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OZET

Bu calismada, bolgemizde beta talasemi major tanist almis hasta ve
ebeveynlerinde; taniy1 kesinlestirmek i¢in, hematolojik analiz ve hemoglobin varyant
analizi yapildi. Altin standart DNA dizi analizi yontemi ile de mutasyon ¢esitliligi
saptandi.

Hastanemizin Pediatrik Hematoloji Bolimiinde takip ve tedavisi yapilan 30
beta talasemi major hasta ve ebeveynlerden (30 anne ve 30 baba) olmak tizere toplam
90 kisi calismaya dahil edildi. EDTA’ 11 tiiplere kan 6rnekleri alindi. Hematolojik
analiz flow sitometrik yontemle, hemoglobin varyant diizeyi HPLC ile ayni giin
calisildi. Mutasyon ¢esitligini saptamak icin DNA dizi analizi yapild:.

Siklik sirasma gore: IVS-1-110 (G->A) % 46.67, Kodon 8 (-AA) % 16.67,
IVS-1I-1 (G->A) % 11.67, Kodon 44 (-C) % 10.00, 1VS-I11-745 (C->G) % 5.00,
IVS-I-1 (G->A) % 3.33, IVS-I-5 (G->T) % 3.33 ve -30 (T->A) % 3.33 olmak iizere
8 ¢esit mutasyon tespit edildi. Bunlara ek olarak dnceden tanimlanmis dort sessiz
nokta mutasyon goriildii. Hastalar diizenli olarak transfiizyon tedavisi aldiklar1 igin
hemoglobin konsantrasyonu 9.20+1.32 g/dL diizeyi ile beklenen diisiikliikte degildi.
HbA 86.32 £12.09, HbF 10.95+11.94 olarak saptandi. Ebeveynlerde ise tasiyicilarda
olmasi baklenen hemogram sayimi ve Hb varyant diizeyleri goriildii.

Beta talasemi mutasyon cesitliligi acisindan Tiirkiye geneline benzer bir
dagilim tespit edildi. 9.20+1.32 g/dL olarak saptanan Hb diizeyi ise hastalarin takip-
tedavilerinin etkin siirdiiriildiiglinii diisiindiirmektedir. Bu ¢alisma, DNA dizi analizi
yonteminin kullanimina bagli olarak Diyarbakir’da saptanamayan mutasyonlarin
belirlenmesine imkan tanimistir. Bundan sonra daha genis capli taramalarin yapilarak
mutasyonlarin saptanmasi gergek bolgesel verilerin elde edilmesini saglayacaktir.
Tastyic1 sikligimin yaygin oldugu bolgemizde bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasi,

prenatal tani ile hasta cocuk dogumunun 6nlenmesine 6nemli katki sunacaktir.

Anahtar Sozciikler: Talasemi, beta talasemi, dizi analizi, mutasyon, HPLC, SNP



ABSTRACT

In this study, patients diagnosed with beta thalassemia and their parents were
subjected to hematological and hemoglobin variant analysis. Mutation diversity had
been determined with the gold standart method DNA sequencing.

A total of 90 people, 30 of them beta thalassemia major patients that have
been followed-up and treated in Hematology Clinics of Dicle University Medical
School Hospital and 60 of them were their parents, included in the study. Blood
samples of both of patients and their parents into two EDTA containing tubes for all
analyses. Hematological analysis had been performed with flowcytometric method
and mutations with DNA sequencing.

8 different mutations were determined. By frequency: 1VS-1-110 (G->A) %
46.67, Codon 8 (-AA) % 16.67, IVS-1I-1 (G->A) % 11.67, Codon 44 (-C) % 10.00,
IVS-11-745 (C->G) % 5.00, IVS-1-1 (G->A) % 3.33, IVS-1-5 (G->T) % 3.33 ve -30
(T->A) % 3.33. In addition to these mutations, four missense single nucleotide
polymorphisms were determined. Due to the transfusion therapy, diversity was
noticed in hemoglobin concentration (9.20+1.32 g/dL) and Hb variants levels (HbA
86.32 £12.09, HbF 10.95+11.94). Typical carrier hemogram count and Hb variants
levels were seen in parents.

In our study, a similar distribution was identified throughout Turkey in terms
of mutations. Mutations were classified in all the studied people. Average Hb level of
9.20+1.32 g/dL shows a sufficient follow-up and treatment of the disease. This study
increased the resolution of mutation detection in Diyarbakir due to the use of DNA
sequencing. Thereafter large scale mutation detection studies will help to screen
realistic regional data in terms of mutation diversity of beta thallasemia.
Determination of unknown mutations in our region, where carier frequency is

realtively high, will help to prevent birth of diseased children via prenatal diagnosis.

Key Words: Thalassemia, beta thalassemia, sequence analysis, mutation, HPLC, SNP
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Alfa

Beta

Delta

Epsilon

Gama

Gama Alanin

Gama Glisin

Mikro litre

Pseudo

Theta

Zeta

Amino asit

Baz cifti

Beta talasemi

Beta talasemi intermedia

Beta talasemi major

Beta talasemi tagiyici (mindr)
Karbondioksit

Dakika

Deoksiribo Niikleik Asit
Deoksi Niikleotit Trifosfat
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
Forward

Hemaoglobin

Hematokrit

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Hypersensitive Site

Intronlar, intervening sequences
Kilo baz

Litre

Locus Control Region
Ortalama eritrosit hemoglobini
Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
Ortalama eritrosit hacmi
Maksimum

Minumum

Mesajc1 Riboniikleik Asit
Nanometre

Oksijen

Optik Dansite

Polymerase Chain Reaction
Eritrosit

Reverse

Eritrosit dagilim genisligi
Riboniikleik asit
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1. GIRIS ve AMAC

Thalassemia, Yunanca’da thalassa (deniz) ve haima (kan) kelimelerinden
tiretilmistir. Beta talasemi (BT), 11. kromozomun kisa kolu {izerinde yer alan,
B-globin geninde meydana gelen mutasyon sonucunda olusan otozomal resesif
gecisli genetik bir hastaliktir (1-3).

Talasemi diinyada siklikla goriilmekte olup, Akdeniz Ulkeleri, Orta Dogu,
Orta Asya, Hindistan, Giiney Cin ve Uzak Dogu, Kuzey Afrika kiyilar1 ve Giiney
Amerika'da yaygin olarak goriilmektedir. En yiliksek insidans Kibris (% 14),
Sardunya (% 10.3) ve Giineydogu Asya’da bildirilmistir (3). Diinya niifusunun
yaklasik % 1.5°1 BT tastyicisidir ve Diinya niifusu 7 milyar tizerinde oldugu kabul
edildigine gore yaklagik 100 milyon {izerinde tasiyici mevcuttur (3,4).

Tiirkiye’de Cavdar ve Arcasoy tarafindan talasemi sikligini gosteren ilk
calismalar yapilmig ve ortalama insidanst % 2.1 ve bazi bolgelerde ise insidansin
% 0.6-11.7 arasinda oldugu bildirilmistir (5). Tirkiye’de yaklasik 1.400.000 tasiyici
ve 5000 civarinda hasta vardir. Her yil yiizlerce hastalikli cocuk diinyaya gelmekte,
aileler ve toplum maddi ve manevi zarara ugramaktadir.

BT hastalar1, klinik ve laboratuvar verileri 1s1ginda tespit edilmektedir.
Hemogram sayimi ve hemoglobin (Hb) varyant diizeyi, Hb elektroforezi rutin
yapilan testlerdir. Mutasyon analizi i¢in kullanilan yontemlerden DNA (Deoksiribo
Niikleik Asit) dizi analizi bugiin altin standart olarak kabul edilmektedir (3).

BT’de mutasyon c¢esitliliginin belirlenmesi, hastalifin 6nlenmesinde ve
tedavisinde oOnemlidir. Diinya’da BT mutasyonlarinin molekiiler diizeyde
incelenmesi sonucunda simdiye kadar 200’den fazla gesit mutasyon tespit edilmistir
(6,7). Tirkiye’de ise 40 dan fazla gesit BT mutasyonu goriilmiis olup mutasyon
tipleri Tiirkiye’nin bdlgeleri arasinda farkliliklar gostermektedir (8,9).

Bu ¢alismada hemogram ve Hb elektroforez yontemi ile BTM tanis1 almis
hastalarda ve ebeveynlerinde; hemogram sayimi, HPLC ile Hb varyant diizeyi ve
altin standart dizi analizi yontemiyle mutasyon ¢esitliligi saptandi.

BT’nin simdiye kadar kemik 1iligi nakli disinda kesin tedavisi
bulunmamaktadir (3). Akraba evliliklerin sik oldugu iilkemizde hem maddi hem de

manevi agidan biiylik sorunlar olusturdugu goz oniine alindiginda koruyucu saglik



hizmetlerin 6nemi anlagilmaktadir. Prenatal tani, evlilik Oncesi tarama, genetik
danigmanlik, hastalik hakkinda bilgilendirme hizmetleri biiylik 6nem kazanmaktadir.
Tastyicilarin tesbiti ve bilgilendirilmesi ile hasta ¢cocuk dogumunun 6nlenmesi ¢ok
onemlidir.

Bu calismada, beta talaseminin molekiiler diizeyde tanisini saglayacak
yontemi laboratuvarimiza kurularak bdlgemizin ihtiyaci olan bu hizmetin sunulmasi,
BTM tanisiyla takip ve tedavisi planlanan hastalarin tanisinin kesinlestirilmesi ve
tedavisine katkida bulunulmasi, prenatal tani ile hasta ¢ocuk dogumunu OGnlemesi

amaclandi.



2. GENEL BILGILER

Talasemiler, Hb tetramerini olusturan globin zincirlerinin bir ya da daha
fazlasinin sentezindeki azalma veya tamamen yokluguna bagli olarak ortaya cikarlar.
Talasemiler sentezi bozulmus olan globin zincirine gore o (alfa), p (beta), y (gama),
d (delta), op, eydp (e = epsilon) talasemi olarak adlandirilirlar. En sik goriilen tipleri
a ve P-talasemidir. a-talasemi Uzak Doguda siklikla goriiliirken, BT Tiirkiye’ yi de
icine alan Akdeniz Ulkelerinde siktir (2,10). Giiniimiizde BT’ ye yol agan molekiiler
defektler olduk¢a iyi bir sekilde incelenmistir. Hastaligin en Onemli nedenini,
a-talasemide goriilen biiylik delesyonlar aksine, genellikle gen igindeki nokta
mutasyonlart olusturur. Rutin kullanima giren PCR yontemi ve direkt DNA dizi
analizi ile BT’ ye yol agtig1 bilinen mutasyonlarin sayist biiylik bir hizla artarak
200’1 geemistir (1,6,11,12). Bu genis molekiiler ¢esitliligin tiimiiniin her toplumda
goriilmemesi, mutasyonlarin etnik gruplara 6zgilin olmasindan kaynaklanmaktadir.
Genelde bir toplumda goriilen BT mutasyonlarin % 90-95’ini az sayida mutasyon
cesidi olusturmaktadir. Allel cesitliligi Sardunya adasi, Kibris gibi kiiclik ve izole
etnik gruplarda daha da azalmaktadir. Tiirkiye toplumunda 40 dan fazla mutasyon

cesidi tanimlanmig olup bolgesel farklilik gostermektedir (6,8,12—14).

2.1. Hemoglobinin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin (Hb), oksijeni (O;) akcigerden dokulara, karbondioksiti (CO,)
dokulardan akcigerlere tasinmasini saglayan bir protein olup en yiiksek oranda
eritrositlerde bulunur (15,16). Hb, globin ve hemden olusan 64.400 dalton agirliginda
tetramer yapida olup iki ¢ift 6zdes olmayan polipeptid zinciri (a-benzeri, B-benzeri)
ve dort molekiil hemden olusur (17,18). Hemoglobin molekiilinde bulunan hem
halkasi biitiin hemoglobinlerde aynidir ve globin zincirinin kendi iizerine katlanmasi
sonucu non-polar aminoasitler tarafindan meydana getirilen Hem cepleri igerisinde
yerlesmistir. Bundan dolayr Hem’in yerlestigi ortam, hidrofobik bir ortamdir. Buna
karsilik globin zincirleri; aminoasitler sayilar1 ve cinsleri farklilik gostermektedir
(16,19). Aminoasitlerin siralanmast birincil yapiyi, aminoasitlerin aralarinda hidrojen

baglariyla heliksler bi¢ciminde diizenlenmesi ikincil yapiyi, polipeptid zincirlerin
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katlanarak {i¢ boyutlu bir forma ulagmasiyla {giinciil yapiy1 ve dort polipeptid
zincirinin birleserek olusturdugu tek bir molekiil ise dordiinciil yapiyr olusturur
(Sekil 1) (17).

Sekil 1. Hemoglobin yapist (20).

Hem, bir protoporfirin IX ve iki degerlikli demir (Fe*?) kompleksidir.
Merkezinde Fe*? atomu olan Meten képriileri ile birbirine baglanan dort pirol
halkasindan meydana gelir (Sekil 2). Hem igindeki demir atomlari O;’i baglayarak
taginmasini saglar (15,16).



/CH2
H,C

HsC CH,

OH @]
Sekil 2. Hem’in yapist (21).

Degisik hemoglobinler i¢in globin zincirleri farkhidirlar ve bu farkliliklar ; o,
B, v, 9, € ve ( (zeta) olarak ifade edilir. Hb’ lerin tiimii, her bir globin zincirine bir
hemin baglandig1 farkli ikiser c¢ift globin zincirinden olusan, bir tetramerik yapiya
sahiptir (17,22). Saglikli normal eriskinlerde; HbA (02pB2), HbA2 (0262) ve HbF
(fetal Hb, a2y2) yapisinda goriliir. Embriyonik dénemde; Hb portland ({2y2), Hb
Gower 1 ({2€2), Hb Gower 2 (02¢€2) yapisindan olusur (Tablo 1) (17,23). y zincirinin
136. aminoasit pozisyonunda glisin ve alanin bulunmasina goére iki farkli fetal Hb
mevcuttur. v glisin (°y) ve v alanin (®y) zincirlerinin gen lokuslar1 da ayridir (22).

Gelisimin farkli evrelerinde, farkli tipte hemoglobinler yapilmaktadir (Tablo 1) (1).

Tablo 1. Hemoglobin fenotipleri.

Hemoglobinin Adi Yapisi Donem
Hemoglobin Portland 02y2 Embriyonik Donem
Hemoglobin Gower 1 {2e2 Embriyonik Donem
Hemoglobin Gower 2 02€2 Embriyonik Dénem
Hemoglobin F a2y2 Fetal Donem
Hemoglobin A2 0202 Eriskin hemoglobini
Hemoglobin A a2p2 Erigskin hemoglobini




Embriyonik Hb gebeligin ¢ok erken doneminde sentezlenmeye baslar ve
gebeligin 10. haftasinda tamamlanir. Gebeligin 6. haftasindan itibaren ana bileseni
HbF olup sentezi dogumdan sonra azalir. HbF yerini yavas yavas HbA’ya birakir, 2
yaslarinda total hemoglobinin yaklasik % 1’ini HbF olusturmaktadir (Sekil 3). Farkli
donemlerde farkli sentezlenen hemoglobinler hem oksijen baglama kapasiteleri

yoniinden hem de sentez bolgeleri agisindan da farklilik gostermektedir (1,10,24).

Site of
erythropoiesis

Globin synthesis (%)

Acfult
Post-conceptual age (months) Postnatal age (months)

Sekil 3. Gelisimin farkli evrelerinde hematopoez bolgeleri ve cesitli gestasyonel
yaslarda embriyonik, fetal ve yetiskin globin zincirlerinin ekspresiyon seviyelerini

gosterir (25).

2.2. Gen Ekspresyonunun Temeli

B-globin genleri, Hb islevsel bilgi alanlari i¢in kodlama yapan ii¢ ekzon ve iki
intronlardan (IVS, intervening sequences) olusur. Gelisim sirasinda farkli globin gen
ekspresiyonu; transkripsiyon faktorleri ve diizenleyici elemanlarm (promoter,
enhancers ve silencers) hareketi ile kontrol edilir. Her globin genin promotoru;
dokuya ve gelisimine spesifik regiilasyonundan sorumlu eritroid-sinirlayict veya
artiriciligy ifade eden, transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma yerleri olarak hareket
eden diziler icermektedir. Ilgili promotér dizileri; baslangi¢ bolgesinin oniinde
konumu sirasiyla TATA kutusu (-30 bp), CAAT kutusu (-70 bp) ve CACCC
kutusundan (-110 bp) olugmaktadir. Diger genler gibi, globin genlerinin



ekspresiyonuda bir takim kritik dizilere sahiptir. Transkripsiyon baslangicinin
gostergesi CAP bolgesi, ATG baslangig kodonu, verici ve alict splice bolgeleri
(mRNA islenmesi siirecine katiliyor), sonlandirma kodonu ve poly(A) adenilasyon.
Esasen globin gen ekspresiyon siireci asagidaki adimlardan olusur: Primer mRNA
transkripsiyonunu igine alan DNA transkripsiyonu; matiir mRNA {iretimi igin
intronlarin kaldirilmasi ve ekson birlestirilmesi ile birlikte hem 5' capping hem de
3' polyadenilasyon modifikasyonlari igeren primer mRNA’ nin islenmesi ve protein
sentezi i¢in son sablon mRNA' nin translasyonudur. Translasyon sitoplazmada

olusurken transkripsiyon ve RNA islenmesi ¢ekirdekte meydana gelir (1,22).

2.2.1. Globin gen kiimeleri

Hb olusturan o ve B zincirlerinin genetik kontrolii iki ayr1 gen kiimesi
tarafindan yapilir. o gen ailesi 16. kromozomun kisa kolunda yer alir ve gen
kiimesinde { ve al, o2 genlerini igerir (Sekil 4). B-globin gen ailesi ise
11. kromozomun kisa kolunda yer alir ve gen kiimesinde 5’3’ ucuna dogru
&, ©y,”y, & ve B- globin genlerini igerir (Sekil 4) (1,2,22,26).

Chromosome 11

B-LCR £ Y ¥ B B
BHS 5 4 3 2 1 I—:> I—:b I—:b Iib I—:b
Embryo Fetus Adult
{262 a2e2 (292 azy? a2f2
Chromosome 16
H5-40 { a2 al
Telomere @i — ] { ] {1 5 5—5—

—* Promoter
[0 Regulatory element

Sekil 4. a ve B-globin gen ailesi yapisini gosterir (25).



2.2.1.1. a-globin gen kiimesi

Alfa globin gen ailesi 16. kromozomun kisa kolu (16p13.3) tizerinde, yaklasik
80 kb bir bolgeyi kapsamakta olup, 141 aa tarafindan kodlanmaktadir. Sirasiyla
5-C 2-y { l-ya2-yal-a2-a1-6-3" genlerini (Sekil 5) icerir. o gen kiimesi, i
(¢ al, a2) fonksiyonel ve dordii (yC, yal, ya2 ve 01) fonksiyonlar: bilinmeyen
toplam yedi gen igermektedir (1,26-29).

HS-40
5 1 L2 wil werl oyl ol ol a k1
/ \ P
' iy ¥ UTR
5 5 UTRE 31
Exon | Exon 2 Exon 3

Sekil 5. a-globin gen ailesi (26).

2.2.1.2. B-globin gen kiimesi

B-globin gen ailesi 11. kromozomun kisa kolu (11p15.5) iizerinde bulunur ve
yaklagik 70 kb’lik yer tutmaktadir. Genomik dizi 5 fonksiyonel B-benzeri globin
geninden olusur ve 5’3’ ucuna dogru &, Gy, Ay, P, & ve P seklinde siralanmustir
(Sekil 6) (1,2). pB-globin gen kiimesi B-LCR (Beta-locus control region) kontrolii
altindadir. B-LCR yaklasik 20kb uzunlugunda, € geninin 6-18kb Oniinde yer alir.
LCR’de transkripsiyonel diizenlemeyi yapan 5 farkli HS (hypersensitive site) dizisi
bulunmaktadir. Bu diziler HS1, HS2, HS3, HS4 ve HSS5’ten olugsmakta ve bu
dizilerden her biri, transkripsiyonu aktiflestirmede ya da baskilamada gorev
almaktadirlar (2,30). B-globin gen kiimesi yaklasik 1600 bp uzunlugunda ve 146 aa
tarafindan kodlanmaktadir. Genomik dizide ekson-l ilk 30 aa'i, ekson-1l 74 aa'i
(31- 104) ve ekson-111 ise 42 aa 'i (105-146) kodlamaktadir (2). Bu genler 3 ekzon, 2
intron ve 2 UTR (5°, 3”) bolgesi igerir. Ekzonlar kodlamaya katilirken, intronlarin

kodlamaya katilmadig diisiiniilmektedir (7).



Exon 1 Exon 2 Exon 3

Sekil 6. B-globin gen ailesi (26).

2.3. Talasemiler

Talasemiler bir ya da daha fazla globin zincirinin (3, y, o, yoB, & ve &ydp)
yapim azlig1 veya hi¢ yapilmamasiyla karakterize bir grup hematolojik hastaliklardir
(2,27). Talasemi otozomal resesif gegis gosteren heterozigot formda tasiyiciliga,
homozigot formda hastaliga yol agan kronik hemolitik bir anemidir. a zincir
sentezinin yoklugu ya da eksikligi o-talasemi , B zincir sentezinin yoklugu ya da

eksikligi B-talasemi olarak adlandirilir (7,31).

2.3.1. p-Talasemi

BT, hipokrom-mikrositer, hemolitik anemi ile karakterize ve yasamin
stirdiiriilebilirliginin kan transfiizyonuna bagimli oldugu otozomal resesif gecisli
kalitsal bir hastaliktir. 11. kromozomun kisa kolu tizerinde (11p 15.5) yer alan,
B-globin geninde meydana gelen mutasyon sonucunda B-globin zincir yapiminin
azalmasi veya yoklugu ile karakterizedir (1-3).

B-globin sentezinin azalmasi B’-talasemi, yoklugu ise B° talasemi olarak
adlandirilir (1,11,32). BT ye yol agan molekiiler bozukluklar oldukga iyi bir sekilde
incelenmis olup hastaligin en 6nemli nedeni gen i¢indeki nokta mutasyonlar1 ve daha
az oranda da delesyon mutasyonlaridir. PCR ve direkt DNA dizi analizi
yontemlerinin rutin kullanima girmesi ile B-globin geninde mutasyonlarin sayisinda

hizla bir artig gortilmiis ve 200°den fazla ¢esit mutasyon tespit edilmistir (6,14).



2.3.2. B-Talasemiye neden olan mutasyonlar

BT, molekiiler diizeyde oldukca heterojendir. Mutasyonlarin biyiik bir
kismini tek niikleotid degisimleri ya da ¢ergeve kaymasina yol agan delesyonlar ya
da insersiyonlar neden oldugu non-delesyonel mutasyonlar olusturmaktadir. BT
mutasyonlart1 nadiren biiyllk gen delesyon kaynaklidir. B-globin genindeki
mutasyonlar gen ekspresyonundaki ¢esitli kademeleri etkileyerek [-globin zincir
sentezinin bozulmasina neden olurlar (Sekil 7). Mutasyonlar genellikle cografik ve
etnik bir dagilim gostermektedir (7,18). BT mutasyonlarinin giincellenen tam
listesine, Globin Gene  Server Web  Sitesi araci@iyla  ulasilabilir

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

[ CACCC |
1 3 g3 104 105 146
5 ’UTi | Vs 1 l VS 2 | | SUR 3
ATG 'GT AG T AG TAA
ATAAA
AATAA
Promotor D]II |
5' ve 3' UTR| 1] 1]
s stenmest [ JIICL_1] [ 11 | .5
ATG | | |
Nonsense
Kodonlar I III II I I II I

e — | 11111 | —

Sekil 7. BT ye neden olan nokta mutasyonlarmin siniflandiriimalari. Ug ekzon ve iki

intronda olusan B-globin geninin genel yapist ve gendeki korunmus diziler (2).

2.3.2.1. Non-delesyonel mutasyonlu p-talasemi

BT ile sonuglanan nokta mutasyonlar; c¢esitli mekanizmalar ile [-gen
ekspresiyonunu etkileyebilen tek baz degisimi ya da oligoniikleotid insersiyon /
delesyon ile olusmaktadir (Tablo 2). Bu mutasyonlar ii¢ ana kategoride
siiflandirilabilir:

A. B-gen transkripsiyonu degistiren mutasyonlar (Promotér ve 5 'UTR).
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B. mRNA islenmesini (processing) etkileyen mutasyonlar (splice bolgesi ve
consensus dizi mutasyonlari, ekson ve intronlarin gizli bolge mutasyonlar1 ve
polyadenilasiyon bolgesi ve diger 3" UTR mutasyonlart).

C. Anormal mRNA translasyon ile sonuglanan  mutasyonlar
(anlamsiz = nonsense, cer¢eve kaymasi = frameshift ve baslangig kodonu

mutasyonlart) (1).

Tablo 2. Beta talasemiye neden olan mutasyonlarin sayis1 ve gesitleri (1).

Beta Talasemiye Neden Olan Mutasyonlar

FENOTIP MUTASYON
SAYISI
Transkripsiyonel Mutasyonlar
Promoter Sessiz 2
Hafif 5
B* 12
5'-UTR Sessiz
Hafif 1
B* 1
RNA islenmesi
Splice kavsagi B° 24
Consensus splice bolgeleri Sessiz 1
B° 1
Hafif 1
B* 8
Intronlardaki gizli splice bolgeleri B'/B* 1
B° 1
B* 3
Eksonlardaki gizli splice bolgeleri Hafif 2
B* 3
Poliadenilasyon Sinyali Hafif 4
B* 2
Digerleri Sessiz 1
Hafif 1
B* 1
RNA Translasyonu
Baslangi¢ kodonu BY 7
Anlamsiz kodon B® 14
Cerceve kaymasi B® 64
Delesyonlar B’ 17
Dominant p-Talasemiler
Yanhs anlamh mutasyonlar B® 8
Delesyon veya insersiyon B° 7
Anlamsiz mutasyonlar B° 2
Cerc¢eve kaymasi veya anormal splicing B° 14
TOPLAM 214
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A. Transkripsiyon mutasyonlari

1. Promoter mutasyonlar1

B-globin geninin 5' yan tarafinda, dizisi korunmus motifler i¢inde (TATA
kutusu, proksimal ve distal CACCC kutusu) veya c¢evresinde tanimlanmis olan
mutasyonlardir. RNA polimeraz baglamasinin bozulmast sonucu mMRNA
transkripsiyonunda normaline gore % 20-30 oraninda azalma meydana gelir. Sonugta
orta derecede B-globin zinciri kaybia bagli olarak hafif fenotipte p*-talasemi klinigi

goriilir (1).

2. 5" UTR mutasyonlar1

Bu bélgede tek baz degisimi ve mindr delesyonlar gibi ¢esitli mutasyonlar
bildirilmistir. Heterozigot durumunda normal veya sinirda eritrosit indeksleri ve
HbA2 goriliir iken; agir BT allelli birlesik heterozigotta genellikle hafif fenotipte
B*-talasemi goriiliir. MRNA bashik bolgesinde (Cap + 1 A->C) meydana gelen
mutasyonda; transkripsiyonda azalma, bagliklanmada yavaslama ve mRNA
kararliliginda bozulma meydana gelir. Sadece homozigot durumda talasemi

tastyiciligi hematolojik degerlerini gosterir (1,33).

B. RNA islenmesini etkileyen mutasyonlar

Esas olarak RNA islenmesi; fonksiyonel mRNA iiretmek i¢in intronlarin
cikarilmast ve kodlama boélgelerinin birlestirilmesinden olusmaktadir. Bu siirecin
hassasligi, mevcut intron / ekson smirlarinin hassas dizilerine dayanir. Bu diziler
birlesme bolgelerindeki oldukga iyi korunmus degismez diniikleotidler olan

5’ bolgesindeki GT ve 3’ bolgesindeki AG ve konsensiis dizileridir (flanking dizileri)
(D).

1. Splice bolgesi ve consensus dizi mutasyonlari

Degismez diniikleotid (5°-GT ve 3°-AG) mutasyonlart normal splicing

ortadan kaldirir ve p°-talasemiye neden olur. Simdiye kadar degismeyen
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dintikleotidleri igeren 24 mutasyon tespit edilmistir. MRNA’ daki diger gizli splice
bolgeler, alternatif splice i¢in kullanilir ancak mis-spliced (hatali yerlesimli) mMRNA
ile fonksiyonel B-globini iiretilemez. Normal splicing etkinligi, splice bolgesinin
hemen bitisigindeki konsensiis dizilerinde meydana gelecek mutasyonlarla
azaltilabilir. B-globin tretiminde azalma oldukga degiskendir ve hafif / siddetli
fenotiple sonuglanir. Ornegin; IVS-1-5 (G—C, G—T, G—A) mutasyonunda
B-globin sentezinde belirgin bir azalma olusturdugundan agir p*-talasemi fenotipine
neden olur. Halbuki Akdeniz bolgesinde olduk¢a yaygmn olan IVS-1-6 (T—C)
mutasyonu, splicing etkinligi hafif etkiler ve hafif B*-talasemi klinik tablosu gériiliir

(1).

2. Intron ve ekzonlardaki gizli bolge mutasyonlar

Intronlar ve ekzonlar boyunca, intron-ekson siirlarinda benzer diziler vardur.
Normalde “ gizli splice bolgeler ” splicing igin kullanilmazlar. Bu dizileri igeren
niikleotid degisimlerinin bir kismi normal alanda gizli bir bolgeye doniisiir. Bu yeni
splice sinyali, splice i¢in normal konsensiis sekansi ile yarisir ve bazi durumlarda,
siddetli B* veya B° talasemi fenotipi ile sonuglanir. IVS-1° de iki ve IVS-2’ de dort
gizli splice bolge mutasyonlar1 tanimlanmistir. Ekzonlarda bulunan t¢ gizli splice
bolgeler niikleotid degisiyle aktive olabilir: Birincisi, kodon 10 (C—A ), ikincisi,
kodon 19 (A—G) ve lglinciisii, kodon 24 (T—A), 26 (G—A) veya 27 (G—T)’ deki
mutasyonlar tarafindan olusur. Niikleotid degisimleri, kismen gizli splice bdlgeleri
aktive ederek, hem normal hem de anormal spliced B-mRNA ile sonuglanirlar.
Kodon 24 (T—A) mutasyonu déniisiimii sessizdir ve siddetli f*talasemi ile iliskilidir.
Kodon 19 (Hb Malay), 26 (HbE), ve 27 (Hb Knossos) mutasyonlari anormal
hemoglobin iiretimine neden olur ve normal splice bélgelerinin kullanimidan dolay:

hafif veya sessiz bir fenotipi ile iligkilidir (1).

3. Poly (A) ve diger 3" UTR mutasyonlari

Polyadenilasyon, mRNA stabilitesini belirlemede Onemli oldugundan
3' UTR’deki AATAAA seckansini etkileyen mutasyonlar, translasyon etkinligini

etkiler ve hafif siddette B*-talasemiye neden olurlar. Simdiye kadar 8 cesit mutasyon
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tanimlanmistir. Diger 3 'UTR bolgesindeki (+1480 C—G) mutasyonlarda ise
sessiz B talasemi klinigi goriiliir (1,6).

C. RNA translasyonunu etkileyen mutasyonlar

Mutasyonlarin  pek ¢ogu MRNA translasyonunun g¢esitli adimlarin
degistirebilir. MRNA translasyonunu etkileyen mutasyonlar ¢ kategoride
smiflandirilabilir: 1. Baslangi¢ kodonu mutasyonlari, 2. Anlamsiz mutasyonlar,

3. Cerceve kaymasi mutasyonlaridir (1).

1. Baslangi¢ kodon mutasyonlari

Baslangi¢ kodonu olan ATG ( metionin aa’ini. kodlar), translasyon baslangici
icin 6nemli bir uyaridir. Simdiye kadar baslangi¢ kodonunda 7 farkli nokta mutasyon

rapor edilmistir. B°-talasemi klinigine neden olmaktadir (1).

2. Anlamsiz mutasyonlar

Bir aa kodonunu, sonlandirma kodonuna geviren tek baz degisimi (Stop
kodon: TAA, TAG veya TGA) sonucu mRNA’nin translasyonu durur. Mutasyonun
oldugu kodondan itibaren globin zincir iiretimi olmaz ve bu durum B°-talasemi ile

sonuglanir (1,33).

3. Cergeve kaymas1 mutasyonlari

Bir veya birden fazla niikleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu one
veya arkaya dogru olusan niikleotid kaymasi ile (5’23 veya 3’25’ yOniinde)
mutasyon bolgesinden sonraki kodonlarin sifreleri degiserek farkli aa’lerin sifreleri
ortaya ¢ikmaktadir. Farkli aa dizilimli ve normalden kisa olarak olusan mRNA’ lar
normal globin zincirini sentezleyemeyecek ve B°-talasemi klinigi ortaya gikacaktir
(1,34).
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2.3.2.2. B-globin gen delesyonlari

B-globin genini etkileyen gen delesyon mutasyonlari, a-talasemilerin aksine
¢ok nadirdir. B-globin genini etkileyen, biiyiikligii 290- 67000 bp arasinda degisen
cesitli gen delesyonlar1 bildirilmistir. Simdiye kadar 17 tane gen delesyonu
tamimlanmustir (8’1 kiigiik, 9’u biiyiik delesyonlar) (Tablo 2), (Sekil 8). Hindistan ve
Pakistan popiilasyonlarinda yiiksek frekansta goriilen 3’ ucundaki 619 bp’lik
delesyon hari¢ B-globin genindeki delesyonlar nadir olarak goriilmektedir.
Heterozigotlarda HbA2 ve HbF diizeyinde olagan dist yiikseklik vardir. pO-talasemi
fenotipinde bir klinik tablo olusmaktadir (1,6,32).

o = =
—iT 13

Tiirkive, Urdiin, Iran 0200k Il

Siyahlar osazk Il

Hint Asya 1 o619k Il

Siyah, Ingiliz 1300 I

Hirvat 1.6 kb -

Tayland 3.48 kb [N

Cek a2« N

Tiirk , I Dt 72

Hint Asya2 10,3 vy AR NIy NN RS ea]
Avustralya 12 kb _
Alman 12.6 v il 2 e 1 JE T AP R Rt &

Giineydogu Asya c27 R SRS TP AREDARRRRR O I 01 >
Filipinler ~as ko AR Lo ORIV Rl ISR [ -
ftalyan -7 ko ARy FEL ST N I C ROty W W WL ==

Sekil 8. B-globin gen ve komsu DNA dizisinin p’-talasemi ile iliskili delesyonlari (35).

2.3.3. p-Talasemilerde patofizyoloji

Gelisimin her evresinde a ve [ benzeri globinlerin {iretilmesi bir denge

halindedir. B-globin genindeki mutasyonlar, B zincirinin hi¢ yapilmamasina veya

15



yeteri kadar yapilamamasina neden olmaktadir. Bu durumda o zincir yapimi normal
hizda devam ettigi i¢in o zincir lehine bir zincir dengesizligi meydana gelir (Sekil 9)
(2,3,25).

Genes B Thalassaemia

p
P,

a chain —
precipitation

Ineffective
erythropolesis

l !

\ Increased iron I'ransfusion

—  Anaemia —» EPO’

absorption

HbF N

Expanded
Iron overload

hone marrow

Y s l

Organ failure

(hearat discase

liver disease
endocrine dysfunction

Skeleton abnormalities
Bone discase
) Splenomegaly

Sekil 9. BT patofizyolojisi (10).

BT’ de klinik bulgu ve semptomlarin ¢ogunlugunun sebebi Hb sentezinde
kullanilmayan o zincirlerinin biiyiik intraselliiler inkliizyonlar olusturarak eritroid
serinin kemik 1iliginde olgunlasmakta olan gen¢ hiicrelerinde ¢dkmelerinden
kaynaklanmaktadir. Bu hiicrelerin bir kismi1 kemik iliginde olgunlasmadan parcalanir
(ineffektif eritropoiez). Dolasima gecen o zincir inkliizyonlarini igeren olgunlagmis
eritrositer seri hiicreleri yasam siirelerini tamamlamadan, 0&zellikle dalagin
mikrosirkiilasyonundan gecerken harap olur. Buna bagli olarak ortaya ¢ikan anemi,
bobreklerden eritropoietin yapiminin artisi i¢in bir uyaridir (2,3,10).

BTM’ 1i hastalarda Hb’ nin biiyiik bir kismin1 HbF olusturmaktadir ve
oksijene ilgisi fazla oldugundan dolayr doku anoksisine katkida bulunarak

eritropoietin artisina neden olmaktadir. Artan eritropoietin, kemik iligi aktivitesinde
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artisa neden olur ve buna bagl olarak kafatasi ve ekstremite kemiklerinde masif bir
genisleme ile ilgili olarak ciddi deformiteler olusur. Anormal eritrositer seri hiicreleri
dalak tarafindan dolasimdan kaldirildig1 i¢in dalak hipertrofiye ugrar. Sonucta
gelisen splenomegali anemiye katkisi olan plazma volliimiiniin artisina ve
hipersplenizme neden olur (3,10,36).

y-globin zincir sentezi dogumdan sonra farkli Olgiide devam etse de a
zincirleri iriinleriyle eslesecek kadar yeterli olmamaktadir. y zincirleri HbF'i
olusturmak igin o zincirleriyle kombine olduklarindan dolayr BT’ lilerin kemik
iliginde rolatif olarak fazla y zincir yapan hiicreler o zincir presipitasyonunun zararl
etkisine karst kismen korunmus olur. Bu hiicreler selektif yasama avantajina sahip
olduklar i¢in periferal kanda da bulunurlar. Bu sebepten dolay1 yiiksek HbF seviyesi
ve HbA2’deki artis BT’ nin karakteristik bulgularini olusturur (3,10).

2.3.4. B-Talasemilerde fenotipler ve klinik formlar

BT’ de temel kusur B-globin zincirlerinin azlig1 veya yokluguna bagh
a-zincirlerinin goreceli artisina baglhidir. BT’ de klinik tablo siddeti zincir
dengesizligin siddetine baghdir. p-globinin iiretilmedigi durumda p°-talasemiler,
B-globinin iiretimi var ama normalden az iiretildigi durumda B*-talasemi olarak
adlandirilirlar. BT’ de klinik olarak: B-talasemi minor (BTT, B-talasemi tastyiciligi,
heterozigot pB-talasemi), B-talasemi intermedia (BTI), p-talasemi major (BTM,
Cooley’s Anemia, Akdeniz anemisi) olmak {izere 3 ana formu vardir (1,25,37).

Cogu talasemi otozomal resesif olarak kalitilmaktadir. Nadir dominant
formlarindan ayr1 olarak BTM ve BTI’ It kisiler, BO veya B’ genleri acisindan
homozigot veya birlesik heterozigot iken, BTT’ |i kisiler ise ¢ogu zaman
heterozigottur. BTM’ li bireyler genellikle hayatlarmin ilk 2 yilinda tibbi bakim
gerektiren ve tedavi i¢in diizenli eritrosit transfiizyonuna ihtiya¢ duyan hastalardir.
BTI’ 11 hastalarda ise klinik bulgular hayatlarinin ileriki donemlerinde ortaya

cikmakta ve diizenli kan transfiizyonuna ihtiya¢ duymamaktadirlar (3).
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2.3.3.1. B-Talasemi minor

BTT’ i kisiler genellikle asemptomatiktir. Tanis1 genellikle pozitif aile
Oykiisii veya popiilasyon tarama sirasinda konulur. Anemi hafif ya da yoktur.
Gebelikte anemi, normal kadinlara gore daha siddetli olabilir (1). Fe*? emilimi artms
ve asir1 demir birikimi bildirilmistir (38). Ortalama Hb konsantrasyonu; italyan erkek
ve kadinlarda sirastyla 12.7 ve 10.9 g/dL; Yunan erkeklerinde 13.9 g/dL ve Dogu’ da
erkekler ve kadinlarda sirasiyla 12.1 ve 10.8 g/dL diizeyinde gorilir (1). RBC
(Eritrosit) artmis, MCV (Ortalama eritrosit hacmi) ve MCH (Ortalama eritrosit
hemoglobini) diizeyleri azalmis. MCHC (Ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu) normal ya da azalmigtir. Periferik kan yaymasinda yaygin olarak
hipokrom, mikrositoz ve eritrositlerin boyutu ve seklinde belirgin farkliliklar ortaya
¢ikar. BTT’ lilerde Hb pattern; HbA % 92-95, HbA2 > % 3.8 ve degisken miktar ile
HbF % 0,5-4 dolayinda goriiliir (1,7,38).

2.3.3.2. B-Talasemi intermedia

BTI’ I hastalar klinik tablo agisindan belirgin heterojenite gdstermektir.
Temel belirtileri; solukluk, sarilik, safra tasi, hepatosplenomegali, orta siddette
iskelet degisiklikleri, bacak iilserleri, ekstramediiller dokuda hiperplastik eritroid
kemik iligi, osteopeni ve osteoporoz gelisme egilimi ve Ozellikle splenektomili
hastada anormal eritrositlerin lipid membranindan kaynaklanan hiperkoagiilobilitenin
neden oldugu trombotik komplikasyonlardir (7,39). Genellikle transfiizyon
gereksinimi olmamakla birlikte nadirde olsa gerekebilir. ineffektif eritropoezden
kaynaklanan intestinal demir emilimi artmasi nedeniyle asir1 demir yiiklenmesi
meydana gelir. Zamanla asir1 demir yiiklenmesine bagli olarak komplikasyonlar
ortaya cikabilir, fakat komplikasyonlar daha ¢ok tranfiizyona bagimli olan hastalarda
goriilir. BTI, BTM ve BTT arast klinik ve hematolojik tablo gostermektedir.

Hematolojik tablo acisindan belirgin heterojenite goriiliir ve orta sidette anemi vardir

(7).
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2.3.3.3. B-Talasemi major

BTM Kklinigi genellikle 6-24 ay arasinda olusur. Etkilenen infantlarda gelisme
geriligi ve giderek artan solukluk; daha sonra beslenme problemleri, ishal, sinirlilik,
tekrarlayan ates ataklari, ilerleyici dalak ve karaciger biiylimesine bagli karin
bolgesinde genisleme meydana gelebilir. BTM’ de klinik tablo; gelisme geriligi,
solukluk, sarilik, kas gligsiizliigii, genu valgum, hepatosplenomegali, bacak iilserleri,
ekstramediiller hematopoez ve kemik iliginin genislemesinden kaynaklanan iskelet
degisiklikleri ile karakterizedir. Iskelet degisiklikleri; bacaklarda, uzun kemiklerde
deformiteler ve tipik kraniofasial degisiklikler icermektedir. Hb konsantrasyonunu
9.5-10.5 g/dL olarak saglayan diizenli transfiizyon programi ile biiyiime ve gelisme
10-12 yil kadar normal egiliminde seyreder. Transfiize edilen hastalarda asiri demir
yiikklenmesine bagli olarak komplikasyonlar gelisebilir. Cocuklarda biiyiime-gelisme
geriligi ya da cinsel olgunlasmada gecikme komplikasyonlar1 olusur. Asir1 demir
yiiklenmesine bagli; kalp (dilate myokardiyopati veya nadiren aritmi), karaciger
(fibrozis ve siroz) ve endokrin bezlerle (diyabet mellitus, hipogonadizm ve
paratiroid, tiroid, hipofiz, daha az siklikla adrenal bezlerin yetersizligi) iliskili
komplikasyonlar gelisir (3). Diger komplikasyonlar, hipersplenizm, kronik hepatit
(hepatit B velveya C), HIV enfeksiyonu, vendz tromboz ve osteoporozdur.
Hepatoselliiler karsinom riski; karaciger viral enfeksiyon ve asirt demir yiikli
hastalarda artmistir (40). Diizenli transfiizyon yapilmayanlar genellikle ikinci-ii¢iincii
dekattan once Olmektedirler. Diizenli transfiizyon ve uygun selasyon ile tedavi
edilmis hastalarin hayatta kalma siiresi 40 yas ve Otesine uzayabilmektedir. BTM” li
hastalarin ¢ogu kardiyak komplikasyonlar nedeniyle 6lmektedirler (41).

BTM’ li hastalarda RBC artisi, MCV ve MCH diisiikliigiiyle iliskili siddetli
hipokrom, mikrositer anemi goriiliir. Periferik kan yaymasinda; hipokrom ve
mikrositoz, anizositoz, poikilositoz ve niikleotidli eritrositler (6rn., eritroblastlar)
gorilir. Eritroblastlarin sayis1 aneminin derecesi ile ilgilidir ve splenektomi sonrasi
belirgin artar. Hb varyantlar1 BT tiiriine gore degisir. p’-talasemide; HbA yoktur,
HbF % 95-98 ve HbA2 % 2-5 diizeyinde goriiliir. p*-talasemi homozigot veya p%/ p*
bilesik heterozigotlarda Hb varyant; HbA: %10-30, HbF: %70-90 ve HbA2: %2-5

diizeyinde goriilir. Kemik iligi incelenmesi, etkilenen bireylerin teshisi igin
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genellikle gerekli degildir. Fakat kemik iligi eritroid hiperplazi acisindan son derece
hiicreseldir (7).

2.3.5. B-Talasemi tamsi

2.3.5.1. Klinik tan1

BTM* de genellikle siddetli mikrositik anemi, hafif sarilik ve
hepatosplenomegalisi olan iki yastan kiigiik bebekler klinigi olusturmaktadir.
BTI’ da benzer ancak daha hafif klinik bulgular ile daha ge¢ yaslarda klinigi
olusmaktadir. Tasiyicilar genellikle asemptomatiktir, fakat bazen hafif anemik
olabilir (3).

2.3.5.2. Hematolojik tan1

RBC indeksi mikrositer anemi gostermektedir. BTM” de Hb: <7 g/dL, MCV:
50-70 fL, MCH: 12-20 pg disiikligi ile karakterizedir. BTI” da Hb: 7-10 g/dL,
MCV: 50-80 fL, MCH: 16-24 pg seviyesi ile karakterizedir. BTT’ de artan HbA2
diizeyi ile MCV ve MCH disiikliigii ile karakterizedir (3,42).

2.3.5.3. Periferik kan yaymasi

Etkilenen bireylerde, eritrositte morfolojik degisiklikler (mikrositoz,
hipokrom, anizositoz, poikilositoz) ve niikleotidli eritrositler (6rn. Eritroblastlar)
goriilmektedir. Eritroblastlarin sayisi anemi derecesi ile iligkili olup ve splenektomi
sonrast 6nemli Ol¢iide artar. Tasiyicilarda, etkilenen bireylerden daha az siddetli
olarak eritrositte morfolojik degisiklikler goriilmektedir. Tasiyicilarda, normalde

eritroblastlar goriilmezler (3).
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2.3.5.4. Elektroforez veya HPLC

BT’ de Hb varyant, BT’ nin tiiriine gore degisir. p°-talasemi homozigotta;
HbA yok iken, HbF: % 92-95°i oraninda goriiliir. B*-talasemi homozigot ve B*/p°
birlesik heterozigotta; HbA: %10-30 ve HbF: % 70-90 diizeyinde goriilir. HbA2
diizeyi BT homozigotlarda degiskendir ve BTT’ yi gelistirmektedir (3).

2.3.5.5. Molekiiler genetik analiz

Her popiilasyonda simirli sayida mutasyonlarin  sikligi  biiyiik oOlgiide
molekiiler genetik testi kolaylastirmistir. B-globin geninde goriilen mutasyonlar
siklikla PCR tabanli prosediirlerle tespit edilir (43). Etkilenen toplumda, en yaygin
olarak kullanilan yontemler; prob seti veya primerler kiimesi ile reverse dot blot
analizi veya primer-spesifik amplifikasyondur. Eger bu yontemlerle mutasyon tespit

edilemiyorsa; B-globin gen dizi analizi kullanilabilir (3).

2.3.6. Prognoz

BTT’ 1i olan kisilerde normal bir yasam beklentisi vardir. BTM” 1i kisilerde
ortalama yasam stiresi 17 yil ve genellikle 30 yasindan once oOliirler. En sik 6liim
nedeni asir1 demir yiikiine bagli kardiyak komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir

(3,27).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Geregler

e Tam Kan Sayim Cihaz1 (Cell-Dyn 3700, Abbott diagnostics, IL, USA)

e Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC Agilent 1100 serisi,
Germany)

e Mikrosantrifiij (M-240R, Boeco, Germany )

e Santrifiij (NF 048, Niive, Tiirkiye)

e Is1blogu (Bio TDB-100, Boeco, Germany )

e Vorteks (Vortex V 1 Plus, Boeco, Germany)

e Spektrofotometre (UV-1208, Shimadzu, Japan)

e PCR Cihazi (Thermal cycler, Applied Biosystems, USA)

e Elektroforez tinitesi (Bio-Rad, PowerPac 300, USA)

e Jel goriintiileme cihazi (Bio-Rad, Mini Transilluminator, Canada )

e DNA Dizi Analizi Cihaz1 (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems, USA )

e Otomatik pipetler (Boeco, Germany)

e Laminer Hava Akis Sistemleri (Telstar® BIO Il A, Telstar Technologies,
Spain)

e Tart1 (Sartorius Basic; Sartorius AG, Goettingen, Germany)

3.1.2. Kimyasal maddeler

e Eritrosit Lizis Tamponu (Gordion Diagnostik, Ankara, Tiirkiye)

e Buffer A hemoglobin varyants (Gordion Diagnostik, Ankara, Tiirkiye)
e Buffer B hemoglobin varyants (Gordion Diagnostik, Ankara, Tiirkiye)
e Lizis Tamponu (Macherey-Nagel, Duren, Germany)

e Proteinase K (Macherey-Nagel, Duren, Germany)
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e Etanol (Merck)

e Wash buffer (WB, Macherey-Nagel, Duren, Germany)

e Wash buffer (B5, Macherey-Nagel, Duren, Germany)

e Elition buffer (Macherey-Nagel, Duren, Germany)

e GML PCR Mix (GML, Switzerland)

e GML Tag. Polimeraz (GML, Switzerland)

e Primerler (GML, Switzerland)

e G/C Enhancer (GML, Switzerland)

e Agaroz (Sigma)

e 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)

e Etidium Bromide (Amresco, USA)

e DNA Ladder (100 bp, Fermentas)

e 6X Loading Dye solution (Fermentas)

e EXO0SAP-IT (GML, Switzerland)

e Big Dye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems,
USA)

e Big Dye® Terminator v3.1 5X Sequencing buffer (Applied Biosystems,
USA)

e Buffer 10X (Applied Biosystems, USA)

e POP-6™ polimer (Applied Biosystems, USA)

e Sephadeks (Sigma)

3.2. Orneklerin Toplanmas ve Islenmesi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Hematoloji Béliimiinde tedavisi
ve/veya takibi yapilan, BTM tanisi almig hastalar ve ebeveynleri ¢aligmaya dahil
edildi. Caligmaya alinan bireyler arasinda yas ve cinsiyet ayirimi yapilmadi. 30
BTM’ 1i hasta ve 30 ebeveyn olmak iizere toplam 90 birey calismaya alind.
Hastadan kan tranfiizyonu yapilmadan once tam kan 6rnegi alindi. Calismaya dahil
edilen hasta ve ebeveynin her birinden iki adet EDTA’ 11 tam kan tiiplerine, her

birine 2 mL olacak sekilde kan 6rnekleri alindi. Alinan kan drnekleri soguk zincir
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kuralina uyularak Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Merkez
Laboratuvarina ulastirildi. Orneklerin kaydi ve barkodlama islemi yapildiktan sonra
tam kan tiiplerinden biri ile hematolojik parametreleri ve HPLC ile Hb varyant
diizeyleri calisildi. Hematolojik parametreleri ayni giinde galisildi. HPLC ile Hb
varyant diizeyleri ise, +4° C saklanan &rneklerde calisildi. Diger hemogram tiipii
molekiiler gen analizi i¢in -20° C* de saklandi. Daha sonra her seferinde 24 Srnek
soguk zincir kurallar1 gozetilerek, Molekiiller Tan1 Laboratuvarimizda DNA
izolasyonlar: yapildi. izolasyonu yapilan drnekler -20°C’ de saklandi. Molekiiler gen
analizi i¢cin DNA izolasyonu yapilmig orneklerde ikili-ticerli aileler (hasta-anne-
baba) seklinde PCR yardimi ile DNA iiriinleri ¢ogaltildi. Birkag islem basamagindan
sonra B-globin geninde, dizi analizi yontemiyle mutasyonlar arastirildi. Calismamizin
yapilabilmesi i¢in Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurul onay: alind1 ( Karar no:
739/ 13.11.2012).

3.3. Yontemler

3.3.1. Hemogram diizeyleri

EDTA’ i tipe alinan kan oOrneginden tam kan sayimlari, Cell-Dyn 3700
(Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA) cihazinda flow sitometri yontemiyle
caligildi (Sekil 10). Tam kan sayimi analizinde: RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC,
RDW parametrelerine bakildi.
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Sekil 10. Cell-Dyn 3700 (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA)

3.3.2. Hb varyant diizeyleri

Hb varyantlar1 olarak tanimlanan HbA, HbA2, HbF diizeyleri, HPLC
Agilent 1100 serisi (Agilent Technologies, Germany) cihazinda caligildr (Sekil 11).
Cihazin ¢alisma prensibi, hareketli fazin kolon igine yiiksek basingla pompalanarak
sabit faz, hareketli faz ve 6rnek arasindaki etkilesimin tipine baglh olarak ayrigmasi
prensibine dayanmaktadir. Ozel kolonlar, duyarl saptayicilar ve yiiksek akis hiz1 ile
{istiin ayirma ozelligine sahiptir (44,45). Sabit faz i¢in PolyCAT A™ 50x4.6 mm,
5um, 1500A° kolon (PolLC inc.) kullanild1. Hareketli fazda ise Buffer A ve Buffer B
olmak tizere iki soliisyon kullanildi. Cihazin gerekli kontrolleri yapildiktan sonra Hb
varyant analizi i¢in Buffer A % 84 ve Buffer B % 16 akis hiz1 ile sabit kolonda
basing olusturuldu. Hb varyant diizeyleri igin, +4° C saklanan tam kan tiipleri oda
sartlarinda yaklasik 30 dk bekletildi ve daha sonra 3-5 kez ters yiiz edildi. Hb
varyant1 hesaplamak i¢in asagidaki adimlar takip edildi.

e 2 mL viallere 500 uL hemolizat konuldu.
e Uzerine 5 pL tam kan &rnegi birakildi ve pipetaj yapildi.

e Srrastyla cihaza yiiklenerek okutulmaya baglandi.
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Sekil 11. HPLC Agilent 1100 serisi (Agilent Technologies, Germany)

Hb varyantlar diizeyleri, degerlendirmeyi yapan cihazda ayrilma siireleri ve
konsantrasyonlar1 okuyarak grafik haline ¢evirmektedir (Sekil 11). Her 6rnek icin Hb
varyantlarinin kapsadigi alan yiizde olarak hesaplandi (Sekil 12).
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Sekil 12. BTT’ 1i bir hastaya ait Hb varyant grafigi.
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3.3.3. Molekiiler gen analizi
3.3.3.1. DNA izolasyonu

Dizi analizi i¢in -20°C’de saklanan tam kan 6rnekleri, dnce +4° C’* de, sonra
oda 1sisinda ¢oziinmeye birakildi. Sonrasinda 6rneklerin homojen dagilimi igin 3-5
kez ters yiiz edildi. DNA izolasyonu i¢in 1.5 mL kapakli ependorf tiipleri hazirlandi.
B-globin geni mutasyon analizi igin, ticari kit kullanilarak DNA izolasyonu yapildi
(Dr. Zeydanli, Hayat bilimleri, Tiirkiye).
Izolasyon prosediirii:
1.5 mL kapakli ependorf tiipiine
e 210 pL 6rnek + 210 pL Lysis soliisyonu + 25 pL proteinase K birakildi.
e lyice vortekslendi.
e Is1 blogunda 70°C’ de 15 dk inkiibe edildi.
e Uzerine 210 pL etanol birakilds.
e lyice vortekslendi.
e Karistm 2 mL NucleoSpin kolona (Macherey-Nagel, Duren, Germany)
birakildu.
e 11.000 rpm’de =1 dk mikrosantrifiij edildi (alt kismi1 atildi, Gst kismi temiz
kolleksiyona birakildz).
e Uzerine 500 pL wash buffer BW eklendi.
e 11.000 rpm’de =1 dk mikrosantrifiij edildi (alt kismi atildi, ist kismi temiz
kolleksiyona birakildi).
e Uzerine 600 pL wash buffer B5 eklendi.
e 11.000 rpm’de = 1 dk mikrosantrifiij edildi (alt kismu atildi, tist kismi temiz
kolleksiyona birakild).
e Uzerine 150 pL elition buffer eklendi (¢alisma sicakligi 70° C olmalidir).
e 11.000 rpm’de = 1 dk mikrosantrifiij edildi (ist kismi atildi, alt kisom izole
edilmis DNA’dir).

Izole edilen DNA nin spektrofotemetrik yontemle konsantrasyonu ve safligini
degerlendirmek i¢in 1 mL hacimli kuartz kiivet kullanildi. Kiivetlerden biri kor

olarak secildi ve 1000 pL bidistile su eklendi. Ikinci tiipe ise 990 uL bidistile su ve
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tizerine izole edilen DNA’dan 10 pL eklendi. Sirasiyla 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda spektrofotometrik olarak optik dansiteler (OD) belirlendi. 260 nm ‘'de
1 OD, 50 pg/mL DNA esit varsayilir (46).

e DNA Konsantrasyonu (ng/uL) = OD260 X Sulandirma katsayis1(100) X 50/1000.

e Saflik = 0D260/ OD280 formiiliine gore hesaplandi.

DNA konsantrasyonu 100-200 ng/ puL, saflik degeri 1,5-1,9 olarak elde edilen

ornekler kullanildi. Izolasyonlar1 yapilmis DNA’lar, dizi analizi yapilincaya kadar
-20° C’de saklandu.

3.3.3.2. Amplifikasyon

B-globin gen bolgesi yaklasik 1,6 kb biiyiikligiindedir (7). DNA izole edildi.
Iki cift primer ile PCR yapildi. Tiim primer ciftlerinin PCR calisma protokolleri
aynidir. B-globin gen bolgesi i¢in PCR hazirlama protokolii Tablo 3’ te sunulmustur.

Tablo 3. DNA amplifikasyon i¢in PCR hazirlama protokolii.

BETA GLOBIN GEN BOLGESI

1. BOLGE 2. BOLGE
BIiLESEN Hacmi BILESEN Hacmi
(uL) (L)
GML PCR Mix 7.5 GML PCR Mix 7.5
GML Tag. Polimeraz 0.2 GML Tag. Polimeraz 0.2
1. Bolge primer F 1.0 2. Bolge primer F 1.0
1. Bolge primer R 1.0 2. Bolge primer R 1.0
G/C Enhancer 2.0 G/C Enhancer 2.0
Distile Su 2.0 Distile Su 2.0
Genomic DNA (30-60 ng/ul) 1.5 Genomic DNA (30-60 ng/ul) 1.5
Total 15 Total 15

Her bir 6rnek i¢in yukaridaki PCR protokoliine gore amplifikasyon igin
karisim hazirland1 ve thermal cycler cihazinda Tablo 4° teki sicaklik ve siirelerde

inkiibe edildi (Sekil 13).
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Tablo 4. Thermal cycler amplifikasyon dongiisti.

1 Polimeraz Aktivasyon 95 °C 10 dakika
2 Amplifikasyon (5 siklus) 95 °C 30 saniye
50 °C 30 saniye
72 °C 90 saniye
3 Amplifikasyon (5 siklus) 95 °C 30 saniye
55°C 30 saniye
72 °C 90 saniye
4 Amplifikasyon (5 siklus) 95 °C 30 saniye
59 °C 30 saniye
72 °C 90 saniye
5 Uzama 72 °C 7 dakika
6 Bekleme 4°C Stiresiz Tutma

Sekil 13. Thermal cycler cihazi (Applied Biosystems, USA).

3.3.3.3. Jel elektroforezi

PCR sonras1 amplifiye edilen triinlerinin kalitesi i¢in % 2’ lik agaroz jelde
yiriitiildii. Agaroz jelin hazirlanmasinda 1X TBE tamponu kullanildi. Jelde yiiriitiilen
ornekler kontrol PCR iiriiniine gore degerlendirildi ve amplifikasyon bandi goriilen
ornekler pirifiye edildi. Amplifiye iriiniin agaroz jelde yiiriitme prensibi asagida
Ozetlenmistir.

e 1 g agaroz tartilarak 250 mL bir erlenmayere birakildi.
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Uzerine 50 mL 1X TBE tamponu eklendi (Stok 10X TBE tamponun 1:10
distile su ile seyreltilmesi ile hazirlandz).
Mikrodalga firinda 1sitilip, 1-2 dk kaynamasi beklendi.
Daha sonra 1sidan uzaklastirildi ve ¢esme suyu altinda yaklasik 60-70°C’ ye
kadar sogutuldu.
Uzerine 1 pL Etidium Bromide ilave edildi.
Uygun tarak ve kalinlikta daha 6nce hazirlanmis jel kabina dokiiliip donmasi
icin oda sicakliginda yaklasik 30 dk bekletildi.
Taraklar dikkatlice ¢ikarildi ve jel kabi, elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tankina jelin st kismimida igine alacak sekilde 1X TBE
tamponu birakildi.
Jelde agilan kuyucuklara:

e 5 uL PCR iriinii + 1 pL 6X Loading Dye solution ile karistirilarak

sirayla acilan kuyucuklara birakildi.
e 2 uL 100 bp ladder iiriinii + 1 pL 6X Loading Dye solution ile
karistirilarak ilk veya son kuyucuga birakildi.

Daha sonra 120-130 voltajda 30 dk yiiriitiildii.
Yiiriitme islemi durdurularak jel gorlintiileme cihazi ile bantlarin varlig
incelendi.
Bant goriinen {iriinler ile calismaya devam edildi. Goriinmeyen {irtinler i¢in

yeniden PCR yapildi.
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Sekil 14. Amplifiye edilmis dort DNA 6rneginin jel goriintisii ( I-1I : B-globin gen
birinci-ikinci bolgesi. K: 100 bp ladder ).

3.3.3.4. Piirifikasyon (saflastirma) islemi

Piirifikasyon islemi; PCR sonrasinda arta kalan dNTP, enzim, MgCl,, PCR
buffer vb. arindirmak i¢in yapilir. EXoSAP-IT reaktifiyle piirifikasyon islemi yapildi.
Hazirlanan steril PCR tiiplerine; amplifiye tirlinden 5 pLL + 2 pl EXoSAP-IT eklendi
ve iyice vortekslendi. Thermal cycler cihazinda asagidaki sicaklik ve siirelerde
inkiibe edildi.

EVRE

1 Enzim aktivasyonu 37°C 30 dk
2 Enzim inaktivasyonu 80 °C 15 dk
3 Bekleme 4°C Siiresiz Tutma
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3.3.3.5. Dizi analizi reaksiyonunun hazirlanmasi

Pirifikasyon isleminden sonra Big Dye® Terminator v3.1 cycle sequencing

kit ile floresan isaretli PCR yapildi. Sekans PCR hazirlama protokolii her primer igin

ayr1 ayr1 hazirlandi. Her B-globin genin birinci ve ikinci bolgesi igin forward (F) ve

reverse (R) primerler kullanildigindan dolay: toplam 4 steril PCR tiipii hazirlandi.

Birinci tiip (1. Bolge F primeri igin)
BiLESEN

Big Dye terminator Mix 2.0
Sekans tamponu 2.0
1. Bolge F 2.0
Distile Su 2.0
Total 8.0

Ikinci tiip (1. Bolge R primeri igin)

BILESEN

Big Dye terminator Mix 2.0
Sekans tamponu 2.0
1. Bolge R 2.0
Distile Su 2.0
Total 8.0

Ucgiincii tiip (2. Bolge F primeri igin)
BILESEN

Big Dye terminator Mix

2.0

Sekans tamponu

2. Bolge F 2.0
Distile Su 2.0
Total 8.0
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Dérdiincii tiip (2. Bolge R primeri igin)

Big Dye terminator Mix 2.0
Sekans tamponu 2.0
2. Bolge R 2.0
Distile Su 2.0
Total 8.0

Sekans protokoliine gore hazirlanan PCR tiiplerinin her birine 2 uL. PCR
tirtinii eklendi ve vortekslendi. Boylece son hacim 10 pL olan tiipler, thermal cycler

cihazinda asagidaki sicaklik ve siirelerde inkiibe edildi.

1 Aktivasyon 96 °C 1 dk
2 Sekans (25 siklus) 96 °C 10s
50 °C 5s
60 °C 4 dk
3 Bekleme 4°C Siiresiz Tutma

3.3.3.6. Sckans liriinlerinin saflastirilmasi

Calisma biiytikliigiine gore, ¢alismadan bir giin once; 1g sephadeks + 14 mL
distile su protokoliine gore sephadeks soliisyonu hazirlandi ve +4° C sartlarinda
saklandi. Calisma asamasinda 30 dk Once oda sartlarinda bekletildi ve iyice
vortekslendi. Her sekans PCR 6rnegi igin;

e 1mL spin purification kolona 750 uL saphadeks soliisyonu birakildi.

e 4600 rpm’de 3 dk santrifiij edildi (alt kismi atildi, tist kismi temiz
kolleksiyona birakilds).

e Elde edilen sephadeks koleksiyonuna uygun pozisyonda, 10 puL sekans PCR
ornegi birakildi.

e 4600 rpm’de 3 dk santrifiij edildi (iist kismu1 atildi, alt kisom saflastiriins
sekans PCR ).
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3.3.3.7. Dizi analizi islemi

Saflastirilmig sekans {irlindi, dizi analizi yapmak i¢in uygun ¢aligsma tiiplerine
aktarildi ve dizi analizi (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems,
USA) cihazina uygun sirayla aktarilarak kapiller elektroforez yontemiyle analiz
edildi. Cihazda Sequencing Analyses programi (SeqScape Software v2.6) ile DNA
dizi analizi islemi gerceklestirildi (Sekil 15).

Caligilan hastalarda B-globin gen niikleotid dizileri SeqScape Software v2.6
programi kullanilarak orijinal p-globin gen bdlgesi niikleotid dizisi ile
karsilastirilarak hastalarda varolan mutasyonlar tespit edildi.
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Sekil 15. ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
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Sekil 16. Anne ve babadan cocuga gegen IVS I-110 (G->A) mutasyonuna ait
elektroferogram goriintiisii 6rnegi ( I = baba, II = anne, III= ¢oguk ). Anne ve baba
heterozigot 1VS 1-110 (G->A), ¢ocukta homozigot IVS 1-110 (G->A) mutasyon

goruntisi.

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
versiyon paket programi ve Microsoft Office Excel 2010 siiriimii kullanilarak
yapildi. Caligsma verilerinin analizi i¢in tanimlayic istatistik kullanildi. Tanimlayici
istatistikte sayisal degiskenler igin ortalama + standart sapma ve minumum-

maksimum, kategorik veriler i¢in say1 ve yiizde oranlar1 kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan BTM” 1i hastalar peryodik bir sekilde eritrosit siispansiyonu
almaktaydilar (3-4 hafta / peryod). BTM’ 1i hastalar ve ebeveynlerinde; hemogram
saymmi ve HPLC ile hesaplanan Hb varyant diizeyleri Tablo 5’ te sunulmustur.

Tablo 5. BTM’ 1i hastalar ve ebeveynlerinde goriilen hemogram sayimi ve Hb
varyant diizeyleri.

1H 3.31 9.1 24.8 75 27 36.5 151 7.26 89.94 2.80

1A 5.52 116 336 61 21 34.4 156 224 9488 2.88

1B 6.61 126 373 56 19 339 216 1.05 9393 5.01

2H 2.7 7.8 205 76 29 38.2 16.1 7.58 89.35 3.07

2A 5.24 99 306 58 19 324 219 051 95.63 3.86

2B 6.21 13 38.5 62 21 33.8 173 207 93.02 4.92

3H 291 8.5 22.7 78 29 37.2 19.3 30,51 66.21 3.28

3A 5.43 121 357 66 22 33.8 17 224 90.85 6.92

3B 6.75 14.1 42 62 21 335 198 436 90.27 5.37

4H 3.93 112 337 86 29 33.2 143 4.00 9330 270

4A 4.95 115 345 70 23 33.3 16.8 137 9414 4.49

4B 7.14 145 46.2 65 20 31.3 205 0.77 9433 4.90

5H 2.94 8.1 23.2 79 28 34.8 154 384 9396 2.20

5A 5.7 11.7 383 67 21 30.6 17 0.76 94.76 4.47

5B 3.95 10.2 331 84 26 30.9 189 103 9275 6.22

6H 3.4 9.7 27.1 80 28 35.6 151 597 9143 2.60

6A 5.76 10.6 33 57 18 32 19.7 058 9491 451

6B 6.59 141 421 64 22 33.6 182 124 9357 518

7H 2.39 6.8 20.2 84 28 33.5 163 193 9598 210

7A 5.38 10.1 333 62 19 30.4 189 0.77 9563 3.60

7B 5.97 13.4 424 71 22 315 16.2 150 9357 4.92

8H 3.49 9.6 28.9 83 28 33.2 14 1163 8564 2.72

8A 6.3 13.7 44 70 22 31.2 174 3571 58.60 5.70

8B 5.5 129 40.2 73 24 321 216 4186 53.45 4.69

9H 3.36 9 27.9 83 27 32 214 2555 7100 3.46

9A 5.15 125 36.3 70 24 34.5 153 0.66 9441 493

9B 5.39 131 3838 72 24 33.9 17 047 9397 556

10H 3.35 8.4 23 69 25 36.6 19.8 18.03 79.67 231

10A 6.57 122 357 54 19 34.2 189 298 9225 477
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10B 7.97 16.8 476 60 21 35.2 16.3 0.68 93.72 5.59
11H 2.78 8 22.4 81 29 35.9 148 425 9332 243
11A 5.14 103 325 63 20 31.8 196 327 9192 481
11B 7.44 16.2 446 60 22 36.3 201 0.60 94.00 5.40
12H 2.76 7.9 23.9 86 29 32.9 168 884 8831 285
12A 4.79 9.5 29.8 62 20 31.7 191 321 9106 5.73
12B 5.15 123  36.3 71 24 33.9 184 8.77 8576 5.48
13H 3.05 8.2 23.1 76 27 35.3 152 523 9220 257
13A 4.42 9.1 28.8 65 21 315 188 042 9512 4.46
13B 7.19 13.9 40.2 56 19 34.5 199 058 9457 485
14H 2.9 8.3 22.8 79 28 36.2 185 524 9230 247
14A 5.07 104 315 62 21 32.9 17.7 114 9361 5.25
14B 6.44 13 38.6 60 20 33.7 188 054 9332 6.14
15H 3.38 9.5 25.8 76 28 36.8 196 2552 7160 2.88
15A 5.32 10.7 3138 60 20 33.5 172 123 9298 5.79
15B 6.66 14 41.9 63 21 335 183 106 9297 5.97
16H 4.18 122 341 82 29 35.9 16.7 096 96.54 250
16A 531 116 339 64 22 34.1 157 091 9355 554
16B 6.87 144 439 64 21 32.8 164 080 94.15 5.06
17H 3.55 9.5 26 73 27 36.3 18.1 28.82 68.40 2.78
17A 5.93 115 343 58 19 335 186 110 9448 4.42
17B 6.31 139 403 64 22 34.5 19.1 0.77 9460 4.62
18H 2.93 8.6 23.4 80 29 36.7 16.2 7.08 9022 270
18A 5.59 11.8 355 64 21 33.1 179 440 9042 5.17
18B 6.12 13.3 39 64 22 34.1 18 151 94.08 441
19H 3.28 9.3 25.1 77 29 37.2 16,5 6.78 9122 2.00
19A 5.61 116 347 62 21 334 179 124 9451 425
19B 6.4 135 396 62 21 34.1 165 125 9350 5.25
20H 3.45 9.9 26.6 77 29 37.1 147 418 93.08 2.74
20A 5.3 114 326 62 21 348 243 9.62 8505 5.33
20B 6.37 132 385 61 21 34.3 196 175 9258 5.67
21H 4.26 12.3 36 85 29 34.2 144 316 9414 270
21A 481 10.2 296 62 21 34.4 174 452 9052 4.95
21B 6.74 13.4 399 59 20 33.7 169 061 9315 6.24
22H 3.49 106 284 81 30 37.2 144 321 9405 274
22A 5.62 12 34.6 62 22 34.8 195 051 9388 561
22B 5.62 126 357 64 22 35.3 185 099 9390 511
23H 3.16 9.4 24.1 76 30 39 173 1816 7891 293
23A 5.37 11.3 345 64 21 32.7 202 4.08 90.55 5.37
23B 5.81 125 393 68 22 31.9 177 160 9340 5.00
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24H 2.97 8.8 24.7 83 30 35.6 16.3 6.83 9042 275
24A 5.67 114 343 61 20 33.2 15.2 115 93.03 5.82
24B 6.15 13.2 397 65 21 33.2 195 045 9380 5.75
25H 3.88 10.7  29.7 77 28 36.1 138 441 9310 249
25A 5.95 127 375 63 21 33.8 165 071 9445 483
25B 6.29 134 40.1 64 21 334 181 095 9428 4.77
26H 3.54 8.1 21.1 60 23 38.2 315 56.62 4038 2.99
26A 5.79 122 358 62 21 34.1 17.3 187 92.67 547
26B 6.57 13.9 399 61 21 34.7 19 0.98 93.76 5.26
27H 3.88 111 305 79 29 36.4 139 402 9316 2.83
27A 5.09 11 31 61 22 35.5 203 089 93.09 6.01
27B 6.36 126 371 58 20 33.9 194 083 93.88 5128
28H 2.86 8.8 23.6 82 31 37.3 148 834 8865 301
28A 571 123 364 64 22 33.8 189 042 9436 522
28B 6.78 13.3 39.1 58 20 34 20.7 152 9190 6.58
29H 3.08 9.4 26.2 85 31 36 18 463 9236 3.01
29A 4.9 9.8 30.3 62 20 32.4 18.7 114 93.36 550
29B 6.6 141 414 63 21 34.1 18 3.33 9127 5.40
30H 2.58 7.9 21.1 82 30 37.2 159 6.05 90.87 3.08
30A 511 106 315 62 21 33.8 171 079 9432 4.88
30B 6.1 134 395 65 22 33.9 188 088 93.96 5.16
1.,2.,3.: Aile Siras1 H: Hasta A: Anne B: Baba

BTM’ 1i hastalar ve ebeveynlerinde; hemogram sayim: ve Hb varyant

diizeylerinin istatistiksel verileri Tablo 6 ve Tablo 7 ’ de sunulmustur.

Tablo 6. BTM’ li hastalar ve ebeveynlerinde goriilen hemogram sayimu istatistigi.

Istatistik RBC Hb Hct MCV MCH MCHC RDW

(M/uL)  (g/dL) (%) UD) (P9) (%) (%)

HASTA  X+SD! 3255046  9.20+1.32  25.68+4.03 78934546 28.32+1.65 3594+1.68  16.80+3.39
Min-maks®  2.39-426  6.76-12.30  20.20-36.00 59.50-86.40 22.70-30.70 32.00-39.00 13.80-31.50

ANNE X +SD! 541+045  11.24+104  33.86+3.08 62504357 20774129 33.18+1.28 18.21+1.95
Min-maks’  4.42-657  9.08-13.70  28.80-44.00 54.40-70.40 18.30-24.30 30.40-3550  15.20-24.30

BABA  X+SD' 6.33+0.74  13.49+1.15  40.09:2.98 63.81+5.74 21.42+149 33.65+1.18 18.63+1.48
Min-maks®  3.95-7.97  10.20-16.80  33.10-47.60 55.80-83.80 19.10-25.90 30.90-36.30  16.20-21.60

X +SD": Ortalama + Standart Sapma. Min-maks®: Minumum — Maksimum
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Tablo 7. BTM” li hastalar ve ebeveynlerinde goriilen Hb varyant istatistigi.

Istatistik
HASTA X £SD 10.95+11.94 86.32+12.09 2.72+0.32
Min-maks* 0.96 — 56.62 40.38 - 96.54 2.00 - 3.46
ANNE X +SD* 3.01+6.46 91.97 + 6.66 5.02+0.79
Min-maks? 0.42 - 35.71 58.60 - 95.63 2.88-6.92
BABA X +SD* 2.83+7.54 91.85+7.44 5.33+0.52
Min-maks? 0.45-41.86 53.45 - 94.60 441 - 6.58

X +SD': Ortalama + Standart Sapma. Min-maks’: Minumum — Maksimum

BTM’ li hastalarda ve ebeveynlerinde dizi analizi sonucunda tespit edilen
mutasyonlar ve siklig1 Tablo 8, Tablo 9 ve Sekil 17 de siralanmistir. Calismamizda
tespit ettigimiz mutasyonlarla birlikte goriilen SNP olarak tanimlanan 4 gesit tek

niikleotid polimorfizmler Tablo 8” de sunulmustur.

Tablo 8. BTM’ 1i hastalar ve ebeveynlerinde tespit edilen mutasyonlar ve SNP” ler.

M UT ASYON LAR POLIMORFIiZMLER
(HETEROZIGOT= 1)
(HOMOZIiGOT=2)
0_: 1. MUTASYON 2. MUTASYON 5 2 9 8
n °© 8 = =
T2 2 2
1H IVS 1-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
1A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
1B IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
2H IVS 1-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2
2A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 1 1
2B IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2
3H IVS I1-1 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
3A IVS 1I-1 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
3B IVS 11-1 (G->A) HETEROZIGOT 1 1 1
4H IVS 1-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
4A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
4B IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
5H IVS 1-110 (G->A)HETEROZIGOT Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1 1

w
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5A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
5B Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1
6H IVS 1-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
6A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
6B IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
7H IVS 1-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
7A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
7B IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
8H IVS 1-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
8A IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
8B IVS 1-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
9H -30 (T->A) HOMOZIGOT 2 2
9A -30 (T->A) HETEROZIGOT 1 1
9B -30 (T->A) HETEROZIGOT 1 1 1
10H  IVSI-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
10A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
10B  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
11H  KODON-44 (-C) HOMOZIGOT 2 2 2
11A  KODON-44 (-C) HETEROZIGOT 2 2 2
11B KODON-44 (-C) HETEROZIGOT 2 2 2
12H  Kodon 8 (-AA) HOMOZIGOT

12A  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1

12B  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1

13H  IVS -1 (G->A) HETEROZIGOT IVS 1-110 (G->A)HETEROZIGOT 2 2

13A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2

13B  IVSI-1(G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
14H  Kodon 8 (-AA) HOMOZIGOT

14A  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1 1
14B  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1

15H  IVS lI-1 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
15A  IVSII-1 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
158  IVSII-1 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
16H  IVSI-110 (G->A) HETEROZiGOT Kodon 44 (-C) HETEROZIGOT 2 2 2
16A  Kodon 44 (-C) HETEROZIGOT 2 2 2
16B  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
17H  Kodon 8 (-AA) HOMOZIGOT

17A  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT

17B  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1 1
18H  IVSI-5 (G->C) HOMOZIGOT 2 2 2
18A  IVS -5 (G->C) HETEROZiGOT 2 2 2
18B  IVSI-5 (G->C) HETEROZiGOT 2 2 2
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19H  IVSI-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
19A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
19B  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
20H  IVSI-1(G->A) HETEROZIGOT IVS 1I-1 (G->A)HETEROZIGOT 2 2 2
20A  IVSII-1 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
20B  IVSI-1(G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
21H  Kodon 8 (-AA) HOMOZIGOT 2 1 1
21A  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 2 1 1
21B  Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 2 1 1
22H  IVSI-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
22A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
22B  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 1 1 1
23H  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT IVS 1l-1 (G->A)HETEROZIGOT 2 2 2
23A  IVSII-1 (G->A) HETEROZIGOT 1 1 1
23B  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
24H  Kodon 44 (-C) HOMOZIGOT 2 2

24A  Kodon 44 (-C) HETEROZIGOT 2 2

24B  Kodon 44 (-C) HETEROZIGOT 2 2

25H  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT IVS 11-745 (C->G)HETEROZIGOT 1 1 1
25A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
25B  IVS I1-745 (C->G)HETEROZIGOT 1 1 1
26H  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT Kodon 44 (-C)HETEROZIGOT 2 2 2
26A  Kodon 44 (-C) HETEROZIGOT 2 2 2
26B  1VSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
27H  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1 1
27A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2
278 Kodon 8 (-AA) HETEROZIGOT 1

28H  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT IVS 1l-1 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
28A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
28B  IVSII-1 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
29H  IVSI-110 (G->A) HOMOZIGOT 2 2 2
29A  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
29B  IVSI-110 (G->A) HETEROZIGOT 2 2 2
30H  IVSII-745 (C->G) HOMOZIGOT

30A  IVSII-745 (C->G) HETEROZIGOT 1 1
30B  IVS II-745 (C->G) HETEROZIGOT

1.,2.,3.: Aile Siras1

H: Hasta A: Anne B: Baba
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Tablo 9. Tespit ettigimiz mutasyonlarin tipleri, mekanizmalari, fenotipik 6zellikleri ve
sikligin1 gdstermektedir.

MUTASYON MEKANIZMASI FENOTIPi SAYI(N) YUZDE(%)

TiPi

IVS 1-110 (G->A) . . .
(HBB:c.03-21G>A) VA islenmesi p 56 46.67
Kodon 8 (-AA) .
(HBB:c.25_26delAA)  &oreve kaymasi p 20 16.67
IVS 11-1 (G->A) . . .
(HBB:c.315+1G>A) VA islenmesi p 14 11.67
Kodon 44 (-C) .
(HBB:c.135eIC) Cergeve kaymast B 12 10.00
IVS 11-745 (C->G) . . .
HBB:c316-106C>G LA islenmesi p 6 5.00
IVS I-1 (G->A) . . ;
(HBB:C.92+1G>A) RNA islenmesi B 4 3.33
IVS 15 (G->T) . . ;
(HBB:c.92+5G>T) RNA islenmesi B 4 3.33
-30 (T->A) Transkripsiyonel 5 A 233
(HBB:c.-80T>A) Mutasyon .
TOPLAM 120 100

60 -

50 - B Mutasyonlar

40 -

30 -

20 -

10 - I
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Sekil 17. Tespit ettigimiz mutasyonlarin histogram dagilimi.

42




5. TARTISMA

BT, diinyada en yaygin goriilen otozomal resesif hastaliklardan biridir (7).
BT, B-globin zincirlerinin sentezinde azalma (B*) veya yokluguna (B°) bagh olarak
olusur (3,7). BT, Tiirkiye’yi de icine alan Akdeniz Ulkeleri, Orta Dogu, Orta Asya,
Hindistan, Giiney Cin ve Uzak Dogu ile Kuzey Afrika kiyilar1 ve Giiney Amerika'da
yaygindir (7). Diinyada BTT % 1.5 diizeyinde olup yaklasik 100 milyon tastyici
vardir (4,7). En yiiksek insidans Kibris (% 14), Sardunya (% 12) ve Gilineydogu
Asya’da bildirilmistir (7). Tirkiye’de BTT ortalama insidanst % 2,1 ve bazi
bolgelerde ise % 0,6-11,7 arasinda oldugu bildirilmistir (5). Farkli etnik gruplar
arasinda gog ve evlilik nedeniyle diinyanin hemen her iilkesinde BT goriilmektedir
(3). B-globin gen bolgesinde simdiye kadar 200' den fazla mutasyon bildirilmistir ve
biiylik cogunlugu nokta mutasyonlar olusturmaktadir (7,47). Tirkiye toplumunda
mutasyon ¢esitliligi acisindan bolgesel farkliliklar mevcut olup, 40 dan fazla
mutasyon ¢esidi tanimlanmustir (6,8,9).

BT klinik ve hematolojik bulgularinin siddetine goére; BTT, BTl ve BTM
olmak tizere tige ayrilir (3,7). Nadir dominant formlar disinda BTT g¢ogunlukla
heterozigottur ve BTM ve BTI homozigot veya birlesik heterozigot formda goriliir
(3). BTT hastalar1 genellikle klinik olarak asemptomatik olup bazen hafif bir anemi
goriilebilir (3,7). Transfiizyon bagimlist BTM’ 1i hastalarda ciddi bir anemi goriiliir.
BT’ de klinik siddet alfa globin ve nonalpha globin zincirleri arasindaki
dengesizligin 6l¢iistiyle iliskilidir (7). BT’de RBC indeksi mikrositer anemi
gostermektedir. BTM” de Hb <7 g/dl, MCV 50-70 fl, MCH 12-20 pg; BTI’ da, Hb
7-10 g/dl, MCV 50-80 fL, MCH 16- 24 pg. BTT’ de MCV ve MCH disiikliigi ile
Hb A2 artis1 gdzlenir. BT tiiriine gore ¢esitli Hb varyantlari goriiliir. p’-talasemide:
Homozigot durumda HbA yoktur ve total Hb % 92-95 HbF olusturmaktadir (3).
B*-talasemide: Homozigot veya birlesik BYB* durumda HbA % 10-30 ve
HbF % 70-90 arasinda goriiliir. Homozigot BT’ de HbA2 degiskendir (3). BTT
hastalarinda HbA % 92-95, HbA2 > % 3.8 ve HbF % 0.5-4 diizeylerinde goriiliir
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(23). Etkilenen hastalarda diizenli dmiir boyu eritrosit siispansiyonu ve asirt demir
birikimini engellemek i¢in selasyon tedavisi almalar1 gerekir (27). Normal biiylime
ve gelisme egilimi igin, diizenli transfiizyon programiyla Hb konsantrasyonu
minumum 9,5-10,5 g/dL seviyede tutulmasi dnerilmektedir (3,27).

BTT’ li kisilerde normal bir yasam beklentisi vardir. Kemik iligi nakli BTM’
li baz1 ¢ocuklar i¢in kiiratif tedavi saglayabilir. Simdilik kemik iligi nakli disinda
kalic1 tedavisi yoktur. Fakat BTM’ i kisiler genellikle asir1 demir yiikiinlin kalp
komplikasyonlar1 sonucu 30 yasindan once 6lmektedir (3,7,27).

Urrechaga ve ark. BTT’ 1i 200 hastada yaptiklari ¢alismada, hematolojik
analizleri flow sitometrik yontemle ¢alismis olup, RBC 5.79 M/uL, Hb 11.9 g/dL,
MCV 64.6 fL, MCH 20.6 pg, RDW % 16.1 degerlerini tespit etmislerdir (48).

Kainimoghaddam ve ark. BTT’ 1i 14 ebeveynde yaptiklar1 calismada,
hematolojik analizlerinde erkeklerde: RBC 6.60+0.44 M/uL, Hb 13.66+1.19 g/dL,
MCV 65.62+2.76 fL, MCH 20.28+1.21 pg; kadinlarda: RBC 5.37+0.62 M/uL, Hb
10.82+£1.94 g/dL, MCV 67.04+3.20 fL, MCH 20.10£1.62 pg degerlerini tespit
etmislerdir (49).

Kiziler ve ark.'min 35 (19 erkek, 16 kadin) BTT hastalarda yaptiklari
calismada, hematolojik analizler flow sitometrik yontemle yapilmis olup,
RBC 3.64+0.28 M/uL, Hb 10.90+1.02 g/dL, Hct % 32.77+2.22 olarak tespit
edilmistir (50).

Oguz ve ark.'min 2003 - 2004 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Genel Pediatri Poliklinigine bagvuran BTT tanist almig 15 hastada
yaptiklar1 ¢alismanin hemogram analizlerinde; RBC 5.37+0.56 M/uL, Hb 9.96+1.02
g/dL, Hct % 31.21+3.79, MCV 58.19 +5.31 fL, RDW % 16.63 +1.34 olarak tespit
edilmistir (51).

Rahim ve ark.'nin 94 BTT’li hasta iizerinde yaptiklari ¢aligmada, hematolojik
analizleri flow sitometrik yontemle ¢alisilmis olup, RBC 5.94+0.7 M/uL, Hb
11.6+1.42 g/dL, MCV 61.41+5.21 fL, MCH 19.45+2.00 pg, MCHC % 36.12+4.37
g/dL, RDW % 15.12+2.37 olarak tespit edilmistir (52).

Eryilmaz ve ark. Hatay ili ve g¢evresinde BT ile ilgili prevalans
calismalarinda 42 BTT’li hasta tespit etmislerdir. Hematolojik analizlerinde, RBC

4.63+1.02 M/uL, Hb 9.85+1.4 g/dL, Hct % 30.56+4.45, MCV 67.67+9.99 fL, MCH
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21.90+3.40 pg, MCHC % 32.36+1.64, RDW % 59.87423.03 diizeyleri tespit
edilmistir (53).

Gergik ve ark. Van ili ¢evresinde BT prevalans calismasinda 26 BTT’ 1i
hasta tespit etmisler. Hematolojik analizler flow sitometri yontemiyle galisilmus.
Erkeklerde: RBC 5.994+0.47 M/uL, Hb 11.47+1.02 g/dL, Hct % 35.11+4.01, MCV
62.99+5.01 fL, MCH 21.57+3.65 pg, MCHC 32.05+1.00g/dL, RDW % 14.06+2.22
ve Kadinlarda: RBC 5.49+0.52M/uL, Hb 10.85+0.75 g/dL, Htc % 32.93+2.10,
MCV 61.794551 fL, MCH 21.03+2.98 pg, MCHC %32.71+1.32, RDW
% 13.63+1.34 diizeyleri tespit etmislerdir (54).

Calismamiza BTT tanis1 almis 30 ebeveyn dahil edildi. Hematolojik analizler
flow sitometri yontemiyle calisildi. Erkeklerde: RBC 6.33+0.74 M/uL, Hb
13.49+1.15 g/dL, Hct % 40.09+2.98, MCV 63.81+5.74 fL, MCH 21.42+1.49 pg,
MCHC % 33.65+1.18, RDW % 18.63+1.48 degerler tespit edildi. Kadinlarda: RBC
5.41+0.45 M/uL, Hb 11.24+1.04 g/dL, Hct % 33.86+3.08, MCV 62.59+3.57 fL,
MCH 20.77+1.29 pg, MCHC % 33.18+1.28, RDW % 18.21+1.95 olarak tespit
edildi. Calismamizda BTT’ 1i ebeveynlerinde; Hb, MCV ve MCH disikligi
gozlendi. Verilerimiz BTT’ 1i hastalarda goriilen laboratuvar bulgulartyla uyumlu
goriildii (3). Urrechaga ve ark.,, Kainimoghaddam ve ark.,, Rahim ve ark.
calismalariyla benzer sonuglar elde edildi. Kiziler ve ark., Oguz ve ark., Eryllmaz ve
ark. ve Gergik ve ark.” nin yaptiklar1 ¢alismalarla karsilastirdigimizda, Hb diizeyi
diisiikliigli disinda benzer sonuglar gézlenmistir.

Simsek ve ark. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesinde BTM’ li hastalarda
oksidan ve antioksidan diizeylerini arastirdiklart calismada, BTM’ 1i hastalara
diizenli olarak eritrosit siispansiyon transfiizyonu yapildigini vurgulamiglardir. 11
BTM’ 1i hastanin hematolojik analizlerinde: RBC 3.25+0.6 10 M/uL, Hb 9.25+1.74
g/dL, Hct % 27.07+4.65, MCV 82.79+£3.74 fL, MCH 27.98+1.9 pg, RDW %
15.19+2.86 olarak tespit edilmistir (55).

Balci ve ark. Denizli Devlet Hastanesi Talasemi Merkezinde takip edilen 92
(50 erkek, 46 kadin) BTM’ 1i hastada retrospektif olarak yaptiklari ¢alismada, BTM’
li hastalara diizenli olarak eritrosit siispansiyon transfiizyonu yapildigimni

vurgulamislardir. Hb 9.30+0.58 g/dL, MCV 79.542.8 fL olarak tespit edilmistir (56).
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Eryillmaz ve ark. Hatay ili ve ¢evresinde BT ile ilgili prevalans ¢alismasinda
30 BTM hastasi tespit edilmistir. Diizenli olarak eritrosit siispansiyon transfiizyonu
yapilan hastalarda, RBC 3.47+0.38 M/uL, Hb 8.98+1.04 g/dL, Hct % 27.35+3.22,
MCV 79.09+3.96 fL, MCH 25.94+1.25 pg, MCHC % 32.81+1.39, RDW %
44.32+7.09 olarak saptanmistir (53).

Bizim de galismamizda BTM tanis1 almig 30 hastada, hematolojik analizler
flow sitometri yOntemiyle analiz edildi. Diizenli olarak eritrosit siispansiyon
transfiizyonu alan hastalarda; RBC 3.25+0.46 M/uL, Hb 9.20+1.32 g/dL, Hct %
25.68+4.03, MCV 78.93+5.46 fL, MCH 28.32+1.65 pg, MCHC % 35.94+1.68,
RDW % 16.80+3.39 olarak tespit edildi. Gerek bizim c¢alismamiz ve gerekse diger
caligmalarda, BTM hastalar1 peryodik bir sekilde eritrosit siispansiyonu almaktaydi.
Normalde transfiizyon almayan BTM’ 1i hastalarda; Hb <7 g/dl, MCV 50-70 fL,
MCH 12-20 pg diizeylerinde agir hipokrom-mikrositer anemi beklenir (3). Halbuki
calismamizda ve diger calismalarda diizenli eritrosit siispansiyonu aldiklari igin,
hafif-orta derecede hipokrom-mikrositer anemi goriildii. BTM hastalarinda normal
biiylime ve gelisme egilimi i¢in, Hb konsantrasyonunun minumum 9.5-10.5 g/dL
seviyede tutulmasi onerilmektedir (3). Calismamizda bunu destekleyen sonuglar elde
edildi. Sonug¢larimiz literatiirle uyum gostermektedir.

Yapici ve ark. Mersin ili ve gevresinde -talasemi ve orak hiicre tastyiciligi
sikligr ile ilgili yaptiklart calismalarinda, 274 (134 erkek,140 kadin) BTT hastada Hb
varyant diizeyleri alkali Hb elektroforez yontemiyle ¢alismig olup, HbA2 > % 3
ve/veya HbF > % 2.0 olarak yiiksek tespit edilmistir (57).

Oney ve ark. Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Talasemi Tani, Tedavi ve
Aragtirma Unitesinde takibi yapilan 84 (36 erkek, 48 kadin) BTT hastalarini
incelemeye almiglar. Hastalarin Hb varyant diizeyleri HPLC yontemiyle calismig
olup, ortalama Hb A2 > % 5 ve ortalama Hb F > % 1.5 degerleri tespit edilmistir
(58).

Hazan ve ark. BTM prenatal tan1 analizi yapilan igiiz olgu ile ilgili
calismalarinda: 17 haftalik gebe anne adayinda; HbA2 % 5.6, HbF % 2.5, baba
adaymda; HbA2 % 4.9, HbF % 2.8 degerleri tespit etmislerdir (59).

Gergik ve ark. Van ili ve g¢evresinde BT prevalans ¢alismasinda 26 kisiye

BTT tanis1 konmus olup, hastalarin Hb varyant diizeyleri alkali Hb elektroforezi
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yontemiyle calisilmistir. Erkeklerde; HbA % 95.28+1.63, HbA2 % 4.74+1.64 ve
kadinlarda; HbA % 95.13+0.86, HbA2 % 4.88+0.86 olarak rapor edilmistir (54).

Kainimoghaddam ve ark. BTT tanis1 almis 14 ebeveyn tizerinde yaptiklar
calismada, hastalarin Hb varyant diizeyleri HPLC yontemiyle c¢alisilmis olup
erkeklerde; HbA2 % 4.76+0.87 ve kadinlarda; HbA2 % 5+0.57 olarak rapor
edilmistir (49).

Bizim ¢alismada da BTT’ li 30 ebeveynin Hb varyant diizeyleri HPLC
yontemiyle olgiildii. Kadinlarda: HbA % 91.97+6.66, HbF % 3.01+6.46, HbA2
% 5.02+0.79 ve erkeklerde: HbA % 91.85+7.44, HbF % 2.83+7.54, HbA2
% 5.33+0.52 diizeyleri tespit edildi. Calismamizda diger ¢alismalara benzer sonuglar
elde edildi. Normalde BTT’ li hastalarda; HbA % 92-95, HbA2 % >3.8 ve HbF
% 0.5-4 diizeyinde degerler goriiliir (23). Sonuglarimizin BTT ile uyumlu oldugu
goriildil.

BTM’ 1i 30 hastanin Hb varyant diizeyleri HPLC yontemiyle calisildi.
Hastalarda: HbA % 86.32+12.09, HbF % 10.95+11.94, HbA2 % 2.72+0.32
diizeyleri tespit edildi. Hastalarin diizenli olarak eritrosit siispansiyon transfiizyonu
almalar1 nedeniyle ¢ikan veriler, transfiizyon yapilmayan BTM hastalarin Hb
varyant diizeyleriyle uyumlu degildi (3). Normalde dogumdan sonra HbF yerini
yavas yavas HbA’ya birakir, 2 yaslarinda total hemoglobinin yaklasik % 1’ini HbF
olusturmaktadir (10). Elde ettigimiz HbF disiikligii, HbA yiiksekligi hastalarin
tedavisinin diizenli yapildigini gostermektedir.

Ince ve ark. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine basvuran
hastalardan rastgele 36 BTM tanis1 almis hastalarda yaptiklari ¢alismada ARMS
yontemi ile mutasyonlar tespiti i¢in Tiirkiye’nin Giineydogu Bolgesinde sik goriilen
8 cesit mutasyonu analiz etmiglerdir. Mutasyon sikligina gore: 1VS-1-110 (G->A) %
27.8, IVS-1-6 (T->C) % 11.1, Kodon 8 (-AA) % 11.1, IVS-II-1 (G->A) % 8.3,
IVS-11-745 (C->G) % 5.5, IVS-I-1 (G->A) % 2.8, -30 (T->A) % 2.8, Kodon 39
(C->T) % 2.8, bilinmeyen % 27.8 olarak tespit edilmistir (60).

Giilbay ve ark. Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezine bagvuran ve
BT tanis1 alan 38 kisiden 32’ sinde (% 84.2) B-globin Strip Assay Kkiti ile 9 ¢esit
mutasyon tespit edilmistir. Mutasyonlar siklik sirasina gore; 1VS-1-110 (G->A)

% 47.4, IVS-I-1 (G->A) %158, IVS-1I-1 (G->A) %7.9, Kodon 8 (-AA) % 7.9,
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Kodon 8/9 (+G) %7.9, Kodon 44 (-C) % 5.3, Kodon 5 (-CT) % 2.6, Kodon 22/23/24
(-AAGTTGG) % 2.6, Kodon 39 (-A) % 2.6 ve bilinmeyen % 15.8 olarak rapor
edilmistir (61).

Aycicek ve ark. Harran Universitesi Pediatri Hematoloji Béliimiine basvuran
115 (60 erkek, 55 kadin ) BT’ 1i hastay1 ¢alismalarina dahil etmislerdir. B-globin
StripAssay kiti ile mutasyonlar siklik sirasina gore; IVS-1-110 (G->A) % 29.1,
IVS-I-1 (G->A) % 13.9, Kodon 39 (C->T) % 10.4, Kodon 8 (-AA) % 9.1, IVS-1-5
(G->C) % 4.3, Kodon 5 (-CT) % 3.5, Kodon 44 (-C) % 3.5, 1VS-1-130 (G->C)
% 6.1, Kodon 8/9 (+G) % 3.0, IVS-1-6 (T->C) % 2.2, IVS-1I-745 (C->G) % 1.7,
IVS-2-848 (C->A) % 1.7, Kodon 6 (-A) % 0.9, Kodon 6 (G->A) % 0.4, Kodon 6
(A->T) % 0.4, bilinmeyen % 9.6 olarak rapor edilmistir (62).

Geng ve ark. Adiyaman merkezli Ocak-Temmuz 2010 tarihleri arasinda 1616
(813 erkek, 803 kadin) kisilik bir popiilasyon c¢alismasinda, 28 BTT hastas1 tespit
etmiglerdir. Mutasyonlarin tespitinde ARMS ve DNA dizi analizi ydntemini
kullanmiglardir. Siklik sirasina gore: 1VS-I-1 (G->A) % 21.4, Kodon 17 (A->T)
% 17.9, Kodon 8/9 (+G) % 10.7, Kodon 82/83 (-G) % 10.7, IVS-1I-745 (C->G)
% 10.7, IVS-1-110 (G->A) % 10.7, IVS-II-1 (G->A) % 7.1, Kodon 36/37 (-T) % 3.6,
Kodon 44 (-C) % 3.6, Kodon 39 (C->T) % 3.6 olarak tespit edilmistir (63).

Pehlivan ve ark.’nin Gaziantep’te 98 (52 erkek, 46 kadin) BT’ li hastada, -
globin Strip Assay Kiti ile tespit ettikleri mutasyonlar, siklik sirasina gore: 1VS-1-110
(G->A) % 29.1, IVS-1I-1 (G->A) % 12.3, IVS-1-1 (G->A) % 7.7, Kodon 8(-AA)
% 5.6, -30 (T->A) % 4.6, IVS-1-6 (T->C) % 4.6, Kodon 39 (C->T) 3.6, Kodon 44
(-C) % 3.1, IVS-II-745 (C->G) % 1.5, Kodon 8/9 (+G) % 2.1, Kodon 36/37 (-T)
% 2.1, IVS-I-5 (G->C) % 2.1, Kodon 22/23/24 (-AAGTTGG) % 0.5, Kodon 5
(-CT) % 0.5 ve bilinmeyen % 20.9 olarak belirtilmistir (64).

Giiveng ve ark. Adana - Seyhan Kalitsal Kan Hastaliklar1 Merkezinde kayitl
3000 veriyi retrospektif olarak incelemis ve 404 BTT tanist almis hastalarda,
B-globin StripAssay Kiti ile tespit ettikleri mutasyonlar, siklik sirasmna gore:
IVS-1-110 (G->A) % 35.14, Kodon 8 (-AA) % 9.15, IVS-I-1 (G->A) % 8.66,
IVS-1-6 (T->C) % 7.67, —30 (T->A) % 7.42, IVS-1I-1 (G->A) % 6.43, Kodon 39
(C->T) % 5.94, Kodon 44 (-C) % 4.95, IVS-I-5 (G>C) % 3.71, Kodon 5 (-CT) %

2.97, Kodon 8/9 (+G) % 2.47, IVS-1I-745 (C->G) % 2.22, Kodon 22/23/24
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(-AAGTTGG) % 0.99, —101 (C->T) % 0.74, Kodon 36/37 (-T) % 0.74, IVS-1-116
(T->G) % 0.25, Kodon 6 (-A) % 0.25, —88 (G->A) % 0.25 olarak saptanmistir (65).

Cirtik ve ark. Cukurova Bolgesinde BT ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, yaygin
bulunan mutasyonlari ARMS yontemini ile nadir ( <% 1) bulunan mutasyonlar: ise
DNA dizi analizi yontemini ile saptamislardir. Calismalarinda 530 kromozom alleli
incelenmis olup, mutasyon sikligna gore: IVS-1-110 (G->A) % 57.3, IVS-I-1
(G->A) % 8.3, Kodon 39 (C->T) % 6.4, IVS-1-6 (T->C) % 5.7, Kodon 8 (-AA)
% 5.7, -30 (T->A) % 4.7, IVS-lI-1 (G->A) % 3.4, IVS-11-745 (C->G) % 2.8,
Kodon 5 (-CT) % 1.1, Kodon 44 (-C) % 0.7, Kodon 74/75 (-C) % 0.7, IVS-1-5
(G->C) % 0.7, Kodon 8/9 (+G) % 0.4, Kodon 36/37 (-T) % 0.4, Kodon 22/23/24
(-AAGTTGG) % 0.4, IVS-1-130 (G->C) % 0.4, IVS-1-5 (G->T) % 0.2, -28 (A->C)
% 0.2, Kodon 15 (TGG->TGA) % 0.2, Kodon 82/83 (-G) % 0.2 olarak tespit
edilmistir (66).

Oney ve ark. Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Talasemi Tani, Tedavi ve
Arastirma Unitesinde 84 (36 erkek, 48 kadin) BTT hastasmi incelemeye aldiklar:
calismada, mutasyonlar B-globin StripAssay kiti, ARMS (Allele refractory mutation
system), REA (Restriction Enzyme Analyse) ve gerektiginde DNA dizi analizi
yontemleri ile saptanmistir. Siklik sirasina gore: 1VS-1-110 (G->A) % 34.9,
Kodon 39 (C->T) % 12.8, IVS-11-745 (C->G) % 9.3, IVS-1-6 (T->C) % 9.3, IVS-I-1
(G->A) % 8.14, Kodon 5 (-CT) % 8.14, Kodon 8 (-AA) % 6.98, Kodon 44 (-C) %
5.81, IVS-11-1 (G->A) % 4.65 olarak tespit edilmistir (58).

Yilmaz ve ark. Ege Universitesinde klinik olarak BT tanisi almis 35 hasta
izerinde yaptiklart ¢aligmada, mutasyonlarin tespiti i¢cin ARMS yodntemini
kullanmiglardir. 1VS-1-110 (G->A), IVS-I-1 (G->A), IVS-11-745 (C->G), IVS-1-6
(T->C) mutasyonlar kullanilarak ancak 24 hastada mutasyon tespit edilmistir.
11 hastada ise higbir mutasyon rapor edilmemis olup siklik sirasina gore: 1VS-1-110
(G->A) %32.85, IVS-1-1 (G->A) % 7.14, IVS-1-6 (T->C) %7.14, IVS-11-745 (C->G)
% 4.28 ve bilinmeyen % 51.43 olarak saptanmustir (67).

Calismamiz Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Hematoloji Béliimiinde
takip ve tedavisi yapilan BT hastalar1 {izerinde yapildi. Caligma verilerimiz 30 BTM
hastas1 ve 30 BTT’ li ebeveyn olmak iizere toplam 90 hastadan olugmaktadir.

Mutasyonlarin analizi i¢in, DNA dizi analizi yontemi kullanildi. Siklik sirasina gore:
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IVS-1-110 (G->A) % 46.67, Kodon 8 (-AA) % 16.67, IVS-II-1 (G->A) % 11.67,
Kodon 44 (-C) % 10.00, IVS-11-745 (C->G) % 5.00, IVS-1-1 (G->A) % 3.33,
IVS-1-5 (G->T) % 3.33 ve -30 (T->A) % 3.33 olmak iizere toplam 8 ¢esit mutasyon
tespit edildi (Tablo 9-10). DNA dizi yontemi, ilgili gen bolgesinin tiimiinii inceleme
secenegi sundugu i¢in mutasyonlarin tiimiinii tespit olanagi saglar oysa ARMS,
Strip, REA gibi yontemler sinirli sayida mutasyon ve/veya baz inceleme segenegi
sunmaktadir. Bu nedenle hastalarimizin hepsinde mutasyonlar tespit edilebildi. DNA
dizi analizi disindaki yontemlerle bulunamayan ve bilinmeyen mutasyonlar olarak
rapor edilen mutasyonlarin, dizi analizi yontemi ile saptanmasi yontemin onemini
ortaya koymaktadir. Calismamizda en sik 1VS-1-110 (G->A) mutasyonu goriildii
(Tablo 9-10). Adiyaman merkezli ¢alisma harig en sik 1VS-1-110 (G->A) mutasyonu
goriilmistiir. Adiyaman’ daki ¢alismada birey saymin azlhigi etkili olmus olabilir.
Tespit ettigimiz mutasyonlarin siklik sirasi, Tiirkiye ortalamasiyla benzer goriildi
(Tablo 10). Bu baglamda verilerimizin oldukta heterojen oldugu sdylenebilir.
Calismamizda tespit edilen mutasyonlarin sikligini sirasiyla; 1VS-1-110 (G->A),
Kodon 8 (-AA), IVS-1I-1 (G->A), Kodon 44 (-C) olusturdu. ince ve ark.(60)
caligmalarinda: 1VS-1-110 (G->A), Bilinmeyen, 1VS-1-6 (T->C), Kodon 8 (-AA).
Giilbay ve ark.(61) c¢alismalarinda: IVS-1-110 (G->A), IVS-I-1 (G->A),
bilinmeyen, IVS-11-1 (G->A), Kodon 8 (-AA), Kodon 8/9 (+G), Kodon 44 (-C).
Aygicek ve ark.(62) calismalarinda: 1VS-1-110 (G->A), IVS-I-1 (G->A), Kodon 39
(C->T), bilinmeyen, Kodon 8 (-AA). Geng¢ ve ark.(63) c¢alismalarinda: IVS-I-1
(G->A), Kodon 17 (A->T), IVS-1-110 (G->A), IVS-1I-745 (C->G), Kodon 8/9 (+G),
Kodon 82/83 (-G). Pehlivan ve ark.(64) c¢alismalarinda: I1VS-1-110(G->A),
Bilinmeyen, IVS-I11-1 (G->A), IVS-I-1 (G->A). Giiveng ve ark.(65) ¢alismalarinda:
IVS-1-110 (G->A), Kodon 8 (-AA), IVS-I-1 (G->A), IVS-I-6  (T->C). Ciiriik ve
ark.(66) calismalarinda: IVS-1-110 (G->A), IVS-I-1 (G->A), Kodon 39 (C->T),
IVS-1-6 (T->C), Kodon 8 (-AA). Oney ve ark.(58) calismalarinda: 1VS-1-110
(G->A), Kodon 39 (C->T), IVS-11-745 (C->G), IVS-1-6 (T->C), IVS-I-1 (G->A),
Kodon 5 (-CT). Yilmaz ve ark.(67) calismalarinda: Bilinmeyen, 1VS-1-110 (G->A),
IVS-I-1 (G->A), IVS-I-6 (T->C) mutasyon sikligini tespit etmislerdir. Gerek
calismamiz ve gerekse diger bolgelerdeki ¢alismalarda mutasyon sikligi Tiirkiye’

deki mutasyon sikligiyla benzer olarak goriildii. Buna ragmen yontem farkliligindan

50



dolayr bilinmeyen mutasyonlarin tespit edilmesi ve ¢alisma verilerinin artirtlmasi,

bolgelerin mutasyon siklig1 ve gesitliligini saptama agisindan 6nem tagimaktadir.

Tablo 10. Calismamiz ve diger ¢aligmalardaki mutasyon sikligi.

z
N & <
= 2 E 2 EE: O
MUTASYON 2 % < = & % 2 &% & 2
= 2 £ % 35 % 2 2 z
S ~ 8 < ¢ 3 ©
<
IVS-1-110(G->A) 46.67 39.7 474 291 278 107 291 3514 573 349 3285
Kodon 8 (-AA) 1667 54 79 91 111 - 56 915 57 698  *
IVS-11-1 (G->A) 1167 63 79 - 83 71 123 643 34 4.65 *
Kodon 44 (-C) 1000 01 53 35 * 36 31 49 07 5.81 *
IVS-11-745 (C->G) 5.00 3.2 - 17 55 107 15 222 28 9.3 4.28
IVS-1-1 (G->A) 333 47 158 139 28 214 77 866 83 8.14 7.14
IVS-1-5 (G->T) 333 04 * 43 * - * 371 02 * *
-30 (T->A) 333 31 - - * - 46 142 471  * *
Bilinmeyen - - 158 9.6 2738 - 20.9 - - - 51.43
Allel sayisi 120 1017 44 230 72 28 196 404 530 84 70
Yontem 3 2 2 1 1,3 2 2 13 1235 1
Kaynaklar (68) (61) (62) (60) (63) (64) (85) (66)  (58) (67)

1-ARMS 2-Strip Testi 3-DNA dizi 4- Reel time PCR 5- REA // *. Caligilmamus, -. Yok

Tiirkiye, talaseminin en yaygin gériildiigii Akdeniz Ulkeleri arasinda yer
almaktadir. Ortadogu Ulkeleri ile komsu olup Kuzey Afrika Ulkeleri ile tarihsel bir
birlikteligi vardir. Tiirkiye ve diger iilkelerde goriilen mutasyon sikligi Tablo 11 de

gosterilmistir.
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Tablo 11. Calismamiz ve diger iilkelerde goriilen mutasyon sikligi.

MUTASYON

CALISMAMIZ
TURKIYE
ITALYA
SURIYE
AZERBAYCAN
FIiLiSTIN
CEZAYIR

YUNANITAN
BULGARISTAN

IVS-1-110 (G->A) 466 397 784 425 2713 235 240 12 65 119 176 285 200 247
Kodon 8 (-AA) 166 54 02 05 36 B - 91 37 304 - 03 03 -
IVS-11-1 (G->A) 1.6 63 - 20 21 39 40 287 138 159 21 22 05

Kodon 44 (-C) 100 0.1 0.1 - - 0.7 - 83 37 - 2.1 - 39 -
IVS-11-745(C->G) 50 32 57 48 82 . 10 04 37 08 21 37 31 071
1VS-1-1 (G->A) 3.3 4.7 6.0 13.4 4.1 10.4 - 17.7 0.9 19 - 15.1 3.9 105
IVS-1-5 (G->T) 33 04 - . . . . 24 74 16 21 - 09 03
-30 (T->A) 3.3 3.1 - 0.1 - - 7.0 - - 11 2.1 15 12 0.3
Allel say1si 120 937 1017 1142 194 893 164 127 108 377 296 942 473 305
Kaynaklar (68) (68) (68) (68) (68) (68) (69) (68) (68) (68) (68) (68)  (68)
-. Yok

IVS 1-110 (G->A) en yiiksek oranda Kibris’ ta rapor edilmis ve Akdeniz
Ulkeleri ve Kuzey Afrika Ulkelerinde siklikla goriilmektedir. Tiirkiye’ nin dogu ve
giineydogusuna komsu iilkelerde; IVS-II-1 (G->A) ve IVS [-110 (G->A) belirgin
siklikla gozlendigi goriilmektedir. Kodon 8 (-AA) delesyonu Tiirkiye’nin dogusunda
olmak iizere belirgin siklikta Azeybaycan’ da rapor edilmistir. Calismamizdaki
mutasyonlart yiiksek siklikta sirasiyla: 1VS-1-110 (G->A), Kodon 8 (-AA), IVS-II-1
(G->A), Kodon 44 (-C) olusturuken; Akdeniz Ulkelerinde 1VS 1-110 (G->A),
IVS I-1 (G->A), IVS 11-745 (C->G) ve IVS-1I-1 (G->A) olusturmaktadir. Tirkiye’
nin dogu ve giineydogusuna komsu iilkelerde: 1VS 1-110(G->A) = IVS-II-1 (G->A),
Kodon 8 (-AA) ve IVS I-1 (G->A) ve IVS-I-5 (G->T) mutasyonlarin sikligi
gozlenirken; Kuzey Afrika Ulkelerinde IVS 1-110 (G->A), IVS I-1 (G->A),
IVS 11-745 (C->G) mutasyonlarinin siklig1 tespit edilmistir.

Genetik polimorfizmlerden tek niikleotid polimorfizmlerin (SNP) toplumda
%1 den fazla siklikta goriilen yaygin gesitleri vardir. SNP'ler aa dizisini
degistirebilir veya tamamen sessiz olabilirler. Polimorfizmin bazilari hastalik riskini
arttirirken, bazilari azaltabilmekte, bazi polimorfizmler ise yalnizca gevresel bir
faktoriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedirler (70,71). Calismamizda

mutasyonlarla birlikte 4 g¢esit SNP tespit edilmis olup, hastalarin eritrosit
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slispansiyon transfiizyonu almalar1 nedeniyle bu mutasyonlarin hastalifin klinigini
nasil etkiledigi degerlendirilemedi (Tablo 6) (Tablo 8). BTT’ li bireylerin ¢ogunda
mutasyonlarla birlikte birden fazla SNP goriildi. Kligine etkisini degerlendirmek
icin SNP’ ler ayr1 ayr1 siniflandirilamadigindan istatiksel degerlendirme yapilamadi
(Tablo 8).
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6. SONUCLAR

. Calismamizda 30 BTM”’ 1i hasta ve 30 BTT’ li ebeveynde, mutasyonlarin tespiti
DNA dizi analizi yontemiyle yapildi.

. Calismada 8 c¢esit mutasyon goriildii. En sik goriilen mutasyon 1VS-1-110
(G->A) % 46.67 olup bunu Kodon 8 (-AA) % 16.67, IVS-11-1 (G->A) % 11.67,
Kodon 44 (-C) % 10.00, IVS-11-745 (C->G) % 5.00, IVS-I-1 (G->A) % 3.33,
IVS-1-5 (G->T) % 3.33 ve -30 (T->A) % 3.33 takip ettigi saptanmistir.

. Tespit edilen mutasyonlarin % 80’ den fazlasini; 1VS-1-110 (G->A) % 46.43,
Kodon 8 (-AA) % 17.86, IVS-11-1 (G->A) % 12.50, Kodon 44 (-C) % 10.71
olusturdu. Mutasyon siklig1 acisindan, Tiirkiye geneline benzer bir dagilim
tespit edildi.

Mutasyonlarla birlikte; Kodon 2 (T->C), IVS-11-16 (G->C), IVS-11-666 (C->T)
ve €.-31 (C->T) olmak iizere 4 ¢esit SNP tespit edildi.

. BTT’ li hastalarin hematolojik analizlerinde; erkeklerde: RBC 6.33+0.74
M/uL, Hb 13.49+1.15 g/dL, Het % 40.09+£2.98, MCV 63.81+5.74 fL, MCH
21.42+1.49 pg, MCHC % 33.65+1.18, RDW % 18.63+1.48 ve kadinlarda:
RBC 5.41+0.45 M/uL, Hb 11.24+£1.04 g/dL, Hct % 33.86+£3.08, MCV
62.59+3.57 fL, MCH 20.77+1.29 pg, MCHC % 33.18+1.28, RDW %
18.21£1.95 olarak tespit edildi. BTT’ li bireylerde goriillen hemogram
degerleriyle benzer sonuglar goriildii.

. BTT hastalarinda Hb varyant diizeyleri erkeklerde: HbA % 91.85 + 7.44, HbF
% 2.83 + 7.54, HbA2 % 5.33 £+ 0.52 ve kadinlarda: HbA % 91.97+6.66, HbF
% 3.01+6.46, HbA2 % 5.02+0.79 olarak tespit edildi. BTT’ li bireylerde
goriilen Hb varyant degerleriyle benzer sonuglar goriildii.

BTM hastalar1 diizenli eritrosit siispansiyon trasfiizyonu almalar1 nedeniyle
hemogram ve Hb varyant diizeyleri BTM’ 1i hastalarda goriilen laboratuvar
verileri ile uyumlu degildi. Fakat BTM’ li hastalarda goriilen ortalama Hb
9.20+1.32 g/dL diizeyi; takip - tedavilerinin etkin siirdiirildiigi
diistindiirmektedir.

. Bu calisma DNA dizi analizi yonteminin kullanimina bagli olarak Diyarbakir’da

saptanamayan mutasyonlarin belirlenme orani artirmistir. Buna bagli olarak
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yiiksek kapasiteli cok merkezli koordine bir ¢alisma ile bu mutasyonlarin ve

bunlarin hastaliga etkisinin belirlenmesini gelistirecektir.
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