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OZET

ELAZIG YORESININ p-TALASEMi MUTASYON SAPTANMASI

Talasemi; yasamin erken evrelerinde siddetli anemiye yol agan, bir veya
daha fazla globin zincirinin azalmasi ile karakterize bir grup kalitsal hastaliktir.

B-Talasemiler azalmis ya da bozuk gen ekspresyonuna yol agan
mutasyonlarin sebep oldugu konjenital anemilerdir. Diinya iizerinde yaklagsik 250
milyon tasiyict ile B-Talasemi morbidite ve mortalitesinin baslica genetik
sebebidir.

Bu c¢alismada; Elazig’da rastgele secilen 1500 vatandastan alinan kan
orneklerinin hemogramina bakildi. 76 vakada MCV ve Hb degerleri diisiik
bulundu. Bu vakalarda HPLC ile HbA2, HbF diizeylerine bakildi. HbA2
diizeyleri % 3,5 tlizerindeki 9 vaka tami alarak mutasyonlarin tespitine tabi
tutuldu. Mutasyonlarin molekiiler tanisinda B-globin assay yontemi uygulandi.

Talasemi mutasyonlarini tiplendirilmesinde PCR ve B-globin strip
yontemi kullanilmistir. % 55,5 ile Elazig bolgesinde goriilen en sik mutasyonun
IVSI-110 oldugu tespit edilmistir. Bunu azalan oranlarda 1VS2-1(%11.1) , CD
39 (%11.1), FSC-5 (%11.1), -30T (%11.1) 'in izledigi saptanmistir. Elazig
bolgesinde B-Talasemi mutasyon tipi saptanmis ve sikligi % 0,6 tespit edilmistir.

Bu oran bélgenin talasemi agisindan ¢ok riskli olmadigini géstermistir.

Anahtar kelimeler: B-talasemi, B-globin strip assay, Prenatal Tan1
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ABSTRACT

TYPIFICATION OF p —THALASSEMIA MUTATION OF
ELAZIG REGION

Thalassemia is a group of hereditary disease characterized with lessening
one or more chain of globins and causes to anemia in the early phase of life.

B —Thalassemias are congenital anemia that decreased or causing spoilt
structure of expression of genes. With approximate carrier of 250 thousand in the
world, B-Thalassemias are the main cause of morbitites and mortalities.

In this study, hemogram of blood samples, which were taken from 1500
people chosen randomly, were examined. The dose of MCV and Hb was found
low out of the 76 of the cases. The levels of HPLC, HbA2 and HbF were
examined in the cases. The 9 cases whose HbA2 levels were above %3,5 were
subjected to determining of mutations.

The methods of B-globins strip assay and PCR were applied in the
typification of thalassemia mutations. It was determined that the most frequend
seen mutation is IVSI-110 with a percentage of %55,5 in the region of Elaz1g. It
was fixed that IVS2-1 (%11.1), CD39 (%11.1), FSC-5 (%11,1) and -30T
( %11,1) followed it in a decreasing proportions. The type of B-Thalassemia
mutation was found in Elazig region with a density of %0,6.

This proportions showed that the region was not at risk concerning

thalassemia.

Key words: B-Thalassemia, 3-globin assay, prenatal diagnose



1.GIRIS VE AMAC

Genetik olarak hemoglobin sentezindeki bir bozukluk nedeni ile
hipokrom, mikrositer, hemolitik anemiye sebep olan otozomal resesif hastalik
olarak tarif edilen Talasemi, ilk kez; 1925 yilinda Detroitli pediartrist Dr.
Thomas Cooley ve pearl Lee tarafindan siddetli anemisi olan, dalak biyiikligi
ve karakteristik kemik degisiklikleri olan bir ¢ocuk hastada tanimlanmistir.
Onceleri sadece Akdeniz iilkelerinde yaygin oldugu sanildigindan adi Yunanca
"Thalas" Akdeniz sozctigiinden gelmektedir. Ancak giiniimiizde; Kuzey Afrika,
Ortadogu, Hindistan, Cin, Glineydogu Asya gibi malaryanin sik oldugu iilkelerde

Avrupa ve Amerika da bulundugu bilinmektedir (15,30).

Sekil 1. Diinya tizerindeki talasemi dagilimi(sari ile isaretli alanlar) (40)

Talaseminin diinyadaki en yaygin genetik hastalik oldugu kabul edilir.

Diinya Saglhk Orgiitiiniin verilerine gore, diinyada talasemi ve anormal



hemoglobin sikligi % 5,1°dir ve yaklasik 266 milyon tasiyici vardir. Bir yil
icinde yeni dogan 144.000.000 bebegin, 9.285.000'1 tasiyicit olarak diinyaya
gelmektedir. Bu da ortalama yillik % 6,5, baska bir ifade ile 300.000 yeni hasta
cocuk istatistiklere eklenmektedir (5,73).

Beta talasemi 6zellikle Yunanistan'da ayrica italya'da ¢ok sik goriilen bir
hastaliktir. Po nehrinin deltasinda yasayan insanlarda hastaligin goriilme sikligi
%20 civarindadir. Bu oran Sardinya'da %11 Sicilya'da ise %10'dur.Bolgede
batiya dogru ilerlendigi zaman hastalik insidans1 diismeye baslar. Kibris'ta %15,
Ispanyada %3,5, Yugoslavya'da %4,7 'dir. Baz iilkelerin kendi iclerinde dahi
degisen cografi oOzelliklerle hastaligin insidanst degismektedir. Bulgaristan’in
glineyinde %30 gibi olan bir oran kuzeye gidildik¢e % 0,5-2,1 arasinda degisen
degerlere inmektedir. Diinyanin daha dogusunda Orta Asya Cumhuriyetleri diye
nitelendirilen bolgede ise Azerbaycan'da %6,3-7,8, Dagistan'da %3,2-16,8,
Ozbekistan’da %0,2-15 arasinda degismektedir (5,20).

Ulkemizde Beta talasemi konusunda ilk taramalar Cavdar ve Arcasoy
tarafindan yapilmis, sonug¢ olarak Tiirkiye ortalamasit %2,1 olarak bulunmustur
(6). Daha oncede ifade ettigimiz gibi bolgesel farkliliklar gbz Oniine alindigi
zaman, %0,6 ile %12 arasinda bir aralik ortaya ¢ikmaktadir. Bu verilere
dayanarak Tirkiye'de 1.300.000 tasiyici insan oldugu sonucuna Vvarabiliriz.
Saglik Bakanlig1 verilerine gore 4000 civarinda beta talasemi hastasi iilkemizde
bulunmaktadir. Ulkemizde bu konudaki ilk ¢alismalar1 baslatan Prof. Dr.
Muzaffer AKSOY'dur (3). Tiirkiye’deki anormal hemoglobinler ve
hemoglobinopatiler konusunda c¢alismalar1 bu konuda c¢ok insana rehber

olmustur.



Yapilan mutasyon tiplerinin tespiti sayesinde, bolgelere ve irklara has
genetik ozellikler tespit edilmis, prenatal tan1 yontemleri arasinda rutine girerek
hasta cocuklarin erken trimesterlerde gebeligin sonlandirilmasi, hasta veya
tastyici bireylerin evlenmesini engelleyici tavsiye kararlari verilmistir (46).

Bu kararlar sayesinde hastaligin tedavisi i¢in harcanan para ve insan
emeginden tasarruf saglanmistir. Ulkemizde de bu noktadan hareketle
30.12.1993 Tarih ve 21804 sayili Resmi Gazete'de 3960 sayili Kalitsal Kan
Hastaliklar1 ile Miicadele Kanunu c¢ikarilmis ve bes ana iiniteden olusan

merkezler kurulmasi istenmistir.

Antalya % 12,0 Mugla % 8,9

Dogu Anadolu
% 0,6
Van % 2,6 —- Antakya % 7,6
Denizli % 3,0 '
Mersin % 3,7 A0 202D
Konya % 3,0

B Mugla B Antakya O Adana O Mersin 8 Konya @ Denizli B Van 0 Dogu Anadolu M Antalya,

Sekil 2.Tiirkiye’de B-talasemi dagilimi (6)

Yaptigimiz bu ¢alisma ile Elazig ilinin mutasyon tipi ve hastalik insidansi
tespit edilmesi amaglanmigtir. Tespit edilen bu mutasyonun genetik tedavilerde

zemin olusturmasi en 6nemli hedefimiz olmustur.



2. ELAZIG'IN COGRAFI OZELLIKLERIi

Elaz1ig biiyiik boliimii ile Firat havzasinda bulunan bir Dogu Anadolu
Bolgesi ilidir. Elaz1g ili 40-21 derece ve 30-30 derece dogu boylamlar1 ile 38—
17 derece ve 39-11 derece kuzey enlemleri arasinda yer alir.

Il merkezinin denizden yiiksekligi 1020 metredir. Tiirkiye topraklarinm
binde 12’ni kaplamaktadir. Toplam su yiizeyleri dahil 9153 kilometrekaredir.
Tektonik bir alanda yer alan il topraklar1 dogu ve glineyden Dogu Toroslarin bati
uzantilari, kuzeyden ve batidan ise Murat ve Firat vadileriyle cevrilidir. Batisinda
Malatya, dogusunda Bingdl, kuzeyde Tunceli son olarak ta giineyinde Diyarbakir
ile ¢evrilidir. Elazig’in iklimi genel anlamda karasal iklim olarak bilinmektedir.
Oysa Keban ve Karakaya barajlarinin yapimini takiben iklim oldukga degismis,
Akdeniz iklimine benzemistir.

Toplam niifusun %51,7’si sehirde, %48,3’1i kirsalda yasamaktadir.
Toplam niifus il merkezi, 10 ilge merkezi, 14 bucak ve 558 kdyde yasamaktadir.
Niifus biiytikliigii agisindan 41. sirada yer alan ilde niifus yogunlugu 54 kisi/ km2
dir. Ilin y1llik niifus artis oran1 %0.59°dur.

Iktisaden %63,8’1 tarim, %16°s1 toplum hizmetleri, %5,4’ii imalat sanayi,
%4,8’ingaat, %10’u diger sektorlerde calismaktadir. Faal niifusunun %59,7’si
erkek %40,3°1 kadindan olugmaktadir.

Hastaligin bolgesel tanmimlama ile anlatilmasi cografi 6zelliklerden

bahsetmemizi gerektirmistir (72).



3. GENEL BILGI

Beta talasemi, yaklasik 200 gen mutasyonunun neden oldugu, kalitimla
gecen prenatal tanisi ve taramasi olan bir kan hastaligidir. Tiirkiye nin de i¢inde
bulundugu Akdeniz iklim kusagi iizerinde bulunan iilkelerde ciddi bir halk
sagligr sorunudur. Diinyada bu hastalifin tasiyicilik oran1 %>5,1°dir. Bu oran
iilkelerin durumuna ve iilke igerisindeki bolgelerin 6zelligine gore farkliliklar
gostermektedir. Ulkemizde bu oran Antalya ilimizde % 10,2 iken Samsunda
%0,6 olarak degismektedir. Tiirkiye’de 1.300.000 tasityici ve 4000 hasta
mevcuttur. Bunlarin i¢inde akraba evliligi %25°tir (% 70’1 1° akraba). Ayni
sekilde Italyamin kuzeyi ile orta kesimlerinde bu oran %0,5-2 arasinda

degismektedir (79,81).

3.1.Hastalhigin patolojisi

Normal bir erigkinde yapisal olarak birbirinden farkli ii¢ hemoglobin
vardir: bunlar Hb A, Hb F ve HbA2 dir. Talasemi bu ii¢ farkli hemoglobin
yapisindaki dort farkli zincirden bir veya birden fazlasinin yapim azlig1 veya hig
yapilmama durumudur. Normal yetiskinde major hemoglobin Hb A’dir, dolayisi
ile ancak alfa ve beta zincirlerinin sentezindeki patolojiler 6nemli bir hastaliga
yol acabilirler. HbA2 nin yapisinda bulunan delta zincirindeki ve Hb F yapisinda
bulunan gama zincirindeki patolojiler erigkinde dogrudan belirgin bir hastaliga
yol agmazlar. Ancak bazi durumlarda, 6zellikle beta zincir genini ilgilendiren bir
patoloji varsa, gerek delta gerekse gama zincirindeki mutasyonlar beta

talaseminin klinik ve hematolojik seyrini etkileyebilir (15,28,31).



3.2.Hemoglobinin yapisal 6zellikleri ve Hemoglobin tiirleri

Hemoglobin hem ve globin'den olusan eritrositlerde oksijen tasiyan
64400 dalton agirhiginda tetramer yapida bir proteindir. Eritrositler Akcigerden
gecerken Hemoglobin molekiilii oksijeni baglar, dokulara ulastigi zaman
kapillerin gecirgenlik ozelliginden faydalanarak yiikiinii dokulara birakar.
Hemoglobin iki ¢ift 6zdes olmayan polipeptid zincir ve dort molekiil hem'den
olusmaktadir. Hemoglobin globiiler yapida kompleks bir molekiildiir. i¢indeki
hem molekiilii tiim insanlarda ayn1 6zelliktedir ve hidrofobik olarak olugmus bir
cephenin icindedir. Oksijenle reversibl kombinasyonlar yapabilmesi sebebi ile
kanda oksijeni kolaylikla tasiyabilmektedir. Hemoglobinin sahip oldugu

prostetik grup proteinin kirmizi renginden sorumludur (24,26,34,44,47,78).
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Sekil 3: Tirkiye’de talasemi tasiyiciligi sikligi dagilimi (Saglik Bakanligt ACSAP Genel

Miidiirligii verileri)

X X

Sekil 4. Hem molekiilii (41)



Bu hemoglobin yapilar1 asagidaki gibi bir zincir yapisina sahiptir. Hb A

(20-2PB), HbA2 (2a-25), HbF (20-2y). HbA biitiin hemoglobinlerin %97’sini

olusturmaktadir. Ayrica HbA3 adi verilen ve muhtemelen HbA’nin yikim {irtini

olan bir grubun varhigi bilinmektedir. HbF ise yeni doganin kaninda %80

civarinda rastlanmaktadir. Bu oran bebek 1 yasina girmesi ile %1 olmaktadir

(21,30,77).
Tablol.Hemoglobin tipleri (26)
Isim Donem Form | Eriskin degeri Fetiiste Yapim
iil Zamam
Hb Gower I | Emriyonik Hb | {262 |- Ik 3 ayda
Hb Gower Il | Embriyonik Hb | q2e2 | _ Ik 3 ayda
Hb Portlandl | Embriyonik Hb C2y2 | _ Ik 3 aydan sonra ve
kordon
Kaninda
HbPortlandll | Embriyonik Hb | {22 | Hb H ve Talasemi [k 3 aydan sonra
Tastyicilarinda az
miktarda
Hb F Fetal Hb a2y2 | % ’denaz Intrauterin 10-12. hafta
Hb A Eriskin Hb a2p2 | %96 3. trimesterde
Hb A2 Erigkin Hb a2d82 | %2535 6.ve 8.haftada yapim

baslar




Anlatilanlardan bagka sira dist1  protein yapisina sahip farkh
hemoglobinler de mevcuttur. Bunlar HbS, HbC, HbE olarak isimlendirilir ve
farkli patolojide anemi tipleri olustururlar (orak hiicreli anemi gibi). HbA2 ise

kemik iliginde bulunan 6ncii bir hemoglobin tiiridiir (7,18,21,27,63).

3.3.Hemoglobinin Sentezi

Hemoglobin  farkli iki  gelisimsel basamakta sentezlenmesini
tamamlamaktadir. Gestasyonunun ilk evrelerinde meydana gelen alfa ve beta gen
kiimelerinin ekspresyonel degisim gerektiren embriyonikten fetal globin
doniistimi, ikinci evre dogum esnasinda sadece beta gen kiimesinde meydana
gelen fetalden yetigkin tipi globine doniisiim seklindedir (67).

Memelilerin ¢ok erken gelisim basamaklar1 sirasinda eritroid
farklilasmasi ¢ok fazla anlasilamamuistir. Primitif eritroblastlarda embriyonik alfa
ve beta benzeri globin genlerinin aktivasyonunu gerektiren embriyonik yumurta
kesesinin kan adaciklarinda bagladifma inanilmaktadir. Insanlarda bu
hemoglobin doniisiimii gestasyonun bes ya da altinci haftalari sirasinda meydana
gelir. Boylece, embriyonik globin genleri insan gelisiminin ¢ok erken sathasinda
aktive edilir ve tekrar kapanmadan 6nce sadece birka¢ haftaligina eksprese edilir.
Fetal eritropoez perinatal peryoda kadar hakimdir, eritropoez tekrar degisime
basladiginda kemik iligi ve globin gen ekspresyonunun yetiskin modelinin ¢atis1

kurulur (26,47,75).



Embriyonik

ypumurta . o .
kesesi Fetal karaciger Yetigkin kemik iligi
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% Total Globin Zincir Sentezi
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Gestasyonal yas (hafta) : Postnatal yas (hafta)

DogGum
Sekil 5. insan globin genleri arasindaki zamana dair iliski (11)

3.4.Beta Talasemiler

Talaseminin olusmasinda Hb A’nin yapiminin azalmasi s6z konusudur.
Bu eksikligi gidermek ic¢in kemik iliginde HbA2 yapimi artar. Ama bu islem
eksikligin giderilmesine yetmedigi gibi durumu daha da agirlastirmaktadir. Bu
tiretimin tam veya kismen olmayisinin sebebi, bu hemoglobine ait protein zinciri
yapimini denetleyen gende nedeni bilinmeyen bir mutasyon olmasidir.
B-Talasemi tamamen kalitsal kokeni olan bir hastaliktir (40).

Hem annenin hem de babanin hastaligin tasiyicis1 olmasi halinde ¢ocuk
%25 hasta, %50 tastyici, %25 saglam olma olasilig1 ile dogar. Bu durumda
olusmus hastalik homozigot olarak adlandirilir ve ¢ok agir bicimde ortaya
c¢ikabilir. Bu tablo Cooley kansizlig1 veya B-talasemi major olarak adlandirilir.

Anne ve babadan birinin tasiyict olmasi durumunda %50 saglam , %50

tastyict olma ihtimali vardir. Tastyict durumunda olusan klinik tablo -talasemi
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mindr veya P-talasemi tasiyicist olarak adlandirilir. Bir igiincii tabloda ara bir
klinige sahip belirti vermeyen bir gruptur ki bunlarda talasemi minime diye
adlandirilir (30,40).

Dogumu takip eden aylarda bagslayan sarilik, solukluk ve
hepatosplenomegali olan hastalarda p-talasemi major disiiniilmelidir. Cocukta
ileri tetkiklere gecilmeden Once anne ve babada tam kan sayimi yapilarak B-
talasemi tasiyiciligi tanisina yaklasmak veya tanidan uzaklagmak yeterlidir.
Yapilan tam kan saymminda karsilasilacak laboratuar sonuglarini sdyle
siralayabiliriz. Hiicrelerin ¢ogu geng¢ hiicre oldugu i¢in artan normoblastlar
16kosit artmadig1 halde cihaz tarafindan 16kosit artis1 varmis gibi algilanir. Hb ve
Htc miktan diisiiktiir. Eritrosit biiyiikliik dagilimini ifade eden RDW genellikle
normal veya normal degerin iist siirinda bulunmaktadir. Ortalama eritrosit
hacmini ifade eden MCV talasemilerde azalmistir. Daha sonra bakilmasi gereken
Hb F ve HbA2 parametreleridir. Altta yatan mutasyon ve genetik defekte gore
degisiklikler gosterebilir. Hemoglobin elektroforezinde HbF hafif artmistir
(%30-%99). Beraberinde HbA2 yiiksek bulunmuyorsa heterozigot yani minor
talasemi distlintlir. HbA2 degeri ¢ok yiliksek bulunuyorsa major talasemi
tanisin1 desteklemektedir. Ayrica daha biiylik bir gen delesyonunu diisiinmek
gerekir (18,26,32).

Beta zincir patolojilerinde alfa zincir rolatif olarak yiiksektir, fakat
tetramer yap1 olusturamazlar dolayisi ile hemoglobin olusturma sanslar1 yoktur.
Alfa 2 inkliizyonlarmin bir kismi hiicre membranina yapisarak proteinleri
denatiire ederek erken hiicre Oliimiine sebep olmaktadir. Alfa zincir

patolojilerinde beta zincirleri rolatif olarak daha fazladir. Fakat beta zincirler
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tetramer yapi olusturabilir, hem yapisi ile baglanir ve duragan olmayan bir

yapiya Hb H’ye doniisiir. Bu yapida erken 6liim goriilmez (15).

3.5. Beta Talasemi Major Tedavisi

Bu kadar karigik bir hastaligin tedavisi de oldukga sikintili ve masrafli
olmaktadir. Tedavi dort ana baslikta incelenmektedir (6,16,30).
1-Destek tedavisi
2-HDF hiicrelerini artirmak
3-Kemik iligi transplantasyonu
4-Eradikasyon amagli tedavi (Prenatal tani)

Destek tedavisinde en dnemli hadise kan degerlerinin stabilizasyonudur.
Kiiciik yaslarda kompansatuvar mekanizmalar ve harcama azlig1 sonucu diisiik
Hb miktarlar1 ile yasamlarini sorunsuz ylriitebilirler. Sonrasinda hastalarin
durumlarin1  kontrol altinda tutmak icin Hb miktarmi 10 gr/dl civarinda
dengelemek yeterlidir. Transfiizyonu ihtiyag durumunda yapmak gerekmektedir.
Ciinkii bu hastalarda demir fazlaligi mevcuttur. Fazla demirin dokularda birikimi
sonucu dokularda ciddi hastaliklar olugsmaktadir. Glinlimiizde demiri baglayip
idrarla atillmimi saglayan maddelerin kullanimi ile bu risk azalmistir. Zaman
icinde dalak operasyonla ¢ikarilarak hiicre yikiminin 6niine gecilebilir. Hb F
miktarinin  artirilmas1  intermedia tipinde etkili olabilir. Kemik iligi
transplantasyonu klasik ilikten, periferik kandan kok hiicre nakli veya kordon

kanindan kok hiicre nakli gergeklestirilebilir.
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Tablo 2.p- Talasemi major tedavi tipleri (54)

Destekleyici Tedavi Ila¢ Tedavisi
Transfiizyon Terapisi Geleneksel
Intravendz K ilisi a“.OQEmk
Selasyon Kemik Iligi O KIT
Selasyon Transplantasyonu(KIT) | Kord Kam
Terapisi Transplantasyonu
Oral Selasyon
Intrauterin KIT
Hidroksitire Gen Terapisi
Terapisi
Eritropoietin
Fetal Terapisi
Hemoglobini
Tesvik Eden | Biitirat
Tedavi Tiirevleri
Terapisi
Hemin Terapisi

Antioksidant Tedavi

Eradikasyon ise prenatal tani ile hamileligin 10—11. haftalarinda koryon
villustan; 19-20. haftalarinda kordon kanindan alinan numunede yapilan

mutasyon ¢aligmast ile hasta dogumlarin 6nlenmesi ile yapilabilmektedir (46).

3.5.1.Tedavide Yeni Bir Yaklasim: Gen Terapisi

Hemoglobinopatiler, tek bir genin transferi ile teorik olarak tedavi edici
bir etki saglanabilineceginden gen terapisi i¢in diigiiniilen ilk hastaliklardan

birisidir. Anemilerin patofizyolojisi ve globin gen ekspresyonu iizerindeki
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bilgiler bu hastaliklarin gen terapisi ile iyilestirilmesi konusunda onlar1 kusursuz
bir aday yapmaktadir (39,54,55,56,57).

Beta talasemi tek bir genin fonksiyonundaki azalma ya da yok olmasi ile
ilgili oldugu gergegi gen terapisi i¢in en erken aday olarak diisiiniilmesine yol
agmaktadir. Bu distlince ilk olarak yaklasik 15 yil 6nce transgenik bir fare
modelinde farelere beta globin geninin transferi ve talaseminin iyilestirilmesini
kapsayan basarili deneylerle desteklenmistir(14,65).

Beta talasemi gen tedavisi icin li¢ genel strateji diisiiniilmiistiir. Birincisi
gen transferidir, insan hematopoetik hiicrelerine eksojen bir genin eklenmesi. Bu
dogrultuda en yaygin kullanilan metod viral aracilikli gen transferidir. Cok
sayida vektor tipleri kullanilmakla birlikte, en yaygin olanlari retrovirusler ve
adenoviriislerdir. Retroviral vektor ailesinden olan ve yeni kesfedilen
lentiviriisler de tedavide kullanilmaktadir, ancak heniiz insanlarda
denenmemistir. Ancak lentiviral vektor dizaynindaki pek cok avantaj yakin
gelecekte klinik kullanimlarinin artmasini saglayacaktir (17,38,65).

Talaseminin genetik terapisi i¢in kullanilan ikinci strateji farkli biyolojik
molekiiller, yani “trik”ler kullanilarak mutasyonu diizeltmektedir. Sonucta
DNA’y1 diizelterek ya da mutant RNA transkriptinin diizeltilmesi olarak
tasarlanmaktadir.

Son strateji, alfa globin geninin verimini asagiya dogru regiile etme
modellerini gelistirmektedir. Bu sekilde zincir dengesizligi azaltilacaktir. Bu

metod Talasemi Intermedia’nin tedavisi i¢in en yararlis1 olabilir (54).
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Gen terapisi konusunda yapilan bir ¢calismada; May ve arkadaglar1t TNS9
adim1 verdikleri lentiviral bir vektor arciligiyla talasemi tedavisinde ilerleme
kaydetmislerdir. TNS9 ile tedavi edilen farelerde anemide azalma ve

hematopoezin normallestigi gortilmistiir (42,43).

Normal Talasemik TNS9 ile muamele edilmis

Sekil 6. TNS9 ile muameleden sonra talasemik kemik iligi hiicrelerinde goriilen

diizelmenin yayma kan preparatlarinda gosterimi (43)

3.6. Beta Talaseminin Mutasyon Tipleri

Olduke¢a kiiciikk ve yapisal olarak basit bir gen olan B-globin geni,11.
kromozomun kisa kolu iizerinde, B-globin gen kiimesi i¢inde yer almaktadir.

Beta globin geninde beta talasemiye neden olan yaklagik 200’e yakin
mutasyon bildirilmistir. Bu genis molekiiler ¢esitliligi biraz basite indirgeyen bir
faktor, 200 mutasyonun tamaminin bir toplumda goriilmemesidir. Mutasyonlar
etnik gruplara 6zgiindiir. Genelde bir toplumda az sayida bulunan mutasyonlar, o
toplumdaki mutasyonlarin %90-95 ‘ini olusturmaktadir. Bunlarin ¢ogu oncelikle

beta talasemideki nokta mutasyonlar1 ve daha az siklikla delesyonlar seklindedir.
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Nokta mutasyonlar1 RNA transkripsiyonunun baslamasini, RNA islemlesmesini
ve RNA stabilitesini Onleyerek globin sentezini etkilemektedir. Buna karsin
cerceve kaymasi veya zincir mutasyonlar1 translosyonu bloke ederek globin

zincir sentezini engeller (59).

3.6.1. Gen Delesyonlar:

Alfa talasemilerin aksine beta talasemide gen delesyonlar1 ¢ok sik
gozlenmez. Bugiine kadar yaklagik 17 tane gen delesyonu tanimlanmistir. Beta
geninin 3’ ucundaki 619-bp delesyonu Pakistan ve Hindistan’daki, Sind ve
Gujarati populasyonunda goriillen beta talasemilerin %50’sinden sorumludur

(30,75,78,79).

3.6.2.Transkripsiyonel Mutasyonlar

Beta genin promotor bolgesinde birgok baz degisimi tanimlanmistir. CAP
bolgesinde CCAAT ve ATA kutusunda goriilen mutasyonlar RNA polimerazin,
beta genine baglanma ve transkripsiyonu baglatma yetenegini azaltir. Beta
mRNA transkripsiyonu bu durumdan etkilenir ve beta mRNA miktar1 azalir.

Biitiin olgularin fenotipi B+ talasemidir (23,78).
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3.6.3. RNA Prosessing Mutasyonlari

Haberci RNA ‘nin nukleusa girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur.
Ekson ve intronun baglanma noktasinda 5° GT (donor) 3’ AG (reseptor)
bolgesinde gozlenir. Beta talaseminin farkl: tipleri IVS-I konsensus sekansindaki

tek baz degisimine baghdir (23,35,79). Ug tiirlii olusabilir.

1-Splice Kavsagindaki Mutasyonlar
2-Konsensus Dizi Degisikliklerine Neden Olanlar
3-Intronlardaki Degisiklikler

4-Kodlanan Bolgedeki Mutasyonlar

3.6.4. RNA Translasyon Mutasyonlari

3.6.4.1. Anlamsiz Mutasyonlar

Tek bir niikleotidin yer degistirmesi sonucu normalde bir aminoasidi
kodlayan kodon, translosyonun durdurulmas: sinyalini veren durdurucu kodon
(UAA, UAG veya UGA) haline gelir. Mutasyonun oldugu kodondan itibaren

globin zincir tiretimi normalden dnce durur (58).

3.6.4.2. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

Bir veya birden fazla niikleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu 6ne

veya arkaya dogru (5’- 3’ veya 3’- 5’ yoniinde) (36) olusan niikleotid kaymasi ile
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mutasyon bolgesinden sonraki kodonlarin sifreleri degiserek farkli aminoasitlerin

sifreleri ortaya ¢ikar (45).

3.6.5. Dominant Gecen B-Talasemi ve Stabil Olmayan pB-Globin

Varyantlan

Son 20 yilda agir beta talasemiden ayrilamayan sporadik vakalar
tanimlanmustir. Bu tip vakalarda eritrosit prekiirsorlerinin inkliizyon cisimcikleri
cokca gozlenmektedir. Fakat cogu beta globin geninde ekson 3’te mutasyon
icermektedir. Frameshift veya prematiir zincir sonlanmasi gozlenir. Bu
diizensizlik uzmis unstabil beta globin gen {irlinlerini olusturur. En sik goriilen
mutasyon ise kodon 121’de GAA— TAA degisikligidir.

Bazi beta Globin zincir varyantlar1 olduk¢a unstabildir ve tetramer
yapma egilimi  gosterirler.  Olusan  unstabil hemoglobinler eritrosit
prekiirsorlerinde ve kanda birkirler. Dominant gegen beta talasemiden hemolitik
anemiye kadar degisik klinik gosterirler. Buna ornek olarak hemoglobin

Indianapolis verebilir (23,59,80).

3.6.6. Bashk Bolgesi (Cap Site) Mutasyonlari

Beta(+) Talasemi fenotipi ile sonuglanan + 1 A— C yer degisimi sonucu
transkripsiyon azalir, basliklanma yavaslar ve mRNA Kkararliligi bozulur.
Homozigot olarak bulunmasi halinde bile kiside heterozigot gibi bulgu veren bir

fenotiptir (58).
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3.6.7. Baslangic Kodonu Mutasyonlari

Baslangic kodonu olan ATG’deki niikleotid degisiklikleri sonucu

transkripsiyon baslatilmaz ve bunun sonucunda ° talasemi fenotipi olusur (29).

3.6.8. 3° UTR Mutasyonlar

3’ UTR bolgesinde + 1565°den + 1577 niikleotidine kadar olan kismin

delesyonu sonucu beta (+) talasemi fenotipi ortaya ¢ikar (29).

3.6.9. Poliadenilasyon Sinyal Mutasyonlar:

Beta globin m RNA’nin 3’un translated bolgesinde AAUAAA dizisi beta
gen transkripsiyonunun klevaj ve poliadenilasyon igin uygundur. Ornegin beta
globin geninin bu bolgesinde T — C degisimi orta siddette beta (+) talasemi ile
sonuclanmaktadir.

Asagida bugiine kadar bilimsel ¢alismalarda tespit edilmis ¢esitli etnik
kokene sahip insanlara 6zgii B-talasemik mutasyon tipleri tablolar halinde genis

bir sekilde sunulmaktadir (79).
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Tablo 3. Farkli etnik kdkenlere 6zgii B-talasemik mutasyon tipleri

Mutasyon Tip | Etnik Grup

B-a.RNA Islemlenmesi ile ilgili Mutasyonlar: Splice Kavsagindaki Mutasyonlar
Liibnanlilar
Ispanyol Museviler

IVS-1 (-3), C->T ( Codon 29;Gly>Gly) B+
IVS-1 (-2), A->G (Codon 30; Ar>Gly) B
IVS-1 (-1), G->A (Codon 30; Ar>Lys) pB°
IVS-1 (-1),G->C (Codon 30; Ar>Thm) B
VS-1-1 G->A pB°
VS-I-1, G->T B° | Asya Hintlileri

VS-11-1, G->A B° | Akdenizliler, Amerikali zenciler, Tunuslular

i
[
[
| I
IVS-II-1, G->C B° | iranhlar |
[
I |
[
[

Bulgarlar
Amerikali zenciler, Tunuslular, Hintliler
Akdenizliler, Asya Hintlileri

VS-1-2, T->A B° | Cezayirliler
VS-1-2, T->C B° | Amerikali zenciler
VS-1-2 T->G B° | Tunuslular
VS-11-2,3,+11 bp, -2bp B° | Iranhlar

IVS-1-17 nts (3’end) B° | Kuveytliler
IVS-1-130,G->A B° | Misirhilar
IVS-1-130, G->C B° | Tiirkler, Japonlar
Codon30, G->C(IVS-1-130+1) B° | Ortadogulular
IVS-11-849, A->C B° | Amerikali zenciler
IVS-11-849 A->G B° | Amerikal zenciler
IVS-11-850,-G B° | italyanlar

Mutasyon

Tip

Etnik Grup

Mutasyon

Etnik Grup

A. Transkipsiyonel Mutasyonlar (n=22)

—101,C->T

B+

Tiirkler,Bulgarlaritalyanlar

—31,A->C

Italyanlar

—92,C->T

B+

Akdenizliler

—31,A->G

Japonlar

—90,C->T

B+

Portekizliler

—30,T->A

Tiirkler,BulgarlarMakedonlar

—388,C->A

B+

Tiirkiyeli Kiirtler

—30,T->C

Cinliler

—88,C>T

B+

Zenci poplilasyon

—29,A->G

Amerikal1 zenciler,Cinliler

—87,C->A

B+

Amerikali zenciler

—28,A->C

Tiirkiyeli Kiirtler

—87,C->G

B+

Akdenizliler

—28,A->C

Cinliler

—87,C->T

B+

Almanlar,italyanlar

+10,-T

Yunanlilar

—86,C->A

B+

Italyanlar

+22,G->A

Tiirkler,Bulgarlar italyanlar

—86,C->G

B+

Liibnanhilar, Thai

+33,C->G

Kibrisli Yunanlilar

—32,C->A

B+

Tayvanlilar

+43’den+40’a
-AAAC
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Codon 2/3/4,-9bp;+31bp B Cezayirliler
Codon5,-CT e Akdenizliler
Codon6,-A B° Akdenizliler, Amerikal1 zenciler
Codon8,-AA pB° Akdenizliler

| Codon8/9,+G B° Asya Hintlileri
Codon9/10,+T B Yunanlilar

| Codon1l,-T B° Meksikalilar
Codon14/15,+G pB° Cinliler
Codon15,-T pB° Malezyalilar
Codon16,-C e Asya Hintlileri
Codon22/23/24, AAGTTGG B Turkler

| Codon24,-G;+CAC B° Misirlilar
Codon25/26,+T pB° Tunuslular

| Codon26,+T B° Japonlar
Codon27/28,C B Cinliler

| Codon28,-C pB° Misirlilar

| Codon28/29,-G e Japonlar, Misirlilar
Codon31,-C B Cinliler

| Codon35,-C e Malezyalilar
Codon36/37,-T B Iranlilar, Tiirkiyeli Kiirtler
Codon37/38/39,GACCCAG B° Tiirkler
Codon38/39,-C B° Cekler
Codon38/39,-C [3° Belgikalilar
Codon40,-G B° Japonlar
Codon40/41,+T B° Cinliler
Codon4l,-C B° Tayvanlilar
Codon41/42,-TTCT B° Cinliler
Codon42/43,+G B° Japonlar
Codon42/43,+T B° Japonlar
Codon44,-C B° Tiirkiyeli Kiirtler
Codon45,-T pB° Birlesik Arap Emirlikleri
Codon47,+A B° Suriyeliler
Codon47/48,+ATCT pB° Pencaplilar
Codon51,-C ° Macarlar
Codon53/54,+G [3° Japonlar
Codon54,-T pB° Cezayirliler, Isvegliler
Codon54/55,+A [3° Hintliler
Codon56/60,+14bp pB°
Codon57/58,+C ° Pencaplilar
Codon59,-A B° Italyanlar
Codon64,-G B° Isvicreliler
Codon67,-TG ° Filipinliler
Codon71/72,+A B° Cinliler
Codon71/72,+T ° Cinliler
Codon72/73,-AGTGA;+T pB° Britanyalilar
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I B-c. RNA islemlesmesi ile ilgili Mutasyonlar: IVS-

IVS-11-850,G>A B° Ingilizler, Iskoglar
IVS-11-850,G>C B° Yugoslavlar
IVS-11-850,G>T B° Japonlar

3-b.RNA islemlesmesi ile ilgili Mut

asyonlar: Konsensus Dizilerdeki Mutasyonlar

IVS-1-5,G>A B° Cezayirliler, Akdenizliler
IVS-1-5,G>C B° Asya Hintlileri, Cinliler, Melanezyalilar
IVS-1-5,G>T B° Akdenizliler, Amerikal1 zenciler
IVS-11-4,5,AG p° Portekizliler

IVS-115,G>C B° Cinliler

IVS-1-6,T>G p° Akdenizliler

IVS-1-128, T>G B° Suudi Arabistanlilar

IVS-11-837, T>G B° Asya Hintlileri

IVS-11-843, T>G B° Cezayirliler

IVS-11-844, C>G B° Italyanlar

IVS-11-848, C>A B° Amerikal1 zenciler, Misirlilar, Iranlilar
IVS-11-848, C>G B3° Japonlar

| ya da IVS-II’deki

IVS-1-110, G>A B° Akdenizliler

IVS-1-110, T>A B° Akdenizliler

IVS-11-654, C>T B° Cinliler

IVS-II-705, C>T B° Akdenizliler

IVS-11-745 C>T B° Akdenizliler

B-d. RNA islemlesmesi ile ilgili Mutasyonlar: Kodlanan Bélgedeki Mutasyonlar
Codon10,-C>A B° Asya Hintlileri
Codon19,A>G B° Malezyalilar

Codon24,T>A B° Amerikal1 zenciler, Japonlar
Codon26,G>A B° Giineydogu Asyalilar
Codon27,G>T p° Akdenizliler

C-a. RNA Translasyon Mutasyonlari

: Anlamsiz Mutasyonlar

Codonl5,TGG->TAG B° Asya Hintlileri, Tiirkler
Codonl15,TGG>TGA p° Portekizliler

Codonl7, A>T B° Cinliler

Codon22,G>T p° Reunion Adalilar
Codon26,G>T B° Tayvanlilar
Codon35,C>A p° Tayvanlilar
Codon37,G>A B° Suudi Arabistanlilar, Ispanyollar
Codon39,C>A B° Akdenizliler
Codon43,G>T p° Cinliler

Codon61, A>T B° Zenciler

Codon90,G>T B° Japonlar

Codonl112, T>A B° Slovaklar

C-b. RNA Translasyon Mutasyonlari: Cerceve Ka

masi(Frameshift) Mutasyonlar

Codonl, G B° Akdenizliler
Codon74/75,-C B° Tirkler
Codon76, -C B° Italyanlar

22



Codon82/83,G pBe° Azerbaycanlilar
Codon84/85,-C e Japonlar
Codon84/85/86, T pB° Japonlar
Codon88,T B Asya Hintlileri
Codon89/90, GT pB° Koreliler
Codon95,+A B Tayvanlilar
Codon106/107,G B Amerikali zenciler

I D.Dominant Beta-Thal ve Stabil Olmayan Beta Zincir Varyantlar

Codon24/25,-GGT e Japonlar

Codon28,CTG>CGG B Hb Chesterfield

Codon31/32, CGG B° Ispanyollar

Codon32, CTG>CAG B Hb Medicine Lake
Codon98,GTC>ATG B Hb Medicine Lake

Codon33/34, GTG B Koreliler (Hb Korea)
Codon60,GTG>GAG B° Italyanlar (Hb Cagliari)
Codon9%4, TG B Italyanlar (Hb Agnana)
Codonl100,-CTT,+TCTGAG B° Gliney Afrikalilar
Codon108/109/110/111/112 pB° Isvicreliler

Codon109,-G pB° Askenazi Yahudileri (HbManhattan)
Codon110,T>C B Japonlar(Hb showa)
Codonl114,-CT; G B Isvigreli Fransizlar
Codon114,T>C B Italyanlar

Codonl115,C>A [3° Cekler

Codon120/121,A B° Filipinliler

Codon121,G>T pB° Polonyalilar, Isvigreliler, Japonlar
Codon123,-A B° Japonlar
Codon123/124/125,ACCCAC B° Tayvanlilar

Codon124 A B° Ruslar

Codon124/125/126,CCA B° Ruslar

Codon125,-A B° Japonlar

Codonl126,-T B° Italyanlar
Codon126,GTG>GGG B° Italyanlar, Almanlar, Tayvanhlar
Codon126/127/128/129/130 B° Pakistanlilar
Codon127,CAG>TAG Be Ingilizler

Codon127,CAG>CCG B° Britanyalilar
Codon127,CAG>CGG B° Fransizlar

Codon127/128, AGG [3° Japonlar

Codon128/129,-4bp B° Irlandalilar
Codon134/135/136/137,-10bp [3° Portekizler

E.Bashk Bolgesi (Cap Site) Mutasyonlari

Cap +1,A>C | p° | Asya Hintlileri

F.Baslangic Kodonu Mutasyonlari

ATG>GTC ° Japonlar

ATG>ACG B° Yugoslavlar

ATG>AGG B° Cinliler,Koreliler,Kuzey Avrupalilar

23




ATG>ATA Italyanlar, Isvegliler
ATG>ATC Japonlar
ATG>ATT Iranlilar

G.3’UTR Mutasyonlari
3’UTR+6,+1,480,C>G Yunanlilar
3’UTR+1, 565, 577;-13bp Tirkler
3’UTR+1,570,T>C Irlandalilar

H. Poliadenilasyon (poly A) ile flgili Mutasyonla
AATAAA>AACAAA B+ Amerikal1 zenciler
AATAAASAATGAA B+ Akdenizliler
AATAAA>SAATAGA B+ Malezyalilar
AATAAASAATAAG B+ Tiirkiyeli Kiirtler
AATAAASAAAA(-AT or-TA) Fransizlar
AATAAASA(-AATAA) Araplar

24



4.GEREC VE YONTEMLER

4.1.Gerecler

* Kan sayim cihazi( Coulter counter, Beckman-Multisizer; USA)
* Santrifiij (Fisher, Germany)
* Etiiv (Heraeus, Germany)

* Thermal Cycler ( Perkin EImer Cetus 9600; California, USA )
* Otomotik pipet(Socorex, Finland)

* pH metre (Beckman,USA )

* Spektrofotometre (Spectronic 20-D )

* Derin dondurucu (-20 Bosch)

* HPLC ( Hb Gold, Drew, Scentific Ltd. United Kingdom )

4.2.0rnek Toplama

Calisma grubu, il merkezi ve ilge saglik ocaklarina regete yazdirmak igin
bagvuran yetiskin hastalar ve hasta yakinlarindan alinan 5ml’lik kan 6rnekleri
soguk zincir kurallarina uyularak Elazig Saghk Miudiirligii, Halk Sagligi Merkez
laboratuarma getirildi, kan sayim cihazi ile sonuglar1 degerlendirildi. Ayrica il
Merkezinde bulunan 6zel bir hastane laboratuarinda hastaneye basvuran
hastalarin kan numuneleri, hastane laboratuarinda hemogramlar1 c¢alisilds,
sonuglar degerlendirildi. Saglik ocaklarindan alinan kan 6rnekleri hazirlanan bir
kodlama sistemi sayesinde adresleri kayit altma alinmistir. Ozel saglik kurulusu

ise hastalarin adres ve telefon numaralarini bilgi iglem sistemine kayit edildi.
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Boylece numunelerde meydana gelen aksama veya ileri tetkikleri i¢in
geri doniisiimii sorun olmaktan ¢ikarilmistir

Calisma grubumuz sayisal olarak Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Halk
Sagligi Anabilim Dalindan danisilarak alinan hedef niifus belirleme formiilii

kullanilarak tespit edilmistir (66).

n = Nxt2xPxO0O
[N-Dx D+ (E2x Px Q)

n: Caligsma yapilacak kisi sayist

N:Tarama yapilacak niifus toplam1 (572 933 Elazig niifusu )
t: 2,59 (sabit katsayi, iist limit i¢in)

P: Hastaligin toplumda goriilme sikligi; ( 0,021)

Q: (1-P); (1-0,021)=0,979

D:Standart sapma (0,05 -0,01)

Yukaridaki rakamlar1 yerine koyduktan sonra yapilan hesaplamalar
sonucu 1377 érnekleme yapilacak kisi sayisi tespit olunmustur. Orneklemelerin
yapilacagi c¢alisma grubunda meydana gelebilecek aksilikler g6z Oniinde
bulundurularak kisi sayisinin 1500 olmas1 gerekmektedir.

Ilge niifusunun il niifusuna oram ile ilgelerden almmasi gereken drnek
sayisi tespit edilecek ve tespit edilen kisiler rasgele yontemle segilecek, boylece
toplumdaki genel rastlanma siklig1 tespit edilmis olacaktir. Elaz1g il niifusu 2000
yil1 verilerine gore 572 933 kisi olarak tespit edilmistir. Bu sonug il niifus idaresi

tarafindan verilmistir. Ayn1 kurumun verilerine gére merkez ve ilgelerin niifus

say1st ise s0yle siralanmaktadir.
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Ilge Niif. (n)

Agm 5255 13
Alaca kaya 9467 24
Aricak 20703 54
Baskil 26460 69

Karakocan. 45396 118
Kovancilar 45953 120

Maden 19593 51

Palu 26166 68
Sivrice 13859 36
Keban 9596 25

Merkez 350486 928

Yukarida ifade edilen toplam 1500 kisiden alinan, tam kan numunesi
ilgili laboratuarlarda ¢alisildi ve Ornek sonuglari degerlendirildi. Kan
sonuclarinda MCV degeri, Hb degeri ve HbA2 degerleri ¢alismanin alt grubunu
olusturdu (6,18).

MCV’si 80 fI'nin ve Hb fizyolojik referans degerinin altinda ise
numunenin HPLC cihaz1 ile HbF ve HbA2 yiizde miktarlar1 belirlenerek,
talasemi taramasi yapildi (31). HbA2 degeri % 3,5 ve lizerinde bulunan
vakalarda yeni numune alimmna gidilerek PCR yontemi ile DNA izolasyonlari
yapild1 ve en son olarak B-Globin Strip yontemi, kullanilarak 22 farkli mutasyon
ozellikleri kayit altina alindi. Bdylece genel toplumda yakalanacak vakalarin
siklig1 ve bdlgemize ait genetik 6zellikleri ortaya konuldu. Akdeniz bolgesinde
evlilik oncesi rutinine giren ve prenatal tan1 yontemleri i¢cinde dnemli bir yer
tutan, genetik gecisli bu hastaligin tespiti ve kontrolii miimkiin hale gelecektir

(26,41,44).
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4.3.Yontemler

4.3.1. Kan Sayimi

Hematolojik analizlerden hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), eritrosit
(RBC), ortalama eritrosit hacmi (MCV) ,ortalama eritrosit hemoglobin
Konsantrasyonu (MCHC) ve Lokosit (WBC) degerleri aptanmistir. Tam kan
sayimi (hemogram) iletken sivi ortamda iki elektrod ve aralarinda daralip
genisleyen bir lobiil sistemi vardir. Kanin sekilli elemanlarinin genisligine gore,
tubul sistemi genisleyip daralarak farkli potansiyel enerji farklari ile degisik
grafikler ¢ikmaktadir. Bu grafiklerdeki dlgiimler hiicrelerin hacimler ve sayisi ile

dogru orantilidir (10,19,5).

4.3.2.HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi)

Hemoglobin molekiillerinin ayristirilmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in
HPLC (Hb Gold-Hb Analysis) kullanilan hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir bir
yontemdir. Zayif iyon degistirici (anyon veya katyon degistiriciler) kolonlar
Hb’lerin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica globin zincirlerinin
ayristirtlmasi ve miktarlarinin belirlenmesinde ise reverse faz kolonu kullanilarak
analiz edilmektedir. Molekiillerin hidrofobik o6zelliklerinden faydalanilan bu
yontemde genis ¢apli dolgu maddesi iceren Vaydac C4 kolonu kullanilmaktadir
(25,47).

Yiiksek basingli s1vi kromotografisini olusturan 6nemli pargalar sunlardir.

* ki adet pompa: yiiksek basing saglar.

28



Gradient kontroldr: Iki farkli tamponun karisim oranii ve akis hizini
kontrol eder.

Kolon: Basinca dayanmasi i¢in celikten yapilmis bir boru igerisine
degisik kimyasal maddeler (anyon veya katyon degistirici )
doldurulmustur.

*  Enjektor: Sisteme numune tatbik etmek i¢in kullanilir.

*  Dedektor: kolonda tatbik edilen kimyasallarin absorbsiyonunu dlger.

* Recorder-integrator: Dedektorden gelen verileri ylizdelerine goére
hesaplar ve sonuglar1 kaydeder.

*

Tamponlar: Aynm1 pH’da farkli konsantrasyonlarda iki ¢dozelti
mevcuttur.

HPLC’de hemoglobin ve globin analizleri icin farkli kolon ve tamponlar
kullanilir. Hemoglobinin 6zelligine gore zayif katyon ve anyon degistirici
kolonlar segilir (26,44,68).

Talasemi ve anormal hemoglobinlerin saptanmasinda HPLC dogru ve
hassas bir metottur. Hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir olmasindan dolay: talasemi
taramalarinda 6zellikle kullanilir. Teknoloji sahibi olan firmalar hastaligin ¢ok
gortldiigi bolgelerde daha hizli calisan kisa siirede fazla Ornek taramasi
yapabilen bilgisayar destekli modeller gelistirdiler.( Ulkemizde ¢alisma sekilleri
kit karsilig1 oldugu i¢in tampon solusyonlar ve kolonlarda kullanilan kimyasallar
hakkinda yeterli bilgiye sahip olamiyoruz.) Ornekler verildikten sonra
degerlendirmeyi yapan cihaz ayrilma siireleri ve konsantrasyonlari okuyarak
grafik haline c¢evirmektedir. Yiizde oranlar1 birlikte verilerek tarama

sonuglanmaktadir (19,46). Taramalarda vaka kagirilmamamsi i¢in Hb A2
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degerinin % 3,5 ve ilizerinde alinmas1t UHK (Ulusal Hemoglobinopati Konseyi)
tarafindan tavsiye edilmistir. Seliiloz asetat elektroforezinde %4 kabul

edilmistir(28).

4.3.3.Tam Kandan DNA izolasyonlar:

EDTA’l (Etilen Diamin Tetra Asetkasit) tiiplere alinan kanin, plazmasi
uzaklagtirilarak sekilli elemanlar yikanir. Eritrositler hemoliz edilerek saf
l16kositler temin edilir. Daha sonra 16kositlerin hiicre duvari patlatilir ve protein
elemanlar hidroliz edilir. Fenil-kloroform ile hiicre zar1 ve atiklarindan

arindirilan DNA, saf etanolde ¢oktiiriilerek elde edilir (Ponez ydntemi)
(19,53,82).
4.3.3.1.Cozeltiler

1-Lizis Tampon: 3.570 g Amonyum Kloriir ve 0.0350 g Amonyum

bikarbonat distile suda ¢oziilerek 1 L’ye tamamlanur.

2-Tampon:
4M NaCl 3,75 ml
0,5M EDTA Naz (pH 7,5) 5.0 ml
SDS (%0.1) 100 ml
Proteinaz K (25mg/mL) 0.2ml

Distile suda ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanir
3-Doymus Fenol Cozeltisi:
Kristal halde 250 g fenol, 50 ml distile suda eritilir. Uzerine pH’s1 8’e

ayarlanmig 50 ml tampon eklenerek karistirilir. Fenol ve su fazi ayrildiktan sonra
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istte kalan su fazinin pH’s1 8 olana kadar bu islem tekrar edilir. Son olarak {istte
bir miktar tampon birakilarak + 4° C’de ve renkli cam sisede saklanir.
4-Kloroform

5-%70’lik Etil Alkol

4.3.3.2.Yontem

1- 1 ml EDTA’l tam kan iizerine 3ml soguk pargalayici tampon eklenip
10 dakika buz i¢inde bekletilir.

2- + 4°C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant atilir ve
bu islem iki kez tekrarlanir.

3- Lokosit pelleti tizerine 1 ml tampon eklenerek hafifce karistirilir ve
37°C’de bir gece bekletilir.

4- Siire sonunda tiiplere 400 pl fenol, 400 pl kloroform eklenir ve bu
karisim 5000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir. Altta kalan fenol kloroform
karisimi atilip bu islem 2 kez tekrar edilir.

5-Ayni islem 2 kez kloroform ile tekrar edilir.

6- Tipler santrifiij edilerek silipernatant Sml %95°lik etil alkol igine
aktarilip tiip yavasca altlist edilerek DNA’nin ipliksi bir goriinlim almasi
saglanir. DNA ipliksi bir goriinlim aldiktan sonra 13.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilerek DNA ¢okeltisi elde edilir.

7-Siipernatant dokiilerek DNA’nin kurulmasi igin tiip ters gevrilir.

8-Pelletin biiyiikliigiine gore lizerine 40-100 pl saf su eklenip DNA’nin
¢Oziinmesi i¢in bir gece 37°C’de bekletilir.

9-DNA ¢oziildiikten sonra konsantrasyonu hesaplanir
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Sul DNA c¢ozeltisi 595ul saf su ile karigtirilarak 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbanslar1 (OD: Optik dansite ) 6l¢iiliir.
Konsantrasyon (pg/mL)= OD260 x Sulandirma Orani(120)x 50

Verim=0D260/ OD2s0 Bu oranin 1.5-1.8 arasinda olmasi istenir.

4.3.4. PCR ( Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

DNA’nin istenilen bolgesinin, in vitro kosullarda, bu hedeflenen bdlgeye
0zgl primer kullanilarak konsantrasyonunun molekiiler agidan degerlendirilebilir
diizeye ¢ikartilmasi islemidir.1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden
saflagtirllmis 1s1tya dayanikli (taq polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz
zincir reaksiyonlart i¢cin (PCR) otomatize termal sikliis cihazlar1 gelistirmeye
baglanmigtir. Floresan 1sima tekniklerinin de kullanima girmesi ile PCR’da bir
devrim yasanmaktadir (9,61,62,73).

Bu gelisim sayesinde artik gen kopya iiriinlerinin diizeylerini sayisal
degerlere doniistiirerek Olgmek, devam eden PCR reaksiyonunu ekranda
izleyerek es zamanli olarak reaksiyonun gidisine miidahale sansina sahip
olabiliriz. Bircok alanda etkin olarak kullanilmaktadir. Gen ekspresyonunun
kantitasyonu, viral kantitasyon, patojenlerin tespiti, DNA hasari, genotipleme,
anne karninda izole edilen tek hiicrede prenatal tan1 6nemli kullanim alanlarinin
basinda gelmektedir. Konvansiyonel dl¢iimlerden 1000 kat daha az 6rnek ile
caligilabilir, PCR sonrasi elektroforez gerektirmemesi gibi de 6nemli avantajlar

mevcuttur (9,60).
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4.3.4.1.Cozeltiler

1-10X Tris Tamponu

2M KCL 1.25 ml
1M Tris. HCI( pH 8.3) 0.5ml
1M MgCl 2 75ul
Jelatin 5mg
Distile su 3.2ml

(Jelatin erimesi i¢in 37°C’de bekletilir.)
2-Spermidin 1M

3-PCR Karigimi ( 4 ml)

10X Cetus tamponu 500ul
Distile su 2700ul
1.25 mM dNTP karigimi1 800ul
Spermidin 1M 4ul

(dNTP’lerin her birinden 60 pl alinip tizerine 4740 pl steril distile su

eklenerek 1.25 mM’lik ¢ozelti hazirlanir.)

4.3.4.2.Yontem

Amplifikasyon isleminde DNA 95°C’ye kadar 1sitilir, ¢ift iplikli DNA
ayrilarak tek iplikli DNA haline gelmesi ile denatiirasyon saglanir. Ikinci
asamada 1s1 65°C’ye ayarlanarak spesifik primerlerin komplementer dizilerine
yapismasi gerceklestirilir. Son asamada 72°C’de DNA polimerazin yerini tutan

ve yiiksek 1sidan etkilenmeyen Taq polimeraz enzimiyle, ortamda bulunan
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deoksiniikleozid trifosfatlarin 5°—3’ yoniinde eklenmesiyle zincir uzamasi
saglanir. Bu 1s1 degisimi dongiislinde iki katina ¢ikan hedef diziler de tekrarlanan
dongiide sablon olarak kullanilarak; her dongiiniin geometrik olarak artisi

saglanir (5,73).

4.3.5. B-Globin Strip Assay

Bu test Akdeniz iilkelerine 6zgii 22 mutasyonu kapsamaktadir. Bunlarin
iki tanesi anormal hemoglobin (HbS ve HDbC), 20 tanesi ise p-talasemi
mutasyonudur. 22 mutant dizi cihaz {iizerindeki 12 normal prob ile
tanimlanabilmektedir (73).

Yakin zamana kadar -talasemi taramalarinda mutasyonlarin tespiti igin
restriksiyon enzimleri kullanilarak c¢esitli mutasyonlar tespit ediliyordu. Bu
yontemler oldukca gilivenilir yontemler olup, dogum oncesi erken tani soz
konusu oldugu zaman, toplumda en sik goriilen mutasyondan baslanip ¢esitli
varyasyonlar denenmekte idi. Bu arada ailelerin geldikleri yorelerde gz oniine
alinmalidir(48)

Tablo 4.Baz1 talasemi mutasyonlari ve tespit i¢in kullanilan enzimler (48)

Mutasyonlar Enzimler
Cd 39 Rmall
Cd74/75 Haelll
IVS-1-1 BspMI
IVS-2-1 Hphl
IVS-1-6 SfaNI
FSC-5 Ddel/Taq|l
FSC-6 Ddel
13bp del Hinfl
—87 Avll
IVS-2-745 Rsal
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Giliniimilizde yapilan ¢alismalarda su anda 3. nesli gelistirilmis olan [-
Globin Assay adli hazir bir kit ile bu tan1 yontemleri talasemi tanisini oldukga
kolaylastirmistir.  Yontemin  gilivenilirligi  bir  ylksek lisans  tezi
kanitlanmistir(48). Hemen akabinde tiim laboratuarlarda hizla kullanima
girmistir. Eger B-globin kiti ile tan1 konulamiyorsa DNA dizi analizi yontemi
kullanilmaktadir.

PCR ile ¢ogaltilmis DNA iiriinlerinin mutasyona 6zgii oligoniikleotid
problar1 ile hibritlesmesi prensibi iizerine kurulmus bir testtir. Test ii¢ ana
asamadan olusmaktadir.

1- Kandan DNA izolasyonu
2- B-globin geninin biyotin ile isaretlenmis primerlerle amplifiye edilmesi
3- PCR iirliniiniin normal ve mutant problar1 paralel bantlar seklinde tasiyan,

hazir membranlarla hibridizasyona sokulmasi

4

Renk reaksiyonu ile goriintiileme.

Test seridindeki mutasyonlarin bazilar birbirine oldukg¢a yakin olduklari
icin, bunlara tek bir normal oligoniikleotid probu kullanilmistir. Dolayist ile 22
mutasyon sadece 12 normal prob ile tanimlanabilmektedir.

B-globin Strip Assay (Vienna Lab-Labordiagnostika GmbH) adli kit
Tirkiye’de B-talasemi tanisini biiyiik 6l¢iide kolaylastirmistir. Olgularin % 90’1
tek asamada % 100 giivenilirlik ile tanimlanabildigi gibi bir kisminda bolgesel
ozellikler kullanilarak DNA dizi analizi yontemleri ile tant konur. DNA
izolasyonundan taniy1 alana kadar gegen siire toplam yarim giindiir (48,73).
Bizim calismamiz, tarama testi yapilacak calismalarda ciddi zaman

kazandirmasi, giivenilirligi ve pratikligi gostermesi agisindan da ayrica 6nem
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tasimaktadir. Firat Universitesi biinyesinde Biyokimya laboratuarinin rutin
isleyisine girmesi, hizli ve fazla sayida mutasyona ayni anda bakilmasi, is

yiikiiniin hafiflemesi anlaminda olduk¢a 6nemlidir.
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5-BULGULAR

Elaz1g merkezde ve ilgelerde toplanan saglikli yetiskinlerin kanlar1 Elaz1g
Saglik Miudirligi Halk Sagligi laboratuarinda ve Elazig merkezde hizmet
vermekte olan 6zel bir saglik kurulusunun biyokimya laboratuarinda tam kan
sayimlar1 gerceklestirildi. Toplanan 1500 kan numunesi 3 aylik bir zaman dilimi
igerisinde parga parga ¢alisilarak ilk asama tamamlanmis oldu.

Daha sonra bu sonuclar degerlendirilerek hemoglobin ve MCV degeri
normalin altinda olan vakalar tespit edildi. Ayrica kan degerlerinden biri normal
veya biri diisiik olan hastalarda ¢alisma grubuna dahil edildi.

Calismanin sonucu 1500 kisilik gruptan 76 tane hastamizda hemoglobin
ve MCV degerleri birlikte diisiik olan veya herhangi birinin degeri diisiik olanlar
tespit edildi. Bu 76 kisilik grup HPLC ile HbF ve HbA2 degerlerine bakildi.
Yapilan degerlendirmeler sonucu HbA2 degeri 3,5 mg/dl ve iizerinde olan 9
muhtemel vaka tespit edildi. Bu vakalarda mutasyon tipinin tespiti i¢in PCR
uygulamasi yapildi. Cikan sonuglar B-globin strip yontemi ile adlandirildi.

Yapilan ¢alisma sonucu 953 tane kadin, 547 tane erkek hasta tespit edildi.
Hastalarin cinsiyet ve kan degerleri asagida bir tablo halinde verilmistir.

Tablo 5.Tlim vakalarin kan sayim verileri

n Hb Htc MCV

ERKEK | 547 | 13,1+0,41 | 39,7£2,9 | 82,94+2,1

KADIN 953 | 14,1+0,27 | 40,6+1,7 | 85,3%1,1

TOPLAM | 1500 | 13,8+1,66 | 39,9+8,1 | 83,7+5,1
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Tablo 6.Tespit edilen vakalarin hematolojik verileri

SIRA - ADI
NO CINSIYETi | YASI | SOYADI | Hb MCV  |HbA2  |HbF
1- KADIN |26 s.G.  [102 [77 2,5 0.2
2- KADIN |29 K.B. 11,1 76 2,6 0.2
3 KADIN |34 P.D 115 |83 3,3 0.2
4- KADIN |25 S.T 12 |79 33 0.2
5- KADIN |27 N.S 130 |83 2,7 0.4
6- KADIN |22 N.D 120 |78 2,7 0.2
7- KADIN |38 S.G.  [11.0  [79 3,2 1,3
8- KADIN |43 RB 105 |78 3,1 0.1
9- KADIN |25 E.S 120 |80 3,0 0.3
10- KADIN |31 MK.  [11,1 79 3,1 0,1
11- KADIN |45 N.K 103 |80 2,8 0.7
12- KADIN |33 M.P 122 |81 2,8 0.2
13- ERKEK |26 u.u 118 |80 2,8 0.2
14- KADIN |36 NG* |103 |65 52 0.5
15- ERKEK |41 E. 119 |74 2,7 1,8
16- ERKEK |18 F.Y 9.9 66 3,0 0.4
17- KADIN |41 AK 102 |77 2,5 0.6
18- KADIN |38 F.K 118 |81 2,8 0.4
19- KADIN |57 S.A 11,1 79 2,6 0.3
20- KADIN |61 H.K 129 |80 2,8 0.2
21- KADIN |21 SG.  [132  [79 3,1 0.2
22- KADIN |41 F.G 13,1 79 3,0 0.3
23- KADIN |38 AH 126 |81 2,8 0.1
24- KADIN |59 V.E 7.8 67 2,6 0.2
25- ERKEK |47 MK [115 |81 2,6 0.4
26- KADIN |34 N.O 112 |80 2,9 0.4
27- ERKEK |21 FO* [122 |56 5.9 1,2
28- KADIN |31 L.L 113 |79 2,2 0.4
29- KADIN |22 AB 103 |83 2,9 0.4
30- KADIN |41 G.S 9,1 77 3,2 0.4
31- ERKEK |37 F.C 11,3 |81 33 0.1
32- KADIN |34 HM* [120 |83 35 0.1
33- KADIN |37 AB 8,3 69 2,2 0.1
34- KADIN |46 s.C 115 |79 2,7 0.8
35- KADIN |51 2.0 123 |79 2,8 0.2
36- KADIN |33 G.G 123 |76 3,3 0.3
37- KADIN |27 F.C 128 |79 2,7 14
38- KADIN |23 Z.M 139 |77 2,7 0.3
39- KADIN |26 B.S 118 |81 2,4 0,1
40- KADIN |23 s.s 117 |73 2,4 0.2
41- KADIN |24 H.B 9,5 78 2,9 0.8
42- KADIN |27 NAK.  [12,1 76 2,8 2,6
43- KADIN |23 S.A 102 |83 2,5 0.3
44- KADIN |39 TA* [108  [69 5.6 1,7
45- KADIN |22 G.S 10,1 79 2,6 0.5
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46- KADIN 22 M.D * 74 58 3,9 0,3
47- KADIN 41 S.K. 9,5 76 3,0 0,3
48- KADIN 19 S.E 10,0 79 2,6 0,2
49- KADIN 41 G.A 11,1 76 29 0,2
50- KADIN 51 M.H 12,1 79 3,2 0,8
51- KADIN 36 S.0 9,9 78 2,5 0,1
52- ERKEK 21 Y.AT 11,1 80 3,3 1,7
53- ERKEK 34 HT 12,3 76 3,0 0,5
54- KADIN 31 H.S 10,8 79 2,7 0,5
55- KADIN 42 S.P 12,1 76 29 04
56- KADIN 34 AU 9,7 76 3,0 0,2
57- KADIN 27 G.C 11,9 80 3,0 0,5
58- ERKEK 47 R.A 10,3 78 3,0 0,2
59- ERKEK 34 E.O 9,9 79 3,0 0,3
60- KADIN 27 M.i 10,2 79 29 0,2
61- KADIN 41 G.F 10,1 80 3,0 0,6
62- KADIN 39 SY 9,2 76 3,0 0,2
63- KADIN 47 S.0 9,9 78 3,2 0,2
64- KADIN 33 HO* 9,8 79 53 0,7
65- KADIN 27 R.K 9,6 78 3,2 0,3
66- ERKEK 57 SYy* 8,5 57 57 0,8
67- KADIN 61 M.S 12,6 79 3,1 0,4
68- KADIN 26 T.D 11,4 72 3,3 0,4
69- KADIN 33 G.P 10,0 72 3,2 0,5
70- KADIN 26 CY 10,1 77 3,2 0,6
71- KADIN 31 N.A 11,3 79 3,2 0,4
72- KADIN 24 H.G.T. 11,0 77 3,0 0,3
73- ERKEK 32 H.C 11,1 79 3,2 0,5
74- KADIN 32 B.C 12,5 77 3,2 0,9
75- ERKEK 34 LY * 10,5 79 6,0 1,1
76- ERKEK 23 N.M* 7,6 69 6,0 0,6

* HbA2 3,5 ve lizeri olan vakalar
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Tablo 7.Calismada tespit olunan vakalarin mutasyon tipleri ve goriilme sikligi

Sirano | Cinsiyeti Adi Hb A2 HbF Mutasyonlar Pozitif
vakalardaki
Yasi soyadi Yiizdesi
n=9
14- Kadin—36 N.C. 5,2 0,5 IVS-1-110 55,5
27- Erkek—21 F.O. 59 1,2 FSC-5 11,1
32- Kadin—34 H.M. 3,5 0,1 CD 39 11,1
44- Kadin—39 T.A. 5,6 1,7 IVS-2-1 11,1
46- Kadin—-22 M.D. 3,9 0,3 IVS-1-110 55,5
64- Kadin—-33 H.O. 5,3 0,7 IVS-1-110 55,5
66- Erkek-57 S.Y. 57 0,8 IVS-1-110 55,5
75- Erkek—34 LY. 6,0 11 IVS-1-110 55,5
76- Erkek—23 N.M. 6,0 0,6 —30T>A 11,1

Yukaridaki tabloda da goriildiigii iizere sonugta 9 vakada tespit edilen hasta genlerin

B-globin strip assay metodu ile tespit edilen mutasyon tipleri ¢ikarilmistir.
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Tablo 8. Tiirkiye'de saptanan olgularin mutasyon tipleri

Mutasyon | Kendi Yiiregir ve | Evrensel | Topal (74) | Tadmori ve
tipleri calismamiz | arkadaglar1 | (27) arkadaglar
(86) (71)

n | % n | % ni% n |% n | %
IVSI-110 |5 555 | 140 | 546 |59 | 756 |63 |60.6 |312 |39.3
IVS2-745 | - - 5 1.9 - - 2 1.9 40 |5.0
—30 1 111 |6 24 - - 4 3.8 25 |31
IVSI-6 - - 12 | 4.7 6 |7.7 5 4.8 80 |10.1
IVS2-1 1 111 |7 2.7 - - 3 2.9 37 | 4.7
Cds - - 9 3.5 5 |64 10 | 9.6 43 |55
Fsc5 1 111 |- - - - - - - -
IVSI-1 - - 24 194 - - 9 8.6 40 |5.0
Cd39 1 111 (22 |87 2 |26 4 3.8 30 |38
Cd5 - - - - 6 |7.7 3 2.9 17 |21
—28 - - - - - - 1 0.9 1 0.1
Diger - - 31 121 [- |- - |- 98 |[13.2
Bilinmeyen | - - - - - |- - - 72 191
Toplam 9 100.0 | 256 | 100.0 | 78 | 100.0 | 104 | 100.0 | 795 | 100.0
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Toplam 76 vakanin cinsiyetlerine gére hematolojik verilerinin dagilimi

ve ortalama £SD degerleri asagidaki tablo 8.'de verilmistir.

Tablo 8.Kadin ve erkek olgularin verilerinin istatistiksel dagilimi

n | Yas Hb MCV HbA> HbF
Erkek 14 | 35,00+2,6 | 10,70+0,36 | 73,92+2,3 3,60+0,3 0,70+£0,14
18-57 7,6-12,3 56-81 2,6-6,0 0,1-1,8
Kadin 62 | 35,41+1,2 | 11,00+0,16 | 77,43+0.55 | 3,02+0,7 0.43+0,5
19-61 7,4-13,9 58-83 2,2-5,6 0,1-2,6
Toplam 76 | 35,34+9,6 | 10,95+1,3 76,78+5,5 3,12+0,79 | 0,48+0,45
18-61 7,4-139 56-83 2,2-6,0 0,1-2,6
60
50
S 40 B IVSK110
ﬁ O IVS2-1
g 30 A OFSC5
3 B CD 39
S 207 @30T
o
10 -
O n T T T
VSI110  IVS2-1 FSC5 CD 39 30T
MUTASYON TiPLERI

Sekil 7. Mutasyonlarin yiizde dagilim grafigi

Hastalarin sonuglarinin cinsiyetlerine gore yas, Hb, MCV, HbA2 ve

HDbF degerlerine gore grafikleri asagida sekiller halinde sunulmustur.
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YAS

35,50

35,40

35,40 -
35,30 1
35,20 1
35,10 1

35,00
35,00 -

34,90

@ KADIN
O ERKEK

34,80 -
KADIN ERKEK

CINSIYET (STD DEV:9,66/9,75)

Sekil 8. Olgularin yasa gore dagilimi (64)

Hb

11,05

11
10,95 A
10,9 1
10,85 A
10,8 -
10,75 A
10,7 1
10,65 1
10,6 -
10,55 -

10,71

KADIN ERKEK
CINSIYET(STD DEV:1,34/1,38)

@ KADIN
O ERKEK

Sekil 9.0lgularin Hb degerlerine gore dagilimi (64)
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78

77

76

75 1

mMcv

74 -

73

72 1

77,4

73,9
KADIN ERKEK
CINSIYET(STD DEV:4,38/8,62)

EKADIN
O ERKEK

Sekil 10. Olgularin MCV degerlerine gore dagilimi (64)

HbA2

3,7

3,6 1
3,5
3,4
3,3
3,2 1
3,1 1

2,9 1
2,8 1
2,7 A

3,02

KADIN

3,61

@ KADIN
O ERKEK

ERKEK

CINSIYET(STD DEV:0,62/1,26)

Sekil 11. Olgularin HbA2 degerlerine gore dagilimi (64)
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HbF

0,80
0,70 -
0,60 A

0,70

0,50 1 0,44
0,40 -

@ KADIN
O ERKEK

0,30 ~
0,20 -
0,10 A
0,00 -

KADIN ERKEK
CINSIYET(STD DEV:0,42/0,55)

Sekil 12.0lgularin HbF degerlerine gore dagilimi (64)
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6-TARTISMA

Ulkemiz cografi konumu tarihi ge¢misi ile bircok toplumun etkisi altinda
kalmistir. Bu karnisikliklar ve etnik kimliklerin karigmasi sonucu mutasyon
cesitliligi iilkemizde cok fazladir. Tiirkiye’de P-talasemi tasiyiciligt % 2,1
olmakla birlikte bolgelere gore farkliliklar gostermektedir. Adana % 3,2,
Antakya% 3,7, Antalya %10,2, Bursa % 2,6, Denizli %3,6, Kahramanmaras %
0,9 olarak bulunmustur. Akdeniz bolgesinde olduk¢a yaygin oldugu i¢in ciddi
bir halk sagligi sorunudur (4,6,49).

B-talaseminin diinya {izerindeki yaklasik 250 milyon tastyici ile morbidite
mortaliteye yol agan baslica genetik hastalik oldugu bildirilmistir. Ilimiz Akdeniz
bolgesine kismi bir cografi agilimi ve sosyal iliskiler sebebi ile hastaligin
goriilme sikligi ve bolgeye 0Ozgii mutasyon tipleri arastirildi ve sonuglar
tablolarda verildi. Tablo 5’de verildigi iizere Hb degerleri 7,4-13,9 g/dl arasinda
degismektedir. Arpact ve arkadaslart hemoglobin degerlerini 7,8-14,5 g/dl
olarak tespit etmigler. Tanriverdi c¢alismasinda 21 [-talasemi tasiyicisinda
hemoglobin degerini 5,7-14,4 g/dl olarak tespit etti. Topal doktora tez
calismasinda Antakya, Kayseri ve Izmir bdlgesinin B-talasemi mutasyonlarimi
calismis ve hemoglobin degerlerini 9,0-12,9 arasinda bulmustur. Evrensel
Kayseri bolgesinde mutasyon tipleri iizerinde yaptigi ¢alismada hemoglobin
degerlerini 8,7-14,9 arasinda bulmustur (22,71).

Talasemi tanisinda kullanilan ikinci Onemli parametre olan MCV
degerleri degerlendirildigi zaman bizim ¢alismamizda 57-83 fl arasinda degistigi

goriilmiistiir. Aynm1 degerler Aksoy ve arkadaslarinda(3) 60-79 fl arasinda,
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Arpacinin ¢alismasinda (8) 59-83 fl arasinda, Tanriverdi’nin ¢alismasinda(70)
60-71 fl arasinda, Topal’in ¢alismasinda(71) 65-82 fl arasinda ve Evrensel’in
calismasinda ise 5671 arasinda bulunmustur.

HbA:2 diizeyleri ve kiyaslamalarina baktigimiz zaman 76 olguda % 3,5 ve
tizerindeki vaka sikligi yiizdesini % 0,60 olarak tespit ettik. Yiiregir ve
arkadaslarinin Kahramanmaras ve cevresindeki tarama calismasinda bu siklik
% 0,68 olarak bulunmustur (83,84). Evrenselin ¢alismasinda ise Hb A2 degerleri
hastalarda % 1.5-5.6 arasinda bulunmustur (22).Topal tarafindan yapilan
caligmasinda Hb A2 degeri %3.9 bulunmustur (49).

Calismamizin ana konusunu olusturan B-talasemi mutasyon tiplendirmesi
konusunda mutasyonlarin belirlenmesine yonelik pek ¢ok farkli ¢aligma
yapilmistir. Ozellikle Akdenizin dogusunda IVSI-110 pozisyonunda alternatif
splice bolgesini olusturan G—A degisiminin neden oldugu IVSI-110 mutasyon
tipi en yaygin olandir. IVSI-110 mutasyonu Giiney Kibrista %79.8, Kuzey
Kibris'ta %74.1, Liibnan'da %62.0, eski Yugoslavya'da %45.4, Arnavutluk'ta
%43.2, Yunanistan'da %42.6, Azerbaycan'da ve Tirkiye'de % 41.2 siklikla
goriilmektedir (12,13).

Tadmouri ve arkadaslar1(69) Istanbul, Izmir, Adana ve Antakya’daki
farkli hastanelerde tespit edilen toplam 795 vakanin sonuclarin1 degerlendirmis,
toplam 31 farkli mutasyon tipi tespit etmistir. Bu ¢alismada en ¢ok rastlanan
mutasyon tipi 1VS—1-110 olarak tespit edilmistir. Bu tipi sirayla azalan oranla
IVS-1-6, Cd8, IVS-2-745, IVS-1-1, IVS-2-1, Cd39, -30, Cd5 ve -28

mutasyon tiplerinin izledigi bulunmustur.
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Topal calismasinda (71) 1VS-1-110 mutasyonu Antakya bolgesinde
%63,7, Kayseri’de %68,3 ve [zmir bolgesinde %46,7 olarak bulmuslardir.
Antakya bolgesinin mutasyon sikligr siras1 ile 1IVSI-1 %18.2, Cd9, IVSI-6 ve
IVS2-1 icin %6 olarak bulunmustur. Kayseri 6rneklerinde ise 1VSI-110 %68,3,
Cd8 %19,5, IVSI-6 ve Cd5 %4,9 ve IVSI-1 %2,4 olarak bulunmustur. izmir
orneklerinde IVSI-10 % 46,7 oraninda bulunmus olup, bunu %13,3 ile  -30, %
6,7 ile IVSI-1, Cd39 ve Cd8, %3,3 ile de Cd5,IVSI-6, IVS2-1, IVS2-745 ve -
28 izlemistir (2,71).

Aksoy ve arkadaglart Cukurova'da (2), Akar ve arkadaslan
Mustafakemalpasa ve civarinda (1), hasta bir aile {izerinde yaptig1 bir ¢alismada
sadece IVS-1-110 ve IVS-1-1 mutasyonlarini tespit etmislerdir.

Oner ve arkadaslarinin(50) Tiirkiye genelinde yaptiklar1 bir calismada
yaygin olarak goriilen mutasyon tipleri sikliklar1 soyledir. 1IVS1-110 % 42,5,
IVS1-6 % 18, IVS2-1 % 11,5, Cd 8 %7,14, Cd 39 % 6, IVS2-745 % 4,4,
IVS1-1 % 2,5, -30 % 2,2 ve Cd 5 % 1,1 dir. Atalay ve arkadaslari, Tiirkiye'de -
talasemi mutasyon tipleri ve sikliklarini soyle tespit etmislerdir. TVSI-110
%35.9, IVSI-6 % 21.6, IVSI-1 % 13.0, Cd39 %7.2, IVS2-745 %3.6, Cd8 % 2.2
ve IVS2-1 % 1.4. Oner ve arkadaslart Dogu Anadolu bdlgesinde yaptiklari
calismada CdS, -30, IVSI-110, IVSI-130 ve IVS2—1 mutasyonlar1 bulmuslardir.

Tadmouri ve arkadaslart (69) c¢alismalarinda cografi bolgelere gore
mutasyon tiplerinin farklilik gosterdigini tespit etmislerdir. Ulkemizde de
dogudan batiya gidildikge c¢esitlilik azalmaktadir. En sik olmakla birlikte IVS1—
110 mutasyon tipi Anadolu’daki en eski mutasyon tipi olduguna inanilmaktadir.

M.0.6500-2000 senelerinde sitma seleksiyonu ile ¢ogaldigi yoniinde ipuglari
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mevcuttur. Mevecut mutasyon tipleri 13 yy. itibariyle su andaki oranlara ulagsmis
oldugu distiniilmektedir.

Tadmouri ¢alismasinda (13) Orta Anadolu bolgesi civarinda IVS1-110 %
52,3’liikk bir oranla en sik goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda da ¢ikan sonuglar
bu referans bulgularla uyumludur (% 55,5). Cd 39 Marmara bolgesinde en sik
rastlanan tiptir. Bizim caligmamizda da 1 vaka ile bulunmustur. Tirklere ve
Bulgarlara 6zgii bir mutasyon olan -30’dan da 1 kisi tespit edilmistir (13).

Kog ve arkadaslar1 (33) daha 6nce Elazig’da yapilan tasiyici taramasinda
10-13 yaslarindaki bir grupta ve il merkezinde Hb A2 ve Hb F yiiksekligi ile
seyreden oran % 0,1 bulunmustur. Bizim ¢alismamizda Elazig merkez ve ilgeleri
beraber degerlendirildi ve yetiskin saglikli insanlar iizerinde gerceklestirildi.
Kog¢’un ¢alismasindan farkli olarak genetik mutasyonlarini tespit edildi.

Tamamlamis oldugumuz calismamamiza gore bugiine kadar yapilmis
olan ¢alismalara uygun mutasyon tipleri bolgemizde tespit edilmistir. Orta
Anadolu ¢aligsmalarinda yapilan degerlendirmeler sonucu gerek MCV degerleri
gerekse hemoglobin degerleri Topal, Aksoy ve Arpacit ve arkadaslarinin
(65,77,81) calismalarina uyum gostermektedir. Elazig bolgesinde tespit edilen
mutasyon tipleri ve siklig1 s6yle siralanmaktadir; 1VSI-110 5 kisi %55,5, Cd39 1
kisi, FSC5 1 kisi, IVS2-1 1kisi,-30 T >A 1 kisi %11,1 'dir. Tespit edilen bu
mutasyon tipleri Tirkiye geneli ¢alismalardaki sonuglarla ve bolgesel yapilmig
sonuclarla ¢ok uyumlu c¢ikmistir. Ayrica bolgeye 6zel yeni bir mutasyona
calisma esnasinda rastlanmamistir.

Onemli bir Akdeniz mutasyonu olan IVS2-745 bizim bdlgesel

calismamizda tespit edilmemistir. Bu durumda bize bazi mutasyonlarin bolgesel
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farkliliklar ~ gosterdigi  ve cografi  farkliliklarla degisime ugradigmi
gostermektedir. Ama genetiksel Ozelliklerimizde olan genel ortalamanin
Elazig'da da degismedigi ve lilke genelinde siklikla goriilen 1VSI-110 mutasyon
tipinin Elaz1§ i¢inde gegerli oldugu anlagilmistir.

Bolgemizin cografi ve ekonomik iligkiler sebebi ile Akdeniz bolgesiyle
iliskileri giderek artmaktadir. Bu durum mevcut hasta ve tasiyict insanlarin
evlenmesi ile mutasyon tipinin degismesi ve sikliligin artmast kuvvetle
muhtemel bir sonugtur.

Heniiz bu kiiltiirel etkilesmelere ragmen bolgemiz insaninin tasiyicit olma
olasilig1 diisiiktiir. Buna bagli olarak evlenmeleri durumunda dahi hasta ¢ocuk
olma olasilig1 zayiftir. ilerleyen zamanla birlikte tasiyic insan sayisi arttikca iki
tastyict insanin evlenmesi ile hasta olgularin sayis1 ve mutasyon ¢esitliligi
artacaktir. Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kontrolsiiz evlenmeler,
ozellikle akraba evlilikleri bu gesitliligi tetikleyecektir.

Su ana kadar olan bilgiler ve veriler sonucu Tirkiye’de farkh
dagilimlarin mevcut oldugu tespit edilmistir. Her cografi bolgede bulunan
degisik mutant alellerin dagiliminda da farkliliklar oldugu goriilmektedir.

Elimizdeki % 0,60 oranina baktigimiz zaman Elazig i¢in acil eylem
planinda bir talasemi merkezi diisiinlilmeyebilir. Fakat olaya makro olgekte
baktigimiz zaman bir saglik merkezi olan Elazig’da bdyle bir tan1 merkezi
ithtiyact kaginilmazdar.

Hastaligin majoér formunun tedavisi uzun ve pahalidir. Onceden tespit
sansinin olmast ve genetik danismanlikla Onlenebilir olmasit bu c¢alismalarin

Onemini artirmaktadir. Riskli popiilasyonlarda tarama testleri ile tasiyicilarin
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tespit edilmesi ve halk egitimi calismalar1 ile toplumun bilinglendirmesi ile
hastalik popiilasyonunu azaltmak miimkiin olabilir. Son yillarda genetikte
meydana gelen gelismelerde anne karninda hasta gene miidahale edilme sansi
dogabilmektedir. Calismamizin temel amaclarindan bir tek gen hastalig1r olan
talaseminin genetik mutasyonlara gore tedavi formatlarimin hazir olmasidir.
Prenatal tani ile riskli giftler uyarilmakta ve bilgilendirilmektedir.

Ayrica calismamizda kullandigimiz B-globin strip metodu taramalarin
hizl1 ve giivenilir olarak yapilmasi konusunda da 6nemli 6rneklerden olacaktir.

Tiirkiye’de 1993 yilinda “Kalitsal Kan Hastaliklar1 ile Miicadele”
yasasinin ¢ikmasindan sonra Saglik Bakanligi tarafindan Antalya, Antakya,
Mersin ve Mugla’da talasemi merkezleri kurulmustur. Bu tarihten sonra
Bagbakanlik Aile Arastirma Kurumu Bagkanlig tarafindan Saglik Bakanligi ve
Ic Isleri Bakanligi araciigi ile evlenecek ciftlerden talasemi tarama testi
istenmesi Onerilmektedir. Daha da Onemlisi tiniversiteler ve Saglik Bakanligi

onciiliigiinde hemoglobinopati konseyinin kurulmasidir.
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7- SONUCLAR VE ONERILER

1-Yaptigimiz bu calisma ile Elazig il genelinde % 0,6 oraninda -
Talasemi tasiyict sikligi  bulunmustur. Bu oran Tiirkiye ortalamalarinin
altindadir. Buda ilimiz i¢in sevindirici bir sonugtur.

2-Tiirkiye’nin diger bolgelerinde tespit edilen mutasyon tipi olan IVS1—
110 Elaz1g i¢inde en sik gdriilen mutasyon tipi olmustur.

3-Tiirkiye genelinde goriilen farkliliklar Elazig icinde de rastlanmustir.
Bes farkli mutasyon tipi goriilmiistiir.

4-Bolgemizin Akdeniz bolgesi ile olan yakin iliskilerinden 6tiirii prenatal
tan1 merkezleri acil olarak olmasa bile kurulmali ve bir halk sagligi sorunu olan
bu hastaligin tan1 giderleri devlet tarafindan karsilanmalidir

5-Tirkiye’de ciddi oranlarin oldugu bolgeler diisiiniilerek B- talasemi
haritasinin ¢ikarilmas: ve halk egitimi ile tasiyici olan ailelerin arasindaki
evliliklerin ~ kontrollii olmasi ve akraba evliliginin oOniline gegilmesi

gerekmektedir.
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