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OZET

Hatay Ilinde Beta Talasemi Mutasyonlar1 Dagiiminin DNA Dizi Analizi
Yontemiyle Arastirilmasi

Beta talasemi beta globin zincir sentezinin azalmasi veya yoklugu ile karakterize
yaygin bir genetik hastaliktir. Beta talasemi Tiirkiye’de en yaygin kalitsal hastaliklardan
biridir. Bu calisma Tiirkiye’nin Hatay bdlgesindeki mutasyonlart ve mutasyonlarin
frekanslarini tespit etmek icin planlanmistir. Calismaya 30 beta talasemi major, 65 beta
talasemi intermedia ve 42 beta talasemi mindr hastasini kapsayan toplam 137 hasta dahil
edilmistir. Hematolojik parametreler dlgiilmiis ve mutasyonlar glinlimiiziin en hassas
yontemi olan DNA dizi analizi yontemiyle tespit edilmistir. Calismamizda Tiirkiye’de ilk
kez gosterilen, Kodon 98 G>A (Hb Koln) ve Kodon 126 T>C (Hb Beirut) isimli 2
mutasyonun da dahil oldugu 19 mutasyon tanimlanmistir: IVS-1-110 (G>A, %22.63), 1VS-
-1 (G>A, %13.14), IVS-1I-745 (C>G,10.58), 1VS-1-6 (T>C, %10.22), Kodon 8 (-AA,
%6.93), Kodon 39 (C>T, %4.74), Kodon 5 (-CT, %3.28), Kodon 44 (-C, %2.92), IVS-11-1
(G>A, %2.19), IVS-11-848 (C>A, %2.19), IVS-I-5 (G>C, %1.46), 1VS-1-130 (G>C,
%0.73), Kodon 17 (A>T, %0.73), Kodon 22/23/24 (-AAGTTGG, %0.73), Kodon 126 (Hb
Beirut, %0.73), Kodon 98 (GTG->ATG, Hb Koln, %0.36), Kodon 90 (G>T, %0.36).
Sonuglarimizdan da anlasilacagi lizere, Tiirkiye beta talasemi mutasyonlar1 agisindan
heterojen oldugu igin sinirli sayida mutasyon tarayan molekiiler yontemler iilkemiz igin
uygun degildir. Bu nedenle gerek prenatal gerekse postnatal beta talasemi tanisinda DNA
dizi analizi ydnteminin uygulanmasini Onermekteyiz. Ulkemizde nadir goriilen ve
hemoglobinopatiye neden olan mutasyonlarin tespiti heniiz yetersiz olan ulusal
hemoglobinopati varyantlart veri tabaninin olusturulmasina katki saglayabilir ve genetik
danismada karar verme siirecinde yol gosterici olabilir. Bu tez c¢alismasi ile, Hatay
bolgesinde beta talasemi mutasyon sikligi ilk kez DNA dizi analizi yontemiyle tespit
edilmistir. Bolgemizdeki beta talasemi mutasyonlarimin tespitinin Tiirkiye’nin mutasyon
haritasinin olusturulmasina yardimeci olabilecegini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Beta talasemi, mutasyon, DNA sekans analizi teknigi, Hatay.



ABSTRACT

Investigation of Beta Thalassemia Mutations in Hatay Region by DNA
Sequencing Technique

Beta thalassemia is a common genetic disorder characterized by reduced or absent
of beta globin chain synthesis. Beta thalassemia is one of the most common hereditary
disorder in Turkey. This study was planned to determine the frequency of beta thalassemia
mutations in Hatay region of Turkey. A total of 30 beta thalassemia major, 65 beta
thalassemia intermedia and 42 beta thalassemia minér patients were included to the study.
Hematological parameters of all patients were analyzed. To determine the mutations in
thalassemia were evaluated by DNA sequencing technique. In this study, a total of 19
different mutations were identified. Among these mutations, Codon 98 G>A (Hb Koln)
and Codon 126 T>C (Hb Beirut) have been reported for the first time with this study in
Turkey: IVS-1-110 (G>A, %22.63), IVS-I-1 (G>A, %13.14), IVS-11-745 (C>G,10.58),
IVS-1-6 (T>C, %10.22), Codon 8 (-AA, %6.93), Codon 39 (C>T, %4.74), Codon 5 (-CT,
%3.28), Codon 44 (-C, %2.92), IVS-11-1 (G>A, %2.19), IVS-11-848 (C>A, %2.19), IVS-I-
5 (G>C, %1.46), IVS-1-130 (G>C, %0.73), Codon 17 (A>T, %0.73), Codon 22/23/24 (-
AAGTTGG, %0.73), Codon 126 (Hb Beirut, %0.73), Codon 98 (GTG->ATG, Hb Kaoln,
%0.36), Codon 90 (G>T, %0.36). As seen in our results, Turkey has shown to be
heterogeneity in terms of beta thalasemia mutations. For this reason, to determined the
beta thalassemia mutations in Turkey should not be used the techniques which can be scan
the limited numbers of mutations. Therefore, the DNA sequencing technique is suggested
for both prenatal and postnatal diagnosis of the beta thalassemia. The determination of
rarely mutations leading to haemoglobinopathy can be supported to a data base of
hemoglobinopathy variants in Turkey. Also, it can be useful for the genetic counseling. In
this study, the frequency of beta thalassemia mutations in Hatay region was determined by
DNA sequencing analysis method. We think that the determination of the these kinds of
new mutations in beta thalassemia can be helpful to generate the mutation map of Turkey.

Key words: Beta thalassemia, mutation, DNA sequencing technique, Hatay.



1. GIRIS

Talasemi Yunanca ‘“Thalassa”(deniz), “Haima” (anemi) kelimelerinden olusan
Akdeniz anemisi hastaligidir. Hastalik Akdenize kiyist olan {ilkelerde sik goriildiiglinden
bu isimle anilmakta ve Akdenize kiyist olan iilkelerde yaygin olarak goriilse de diinya
tizerinde niifus hareketleri sebebiyle son yillarda hastaligin diinyanin bir¢ok iilkesinde
goriildiigii bildirilmektedir. Diinyada Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore 250 milyondan

fazla talasemi hastasinin oldugu tahmin edilmektedir.

Talasemi 1 yasindan kiiciik c¢ocuklarda solukluk, dalak biiylimesi, gelisme
bozuklugu ile kendini gosteren daha sonralari yiiz kemiklerinde degisimler, demir
birikimine bagli olarak multi organ (kalp, karaciger, pankreas gibi) bozukluklariyla

karakterize kalitsal bir hastaliktir (Galanello ve Origa 2010).

Diinya niifusunun yaklagik %7’sinin Hb hastaliklar1 agisindan tasiyici oldugu ve her
y1l 300.000- 500.000 yenidoganda bu hastaliklarin ¢esitli formlarmin goriildigi tespit
edilmektedir. Sosyo-ekonomik diizeyi diisiik veya orta olan iilkelerde her yil orak hiicre
anemili ¢cocuklarin %50-80’inin 61diigi bildirilirken, Beta talasemi hastalig1 sebebiyle ise
diinyada her yil 50.000- 100.000 ¢ocugun oldiigi bildirilmektedir (WHO 2006). Beta
talaseminin diinya tlizerinde en sik goriildigii iilkeler arasinda Tiirkiye’nin de iginde
bulundugu o6zellikle Akdenize kiyis1 olan iilkeler basta olmak iizere, Afrika’da, Orta
Dogu’da, Hint bolgesi ve Burma’da, Giineydogu Asya’da ve Endonezya’da yaygindir
(Altay 2002). Tiirkiye’nin giiney illeri 6zellikle Hatay Beta talaseminin en sik goriildigii
sehirlerden biridir. Cukurova bdlgesindeki diger iki sehir olan Adana ve Mersin de yiiksek
Beta talasemi oranlarina sahiptir. Tiirkiye’de hastaligin sik gortildiigii illerde Beta talasemi
frekansinin yaklasik %4.3 oldugu, hatta bu kentlerde baz1 bolgelerde bu oranin %10-
13’lere ¢iktig1 bildirilmektedir (Altay 2002, Acemoglu ve ark. 2008). Ulkemizde dogum
hizinin yiliksek ve akraba evliliklerinin sik olmasi hastaligin insidansinin artmasina katki
saglayan en Onemli faktor olarak bilinmektedir. Hastalik asemptomatik olan talasemi
mindr, hafif seyirli Beta talasemi intermedia ile transfiizyona bagimli bir yasami gerektiren
Beta talasemi major arasinda seyreden klinik tablolar seklinde kendini gosterebilmektedir.
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Beta talasemi diinya genelindeki en yaygin kalitimsal hastaliklar arasinda yer alir.
Hemoglobinopatiler Beta talaseminin de ig¢inde bulundugu hemoglobin molekiiliiniin
globin zincirlerinin birinin anormal yapisina neden olan genetik defektlerdir. Beta talasemi
diinya genelinde yaygin olarak goriilen hemoglobinin globin zincirinin azalmis sentezi
veya yoklugu ile karakterize otozomal resesif bir hastaliktir. Beta talasemi, beta globin
zincir sentezinin azalmasina (B* tip) veya yokluguna (B° tip) neden olan mutasyonlardan

kaynaklanmaktadir (Cao ve Galanello 2010, Galanello ve Origa 2010).

Beta talasemide hastaligin agir klinik formlartyla iliskili olan mutasyonlarin biiyiik
delesyonlardan ziyade nokta mutasyonlarinin sorumlu oldugu bilinmektedir. Ozellikle
PCR ve molekiiler tabanli yontemlerin kullanima girmesinden sonra hastalikla ilgili ¢ok
sayida mutasyon tanimlanmaya baslanilmistir. Diinya genelinde 200’{in {izerinde mutasyon
tanimlanmis olup her gecen giin bu mutasyonlarin sayisinin degistigi de bilinmektedir
(Weatherall 2004). Hastalikta mutasyon tiplerinin etnik gruplara gore de farkliliklar
gosterebilecegi bildirilmistir. Genellikle toplumlarda goriillen mutasyonlarin az bir
kisminin tiim mutasyonlarin %80-90’likk kismint olusturdugu bildirilirken, tilkemizde
Ozelliklede Akdeniz bolgesinde yer alan illerde yasayan hastalarda Beta talasemi
mutasyonlarinin komplike oldugu bildirilmistir.

Beta talasemi mutasyon tiplerinin sikligi ve yaygmhg iilkeden iilkeye, hatta
bolgeden bodlgeye degisebilmektedir. Beta talaseminin sik goriildiigii iilkelerden Italya,
Yunanistan ve Cezayir’de talasemi frekansinin %2-5 arasinda degistigi bildirilirken,
Italya’nin giineyinde en sik goriilen mutasyonun 1VS-1-110 (%34.5) ve kodon 39 (% 34.5)
mutasyonlar1 oldugu tespit edilirken(Rigoli ve ark. 2001), Yunanistan ve Cezayir’de IVS-I-
110 (G>A) mutasyonu en sik rastlanilan mutasyonlar olarak bildirilmistir (Boudrahem-
Addour ve ark. 2009, Georgiou ve ark. 2003). Ulkemizde ise Beta talaseminin sikligmin
%2 dolaylarinda oldugu bildirilirken, Beta talasemi tasiyici sayisinin yaklasik 1.300.000 ve
bu hastaliktan etkilenen hasta sayisinin ise 4.000 dolaylarinda oldugu bilinmektedir (Altay
2002, Bagsak 2007). Giiniimiize kadar yapilan g¢aligmalarda iilkemizde 40’a yakin Beta
talasemi mutasyonunun olup en yiiksek Beta talasemi frekansinin ve mutasyon tiplerinin
Tiirkiye’nin giiney ve giineybatisinda tespit edildigi bildirilmistir. Ulkemizde en yaygimn
Beta talasemi mutasyonunun IVS-1-110 (G>A) mutasyonu oldugu bildirilmistir. Hatay
bolgesinin Beta talasemi hastalarinda daha 6nce mutasyon analizi yapilmadigl igin

bolgemize ait mutasyon tipleri ve sikligina iligkin bir veri bulunmamaktadir.
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Bu ¢aligmada Hatay bolgesinde Antakya merkez dahil olmak {izere toplam 11 ilgeyi
kapsayan iic merkezden (MKU, Antakya Devlet Hastanesi, Iskenderun Dogum ve Cocuk
Bakim Hastanesi) talasemi hasta ve tasiyicilarindan tam kan ornekleri alinarak genomik
DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra DNA dizi analizi yontemiyle mutasyon analizleri
yapilmistir. Talasemi mutasyonlarinin arastirildigr bolgemizde ilk defa tiim ilgelerden
hastalarin dahil edildigi bu kapsamli calisma gerek iilkemiz ve gerekse de diinya

literatiiriine bu konuda yapilan ¢alismalar i¢in katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Talasemi ilk defa 1925 yilinda Cooley ve Lee tarafindan tanimlanmustir. Ilk yillarda
hastalik sadece Akdeniz ve ¢evresinde goriildiigiinden Yunanca thalassa (deniz) ve haima

(kan) kelimelerinden olusan talasemi adi1 verilmistir (Neel ve Valentine 1947).

Talasemi olugsmasina neden olan etmen, eritrositlerde bulunan “hemoglobin”

molekiiliiniin yapisindaki bozukluktur.

2.1. Hemoglobinin Yapisi ve islevi

Hemoglobin eritrositler i¢inde bulunan yaklasik olarak 64.500 dalton agirliginda bir
molekiildiir. Her bir eritrosit hiicresinde 300 milyon kadar hemoglobin molekiilii
bulundugu bildirilmistir (Gur 1997). Hemoglobinlerin memelilerdeki esas fonksiyonu
oksijenin akcigerden dokulara taginmasi olsa da, dnemli biyolojik rolleri olan farkli 3 gazla
[karbon dioksit(CO;), karbon monoksit(CO) ve nitrik oksit(NO)] ozel etkilesimleri
bulunmaktadir (Schechter 2008).

Hemoglobin farkli ikiser ¢ift globin zincirinden olusan kuaterner yapili bir
proteindir. Ciftler hem simetrik hem de komplementerdirler (Karol ve ark. 2000).
Hemoglobin tetramerinin bu 4 polipeptidinden her biri, non-kovalent olarak bagli bir demir
protoporfirin IX molekiilii ve 1 adet “hem prostetik grubu” igeren biiyiikk bir merkezi
bosluk igerir. Boylece demir atomu, onu ¢evreleyen akdz soliisyon girisinden korunmus

olur (Schechter 2008).



her bir globin zincinine bir oksijen
molekiilii baglanir

.

hemdeki oksijen

baglama bolgest l

hemoglobin 4 globin zincinnden
meydana gelir

Sekil 2.1. Eriskin hemoglobin molekiiliiniin gematik olarak gériiniimii (Forget ve Olivieri 2003).

Globin polipeptitlerinin tetramerindeki bu 4 ferr6z demir atomuna gazlarin geri
dontigiimlii olarak baglanmasi hemoglobinin O;, CO ve NO tasimasina izin verir. CO;
kanda demir atomuna bagli olarak degil, hemoglobinin amino terminal rezidiileri ile zayif
karbomino kompleksi olarak etkilesim yoluyla ¢6ziinmiis olarak tasinir (Schechter 2008).

Miyoglobin ve diger globin genleri, alfa (o) ve beta (B)-globin genlerinden

omurgali evrimi sirasinda ayrilmistir ve bu iki gen (o ve B-globin) farkli kromozomlarda
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gelismislerdir. Bu genlerin sayisi, kromozomal lokasyonlar1 ve gelisimsel kontrolleri
tirlere gore cok degisim gostermesine ragmen temel globin yapisi ve protein katlanmalari

tiim memeli evrimi boyunca korunmustur (Sekil 2.2) (Schechter 2008).

Kromozom 14 = Kromozom 17 Kromozom 22 Kromozom 16 Kromozom 11
NGB CYGB MB Hb Wewlo2al e SyAy vhs B
"I 4 ¥ r:
)

= Tt - ERSESEEY. W

1 L—_Jjb)
200+ sitoglobin ' miyoglobin'

m
i
;, l a zincirleri ﬂ B zincirleri
0 1 B
n 4004 |
3’ 'hemoglobin I
) noroglobin I
" 600+ —
6
n
c
e 8001
1000+

atasal
globin

Sekil 2.2. insan globin proteinlerinin evrimsel diyagram (Sahu ve ark. 2012).

2.2. Hemoglobin Fenotipi

Yetiskinlerde kandaki hemoglobin miktarinin yaklasik %97’si 2a ve 2 globin
zinciri igeren HbA’dir. Az bir oranda ise (%3.5’tan daha az); B globin zinciri yerine delta
(5) globin zinciri igeren ve O, tastyamayan HbA, bulunur. Insan embriyosunda O,
transportu zeta (), gama (y) ve epsilon (g) zincirleri iceren ve Hb Gower 1 ({z¢2), Hb
Gower 11 (apez) ve Hb Portland ((y2) adi verilen embriyonik hemoglobinlerle yapilir.
Gebeligin 6. haftasindan sonra fetal hayatin kalan doneminde major komponent HbF’dir ve
dogumdan sonra sentezi azalir. HbA yavas yavas HbF’in yerini alir ve 2 yasinda kanda

sadece %1 civarinda HbF bulunur (Cizelge 2.1)(Birgens ve Ljung 2007).



Cizelge 2.1. Hemoglobin fenotipleri.

Hemoglobin ad1 | icerdigi globin zincirleri | Sentezlendigi donem

Hb Gower | @) Embriyonik donem

Hb Gower 11 0p€) hemoglobinleri

Hb Portland Coy2

Hb F 02y Fetal donem hemoglobini
HbA o2P2 Yetiskin donem

Hb A, 020, hemoglobinleri

2.3. Globin Gen Aileleri

Insanda en iyi karakterize edilmis iki gen o ve B globin genleridir. Bu iki genin
bulundugu bdlgeler, genlerin niikleotid dizilerindeki veya kodlanan polipeptidlerin

aminoasit dizilerindeki benzerlik nedeniyle gen ailesi olarak tanimlanirlar (Klug ve

Cummings 2003).

Alfa gen ailesi 16. kromozomda yer alir ve a ve {-globin genlerini igerir (Strahler

ve ark. 1983). Beta globin gen ailesi ise 11. kromozomda yer alir; €, y, & ve B- globin

genlerini igerir (Sekil 2.3) (Yagi ve ark. 1986).




A Beta globin gen ailesi
Kromozom 11

B Alfa globin gen ailesi
Kromozom 16

W ET AW T

] L

c
Sekil 2.3. B-globin gen ailesi (A), a-globin gen ailesi (B) (Bank 2005).

2.3.1. Alfa Globin Gen Ailesi

Alfa globin gen ailesi 16. kromozomun kisa kolu {izerinde, telomere ¢ok yakin
(yaklasik 150 kb) olan p13.3 bolgesinde yer alir. Bu bdlge 30 kb’dan daha biiyiik bir
bolgeyi kapsar ve sirastyla 5'-02-yCl-yo2-yal-a2-al-6-3" genlerini igerir (Sekil 2.4 ve
2.5). Yalanci genler isimlendirildikleri genle ¢cok benzerdir, fakat yapilarindaki belirgin
niikleotid degisiklikleri, delesyonlar ve duplikasyonlar bu genlerin transkripsiyonlarini ve
translasyonlarin1 engellemektedir (Klug ve Cummings 2003, Ribeiro ve Sonati 2008,
Higgs 2004, Weatherall 2001).
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Sekil 2.4. Insan alfa globin gen ailesi (Weatherall 2001).

¢, al ve o2 genleri 141 amino asit uzunlugunda polipeptid kodlar (Ribeiro ve
Sonati 2008). Bu polipeptidin aminoasitlerinin ekzonlara gore dagilimi her 3 gende (C, al
ve 02) de aymi sekildedir. Ekzon I, 1-31 arasindaki aminoasitleri; ekzon II, 32-99

arasindaki aminoasitleri kodlarken ekzon I1ll, 100-141 arasi aminoasitleri kodlayarak

polipeptid zincirini tamamlar (Klug ve Cummings 2003).

Alfa gen ailesi Y
s Etki artirial
CCAAT  TATA on Intron bdlge (Enhansir)

T B 32-99 100-141_——
\\\_\\\ ///_f/
D D D [\rq:’/ Kromozom 16
£ U Yoy @ oy
‘ 30 kb {

Sekil 2.5. Insan a-geninin yapis1 (Klug ve Cummings 2003).

E: ekzon bolgeleri
Rakamlar her bir ekzon tarafindan kodlanan aminoasitlerin konumlarini gostermektedir.

Alfa lokusunda bulunan a2 ve al genleri yapisal olarak benzer protein sentezinden
sorumlu olup sadece kodlanmayan (UTR, untranslated region) 5' ve 3' bolgelerinde bazi

alanlarda dizi farkliliklar1 bulundurmaktadar.



(-globin geni hamileligin 7-8. haftalarina kadar o benzeri globin zinciri olarak
sentezlenirler ve 7. haftada o globin sentezinin baglamasiyla miktarlar1 hizla azalir. Fakat
agir alfa talasemili hastalarda veya kromozom anormallikleri olan infantlarda dogumda da

C geni sentezi gortliir (Yagi ve ark. 1986, Sabath ve ark. 1996).

2.3.2. Beta globin gen ailesi

Insan B-globin lokusu 5 fonksiyonel B-benzeri globin geninden olusur. Bunlar ¢
(epsilon), ®y (gama G), v (gama A) , & (delta) ve B (beta) genleri olup kromozomda
ontojeni boyunca ekspresyon sirasina gore siralanmiglardir (Harju ve ark. 2002). B-globin
gen ailesinin yukar1 (upstream) bolgesi, e-globin geninin 5’ ucunda 5 ila 25 kb arasinda
yayilan, gelisimsel olarak stabil (kararli) 5 adet DNAse | hipersensitif bolge (HS 1-5 olarak
isimlendirilen) igeren B lokusu kontrol bolgesi (B locus control region= BLCR)’dir (Sekil
2.6) (Harju ve ark. 2002, Ho ve Thein 2000).

LCR
5432 1 £ Gy Ay yB 3 B

ST TF TR
VRN

g my u0n wmAp  md oy
Embriyonik Fetal Yetiskin
hemoglobinler hemoglobinler hemoglobinleri

Sekil 2.6. B-globin gen ailesi, LCR bolgesi, gelisim sirasina gore globin gen ekspresyonu (Testa
2009).

B-globin geni 146 aminoasit kodlamakta olup biiytlikliigi 1.6 kb olan bir gendir
(Cao ve Galanello 2010, Ho ve Thein 2000). Bu gen 3 ekzon ve hem 5° hem de 3’ ugta
olmak tizere 2 UTR bolgesi igerir (Cao ve Galanello 2010). Bu 3 ekzon (kodlanan
bolgeler) 2 intron (kodlanmayan aralayici dizi= IVS) bolge ile ayrilmistir. IVS 1, kodlanan
diziyi 30. kodondan ayirmustir, IVS II ise kodlanan diziler olan 104. ve 105. kodonlar

arasinda yer alir. Exon 1 ve 3, globin zincirinin “hem” baglamayan bdlgelerini kodlarken
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exon 2, “hem” baglayan ve aff dimer formasyonunu igeren rezidiileri kodlamaktadir. Ekzon
3 bolgesinde 2,3 difosfogliserat baglayic1 ve Bohr etkisi i¢in gerekli globin alt {inite
etkilesimlerini i¢eren birgok aminoasit kodlanmaktadir (Sekil 2.7) ( Ho ve Thein 2000).

Beta gen ailesi ?
Etki artirici

Intron : Intron bélge (Enhansir)

CCAAT TATA

T 1-30 31-104 105-146_—

= e
— —

[‘H__ Kromozom 11

Gy Ay UB1

f 60kb- - ==

Sekil 2.7. insan B-globin geninin yapis1 (Klug ve Cummings 2003).

E: ekzon bolgeleri
Rakamlar her bir ekzon tarafindan kodlanan aminoasitlerin konumlarini géstermektedir.

Gen fonksiyonu i¢in gerekli korunmus diziler 5’ promoter bolgesinde, ekzon-intron
baglanma yerlerinde ve mRNA dizilerinin sonundaki 3’ UTR boélgelerinde bulunur.
Dizinin 5 UTR bolgesi, baslangi¢ (ATG) kodonu ile f mRNA’nin baghk (cap) bolgesi
veya 5’ bolgesinin u¢ kismi arasindaki 50 niikleotidlik bolgedir. Birka¢ globin geninin (o
ve B) 5 UTR’bolgesinde 2 dizi belirgin olarak korunmustur. Bunlardan biri “cap”
bolgesinin 8 ila 13 niikleotid asagisinda, diger bir deyisle +8’e +13 pozisyonunda bulunan
CTTCTG hekzaniikleotid dizisidir. Diger korunmus dizi son 3 niikleotidi baslangi¢c kodonu
(ATG) olan CACCATG dizisidir. Sonlanma kodonu ile polyA kuyruk arasindaki bolge ise
3’ UTRyi olusturur (Ho ve Thein 2000).

Yiiz otuz iki niikleotidlik korunmus bolgede yer alan AATAAA dizisi, poly(A)
kuyruk bolgesinin 20 niikleotit yukarisinda lokalize olmustur. Bu hekzaniikleotid primer
transkriptin 3’ ucunun kesilmesi i¢in sinyal gorevi yapmakta olup, mRNA islenmesi ve

translasyon esnasinda mRNA’nin kararliligini saglamaktadir (Ho ve Thein 2000).
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2.4. Eritropoez ve Globin Gen Diizenlenmesi

2.4.1. Eritropoez

Globin genlerinin ekspresyonlarinin (ifadelerinin) diizenlenmesi globin degisimi
(switching) olarak adlandirilir. Ontojeni boyunca fetusun oksijen ihtiyacindaki farkliliga
bagli olarak B-globin gen ekspresyonunda 2 degisim gozlenir. Birinci degisim, gebeligin 6-
8. haftasinda embriyonik e-globinden fetal y-globine geciste gozlenir. Ikinci degisim ise
dogumdan kisa bir siire sonra y-globinden yetiskin  ve d-globine gegiste gozlenir (Harju
ve ark 2002).

Globin genleri, embriyonik yasamdan eriskine dogru aktivasyon sirasina gore 5'
ucundan 3' ucuna dogru dizilidirler (Harju ve ark. 2002, Schechter 2008). Globin
genlerinin sirayla ifade edilmesi esnasinda eritropoezin meydana geldigi organlarda da

degisiklik goriilmektedir (Sekil 2.8).

Embriyonik donemde eritrositler ilk olarak vitellus kesesinin kan adaciklarinda
meydana gelir. Fetal ve erigkin hayat boyunca var olan hematopoietik kok hiicreler (HKH)
daha sonra dorsal aortun ventral duvarindan ¢ikar ve bu hiicreler ventral duvardan fetal
karacigere go¢ ederler. Bu arada oncelikle vitellus kesesi, paraaortik bolge ve daha sonra
karacigerde eksprese olan ( ve € genlerinin yerine a ve y genleri eksprese edilmeye baslar
ve gebeligin yaklasik 60. gliniinden itibaren ilk fetal eritrositler embriyonik eritrosit yerine
dolagima salinir. Boylece gebeligin son iki trimesterinde baskin olacak olan ve 2,3 BPG
(Bifosfogliserat)’yi daha gevsek baglamasindan dolay1 yetiskin hemoglobinlerine nazaran
oksijen affinitesi daha yiiksek olan hemoglobin F birikmeye baslar.

Fetal gelisim siirecinde HKH’ler kemik iligine go¢ ederler ki, buras1 erigkin hayat
boyunca eritropoezin gerceklesecegi yerdir. Erken postnatal hayatta dalak ve kemik
iliginde o genlerinin sentezi ayni sekilde devam ederken, y genlerinin sentezi -benzeri
genlerin ekspresyonunun baslamasiyla karsilikli olarak sessizlesir. Boylece, yasamin ilk
yiliin sonunda yetiskin hemoglobin fenotipi olan hemoglobin A ve A baskin hale gelmis

olur (Berkarda 1977, Harju ve ark. 2002, Higgs ve ark. 2012, Schechter 2008).
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Sekil 2.8. Embriyonik ve fetal gelisimin farkli evrelerinde globin zincir sentezi (Strahler ve ark.
1983).

Gelisimin tiim donemlerinde yaslanan eritrositler devamli olarak yeni kan
hiicreleriyle yer degistirir. Bu yeni eritrositler eritroid progenitorleri ve prekiirsorleri
(eritroblastlar) yoluyla olgun eritrositlere farklilasan HKH’lerden meydana gelmektedir
(Higgs 2012).

Son 30 yildir a ve B gen ailelerinin ekspresyonundaki degisikliklerin altinda yatan
molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin anlagilabilmesi i¢in ¢aligmalar yogun olarak devam
etmektedir. Bunun en baslica sebebi talasemi ve orak hiicre anemisi gibi genetik
hemoglobin hastaliklarinin tedavilerine yonelik ¢aligmalarin yogun olarak devam etmesidir

(Schechter 2008).

2.4.2. Globin Gen Diizenlenmesi

Globin genleri dokularda ve gelisimsel doneme spesifik olarak farkl
hemoglobinlerin {iretilmesi asamalarinda diizenlenir. Bu kompleks ekspresyonun
diizenlenmesi -globin gen ailesinde lokus kontrol bolgesi (LCR) ile a-globin gen ailesinde

ise major diizenleyici element (MRE) ile gerceklesir (Sekil 2.9)(Ribeiro ve Sonati 2008).
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Sekil 2.9. Globin gen degisiminin (switching) diizenlenmesi. (Oklarla gosterilen bolgeler genlerin
LCR etkilesimleri yarisin, S ile gosterilen bolgeler ise sessizlesen dizileri gostermektedir)(Harju ve
ark. 2002).

a-globin gen ailesi {-globin mRNA “cap” bélgesinin 10 (HS-10), 33 (HS-33), 40
(HS-40) ve 48 (HS-48) kb yukari bolgelerinde tanimlanmis 4 eritroid spesifik Dnaz I
hipersensitivite bolge igerir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarla sadece HS-40 bolgesinin a-gen
ekspresyonunda 6énemli bir etkisi oldugu gosterilmis ve daha sonra bu dizi a-MRE olarak

isimlendirilmistir (Ribeiro ve Sonati 2008).
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Sekil 2.10. o ve B-globin gen ailesinin diizenleyici bolgeleri (Strahler ve ark. 1983).

B-globin gen ailesinde gen transkripsiyonu, cis-acting diziler (gen ekspresyonu igin
gerekli DNA dizileri: promoter, enhancer ve silencer) ile trans-acting faktorleri (cis-acting
dizilere baglanarak gen ekspresyonunu kontrol eden proteinler) arasindaki kompleks

etkilesimler ile kontrol edilir (Bank 2006).

B-LCR bolgesi € geninin 4-20 kb yukarisinda lokalize olup (Rigoli ve ark. 2001),
DNaz I tarafindan kesilmeye asir1 duyarli olan 5 DNA bolgesi (HS) igerir. Bu bolgelerden
her biri yaklagik 200-300 bp uzunlugunda ve Dnaz duyarliligi igin gerekli tanima
bolgelerine baglanan NF-E2 (Niiklear eritroid faktor 2), EKLF (Eritroid Kriippel benzeri
faktor), GATA-1 (GATA dizi elementlerine baglanir) ve Spl gibi bir¢ok transkripsiyon
faktorii baglama bolgesi igerir (Forget ve Olivieri, 2003; Ho ve Thein, 2000; Schechter,
2008). LCR bolgesinin gen ekspresyonundaki 6nemi, HS bolgelerinin tamaminin veya bir
kisminin ¢ikarildigr delesyonlarda beta globin geninin inaktive olmasiyla gosterilmistir
(Cao ve Galanello 2010). B-benzeri globin gen ailesi ayrica TATA, CAAT ve duplike
edilmis CACCC kutularinin bulundugu bitisik 5> promoter ve her globin geninin kendi
promotorlar1 yoluyla regiile edilir (Cao ve Galanello 2010, Higgs ve ark. 2012).
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2.5. Beta Talaseminin Klinik Fenotipleri

Talasemilerin  globin  zincir sentezindeki  bozukluklardan kaynaklandigi
bilinmektedir. Beta globin zincirinin iiretimindeki bozukluklar sonucunda  globin
sentezinin azalmasi ya da hi¢ sentezlenmemesiyle, mevcut a globin zincirleri eritrositler
icinde birikerek anormal hiicre olgunlasmasina ve bu hiicrelerin kemik iliginde yikimina
neden olmaktadir. Beta talaseminin klinigi globin zincir dengesizliinin oranina gore
degismektedir, fakat Beta talasemi tiplerini klinik olarak siniflandirmak bu kadar kolay
olmamaktadir. En agir (major) ve en hafif (minor) fenotiplerin siniflandirilmasi kolayca
yapilirken, bunlar arasinda kalan formlar1 kategorize etmek olduk¢a zordur (Bank 2005,
Weatherall ve Clegg 2001).

Beta talaseminin klinik olarak 3 ana formu vardir:

-Talasemi major: Cooley’s Anemia veya akdeniz anemisi olarak da bilinir.

-Talasemi intermedia

-Talasemi mindr: Beta talasemi tagiyicilii ya da heterozigot beta talasemi olarak da bilinir.

Cogu talasemi resesif olarak kalitilmaktadir. Nadir dominant formlarindan ayri
olarak talasemi major ve intermediali kisiler beta® veya beta* genleri agisindan homozigot
veya birlesik (compound) heterozigot olup, talasemi minorlii kisiler ise ¢ogu zaman
heterozigottur. Talasemi majorlii bireyler genellikle hayatlarinin ilk 2 yilinda tibbi bakim
gerektiren ve tedavi igin diizenli eritrosit transflizyonuna ihtiyag¢ duyan hastalardir.
Talasemi intermediali hastalarda ise klinik bulgular hayatlarinin ileriki donemlerinde
ortaya ¢ikmakta ve diizenli kan transflizyonuna ihtiyag duymamaktadirlar (Galanello ve
Origa 2010).

2.5.1. Beta Talasemi Major

Talasemi majoriin klinik belirtileri 6 ile 24. aylar arasinda gozlenir. Hasta
bebeklerde gelisme bozuklugu ve ciltte belirginlesen solgunluk goriiliir. Beslenme
bozukluklari, diyare, irritabilite, ates nobetleri ile dalak ve karaciger biiylimesi kaynakli
abdomen biiylimesi gozlenebilir. Tedavi edilmeyen veya yetersiz transfiizyon alan

hastalarin oldugu bazi gelismekte olan iilkelerde talasemi majoriin klinik bulgulari
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arasinda; biiyiime geriligi, ciltte solma, sarilik, kas zayifligi, genu valgum (diz kapaginin
ice biikiilmesi), hepatosplenomegali, bacak iilserleri, ekstramedullar hematopoezde kiitle
artis1 ve kemik iligi genislemesine bagli iskelet degisimleri goriiliir. Iskeletsel degisiklikler
arasinda; bacaklardaki uzun kemiklerin deformitesi, tipik kraniofasyal degisimler (kafatasi
biiylimesi, yanak kemiklerinin ¢ikinti yapmasi, burun kopriisiiniin yayvanlagmasi, mongol

g0zii, maksiller hipertrofisi) yer alir (Galanello ve Origa 2010).

Beta talasemi ma;jorlii hastalara minimum 9.5- 10.5 g/dl Hb konsantrasyonuna sahip
diizenli bir transfiizyon tedavisi programi uygulandiginda gelisimleri 10- 12 yasa kadar
normal seyredebilirken, kan transfiizyonu yapilmayan bireyler genellikle 10 yasindan dnce
O0lmektedirler. Transflizyon yapilan hastalarda demir birikimiyle ilgili komplikasyonlar
goriilebilmektedir (Kohne 2011, Galanello ve Origa 2010). Cocuklarda demir birikiminin
goriilebilen komplikasyonlar1 arasinda biiyime geriligi ve cinsel olgunlukta gecikme
sayilabilir. Demir birikimiyle iliskili ge¢ komplikasyonlar arasinda ise; kalp (biiyiimiis
kardiyopati veya nadiren aritmi) ve karaciger (fibrozis ve siroz) problemleri ile endokrin
bezleri (diyabet, hipogonadizm ve paratiroid, tiroid, hipofiz ve nadiren de adrenal bezler)
yetersizligi goriilebilir. Hastaligin diger komplikasyonlari; ise dalak biiytimesi, kronik
hepatit B ve/veya C enfeksiyonu, HIV enfeksiyonu, vendz tromboz ve osteoporozdur. Bu
hastalarda viral enfeksiyonlar ve asir1 demir yliklenmesi sebebiyle hepatoseliiler karsinoma
riski artmaktadir. Diizenli transfiizyon almayan hastalarin genellikle 20- 30 yil i¢inde
oldiikleri, diizenli transflizyon ve uygun selasyon (biriken demirin viicuttan
uzaklagtirilmasi) tedavisi alan hastalarin ise 40’11 yaslara kadar yasadiklar1 bildirilmektedir.
Miyokardiyal siderozis kaynakli kardiyak hastaliklar demir birikimi olan Beta talasemi
hastalarinin hayatin1 sinirlandiran en 6nemli komplikasyondur. Beta talasemi majorlii
hastalarin %70’den fazlasinin kardiyak problemlerden oldiikleri tespit edilmistir (Borgna-
Pignatti ve ark. 2005).

2.5.2. Beta Talasemi intermedia

Talasemi intermediali bireylerde hafif anemi goriilmekte olup, bu hastalar nadiren
kan transfiizyonuna ihtiya¢ duyarlar. Beta talasemi intermedianin en agir klinik formlarinin
gorildigi kisilerde semptomlar 2- 6 yas arasi ortaya ¢ikmakta ve diizenli kan transfiizyonu
tedavisi almadan yasayabilmelerine ragmen biiyiime ve gelisme geriligi goriilebilmektedir.

Ekstramedullar eritropoez sebebiyle olusan eritroid kemik iligi hipertrofisi kronik
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aneminin onlenmesinde kemik iligince gerceklestirilen bir mekanizmadir. Bunun sonucu
olarak; kemik ve yliz deformiteleri, uzun kemiklerin patolojik kiriklar1 ile osteoporoz,
primer olarak dalak, karaciger, lenf nodlar1, gogiis ve omuriligi etkileyen eritropoetik doku
artig1 tipik goriilen deformitelerdir (Galanello ve Origa 2010). Asemptomatik hastalarda ise

hayatlar1 boyunca sadece hafif anemi goriiliir.

Dalak biiylimesi kan dolasiminda ¢ok fazlaca bulunan hasarli kirmizi hiicrelerinin
temizlemesi sonucu goriiliir. Ekstramedullar eritropoez spinal kord sikigsmasi, parapleji gibi
norolojik problemlere de neden olabilir. Periferal hemolizin ve eritropoezin sonucu olarak
talasemi intermedia hastalarinda da talasemi majorde yaygin olarak goriilen safra taslari
olusumu gozlenebilir. Talasemi intermediali hastalarda siklikla bacak iilserleri gelismekte
olup, talasemi major hastalar1 (0zellikle splenektomi yapilmissa) ile kiyaslandiginda
yiiksek tromboz riskinin oldugu bildirilmektedir. Baz1 durumlarda derin ven trombozlari,
portal ven trombozlari, inme ve akciger embolisi goriildiigii de bildirilmektedir (Galanello
ve Origa 2010).
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Cizelge 2.2. Beta talaseminin fenotip ve genotipleri ile klinik bulgular1 (Kohne 2011).

Fenotip Genotip Eritrosit degerleri | Hemoglobin | Bashca

Tipi Semptomlar
Heterozigot Beta B+ Hb 9 - 15 g/dL HbA2 Hafif anemi
talasemi

B+ MCV 55 - 75 fi >3.2%

= Beta talasemi

0.5- 6%
Homozigot Beta B+/p+ Hb <7 g/dL HbA2 Uzun dénem
talasemi . transfliizyon

| B0/BO MCV 50 - 60 fl degisken bagimli anemiyle

= Beta talasemi 5
major B+/B0 MCH14-20pg | HbF seyreden agr

70- 90%
Birlesik
heterozigot
Beta talasemi
= Beta talasemi
major
Hafif homozigot B+/p+ Hb 6 - 10 g/dL HbA2 Degisken
veya birlesik degisken transflizyon
heterozigot p+/p++ MCV 55 - 70fl HOE bagimliligr ile

seyreden 1liml
Beta talasemi p+/BO MCH 15- 23 pg tal};semi
N % 100°e

= Beta talasemi PO/BO -+ etkili yakin
intermedia faktorler

2.6. Beta Talaseminin Epidemiyolojisi

Beta talasemi diinyada en sik goriilen, otozomal resesif gegisli genetik bir
hastaliktir (Altay ve Basak 1995). Beta talasemi Afrika’nin kuzey kiyilari ve Giiney
Amerika’daki iilkelerin yani sira Akdeniz iilkeleri, Orta Dogu, merkez Asya, Hindistan,
Giiney Cin ve Uzak Dogu iilkelerinde yaygindir (Sekil 2.11). En yaygin tasiyici frekanslari
Kibris (% 14), Sardunya Adalar1 (% 10.3) ve Giiney Asya’da bildirilmistir (Basak 2011,
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Galanello 2012). Bu bolgelerdeki Beta talaseminin yiiksek gen frekansinin Plazmodium
falciparum kaynakli heterozigot avantajiyla yakindan iligkili oldugu bildirilmektedir.
Populasyon gogii ve farkli etnik gruplar arasi evlilikler hastaligin, daha once talasemi
bulunmayan Kuzey Avrupa iilkeleri dahil diinyanin hemen hemen her iilkesine yayilmasina
neden olmustur. Diinya genelinde Beta talasemi tasiyicilik oraninin % 1.5 (80- 90 milyon
insan) oldugu tahmin edilmektedir. Uluslararasi talasemi federasyonuna gore diinya
genelinde talasemili 200.000 hastanin yasamakta oldugu ve diizenli tedavi aldig bildirilse
de talasemi hastalarinin gergek sayisi bilinmemektedir (Higgs ve ark. 2012). Bu say1ya her
yil yaklagik olarak 60.000 yeni vaka eklenmekte ve Beta talaseminin gorildiigi
gelismemis ya da az gelismis lilkelerdeki yeni dogan vakalarinda mortalite de yiiksek
seyretmektedir. Bu hastalarin tedavileri yiiksek maliyet gerektirdiginden gelismekte olan
iilkerlerde ciddi sorunlar olusturmaktadir. Ornegin hastaligin sik goriildiigii yerlerden ikisi
olan Kibris ve Sardunya adalarinda tedavi maliyetinin iilkelerin saglik biitgesinden yiiksek
oldugu bildirilmistir. Hasta dogumlarin dnlenmesi i¢in genetik danigsmanlik ve prenatal tani

oldukc¢a 6nemlidir (Higgs ve ark. 2012, Weatherall ve Clegg 2001).

Sekil 2.11. Talasemilerin diinyada yayilimi (Weatherall 1998).
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2.7. Beta Talaseminin Patofizyolojisi

Gelisimin her evresinde a ve B benzeri globinlerin {iretilmesi bir denge halindedir
(Higgs ve ark. 2012). Beta talasemide klinik bulgu ve semptomlarin ¢gogunlugunun sebebi
alfa zincirlerinin eritrosit prekiirsorleri i¢cinde fazla oranda bulunmasidir. Bu fazlalik beta
globin genindeki mutasyonlardan dolay1 beta zinciri sentezinin yapilamamasi veya oldukca
az oranda yapilabilmesinden kaynaklanmaktadir (Birgens ve Ljung 2007). Serbest alfa
zincirleri kemik iligindeki eritroid prekiirsorleri icinde c¢okerek bu hiicrelerin
olgunlagmadan 6lmesine, dolayisiyla da etkisiz eritropoeze neden olmaktadir (Galanello ve
Origa 2010). Gama globin zincir sentezi dogumdan sonra farkli 6lgiide devam etse de alfa

zincirleri liriinleriyle eslesecek kadar yeterli olmamaktadir.

Alfa zincirleri kararli olmayip eritrosit prekiirsorleri iginde birikerek bu hiicrelerin
membranlarinda hasara neden olmakta, bu hasar da kemik iliginde apoptozise
ugramalaria yol agmaktadir. Dolayisiyla bu hastalarda etkisiz eritropoez sonucu, siddeti
eritrosit prekiirsorlerindeki gama ve beta zincirleri ile alfa zinciri arasindaki dengesizlige

bagli olan anemiler goriilmektedir (Thein 2005).

Anemi eritropoetik kemik iligi aktivitesinin siddetli proliferasyonuna ve
genislemesine Onciiliikk ederek eritropoetinin sentezinde artisa neden olur. Kemik iligindeki
bu degisim osteopeni, osteoporoz, kemik hipertrofisi, yliz ve kafatasinda deformiteler gibi

cesitli iskeletsel bozukluklara yol agar (Rioja ve ark. 1990, Weatherall 1998).
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Sekil 2.12. Beta talaseminin patofizyolojisi (Higgs ve ark. 2012).

A. Anormal globin sentezi

B1. Eritroblast i¢inde biriken alfa globin zincirlerinin elektron mikroskobik goriintiisii
B2.0lgun bir eritrositin elektron mikroskobik goriintiisii

B3.Beta talasemili bir hastanin tipik kan tablosu

Beta talasemi hastalarinda etkisiz eritropoezin tetiklenmesiyle intestinal demir
absorbsiyonunun artmasi ve kan transfiizyonu gibi 2 dnemli sebepten dolay1 demir birikimi
goriilmektedir. Plazma demir birikimi Beta talasemi major hastalarinda 10 kattan fazla
yiikselebilmekte ve bu da genislemis eritropoetik kiitleyi etkilemektedir. Genislemis
eritropoetik doku Beta talasemi hastalarinda goriilen splenomegalinin de ana sebebidir
(Galanello ve Origa 2010). Gelismis selayon tedavisi hastaligin prognozunu 6nemli 6lgiide
diizeltebilse de, gliniimiizde demirin asir1 birikimi Beta talasemide en 6nemli morbidite ve
mortalite sebebi olmaya devam etmektedir. Demirin asirt biriktigi durumlarda proteine
bagli olmayan demir siiperoksit anyonlar1 hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi
reaktif oksijen tiirlerinin {retimini provoke eder. Bu maddeler protein hasari

olusturabilmekte ve hiicre membranm1 lizozom, mitokondri gibi organellerde lipit
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peroksidasyonuna sebep olabilmektedir. Sonucta demir toksisitesi i¢in duyarli olan
organlarda kardiyak problemler, siroz, endokrin bozukluklar gibi bir takim semptomlar

goriilebilmektedir (Birgens ve Ljung 2007).

Genler B Talasemi

B y
“u asmao inefektif

: —
- —» ) — — [P0
/ arce erifropoez Anemi

birikdimi l l
oL
\ artms demir Transfiizyon
: cmifini }
/ HbF T ey o genislenis kemik
— 1 ,
organ vetmezligi iskelet anormallikderi
(kalp ve karaciger leemile hﬂﬁtﬂ]ilgi
hastahklar endokrin splenomegali
fonksivon bozuklugu)

Sekil 2.13. Beta talaseminin patofizyolojisi. EPO: Eritropoietin (Birgens ve Ljung 2007).

2.8. Beta Talaseminin Molekiiler Temelleri
Beta talasemiye neden olan ¢ogu mutasyonun beta globin geninin fonksiyonel
olarak onemli bolgelerindeki nokta mutasyonlarla ilgili oldugu tespit edilmistir. Yapilan
caligmalar Beta talasemili hastalarda beta globin geninde 200°den fazla farkli nokta
mutasyonu oldugunu gostermektedir (Forget ve Olivieri 2003).
Nokta mutasyonlar1 beta globin ekspresyonunu 3 farkli kategoride etkilemektedir.
Bunlar:
- Hatali beta globin gen transkripsiyonuna yol ag¢an promotor ve 5° UTR
mutasyonlari
-  mRNA islenmesini etkileyen baglant1 bolgesi ve konsensus dizi mutasyonlar: ile

poliadenilasyon ve diger 3> UTR mutasyonlari
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- Anormal mRNA translasyonuna neden olan anlamsiz mutasyonlar, c¢ergeve
kaymasi (frameshift) ve baslangi¢ kodonu mutasyonlar: (Cao ve Galanello 2010).
Beta talasemiye neden olan nokta mutasyonlarina ek olarak daha nadir goriilen
bliylik gen delesyonlar1 da bildirilmistir. Talasemilerin en agir formu olan Beta’
talasemilerin delesyon, baslangic kodonu mutasyonlari, anlamsiz, ¢ergeve kaymasi ve
Ozellikle de birlestirme bolgesi baglantisindaki mutasyonlardan  kaynaklandigi
bilinmektedir. Daha hafif bir talasemi formu olan Beta" talasemilerin ise promotor bélgesi
(ya CACCC ya da TATA kutusu), poliadenilasyon sinyali ve 5’°-3” UTR bdlgelerindeki
mutasyonlardan veya splicing anomalililerinden kaynaklandig: tespit edilmistir (Cao ve
Galanello 2010).

1 30 3 104 105 146
5 b’ UTi | VS 1 l VS 2 | | 5UTR 3
ATG 'G6T AG T AG TAA
ATAAR
AATAA

Promotor [[[[I |
5've 3' UTR | M [11X]

RNA islenmesi | III]I]] “ " I I I III I [y.-[jﬂ
ATG | | |
Nonsense
Kodonlar I I" II I I " I

S — 1111 | —

Sekil 2.14. Beta talasemiye neden olan nokta mutasyonlarinin siniflandirilmalari (Ho ve Thein
2000).

Ug ekzon iki aralayici dizi ile beta globin geninin genel yapisi ve gendeki korunmus diziler.

2.8.1. Promotor ve 5 UTR bdolgelerindeki mutasyonlar

Globin genlerinin 5 ucunda promotor bolgenin énemli fonksiyonel elementlerini
olusturan bir grup korunmus dizi bulunmaktadir. Bu korunmus dizilerden 3 tanesi
(CACCC, CCAAT ve ATAA veya TATA kutular1) tiim globin genlerinin promotor
bolgelerinde bulunur. Beta talasemi hastalarinda bu 3 korunmus dizinin ikisinde (CACCC,

ATAA) mutasyonlarin oldugu bildirilmistir. CCAAT kutusunda HPFH (Hereditary
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Persistence of Fetal Hemoglobin) ile iligkili mutasyonlar oldugu tespit edilirken, bu kutuda
Beta talasemiye neden olan bir mutasyon heniiz saptanamamuistir (Forget ve Olivieri 2003).
Giiniimiize kadar promotor ve 5° UTR bolgelerinde yaklasik 23 mutasyon tanimlanmistir

(http://globin.cse.psu.edu).

2.8.2. mRNA islenmesini etkileyen mutasyonlar

Birlesme boélgelerindeki degismez diniikleotidlerin (5° bolgesindeki GT ve 3’
bolgesindeki AG) her ikisindeki mutasyonlar dogrudan birlestirme mekanizmasini ve beta
globin iiretimini ortadan kaldirarak beta® fenotipine yol acarlar. Ornegin, ekzon I/IVS I,
IVS Uekzon II ve ekzon II/TIVS II birlestirme bolgelerindeki mutasyonlar bu tip etkiye
neden olmaktadirlar (Ho ve Thein 2000, Thein 2005, 649- 660).

Bu durumun aksine “’splice junction” bolgelerindeki korunmus dizilerde goriilen
mutasyonlar, normal “splice” bolgesinin etkinligini ve beta globin iiretimini azaltarak
Beta" talasemi fenotipine neden olurlar (Ho ve Thein 2000).

IVS L, IVS 1II ve kodlayici bolgelerdeki degisimler anormal ya da gerekenden daha
az miktarda mRNA’nin sentezine yol agan alternatif “splice” bolgeleri olusturmaktadir
(http://globin.cse.psu.edu, Thein 2005, 649- 660).

PolyA boélgesindeki mutasyonlar mRNA’nin poliadenilasyonunu ve ayrilmasini
etkilemektedir. 3> UTR bdlgesindeki mutasyonlar unstabil (kararsiz) mRNA olusumuna
yol agmakta ve poliadenilasyon sinyali (AATAAA) ve 3° UTR mutasyonlar1 genelde Beta”
talasemiye neden olmaktadir (http://globin.cse.psu.edu, Thein 2005, 649- 660). Beta globin
geninde mRNA islenmesini etkileyen yaklasik 53 adet mutasyon tanimlanmistir

(http://globin.cse.psu.edu).

2.8.3. Anormal mRNA translasyonuna neden olan mutasyonlar

Anormal mRNA translasyonuna neden olan mutasyonlardan anlamsiz mutasyonlar
ve c¢erceve kaymasi mutasyonlari mRNA’da erken bir kodonda sonlanmaya neden
olmaktadir (Thein 2005, 649- 660).

Anlamsiz mutasyonlar bir kodonu degistiren tek baz degisimleri olarak
tanimlanmistir. Bu degisim sonucu belirli bir aminoasiti kodlamakta olan bir kodon
sonlanma kodonlarindan (UAA, UAG, UGA) birine doniisebilmekte ve mRNA

translasyonu istenmeyen bir yerde sonlanarak normalden kisa bir protein
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sentezlenmektedir. Bunun sonucunda kararsiz globin zincirleri olugsmakta ve bu zincirlerin
yikilmasiyla beta globin zincir eksikligiyle karakterize Beta® talasemi olugmaktadir. Beta
globin geninin protein kodlayan bolgesinde bir veya daha c¢ok niikleotidin (ii¢ ve katlar1
disinda) delesyonu veya insersiyonu sonucunda cer¢eve kaymasi mutasyonlari meydana
gelmektedir. Bu delesyon veya insersiyonlar mutasyon bolgesindeki kodlanmis mRNA’nin
normal okuma c¢ercevesini degistirmektedir. Bu degisimlerden bazilar1 yeni okuma
cercevesinde bir sonlanma kodonuna kadar yeni bir anormal aminoasit dizisinin
olusmasina izin verir. Yeni okuma cergevesindeki bu yeni sonlanma kodonu genelde
olmasi gereken kodondan daha once yer alir. Bu olusan anormal ve erken sonlanmig
aminoasit zinciri kararsiz olup hizlica yikilmaktadir. Bdylece bu mutasyonlar beta globin
zincirlerinin yokluguyla karakterize Beta® talasemiye yol agmaktadir (Forget ve Olivieri
2003).

Baslangic kodonu mutasyonlari mRNA sentezini inhibe etmekte ve dolayisiyla
beta zincirlerinin {iretilememesine yol acarak Beta® talasemiye neden olmaktadir.
Giinlimiize kadar beta globin geninde anormal mRNA translasyonuna neden olan yaklagik

73 mutasyon tanimlanmustir (http://globin.cse.psu.edu).

2.8.4. Delesyonel Beta talasemi allelleri

Beta talaseminin delesyonuyla olusmus 17 farkli Beta talasemi alleli
tanimlanmistir. Mutasyonlardan 8 tanesi kiigiik, 9 tanesi ise bilyiikk delesyonlar olarak
bildirilmistir. Bu delesyonlardan 4237 bp’lik Cek delesyonu tiim beta globin genini
icermektedir. Hint ve baz1 Giineydogu Asya populasyonlarinda yiiksek frekansta goriilen
619 bp’lik delesyon hari¢ beta globin geninde delesyonlar nadir olarak goriilmektedir
(http://globin.cse.psu.edu).
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Sekil 2.15. Beta globin geninin ve komsu DNA dizisinin Beta® talasemi ile iliskili delesyonlari
(Forget ve Olivieri 2003).

2.8.5. Dominant Beta talasemi ve kararsiz beta globin zincirlerine neden olan
mutasyonlar

Cogu baz degisimleriinin globin zincir kararlilig1 i¢in 6nemli bolgelerde aminoasit
degisimine neden oldugu bilinmektedir. Bu sekilde sentezlenen anormal globin zinciri
oldukca kararsiz olup eritrositlerde birikerek membran hasari olusturur. Kararsiz
hemoglobin zincirlerinden kaynaklanan dominant Beta talasemilerin ¢ogununun
fenotipinin hipokromi, mikrositoz ve heterozigotlardaki hemolitik anemiyle karakterize
oldugu bildirilmistir. Bazilarinda ise mutant globin zincirlerinin hizli ve etkili bir sekilde
proteolizi ile sadece hipokromi ve inkliizyon cisimcigi formasyonu olmayan mikrositoz
veya hemoliz goriilmektedir. Giinlimiize kadar beta globin geninde, dominant Beta
talasemiye ve kararsiz beta globin zincir varyantlarina neden olan yaklasik 30 mutasyon

tanimlanmustir (http://globin.cse.psu.edu, Forget ve Olivieri 2003).
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2.9. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi Mutasyonlar:

Ulkemizde gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda Beta talasemiye neden olan en az

41 mutasyon tanimlanmistir. Bunlardan en sik gorilenleri IVS-1-110 (G—A), IVS-I-6

T—C) ve kodon 8 (—AA) mutasyonlaridir. En sik goriilen 6 mutasyon tim allellerin %
( ) (—AA) y g y

70’inden fazlasim1 olustururken, siralamadaki ilk 12 mutasyon % 83.3’iinii olusturur.

Tirkiye’de goriilen 41 mutasyon ve bu mutasyonlarin mekanizmalar1 Cizelge 2.3’te

verilmistir. (Altay 2002, Geng ve ark. 2012, Giinesacar ve Celik 2011, Giiveng ve ark.
2012, Mendilcioglu ve ark. 2011, Oner ve ark. 2001, Tadmouri ve ark. 1998, Tadmouri ve
Basak 2001, Yilmaz ve ark. 2000)

Cizelge 2.3. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi Mutasyonlart.

Say1

Mutasyon

Tip

Etnik koken

Mekanizma

-101 C>T

beta®

Tiirk, Bulgar, Italyan

Promotor boélgedeki korunmus dizilerden biri olan
CACCC kutusundaki bir mutasyon olmakta ve

mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

-87 C>G

beta®

Akdeniz

Promotor boélgedeki korunmus dizilerden biri olan
CACCC kutusunda bir mutasyon meydana gelmekte ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasimi kisitlayarak

beta globin geninin transkripsiyonunu azaltmaktadir.

-30 T>A

beta*

Tiirk, Makedon,
Bulgar

Promotor bélgedeki korunmus dizilerden biri olan TATA
kutusunda bir mutasyon meydana gelmekte ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasimi kisitlayarak

beta globin geninin transkripsiyonunu azaltmaktadir.

-28 A>C

beta*

Kiirtler

Promotor bolgedeki korunmus dizilerden biri olan TATA
kutusunda bir mutasyon meydana gelmekte ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini kisitlayarak

beta globin geninin transkripsiyonunu azaltmaktadir.

+22 G>A

beta®

Tiirk, Bulgar, italyan

5> UTR bolgesinde meydana gelen bu mutasyon
transkripsiyonu ve ribozomlarin baglanmasini

kisitlamaktadir.
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Cizelge 2.3. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi Mutasyonlar: ¢izelgesinin devami

Sayr | Mutasyon | Tip Etnik koken Mekanizma
6 Kodon 5 beta” | Akdeniz Bu delesyon ¢erceve kaymasina neden olarak 21. kodonu bir
stop kodonuna (TGA) doniistiirmekte ve translasyonun bu
-CT
cT) kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
7 Kodon 6 beta’ | Akdeniz, Bu delesyon ¢er¢eve kaymasina-heden olarak 18. kodonu bir
stop kodonuna (TGA) doniistiirmekte ve translasyonun bu
(-A) Amerikan siyahileri
kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
8 Kodon 8 beta’ | Akdeniz Bu delesyon ¢ergeve kaymasina neden olarak 21. kodonu bir
stop kodonuna (TGA) doniistiirmekte ve translasyonun bu
-AA
( ) kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
9 Kodon 8/9 | beta” | Hint Asya Bu insersiyon gergeve kaymasina neden olarak 22. kodonu
bir stop kodonuna (TGA) doniistiirmekte ve translasyonun
+G
(+G) bu kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
10 Kodon 15 | beta’ | Hint Asya, Tiirk Bu anlamsiz mutasyon 15. kodonu bir stop kodonuna (TAG)
doniistiirmekte ve translasyonun bu kodonda sonlanmasina
(TGG>TA
yol agmaktadir.
G)
11 Kodon beta’ | Tiirk Cerceve kaymasina (frameshift) neden olarak 58. kodonu bir
22/23/24 stop kodonuna (TAG) déniistiirmekte ve translasyonun bu
(- kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
AAGTTG
G)
12 Kodon 26 | beta” | Giineydogu Asya Diinyadaki en yaygm 2. Hb varyanti olan HbE’yi
olusturmaktadir.
(G>A)
(Hb E;
Glu->Lys)
13 Kodon 27 | beta® | Akdeniz Kodon 25’teki alternatif “yapisma (splicing) bolgesini aktive
ederek normal mRNA’nin miktarini azaltmaktadir.
(Hb
Knossos)
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Cizelge 2.3. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi Mutasyonlar: ¢izelgesinin devami

Sayr | Mutasyon | Tip Etnik koken Mekanizma
14 Kodon 30 | beta” | Amerikali siyahiler, Kodon 30’un ilk iki niikleotidi olan AG diniikleotidi normal
Tunuslular, BAE, “splicing” mekanizmasi icin gereklidir. Bu diniikleotiddeki
G>C
( ) Hint degisimler “splicing”i tamamen engelleyerek normal
IVS-I (-1
1) mRNA olusumunu ortadan kaldirmaktadir.
15 IVS-1-1 beta’ | Akdeniz, Hint Asya “Splicing” mekanizmas1  igin  gerekli olan GT
(G>A) diniikleotidindeki bu degisimler “splicing”i tamamen
. i engelleyereck normal mRNA  olusumunu  ortadan
16 IVS-I-1 beta Hint Asya Kaldirmaktadir.
(G>T)
17 IVS-I-5 beta” | Cezayir, Akdeniz
(G>A)
18 IVS-1-5 beta® | Hint Asya, Cin, Normal 5 “splicing” bdlgesindeki “splicing”in etkinligini
Malezya azaltmaktadir.
(G>C)
19 IVS-1-5 beta” | Akdeniz, Amerikali
siyahileri
(G>T)
20 IVS-1-6 beta” | Akdeniz 5’ “splicing” bolgesindeki  “splicing”in  etkinligini
azaltmaktadir.
(T>C)
21 IVS-1-110 | beta® | Akdeniz % 20 normal, % 80 anormal baglanmis mRNA olugumuna
yol agan yeni bir “splice” bolgesi olusturmaktadir.
(G>A)
22 IVS-1-116 | beta” | Akdeniz Normal mRNA %1°den daha azdir.
(T>G)
23 IVS-1-130 | beta” | Misir Konsensus akseptor dizisindeki bu degisim (AG>AA)
“splicing”i engellemektedir.
(G>A)
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Cizelge 2.3. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi Mutasyonlar ¢izelgesinin devami

Say1 Mutasyon | Tip Etnik koken Mekanizma
24 IVS-1-130 | beta” | Tiirk, Japon Konsensus akseptor dizisindeki bu degisimler (AG>AC)
“splicing”i engellemektedir.
(G>C)
25 Kodon beta” | iran, Kiirtler Bu delesyon gergeve kaymasia neden olarak 60. kodonu
36/37 bir stop kodonuna (TGA) doniistiirmekte ve translasyonun
bu kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
(T
26 Kodon 37 | beta” | Suudi Arabistan, Bu anlamsiz mutasyon 37. kodonu bir stop kodonuna
Ispanya (TAG) doniistirmekte ve translasyonun bu kodonda
(G>A)
sonlanmasina yol agmaktadir.
27 Kodon beta® | Tiirkler Bu delesyon ¢er¢eve kaymasina neden olarak 37. kodonu
37/38/39 bir stop kodonuna (TGA) doéniistiirmekte ve translasyonun
bu kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
(-
GACCCA
G)
28 Kodon 39 | beta” | Akdeniz Bu anlamsiz mutasyon 39. kodonu bir stop kodonuna
(TAG) doniistirmekte ve translasyonun bu kodonda
(C>T)
sonlanmasina yol agmaktadir.
29 Kodon 44 | beta’ | Kiirtler Bu delesyon ger¢eve kaymasina neden olarak 60. kodonu
(-C) bir stop kodonuna (TGA) déniistiirmekte ve translasyonun
bu kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
30 Kodon beta” | Tiirkler Bu delesyon gergeve kaymasina neden olarak 88. kodonu
74]75 bir stop kodonuna (TGA) doniistiirmekte ve translasyonun
bu kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
(-C)
31 IVS-11-1 beta” | Akdeniz; Tunus; 5’ yapisma bolgesini ortadan kaldirmaktadir.
Amerikali siyahiler
(G>A)
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Cizelge 2.3. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi Mutasyonlari ¢izelgesinin devamu

Sayr | Mutasyon | Tip Etnik koken Mekanizma
32 IVS-11- beta® | Cin Tercihen kullanilan yeni bir restriksiyon bolgesi
654 olusturmaktadir.
(C>T)
33 IVS-11- beta® | Akdeniz Tercihen kullanilabilecek yeni bir “splicing” bdlgesi
745 olusturmaktadir.
(C>G)
34 IVS-11- beta® | Amerikali siyahiler, “Splicing”i azaltmakta fakat elimine etmemektedir.
848 Mistr, fran
(C>A)
35 3UTR beta® | Tiirk mRNA’y1 unstabil hale getirmektedir.
+1,565°de
n beta’
+1,577ye
36 PolyA beta® | Amerikan siyahileri
(T>C)
37 PolyA beta” | Kiirtler o ,
Normal polyA bdlgesindeki mRNA’nin  ayrilma ve
A>G
( ) poliadenilasyonunu etkisiz hale getirmektedir.
38 PolyA beta® | Akdeniz
(A>G)
39 290 bp beta’ | Tiirk, Bulgar Hatali mRNA olusumuna yol acarak normal beta globin
delesyon sentezini engellemektedir.
40 ~7.6 kb beta” | Tiirk Beta zincir sentezi olmamaktadir.
41 Kodon beta’ | Tiirk, Yunanistanls, Bu insersiyon g¢erceve kaymasina neden olarak 22. kodonu
9/10 (+T) [ranh bir stop kodonuna doniistirmekte ve translasyonun bu
kodonda sonlanmasina yol agmaktadir.
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2.10. Beta Talasemide Tan1 Yontemleri

Beta talasemi tasiyici ailelerin tespiti i¢in Oncelikle kirmizi kan hiicresi eritrosit
sayilarina bakilmakta olup hemoglobin analizleri gereklidir (Kohne 2011). Beta talasemiye
sebep olan mutasyonlar1 tanimlamak igin yetiskin ve fetiis DNA’s1 kullanilarak c¢esitli
molekiiler yontemler gelistirilmistir. Spesifik bir cografyada mutasyon dagilimi molekiiler
tan1 merkezlerinde belirlenebilmektedir. Anneye ait dolasimdaki fetal DNA’nin analizine

yonelik yeni non-invazif teknikler gelistirilmektedir (Lo ve Chiu 2002).

2.10.1. Klinik Tam

Talasemi major 2 yasindan kii¢lik ¢ocuklarda agir mikrositik anemi, hafif sarilik ve
hepatosplenomegaliyle seyreder. Beta talasemi major uzun dénem transfiizyon bagimli
anemi ile seyreder ve tedavi almayan ¢ocuklar 10 yasindan once Oliirler. Tedavi alan
hastalar 50-60 yaslarina kadar yasayabilirler. Talasemi intermedia, benzer bir klinik tablo
olustursa da daha hafif klinik bulgular verir. Bu hastalarda transfiizyon bagimliligi
degiskendir. Talasemi intermedianin tipik komplikasyonlar: iskelet deformiteleri ve agir
hiperplastik eritropoez kaynakl tiimoral kitlelerdir. Talasemi mindr ise hafif, mikrositik

hipokromik anemi ile karakterizedir (Kohne 2011).
2.10.2. Hematolojik Tam

Eritrosit indeksleri mikrositik anemi tanisinda 6nemlidir. Talasemi maj6r diisiik Hb
seviyesi (<7 g/dl), MCV (ortalama eritrosit hacmi) >50<70 fl ve MCH (ortalama eritrosit
hemoglobini) >12<20 pg ile karakterize iken talasemi intermedia 7-10 g/dl Hb seviyesi,
50-80 fl MCV ve 16-24 pg MCH ve talasemi mindér ise diisik MCV, MCH ve artmis HbA,
seviyeleri ile karakterizedir (Galanello ve Origa 2010).

2.10.3. Periferal Kan Yaymasi

Hastalarin  eritrosit yaymalarinda mikrositozis, hipokromia, anizositozis,
poikilositozis (gozyast damlas1 ve uzamis hiicreler) ve cekirdekli eritrosit (eritroblastlar)
gibi morfolojik degisiklikler goriiliir. Eritroblastlarin sayis1 aneminin derecesiyle iligkili

olup splenektomi sonrasi ciddi sekilde artis gosterir. Tasiyicilarda hastalardakinden farkl
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olarak eritrositlerde daha hafif morfolojik degisiklikler goriiliir. Tastyicilarda eritroblastlar

gozlenmez (Galanello ve Origa 2010).

2.10.4. Hemoglobin Analizi

Talasemi tastyicilarinin tespitindeki metodolojik uygulama eritrosit igeriginin
tamamen belirlenmesi ve HbA; ile HbF’in kantitatif tespitine dayanmaktadir (Giambona ve
ark. 2009). Seliiloz asetat elektroforezi ve DE-52 mikrokromatografi veya HPLC (High-
performance liquid chromatography) yoluyla kalitatif ve kantitatif Hb analizi, mevcut

Hb’nin miktar1 ve tipini belirlemede kullanilmaktadir.

Beta talasemide Hb ¢esidi Beta talaseminin tipine gore degismektedir. Homozigot
Beta’ talasemide HbA yoktur ve HbF total hemoglobinin %92-95’ini olusturur. Beta®*
talasemi homozigotlarda ve beta*/beta® genotipinde HbA seviyesi %10-30 arasinda olup
HbF seviyesi ise %70-90 arasindadir. HbA; diizeyi homozigot Beta talasemi hastalarinda

degisken olup Beta talasemi mindrde artmaktadir.

Hb elektroforezi ve HPLC testleri Beta talasemiyle iliskisi olabilecek diger
hemoglobinopatileri (S, C, E, Oaran, Lepore) de tespit edebilmektedir (Galanello ve Origa
2010).

2.10.5. Molekiiler Tam

Farkli populasyonlarda hastaligin sinirli sayida mutasyonunun olmasi molekiiler
genetik testlerin uygulanabilirligini arttirmaktadir. Genel olarak beta globin geninde
goriilen mutasyonlar PCR tabanli yontemlerle tespit edilebilmektedir. En sik kullanilan
yontemler arasinda reverse (ters) dot blot analizi veya primer spesifik amplifikasyon
testleri yer almaktadir. Bu yontemlerle tanimlanamayan beta globin genindeki
mutasyonlarin tespiti dizi analizi yontemi kullanilarak yapilabilmektedir (Galanello ve

Origa 2010).
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2.11. Tedavi

Beta talasemi hastaliginin kesin ve kalici bir tedavisi bulunmamaktadir. Hastalar
yasamlarimi devam ettirebilmek i¢in diizenli kan transfiizyonu ve selasyon tedavisi
almalidirlar. Tedavide amag transfiizyon sonrasinda hemoglobin konsantrasyonunu 130-
140 g/L’ye yiikseltmek ve hemoglobin seviyesini 9-10 g/dl diizeyinde tutmaktir.
Transfiizyon alan hastalarda 10’lu yaslarda kardiyomiyopati, karaciger fibrozu ve endokrin
fonksiyon bozuklugu gibi demir birikimi kaynakli komplikasyonlar goriilmeye
baslamaktadir. Demir birikiminin azaltilmasinda  kullanilan demir selatorleri
(desferrioxamine) morbidite ve mortalite oranlarinda 6nemli iyilesmeler saglamaktadir
(Borgna- Pignatti ve ark. 2005).

Gilinimiizde major Beta talasemide kemik iligi ve kordon kani nakilleri kalict bir

tedavi saglarken, kok hiicre nakli ve gen terapisi yontemleri de gelistirilme agamasindadir.

Bazi Beta talasemi intermediali hastalarda da kan transflizyonuna ihtiyag
duyulabilirken, talasemi mindrlii hastalarda agir anemi igin folik asit destegi

uygulanabilmektedir (Kohne 2011).

2.12. Korunma

Beta talaseminin Onlenmesi tasiyici tespitine, genetik danmigmanlia ve prenatal
tantya dayanir. Genetik danismanlik ile, tasiyici bireylere hastaligin seyri, kalitimi, mevcut
ve arastirilan tedavi yontemleri hakkinda bilgi verilmesi amaglamaktadir. Artmis risk
durumunda dogum oncesi (prenatal) genetik tan1 gebeligin 15- 18. haftalarinda elde edilen
amniyotik stvidan alinan fetal hiicrelerden veya gebeligin 11. haftasindaki koryonik villus
orneklerinden elde edilen DNA’nin molekiiler analiziyle yapilmaktadir. Son yillarda, anne
kanindan elde edilen fetiise ait hiicrelerde genetik analiz yontemlerinin, diger bir deyisle
non-invaziv tant yontemlerinin gelistirilmesi i¢in caligmalar yapilmaktadir (Borgna-

Pignatti ve ark. 2005, Galanello ve Origa 2010, Kohne 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali Molekiiler Genetik laboratuarinda yapilmistir. Calismaya Antakya Devlet
Hastanesi ve Iskenderun Dogum ve Cocuk Bakim Hastanesi Kalitsal Kan Hastaliklari
Merkezinde kan transflizyonu yapilan Beta talasemi hastalar1 (40 kadin, 55 erkek; yas
ortalamasi 13.85 + 7.26) ile Mustafa Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji polikliniginde klinik olarak Beta talasemi mindr
stiphesi olan ve aralarinda akrabalik iligskisi olmayan bireyler (25 kadmn, 17 erkek; yas
ortalamasi 22.55 + 13.54 standart sapma) dahil edildi. Calismanin gergeklestirilebilmesi
i¢in Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulundan onay alindu.

3.1. Arac ve Gerecler
3.1.1. Araglar

e Tam Kan Sayim Cihaz1i (Abbott Cell-Dyn 3700 Hematology Analyzer,
AVUSTRALYA)

e Santrifiij (NF 048; Niive, TURKIYE)

e Is1 blogu (Thermo shaker; TS 100, Biosan)

e PCR Cihaz (Thermal cycler, Applied Biosystems, ABD)

e Elektroforez tinitesi (Wealtec, Elite 300 Plus, ABD)

e UV Transillumunator (Wealtec, Dolphin-View, ABD)

e DNA Dizi Analizi Cihaz1 (Applied Biosystems Genetic Analyzer; Hitachi AB,
Applied Biosystem Genetic Analyzer 3130, USA)

e Otomatik pipetler (Discovery, Transferpette)
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3.1.2. Kimyasal Maddeler

e Agaroz (Sigma)

e Brom-fenol (Sigma)

e DNA Ladder (100 bp, Fermentas)

e Eritrosit Lizis Tamponu

e Etil Alkol (Merck)

e Etidium Bromid (Sigma)

e Kloroform (Sigma)

e Lizis Tamponu

e Proteinaz K

e SDS (Sodyumdodesilsiilfat)

e Sodyum kloriir, NaCl (Sigma)

e Siikroz

e TAE Elektroforez Tamponu 50X
3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Hematolojik Analizi

Calismaya dahil edilen kisilerin isimleri, yasi, egitim durumu, tanisinin ne zaman
konuldugu, ka¢ kardes oldugu, ebeveynler arasinda akrabalik iligkisi olup olmadigi,
ebeveynlerinin evlenmeden once tasiyict olduklarint bilip bilmedikleri gibi bilgilerin yer
aldig1 formlar dolduruldu. Calismada her hastadan 2 hemogram tiipiine 5’er ml kan 6rnegi
alind1 ve tiipler ters-diiz edilerek antikoagiilan maddenin homojen olarak niifuz etmesi
saglandi. Tiplerden biri molekiiler ¢aligmalar i¢in -20 °C’de saklanirken, diger tiip

hemogram analizi i¢cin hematoloji laboratuarina yollanarak hemogram cihazinda (Abbott
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Cell-Dyn 3700 Hematology Analyzer, Australia) tam kan sayimi analizi yapildi. Tam kan

sayimi1 analizinde asagidaki parametrelere bakildi.
Hemoglobin (Hb)
Hematokrit (HCT)
Eritrosit (RBC)
Lokosit (WBC)
Ortalama eritrosit hacmi (MCV)
Ortalama eritrosit hemoglobini (MCH)
Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)
Eritrosit dagilim genisligi (RDW)

Trombosit (platelet) agisindan degerlendirmeler yapildi.

Sekil 3.1. Tam kan sayim cihazi (Abbott Cell-Dyn 3700 Hematology Analyzer, Australia).
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Ornek toplama islemi tamamlandiktan sonra DNA izolasyon islemine gecildi. DNA
izolasyonunu takiben uygun primerler yardimiyla aranan bolgelerin PCR amplifikasyonlari
yapildi. Amplifiye edilen iriinler Applied Biosystems Genetic Analyzer (Hitachi AB,
Applied Biosystem Genetic Analyzer 3130, USA) cihaziyla dizi analizine tabi tutularak
incelendi. DNA izolasyonu, PCR amplifikasyonu ve dizi analizi asagida agiklandigi gibi

yapild.

3.3. Yontemler

3.3.1. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

a) Eritrosit Lizis Tamponu (pH: 7.5) : 1 litre
- 0.32 M Siikroz : 109.5
- 10 mM Tris-HCI (pH: 7.5)
-5 mM MgCl,; MgCl,: 1.01 gr
- %1 Triton X 100: 10 gr

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler (Triton X 100 hari¢) karistirilarak son hacim
1000 ml olacak sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. Triton X otoklavdan sonra

eklenerek pH 7.5a ayarlandu.
b) Lizis Tamponu
-0.075 M NaCl : 4.4 gr
-0.025 M EDTA: 9.3 gr

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler karistirilarak son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi ve pH 7.5’e ayarlandi.
) %10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

2 gr SDS bir miktar bidistile su i¢inde ¢dzdiirtildiikten sonra son hacim bidistile su

ile 20 ml’ye tamamlanarak oda 1sisinda muhafaza edildi.
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d) Proteinaz K (20 mg/ml)

100 mg Proteinaz-K 5 ml bidistile suda ¢oziilerek porsiyonlanip -20 °C’de
muhafaza edildi.

e) 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre

— 242 gr Tris Base (Sigma)
— 57.1 ml Glasiyal asetik asit
— 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)
Tris base, 600 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal asetik asit ve
son olarak EDTA eklendi. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi. TAE 50X olacak
sekilde stok soliisyon olarak hazirlandi ve 1XTAE olacak sekilde sulandirilarak kullanildu.

f) Loading (yiikleme) Tamponu (6X)
- 40 gr siikroz
- 0.25 gr Bromfenol mavisi

Yukarida miktarlar1 verilen maddeler karistirilarak 100 ml olacak sekilde bidistile

su i¢inde ¢ozdiiriildii. Porsiyonlanarak -20 °C‘de muhafaza edildi.

3.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Miller ve arkadaslarinin (Miller ve ark, 1988) tarif ettigi tuz ile
coktiirme yontemi modifiye edilerek asagidaki sekilde gerceklestirildi. Hemogram
tiiplerine (EDTA’l1 tiipler) almman kan Ornekleri 3000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten
sonra plazma kismi1 uzaklagtirildi.

1. Tipiln en altindaki eritrositlerin hemen iist kismindaki buffy-coat tabakasindan 600 pl
alinarak bir ependorf tiipe kondu ve iizerine 900 pl eritrosit lizis tamponu eklendi.
Karisim pipetlendikten sonra ara sira alt-iist edilerek oda sicakliginda 5 dk. tutuldu.

2. Tipler 7000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant atildi.

3. Pellet tizerine 900 pl lizis tamponu konularak pipetaj yapildi.

4. 5000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pellet iizerine 0.5 ml %10’luk SDS (Sodyumdodesilsiilfat) ve 10 ul proteinaz-K
konularak kopiik olusmamasima dikkat edilerek pipetlendi. Tiipler arada bir alt iist
edilerek 65 °C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda +4 °C’de 3-5 dk. tutulduktan sonra iizerine 200 pl 6M NaCl
eklenerek vortekslendi.

Tiipler 14.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

Stipernatant steril bir tiipe alinarak {lizerine 1:1 oraninda %100’liik kloroform eklenip
iyice vortekslendi.

14.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

Siipernatant steril bir tiipe alinarak {izerine 1:1 oraninda %100’lik soguk etil alkol
eklenip yacasca alt-tist edildi.

Alt-iist edilen tiipler 14.000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.

Tiip ters gevrilerek supernatant atildi.

Dipte kalan pelet (DNA) iizerine 1 ml %70’lik etil alkol konularak bir-ka¢ kez alt-iist
edildi.

Tiipler tekrar 13. adimda oldugu gibi santrifiij edilerek etil alkol uzaklastirild1 (etil
alkol uzaklastirilirken DNA’nin atilmamasina dikkat edildi).

Tipler ters cevrilerek bir kurutma kagidi {izerine konuldu ve alkoliin ugmasi icin
yaklagik 15 dk. beklendi.

Izole edilen DNA iizerine steril bidistile su konularak tiipiin dibindeki presipite olmus
DNA’nin erimesi saglandi.

Son olarak PCR isleminde kullanilmadan 6nce DNA konsantrasyonu spektrofotemetrik

olarak asagida agiklandig: gibi belirlendi.

3.5. Spektrofotemetrik Yontemle DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Konsantrasyon olgiimii i¢in spektrofotometrenin 1 ml hacimli quartz tiipleri

kullanildi. Bu tiiplerden biri blank (referans) olarak secildi. Bu tiipe 1000 pl, ikinci tiipe ise

990 pl steril bidistile su ve iizerine izole edilen DNA’dan 10 ul konuldu. Karigim

pipetlenerek homojen hale getirildikten sonra her iki tiip spektrofotometrede 260 ve 280

nm dalga boyunda ayr1 ayr1 okunarak DNA konsantrasyonu ve DNA’nin saflig1 asagidaki

formiile gore hesaplandi.
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DNA Konsantrasyonu = Absorbans (ABS)2s0 X Sulandirma katsayis1 X 50/1000
Izole edilen DNA nin saflig1 ise su sekilde bulundu: ABS60/ ABSzg0

Bu sekilde olglilen DNA’larin konsantrasyonlari 100-200 ng/ul olacak sekilde
ayarlandiktan sonra 3 ependorf tiipe boliinerek, PCR islemi yapilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.6. Reaksiyon Karisimlarimn Hazirlanmasi ve PCR Amplifikasyonu

Izole edilen genomik DNA &rneklerinden, ticari olarak temin edilen GML HBB
(GML SeqFinder Sequencing System, HBB Kit, Switzerland) kiti kullanilarak beta globin
genine 0zgii bolgelerin (1. ve 2. bolge) amplifikasyonu gerceklestirildi.

Reaksiyon Karisimlarinin Hazirlanmasi
Calismada PCR karisimi 25 pl olacak sekilde ayarlandi. PCR karisimi asagidaki

oranlarda hazirlandi.

Beta globin geninin 1. bolgesi i¢in

Bilesen Her 6rnek icin pl hacim
GML Master Mix | 12.5 ul

HBB1-F Primer | 2.5 ul

HBB1-R Primer | 2.5 ul

Betain 5.0 ul

Genomik DNA 2.5 ul

Toplam 25 ul
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Beta globin geninin 2. bolgesi icin

Bilesen

Her ornek i¢in pl hacim

GML Master Mix | 12.5 ul

HBB2-F Primer | 2.5 pul

HBB2-R Primer | 2.5 ul

Betain

50ul

Genomik DNA 2.5 ul

Toplam

25 ul

Thermal cycler amplifikasyon dongiisii

Asama | Tammmlama Sicaklik | Siire
1 [k denatiirasyon 95 °C 10 dk.
2 95°C 30 sn.
Amplifikasyon: 5 dongii 50 °C 30 sn.
72 °C 90 sn.
3 95°C | 30sn.
Amplifikasyon: 5 dongii 55 °C 30 sn.
72 °C 90 sn.
4 95°C 30 sn.
Amplifikasyon: 40 dongii 59 °C 30 sn.
72°C 90 sn.
5 Son uzama (final extension) | 72 °C 7 dk.
6 Bekleme +4°C 0
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3.7. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Teknigi ile Goriintiillenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyon iiriinlerinin varhigit % 2’lik agaroz jelde

yiriitiilerek arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu
kullanildi.

. Elektroforez i¢in stok TAE soliisyonundan 1xTAE olacak sekilde distile su ile diliie
edildi.

1 g agaroz tartilarak 100 ml’lik bir Erlenmayere konuldu, 50 ml 01X TAE tamponu
eklendi (%2’liik agaroz) ve 10 mg/ml’lik ethidium bromid’den 4 ul ilave edildi.

3. Mikrodalga firinda 1-2 dk. kaynatildi.

. Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina, tabanda Imm bosluk kalacak sekilde
ayarlanarak yerlestirildi.

. Yaklagik 60 °C’ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabina dokiiliip donmasi i¢in oda
sicakliginda 30 dk. bekletildi.

. Taraklar dikkatlice c¢ikartilarak jel kabi elektroforez tankina (Wealtec, Elite 300 Plus,
USA) yerlestirildi.

. Amplifiye edilen 6rneklerden 7°ser ul 3ul loading (yiikleme) tamponu ile karistirilarak
jelde acilan kuyucuklara yerlestirildi.

. Yiikleme sirasinda DNA marker (100 bp’lik, Fermentas) kullanildi.

. Jele elektrik akimi (15 Volt/cm) verilerek 30 dk. elektroforez yapildi.

10. Yaklagsik 30 dk sonra yiiriitme islemi durdurularak jel goriintiileme cihazi (Wealtec,

Dolphin-View, USA) ile bantlarin varligi incelendi.
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Sekil 3.2. PCR iiriinlerinin yiiriitiildiigii elektroforez tinitesi (Wealtec, Elite 300 Plus, USA)

3.8. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Amplifikasyon sonunda elde edilen iiriinler steril PCR tiiplerine alindi. Her 5 pl PCR
tirtinii igin 2 pul EXoSAP-IT (GML ExoSap-IT, Switzerland) eklenerek hafifce vortekslendi

ve thermal cycler cihazinda asagidaki sicaklik ve siirelerde inkiibe edildi.

Enzim inkiibasyonu | (37 °C) | 30 dk.

Enzim inaktivasyonu | (80 °C) | 15 dk.

Bekleme (4 °C) 0
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3.9. Dizi Analizi Reaksiyonunun Hazirlanmasi

1. Tim reaksiyonlar i¢in 1’er tiip dizi analizi reaksiyon karigimi hazirlandi.

2. Her hasta igin 4 steril PCR tiipii hazirland1 (1F, 1R, 2F, 2R igin).

3. Her forward ve reverse reaksiyonlar i¢in PCR tiiplerine 2’ser pl PCR iirlinii eklendi.

4. Sonra tlipler hafifce vortekslenerek reaksiyon hacmi asagidaki tablolarda belirtildigi
gibi 10’ar pl’ye ayarlandi.

Birinci tiip (1.bolge Forward igin)

Bilesen Her 6rnek icin pl hacim

Dye terminator mix | 2.0

Sekans tamponu 2.0

HBB-1F primeri 2.0

Steril deiyonize su | 2.0

Toplam hacim 8.0

Ikinci tiip (1.bolge Reverse igin)

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim

Dye terminator mix | 2.0

Sekans tamponu 2.0

HBB-1R primeri 2.0

Steril deiyonize su | 2.0

Toplam hacim 8.0
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Ucgiincii tiip (2.bolge Forward igin)

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Dye terminator mix | 2.0
Sekans tamponu 2.0
HBB-2F primeri 2.0
Steril deiyonize su | 2.0
Toplam hacim 8.0

Dordiincti tiip (2.bolge Reverse igin)

Bilesen Her 6rnek i¢in pl hacim
Dye terminator mix | 2.0
Sekans tamponu 2.0
HBB-2R primeri 2.0
Steril deiyonize su | 2.0
Toplam hacim 8.0
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Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan tiipler asagidaki programda Thermal cycler
cihazinda inkiibe edildi.

Asama Sicaklik (°C) | Stire
1 Aktivasyon | 96 1 dk.
2 96 10 sn.
25 dongii | 50 5sn.
60 4 dk.
3 Bekleme 4 0

Sekil 3.3. Thermal cycler cihazi (Applied Biosystems, USA).
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2.10. Dizi Analizi Uriinlerinin Saflastiriimasi

1 gr Sephadex® G-50 (Sigma-Aldrich, Sweden) tartilarak 14 ml bidistile su i¢inde

¢Oziindiiriildii. Vortekslendikten sonra 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

. Her 6rnek i¢in kolonlu tiiplere 600 pl Sephadex konuldu.

Tipler 2 dakika 4600 rpm’de santrifiij edildi.

. Kolonlu tiiplerin asagisinda bulunan toplama tiiplerine filtre edilen kisim atildi.

Kolonda biriken ve kristalize olan Sephadeks’in {izerine daha 6nce elde edilen dizi
analizi iirlinii eklendi.

Bu asamada 3. adim tekrar edildi.

Kolonun asagisinda bulunan toplama tiipiine filtre olan saf PCR iirlini, dizi

analizinde kullanilmaya hazir hale getirildi.

Sekil 3.4. Sekans analizi tiriinlerinin piirifikasyonunda kullanilan kolonlu tiipler.
A. Bos kolonlu tiip, B. I¢inde kristalize halde sephadex bulunan kolonlu tiip.
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3.11. Dizi Analizi Isleminin Uygulanmasi

Saflastirilan sekans iiriinleri dizi analiz cihazina (Hitachi AB, Applied Biosystem
Genetic Analyzer 3130, USA) uygun sirayla aktarilarak elektroforez islemi gergeklestirildi.
Cihazda Sequencing Analyses programi (SeqScape Software v2.6) ile DNA dizi analizi
islemi gerceklestirildi.

Sekil 3.5. Saflastirilan sekans iiriinleri ve iiriinlerin dizi analizi cihazina aktarildig: plate.
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Sekil 3.6. Dizi analizi cihaz1 (Hitachi AB, Applied Biosystem Genetic Analyzer 3130, USA).

3.12. Sonuglarin Yorumlanmasi

Beta globin geni niikleotid dizileri agisindan SeqScape Software v2.6 kullanilarak
orijinal beta globin gen bdlgesi niikleotid dizisi ile karsilastirilarak hastalarda varolan

mutasyonlar tespit edildi.
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4. BULGULAR

Calismada Antakya Devlet Hastanesi ve Iskenderun Dogum ve Cocuk Bakim
Hastanesi’nde transfiizyon yapilan 95 Beta talasemi hastasi ile Mustafa Kemal Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvarina
Beta talasemi minor On tanisi ile gelen 42 hastanin DNA dizi analizleri Applied
Biosystems Genetic Analyzer cihazinda (Hitachi AB, Applied Biosystems Genetic
Analyzer 3130, USA) gergeklestirildi.

Calismada 65’1 kadin, 72’si erkek olmak iizere toplam hasta sayis1 137°dir. Cizelge
4.1’de de gorildiigii gibi hastalarin biiyiilk ¢ogunlugunu Antakya merkezdeki hastalar
olusturmaktadir. Bunu sirastyla Kirikhan, Reyhanli ve Iskenderun’dan gelen hastalar

izlemektedir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Hastalarin ilgelere gore dagilimi.

fige ad Gelen hasta sayisi
Antakya 57
Kirikhan 18
Reyhanli 16
Iskenderun 15
Altinozii 11
Dértyol 8
Samandag 4
Hassa 2
Yayladag: 2
Belen 1
Kumlu 1
TOPLAM 137
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Hastalardan 30 tanesi Beta talasemi major olarak tespit edilirken, 64’ii Beta

talasemi intermedia ve 43’ii Beta talasemi minor olarak belirlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2.Hastalarin fenotip dagilimlari.

Toplam hasta
sayisl

Beta talasemi
major

Beta talasemi
intermedia

Beta talasemi
minor

137

30

65

42

Beta talasemi major fenotipli hastalarin tam kan sayimlart incelendiginde eritrosit

ortalamalar1 3.47+0.38 xlOe/ul olarak bulunurken; hemoglobin ortalamalar1 8.98+1.04

g/dL, hematokrit ortalamalart % 27.35+3.22 olarak tespit edildi. Ortalama eritrosit hacmi

79.0943.96 fL, ortalama eritrosit hemoglobini 25.94+1.25 pg olarak hesaplandi. Tam kan

sayimlar1 ayrintili bir bi¢imde Cizelge 4.3’te aciklanmustir.

Cizelge 4.3. Major fenotipli hastalarin hemogram sonuglari.

WBC RBC HB HCT | MCV | MCH | MCHC | PLT RDW-

(10%pul) | (10%ul) | (g/dL) | (%) | (fL) | (pg) | (g/dL) | (10%ul) | SD

(fL)

Ortalama | 12.00 3.47 8.98 27.35 | 79.09 | 25.94 | 32.81 372.46 | 44.32
Standart | 7.11 0.38 1.04 3.22 3.96 1.25 1.39 126.47 | 7.09

Sapma

Beta talasemi intermedia fenotipli hastalarin tam kan sayimlari incelendiginde ise

eritrosit ortalamalar1 3.62+0.63 x10%ul olarak tespit edilirken; hemoglobin ortalamalari

8.88+1.31 g/dL, hematokrit ortalamalar1 % 27.38+3.95 ve ortalama eritrosit hacmi

76.66+8.93 fL, ortalama eritrosit hemoglobini 24.89+3.18 pg olarak hesaplandi1 (Cizelge

4.4).
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Cizelge 4.4. Intermedia fenotipli hastalarin hemogram sonuglari.

WBC RBC HB HCT | MCV | MCH | MCHC | PLT RDW-
(10%ul) | (10%ul) | (9/dL) | (%) | (L) | (pg) | (g/dL) | (10°pul) | SD
(fL)

Ortalama | 14.19 | 3.62 8.88 |27.38 | 76.66 | 24.89 | 32.44 |411.73 | 48.33

Standart | 14.07 | 0.63 131 395 |893 |318 |143 234.88 | 9.58

Sapma

Cizelge 4.5’te Beta talasemi mindr fenotipli bireylerin tam kan sayimlar
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore eritrosit ortalamalart 4.63+1.02 X106/],t1 olarak tespit
edilirken; hemoglobin ortalamalar1 9.85+1.41 g/dL, hematokrit ortalamalar1 % 30.56+4.45
ve ortalama eritrosit hacmi 67.67+£9.99 fL, ortalama eritrosit hemoglobini 21.90+3.40 pg
olarak bulundu (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Mindr fenotipli hastalarin hemogram sonuglari.

WBC RBC HB HCT | MCV | MCH | MCHC | PLT RDW-
(10%/ul) | (10%ul) | (g/dL) | (%) | (L) | (pg) | (g/dL) | (10%pul) | SD
(fL)

Ortalama | 11.60 | 4.63 9.85 |30.56 |67.67 |21.90 |32.36 |325.86 |59.87

Standart | 11.88 | 1.02 141 445 (999 |340 |1l64 168.87 | 23.03

sapma

Calismamiza dahil edilen tiim bireylerin tam kan sayimlari incelendiginde ise
eritrosit ortalamalar1 3.86+0.86 xlOG/ul, hemoglobin ortalamalarn 9.17£1.34 g/dL,
hematokrit ortalamalart % 28.2444.16 olarak bulunurken ortalama eritrosit hacmi
74.78+9.44 fL, ortalama eritrosit hemoglobini 24.3243.28 pg olarak tespit edildi (Cizelge
4.6).
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Cizelge 4.6. Tiim hastalarin hemogram sonuglari.

WBC |RBC | HB HCT |MCV | MCH | MCHC | PLT RDW-
SD

Ortalama | 12.97 |3.86 |9.17 2824 | 7478 |2432 |3251 |378.6 |48.43

Standart | 12.14 | 086 |1.34 |4.16 9.44 3.28 1.48 198.0 |12.08

sapma

Caligmaya dahil edilen tiim bireylerin mutasyon dagilimi ve allel sikligina
bakildiginda ise ilk siradaki IVS-1-110 (G>A) mutasyonunun toplam 47 birey, 62 allelde
(%22.63) goriildiigi tespit edilmistir. Ikinci sirada 36 allelde IVS-1-1 (G>A) ve iliglincii
sirada 29 allelde (%10.58) IVS-11-745 (C>G) mutasyonlar1 saptanmistir. 1VS-1-6 (T>C),
kodon 8 (-AA) mutasyonlarina sirastyla 28 (%10.22) ve 19 (%6.93) allelde rastlanmustir.
Bu mutasyonlari sirasiyla kodon 39 (C>T; 13/274, %4.74), kodon 5 (-CT; 9/274, %3.28),
kodon 44 (-C; 8/274, %2.92), IVS-II-1 (G>A; 6/274, %2.19), IVS-11-848 (C>A; 6/274,
%2.19) mutasyonlarinin takip ettigi tespit edilmistir. Bu verilen mutasyonlar dahil
calismamizda tespit edilen toplam 19 mutasyon ve allel sikliklar1 Cizelge 4.7’de ayrintili

olarak verilmistir.
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Cizelge 4.7. Tiim bireylerin mutasyon dagilimi ve allel siklig1.

No Mutasyon Tip Birey sayisi Allel sayisi Allel
yiizdesi
(%)
1 IVS-1-110 (G>A) beta” 47 62 22.63
2 IVS-1-1 (G>A) beta® 27 36 13.14
3 IVS-11-745 (C>G) beta” 20 29 10.58
4 IVS-1-6 (T>C) beta” 20 28 10.22
5 Kodon 8 (-AA) beta® 17 19 6.93
6 Kodon 39 (C>T) beta® 12 13 4.74
7 Kodon 5 (-CT) beta® 8 9 3.28
8 Kodon 44 (-C) beta® 7 8 2.92
9 IVS-11-1 (G>A) beta® 5 6 2.19
10 IVS-11-848 (C>A) beta” 4 6 2.19
11 IVS-1-5 (G>C) beta” 3 4 1.46
12 IVS-1-130 (G>C) beta® 1 2 0.73
13 Kodon 17 (A>T) beta® 1 2 0.73
14 Kodon 22/23/24 beta® 1 2 0.73
(-AAGTTGG)
15 | Kodon 126 (Hb Beirut) | beta” 2 0.73
16 Kodon 98 (GTG->ATG) | beta® 1 0.36
(Hb K6ln)

17 Kodon 90 (G>T) beta® 1 1 0.36
18 | Kodon 26 beta” 1 1 0.36
19 Kodon 6 beta® 1 1 0.36

Mutasyonlu allel

sayis1:232 100

Mutasyonsuz allel

sayi1s1:42

Toplam allel

sayist: 274

Calismada Hatay ili bolgelerine gére mutasyon dagilimi incelendiginde hasta
yogunluguyla dogru orantili olarak mutasyon dagiliminin goriildiigi tespit edildi. En fazla
hasta yogunlugu olan Antakya 100, daha sonra sirasiyla Kirikhan, Reyhanli, Iskenderun
bolgelerinde ise 29, 28 ve 26 allelde mutasyon goriildiigii saptanmistir. En az hasta

grubunu olusturan 2 ilgeden Samandag ve Yayladagi’nda sirasiyla 6 ve 4 allelde mutasyon

oldugu tespit edildi (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Ilgelere gore mutasyon dagilimlari.

Iiceler

Mu-
tas-
yon

Antakya

Iskenderun

Kirikhan

Dértyol

Hassa

Belen

Kumlu

Reyhanl

Altindzi

Samandag

Yayladagi

IVS-1-110

27

IVS-I-1

13

IVS-11-745

IVS-1-6

15

Kodon 8

14

Kodon 39

RPN DO

R WO

Kodon 5

Kodon 44

IVS-11-1

IVS-11-848

N FNEE N T = BN

R R BN

IVS-I-5

IVS-1-130

NP INRFP R PWRERINW oW

Kodon 17

N R B [P N

Kodon
22/23/24

Kodon 126

Kodon 98

Kodon 90

Kodon 26

Kodon 6

TOPLAM
ALLEL
SAYISI

100

26

29

13

28

19

S7




Bazi mutasyonlara ait elektroferogramlar asagidaki sekillerde (Sekil 4.1, 4.2, 4.3,

4.4 ve 4.5) verilmistir. Bunlardan Sekil 4.4’deki elektroferogram Hemoglobin K&ln, Sekil

4.5’deki elektroferogram ise Hemoglobin Beyrut’'u gostermektedir. Bu iki hasta

laboratuvarimiza beta talasemi minor 6n tanisiyla gonderilmis olup bu hastalarda tesadiifen

hemoglobin varyantlaru tespit edilmistir. Bu iki hemoglobin varyanti iilkemizde ilk kez

gosterilmistir.

CACTGACTCTCTCTGCCTATT

[I¥)

actgactctcoctcoctgeoctatty
T D 3 L C L L

FTCTATTTTCCCACCCTTAGGCT

gtctattbbCoccacccttagyot orjinal beta globin dizisi
ki T F P T L E.

[ RY]

ACTGACTCTCTCTGCCTATT
CTATT

GTCTATTTTCCCACCCTTAGGCT mutant beta globin dizisi
FTCT

CTATT

FTCT

Sekil 4.1. Homozigot IVS-1-110 mutasyonu elektroferogrami (G>A degisimi).

Isaretli siitun IVS-I-110°daki orijinal niikleotid olan ‘Guanin’in ‘Adenin’e doniisiimiinii isaret etmektedir.
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e0

[GGTGAGGCCCTGGGCAGR I TGGTATCAAGGTTACAAGACAG

131 141 151 161
orjinal beta globin
¥ ¥ R P W A w Y a4 6 ¥ g 1 dizs
TGGTGAGGOCCTGGGCAGE TTGGTATCAAGGTTACAALGAC A G mutant beta globin
GGEAGﬁ%TGGT dizisi
GGCAGETTGET

Sekil 4.2. Homozigot IVS-I-1 mutasyonu elektroferogrami (G>A degisimi).

Isaretli siitun IVS-I-1deki orijinal niikleotid olan ‘Guanin’in ‘Adenin’e doniisiimiinii isaret etmektedir.

kodon 17 (AAG)

kodon 16 (GGC)
TACTGCCCTGTGGGGLE
91 101

L L 3 C 5

TRGGETGALCGTGGAT GAAR
otijinal beta globin
R * T '[|]' H diﬁsi

TACTGCCCTGTGGGEC
GGLEGC

GEGGC

RGGTGAACGTGGATG A A mutant beta globin
ThGeTe dizisi

GETE

Sekil 4.3. Homozigot Kodon 17 mutasyonu elektroferogrami (A>T degisimi).

Isaretli siitun kodon 17°deki orijinal niikleotid olan ‘Adenin’in ‘Timin’e doniisiimiinii isaret etmektedir.

AAG (Lys) >TAG (stop kodonu)
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1200
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1000
960
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760
720
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520
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280
240
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40
0 |== T JRR—— e
49 11956 11963 17970 11977 11884 11991 11998 12005 12072 12019 12026 12033 12040 12047 12054 12081 1206
< | > hS | b3

Sekil 4.4. Heterozigot Kodon 98 mutasyonu elektroferogrami (Hb Koln, G>A degisimi).

Isaretli siitun kodon 98deki orijinal niikleotid olan ‘Adenin’in ‘Timin’e doniisiimiinii isaret etmektedir.

GTG >ATG (Val->Met)
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1596
1550
1620
1482
1444
1406
1368
1230
1292
1254
1216
1178
1140
10z
1064
1026
488
450
412
274
836
Ta8
7O
722
684
646
G0
570
532
494
456
418
380
342
204
266
228
140
152
114
7h
af

g

<

3416

2?1 2?].

0 0 5 4 0 0 A G i G C 4 ] G C T G C C T

C C C F:S C C A [} T [c] C 4 [} G C T G C C T

Heterozigot Kodon 126

k ) JA \‘ “ o -

- | e ; AW SN A S D ety S
3430 3444 3458 3472 3486 3500 3514 3528 3542 3666 3570 3584 3508 3E12 3626 3640 3654

| >

Sekil 4.5. Heterozigot Kodon 126 mutasyonu elektroferogrami (Hb Beirut, T>C degigimi).
Isaretli siitun kodon 126’daki orijinal niikleotid olan ‘Timin’in Sitozin’e doniisiimiinii isaret etmektedir.

GTG >GCG (Val->Ala)

61




5. TARTISMA

Kalitsal hemoglobin hastaliklar1 (hemoglobinopatiler) hemoglobin varyantlar1 ve
talasemiler olmak tizere 2 grupta incelenir. Talasemiler hemoglobin sentezindeki
bozukluklardan kaynaklanan, diinyadaki en yaygin tek gen hastaliklaridir (Higgs ve ark.
2012, Weatherall 2004). Hemoglobinin tetramer yapisindaki o ve [-benzeri globin
zincirlerinin sentezi ve yapisindaki bozukluklar kalitimsal anemilerin en sik goriilen
formlarin1 olusturmakta ve talasemi hastalarinda ya o-benzeri ya da [-benzeri globin
zincirlerinin iretiminde bir problem oldugu bildirilmektedir (Higgs ve ark 2012). a-globin
sentezinin eksikliginde Alfa talasemi, - globin sentezinin eksikliginde ise Beta talasemi
olusmaktadir. Giiniimiizde a- ve B- globin zincirlerinin sentezini veya yapisini etkileyen
1000’den fazla mutasyon oldugu bildirilirken, Beta talasemili hastalarda beta globin

genlerinde ise ikiylizden fazla mutasyon tespit edilmistir (Higgs 2004).

Talasemiler Afrika, Akdenize kiyisi olan iilkeler, Orta Dogu, Hindistan yarimadasi,
Gliney Cin ve Glineydogu Asya’ya kadar diinyada oldukg¢a genis bir alanda yayilim
gostermektedir (Weatherall 2004). Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore diinya
niifusunun %1-5’inin Beta talasemi tasiyicist oldugu bildirilirken tiim diinyada her yil
yaklasik 60.000 hasta bebek dogumunun gergeklestigi bildirilmektedir (Higgs ve ark.
2012).

Beta talasemi mindr hastalar1 (tek beta talasemi allelinde mutasyon olan kisiler)
morfolojik a¢idan anormal eritrositlere sahip olsalar da, bu kisilerin klinik olarak saglikli
kisiler oldugu bildirilmistir. Globin geninde homozigot veya birlesik heterozigot mutasyon
olan kisilerde ise hemolitik aneminn goriilebilecegi bildirilmistir. Talasemi tanisinda tam
kan sayimi ve kan yaymasinin énemli yeri vardir. MCH (ortalama eritrosit hemoglobini),
MCHC (ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu) ve RBC (eritrosit sayis1) onemli
tan1 kriteridir. Talasemi, demir ve ferritin eksikliginden kaynakli demir eksikligi
anemisiyle birbirinden ayrilir. Talasemi mindr hastalarinda kan sayimi degerleri genellikle
normal olmakla birlikte ortalama MCV (eritrosit hacmi) ve MCH degerlerinin azaldig:
bildirilmektedir. Literatiirde belirtildigi gibi ¢alismamizda Beta talasemi minor hastalarinin
kan sayim sonuglar1 incelendiginde hemotokrit ortalamasinin % 36’dan kii¢iik, MCV nin

80 fI’”den ve MCHC’nin ise 33 pg’den kiiciik oldugu goriilmektedir. Beta talasemi
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intermedia ve major hastalarinda ise hemotokrit degerinin % 28’den, MCV degeri 80

fI’den, MCHC ise 33 pgden kii¢iik oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda da Beta talasemi minor hastalarinin ortalama MCV, MCH, MCHC
ve hemoglobin miktarlar1 normal bulunurken, Beta talasemi intermedia ve Beta talasemi

major hastalarinda da hemoglobin diizeylerinin ¢ok farkli olmadigi tespit edilmistir.

Diinya konjonktiiriinde {iilkemiz, talasemi frekansinin yiiksek oldugu {ilkeler
arasinda yer almaktadir. Yapilan c¢esitli caligmalarda iilkemizde talasemi tasiyici
frekansinin %2- 11 arasinda degistigi bildirilmektedir (Altay 2002, Tadmouri ve ark. 1998,
Tadmouri ve Basak 2001). Ozellikle Akdeniz bdlgesi yerlesim bolgeleri ile Bati Anadolu
ve Trakya bolgeleri yiiksek talasemi insidansi ile seyreden yerlesim alanlari arasinda yer
almaktadir. Ulkemizde yiiksek dogum hiz1 ve akraba evlilikler sebebiyle hasta bebek sayist
da yiiksektir. Beta talaseminin yiliksek frekansta goriildiigii bildirilen bu bolgelerde Beta
talasemi hastalarinda p-globin geninde oldukga yiiksek mutasyon heterojenitesinin

goriildiigi bildirilmistir.

Hastalikla miicadelede Beta talasemi tasiyicilarinin belirlenmesi, hastaliga neden
olan mutasyonlarin molekiiler yontemlerle tespit edilmesi ve genetik danigmanlik
hizmetinin verilmesi hasta ¢ocuk dogumlarini 6nlemede olduk¢a onemlidir. PCR ve
molekiiler temelli yontemlerin 6zellikle de DNA dizi analiz ¢alismalarinin aragtirmalarda
kullanilmasii takiben Beta talasemi mutasyonlarinin hizli ve dogru tanist yapilmaya

baslanmistir.

Beta talasemide sensitif yontemlerle mutasyonun belirlenmesi hastaligin tanisinda
oldukg¢a 6nemlidir. Beta talasemi mutasyonlarinin arastirildigi molekiiler ¢alismalar farkli
bolgelerde ve etnik gruplarda farkli beta globin mutasyonlarin goriilebilecegini
gostermistir. Bugiline kadar tlkemizde cesitli sehir ve bolgelerde beta globin gen
mutasyonlariyla ilgili olarak ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan biri 2012
yilinda Adana bolgesinde yapilmistir. Beta talaseminin en sik goriildiigii illerden biri olan
Adana’da yapilan bu c¢alismada Beta talasemi frekansmin belirlenmesi amaglanmis,
calismaya Kalitsal Kan Hastaliklar1 Merkezi’ne kayitli 3.000 birey dahil edilmistir.
Calismada beta-globin geninin molekiiler analizi beta-globin strip assay yontemi ile

yapilmis, Beta talasemi frekansi %13.46 olarak bulunurken, Beta talasemili hastalarda
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toplam 18 farkli mutasyonun tespit edildigi bildirilmistir. Molekiiler analizlerde Beta
talasemi geninde tespit edilen mutasyonlarin siklik oranlarina gére dagilimimin IVS-1-110
(G>A), kodon 8 (-AA), IVS-I-1 (G>A), IVS-I-6(T>C), -30(T>A), IVS-1I-1(G>A), kodon
39(C>T), kodon 44 (-C), IVS-I-5 (G>C), kodon 5 (-CT), kodon8/9 (+G), IVS-1I-745
(C>G), kodon 22 (7 bp delesyon), -101 (C>T), kodon36/37 (-T), IVS-1-15 (T>G), kodon
6(-A), -88(G>A) seklinde oldugu bildirilmistir. Hatay bolgesine en yakin illerden biri ve
Beta talaseminin en sik goriildiigii kentlerin basinda gelen Adana bolgesindeki mutasyon
tiplerinin ¢alismamizla kiyaslandiginda benzer mutasyonlar oldugu goriilmektedir.
Calismamizda, Adana’da yapilan bu ¢alismadan farkli olarak kodon 98 (GTG->ATG) ve
kodon 90 (G>T) mutasyonlarinin % 0.4 olarak tespit edildigi goriilmektedir. Ayrica Adana
ili Beta talasemi hastalarinda en sik olarak bildirilen IVS-1-110 (G>A), IVS-I-1 (G>A) ve
IVS-1-6 (T>C) mutasyonlarinin bdlgemiz talasemi hastalarinda da benzer sekilde en
yiiksek oranda oldugu saptanmistir. Hatay ile Adana’nin ayni bolgede yer aldigi halde
mutasyon tiplerinde bazi farkliliklarin olmasini her iki ¢alismada kullanilan yontemlerden
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Caligmamizda sensitivitesi “gold” standart olan
DNA dizi analizi yontemi kullanilirken, Gliveng ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ise
beta globin strip assay yontemi kullanilmistir. DNA dizi analiz yontemi bu tip mutasyon
analizleri i¢in en uygun oldugu bildirilen yontemlerin basinda gelmektedir. Bu iki ¢alisma
arasindaki farkliligin Adana’da yapilan c¢alismada duyarliligit DNA dizi analizine kiyasla
daha diisiik olan strip assay testinin kullanilmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz

(Gliveng ve ark. 2002).

Yurdumuzda Akdeniz’e kiyist olan sehirlerden ve hastaligin yiiksek insidansta
seyrettigi illerden olan Antalya’da yapilan bir diger ¢alismada ise Beta talaseminin prenatal
tanisi i¢in toplam 407 fetlis calismaya dahil edilmis, gebelerden ilk trimesterde fetal
ornekler koryonik villi 6rnekleme yoluyla, ikinci trimesterde ise amniyon sentez ve kordo
sentez yoluyla 6rnekler alinarak analizleri yapilmistir. Calismada en sik tespit edilen Beta
talasemi mutasyonlarinin IVS-1-110 (G>A), IVS-II-1 (G>A), IVS-1-6 (T>C) ve IVS-11-745
(C>G) oldugu saptanmistir. Hasta profili ve bolge benzerligi bakimindan Hatay bdlgesine
olduk¢a yakin olan bu ¢alismada elde edilen verilerin bizim ¢alisma sonuglartyla oldukca
uyumlu oldugu goriilmektedir. Bolgemizde en sik goriilen I1VS-1-110 (G>A)
mutasyonunun Antalya’da da ilk sirada yer aldig1 goriilmektedir. Bu mutasyonu

bolgemizde IVS-I-1 (G>A), IVS-11-745 (C>G) ve IVS-1-6 (T>C) mutasyonlar1 takip

64



ederken, Antalya bolgesinde ise ikinci siklikla goriilen mutasyonun IVS-1I-1 (G>A)
mutasyonu oldugu, bunu sirasiyla IVS-1-6 (T>C) ve IVS-1I-745 (C>G) mutasyonlarinin
takip ettigi saptanmistir (Mendilcioglu 2011).

Yine 2004 yilinda Antalya’da da yapilan bir baska ¢alismada 377 dogum sonrasi ve
82 dogum oncesi vakada toplam 918 kromozom reverse dot blot hibridizasyon yontemiyle
analiz edilerek Beta talasemi hastalarinda mutasyon dagilimi incelenmistir. Hastalarin
%18.6’sinin Beta talasemi major ve %5’inin de Beta talasemi intermedia hastasi oldugu
belirlenmis ve calismada 16 farkli Beta talasemi mutasyonu varligi saptanmistir. Bu
mutasyonlar arasinda en sik tespit edilen mutasyonun %44.4°liik oranla IVS-1-110(G>A)
oldugu bulunmustur (Keser ve ark. 2004). IVS-I-110(G>A) mutasyonu gerek bizim
calismamizda ve gerekse de Akdeniz bolgesi ve Tiirkiye’de daha once yapilan
caligsmalarda bildirildigi gibi en sik tespit edilen mutasyondur. Gerek Hatay ve gerekse de
Antalya benzer iklim ve hasta profiline sahip Akdeniz sehirleri olmasina ragmen bu
caligmada Beta talasemi hastalarinda 16 farkli mutasyon tespit edildigi bildirilirken
calismamizda 19 farkli mutasyon tespit edilmistir. Bu farkliligin sebebinin bu iki ¢aligmada
farkli yontemlerin kullanilmasina bagli olabilecegini diisiinmekteyiz. Yontem farklilig
yaninda bu iki ¢aligma arasindaki mutasyon farkliliginin sebebi Hatay bolgesinin Kuzey

Afrika iilkelerinden yiiksek oranda go¢ aliyor olmast ile de iliskili olabilir.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda Beta talasemi hastaliginin lilkemizde 6zellikle
Hatay, Adana ve Antalya gibi Akdenize kiyis1 olan kentlerde yiiksek insidansta seyrettigi
bildirilmistir. Bunun yaninda, 6zellikle son dénemlerde Giineydogu Anadolu, Ege ve i¢
Anadolu bolgelerinde de hastaligin insidansinda énemli artislar oldugu da bildirilmektedir.
Gilineydogu Anadolu bélgesinde Aygigcek ve arkadaslarinin 115 Beta talasemi hastasinda
22 mutasyon tarayarak yaptiklar1 bir ¢alismada, en sik goriilen mutasyonun IVS-1-110 (G-
A) oldugu bunu sirasiyla IVS-I-1 (G-A), kodon 39 (C>T) ve kodon 8 (-AA) olarak
belirlemisler ve bu 4 mutasyonun sikligini %62.5 olarak saptamislardir (Aycicegi ve ark.
2011). Calismamizda ise benzer olarak bu 4 mutasyonun en sik rastlanan mutasyonlar
arasinda oldugu ve sikliginin da 47.47 oldugu goriilmektedir. Yine, ayni bolgeden Giilbay
ve arkadaglarinin 6’s1 major, 32’si mindr Beta talasemi hastasinda 22 mutasyon tarayarak
yaptiklar1 ¢alismada sadece 9 farkli mutasyon tespit etmislerdir. Bu calismada en sik

gorillen mutasyonun IVS-1-110 (G-A) (%47.4) oldugu, bunu sirasiyla IVS-I-1 (G-A)
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(%15.8), IVS-II-1 (G>A)(%7.9), kodon 8 (-AA)(%7.9), ve kodon 8/9 (+G)(%7.9)
mutasyonlarinin takip ettigini belirlemislerdir. Bu ¢aligmayr bizim c¢aligmamizla
kiyasladigimizda IVS-1-110 (G-A) ve IVS-I-1 (G-A) mutasyonlarinin her iki ¢alismada da
ilk iki sirada oldugu, bununla birlikte frekanslarinin farkli oldugu goériilmektedir. Diger
mutasyonlarin siklik siras1 ise calismamizdan farklidir. Iki calisma arasindaki bu
farkliliklar, calismaya dahil edilen hasta sayilart ve kullanilan molekiiler yontemlerin
farkliligindan kaynaklanmaktadir. Giilbay ve arkadaglarinin ¢alismasinda hem hasta sayisi

oldukca smirli hem de kulanilan strip assay yontemi siirli sayida mutasyon

tarayabilmektedir (Giilbay ve ark. 2009).

Beta talasemi iilkemizde en sik goriilen hemoglobinopatilerden biridir. Beta
talaseminin, hemoglobinopati hastalarinin yaklasik 3/4’iinii olusturdugu bildirilmektedir.
Beta talasemide rastlanilan mutasyon sikligi ve mutasyon tipi bolgeden bolgeye
degisebilmektedir. Altay tarafindan 2002 yilinda iilkemizde genis 6l¢ekli yapilan bir
calismada mutasyon tipi ve sikligi arastirilmis, calismada 5 farkli mutasyonun tespit
edildigini bildirmistir. Bu mutasyonlarin basinda %41 oraninda IVS-I-110 en sik olarak
tespit edilirken, bu mutasyonlar sirasiyla IVS-1-6 (%10.3), IVS-1I-1 (%8.1), IVS-11-745
(9%6.2) ve IVS-I-1 (%5.7)’in takip ettigi bildirilmistir. Calismada bu 5 mutasyonunun Beta
talasemide goriilen tim mutasyonlarin %5’ini olusturdugu bildirilmistir. Bu ¢aligma ile
uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da en sik tespit edilen mutasyonlarin ilk 5’nin IVS-I-
110 (%22.63), IVS-I-1 (%13.14), IVS-11-745 (%10.58), IVS-1-6 (%10.22) ve kodon 8 (-
AA) (%6.93) mutasyonlar1 oldugu tespit edilmistir. IVS-1-110 ve IVS-I-1 mutasyonlar
calismamizda saptanan tiim mutasyonlarin %35.77’sini olusturmaktadir. Aym sekilde,
Basak’in Beta talasemi mutasyonlarinin Tiirkiye’deki dagilimini gosterdikleri calismada en
stk 5 mutasyonun sirastyla 1VS-1-110 (G-A), IVS-1-6 (T>C), kodon 8 (-AA), IVS-I-1 (G-
A) ve IVS-11-745 (C>G) oldugunu ve bu 5 mutasyonun %59.9 sikliginda bulundugunu
saptamislardir (Basak 2007). Calismamizda da bu 5 mutasyon en sik goriilen mutasyonlar
olup %63.5 oraninda saptanmistir. Bu nedenle sonuclarimiz Tirkiye’deki mutasyon

dagilimlar1 ve siklig1 ile oldukga benzerlik gostermektedir.

Ulkemizde yapilan g¢esitli calismalarda goriilecegi gibi IVS 1-110 (G>A)
mutasyonunun tiim bolgelerde en yaygin mutasyon oldugu bildirilmektedir. Bu mutasyona

Akdeniz bolgesi basta olmak tlizere, Marmara bolgesi ile Dogu Anadolu bolgelerinde sik
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rastlanildig: bildirilmektedir. Bunun yaninda ikinci siklikta goriilen mutasyon ise 1VS 1-6
(T>C) mutasyonudur. Bu mutasyonun Marmara, Akdeniz, Orta Anadolu ve Karadeniz
bolgesinde sik goriildiigh bildirilmektedir. Beta talasemi mutasyonlarindan IVS-1-1 (G>A)
mutasyonunun Ege bolgesi hastalarinda en sik goriilen mutasyon oldugu fakat bu
mutasyonun son donemlerde iilkemizde Marmara, Karadeniz, Orta Anadolu ve Giiney-Bati
Anadolu’da da sik rastlandigi bildirilmektedir. Bunun disinda IVS-I1-745 (C>G)
mutasyonunun en yaygin oldugu bolgenin ise Akdeniz bolgesi oldugu bildirilmektedir.
Yine IVS-I-1 (G>A) mutasyonunda oldugu gibi son zamanlarda bu mutasyona iilkemizin
diger bolgelerinde de rastlanilmaya baglanildig: bildirilmektedir. Calismamizda literatiirle
uyumlu olarak en sik bulunan mutasyonun IVS-I-110 (G>A) mutasyonu oldugu tespit

edilirken bunu IVS-1-1 (G>A) mutasyonunun takip ettigi saptanmistir (Altay 2002).

Calismamizda bolgemizde en sik rastlanilan mutasyon olan 1VS-1-110 mutasyonu
Yilmaz ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alisma sonucuyla olduk¢a uyumlu bulunmustur. Bu
calismada Yilmaz ve arkadaslari Ege bolgesinde talasemi mutasyonlarini saptamak
amaciyla ARMS yontemiyle yaptiklart ¢alismada IVS-1-110 mutasyonu (%32.85) en
yiiksek oranda saptarken, bunu 1VS-1-6 (%7.14), IVS-1-1 (%7.14) ve 1VS-11-745 (%4.28)

mutasyonlarmin takip ettigini bildirilmislerdir (Y1lmaz ve ark. 2000).

Ulkemizde Dogu ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde alt1 ili (Van, Agri, Hakkari,
Bitlis, Mus ve Siirt) i¢ine alan 2001 yilinda yaglar1 12-18 arasinda degisen 1014 saglikli
ogrenci dahil edildigi bir ¢aligmada Beta talasemi tasiyicilik oraninin %0.6 (6 6grenci)
oldugu bulunurken, ¢ocuklardan 1 (%0.1)’inin -30 (T>A) mutasyonu agisindan homozigot,
1 ¢ocugun ise HbD-Los Angeles mutasyonu agisindan heterozigot oldugu bulunmustur. Bu
mutasyonlar diginda 3 dgrencide kodon 8/9 (+G), 2 6grencide -30 (T>A) ve 1’er 6grencide
de IVS-1-110 (G>A), IVS-1I-1 (G>A) ve IVS-1-130 (G>A) mutasyonlarinin varligi
gosterilmistir. Calismamizdaki veriler irdelendiginde, bolgemizdeki hastalarda Dogu
Anadolu bolgesinde Beta talasemi hastalarinda goriilen mutasyon dagilimindan farkli bir
dagilimin oldugu anlasilmaktadir. Bolgemizde kodon 8/9 (+G) ve -30 (T>A)
mutasyonlarma rastlanilmazken Dogu Anadoluda 1°(%0.1)er hastada bu mutasyonlara

rastlanilmistir (Oner ve ark. 2001).

Ulkemizde Beta talasemi mutasyonlar1 konusunda en eski ve kapsaml

calismalardan biri 1998 Tadmouri ve arkadaslarinin Beta talasemi ve orak hiicre anemi
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tastyicilari {izerinde yaptiklar1 calismadir. Bu calismada 5 farkli bolgede (Istanbul, Ankara,
Izmir, Adana, Antalya) Beta talasemi mutasyonu dagilimi1 siklig1 degerlendirilmis, en sik
goriilen Beta talasemi mutasyonunun 1VS-1-110 (G>A) mutasyonu oldugu tespit edilirken,
bunu IVS-1-6 (T>C), kodon 8 (-AA), IVS-1-1 (G>A), IVS-11-745 (C>G), IVS-1I-1 (G>A),
kodon 39 (C>T), -30 (T>A) ve kodon 5 (-CT) mutasyonlarinin takip ettigi tespit edilmistir.
Bu calismadan elde edilen bolgesel sonuglar iilke genelindeki mutasyon sikligi ile
karsilastirildiginda Tiirkiye’nin Giiney ve Bat1 bdlgelerinin tiim dagilimiyla uyumlu olarak
en yiiksek oranda IVS-1-110 (G>A), IVS-I-6 (T>C) ve kodon 8 (-AA) gibi sik goriilen
mutasyonlarin yiiksek oranda oldugu bulunurken, Dogu ve Kuzey bolgelerinin ise
bolgedeki popiilasyona 6zel -87 (C-G) ve -30 (T-A) gibi bazi mutasyonlarin yiiksek oranda
tespit edildigi saptanmustir (Tadmouri ve ark. 1998).

Talasemi Akdeniz iilkeleri ve goglerle yayilarak diinyanin bir¢ok iilkesinde goriilen
bir hastaliktir. Diinyada Orta Dogu, merkez Asya ve Hindistan gibi tilkelerde sik gortildiigi
bildirilmigtir. Abuzenadah ve arkadaslarinin 2011 yilinda Suudi Arabistan’in bati
boliimlerinde yapilan 172 hastayr kapsayan bir ¢alismada Beta talasemili hastalarda
mutasyon varligt PCR-ARMS ve dizi analizi yontemleriyle arastirilmis ve c¢alismada
toplam 23 farkli mutasyon tespit edildigi bildirilmistir. Calisgmada IVS-II-1 (G>A), IVS-I-
110 (G>A), IVS-I-5 (G>C), kodon 39 (C>T), kodon 26, kodon 8/9 (+G) ve IVS-I-1 (G>A)
mutasyonlariin hastalarin %78’lik gibi biiyiik bir kisminda saptandigi bildirilmistir. Bizim
calismamizda ise bu c¢alismadan farkli olarak allellerin %63.5°lik bir kismin1 IVS-1-110
(G>A), IVS-I-1 (G>A), IVS-11-745 (C>G), IVS-I-6 (T>C), kodon 8 (-AA) mutasyonlari
olugturmaktadir. Ayrica bu ¢aligmada dizi analizi yontemiyle kodon 41/42 (-TCTT), IVS-I
25 bp delesyon, kodon 37, kodon 44 (-C), cap bolgesi +1 (A-C), IVS-1-6 (T>C), kodon 5 (-
CT) ve IVS-I-1 (G>A) mutasyonlarininda olduk¢a nadir goriildigi tespit edilmistir.
Calismamizda ise Suudi Arabistan’nin bati bdlgelerinde nadiren goriildiigii bildirilen bu
mutasyonlardan kodon 44 (-C) ve IVS-I-1 (G>A)‘in daha yaygin oldugu tespit edilmistir
(Abuzenadah ve ark. 2011).

Beta talaseminin yiliksek oranlarda seyrettigi bolgelerden biri de Irak’tir. Irak
ozellikle Irak’in Kuzey kesimlerinde yiiksek talasemi tasiyicilik oranlar1 ve akraba evliligi
sikligi nedeniyle Beta talasemili dogumlarin da sik oldugu bildirilmektedir. Allawi ve

arkadaglarmin bu bolgede 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 104 Beta talasemi
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major/intermediali hasta ve ailelerinin dahil edildigi bir ¢alismada hastaligin molekiiler
temelleri arastirilmis, ¢alismada Beta talasemi hastalarinda IVS-11-1 (G>A), kodon 44 (-C),
kodon 5 (-CT), IVS-I-1 (G>A), kodon 39 (C>T), IVS-1-6 (T>C), kodon 8/9 (+G) ve IVS-I-
5 (G>C) mutasyonlarinin hastalarin %81.7°sinde bulundugu tespit edilmistir. Bunlarin
disinda kodon 8 (-AA), IVS-I-110 (G>A), kodon 30 ve kodon 22 mutasyonlarinin da
nadiren tespit edildigi bildirilmistir. Kodon 8 (-AA) mutasyonunun bdgede nadir goriilen
mutasyonlar arasinda oldugu belirlenirken, ¢alismamizda ise bu mutasyonun sik goriilen

mutasyonlar arasinda bulundugu saptanmistir (Al-allawi ve ark. 2006).

Yine Beta talaseminin yiiksek frekansta seyrettigi tilkelerden biri olarak bilinen
Hint bolgesi ya da Hindistan’da 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada Beta talasemi hastasi
olarak dogan c¢ocuklar ve kardeslerinin genotiplendirilmesi yapilarak genotip-fenotip
korelasyonu arastirilmig, ¢alismada hastalarda major genotip olarak homozigot IVS-I-5
(G>C) %26 oraninda bulunurken, %37 oraninda ise diger mutasyonlar (kodon 8/9, HbE,
kodon 41/42)’1a veya hemoglobinopatilerle birlesik heterozigot seklinde bulundugu tespit
edilmistir (Sahu ve ark. 2012).

Beta talasemi tlilkemizde oldugu gibi Akdeniz’e kiyis1 olan Kibris gibi {ilkelerde de
yiiksek frekansta seyretmekte olup 6zellikle son yillarda hastalia Akdenize kiyis1 olmayan
tilkelerde de oldukca yiiksek frekansta ve yaygin mutasyon varhigi ile rastlanildig:
bildirilmektedir. Dogu Anadolu bélgemize komsu olan iran’da Beta talasemi hastalarmin
olduk¢a yiiksek frekansta oldugu bildirilmistir. Iran’da son ddnemlerde yapilan
caligmalarda 2 milyonun {izerinde Beta talasemi tasiyiciligindan s6z edilmektedir. Bu
tilkede 8 farkli cografyada yasayan insanlar lizerindelO yili kapsayan Najmabadi ve
arkadaslarinin yaptiklari bir caligmada farkli etnik gruplar arasinda Beta talasemi
tastyiciligt ve mutasyon tiplerinin tespit edilmesi amaglanmis, ¢alismada ARMS PCR
yontemi kullanilarak 174 Beta talasemi hastasi ile 889 akrabalik iliskisi olmayan tasiyicilar
analiz edilmistir. Caligmada toplam 1217 kromozom ¢alisilmis, kromozomlarin %81 gibi
biiylik bir kisminda Beta talasemi mutasyonlarina rastlanmistir. Calismada bdlgemizden
farkli olarak en yiiksek insidansta IVS-1l-1 (G>A)(%34) mutasyonunun yer aldig
bildirilmis ve iilkenin kuzey kesimlerinde bu mutasyon tipinin diger bolgelerden daha
yiikksek oldugu, giiney kisimlara dogru ise azaldigi tespit edilmistir. Ulkenin giiney
bolgelerinde ise IVS-I-5 (G>C)(%7.55) mutasyonun daha yaygin oldugu saptanmistir.
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fran’da bu mutasyonlar1 sirasiyla kodon8/9 (%4.76) ve IVS-1-110 (G>A)(%4.76)
mutasyonlar1 takip ettigi tespit edilmistir. Ulkemizde ve bdlgemizde en yiiksek frekansta
seyreden IVS-1-110 (G>A) mutasyonunun Iran’da yaygm bir mutasyon olmadig
goriilmektedir. Calismada %34°liik oranla en sik olarak tespit edilen IVS-II-1 (G>A)
mutasyonu, bolgemizde %2.19’lik oranla 9. sirada yer almaktadir. Beta talasemi siklig1 ve
mutasyon dagilimi iilkeden {ilkeye hatta ayni iilkenin farkli bolgeleri arasinda bile farklilik
gostermektedir (Najmabadi ve ark. 2001).

Diinya’da Beta talasemi mutasyonlar1 genellikle populasyona spesifiktir ve her bir
etnik grupta belirli baz1t mutasyonlar yaygin olarak goriilmektedir. Cesitli populasyonlarda
yapilmis olan bir¢ok c¢alismada 4 ya da 6 mutasyonun o toplumdaki Beta talasemi
hastalarin %90 ila 95’inde tespit edildigini gostermektedir (Kazazian ve Boehm 1988).
Bu populasyonlarda sinirli sayida mutasyon bulunmasi, sekansa spesifik primer ya da
problarin kullanildig1 sekansa spesifik amplifikasyon, reverse dot blot, PCR-RFLP, ARMS
ve benzeri gibi simirli sayida mutasyon tarayan sistemlerin kullanilmasini miimkiin
kilmigtir. Buna karsin Tiirkiye, Asya, Afrika ve Avrupa kitalarmin birbirine en yakin
oldugu noktada yer almakta ve Asya ile Avrupa’nin birlestigi cografik bir bolgede
bulunmakta olup, tarihsel siire¢ icerisinde birgok medeniyete ve gesitli etnik gruplara ev
sahipligi yapmis olmasi nedeniyle iilkemizde c¢ok cesitli beta globin gen mutasyonlari
tespit edilmistir. Tiirkiye’de glinlimiize kadar en az 41 Beta talasemi mutasyonu tespit
edilmis olup, tilkemiz Beta talasemi mutasyonlar1 agisindan oldukga heterojendir. Bundan
dolayr simirl sayida mutasyon tarayan sistemlerle, nadir ya da bilinmeyen Beta talasemi
mutasyonlarini tespit etmek miimkiin degildir. Bu nedenle calismamizda hem nadir
goriilen hem de bilinmeyen mutasyonlarin tespitini saglayan ve hem de daha sensitif ve

giivenilir olan DNA dizi analizi yontemini kullanmayx tercih ettik.

Calismamizda, diinyada olduk¢a nadir ve Tiirkiye’de ilk kez gosterilen 2 adet
Beta talasemi mutasyonu tespit ettik. Bu mutasyonlardan birisi beta globin geninin 90.
kodonunda, 271. pozisyondaki Guanin niikleotidinin Timinle yer degistirmesi sonucu
(GAG>TAG) glutamin amino asitinin stop kodonuna degisimini saglayan nonsense
(anlamsiz) mutasyon olup (beta 90(F6) Glu>Stop; HBB: c.271G>T) Beta® talasemi
fenotipine neden olmaktadir. Bu mutasyonu tasiyan hastamiz heterozigot genotipe sahip

olup talasemi mindr bulgularina sahipti. Bu mutasyon literatiirde ilk olarak Japonya’dan
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Fucharoen ve arkaslar1 ile Nomura ve arkaglari tarafindan 1990 yilinda ayni zaman
diliminde bulunmustur. Daha sonra 1992 yilinda yine Japonya’dan Hattori arkadaslar
tarafindan gosterilmistir (Fucharoen ve ark. 1990, Hattori ve ark. 1992, Nomura ve ark.
1990). Bilgilerimize goére beta 90(F6) Glu>Stop, HBB:c.271G>T mutasyonu Tiirkiye’de
ilk kez gosterilmis olup, literatiirde Japonya’dan sonra ligiinclii kez gosterilen nadir

mutasyon olarak tespit edilmistir.

Calismamizda, Tiirkiye’de ilk kez gosterilen diger bir mutasyon ise beta globin
geninin 126. kodonunda 380. pozisyonda bulunan Timin niikleotidinin Sitozin ile yer
degistirmesi sonucu (GTG>GCG), Valin amino asitinin Alanin amino asitine degisimini
saglayan missense (yanlis anlamli) mutasyon olup (Beta 126(H4) Val>Met; HBB: c.380
T>C) hemoglobin Beirut isimli bir etkisiz (silent) bir hemoglobin varyantinin ortaya
cikmasina neden olmaktadir. Bu mutasyon ilk kez 1983 yilinda Stahler tarafindan Liibnanl
bir erkekte, daha sonra ise Blibech ve arkadaslari tarafindan 1986 yilinda Cezayirli bir
ailede gosterilmistir. Calismamizda hemoglobin Beirut heterozigot genotipe sahip bir
tastyicida belirlenmis olup, Tiirkiye’de ilk, literatiirdeki 3. bulgudur (Blibech ve ark. 1986,
Strahler ve ark. 1983).

Calismamizda ayrica, nadir goriilen Beta talasemi gen mutasyonlarindan birisi olan
ve genin 17. kodonunda 52. pozisyonda bulunan Adenin’in Timin ile yer degistirmesi
sonucu (AAG>TAG), Lizin amino asitinin stop kodonuna doniisiiniinii saglayan nonsense
bir mutasyon (Beta 17(A14), HBB:c.52A>T Lys>Stop) olup Beta® talasemi fenotipine
neden olmaktadir. Bir hastamizda bu mutasyona homozigot formda rastlanmis olup, bu
hasta transflizyon bagimli Beta talasemi major fenotipine sahipti. Beta 17(A14);
HBB:c.52A>T Lys>Stop mutasyonu literatiirde ilk kez Chang ve Kan tarafindan Cinli bir
hastada tanimlanmistir. Bu mutasyona Uzak Dogu’da sik goériilen mutasyonlar arasindadir.
(Chang ve Kan 1979, Laosombat ve ark. 2001, Nopparatana ve ark. 1995, Rozitah ve ark.
2008, Sanguansermsri ve ark. 2004). Ulkemizde bu mutasyona ilk kez Geng ve arkadaslari
tarafindan saglikli bir bireyde rastlanmistir (Geng ve ark. 2012). Bu nedenle kodon 17

mutasyonu Tiirkiye’de ikinci olarak tarafimizdan gosterilmistir.

Tiirkiye’de nadir olarak goriilen mutasyonlardan birisi de beta globin geninin 98.
kodonunda 295. pozisyonda bulunan Guaninin, Adeninle yer degistirmesi sonucu

(GTG>ATG), Valin amino asitinin Metinoin amino asitine degisimini saglayan missense
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(yanlis anlaml1) mutasyon olup, hemoglobin Kdln isimli bir hemoglobin varyantinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Beta 98(FG5) Val>Met; HBB: ¢.295G>A). Calismamizda,
bir hastamizda bu mutasyona rastlanilmis olup, bu hastamizin genotipi hemoglobin
K&ln/Kodon 44 (-C) birlesik heterozigot genotipi seklinde idi. Hastamiz Beta® fenotipine
sahipti.

Calismamiz Hatay’da yasayan Beta talasemi hastalarinda yapilmis en kapsamli
genetik ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir. Bulgularimiz genetik danigmada karar verme
stirecinde yol gosterici olabilecegi gibi, hemoglobinopatilere neden olan ve nadir goriilen
mutasyonlarin bu ¢alisma ile tilkemizde ilk kez goésterilmesi, heniiz yetersiz olan ulusal
hemoglobin varyantlar1 veri tabaninin olusturulmasina katki yapma potansiyeli bulunmasi
acisindan da yararl olabilir. Bu nedenle, hematolojik testlerde hemoglobinopati siiphesi
olan ve gerek HPLC ve elektroforez gibi biyokimyasal tarama testleri, gerekse de sinirl
sayida mutasyon tarayan molekiiler sistemlerle tan1 konulamayan vakalarda ve dogum

oncesi genetik tanida mutlaka DNA dizi analizinin uygulanmasi1 gerektigi kanisindayiz.
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6. SONUC

1. Bu calisma Beta talasemi mutasyonlarinin belirlenmesi i¢in tiim Hatay bdlgesini
kapsayan ilk kapsamli calismadir. Calismaya Hatay’in 11 ilgesinin dahil edildigi 3
merkezden (Mustafa Kemal Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi, Antakya
Devlet Hastanesi ve Iskenderun Dogum ve Cocuk Bakim Hastanesi) toplanan 137 Beta
talasemi hastas1 dahil edilmis olup beta globin mutasyonlarinin i¢in DNA analizi yontemi

kullanilmistir.

2. Calismada, 19 farkli beta globin gen mutasyonu saptanmis olup, 53 hastada
homozigot, 42 hastada birlesik heterozigot ve 42 hastada ise heterozigot (tasiyici) genotip
tespit edilmistir.

3. En sik rastlanilan beta globin mutasyonunun IVS-I-110 (G>A) (%22.63) oldugu,
bunu IVS-1-1 (G>A) (%13.14), IVS-11-745 (C>G) (%10.58), IVS-1-6 (T>C) (%10.22),
Kodon 8 (-AA) (%6.93) ve Kodon 39 (C>T) (%4.74)’nin takip ettigi saptanmigtir.

4. En sik rastlanilan homozigot genotipin IVS-1-110 (G>A) oldugu , bunu IVS-I-1
(G>A), IVS-1I-745 (C>G), IVS-I1-6 (T>C), genotiplerin takip ettigi belirlenmistir.

5. En sik rastlanilan birlesik heterozigot genotipin ise 1VS-1-110 (G>A)/ IVS-1-6
(G>A) oldugu, bu genotipi IVS-1-110(G>A) /Kodon 8 (-AA), Kodon 39(C>T)/IVS-I-1
(G>A) ve IVS-1-110 (G>A)/IVS-I-1(G>A) genotiplerinin takip etttigi saptanmuistir.

6. Hatay’m ilgelere gore dagilimi yapildiginda IVS-1-110(G>A) mutasyonunun en
yiiksek oranda Antakya, Iskenderun ve Samandag ilgelerinde goriildiigii tespit edildi.

7. Kirikhan, Altindzii ve Reyhanli ilgelerinin en yaygin mutasyonu IVS-I-1 iken

Dortyol ilgesinin en yaygin mutasyonu [VS-11-745 olarak saptandi.

8. Beta talasemi hastalarinda ortalama hemoglobin ve Hematokrit degerleri sirasiyla
8.9+1.2ve 27.443.7, tastyicilarda ise 9.9+1.4 ve 30.6+4.4 olarak tespit edilmistir.
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9. Calismada, diinyada oldukg¢a nadir ve Tiirkiye’de ilk kez gosterilen 2 farkli beta
globin gen mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyonlardan birisi beta globin genin 90
kodonunda, 271. pozisyondaki Guanin niikleotidinin Timinle yer degistirmesi sonucu
(GAG>TAG) glutamin amino asitinin stop kodonuna degisimini saglayan nonsense
(anlamsiz) mutasyon (beta 90(F6) Glu>Stop; HBB: ¢.271G>T), digeri ise beta globin
geninin 126. kodonunda 380. pozisyonda bulunan Timin niikleotidinin Sitozin ile yer
degistirmesi sonucu (GTG>GCG), Valin amino asitinin Alanin amino asitine degisimini
saglayan missense (yanlis anlamli) mutasyon (Beta 126(H4) Val>Met; HBB: ¢.380 T>C)
olup hemoglobin Beirut isimli bir hemoglobin varyantidir. Calismada ayrica beta globin
genindeki kodon 17 T>C nonsense mutasyonu (Beta 17(Al4); HBB:c.52A>T Lys>Stop)

Tiirkiye’de ikinci olarak tarafimizdan gosterilmistir.

10.  Calismamizda, Hatay bolgesinde Tiirkiye geneline benzer bir mutasyon dagilimi
tespit edilmistir.
11.  Tirkiye tarihsel go¢ ve ticaret yollar1 {izerinde bulundugundan dolay1 birgok

medeniyete ve ¢esitli etnik gruplara ev sahipligi yapmis olmasi1 nedeniyle Beta globin geni
bakimindan olduk¢a heterojendir. Tiirkiye’de giiniimiize kadar en az 41 Beta talasemi
mutasyonu tespit edilmis olup, iilkemiz Beta talasemi mutasyonlar1 agisindan oldukc¢a
heterojendir. Bundan dolay1 sekansa spesifik primer ya da problarin kullanildig:1 sekansa
spesifik amplifikasyon, reverse dot blot, PCR-RFLP, ARMS ve benzeri gibi sinirli sayida
mutasyon tarayan sistemler ililkemiz i¢in uygun degildir. DNA dizi analizi hem nadir
goriilen hem de bilinmeyen mutasyonlarin tespitini saglayan ve hem de daha sensitif ve
giivenilir olan ve bizim de bu c¢alisma kapsaminda tercih ettigimiz yontemdir. Bu nedenle,
hematolojik testlerde hemoglobinopati siiphesi olan ve gerek HPLC ve elektroforez gibi
biyokimyasal tarama testleri, gerekse de sinirli sayida mutasyon tarayan molekiiler
sistemlerle tan1 konulamayan vakalarda ve dogum Oncesi genetik tanida mutlaka DNA dizi

analizi yonteminin uygulanmasi gerektigi kanisindayiz.

12.  Bulgularimiz, hemoglobinopatilere neden olan ve nadir goriilen mutasyonlarin bu
calisma ile ililkemizde ilk kez gosterilmesi, heniliz yetersiz olan ulusal hemoglobinopati
varyantlar1 veri tabaninin olusturulmasina katki yapma potansiyeli bulunmasi agisindan da

yararli olabilecegi gibi, genetik danigsmada karar verme siirecinde de yol gosterici olabilir.
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