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Yiiksek Lisans Tezi

Trakya Boélgesinde, Alfa Talasemi On Tamli Hastalarda, Alfa Globin Geni
Varyasyonlar1 Sikliginin Arastirilmasi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik
OZET

Diinya’da en sik goriilen kalitsal kan hastaliklart Hemoglobinopatiler iki ana
gruba ayrilir; Talasemiler ve anormal hemoglobinler. Talasemiler hemoglobinin
yapisinda yer alan globin zincirin olmasi gerekenden az sentezlenmesi ya da hig
sentezlenememesi sonucu meydana gelen otozomal resesif hastaliklardir. Alfa globin
zincirinde meydana gelen anomaliler sonucu Alfa Talasemi’ler ortaya ¢ikar.
Tiirkiye’dea-globin Strip Assay yontemi kullanilarak gergeklestirilen birgok ¢alismada
en sik olarak o’ ve o*? tek gen delesyonlarina rastlandigi bildirilmistir.Calismalarda
Alfa Talasemi tastyic1 siklilar1 ve varyasyonlarin frekanslar belirlenmis, literatiirde
yerini almistir. Fakat literatiirde, Trakya popiilasyonunda Alfa Talasemi tasiyict siklig
ya da varyasyon frekansi ile ilgili veriler bulunmamaktadir.Bu g¢alismada Trakya
poplilasyonunda yasayan, alfa talasemi 6n tanisina sahip, birbirleri ile akrabalik bagi
bulunmayan, demir eksikligi anemisi ve Beta Talasemi yoniinden dislanmis, daha once
MLPA yontemi ile calisilan ve herhangi bir Alfa Talasemi mutasyonu saptanmayan
olgularin Strip Assay yontemi ile Alfa Talasemi varyasyonlarmin belirlenmesi

amaglanmistir. Calismada 59 olgunun 3’tinde MED c¢ift gen delesyonu, 1’inde o a7

gen triplikasyonu ve 1’inde a??

cift gen delesyonu tespit edilmistir. Daha 6nce MLPA
ile herhangi bir varyasyon saptanmayan 59 olgunun 5’inde, Strip Assay ile varyasyon
saptanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, Alfa talasemi varyasyonlarinin
saptanmasinda Strip Assayyontemini, MLPA yontemine %8,47 oraninda katkida

bulundugu tespit edilmistir.
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Master Thesis

Investigation of the Frequency of Alpha Globin Gene Variations in Thrace Region,
Patients with Preliminary Diagnosis of Alpha Thalassemia

TU Institute of Science and Technology

Biotechnology and Genetics

ABSTRACT

Hemoglobinopathies are the most common hereditary blood diseases in the
world. Hemoglobinopathies are divided into two groups; Thalassemias and abnormal
hemoglobin. Thalassemias are autosomal recessive diseases that occur as a result of less
expression or no synthesis of the globin chain in the hemoglobin structure. Alpha-
thalassemia occurs as a result of anomalies in the alpha globin chain. In many studies
carried out using a-globin strip assay method in Turkey, it has been reported most
frequently encountered o®’ and a*? single gene deletions. In the previous studies,
frequencies of Alpha thalassemia carriers and the frequencies of variations have been
determined and have taken place in the literature. However, in the literature, there is no
data on the frequency of alpha thalassemia carriers or the frequency of variation in the
Thrace population. The aim of this study was to determine Alpha Talasemia variations
with Strip Assay method in Thracean patients, who had a diagnosis of alpha
thalassemia, were not related to each other, excluded from anemia and Beta-
thalassemia, also had previously been studied with MLPA method and did not have any
Alpha Thalassemia mutation with this method. As a result 3 of the 59 cases had MED

37 gene triplicationand 1 o*®® double gene deletion.In 5 of

double gene deletion, 1 aow
59 patients who could not detected any variation with MLPA, variation was determined
by Strip Assay method.In terms of the data obtained, the Strip Assay method contributes

8,47% to the MLPA method for the detection of Alpha thalassemia variations.
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Hemoglobinopatiler Diinya’da en sik goriilen kalitsal kan hastaliklaridir.

Talasemiler ve anormal hemoglobinler olarak iki ana sinifa ayrilmaktadirlar.

Talasemiler, hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirlerinde
meydana gelen yapisal bozukluklara bagli olarak (bir ya da daha fazla globin zincirinin
eksik ya da hatali olmas1 / az sentezlenmesi ya da hi¢ sentezlenmemis olmasi) ortaya
cikan otozomal resesif kalitilan hastaliklardir. Alfa globin zincir sentezinin eksik
olmasi, ya da o (alfa) globin zincirinin hi¢ sentezlenememesiyle Alfa Talasemi hastalig1
ortaya ¢ikar. Alfa Talasemi’de, 16. kromozomun kisa kolu (16p13.3) lizerinde bulunan
a-globin geninde meydana gelen delesyon, duplikasyon, nokta mutasyonlari gibi
kromozom anomalileri ve bu anomalilerin birbirleri ile kombinasyonlari, popiilasyonlar
arasinda farklilik gostermekte ayrica hastaligin hematolojik fenotipini ve klinik siddetini
de etkilemektedir.

Talasemilerin, daha 6nce, Akdeniz iilkeleri, Ortadogu, Giiney Cin, Hindistan,
Gilineydogu Asya ve Afrika’da yaygin oldugu bilinmekteydi. Fakat Avrupa Amerika ve
Avustralya’ya yapilan goglerle nedeniyle Talasemiler giiniimiizde Diinya {izerinde
yaygin bir dagilim gdstermeye baslamistir. Ulkemiz, yeryiiziindeki konumu, Akdeniz
kusaginda yer almasi, farkli etnik kokenlerden olugmasi ve gd¢ almasi/goc yollar
tizerinde bulunmasi gibi nedenlerle cesitli Alfa Talasemi genotiplerine ev sahipligi

yapmaktadir.

Daha once Adana, Isparta, Hatay, Istanbul, Izmir gibi Tiirkiye'nin gesitli
bolgelerinde o-globin Strip Assay yontemi kullanilarak Alfa Talasemi caligmalari

gerceklestirilmistir. Calismalarda Alfa Talasemi tasiyicit siklilari ve varyasyonlarin



frekanslar1  belirlenmis, literatiirde yerini almigtir. Fakat literatiirde, Trakya
popiilasyonunda Alfa Talasemi tastyict siklig1 ya da varyasyon frekansi ile ilgili veriler

bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada Trakya popiilasyonunda yasayan, alfa talasemi 6n tanisina sahip,
birbirleri ile akrabalik bagi bulunmayan, demir eksikligi anemisi ve Sanger Dizileme
yontemiyle Beta Talasemi yoniinden dislanmig, daha 6nce MLPA yontemi ile calisilan
ve herhangi bir Alfa Talasemi mutasyonu saptanmayan olgularin Strip Assay yontemi

ile Alfa Talasemi varyasyonlarinin belirlenmesi amaglanmustir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Hemoglobin Molekiilii

Viicutta oksijenin dokulara taginmasi eritrosit adi verilen kan hiicreleri sayesinde
gergeklesir. Eritrositler bu gorevi yapilarindaki hemoglobin molekiilii (Hb) sayesinde
yerine getirirler (Schecher,2008; Higgsvd., 2012). Her eritrosit yaklasik olarak 300
milyon hemoglobin icerir (Cappellini, 2016).

Eritrosit

P Zinciri

P Zinciri

Sekil 2.1: Hemoglobin molekiiliiniin yapisi.

Hemoglobin dort globin zinciri ve her bir zincire kovalent olarak baglanmis hem
halkalarindan olusan tetramerik bir proteindir. Her bir hemoglobindeki hem yapilari
birbirleriyle ayniyken, globin zincirlerinin, aminoasit dizileri ve sayilari birbirinden

farklidir (Polat, 1995; Giizelgiil, 2010).



2.1.1.Hem Molekilii

Hem, oksijene baglanma 6zelligine sahip Fe*? (ferroz demir) atomu ve 4 pirol
halkasindan meydana gelen protoporfirin IXhalkasindan olusur (Cappellini, 2016).

Eritrositlere kirmizi rengini veren Hem yapisidir (Giizelgiil, 2010).

2.1.2.Globin Zincirleri

Hemoglobin elektroforezinde, yetiskin saglikli bireylerin hemoglobinlerinin
yaklagik %95-97’si Hb A, %2-3’tii Hb A2 ve %1 ’den daha az1 Hb F’tir (Vergin, 2008).
Hb A, iki alfa (a) globin ve iki beta (B) globin zincirlerinden (Hb A, a2pB;) olusur. Hb
A2, iki alfa (a)) globin ve iki delta () globin zincirlerinden (Hb A2, a,3,) meydana gelir,
Hb F ise, iki alfa (o) globin ve iki gama (y) globin zincirlerinden (Hb F, ayy2)
olusmustur (Polat, 1995;Giizelgiil, 2010).

Insan yasammin degisik dénemlerinde (embriyo-fetus-eriskin)  globin
zincirlerinin yapilar1 gelisimsel farkliliklar gosterir (Salomon, 2013). Yasamin degisik
donemlerinde farklilik gosteren globin zincirleri ve yapilarisekil 2.2°de gosterilmistir
(Bozkurt, 2016). Globin zincirlerinin yapilarinin degismesi iiretilen hemoglobin g¢esidini
de degistirir. Yasamin belirli donemlerinde farkli hemoglobin tiirlerinin iiretilmesi ve

durdurulmasi islemi hemoglobin “switching” olarak adlandirilir (Cappellini, 2016).

Yetiskin ve Fetal Hemoglobin

a-globin - b . B-globin
a Ly ) e mngl n E
v (o
5 | Hemoglabin A2
(2252)
Alpha (o) J
Zinciri —
emoglol
G‘W"E ! Gamma (y)
g ' C s Zinciri
@ - Hemoglobin
Gower I
Zeta(7) BON
inciri ‘—‘—'—'——‘—) Hemaoglobin
Zinciri i 6 1) oot
v A ) @
Hemoglobi .
3 pnthn: |I|" EP.5I|.0.n (e)
g 122 Zinciri

Embriyonik Hemoglobin

Sekil 2.2:Yasamin degisik donemlerinde (embriyo-fetus-eriskin) globin zincirleri ve
genleri.



Embriyonel hemoglobinler [Gower-1 ((ze2), Gower-2 (aze;) ve Portland ({oy2)]
gebeligin 3-10. haftalarinda yolk kesesinde sentezlenen hemoglobinlerdir (Salomonvd.,
2013) Megaloblastlarin yapisinda yer alarak dolasima katilirlar (Polat, 1995).
Embriyonel hemoglobinler yenidogan donemi ve sonrasinda sentezlenmezler (Karakas,
2014). Gebeligin dokuzuncu haftasindan sonra hematopoez gorevi yolk kesesinden
karacigere gectiginde embriyonel hemoglobinler yerine fetal hemoglobinler
sentezlenmeye baslar (Polat, 1995;Schecher, 2008). Dogum yaklastikga Hb F miktari
giderek azalirken Hb A miktar1 ise artar. HbF miktar1 dogumdan 6nce %40-50 oraninda,
yeni dogmus 6 aylik bebekte % 5’in altina bir yasindan sonra %?2’nin altinda 3-4
yasinda ise % 1’in altina diiserek yetiskinlerdeki diizeyine iner (Bozkurt, 2016). Hb A
(a2B2) gebeligin dordiincii haftasindan sonra sentezlenmeye baslar, dogumda toplam
hemoglobinin %30’una ulagir. Dogumdan sekiz hafta sonra toplam hemoglobinin
%350’si, alt1 ay sonra ise toplam hemoglobinin %95 ini olusturur. Hb A2 (020,) ise
dogumdan sonra sentezlenmeye baslar ve yasam boyu toplam hemoglobinin %]1,5-
3,5’ini olusturur (Schecher, 2008).Dogumdan 6nce ve dogumdan sonra sentezlenen

globin zincirleri sekil 2.3.’de gosterilmistir (Bozkurt, 2016).
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Sekil 2.3: Dogumdan 6nce Ve dogumdan sonra sentezlenen globin zincirleri
2.1.2.1.Globin Zincir Gen Yapisi

Insan globin zincirlerinin sentezlenmesinde gorevli genler alfa globin gen
kiimesi ve beta globin gen kiimesi olarak baslica iki grupta toplanirlar (Zhengvd., 2013).
Globin genleri mendeliyen kaliim gosterirler ve birbirleri ile kodominanttirlar
(Bozkurt, 2016).



2.1.2.1.1.Alfa Globin Gen Kiimesi

Insanlardaki alfa globin gen kiimesi 16. kromozomun
13.3lokusundakonumlanmistir (Tang vd., 2006; Tang vd., 2008).

Alfa globin gen kiimesinin iki intron ve ii¢ ekzon bélgesi vardir. ilk ekzon 31,
ikinci ekzon 68 ve gclincli ekzon 42 toplamda 141 aminoasit kodlar

(Gtizelgiil,2010;Barbour vd., 2000).

Alfa globin gen kiimesi, ti¢ psodogen (-y(s, -way, -yayp) ve dort islevsel genden
(-G, -02, a4, -0) meydana gelir (Giizelgiil,2010;Higgs vd., 1989).

Islevsel genler HBZ (OMIM 142310), HBA2 (OMIM 141850), HBA1 (OMIM
141800) ve HBQ’dur (OMIM 142240). Alfa globin gen kiimesinin 5’23’
dogrultusunda HBA2 genine ap, HBAL1 genine oy isimleri verilir. Bu genlerin kontrolii
HS-40 diizenleyici bolgesi tarafindan yapilmaktadir (Schecher.2008; Harteveld vd.,
2010; Karakas, 2014).

mum 16. Kromozom p13.3
\A]f‘d Benzer Globin Genleri

i 2wl yo2 wal a2 ol 6
37

Sekil 2.4: Alfa globin genleri (Giizelgiil,2010).
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2.1.2.1.2.Beta Globin Gen Kiimesi

Insanlardaki beta globin gen kiimesi 11. kromozomun 15.5/15.4 lokusunda
konumlanmugtir (Tang vd., 2008; Plantvd., 2001). Beta globin gen kiimesi bir psddogen
(-vB1) ve bes islevsel genden (-¢, -Gy, -Ay, -6, -B) meydana gelir (Kutlar, 2014). Beta
globin gen kiimesinin de iki intron ve ii¢ ekzon bdlgesi vardir. ilk ekzon 30, ikinci
ekzon 74 ve lglincli ekzon 42 toplamda 146 aminoasit kodlar (Yiregir’den aktaran

Giizelgiil,2010).
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Sekil 2.5: Beta globin genleri (Giizelgiil,2010).
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2.2.Hemoglobin Molekiiliiniin Kalitsal Bozukluklar:1 (Hemoglobinopatiler)

Hemoglobin sentezinde gorevli genlerde olusan nokta mutasyonlari, delesyonlar
ve duplikasyonlar globin zincirinde degisikliklere neden olur ve hemoglobinopatiler
meydana gelir (Donbak 2005; Seydel, 2007). Hemoglobinopatiler, Diinya genelinde tek
gen hastaliklar1 arasinda en sik rastlananlardir (S6zen, 2000; Karakas, 2014). Anormal

hemoglobinler ve talasemiler hemoglobinopatilerin iki ana grubunu olustururlar.

- ST T

£

Sekil 2.6:Hemoglobinopatilerin yeryiiziindeki dagilimlar: (Canatan, 2011).

Hemoglobinopatiler siklikla sitmanin yaygin oldugu subtropik ve tropik
bolgelerde goriilir (Karakas, 2014;Gokdogan, 2015). Yapilan ¢alismalarda,
hemoglobinopatilerin sitma etkeni Plasmodium falciparum’a karsi direng gelistirmede
etkili oldugu ve heterozigotlar1 sitmaya kars1 korudugu gosterilmistir (Polat, 1995). Her
ne kadar hemoglobinopatilerin kdkeni tropik bdlgeler olsa da, bu bolgelerden yapilan

gocler, hemoglobinopatilerin yeryiiziindeki dagilimi degismistir (Vergin, 2014).



2.2.1.Anormal Hemoglobinler

Anormal hemoglobinlerin biiyiik bir kismi, globin genlerindeki nokta
mutasyonlarindan kaynaklanir. Globin genlerinde olusan delesyonlar, globin
zincirlerinin olmasi gerekenden daha kisa, insersiyonlar ise daha uzun olmasini neden
olurlar. Bunlarin disinda, globin genleri arasinda homolog olmayan “crossing over”
sonucu anormal hibrid hemoglobinler de meydana gelir (Donbak, 2005; Giizelgiil,
2010). Anormal hibrid hemoglobinler, anormal hemoglobinlerin sadece kiigiik bir

grubunu olusturlar (Huisman’dan aktaran Sézen, 2000).

2.2.1.1. En Sik Rastlanan Anormal Hemoglobin Varyantlar

Giinlimiizde binden fazla anormal hemoglobin varyanti tanimlanmistir (Bozkurt,
2016). Anormal hemoglobinler genel olarak etnik gruplara ve gesitli iklimlere sahip
yasam alanlarma o6zgidiirler (Basak, 2001). Tiirkiye’de ve Diinya’da en sik rastlanan
anormal hemoglobin varyantlar1 genellikle beta globin zinciri ile iligkili Hemoglobin C
(Hb C), Hemoglobin D (Hb D), Hemoglobin E (Hb E), Hemoglobin S (Hb S) ve
Hemoglobin O Arab (Hb O Arab)’tir (Altay ve Akar’dan aktaran Giizelgiil, 2010).

Hb C, beta globin zincirinin 6. pozisyonunda meydana gelen bir nokta
mutasyonu sonucu, glutamik asit aminoasidi yerine lizin aminoasidinin kodlanmasiyla

ortaya cikar.

Hb D, beta globin zincirinin 121. pozisyonunda meydana gelen bir nokta
mutasyonu sonucu, glutamik asit aminoasidi yerine glisin aminoasidinin kodlanmasiyla

ortaya cikar.

Hb E, beta globin zincirinin 26. pozisyonunda meydana gelen bir nokta
mutasyonu sonucu, glutamik asit aminoasidi yerine lizin aminoasidinin kodlanmasiyla

ortaya cikar.

Hb S,diger anormal hemoglobin varyantlarina kiyasla Tiirkiye’de en sik goriilen
anormal hemoglobin varyantidir. Beta globin zincirinin 6. pozisyonunda meydana gelen
bir nokta mutasyonu sonucu, glutamik asit aminoasidi yerine valin aminoasidinin
kodlanmasiyla ortaya ¢ikar (Bozkurt, 2016). Beta globin zincirinin 6. pozisyonundaki

aminoasit degisimi globin zincirinin yiizeyindeki bir bdlgeye denk gelmektedir. Bu



durum hemoglobin tetramerlerinin olusumunu zorlastirir ve eritrositler orak seklini alir
(Huisman’dan aktaran S6zen, 2000). Ebeveynlerinin her ikisinden de Hb S geni alan
bireylerde orak hiicre anemisi (“Sickle Cell Anemia”, Orak Hiicreli Anemi) goriliir

(Eleftheriou, 2015).

Hb O Arab, beta globin zincirinin 121. meydana gelen bir nokta mutasyonu
sonucu, glutamik asit aminoasidi yerine lizin aminoasidinin kodlanmasiyla ortaya ¢ikar

(Bozkurt, 2016).

Yetiskin olgularin  hemoglobin elektroforezinde anormal hemoglobinler ve

talasemi tiirleri / demir eksikligi anemisi arasindaki iliski Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1: Yetiskin bireyin hemoglobin elektroforezinde anormal hemoglobin varlig
(Bozkurt, 2016).

0, = 0, 0,
v S HbS %40-50 HbS > %50 ::: < /0131(: vs MClIf—| <f5 Py §
. e R ’e eslik eden alfa talasemi?
birlikteligi HbSp talasemi? HbSp" talasemi? Demir eksikligi anemisinin eslik
eden orak hiicre anemisi tastyicisi?
0, 0,
HbAve HOC  HbC %40-50 HbC>%650 HbC<%635
birlikteligi ) : :
+ HbC’ye eslik eden alfa talasemi?
? ?
LG E G LELIEE Demir eksikligi anemisi?
HbA ve HbD HbD %40-50 HbD > %50 HbD <%30 ve MCH <25 pg
birlikteligi 9 *n HbD’ye eslik eden alfa talasemi?
D) TS S Demir eksikligi anemisi?
HbA ve HbE HbE %635-50 HbE > %50 HbE <%25 ve MCH <25 pg
birlikteligi 9 + 5 HbE’ye eslik eden alfa talasemi?
HBE tagiyicist’ HBER™ 2 Demir eksikligi anemisi?
HbA ve HbOArab %40-50 HbOArab>%50 HbOArab<%630 ve MCH <25 pg
HbOArab HbOArab’a Eslik eden alfa
birlikteligi HOArab? HbOArab/B talasemi? talasemi?

Demir eksikligi anemis?

HbS oran1 HbA oranindan fazla olan olgularda HbA iiretimi yiiksek olan HbSp"-
talasemiden siiphelenilebilir. Hb S orani1 %50’den fazla olan olgulardaortalama eritrosit
hemoglobini (MCH) degeri genellikle diisiiktiir. Bu olgulardaHbSB"-talasemi goz
ontinde bulundurulmalidir. Hb S oranmi %30’un altinda olan ve MCH degerinin 25
pg’dan diisiik oldugu olgularda demir eksikligi anemisinin eslik ettigi orak hiicre
anemisi tasiyiciligt ya da HbS’e eslik eden alfa talasemiden siiphelenilebilir. HbC
degeri %40-50 oraninda olan olgularin HbC tasiyicist olmasindan siiphelenilebilir.HbC
orant %50’den fazla olan olgularda MCH degeri genellikle 27 pg’dan azdir. Bu



olgularda HbCp*-talasemi goz &niinde bulundurulmalidir. HbC degeri %35’ten diisiik
olan olgularda demir eksikligi anemisi ya da HbC’ye eslik eden alfa talasemiden
stiphelenilebilir. HbD oran1 %40-50 oraninda olan olgularin HbD tasiyicis1 olmasindan
siiphelenilebilir. HbD oran1 %50°den fazla olan olgularda MCH degeri genellikle 27
pg’dan azdir. Bu olgularda HbDB® géz oniinde bulundurulmalidir. Hb D degeri
%30’dan az olan ve MCH degeri 25 pg’dan diisikk olan olgularda demir eksikligi
anemisi ya da HbD’ye eslik eden alfa talasemiden siiphelenilebilir. HbE oran1 %35-50
oraninda olan olgularin HbE tasiyicisi olmasindan siiphelenilebilir. HbE oran1 %50°den
fazla olan olgularda HbEB-talasemiden siiphelenilebilir. HbE tasiyicilarinda MCH
degeri genellikle 27 pg’dan azdir. Bu olgularin HbF diizeyi oranlar1 % 4’ten fazladir ve
hemoglobin diizeyleri azalmistir.Hb E degeri %25’ten az olan ve MCH degeri 25
pg’dan diisiik olan olgularda demir eksikligi anemisi ya da HbE’ye eslik eden alfa
talasemiden siiphelenilebilir. HbOArab degeri %40-50 olan olgularda HbOArab’dan
stiphelenilebilir. HbOAraborani %50’den fazla olan olgularda MCH degeri genellikle
27 pg’dan azdir. Bu olgularda HbOArab/B*-talasemiden siiphelenilebilir. HhOArab
degeri %30’dan az olan ve eritrosit hemoglobini MCH degeri 25 pg’dan diisiik olan
olgularda demir eksikligi anemisi ya da HbOArab’a eslik eden alfa talasemiden
stiphelenilebilir (Bozkurt, 2016).

2.2.1.2. Tiirkiye’de Anormal Hemoglobin Calismalar:

Tiirkiye’de hemoglobinopati ¢aligsmalari ilk kez 1950°1i yillarda Muzaffer Aksoy
tarafindan baglatilmistir. 2002 yilinda Cigdem Altay, anormal hemoglobin ¢alismalarini
tarayarak Tiirkiye’de 42 ¢esit anormal hemoglobin oldugunu ve en sik goriilenlerinin
Hb S, Hb D, Hb E, Hb O Arab oldugunu bildirmistir (Altay, 2002a; Altay, 2002b).
1970’11 yillarda Arcasoy ve Cavdar ¢alismalarinda, Hb S sikligimmin %0,26, Hb D
sikliginin %0,12 ve Hb E sikliginin %0,03 oldugunu bildirmislerdir. Arcasoy ve
arkadaglar1 Tiirkiye’de Tespit Edilmis Anormal Hemoglobinlerin dagilimlarin
bildirmistir (Cizelge 2.3). Vergin, Tirkiye’de 2002 yilindan itibaren tespit edilmis
anormal hemoglobinleri bildirmistir (Cizelge 2.2) (Canatan, 2014).

Hb Capa, Hb Ankara, Hb Antakya, Hb Istanbul ilk kez Tiirkiye’den bildirilen
anormal hemoglobinlerdir (Altay, 2002a; Altay, 2002b). Keser ve arkadaslarinin 2001
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yilinda yaptiklar1 ¢alismada Hb Antalya, Celebiler ve arkadaglarimin 2012 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada Hb Izmir, Ciiriik ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari
calismada Hb Sarrebourg, Dingol ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
Hb Setif anormal hemoglobin varyantlar1 bildirilmistir (Canatan, 2014). Adana’da
Giiveng ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklart ¢alismada anormal hemoglobin sikligt
%6,8 (sirastyla en stk Hb S, Hb D Los Angeles ve Hb E) olarak bildirilmistir (Giiveng
vd., 2011). Bircan ve arkadaslarinin 1993 yilinda Antalya’da yaptiklar1 ¢alismadaHb S
siklig1 %0,8 olarak bildirilmistir (Canatan, 2014). Kahramanmaras’ta Yiiregir ve
arkadaglarinin 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Hb D sikliginin %0,28, Hb O Arab
sikligmin %0,013 oldugu bildirilmistir (Yiiregir vd., 2001). irken ve arkadaslarinin
2002 yilinda Ege bolgesi’nde yaptiklart ¢alismada, Hb Hasharon’un %0,03, Hb
Lepore’un %0,06, Hb D Iran’m %0,06, Hb G Copenhagen’m %0,09, Hb O Arab’in
%0,12, Hb E’nin %0,18, Hb S’in %0,32 ve Hb D’nin % 0,37, siklikta oldugu
bildirilmistir (Canatan, 2014). Aksoy, Ozsoylu, Altay, Dingol ve arkadaslar1 tarafindan
Eti Tiirkleri’nde yapilan farkli ¢alismada Hb S sikliginin %15,3-37,6 arasinda degistigi
bildirilmistir (Canatan, 2014).

Cizelge2.2: Tirkiye’de 2002-2004 yillar1 arasinda rapor edilen anormal hemoglobinler
(Canatan, 2014).

Alfa Zincir Varyantlari (Tek Baz Degisikligi)

e Hb Setif a94 (G1) Asp —>Tyr

e HbQ-Iran a75 (EF4) Asp—His

e Hb Hasharon a47 Asp —His

e Hb Bronovo @103 His —Leu
Beta Zincir Varyantlar: (Tek Baz Degisikligi)

e HbC B6 Glu—Lys

e Hb E Saskatoon B22 Glu—Lys

e HbVolga 327 (B9) Ala—Asp

e HbSiirt B27 (B9) Ala—Gly

e Hb Hamadan B56 (D7) Gly—Arg

e Hb Pyrgos B83 (EF7) Gly—Asp

e Hb D Punjab B121 Glu—GIn

e Hb Beograd B121 Glu—Val

e Hb G-Coushatta B22 (B4) Glu—Ala

e HbJ-lran B77 (EF1) His—Asp

e HbTyne B5 Pro—Ser ve HbS B6 Glu—Val

e Hb G-Copenhagen B47 Asp—Asn

e HbD-lIran B 22 Glu—Gln
Delta Zincir Varyantlar1 (Tek Baz Degisikligi)

e Hb A2 Yialousa 082 C—T Ala28Ser
Hibrid Hbs
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e Hb Lepore Boston
Talasemi veya Orak Hiicre Anemisi ile Bilesik Heterozigotlugu Rapor Edilen Anormal
Hemoglobin Varyantlari

e Hb Hamadan

e Hb D Punjab

e Hb G-Coushatta
Homozigot Hb varyantlari

B56 (D7) Gly—Arg Beta Talasemi
B121 Glu—GIn/Hb S
B22 (B4) Glu—Ala]/p Beta Talasemi

e HbC B6 Glu—Lys

e Hb D Punjab B121 Glu—Gln

e Hb Hamadan B56 (D7) Gly—Arg
e HbQ-Iran a75 (EF4) Asp—His

Cizelge2.3: 2014 yilina kadar Tirkiye’de tespit edilmis anormal hemoglobinler
(Canatan, 2014).

Anormal Hb Adi  Mutasyon Bolge Yazarlar

Hb Adana a-59 Gly—Asp Adana Cirtk ve ark.
Hb Ankara B-10 Ala—Asp Kastamonu Arcasoy ve ark.
Hb J Antakya B-65 Lys—Met Antakya Huisman ve ark.
Hb Beograd B-121 Glu—Val Gogmen Arcasoy ve ark.
Hb Brockton B-138 Ala—Pro Istanbul Ulukutlu ve ark.
Hb C B-6 Glu—Lys Izmir, Adana Goksel/Kiling/Ozsoylu
Hb E Saskaton B-22 Glu—Lys Kayseri Prozorova/Giirgey
Hb F-Baskent v128 Ala—Thr Ankara Altay ve ark.

Hb Hakkari B-31 Leu—Arg Hakkari Giirgey ve ark.
Hb Hamadan B-56 Gly—Arg Bati1 Trakya Dingol ve ark.
Hb istanbul B-92 His—Gln Gogmen Aksoy ve ark.
Hb J-iran B-77 His—Asp Ankara Arcasoy ve ark.
Hb Knossos B-27 Ala— Ser Kutlar ve ark.
Hb Koéln B-95 Val— Met Malatya Giirgey ve ark.
Hb M-iwate 0-87 His— Try Bursa Ozsoylu ve ark.
Hb Moabit a-86 Leu— Arg Denizli Knuth ve ark.
Hb N-Baltimore  B-95 Lys— Glu Antalya Bircan ve ark.
Hb O-Padova a-30 Glu— Lys Adana Kiling ve ark.
Hb P-Nilotic a- (p-d)2 OrtaAnadolu Altay ve ark.

Hb Ube-2 a-68 Asn— Asp Kayseri Bilgin ve ark.
Hb J-Anatolia a-61 Lys— Thr Giardano ve ark.
Hb Strumia a-112 His— Arg Bursa Akar ve ark.

Hb Capa* a-94 Asp— Gly Kars Dingol ve ark.
Hb J-Meerut a-120 Ala— Glu Adana Yalgin ve ark.
Hb J-Paris | a-12 Ala— Asp Cukurova Dikmen ve ark.
Hb izmir B86(F2)Ala—Val;HBB:c.260C>T  Izmir Celebiler A ark.
Hb Sarrebourg B131 (H9)GIn—Arg, CAG>CGG  Adana Ciiriik ve ark.
Hb Setif 094(G1)Asp — Tyr(oy) Istanbul Dingol G ve ark.
Hb City of Hope  B-69 Gly—Ser Kutlar ve ark.
Hb Summer Hill  B-52 Asp— His Kuzey Kibris Cin ve ark.

Hb E B-26 Glu—Lys Birden fazla bolge Aksoy/Arcasoy/Altay
Hb Q-iran a-75 Asp— His ?S’;(l; Bat Aksoy ve ark

Hb D Los . . Dinger/Cavdar/
Angeles B-121 Glu—GlIn Birden fazla bolge Ozs((})yhf/:Cana tan
Hb G-Coushatta p-22 Glu—Ala g:f]tiiwonu- Dingol/S6zmen

HbLepore-

Fusion Hb
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Cavdar ve ark.



Boston Kibris
codons 3-5

Hb Antalya Ty Y Antalya Keser ve ark.
Hb O-Arab B-121 Glu— Lys %@ga Kibris,  Altay/Cin/Aksoy

2.2.2. Talasemiler

Talasemiler, hemoglobin molekiiliindeki globin zincirlerinin bir ya da daha
fazlasinin sentezinin azalmasi ya da hi¢ sentezlenmemesi sonucu meydana gelen
hemoglobinopatilerdir (Loukopoulos, 1991; Weatherall vd., 2001; Seydel, 2007).
Talasemiler genellikle otozomal resesif nadiren otozomal dominant kalitilirlar (Thein
vd., 1990; Ozyiincii vd., 2007). Insanlarda en sik goriilen genetik hastaliklardir.
Siniflandirilmalari sentezi bozulmus globin zincirine gore yapilir (Loukopoulos, 1991;
Weatherall vd., 2001).

Beta globin zincir sentezinin azlig1 ya da hi¢ yapilamamasi Beta Talasemi, alfa
globin zincir sentezinin azlig1 ya da hi¢ yapilamamasi Alfa Talasemi olarak adlandirilir

(Theinvd., 1990; Ozyiincii vd., 2007).

Saglikli yetiskinlerin hemoglobinlerinin biiylik bir kismimi (%95-97) Hb A
(a2PB2) olusturdugu i¢in klinik agidan asil 6nemli olan talasemiler Alfa Talasemi ve Beta
Talasemi’dir. Alfa ve Beta Talasemi disinda, delta ve beta globin genlerinin birlikte
delesyona ugramalariyla delta-beta (6p) talasemiler, gama, delta ve beta globin
genlerinin birlikte delesyona ugramalariyla gama-delta-beta (yop) talasemiler de
meydana gelebilmektedir. (Sozen, 2000). Alfa Talasemi’lere daha ¢ok Uzakdogu
ilkelerine rastlanirken Beta Talasemi’lere Akdeniz iilkelerinde rastlanmaktadir (Basak,

2001).

2.2.2.1.Beta Talasemi

Beta globin zincirinde meydana gelen anomaliler (cogunlukla nokta mutasyonu)
sonucu beta globin zincir sentezi azalir ya da hi¢ yapilamaz. Hemoglobin A (0232)
tetramerleri olusumu sirasinda alfa/beta globin zincir oran1 dengelenemez ve Beta
Talasemi ortaya cikar. Beta Talasemilerin klinik etkisi beta globin genlerinde meydana
gelen mutasyonlarin ¢esitliligi ve alfa/beta globin zincirlerinin dengesiyle ilgiliyken,

Alfa talasemilerin klinik etkileri alfa globin genlerinin fonksiyonel olup olmamasiyla
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ilgilidir (Cuiriik’ten aktaran Giizelgiil, 2010). Beta Talasemi hastalar1 ayn1 zamanda alfa
globin geni mutasyonlarma da sahipse alfa/beta globin zincirleri arasindaki oran

dengelenir ve hastaligin klinik etkisi azalir (Galanello vd., 2010; Kazgan vd., 2017).

Beta Talasemi genellikle otozomal resesif kalitilsada bazi nadir otozomal
dominant kalitilan Beta Talasemi’ler de bulunmaktadir (Giimriik, 2006). Beta Talasemi
tastyicilari, saglikli insanlara oranla sitmaya karst daha direnglidir, malarya ile enfekte
olsalar bile klinik fenotipleri daha hafif seyreder (S6zen, 2000).

2.2.2.1.1.Beta Talasemi’nin Klinik Siiflandirilmasi

Beta Talasemi klinik olarak ii¢ ana smifa ayrilir. Beta Talasemi Mindr (B™),

Beta Talasemi intermedia (B*, BTI)ve Beta Talasemi Major (B°) (Cappellini,2016).

Beta Talasemi Mindr; B Talasemi Tastyiciligi, p Talasemi Trait ve Heterozigot f3
Talasemi isimleriyle de amlir.8™ iki beta globin geninin sadece birinde (heterozigot)
mutasyon meydana gelmesi sonucu olusur (Sozen, 2000). p™de hafif anemi
gozlemlenir, genellikle ortalama eritrosit hacmi (MCV) degeri 80 I’ den, ortalama
eritrosit miktart (MCH) degeri 27 pg’ den azdir. Eritrosit dagilim genisligi (RDW)
degeri normaldir. Periferik yaymada hipokromi ve mikrositoz gozlemlenebilir
(Cappellini 2016).

Beta Talasemi Intermedia genellikle genlerin promotérlerinde, intronlarn ig
kisimlarinda ve poli-A kuyruguna yakin bdlgelerde meydana gelen mutasyonlar sonucu
(Bozkurt, 2016) beta globin zinciri olmasi gerekenden daha az sentezlenir ve BTI ortaya
cikar (Cirik’ten aktaran Giizelgiil, 2010). BTI hastalarinin klinik bulgular1 Beta
Talasemi Major’e gore daha hafiftir (Siit¢ti vd., 2011). Hemoglobin degerleri genellikle
6-10 gr/dl arasindadir. MCV, MCH ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
(MCHC) degerleri normalden diisiiktiir. RDW degerleri normalden yiiksektir
(Cappellini 2016). Periferik yaymada anizositoz, poikilositoz, mikrositoz, polikromazi
ve agir hipokromi goriiliir. Hemoglobin elektroforezinde Hb A’da %10-20 oraninda
azalma, Hb F’de %70-80 oraninda artma ve Hb A2’de de artma gozlemlenir (Siitgii vd.,
2011).

Beta Talasemi Major; Cooley’s Anemisi ve Akdeniz Anemisi isimleriyle de

anilir.Genellikle ekzonlarda, ekzon-intron sinirindaki bolgelerde ve konsensiis dizilerde
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meydana gelen mutasyonlar sonucu (Bozkurt, 2016) beta globin zinciri hig
sentezlenmez ve Beta Talasemi Major ortaya ¢ikar (Ciiriik’ten aktaran Giizelgiil, 2010).
Beta Talasemi Major’iinklinik bulgulari Beta Talasemi Intermedia ile aymdir fakat
hemoglobin elektroforezinde Hb A iiretimi daha da az ve Hb F’teki artis %80°den de
fazladir (Siit¢ii vd., 2011).

2.2.2.1.2.Beta Talasemi’nin Epidemiyolojisi

Akdeniz Ulkeleri ve Tiirkiye’de Beta Talasemi’ ye siklikla rastlanmaktadir.
Tiirkiye’de yapilan Beta Talasemi caligmalarinda Beta Talasemi sikliginin farkli
bolgelerde %0,6-12 arasinda degistigi ve glineyde sikligin daha fazla oldugu rapor
edilmistir. Tiirkiye genelinde Beta Talasemi tasiyicisi sikligmin %2,1 oldugu ve bazi
bolgelerde bu oranin %10’a kadar ulagtigi bildirilmistir (Arcasoy ve Cavdar’dan aktaran
Giizelgil, 2010). Diinya genelinde Beta Talasemi tasiyici sikliginin % 5,1 oldugu
(Kogak vd., 1995; Modell vd., 2008) ve en fazla Maldivler (%18), Kibris (%14), Italya
Sardinya Adasi (%10,3) ve Giiney Asya’da (%3-5) rastlandigi rapor edilmistir

(Cappellini, 2016).

Diinya’da Beta Talasemi ile ilgili yapilan molekiiler caligmalarda 300°den fazla
mutasyon tespit edilmistir (Bozkurt, 2016). Tiirkiye’de Beta Talasemi ile ilgili yapilan
molekiiler ¢alismalarda 30’dan fazla mutasyon tespit edilmistir. Bulunma sikligi
acisindan, Tiirkiye’de en sik IVS-I1-110 (%40) mutasyonuna rastlanmistir. IVS-1-110
mutasyonunu 1VS-1-6, FSC-8, IVS-I-1, IVS-11-745, 1VS-1I-1, Cd39, -30 ve FSC 5
mutasyonlari izlemektedir (Ctirtik vd., 2001; Basak, 2005;Bozkurt, 2016).

Cizelge 2.4: Tiirkiye’de gergeklestirilen beta talasemi tasiyiciligi ¢alismalar1 (Canatan,

2014).

il Sikhk (%)  Yazarlar

Adana 3-13 Giiveng, Yiiregir
Adiyaman 1,06 Geng

Antakya 0,8-1,4 Aksoy, Altay, Ozsoylu
Antalya 2-13,7 Aksoy, Bircan, Canatan
Bursa 2,6 Akar

Denizli 2,6-3,7 Keskin, S6zmen, Turan
Erzurum 0,68 Acemoglu

Gaziantep 1,8 Giirbak

Isparta 2,5 Tung
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izmir 2,1-49 Aydmok, Irken, Uysal

Kahramanmaras 0,68-2,8 Canatan, Giiler, Yiiregir
Kayseri 2,1 Karakiik¢ii
Konya 2-3 Gtiler, Turan
Mersin 1,7-2,4 Aksoy, Altay, Tosun
Mugla 3,8 Arcasoy
Van 2,6 Aksoy
Bati Trakya 10,7 Aksoy
Dogu Anadolu 0,6 Kiirk¢tioglu
Tiirkiye 2,1 Arcasoy
2.2.2.2.Alfa Talasemi

Alfa Talasemi, alfa globin zincir sentezinin yapilamamasi ya da normalden daha
az sentezlenmesi sonucu ortaya cikar (Ciriik’ten aktaran Giizelgil, 2010). Alfa
Talasemi siklikla delesyonel mutasyonlar sonucu meydana gelse de bazi nondelesyonel
mutasyonlarin etkisi ile de ortaya ¢ikmaktadir (Cliriik ve Yiregir’den aktaran Giizelgiil,
2010). Nokta mutasyonlar1 Alfa Talasemi’de nadirdir. Bunun yaninda gen diizenleyici
bolgelerde meydana gelen mutasyonlar, saglam genlerin sentezini etkileyerek yine Alfa

Talasemi’ye neden olabilmektedir (Karakas, 2014;Galanello vd., 2011).

Saglikli bireylerde alfa globin zincirleri, her iki 16. kromozomda da bulunan
HBALl (a3) ve HBA2 (ap) genleri (toplam dort fonksiyonel gen) tarafindan kodlanir
(Kutlar, 2014).

Alfa Talasemi’de saglikl alfa globin genleri (ao/aa), bir genin eksikligi (-o/aa),
iki genin eksikligi (-o/-a) veya (--/aa), lic genin eksikligi (-o/--) (Hb H Hastalig1) ve
tim genlerin eksikligi (--/--) (Hidrops fetalis) ile ifade edilir (Yiiregir’den aktaran

Giizelgiil, 2010).

Alfa Talasemi o’-talasemi ve o'-talasemi olarak iki gruba ayrilir (Polat, 1995;

Polat’tan aktaran Giizelgiil, 2010).
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Sekil 2.7: Alfa Talasemi delesyonlari(Karakas, 2014).

2.2.2.2.1. Alfa Talasemi’nin Siiflandirilmasi

Alfa Talasemi ¢ogunlukla delesyonel mutasyonlar sonucu meydana gelse de bazi
nondelesyonel mutasyonlar da Alfa Talasemi olusumu ve klinik siddetinde 6nemli
olmaktadir. Alfa Talasemi Delesyonel ve Nondelesyonel Alfa Talasemiler olarak iki ana

baglikta siniflandirilir.

2.2.2.2.1.1. Delesyonel Alfa Talasemiler

Delesyonel Alfa Talasemiler, meydana gelen delesyonun biiyiikligiine ve alfa
globin gen kiimesinde etkilenen genlere gore iki gruba (o° Alfa Talasemiler, o Alfa

Talasemiler) ayrilir.

2.2.2.2.1.1.1.0°Alfa Talasemiler

20.5 5.2
)

Her iki alfa globin geninin birden, biiyiik (a”) veya kiicik (o
delesyonlardan, tamamen ya de kismi olarak etkilenmesi sonucu o Talasemiler
meydana gelmektedir (Yalin’dan aktaran Giizelgiil, 2010). o Talasemi’de alfa globin
zinciri tamamen ortadan kalkar ( Karakas, 2014). THAI, FIL a—ZO,S’ MED, gibi baz1 daha
biiyiik delesyonlar ise o’-talasemiye neden olur. Nondelesyonel mutasyonlar ise SNP,

niikleotid delesyonu/insesiyonu gibi etkilerle ortaya ¢ikarlar (Harteveld vd., 2010; Siit¢ii
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vd., 2011; Galanello vd., 2011; Berdasco vd., 2013). o’-talasemi’de hipokromi,
polikromazi, poikilositoz, anizositoz goriilebilir. MCV degeri normalden diisiiktiir. Hb
Bart’s oran1 yenidogan doneminde %5-10’dur. Hb A1 diizeyi normal ya da normalden

daha dusiiktiir (Giirgey, Weatherall ve Lukens’ten aktaran Altay,1993).

Bazi delesyonlar alfa globin genleri ile birlikte zeta globin genlerini de
etkileyebilir. Heterozigotlar bu durumdan etkilemezken homozigotlarin fetal ve
embriyonik hemoglobin iiretimini engellenir ve fetus gebelik sirasinda hayatini

kaybeder (Yalin ve Polat’tan aktaran Giizelgiil, 2010).

Alfa Talasemi’nin sadece, alfa globin gen kiimesi ekzonlarinda meydana gelen
mutasyonlar sonucu oldugu disiiniilirken, yapilan calismalarla, alfa globin gen
ifadesinde genin 5 ucunda yer alan DNAaz I-hipersensitif bolge’nin de etkili oldugu
bildirilmistir (Ren vd., 1993;Yalin ve Sharpe’den aktaran Giizelgiil, 2010).

Hotton ve arkadaslarinin alfa globin genleri normal olan bir olguda
gerceklestirdikleri ¢alismada, hipersensitif ailesinden HS-40’1n 62 kb’lik bir delesyon
icermesinden dolayi, olguda alfa talasemi fenotipinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Bernet
vd., 1995;Yalin’dan aktaran Giizelgiil, 2010).

1994 yilinda Bernet ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada DNAaz I-hipersensitif
bolgede delesyon iceren olgularin igermeyen olgulara gére %1 daha az alfa globin gen
ifadesine sahip oldugu bildirilmistir (Bernet vd., 1995;Yalin’dan aktaran Giizelgiil,
2010).

o Alfa Talasemiler Asya’nin giineybatis1 ve Akdeniz iilkelerinde yaygindir. En
yaygin o® Alfa Talasemi tipleri o>2,SPAN, MEDI, MEDII, ¢?*° ve CANT’ tir (Polat,
1995;Polat’tan aktaran Giizelgiil, 2010 ).
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Sekil 2.8: o° Alfa Talasemi delesyonlari (Polat, 1995).

o® Alfa Talasemilerde, regiilator element (HS-40) ya da alfa globin gen
kiimesinin ya tamami ya da biiylik bir kismi1 delesyona ugrar (S6zen, 2000). Delesyona
bagl olarak o Alfa Talasemi fenotipi ortaya cikar.a’ Alfa Talasemi fenotipini
homozigot olarak tasiyan olgular Hb Bart’s sendromuna sahip olurlar.a® Alfa
Talasemi’ye neden olan delesyonlardan Asya’da en yaygin olan1 SEA, Akdeniz’de ise
MED ve o®%° delesyonlaridir.SEA delesyonu yay, yag, oy, oy Ve 0;- globin genlerini
ortadan kalkmasina neden olan 20 kilobazlik bir bolgeyi kapsamaktadir. a”%° ¢ift gen
delesyonu ise wy(-l1geninin 5° bolgesiyle a; geninin 51. kodonu arasindaki 20,5
kilobazlikbdlgenin ifadesini ortadan kaldirir (Villegas’ten aktaran S6zen, 2000).

(o)™ delesyonu harig, her iki alfa globin geninde tamamen ya da kismen
meydana gelen delesyonlar sonucu a-Talasemi-1 ortaya ¢ikmaktadir. Alfa Talasemi
1’de her iki alfa globin geni de delesyona ugradigi icin alfa globin zinciri
tiretilememektedir. Alfa Talasemi 1’in homozigotlugu Hb Barts Hidrops fetalis
sendromuna neden olmaktadir (Higgsvd., 1989; Loukopoulos, 1991).

Her iki alfa geni ve iki zeta globin geninde meydana gelen delesyonlar sonucu
bu genlerin ekspresyonlart yapilamamaktadir. Bu duruma sahip heterozigotlar
yasamlarin1  siirdiiriip  gelisimlerini normal olarak tamamlamaktadirlar. Fakat
homozigotlar embriyonik ve fetal hemoglobinlerini sentezleyemedikleri i¢in gebeligin

erken dénemlerinde hayatlarini1 kaybetmektedirler (Higgs vd., 1989; Liebhaber, 1989).
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Yapilan calismalarda Akdeniz popiilasyonunda MED I, MED II, a®®®, SPAN,
CANT ve o>? delesyonlarinin varligi tespit edilmistir (Lebo vd., 1990).

MED | delesyonu -y geninin 5’ ucundan her iki alfa globin genine etki edecek
bicimde meydana gelmektedir. MED 11 delesyonu -, -y, -ya, -ay Ve -a; genlerine etki
etmektedir ve 26.5 kb uzunlugundadir. o®*°cift gen delesyonu -a; geninin ilk 5
kodonuna ve -y -ya,-ay genlerine etki edecek bigimde meydana gelmektedir. SPAN
delesyonu -ya; geninin 3’ ucundan baslar, -0, ve -0 genlerine etki edecek bigimde
uzanir (Polat, 1995). CANT delesyonu -ya,-0,, -1 Ve -0 genlerine etki edecek bi¢imde
meydana gelmektedir ve 14-15.4 kb uzunlugundadir (Polat, 1995).

o>? tek gen delesyonu -0y veo, genlerinin 5° parcasim kapsayacak sekilde
meydana gelmektedir (Higgsvd., 1989). YEM delesyonu -y(, -ya, -ap, -01 ve -0
genlerine etki edecek bi¢imde meydana gelmektedir ve 39 kb uzunlugundadir (Polat,
1995). Gonzalez-Redondo ve arkadaslar tarafinda ispanya’da yapilan bir ¢alismada -
yo,-02 Ve -0y genlerini kapsayan 22 kb uzunlugunda bir delesyon tespit edilmistir.
Ayrica bu delesyonu tastyan kromozomda C-globin triplikasyonunun varligi da rapor

edilmistir (Polat, 1995).

2.2.2.2.1.1.2.0." Alfa Talasemiler

Alfa globin genlerinde meydana gelen kiiiik delesyonlar sonucu o' Alfa
Talasemiler ortaya ¢ikmaktadir. Diinyada en sik o®’ ve o*? tek gendelesyonlarina
rastlanmaktadir (Polat, 1995;Foglietta vd., 1996; Salah vd., 1998), bunlar gibi kii¢iik
delesyonlar sonucu o Alfa Talasemiler meydana gelmektedir(Harteveld vd., 2010;
Siit¢ii vd., 2011; Galanello vd., 2011; Berdasco vd., 2013).a"-talasemi’de alfa globin
zincir sentezi azalir (Karakas, 2014). a'-talasemi’de klinik ve hematolojik bulgular
genellikle normaldir. Hb Bart’s oran1i yenidogan déneminde %2-5’tir. (Giirgey,

Weatherall ve Lukens’ten aktaran Altay,1993).

Alfa globin kiimesindeki homolog rekombinasyonlar (mayotik ya da mitotik)

sonucu meydana gelen delesyonlar o Alfa Talasemi’ye neden olur.

Alfa globin genleri birbirleri ile yiiksek homoloji gdsteren iki eslesme bolgesi
arasinda konumlanmistir. Evrim boyunca meydana gelen insersiyonlar, “crossing

over”’lar ve delesyonlar sayesinde eslesme bolgeleri arasindaki homoloji korunmustur.
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Homolog bolgeler, birbirleri ile homolog olmayan elementlerle (LII ve III) (Zhao’dan
aktaran S6zen, 2000), X, Y ve Z ile isimlendirilen alt birimlere ayrilmistir. Y bolgesine
ait tanimlanan bir ¢aprazlama bulunmamaktadir (Giizelgil, 2010).

o>’ ve a*? tek gen delesyonlar1 sonucu iki Z ya da iki X alt birimleri arasinda

“crossing over” gergeklesebilir (Higgs vd., 1989; Baysal’dan aktaran Polat 1995).
“crossing over”larin olusturdugu pozisyona gore o' sag taraftaki delesyonlar1 ve a*?
sol taraftakidelesyonlar1 ifade eder. o delesyonu sonucu Z alt birimleri arasindaki
resiprokal rekombinasyonla sadece bir fonksiyonel alfa globin genli kromozom ve ii¢

M37) meydana gelir. o*? delesyonu sonucu

alfa globin genli diger bir kromozom (a0
X alt birimleri arasindaki rekombinasyonla bir fonksiyonel alfa globin genli kromozom
ve bir aoa *"? kromozomu meydana gelir (Nakashima vd., 1990). Tip I «*7 delesyon
formu en sik goriilen formdur,iki alfa globin geninin 5 ucundan ikinci intronun 7 baz
insersiyon/delesyon bolgesi arasinda genis bir alanda meydana gelir. Tip II ve III o’
delesyon formlar1 alfa globin gen kiimesinin 2. intronun UTR bolgesi ile 3. ekzonun
UTR bolgelerindeki poli A kuyrugu ile ¢evrili homolog segmentin diverjans segmentine
kadar uzanan bolgesinde meydana gelir. o’ delesyonunun ti¢ formu restriksyon enzim
haritalama yontemi ile birbirinden ayirt edilebilmektedir (Dodé’tan aktaran Polat 1995;
Higgs vd., 1989). o®’ delesyonunun Tip I formu Akdeniz iilkelerinde, Tip II

formuDiinya iizerinde rastgele dagilmis olarak ve Tip III formu ise Malezya ve

Polinezya ¢evresinde goriilmektedir (Novelietto’dan aktaran Polat, 1995).

SAG TARAFTAN X Y Z XY Z
CROSOVER [ D s I J—
— - - auanntBJ
E o
T - \- === -a37
[ I s [ —
74
SOL TARAFTAN X
CROSOVER [ _—
e ;_:‘_\— - - aauzmti-l.z
- - —— " g2
I e [ —

X

Sekil 2.9:X,Y,Z bolgeleri arasindaki “crossing over”lar (Harteveld, 2010).
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Diinya’da bir¢ok yerde yapilan ¢alismalarda, o®’ ve o*? tek gen delesyonlari
disinda o Alfa Talasemiye neden olan farkli biiyiikliiklerde yedi nadir mutasyonun
varligi rapor edilmistir (Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010). Bunlardan bazilari o®
(Asya), o> (italya) (Weatherall’dan aktaran Giizelgiil, 2010; Foglietta vd.,1996), a*’
(Cin) (Yalin’dan aktaran Giizelgil, 2010), o** ’tiir (Kanada ve Cin) (Steinberg’ten

aktaran Giizelgiil, 2010).

o' Alfa Talasemilero-Globin genlerinden birinin delesyona ya da nokta
mutasyonuna ugramasi sonucu ortaya c¢ikarlar. o' Alfa Talasemi’ye neden olan
delesyonlarin neredeyse tamamina yakini homolog olmayan rekombinasyonlardan
kaynaklanir.Dért alfa globin geninden birinin ortadan kalkmasina ve o Alfa
Talasemi’nin ortaya ¢ikmasina neden olan delesyonlardan en yaygmn olanlar1 o®' ve o*?
tek gendelesyonlaridir (Zhao’dan aktaran S6zen, 2000). Daha nadir olanlar ise o>, o3
ve o delesyonlardir. o*° delesyonu o geninin tamaminin ifadesini (Klozik vd.,1989),
o> delesyonu oy geni ileo, genlerinin kirilmanoktalar: arasindaki bélgenin ifadesini

(Lacerravd., 1991), o*’ delesyonu ise a; geninin ifadesini (Zhao’dan aktaran Sozen,
2000) ortadan kaldirir.

140 kb 150 kb 160 kb 170 kb
& 1 1 | 1 >
g2 yllye2 yol o2 ol
_ HBZ HBZP1 HBM HBAP1 HBA2 HBA1
. N ] 3
~16:6
—u’?
(u}us,j
_u-l.Z
- _(‘3,71
u},?]l
u}.?I]I
. uA‘)T(i
-3
X

Sekil 2.10: o Alfa Talasemi Delesyonlar1 (Harteveld vd., 2010).
o’ Alfa Talasemiler, iki alfa globin geninden birini kapsayacak sekilde meydana
gelen delesyonlar sonucu olusurlar. En yaygin gozlenen iki tipi 3.7 kb’lik DNA kaybi

(a3'7)ve 4.2 kb’lik (a4'2) DNA kaybidir. o delesyonuna daha sik rastlansa her iki
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delesyon ayni anda tek bir popiilasyonda yaygin olarak goriilebilir (Baysal’dan
aktaran;Fairbanks’tan aktaran; Tan’dan aktaran Polat, 1995; Higgs vd., 1989;
Liebhaber 1989 , Loukopoulos, 1991).

o>° ve o®' delesyonlari o Alfa Talasemi’ye neden olan diger delesyonlardir

(Zhao’dan aktaran Polat, 1995). o® delesyonu a; globin genini etkilemekte, o, genini
etkilememektedir (Baysal’dan aktaran Polat, 1995).

2.2.2.2.1.2. Nondelesyonel Alfa Talasemiler

Alfa Talasemiler ¢ogunlukla delesyonel mutasyonlar sonucu meydana gelir.
Nondelesyonel mutasyonlar  oligoniikleotid insersiyonu/delesyonu ve nokta
mutasyonlart sonucu olusur. Delesyonel mutasyonlarin meydana geldigi alfa globin
geni (aT) olarak gosterilir (Yalin’dan aktaran Giizelgiil, 2010). Nondelesyonel Alfa
Talasemi mutasyonlar1 genellikle HBA2 (ay) geninde, nadiren HBA1 (o) geninde
meydana gelir. HBA2 geninde meydana gelen nondelesyonel mutasyonlar aTa ile HBAL
geninde meydana gelen nondelesyonel mutasyonlar aaT ile ifade edilir (Yalin’dan

aktaran Giizelgiil, 2010).

Diinya’da 2009 yilma kadar yapilan ¢alismalarda 68 farkli nondelesyonel o -
talasemi bildirilmistir. Bu nondelesyonel mutasyonlardan 46’s1 HBA2 geninde, 17 tanesi

HBA1 geninde ve 5 tanesi —a kromozomunda konumlanmistir (Steinberg’te
n aktaran Giizelgiil, 2010).

Nondelesyonel mutasyonlarin ¢ogu, daha fazla alfa globin ifadesi yapan HBA2
geni iizerinde meydana geldigi icin, delesyonel mutasyonlardan daha ciddi fenotipe
neden olurlar. Ayrica nokta mutasyonu sonucu genlerden biri inaktive olursa, diger
genlerin ifadesinde bu inaktivasyonu telefi edici etki gozlenmez (Weatherall vd., 2001;
Yalin’dan aktaran Giizelgiil, 2010).

Poli A Kuyrugu sinyalini etkileyen mutasyonlar, “frameshift” mutasyonlar,
zincir sonlanma mutasyonlari, mRNA translasyonunun baglamasini etkileyen
mutasyonlar, RNA “splicing”ini etkileyen —mutasyonlar, nondelesyonel Alfa

Talasemi’ye neden olmaktadir (Weatherall ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).
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RNA “splicing”ini etkileyen mutasyonlardan besi HBA2 () geni, iicii HBAL
(0og) geni lizerinde tanimlanmistir. alVS-I mutasyonu oy geninin IVSI 5° bolgesinde 5
niikleotidin delesyonu sonucu medyana gelir. Heterozigot formda alVS-I mutasyonuna
sahip olgularda Alfa Talasemi Trait fenotipi, homozigot formda alVS-1 mutasyonuna
sahip olgularda ise daha ciddi klinik etkiye sahip Alfa Talasemi g6zlemlenir (Yalin,
Weatherall ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

HBA2 geninin IVS-I akseptor bolgesinde meydana gelen alVS-1-116(A->G)a
mutasyonu (Yalin, Weatherall ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010), HBA2 geninin
48. ve 49. kodonlar1 arasinda meydana gelen 0Cd22 (C->T)a mutasyonu (K1-18) ve
HBAL1 geninin IVS-I bolgesinin 117. kodonunda meydana gelen alVSI-117(G>A)a
mutasyonu (Yalin’dan ve Ciiriik’ten aktaran Giizelgiil 2010) RNA islenmesini etkileyen

mutasyonlardandir.

Yapilan caligmalarda HBA2 geninde Poli A Kuyrugu (AATAAA) sinyalini
etkileyen dort mutasyon rapor edilmistir AATAAA>AATAAG, aoPAGA>G
mutasyonu Arap toplumunda gozlenen Poli A Kuyrugu sinyalini etkileyen
mutasyondur. Bu mutasyona sahip homozigot olgularda Hb H Hastaligi, heterozigot
olgularda ise Alfa Talasemi Trait gézlenmektedir. AATAAA>AATAAG, oPAG:A>G
mutasyonu disinda poli A kuyrugu sinyalini etkileyen diger mutasyonlar her zaman Hb

H Hastaligina neden olmazlar (Yalin ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

-0IN:ATG>GTG/-amutasyonunun mRNA’nin  translasyonunu yok ettigi
bildirilmistir. -aIN:ATG->GTG/-amutasyonunun farkli bir alfa talasemi mutasyonuyla
birlikte meydana geldigi bir olguda %2,4-7,2 oraninda Hb H’nin tespit edildigi ve
olgunun Hb H hastaliginin hematolojik klinigine sahip oldugu rapor edilmistir.

-aIN:2bg¢del o mutasyonu baglangic dizisinden 2 baz ciftlik delesyona neden
olan mutasyondur ve mRNA translasyonunu %30-50 oraninda azaltir. Bu mutasyonu
homozigot olarak tasiyan bir olguda Hb H varhigi ve hafif mikrositer anemi

gozlemlenmistir.

aIN:ATG>ACG/a mutasyonunu homozigot formda tasiyan olgularda %8-24

oraninda Hb H varlig1 ve siddetli klinige sahip alfa talasemi fenotipi gdzlemlenmistir.

aalN:ATG>GTG/o mutasyonu sonucu HBA19 gen ifadesinde gorevli

mRNA’nin translasyonunun yapilmadig bildirilmistir. Bu mutasyonu birlesik
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heterozigot formda tasiyan olgularda %1,5-3 oraninda Hb H varlig1 bildirilmistir (Yalin
ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

Eng ve arkadaslar1 tarafindan yeni doganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada
baglama kodonunda oIN:ATG—>-TG delesyonunun varligi tespit edilmistir. Yeni
doganlardan birinde aIN:ATG—=>-TG delesyonuyla birlikte SEA mutasyonu saptanmis
ve bu olgunun %?25°ten fazla Hb Bart’s igerdigi, ayrica Hb H’ye de sahip oldugu
bildirilmistir (Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

“Frameshift” mutasyonlar sonucu kodonlarda tek bir bazin insersiyonu ya da
delesyonu sonucu erken sonlanma kodonu meydana gelir. Alfa globin zincirinin
translasyonu olmasi1 gerekenden once biter. Alfa globin zinciri normalden daha kisa olur
ve anormal hemoglobinler meydana gelir. acdl19;delGa. mutasyonu Irak
popiilasyonunda siklikla gdzlenen “frameshift” mutasyon tipidir (Steinberg’ten aktaran

Giizelgil, 2010).

1988’de Safaya ve Rieder’in yaptiklar1 ¢alismada Hb H hastaligi ve Hb G
Philadelphia’sina sahip olan bir olguda sadece aG zincirinin sentezlendigi a/A zincirinin
ise sentezlenemedigi tespit edilmistir. acd30/31;del2be tipi o’-talasemi olarak
adlandirilan mutasyon 30 veya 31. kodonlarda iki niikleotidlik delesyon sonucu olusur
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ve “frameshift”’e neden olur. Bu “frameshift” mutasyonun 2. ekzonda 31. ve 54.
kodonlar arasinda yeni bir dizilime ve 55. kodonda yeni bir sonlanma dizisi olusumuna

neden oldugu rapor edilmistir (Weatherall ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

Avyala ve arkadaslan tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, HBAL1 genindeki
aocd51-55;13bgdel/ao delesyonu sonucu “frameshift” mutasyon gergeklestigi, 62.
Kodonda durma sinyalinin meydana geldigi ve Alfa Talasemi Trait fenotipinin ortaya

ciktig1 rapor edilmistir (Weatherall ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

HBAZ2 geninde 113. ve 116. kodonlarda 12 niikleotidin delesyonu sonucu ortaya
cikan “frameshift” mutasyonun etkisiyle dért amino asit kaybinin meydana geldigi,
mutasyonu heterozigot forma tasiyan olgularda Alfa Talasemi Trait fenotipinin ortaya

ciktig1 rapor edilmistir (Weatherall ve Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010).

“Frameshift” mutasyonlar ve bunlarla birlikte ortaya ¢ikan mutasyona gore Hb
Trait ya da Hb H hastaliginin meydana geldigi gézlenmektedir (Steinberg’ten aktaran
Giizelgiil, 2010).
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HBA2 geninin normal sonlanma kodonu olan TAA dizisinde 9 farkli tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit edilmistir. Bu SNP’lerden 2 tanesinin (TAG ve
TGA) anlamsiz sonlanma kodonu meydana getirdigi bildirilmistir. Sonlanma
kodonundaki degisiklikler nedeniyle mRNA translasyonunun bir sonraki poli A

kuyrugunun sonlanma kodonuna kadar siirdiigii bildirilmistir.

HBAZ2 geninde sonlanma kodonunda meydana gelen SNP’ler sonucu alfa globin
zinciri normalden daha uzun olmaktadir. Uzun alfa globin zincirinin 142’nci
aminoasidine gore Hb Koya Dora (al142Ser), Hb Pakse (al142 Tyr), Hb Icaria (0142
Lys), Hb Constant Spring (0142 Gly) ve Hb Seal Rock (o142 Glu) seklinde

isimlendirilen hemoglobin tiirleri meydana gelmektedir.

Zincir sonlanma kodonlarinda meydana gelen mutasyonlar, heterozigot
olgularda MCV degerlerini yiikseltmektedir. Homozigot formdaki Hb Constant Spring
(CS)’e sahip olgularin klinik siddetlerinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica
heterozigot formda Hb Constant Spring ile o’-talasemiyi birlikte tastyan Hb H’li
olgularin da klinik siddetlerinin yiiksek oldugu rapor edilmistir (Steinberg’ten aktaran
Giizelgiil, 2010).

Cizelge2.5: Nondelesyonel Alfa Talasem’ye neden olan mutasyonlar (Steinberg’ten
aktaran Giizelgiil, 2010).

Etkilenen Dizi  Gen Mutasyon Ulke veya Irk Fenotip
mRNA Isleme Mutasyonlar:
Gizli splicing a, Cd22C—T Surinam s
IVS(donér) o, IVSIdel 5bg Akdeniz a’
IVS(donor) o  IVSI(G—-A) Tayland a
IVS(donér) a  IVSII2(T—-A) Kuzey Avrupa o - ol
IVS(akseptor) a; VS| 116 (A—G) Hollanda o
IVS(akseptor) o  IVSI1117 (G—A) Asya, Hindistan of
IVS(akseptor) a,  1VSII 142 (G—A) Arjantina o - ol
IVS(akseptor) a;  IVSII 148 (A—G) fran a’
Poli A kuyrugu 0  PAdel 16bg Arap o - o
Poli A kuyrugu oy  PABA—-G Orta Dogu, Akdeniz o - o
Poli A kuyrugu 0, PAAA—G Akdeniz, Cin o - o
Poli A kuyrugu o,  PA del 2bg Asya, Hindistan, Tayland o' - o°
mMRNA Translasyonu Mutasyonlar:

Baslatma kodonu  o*’ IN ATG—HGTG Afrika o
Baslatma kodonu  o®™  IN del 2b¢ Kuzey Afrika, Akdeniz o - ol
Baslatma kodonu o, IN ATG—ACG Akdeniz a
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Baslatma kodonu
Baslatma kodonu
Baslatma kodonu
Ekzon |

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon Il

Ekzon Il

Ekzon Il

Ekzon Il

Ekzon Il

Ekzon |11

Ekzon I11

Ekzon I11

Ekzon |11

Ekzon |11
Sonlama Kodonu
Sonlama Kodonu
Sonlama Kodonu
Sonlama Kodonu
Sonlama Kodonu

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon |

Ekzon Il
Ekzon |1
Ekzon |1
Ekzon Il
Ekzon Il
Ekzon Il
Ekzon Il
Ekzon |1
Ekzon |1
Ekzon Il
Ekzon Il
Ekzon I11
Ekzon I11
Ekzon |11
Ekzon |11
Ekzon I11

02
Oy
(07]
Ol
O
02

O

(L7]
O
Ol
(261
O
Olg
02
L7]
Oz
Oy
02
02
Oz
(L7]

02

-0
(L7]
(L7]
(L7]
0
0
02
02
(L7]
(L7]
(05
(05
L7)
O
(L7]
02
L7)
L7)
(053
(L7]

Oz

IN ATG—A-G
INATG—-GTG
INATG—-TG

Cd 14G—A

Cd 19del G

Cd 22del C

Cd 23G—T

Cd 30/31del 2bg

Cd 39/41del/ins

Cd51-55del 13bg

Cd62del G

Cd 78del C

Cd 90A—T

Cd108delC

Cd113/114delC
Cd113/116dell12bg
Cd116G—-T

Cd131ins T

TER TAA—CAA (ConstantSpring)
TER TAA—AAA (Icaria)
TER TAA—TCA (Koya Dora)
TER TAA—GAA (Seal Rock)
TER TAA—-TAT (Pakse”)

Vietnam
Akdeniz
Gilineydogu Asya
fran

fran

Afrika

Tunus

Afrika

Yemenli Musevi
ispanya

Afrika

Siyahlarda, Cinlilerde

Ortadogu
Musevi
Bilinmiyor
Ispanya

Afrika

Tayland
Giineydogu Asya
Akdeniz
Hindistan
Afrika

Loatian Tayland

Translasyon Sonrasi Mutasyonlar

Cd14 T-G

Cd21 G—-T

Cd29 T—-C

Cd30 3bg(del Q)

Cd31 G—A (R-L)

Cd 32 G—A (Amsterdam, M-1)
Cd 35 T—C (Evora, S-P)

Cd 35 T—C (Chartres, F-S)

Cd 37 del3bg(Heraklion, del P)
Cd 59 G—A (Adana, G-D)

Cd 60/61 del3bg (Clinic,del K)
Cd62 del3bg(AghiaSophia,del V)
Cd 64 —74 del 33bg

Cd 66 T—C (Dartmouth, L-P)
Cd 93 T—G (Bronte, V-G)

Cd 93 —99dupl 22bg

Cd103 A—T (Hb Bronovo, H-L)
Cd104 G—A (Sallanches, C-Y)
Cd104 T—A (Hb Oegstgeest,C-S)
Cd108 C—A (Hb Bleuland, T-N)
Cd109 T—G (Suan Dok, L-R)
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Afrika
Hollandal:
Akdeniz
Cin

Cin
Surinam
Filipin Portekiz
Fransa
Yunanistan
Tirkler
Ispanya
Yunanistan
Yunanistan
Kafkas
Italya

fran
Turkler
Fransa, Pakistan
Surinam
Surinam
Tayland

=]
+

QR R
=)

=]



+

Ekzon 11 o Cd110 C—A (Petah Tikva, A-D) Orta Dogu o
Ekzon Il a;  Cd119 C—T (Groene Hart) Fas of
Ekzon 111 0,  Cd 125 T—C (Quong Sze, L-P) Cin o
Ekzon 111 o’ Cd125 T—A (L-G) Musevi o
Ekzon 111 a;  Cd129 T—C (Tunis-Bizerte, L-P)  Tunus o
Ekzon 111 a;  Cd 129 T—C (Utrecht, L-P) Hollanda a
Ekzon 111 a;  Cd 130 G—C (Sun Prairie, A-P) Asya, Hindistan a’
Ekzon 111 o,  Cd131 T—C (Questembert, S-W) Fransa, Yugoslavya a’
Ekzon 111 a;  Cd132 T—G (Caen, V-G) Kafkas o
Ekzon 111 o Cd 136 T—C (Bibba, L-P) Kafkas o

Alfa Talasemi’ye yol acan nondelesyonel mutasyonlar1 temelde HBA2 geni
tizerinde bulundugu bildirilmistir. Alfa Talasemi ile ilgili gergeklestirilen mRNA
calismalar1 ve olgularin fenotipik 6zelliklerine bakilarak, HBA2 geninde meydana gelen
nondelesyonel mutasyonlarin klinik siddetinin, HBAL1 geninde veya alfa allelinde
meydana gelen nondelesyonel mutasyonlarin klinik siddetinden fazla oldugu tespit
edilmistir. Nondelesyonel a-thal-2’nin delesyonel a-thal-2’den daha agir fenotipe yol
act1g1 bildirilmistir (Ciiriik ten aktaran S6zen, 2000).

Alfa Talasemi’de mRNA’nin islenmesini etkileyen bes mutasyon tespit
edilmistir. Bu mutasyonlardan biri HBAlgeninin IVS-I akseptor “splice” bolgesinde,
digeri o geninin IVS-II 5’ dondr bolgesinde ve son ii¢ tanesi ap geninin poli A
bolgesindedir. AATGAA - AATAAA mutasyonu bakimindan bilesik heterozigot bir
olgu, o-thal-1’de tek fonksiyonel a genine sahip olgudan ve HBAZ2 geninde iki
niikleotidlik delesyona (ap, AATGAA -> AATA--) sahip bir olgudan daha siddetli
klinige sahiptir (Hartevelt’ten aktaran S6zen, 2000).

HBAZ2 geninin ekspresyonu, HBAlgenin ekspresyonunua gore 2.6 kat daha fazla
yapilmaktadir. Bu nedenle nondelesyonal mutasyonlarin ¢ogu HBAZ2 geninin
ekspresyonunda daha etkin olur. HBA2 gende IVS-1 bdlgesinin 5* “splice” bolgesinde
meydana gelen Sniikleotidlik delesyon RNA islenmesini etkilemektedir. Bu delesyon
sonucu HBA2 geni tamamen inaktive olmaz, ekspresyonunda azalma olur (Higgs vd.,
1989; Liebhaber, 1989).

HBAZ2 geninin poli-a kuyrugu sinyal bdlgesininde meydana gelen AATAAA->
AATAAG mutasyonu Ortadogu’da yaygindir (Higgs vd., 1989;Loukopoulos, 1991;
Fei’den aktaran Polat, 1995). Alfa talasemiye neden olan poli-a kuyrugu
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mutasyonlarindan AATAAA > AATGAA mutasyonu Tiirk kokenlilerde yaygindir
(Yiiregir'den aktaran Polat, 1995). o”*? (AATAAA-> AATA--) mutasyonu ise Hint
kokenlilerde yaygindir (Hall’dan aktaran Polat, 1995). 1VS-1-117 (G>A) “splice”
mutasyonu nondelesyonal alfa talasemi 2’ye neden olur. Alfa talasemi 2 ile IVS-1-117
(G>A) mutasyonun birlikte tasiyan olgularda homozigot alfa talasemi 2’ye benzer
klinik gozlemlenmektedir (Higgs vd., 1989; Ciiriik’ten aktaran Polat, 1995).
HBA2geninincodon 29’undaki bir baz substitiisyonu da alfa talasemiye neden
olmaktadir. Kodon 29’da Timin niikleotidinin C niikleotidine degismesi l6sin

aminoasidinin prolin aminoasidine degismesine (a”*-*">F"

29Leu>Pro
a >

varyantini) neden olur.
varyantinin  kararsizhi@i yiiksektir, hizli katabolize edilebilir. Bunun
sonucunda alfa talasemi meydana gelir. HBA2geninincodon 29’undaki nondelesyonel
mutasyon Alfa Talasemi 1 ile bilesik kalitildiginda ciddi hipokromik mikrositer anemili
Hb H hastaligi meydana gelir (Hall’dan aktaran Polat, 1995).

HBAZ2 geninde meydana gelen mutasyon sonucu (TAA-> CAA) a-globin zinciri
141 aminoasit yerine 172 aminoasit icerir ve Hb Constant Spring hemoglobini olusur.

Hb Constant Spring’e sahip olgular Alfa Talasemi tasiyicisi fenotipine sahip olurlar

(Liebhaber, 1989; Makankawkeyoonvd., 1993; Hundrieser’den aktaran Polat, 1995).

Cizelge2.6: Uzamus polipeptid zincirine sahip hemoglobinler (Huisman’dan aktaran
Polat, 1995).

Hb ismi Rezidiiler
141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
al41 (H19) Arg-GLN-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-Pro-Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-GIn-Arg-
Constant
Spring 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
(31 ek rezidii)  Ala-Leu-Leu-Pro-Ser-Leu-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val- Phe-Glu-COOH

141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
Arg-LYS-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-Pro-Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-GlIn-Arg-

al41 (H19)
Icaria 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
Ala-Leu-Leu-Pro-Ser-Leu-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val- Phe-Glu-COOH
141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
Arg-SER-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-Pro-Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-GlIn-Arg-
al41 (H19)

Koya Dora 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
Ala-Leu-Leu-Pro-Ser-Leu-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val- Phe-Glu-COOH
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141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158
Arg-GLU-Ala-Gly-Ala-Ser-Val-Ala-Val-Pro-Pro-Ala-Arg-Trp-Ala-Ser-Gln-Arg-
al4l (H19)
Seal Rock 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
Ala-Leu-Leu-Pro-Ser-Leu-His-Arg-Pro-Phe-Leu-Val- Phe-Glu-COOH

“Frameshift” 139 340 141 142 143 144 145 146

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

Ekstensiyon -1 +1 42
a;(NA1) MET-GLU-Leu-Ser
Thionville

2.2.2.2.2. Alfa Talasemilerin Klinik Durumlarima Goére Siniflandirilmasi

Alfa Talasemi’de dort klinik form bulunur. Sessiz tasiyicilik, agir alfa talasemi
tastyiciligi, Hemoglobin H hastaligi ve Hemoglobin Bart’s Hidrops fetalis sendromu
(Schecher, 2008; Harteveld vd., 2010; Siit¢ii vd., 2011; Higgs vd., 2012). Gegmiste Alfa
Talasemi fenotipleri etkilenen alfa globin geni sayist ile iliskilendirilirken, giiniimiizde
fenotipin sadece etkilenen alfa globin gen sayisit degil ayn1 zamanda meydana gelen
mutasyon tipi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Harteveld vd., 2010; Siit¢ii vd., 2011,
Galanello vd., 2011; Berdasco vd., 2013). Biiyiikk delesyonlar, nondelesyonel
mutasyonlar, diizenleyici bolgede gerceklesen mutasyonlar, stabil olmayan mutasyonlar
ve epigenetik nedenler Alfa Talasemi’nin fenotipik siddetini artict etki yaparlar
(Karakas, 2014; Galanello vd., 2011).

HBAZ2 geni HBA1 geninden 2-3 kat fazla alfa globin zinciri olusturmaktadir. Bu
nedenle Alfa Talasemi’nin Klinik tablosu etkilenen alfa globin genine ve genin ne
kadarlik bir kisminin etkilendigine baghdir (Karakas, 2014).
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C vC oD yol o2 al

5 HBZ HEZP1 HBEM HBAP1 HBA2 HBA1
‘ - T as ] ¥
5 I N .
Saghkl . 4 Fonksiyonel Gen

Sessiz Alfa Talasemi Tasiyicis1 —S8_C__1_ 3 Fonksivonel Gen
: Il N :

Homozigot o* Tasiyicisi “mm

mm mm 2 Fonksiyonel Gen
Heterozigot a® Tasiyicist T

5 L] . .
Hb H Hastahg: N e O e W 1 Fonksiyonel Gen

Hb Bart’s (Hidrops Fetalis) T 0 Fonksiyonel Gen

Sekil 2.11: Alfa Talasemi’nin klinik formlar1 (Harteveld vd., 2010).

Cizelge 2.7:Alfa Talasemi’de genotip-fenotip iligkisi (Galanello vd., 2011;Ciiriik,

2007).
Klinik Durum Genotip Fenotip
Saglam oo/ Normal
Sessiz Tasiyici -0/ Normal
-a/-0, Hafif anemi, mikrositoz, hipokromi
a-Talasemi Tasiyici . . . . .
--/o0, Hafif anemi, mikrositoz, hipokromi
Orta-Agir hipokrom mikrositer hemolitik anemi, hafif
Hb H hastahg: --I-a. )
sarilik, hepatosplenomegali
HbBarts/Hidrops fetalis / Ciddi anemi, yaygin 6dem, asit, belirgin HSM, iskelet ve
(Homozigot a-Talasemi) kardiovaskuler anomalilerin utero oliim

Nondelesyonel Alfa T . o ) )
o o/ao Hafif anemi, mikrositoz, hipokromi

Talasemi
o1 Orta-Agir hipokrom mikrositer hemolitik anemi, hafif
HbH o o/o o .
sarilik, hepatosplenomegali
T Agir hipokrom mikrositer hemolitik anemi, sarilik,
HbH -oa )
hepatosplenomegali
T Agir hipokrom mikrositer hemolitik anemi, sarilik,
HbH --/ o

hepatosplenomegali
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2.2.2.2.2.1. Sessiz Tasiyic1 (o)

Alfa globin zincirlerinden sadece birinin kaybi kalan ii¢ islevsel zincirin varligi
ile ifade edilir (Polat, 1995; Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010). Sadece bir allel

etkilendigi icin o' -talasemi fenotipi meydana gelir (Karakas, 2014).

Alfa globin gen kiimesi i¢inde meydana gelen delesyonlar sadece tek bir alfa
genine kapsiyorsa sessiz alfa talasemi tasiyicilig1 otaya ¢ikar. Diinya genelinde a®'ve
a*? delesyonlar1 en sik karsilagilan delesyonlardir. Tek baslarina ve tek gende meydana
geldiklerinde sessiz Alfa Talasemi Tasiyiciligi fenotipine neden olurlar. Sessiz Alfa
Talasemi Tastyicilarint kan tahlili ile belirlemek zordur. Ciinkii hematolojik bulgular
normal ya da normale ¢ok yakindir. Alfa- Beta zincirlerinin oranlari normale yakindir
(Polat, 1995; Liebhaber, 1989). Hafif mikrositoz ve hipokromi gozlemlenebilir.
Hemoglobin elektroforezlerinde Hb A2 normal veya biraz diisiik, Hb F normal olarak

gozlemlenir (Karakasg, 2014).

2.2.2.2.2.2. Agir Alfa Talasemi Tasiyicihig1 (Hemoglobin Trait) (@)

Alfa globin zincirlerinden ikisinin kaybr kalan iki iglevsel zincirin varhig: ile
ifade edilir (Polat, 1995; Steinberg’ten aktaran Giizelgiil 2010). Hemoglobin Trait bazi
mutasyonlarin homozigot formlar1 bazilarinin ise heterozigot formlar1 sonucu meydana
gelir (Steinberg’ten aktaran Giizelgiil 2010). Hemoglobin Trait’in en sik karsilasilan
nedeni «*’ mutasyonunun homozigot formudur (-a*’/-a®"). ¢*’ mutasyonunun disinda
5,2 kb ve 20,5 kb’lik delesyonlar da Hemoglobin Trait etkenidir. Hemoglobin Trait’in
hematolojik bulgularinda eritrosit sayisinin arttigi  gozlemlenir (Polat, 1995;
Steinberg’ten aktaran Giizelgiil 2010; Liebhaber, 1989), MCV ve MCH degerlerinde
azalma vardir (Higgs’ten aktaran Kazgan, 2017). Periferik yaymada hafif mikrositoz,
hafif hipokrom ve Hb H inkliizyon cisimleri goriiliir. Alfa- Beta zincirleri arasindaki
oranda azalma vardir. Hemoglobin Trait’li yenidoganlarda %5-15 oraninda Hb Bart’s
goriilir, Hb Bart’sin yerini daha sonra Hb H alir (Liebhaber, 1989; Polat, 1995;
Steinberg’ten aktaran Giizelgiil 2010). Homozigot o*? delesyonunun klinik etkisi,
homozigot o’ delesyonunun klinik etkisinden daha belirgindir. o> /o*? bilesik

heterozigotlugunun klinik etkisi ise arada bir siddete sahiptir (Liebhaber, 1989).
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2.2.2.2.2.3. Hemoglobin H Hastahg

Alfa globin zincirlerininden ii¢iiniin kaybi ve bir islevsel zincirin varhigi ile ifade
edilir (Polat, 1995; Steinberg’ten aktaran Glizelgiil, 2010).

Hb H Hastalig1 orta-agir anemiye neden olur. Bazi hastalar kan transfiizyonuna
ihtiya¢g duyabilir. Hb H hastalar1 en sik {i¢ alfa globin geninde delesyon meydana
gelmesi sonucu ortaya ¢ikar. Bunun yaninda 6zellikle a, geninde ¢ok sayida nokta
mutasyonu ger¢eklesmesi veya o ya da a geninde 2 gen delesyonu ve bir nokta

mutasyonu birlikte meydana gelmesiyle de ortaya ¢ikmaktadir (Karakas, 2014).

Tek bir fonksiyonel genin varligt Hb H hastaligina en sik yol acan durumdur.
Bunun disinda alfa talasemi 1 ve alfa talasemi 2’nin bir arada meydana gelmesi de Hb H
hastaligina neden olur (Higgs vd., 1989; Liebhaber, 1989; Bowden’den aktaran Polat,
1995). Alfa talasemi 1 ve alfa talasemi 2’nin bir arada kalitilmasi delesyonel ve
nondelesyonel mutasyonlarin birlikte meydana gelmesi (--/-a') ve nondelesyonel
mutasyonlarin homozigot olmasi (aa'/aa’ veya o o/’ o) anlamindadir (Al-Saleh’ten;

Fei’den; Galanello’dan aktaran Polat, 1995; Higgs vd., 1989; Liebhaber, 1989).

o -talasemi ve a'-talasemi’nin birlikte goriilmesiyle ti¢ islevsel alfa globin geni
kayb1 sonucu Hemoglobin H hastaligi meydana gelir (Chui vd., 2003). Hemoglobin H
genellikle delesyonel mutasyonlar sonucunda gelisse de nadiren delesyonel-
nondelesyonel mutasyonlarin birlikle meydana gelmesi ve nondelesyonel mutasyonlarin
homozigotlugu gibi nedenlerle de olusabilir (Polat, 1995; Oner vd., 1997; Chui vd.,
2003; Ciiriik, 2007; Ciirtik ve Yiregir’den aktaran Giizelgiil, 2010).

Hemoglobin H hastalarinda alfa globin zincir tretimi azaldigi i¢in alfa-beta
globin zincir oran1 da diismektedir (Chui vd., 2003; Steinberg ve Zago’dan aktaran
Giizelgiil, 2010).

Hb H Hastaliginda alfa globin zincir sentezinin azalmasi sonucu beta
tetramerleri olusur (Chui vd., 2003). Bu tetramerler hem ile baglanir ve stabil olmayan
Hb H’yi meydana getirir. Hb H hastalarinin periferik kanlarinda Hb H miktar
yiiksektir. Hb H dayaniksiz oldugu igin eritrositler i¢ kisimlarina dogru ¢okerler ve

hemolitik anemi meydana gelir (Canatan, 2014).
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Hemoglobin H Hastaligi Beta Talasemi Intermedia ile benzer klinik
gostermektedir. Fakat klinigin siddeti mutasyon cesitliligine baglidir (Higgs vd., 1989;
Steinberg ve Chan’dan aktaran Giizelgiil, 2010). Hemoglobin H hastalarinda hafif-orta
siddetli anemi, mikrositoz, hipokromi gozlenir (Polat, 1995). Hemoglobin H hastalar1
genellikle kan transflizyonuna gerek duymadan yasayabilirler (Ciiriik’ten aktaran
Giizelgiil, 2010). Hemoglobin H hastaliginin siklig1 6zellikle yiiksek oranda SEA
mutasyonu ve daha az orana FIL mutasyonunun goriildiigii Glineydogu Asya’da fazladir
(Chuivd., 2003).

Yenidogan Hb H hastalarinda 9%20-40 oraninda Hb Bart’s goriiliir. Daha sonra
Hb Bart’sin yerini %5-30 oraninda Hb H alir. Hb H hastalar1 ayn1 zamanda Beta
Talasemi mutasyonlarina da sahipse, alfa-beta zincir orani1 dengelenmekte ve hastaligin

klinik siddeti azalmaktadir (Karakas, 2014).

o> tipi alfa talasemi 2 ile alfa talasemi 1’in birlikteligiyle meydana gelen Hb H
hastaliginin klinigi o™*? tipi alfa talasemi 2 ve alfa talasemi 1’in birlikteligiyle meydan
gelen Hb H hastaligindan daha ilimlidir (Fei’den aktaran Polat, 1995).

Hb H hastalifina neden olan nondelesyonel mutasyonlar, delesyonel
mutasyonlara gore daha yiiksek MCV orani, daha yiiksek Hb H diizeyi ve daha diisiik
hemoglobin oranina sahiptir (Chang vd., 1994; Fei ve Liu’dan aktaran Polat, 1995).

Hb H hastaliginda o, — globin geninde meydana gelen nondelesyonel
mutasyonun klinik etkisi oz — globin geninde meydana gelen delesyonel mutasyonlarin
klinik etkisinden ve o1 — globin geninde meydana gelen nondelesyonel mutasyonlarin
klinik etkisinden daha agirdir. o5 — globin geninindeki nondelesyonel mutasyonunun
klinik etkisi olduk¢a hafiftir (Galanelo’dan aktaran Polat, 1995).

Hb H hastaliginin az rastlanan nedenlerinden biri -o/-a" genotipidir (Liebhaber,
1989).Hb H hastaligma sahip o*?o/a’a veya a*2o/oa” mutasyonlar1 tagiyan olgularin
varlig1 rapor edilmistir. Klinik siddet meydana gelen mutasyonun hangi globin geni
tizerinde olduguna baglidir. ay- globin daha fazla globin zinciri sentezledigi ig¢in burada
olusan mutasyonlar klinigin daha agir olmasina neden olur (Romao’dan aktaran Polat,

1995).

Hb H hastaliginin  hematolojik verilerinde mikrositoz, hipokromi ve

anizopoikilositoz gdzlenmektedir. Hemoglobin diizeyleri 9-12 gr/dl arasinda
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degigsmektedir (Liebhaber, 1989). Hb A yetersizligi ve stabil olmayan Hb H
tetramerlerinden kaynakli, hafif siddetten orta siddete varan anemi gozlenir (Weatherall
Romao’dan aktaran Polat, 1995).

az- globin geni meydana gelen Hb Constant Spring, alfa talasemi 1 ile birlikte
ciddi ve kan transfiizyonuna bagimli Hb H fenotipini meydana getirir (Kropp vd., 1989;
Ko vd., 1993; Makankawkeyoon vd., 1993; Liang ve Liu’dan aktaran Polat, 1995).

2.2.2.2.2.4. Hemoglobin Bart’s (Hidrops fetalis)Sendromu

Tim alfa globin zincirlerinin kayb1 yani hi¢ islevsel alfa globin zincirinin
bulunmadigr durumdur (Polat, 1995; Steinberg’ten aktaran Giizelgiil, 2010). Alfa
Talasemi’nin en ciddi klinige sahip formudur (Karakas, 2014).

Hemoglobin Bart’s Sendromu daima biiylik delesyonel mutasyonlar kaynaklidir
(Liebhaber, 1989; Polat, 1995).

Hemoglobin Bart’s Sendromunda hi¢ alfa zinciri {iretilemedigi i¢in dort gama
(y4) zinciri tetramer olusturur. Eger alfa globin gen kiimesinde zeta ({) geni
delesyondan etkilenmemigse gama ve zeta globin zincirleri tetramer olusturarak Hb
Portland 1 (£2y2)’ 1 meydana getirir.Hb Portland I fetusu gestastonel donemin
ortalarindan ileri haftalarina kadar tasir. Hb F ve Hb A {iretimi i¢in gereken alfa zinciri
uiretilemez ve sadece Hb Portland I fetusun oksijen ihtiyacina yetemedigi i¢in infantlarin
yaklasik yaris1 Oli dogar ya da dogumdan birka¢ saat sonra hayatini kaybeder.
Infantlarm MCV degerleri ¢ok yiiksektir. Alfa- beta zincir oranlari sifira yakindir
(Liebhaber, 1989; Polat, 1995).

Tim Hidrops fetalis olgularinin onda birinin nedeni Hb Bart’s Hydops

fetalissendromudur (Jauniaux’tan aktaran Polat, 1995).
Hb Bart’s, fizyolojik bir hemoglobin degildir. {-globin geni Hemoglobin Bart’s
Sendromunda meydana gelen delesyonlardan korunmussa fetusun orta gestasyonel

donemden geg gestasyonel doneme kadar yasayabilmesi i¢in yeterli Hb Portland I ({y2)
tiretimini saglar (Liebhaber, 1989).

Asya’nin Gilineydogusundaki iilkelerde prenatal liimlerin %26’sinin nedeninin

Hemoglobin Bart’s Sendromu oldugu rapor edilmistir (Lebo vd., 1990; Chang vd.,1991;
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Ko ve Lam’dan aktaran Polat, 1995). Hemoglobin Bart’s Sendromu Akdeniz

tilkelerinde nadir goriilmektedir (Bowden’dan aktaran Polat, 1995).

Hemoglobin Bart’s Sendromu’nda MCV degeri c¢ok yiiksektir. Hemoglobin
elektroforezinde yiiksek oranda Hb Bart’s, %10-29 oraninda Hb Portland I ve simir
diizeyinde Hb Hgortiliir (Green’den aktaran Polat, 1995).

2.2.2.2.3.Alfa Talasemi’nin Epidemiyolojisi

Italya’da 1946 yilinda Vezzoso ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada talasemi
dagilimi ile malarya dagilimmin paralel oldugu rapor edilmistir (Canatan, 2007). Alfa
Talasemi’nin, Diinyada Akdeniz, Hindistan, Cin, Giineydogu Asya ve Ortadogu da
yaygin oldugu bildirilmistir (Giizelgiil, 2010). o’~talasemi Asya ve Akdeniz iilkelerinde,
Afrika ve Ortadogu’ya gére daha sik goriilmektedir. o'-Talasemi’nin delesyonel
formlari ise daha ¢ok Giineydogu Asya, Bat1 Afrika, Akdeniz ve Ortadogu goriiliir. o-
Talasemi’nin nondelesyonel formlarmma ise daha ¢ok korfez iilkelerinde rastlanir

(Yalin’dan aktaran Giizelgil, 2010).

Diinya’da alfa talasemi sikliginin Bat1 Afrika’da %20-30, Akdeniz Ulkelerinde
%5-10, Hindistan, Tayland, Papua Yeni Gine, Suudi Arabistan ve Malezya’da %60-80
oldugu Vergin tarafindan 2014 yilinda rapor edilmistir (Vergin, 2014).

Diinya’da alfa talasemi sikligi Yeni Zelanda’da %5-80, Orta Dogu’da %60,
Afrika’da %5-40, Hindistan’da %15-80, Uzak Dogu’da %5-15, Akdeniz Ulkelerinde
%5-15 olarak bildirilmistir. o®’ delesyonu Diinya’da en sik bildirilen alfa talasemi
mutasyonudur. Kuzey Tayland’da %58,3, Sicilya’da %46,9, Ispanya’da %524,
Brezilya’da %10,7, Hollanda’da %58,2, Malezya’da %49,9 oranlarindir. iran’da %60
oranla en sik o’ delesyonu ile o*? delesyonu, ayrica 16 farkli delesyonel ve 70’ten fazla

nondelesyonel alfa talasemi mutasyonu bildirilistir (Eisenberg vd., 2002; Rahimi, 2013).

Gergeklestirilen c¢esitli ¢alismalarda o208 cift gendelesyonunun sikligi, Iran’da
%1.8-4.8, Yunanistan’da %12, Hollanda’da %0.9, Sicilya’da %4,5, Kuzey Kibris’ta
%7,8 olarak bildirilmistir (Baysal vd., 1995; Celik vd., 2013; Bayatvd., 2013; Rahimi,
2013).

Karakas’in 2014 yilinda Hematolog dergisindeki bir yazisinda Alfa talasemi ile

ilgili molekiiler ¢alismalarda alfa talasemi mutasyonlarinin bolgeler arasinda farklilik
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gosterdigi bildirilmistir. En sik o®” (%5,5-52,2) tek gen delesyonuna rastlanmakta ve
sirastyla o?®°  (%0,5-22), o*? (%0,5-12), MED (%9,5-27,7), FIL (%0,5-3,2)
delesyonlar1 izlemektedir. Delesyonlarin yaninda nondelesyonel mutasyonlara da
rastlanmaktadir; poliA-2(%1,4-10), a:™™ (%4-8), poliA-1 (%0,5-9), Hb Koya Dora
(%1,8-5,5), Hb Adana (%1,9). aaa®3" triplikasyonuna ise nadir olarak rastlanmustir

(Karakas, 2014).

Ozsoylu ve arkadaslarmin 1982 yilinda Ankara’da yaptiklar1 calismada alfa
talasemi sikligmin %4,1 oldugu bildirilmistir (Ozsoylu’dan aktaran Canatan, 2014).

1986°da Kiling ve arkadaslarinin Adana’da dogan bebeklerin kordon kanindan
gerceklestirdikleri caligmada, Alfa Talasemi tastyiciligi  sikliginin%3,3  oldugu
bildirilmistir (Kiling’tan aktaran Giizelgiil, 2010).

Fei YJ ve arkadaslarinin 1989 yilinda Ankara’da yaptiklari ¢alismada alfa
talasemi sikliginin %3,6 oldugu bildirilmistir (Fei’den aktaran Canatan, 2014).

1990 yilinda Yiiregir ve arkadaslar tarafindan Adana-Karatas’ta gergeklestirilen

calismada o’ ve aoa®™

varyasyonlarina sahip olgularin oldugunu bildirilmistir
(Yiregir’den aktaran Giizelgiil, 2010). 1992 yilinda gerceklestirdikleri bir ¢aligmada ise
HBA2 geninin PolyA kuyrugunda bir nokta mutasyonuna (AATAAA—AATGAA)

sahip olgu rapor edilmistir (Yiiregir’den aktaran Giizelgiil, 2010).

Arcasoy ve arkadaslarinin 1991 yilinda yaptiklar1 ¢alismada tilke genelinde alfa
talasemi sikliginin %0,25 oldugu bildirilmistir (Arcasoy’dan aktaran Canatan, 2014).

Ciirliik ve arkadaglarimin 1993 yilindaki ¢alismasinda iki Tiirk hastada Hb Adana
ile kombine 0o?°?

Giizelgiil, 2010).

cift gen delesyonunun varligi rapor edilmistir (Ciriik’ten aktaran

Polat 1995 yilinda Mersin’de gergeklestirdigi uzmanlik tezinde, 8 olguda o tek

20,5

gen delesyonu ve 1 olguda o ¢ift gen delesyonu tespit etmistir (Polat, 1995).

1997 yilinda Oner ve arkadaslarimn 25 Hb H hastasinda gergeklestirdikleri

caligmada 10 farkli Alfa Talasemi varyasyonu tespit edilmis ve en sik goriilenlerin o>

tek gen delesyonu (%28,6)0*%°

MED I ¢ift gen delesyonu oldugu bildirilmistir (Oner vd., 1997).

cift gen delesyonu, a2 poliA-1 poliadenilasyonu ve
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2002 yilina Antalya’da, Canatan ve arkadaslarmin Hb H hastalarinin molekiiler
temelini inceledikleri calismada 0?°®,a®*’, MED-I ve o’ mutasyonlarmi tespit etmisler
ve Alfa Talasemi tasiyiciligi sikhiginin bu bolgede diisiik oldugunu (%2,5-6,5)
bildirmislerdir (Canatan vd., 2002).

Yalin 2004 yilinda Adana’da gergeklestirdigi doktora tez ¢aligmasinda, Alfa
Talasemi Varyasyonlarlndana3’7’nin % 45, MED I’in % 28,3, 0®®>in % 1,7 siklikta
oldugunu bildirmistir. Calismasinda o*? tek gen delesyonuna rastlamamistir (Yalin’dan

aktaran Giizelgiil, 2010).

2007 yilinda Ciiriikk ve arkadaslarinin Cukurova’da Hb H hastas1 32 olguda
gerceklestirdikleri calismalarinda, 9 olguda o o®’, 6 olguda MED 179137 4
olguda MED 11 ®9/q PA 2a., 3 olguda MED 11%%/ ¢*7, 2 olguda MED 11%%)/¢ ", 2
olguda o?**/accodon59, 2 olguda o PA 1a/o PA 1o, 1 olgudaMED 1477 ¢37 + Hb AS,
1 olguda MED 1479/ ¢*", 1 olguda MED 147¥/0PAlaq, 1 olguda o*®*/ o*? ve 1 olguda
MED 11%)/q PA 2a + Hb AS tespit edilmistir (Ciiriik, 2007).

Celik ve arkadaglarinin  2008-2010 yillarinda StripAssay yontemi ile
gerceklestirdikleri ¢alismada olgularin 97’sinde 9 farkli mutasyon ve 12 farkli genotip
tespit edilmistir. Bu c¢alisma Tiirkiye’de ilk kez FIL mutasyonunun tespit edildigi
calismadir. Tespit edilen diger mutasyonlar ve sikliklari o®'(%43,81), o®"(%6,70),
MED (%5,67), a2 poliA-2 (%2,57) dir (Celik vd., 2013).

Giiveng ve arkadaglarinin 2010 tarihli yayimlarinda, Adana’da beta talasemi
tastyiciliglt ve demir eksikligi anemisi diglanan 3000 olguda 11 farkli Alfa Talasemi
varyasyonu tespit edilmis ve Alfa Talasemi siklig1 %7,5 olarak rapor edilmistir. Alfa
Talasemi varyasyonlari arasinda o>’ tek gen delesyonunun %53,33 oranla en sik
goriileni, bunu %15,11 oranla MED ¢ift gen delesyonunun izledigi rapor edilmistir.
Calismada o> tek gen delesyonunun allel frekansi %40,66 olarak hesaplanmistir

(Giiveng vd., 2010).

2011 yilinda Siit¢ii ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen calismada 25 ¢ocuk
olguda Alfa Talasemi varyasyonu arastirilmig, 5 olguda heterozigot formda MED cift
gen delesyonu, 2 olguda heterozigot formda a?®® cift gen delesyonu, 1 olguda
heterozigot formda a,1VS1™™ delesyonu ve 1 olguda heterozigot formda o’ tek gen

delesyonu (o allel frekansi %5.55) tespit edilmistir (Siitgii vd., 2011).
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Onay ve arkadaslarinin 2013 yilinda Ege Bolgesi’nde yaptiklar1 ¢aligmada tespit
edilen mutasyonlar ve sikliklart o0®(%52,2), 0?%°(%14,2), MED (%11), a°™(%4), o,
poliA-1 (%9), aaa ™7 (%3,2), a cd1420 (%1,8) ve FIL (%3,2)’dir (Onay’dan aktaran
Karakas, 2014).

Karakas ve arkadaslarmin 2013 yilinda Strip Assay yontemiyle
gerceklestirdikleri ¢alismada 132 olguda 11 farkli Alfa Talasemi varyasyonu tespit
edilmistir. En sik goriilen varyasyonun %44 oranla o> "tek gen delesyonu oldugu bunu,
a®®® (%14,8), MED (%12,8) ve FIL (%]1,8) ¢ift gen delesyonlarmmn, a®", (%7,4),
aao®’ Hb Kayo Dora ve ampoly A-1 (%5,5), o®*?, Hb Adana ve Hb Icaria
varyasyonlarinin izledigi bildirilmistir (Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015).

Aldemir ve Izmirli'nin 2014 tarihli yaymmlarinda, Hatay’da 407 olguda
gerceklestirdikleri caligsmalarinda o> tek gen delesyonunun %29.48 oranda, MED qift
gen delesyonunun %5.16 oranda, aCODS(-AA), o IVS 1°™ o, poli Al

mutasyonlariin %0.25’er oranlarda goriildiigii rapor edilmistir (Aldemir vd., 2014).

Onay ve arkadaslarinin 2015 tarihli yayimlarinda 231 olgudan besinde
delesyonel Alfa Talasemi mutasyonlari (o', o®®°, MED, FIL, SEA), yedisinde
delesyonel olmayan Alfa Talasemi mutasyonlart (aPA-la, a-5ntdela, a3,
acdl42a, aPA-20, acd59a, alCa) ve 25 farkli Alfa Talasemi genotipi tespit edilmistir.
Calismada en sik o®'(%52.28) , a®®° (%14.74) ve MED (%10.53) varyasyonlarmin

bulundugu rapor edilmistir (Onay’dan aktaran Gékdogan, 2015).

Unal ve Giimriik’iin 2015 tarihli yayimlarmnda Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde 1981-2014 yillar1 arasinda 788 talasemi hastasindan genotipleri bilinen 38
hastada en sik o®’ (%62.8) , 0®®° (%51.4), MED-II (%25.7), MED-1 (%17) allellerine
rastlandig1 bildirilmistir. Ayrica ¢alismada, Alfa Talasemi tastyicist oldugu bilinen 78
cocukta 11 farkli genotip tespit edilmis ve en sik rastladiklari genotiplerin —a* /oo
(%39.7),~a**/aa (%26.9), MED-I/oo (%10.3) ve a(PA- 1)/aa (%6.4) oldugu rapor
edilmistir (Unal vd., 2015).

Bozdogan ve arkadaglarinin Adana’da 2015 yilinda, 539 olguda Alfa Talasemi
varyasyonlarini arastirdiklar1 caligmada, 12 farkli Alfa Talasemi varyasyon ve 29 farkli
genotip tespit edilmistir. Calismada en sik o®' (%63.3), MED (%11.7), ¢*®° (%10.7),
a2IVS1™™ (%3.9) ve aypolyA-2 (%3.5) varyasyonlarina ve —o> /oo (%35.8), -0/
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a>7(%18.9), -a****/a0. (%11.5) ve ~MED/oa (%10.4) genotiplerine rastlandigi rapor
edilmistir (Bozdogan vd., 2015).

Gokdogan’in 2015 yilinda Aydin’da gergeklestirdigi uzmanlik tez ¢aligmasinda,
12 farkli genotip ve 11 farkli Alfa Talasemi varyasyonu tespit etmistir. Calismada en sik
o*"tek gen delesyonuna (%33,65) rastlandizi bunu o*%°
(%7,68),MED ¢ift gen delesyonu (%4,8), az PolyAl mutasyonu (%3,84), aplVS1 ™

mutasyonu (%1,92), a*? tek gen delesyonu (%1,92), a, PolyA2 mutasyonu (%1,92),

cift gen delesyonu

0mo‘antlS,?

triplikasyonunun (%0,91) izledigi rapor edilmistir. Ayrica ¢alismada daha dnce
tanimlanmamigs HBA2:¢.93 95+2 del GAGGT mutasyonu ve iilkemizde daha Once
tanimlanmamis HBA1: ¢328 del C (HbVar ID: 2724;HGVS name: HBA1:c.328delC)

heterozigot mutasyonu tespit edildigi bildirilmistir (Gékdogan, 2015).

Jassim ve arkadaglarinin 2001 yilinda Bahreyn’de gergeklestirdikleri ¢alismada,
yaslar1 14 giin ile 78 yas arasinda degisen 56 olguda en sik rastlanan Alfa Talasemi
varyasyonunun %353 oranla apolyA 1 oldugunu bildirmislerdir (Jassim vd., 2001).

Akhavan-Niaki ve arkadaslarinin 2003 yilinda Iran’da 722 eriskin Alfa Talasemi
tasiyicisinda, gerceklestirdikleri calismada 367 olguda o>, 54 olguda o*?, 62 olguda --
MED, 14 olguda, polyAl, 133 olguda polyA2, 48 olguda o™, 32 olguda Hb Constant
Spring, 50 olguda —o*'/-0®’, 6 olguda -o*'/-0*?, 7 olguda - o*"/a PA2 o, ve 5 olguda -
o>’/aCSPo mutasyonlari tespit edilmistir (Akhavan-Niaki vd., 2012).

2003 yilinda Al-Allawi ve arkadaglarimin Irak’in  Kuzeydogusunda

gerceklestirdikleri caligmada, beta talasemi tasiyiciligi ve demir eksikligi anemisi

dislanan hipokrom mikrositer anemili 101 olgudan 4’iinde o>, MED-I, 0®®°, o*?

My, aCSa, ve oPolyA2a

delesyonel mutasyonlari, 5’inde o PolyAla, aaAdana, o
nondelesyonel mutasyonlar: tespit edilmistir. Calismada o’ Alfa Talasemi varyasyonu

frekans1 en yiiksek (%59,6) varyasyon olarak bildirilmistir (Al-Allawi vd., 2013).

Sankar ve arkadaglarinin 2006 yilinda yayimlanan calismasinda, hipokrom
mikrositer anemili 275 olguda Alfa Talasemi tastyiciligt sikliginin %12.7, o> tek gen

3.7

delesyonunun sikligmin %9, orak hiicre anemisine sahip olgularda o™’ tek gen

delesyonu sikligimin %30.8 oldugu rapor edilmistir (Sankar vd., 2006).
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2009 yilinda Hellani ve arkadaslarinin Suudi Arabistan’da hipokrom mikrositer
anemili 41 olguda gerceklestirdikleri ¢alismada o’ tek gen delesyonunun orani %64
olarak bildirilmistir (Hellani’den aktaran Gékdogan, 2015).

Lin ve arkadaglarinin Tayvan’da gergeklestirdikleri 2010 tarihli yayimlarinda en
sik rastlanan Alfa Talasemi varyasyonunun SEA gift gen delesyonu ve daha sonra a®’

tek gen delesyonuoldugu bildirilmistir (Lin’den aktaran Gokdogan, 2015).

Baysal’in 2011 yilinda Birlesik Arap Emirlikleri’nde dogan 419 bebegin kordon
kaninda gergeklestirdigi ¢aligmada Alfa Talasemi orani %49 olarak bildirilmistir. En sik
rastlanan  varyasyonlardan —o*’/ao.  varyasyonunun sikhign %34, —o®'/—o®’

varyasyonunun siklig1 ise %11 olarak rapor edilmistir (Baysal, 2011).

Cin’in farkli sehirlerinde, Zhang ve arkadaglarinin 2012 yilinda (%59.2), Wu ve
arkadaslarinin 2007 yilinda (%75), Zheng ve arkadaslarinin 2011 yilinda (%68.5), Xu
ve arkadaglariin 2004 yilinda (%48.54) gerceklestirdikleri birbirinden bagimsiz
caligmalarda, en sik rastlanan Alfa Talasemi varyasyonunun SEA oldugu bildirilmistir.
Yao ve arkadaslarinin 2013 yilinda, Cin’in Chongqin sehrinde gergeklestirdikleri
caligmada ise en sik rastlanan Alfa Talasemi varyasyonunun %54.55 oranla o’ oldugu

bildirilmistir (Yao vd., 2013).

Rosnah ve arkadaglarinin 2012 yilinda Malezya’nin kuzeydogusunda yaptiklari
calismada en sik rastlanan mutasyonun o> (%9,25)oldugunu bunu SEA ve o*?
mutasyonlarinin izledigini, FIL mutasyonunun 6zellikle Flipinler’de sik¢a goriildiigiinii

rapor etmiglerdir (Rosnah vd., 2012).

Alibakhski ve arkadaslarinin 2015 yilinda yayimlanan galigmalarinda, Iran’in
popiilasyonundan 678 alfa talasemi mindrlii eriskinde 21 farkli Alfa Talasemi
varyasyonu tespit edildigi ve en sik rastlanan varyasyonlarin o’ (%60.9), o™ (%10.6)

ve o PolyA4 (%9.9) oldugunu rapor edilmistir (Alibakhshi vd., 2015).

Kamal ve arkadaslarimin 2015 yilinda Katar c¢ocuk popiilasyonunda
gergeklestirdikleri calismada, Beta Talasemi ve demir eksikligi anemisi dislanmis, Alfa
Talasemi siiphesi olan 127 ¢ocuktan 50’sinde o®’ tek gen delesyonu (%9.4 homozigot,
%30, heterozigot), birinde heterozigot formda o™ delesyonu (%0,8), ikisinde
heterozigot formda apolyAl mutasyonu ve birinde apolyAl/a*’ ile bilesik heterozigot

mutasyonlar tespit edilmistir (Kamal vd., 2015).
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2015 yilinda Huang ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Cin’in
Guizhou sehrinde yeni dogan 1219 bebekte %3,28 oraninda Alfa Talasemi tastyiciligi
tespit edilmistir. Alfa Talasemi varyasyonlar1 arasinda en sik rastlananlarin %42,5
oranla SEA/a0 ve %35 oranla o '/ao oldugu bildirilmistir. Yaglar1 3 ay ile 60 yas
arasinda 224 Alfa Talasemi hastasi olgu kullanilarak yapilan ayni calismada 11 farkli
genotip ve 5 farkli Alfa Talasemi varyasyonu tespit edilmistir. En sik rastlanan
mutasyonlarin yine SEA (%65.89) ve o’ (%22.8) oldugu bildirilmistir (Huang vd.,
2015).

Cizelge 2.8: Tiirkiye’den bildirilen Alfa Talasemi Mutasyonu allel siklig1 (%) (Karakas,

2014).
. Onay
Oner Ciiriik  Giiveng Siitcii Celik Karakas
ve
ve ark ve ark ve ark ve ark ve ark ve ark
Mutasyon ark
1997 2007 2010 2011 2013 2013 i
n:9 n:32 n:225 n:9 n:97 n:132
n: 229
-3’ 28 29,6 40,6 5,5 43,8 44 52,2
S 22 18,8 33 11,1 0,5 14,8 14,2
oh? 10 7.8 2 - 2,5 - 1,4
a>" 8 47 - 5,5 6,7 7.4 4
oAt - 47 0,7 - 0,5 37 9
w0037 . - 1,1 - 1,5 55 3,2
-0 12 1,6 0,6 - 5,6 1,8 -
MED 20 14,1 9,5 27,7 - 12,8 11
-o?%* - 15,7 - - - - -
--FIL - - - - 0,5 1,8 3,2
o,codon 59 - - - - 1,8 -
a; cd 14 [G>A] - - - - - 3,7 -
o, cd 142 (A>C)
B - - - - 55 1,8
Hb Koya Dora
o, cd 142 [T>A
2 [T>A] ) _ _ _ L8 _

(Hb Icaria)
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2.2.2.2.4. Alfa Talasemi’lerin Hematolojik Tamsi

Alfa Talasemi’lerin tanisinda molekiiler analizlerden Once hematolojik
parametreler ve Hb elektroforezi sonuglar1 degerlendirilmeli, molekiiler tanida
uygulanacak ydntem bunlara gore segilmelidir (Ozkinay, 2014). Hematolojik
parametrelerin referans araliklarinin yas ve cinsiyete gore farklilik gosterdigi dikkate

alimmalidir (Cizelge 2.9) (Herklotz’tan aktaran, Irmak 2014).

Cizelge 2.9: Alfa Talasemi tiirlerine gore eritrosit indeksleri (Bozkurt, 2016).

- Normal Etkilenmis Tasiyici
Eritrosit
indeksleri , 5 a-Talasemi  a-Talasemi
naeksteri Erkek Kadm  HbBart’s HbH Hastahi  Trajt (—/aa Sessiz
veya -o/-a) Tasiyicl
Cocuk: 56+5
MCV (fL) 89.1£5.01  87.6+5.5 136+5.1 71.6t4.1 81.2+6.9
Yetiskin: 61+4
MCH (pg) 30.9+1.9  30.242.1 31.949 18.4£1.2 22.9+1.3 26.2+2.3
E: 10.9+1.0 E: 13.9+1.7 E:14.3£1.4
Hb (g/dL) 15.941.0 14.0+0.9 3-8

K:9.5+0.8 K:12.0+£1.0 K:12.6+1.2

Hematolojik parametreler degerlendirilirken Oncelikle hemoglobin miktar
ardindan ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH),
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu miktart (MCHC), eritrosit sayist (RBC)
ve eritrosit dagilim genisligi (RDW) degerlerine bakilmalidir (Albayrak vd., 2009). Bu
degerler talasemi ile demir eksikligi anemisi ayriminda yardimcidir (Ford, 2013).
Talasemi tastyicilarinda hemoglobin miktarlart normal ya da normalden 1-2 g/dl daha
azdir. Eritrosit dagilim genisligi (RDW) degerleri normal, eritrosit sayilar1 (RBC)
genellikle normalden yiiksek, ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve ortalama eritrosit
hemoglobini (MCH) degerleri diisliktlir. Periferik yaymalarinda hipokromi ve
mikrositoza rastlanir. Demir eksikligi anemisinde ise eritrosit dagilim genisligi (RDW)
degerinde artig, eritrosit sayist (RBC), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama
eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama hemoglobin yiizdesel miktart (MCHC)
degerlerinde diisiis goriiliir (Herklotz’tan aktaran Irmak, 2014).

Periferik yayma eritrositlerin morfolojik (biiyiikliik, sekil, renk) degisikliklerini

degerlendirmede kullanilan bir yontemdir. Eritrositlerin morfolojik degisimleri eritrosit
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indekslerine de yansimaktadir (Bozkurt, 2016). Bu nedenle Hematolojik degerlendirme
yapilirken tam kan sayimi degerlerinin yaninda periferik yayma yapilmali ve

eritrositlerin morfolojileriyle eritrosit indeksleri beraber degerlendirilmelidir.

Talasemi tasiyicist bir olgularda yapilan periferik yaymada eritrositlerde
mikrositoz ve hipokromi goriilebilir (Albayrak vd., 2009) fakat eritroblastlar goriilmez
(Bozkurt, 2016). Hb Bart’s sendromuna sahip olgularda ciddi anizopoikiliositoz ve
bliyiik, hipokromik eritrositler, HbH Hastas1 olgularda anizositoz, hipokromi,

mikrositoz ve nadiren eritroblastlargézlemlenebilir (Bozkurt, 2016).

Klinik kimya testlerinden olan demir baglama kapasitesi, demir, B12 vitamini,
ferritin ve folik asit degerleri demir eksikligi anemisi ve talasemi igin ayirict olabilen
diger parametrelerdir. Hastaligin tiiri ve klinik siddetine bagli olarak Talasemili
bireylerde demir normal veya yliksek, demir baglama kapasitesi normal veya diisiiktiir.
Demir eksikligi anemisinde ise demir baglama kapasitesi yiiksek, demir degeri
diisiiktiir. Serumdaki ferritin diizeyi demir eksikligi anemisinde diisiiktiir. Talasemide
ise kan transfiizyonuna bagli olarak degisiklik gosterir (Martin vd., 2013). Semptomatik
olan Talasemilerde folik asit eksikligi nedeniyle megaloblastik anemi goriilebilir.
Ayrica eritrositlerin intravaskiiler hemolize ugramalari sonucu hiperbilirubinemi ve

hiperiirisemide gelisebilir (Carson’dan aktaran Irmak, 2014).

Hematolojik parametreler ve periferik yayma ile demir eksikligi tanisi
yapilabilse de Talasemilerin tanis1 i¢in gerekli bir diger test hemoglobin
elektroforezidir. Hemoglobin elektroforezi hemoglobinleri ayristirarak tiplerini
oranlarin1 ve anormal hemoglobinler belirlemede kullanilan bir yontemdir (Bozkurt,
2016). Elektriksel bir alanda, elektrik akimini iletebilen bir ¢dzelti icerisindeki yiikli
partikiillerin go¢ ettirilerek molekiiler agirliklarina gore ayristirilmast prensibine
dayanir.  Elektroforezle hemoglobinlerin tiplerinin belirlenmesi talasemili ve
hemoglobinopatili hastalarin laboratuar tanisi ig¢in gereklidir (Clarkevd.,2000; Aydinok,
2012).

Alfa talasemiye 6zgli hemoglobin tipleri Hb Bart’s ve Hb H’dir. Alfa talasemi
tanisinda bu hemoglobin tipleri disinda yetiskin hemoglobini Hb A ve embriyonel
hemoglobin Hb Portland’da dikkate alinir. Alfa talasemi c¢esidine gore gozlenen
hemoglobin tipleri ve oranlari degisiklik gostermektedir (Cizelge 2.10) (Bozkurt, 2016).
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Cizelge 2.10: 1 yasindan sonra Alfa Talasemi ¢esidine gore gozlenen hemoglobin tipleri
Ve oranlari

Etkilenmis Tastyicl

(Flzey) Hb Bart’s

Normal ; HbH Alfa Talasemi  Alfa Talasemi

_ (Hydrops fetalis) - . .

Hb Tipi S Hastahg Trait Sessiz Tasiyici
HbA (%) 96-98 0 60-90 96-98 96-98
HbF (%) <1 0 <1.0 <1.0 <1.0
Hb Bart’s (%) 0 85-90 2-5 0 0
HbH (%) 0 0 0.8-40 0 0
Hb A2 (%) 2-3 0 <2.0 15-35 2-3.5

Hastalarin hematolojik 6zelliklerinin belirlenmesi talasemi tanisinda en cok
kullanilan yontemdir, bu yontem protein diizeyindedir. Diger bir yontem ise hastaliga
neden olan genetik bozukluklarin DNA analiz yontemleri ile belirlenmesidir (S6zen,
2000).

Tek gen mutasyonuna sahip olgularin tanis1 molekiiler ¢alismalar olmadan
belirlenemez. Ciinkii bu olgular1 klinik fenotipleri ve hematolojik parametreleri normal
ya da normale ¢ok yakindir (Altay, 2002; Galanello vd., 2011; Viprakasit’ten aktaran
Karakas, 2014).

Talasemi 6n tanili olgularda demir eksikligi (serum demir, demir baglama
kapasitesi, ferritin parametreleriyle), beta talasemi tagiyicilifi (Hb elektroforezi ve DNA
dizileme ile) ve kronik hastalik anemisi dislandiktan sonra alfa talasemi ayirici tanisi

yapilmalidir (Altay, 2002; Galanello vd., 2011; Viprakasit’ten aktaran Karakas, 2014).

2.2.2.2.5.Alfa Talasemi’lerin Molekiiler Tanis1

Alfa Talasemi tanisinda kullanilan molekiiler yontemlerin baginda Allel Spesifik
Oligoniikleotid Hibridizasyon (ASO) yontemi ve Coklu Ligasyona Bagl Prob
Amplifikasyonu (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplication- MLPA) yontemi
gelmektedir.

Nokta mutasyonlarinin sik goriildiigii Beta Talasemi igin dizi analizi yeterli bir
yontem iken, delesyon ve duplikasyonlarin yol actigi Alfa Talasemi i¢in dizi

analizinden 6nce gen degisikligi olan bolge belirlenmelidir. MLPA yontemiyle belirli

45



gen ya da gen bolgesinde dizi degisikligi olup olmadigina bakilir ardindan, DNA
dizileme ile meydana gelen degisik belirlenir (Harteveld vd., 2010; Ozkiay, 2014).
MLPA yonteminde problar hastalikla ilgili DNA pargalari ile hibridize olur. Reaksiyona
eklenen Ligaz enzimleri DNA ile hibridize olmus bitisik haldeki problar1 birbirleri ile
kovalent olarak baglar. Birbirlerine baglanan problar PCR ile amplifiye edilir.
Amplikon miktar1 hedef genin kopya sayist ile dogru orantilidir. Bu dogru oranti
sayesinde delesyona ugrayan bolgelerle hibridize olan problarin sinyalinde azalma,
duplikasyona ugrayan bolgelerin prob sinyallerinde ise bir artis gozlenir (Harteveld vd.,
2005; Kipp vd., 2011). MLPA’da radyoaktif belirlemeye gerek kalmaz, yiiksek
hassasiyet ve giivenilirliktedir (Cappellini, 2016).

ASO yonteminde dogrudan talasemiye 6zgiin mutasyon olup olmadigina bakilir
(Gokdogan, 2015). StripAssay yontemi Allel Spesifik Oligoniikleotid Hibridizasyon
yontemlerinden biridir. Yontemde hastalifa 6zgii bolgelere gore tasarlanmis problar
striplere sabitlenmis durumdadir. Strip tizerindeki her probun hangi mutasyona denk
geldigi bilinmektedir. Yontem temelde ii¢ basamaktan olusmaktadir. ilk basamakta ilgili
gen bdlgeleri, biotin ile isaretlenmis primerler kullanilarak amplifiye edilir. ikinci
basamakta amplikonlar strip lizerine sabitlenmis problarla hibridize edilir. Ugiincii
basamakta ise, eger prob ve amplikon hibridize olmugsa reaksiyona eklenen konjugat
soliisyonu biotini yakalar ve renk degisimi (bant olusumu) meydana gelir. Bant olusumu
(renk aciga ¢ikmasi) amplikonun ilgili bolgedeki mutasyona sahip oldugunu

gostermektedir (ViennaLab Diagnostics).
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler
3.1.1.Cihazlar

e Termal Dongii Cihazi: Applied Biosystems 9700
e NanoDrop

e \Vortex: Yellowline

e Mikrosantrifiij: Hettich-Mikro 20

e DNA Izolasyon Cihazi:Qiagen EZ1 Advanced XL
¢-20°C Derin Dondurucu: Arcelik

¢ +4°C Buzdolab1: Indesit ve Beko

e Saf Su Sistemi:TKA Genpure

o Strip Assay Cihazi: Tecan ProfiBlot T48

3.1.2.Kimyasal Malzemeler

ViennaLab Diagnostics StripAssay Kiti
o Amplifikasyon Karigimi Al
o Amplifikasyon Karisimi A2
e Amplifikasyon Karisimi B
¢ Taq Diliisyon Soliisyonu
e Taq DNA Polimeraz (5 U/ul)
e DNAT(Yiikleme Boyasi)

¢ Hibridizasyon Soliisyonu
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¢ Yikama Soliisyonu A
¢ Konjugat Soliisyonu
¢ Yikama Soliisyonu B

e Renk Gelistirici Soliisyon

3.2. Yontem

3.2.1.Ornek Secimi

Calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir. Onay belgesi Ek 1’de verilmistir. Calismada kullanilacak kan
ornekleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Genetik
Hastaliklar Tani Merkezine, Alfa Talasemi On Tanisi ile basvuran hastalardan
alinmigtir. Hastalar Trakya Universitesi T1ip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan onaylanan goniillii olur formunu doldurmustur.

Calismada alfatalasemi klinik 6n tanisina sahip olan, en az ii¢ kusaktir Trakya
bolgesinde yasayan, birbirleri ile akrabalik bagi bulunmayan olgularin DNA’lari
kullanilmistir. Sanger Dizileme ile gerceklestirilen Beta Talasemi mutasyon analizleri
ve MLPA yontemiyle gerceklestirilen Alfa Talasemi mutasyon analizlerinde higbir

varyasyona rastlanmayan olgular Strip Assay yontemi ile degerlendirilmistir.

3.2.2.Vienna Lab Diagnostics Alfa Globin Strip Assay Yontemi

Vienna Lab Diagnostics a-globin Strip Assay Kiti’nde her hasta i¢in iki strip
(strip A, strip B) bulunmaktadir ve testte 21 ayr1 varyasyon incelenmektedir.Strip Assay

Testinde incelenen varyasyonlar Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1:Vienna Lab Diagnostics a-globin Strip Assay testinde incelenen
varyasyonlar.

Strip A Varyasyon Tipi
1. - Tek Gen Delesyonu
2. -o*? Tek Gen Delesyonu
3. (@) Cift Gen Delesyonu
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<o jCol ES 02 (O HEe

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21,

-MED
--SEA

~THAI

~FIL

a1 cd 14 [G>A]
a1 cd 59 [G>A]

Strip B

oo anti3.7

azinit.cd [T>C]
ap cd 19 [-G]

ay IVS 1 -5nt
a, cd 59 [G>A]
ap cd 125 [T>C]
ay cd 142 [T>C]
o, cd 142 [T>A]
o, cd 142 [A>T]
o, cd 142 [A>C]

a, poly A-1 [AATAAA>AATAAG]
a poly A-2 [AATAAA>SAATGAA]

Cift Gen Delesyonu

Cift Gen Delesyonu

Cift Gen Delesyonu

Cift Gen Delesyonu
HBAL:c.44G>A
HBAL:c.179G>A (Hb Adana)

Varyasyon Tipi

Gen Triplikasyonu

HBA2:c.2T>C

HBAZ2:c.56delG
HBAZ2:c.95+2_95+6delTGAGG
HBA2:c.179G>A
HBAZ2:¢.377T>C (Hb Quong Sze)
HBAZ2:¢.427T>C (Hb Constant Spring)
HBA2:c.427T>A (Hb Icaria)
HBA2:c.429A>T (Hb Pakse)
HBAZ2:c.428A>C (Hb Koya Dora)
HBA2:c.*+94A>G
HBA2:c.*+92A>G

Alfa Talasemi Strip Assay Testindeki 21 varyasyonun strip A ve strip B iizerinde

olusturdugu bantlar Sekil 3.1°ve Sekil 3.2°de gosterilmistir.

STRIP A
11—
M i
v 33—
T : """
A 3
N '; """
Y 7T
g
0______
W 10—
T 11—
12—

Kirmuzi Marker (Ust)

7

g2

_(a}lﬂl.i

-MED

—-SEA

--THAT

-FIL

ol ¢d 14 [G=A]
ol ¢d 59 [G=A]

al ¢d 14
al ¢d 59

PCR Kontrol A

Yesil Marker (Alt)

Sekil 3.1: Alfa Globin Strip Assay kitindeki strip A (ViennaLab Diagnostics).



STRIP B
Eirmiz Marker (Ust)
Kontrol
13— anti-3.7
14— o2 init ed [T>C]
15 ol cd 19 [-G]
M 16— o2 IVS 1 -5nt
o117 — o cd 59 [G=A]
T 18— o2 ¢d 125 [T=C]
A 19— o2 cd 142 [T=C]
N 20— o2 cd 142 [T=A]
T 21— o2 cd 142 [A=T]
22— o2 cd 142 [A=C]
23 o2 poly A-1 [AATAAA=AATAAG]
24— o2 poly A-2 [AATAAASAATGAA]
25— o2 injt ¢d
26 — ol cd 19
W 27— a2IVS 1
T 28 — ol cd 59
29 — ol cd 125
30 — o2cd 142
31— o2 poly A
32— PCR Kontrol B
MaviMarker (Alt)

Sekil 3.2: Alfa Globin Strip Assay kitindeki strip B (ViennaLab Diagnostics).

Striplerin en st kisminda bulunan kirmizi isaretli bantlar (marker) striplerin
yiikkleme tepsisine (tray) dogru sekilde yerlestirilmesine yardimei olur. Striplerdeki
kontrol bantlar1 hibridizasyonun kontrol edilmesi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
kontrol bantlar1 ise amplifikasyon PCR’1in kontrol edilmesi i¢in kullanilir. Stripler
tizerinde sadece kontrol bantlarinda ve wild type (yabanil tip, WT) bolgelerde bantlarin
olusmasi olgunun normal oldugunu gostermektedir. Kontrol bantlar1 ve WT bolgeler
disinda olusan bantlar olgunun banda karsilik gelen varyasyonu tasidigini

gostermektedir.

Vienna Lab Diagnostics Alfa Globin Strip Assay Testinin analizi kit igerisinden
cikan “Collector Sheet” ile Kkarsilagtirmali olarak yapilabildigi gibi Strip
Assay“Evaluator ”(http://viennalab.sci-design.com/webevaluator/) yazilimi kullanilarak

da yapilabilir.

Stripler iizerinde sadece mutant tip bolgesinde bant goriilmesi olgunun
homozigot mutant, sadece WT bolgesinde bant gériilmesi olgunun normal, hem mutant
hem de yabanil tip bolgelerinde bantlarin goriilmesi ise heterozigot mutant oldugunu

gosterir (Sekil 3.2).
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~ . Heterozigot Homozigot
-vorma Mutant Mutant

Mutant Tip Bandi _

Yabamn Tip Bandi D —

Sekil 3.3: Stripler lizerinde olusan bantlarin degerlendirilmesi.

Sekil 3.3 striplerde olusan bantlarin degerlendirilmesine O6rnek olarak
gosterilmistir. (A) normal (ac/ao) olguya ait, (B) o'heterozigot (-o*'/oa) olguya ait,
(©) o*" (/o 37y homozigot olguya ait, (D) a*?/IVS1™™ bilesik heterozigot olguya ait,
(E) Hb Constant Spring / Hb Pakse bilesik heterozigot olguya ait, (F) Hb Constant
Spring homozigot olguya ait ve (G) o>'/MED bilesik heterozigot olguya ait strip

goriintiilerini gostermektedir. (H) negatif kontrol veya PCR hatasini ifade etmektedir.

i i3 — 13 — | {3
2 14 2 14 2 14
3 15 3 15 3 15
a 18 4 15 4 16
5 17 = 17 5 7
a 18 & 18 s 18
7 1% ¥ 1 g ¥ g
8 20 a 20 ] 20
9 21 @ Fil ] 2
10 = 35 10 fe 3 10— 23
1 el 22 11—t 24 1 24
12 = 12— 5 = 12— 25 =
o — 26 —
— — 2 — 27
E N a8 o
E e ==
50 el 30 -
3 ] 3 ]
o S - ) - | ==
Taatalrip Taatatrip Taatatrp
A A e A o e
TH_-“E,, Teatairip Twatatrip Teatatrip
o
1 13 1 13 — [ 13 1 13
2 14 ia ] 14 ] 14
3 5 3 15 3 16 3 15
4 10 4 16 - g 4 10
5 7 i7 5 17 [ i7
& il & 18 ] i & 18
v 10 [ - 10 [ 7 1% T 19
-] 20 a 20 ] 20 a 20
] 21— p— Fi ] ] 1] El
U e 10 p=— I3 10— 3 i E5)
11 jd 24 11 4 11 el 24 1 24
12 = 25— 12— 6 = 32 = 25 12 5
26 feef 26 26 Fl
— 27 = — 27 = — —
28 et 28— 28 28
20 fef El o 2% Fl
30 S 30 i 30 20
31 = T = a1 1]
Testatrip 22 [~ Tesistrip % [~ Tesiatrip 2 [~ Teststrip
A e A e A — e
Teataing Taatstrip Taatstnp Teatatrip
a a a8 a8

Sekil 3.4:Bantlarin degerlendirilmesinde ornek strip goriintiileri.

51



3.2.3. Tez Calismasinin Yontemi

Calismada, Eyliil 2018-Nisan 2019 tarihleri arasinda Trakya Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali, Genetik Hastaliklar Tani Merkezine, Alfa
Talasemi On tanisiyla gelen,aralarinda akrabalik bagi bulunmayan, en az ii¢ kusaktir
Trakya popiilasyonunda(Edirne, Kirklareli, Tekirdag) yasayan ve Sanger Dizileme ile
herhangi bir Beta Talasemi varyasyonu, MLPA yoOntemi ile herhangi bir Alfa Talasemi
varyasyonu saptanmayan hastalarin 59’unda Vienna Lab Diagnostics, a-globin Strip

Assay kiti kullanilarak Alfa Talasemi varyasyonlari incelendi.

A. Hazirhk

Quagen EZI Advanced XLcihaz ile ¢alismaya dahil edilen 59 olgunun periferik
kanlarindan DNA izolasyonu yapildi. DNA konsantrasyonu 10 ng’a indirildi. 5U HS
Taq DNA polimeraz, Taq Diliisyon Tamponu kullanilarak 0.33 U/ul’ye diliiye edildi.
Her olgu i¢in 3 ayr1 (Al, A2, B) PCR reaksiyon hazirlandi (Cizelge 3.2). Yikama

sollisyonu A, hibridizasyon soliisyonu ve Sicak suyun 45°C’ye 1sitilmasi i¢in cihazin

calismasi baglatildi.
Cizelge3.2: PCR reaksiyonlari.

Reaktif Al A2 B

Amplifikasyon Karisimi Al 15 pl - -

Amplifikasyon Karisimi A2 - 15 pl -
Amplifikasyon Karisimi B - - 15 pl
HS Taq DNA Polimeraz (0.33 U/pl) 5ul Sul 5l
DNA (10 ng) 5ul 5 ul 5 ul

B. PCR

Reaksiyon tiipleri termal dongii cihazina yerlestirildi ve program baglatildi. PCR

programi Cizelge 3.3 te gdsterilmistir.

Cizelge 3.3: PCR programi.

Is1 Siire Dongii
95 °C 5 dakika
97 °C 40 saniye
64 °C 40 saniye 3 dongii
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72 °C 90 saniye

97 °C 40 saniye
58°C 40 saniye 37 dongii
72 °C 90 saniye
72 °C 5 dakika
4°C 0

C. Cihaza Yiikleme

I Tray
@ Hibridizasyon Soliisyonu
© Yikama Soliisyonu A

s O dH,0

© Yikama Soliisyonu B

© Konjugat Soliisyonu

@ Renk Gelistirici Soliisyon
® dH,O (sicak)

© dH,0 (soguk)

@ Menii Tuslan

Sekil 3.5:Tecan ProfiBlot T48 cihazi.

ViennaLab Alfa Talasemi Stripassay kiti 6rnek basina 2 strip (teststrip A ve
teststrip B) kullanilacak sekilde tasarlanmistir. PCR programinin ardindan amplikonlar
cihazin yiikleme tepsisine (tray) eklendi. Tray iizerinde Strip A i¢in belirlenen bolgeye
20 pl DNAT (yiikleme boyasi) eklendi. Uzerine 10 ul amplifikasyon iiriinii A1 ve 10 ul
amplifikasyon iiriinii A2 ilave edildi. Yiikleme tepsisi tizerinde Strip B i¢in belirlenen
bolgeye ise 10 ul DNAT (yiikleme boyasi) eklendi ve {izerine 10 ul amplifikasyon
tiriinii B ilave edilerek pipetaj yapildi (Cizelge 3.4).

Cizelge3.4: Orneklerin Tray’e yiiklenmesi.

Teststrip A icin Teststrip B icin
© 20 ul DNAT e 10 ul DNAT
¢ 10 ul amplifikasyon {iriinii Al ¢ 10 ul amplifikasyon firiinii B

¢ 10 ul amplifikasyon iriini A2
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Yiikleme tepsisi Tecan ProfiBlot T48 cihazina yerlestirildi. Cihaz “PAUSE”
basamagina geldiginde stripler kirmizi isaretli bantlar (marker) istte kalacak sekilde
yiikkleme tepsisine yerlestirildi ve program devam ettirildi.Tecan ProfiBlot T48

cihazinin goriintiisii  Sekil 3.4°te ve cihazin ¢alisma programi Cizelge 3.5°te

verilmistir.
Cizelge3.5:Tecan ProfiBlot T48 cihaz ¢alisma programa.

Basamak Reaksiyon Siire Kanal Soliisyon Miktar
* Tray’in Cihaza Yerlestirilmesi
1. DISP Kanall Hibridizasyon Soliisyonu 1000 pl
2. PAUSE
* Striplerin Tray’e Yerlestirilmesi
3. TEMP 45°C
4. INC 30 dk
5. WASH Kanal 2  Yikama Soliisyonu A 1000 pl
6. WASH Kanal 2  Yikama Soliisyonu A 1000 pl
7. INC 15 dk
8. WASH Kanal 2  Yikama Soliisyonu A 1000 pl
9. INC 15 dk
10. COOL
11. WASH Kanal4  Konjugat Soliisyonu 1000 pl
12. INC 15 dk
13. WASH Kanal 3  Yikama Soliisyonu B 1000 pl
14. WASH Kanal 3  Yikama Soliisyonu B 1000 pl
15. INC 5 dk
16. WASH Kanal 3  Yikama Soliisyonu B 1000 pl
17. INC 5 dk
18. WASH Kanal 6 Renk Gelistirici Soliisyon 1000 pl
19. INC 15 dk
20. WASH Kanal5 dH,O 2000 pl
21. WASH Kanal5 dH,O 2000 pl
22. INC 5 dk
23. WASH Kanal5 dH,O 2000 pl
24, INC 5 dk
25. ASP
26. END

WASH: Yikama INC: Inkiibasyon ~ASP: Aspirasyon
D. Analiz

Cihazin ¢alismasi bittikten sonra stripler karanlikta kurumaya birakildi. Kuruyan
stripler, “Collector Sheet”e yapistirildi ve tizerindeki strip sablonlari ile karsilastirmali

olarak analiz edildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dali/ Hematoloji Bilim Dali ve Cocuk Hastaliklari Anabilim Dali/Cocuk Hematoloji
Bilim Dali'na bagvuran ve hematolojik verileri/hemoglobin elektroforezi degerlerine
gore Tibbi Genetik Anabilim Dali'na Talasemi 6n tanisi ile yonlendirilen olgular
incelenmistir. Eyliil 2018 - Nisan 2019 tarihleri arasinda Trakya Universitesi Tip
FakiiltesiTibbi Genetik Anabilim Dali'na Talasemi 6n tanisiyla gelen Beta Talasemi

ve/veya Alfa Talasemi mutasyonu tagimayan 59 olgu ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilen 59 olgunun 30’u kadin (%51) , 29’u erkektir (%49)
(Sekil 4.1).

ERKEK
49%
(29 Olgu)

Sekil 4.1:Caligsmaya dahil edilen olgularin dagilimi.

Calismaya dahil edilen olgularin 29°u 5 yasindan kiiglik, 20’si 5-18 yas
araliginda ve 10 tanesi 18 yasindan biiyliktiir. Bes yasindan kiiciik 29 olgunun 13’
kadin (%44,83), 16’s1 erkek (%55,17), Bes- on sekiz yas araliginda ki 20 olgunun 9’u
kadin (%45), 11°1 erkek (%55), On sekiz yasindan biiyiik 10 olgunun 8’1 kadin (%80),
2’si erkek (%20) tir (Sekil 4.2.)
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16

13 (%65517) ® KADIN
(%44,83) 11 ERKEK
9 (9%55) 8
(%45) (%80)
2
(%20)
5>YAS 5-18 YAS 18< YAS

Sekil 4.2:Caligmaya dahil edilen olgularin yasa gére dagilimlari.

Tez caligmasina dahil edilen 59 olgunun hematolojik verileri ve hemoglobin

elektroforez sonuglari Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1:Tez calismasina dahil edilen olgularin hematolojik verileri.

Olgu Cinsiyet  Yas 1%182/?_ Hblgld Mf(fv Mp(;"' M;gl'c RDW CV RDW SD
1 K 1 489 121 716 24,8 34,6 15,9 40,7
2 E 7 5,01 11 678 221 32,5 16,6 39,4
3 E 5 4,28 10 683 233 34,1 16,6 39,8
4 E 1 482 145 857 301 35,2 25,6 74,4
5 E 1 506 96 59,2 19 32,2 16,6 34,4
6 K 1 142 44 849 312 36,7 14,3 40,7
7 E 9 246 84 1037 342 33 21,1 76,1
8 E 16 466 69 515 14,8 28,8 21,2 40,3
9 E 4 539 86 526 16 30,4 19,4 36,8
10 K 27 457 143 89,7 31,3 34,9 13,4 42,4
11 E 61 573 11 697 191 31,5 16,5 35,4
12 K 35 437 115 715 26,3 33,9 16,6 455
13 K 4 504 65 487 129 26,4 28,3 42,4
14 K 44 536 125 724 2372 32,1 15,1 38,5
15 K 1 259 53 615 206 33,4 26,6 58,6
16 K 27 4 13 924 324 35,1 12,3 39,8
17 E 18 572 156 77 27,2 35,3 132 36,8
18 K 456 17,6 1063 38,6 36,3 14,9 56
19 E 1 475 122 764 256 33,5 12,8 33,7
20 E 17 663 125 584 189 32,3 15,8 33,3
21 E 494 12,7 785 257 32,7 14,6 41,8
22 K 479 81 587 16,9 28,8 19,1 40,2
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

K 8
K 17
E 18
E 13
E 18
K 9
K 19
E 5
E 7
E 4
K 41
E 3
K 28
E 5
K 6
E 4
K 2
K 2
E 2
K 2
E 3
K 2
K 5
E 12
K 10
E 5
K 14
K 15
K 9
K 31
E 3
E 3
E 39
K 1
E 3
K 3
K 2

Referans Araliginda

52
5,27
51
5,3
4,25
4,64
5,54
4,26
4,68
4,64
54
4,91
5,05
3,79
5,07
5,48
2,43
5,59
5,24
3,97
4,56
4,79
4,21
5,63
3,84
4,58
5,73
3,43
2,8
5,42
4,68
4,8
5,25
2,83
4,97
4,5
4,39

11,1
11,6

11,6
9,1
7,4
7,9

10,7

10,7
8,6

12,2
6,8
8,8

10,8

11,5
6,9
7,6
9,9
6,3
9,8
9,6
6,5

11,2

11,1

9

11,2

12,8
6,7
4,9

13,1
8,2
9,8

11,5
7,8

11,4

11,7

10,1

65,6
67,9
60,8
66,8
67,5
58
56,1
72,1
69,4
59,3
70,4
50,8
59,9
83,6
719
48,6
85,8
60,2
46,1
71,6
63,1
48
83,1
66
67,2
73,8
68,4
67,6
59,9
74,8
54,9
63,2
69,2
83,9
71,1
76,3
69,5

21,3
22
17,6
21,9
21,4
15,9
14,3
251
22,9
18,5
22,6
13,8
17,5
28,4
22,7
12,5
31,1
17,7
12
247
21
13,5
28,2
19,8
23,4
24,5
22,3
19,5
17,5
24,1
17,4
20,5
21,8
27,5
22,9
26
22,9

Referans Araliginin Altinda
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32,6
32,4
29
32.8
34,7
27,5
254
34,9
32,9
31,3
32,1
27,1
29,2
33,9
31,5
25,7
36,3
29,4
26,1
34,5
33,3
28,2
33,9
29,9
34,9
33,1
32.7
28,9
29,2
32,2
31,7
32,3
31,5
32,8
32,2
34
33

19,6
15,2
18
16,3
16,5
22,7
22,8
13,2
14,5
17,5
20,6
20,5
18,4
11,7
18
22,5
19,4
34,2
21,1
13,9
19,3
19,7
13,7
27
20,6
14,2
17,4
31,1
21,4
26,4
18,9
20,6
16,8
17,2
21,7
14,5
16,4

46,9
37,5
39,5
39,7
40,7
47,5
43,5
34,2
36,8
37,7
51,9
36,8
39,8
35
46,4
39,4
69
65,6
34,6
35,4
43,3
34,1
39,8
59,5
50,1
38,1
43,5
65,2
46,4
63,9
37,2
45,5
41,6
52,1
53,4
39,4
40,3

Referans Araliginin Uzerinde



Cizelge 4.2:Tez ¢alismasina dahil edilen olgularin hemoglobin elektroforez sonuglari.

Olgu Cinsiyet  Yas Hb Al Hb A2 Hb F Hb 'S
1 K 1 96,6 2,6 08 -
2 E 7 97,7 23 - -
3 E 5 97,1 2,9 - -
4 E 1 38,8 0.2 61 -
5 E 1 94,4 2,6 3 -
6 K 1 97 3 - -
7 E 9 97,5 25 - -
8 E 16 98,7 13 - -
9 E 4 97,5 1,9 0,60 -
10 K 27 59 41 - -
11 E 61 94,1 5.4 0,50 -
12 K 35 - - - -
13 K 4 98,3 1,7 - -
14 K 44 - - - -
15 K 1 3 38 27,10 66,10
16 K 27 - - - -
17 E 18 98 2 - -
18 K - - - -
19 E 91,3 2,6 6,1 -
20 E 17 96,1 3,9 - -
21 E 95,5 3,03 1,47 -
22 K 98,4 16 - -
23 K 8 97,15 2,85 - -
24 K 17 92,82 6,1 1,08 -
25 E 18 98,2 1,8 - -
26 E 13 97,34 2,66 - -
27 E 18 97,96 2,4 - -
28 K 9 98,32 1,68 - -
29 K 19 97,48 2,51 - -
30 E 97,43 2,57 - -
31 E 97,29 2,71 - -
32 E 97,75 2,25 - -
33 K 41 83,3 2,6 - -
34 E 3 98,59 1,41 ; -
35 K 28 98,4 16 - -
36 E 5 93,8 2,7 3,50 -
37 K 6 97,5 2,5 - -
38 E 4 98 2 - -
39 K 2 76,6 1,8 21,60 -
40 K 2 97,9 2,1 - -
41 E 2 97,5 1,8 0,70 -

58



42 K 2 79,3 1,4 0,80 18,25
43 E 3 91,3 2,3 0,40 -
44 K 2 98,1 1,3 0,60 =
45 K 5 97,2 2,8 = =
46 E 12 98,6 1,4 = =
47 K 10 96,4 3,6 = =
48 E 5 97,09 291 = -
49 K 14 97,88 2,12 - -
50 K 15 98,3 1,7 - -
51 K 9 98,2 1,8 - -
52 K 31 97,6 2,4 - -
53 E 3 97,2 2,1 0,7 -
54 E 3 96,5 2,7 0,8 -
55 E 39 97,9 2,1 - -
56 K 1 48,1 1 50,9 -
57 E 3 95,8 2,5 1,7 -
58 K 3 96,7 2,8 0,5 -
59 K 2 91,9 2,3 5,8 -
Referans Araliginda Referans Araliginin Altinda Referans Araligiin Uzerinde

Tez calismasina dahil edilen olgularin hematolojik verilerinin istatistik sonuglari
Cizelged.3’te verilmistir. Eritrosit ortalamasi (RBC)4,6310'%/L (+0,95), Hemoglobin
(Hb) ortalamas1 10,05 g/dl (+2,66) , Ortalama Eritrosit Hacmi(MCV) ortalamasi1 68,90
fl (£12,82), ortalama hemoglobin miktar1 (MCH) ortalamas1 31,98 g/dl (+5,68), eritrosit
dagilm genisligi ylizdesi (RDW CV) ortalamasi 19,64 (£4,70) ve eritrosit dagilim
genisligi gercek 6l¢iimii (RDW SD) ortalamasi 44,38 (£10,39) olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.3:Tez calismasma dahil edilen olgularin hematolojik verilerinin istatistik

sonuglart.
istatiksel Veri RleC Hb MCV MCH MCHC RDW RDW
10%L g/l Al Py g/dl cv SD
Dizi Ortalamasi 463 10,05 68,90 22,22 31,98 18,64 44,38
Standart Sapma 0,95 2,66 12,82 5,68 2,77 4,70 10,39
Varyans 0,89 7,09 164,25 32,24 7,69 22,07 107922,00

Tez caligmasina dahil edilen olgularin hemoglobin elektroforezi verilerinin
istatistik sonuglariCizelge 4.4’te verilmistir.Hb Al ortalamasi 91,750 (+16,95), Hb A2
ortalamasi 3,08(+£5,29), Hb F ortalamas: 9,03(£17,18) ve Hb S ortalamas1 42,18
(£17,18) olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.4:Tez calismasina dahil edilen olgularin hemoglobin elektroforez verilerinin
istatistik sonuclari.

Istatiksel Veri Hb A1 Hb A2 Hb F Hb S
Dizi Ortalamasi 91,750 3,08 9,03 42,18
Standart Sapma 16,95 5,29 17,18 17,18
Varyans 287,47 28,01 295,13 114481

Alfa Globin Strip Assay testi ile yapilan caligmada, test kapsamindaki 21
varyasyonun sadece 3 c¢esidine rastlanmistir. Bu varyasyonlardan MED c¢ift gen
delesyonu 3 olguda (%60), a?®® cift gen delesyonu 1 olguda (%20) ve a7
triplikasyonu da 1 olguda (%20) tespit edilmistir. Calismada, test kapsamindaki 21

varyasyondan tespit edilen 3 varyasyonun pasta grafik dagilimi Sekil 4.3‘te verilmistir.

aaoanti3,7
triplikasyonu
20%
-MED gift
020,5 cift gen_~ gen delesyonu
delesyonu 60%
20%

Sekil 4.3: Test kapsamindaki 21 varyasyondan tespit edilen 3 varyasyonun pasta grafik
dagilimi.

59 olgunun Alfa Globin Strip Assay yontemi kullanilarakyapilan ¢alismasinda, 1
olguda oo™ triplikasyonu(%1,69 siklikta) , 3 olguda MED ¢ift gen delesyonu(%
5,08 siklikta) ve 1 olguda o®®° ¢ift gen delesyonu (%1,69siklikta) tespit edilmistir.54
olguda herhangi bir Alfa Talasemi Varyasyonu tespit edilmemistir. Veriler eritrosit
indeksleri ile birlikte Cizelge4.5‘te, hemoglobin elektroforezi sonuglariyla birlikte

Cizelge6‘da verilmistir.

Cizelge 4.5: Calisma sonunda elde edilen veriler ve eritrosit indeksleri.

RBC Hb MCV MCH MCHC RDW RDW

Olign | CarezE Ve S 10%L g/l fl  pg  gdl  CV  SD
1 K1 Normal 489 121 716 248 346 159 407
E 7 Normal 500 11 678 221 325 166 394

3 E 5 Normal 428 10 683 233 341 166 398
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Cizelge 4.6: Calisma sonunda elde edilen veriler ve hemoglobin elektroforezleri.

Olgu Cinsiyet Yas
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Normal
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Hb Al

96,6
97,7
97,1
38,8
94,4
97
97,5
98,7
97,5
59
94,1

98,3

3

98
91,3
96,1
95,5
98,4

97,15
92,82
98,2

Hb A2

2,6
2,3
2,9
0,2
2,6
3
2,5
13
1,9
41
54
1,7
3,8

2
2,6
3,9

3,03
1,6
2,85
6,1
1,8

Hb F
0,8
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1,08
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26 E 13 Normal 97,34 2,66 - -
27 E 18 Normal 97,96 2,4 - -
28 K 9 Normal 98,32 1,68 - -
29 K 19 Normal 97,48 2,51 - -
30 E 5 Normal 97,43 2,57 - -
31 E 7 Normal 97,29 2,71 - -
32 E 4 Normal 97,75 2,25 - -
33 K 41 Normal 83,3 2,6 - -
34 E 3 Normal 98,59 1,41 - -
35 K 28 Normal 98,4 1,6 - -
36 E 5 Normal 93,8 2,7 3,50 -
37 K 6 Normal 97,5 25 - -
38 E 4 Normal 98 2 - -
39 K 2 Normal 76,6 1,8 21,60 -
40 K 2 Normal 97,9 2,1 - -
41 E 2 Normal 97,5 18 0,70 -
42 K 2 Normal 79,3 1,4 0,80 18,25
43 E 3 Normal 91,3 2,3 0,40 -
44 K 2 Normal 98,1 1,3 0,60 -
45 K 5 Normal 97,2 2,8 - -
46 E 12 Normal 98,6 14 - -
47 K 10 Normal 96,4 3,6 - -
48 E 5 Normal 97,09 2,91 - -
49 K 14 MED c¢ift gen delesyonu 97,88 2,12 - -
50 K 15 MED c¢ift gen delesyonu 98,3 1,7 - -
51 K 9 Normal 98,2 18 - -
52 K 31 Normal 97,6 2,4 - -
53 E 3 Normal 97,2 2,1 0,7 -
54 E 3 Normal 96,5 2,7 0,8 -
55 E 39 Normal 97,9 2,1 - -
56 K 1 Normal 48,1 1 50,9 -
57 E 3 Normal 95,8 2,5 1,7 -
58 K 3 Normal 96,7 2,8 0,5 -
59 K 2 Normal 91,9 2,3 58 -

Calisma sonucunda MED ¢ift gen delesyonu saptanan olgularin istatiksel
verileriCizelge 4.7 ve Cizelge4.8’de verilmistir. Hematolojik verilerden, eritrosit
ortalamas1 4,74 (+1,18) 10%/L, Hemoglobin ortalamast 9,70 (£3,05) g/dl, MCV
ortalamasi 65,07 (+5,10) fl, MCH ortalamas1 20,27 (+1,78) pg, MCHC ortalamas1 31,27
(£2,06) g/dl, RDW CV ortalamasi1 21,70 (£8,15) ve RDW SD ortalamas1 47,70 (£15,82)
olarak hesaplanmistir. Hemoglobin elektroforezi verilerinden Hb Al ortalamasi 96,86

(£2,14), Hb A2 ortalamasi 2,14 (£0,45), Hb F degeri 3,00 olarak hesaplanmaistir.
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Cizelge 4.7: Calisma sonucunda MED c¢ift gen delesyonu saptanan 3 olgunun eritrosit
indeksleri i¢in ortalama istatiksel verileri.

istatiksel Veri RBC Hb MCV MCH MCHC RDW RDW

102/ g/dl fl pg g/dl cVv SD
Dizi Ortalamasi 474 970 6507 2027 3127 21,70 47,70
Standart Sapma 1,18 305 510 1,78 2,06 815 15,82
Varyans 1,40 931 2597 3,16 426 66,43 250,39

Cizelge 4.8: Calisma sonucunda MED c¢ift gen delesyonu saptanan 3 olgunun
hemoglobin elektroforezi degerleri i¢in ortalama istatiksel verileri.

Istatiksel Veri Hb A1l Hb A2 Hb F Hb S
Dizi Ortalamasi 96,86 2,14 3,00 -
Standart Sapma 2,14 0,45 - -
Varyans 4,58 0,20 - -

Alfa Globin Strip Assay Yontemi ile saptanan Alfa Talasemi varyasyonlarinin
genotip dagilimlar1 ve sikliklar1 Cizelge4.9‘da verilmistir. a?®? ¢ift gen delesyonunun
sikligt  %1,69, MED ¢ift gen delesyonunun sikhigi % 5,08, oo™’ gen

triplikasyonunun siklig1 %1,69 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.9: Alfa Talasemi varyasyonlarinin genotip dagilimlari ve sikliklari

Varyasyon Varyasyon Saptanan Olgu Sayisi (n) Sikhik (%)
o?*°Cift Gen Delesyonu 1 1,69
MED Cift Gen Delesyonu 3 5,08
aaa®™" Triplikasyonu 1 1,69

Alfa Globin Strip Assay Yontemi ile saptanan varyasyonlarin genotiplere gore
ortalama eritrosit indeksleri Cizelge 4.10°da, ortalama hemoglobin elektroforezi verileri

Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.10: Alfa Talasemi mutasyon genotipine gore ortalama eritrosit indeksleri.

Varvasvon  RBC Hb MCV MCH MCHC RDW RDW
yasy 10%2/L g/dl fl pg g/dl cVv sD
a*® 536 12,50 72,40 23.20 32.10 15,10 38,50
MED 4,74 9,70 65,07 20,27 31,27 21,70 47,70

anti3.7
0a 246 8,40 103,70 34,20 33,00 21,10 76,10
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Cizelge 4.11: Alfa Talasemi mutasyon genotipine goére ortalama hemoglobin
elektroforezi degerleri.

Varyasyon Hb Al Hb A2 Hb F Hb S
azo’s(;‘ift Gen Delesyonu = = = =
MED Cift Gen Delesyonu 96,86 2,14 3,00 -
aaa®™ 7 Triplikasyonu 97,50 2,50 - -

(Calisma sonunda elde edilen bulgularin Strip Goriintiileri Sekil 4.4‘te verilmistir.
Alfa Globin Strip Assay Testine gore varyasyon saptanmayan (normal genotipe sahip)
54 olgunun hepsi ayn1 Strip A ve Strip B goriinlimiine sahiptir (Sekil 4.4-A.). a?®° kb
cift gen delesyonuna sahip olgunun (14. Olgu) Strip A ve Strip B goriintiisti Sekil 4.4-

B’ de verilmistir. aao®™’

gen triplikasyonuna sahip olgunun (7. Olgu) Strip A ve Strip
B goriintiileri Sekil 4.4-C’de verilmistir. MED c¢ift gen delesyonuna sahip olgularin (49.
Olgu, 5. Olgu, 50. Olgu) Strip A ve Strip B goriintiileri Sekil 4.4-D’de verilmistir. Ug

olgunun Strip goriintiileri aynidir.

/

g R

KStripA Stri \ Strip A Strip B /

\_ Strip A Strip B J

Sekil 4.4: Calisma sonunda elde edilen bulgularin strip goriintiileri.
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BOLUM 5

TARTISMA

Hemoglobinopatiler, diinyada en yaygin gozlenen genetik hastaliklardir.
Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan globin zincirinde yapisal ya da islevsel
degisikliklerin meydana gelmesi sonucu anormal hemoglobinler ve talasemiler ortaya
cikar. Diinya Saglik Orgiitii hemoglobinopati tastyici sikligin1 %35,1 olarak bildirmistir.
Hemoglobinopatilere yaygin olarak Asya, Afrika, Ortadogu ve Akdeniz iilkelerinde
rastlansa da diinya genelinde meydana gelen gdoclerle birlikte Avrupa, Amerika ve

Avustralya’da da ortaya ¢ikmaktadir.

Hemoglobinopatiler, Subtropik iklim kusaginda bulunan Tiirkiye’de en sik
goriilen kalitsal kan hastaliklar1 arasinda yer alir, 6zellikle gliney ve bati bolgelerde
goriilmektedir ve saglik sorunu haline gelmistir (Donbak, 2005). Saglik Bakanligi’nin
2016 yilinda yaymmladigi Hemoglobinopati Tani Rehberi’ndeki verilere gore,
Tirkiye’de Beta Talasemi tasiyict sikligt %2,1°dir ve yaklasik 1.300.000 Beta Talasemi
tagiyicist ile 4500 civarinda Beta Talasemi hastasi bulunmaktadir (Bozkurt, 2016).
Tiirkiye’de farkli bolgelerde Alfa Talasemi ile ilgili de gesitli ¢alismalar yapilmis olup

3,7

en sik rastlanan Alfa Talasemi varyasyonlarmm o®’ ve a*? tek gen delesyonlarinin

oldugu bildirilmistir (Karakas, 2014).

Halk saglig1 sorunu haline gelenhemoglobinopatilerin 6nlenmesinde, tastyicilara
tan1 konmasi, genotip ve fenotiplerinin belirlenmesi, prenatal tani yontemleri ile
hemoglobinopatiye sahip bebek dogumlarmin 6nlenmesi ya da tedavi stratejilerinin
belirlenmesi, en etkili yontemlerdir (Giimriik, 2006). Bu yontemlerin yayginlastirilmasi
icin yapilan Alfa Talasemi ¢aligmalarinda, son yillarda, DNA dizi analizine gore daha
uygun maliyetli ve hizli yontemlerin (Alfa globin Strip Assay, MLPA) tercih edildigi

gorilmektedir.
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Beta Talasemi’ye gore Alfa Talasemi tanisint koymak daha zordur. Alfa
Talasemi tanisinda Oncelikle hematolojik veriler degerlendirilir, fakat bu veriler tek
baslarina yeterli degildir. Ciinkii Alfa Talasemi’de eritrosit indeksleri normal
bireylerinkiyle fazla farklilik gostermeyebilir (Polat, 1995). Eritrosit indeksleri ile
birlikte Hb A2 ve Hb F diizeyleri de dikkate alinmalidir. MCV degeri 80 fl, MCH
degerleri 27 pg ve Hb A2 diizeyi % 3’ten diisiik olan olgular, demir eksikligi anemisi
dislandiktan sonra Alfa Talasemi yoOniinden molekiiler olarak arastirilmalidirlar

(Tahiroglu, 2010).

Diinyada ve Tiirkiye’de Alfa Talasemi varyasyonlarinin sikligi ve dagilimlari ile
ilgili birden fazla ¢aligma bildirilmistir (Cizelge 5.1).Alfa Talasemi varyasyonlarinin
goriilme sikliklar etnik koken ve cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir. Farkl
varyasyonlar ayni toplumda farkli cografi bolgelerde daha sik goriilebilecegi gibi farkl
toplumlar arasinda en sik goriilen mutasyonlar da ayni1 olabilir (Jassim vd., 2001; Ciiriik,

2007).

Cizelge 5.1: Tiirkiye’'nin farkli cografi bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda Alfa Talasemi
allel frekanslar sikligi (Karakas vd., 2007).

~ i X X
%5 %8 &5 G $g, & Ty g
Ecsoo Tow o o & = gog o~ o L e
Mutasyon NEgR 2N 2 > 2o SN 3N o D5
mEZNc E¥e R £9 B3 z¥cEENE 5z o
< S © co SR £EN 5w = =3 29
©
Yt o Z 2o 28 27 27 25 c8 < <
_ _ S _ _— S —
ontem 38 3L 32 3% 3% 3% 0gF & b
-7 23,1 52,2 438 55 40,6 29,6 28 30
AU 1,69 9,4 14,2 0,5 11,1 33 18,8 22 4
--MED 5,08 8,9 11 56 27,7 95 14,1 20 40
o 6,3 4 6,7 5,5 4,7 8 10
aao? "7 1,69 3,7 3.2 1,5 1,1
HbKoyaDora 3.1 1,8
a2 poly™* 3,7 9 0,5 0,7 4,7 12
-a*? 2,1 0,5 0,6 1,6 12 12
al cd 14 1
--FIL 1 3.2 0,5
02 poly™? 0,5 1,4 2,5 2 78 10 4
Hb Icaria 0,5
a2 init.cd 0,5
HbAdana 0,5 6,2
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En az ii¢c kusaktir Trakya Bolgesinde yasayan hastalarin dahil edildigi tez
calismamizda varyasyon saptanan 5 olgudan 3 tanesi MED cift gen delesyonuna sahipti
ve birinci siklikta bulunan varyasyon MED c¢ift gen delesyonu olarak saptandi.
Calismamizda MED c¢ift gen delesyonunun goriilme sikligr %35,08°dir. Tirkiye’de
yapilan Alfa Talasemi ¢aligmalarinda MED ¢ift gen delesyonunun allel frekans1 Baysal
ve ark. tarafindan Kibris Tiirkleri’nde %40 (Baysal vd., 1995), Siit¢ii ve ark. tarafindan
Isparta’da %27.77 (Siitcii vd., 2011), Oner ve ark. tarafindan %20 (Oner vd., 1997),
Cirtk ve ark. tarafindan Cukurova’da %14.6 (Ciiriik, 2007), Karakas ve ark. tarafindan
Istanbul’da %12.8 (Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015), Onay ve ark. tarafindan Ege
Bolgesi’nde %10.53 (Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), Giiveng ve ark. tarafindan
Adana’da %9.55 (Giiveng vd., 2010), Celik ve ark. tarafindan Hatay’da %5.67(Celik
vd., 2013) olarak rapor edilmistir.

0.5

Tez calismamizda varyasyon saptanan 5 olgudan 1 tanesi a?*® ¢ift gen

delesyonuna sahipti ve ikinci siklikta bulunan varyasyon o®®* ¢ift gen delesyonu olarak

205 cift gen delesyonunun goriilme sikligt %1,69 olarak

20.5

saptandi. Calismamizda o
saptandi. Tiirkiye’de yapilan Alfa Talasemi ¢alismalarinda o ¢ift gen delesyonunun
allel frekansi Oner ve ark. tarafindan %22 (Oner vd., 1997), Ciiriik ve ark. tarafindan
Cukurova’da %18.75 (Ciiriik, 2007), Karakas ve ark. tarafindan Istanbul’da %14.8
(Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015), Onay ve ark. tarafindan Ege Bolgesi’nde
%14.74 (Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), Siit¢ili ve ark. tarafindan Isparta’da %11.1
(Siit¢ii vd., 2011), Baysal ve ark. tarafindan Kibris Tiirkleri’nde %4 (Baysal vd., 1995),
Giiveng ve ark. tarafindan Adana’da %3.33 (Giiveng vd., 2010), Celik ve ark. tarafindan
Hatay’da %0.51 (Celik vd., 2013) rapor edilmistir.

anti3.7

Tez c¢alismamizda varyasyon saptanan 5 olgudan 1 tanesi aoo

triplikasyonuna sahipti ve ikinci siklikta bulunan bir diger varyasyon oo™

anti3.7

triplikasyonu olarak saptandi. Calismamizda aoo triplikasyonunun goriilme siklig1

%1,69 olarak saptandi. Tiirkiye’de yapilan Alfa Talasemi calismalarinda aoo®™’
triplikasyonunun allel frekansi Karakas ve ark. tarafindan Istanbul’da %5.5
(Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015), Onay ve ark. tarafindan Ege Bolgesi’'nde %3.16
(Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), Celik ve ark. tarafindan Hatay’da %1.54 (Celik
vd., 2013), Giiveng ve ark. tarafindan Adana’da %1.11 (Guiveng vd., 2010), olarak

hesaplanmstir. Baysal ve ark. (Baysal vd., 1995), Ciiriik (Ciiriik, 2007), Oner ve ark.
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(Oner vd., 1997), Siitgii ve ark. (Siitgii vd., 2011), ¢ahsmalarmda aoc®™’

triplikasyonuna saptanmadig bildirilmistir.

Tez calismamizda o tek gen delesyonusaptanmamuistir. Tiirkiye’de yapilan Alfa
Talasemi calismalarinda o "tek gen delesyonunun allel frekansiOnay ve ark. tarafindan
Ege Bolgesi’nde %52,2 (Onay’dan aktaran Karakas 2015), Celik ve ark. tarafindan
Hatay’da %43,8 (Celik vd., 2013), Giiveng ve ark. tarafindan Adana’da %40,6 (Giiveng
vd., 2010), Baysal ve ark. tarafindan Kibris Tiirkleri’nde %30 (Baysal vd., 1995), Ciiriik
ve ark. tarafindan Cukurova’da %29,6 (Ciiriik, 2007), Oner ve ark. tarafindan %28
(Oner vd., 1997), Karakas ve ark. tarafindan Istanbul’da %23,7 (Karakas vd., 2015),
Stitgli ve ark. tarafindan Isparta’da %35,5 (Siit¢ii vd., 2011), olarak rapor edilmistir.

*2 tek gen delesyonu, FIL ve SEA ¢ift gen

Tez calismamizda o
delesyonu,azpolyA-1 ve azpolyA-2 nondelesyonel mutasyonu, oz 1VS 1°™ delesyonu,
Hb Koya Dora, Hb Icaria, Hb Adana anormal hemoglobinleri ve ayinit.cd [T>C]

varyasyonlari saptanmamistir.

Tiirkiye’de yapilan Alfa Talasemi calismalarinda o tek gen delesyonunun allel
frekans1 Oner ve ark. tarafindan %12 (Oner vd., 1997), Karakas ve ark. tarafindan
Istanbul’da %1.8 (Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015), Ciiriik ark. tarafindan
Cukurova’da %1.56 (Ciirik, 2007), Giiven¢ ve ark. tarafindan Adana’da %0.66
(Giiveng vd., 2010), Celik ve ark. tarafindan Hatay’da %0.51(Celik vd., 2013) olarak
rapor edilmistir. Baysal ve ark. (Baysal vd., 1995), Siit¢li ve ark. (Siit¢ii vd., 2011),

4.2

Onay ve ark. (Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), c¢alismalarinda o™ tek gen

delesyonu saptamadiklarini bildirmislerdir.

FIL cift gen delesyonu Tiirkiye’de ilk kez 2013 yilinda Celik ve ark.’lar
tarafindan rapor edilmistir (Celik vd., 2013). Tirkiye’de yapilan Alfa Talasemi
calismalarinda FIL c¢ift gen delesyonu allel frekansi, Ciiriik ve ark. tarafindan
Cukurova’da %40 (Ciiriik, 2007), Onay ve ark. tarafindan Ege Bolgesi’nde %2.81
(Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), Celik ve ark. tarafindan Hatay’da %0.51(Celik
vd., 2013) olarak rapor edilmistir.

SEA ¢ift gen delesyonu Tiirkiye’de ilk kez 2015 yilinda Onay ve ark.’lar
tarafindan rapor edilmistir. Onay ve ark.’lar1 ¢alismalarinda SEA ¢ift gen delesyonu
allel siklig1 %0,35 olarak bildirmistir (Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015).
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Tiirkiye’de yapilan Alfa Talasemi ¢alismalarinda, Hb Adana allel frekans1 Ciiriik
ve ark.’lar1 tarafindan % 6,2 (Ciiriik, 2007), Karakas ve ark.’lar1 tarafindan %0,5
(Karakas vd., 2015) olarak rapor edilmistir. 2014 yilinda Aksu ve ark.’lar1 tarafindan
Ankara’da yapilan ¢alismada iki aylik bebek olguda Hb Adana (HBA1l:c.179 G>A)
rapor edilmistir. Hb Adana’nin Hb H ya da Beta Talasemi Intermedia’ya benzeyen

klinik gosterdigi bildirilmistir (Aksu vd., 2014).

Tirkiye’de  yapilan farkli  Alfa Talasemi ¢alismalarinda appolyA-1
[AATAAA>AATAAG] mutasyonunun allel frekans1 Baysal ve ark.’lar1 tarafindan
Kibris Tiirkleri’nde %12 (Baysal vd., 1995), Onay ve ark.’lar1 tarafindan Ege
Bolgesi’nde %8.77 (Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), Ciiriik ve ark.’lar1 tarafindan
Cukurova’da %4.68 (Ciiriikk, 2007), Karakas ve ark.’lar1 tarafindan Istanbul’da %3.7
(Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015), Giiveng ve ark.’lar tarafindan Adana’da %0.66
(Gliveng vd., 2010), Celik ve ark.’lar1 tarafindan Hatay’da %0.51 (Celik vd., 2013)
olarak bildirilmistir. Siit¢ii ve ark.’lar1 (Siitii vd., 2011) ile Oner ve ark.’lar1 (Oner vd.,
1997) ¢alismalarinda a,polyA-1 [AATAAA>AATAAG]|mutasyonu saptamamislardir.

Tirkiye’de  yapilan farkli  Alfa Talasemi c¢alismalarinda  appolyA-2
[AATAAA>AATGAA] mutasyonunun allel frekans: Oner ve ark.’lar1 tarafindan %10
(Oner vd., 1997), Ciiriik ve ark.’lar1 tarafindan Cukurova’da %7.8 (Ciiriik, 2007),
Baysal ve ark.’lar1 tarafindan Kibris Tiirkleri’nde %4 (Baysal vd., 1995), Celik ve
ark.’lar1 tarafindan Hatay’da %2.57(Celik vd., 2013), Giiveng ve ark.’lar1 tarafindan
Adana’da %2 (Giiveng vd., 2010), Onay ve ark.’lar1 tarafindan Ege Bolgesi’nde %0.70
(Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015), olarak bildirilmistir. Siit¢ii ve ark.’lar1 (Siit¢ii vd.,
2011) ile Karakas ve ark.’lar1 (Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015) caligmalarinda
azpolyA-2 [AATAAA>AATGAA] mutasyonu saptamamislardir.

Tirkiye’de yapilan farkli Alfa Talasemi c¢alismalarmda op IVS 1°™
mutasyonunun allel frekansi ark.’lar1 tarafindan Kibris Tiirkleri’nde %100 (Baysal vd.,
1995), Oner ve ark.’lar1 tarafindan %8 (Oner vd., 1997), Karakas ve ark.’lar1 tarafindan
Istanbul’da %7.4 (Karakas’tan aktaran Gokdogan, 2015), Celik ve ark.’lar1 tarafindan
Hatay“da %6.7 (Celik vd., 2013), Siit¢ii ve ark.’lar1 tarafindan Isparta’da %5.55 (Siitgii
vd., 2011), Ciriik ve ark.’lar1 tarafindan Cukurova’da %4.68 (Ciiriik, 2007), Onay ve
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ark.’lar1 tarafindan Ege Bolgesi’nde %3,86 (Onay’dan aktaran Gokdogan, 2015) olarak
bildirilmistir.

Karakas ve ark’lar1 2014 yilinda Strip Assay ile gergeklestirdikleri Alfa Talasemi
caligmalarinda ay cd 142 Hb Koya Dora varyasyonunun allel sikligin1 %3.1, o, cd 142

Hb Icaria varyasyonunun allel sikligint %0,5, ap init.cd [T>C] varyasyonunun allel

sikligin1 %0,5 olarak rapor etmislerdir (Karakas vd., 2015).

El-Kalla ve Baysal (1998) calismalarinda, Alfa Talasemi’de, alfa globin
zincirlerinin sayisindaki azalisin MCV degerinde de diismeye neden oldugunu rapor
etmistir. Calismada en diisik MCV ve MCH degerine sahip olgunun o>'/MED
genotipinde, en yiiksek MCV ve MCH degerine sahip olgunun ise o*'/aa genotipinde
oldugu rapor edilmistir (El-Kalla vd., 1998).

Alibakhski ve ark.(2015)’larinin Iran’da yaptiklar1 ¢alismalarinda, en yiiksek
MCV ve MCH degerlerini, a*?ve o heterozigot tek gen delesyonuna sahip iki olguda
[78.8(£2.8) fl- 24.8(£1.6) pg ve 77.6(+4.5) fl- 25.8(x1.9) pg], en diisik MCV ve MCH
degerlerini ise o™ homozigot mutasyona sahip olguda [65.2(x1.1) flI- 19.3(£0.4) pg]
bildirmislerdir (Alibakhshi ve ark. 2015).

En az ii¢ kusaktir Trakya Bolgesinde yasayan hastalarin dahil edildigi tez

37 triplikasyonu olan olguda

calismamizda en yiliksek MCV ve MCH degeri aoo
(7.0lgu) (103,7 fl ve 34,2 pg), en disik MCV ve MCH degeri ise MED g¢ift gen
delesyonu olan olguda (5.0lgu) (59,2 fl ve 19 pg) saptanmistir. MED g¢ift gen delesyonu
olan diger iki olgunun (49. ve 50. olgu) MCV ve MCH degerleri ise sirasiyla 68,4 fl,
22,3 pg ve 67,6 fl, 19,5 pg’dir. a?® cift gen delesyonu saptanan olgunun (14. olgu)

MCV ve MCH degerleri 72,40 1 ve 23,2 pg’dir.

Gliveng ve ark.(2010)’lar1 ¢aligmalarinda, heterozigot formda Alfa Talasemi
mutasyonu tagtyan olgularin, eritrosit indekslerinde hafif artis ya da azalma oldugunu,
MCV, MCH ve MCHC degerlerinin fonksiyonel alfa globin zincirlerinin sayisiyla
baglantili oldugunu bildirmistir. Calismada MCV ve MCH ortalamalart MED c¢ift gen
delesyonu tespit edilen 34 olguda, 63.45 (£3.05) fl ve 20.20 (£0.90) pg, a?®® cift gen
delesyonu tespit edilen 15 olguda, 70.05 (£6.05) fl ve 23.30 (+1.70) pg, -a>"/--MED
bilesik mutasyonu tespit edilen 9 olguda, 62.10 (£1.15) fl ve 18.95 (£0.55) pg, a PA-2
a/aa bilesik mutasyonu tespit edilen 9 olguda, 75.50 (£2.85) fl ve 25.80 (£1.90) pg,
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aao®7 triplikasyonu tespit edilen 5 olguda 71.40 (+8.10) fl ve 23.42 (+3.95) pg olarak
saptanmustir (Giiveng vd., 2010).

Gokdogan (2015)’1n uzmanlik tez ¢alismasinda, aPA-20/00 genotipine sahip
olgunun MCV degerinin 78,1 ve aPA-lao/aa genotipine sahip 4 olgunun ortalama MCV
degerinin 68.32(+3.43) fl oldugu bildirilmistir (Gokdogan, 2015).

Onay ve ark.(2015)’lar1 ¢alismalarinda, Poli A kuyrugunda meydana gelen
mutasyonlar ile MCV degerindeki disiisiin  baglantiligi oldugunu, oPA-lo/oa
genotipine sahip olgunun MCV degerinin 54,1(+4.33) fl, aPA-20/a0 genotipine sahip
olgunun MCV degerinin ise 55.80(£10.20) fl, oldugu bildirilmistir (Onay’dan aktaran
Gokdogan, 2015)

Bu tez calismasinda hem MED hem de 020" cift gen delesyonu saptanan tim

anti3,7

olgularin MCV ve MCH degerleri referans araligindan diisiik, aoo triplikasyonu

saptanan olgunun MCV ve MCH degerleri ise referans araligindan yiiksektir.

Celik ve ark.(2013)’daslarinin ¢alismasinda, ortalama Hb, MCV, MCH ve RBC
diizeyleri sirastyla MED ¢ift gen delesyonu tespit edilen 10 olguda, 11.25 (£0.21) g/dl,
64.70+ (3.39) fl, 22.80 (+3.39) pg, 5.01 (+0.84) 10*%/L; aca® triplikasyonu tespit
edilen 3 olguda ortalama 14.96(+£0.95) g/dl, 78.16(%0.35) fl, 27.63(+0.70) pg,
5.40(+0.20) 10*%/L; Birer olguda tespit edilen genotiplerin Hb, MCV, MCH ve RBC
diizeyleri sirastyla -a*/-a?*° varyasyonunda 11.20 g/dl, 65.60 fl, 21.70 pg, 5.18 10*%/L;
-a>"/--MED varyasyonunda 10.60 g/dl, 62.60 fl, 20.60 pg, 5.17 10*¥/L; aa/oz-Poli Ao
varyasyonunda 9.60 g/dl, 77.80 fl, 24.70 pg, 3.88 10*%/L; ao/-a*? varyasyonunda 12.30
g/dl, 76.20 fl, 25.90 pg, 4.86 10*%/L; ao/--FIL varyasyonunda 9.80 g/dI, 73.60 fl, 24.3
pg, 4.8 10™/L; aa/azPoly A; varyasyonunda 7.80 g/dl, 65.60 fl, 20.70 pg, 3.77 10*4/L
olarak bildirilmistir (Celik vd., 2013).

Tez ¢alismamizda MED cift gen delesyonu tespit edilen 3 olguda ortalama Hb,
MCV, MCH ve RBC diizeyleri sirasiyla, 9,7(+3,05) g/dl, 65.07+(5,10) f1, 20.27(£1.78)
pg, 4,74 (£1,18) 10*/L; a3 triplikasyonu tespit edilen 1 olguda sirasiyla, 8,4 g/dl,
103,7 fl, 34,2 pg, 2,46 1012/L; 020® cift gen delesyonu tespit edilen 1 olguda sirasiyla
12,5 g/dl, 72,4 fl, 23,2 pg, 5,36 10*%/L"dir.

Bozdogan ve ark. (2015)’lar1 ¢aligmalarinda o> oot genotipine sahip olgunun

en yiiksek MCV degerine [74.9(+7.6) f1], -MED/—o>' genotipine sahip olgunun ise en
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diisiik MCV degerine [ 58.1(£5.0) f1] sahip oldugu, MCH ve MCHC degerlerinin MCV
degerlerine paralel oldugu bildirilmistir. Ayrica ¢alismada delesyonel Alfa Talasemi
mutasyonu tasiyan olgular ile nondelesyonel Alfa Talasemi mutasyonu tasiyan olgularin
hematolojik parametreleri (Hb, RBC, MCV, MCH, MCHC) arasinda istatistiksel olarak
anlamh olacak bir farklilik tespit edilmemistir. Calismada en sik -o>'/-o*”, -a®**/oa ,
MED/oa genotiplerine rastlanmistir. -o> /-0
MCV, MCH ve MCHC degerleri sirasiyla 10.8 (£1.8) g/dl, 5.3(+0.7) 10*/L, 63.7(£7.4)
fl, 20.5(=2.7)pg, 32.2(x1.3) g/dl, -02%%/o0r tespit edilen olgularin ortalama Hb, RBC,
MCV, MCH ve MCHC degerleri sirastyla 11.9(1.1) g/dl, 5.8(+0.5) 10*%/L, 65.5(£3.5)
fl, 20.8(£1.3) pg, 31.7(£1.1) g/dl, --MED/aa tespit edilen olgularin ortalama Hb, RBC,
MCV, MCH ve MCHC degerleri sirastyla 11.9(x1.2) g/dl, 5.7(x0.58) 10*/L, 65.5(%£2.9)

fl, 21.1(=1.2) pg, 32.2(x1.1) g/dl, olarak bildirilmistir. En sik rastlanan bu {i¢ genotipin

tespit edilen olgularin ortalama Hb, RBC,

hematolojik verileri birbirleri ile karsilagtirildiginda, sadeceMCHC degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (Bozdogan vd., 2015).

Ahmad ve ark.(2013)’lar1 Malezya’da farkli etnik gruplarda gerceklestirdikleri
caligmada eritrosit ortalamasinin (RBC) o’- Trait fenotipli olgularda yiiksek, sessiz Alfa
Talasemi tasiyicilarinda ve o -talasemi tasiyicilarinda ise normal oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica ortalama Hb, RBC, RDW, MCV, MCH, MCHC ve Hb F
diizeylerinin sirasiyla sessiz Alfa Talasemi tastyicilarinda, 21.0(£15.7) g/dl, 4.78(%0.72)
10'%/L, 17.9(x6.1), 75.8(x8.5) fl, 24.2(+3.6) pg, 31.89(x2.2) g/dl, 1.9(x4.5); o
tastyicilarda, 10.8(£1.7) g/dl, 4.97(+0.81) 10*/L, 17.8(+5.4), 69.8(+8.1) fl, 21.8(+2.4)
pg, 31.4(x2.2) g/dl, 2.9(+13.1) ve o tastyicilarda, 11.3(x1.7) g/dl, 5.32(+0.81) 10*/L,
18.0(x4.9), 67.8(%7.2) fl, 21.2(£2.1) pg, 31.5(x3.1) g/dl, 0.9(£2.6) oldugu rapor
edilmistir (Ahmad vd., 2013).

O talasemi

Lin ve ark. (2010)’lar1 Tayvan’da yaptiklar1 ¢alismalarinda o
genotipine sahip olgular ile normal olgularin eritrosit indeksleri arasinda istatiksel
olarak anlamli fark bulunamadigini rapor etmislerdir (Lin’den aktaran Gokdogan,

2015).
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BOLUM 6

SONUC

Tez caligmasmna Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Tibbi Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar1 Tan1 Merkezi’ne talasemi 6n tanisi ile
bagvuran olgulardan, daha dnce yapilan rutin tetkiklerinde, Sanger Dizileme ile HBB
geninde patojenik, olas1 patojenik varyasyon saptanmayan olgular ile Coklu Ligasyona
Bagli Prob Amplifikasyonu (MLPA) yontemi ile HBA geninde patojenik, olas1 patojenik
varyasyon saptanmayan olgular dahil edilmistir. 59 olgunun (30 kadin, 29 erkek) HBA
geni Alfa Globin Strip Assay yontemi kullanilarak analiz edildi.

Hemoglobin diizeyi 59 olgunun 11’inde (%18,64) normal, 1’inde (%1,69)
yiksek ve 47’sinde (%79,66) diisiiktii. Hastalarin 49’unda (%83,06) mikrositoz
mevcuttu (MCV degeri normalden diisiik). Hastalarin 45‘inde hipokromi (%76,27)
mevcuttu (MCH degeri normalden diisiik). RBC degeri 8 olguda yiiksek (%13,55) , 14
olguda diisiik (%23,73) ve 37 olguda normaldi (%62,72). RDW CV degeri 49 hastada
(%83,06) yiiksek, 10 hastada normaldi (%16,94).

Calismaya dahil edilen 59 olgunun ortalama Hb diizeyi 10,05 (+2,66) gr/dl
(dagilim, 4,40-17,6gr/dl), ortalama RBC diizeyi 4,63(+0,95) 10*%/L (dagilim, 1,42-6,63),
ortalama MCYV diizeyi 69,90 (+£12,82) fl (dagilim, 46,10-106,30), ortalama MCH diizeyi
22,22 (£5.68) pg (dagilim, 12-38,60), ortalama RDW CV diizeyi 18,64(+4,70) (dagilim,
11,70-34,20), HbA2 diizeyi %3,08 (£5,29) (dagilim, 0,20-41) olarak saptandi.

Tez ¢alismasina dahil edilen 59 olgudan 5 tanesinde patojenik HBA varyasyonu
saptadik. 54 olguda herhangi bir patojenik/olas1 patojenik HBA varyasyonu saptanmadi.
59 olgudan 5’inde tespit edilen patojenik / olas1 patojenik varyasyonlarin 4 tanesi (%80)
delesyon, 1 tanesi (%20) ise triplikasyondu.
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Cift gen Delesyonu tespit edilen 4 olgunun ortalama RBC, Hb, MCV, MCH ve
RDW CV degerleri 4,89(+1,015) 10*/L, 10,4(+2.85) gr/dl, 66,9(+5,54) fl, 21 (£2,06)
pg, 20,05(+7,42), triplikasyon tespit edilen 1 olgunun RBC, Hb, MCV, MCH ve RDW
CV degerleri 2,46 10'%/L, 8,4 gr/dl, 103,7 fl, 34,2 pg, 21,10 olarak rapor edilmistir.

Tez caligmamizda saptadigimiz patojenik varyasyonlar: MED cift gen delesyonu
(3 olgu %5,08), o*®° ¢ift gen delesyonu (1 olgu %1,69) ve aoa®™’
olgu %1,69)’dur.

triplikasyonu (1

Tez ¢aligmamizda en sik rastlanan patojenik varyasyon olan MED cift gen
delesyonu saptanan 3 olgunun ortalama Hb diizeyi 9,70(£3,05) gr/dl (dagilim, 6,70-
12,80), ortalama RBC diizeyi 4,74 (+1,18)10'%/L (dagilim, 3,43-5,73), ortalama MCV
diizeyi 65,07 (£5,10) fl (dagilim, 59,2-68,4), ortalama MCH diizeyi 20,27 (+1,78) pg
(dagilim, 19-22,3), ortalama RDW CV diizeyi 21,70 (£8,15) (dagilim, 16,60-31,10),
ortalama HbA?2 diizeyi %2.14 (+0,45) (dagilim,1,70-2,60)’di.

2% ¢ift gen delesyonu saptanan 1 olgunun, Hb diizeyi 12,50 gr/dl, RBC diizeyi
5,36 1012/L, MCV diizeyi 72,40 fl, MCH diizeyi 23,20 pg, RDW CV diizeyi 15,10°di.

oo 287 triplikasyonu saptanan 1 olgunun, Hb diizeyi 8,40 gr/dl, RBC diizeyi

2,46 10'%/L, MCV diizeyi 103,7 fl, MCH diizeyi 33,2 pg, RDW CV diizeyi 21,1°di.

Tez ¢alismamizda Tiirkiye’de en sik goriilen HBA patojenik varyasyonlarindan,
sadece MED ve o?°® cift gen delesyonlarini saptadik, o>’ vea? tek gen delesyonlari
olgularimizda saptanmadi.

37 triplikasyonu olan

olguda (103,7 fl ve 34,2 pg), en diisik MCV ve MCH degeri ise --MED cift gen

Tez ¢alismamizda en yiikksek MCV ve MCH degeri aoo

delesyonu olan olguda (59,2 fl ve 19 pg) tespit edildi.

Daha 6nce MLPA ile herhangi bir varyasyon saptanmayan 59 olgunun 5’inde,
Strip Assay ile varyasyon saptanmustir. Strip Assay yontemi MLPA yontemine %8,47

oraninda katki saglamaktadir.

Calisma  sonuclarimizin  literatiire, Trakya Bolgesinde gorilen HBA

varyasyonlar1 ve siklig1 ile ilgili katki saglayacagi dngoriisiindeyiz.
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