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SIMGELER ve KISALTMALAR

Hb
RBC
MCV
MCH
RDW

0L2PolyA-1
o2
o2'VSL(5nY)
0L2PolyA-2
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PCR
HPLC

: Hemoglobin

: Kirmizi kiire

: Ortalama eritrosit hacmi

: Ortalama eritrosit hemoglobini

: Eritrosit dagilim genisligi

. Alfa

: Beta

: 3.7 kb gen delesyonu

: 20.5 kb ¢ift gen delesyonu

: MED c¢ift gen delesyonu

: Alfa 2 poliadenil A-1 nokta mutasyonu
: Alfa 4.2 kb gen delesyonu

- Alfa IVS-1 (-5nt) nokta mutasyonu

: Alfa2 poliadenil A-2 nokta mutasyonu
: Alfa gen triplikasyonu

: Polimeraz zincir reaksiyonu

:Yiksek performansli likit kromotografisi



GIRIS ve AMAC

Alfa talasemi klinik bulgu vermeyen sessiz tasiyicilardan, anne karninda dliime yol
acan agir kansizlik seklinde ¢ok degisken bulgularla seyreden, alfa globin zincirleri sentezinin
azalmasi veya yoklugu ile karakterize kalitsal bir kan hastaligidir. Cok sayidaki alfa globin
gen allellerinin degisik kombinasyonlari ¢ok c¢esitli hematolojik ve klinik fenotipe yol
acmaktadir. Bir veya 2 gen delesyonuyla olusan tastyicilar herhangi bir tedavi gerektirmezler.
Hafif-orta derecede hemolitik anemi goriilen Hb H hastalar1 da genelde klinik olarak iyidirler.
Bazi Hb H hastalar ise aralikli veya diizenli olarak transfiizyon ihtiyac1 duyarlar. Hb Bart’s
hidrops fetalis sendromu anne karninda ya da dogar dogmaz transfiizyon yapilmazsa
olimcildiir (1).

Tek gen mutasyonlari klinik ve hematolojik olarak normal olduklarindan molekiiler
caligsma olmaksizin taninamazlar. Agir tasiyicilar agiklanamayan hipokrom mikrositer anemi
olarak bagvurabilirler. Bu kisilerde yapilan testlerle demir eksikligi, beta talasemi tasiyiciligi
ve kronik hastalik anemisi diglanmigsa molekiiler testlerle alfa talasemi ayirict tanisi yapilir
Q).

Genotip ve fenotip iliskisinin bilinmesi uygun tan1 konabilmesi, erken yastan itibaren
uygun tedavi programinin planlanabilmesi, uygun tibbi bakim ve destegin saglanabilmesi,
prognoz tayini ve genetik danigma i¢in yeni bilgiler saglamasi agisindan 6nemli ve yararlidir
)

Bu ¢aligmada Aydin ili ve ¢evresinde yasayan alfa talasemi tasiyiciligr tanisi konulan
cocuklarda mutasyon tipini belirlemeyi ve saptanan mutasyonlarin hematolojik parametreler

iizerine olan etkisini degerlendirmeyi amacladik.



GENEL BIiLGILER

1. HEMOGLOBIN

Hemoglobin (Hb), demir atomu igeren protoporfirin halkasi (hem) ve buna kovalen
baglarla baglanmis 4 globin zincirinden olusan bir tetramerdir. Her bir globine bir hem eslik
etmektedir (Sekil 1). Hem’in yapisinda bulunan ferr6z demir atomlar1 oksijene baglanir ve
transportunda gorev alir. Hem’in yapisindaki ferroz iyonu histidinin N ucuna baglidir. Porfirin
halkasi ise bulundugu cebe, yapisindaki fenilalanin araciligr ile oturur. Her heme grubunda
oksijen ferrz demire geri doniistimlii olarak baglanir (1,3,4)

Alfa globin zincirleri 141, B globin zincirleri 146 aminoasitten olusmaktadir. Biitiin
globin genleri baz1 ortak yapisal 6zelliklere sahiptir. Ug kodlayici bolge (ekzon) ve aralarinda

iki kodlayic1 olmayan bolgeden (intron) olusur (4).

pzincir _

o« zincir

Sekil 1. Hemoglobinin yapisi.

Globin zincirinin yapist insan yagaminin degisik donemlerinde gelisimsel farkliliklar
gbsterir. Intrauterin hayatin ilk 8 haftasinda {iretilen hemoglobinlere embriyonel
hemoglobinler [Gower-1 ({2¢2), Gower-2 (a2¢2) ve Portland ({2y2)] denir. Intrauterin hayatin
9. haftasindan sonra ise baskin Hb fetal hemoglobin [Hgb F (a2y2)]’dir. Embriyonik Hb’ler
yenidogan donemi ve sonrasinda bulunmazlar. Dogumdan sonra Hb F miktari giderek azalir
ve 1 yasindan sonra %2’nin altina iner. Erigkin hemoglobini [Hb A (a2B2)] gestasyonel
hayatin 1. aymdan sonra goriilmeye baslar ve dogumda toplam hemoglobinin %30’unu,
dogumdan 2 ay sonra %50’sini ve 6. aydan sonra yaklasik %95’ini olusturur. Hb A2 (02562)
dogumdan hemen sonra goriilmeye baslar ve %1,5-3,5 gibi diisiik seviyede hayat boyu devam
eder (Sekil 2). Eriskinlerde hemoglobinin %95’ini HbA, %2-3’iinii Hb A2 ve %1’den azim
Hb F olusturur (1).
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Sekil 2. Hemoglobin yapimi.

Insan o-gen ailesi dort islevsel gen ({, a2, al, 0), ii¢ etkin olmaya gen (psddogen, y{,
yal, yo2) icermektedir. Insan B-gen ailesi ise, bes etkin gen (g, Gy, Ay, 8,8 ) ve bir etkin
olmayan genden (psddogen, yp) olusmaktadir. Fétal Hb, heterojen bir yapiya sahip olup iki
farkl1 y-globin zincirinden meydana gelmektedir. Gama globin zincirinin 136. pozisyonunda,
glisin amino asit bilesimi (GGA) yer aliyorsa G, alanin (GCA) yer aliyorsa A globin zinciri
olusmaktadir (Sekil 3) (4).
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Sekil 3. Alfa ve beta globin gen aile yapisi ve globin genlerinin zamansal gelisim siireci.



2. TALASEMIi
2.1. Tamim

Talasemi Hb molekiiliinii olusturan globin zincirlerinden birinin ya da daha fazlasinin
yapilamamasi veya az miktarda yapilmasi ile karakterize siklikla otozomal resesif nadiren de
otozomal dominant gecisli kalitsal bir hastaliktir. ilk defa 1925 yilinda Thomas Cooley ve
Peart Lee isimli arsatiricilar tarafindan Italyan kokenli cocuklarda tarif edilmistir. Ilk
olgularin ¢ogu Akdeniz kokenli ¢ocuklar oldugu i¢in hastalik daha sonra Yunanca’da “deniz”
demek olan thalassa’dan yola cikilarak talasemi olarak adlandirilmistir Beta zincir sentezi
azlig1 veya yoklugunda beta talasemi, alfa globin zincir sentezi azlig1 veya yoklugunda alfa
talasemi ortaya cikar (5,6).

2.2. Diinyada Alfa Talasemi Epidemiyolojisi

Hemoglobinde kalitsal mutasyonlar insanda en sik rastlanan tek gen bozukluklaridir.
Alfa talasemi diger hemoglobinapatilerde oldugu gibi sitmanin endemik oldugu oldugu tropik

ve subtropik bolgelerden koken almaktadir ve bu bolgelerde sik goriilmektedir (Sekil 4) (1,7).

Sekil 4. Talaseminin cografik dagilima.

Son 50 yilda hemoglobinopatilerin dagiliminda giderek artan degisiklikler olmustur.
(8). Bu artisin birinci nedeni, endemik bolgeden gdcler nedeniyle hemoglobinopatilerin tiim
diinyada gériilmeye baslamasidir. Ikinci neden cogu gdcmen niifusunun geng olmasidir. Bu
nedenle bu riskli popiilasyonda gebelik orani artmaktadir. Ugiincii neden ise go¢ alan gelismis
tilkelerde dogum oranmnin azalmasma karsin, bazi gd¢men gruplarinda hasta dogum
prevalansinin yiiksekligidir (9). Niifus saymmi verilerine gore, son 3 yilda Akdeniz
bolgesinden gbcte azalma, Asya’dan yapilan gogte ise %2000 artis oldugunu gostermektedir
(10).



Alfa talasemi allel sikligi Akdeniz bdlgesinde %5-10, Bat1 Afrika’da %20-30, Suudi
Arabistan, Hindistan, Tayland, Papua Yeni Gine ve Malezya’da %60-80 kadar coktur.
Cinlilerde heterozigot tastyicilik siklif1 %5-15 olarak rapor edilmistir. ingiltere, izlanda ve
Japonya’da ise alfa talasemi sikligt %0.01°den az goriilmektedir. Alfa talasemi sikligi
zencilerde de yiiksektir. Amerika’li zencilerde %15 sessiz tasiyici, %3 agir alfa talasemi
tastyicist oldugu tahmin edilmektedir. Giineydogu Asya’da ¢ok goriilen Hb Constant Spring
nedeniyle HbH fenotipi gortlebilir (9).

Kuzey Amerika Talasemi Arastirma Agi verilerine gore alfa talasemili hastalarin
%85°1 Asya’l, %4’1 beyaz, %I11°1 Afrika’li, zenci ve karisik etnik kokenlidir. Hastalarin
%59’u HbH olup, tek bir alfa globin genine sahiptir (-a/--), %8’inde alfa globin geni

bulunmaz (--/--), %33’iinde ise yapisal mutasyonlara bagh gen delesyonlari vardir (11).

2.3.Tiirkiye’de Alfa Talasemi Epidemiyolojisi

Alfa-talasemi sikligin1 Arcasoy ve ark. (12), iilke genelinde %0.25, Canatan ve ark.
(13,14). Antalya’da %?2.5- 6.5, Kiling ve ark. ile Giiveng ve ark. (15,16) Adana’da yapilan
taramalarda %2.9-7.5, Ozsoylu ve ark. (17,18) Ankara’da kordon kaninda, gen haritalama
yontemiyle %3.6, kromatografik yontemle %4.1 olarak tespit etmislerdir.

Alfa talasemi mutasyon caligmalarinda yoresel farkliliklar olmakla birlikte en sik a3.7
(%5,5-52,2) delesyonu goriilmekte, onu sirasiyla 20,5 (%0,5-22), 4,2 (%0,5-12), MED (%9,5-
27,7, FIL (%0,5-3,2) delesyonlar1 ve delesyonel olmayan mutasyonlar poliA-2 (%1,4-10),
alfal-5nt (%4-8), poliA-1 (%0,5-9), Hb Koya Dora (%1,8-5,5), Hb Adana (%1,9)

izlemektedir. Alfa triplikasyonu (aaaanti'3'7: %1,1-55) da nadir olmayarak saptanmistir (1).

2.4.Alfa Talasemide Genetik

Alfa talasemi, globinin o zincirlerini kodlayan genlerdeki delesyonlar veya diger
tipteki mutasyonlar sonucu zincirin yetersiz sentezi sonucu meydana gelir. a globin zincirleri
her iki 16. kromozom {izerinde bulunan 2’ser genden (al ve a2), toplam 4 gen tarafindan
kodlanir ve normal genotip, ao/oa olarak yazilir (4)

Alfa globin geni mutasyonlar1 3 ana grupta toplanir:
1. Delesyonlar: Alfa talasemide en sik rastlanilan hastalik sebebidir. Delesyonlarin genisligi
onemlidir ve klinik fenotipi etkilemektedir.
2. Nokta mutasyonlari: Beta talasemide siktir, alfa talasemide nadirdir.
3. Diizenleyici bolge - MCS (multispecies conserved sequences) mutasyonlari: Genler saglam

oldugu halde zincir sentezini bozarak o talasemiye neden olmaktadir (Sekil 5) (1,19).
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Sekil 5. Diizenleyici bolge (MCS-R) delesyonlari.

Alfa 2 geni alfa 1 geninden 2-3 kat fazla alfa globin zinciri olusturur. Alfa talasemi
sendromlarinda etkilenen alfa globin genine ve miktarina gore alfa zincir yapimi azalir ve bu
azalmanin miktarina gore de klinik tablo degisir. Bir mutasyon bir kromozomdan ekspresyonu
tamamen ortadan kaldirtyorsa o talasemi, kismi olarak ekspresyonu azaltiyorsa o talasemi
olarak adlandirilir (1).

Onceleri alfa talasemi mutasyonlarinin fenotipi dogrudan etkilenmis alfa globin gen
sayist ile iliskilendirilirken, giiniimiizde fenotip ve genotipin daha karmasik ve degisken
oldugu bildirilmektedir. Fenotip cesitleri sadece etkilenmis alfa gen sayisina degil, alfa
talasemi mutasyon tipiyle de baglantilidir. Genis delesyonlar, delesyonel olmayan
mutasyonlar, diizenleyici bolgede degisim, epigenetik genler ve unstabil mutasyonlarin hepsi
fenotipin siddetini arttiric1 yonde etki gostermektedir. Bazi delesyonlar o+ talasemiye, bazilari

da o talasemiye neden olmaktadir (Sekil 6) (1,19).
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Sekil 6. Alfa globin gene kiimesi. a° (A)ve o' (B) talasemiye neden olan delesyonlar.

2.5.Alfa Talasemi Klinigi

Alfa talaseminin klinik formlari sessiz tasiyici, agir alfa talasemi tasiyici, Hb H ve Hb
Bart’s hidrops fetalis sendromu olarak tanimlanir (1).
1- Sessiz Tastyict (-o/oct)
Tek bir a-globin gen delesyonundan kaynaklanir, o globin zincir sentezindeki azalma
giicliikle saptanir. Yalnizca bir allel etkilendiginde (heterozigot form) o talasemi (-o/oior)
fenotipi olusur. Tiimiiyle asemptomatiktir veya hafif mikrositoz ve hipokromi vardir ancak
Hb elektroforezi normaldir (Hb A2 normal veya diisiik, Hb F normal).
2- Agir Alfa Talasemi Tasiyiciligi (-a/-o veya --/oor)
o -talasemi ayni kromozomdaki veya iki kromozomun her birindeki iki a-globin geninin
delesyonunu (-o/-a veya --/aa) igerir. Her iki genetik 6rnek klinik olarak birbirine benzerdir.
ao-talasemiye benzer klinik olusturan diger molekiiler mekanizmalar sunlardir:
1. Alfa globin kiimesindeki major diizenleyici elementlerin kaybolmasina yol agan
delesyonlar
2. Alfa 1 geninde delesyon yapip alfa 2 genini de etkileyen mutasyonlar

3. Alfa globin gen kiimesi boyunca olusan genis delesyonlar

7



Yenidogan evresinde %5-10 Hb Bart’s vardir fakat 6 ay sonra kaybolur. Agir alfa
talasemi tasiyicilari, klinik olarak normal fakat beta talasemi tasiyicilarinda goriilen
hematolojik bulgulari, (hafif hipokrom mikrositer anemi) gosterirler. Homozigot a+talasemili
kisilerde, o° talasemi tastyicilarina benzer klinik bulgular ortaya ¢ikar (1).

3- Hemoglobin H (Hb H) Hastalig

Orta-agir hemolitik anemiye yol acan klinik olarak ¢ok degisken bir grup hastaliktir.
Bazi hastalarda hi¢ transflizyon gereksinimi olmazken (Transfiizyona bagimli olmayan
talasemi), bazilarinda aralikli hatta diizenli transfiizyon gerekebilir (Transfiizyona bagimli
talasemi). Hb H hastaliginin en sik nedeni 3 alfa globin genindeki delesyondur (-o/--).
Digerleri ise, ol veya 02 geninde 2 gen delesyonu ve bir nokta mutasyonu (oTa/--) (aoT/--)
veya Ozellikle 02 geninde agir nokta mutasyonlaridir (aTo/ oTa) (delesyonel olmayan Hb H).
Hb H hastaliginda yenidogan devresinde %20-40 oraninda Hb Bart’s goézlenir, daha sonra
bunun yerini %5-30 oraninda Hb H alir (1).

Hb H hastaligimin klinik siddeti esas olarak alfa genindeki mutasyonlara bagli olsa da
beta talasemi ve wunstabil beta globin varyantlar1 birlikteligi de klinik tablonun
sekillenmesinde etkilidir. Ayni alfa talasemi mutasyonuna sahip olan hastalarin bazilar1 hafif,
bazilar1 orta hatta bazilar1 agir derecede anemiye sahip iken beta talasemi mutasyonu
birlikteliginde, alfa ve beta =zincirleri arasindaki dengesizlik azaldigi igin klinik
hafifleyebilmektedir (1).

Alfa gen triplikasyonu ve heterozigot B-talasemi mutasyonu bir arada oldugunda f-
talasemi tastyiciligindan daha agir bir anemi ve Hb F yiiksekligi (%2-15 arasinda) gosteren
talasemi intermedia tablosu goriiliir. Cocukta Talasemi Intermedia klinigi olup anne ve
babadan sadece birinde p-talasemi tastyiciligi olmasi bu olasiligr diisiindiirmelidir (1).

4. Hb-Bart’s Hidrops Fetalis Sendromu

Dort a-globin allelinin tiimiinlin delesyona ugramasi veya inaktif olmasi sonucu -
globinin sentezlenemedigi durumda alfa talaseminin en agir formu olan Hb Bart’s hidrops
fetalis gelisir. Etkilenen fetus HbF ve A yapmak i¢in herhangi bir a-globin zinciri iiretemez.
Fetal kan baslica Hb Bart’s igerir. Degisken miktarda bulunan Hb Portland O, tasiyarak
bebekleri canli tutar. Agir intrauterin anemi kalp yetmezligine yol acar. Belirgin
hepatosplenomegali, yaygin odem, asit, iskelet ve kardiyovaskiiler deformiteler gelisir.
Dogumdan sonra agir anemiye bagl gelisen sok tedavisinde kan transfiizyonu, yasam destek
tedavisi gerekir yoksa kisa siirede bebek kaybedilir. Gebeligin erken doneminde tani

konulursa intrauterin transfiizyonlarla gebelik takip edilip erken dogum yaptirilir (1).



2.6.Fizyopatoloji

Alfa-talasemide B-zinciri goreceli olarak a-zincirinden daha fazla yapilir. Fazla olan
beta zincirleri tetramer yapar, hem ile baglanir ve duragan olmayan bir Hb olan Hb H olusur.
Alfa talasemi tasiyicilarinda Hb H sadece kordon kaninda saptanirken, Hb H hastaliginda
periferik kanda da yiiksektir ve dayaniksiz bir Hb olan Hb H’nin eritrositler i¢inde ¢okmesine
bagli olarak hemolitik anemi go6zlenir. Periferik kanda retikiilosit boyast ile bu
presipitasyonlar gosterilebilir (Hb H inkliizyon cisimcikleri). Kemik iliginde ise eritroid ana
hiicrelerin olgunlagma siireci normal olup diseritropoez ve periferik yaymada normoblast

goriilmez. Retikiilosit sayis1 ise anemiyle orantili olacak sekilde yiiksek olabilir (1).

2.7.Alfa Talasemide Tam

Tek gen mutasyonlart klinik ve hematolojik olarak normal olduklarindan molekiiler
calisma olmaksizin taninamazlar. Agir tasiyicilar agiklanamayan hipokrom mikrositer anemi
olarak bagvurabilirler. Bu kisilerde yapilan testlerle demir eksikligi (serum demir, demir
baglama kapasitesi, ferritin ile), beta talasemi tasiyiciligi (Hb elektroforezi ile) ve kronik
hastalik anemisi dislanmigsa molekiiler testlerle alfa talasemi ayirici tanist yapilir. Hb H
hastalar1 talasemi intermedia klinigi ile bagvururlar. Orta-agir hipokrom mikrositer anemi ve
retikiilositoz vardir. Periferik yaymada target hiicreleri, anizositoz, poikilositoz ve
polikromazi saptanir. Hb Constang Spring gibi bazi1 HbH’lerde eritrositlerde belirgin bazofilik
noktalanma bulunur. Hb H boyasiyla (Brillant Krezil boyasi) ile eritrositlerde Hb H inkliizyon
cisimcikleri (Pinpon topu gibi eritrositler), Hb elektroforezi ve kromatografide Hb H (%2-25
oraninda) bandi goriliir (Sekil 7) (2,20). Ancak bunun igin taze kanda hemen Hb elektroforezi
yapilmalidir. Beklemis kanda yapilan testte yanlis negatif sonug saptanir (1).
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Sekil 7. Hb H hastaliginda HPLC patterni



Alfa talasemide alfa/beta globin zincir sentezi orani 0.8’den kiigiliktiir. Bu oran 0.75 ise
tek gen delesyonu, 0.5 ise 2 gen delesyonu, 0.25 ise 3 gen delesyonu diisiiniiliir (20).

Alfa talasemi tastyicilarinda HbA2 diizeyi normalden daha diisiikken, bu diisiikliik Hb
H hastaliginda daha belirgindir (Sekil 8) (20).
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Sekil 8. Farkli alfa talasemi genotiplerine Hb A2 diizeyi.

2.8.Prenatal Tam

Hb H hastalar1 genelde hafif-orta ve transfiizyon gerektirmediginden rutin prenatal tani
gerektirmez. Ciftlerden her ikisi de o tastyicist oldugu durumda %25 olasilikla Hb H hastasi
olma olasiligi bulundugundan sadece bunlara genetik danigsma verilir. Ancak non-delesyonel
Hb H formlar1 hidrops fetalis riski tasidigindan 6zellikle daha once etkilenmis ¢ocugu olan
riskli ciftlerde prenatal tani yapilmalidir. Prenatal tani i¢in fetal DNA 6rnegi kordosentez,
korion vilus 6rneklemesi ve amniosentez yoluyla elde edilebilir (1).

Heterozigot bireyler normal olacaklarindan genetik analiz yapilmadan saptanamazlar.
o tastyicilarini belirlemek icin diisiik Hb, MCV, MCH olan, Hb elektroforezi normal olup Hb
A2 diisiik bulunan ve demir eksikligi gibi baska bir nedeni bulunmayan bireylerde DNA
analizi yapilir. Agir hastalik riski olan ciftlere preimplantasyon genetik tanit ve in vitro

fertilizasyon onerilir (1).
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3. HEMOGLOBINOPATILERDE MOLEKULER TANI YONTEMLERI

Hemoglobinopatilerde hastalarda ve tastyicilarda mutasyonlarin tayini i¢in molekiiler
analiz teknikleri uygulanmadan once hematolojik parametreler ve Hb elektroforezi sonuglar
degerlendirilmelidir. Bu ¢alismalar DNA analizinde hedef gen veya gen bdlgesini belirlemede
ve secilecek molekiiler analiz yontemini belirlemede en ©6nemli adimdir. Hasta veya
tastyicilardaki hematolojik parametrelerin ve elektroforez sonuglarimin durumuna gore
molekiiler tanida uygulanacak yontemlerin se¢imi yapilir. Bu yontemlerin ¢ogu PCR’nun
kullanildig1 tekniklerdir (21).

Hemoglobinopatilerin molekiiler genetik tanisini yapan laboratuvarlar, tilkelerinin
kosullarini, iilkelerinde sik goriilen Hb bozukluklarmin genetik 6zelliklerini, kendi
laboratuvarlarindaki 6zel kosullar1 ve yontemi uygulamadaki deneyimlerini gbz Oniinde
bulundurarak tanida yol haritalarin1 belirlemelidir. Teknolojideki gelismeler, yeni, hizli ve
yiiksek dogrulukta molekiiler genetik analiz yontemlerinin kesfine ve Hb bozukluklarinin
tanisinda da yeni uygulamalara yol agmaktadir. Hemoglobinopatilerin molekiiler genetik
tanisinda kullanilan yontemler Klasik olarak iki gruba ayrilmaktadir (21):

3.1.Direkt mutasyon tayini yapan yontemler

Dogrudan 6zglin mutasyonun olup olmadigini gosterirler. Nokta mutasyonlar1 i¢in
Allel Spesifik Olgoniikleotid Hibridizasyon (ASO), Amplifikasyon Refrakter Mutasyon
Sistemi (ARMS), dizi analizi gibi yontemler, delesyonlar i¢in de gap-PCR yontemi bu gruba
giren Orneklerdir.

3.2.Indirekt yontemler

Belirli bir gen veya gen bolgesini, dizi degisikligi olup olmadiginin anlasilmasi igin,
tarayan yontemlerdir. Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi ve Denatiire Edici Yiiksek
Performanslhi Likid Kromatografi yontemleri bu gruba girer. Bu yontemlerle mutasyonun
yerinin saptanmasindan sonra dizi analizi ile 6zgiin degisikligin ortaya konulmas1 gerekir.
Otomatize ve hizli uygulanabilen dizi analizi yontemleri nokta mutasyonlarinin daha sik
olarak goriildiigii kiigiik genler (B globin geni gibi) igin rutin uygulanabilecek teknikler
arasinda sayilmakta ise de, delesyonlarin oldugu gen ve gen bolgeleri i¢in uygun degidir. Bu
bolgeler icin Southern-blot, gap- PCR gibi yontemler halen gecerlidir. Bu yontemlerin disinda
son yillarda Multiple Ligation Probe Analysis (MLPA), Quantitative Multiplex PCR of Short
Fragments (QMPSF), Real-time PCR, Melting Curve Analysis gibi yontemler hizla kullanima
girmektedir (20,21).
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3.3.Allel Spesifik Olgoniikleotid Hibridizasyon

Bu yontem hedef dizi ile, birisi mutasyonlu digeri de normal dizi i¢in hazirlanmis olan
iki oligoniikleotid probunun hibridizasyonuna dayanir. Yontemde, belli mutasyonlarin sik
olarak gozlendigi toplumlarda “dot blot” veya “reverse dot blot” seklinde uygulama ile
homozigot, heterozigot ve normal genotipe sahip olanlar kolayca saptanabilir. Ticari olarak
iiretilen, “reverse dot blot” yonteminin kullanildig1 kitler ile toplumlarda sik rastlanilan
mutasyonlarin multipleks PCR ile ¢cogaltilan DNA’da kolayca tanimlanmasini miimkiin hale
gelmistir. Bu yontemde normal ve mutasyonlu problar membrana emdirilmistir. Genomik
DNA ile hibridizasyon sonucunda normal ve mutant paralel bantlar degerlendirilerek tani
konur. Ulkemizde rastlanilan alfa globin ve beta globin mutasyonlarmin biiyiik kismin1 (%90-
95 oraninda) kapsayan ticari kitler bulunmaktadir (ViennaLab StripAssay) (1,21).

3.4.DNA Dizi Analizi

Molekiiler tam1 koymada en giivenilir yontemlerdendir. Daha ¢ok nokta
mutasyonlarinin sik goriildiigi ve mutasyon dagilimi genis olan toplumlarda 3 globin geni
analizi i¢in bazi laboratuvarlarda ilk yontem olarak kullanilmaktadir. Ayrica bir¢ok
laboratuvarda, diger ucuz ve pratik tan1 yontemleri ile gosterilemeyen mutasyonlar1 saptamak
icin uygulanmaktadir.

Bu yontem o talasemi gibi biiyiik delesyonlarin bulundugu Hb bozukluklar1 i¢in uygun
degildir (21).
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GEREC ve YONTEMLER

Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Hematolojisi polikliniginde 1 Ocak
2010 ile 30 Haziran 2015 yillar1 arasinda demir eksikligi anemisi ve beta talasemi tasiyiciligi
diglanmis (ferritin normal; Hb A2 < %3.5) ve alfa talasemi tastyiciligi disiiniiliip tanilart
mutasyon analizi ile konfirme edilen 52 hasta ¢alismaya alindi. Bu olgularin tan1 anindaki tam
kan sayimi parametreleri ve Hb A2 diizeyi dosya taramasi ya da bilgisayar kayit sisteminden
taranarak kaydedildi.

Hastalarin hemogramlart Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Laboratuari’nda Mindray marka BC-6800 model kan sayimi cihaziyla ¢alisildu.

Hastalarmn Hb elektroforezleri ise Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Laboratuvari’nda Aqilent marka 1100 model cihazda HPLC yontemiyle galisildi.

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Laboratuvari’nda Strip
Assay yontemiyle a-talasemi mutasyon analizi i¢in once hastalardan EDTA’l1 tiiplere alinan
vendz kan Orneginde DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra alfa globin gen bdlgelerine ait
biotin isaretli primerler kullanilarak PCR multipleks yontemi ile in vitro amplifikasyon
yapild1 ve amplifikasyon iiriinlerinde alfa globin genindeki mutasyonlar reverse hibridizasyon
prensibine dayali ViennaLab a-globin StripAssay™ ticari kiti (Viennalab Labordiagnostica,

Austria) kullanilarak tespit edildi. Bu kit ile degerlendirilen mutasyonlar Tablo I’de gosterildi.

Stript analizi ile mutasyon saptanamayan 50 hastada Antalya Genetik

Laboratuvari’nda alfa 1 ve alfa 2 genlerinde DNA dizi analizi ile mutasyon taramasi yapildi.
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Tablo I. ViennaLab a-globin StripAssay ile degerlendirilen mutasyonlar.

No Pozisyonu Dizi degisimi

1 -a3.7 tek gen delesyonu

2 -a4.2 tek gen delesyonu

3 -(@)20.5 cift gen delesyonu

4 --MED cift gen delesyonu

5 --SEA ¢ift gen delesyonu

6 --THAI ¢ift gen delesyonu

7 --FIL cift gen delesyonu

8 alcd 14 G>A

9 al cd 59 G>A (Hb Adana)

10 aaa anti >’ Gen triplikasyonu

11 a2 init.cd ATG>ACG

12 a2cd 19 -G

13 a2 IvVS1 5 bp delesyon

14 a2 cd 59 G>A

15 a2 cd 125 T>C (Hb Quong Sze)

16 a2 cd 142 T>C (Hb Constant Spring)
17 a2 cd 142 T>A (Hb Icaria)

18 a2 cd 142 A>T (Hb Pakse)

19 a2 cd 142 A>C (Hb Koya Dora)

20 a2 poliA-1 AATAAA>AATAAG (Saudi tipi)
21 a2 poliA-2 AATAAA>AATGAA (Tiirk tipi)
DNA DiZi ANALIZi

Periferal kandan DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonlar olgular ¢alisma hakkinda bilgilendirildikten sonra gerekli izinler
aliarak toplanan Scc periferal kan Orneginden ticari kit (Roche, Almanya) kullanilarak,
{iretici firmamin direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi. izole edilen genomik DNA

ornekleri Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek saflik ve miktar agisindan kontrol edildi.
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Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hedef DNA fragmentininin vitro sartlarda

cogaltilmasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem basitge lic asamadan olusur:

e (ift iplikli DNA’nin denatiirasyonu,
e Primerlerin DNA {izerinde kendilerine 6zgii bolgelerine baglanmasi,

e Yeni DNA zincirlerinin sentezi.

Polimeraz zincir reaksiyonunun ilk asamasinda ¢ift iplikli DNA yiiksek sicakliklarda (95-
100°C) denatiire edilir. Denatiirasyon asamasindan sonra reaksiyon ortami kullanilan
primerlere 6zgii baglanma sicakligina diisiiriilir ve oligoniikleotit primerler komplementer
bolgelere baglanir. Son asamada Taq DNA polimeraz uygun tampon, uygun sicaklik ve dort
¢esit ANTP varliginda primerleri 5'2>3'y6niinde uzatmaya baslar. Her dongii sonucunda ilgili
DNA bolgesi iki katina ¢ikar.

Yapilan bu ¢aligmada, hematolojik olarak alfa talasemi siiphesi bulunan 40 hastaya ait
DNA orneklerinden HBA1 ve HBA2 genlerinin ayr1 ayri ¢ogaltilmasina olanak saglayacak
sekilde PCR yontemiyle ¢ogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri ve reaksiyon kosullari
asagida verilmektedir. HBA1 geninin ¢ogaltilmasinda HBA1F-HBAIR primer ¢ifti, HBA2
geninin ¢ogaltilmasinda HBA1F-HBA2R primer ¢ifti kullanilmistir.

Tablo 1. HBAL1 ve HBA2 genlerinin PCR yontemiyle ayri ayri ¢ogaltilmasinda kullanilan

primer dizileri.
HBALF 5-CTGTCTCCTGCCGACAAGACC-3'
HBALR 5-GGGGGGAGGCCCAAGGGGCAAGAA-3'
HBA2 R 5-GGGAGGCCCAGCGGGCAGGAGGAAC-3'

DNA dizileri igin 25 pl'lik reaksiyon karisimai;
0,1-1 pg kalip DNA

1X PCR tamponu

10 pmol ileri ve geri primer

200 uM dNTP karigimi
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1,5 mM MgCI2
1 U Taq polimeraz enzimi,
dH20 ile hazirlandi.

Bu islem 0,2 ml'lik PCR tiipiinde ve buz icerisinde gerceklestirildi. Ornekler 1s1-déngii
cihazina (Verity, AB, ABD) yerlestirilerek, asagida belirtilen program uygulandi.

95°C'de 5 dakika 6n denatiirasyon

94°C'de 60 saniye........... denatiirasyon
64°C'de 45 saniye........... baglanma 35 dongii
72°C'de 90saniye............. sentez

72°C'de 7 dakikalik son uzama

PCR uygulamalarinda kontaminasyonun takibi i¢in ek olarak negatif kontrol de
calismaya eklendi. Negatif kontrol i¢in PCR bilesenleri, 6rnekler ile ayn1 miktarda olup kalip

DNA kullanilmadi, son hacim ise distile su ile tamamlandi.
3.3. PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmesi

Agaroz jel elektroforezi ile DNA tayininde, ¢6ziinmiis haldeki DNA parcalari
elektrikakimi ve jelde olusan porlar sayesinde biiyiikliikleri, yiikleri ve bi¢cimlerine gore farkli
hizlarda hareket etmektedirler. Bu sayede DNA molekiilleri ayirt edilebilmektedir. Kiiciik
DNA fragmanlart i¢in yiiksek agaroz konsantrasyonu, biiyilk DNA fragmanlari igin diisiik
agaroz konsantrasyonu ile agaroz jeller hazirlanarak DNA pargalarinin  ayrilmasi
saglanmaktadir. Ayrica agaroz jel hazirlanirken DNA’ nin goriiniir hale gelmesi i¢in Etidyum
bromiir (EtBr) kullanilmaktadir. Agaroz jeldeki EtBr, DNA’ya enterkalasyonu neticesinde
DNA UV 1sik altinda agaroz jelde goriiniir hale gelir. Cogunlukla jel elektroforezinde bilinen
biiyiikliikteki bir belirteg olan DNA kullanilarak, molekiiler biiyiikligii bilinmeyen DNA

kolayca saptanabilir.

Bu calismada PCR ile amplifiye edilen iiriinlerin dogrulugunun ve kalitesinin kontrolii
icin jel elekrofrezi uygulandi. Bu amagla 50 ml 1X TBE igerisinde 1 g agaroz 1siticili
manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Konsantrasyonu 10 mg/ml olan EtBr'den 2,5 ul ilave

edilerek jel diizenegine uygun taraklar takilarak dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar
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dikkatlice cikarildi ve diizenek igerisinde 1X TBE bulunan tanka yerlestirildi. Kuyucuklara
ornekler ve belirtegc DNA yiikleme boyast ile karistirilarak ytiklendi. Yiiklenen DNA ornekleri
30 dakika 120 volt sabit voltajda kosturuldu ve olusan DNA bantlart UV 1s1k altinda
incelenerek fotografi cekildi. HBA1 i¢in 735 b¢ ve HBA2 i¢in725 b¢ amplifikasyon

tirtinlerinin varligit DNA belirteci ile kiyaslanarak kontrol edildi.
PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

Dizi analizi reaksiyonu oncesi PCR karisimindaki primer, dNTP gibi reaksiyon
artiklarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in PCR dirtinleri ticari kit (Roche, Almanya)
kullanilarak, iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda saflastirildi. Saflagtirilan PCR {iriinleri

%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile yukarida belirtildigi sekilde incelenerek kontrol edildi.
3.5. DNA dizileme reaksiyonu

Yapilan bu calismada da HBA1 ve HBA2 genlerine ait DNA dizilerinin tespiti i¢in
Sanger metoduna dayanan otomatik dizi analizi yontemi kullanildi. Bu amagla dizileme

reaksiyon karigimi hazirlandi.

20 pl'lik reaksiyon karigimi:

* 35-50 ng saflastirilmis PCR {iriinii

* 4 ul dizileme reaksiyon karisimi (Sequencing mix, BigDye)
* 3,2 pmol primer (ileri veya geri)

* dH20 icermektedir.

Bu islem 0,2 ml'lik PCR tiiplerinde ve buz igerisinde gerceklestirildi ve tlipler 1s1
dongii cihazina (Verity, AB, ABD)yerlestirilerek asagida belirtilen program uygulandi.

96°C'de 20 saniye........... denatiirasyon
50 °C'de 20 saniye........... baglanma 30 dongii
60°C'de 4 dakika.............. sentez
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Tablo I1l. HBA1 ve HBA2 genlerinin DNA dizileme reaksiyonlarinda kullanilan primer

dizileri.
HBALF 5-CTGTCTCCTGCCGACAAGACC-3'
HBALR 5-GGGGGGAGGCCCAAGGGGCAAGAA-3
HBA2 R 5-GGGAGGCCCAGCGGGCAGGAGGAAC-3'
HBAL/2BF 5-ACCACCAAGACCTACTTCC-3'
HBAL/2CR 5-GCTCACCTTGAAGTTGACC-3'

DNA dizi analizi reaksiyonu orneklerinin saflastirilmasi

Dizileme reaksiyonu sonrasi reaksiyon iriinlerinin saflastirilmas: etanol (EtOH) ile
coktiirme yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir 6rnegin {istiine 3ul 3M NaAcve 60
ul soguk absolii EtOH ilave edilip vortekslendi. Buz iizerinde 20 dakika bekletildi. +4 0C'de
14000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan iist faz uzaklastirildi. Cokelti
iizerine %70'lik soguk etanolden 200 pl ilave edilip +4 OC'de 14000 rpm'de 5 dakika santrifiij
edildi. Olusan ist faz uzaklastirildiktan sonra ornekler karanlikta 20 dakika kurumaya

birakildi. Ornekler otomatik dizi analizi cihazina yiiklenene kadar -20°C'de sakland.
Kapiller elektroforez icin drneklerin cihaza yiiklenmesi

Presipite edilmis DNA dizi analizi tirtinleri 20 pl Hi-Diformamid igerisinde ¢oziilerek
kapiller elektroforezleri {iiretici firma tarafindan belirtilen kosullara gore 3100 (Applied

Biosystem, ABD) marka otomatik dizi analizi cihazinda gerceklestirildi.
DNA dizi analizi sonuclariin degerlendirilmesi

Hastalardan elde edilen dizi analizi sonuglart HBA1 ve HBA2 genlerine ait referans

diziler ile karsilastirilarak DNA dizi farkliliklar tespit edildi.

Istatistiksel Analiz

Verilerin istatiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 18.0 paket programi kullanildi.
Nicel degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov Smirnov testi ile incelendi.
Normal dagilima wuygun olan nicel degiskenlerin iki bagimsiz grup arasindaki
karsilagtirilmasinda bagimsiz orneklemler t testi. Normal dagilima uygun olmayan nicel
degiskenlerin iki bagimsiz grup arasindaki karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi

kullanildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematolojisi Poliklinigi’nde 1
Ocak 2010-30 Haziran 2015 tarihleri arasinda tam kan sayimi parametreleri ile talasemi
tastyiciligi diistiniilen, Hb elektroforezi ile beta-talasemi tasiyiciligt olmadigi gdsterilen
(HbA2<%3,5) ve alfa talasemi tasiyiciligi tanist konulan 52 hasta ¢alismaya alindi. Hastalarin
50’sine alfa talasemi tastyiciligi tanisinin srtript analizi yontemiyle; stript analizi ile mutasyon
saptanmayan (RBC yiiksek, MCV diisiik, ferritin ve HbA2 normal olan) 50 hastanin ikisine de

DNA dizi analizi yontemiyle alfa talasemi tasiyiciligi tanist konuldugu 6grenildi.

Hastalarin 31’1 (%59.6) erkek, 21°1 (%40.4) kizd1 (Sekil 1).

Sekil 9. Cinsiyete gore hastalarin dagilimi.

Hastalarin yas ortalamasi 7.62+5.01 yil (dagilim 0.5-16) idi.

Hastalarimizda 12 farkli genotip ve 11 farkli mutasyon saptandi. En sik rastladigimiz 4

3,7 \
/'(13 7’

genotip sirasiyla -a>'/aq, - 2% ga ve ~-MEPlgo; en sik rastladigimiz 4 allel ise

20,5

sirastyla -37 205 __MED ya POVATL 4. Mutasyonlarin genotip dagilimi ve siklig1 Tablo 1V;

allel dagilim ve siklig1 ise Tablo V’de gosterildi.
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Tablo IV. Alfa talasemilerin genotip dagilimi ve sikligi.

Genotip n %
-o*oa 21 40,4
-a-a* 7 13,5
-2%q0 6 11,5
T 5 9,6
o2V g 4 7,7
(-a)?%/ aat 2 3,8
- oo 2 3,8
02'VSLEEM g VSIESNY 1 1.9
2P 2o, 1 1,9
oo 1 1,9
HbA1:c.328del C 1 1,9
HBA2:c.93 95+2 del GAGGT 1 1.9
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Tablo V. Alfa talasemi mutasyonlarinin allel dagilim ve siklig.

Mutasyon n %
-7 35 33,65
-208 8 7,68
--MED 5 4,80
a2PovAL 4 3,84
o2'VSLEE 2 1,92
-t 2 1,92
a2PoVA2 2 1,92
HbA1:c.328delC 1 0,91
HBAZ2:c.93 95+2 del GAGGT 1 0.91
aood37 1 0,91

Hastalarin ortalama Hb diizeyi 11.64+1.59 gr/dl (dagilim, 8.70-15.60gr/dl), ortalama
RBC diizeyi 5.65+0.51 (dagilim, 4.46-7.25), ortalama MCV diizeyi 65.46+7.15 fl (dagilim,
44.80-81.70), ortalama MCH diizeyi 20.96+2.44 pg (dagilim,14.30-26.30), ortalama RDW
diizeyi 16.20+£2.16 (dagilim, 12.20-23.00), HbA2 diizeyi %2.46+0.37 (dagilim, 1.62+3,10)
idi.

Alfa 3.7 heterozigot tek gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi
11.95+1.49 gr/dl (dagilim, 8.70-15.30gr/dl), ortalama RBC diizeyi 5.48+0.51 (dagilim, 4.46-
6.23), ortalama MCV diizeyi 68.74+8.00 fl (dagilim, 44.80-81.70), ortalama MCH diizeyi
22.09+2.84 pg (dagilim,14.50-26.30), ortalama RDW diizeyi 16.31+2.84 (dagilim, 12.20-
23.00), HbA2 diizeyi %2.53+0.37 (dagilim, 1.65+3,05) idi.

Alfa 3.7 homozigot tek gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi
11.61£1.55 gr/dl (dagilim, 8.90-13.50), ortalama RBC diizeyi 5.98+0.74 (dagilim, 4.96-7.25),
ortalama MCV diizeyi 59.94+3.01 fl (dagilim, 55.20-64.50), ortalama MCH diizeyi
19.38+0.94 pg (dagilim, 17.90-20.80), ortalama RDW diizeyi 16.62+1.66 (dagilim, 14.60-
19.10), ortalama HbA2 diizeyi %2.59+0.33 (dagilim %2.04-3.10) idi.
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Alfa 20.5 heterozigot ¢ift gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi
10.71+0.43 gr/dl (dagilim, 10.30-11.30), ortalama RBC diizeyi 5.49+0.22 (dagilim, 5.83-
6.11), ortalama MCV diizeyi 60.08+3.53 fl (dagilim, 54.70-65.50), ortalama MCH diizeyi
19.50+0.91 pg (dagilim, 18.40-21.00), ortalama RDW diizeyi 16.93+0.94 (dagilim, 15.80-
18.50), ortalama HbA?2 diizeyi %2.11+0,51 (dagilim %1.62-3.01) idi.

MED heterozigot ¢ift gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi
11.06+1.22 gr/dl (dagilim, 10.10-13.00), ortalama RBC diizeyi 5.71+0.41 (dagilim, 5.44-
6.37), ortalama MCV diizeyi60.98+2.51 fl (dagilim, 58.30-64.20), ortalama MCH diizeyi
18.89+1.41 pg (dagilim, 17.60-20.20), ortalama RDW diizeyi 16,04+1.21 (dagilim, 14.70-
17.30), ortalama HbA?2 diizeyi %2.34+0.17 (dagilim, 2.11-2.91) idi.

Alfa 2 Poly A-1 heterozigot saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi 12.47+0.72 gr/dl
(dagilim, 11.90-13-40), ortalama RBC diizeyi 5.67+0.39 (dagilim, 5.35-6.25), ortalama MCV
diizeyi 68.32+3.43 fl (dagilim, 64.50-72.70), ortalama MCH diizeyi 21.92+ 1.19 pg (dagilim,
21.10-23.70), ortalama RDW diizeyi 14.70+0.68 (dagilim, 13.80-15.40), ortalama HbA2
diizeyi %2.52+0.36 (dagilim, 2.01-2.78) idi.

Alfa 20.5 heterozigot tek gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi
11.10+£1.41 gr/dl (dagilim, 10.10-12.10), ortalama RBC diizeyi 6.11+0.39 (dagilim, 5.83-
6.39), ortalama MCV diizeyi 62.45+4.03 fl (dagilim, 59.60-63.30), ortalama MCH diizeyi
19.50+0.84 pg (dagilim, 18.90-20.10), ortalama RDW diizeyi 17.90+0.70 (dagilim, 17.40-
18.40) , ortalama HbA?2 diizeyi %2.24+0.15 (dagilhim %2.13-2.35) idi.

Alfa 4.2 heterozigot tek gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi
13.80+2.54 gr/dl (dagilim, 12.00-15.00), ortalama RBC diizeyi 6.01+0.33 (dagilim, 5.77-
6.25), ortalama MCV diizeyi 68.30+£8.48 fl (dagilim, 62.30-74.30), ortalama MCH diizeyi
22.90+£2.96 pg (dagilim, 20.80-25.00), ortalama RDW diizeyi 14.20+1.06 (dagilim, 13.50-
15.00), ortalama HbA2 diizeyi %2.58+0,01 (dagilim, 2.57-2.59) idi.

Alfa 2 IVS1_5NT homozigot mutasyon saptanan olgunun Hb diizeyi 10.40 gr/dl, RBC
diizeyi 5.49, MCV diizeyi 61.40 fl, MCH diizeyi 18.90 pg, RDW diizeyi 17.30, HbA2 diizeyi
%2.79 idi.

HBAZ2:c.93 95+2 del GAGGT saptanan olgunun Hb diizeyi 13.10 gr/dl, RBC diizeyi
5.49, ortalama MCV diizeyi 71.6 fl, MCH diizeyi 23.90 pg, RDW diizeyi 14.80, HbA2 diizeyi
%2.37 idi.
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Alfa 2 Poly A-2 heterozigot saptanan olgunun Hb diizeyi 12.20gr/dl, RBC diizeyi
6.29, MCV diizeyi 78.40 fl, MCH diizeyi 23.10 pg, RDW diizeyi 14.00, HbA2 diizeyi %1.91
idi.

Alfa gen triplikasyonu saptanan olgunun Hb diizeyi 9.80 gr/dl, RBC diizeyi 5.18,
MCV diizeyi 59.00 fl, MCH diizeyi 18.90 pg, RDW diizeyi 17.00, HbA2 diizeyi %2.67 idi.

HbA1:c.328delC saptanan olgunun Hb diizeyi 11.80 gr/dl, RBC diizeyi 5.51, MCV
diizeyi 70.00 fl, MCH diizeyi 21.40 pg, RDW diizeyi 15.10, HbA2 diizeyi %2.46 idi.

Mutasyonlarin genotipine gore ortalama Hb, RBC, MCV, MCH, RDW ve HbA2
diizeyleri Tablo VI’da gosterildi.

Tablo VI. Mutasyon genotipine gore ortalama Hb, RBC, MCV, MCH ve RDW degerleri.

Genotip Hb(gr/dI) RBC(10%/L) MCV/(fl) MCH(pg) RDW HbA2 (%)
-a*"faa 11.75+1.87 5.38+0,80 68.74+8.00 22.09+2.84 16.3142,93  2.53+0.37
-07/-03" 11.61+1.55 5.98+0.74 59.94+3.01 19.38+0.94 16.62+1.66  2.59+0.33
-2%/g0, 10.71+0.43 5.49+0.22 60.08+3.53 19.55+0.91 16.93+0,94  2.11+0.51
--MED/qq, 11.06+1.22 5.71+0.41 60.98+2.51 18,89+1.41 16.04+1.21  2.34+0.17
2P g 12.47+0.72 5.67+0.39 68.32+3.43 21.92+1.19 14.70+0.68  2.52+0.36
(-0)®¥/ aat 11.10+1.41 6.11+0.39 62.45+4.03 19.50+0.84 17.90+£0.70  2,24+0.15

- o*?fao 13.80+2.54 6.01+0.33 68.30+8.48 22.90+2.96 14.25+1.06  2.58+0.01
02'VSIEEM VSIS 10,40 5.49 61.40 18.90 17.30 2.79
a2 M2 g 12.20 6.29 78.10 23.10 14.00 191
aoo®™37 9.80 5.18 59.00 18.90 17.00 267
HbAZ1:c.328del 11.80 5.51 70.00 21.40 15.10 2.46
HBA2:c.93_95+2 del GAGGT 13.1 5.49 71.6 23.9 14.8 2.37

Elliiki hastada gozlenen mutasyonlarin 45’1 (%86.54) delesyonel, 7’si (%]13.46)
delesyonel olmayan mutasyondu. Delesyonel mutasyonlarin 34’1 tek gen delesyonu, 11’1 gift
gen delesyonu idi. Tek gen delesyonu mevcut olan hastalarin ortalama Hb diizeyi 11.86+1.67
gr/dl (dagilim, 6.60-15.60), ortalama RBC sayis1 5.62+0.77 (dagilim, 2.51-7.25), ortalama
MCV 66.78+7.38 fl (dagilim, 44.80-81.70), ortalama MCH 21.40+2.51 pg (dagilim, 14.50-
26.30), ortalama RDW 16.38+2.53 (dagilim, 14.55-15.80), ortalama HbA2 diizeyi
%2.52+0.34 (dagilim, %1.65-3.10) idi. Cift gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb
diizeyi 10.93+083 gr/dl (dagilim, 10.10-13.00), ortalama RBC diizeyi 5.59+0.31 (dagilim,
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5.10-6.37), ortalama MCV diizeyi 60.69+3.1 fl (dagilim, 54.70-65.50), ortalama MCH diizeyi
19,30+1.11 pg (dagilim, 17.60-21.00), ortalama RDW diizeyi 17.36£3.18 (dagilim, 14.70-
26.40), ortalama HbA2 diizeyi %2.16+£0.39 (dagilim %]1.62-3.01) idi. Tek ve ¢ift gen
delesyonu olan hastalarin ortalama Hb, RBC, MCV, MCH, RDW ve HbA2 diizeyleri Tablo
VII’de gosterilmistir. Tek ve ¢ift gen delesyonu gruplar1 arasinda Hb, RBC ve RDW degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken (p degeri sirasiyla 0.096, 0.476,
0.213). MCV, MCH ve HbA2 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi
(p degeri sirasiyla <0,001 <0,001, =0,006).

Tablo VII. Tek ve ¢ift gen delesyonu olan hastalarin ortalama Hb, RBC, MCV, MCH, RDW
ve HbA2 diizeyleri.

Delesyon tipi ~ Hb (gr/dl) RBC (10%/L) MCV (fl) MCH (pg) RDW HbA2 (%)
Tek gen 11.86+1.67 5.62+0.77 66.78+7.38 21.40+£2.51 16.38+2.53 2.52+0.34
Cift gen 10.93+0.83 5.59+0.31 60.69+3.11 19,30+1,11 17.36+£3.18 2.16+£0.39

P degeri 0.096 0.476 <0.001 <0.001 0.213 0.006

Hemoglobin diizeyi 52 hastanin 27’sinde (%51.92) normal, 25’inde (%48.08) diistiktii.
Mikrositoz (MCV diisiikliigii) hastalarin 48’inde (%92.31), hipokromi (MCH diistikligi) tim
hastalarda, RBC yiiksekligi 50 hastada (%96.15) mevcuttu. RDW 47 hastada (%90.38)
yiiksek, 5 hastada (%9.62) normal saptandi.

Genotip dagilimina gore alfa talasemi tastyicilarinda Hb, MCV, MCH, RBC ve RDW

durumu Tablo VIII’de gosterilmistir.
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Tablo VIII. Genotip dagilimina gore alfa talasemi tasiyicilarinda Hb, MCV, MCH, RBC ve
RDW durumu.

Genotip HS Hb MCV MCH RBC RDW

N D N D N D N Y N Y
-0 /oo 21 13 8 3 18 0 21 1 20 3 18
0% 7 4 3 0 7 0 7 1 6 0 7
2300 6 1 5 0 6 0 6 0 6 0 6
--MED/ g 5 1 4 0 5 0 5 0 5 0 5
a2 a0 4 2 2 0 4 0 4 0 4 1 3
- oo 2 2 0 0 2 0 2 0 2 0 2
(-a)?%/ a 2 1 1 0 2 0 2 0 2 0 2
VSt g Ivsican ] 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
a2PYA? g0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0
a0l 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1
HbA1:c.328del C 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1
HBAZcs o2 de caceT 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1
Toplam 52 27 25 4 48 0 52 2 50 5 47
HS: Hasta Sayist  N: Normal D: Diisiik Y: Yiiksek
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TARTISMA

Talasemi  yonetiminde {ilkelerin  hemoglobinopati tarama  programlarinda
genotiplendirme yontemlerinin kullanilmasi yani sira, tarama ve tan1 yontemleri ile fenotipik
degiskenliklerin gosterilmesi dnemlidir. Bu sekilde halk sagligi sorunu kabul edilen talasemi
ve diger varyant hemoglobinlerin dogumdan 6nce daha sik teshis edilmesi miimkiin olacaktir
(9). Her ne kadar alfa globin geninin tamaminda DNA dizinlemesiyle bilinmeyen
mutasyonlarin tespiti uygulanabilir olsa da, ¢ok pahali oldugundan 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde bu teknoloji rutin olarak uygulanamamaktadir. Bunun i¢in dizi analizinden Once
ucuz, hizli bir molekiiler tespit metoduna ihtiya¢ vardir (22). Son yillarda piyasaya ¢ikarilan
ve su anda iiclincii nesli gelistirilmis olan alfa globin Strip Assay (ViennalLab) adli kit
Tiirkiye’de talasemi tanisini bilylik oranda kolaylastirmistir. Bu test PCR ile ¢ogaltilmis DNA
iiriinlerinin mutasyona 0zgii oligoniikleotid problariyla hibritlesmesi prensibi iizerine
kurulmustur (23). Ulkemizdeki ¢alismalarin cogunda Strip Assay ile mutasyon taramasi
yapilirken c¢aligmamizda Strip Assay yani sira bu yontemle mutasyon saptanamayan 50

olguda DNA dizi analizi ile mutasyon varlig1 arastirildi.

Simdiye kadar 54°i alfa zincir varyanti olmak tiizere 222 farkli alfa talasemi
mutasyonu tanimlanmistir (http://www.ithanet.eu/) (24). Biz ¢alismamizda 12 farkli genotip
ve 11 farkli mutasyon saptadik. En sik (%33.65) rastladigimiz mutasyon olan o7 gen
delesyonunun diinyada yaygin bir dagilimi vardir. Ulkemizde, komsu iilkelerde ve ¢ogu

toplumda en yaygin rastlanan mutasyon olarak bildirilmistir (24-38).

Katar’da demir eksikligi anemisi ve beta talasemi tasiyiciligr dislanan ve alfa talasemi

-5nt 0LponAl (OL T-Saudi polyA2

tastyicilign siipheli 127 ¢ocukta - o> a0 ), o
ve 50 ¢ocukta (%39.4) 3.7 kb delesyon (%30, heterozigot; %9.4 homozigot); 1 cocukta

mutasyonlari arastirilmig

polyAl

(%0.8) o "heterozigot mutasyon; 3 cocukta o mutasyon (iki heterozigot, bir -03.7 ile

bilesik heterozigot) saptanmistir (24).

Baysal (25) Birlesik Arap Emirlikleri’nde 419 yenidogan bebegin kord kaninda PCR
bazli DNA analizi ile %49 oraninda alfa talasemi saptanmis ve —o>/aa %34, oo T%11

ile en sik rastlanan genotipler olarak bildirilmistir.

Hellani ve ark. (26) Suudi Arabistan’in dogusunda hipokrom mikrositer anemili 41

kiside -a*” mutasyonunu %64 oraminda bulduklarini bildirmislerdir.
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Sankar ve ark. (27) Hindistanin kuzeyinde 2003-2005 yillar1 arasinda 275 hipokrom
mikrositer anemili (125 beta talasemi trait, 48 talasemi major, 26 orak hiicreli anemi, 15 Hb E,
40 demir eksikligi anemisi, 8 diger hemolitik anemiler, 14 tanimlanamamis) kiside alfa
talasemi tastyiciligt sikligimi arastirmiglar ve alfa talasemi tasiyiciligi sikligini %12.7
bulmuslardir. -a*"allel frekasmi %9, orak hiicreli anemili kisilerde -o*' tek gen delesyonu
sikligin1 %30.8 bulmuglardir.

Akhavan-Niaki ve ark. (28) iran’da alfa talasemi tasiyicis1 722 eriskin (376 erkek, 346
kadin) hastanin 446 ‘sinda delesyonel mutasyon (-a>: 367, -o*%: 54, --MEP : 62), 215inde bir
nokta mutasyonu (polyAl:14, polyA2:133, -5nt:48, Hb Constant Spring:32), 61’inde 2
mutasyon (-a3'7/-a3'7: 50, -a>'/- o*% 6, - o /o PA? 7, - o>/ 5) olmak iizere 10 farkli
genotip saptamislardir.

Al-Allawi ve ark.(29)Kuzeydogu Irak’ta demir eksikligi ve beta talasemi tastyiciligi

dislanmis 101 hipokrom mikrositer Kiirt eriskinde 4’ delesyonel (—a3'7, --MED-L —((1)20'5, —o*?

PolyAl Adana 5 PolyA2

), 5’1 delesyonel olmayan (—a 0, oo oMo, 0“0, ve o a.) 9 farkli alfa talasemi
mutasyonu ve 12 farkli genotip saptamuslar ve allel frekansi en yiiksek mutasyon olarak -a*’
(%59.6) bulmuslardir.

Alibakhski ve ark. (30) Bat: iran’da Kermanshah sehrinde 2009-2013 yillar1 arasinda
678 alfa talasemi minoérlii erigskinde 21 farkli mutasyon saptadiklarini en sik rastladiklar: 3

mutasyonun -a (%60.9) , o ™ (%10.6) ve o Y (%9.9 ) oldugunu belirtmislerdir.

Celik ve ark. (31) 2008-2010 yillar1 arasinda Hatay’da Medikal Biyoloji ve Genetik
Laboratuari’na alfa talasemi siiphesiyle evlilik 6ncesi bagvuran 39’u erkek, 58’i kadin 97

MED FIL 20.5 )

eriskin kiside %81.8’i delesyonel (-a*?, --MEP, --FIb 4205 0418.2’si delesyonel olmayan (-

a2 g2 POl AL g Poly A2 e aaaanti'3'7) 9 farkli mutasyon saptamislardir. En sik rastlanan
mutasyon olan alfal genindeki -a>’ gen delesyonu 97 olgunun 74’iinde (%76.3); 194 allelin

ise 85’inde (%43.81) saptanmustir.

3.7

Oner ve ark. (32) 25 Hb H hastasinda 10 farkli genotip saptamislar ve -o™' allel

sikligint %28.6 olarak bildirilmislerdir.

Giiveng ve ark. (33) Adana’da 2007-2008 yillar1 arasinda evlilik dncesi tarama yapilan
3000 kiside demir eksikligi ve beta talasemi tasiyicilifi olmayan kisilerde alfa mutasyon
analizi yapmislar ve alfa talasemi prevalansin1 %7.5 olarak bulmugslardir. Onbir farkli genotip

arasinda en sik -o> /ool (%53.33) ve -- MED) g0t (%15.11) mutasyonunlarina rastlamiglardir. Bu
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calismada o delesyonu 225 hastadaki 450 allelin 181’inde saptanmis ve allel frekansi

%40.66 olarak bulunmustur.

Bozdogan ve ark. (34)Adana’da hafif ve orta derecede anemi, mikrositoz ve normal
demir diizeyi olan 2500 hastanin 539’unda alfa mutasyon analizi ¢aligmasi yapmislar ve 12
farkli mutasyon ve 29 farkli genotip saptamislardir. En sik rastlanan mutasyonlar —o
(%63.3), —MEP (%11.7), —2*° (%10.7), 02"VSH5M (943.9 ) ve a2”*Y 2 (%3.5); En sik rastlanan
genotipler ise —a*"/aa (%35.8), -0>'/-a®"(%18.9), —***/aa (%11.5) ve —MP/ao (%10.4)

olarak bildirilmistir.

Onay ve ark. (35) 2007-2013 yillar1 arasinda Ege Universitesi'nde alfa globin gen
)05 _MED _FIL

mutasyonu i¢in gonderilen 231 hastada 5°i delesyonel (—a®’, (ot

__SEA PA-1a _-5ntdel anti-3.7 OLCdMZ

) 7°si delesyonel olmayan (a”*'% "%y, qae®™37, WPA2y, o0

o, , a, a'Cu.) olmak
tizere 12 farkli mutasyon ve 25 farkli genotip saptamislar ve en sik rastlanan mutasyon olarak
—0>7 (%52.28) , —(0)**®° (%14.74) ve --MFP (%10.53) bulmuslardir.

Aldemir ve izmirli (36) Hatay’da 2012-2013 yillari arasinda toplam 407 bireyde -o®”,
-MED " gCOPBLAA), a2 VS I g2 POY AL mytasyonlarnin frekanslarini sirast ile %29.48,

%5.16, %0.25, %0.25, %0.25 olarak bulmuslardir.

Karakas ve ark. (37) tarafindan Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’nda Strip Assay yontemiyle yapilan degerlendirmede tanimlanamayan
hipokrom mikrositer anemisi olan 132 hastada 11 farkli mutasyon saptanmistir. En sik
gorlilen mutasyon o7 (%44) tek gen delesyonu olup, bunu sirasiyla a?0® (%14,8) ve oMEP
(%12,8) ¢ift gen delesyonlari, delesyonel olmayan mutasyonlar (a-25nt, (%7,4), triplikasyon,
Hb Kayo Dora ve a-2poly A-1 (%5,5), a24.2, Hb Adana, Hb Icaria ve FIL mutasyonu (%1,8)

izlemistir.

Unal ve Giimriik (38) Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde 1981-2014 yillar
arasinda 788 talasemi hastasinin 138’ine (%17.5) Hb H hastaligi tanis1 konuldugunu
bildirmislerdir. Genotip verileri mevcut olan 38 hastada en sik rastladiklari allellerin -a3.7
(%62.8) , 020,5 (%51.4), --MED-11 (%25.7), --MED-I (%17) oldugunu bildirmislerdir. Ayni
calismada 78 alfa talasemi tasiyicist ¢ocukta 11 farkli genotip saptadiklarini ve en sik
rastladiklar1 genotiplerin —o'/oa (%39.7),~2*%/0a (%26.9),—~MED-Il/aa (%10.3)ve a(PA-
1)/aa (%6.4) oldugunu bildirmislerdir.
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Mutasyonlarin ~ goriilme  sikligr  etnik  kokenden ve cografik bolgelerden
etkilenmektedir. Farkli toplumlarda ya da ayni toplumda farkli bolgelerde sik rastlanan
mutasyonlar farkli olabilmektedir (39-48)..

Bahreyn’de Jassim ve ark. (39) yaslar1 14 giin ile 78 yas arasinda degisen 56 kiside en

sik alfa talasemi mutasyonu olarak apolyA1l (%53.0) saptamislardir.

Cin’in gilineyinde Guizhou sehrinde 1219 yenidogan bebegin kord kaninda Hb
elektroforezi ve DNA analizi yapilan incelemede %3.28 oraninda alfa talasemi tastyiciligi
saptanmis ve en sik rastlanan mutasyon olarak —SEA/ao (%42.5) ve —o* /0w (%35)
bulunmustur. Ayn1 ¢alismada yaslar1 3 ay-60 yas arasinda degisen 121’1 erkek 103 ‘ii bayan
224 alfa talasemi hastasinda 11 farkli genotip ve 5 farkli alfa mutasyonu saptanmis ve en sik
rastlanan mutasyon olarak yine —>* (%65.89) ve —a>’ (%22.8) bulunmustur(40). —5FA
mutasyonu Cin’in giiney bolgesinde ki Yunnan (41), Hunan (42), Guanxi (43), Guandong’da
(44) da en sik rastlanan mutasyonken (siklig1 sirasiyla %59.2; %75; %68.5; %48.54)

Chonggin sehrinde (45) —a* (%354.55) en sik rastlanan mutasyon olarak saptanmistir

Siit¢ii ve ark. (46) Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk
Hematolojisi poliklinigine bagvuran ve alfa talasemi mutasyonu arastirilan 25 hastada 9
heterozigot formunda allel tasidigini saptamiglardir. Bu hastalarin 5 tanesinde MED double
gen delesyonu (heterozigot mutasyon), iki tanesinde -20.5 kb single gen delesyonu
(heterozigot mutasyon), bir tanesinde o2IVS 1-5 nt delesyonu (heterozigot) ve diger bir

tanesinde -3.7 single gen delesyonu (heterozigot) (-o™>" allel frekansi %5.55) tespit edilmistir.

Lin ve ark. (47)Tayvan’da en sik SEA tip delesyon daha sonra da -o*' delesyonu

saptamuslardir.

Ahmad ve ark.(48) 2007-2010 yillar1 arasinda Malezya’da alfa talasemi tanisi konulan
2567 kiside 13 mutasyon incelemisler ve _SEA L THAL FIL 63T 0 42 CdB9G > A (Hb
Adana), Cd125T > C (Hb Quong Sze) ve Cd142 (Hb Constant Spring) olmak iizere 8 farkli
mutasyon saptamislardir. Malay, Indian, Sabahan, Sarawakian ve Orang Asli halkinda en sik -

o’ delesyon saptanirken, Cinlilerde en sik —SEA delesyonu saptadiklarini bildirmislerdir.

Caligmamizda 2. siklikta buldugumuz mutasyon -o 205 idi. Allel frekansim 7.68 olarak
saptadik. Ulkemizde yapilan g¢aligmalarda -a2°
Istanbul’da %14.8, Onay ve ark. (35) Ege Bolgesi’'nde %14.74, Celik ve ark. (31) Hatay’da

%0.51, Oner ve ark.(32)%22, Ciiriik (48) Cukurova’da %18.75; Giiveng¢ ve ark. (33)

allel frekansin1 Karakas ve ark. (37)
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Adana’da %3.33; Siitcii ve ark. (46) Isparta’da %11.1; Baysal ve ark. (49) Kibris Tiirkleri’nde
%4 bulmuglardir.

Calismamizda 3. siklikta buldugumuz mutasyon --V=° idi. Allel frekansmi %4.8
saptadik. Bu oran Ulkemizde yapilan diger ¢alismalardan daha diisiiktii. Ulkemizde yapilan
calismalarda --'EP allel frekansini Karakas ve ark. (37) Istanbul’da %12.8, Onay ve ark. (35)
Ege Bolgesi’nde %10.53, Celik ve ark.(31) Hatay’da %5.67, Oner ve ark. (32) %20, Ciiriik
(48) Cukurova’da %14.6; Giiveng ve ark. (33) Adana’da %9.55; Siit¢ii ve ark. (46) Isparta’da
%27.77; Baysal ve ark. (49) Kibris Tiirkleri’nde %40 bulmuslardir.

Calismamizda 4. siklikta buldugumuz mutasyon o2 Y idi. Allel frekansim %3.84
saptadik. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda o2 POYA!
Istanbul’da %3.7, Onay ve ark. (35) Ege Bolgesi’'nde %8.77, Celik ve ark. (31) Hatay’da
%0.51, Ciirtik (48) Cukurova’da %4.68; Giiveng ve ark. (33) Adana’da 9%0.66; Baysal ve ark.

(49) Kibris Tiirkleri’nde %12 bulmuslardir. Oner ve ark (32) ile Siitcii ve ark. (46)

allel frekansin1 Karakas ve ark. (37)

caligmalarinda bu mutasyona rastlamamislardir.

Calismamizda 5. siklikta buldugumuz mutasyon —o2"VSI15M jdi. Allel frekansini %1.92
saptadik. Ulkemizde yapilan calismalarda —o2°™ allel frekansimi Karakas ve ark. (37)
Istanbul’da %7.4, Onay ve ark. (35) Ege Bolgesi’'nde %3,86, Celik ve ark. (31) Hatay’da
%6.7, Oner ve ark. (32)%8, Ciiriik(48) Cukurova’da %4.68; Siit¢ii ve ark. (46) Isparta’da
%05.55; Baysal ve ark. (49) Kibris Tiirkleri’'nde %100 bulmuslardir. Giiveng ve ark. (33) bu

caligmalarinda bu mutasyona rastlamamaslardir.

Calismamizda 6. siklikta buldugumuz mutasyon -0*? idi. Allel frekansmi %1.92
saptadik. Ulkemizde yapilan diger ¢aligmalarda -a*? allel frekansii Karakas ve ark. (37)
Istanbul’da %1.8, Celik ve ark. (31) Hatay’da %0.51, Oner ve ark. (32)%]12, Ciiriik (48)
Cukurova’da %1.56; Giiveng ve ark. (33) Adana’da %0.66 bulmuslardir. Onay ve ark. (35),

Siitcti ve ark. (46) ve Baysal ve ark. (49) caligmalarinda bu mutasyona rastlamamislardir.

Calismamizda 7. siklikta buldugumuz mutasyon o2 POIYA-Z 3di. Allel frekansini %1.92
saptadik. Ulkemizde yapilan ¢alismalarda o2 P2
Bolgesi’nde %0.70, Celik ve ark. (31) Hatay’da %2.57, Oner ve ark. (32)%10, Ciiriik (48)

Cukurova’da %7.81; Giliveng ve ark. (33) Adana’da %?2; Baysal ve ark. (49) Kibris

allel frekansin1 Onay ve ark. (35) Ege

Tirkleri’nde %4 bulmuslardir. Karakas ve ark. (37) ile Siitcli ve ark. (46) calismalarinda bu

mutasyona rastlamamiglardir.
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nti37 saptadik (allel frekansi %0.91). Ulkemizde yapilan

Calismamizda 1 hastada aoo
calismalarda aoa®™allel frekansini Karakas ve ark. (37) istanbul’da %5.5, Onay ve ark. (35)
Ege Bolgesi’nde %3.16, Celik ve ark. (31) Hatay’da %1.54, Giiveng ve ark.(33) Adana’da
%1.11; bulmuslardir. Oner ve ark. (32), Ciiriik (48), Siitcii ve ark. (46), Baysal ve ark. (49)

caligmalarinda bu mutasyona rastlamamaislardir.

Calismamizda buldugumuz HBAIL:¢c328 del C heterozigot mutasyon (HbVar
ID: 2724;HGVS name: HBA1:c.328delC) Ulkemizde daha o6nce tanimlanmamis bir
mutasyondur.

Calismamizda bir hastada rastladigimiz alfa 2 geninde HBA2:¢.93 95+2 del GAGGT
mutasyonu daha once tamimlanmamis ve veri tabaninda olmayan bir genomik degisimdir.
Kodon 30-31 ve intron 1’in kirpilma bdolgesini etkiledigi i¢in patolojik sonuglari olmasi
ongoriilmektedir. Ancak yeni bir mutasyon olarak degerlendirilebilmesi i¢in aile taramasi ile
bu degisimi tasiyan bagka kisilerin olup olmadiginin degerlendirilmesi gerekecektir.

Delesyonel olmayan alfa talasemi mutasyonlarindan a2 geni tizerinde iki farkli PolyA
mutasyonu ve bir tane de 5 niikleotidlik (-5nt) kiiciik delesyon ile al geni lizerindeki nokta
mutasyonu sonucu meydana gelen Hb Adana, Hb H hastalar1 ve onlarin aile ¢aligmalari
sirasinda tespit edilmistir (50). Hb Adana al ya da a2 geninde olabilir. al genindeki
mutasyon a2’ye gore daha hafif klinik bulgular vermektedir. Nainggolan ve ark (51) o2
genindeki homozigot mutasyonun hidrops fetalis ile seyrettigini gostermislerdir. Aksu ve ark.
(52) Ankara’da hipokrom mikrositer anemisi, belirgin anizositozu, target hiicre ve bazofilik
notalanmasi olan iki aylik erkek ¢ocukta Hb Adana (HBA1:c.179 G>A) saptamislar ve beta
talasemi intermedia ya da Hb H hastaligina benzer klinigi oldugunu gozlemislerdir.
Ebeveynlerinde heterozigot formunun mikrositoz ile seyrettigini  belirtmislerdir.

Calismamizda Hb Adana’ya rastlamadik.

Tirkiye’de ilk kez Ak mutasyonu Celik ve ark.” nin ¢alismasinda (31) bildirilmistir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda —FILallel frekansini Onay ve ark. (35) Ege Bolgesi’nde
%2.81, Celik ve ark.(31) Hatay’da %0.51, Ciiriikk (48) Cukurova’da %40 bulmuslardir.

Calismamizda bu mutasyona rastlamadik.

Onay ve ark. (35) a5, -5 ve o° mutasyonlarini (allel sikligi sirasiyla, %1.75,
%0.35, %0.35) iilkemizde ilk kez bildirilmislerdir. Caligmamizda bu mutasyonlara

rastlamadik.
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Ayrica ¢alismamizda daha 6nce Ulkemizde goriildiigii bildirilen (17,33,48,53-56)-
THALI, init.cd, Cd 19, Hb Icaria, Hb Pakse, Hb Koya Dora, Hb Stanleyville Il ve homozigot

5nt delesyonu gibi mutasyonlara rastlamadik

Sessiz tagtyicilarda tam kan sayimi parametreleri normal olabilecegi gibi beta talasemi
tastyiciligma benzer tablo goriilebilmektedir. (17). Literatiirde -o®/aa genotipine sahip olan
bireylerdeki tam kan sayimi parametreleri Tablo IX’da gosterilmistir. Calismamizda diger
calismalara gére MCV diisiikliigii ve RBC yiiksekligi dikkat ¢ekmektedir. Ayrica o'/ao
genotipine sahip 21 olgunun 8’inde (%38.1) anemi, 18’inde (%85.71) MCV’de diisiikliik
(mikrositoz), biitlin olgularda MCH’da diisiikliik (hipokromi), 20’sinde (%95.24) RBC
yiiksekligi ve 18’inde (%85.71) RDW’de yiikseklik (anizositoz) saptadik (Tablo IV). Bu
sonuglar bize sessiz alfa talasemi tasiyicilarinda RDW diizeyinin demir eksikligi anemisi

ayirici tanisinda giivenilir bir gosterge olmadigini diigiindiirdii.

Tablo IX. Calismamizda ve literatiirde -a®"/aa genotipine sahip bireylerdeki hematolojik

parametreler.

Literatiir N Hb MCV MCH RBC RDW
Calismamiz 21 11.95+1.49 68.74+8.00 22.09+2.84 5.48+0,51 16.31+£2,93
Onay ve ark.(35) 81 12.28+1.74 71.99+5.84 - 5.274£0.48 16.83+3.81
Al-Allawi ve ark.(29). 33 13.24+1.45 74.00+4.87 24.45+1.78

Sankar ve ark. (57) 5 8.91+0.88 73.66+7.4 21.53+3.27

Bozdogan ve ark. (34 ) 193 12.242.2 74.9+7.6 25432 52434

Giiveng ve ark (33). 120 - 75.57+7.55 25.65+2.35

Celik ve ark. (31) 31 12.89+1.96 76.88+8.80 22.05+3.32 4.98+0.79

Jassim ve ark. (39) 7 11.56+1.8 71.0£9 22,6+3.4 4.95+1.0

Kamal ve ark. (24) 38 12.2+1.1, 74.8+3.9, 24.4+1.6 5.0£0.6 14.3+1.1

Literatiirde-o® " /-a>"

genotipine sahip olan bireylerdeki tam kan sayimi parametreleri
Tablo X’da gosterilmistir. RBC ortalamasi bir ¢alisma disinda yiiksekken, bu yiikseklik
caligmamizda daha belirgindi. Calismamizdaki RDW yiiksekligi, Kamal ve ark’nin

caligmasinda da gozlenmistir.
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Tablo X. Calismamizda ve literatiirde -o>'/-a®" genotipine sahip bireylerdeki hematolojik

parametreler.

Literatiir N Hb MCV MCH RBC RDW
Calismamiz 7 11.61+1.55 59.94+3.01 19.38+0.94 5.98+0.74 16.62+1.66
Onay ve ark.(35) 24 11.40+1.43 65.66+5.75 17.37+3.62 5.33+0.35

Al-Allawi ve ark.(29). 14 12.96+1.22 70.76+2.53 22.51+0.87

Bozdogan ve ark. (34) 102 10.8+1.9 63.7£7.4 20.5+2.7 5.3+0.7

Giiveng ve ark (33). 26 - 68.85+9.15 24.77+6.40

Celik ve ark. (31) 11 9.68+1.12 58.14+6.52 19.48+2.75 5.20+0.66

Jassim ve ark. (39) 10 11,09+2,3 73,4459 23,6+ 1,7 4,71+1,1

Kamal ve ark. (24) 12 11.8+1.1, 66.5+2.8 20.9+0.8, 5.6+0.6 16.0+1.7

El-Kalla ve Baysal (58)alfa globin sayisinda azalmanin MCV degerinde anlaml
diismeye neden oldugunu gostermislerdir. MCV ve MCH degeri en diisiik olarak - a7/ MEP
mutasyonu olan kisilerde bulunurken, en yiiksek degerler -a®’/aa mutasyonu olan kisilerde

gozlenmistir.

Alibakhski ve ark. (30) en yiiksek MCV ve MCH degerlerini —a*? ve —a®’ heterozigot
delesyon varliginda (sirastyla 78.8+2.8 ve 24.8+1.6; 77.6+4.5 ve 25.8+1.9), en diisik MCV ve
MCH degerini (65.2+1.1 ve 19.330.4) o™ homozigotluk durumunda saptamislardir.
Calismamizda en yiiksek MCV ve MCH degerini a27°Y"?/0a genotipi olan hastada (78.10 ve
23.10) en diisik MCV ve MCH degerini a0o®™3"“olan hastada (59 ve 18.90) saptadik.

02"V 162 VSIE5M mutasyonu olan hastaninda MCV’si 18.90 idi.

Celik ve ark.(31)ortalama Hb, MCV, MCH ve RBC diizeyini sirasiyla aa/--"EP
mutasyonu saptanan 10 kiside 11.25+0.21, 64.704+3.39 22.80+3.39, 5.01+0.84; 02 Mo/ Mo,
mutasyonu olan 4 kiside 9.42+0.99, 62.80+2.50, 19.50+0.63, 4.83ﬂ:0.39;-0L3'7/-0L2'5nt o
saptanan 3 kiside 11.10+£0.14, 64.20+0.27, 20.900.28, 5.21+0.08; -a>"/-a2 7Y A2 saptanan 2
kiside 13.15+0.35, 67.90+0.56,21.40+0.14, 6.13+0.23; ao/-02 M, saptanan 2 kiside
11.4040.70, 71.90+2.96, 25.00+1.69, 4.57+0.14; owa®™®’ saptanan 3 kiside
14.96+0.95,78.16:+0.35, 27.63+0.70, 5.40+0.20; -oa*>'/-a®>° saptanan 1 kiside 11.20, 65.60,
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21.70, 33.00, 5.18; -o>7/--MEP saptanan 1 kiside 10.60, 62.60, 20.60, 5.17; ao/a2™°Y A%y
saptanan 1 kiside 9.60, 77.80, 24.70, 3.88; ao/-a*? saptanan 1 kiside 12.30, 76.20, 25.90,
4.86; ao/--"" saptanan 1 kiside 9.80, 73.60, 24.3, 4.8; aa/a2™¥ A saptanan 1 kiside 7.80,
65.60, 20.70, 3.77 bulmuslardir.

Giliveng ve ark (33). heterozigot alfa talasemi mutasyonlarinda hematolojik
indekslerde hafif diizeyde degisiklik saptamislardir. MCV ve MCH ortalamasini sirasiyla --
MED)/ oo saptanan 34 kiside 63.45+3.05 ve 20.20+0.90, --2*°/a0 saptanan 15 kiside 70.05+6.05,
23.30+1.70; -o>7/--MED saptanan 9 kiside 62.10+1.15 ve 18.95+0.55; a PA2Z oo saptanan 9
kiside 75.50+£2.85 ve 25.80+1.90; a0 /o0 saptanan 5 kiside 71.40+£8.10 ve 23.42+3.95
olarak bulunmustur. Ayrica MCV, MCH ve MCHC degerleri fonksiyonel alfa globin sayisiyla

korele bulunmustur.

Bozdogan ve ark. (34)‘nin ¢aligmasinda en diisiik MCV degeri (58.1£5.0) _MED)_o37
genotipinde gdzlenirken, en yiiksek MCV degeri (74.9+7.6) -o>'/ao. genotipindeki bireylerde
gozlenmis ve MCH ve MCHC degerlerinin de benzer sekilde oldugu ifade edilmistir.
Delesyonel olmayan mutasyonlu hastalarin hematolojik parametreleri (Hb, RBC, MCV,
MCH, MCHC) ile delesyonel mutasyonu olan hastalarin hematolojik parametreleri arasinda
istatistiksel anlamli farkliklik saptanmamustir. En sik rastlanan 3 delesyonel genotipin (-o*'/—
o>, --2%%q0 , --MED/(xa) ortalama Hb, RBC, MCV, MCH ve MCHC diizeyleri sirasiyla -o>7-
o" genotipine sahip hastalarda 10.8+1.8, 5.3+0.7, 63.7+7.4, 20.5+2.7, 32.2+1.3; --***/oq
genotipine sahip hastalarda 11.9+1.1, 5.8+0.5, 65.5+£3.5, 20.8+1.3, 31.7+1.1, —"*/oq
genotipine sahip hastalarda 11.9+1.2, 5.7+0.58, 65.5+2.9, 21.1£1.2, 32.2£1.1 saptanmis ve -
o>'-o®" ile --"/aa  karsilastirildiginda Hb, MCV ve RBC; -o*"/-o" ile --M*P/qq
karsilastirildiginda Hb, MCV ve RBC arasinda, -MED/o ile --2%/aa karsilastirildiginda

yalnizca MCHC diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmisgtir.

Ahmad ve ark.(47) ortalama Hb, RBC, MCV, MCH, MCHC ve Hb F diizeylerini
sirastyla sessiz tasiyicilarda 21.0+15.7, 4.78+0.72, 17.9£6.1, 75.84£8.5, 24.24+3.6,31.84+2.2,
1.9+4.5; o tagiyicilarda 10.8+1.7, 4.97+0.81, 17.845.4, 69.8+£8.1, 21.8+£2.4, 31.4+£2.2,
2.9+13.1; o tagtyicilarda 11.3+1.7, 5.32+0.81, 18.0+4.9, 67.8+7.2, 21.2+2.1, 31.5+3.1,
0.9+2.6 saptamiglar ve RBC diizeyi ortalamasinin o traitli bireylerde yiiksek, sessiz

tastyicilarda ve a’tasiyicilarda normal oldugunu belirtmislerdir.

Lin ve ark. (59) o talasemi genotiplerinin hematolojik parametreleri arasinda fark

bulamamiglardir.
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Al-Allawi ve ark. (29) --ME%aa ve -o®"/-o> ile -0>" a0 hematolojik parametreleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu belirtmislerdir.

PA20/a0 ve of*'o/aagenotipi tasiyanlar hastalarda belirgin MCV

Onay ve ark. a
disiikliigii (sirasiyla 55.80+£10.20; 54,10+4.33) oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda Vel
20/a0. genotipine sahip bir hasta vardi ve MCV’si 78.10 idi. o /a0 genotipine sahip 4
hastanin MCV ortalamasi ise 68.32+3.43 idi.

Akhavan-Niaki ve ark. (28)bir defektif alfa globin defekti olan hastalarin MCV, MCH,
MCHC, HbA2 ve Hb F diizeyleri arasinda ve iki defektif alfa globin defekti olan hastalarin
aynit parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptamadiklarini; tek gende
bozukluk olan hastalarla 2 fonksiyonel alfa geni olan hastalarin MCV ve MCH degerleri
karsilastirildiginda ise ikinci grupta MCV ve MCH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli

diisiikliik oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda tek ve c¢ift gen delesyonu gruplari arasinda Hb (11.86+1.67 vs
10.93+0.83), RBC (5.62+0.77 vs 5.59+0.31) veRDW (16.38+2.53 vs17.36£3.18)degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken, MCV(66.78+7.38 vs
60.69+3.11), MCH(21.40+£2.51 vs19,30£1,11) ve HbA2(2.52+0.34 vs 2.16+£0.39) degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p degeri sirasiyla <0,001, <0,001,
=0,006). Bu sonuglar bize MCV, MCH ve HbA2 degerlerinin alfa talasemi diisiiniilen

hastalarda delesyona ugrayan gen sayist hakkinda fikir verebilecegini diisiindiirdii.

Sonug olarak, Aydmn ili ve ¢evresinde alfa talasemili hastalarda mutasyon tipinin ve
dagilimmin bilinmesi prenatal tan1 ve hasta bakimi i¢in daha iyi danigmanlik yapilmasini
saglayacagi gibi Tiirkiye’nin alfa talasemi mutasyon haritasina da katki saglayacaktir. Ayrica
bu calismadaki veriler hastalarin klinik takiplerindeki verilerle birlestirilirse ve olgu serisi
genisletilirsehastalifin genetik gecisinin molekiiler mekanizmas: ile fenotip arasindaki

baglant1 hakkinda ¢ok daha yararl bilgiler elde edilecektir.
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SONUCLAR

. Elli iki alfa talasemili ¢ocukta (31’1 erkek, 21’1 kiz)12 farkli genotip ve 11 farkli
mutasyon saptadik.

. En sik rastladigimiz 4 genotip sirasiyla -oa®’ /aa (%40.4), -a*'/-a>"(%13.5), --
205/00, (%11,5) ve --MEP/o0 (969.6)idi.

. En sik rastladigimiz 4 allel sirasiyla -o*(%33.65), --**° (%7.68), --"¥(%4.8) ve
o221 (943 .84) idi.

. Hastalarin ortalama Hb diizeyi 11.64+1.59 gr/dl (dagilim, 8.70-15.60 gr/dl),
ortalama RBC diizeyi 5.65+0.51 (dagilim, 4.46-7.25), ortalama MCV diizeyi
65.46+7.15 fl (dagilim, 44.80-81.70), ortalama MCH diizeyi 20.96+2.44 pg
(dagilim, 14.30-26.30), ortalama RDW diizeyi 16.20+2.16 (dagilim, 12.20-23.00),
HbA2 diizeyi %2.46+0.37 (dagilim, 1.62+3,10) idi.

. En sik rastladigimiz mutasyon olan alfa 3.7 heterozigot tek gen delesyonu saptanan
olgularin ortalama Hb diizeyi 11.95£1.49 gr/dl (dagilim, 8.70-15.30 gr/dl),
ortalama RBC diizeyi 5.48+0.51 (dagilm, 4.46-6.23), ortalama MCV diizeyi
68.74£8.00 fl (dagilim, 44.80-81.70), ortalama MCH diizeyi 22.09+2.84 pg
(dagilim, 14.50-26.30), ortalama RDW diizeyi 16.31+£2.84 (dagilim, 12.20-23.00),
HbA2 diizeyi %2.53+0.37 (dagilim, 1.65+3,05) idi.

. Elliiki hastada gdzlenen mutasyonlarin 45’1 (%86.54) delesyonel, 7’si (%13.46)
delesyonel olmayan mutasyondu. Delesyonel mutasyonlarin 34’ tek gen
delesyonu, 11’1 ¢ift gen delesyonu idi.

. Tek gen delesyonu mevcut olan hastalarin ortalama Hb diizeyi 11.86+1.67 gr/dl
(dagihim, 6.60-15.60), ortalama RBC diizeyi 5.62+0.77 (dagihm, 2.51-7.25),
ortalama MCYV diizeyi 66.78+7.38 fl (dagilim, 44.80-81.70), ortalama MCH diizeyi
21.40+2.51 pg (dagilim, 14.50-26.30), ortalama RDW diizeyi 16.38+2.53 (dagilim,
14.55-15.80), ortalama HbA2 diizeyi %2.52+0.34 (dagilim, %1.65-3.10) idi.

. Cift gen delesyonu saptanan olgularin ortalama Hb diizeyi 10.93+083 gr/dl
(dagilim, 10.10-13.00), ortalama RBC diizeyi 5.59+0.31 (dagilim, 5.10-6.37),
ortalama MCV diizeyi 60.69+3.1 fl (dagilim, 54.70-65.50), ortalama MCH diizeyi
19,30£1.11 pg (dagilim, 17.60-21.00), ortalama RDW diizeyi 17.36+3.18 (dagilim,
14.70-26.40), ortalama HbA2 diizeyi %2.16+0.39 (dagilim %1.62-3.01) idi.
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Tek ve cift gen delesyonu gruplar1 arasinda Hb, RBC ve RDW degerleri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken (p degeri sirasiyla
0.096, 0.476, 0.213). MCV, MCH ve HbA2 degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptandi (p degeri sirasiyla <0,001 <0,001, =0,006).

Hemoglobin diizeyi 52 hastanin 27’sinde (%51.92) normal, 25’inde (%48.08)
diistiktii.

Mikrositoz (MCV diisiikliigii) hastalarin 48’inde(%92.31) mevcuttu.

Hipokromi (MCH diisiikliigii) tiim hastalarda mevcuttu.

RBC yiiksekligi 50 hastada (%96.15) mevcuttu.

RDW 47 hastada (%90.38) yiiksek, 5 hastada (%9.62) normal saptandi.

En sik rastladigimiz-o>"/oa genotipine sahip 21 hastanin 8’inde anemi, 18’inde
mikrositoz, hepsinde hipokromi saptandi. RBC yiiksekligi 20 hastada mevcuttu.
RDW 18 hastada yiiksek, 3 hastada ise normal saptandi.

Calismamizda buldugumuz HBAZL: c328 del C heterozigot mutasyon (HbVar
ID: 2724;HGVS name: HBA1:c.328delC) Ulkemizde daha énce tanimlanmamig
bir mutasyondur.

Calismamizda bir hastada rastladigimiz alfa2 geninde HBA2:c.93 95+2 del
GAGGT mutasyonu daha once tanimlanmamis ve veri tabaninda olmayan bir
genomik degisimdir. Kodon 30-31 ve intron 1 in kirpilma boélgesini etkiledigi i¢in
patolojik sonuglar1 olmasi Ongoriilmektedir. Ancak yeni bir mutasyon olarak
degerlendirilebilmesi igin aile taramasi ile bu degisimi tasiyan baska kisilerin olup
olmadiginin degerlendirilmesi gerekecektir.

Calismamizda en yliksek MCV ve MCH degerini o272 g genotipi olan
hastada (78.10 ve 23.10) en diisiik MCV ve MCH degerini aao®™3"*olan hastada
(59 ve 18.90) saptadik. 2'VSLEEM) g p VSLESNY mutasyonu olan hastaninda MCV’si
18.90 idi.
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OZET

AMAC

Aydin ili ve cevresinde yasayan ve alfa talasemi tasiyiciligr tanist konulan c¢ocuklarda
mutasyon tipini belirlemek ve saptanan mutasyonlarin hematolojik parametreler iizerine olan
etkisini degerlendirmek.

GEREC ve YONTEMLER

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematolojisi Poliklinigi’nde 1 Ocak 2010
ile 30 Haziran 2015 yillar1 arasinda demir eksikligi anemisi ve beta talasemi tasiyiciligi
dislanmig (ferritin normal; Hb A2 <%3.5) ve alfa talasemi tasiyiciligr diistintiliip tanilari
mutasyon analizi ile konfirme edilen 52 hasta calismaya alindi. Alfa globin genindeki
mutasyonlar reverse hibridizasyon prensibine dayali ViennaLab a-globin StripAssay™ ticari
kiti kullanilarak tespit edildi. Stript analizi ile saptanamayan mutasyonlar icin 50 hastada
Antalya Genetik Laboratuvari’nda alfa 1 ve alfa 2 genlerinde DNA dizi analizi ile mutasyon
taramas1 yapildi. Hastalarin hemogramlari Mindray marka BC-6800 numarali kan sayimi
cihaziyla, hemoglobin elektroforezleri ise Aqilent marka 1100 seri numarali cihazda HPLC
yontemiyle calisildi.

BULGULAR

Elli iki alfa talasemili ¢ocukta (31’1 erkek, 21’i kiz; yas ortalamasi 7.62+5.01) 12 farkli
genotip ve 11 farkli mutasyon saptadik. En sik rastladigimiz 4 genotip ve 4 allel sirasiyla -
o> oo (%40.4), -0>71-0>"(%13.5), --*fao (%11,5), --"EP/aa (%9.6) ve -0>'(%33.65), --20°
(%7.68), --MEP(%4.8), a2™Y 1 (%43.84) idi. Mutasyonlarin 45°i (%86.54) delesyonel, 7’si
(%13.46) nondelesyoneldi. Delesyonel mutasyonlarin 34’{ tek gen delesyonu, 11°1 ¢ift gen
delesyonu idi. Tek ve ¢ift gen delesyonu gruplar1 arasinda hemoglobin, kirmizi kiire ve RDW
diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmazken, MCV (66.78+7.38
vs 60.69£3.1 f1), MCH (21.40£2.51 vs 19,30+1.11 pg) ve HbA2 (%2.52+0.34 vs %2.16+0.39)
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu (p degeri sirasiyla <0,001,
<0,001, =0,006). Anemi %48.08, mikrositoz %92.31, hipokromi %100, kirmizi kiire
yiiksekligi %96.15, RDW yiiksekligi %90.38 hastada; En sik rastladigimiz -o>"Jaa genotipine
sahip 21 olguda ise anemi %38.1, mikrositoz %85.71, hipokromi %100, kirmizi kiire
yiiksekligi %95.24 ve RDW yiiksekligi %85.71 oraninda saptandi. HBAL: c328 del C
heterozigot mutasyonu iilkemizde daha once tanimlanmamis bir mutasyondu.
HBAZ2:c.93 95+2 del GAGGT mutasyonu daha oOnce tanimlanmamis ve veri tabaninda

olmayan bir genomik degisimdir.
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SONUC

Aydin ili ve ¢evresinde alfa talasemili hastalarda mutasyon tipinin ve dagiliminin bilinmesi
prenatal tant ve hasta bakimi i¢in daha iyi danismanlik yapilmasini saglayacagi gibi
Tirkiye’nin alfa talasemi mutasyon haritasina da katki saglayacaktir. Tek ve ¢ift gen
delesyonu ayirnminda MCV, MCH ve HbA2 diizeyleri yol gdosterici olabilir. RDW demir

eksikligi anemisi ayirici tanisinda uygun bir gosterge degildir.

Anahtar sozciikler: Alfa talasemi, mutasyon, hemoglobinopati, anemi, ¢ocuk
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SUMMARY

OBJECTIVE

To determine the type of mutation in the children who have been diagnosed as o thalassemia
carriers living in Aydin and its peripheric regions and to evaluate the effect of this mutations
on haematologic parameters.

MATERIALS AND METHODS

Fifty two patients who have been suspected of alfa thalassemia carriage, then confirmed with
mutation analysis with exclusion of iron deficiency anemia ve beta thalassemia (Normal
ferritin level; HbA2 <%3.5) at Adnan Menderes University Pediatric Hematology Department
between January 1st 2010 and June 30th 2015 enrolled in the study. The mutations in alfa
globin gene have been detected using ViennalLab a-globin StripAssay with reverse
hybridization principle. The mutations which can not be detected with StripAssay, a mutation
screening for alfa 1 and alfa 2 genes in DNA sequence analysis has been performed in 50
patients at Antalya Genetics Laboratory. Mindray BC-6800 has been used for CBC and
Agilent 110 has been used for hemoglobin electrophoresis with HPLC method.

RESULTS

We have detected 12 different genotypes and 11 different mutations in 52 alfa thalassemia
patients (31 boys, 21 girls; median age 7.62+5.01). The most frequent 4 geontypes and 4
allells are o®'/ao (40.4%), -o*1-a>"(13.5%), --**°/ac (11,5%), --"EPlaa (9.6%) and -a>’
(33.65%), --2°° (7.68%), --MEP(4.8%), 2™V ! (3.84%) respectively. Forty five of the
mutations (%86.54) were deletional whereas, 7 of them were non-deletional. 34 of deletional
mutations were single-gene deletions, and 11 of them were double-gene deletions. There was
no statistical significant difference between single and double gene deletion groups in
haemoglobin, red cells and RDW levels whereas a statistically significant difference has been
detected in MCV (66.78+£7.38 vs 60.69+3.1 1), MCH (21.40+£2.51 vs 19,30£1.11 pg) ve
HbA2 (9%2.5240.34 vs %2.16+0.39) levels (p <0,001, <0,001, =0,006, respectively). Anemia
48,08%, microcytosis 92.31%, hypochromia 100%, red blood cell elevation 96.15%, RDW
elevation 90.38% was detected proportionally in our patients. In 21 patients with the most
frequent -o>'/ac. genotype, anemia 38.1%, microcytosis 85.71%, hypochromia 100%, red
blood cell elevation 95.24% and RDW elevation 85.71% was detected respectively.
HBA1:c328 del C heterozygotic mutation has been detected for the first time in our country.
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HBAZ2:¢c.93 95+2 del GAGGT mutation has been detected for the first time and can not be
found in database around the world.

CONCLUSION

Acknowledgement of the type and the widespread of the mutations in alfa thalassemia
patients in Aydin and peripherals will be of great value in prenatal diagnostic and consultancy
care and also will be a valuable contribution in Turkey’s alfa thalassemia mutation map.
MCV, MCH and HbAZ2 levels can be useful in diferentiation of single and double gene

deletions. RDW is not an appropriate tool in differential diagnosis of iron deficiency.

Key words: Alfa thalassemia, mutations, hemoglobinapathy, anemia, children
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