3 bp.dir. Translasyona ugramayan 110 bp.lik bir dizi

9



prekarsor mRNA'nin ayriima sinyalini veren ve poli A kuyrugunu ekleyen AATAAA dizisi
ile 3" ucunu kapatir; Poli A kuyrugu sitoplazmada iglenmis mRNA'nin stabil gegisi ve
fonksiyonu igin esansiyeldir (76).

o-Globin gen kimesinin transkripsiyonal aktivasyonu, bu kdmenin 5’ ucuna
yerlegik lokis kontrol bolgelerinin (LCR) varigina ve etkinligine baghdir. a-Globin LCR,
iki baslica eritroid spesifik ve bir gok DNase | aginduyarli bolge igerir. a~Globin
ekspresyonu icin gerekli olan LCR'daki tim 6nemli duzenleyici diziler, a-globin gen
kiimesinin &' ucundaki 30-50 kb.lar arasinda yerlesmis durumdadir. LCR bélgesini
iceren bir delesyon a-globin genleri intakt olmasina karsin a-talasemiye yol agmaktadir
(89).

mRNA dizeyinde yapilan g¢alismalar C-globin mRNA'sinin erigkinde gok dugik
deferlere sahip oldudunu gostermektedir. Fonksiyonel a-globin sayisi ile {-globin
mRNA's| arasinda tersine bir iligki vardir (73).

2. o-Talasemiler:
2.1. a-Talasemideki Molekiller Defektler:

o-Talasemi, a-globin gen sentezindeki bir yetersizlik sonucunda olugan
biyokimyasal defekte bagdlidir. Bu durum sikiikla a-globin gen ekspresyonundaki bir
kalitsal defektle olugsmakta veya kazanilmis olarak ta geligebilmektedir. a-Talasemiler,
en ¢ok delesyonlarla veya bunun yaninda oldukga degisken mutasyon tipleri ile
olusmaktadir. a-Talasemi, a-globin geninin birinin ya da ikisinin delesyonu sonucu
gergeklegir (29,48,71).
hematolojik bulgulari belirgin olmayan o-talasemi-2'dir.  a-Talasemi-1'de, a-globin
sentezi tamamen yoktur, a-talasemi-2'de ise sentezde azalma vardir. Son zamanlarda
aC-talasemi ve o'-talasemi olarak ta tanimlanmaktadir. o°-Talasemi, her iki a-globin
genini igeren bir delesyon sonucu olugur. E§er normal haplotip o olarak tanimlanirsa
a’-talasemi haplotipi () olarak gosterilebilir. Bazi o'-talasemiler, iki a-globin geninin
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birinin delesyonu sonucu gelisir (<), diger bir kismi da a-gen ekspresyonuna sinirli
(a") nondelesyon mutasyonu sonucu gelisir. a® ve o' determinantlarina ek olarak, a-
globin yapisal varyantlari, globin zincirinin sentez ve instabilite oraninin azalmasina
bagl olarak o'-talasemi fenotiplerini geligtirebilir. Bu varyantlarin en sik gézleneni Hb
Constant Spring ve Hb Koya Dora'dir (77).

o~Globin genlerindeki delesyonla birlikte {-globin mMRNA ekspresyonunda bir
artis gbzlenmektedir. Normal bireylerde diistik C-globin mRNA diizeyleri gérilirken a-
talasemi-1, o-talasemi-2 ve Hb H hastaliinda {Jo-mRNA orani yukselmektedir. a-
Talasemi-1 ve Hb H hastalifindaki {Ja-mRNA oran artis1 daha belirgindir. Bundan a-
globin gen kimesinde bulunan LCR-{-globin gen kismt sorumlu tutulmaktadir. LCR-C-

globin gen yapisi {-globin geninin 3' ucunda 2 kb.lik DNA dizisi icermektedir (73,103).
2.2, a-Talasemi-1:

a-Talasemi-1'ler, (o)™ delesyonu harig, a-globin genlerinin her ikisindeki tam ya
da kismi delesyonlar tanimlamaktadir. o-Talasemi-1 olgularinda fonksiyonel a-globin
genlerinin her ikisi delesyona ugramakta ve etkilenen kromozomdan a-zincir Gretimi
ortadan kalkmaktadir. Bu tip kromozomlarin homozigotiugu Hb Barts hidrops fetalis
sendromuna neden olmaktadir (29,48,76).

Bircok delesyon iki a—geni ve {-globin genini ortadan kaldirmakta, fakat bu
varyantlardaki heterozigotlar yasamlarini surdirmekte ve gelisimlerini normal olarak
tamamlamaktadirlar. Homozigotiarda ne embriyonik ( (€2, aze2, Gy:) ne de fetal (azyz)
hemoglobinler yapilamadi§indan gebeligin erken dénemlerinde bile yagsayabilmeleri
olasi degildir. Embriyonik gen kalintilan intakt olan delesyonlann bazilar yetigkin
yasamda kugik miktarlarda {-globinin expresyonuna eslik etmektedir (48,71).

62 kb uzunlugunda bir delesyonun neden oldudu a-talasemide [(oc)™
delesyonun altinda kalan ve transkripsiyon birimini olusturan a-globin genleri delesyona
ugramamaktadir. Buna kargin a-talasemi tablosunun ortaya ¢ikmasi bir regtlatér dizinin
varli§ini akla getirmektedir (46,48).
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V2 M0 Y A=), (<) ve (H@)*?) delesyonlan Akdenizli

MEDI
)

popUlasyonlarda gésterilmigtir (11,69). (—=°")'de delesyon y(-geninin 5' ucundan her iki

__MED N

a-globin genini icerecek sekilde uzanmaktadir. ( ) delesyonu 26.5 kb uzunlugunda

olup -, Wi, ya-, a- ve as-genlerini igermektedir. [-(o)®°] delesyonu, wi-, wo-, op-

genlerini ve ay-geninin ilk 5 kodonunu igermektedir. (-7

) delesyonu, yas-geninin 3'
ucundan baglayarak a,- ve 8—genini de igerecek sekilde uzanmaktadir (71). Ispanya'da
22 kb uzunlugunda olan ve wa-, oz ve as-genlerini kapsayan bir delesyon
tanimlanmigtir. Delesyonu tasiyan kromozom Uzerinde ({-globin triplikasyonunu
tagimaktadir (37). [{«)*?] delesyonu, az-geni ve as-geninin 5' pargasini kapsamaktadir
(48). (=) delesyonu 14-15.4 kb uzunlujunda ve ya-, ar-, oy~ ve 6-genlerini
icermektedir (108). (—"") delesyonu yeni tanimlanmis olup 39 kb uzunlugunda ve W¢-,
Ya-, oz, as- ve 6-genlerini kapsadidi ileri sturiimektedir (94). Dider delesyonlarin

uzunluklar ve yerleri sekil S'te gsterigmistir.
2.3. a-Talasemi-2:

Alfa talasemilerin iki a-globin geninden birini igeren delesyon nedeniyle olugan
sekli dinyada oldukga sik gérulur. En yaygin gézlenen iki tipi vardir, bunlardan ilk
sirada gozieneni 3.7 kb DNA kaybidir ve daha az oranda gézlenen ise 4.2 kb DNA
kaybi sonucu olusur, sirastyla -7 ve o*? delesyonu olarak tanimlanir. o7 delesyon tipi
daha sik olmakla beraber her ikisi tek bir popllasyonda yaygin olarak gérulebilmektedir
(9,29,48,71,76,101).

o-Talasemi-2 nedeni olan delesyonlar, o-globin kimesindeki homolog
rekombinasyon sonucu goérulir. o-Globin genleri, genis bir homolog bdigeye
yeriesmigtir, bu boigede X, Y ve Z olarak birbirinden ayrt homolog subsegmentler
bulunmaktadir. Olugsan rekombinasyon mayotik ya da mitotiktir. 4.2 kb ve 3.7 kb
delesyonlari sonucunda iki X ya da iki Z bélgeleri arasinda crossover olugabilir (Sekil 6)
(9,48). Bu crossoverlerin olusturdugu géreceli pozisyonlardan dolayi -o*” sa§ taraftaki
delesyonlari ve -o*? sol taraftaki delesyonlan gostermektedir. 3.7 kb uzunluktaki Z

segmentleri arasi resiprokal rekombinasyon a-talasemiye neden olan yalnizca bir a-
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genli kromozomu ve Ug¢ a-genli digerini (ac™ 37)

olusturur. 4.2 kb uzunluktaki X
segmentleri arasindaki rekombinasyon bir a-talasemi belirmesine neden olan tek a-
genli kromozomu ve bir aoa®™ ** kromozomunu verir. < ve ot kromozomiari gogu
populasyonlarda gérilmektedir (82). -o Delesyonal formlan ¢ok farkl Hb varyantlan,
HVR allelleri ve a-globin haplotipleri ile iligkili olarak bulunmaktadir (48,57,71).
Guneydogu Asya Ulkelerinde bir kromozomda Ug £-globin geni (({{aa/C{aa) bulunan C-
globin gen varyanti tanimlanmistir (86,107).

-7 delesyonunun tip | formu, iki a-globin geninin 863 niikleotidlik 5' ucundan
ikinci intronun 7 baz insersiyon/delesyon diverjansina kadar uzanan g¢ok genis bir
bélgede olusur. Bu en sik gérulen formdur. Tip Il ve lll crossoverler ikinci intron ile
Gcincl ekzonda translasyona ugramayan bolgedeki poli A kuyrudu ile gevrili homolog
segmentin diverjans segmentine kadar uzanan béigede olusur. -o*™nin |, Il ve lii tipleri
PCR'i temel alan restriksiyon enzim haritalamasi ile ortaya ¢ikanimaktadir (24,25,48).
Tip | Akdenizi gevreleyen Ulkelerde, Il rast gele dadilmig olarak ve Il Malezya ve

Polinezya gevresinde gériimektedir (83).
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(A)

W“l a2 . al .
—— A —_——
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Sekil 6. a-Talasemi-2'ye neden olan cross-over (48,110)

a-Talasemi-2'ye neden olan diger delesyonlar da 3.5 kb DNA kaybi ile olugsan —
o>® ve 2.7 kb DNA kaybi ile olan -o*7 talasemi tipleridir (118). -« tipinde a-globin geni
delesyona ugramakta o-lokusu intakt kalmaktadir.(9).
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2.4. Nondelesyon a-Talasemi:

az-Geninin  ekspresyonu, oy-geninden 2.6 kat daha fazla oldugundan gogdu
nondelesyonal mutantlarin a;-gen ekspresyonunda daha baskin olmaktadir. p-talasemi
mutasyonlan gibi a-talasemi mutasyonlari da etkiledikleri gen ekspresyonu dizeyine
gére siniflandirilabilmektedir. |ki tane RNA islem mutasyonu tanimlanmigtir. liki, oz-
globin geninin IVS-1'inin 5' splice bolgesini igeren bes nukleotidlik delesyonu
icermektedir. Bu, az-genini tam olarak inaktive etmektedir (48,71). Ikinci mutant tipi,
Ortadogu'da sik olup poli-A kuyrugu sinyal bolgesini ( AATAAA — AATAAG )
icermektedir (30,48,76). Poliadenilasyon bélgesinde tanimlanan ve a-talasemiye neden
olan iki mutasyon daha vardir. Bunlardan biri Turk kékenlilerde bulunan AATAAA
—»AATGAA mutasyonudur (116). Digeri ise Hint kékenlilerde gosterilen a™? (AATAAA
—AATA—= ) mutasyonudur (45). a-Globin geninde IVS-1-117 (G—A) alict splice yeri
mutasyonu nondelesyonal o-talasemi-2'ye neden olmaktadir. o-Talasemi-2 ile bu
mutasyonun birlikte bulunmasi durumunda, a-globin zinciri homozigot a-talasemi-2 gibi
davranmaktadir (22,48).

oz-Globin geninin codon 29'undaki bir baz substitlisyonu a-talasemiye neden

olmaktadir. a;-Globin geni codon 29 da T—C substitisyonu o®**" varyantini

yaratmaktadir. o®*>"°

varyanti artmig instabilitesi ve hizl katabolizmasi nedeniyle a-
talasemi ile sonuglanmaktadir. a-Talasemi-1 ile bilesik kalitimla ortaya ¢ikan Hb H
hastalidi ciddi hipokromik mikrositer bir anemiye yol agmaktadir (44).

Sonlandirma  kodonundaki mutasyonlara bagl  gelisen a-talaseminin
nondelesyon tipleri de bulunmaktadir. Posttranslasyonel dengesizlik sonucu o, ya da
oy-genlerinde exon lli'e siniri mutasyonlar da nondelesyonal a-talasemiye neden
olmaktadir. Henlz yapisi tam olarak bilinmeyen bazi nondelesyon mutantlan da vardir
(48).

Hb Constant Spring, az-globin geninde bir mutasyon (TAA—CAA) sonucu a-
globin zincirinin 141 aminoasit yerine 172 aminoasit igermesi ile olugmaktadir. Daha

kisa zincirli (154 ve 164 aminoasitli) a-globin zincirlerinin proteoliz sonucu kisaldig
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dusuntlmektedir. o-Talasemi tasiyicisi gibi davranmakta ve agir fenotipe yol
agmamaktadir (Tablo 2) (64,71,78).

Nondelesyon a-talaseminin ikinci bir grubu mRNA translasyonuyla interfere
mutasyonlarla sonuglanmaktadir. Bir olguda baglama kodonu bir T—C transizyonu ile
inaktive olmakta ve dider birinde baglama etkinligi, baglama sinyali ¢evresindeki ortak
dizide bir dintikleotid delesyonu ile azalmaktadir (48).

3. a-Talasemilerin Klinik Tablosu:

o-Geninin 30'dan gok haplotipi bilinmekte ve bu ytzden 465'in Uzerinde etkilesim
ortaya gikmaktadir. Fenotipik olarak bu sonuglar dort kategoride incelenebilir; bunlar,
sessiz taglyiciik ( Ug fonksiyonel o-geni ), o-talasemi trait ( iki fonksiyonel a-geni),
hemoglobin H hastalidi (bir fonksiyonel a-geni) ve hemoglobin Barts hidrops fetalis veya
a°-talasemi (fonksiyonel a-geni olmamasi) olarak siniflandirilabilir. Fonksiyonel a—globin
genlerinin dértten baglayarak sifira kadar digmesi gibi, retiktlositlerde o/ globin yapim
orani normal dederi olan 1'den baglayarak sirasiyla 0.8, 0.6, 0.3 ve Oa kadar
azalmaktadir. Alfa disi globin yapimi fetal ve postnatal yagamda sirdigunden alfa digi
zincirler (y ve B) ¢ok miktarda yapilmaktadir (Tablo 3)(58) . Klinik olarak anlamh a-
talasemi tanisi %2'den fazla Hb Barts varlifinda distndimektedir. a-Zincir yapiminin
azalmasyla olugsan globin zincir sentezindeki dengesizlik, alfa digi zincirlerin baskin
oldugu y-globin tetramerinden olujan Hb Bartsin artigiyla sonlanmaktadir (75).

o-Talasemilerin tanisi igin gesitli hematolojik verilerin yani sira molekdler niteligini
ortaya ¢ikarmak igin kullanilan yéntemler vardir. Kullanilan molekller ydéntemler gen
haritalama, restriksiyon enzim analizi, kionlama, PCR ile radyoizotopa bagimh olmayan
teknikler ve DNA dizi analizi seklinde sayilabilmektedir. DNA dizi analizi, mutasyonlari

ortaya ¢gikarmada kullanilmaktadir (81).
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Tablo 2. Uzamig polipeptid zincirli hemoglobinler (51).

Hb Adi Reziduler

ai41 (H19) 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
Constant Spring Arg-GLN-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-
(31 ek rezidQ) 151 1562 153 154 155 156 157 158 159 160

Pro-Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-Gin-Arg-Ala-Leu-
161 162 163 164 165 166 167 168 169 170
Leu-Pro-Ser-L.eu-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val-

171172

Phe-Glu-COOH
a141(H19) 142-LYS disinda Hb Constant Spring
Icaria ile aynidir.
a141(H19) 142-SER diginda Hb Constant Spring
Koya Dora ile ayridir
a141(H19) 142-GLU disinda Hb Constant Spring
Seal Rock ile aynidir
Frameshiftler 139 140 141 142 143 144 145 146

a139(HC1) Wayne  ASN-Thr-Val-Lys-Leu-Glu-Pro-Arg-COOH

Ekstensiyonlar 1+ 42
a1(NA1) Thionville _MET-GLU-Leu-Ser
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Tablo 3. Alfa talasemilerin klinik 6zellikleri (13,99)

Olasi Fenotip Genotip MCV MCH Hb A; %Hb H/Barts

Normal ao/ao, N N N -
Sessiz taglyici > foa N N N4 0
o* oo
a-talasemi trait o<
—loo
o/a’o N4 N N,J 0
'0.42/ _a4.2
_al.Z/ _a3.7
Hb H hastaligi o>
_/ _ac.z
oot
1 \’ \) N,{ 2-10HbH
o'l
oo
Hb Barts hidrops —l— d J - 80 Hb Barts

MCV degerleri yetiskin degerlerini géstermektedir. N, Normal; o', nondelesyonel a-

talasemi; —, kromozomdan iki a-geninin kaybit.

Delesyonel o-talasemi tanisinda kullanilan immunositolojik testler tagiyicilan
bulmada kullanilan yuksek spesifite ve sensitiviteye sahip testlerdir. Gineydogu Asya
kaynakl yayinlarda o-talasemi-1 tanisinda basarili sonuglér ahndidi belirtilmektedir
(102,103).

Homozigot a-talasemi-1 tablosunun yol agti§i Hb Barts hidrops fetalis sendromiu
olgulara gebelidin ilk trimesterinde prenatal molekuler tani iglemi yapilabilmektedir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile duyariifi ve 6zginliga yuksek yodntemlerin
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kullanildigini bildiren yayinlar vardir. %5'ten az bir matemal kontaminasyonun fetal
tanly1 6nemli derecede etkilemedigi bildirilmektedir. Guneydodu Asya Ulkelerinde
ézellikle -«°®* homozigotiugu s6z konusu oldufundan bu yéntem rutin olarak
kullaniimaktadir  (10,60,62,67,69,74,114). Guneydodu Asya kokenliler yaninda
Akdeniz'lilerde de prenatal tani oldukga énemlidir (87).

o-Talasemili bazi olgularda mental retardasyonun da birlikte gérildaga
bildiriimektedir. a-Talasemi/mental retardasyon sendromlu olgularda dismorfik
bozukluklar ve orta derecede bir zeka gerili§i gérilmektedir. Bazi olgularda 16.
kromozomun kisa kolunda 5HVR ve 3'HVR bélgelerini iceren de novo delesyon
bulunmaktadir. 16. kromozomdaki delesyon sonucu olan sendroma ATR-16 sendromu
adi verilmektedir (48,68,71,113). lkinci bir grupta, 16. kromozomda a-globin geninde bir
anormallik saptanmamaktadir. ATR-16'nin klinik 6zellikleri degigkendir. lkinci grupta
yapilan caligmalar kalitimin bir X-gegigli resesif bozukiuk sonucu olugtugunu
gOstermektedir. Bu sendrom da ATR-X sendromu olarak adlandiriimaktadir. X-
kromozomu ¢alismalan hastahi§in  Xq12-g21.31 bolgelern araliginda yerlestigini
gostermektedir. ATR-X sendromunda anormallidi olusturan yap: bilinmemektedir (36).

3.1. Sessiz Tagiyicilik

Tek bir a-globin geninin delesyonu, fenotipik olarak sessizdir. Sessiz tagiyicilarin
fenotipini, normallerden ayirmak daima zor olmaktadir. Ortalama eritrosit hacmi (MCV)
78-80 fL arasinda ve ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) de sinirda veya duguk
olabilmektedir. Tim diger hematolojik parametreler normaldir (71).

-o*” delesyonu dinyadaki en yaygin tek gen bozuklugudur. Amerikali siyahlarin
yaklagik %30'u sessiz tasiyicidir ve iki kromozomlarindan biri normal olup digerinde tek
fonksiyonel a—geni tagimaktadirlar, sessiz tagtyicilik Akdeniz Glkeleri, Ortadodu ulkeleri,
Hindistan, Glneydodu Asya Ulkeleri, Endonezya, Amerika kitasi Ulkeleri ve Guney
Pasifik adalarinda stktir (8,10,58,98,101).
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3.2, a—-Talaseml Trait

o~Talasemi traitde iki a-globin geninin kaybi ve fonksiyonel iki a—globin geninin
korunmasi ile ortaya ¢ikan klinik bir durumdur. a—Talasemi traitin en sik nedeni -’
delesyonuna homozigotlu§udur ( —a*7/<*" ). Ikinci olarak daha az siklikta ~/ox genotipi
de bu fenotip altinda yer alabilir. Bu genotip, genellikle anlamli bir mikrositoz, artmig
kimizt hiicre sayisi ve hissedilebilir bir o/B sentez oraninda dengesizlikle iligkilidir, -o*2
delesyonu homozigotiugu, -7 delesyonu homozigotiugundan daha belirgin bir fenotipe
sahiptir, -o®7/-o*? bilesik heterozigotiugu arada bir fenotip siddetine sahiptir. -«
delesyonunun daha hafif fenotipi, belki geriye kalan a~globin geninin ekspresyonundaki
kargilayici artigin  bir yansimasiyla olmaktadir. -o*? delesyonunda bu durum
olugamamaktadir (71).

o-Talasemi-1 trait, dojumda %5-15 oraninda hemoglobin Barts varli§iyla
tanimlanmaktadir. Bu hemoglobin maturasyon sirasinda ortadan kalkmakta ve ayni
miktarda hemoglobn H ile yer degistirmektedir. Ara sira hemoglobin H inkiizyon
cisimcikli hlcre, brillant cresyl mavisi ile inkibasyon sonrasi goérulebiimektedir. Bu
fenomen siklikla a-talasemi trait igin tarisal bir test olarak kullamimaktadir. Yetigkinde
artmig kirmizi huacreler, dasuk MCH ve MCV degerleri ile heterozigotik talaseminin
morfolojik degisikliklerine sahiptir (71).

Hemoglobinin  elektroforetik gérinimG nommaldir ve hemoglobin H
gbézlenmemektedir. Globin sentez g¢alismalan, o/ zincir yapim oraninin yaklasik 0.7
olusu ile a-globin zincir yapim eksikligini géstermektedir. a-Talasemi-2 trait bazi
olgularda dojumda %1-2 hemoglobin Barts gibi minimal hematolojik degisikliklerle

tanimlanmaktadir. o/p zincir yapim oran:, yaklagik 0.8 gibi hafifce digsmektedir (77).
3.3. Hemoglobin H Hastali§

Hemoglobin H hastalidi, yasamla baddagabilen a-talasemi fenotiplerinin en
ciddisidir. Hemoglobin H hastaligina yol agan en sik genotip, bir tek fonksiyonel a-globin

genini iceren —/-o durumudur. a-Talasemi-1 ve a-talasemi-2 genlerinin birarada olugu
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Hb H hastali§inin genotiplerinden biridir (11,48,71,74,91). Yalnizca delesyonlarla olugan
bicimi yar sira, daha az siklikla gérilen diger hemoglobin H genotipleri, delesyonel ve
nondelesyonel defektlerin birlike kalitimimi (—/-') ve nondelesyonel defektlerin
homozigotlugunu (aa oo’ veya o'a/o’o) kapsamaktadir (7,30,34,48,71,74).

Hemoglobin H hastaliinin genetik temelindeki heterojenlik, klinik siddeti ile
iligkili olarak g6zlenmektedir. Hemoglobin H hastalidinin sik gérilen delesyonel formu (-
-/-a), nadiren belirti vericidir. a-Talasemi-1 ile birarada olup Hb H hastaligina neden olan
delesyonel a-talasemi-2 tiplerinin 6zelligi hematolojik verilerde etkili olmaktadir. Bir a-
talasemi-1 ile o’ tipi o-talasemi-2'nin birlikte neden oldugu Hb H hastalifina ait
hematolojik veriler, -o*? tipi ile olandan daha ihmli sonuglar vermektedir (31).
Nondelesyonel olgulardaki hematolojik veriler delesyonel olgulardan daha yuksek MCV
ve Hb H dizeyi ile daha diguk Hb dlzeyini géstermektedir (16,30,74). ay-Globin geninin
nondelesyonel bir mutasyonla kaybi genelde oldukga hafif bir klinik tabloya yol
acmaktadir. a,-Globin geninin nondelesyonel bir defektle kaybi, delesyonia kayip (~/-)
ve a,-globin geninin nondelesyonel bir mutasyonla kaybindan (—/-«") gok daha ciddi bir
fenotiple sonuglanmaktadir (34). Nondelesyonel defektler kromozomlarda tek gen
delesyonuyla birlikte de yerlesebilmektedir. Hemoglobin H hastaliginin az gérulen
nedenlerinden biri de -o/-"” genotipidir (71). Genotipi <*a/o’a veya o*?a/ac’ olan ve
Hb H hastah@ fenotipini gésteren olgulann varhd: bildirilmektedir. Fenotipin Kklinigi
mutasyonun oldudu a-globin genine bagli olarak a,-globin geni lehine adir olmaktadir
(91).

Hemoglobin H hastali§i fenotipi, mikrositoz, 9-12 gr/dl arasinda hemoglobin
diizeyine sahip hafiften orta giddete kadar varan anemi ve splenomegaliyi
kapsamaktadir. Degdigken nitelikte bir splenomegali ve kemik degigiklikleri ile birlikte
olan uzun sureli bir anemi vardir. Eritrosit morfolojisi genellikle bazofilik noktalanma,
target huceleri ve gbzyasi damlasi gsekilleri ile anormaldir. Kan tablosunda eritrositlerde
hipokromi ve anizopoikilositoz gézlenmektedir (71).

Hb H hastaliginin ¢arpici klinik 6zelliklerinden biri yiksek ateg olugumu sirasinda
hemoglobin konsantrasyonunun ani dagmesidir. Bu olay hemolitik kriz olarak
bilinmektedir. Hemoglobin H (R,) anstabildir, ¢bkelir ve eritrositler brilliant cresy! biue
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veya methylene blue gibi bazik boyalarla inkibe edildijinde eritrosit i¢i inklUzyon
cisimcikleri seklinde- yapisir. Enfeksiyonun ategli devresi sirasinda inklizyon
cisimciklerinin olusum mekanizmasi agik degildir. Enfeksiyonla aktiflesen fagositik
hicrelerde yapilan serbest oksijen radikalleri ve hidrojen peroksitin anstabil hemoglobini
denature edebilecedi ileri strGimektedir (19).

Eritrositierin brilliant cresyl mavisi boyast ile inkibasyonu sonucu ¢ok sayida
kigtk noktasal inklizyonlar geklinde hemoglobin H presipitatlan  gértlmektedir.
Splenektomi sonrasinda blyi(k tek inklizyonlar olarak goérinmektedirler. Inklizyon
cisimcikleri, boyanin redox etkisinin bir sonucu olarak hemoglobin H'in in vitro
presipitasyonu ile olusmaktadir (97). Duyarlih@ ve 6zgunliga (sensitivite ve spesifite)
daha yuksek olan %2 metilen blue boyamasi ile inklizyonlar g&sterilebilmektedir.
Talasemili enitrositierin hipotonik ¢6zeltilere direngliliinden yararlanilarak yapilan
ozmotik frajilite testi de tani amagh kullanilan bir testtir (72).

Hemoglobin H hastalijindaki anemi, Hb A'daki bir yetersizlikten ve dedisken
yapidaki Hb H homotetramerierinin diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir. Hemoglobin
H presipitatlanini igeren eritrositlerin prematur nakli baskin olarak dalakta olugmaktadir.
Bu nedenle splenektomi hemoliz hizini azaltmada ve belirtileri iyilestirmede tedavi edici
olabilmektedir (110).

a2-Globin geni terminasyon kismindaki bir mutasyonia stabilitesi dagik, uzun o-
zincirinin neden olduu Hb Constant Spring, a-talasemi-1 ile birlikte ciddi ve
transfazyona bagimli Hb H hastaliina yol agmaktadir. Geligtirilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile Glneydodu Asyada bu olgularin dodum &ncesi tanisi
konulabilmektedir (61,64,70,74,78).

Ciddi derecede etkilenmis a- ve B-talasemik eritrositler ve onlarin aynstiriimig
membranlar normalden ¢ok daha kirlgandir. B-Talasemik membraniar normalden daha
az stabildir ve kolaylikla pargalanabilirken a-talasemik membranlar normalden daha
stabildir. Hb H hastalannda bu farkliliklara ek olarak eritrositler iyi hidrate durumdadir.
Hb H hastalarinda spectrinin talasemik eritrositlerde ters yuz keselere (inside-out
vesicles; 10V) baglanma anomallikleri gértlmektedir. Spektrindeki anormallik iskelet
protein iligkilerini degistirmekte ve belki bu da, Hb H hastalifinda gérilen membran
hiperstabilitesinin nedenini géstermektedir (4,93,95,96).
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3.4. Hemoglobin Barts Hidrops Fetalis

Dért alfa globin geninin tamaminin kaybi yasamla bagdagsmamakta, orta ya da
ge¢ gestasyonel dénemde hidropik fetusun 610 dogumu ile sonuglanmaktadir. Hb Barts
hydrops fetalis, tim hidrops fetalis olgularinin 1:10'unun nedeni olarak gézlenmekiedir
(66). Bu sendrom hemen daima delesyonel kékenlidir (/) (48). Bu infantlardaki baglica
hemoglobin olan Hb Barts (y4), Hb H gibi fizyolojik bir hemoglobin degildir. Delesyondan
korunmug C-globin geninin ekspresyonu, fetusu orta gestasyondan ge¢ gestasyona
tagiyan yeterli fonksiyonel hemoglobin tetramerlerinin [Hb Portland | (L2y2)] sentezini
saflamaktadir. Dogjumda ortalama gestasyonel yas 32 hafta kadardrr. Infantiarin
yaklagik %50'si 6l dogmakta ve geriye kalani dojumdan birkag saat sonra 6lmektedir
(71). Hb Barts hidrops fetalis sendromu Glineydodu Asya Ulkelerinde 6nemli bir sadlik
sorunu olup perinatal 6lumlerin % 26 sindan fazlasinin nedeni olabilmektedir. Hb Barts
hidrops fetalis sendromlu olgulan azaltmak igin Glneydogu Asya Ulkelerinde molekuler
caligmalar yapiimakta ve etkin yontemler gelistirilmektedir (17,60,67,69). Akdeniz
Ulkelerinde bu sendrom oldukga az gérilmektedir (11).

Etkilenen infantlarda yaygin 6édem, karinda asit, buyldk genislemis karaciger,
nomal ya da hafif blyumuis dalak ve blylk kizarik plasenta vardir. Periferal kan
incelemesi retikulositoz, target hticreleri, fragmantasyonlu hipokromi ve azalmig ozmotik
frajiliteye eglik eden ciddi bir eritroblastozu ortaya gikarmaktadir. MCV de§eri dolagan
¢cok sayidaki c¢ekirdekli eritrositler nedeniyle daima ¢ok ylksektir. Hemoglobin
elektroforezi, yuksek dizeyde hemoglobin Barts (y,) ile birlikte dedisen miktarlardaki (
genellikle %10-29) Hb Portlandi ve sinirda Hb H (Bs) duzeyini gbstermektedir.
Otopsilerinde yaygin ekstrameduller hemopoez ve blyuk plasenta gértimektedir (38).

Hidrops fetalisli olgularin hemoglobinleri ylksek performansl sivi kromatografisi
(HPLC) ile incelendiginde o-talasemi-1'e yol agan delesyonun &zelligine bagh olarak
kan 6meklerinde B, G,, A, ve C-zincirleri gérulmektedir. {-Zincirinin dlzeyi B-zinciri ve

dolayisiyla fetal yagla iligkilidir. {-Zincirinin yapimi normal olarak dogumdan birkag ay
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once durmalidir. {-Zincirinin digik de@erleri {-genini igeren bir delesyonun varhigmni
gostermektedir (65).

4. a-Talaseminin Cografik Dagihm: ve Sikh@

Dinya populasyonundaki o-talasemi dadiimi falsiparum malaryasinin
yayginliina uymaktadir. Haldane, 1949'da talaseminin tropikal bolgelerde ylksek
siklikta oldugunu ve heterozigotlari malaryaya kargt korudugunu ileri sirmustar. Eritrosit
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi, orak hicre trait, f-talasemi trait ve diger kalitsal
kirmizi hticre anormallikleri gibi a-talasemik kirmizi hiicrelerin de malaryal parazit igin bir
barinak olmadi§i gérilmekte ve bu durum tagiyicilara segici bir avantaj saglamaktadir
(33,110,114).

Sitmaya kargi dogal elemenin (seleksiyon) hemoglobinopatileri artirdidina dair
kanttlar vardir, Sitmanin yaygin oldugu bir bélgede predominant mutasyonun o> "
olarak gosteriimesi ve bu mutasyon igin tek orijin olmasi, sitma ve a-talasemi iligkisini

desteklemektedir (32,33).
4.1. Diinyada a-Talasemi Siklig

o~Talasemi, P.falsiparum ile surekli ya da bir zamanlar etkilenen Guneydogu
Asya, Guney Cin, Okyanus Adalan, Afrika, Akdenizi Cevreleyen Ulkelerde ve
Ortadoduda baskin olarak bulunmaktadir. Dider irksal ve etnik gruplarda da zaman
zaman bulunmaktadir. Siyah Amerikalilarda da a-talasemi sikiig! ¢esitli aragtirmalarda
yUksek bulunmustur ( Sekil 7) (58,98).

a-Talasemi-1 ¢ok siklikla Akdeniz Ulkeleri ve Asya populasyonlarinda
bulunmakta, Afrika ve Ortadoguda oldukga nadir gérilmektedir. Bununla birlikte a-
talasemi-2 delesyon formian blyuk sikiikla Bati Afrika, Akdeniz, Ortadou ve
Guneydodu Asya'da goérulmektedir(7,11,31,34,54,58,60,62,69,70,74,83,86,94,98,101,
107,112). Papua Yeni Gine'nin bazi bélgelerinde populasyonun %80' a-talasemi-2'nin

delesyonel formu tasiyicisidir.  Nondelesyonel ao-talasemi-2 formlarinin  her
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populasyonda ne siklikta oldudu agik degildir, ancak Akdeniz adalan populasyonunun
bazi bdlimlerinde, Ortadogu'nun ve Glneydodu Asya'nin bazi kisimlaninda iyi
tanimlanmigtir  (7,33-35,43,54,58,69,70,74,86,101,112). Hb Barts hidrops fetalis
sendromu ve Hb H hastalifi bir a-talasemi-1 determinant etkisini gerektirdigi iéin bu
bozukluklar Giineydodu Asyada ve Akdeniz gevresinin bazi bélimlerinde anlamh sayida
bulunmaktadir (15,54,60-62,67,69,70,94).

a-Talasemi-2 Iy,

| a-Talasemi-1

Sekil 7. a-Talasemilerin dunyadaki dagilimi.
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4.2, Turkiye'de a—Talasemi:

Gen haritalama yontemi ile 1979 yilinda yapilan bir galismada, agdir a-talasemili
bir olguda Uzakdogu tipi delesyon, dort olguda ise Akdeniz tipi ( {-y{—ya ve az-geninin
5" kismini igeren) delesyon gosterilmistir (43). Turkiyede Hb SS ve a-talasemi bilesik
kalitimini bildiren yayinlanmig olgular vardir. |ki ayri galismada Hb SS+o-talasemili
toplam 12 olgu bildirilmigtir (6). Eti Turklerinde yapilan bir galigmada orak hticre anemili
hastalarda a-talasemi sikli§i %17 olarak bulunmus, a*’ daha siklikla olmak Gzere o*?
ile birlikte a-talasemi-2 olgulan gosterilmigtir. Aksoy ve arkadaslar Hb H'li olgularda
o*"ye bagl a-talasemi-2 ve 25 kb.lik a-talasemi-1in birlikteligini g&stermigtir (43).

a-Talasemi-1'e yo! agan -o®* delesyon tipi, Turkiye'de siklikla gérulmektedir. Bir
kromozomdaki iki fonksiyonel a-geni delesyona udramakta va homozigot olgular Hb
Barts hidrops fetalis sendromuna neden olmaktadir. {-globin genleri delesyon diginda
kaldi§indan {-globin zincir sentezi sirmekte ve gebelik stresince fetusun etkilenmesi az
olmaktadir. Turkiye'de béyle homozigot -o®* olgulaninin (—/-) vari§ bildirilmektedir
(42).

Ortadodu Ulkelerinde sik gérulen az-globin geni poliadenilasyon bdlgesindeki
AATAAA—-AATAAG mutasyonu Turk bireylerde de goérulmektedir. Bu mutasyonun
homozigotiugu (oo /o), klinik bulgu ve hematolojik verileri digerlerinden daha hafif
olanHb H hastallglna neden olmaktadir (30).

Turk populasyonunda saptanan a-globin varyantlari Hb Moabit [a86(Leu—Arg)),
Hb Ube-2 [a68(Asn—Asp)], Hb Q-lran [a.75(Asp—His)] ve Hb M Iwata [a87(His—Arg)]
dir (6).

4.3. Cukurova Bblgesinde a-Talasemi

Cukurova Bolgesi, Turkiye'nin glneyinde Akdeniz bélgesinde yer alan ve
Akdenize kiyisi olan g ili kapsayan sulu tarimin yaygin sekilde yapildidi subtropik
iklimin egemen oldugu bir bélgedir. Antik dénemden baglayarak yakin dénemlere kadar
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ticaret velveya kutsal yerleri barindiran merkezlere ulagsma yollari nedeniyle g¢esitli
uygarliklara evsahiplidi yapmigtir. Goglerle birlikte heterojen bir nUfus yapisi
kazanmigtir. Gerek heterojen nufus yapisiyla gerekse subtropik iklim kusaginda olmasi
nedeniyle malaryaya karsi korunma amaciyla olugan dogal seleksiyonun yérattngl
mutasyonlar kalitsal kan hastaliklarinin sikigini ve degiskenligini artimigtir. Yer yer
kapall toplum 6medi olarak akraba evliliklerinin olmas: da kalitsal hemoglobin
hastaliklarinin gintimuze degdin gelmesini desteklemistir. Yapilan ¢aligmalarda talasemi
siklif yiksek oranda gézlenmistir.

Kiling ve arkadaglar Adana bolgesinde dogan bebeklerde kordon kani galigmasi
ile a-talasemi siki§ini aragtimmig olup Hb Barts oranlarina bakilarak a-talasemi sikhigini
%3.3 olarak bulmuslardir (59). Yuregir ve arkadaslarn, Adana Karatag bolgesinde
yaptiklan galismada o-talasemi tipi olarak 3.7 kb delesyonu igeren a-talasemi-2 (o) ve
a-gen triplikasyonlu olgulari bulmuslardir (115,117). Yine Yulregir ve arkadaglan a-

talasemi-1 (@™°"

) ve yeni bir nondelesyonel a-talasemi-2 birlikteli§i ile olugan Hb H
hastaliini tanimlamiglardir. Bu yeni nondelesyonel a-talasemi-2 mutasyonunun, oz-
globin geni lokisunin poliadenilasyon kuyru§unda (AATAAA—-AATGAA) oldudunu

gostermiglerdir (116).

28



GEREC VE YONTEMLER

1. Arag ve Gerecgler:

1.1. Cihazlar:

1. Coulter Counter

2. Microsantriflj

3. Sogutmali santrifijj

4. Spektrofotometre

5. Thermal Cycler

6. Minigel elektroforez tanki
7. Gug kaynagi

8. Mikrodalga firin

9. UV lamba

10. MP4 Kamera

11. Vakum pompasi

12. Speed Vac konsantratér
13. Kar makinasi

14. pH metre

156. Su banyosu

16. Etav

17. Otomatik pipet

Coulter T-890

Fisher 235 B

Sorvall RC-2B
Shimadzu UV-120-02
Perkin Elmer Cetus
Pharmacia GNA-100

" EPS

Vestel Goldstar
Cole-Parmer 9814
Polaroid MP4 Land Camera
Savant VP 100

Savant SVC 100H
Scotsman AF-10
Beckman, Century SS 1

Gilson 20,100,200 ul
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1.2, Kimyasal Maddeler

1. Proteinaz K

2. Agaroz

3. Etidyum Bromur

4. HbA; Kiti

5. Taq polimeraz

6. Mineral oil

7. Deoksi Adenozin trifosfat
8. Deoksi Sitozin trifosfat

9. Deoksi Guanozin trifosfat
10. Deoksi Timidin trifosfat
11. Fenol

12. Kloroform

13. Primerier

14. GammaDab ['Zl]} Femitin

Radioimmunassay Kit
1.3. Dijer malzemeler
1. Clear propilene tip
2. Gene Amp Tup

3. Ependortf Tupleri

2. Ornek Toplama:

Kan 6meleri Igel ili, Mersin merkez, Demirigik kéylnden toplandi. EDTA' tuplere
38 bireyden 5 ml kan 6megi alindi. Toplanan kan émeklerinin Adana'ya tagima iglemi
buz kabinda korunarak kara yolu ile yapild. Gukurova Universitesi Tip Fakuitesi
Biyokimya Anabilim Dalina ulagan 6émeklerin hematolojik de§erleri Coulter Counter

Sigma P 6556

Bio-RAD 162-0126

Sigma E 8751

Isolob QS-7100, QS-7020
Perkin Elmer Cetus Amli Taq
Sigma M 5904

Sigma D-4788

Sigma D-4913

Sigma D-5038

Sigma T-9656

Baker 2859-01 500 mi

Nestar Cat. No. CA-1530

Coming Tube 25319-15
Perkin Eimer
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cihazi ile belirlendi. Hemoglobin elektroforezi, Hb A, ve Hb F deferlerinin
saptanmasindan sonra DNA'lari izole edildi.

3. Analiz Yéntemleri:
3.1. Hematolojik Incelemeler:

3.1.1. Coulter Sayimi:

Prensip:

lletken sivi ortamda iki elektrod ve aralarinda daralip genigleyebilen bir lobul
sistem vardir. Tam kandaki gekilli elemanlarin olusturdudu pargaciklar ortama stispanse
halde verildiginde blyUkitk ve yogunluklarina gore tubll sistemi daralip
genislemektedir. Bu sirada sistemin potansiyel enerji farki degdismekte ve ekranda
cirpintilar (pulse) olusmaktadir. Cirpintilarin bUyUkiiglu ve sayisi, hlcre sayisi ve
buyUkitugu ile koguttur. Sisteme giren pargaciklar bu sekilde degerlendiriimektedir (13 ).

EDTA' tuplere toplanan kan o6mekleri birkag defa yavasga alt ust edilerek
homojen hale getirildi. Sonra Coulter T-890 cihazinda hematolojik 6lgtler belirlendi.
Eritrosit ve I6kosit sayilari, hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), ortalama eritrosit hacmi
(MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) ve ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) saptandi.

3.1.2. Hemoglobin Elektroforezi:
Prensip:

Proteinler tagidiklar: farkh yikler nedeniyle elektriksel bir alanda farkli mesafelere
g6¢ ederler. Alkali pH da hemoglobin negatif yuklidar ve elektriksel bir alanda anoda
dogru go¢ etmektedir. Selliloz asetat kadidina uygulanan hemoglobinler elektriksel glg
kaynadi ile yaratilan elektriksel alanda ylklerine gére farkh mesafelere goé¢ ederek
birbirlerinden ayriliriar ( 63).
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Ayiraglar:

1. Anod Tamponu: 0.26 M Tris Tamponu, pH 9.1
Tris 252¢r,
EDTA 254gr,
Borik asit 1.5¢r,

tartilarak 1 litreye distile su ile tamamlanir.

2. Katod amponu: Barbital Tamponu pH, 8.6
Sodyum dietil barbital 5.15gr,
Dietil barbUtirik asit 0.92 gr,
tartilarak 1 litreye distile su ile tamamlanir.
3. Sellloz asetat elektroforez kagidi (Sartorius 12200)
4. 500 mg Ponceau-S,100 ml %5'lik Tﬁklor asetikasitte ¢ozulUr,
5. Berraklagtirma ve saflagtirma gozeltisi:
a. %5'lik asetik asit,
b. %15'lik asetik asit,
¢. Metanol.

Yéntem:

Elektroforez tankinin anoduna ve katoduna uygun tamponlar konulur. Her iki

tampondan esit hacim igeren ¢bzeltide sellloz asetat elektroforez kagidi en az 10

dakika 1slatiir. Sonra kagida hemolizattan bir damla uygulanip elektroforez tankinin

képrustne yerlestirilir. Kagidin santimetresine 0.2-0.3 mA akim 45 dakika uygulanir.

Daha sonra Ponceau-S ile boyanan ve bermraklagtima -geffaflagtirma cozeltisi ile

temizlenen ka@itta hemoglobin tiplendiriimesi yapilir.
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3.1.3. Hemoglobin A; Olglimi:

Prensip:

Hemolizat, DE-52 reginesi ile hazirlanmig kolona uygulanarak Hb A;, 6z§0n pH
ve klorid iyon konsantrasyonu altinda dijer hemoglobinlerden aynigtinlir. Her
fraksiyonun absorbans dederleri spekirofotometrik olarak 6lgulir. Absorbans degerleri
daha sonra Hb A; yuzdesini hesaplamada kullanilir (QUIK SEP, Hemoglobin A, Test
System, QS-7100, QS-7020 . ISOLAB inc.)

a. Ornek hazirlama:

Iki ydntem kullanilabilir.
1. 50 uL tam kan 200 puL distile ya da deiyonize suyla seyreltilir.
2. Yaklagik 9 gr/dL Hb iceren dmek 0.85% sodyum klorid solisyonu ile O¢ kez
yikanir. Bu émege esit hacim su ve 1:5 hacim karbon tetraklorid eklenir, oda
Isisinda 20 dakika bekletilip hemoliz gerceklestirilir. Hlcre kalintilari santriftj
islemi ile uzaklagtiriir. Bu hemolizatin 50 ul'si 200 pl distile suyla seyreltilir.

b. Kolon hazirlama:

1. Kolon dengelendikten sonra 50 ul hemolizat kolona uygulanir ve 200 ul Hb A;
elisyonu ile yikanir.
2. Hemolizat kolona tamamen absorbe edildikten sonra, kolon 4 ml Hb A; ¢dzeltisi
ile yikanir.
3. Kolon ikinci ¢dzeltiyle (4 ml) yikanir. Bu fraksiyon 16 mi suyla seyreltilip 415 nm
dalga boyundaki absorbansi okunur.
4. Asagidaki formil kullanilarak Hb A; yiizdesi hesaplanir:

100A

%HDb A=
A + (5N)
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A: Hb A, fraksiyonunun absorbansi,
N: Diger hemoglobinler fraksiyonunun absorbansi

c. Normal degerler:

Sinirlan; %1.5-3.0 Hb
Ortalama: %2.4 Hb

3.1.5. HbF Tayini:

Prensip:

Hemoglobinler icerisinde alkaliye karsi en direngli olani HbF'dir. Bu ézelliginden
faydalanarak HbF miktari belifenmektedir. NaOH ile denatUrasyondan sonra diger
Hb'ler amonyum sulfat ile ¢oktarulerek filtre kadidindan suzulur. HbF igeren bermrak
supematant soltsyonun absorbansi 540 nm'de okunur. Fetal ve kontrol hemoglobin
solUsyonunun optik dansitesi karsilagtirilarak HbF'in yizdesi saptanir (52).

Ayirag ve Geregler:
1. Drabkin solisyonu:

Na,COs 19
KCN 0.052g
KsFe(CN)s 0.198g
saf suda ¢6zulip hacmi 1L'ye tamamlanir.
2. 1.2 N NaOH

3. Doymus amonyum sulfat
4. Whatman | kagidi

5. Test tupl

6. Pipetler 1, 3ve 10 ml

7. Spektrofotometre

8. Kronometre
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Ydntem:

1. 10 ml Drabkin soltsyonu igerisine 0.4-0.5 ml (6.5 g%) hemolizat konup, iyice
karigtinhr.

2. Bu kangimdan her tipe 3 mi alinir, birisi test digeri kontrol olarak igaretienir.

3. Test tupine 1,2 N NaOH'ten 0.2 ml konup, galkalanarak iki dakika beklenip Uzerine 2
ml doymus amonyum stiifat eklenerek reaksiyon durdurulur.

4. Bes dakika sonra Whatman-1 kagidindan filtre edilir.

5. Kontrol taplne 0.2 mi H;O ve 2 ml Amonyum sulfat eklenerek karigtintir.

6. Kontrolden 1 ml alinarak 4 ml saf su eklenir (1/56 oraninda seyrelir).

7. Test tapu ile kontrol tuptnin absorbsiyonu 540 nm'de okunarak asagidaki sekilde
HbF degeri hesaplanir.

Test tapunin O.D
Hesaplama= X 100 = %F (AD)
Kontrol tiptunun O.D. X §

Yorum:
Erigkinlerdeki HbF ortalamasi % 1'in altindadir. Anemilerde, l6semilerde ve
karsinomalarda yikselmis HbF seviyesi gérilebilir. Orak hicre anemili erigkinlerde HbF

seviyesi %15-20'ye kadar ulagabilir.
3.1.6. Ferritin Diizeyi Olgiimii:

Prensip:

GammaDab ['%[] Feritin Radioimmunassay Kit iglemi, antikor bagli isaretleyiciyi,
badh olmayan igaretleyiciden ayimmak igin antiserum ayirag kullanilir. Hasta 6meklerinin
nonradioaktif ferritini, ferritin standartlan ve kontroller, ferritin antikorlarina baglanma
yerleri igin ferritin isaretleyicisi ile yarigir. Antikora baglanacak isaretleyici miktari, 6lgim
tiplnde var olan nonradioaktif ferritin miktari ile ters orantilidir.
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Immunopresipitasyonla antikor bagli isaretlayiciyi, bagli olmayan isaretieyiciden
antikor iceren ¢oktarich antiserum ile ayngtinhir. Tupler santriflj edilerek supematan
atiimakta ve presipitatta bulunan antikor bagli isaretleyici, gamma sayacinda
sayllmaktadir. Standart e§ri gizilerek hasta 6meklerinin ferritin konsantrasyonlan bu
edriden okunmaktadir (GammaDab ['*|] Fermitin Radioimmunassay Kit, Nestar
Cat. No. CA-1590).

Ayiraglar:
1. ['®I] Ferritin Isaretleyici ( Cat. No. CA-2671 Kit)

Her sise 14 ml fosfat tamponu, bovin serum albumini ve koruyucu olarak kirmizi
renk i¢in inert olan 0.02 M Sodyum azide ile 4 mCi igaretleyici igerir (2-8°C de
saklanir).

2. Tavsan Anti-Ferritin Serumu (Cat. No. CA-2137 Kit)
Her sige fosfat tamponu, bovin serum albumin ve koruyucu olarak mavi renk igir:
inert olan 0.02 M Sodyum azid ile tavsan anti-ferritin serumu igerir (2-8°C de
saklanir).
3. Ferritin Cokturica Antiserum Ayiraci, (Cat. No. CA-2713)

Her sise koruyucu olarak 0.02 M sodyum azid igeren fosfat tamponunda 65 mi

kegi veya koyun anti-tavsan serum ve suda ¢dzinebilen polimer igerir. (2-8°C de
saklanir).
4, Ferritin Kontrolleri, Dlzey 11I; (Cat. No. CA-2417, CA-2418)

Her sise 2 ml fosfat tamponu, bovin serum albumini ve koruyucu olarak 0.02 M
Sodyum azid ile ferritin igerir. Kontroller 10 ve 100 ng/ml'dir (2-8°C de saklanir).

5. Ferritin Kérii (Cat. No. CA-2235)

Her sige 4 ml fosfat tamponu, bovin serum albumini ve koruyucu olarak 0.02 M
Sodyum azid igerir (2-8°C de saklanr).

6. Ferritin Standartlar (Cat. No. CA-2234, CA-2236, CA-2240)

Her sigse 2 ml fosfat tamponu, bovin serum albumin ve koruyucu olarak 0.02 M
Sodyum azid ile ferritin igerir. Standartlarin konsantrasyonlari 2, 5, 20, 50, 200 ve 500
ng/mi'dir (2-8°C de saklanir).
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Yéntem:
Yitksek konsantrasyonlardaki ferritin diizeylerinin 8i¢lim iglemleri:
1. Tum ayiraglar ¢aligma ortamindaki 1siya getirilir ve kullanmadan énce karigtirilir,

2. Asaidaki tabloda gosterildigi gibi polipropilen ya da cam tupler igaretlanir (Tablo 8).

Tablo 4. Deney semas..

Tap No Tup lgengi

Ts, T2 Total Sayim (Isaretlayici)

1,2 Ferritin Koér, By 0 ng/ml
3,4 Fermitin Standart 5 ng/mi
56 Fermritin Standart 20 ng/ml
7,8 Fermitin Standart 50 ng/mi
9,10 Ferritin Standart 200 ng/ml
11, 12 Femitin Standart 500 ng/ml
13, 14 Ferritin Kontrol, L li 100 ng/ml
15, 16 Hasta X Omek

3. Uygun eglenmis tuplere;
a. 25 pl ferritin k6l ve standartiar
b. 25 ul Kontro!, L (I
¢. 25 pl Hasta plazma 6megi, eklenir.
4. Tum tuplere 100 pl kirmizi ['#°1] ferritin isaretieyici eklenir.
5. Total sayim (T4, T>) tupleri harig tim tiplere 100 ul mavi tavsan anti-ferritin
serumu eklenir ve vorteks ile karigtirilir.
6. 37°C su banyosunda 30 dakika inkube edilir.
7. Tum tuplere 500 ul ¢okturuch antiserum ayiraci eklenir. Bir vorteksin disuk hizinda
hafifge kangtinlir. Céktarich antiserum ayiract, magnetik karigtiricida devamli karigtinilir,
pipetleme sirasinda her 10-15 tup kanstirici barda ya da elle déndurtlerek karigtirilir.
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8. 37°C de 5 dakika inkUibe edilir.

9. Tum tupler 1000Xg de 2-12°C'de 15 dakika santrifuj edilir.

10. Total sayimlar harig.her tip dikkatlice adzi genig kinlmaz bir kaba dokultr. Her
tiptn agz, reziduel supematani uzaklastirmak igin absorban kagit tizerine birakilir.

11. Tum tupler lodin-125 igin uygun ayarli gamma sayacinda 1 dakika stre ile sayilir.
12. Sonuglar standart egriden hesaplanir.

Dusgtik konsantrasyonlardaki ferritin diizeylerinin 8lgiim iglemleri:

1. Yuksek sinirilardaki iglemlerin 2. basama§inin ayirag ve tupleri 2 ng/mi ferritin
standarti ve 10 ng/ml ferritin kontrol L 1 igerir.
2. Her eslenmis tape;
a. 100 pl ferritin kéru ve standartiari,
b. 100 ul ferritin kontrol, L | ve I,
c. 100 ul 6mek, eklenir.
3. Tum taplere 100 ! kimizi ['#1] feritin isaretleyici konulur.
4. Total sayim tlpU hari¢ her tipe 100 ul mavi tavsan antiserumu eklenir. Vorteksle
karigtirilir.
5. 37°C'de 60 dakika inktbe edilir.

6. Yiksek konsantrasyonlulardaki iglemlerin 7. basamagi ile devam edilir.

Sonuglar:

1. Her tup igin dakika sayimi (CPM) kaydedilir.

2. Yari logaritmik kadit Gzerinde femitin standardinin CPM degerleri vertikal eksene ve
ferritin konsantrasyonu horizontal eksene yerlestirilir.

3. Egri cizilir.

4. Omeklerin ferritin konsantrasyonu yatay eksenden okunarak bulunur. Ferritin
dizeyleri tablo S'te veriimigtir.
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Tablo 5. Ferritin dizeylerinin normal ve demir eksikligi anemisindeki sinirlari..

Erkekler Kadinlar
18-45 Yag Normal Simidar | 36-255 ng/ml 10-64 ng/ml
45-Uzeri Yag “ 42-262 ng/mi 24-155 ng/ml
Demir eksikligi
Anemisi Sinin 2-8 ng/ml 2-26 ng/mi

4. Molekiiler Galigmalar:

4.1. DNA Elde Edilmesil:
Prensip:

Periferal kandaki kirmizi hucreler hipotonik bir ¢ozelti ile patlatildiktan sonra
santrif(j edilerek |okositler aynstinimaktadir. Sodyum klortr-tris-EDTA (STE) soltsyonu
ile stuspanse edilerek sodyum dedosil silfat (SDS) ve Proteinaz K eklenmesiyle
proteinler sindirilir. Fenol-kloroform ekstraksiyonu ile DNA purifiye edildikten sonra saf
etanolde ¢oktlrtlerek genomik DNA eide edilir (88).

Ayiraglar
1. Retikulosit salin gbzeltisi

NaCl 4090¢
KCI 1.85g
- MgCl,x6H, 0 7.10g
Distile su ile 1 L'ye tamamlanir

2. Lizis ¢bzeltisi (Taze hazirianir):

131 mM NH,CI 7.14¢
0.9 mM NHHCO;,3 007g
Distile su 1 L'ye tamamlanir
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3. STE ¢ozeltisi

0.1 M NaCl 584¢g
0.05 M Tris 6.05g
1 mMEDTA 037g
Distile su 1 L'ye tamamianir

1 L'ye tamamlanmadan énce pH:7.4'e (NaOH-HCI) ayarlanir ve 4°C'de saklanir.

4. Proteinaz K ¢ozeltisi:
25 mg proteinaz K, 2.5 ml 10 mM (pH:7.5) Tris-HClI igerisinde ¢6zUllr ve derin

dondurucuda (-20°C) saklanir.

5. Fenol:

1000 gr fenol 500 ml saf suda ¢ézUlir.Uzerine egit hacimde 200 mM Tris-HCL
pH:8 tamponu ilave edilerek bir kag kez iyice galkalanir. Fazlar ayrilincaya kadar
beklenir. Tamponun (ust faz) pH'st kontrol edilir. pH:8.0 altinda ise Ust faz atilip yeni
tampon eklenir. Ayni isleme pH:8.0 oluncaya kadar devam edilir. Islemin sonunda fenol
fazinin Gzerinde bir miktar tampon birakilip, fazlasi atilir. Konsantrasyonu %0.1 olacak
sekilde hidroksi kinolin eklenir. Bu maddenin ¢bzllmesiyle fenol san bir renk alir

+4°C'de uzun sure saklanabilir.

6. Fenol/Kloroform/lzoamil alkol: 25/24/1
7. Kloroform/izoamil alkol ; 24/1
8. TE solusyonu, 10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH.7.5

Ydntem:

EDTA' tiplere alinan 5 ml kan 15 mllik adzi kapakl plastik santrifGj tipune
aktarilir, Sogutmali santrifijde (+4°C) 10 dakika santriflj (2500 rpm) edilerek plazmasi
atilir. Gokelen kan hucreleri Uzerine 1xRetikulosit solisyonu konularak karistirihir. 10 dk
santrifl}j edildikten sonra Ust faz atilir. Bu iglem U¢ kez yinelenir. Cékelen hicreler
tzerine hemoliz solisyonu konularak eritrositierin patlamasi i¢in 10 dakika beklenir,

40



santrif(j edilerek hemolizat aynlir. TUpUn dibindeki I6kositler iginde kirmizi htcreler
kalmis ise iglem tekrar edilir. Beyaz hicreler 4 ml STE soltsyonu ile stispanse edilerek
125 pul %20k SDS ve 50 uL proteinaz K (10 mg/mL) eklenerek hafifce karistinlr.
37°C'de bir gece inkube edilen bu karigtima 5 ml fenol eklenerek 10 dakika nazikge
karistinlip santrifij edilir. Ust faz alinir, kendi hacmi kadar kloroform-izoamil alkol ile 10
dakika karistinlir. Santriflj igsleminden sonra Ust faz soduk absoll etanol igine alinr.
DNA hava kabarciklan gikartarak gokelir. Bir pastor pipeti ile ependorf tiptne alinan
DNA, %70'ik etano! ile yikanir. Alkol tamamen ayrildiktan sonra kuru DNA ¢okeleginin
Gzerine (takribi DNA ¢bkelegdinin miktarina gére) 100-200 uL TE tamponu konur. 37°C
de bir gece bekletilir. DNA tamamen gézununce 10 pl'si 590 pL saf su ile kangtinlip 260

nm'deki absorbansi 6igtlerek konsantrasyonu hesaplanir.
OD2¢0 X Sulandirma orami(60) X 40 = pg/mi

Hazirlanan DNA'nin 280 nm'deki absorbansi da éigtlerek, OD2e/OD2g Oranindan

verimi kontrol edilir (Bu oran 1.5 ve T ise kaliteli DNA elde edilmistir).
4.2. Polimeraz Zincir Reakslyonu (PCR) lie Alfa Gen Amplifikasyonu:

4.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Prensibi:

Lokositlerden elde edilen genomik DNA'nin istenilen bdlgesinin, in vitro
kosullarda 6ncil (primer) DNA'lar kullanilarak konéantrasyonunun molekuler agidan
degerlendirilebilir dizeye g¢ikanilmasidir. Replikasyon ile DNA'nin istenilen bolgesi
istenilen miktarda ¢ogaltilabilmektedir. Tepkimede asil olay bir replikasyon olup in vivo
kosullaria kargilastinldiginda, énci DNA gérevini primerler ve DNA polimeraz gdrevini
Tagq polimeraz enzimi gérmektedir (26,54).

Reaksiyonda denattrasyon, yapisma (annealing) ve zincir uzamasi (extension)
olmak Uzere U¢ agamadan olusur. Denatlrasyonda yiksek isida genomik DNA'nin gift
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sarmahinin agilmasi sadlanmaktadir. Isinin primerlerin yapigmasi igin uygun dazeye
dustrtlmesi ile primer gérevi gbrecek oligonukleotidler, agilmig DNA'nin kendilerine
komplementer 3' uglarina yapigirlar. Uygun yerlere yapismis oligontkleotidiere,
dNTP'lerin Taq polimeraz enziminin yardimiyla eklenmesi igin isinin bir miktar
yikseltiimesiyle zincir uzamasi gergeklesebilmektedir. Bu dénginun birgok kez
tekrarlanmas! ile 6zgun hedef pargaci§in birikimi yaklasik 2" kadar artmaktadir (n'
burada amplifikasyon strecindeki déngl sayisini gdstermektedir) (26,55).

4.2.2. 10XPCR Tamponunun Hazirlanmasi:

Tris Cl pH 8.8 670 mM
Magnezyum Klorir (MgCl.) 40 mM
Amonyum sulfat (NHSO.) 166 mM
B-Merkaptoetanol 100 mM
Bovin Serum Albumin 1 mg/ml
Steril redistile su iginde. 10 ml

4.2.3. Alfa Globin Gen Primerleri:

Tablo 6. Alfa globin gen amplifikasyonunda kullanilan primerierin baz dizisi (9,11).

Primer o, cap site'a goére Dizi

A o(5.760-5.782) 5-CTTTCCCTACCCAGAGCCAGGTT-3'
B o1(11.344-11.366) 5-CCCATGCTGGCACGTTTCTGAGG-3'
C ax(7.525-7.548) 5-CCATTGTTGGCACATTCCGGGACA-3'
1 N () 5-GCAAGCTGGTGGTGTTACACA-3'

2 C1 5-TGGAGGGTGGAGACGTCCTG-3'

3 3ay “CCATGCTGGCACGTTTCTGAGG-3'
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4.2.4. Alfa Gen Amplifikasyonu: -
Iki mikrosantrifdj tapl alinir, mutant ve nomal olarak isaretienir. Her émek igin
100 pl olmak tzere galigilacak 6mek sayisina gbére PCR karigim havuzu hazirlanir
(Tablo 6, 7).
Tablo 7. Amplifikasyon kosullan igin gerekli PCR karigiminin igerigi (9).

Icerik Konsantrasyon
Tris HCipH 8.8 67.0 mM
Amonyum sulfat 16.6 mM
R-merkaptoetanol 10.0 mM

MgCl, 4.0 mM

Bovin serum albumin 0.1 mg/mi
Dimetilsulfoksit (DMSO) 10.0%

Deoksi nukleotid trifosfat(dNTP)  200.0 mM

Primer | 25.0 pmol/100 ml
Primer |l 25.0 pmol/100 mi
redistile su ile 100.0 pl'ye tamamlanir

Normal ve mutant tdplerin konsantrasyonu tablo 8'de verildigi gibi haziranir.

Tablo 8. Amplifikasyon tuplerinin ¢ézelti konsantrasyonu

Mutant Normal

10XPCR Tamponu 10.0 ul 10XPCR Tamponu 10.0 pi
DMSO %100 10.0 ul DMSO %100 10.0 ul
dNTP 6 mM 3.7 ul dNTP 6 mM 3.7 ul
Primer 25 pmol/ml 1.0ul Primer* 25 pmol/m! 1.0 pl
Primer 25 pmol/ml 1.0 pl Primer* 25 pmol/ml 1.0 pl
Redistile su 74.3 pl Redistile su 743 pl
Toplam PCR Kanigimi  100.0 pl 100.0 pl

(*) isaretli primerier -(a)®’ mutant igin A+B ve nommal kromozom igin A+C'dir, ()™ > mutant igin 1+3 ve
normal kromozom igin 2+3%iir (9,11).
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PCR karigiminin yarisi amplifikasyon tiplerine alinir ve genomik DNA'dan 1 pg
konulur. 6 dakika stire ile 99 °C'de denatire edilir. Denatirasyon suresinin dolmasi ile
kalan PCR karigimina Taq polimeraz enziminden her émek igin 2.5 U konur ve daha
sonra denatdrasyonu tamamlanmig karigima 100 plyi tamamlayacak sekilde eklenir.
Amplifikasyona baglamadan 6nce tup igeri§inin buharlagmasini 6nlemek amaciyla
mineral oil eklenir. Ardindan PCR programi uygulanarak amplifikasyon baglatilir.

4.2.5. PCR Programi:

99°C de 6 dakika sUreyle 6n denatirasyon yapilir. Amplifikasyon programinin bir

déngusunde;
84°C de 1 dakika Denatlrasyon,
55°C de 1 dakika Yapigma (Annealing,)
72°C de 2 dakika Uzama (Extension),

asamalan bulunmaktadir. 25 dongu tamamlandiktan sonra amplifikasyon Grinindn
géruntilenmesi agamasina gegilir (9).

4.3. Amplification Refractory Mutation System (ARMS) ySntemiyle p-Globin
gen mutasyonlarinin incelemesi:

Prensip: Lokositten elde edilen DNA, B—globin gen mutasyonlari igin uygun primerier
kullanilarak ARMS yo6ntemiyle ¢ogaltiir. PCR ile elde edilen amplifikasyon Grinleri
agaroz jel elektroforezinde yurtthlir ve DNA fragmaninin uzunluklarina gére olugan
bantlar gérintilenerek mutasyonlar saptanir (104).

4.3.1. 10xReaksiyon Tamponu

KCl 2M 1250 pl
Tris pH 8.3 1M 500 ul
MgCl..6H.0 1M 75 ul
Jelatin 5mg
Steril distile su 3200 pl
Toplam hacim 5025 pl
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PCR Kangin:
10xReaksiyon tamponu

dNTP 10 mM

Spemidin 1M

Steril distile su

Toplam hacim

125 ul
100 pl
1ul
774 pl
1000 pl

4.3.2. Amplifikasyonda kullanilan primerler:

Tablo 9. ARMS ydnteminde kullanilan primerlerin baz dizisi (104).

Primer adi

Primer dizisi

Kontrol Primer (15)

Ontak Primer

IVS I-110

VS 1-1

VS 1-6

Kodon 39

VS I

IVS 1I-745

Frameshift 8

(16)

(30)

(31)

(40) Mutant
(41) Normal
(42) Mutant
(43) Normal
(46) Mutant
(59) Normal
(47) Mutant
(52) Normal
(49) Mutant
(58) Normal
(50) Mutant
(57) Normmal
(54) Mutant

(70) Normal

5-CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3'
5'-GAGTCAAGGCTGAGAGATGCAGGA-3’
"“ACCTCACCCTGTGGAGCCAC-3'
"“CCCCTTCCTATGACATGAACTTAA-3'
5-ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATAGACT-3'
5'-ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATAGACC-3'
5-TTAAACCTGTCTTGTAACCTTGATACGAAT-3’
5-TTAAACCTGTCTTGTAACCTTGATACGAAC-3’
5-TCTCCTTAAACCTGTCTTGTAACCTTCATG-3
5-TCTCCTTAAACCTGTCTTGTAACCTTCATA-3
5-CAGATCCCCAAAGGACTCAAAGAACCTGTA-3’
“TTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGTCCC-3'
~AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTCAA-3'
5-AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTCAC-3'
5-TCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGG-3'
~TCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGC-3'
5-ACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGCAGG-3
5-ACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGA-3’
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43.3. p-Globin gen mutasyonlanmin saptanmasinda kullanilan

amplifikasyon kogullar:
B-Globin gen mutasyonlan ARMS y6ntemiyle 7 mutasyon igin arastinldi (Tablo
8). Her 6mek igin iki amplifikasyon tipl hazirlandi (Tablo 10). Uygun PCR protokoll

kullanilarak amplifikasyon baglatildi.

Tablo 10. Amplifikasyon tuplerinin ¢bzelti konsantrasyonu.

Mutant Nomal
DNA 0.5ug DNA 0.5 ng
Kontrol Primer (15) 1.0 pt (5 pmol) Kontrol Primer (15) 1.0 pl (5 pmol)
“ * (16) 1.0 ul (5 pmol) * * (16) 1.0 pl (6 pmol)
Mutant Primer 1.0 pl (5 pmol) Normal Primer 1.0 pl (5 pmol)
“ “ 1.0 pl (5 pmol) g * 1.0 pl (5 pmol)
PCR Karisimi 200 ul PCR Karigimi 200 pl
Taq Polimeraz 0.1ul Taq Polimeraz 0.1 pl
Toplam hacim 25.0 pl Toplam hacim 25.0 u!

4.3.4. PCR Protokolii:

94°C'de 1 dakika
65°C'de 1 dakika
72°C'de 1.30 dakika
Toplam 25 déngu.

4.4. Agaroz Jel Elektroforezi:
Prensip:

Elektriksel glg uygulanarak DNA'nin anoda doru go¢ etmesi saglanir. Jel
Uzerinde bulunan kontrol (marker) DNA yardimi ile molekuler agirhid: tayin edilir (13).
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Ayiraglar:

1. %1.5%k Agaroz Jel: 1.5 gr agaroz bir miktar 1XTBE tamponunda ¢6ztlap 100 mi'ye
ayni tamponla tamamlanr.

2. Etidium Bromur: 5 mg/ml olacak sekilde saf suda hazirlanir.

3. Uygulama (Loading) Tamponu: %0.25 Bromfenol mavisi, %40 sukroz olacak

sekilde 1XTBE'de ¢bzulup pH 7.5'e ayarlanir.

4, 5XTBE Tamponu:

Ybntem:

% 1.5'lik agaroz mikrodalga finnda polimerizasyona uygun hale getirmek igin sivi
hale gelinceye kadar isitilir. Cahgilan édmek sayist kadar kuyucuk tagiyan tarak
yerlestirilmis elektroforez kabina agaroz dokulur ve donuncaya kadar beklenir.
Polimerize olmus jel 1XTBE tamponu igeren elektroforez tankina konulur. Bir parga
parafilm Gzerine her 6mek icin 0.2 ml uygulama tamponu konulur ve amplifiye olan
DNA'larin herbirinden 10 pl alinip otomatik pipet yardimiyla homojen hale gelinceye dek
kanstinlir. Bu kangim agaroz jeldeki uygulama kuyucuklarina uygulanir. Tim émeklerin
uygulanmasi tamamlandi§inda elektroforez iglemi baglatilir. Bir saat sure ile 70 V akim
verilir. Elektroforez iglemi tamamlandiginda jel, etidyum bromur kabina konularak 2-3
dakika boyanir. Ultraviyole lamba ile bantlarin yuridiga mesafeler gézlenir. UV sk

altinda kamera ile deney sonucu gértntllenir ve ¢ekilen resimler degeriendirilir.
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BULGULAR

Daha énce Gukurova Universitesi Tip Fakultesi Dahiliye Hematoloji bilim dalinda
Hb H tarusi konulan bir hastanin, Igel ili Mersin merkezine bagh Demirigik kéyunde
yagayan ailesi ile kdyde yagayan diger fertlerden toplam 38 kan 6megi toplanmigtir.

Omeklerin laboratuvara gelmesinden sonra hematolojik veriler, Coulter Counter
otomatik kan sayim cihaziyla incelenmigtir. Omeklerin hemoglobin elektroforezi, Hb A,
ve Hb F dlzeyleri saptanmig ve talasemili olgulari ayimak igin plazma femitin dizeyi
6lgilmugtar. Tum kan émeklerinin 16kosit DNA'si fenol-kloroform ekstraksiyonu ile
aynistinidiktan sonra, p-talasemi olasili§i digtntlen 6émeklerin mutasyonlari ARMS
teknigi ile, o~talasemi dusuntlen émekierin a—globin gen delesyonlar polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile incelenmigtir. Aile ici ve disi édmeklerde bulunan o~ ve B-
talasemilerin genotipi sistematik bir galisma ile gosterilmigtir.

Hematolojik bulgular dederlendirildiginde, tim 6mekierin hemoglobin miktari 6.0-
156.5 gr/dl, Hct orani %21.047.2, MCV degerleri 57.6-102.2 fL, MCH miktar 16.0-32.2
pg ve MCHC orani %27.8-33.2 arasinda bulunmustur. Hb A, ve Hb F miktarlar, sirasi
ile %1.06.3 ve %1.5-3.5 olarak bulunmustur (Tablo 11).

Hematolojik bulgularin istatistiksel ortalama degerieri tablo 12'de verilmis ve
tabloda géraldtgu gibi Hb ortalamasi 11.7 gr/dl, Het %37.7, MCV 79.4 fL, MCH 24.7 pg,
MCHC %30.9, Hb A; %2.9 ve Hb F %2.2 olarak bulunmugtur.
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Tablo 11. Omeklerin hematolojik verileri.

Ad- c-Y Hb RBC | WBC | Hct MCV | MCH | MCHC | Hb | HbA, | HbF
Soyad (gridl) | (10%) [ (10%) | (%) (fL) (pq) | (%) Ele. | (%) (%)
1.5.K E-67 | 14.6 453 | 11.7 | 46.3 102.2 | 32.2 | 31.6 AA | 2.9 3.1
2B.K K-57 | 115 5.69 9.9 | 39.6 69.5 | 20.3 | 29.1 AA | 2.1 3.0
3F. K E-30 | 10.3 540 | 11.3 35.6 65.8 | 19.1 | 29.1 AH | 1.0 2.1
4.H. K K-28 | 124 6.30 | 124 | 41.4 65.6 | 19.6 | 29.9 AA | 6.3 3.1
5.5. K. E-10 | 11.3 5§69 | 10.2 | 37.4 65.7 [ 19.9 | 30.2 AA | 6.2 3.0
26M. K. | K-38 | 14.6 515 | 122 | 446 86.7 | 28.3 | 326 AA | 24 2.0
71K K-34 9.9 553 | 154 | 34.5 62.4 | 18.0 | 288 AH [ 1.2 21
8.0. K E-10 [ 12.9 472 | 10.4 | 40.6 858 | 27.3 | 31.8 AA | 2.6 2.1
9.8.K K-8 12.9 517 | 135 | 40.8 79.0 | 25.0 | 31.6 AA | 26 2.0
10.R. K. | E-27 | 155 532 | 11.0 | 47.2 88.8 | 29.1 | 328 AA | 25 3.0
11R. K. | E-25 9.8 5.33 6.0 | 35.0 65.6 | 18.3 | 28.0 AH [ 1.2 21
12E. K. | K-20 9.8 457 [ 126 | 324 709 | 21.4 | 30.2 AA [ 1.8 2.8
13E.A. | E-9 10.5 521 | 122 | 355 68.1 | 20.2 [ 29.7 AA | 2.1 2.0
14E.A. | K18 | 11.8 479 | 10.3 | 38.0 79.2 | 246 | 31.0 AA | 24 35
15M.A. | E-55 | 12.6 4.76 8.2 [ 40.3 847 [ 26,5 | 31.3 AA | 24 2.5
16.5. A K-43 7.9 4.35 6.1 27.3 62.7 | 18.0 | 28.7 AA | 2.2 2.1
17.A.A. | K-51 6.0 3.75 6.9 | 21.6 57.6 | 16.0 | 27.8 AA [ 1.2 2.5
18R.A. | E-16 | 121 4.25 | 105 | 36.7 86.2 | 28.6 | 33.2 AA | 2.8 2.4
19AK. | E-78 | 13.4 4.32 6.4 | 415 96.0 | 31.1 | 324 AA |43 1.8
20F. K. | K-67 | 111 4.00 90 | 35.3 883 [ 279 | 31.6 AA | 25 2.4
21.U. K. | K-23 | 124 414 | 101 38.0 91.7 | 30.0 | 32.7 AA | 34 2.4
22.0. K. | K-21 12.0 4.20 7.8 | 38.1 90.7 | 28.7 | 316 AA | 338 2.0
23B.K. | K-56 | 121 4.27 7.0 | 377 88.1 | 284 | 32.2 AA | 40 1.5
2aN.K. | K-33 | 130 4.79 85 | 41.2 85.9 | 27.2 | 316 AA | 37 25
25C.K. | K-16 | 13.8 4.837 | 10.1 43.0 88.3 | 28.3 | 32.0 AA | 26 2.6
26.0.D0. | E-8 11.9 5.35 8.9 | 38.2 729 | 226 | 311 AA | 26 2.5
21.7.D. | E-T1 9.8 4.01 73 [ 318 79.3 | 244 | 308 AA | 20 25
28.H.D. | K-64 | 13.2 5.06 | 100 | 415 821 [ 26.1 [ 31.8 AA | 24 1.7
29G. K. | K43 | 11.7 4.08 9.1 36.7 90.0 | 28.7 | 31.9 AA | 2.3 2.9
30.S5.H. | K-31 12.2 4.54 80 | 385 849 | 269 | 3138 AA | 29 1.6
3EH | K7 12.3 449 [ 137 | 388 86.5 | 275 | 31.7 AA | 2.8 1.5
32H. K. | K-36 | 11.4 4.48 | 12.6 36.2 80.8 | 254 | 31.4 AA | 33 2.2
33M.K. | E-67 | 131 4.39 6.9 | 41.4 94.2 | 29.8 | 31.6 AA | 2.7 2.4
34E. T K78 | 12.4 4.56 8.7 | 39.0 855 | 272 [ 31.8 AA | 29 1.7
35.5.D K-32 | 10.2 4.89 90 | 34.0 69.6 | 20.9 | 30.0 AA | 49 2.0
36.M.D. | K-8 111 5.58 78 | 37.3 66.9 | 200 | 29.9 AA | 4.0 1.8
37.H.D E-5 10.0 5.32 7.7 | 337 63.4 | 18.9 | 29.8 AA | 55 1.6
38.5.D K-9 12.7 453 | 139 | 395 87.2 | 281 | 32.2 AA | 34 1.6




Tablo 12. Hematolojik bulgularin istatistik verileri.

Istatistik Hb RBC WBC Hct MCV MCH MCHC HbA, Hb F
Sonuglan gr/dl (10%) (10%) (%) (fL) (pg) (%) (%) (%
Ortalama 11.7 4.79 9.8 37.7 79.4 24.7 30.9 29 2.2
S.Sapma 1.8 0.57 24 4.7 11.3 4.4 1.3 1.2 0.5
S.Hata 0.2 0.09 0.3 0.7 1.8 0.7 0.2 0.2 0.08
Range 9.5 2.55 9.4 25.6 44.6 16.2 5.4 5.3 2.0
En biiyiik 15.5 6.30 15.4 47.: 102.2 32.2 33.2 6.3 3.5
En kiigiik 6.0 3.75 6.0 21.( 57.6 16.0 27.8 1.0 1.5
Median 12.( 4.74 9.9 38.0 83.4 26.3 31.6 2.6 24

Omekler hemoglobin elektroforeziyle incelendiginde, Gg olgunun Hb H hastasi
oldugu gézlenmistir (Sekil 8). Bu olgularin MCV degerleri 62.4, 65.8 ve 65.6 fL olarak
bulunmus ve tim émeklerin MCV ortalamasindan daha distk duzeylerde olduklari
saptanmistir. Hb H hastalarinin Hb, MCH, MCHC, Hb A; ve Hb F degerleri tim
émeklerin ortalama dizeyinden dusik iken, eritrosit sayilarinin ortalamanin Uzerinde
oldugu bulunmustur (Tablo 12,13).

Sekil 8. Hb H hastalarina ait hemoglobin elektroforezi sonucu.
1) I.K, 2) F.K, 3) R K ya ait elektroforez bulgularini, A harfi Hb A’yi ve H harfi
Hb H'yi gostermektedir.
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Tablo 13. Alfa talasemili Smeklerin hematolojik verileri.

Ornek | Cins | Hb RBC | Ht [ MCV [MCH [MCHC [ Hb | HbA;, | HbF | a-Globin
Adi Yas | (oridl) | (10% | %) | (L) (pg) | (%) Ele. | (%) (%) | Genotipi
S.K. | E67 | 146 | 453 | 46.3 | 102.2 | 322 | 316 AA | 29 3.1 —a/aa
S.K. [E10 [ 113 [569 | 374 | 657 [199 | 302 |AA | 6.2 30 | —o/oa
O.K [E-10 | 129 | 472 | 40.6 | 858 | 27.3 | 31.8 AR | 26 21 —a/ao
B.K. | K8 [129 [6.17 | 408 [ 790 [ 250 [316 | AA | 26 20 | —woa
B.K | K57 | 116 | 5.69 | 39.6 | 695 | 20.3 | 291 AA | 24 3.0 | —/oa
LK. K-34 | 9.9 553 | 3465 | 624 | 18.0 | 28.8 AH [ 1.2 2.1 —l-a
F.K. | E-30 | 103 | 56.40 | 35.6 | 658 | 19.1 | 29.1 AH [ 1.0 21 | —/a
R K |E27 [ 98 633 [ 350 | 656 | 183 | 280 | AH | 1.2 2.1 —/-a

a-Globin gen delesyonlart PCR yontemi ile incelendiginde, 4 olgunun bir a—gen

delesyonu, bir olgunun iki a—gen delesyonu ve Ug¢ olgunun da 3 o-gen delesyonu

icerdi§i saptanmistir. Tek a—globin gen delesyonu igeren iki olgunun (O.K.-10 ve B.K.-8)

hematolojik verileri normal sinirlar iginde bulunmug ve bir olguda (S.K.-67) ise MCV

duzeyi 102.2 fL olarak bulunmustur. Hematolojik bulgular ortalama sinirlanin altinda
olan S.K. (S.K-10)nin MCV diizeyi 65.7 fL ve Hb A, dizeyi % 6.2 olarak bulunmugtur
(Tablo 13).

lki a—globin gen delesyonuna sahip olgunun (B.K.-57) hematolojik bulgularinin

normal degerlerin altinda oldudu gézlenmistir. Bu olgunun hematolojik bulgularinin tek

gen delesyonlu olgularla Hb H hastast olgularin bulgular arasinda oldugu gézlenmigtir
(Tablo 13).
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Tablo 11'de gézlendidi gibi 1 ve 19 nolu émeklerin MCV degerleri ytksek
bulunmus ve bu olgularda bagka bir hematolojik bozukluk olasiligini aragtimak igin
vitamin B, ve folik asit dizeyleri Slglilmistur. Cukurova Universitesi Tip Fakultesi
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda “Solid Phase No Boil Dualcount system for Vitamin
B,2/Folic Acid” analiz yontemi ile yapilan incelemede bu olgularda vitamin By, dizeyi
normalden dustk sinirlarda bulunmugtur. Folik asit ise S.K.da dugtk ve A.K.da normal
sinirlarda bulunmugtur (Tablo 11,14).

Tablo 14. Vitamin By, ve Folat ¢aligilan olgulara ait sonuglar

 Ormek Vit. By Folat MCV Hb A,
Adi (pg/mi) {ng/ml) (fL) (%)
1.SK(67Y) 138 11 1022 29
2.AK. (78Y) 135 4.7 9.0 43
iNormal de§erer | 200-950 3.0-17.0

Butdn 6dmeklerin ferritin dizeylen incelenmig, ancak 7 émegin plazmasi hemolizii
oldudu igin galigma digi birakimigtir. Omeklere ait ferritin dederlerinin ortalamasi 59
ng/ml ve standart sapmasi 60 ng/ml olarak bulunmus ve sinirlarin ¢gok genis oldudu
gbrulmigtar (Tablo 15). 15 6medin MCV  duzeyleri 79 fl'den duglk bulunmus ve
bunlarin §'inde Hb A; dlzeyinin % 3.7'den yiksek oldudu ve ferritin dizeylerinin 17-95
ng/ml arasinda oldudu gézlenmisti. Bu Omekler p-talasemi aday olarak
degerlendirilmis ve molekiler inceleme icin ayrimigtir (Tablo 16). Hb A, duzeyi
%3.7'den dlstk olan 10 6émegin ferritin duzeyleri 20-263 ng/mi arasinda bulunmugtur.
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Tablo 15. Demir profili igin ferritin dlizeyi saptanan olfgular

Ad-Soyad Hb Hct MCV MCH MCHC Ferritin®
(grid) | (%) (fL) {2)] (%)
1. S.K. 14.6 46.3 102.2 32.2 31.6 68
2.B.K 115 39.6 69.5 20.3 29.1 49
3.F. K. 10.3 35.6 65.8 19.1 29.1 181
4. H. K. 12.4 41.4 65.6 19.6 29.9 95
51K 9.9 34.5 62.4 18.0 28.8 263
6.0.K 129 40.6 85.8 27.3 31.8 45
7.B. K. 12.9 40.8 79.0 25.0 31.6 36
8.R. K. 15.5 47.2 88.8 29.1 32.8 62
9. R. K. 9.8 35.0 65.6 18.3 28.0 235
10. E. K. (A.) 9.8 324 70.9 21.4 30.2 35
11.E.A. 11.8 38.0 79.2 24.6 31.0 33
12. M. A, 12.6 40.3 84.7 26.5 31.3 38
13.8.A 7.9 27.3 62.7 18.0 28.7 25
14. A. A. 6.0 21.6 57.6 16.0 27.8 20
15.R.A 12.1 36.7 86.2 28.6 33.2 20
16.A. K 13.4 41.5 96.0 311 324 27
17.F. K. 11.1 35.3 88.3 27.9 31.6 52
18. U. K 124 38.0 91.7 30.0 32.7 §5
19. U. K 12.0 38.1 90.7 28.7 31.6 24
20.B.K 121 371.7 88.1 28.4 32.2 52
21.N.K 13.0 41.2 85.9 27.2 31.6 58
22.0.D. 11.9 38.2 72.9 22.6 311 36
23.T.D. 9.8 31.8 79.3 24.4 30.8 24
24.H.D. 13.2 41.5 82.1 26.1 31.8 40
25.G. K 11.7 36.7 90.0 28.7 31.9 40
26.8.D. 10.2 34.0 69.6 20.9 30.0 17
27. H. D. 10.0 33.7 63.4 18.9 29.8 27
28.8.D 12.7 39.5 87.2 28.1 32.2 41
29.S.H 12.2 38.5 84.9 26.9 31.8 36
30.E. H. 12.3 38.8 86.5 27.5 31.7 12
31. M. K. 131 41.4 94.2 29.8 31.6 93
* Ferritin duzeyi ¢aligilamayan érnekler tabloda gosteriimemigtir.

53




Tablo 16. MCV duzeyi digtik 6meklerin bazi hematolojik verileri ve ferritin dlizeylemin

sonuglari.

Ad-Soyad MCV (fL) | HbA,(%) | HbElekt. |[Feritin{ng/ml)* la--Gen genotipi
1. H.K. 65.6 6.3 AA 85 aa/ot
2. S.K. 65.7 6.2 AA ? —o/ao
3. H.D. 63.4 55 AA 27 ac/oa
4.S.D. 69.6 49 AA 17 ac/oo
5. M.D. 66.9 40 AA ? aa/out
6. B.K. 79.0 26 AA 36 —ovaot
7.0.D. 729 23 AA 36 oo/t
8. S.A. 62.7 22 AA 25 ac/oct
9. B.K. 69.5 2.1 AA 49 —/ao

10. E.A. 68.1 2.1 AA 33 oo/

1. EK. 70.9 1.8 AA 35 aa/oa

12. RK. 65.6 1.2 AH 235 —/-a

13. LK. 62.4 1.2 AH 263 —/—a

14. AA. 576 1.2 AA 20 oo/,

15, F.K. 65.8 10 AH 181 —/-a

* (7?) igareti olan démekler plazmalan hemolizli oldugu igin ferritin dizeyi dicilemeyen dmekleri

gostermektedir.

Omeklerin DNA'lari I6kositlerden izole edilerek DNA derisimleri &lgllmis ve

bulgular tablo 18'de gdsterilmigtir. Tablo 17'de géruldiaga gibi 4 6megin DNA veriminin

1.5'in altinda ve diger émeklerin verimlerinin 1.5'in tzerinde oldudu gériimugtar.
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Tablo 17. DNA izolasyonu sonucu saptanan DNA derisimleri.

Ad-Soyad O.D-:so‘ 0.D.2s0 0.D.260/0.D.280 Konsantrasyon
pg/ml.
1.S. K. 0.140 0.091 1.54 420
2.B.K 0.217 0.131 1.65 651
3. F. K. 0.226 0.142 1.60 678
4. H. K. 0.262 0.182 1.44 786
5.S, K. 0.241 0.161 1.50 723
6. M. K. 0.245 0.166 1.48 735
7.LK. 0.360 0.220 1.64 1080
8.0.K 0.260 0.183 1.42 780
9. B. K. 0.324 0.210 1.54 972
10. R. K. 0.202 0.126 1.60 606
11.R. K. 0.240 0.150 1.60 720
12. E. K. (A)) 0.320 0.202 1.5¢ 960
"13.E. A. 0.105 0.062 1.70 315
14. E. A. 0.155 0.103 1.50 465
15. M. A. 0.128 0.082 1.56 384
16. 5. A 0.104 0.067 1.55 312
17. A. A. 0.105 0.066 1.59 315
18. R. A. 0.139 0.084 1.65 417
19, A. K. 0.107 0.067 1.59 321
20.F. K. 0.196 0.128 1.53 588
21. U. K. 0.252 0.156 1.61 756
22, U. K. 0.267 0.168 1.59 801
23.B. K. 0.299 0.181 1.65 897
24.N. K. 0.168 0.104 1.61 504
25.C. K. 0.308 0.180 1.62 924
26. 0. D. 0.184 0.108 1.70 552
27.T.D. 0.131 0.083 1.57 393
28. H. D. 0.261 0.150 1.74 783
29.G. K. 0.261 0.171 1.52 783
30.S.D. 0.446 0.273 1.63 1338
31.M.D. 0.074 0.052 1.42 222
32.H.D. 0.112 0.075 1.49 336
33.S8.D. 0.147 0.108 1.36 441
34.S.H. 0.228 0.155 1.47 684
35.E. H. 0.178 0.124 1.43 534
36. H. K. 0.162 0.110 1.47 486
37.M. K. 0.155 0.103 1.50 465
38.E. T. 0.250 0.167 1.50 750

* OD;60 260 nm.deki absorbanst, ** OD,g 280 nm.deki absorbansi géstermektedir.

Uygun primerler ve amplifikasyon kosullan kullanilarak batin émeklerin a—globin
genleri o ve o®? delesyonu agisindan incelenmistir. Toplam 7 6megin o’ delesyonu ve
4 srmegin o®® delesyonu igerdigi saptanmigtir (Tablo 18).
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-o>7 delesyon tipi aragtinimasi sonucunda, birinci kusaktan bir bireyde mutant,
ikinci kusaktan (g bireyde ve gincl kusagin tum bireylerinde o7 mutant bantlar

gozlenmigtir (Sekil 9,10 ).

(H] 12

SK. BK.
u, o0 [
:5 n:1 n:2 n:6 n3 N4
i K. FK. HK. RK. RK.
=1 w:2 n:3
0K BK. SK

12 1143 114
Sekil 9. Birinci ve ikinci kusagin o’ delesyonu galisma sonuglari.
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Sekil 9 incelendiginde, ilk iki bant kontrol émegine ait olup sirasiyla mutant ve
normal kromozomu gdstermekledir. Uglincl ve dordinci bantlar birinci kusagin
ebeveynlerinden birisine ait olup, bu kiginin bir kromozomurin o*” delesyonunu izerdigi,
diger kromozomun ise normal oldugu bulunmugtur. Ayni kugaktan diger ebeveyne ait
olan 5. ve 6. émeklerde normal kromozom bandi gézlenmigtir.  7-8, 9-10 ve 11-12.
smekler ikinci kugaktan gocuklara ait olup, bu émeklerin o mutant kromozoma sahip
olduklari gézlenmigtir. 13. ve 14. 6meklerde yalnizca normal kromozom banti bulunmug
olup bu émek ailenin 4'inct gocuguna aitir. o galigmasinda babanin mutant, annenin
normal, (¢ gocuklarinin mutant homozigot gériiniml ve bir gocuklarinin normal oldugdu
bulunmustur.

Hemoglobin elektroforezinde U¢ émekte bulunan AH bantlari ve hematolojik
bulgulardaki digiklik Hb H hastaliginin vari§ini gostermektedir. of” galigmasinda
homozigot gérinimi ve normal banti vermeyen 6meklerin,  blyUk bir delesyon
igerdikleri dugtnilmds ve bitin émekler o-talasemi-1 nedenlerinden olan 20.5 kb
delesyon taramasina alinmigtir (Sekil 10, tablo 18).

Ozgn primerier diginda 20.5 kb delesyonu taramasi igin de 3.7 kb delesyon
kosullari kullaniimigtir. Kontrol 6megi olarak daha énce o’ ve a®® tanisi konulmus
omekler kullanilmigtir.

-o*** delesyon tipi aragtinimasi sonucunda birinci kugagin bir Gyesinde mutant,
ikinci kusaktan g bireyde mutant bant gézlenmistir. Ugtinct kusagin higbirinde mutant
bant gézlenmemistir (Sekil 10, Tablo 18).
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Sekil 10. o™ delesyon tipi arastiriimasi sonucu.

Sekil 10'da ilk iki bant kontrol dmegine ait olup birincisi mutant ve ikincisi normal
kromozomu gostermektedir. Ugtinct ve dérdinct amplifikasyon émekleri daha 6nce o’
mutant kromozomu gosteren ebeveyne ait olup 20.5 kb delesyon galismasinda mutant
bant icermedigi gézlenmistir. 5. ve 6. bantlar o7 delesyonu bulunmayan ebeveyne ait
olup 20.5 kb delesyon galismasinda mutant kromozoma sahip oldugu gozlenmistir. 7.-
8., 9.-10. ve 11.-12. bantlar o7 mutant bandi bulunan gocuklara ait olup bu émeklerin
ayrica o”®° mutant bandina da sahip olduklar bulunmustur. o*”-Mutant bandi olmayan

cocukta o mutant bandi da saptanamamistir (Sekil 10, 13. ve 14. bantlar).
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Sekil 11. ikinci ve tglinct kusakta o®” galigma sonuglari.

ikinci kusaktan olan ve Hb H hastaligi bulunan Gg bireyden ikisinin ailelerinin

7

incelenmesi  sonucunda, Uguncl kusaktaki tim bireylerde o’ mutant bantlari

gorulmustar. 1.K'nin esinde yalnizca normal band varken iki gocugunda mutant bant

59



bulunmustur. F.K'nin esi a—geni icin normal banda sahip olup ¢ocugunda o mutant
band bulunmustur (Sekil 11). Bu es B IVS 1-110 mutasyonuna sahip olup 10 yagindaki

cocugunda o® ile birlikte B IVS I-110 mutasyonuna ait mutant kromozom bandi da

bulunmustur(Sekil 12).

.

O ]
0O | L

Sekil 12. B IVS 1-110 mutasyonu galisma sonuglari.
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Sekil 12'de st sirada mutant kromozoma ait bantlar ve alt sirada normmal
kromozoma ait bantlar gézlenmektedir. Ust sira incelendiginde, Gginci band F.K'ya ait
olup bu olguda p IVS I-110 mutasyonu olmadidi, 4. ve 5. bantlarin anne ve gocuga ait
olup B IVS 1-110 mutasyonuna sahip oldugu gérilmustir. Alt sira incelendiginde, bu iki
olguda normal kromozomlarin da bulunmas: heterozigotiugun s6éz konusu oldugunu

gostermistir. S.K.'nin bilegik heterozigot'uda sahip bir kalitim gosterdidi bulunmustur.

37 S

Molekuler dizeydeki incelemeler sonucunda, 6émeklerin tginde o™ ve o’
delesyonlarinin birlikte bulundugu, dordinde yalnizca o’ delesyonunun bulundugu,
birinde o’®® delesyonunun tek bagina bulundudu gérilmustir. Yine molekiler dizeydeki
incelemeler o7 tasiyicisi bir bireyde B IVS [-110 mutasyonunun varligini ve annesinin

de ayni mutasyonu tagidigini gostermigtir (Sekil 13, Tablo 18).

O

I:1 12
SK. BX.
{ 1 1
N {*: ) * (p ’ P N
5 1] n:2 s n:3 4
ix. F.K. H.K. RX. R.K.
| % a3.7del.
* k x b4 am"r’ del.
i1 m:2 u:3 P NVSI110
OK. BK. SK. N Normal

Sekil 13. Molekuler dizeyde incelemenin aile ajacinda gésterimi.
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Tablo 18. Molekuler dizeyde inceleme sonuglari.

Ornek Adi | Cins-Yas  |a> Del. a®Del. |pIVSI-110 |a-Globin
Genotipi
1.S. K. E-67 + - - —o/aa
2.S. K. E-10 + - + —o/aa
3.0.K E-10 + - _ Y.
4.B.K. K-8 + - - Dy
5.B.K K-57 - + - —/aa
6. 1. K. K-34 + + - —
7.F. K. E-30 + + - o
8.RK. E-27 + + R .

Hb A, duzeyi % 3.7 Uzerinde olan 6 émegdin (K. ailesinden) ve hedef aile ile
akrabali§i olmayan 4 kisilik bir ailenin (D. ailesi) p—geni ARMS yéntemiyle 7 mutasyon
icin taranmisgtir. Tabloda gérilduda gibi K. ailesinden 2 kigide ve D. ailesinden 3 kiside
IVS 1-110 mutasyonu bulunmustur (Tablo 19).
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Tablo 19. Hb A; dlizeyi ylksek érmeklerin hematolojik ve molekuler inceleme sonuglari.

Ad-Soyad MCV (fL) Hb A; (%) B-Gen a-Gen
mutasyonu delesyonu

1. H.K.* 65.6 6.3 IVS 1-110 -

2.SK 65.7 6.2 IVS 1-110 —o* oo
3.AK 96.0 4.3 ? -

4.BK. 88.1 40 ? -

5. UK. 90.7 3.8 ? -

6. N.K. 85.9 37 ? -

7. H.D. 63.4 55 VS I-110 -

8. S.D.*-32 69.6 49 IVS 1110 -

9. M.D. 66.9 4.0 IVS 1-110 -
10.S.D.-9 87.2 3.4 Normal -

Tablo 19'da (?) isaretli émeklerin p—globin geni ARMS ydntemiyle 7 mutasyon igin
aragtinididinda herhangi bir mutasyonn bulunamamigtir. K. ailesinde H.K.* anneyi ve S.K. onun
gocugunu, D ailesinde ise, S.D.**-32 anneyi ve H.D.,, M.D. ile S.D.-9 onun ¢ocuklanni
gostermektedir. D ailesinde babadan émek alinamamigtir.
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TARTISMA

Insan genetidi, bireylerin degiskenliklerinin bilimsel galigmasi olup, medikal
genetik bu ilkelerin tiptaki calismalara uygulanmasidir. Molekuler genetik tekniklerinin
kullanimi, genetik hastaliklarin neden bir populasyonda ortaya ¢iktigi sorusuna yeni
yaklagimlan olanaklh kilarken molekiler tekniklerin bagarisi da genotip ve haplotip
analizlerine bu yéntemlerin uygulanabilmesini sadlamaktadir (21,32).

Hemoglobinopatiler molekdler duzeyde incelenmis ilk genetik hastaliklardir.
Bunlar sik rastlanan genetik bozukluklardir ve gen sikliklan populasyonlarda farkli
olarak ortaya ¢cikmaktadir. Bir genetik varyant, enfeksiyon hastaliklarina karsi koruma
sagliyorsa gen siklifindaki azalma enfeksiyon hizini bozacak ve epidemiyi kiracaktir.
Globin gen ¢aligmalarinin epidemiyolojik ve molekdler verilerinin birlestirilmesi, insan
populasyonlarindaki genetik varyantlann arastinimasi igin uygun olacaktir. Klasik bir
émek olarak, orak hiicre anemisi taglyicilarinin sitmaya karsi dirence sahip olmalari
gosterilebilir. Sitmaya kargi dodal elemenin (seleksiyon) hemoglobinopatileri artirdigina
dair kanitlar vardir (32).

Sitmanin yaygin oldugu bélgelerde o-talasemi sikligi da artmaktadir. Sitma ve o--
talasemi iligkisi ilk olarak Malezya'da bildirilmigtir. Kromozomlarin haplotip analizi bu
bolgede predominant mutasyonun (o®’lll) tek orijini oldufunu gugli olarak
desteklemektedir (32,33,48). Subtropik iklim kugaginda bulunan Ulkemizde ve ézellikle
béigemizde diger hemoglobinopatilerle birlikte a-talasemi delesyon ve mutasyonlannin
sikhginin yiksek oldugunu disindturmektedir.

Gukurova Universitesi Tip Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali tarafindan gesitli
projelerin destegiyle baglatilan ve yGrUttlen tarama galismalarindan énemli sonuglar
saglanmigtir. Kalitsal kan hastaliklannin bélgedeki sikhklan saptanmig ve molekiler

dizeyde arastirmaya yonelik bir 'genetik laboratuvan' kuruimustur. Bdylece a-talasemi
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delesyon tiplerinin aragtirimasi amaciyla bu laboratuvarda gerekli yéntemler kurularak
molekuler dizeyde ¢aligmaya baglanmigtir.

a-Talasemiler, a-globin gen sentezinde bir azalmayla karakterize olan heterojen
kaltsal anemi grubudur. o-Talasemi tanisi koymak zordur, ¢inki hematolojik ve
biyokimyasal ¢lgttler normal bireylerden her zaman igin farkh olmamaktadir. Tek a-
globin gen delesyonu genellikle hematolojik olarak belirgin degildir. a-Talasemi
tasiyicisi fenotipli bireyler mikrositoz, dusik MCV, MCH, normal Hb A; ve Hb F
degerlerini gostermektedir.

o-Talasemi c¢aligmalarinda 6mek segimi, laboratuvar bulgularinin nomal
sinidarini da igerecek sekilde blyuk bir degiskenlik gostermesi nedeniyle iyi bir
planlamay: gerektirmektedir. Omeklerin tam kan sayiminin ardindan MCV degerleri g6z
6nine alindi§inda 79 flL.'den daha diguk olan olgulari, B-talasemiden ayirmak igin Hb A;
duzeyinin saptanmasi gerekmektedir. Hb A, dlzeyi > 3.7% olanlar B-talasemiyi
dustindartirken Hb A, dlzeyi < 3.7% olan olgularda a-talasemiyi distndtrtmektedir.
Burada karsimiza ayni verilere sahip demir eksikligi anemisi de g¢ikmaktadir. Bu
olgularin demir dizeylerinin normal sinirlarda ya da yuksek deJerlere sahip olmasi a-
talasemi olasiigini buyuk élglide artirmaktadir. Butin bunlarin yani sira MCV degeri >
79 fL olan olgular ile MCV degeri < 79 fL ve Hb A; dlzeyi < 3.7 % olan olgular da a-
talasemi tasiyicisi olabilmektedir. a-Talasemilerin tam tanisi igin DNA temelindeki
ydntemler kullanilarak molekuller duzeyde ¢aligma yapiimalidir (13,81,97).

Bu galigmadaki &mekierin hematolojik bulgulan incelendiginde; hemoglobin
ortalamasi 11.7 gr/dl, Het 37.7 %, MCV 79.4 fL, MCH 24.7 gr/dl, MCHC 30.9 %, Hb A;
2.9 % ve Hb F 2.2 % olarak bulunmustur. Hematolojik bulgularin her birinin siniriari
oldukga genis olup; hemoglobin 6.0-15.5 g/dl, Het %21.047.2, MCV 57.6-102.2 fL,
MCH 16.0-32.2 g/dl, MCHC %27.8-33.2, Hb A; %1.06.3 ve Hb F %1.5-3.5 arasinda
bulunmugtur (Tablo 12). Anomal hematolojik bulgularin gérilmesi émekler arasinda
hemoglobinopati bulunma olasiligini desteklemektedir. Omeklerin her birinin hematolojik
bulgularinin ayrintili incelenmesi ve Gst dizeyde y6ntemlerie desteklenmesi geregini
ortaya gikarmaktadir (Tablo 11).
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Hemoglobin elektroforezi incelemesi sonucu 3 6mekte Hb H' gdsteren AH
bantlari ve geriye kalan 35 émekte Hb A'yi gosteren AA bandi gézlenmistir (Tablo 11).
AH bantlarinin  gozlenmesi «o-talasemili olgulann varhidimin ilk igareti olarak
degerlendirilmistir. MCV degerleri digik olan ve Hb A, deQerleri de normal ya da diaguk
olan olgularda demir eksikliginin gbzardi edilmesiyle a-talasemi olabilecek dmeklerin
de ayrnimasini saglamistir (Tablo 15). Alfa talasemili ©meklerin incelemesinde
hemoglobin elektroforezlerinde AH bandi bulunan FK, LK, ve RK adh Hb H
hastalarina ait MCV degerleri 66 fl.'den diguk olarak bulunmustur. Bu de§erler tim
Omeklerin ortalamasindan daha duguk dlzeyleri géstermektedi. Hb H hastalarinin Hb,
MCH, MCHC, Hb A, ve Hb F degerleri de tim 6meklerin ortalama dlzeyinden dusuk,
eritrosit sayisi ise ortalamanin Gzerinde bulunmustur (Tablo 11,13).

Calismamizda demir duzeyi igin depo demiri olan plazma ferritini incelenmigtir.
Tum 6meklere ait ferritin dederlerinin ortalamasi §9 ng/ml ve standart sapmasi 60
olarak bulunmustur. Burada gok genig sinirlar séz konusudur (Tablo 15). Ferritin dizeyi
U¢ alfa geni eksik olan olgularda 181, 235 ve 263 ng/ml gibi yuksek degerlerde
bulunmustur (Tablo 16). Skogerboe ve arkadaglar Hb H hastalarinin ferritin degerlerini
160 ng/ml.den yiksek bulmuslardir. Delesyona ugrayan a—globin gen sayisinin artisi ile
birlikte ferritin duzeyindeki artis arasindaki iligkiyi gostermiglerdir (97). Bu galismada a-
gen delesyonuna sahip olgularda ferritin dizeyi 36 ng/ml Gzerinde saptanmistir. Tek bir
gen eksikligi ve bir kromozomunda her iki a-geni delesyona ugramig olgularda ferritin
duzeyi normal sinirlari géstermektedir. Caligmada yer alan ve a-talasemi tagiyicist ya da
hastasi olmayan olgularda distk hematolojik verilerle birlike dusuk ferritin de@erleri
bulunmustur Hb H hastalarindaki ferritin degerlerinin ylksekligi kronik hemolitik olayin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda kullanilan émeklerde delesyona
ugrayan a-genlerinin  sayisindaki artis fermritin  duzeyindeki artigla paralellik
gbstermektedir (Tablo 16).

Omeklerin 15'inde MCV duzeyleri 79 fL altinda bulunmustur. Bunlardan 5'inde
Hb A, duzeyi % 3.7'den ylksek duzeylerde olguimigstar. MCV degerleri dsuk ve Hb A;
dlzeyleri normal olan émeklerden 3'Unde hemoglobin elektroforez bulgusu olarak AH
bandi gézlenmisitir. Omeklerin ferritin dizeyleri incelendiginde 6 6megin ferritin duzeyi
36 ng/ml ‘den disuk ve birinde ise 49 ng/ml oldugu ve bu olgunun iki o-globin gen
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delesyonu igerdidi gézlenmigtir (Tablo 16). MCV duzeyi dusik ve Hb A, dizeyi normal
olan olgularda depo demiri miktan dikkat gekicidir. Cahigilan ferritin yoénteminin belirtmig
oldugu normal sinirlar iginde kalinmasina kargin alt sinirlar séz konusudur (Tablo 9).
MCV dulzeyi dusuk olan olgularin Hb A, duzeyi ytksek olan 5 bireyinin tamami -
talasemi mutasyonunu tagimaktadir. Digik MCV ve normal Hb A, dizeylerine sahip
olgularda alfa talasemi varl§ s6z konusu oldufunda ferritin dizeyleri ylksek
bulunmusgtur. Iste disik MCV ve nomal Hb A, dlzeylerine sahip olan bu geriye kalan
olgularda ferritin diizeyi, dijerlerine gére daha dustk degerleri géstermektedir. Onerilen
anemi sinirfarinin biraz Ustinde olmasina kargin bu olgularin demir eksikligi anemisi
olarak de{erlendiriimesini hematolojk ve molekller inceleme bulgulan da
desteklemektedir.

Hb A; dlzeyi %3.7'den yuksek bulunmug olan K. ailesinden bes kiside ve dort
kisilik D. ailesinde p—globin geni mutasyonlar agisindan incelenmigtir. K. ailesinden iki
ve D. ailesinden U¢ bireyde 8 IVS |-110 mutasyonu bulunmug ve bir bireyin normal
oldugu bulunmustur. K ailesinden geriye kalan 3 bireyde Hb A, ylksek, fakat MCV
deferi nommal dizeydedir. Bu 3 olgu ARMS ybéntemi ile B-talasemi yéninden 7
mutasyon igin incelendiginde herhangi bir mutasyona rastlanmamigtir (Tablo 19).

Tek a—globin gen delesyonuna sahip a-talasemili olgularin ikisinde (O.K. ve B.K.)
hematolojik veriler normal sinirlar iginde bulunmustur. Olgularin birinde (S.K.-67) ise
MCYV dlzeyi yuksek (MCV 102.2 fL ) bulunmustur. Bu olguda vitamin B, ve folat duzeyi
gahisiimig ve dustk bulunmustur. MCV dizeyindeki bu yuksekiik vitamin B, ve folat
deferlerindeki dusukiige bagh olugan megaloblastik anemiye baghdir (Tablo 14).
Hematolojik bulgulan ortalama sinirlarin altinda olan olguda (S.K.-10) Hb A; dlzeyinin
% 6.2 gibi yuksek bir dizeyi gostermesi dikkat gekici bulunmustur. Bu olgunun MCV
degeri de beklendigi gibi dustk duzeyde 6lgtimustir. Bu olgunun B-talasemi mutasyonu
tagidifr dugunulmis ve yapilan molekuler incelemeler bu 6ngériyl desteklemigtir
(Tablo 19).

lki o—globin gen delesyonuna sahip o-talasemili bir olgudaki (B.K.) hematolojik
bulgular ortalama degerlerin altinda gézlenmistir. Hematolojik bulgular tek gen
delesyoniu olgularia Hb H hastasi olgularin verileri arasinda degerleri géstermektedir
(Tablo 13).
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lki 6mege ait (S.K-67 Y ve AK) MCV degerleri ylksek bulundugundan bu
olgularda bagka bir hematolojik bozukluk olasilifini aragtirmak igin vitamin By, ve folik
asit duzeyleri 6lgUimugtir. Cukurova Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Merkez
Laboratuvarinda yapilan inceleme sonucunda iki olgunun vitamin B;, dizeyi disik
sinirlarda saptanmig olup bir olguda folik asit duzeyindeki dugtklik te birlikte
bulunmugtur. (Tablo 14).

o-Talasemi-2, bir kromozomdaki iki a-globin geninden birinin delesyonu ya da
nondelesyonel mutasyon sonucunda olugmaktadir. Su ana kadar yedi tip a-talasemi-2
determinanti tanimlanmigtir (9). Delesyonel ao-talasemi-2lerden 3.7 kb delesyonla
olusan -o*’ delesyon tipi, zencilerde (%30), Asyalilarda (%1-98), Pasifik adalarinda
(%30-90) ve Akdenizlilerde (%4-18) sik gériimektedir (33). Heterozigotiardaki fenotip
hastalik belirtisi g§stermemekte ve hematolojik olarak belirgin bulgu vermemektedir.

PCR analizi genetik hastaliklann tanisinda 6zellikle kullamigh bir ySntemdir.
Bowden ve arkadaglarinin geligtirdikleri PCR ile a-talasemi-1 delesyonlarini tanimlama
teknigi, molekiler duzeydeki incelemeleri kolaylashimustir (11). Dode ve arkadaglari bu
yontemi a-talasemi-2 tiplerinin tanimianmasinda da kullanmiglardir. <7 tanisi igin
restriksiyon haritalamay! gergeklestimmisler ve «* '<* " ve «* " tiplerini
ayirdedebilme olanagin yaratmiglardir (24,25). Baysal ve arkadaglan 1994 yilinda kolay
ve ancak birkag saati alan daha kisa sureli bir teknidi geligtirmislerdir (9,10).

Calismamizda uygun primerier kullarularak Baysal ve arkadaglarinin o’
delesyonunun PCR ile molekuler dizeyde tamimlanmasi tekni§i kullaniimigtir. Dort
olguda yalnizca heterozigot o>’ delesyonu ve g olguda hemoglobin elektroforezindeki
Hb AH variginin da destekledidi gibi o-talasemi-1 ile -o*’ delesyonu bilesik
heterozigotiugu saptanmistir. Yainiz o>’ delesyonu igin heterozigot olan olgularda
normal MCV, MCH, MCHC, Hb A, ve femitin degerleri bulunmustur (Tablo 13, tablo 15).
a-Talasemi-1 ile bilesik heterozigotiudu olan olgularda ise, dugtk MCV, MCH, MCHC ve
normal Hb A, dejerleri gézlenmigtir (Tablo 13). <’ delesyonlu bir olguda dugik MCV
deferi ve ylksek Hb A, duzeyi B-genindeki bir mutasyonun da varli§ini géstermistir.

Ailenin ebeveynlerinden biri -a*” delesyonu ile olusan a-talasemi-2 tastyicisi olarak
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saptanmigtir. D6t gocugundan Uglne bu delesyonun kaltiminin oldudu gésterilmigtir.
Ugiincii kugagin tamamina bu delesyonun kalittminin varli§ da gésterilmigtir (Sekil 11).

a-Talasemi-1, bir kromozomdaki iki fonksiyonel a-globin geninin her ikisinin
delesyonu sonucunda olusmaktadir. a-Talasemi-1'e neden olan o™°"!, " ve «®°
delesyon tipleri Akdenizli populasyonda sik gérilmektedir (48). Onceleri o-talasemi-1
taglyicilarini saptama stratejisi, restriksiyon haritalama yoéntemini temel almakta ve
anormal fragmanlara 6zgl radyoaktif igaretli problan kullanilarak yapiimaktaydi. Daha
az 6zgln ve daha az duyarli olan 6teki aragtirma yéntemleri ise, hematolojik verilerin
deferlendirilmesi, immunolojik olarak Hb Barts miktarinin saptanmasi ve {-globinin
baskin ekspresyonunu éigen radyoimmunassey yontemlerden olugmaktadir. Bowden ve
arkadaglan kisa streli ve 6zgln a-talasemi tagtyicilarini saptayici PCR protokolinu
tanimlamigtir (11). Galigmamizda bir kromozomunda iki a-genini kapsayan 20.5 kb.hk
bir delesyon igeren heterozigot bir olgu ve bu delesyonun <> delesyon tipi ile bilesik
heterozigot oldugu g olgu saptanmistir. Bu da, karsilastigimiz o-talasemi-1 tipinin -o®°
delesyon tipi oldugunu goéstermigtir. Sekil 10'da goéruldiga gibi ailenin ebeveynlerinden
biri -«”®* delesyonu ile olusan a-talasemi-1 tastyicisi olarak saptanmigtir. Bu delesyonun
cocuklarindan 3'Une kaltildi§i ve dider ebeveynden kalitilan a-talasemi-2 ile ile Hb H
hastalifina yol aghg gésterilmigtir. -« Delesyonuyla olugan a-talasemi-1'in ailenin
ikinci kusaginda tek bagina kalitimi gézienmemistir (Tablo 18 ,Sekil 10).

Hb H hastali§i, yasamla baddasabilen en ciddi a-talasemi sendromudur.
Hipokromi ve mikrositoz ile karakterize bir kronik hemolitik anemidir. Normal insanlarda
bulunan dért a-globin geninin Gginiin delesyon ya da inaktivasyonuyla olugmaktadir. a-
Talasemi-1 ve a-talasemi-2 genlerinin birarada olugu Hb H hastalifinin genotiplerinden
biridir. Hb H hastalijina neden olan a-talasemi-1 ve a-talasemi-2 tipleri populasyonlar
arasinda farklilik gostermektedir (48). Hb H hastali§i yaygin olan Guneydodu Asya
Ulkelerinde o-talasemi-1 nedeni en sik o> iken, o-talasemi-2 nedeni -o*’, -o*?
delesyonu veya o nondelesyonel bigimleri olarak gézlenmektedir (16,18). Akdeniz
tlkelerindeki Hb H hastaligina yol agan en sik a-talasemi-1 tipleri o', ™", 0®° ve
o-talasemi-2 tipinin -o*” mutasyonu oldugu bildirilmektedir (34,43). Calismamizin amaci

Cukurova boligesindeki a-talasemi olgularini molekuler duzeyde incelemek oldugu igin.
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a-Talasemi-1 ve o-talasemi-2'nin nedeni olan delesyonlarin her biri igin uygun primer
kullanimiyla yapilan molekller inceleme ve Hb H hastalii bulunan bir ailedeki a-
talasemi taglyici ve hastalarinin saptanmasini saglamistir. Hb H hastalifina yol agan a-
talasemi-1'in nedeni w®° delesyonu ve a-talasemi-2 nedeni de -’ delesyonudur
(Sekil 13, Tablo 18).

o-Talasemilerle hemoglobinopatiler arasinda bir etkilegim bulunmaktadir. a-
Globin varyantlar ile o-talasemi-1 ya da a-talasemi-2 birarada bulunabilmektedir. Bir a-
globin mutanti ile o-talasemi etkilegiminin en iyi 6megi, HbG Philadelphiadir. genellikle
bir <7 kromozomda kodlanmaktadir. Stk olmayarak a-talasemi ile iligkili yliksek ya da
dusuk yuzdeli a-globin varyantlan da olusabilmektedir. Cesitli a-globin varyantlarina
eslik eden a-talasemi-1'li olgulara ait hematolojik Olgltlerde 6nemli derecede bir
dustkiuk gézlenmektedir (1,8,12,20,23,39,48,51,53,80,99,100,111,112). a-Talasemi ile
B-talasemi birarada bulunabilmektedir. Globin alt birimlerinin off dimerlerine
kendilifinden ve hizli kombinasyonu, bir hemoglobin tetramerinin bigimlenmesinde en
Snemli sonucu olugturmaktadir. o ve B- zincirlerinin birlesmesi, her ait birimin tagidigi
yUke baghdir. Normal a ve B-monomerier, sirastyla yaklagik esde§er oranda pozitif ve
negatif yuklere sahiptir ve bu kargit kutuplarin elektrostatik gekimiyle birlegmektedirier.
Normalden ¢ok ya da az negatif ylke sahip duradan varyant B-zincir variginda bu
varyant esit miktarda p*-zinciri ve farkli konsantrasyonlarda normal o-zinciri ile
birlesmektedir. Hb A ve varyant tetramer bilesimi, B alt birimlerinin yikuine ve a zincirinin
konsantrasyonuna badli olmaktadir. Bu deneyimler heterozigot B-globin zincir yapisal
varyantlan ve o-talasemiler arasindaki hemétolojik etkilegimleri yeniden ortaya
koymaktadir. Pozitif yikla B-varyantlar Hb S, C ve E, negatif yukla hemoglobinler Hb J
Baltimore ve Hb N'den daha dusik konsantrasyonlarda gésteriimektedir. Pozitif yukla B-
globin zinciri, a-globin egleri igin dodal p*-zinciri ile baganli olarak yarigamaz. Yukin
etkisi a-talasemi variidinda artmaktadir, ¢linki varyant globin sinirli a-zincir miktariarini
aramaktadir. Yuklerine bagjli olarak anormal p-globinler, a-zincire baglanmak igin p*-
globin zincirinden daha ¢ok ya da daha az bagarii olmaktadirlar. Oraklagan
hemoglobinopatilerin bir potansiyel modulatéri olarak o-talaseminin roli ortaya

cikanimigtir (99). a-talasemi ile orak hiicre anemisi birarada bulundugunda hematolojik
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veriler etkilenmektedir. Hb SS'te a-lalaseminin etkilei MCHC'deki dugmeyle
gértlmektedir. Eritrosit igi Hb S orani azaldi§inda Hb S'in polimerizasyonu ve dolayisi ile
bu olaya badh olarak olugsan klinik tablonun giddeti azalmaktadir
(2,3,28,40,41,50,90,99,100). a-Talaseminin diger hemoglobinopatilerle de etkilegimi
vardir. BuyUk bir olaslkla Hb C traitte Hb C diizeyini digiirmektedir. a-Talaseminin Hb
SC'nin klinik durumuna ve hematolojik buigularina etkisi ya hafif derecede gérulmekiedir
ya da etkisi yoktur. a-Talasemi, Hb AE-Barts hastaliyinda Hb E miktarini oldukga
duslrur. a-Talasemi varlifinda pozitif yukit B-globin varyantlan a-globin geni delesyonu
ile orantill olarak azalmaktadir. Negatif yUkil olanlar ise tersine artmaktadirlar (14,
27,47,99,100,106,108,110).

Dengesiz globin zincir sentezi talaseminin belirleyicisidir. Eritrosit proteazian bu
dengeyi olusturma gabasi sirasinda, artig gdsteren ve birlesmeye katilmayan globinleri
katabolize etmektedir. a-Globinin agin artisinin azalmasindan dolayi a-talasemi, B-
talaseminin zincir dengesizli§ini azaltmakta, hastaliin klinik ve hematolojik niteliklerini
hafifletmektedir. lki a-globin delesyonu tagiyan heterozigot B-talasemide a:B-globin
zincir orani normal olmakta ve metrik eritrosit Slgitlerinin tagtyici olmayanlar igin
kestirme dederler vermesinin 6ntnu tikamaktadir (5,99). B-Talasemi taglyicilaninda MCV
ve MCH degerlerinin nommal sinirlarda bulunmasi bir o-talasemi bilegik kahtimina igaret
etmektedir (15,112). Talasemilerin bu biriktelidi, heterozigot B talasemi tanisini
zorlastirabilmekte ve homozigot B-talasemiyi ciddi, transflizyona bagl hastaliktan gok
daha hafif talasemi intermedia fenotipine gevirebilmektedir. Bunun tam tersine, ekstra a-
globin genleri (aoo/, acoos), Plalasemi traiti  talasemi  intermediaya
donustlrebilmektedir (84,99). Bir kromozomunda Ggll ya da dértii a-globin geni igeren
olgularda o/B globin orani artmaktadir. o®® *” geninin de fonksiyone! oldugundan o-
globin gen yapimi artmaktadir. Artmig o-globin geni, yeterli B-globin geni ile
eslesemedidi igin klinik belirti ve bulgular siddetienmektedir (105). -87 promoter ve
codon 39 mutasyonu tasiyan B-talasemili olgularda tek gen delesyonuna bagl a-
talasemilerin birlikte kalitimi, hematolojik verileri biraz duzeltmektedir. (35,92). (6B)°-
talasemi ile o-talaseminin birarada bulunmasi durumunda Hb F dlzeyleri bundan

etkilenmektedir. a-Globin geni azaldikga Hb F dizeyi de azalmaktadir (85).
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Yapilan gesitli galigmalar géstermigtirki Cukurova bélgesinde hemoglobinopatiler
sik gbriuimektedir. Bilesik heterozigot olgularin buna kosut olarak arimasi da beklenen
bir durumdur. a-Talasemi ile bilegik heterozigotiuk oldugunda hematolojik veriler ve
fenotip bundan kolaylikla etkilenmektedir. o-Talasemi ile p-talasemi birarada
bulunabilmektedir (5). Calismamizdaki bir olgu o-talasemi ile B-talasemi bilesik
heterozigot kalitimini géstermektedir. Bu olgunun MCV ve MCH de§erleri dagtk
duzeyleri gbstermektedir. Hasta fenotipi beklendigi gibi imli bir seyir géstermektedir. Hb
H hastali§ bululan ve ailenin ikinci kusagindan olan babadan gocuuna a-talasemi-2
mutasyonu igeren kromozom kahtimi olurken bir B IVS 1-110 tasiyicisi olan anneden de
B-talasemi mutasyonunu igeren kromozom kalitilmigtir (Sekil 12, Tablo 19). MCV ve Hb
A, bulgulan pB-talaseminin niteligini gbsteren bu bireyde a-~talasemi varig aile
taramastnin bir pargasi olarak yapilan incelemede rastiantisal olarak bulunmugtur. MCV
ve Hb A, dlzeyleri B-talasemiyi gosterse de hemoglobinopatilerin sik oldugu bir
bélgede a-talasemilerin de arastiriimasinin gerekliligini ortaya ¢ikarmgtir.

Ulkemizdeki ilk o-talasemi yayini 1979 yilinda yapilan ve gen haritalama teknigini
kullanan bir galigmaya aittir. Aksoy ve arkadaglar o>’ delesyon tipi a-talasemi-2 ve a®*
delesyon tipi a-talasemi-1 bilesik heterozigotiugu ile olusan Hb H hastali§ini
gostermiglerdir (43). Kutlar ve arkadaslari 13 olguluk bir Hb H hastali§i serisinde a-
talasemi-1 niteliini tanimlamiglar ve 6 olguda a®®, 4 olguda o*°' ve 3 olguda o™°"
delesyon tipini gdstermiglerdir (42). Gurgey ve arkadaglan 1989 yilinda o-talasemi-1
(@®®) homozigot hidrops fetalisi géstermislerdir (42).

Cukurova bolgesinde Yiregir ve arkadaslan o’ delesyonu igeren a-talasemi-2,
oM ' delesyonu igeren o-talasemi-1 ve o-gen triplikasyonlari bulunan olgulari
gostermiglerdir (115,117). Yuregir ve arkadaglari yaptiklari bir bagka aragtirmada o,-
globin geninin poliadenilasyon uzantisinda bir nokta mutasyonu tarumiamiglardir (116).
Kiling ve arkadaglari Adana bélgesinde dogan bebeklerde kordon kani ¢aligmasinda Hb
Barts orani 8lgimu ile a-talasemi sikh§int %3.3 olarak bulmuslardir (59). Curik ve
arkadaglari 1993 yilinda yaptiklari galismada o®® delesyon tipli a-talasemi-1'i iki

olguda ciddi bir anstabil a4-globin varyanti olan Hb Adana'yi tanimlamislardir (23)..
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Hemoglobinopatilerin oldukga ylksek siklikta gézlendidi Cukurova Bélgesinde a-
talasemilerin molekuler niteli§i gimdiye kadar gosterilemiyordu. Geligen tekniklerle
birlikte o-talaseminin molekiler tanisi kolaylagmistir. Yeterli kaynadin saglanmasi
durumunda o-talasemi olgulaninin aydinlatilabilmesi hiz kazanacaktir. Hematolojik
verilerin nommal bireylerdeki de@erlere yakin olmasi tasiyici olgulari  bulmayi
zorlagtirmaktadir. a-Talasemi tasiyicilarinin bulunmasi, bélge sikii§inin saptanmast ve
a-talasemi olgularinin molekdler nitelidinin gdsterilebilmesi igin populasyon tarama
galismalarina gereksinim vardir. Bdylece, Hb H hastalig gibi ciddi hastaliklar ve
yasamla bajdagmayan Hb Barts hidrops fetalis olgulan tagiyicilann bulunmasi ve
bilinglendirilmesi ile olasi en alt dizeye indirilebilecektir.

o-Talaseminin prenatal incelemesinde DNA analizi ilk kez 1976 yilinda
kullaniimistir. Geligtirilen PCR teknikleri ile o-talasemi sendromlan, Hb H hastali§i ve Hb
Barts hydrops fetalisin prenatal tanisi kolaylagmistir (60-62,69). a-Talaseminin yaygin
oldudunu  dlusUindUdumiz  bdlgemizde  «-talasemilerin  prenatal  tanisinin
kurumlastinimasi bir ¢6zim olarak gériinmektedir.

Su hedeflerin yasama gegirimesi toplum sadhdi agisindan blylk yarar
saglayacaktir:

1. Kalitsal kan hastaliklarinin ne oldudu ve nasil sonuglar yaratti§i konusunda
toplum aydinlatiimali ve egitilmelidir.

2. Populasyon taramalan planlanmali ve eitiimis ekiplerle ylrUtllecek kan
hastaliklan arastirma merkezieri olusturulmalidr.

3.Hasta bireylere genetik danigsmanhk verilmeli, genetik danigma verecek
elemantar yetigtiriimeli ve bu amaca uygun birimler kurulmalidir.

4. Prenatal tani merkezleri aracthid ile doum oncesi tani konularak tagiyici
evliliklerinde hasta gocuk dogumu 6nlenmelidir.
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SONUG

1. 38 kan émegi hematolojik ve molekuler agidan incelenmistir.

2. 4 dmekte o*” delesyon tipine bali olarak a-talasemi-2,

3. 1 6mekte o®* delesyon tipine bagli olarak o-~talasemi-1,

4, 3 bmekte a—talasemi-1 ve a—talasemi-2 bilesik kalitimi ile olugan Hb H hastalid,

5. a-Talasemi-2 saptanan bir dmekte B-talasemi (IVS 1-110) bilesik kalitimu,

6. 5 dmekte B IVS 1-110 mutasyonuy,

7. Molekiler duzeyde anormalligi bulunmayan MCV dlzeyi dustk ve Hb A; dizeyi
nomal olan 6 6mekte ferritin dlzeyi 36 ng/mL’nin altinda,

8. Hb H hastalarinda ferritin duzeyi 180 ng/mL'den ylksek olarak,

9. MCV duzeyi 85 fl'den ylksek olan iki 6mekten alfa talasemi taglyicisi olaninda

vitamin By  ve folik asit dizeyi, diferinde vitamin B;, dizeyi diguklugu bulunmustur.
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OZET

o~Talasemi, a-globin zincirindeki delesyon ya da mutasyonlarla olugmaktadir.
Molekuler incelemeler a-talasemilerin gogunlukla a—globin gen kimesindeki gesitli DNA
segmentlerinin delesyonlariyla olugtudunu gostermektedir. Bu kalitsal kan hastaligi
Akdeniz Ulkeler, Ortadodu, Hindistan ve GlneydoQu Asya Ulkelerinde yaygin olarak
gérilmektedir. Cukurova Bélgesinde a—talasemi siklidi % 3.3 olarak bildiriimektedir. Bu
galigmada Cukurova Bolgesinde gorilen o-talasemilerin  molekller duzeyde
incelenmesi amaglanmgtir.

Igel line bagh bir kéyden alinan dmekler Coulter Counter kan sayaci ile
hematolojik yénden incelenmigtir. Daha sonra Hb A; Hb F dizeyleri &lgllimis ve
hemoglobin elektroforezleri yapilmistir. Hb A; dizeyi %3.7'den ytksek ve MCV duzeyi
79 fl'den dustk olgularda B-gen mutasyonlan ARMS yoéntemi ile incelenmigtir.
Omeklerin 31'inde serum feritini Slglimustar. Alfa gen delesyonlar uygun primerier
kullanilarak PCR ile incelenmistir. MCV duzeyi yUksek bulunan 6meklerde vitamin B,
ve folat dizeyi ¢ahgiimigtir.

MCV duzeyi duguk &meklerden Hb A, duzeyi %3.7'den ylUksek bulunan 5
6mekte B—gen mutasyonu (IVS 1-110) bulunmugtur. MCV diizeyi disUk olup a- velveya
f-gen mutasyonu bulunmayan Omeklerin feritin duzeyi 36 ng/mL ve altinda
bulunmusgtur.

Ayn ailenin sekiz bireyinde delesyonel a—talasemiler bulunmugtur. Dort bireyde
o7 delesyon tipi ile olan a-talasemi-2, bir bireyde o* delesyon tipi ile olan a-talasemi-
1 ve U¢ bireyde a-talasemi-2 ve a-talasemi-1 bilegik kalitimi ile olan Hb H hastahgi
bulunmustur. a-Talasemi-2 saptanan émeklerin birinde B—gen mutasyonu (IVS 1-110)
bilegik kalitimi da bulunmustur. Bu mutasyon anneden ve o’ delesyonu ise babadan
gelmektedir.
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76



SUMMARY

o~Thalassemia is occured by deletion or mutation of a—globin genes. Molecular
investigation showed that a-thalassemias are most frequently caused by deletion of
various segments of DNA from the a—globin gene cluster. This inherited blood disease
is common in Mediterranean Countries, the Middle East, India and Southeast Asia. It
was reported that frequency of a-thalassemia in Gukurova region is 3.3%. The aim of
this study is investigating of a—thalassemia at molecular level, in Cukurova region.

The samples which were collected from a village of Igel, were analyzed
hematologically by Coulter Counter. Then, levels of Hb A; and Hb F were measured and
their hemoglobin electrophoresis’ were done. f-gen mutations were investigated by
ARMS method in the cases who had higher Hb A; level than 3.7% and lower MCV level
than 79 fL. It was measured serum ferritin level in 31 samples. Deletions of a-gene
were performed with using of specific primers by PCR. Vitamin B,, and folic acid levels
were studied in the samples which had high level of MCV.

B—gen mutation was found in 5 samples who had low MCV level and higher Hb
A level than 3.7%. Ferritin level was found lower than 36 ng/mL in samples who had
low MCV level and had not o- and/or B—gen mutations.

Deletional a-thalassemias were found in eight indivduals of same family. In four
individuals were found a~thalassemia-2, in one was found a-thalassemia-1 and in three
individuals were found Hb H disease which had compound heterozygous of a-
thalassemia-1 and a-thalassemia-2. It was also found —gen mutation in a case of a~
thalassemia-2. This mutation was come from his mother and o’ deletion was come

from his father.

71



Key Words:
o-thalassemia-1, a-thalassemia-2, Hb H disease, a-thalassemia and B-thalassemia,
PCR.

78



KAYNAKLAR

. Abdo Z: Hb Setif [094(G1)Asp—Tyr] in a Saudi Arabian family. Hemoglobin 1989;
13:737-742,

. Adams RJ, Kutlar A, McKie V, Carl E, Nichols FT, Liu JC, McKie K, Clary A: Alpha
thalassemia and stroke risk in sickle cell anemia. Am J Hematol 1994; 45:279-282.

. Adekile AD, Huisman THJ: Level of fetal hemoglobin in children with sickle cell
anemia: influence of gender, haplotype and a-thalassemia-2 trait. Acta Haematol
1993; 90:34-38.

. Advani R, Sorensan S, Shinar E, Lande W, Rachmilewitz E, Schrier SL:
Characterization and comparison of the red cell membrane damage in severe human

o~ and B-thalassemia. Blood 1992; 79:1058-1063.

. Akerman BR, Fujiwara TM, Lancaster GA, Morgan K, Scriver CR: Identification of
deletion and triple a-globin gene haplotypes in the Montreal B-thalassemia Screening
Program: implications for genetic medicine. Am J Med Gen 1990; 36.76-84.

. Aksoy M: Hemoglobinopathies in Turkey. Hemoglobin 1985; 9:209-216.

. AL-Saleh AA, Hussain S: Alpha thalassemia in Saudis. Acta Haematol 1992;
88:165-169

79



8. Bardakdjian-Michau J, Rosa J, Galacteros F, Lancelot M, Marquart FX: Hb Reims
[0223(B4)Glu—GlyB,): a new variant with slightly decreased stability. Hemoglobin
1989; 13:733-735.

9. Baysal E, Huisman THJ: Detection of common deletional «-thalassemia-2
determinants by PCR. Am J Hematol 1994, 46:208-213.

10.Baysal E: Novel and current molecular diagnostic in hemoglobinopathies. In Ulutin O
(Ed). Lectures of Xllith Meeting of The Intermational Society of Haematology,
Istanbul, Turkiye, 1995; pp:66-70.

11.Bowden DK, Vickers MA, Higgs DR: A PCR-based strategy to detect the common
severe deteminants of o thalassemia. Br J Haematol 1992; 81:104-108.

12.Brenanan SO, Lowrey IR, Hams MG, Rodwell R, Zarkos K, Wilkinson T, Yakas J,
Kronenberg H: Hb J-Camaguey [a141(H3)Arg—Gly] associated with a-thalassemia-1
in an Australian family. Hemoglobin 1991; 15:303-307.

13.Brozovic M, Henthom J: Investigation of abnormal haemoglobins and thalassemia. In
Dacie JV, Lewis SM (eds), Practical Haematology, 8th ed, Hong Kong, ELBS with
Churchill Livingstone 1994, pp:249-286.

14.Bunn F: Subunit assembly of hemoglobin: an important determinant of hematologic
phenotype. Blood 1987, 69:1-6.

156.Cao A, Rosatelli C, Pirastu M, Galanello R: Thalassemias in Sardinia: molecular

pathology, phenotype-genotype cormrelation, and prevetion. Am J Pediatr Hematol
Oncol 1991; 13:179-188.

80



16.Chang JG, Liu TC, Pemg LI, Chiou SS, Chen JP, Chen PH, Lin CP: Rapid molecular
characterization of Hb H disease in Chinese by polymerase chain reaction. Ann
Hematol 1994; 68:33-37.

17.Chang JG, Lee LS, Lin CP, Chen PH, Chen CP: Rapid diagnosis of a-thalassemia-1
of Southeast Asia type and hydrops fetalis by polymerase chain reaction. Blood
1991; 78:853-854.

18.Chen TP, Lin SF, Chang JG, Tsao CJ, Liu TC, Chiou SS, Liu HW: Molecular
charaterization of Hb H disease by polymerase chain reaction. Acta Haematol 1993;
90:177-181.

19.Chinprasertsuk S, Wanachiwanawin W, Piankijagum A: Effect of pyrexia in the
formation of intraeythrocytic inclusion bodies and vacuoles in haemolytic crisis of
haemoglobin H disease. Eur J Haematol 1894, 52:87-91.

20.Codrington JF, Codrington FA, Wisse JH, Wilson JB, Webber BB, Wong SC,
Huisman THJ: Hb Chad or ;,23(B4)Glu—Lysp, observed in members of a Surinam
family in association with a-thalassemia-2 and with Hb S. Hemoglobin 1988; 13.543-
556.

21.Connor JM, Ferguson-Smith MA. Essential Medical Genetics, 2nd ed, Oxford,
Blackwell Scientific Publications, 1987.

22.Curtk MA, Baysal E, Gupta RB, Sharma S, Huisman THJ: An IVS-I-117 (G—-A)
acceptor splice site mutation in the a1-globin gene is a nondeletional a-thalassemia-

2 determinant in an Indian population. Br J Haematol 1993; 85:148-152.

23.Curtk MA, Dimovski AJ, Baysal E, Gu LH, Kutlar F, Molchanova TF, Webber BB,
Altay C, Gurgey A, Huisman THJ: Hb Adana or o,59(E8)Gly—Aspf., a severely

81



unstable ay-globin variant, observed in combination with the -(«)20.5 kb a-thal-1
deletion in two Turkish patients. Am J Hematol 1993, 44:270-275.

24.Dodé C, Rochette J, Krishnamoorthy R: Locus assignment of human a-globin
mutations by selective amplification and direct sequencing. Br J Haematol 1990,
76:275-284.

25.Dode C, Krishnamoorthy R, Lamb J, Rochette J: Rapid analysis of <7 thalassemia
and oo™ triplication by amplification analysis. Br J Haematol 1992; 82:105-111.

26.Eisenstein B: The polymerase chain reaction. N Eng J Med 1990; 322:178-181.

27.Embury SH, Kropp GL, Stanton TS, Warren TC, Comett PA, Chehab FF: Detection
of the hemoglobin E mutation using the color complementation assay: application to
complex genotyping. Blood 1990; 76:619-623.

28.Embury SH, Dozy AM, Miller J, Davis Jr JR, Kleman KM, Preisler H, Vichinsky E,
Lande WN, Lubin BH, Kan YW, B. M, Sc. D, S. FR, Mentzer WC: Concurrent sickle-
cell anemia and a-thalassemia. N Eng J Med 1982; 306:270-274.

29.Fairbanks VF, Klee GG: Biochemical aspects of hematology. In Butis CA, Ashwood
ER (Eds). Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 2nd ed, Philadelphia, W. B.
Saunders Company, 1994; pp:1974-2072.

30.Fei YJ, Oner R, Bozkurt G, Gu LH, Altay G, Giirgey A, Fattoum S, Baysal E, Huisman
THJ: Hb H disease caused by a homozygosity for the AATAAA->AATAAG mutation
in the polyadenylation site of the o2-globin gene: hematological observations. Acta
Haematol 1992; 88.82-85.

82



31.Fei YJ, Liu JC, Jogessar VB, Westermeyer KR, Bridgemohan R, Huisman THJ:
Combinations of three different forms of a-thalassemia in a large Indian family from

Durban, South Africa: hematological observations. Acta Haematol 1992, 87:11-15.

32.Flint J, Harding RM, Clegg JB, Boyce AJ: Why are some genetic diseases common?
Hum Genet 1993; 91:91-117.

33.Fodde R, Harteveld CL, Losekoot M, Giordano PC, Meera Khan P, Nayudu NVS,
Bemini LF: Multiple recombination events are responsible for the heterogeneity of o'

thalassemia haplotypes among the forest tribes of Andra Pradesh, india. Ann Hum
Genet 1991; 55:43-50,

34.Galanello R, Aru B, Dessi C, Addis M, Paglietti E, Melis MA, Cocco S, Massa P,
Giagu N, Barella S, Turco MP, Maccioni L, Cao A: Hb H disease in Sardinia:

molecular, hematological and clinical aspects. Acta Haematol 1992; 88:1-6.

35.Galanello R, Dessi E, Melis MA, Addis M, Sanna MA, Rosatelli C, Argiolu F, Giagu
N, Turco MP, Cacace E, Pirastu M, Cao A: Molecular analysis of B°-thalassemia
intermedia in Sardinia. Blood 1989, 74.823-827.

36.Gibbons RJ, Suthemrs GK, Wilkie AOM, Buckle VJ, Higgs DR: X-linked a-
thalassemia/mental retardation (ATR-X) syndrome: localization to Xq12-g21.31 by X
inactivation and linkage analysis. Am J Hum Genet 1992; 51:1136-1149.

37.Gonzalez-Redondo JM, Gilsanz F, Ricard P: Characterization of a new a-
thalassemia-1 deletion in a Spanish family. Hemoglobin 1889; 13:103-116.

38.Green DW, Walters L, Ackerman Jr NB: Pathological cases of the month: Bart's

hemoglobin hydrops fetalis syndrome. Arch Pediatr Adolesc Med 1994; 148:283-
284,

83



39.Gu YC, Gu LH, Wilson JB, Cepreganova B, Ramanchandran M, Walker ELD,
Huisman THJ, Potitong P: Hb Westmead [a122(H5)His—»GIn), Hb E
[B26(B8)Glu—Lys]), and a-thalassemia-2 (3.7 Kb deletion) in a Laotian family.
Hemoglobin 1991; 15:297-302.

40.Gu LH, Wilson JB, Molchanova TP, McKie KM, McKie VC, Huisman THJ: Three
sickle cell anemia patients each with a different a-chain variant, diagnostic
complications. Hemoglobin 1993; 17:295-301.

41.Gupta AK, Kirchner KA, Nicholson R, Adams 1ll JG, Schechter AN, Noguchi CT,
Steinberg MH: Effects of o-thalassemia and sickle polymerization tendency on the
urine-concentrating defect of individuals with sickle cell trait. J Clin Invest 1991;
88:1963-1968.

42.Gurgey A, Altay ¢, Beksag MS, Bhattacharya R, Kutlar F, Huisman THJ: Hydrops
fetalis due to homozygosity for a-thalassemia-1, ()20.5 kb: the first observation in a
Turkish family. Acta Haematol 1989; 81:169-171.

43.Gurgey A: Talasemi ve hemoglobinopatilerde yeni gériisler. Ankara, TUBITAK TAG,
1986.

44 Hall GW, Thein SL, Newland AC, Chisholm M, Traeger-Synodinos J, Kanavakis E,
Kattamis C, Higgs DR: A base substitution (T—C) in codon 29 of the a2-globin gene
causes a-thalassemia. Br J Haematol 1993; 85:546-552.

45 Hall GW, Higgs DR, Murphy P, Villegas A, De Miguel A: A mutation in the

poliadenilation signal of the a,-globin gene (AATAAA—AATA-) as a cause of a
thalassemia in Asian Indians. Br J Haematol 1994; 88.225-227.

84



46.Hatton CSR, Wilkie AOM, Drysdale HC, Wood WG, Vickers MA, Sharpe J, Ayyub H,
Pretorius IM, Buckle VJ, Higgs DR: a-Thalassemia caused by a large (62 kb)
deletion upstream of the human a-globin gene cluster. Blood 1990, 76:221-227.

47 Hendy JG, Cauchi MN: Hb |-Toulouse {66(E10)Lys—Glu] in association with a-
thalassemia. Hemoglobin 1994; 18:227- 229.

48 Higgs DR, Vickers MA, Wilkie AOM, Pretorius IM, Jarman AP, Weatherall DJ: A
review of the molecular genetics of the human a—globin gene cluster. Blood 1989;
73:1081-1104.

49.Higgs DR, Wood WG, Jaman AP, Vickers MA, Wilkie AOM, Lamb J, Vyas P,
Bennet JP; The a-thalassemias. Ann N York Acad Sci 1991; 156-22.

50.Higgs DR, Aldridge BE, Lamb J, Clegg JB, Weatherall DJ, Hayes RJ, Grandison Y,
Lowrie Y, Mason KP, Serjeant BE, Serjeant GR: The interaction of alpha-thalassemia
and homozygous sickle-cell disease. N Eng J Med 1982; 306:1441-1446.

51.Huisman THJ: a-Globin chain repository. Hemoglobin 1994; 18.77-183.

52.Huisman THJ: Introduction and review of standard methodology for the detection of
hemoglobin abnormmalities, In Huisman THJ (ed), The Hemoglobinopathies
(Methods in Hematology), First Ed, Edinburgh, Churchill Livingstone, 1986, pp:15-
16.

53.Hundrieser J, Sanguansemmsri T, Laig M, Pape M, Kinhau W, Flatz G: Direct

demonstration of the Hb Suan-Dok mutation in the a2-globin gene by restriction
analysis with SMA I. Hemoglobin 1990, 14.69-77.

85



54 Hundrieser J, Laig M, Yongvanit P, Sriboonlue P, Sanguansermsri T, Kihnau W,
Pape M, Flalz G: Study of alpha-thalassemia in Northeastemn Thailand at the DNA
level. Hum Hered 1990; 40:85-88.

55.Innis MA, Gelfand DH: Optimization of PCRs. In Innis MA, Gelfand DH, Sninsky JJ,
White TJ (eds). PCR Protocols, Academic Press Inc, San Diego, 1990; pp:3-12.

56.Jauniaux E, Maldergem LV, De Munter C, Moscoso G, Gillerot Y. Nonimmune
hydrops fetalis with genetic abnormalities. Obstet Gynaecol 1990, 75:568-571.

57 Karlsson S, Nienhuis AW: Developmental regulation of human globin genes. Ann
Rev Biochem 1985; 54:1071-1108.

58.Kazazian Jr HH: The thalassemia syndromes. molecular basis and prenatal
diagnosis in 1990. Semin Hematol 1990; 27:209-228.

59.Kiling Y, Kimi M, Glrgey A, Altay C: Adana Bolgesi'nde doGan bebeklerde kordon
kani caligmasi ile alfa-talasem i glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi ve
hemoglobin S siklifinin arastiriimasi. Doga J Med Sci 1986; 10.162-167.

60.Ko TM, Tseng LH, Hsieh FJ, Hsu PM, Lee TY: Carrier detection and prenatal
diagnosis of alpha-thalassemia of Southeast Asian deletion by polymerase chain
reaction. Hum Genet 1992; 38:245-248.

61.Ko TM, Tseng LH, Hsieh FJ, Lee TY: Prenatal diagnosis of Hb H disease due to
compound heterozygosity for South-East Asian deletion and Hb Constant Spring by

polymerase chain reaction. Prenat Diagn 1993, 13:143-146.

62.Ko TM, Hsieh FJ, Hsu PM, Lee TY:. Molecular characterization of severe o-
thalassemias causing hydrops fetalis in Taiwan. Am J Med Genet 1991, 39:317-320.

86



63.Kohn J: Separation of hemoglobin on cellulose acetate. J Clin Pathol 1969; 22:109-
110.

64.Kropp GL, Fucharoen S, Embury SH: Selective enzymatic amplification of o;-globin
DNA for detection of the hemoglobin Constant Spring mutation. Blood 1989;
73:1987-1992.

65 Kutlar F, Reese AL, Hsia YE, Kleman KM, Huisman THJ: The types of hemoglobins
and globin chains in hydrops fetalis. Hemoglobin 1989; 13:671-683.

66.Kutlar A, Huisman THJ: Detection of hemoglobinopathies. Hommes FA (ed),
Techniques in Diagnostic Human Biochemical Genetics, A Laboratory Manual,
J. Wiley & Sons Inc, New York, 1991; pp:519-560.

67.Lam TK, Chan V, Fok TF, Li CK, Feng CS: Long-term survival of a baby with
homozygous alpha-thalassemia-1. Acta Haematol 1992; 88:198-200.

68.Lamb J, Harris PC, Wilkie AOM, Wood WG, Dauwerse JHG, Higgs DR: De novo
truncuation of chromosome 16p and healing with (TTAGGG), in the a-
thalassemia/mental retardation syndrome (ATR-16). Am J Hum Genet 1993; 52:668-
676.

69.Lebo RV, Saiki RK, Swanson K, Montano MA, Erlich HA, Golbus MS: Prenatal
diagnosis of a-thalassemia by polymerase chain reaction and dual restriction enzyme
analysis. Hum Genet 1990; 85:293-299.

70.Liang R, Liang S, Jiang NH, Wen XJ, Zhao JB, Nechtman JF, Stoming TA, Huisman
THJ: a and B thalassemia among Chinese children in Guangxi Province, P.R. China:
molecular and haematological characterization. Br J Haematol 1994; 86:351- 354.

71.Liebhaber SA: a-Thalassemia. Hemoglobin 1989; 13:685-731.

87



72.Lin CK, Yang ML, Jiang ML, Chien CC, Lin HH, Peng HW. Comparison of two
screening methods, modified Hb H preparation and the osmotic fragility test, for
alpha-thalassemic traits on the basis of gene mapping. J Clin Lab Anal 1991, 5:392-
395.

73.Lin SF, Liu CL, Chen TP, Chiou SS, Liu HW, Chang JG: Diagnosis of thalassemia by
non-isolope delection of a/f and {fo mRNA ratios. Br J Haematol 1994; 87:133-
138.

74.Liu TC, Chiou SS, Lin SF, Chen TP, Tseng WP, Chen PH, Chang JG: Molecular
basis and hematological characterization of Hb H disease in Southeast Asia. Am J
Hematol 1994; 45:293-297.

75.Lobel JS, Cameron BF, Johnson E, Smith D, Kalinyak K: Value of screening umblical
cord blood for hemoglobinopathy. Pediatrics 1989, 83.823-826.

76.Loukopoulos D: Thalassemia: genotypes and phenotypes. Ann Hematol 1991,
62:85-94.

77.Lukens JH: The thalassemias and related disorders: quantitative disorders of
hemoglobin synthesis. In Lee GR et all (eds); Wintrobe's Clinical Hematology, Sth
ed Philadelphia, Lea & Febiger, 1993, pp:1102.

78.Makonkawkeyoon L, Sanguansersri T, Asato T, Nakashima Y, Takéi H: Rapid
detection of chain termination mutations in the o2 globin gene. Blood 1993, 82:3503-
3512.

79.Molchanova TP, Pobedimskaya DD, Huisman THJ: The differences in quantities of
o2- and a1-globin gene variants in heterozygotes. Br J Haematol 1994; 88:300-306.

88



80.Molchanova TP, Pobedimskaya DD, Postnikov YV. A simplified procedure for
sequencing amplified DNA containing the o2- or a1-globin gene. Hemoglobin 1994;
18:251-255.

81.Muglia M, Annesi G, Gabrile AL, Covello M, Brancati C: a-Thalassemia in a Southem
ltalian population (Detection by a non-radioaktive procedure). Hemoglobin 1993;
17.285-287.

82.Nakashima H, Fujiyvama A, Kagiyama S, Imamura T: Genetic polymorphisms of gene

conversion within the duplicated human a-globin loci. Hum Genet 1990; 84:568-570.

83.Novelietto A, Hafez M., Di Rienzo A, Felicetti L, Deidda G, El Morsi Z, Al-Tonbary Y,
El-Ziny M, Abd-El-Gelil I, Terrenato L: Frequency and molecular types of deletional
a-thalassemia in Egypt. Hum Genet 1989, 81:211-213.

84.0ron V, Filon D, Oppenheim A, Rund D: Severe thalassemia intermedia caused by
interaction of homozygosity for a-globin gene triplication with heterozygosity for p
thalassemia. Br J Haematol 1994; 86:377-379.

85.0ner C, Gurgey A, Altay C, Kutlar F, Huisman THJ: Variation in the level of fetal
hemoglobin in (6B)°-thalassemia heterozygotes with different numbers of a-globin
genes. A J Hematol 1990; 34.230-231.

86.Peng HW, Choo KB, Ho CH, Yen MS, Liung WY, Lin CK, Yang ZL Ng HT, Ching KN,
Han SH: Arrangements of a-globin cluster in Taiwan. Acta Haematol 1389, 82:64-
68.

87.Petrou M, Brugiatelli M, Oid J, Hurley P, Ward RHT, Wong KP, Rodeck C, Modell B:
Alpha thalassemia hydrops fetalis in the UK: the importance of screening pregnant
women of Chinese, other South East Asian and Mediterranean axtraction for alpha
thalassemia trait. Br J Obstet Gynaecol 1992; 99:985-989.

89



88.Poncz M, Solowiejzk D, Harpel D, Mory Y, Schwartz E, Surrey S: Construction of
human gene library from small amunts of peripheral blood. Analysis of B-like globin
genes. Hemoglobin 1982; 6:27-36.

89.Ramoa L, Cash F, Weiss |, Liebhaber S, Pirastu M, Galanello R, Loi A, Paglietti E,
loannou P, Cao A: Human a-globin gene expression is silenced by terminal

truncation of chromosome 16p beginning immediately 3' of the {-globin gene. Hum
Genet 1992; 89:323-328.

90.Rogers ZR, Powars DR, Kinney TR, Williams WD, Schroeder WA: Nonblack patients
with sickle cell disease have African B° gene cluster haplotypes. Jama 1989;
261:2991-2994.

91.Romao L, Olim G, Martins MC, Rodrigues V, Coutinho-Gomez MP, Lavinha J:
Unusual molecular basis of Hb H disease in the Azores Islands, Portugal.
Hemoglobin 1990; 14:607-616.

92.Rosatelli C, Oggiano L, Leoni GB, Tuveri T, Di Tucci A, Scales MT, Dore F, Pistidda
P, Massa A, Longinotti M, Cao A: Thalassemia intermedia resulting from a mild p-
thalassemia mutation. Blood 1989; 73:601-605.

93.Schrier SL, Rachmilewitz E, Mohandas N: Cellular and membrane properties of
alpha and beta thalassemic erythrocytes are different. implication for differences in
clinical manifestations. Blood 1989; 74:2194-2202.

94.Shalmon L, Kirschmann C, Zaizov R: Anew deletional a-thalassemia detected in
Yemenites with hemoglobin H disease. Am J Hematol 1994; 45:201-204.

95.8hinar E, Rachmilewitz EA: Differences in the pathophysiology of hemolysis of -

and B-thalassemic red blood cells. Ann N Y Acad Sci 1991; 118-126.
90



96 Shinar E, Rachmilewitz EA, Lux SE: Differing erythrocyle membrane skeletal protein
defects in alpha and beta thalassemia. J Clin Invest 1989; 83:404-410.

97.Skogerboe KJ, West SF, Smith C, Terashila ST, LeCrone CN, Detter JC, Tait Jf:
Screening for a-thalassemia. Arch Pathol Lab Med 1992; 116:1012-1018.

98.Sonati MF, Farah SB, Ramalho AS, Costa FF: High prevalence of a-thalassemia in a
black population of Brazil. Hemoglobin 1991; 15:309-311.

99.Steinberg MH: The interactior:s of a-thalassemia with hemoglobinopathies. Hemato
Oncol Clin North Am 1991; 5:453-473.

100.Steinberg MH, Embury SH: a-Thalassemia in blacks: genetic and clinical aspects
and interactions with the sickle hemoglobin gene. Blood 1886; 68:985-990.

101.Tan JAMA, Tay JSH, Soemantri A, Kham SKY, Wong HB, Lai PS, Saha N:
Deletional types of alpha-thalassemia in Central Java. Hum Hered 1992; 42:289-
292

102.Tang W, Luo HY, Eng B, Waye JS, Chui DHK: Immunocytological test to detect
adult carriers of (—°*%/) deletional a-thalassemia. Lancet 1993; 342:1145-1147.

103.Tang W, Luo HY, Albitar M, Patterson M, Eng B, Waye JS, Liebhaber SA, Higgs
DR, Chui DHK: Human embryonic -globin chain expression in deletional a-
thalassemias. Blood 1992; 80:517-522.

104 Tannverdi K: B-Talasemi mutasyon tiplerinin molekliler diizeyde incelenmesi.

Bilim Uzmanlidi tezi, Adana, C U Sadlik Bilimleri Enstitisu, 1993.

a1



105.Thompson CC, Ali MAM, Vacovsky M, Boyadjian S: The interaction of anti 3.7 type
quadruplicated a-globin genes and helerozygous B-thalassemia. Hemoglobin 1989;
13:125-135.

106.Thonglariuam V, Winichagoon P, Fucharoen S, Wasi P. The molecular basis of AE-
Bart's disease. Hemoglobin 1989; 13:117-124.

107.Tsintsof AS, Hertzberg MS, Prior JF, Mickleson NP, Trent RJ. a-Globin gene
markers identify genetic differences between Ausliralian aborigines and Melanesians.
Am J Hum Genet 1990, 46:138-143.

108.Villegas A, Sanchez J, Ricard P, Gonzalez FA, Del Potro E, Ammada B, Carreno DL,
Espinos D: Characterization of a new a-thalassemia-1 mutation in a Spanish family.
Hemoglobin 1994, 18.29-37.

109.Warkentin TE, Bamr R, Ali MAM, Mohandas N:. Reccurrent acute splenic
sequestration crisis due to interacting genetic defects: hemoglobin SC disease and
hereditary spherositosis. Blood 1990; 75:266-270.

110.Weatherall DJ: The thalassemias. In Wiliams WJ, Beutler E, Erslev A, Lichtman
MA (eds), Hematology, 4th ed, NewYork, McGraw-Hill Publishing Company, 1990,
pp:510-539.

111.Weiss |, Cash FE, Coleman MB, Pressley A, Adams JG, Sanguansermsri T,
Liebhaber SA, Steinberg MH: Molecular basis for a-thalassemia associated with the
structural mutant hemoglobin Suan-Dok (a2'®*“**%). Blood 1990; 76:2630-2636.

112.White JM, Christie BS, Nam D, Daar S, Higgs DR: Frequency and clinical
significance of erythrocyte genetic abnormalities in Omanis. J Med Genet 1993;

30:396-400.

92



113.Wilkie AOM, Buckle VJ, Harmris PC, Lamb J, Barton NJ, Reeders ST, Lindenbaum
RH, Nicholis RD, Barrow H, Bethlenfalvay NC, Hutz MH, Tolmie JL, Weatherall DJ,
Higgs DR: Clinical features and molecular analysis of the o thalassemia/mental
retardation syndromes. |. Cases due to deletions involving chromosome band
16p13.3. Am J Genet 1930, 46:1112-1126.

114.Youwen H, Letian Z, Rongxin W, Jidong S, Nijia Z, Liming W, Junwu Z, Guanyun
W, Shenwu W, Yu F, Xu L, Qi L, Peng Z, Guifang L, Rong L: First trimester prenatal
diagnosis of severe a-thalassemia. Birt Defects: Original Artical Series 1988,
23:455463.

1158.YUregir GT, Aksoy K, Dikmen N: Alfa talasemi taramasinda tek tup osmotik
frajilitenin yeri. Doga Tr J Med Sci 1990, 14:374-380.

116.Yuregir GT, Aksoy K, Curuk MA, Dikmen N, Fei YJ, Baysal E, Huisman THJ: Hb H
disease in a Turkish family resulting from the interaction of a deletional a-

thalassemia-1 and a newly discovered poly A mutation. Br J Hematol 1992; 80:527-
532.

117.Yuregir GT, Kutlar F, Kutlar A, Aksoy M, Huisman THJ: Incidence and types of j3-
thalassemia mutatious in South Turkey. ¢ U Tip Fak Der 1989; 1:111-115.

118.Zhao JB, Zhao L, Fei YJ, Liu JC, Huisman THJ: A novel a-thalassemia-2 (-2.7 kb)
observed in a Chinese patient with Hb H disease. Am J Hematol 1991; 38:248-249.

93



