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ABSTRACT

Thalassemia is an autosomal recessive disease characterized by the
absence or decreased production of the alpha globin chain. The aim of
this study was to make the valuable contributions to the map of thal-
assemia in Turkey and to help the clinicians who plan to cure the pa-
tients in our region. Among the individuals who applied to Hematology
Department of SDU Medical Faculty with a suspected alpha thalas-
semia mutation, 25 were selected for present study. Mutations in al-
pha globin gene were detected by using a-globin StripAssayTM com-
mercial kit. The principle of the assay is based on reverse hybridiza-
tion. As a result, the most common alpha thalassemi mutations were
MED double gene deletion, -20.5 kb single gene deletion, -3.7 single
gene deletion and a2lVS 1-5 nt respectively, in Isparta reservoir.
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OZET

Alfa talasemi, alfa globin zinciri liretiminde azalma ya da tama-
men kaybolma ile karakterize otozomal resesif bir hastaliktir.
Calismamizdaki bu veriler tani koyma ve tedaviyi planlamada
klinisyene yardimci olabilir ve (lilkemizin talasemi haritasinin
belirlenmesine katkida bulunabilir. Bu calismaya dahil edilen
25 kisi, SDU hastanesi cocuk hematoloji poliklinigine basvuran
alfa talasemi mutasyonu arastirilan hastalardan secildi. Alfa
globin genindeki mutasyonlarin analizi Viennalab a-globin
StripAssayTM kiti kullanilarak gerceklestirildi. Yontemin pren-
sibi reverse hibridizasyon teknigine dayaliydi. Elde ettigimiz
sonuclara gore, Isparta ve cevresinde en yaygin goriilen alfa
talasemi mutasyonu MED double gen delesyonu olarak bulun-
du. Bunu sirasiyla -20.5 kb single gen delesyonu, -3.7 single
gen delesyonu ve a2lVS 1-5 nt mutasyonu takip etti.

Anahtar Kelimeler: Alfa globin zinciri, delesyonlar, alfa ta-
lasemi

GIRiS

Alfa globin polipeptid zincirlerinin azalmasi ya da tama-
men yoklugu alfa talaseminin nedenidir. Bu gen defektinin
neden oldugu hemoglobin bozuklugu, diinyada su anda bi-
linen en 6nemli hemoglobin bozuklugudur (1,2). Diinya
niifusunun %5’ini etkileyen ve tim tek gen bozukluklarinin
muhtemelen en yaygin olanidir (3). Alfa talasemi sikligi
ve mutasyon dagiliminin bilinmesi prenatal tan1 ve has-
ta bakimi icin daha iyi damsmanlik yapilmasin saglar
(4,5). Alfa talasemi otozomal resesif gecis gostermekte
ve hastaligin siddeti asemptomatik tasiyicidan in utero
oliime kadar degisebilen bir dagiim gostermektedir (3).
Hemoglobin molekilunin yapisinda yer alan alfa globin
zincirlerinin sentezinden sorumlu olan alfa gen kiimesi
16 numarali kromozom Uzerindedir. Normalde her bir 16
numarali homolog kromozomda ikiser tane olmak uzere
toplam dort tane alfa globin geni vardir (aa/aa). Aym
kromozom Uizerindeki alfa genlerine 5’- 3’dogrultusunda,
a2 ve at isimleri verilir. Bu genler yapisal olarak birbirinin
kopyasidir (duplikasyon). Bu genler lzerinde meydana
gelen delesyonlar veya nokta mutasyonlar sonucu globin
zinciri sentezi azalmakta veya tamamen yok olmaktadir

(6).

Alfa talasemiler delesyonel ve delesyonel olmayan ol-
mak Uzere iki gruba aynlir. Gen delesyonlar alfa talas-
emide en sik rastlanilan hastalik sebebidir. Delesyonlarin
genisligi onemlidir ve klinik fenotipi etkilemektedir. Alfa
talasemide en az 40 tane farkli delesyon bulunmustur.
Delesyonel olmayan mutasyonlar, delesyonel mutasyon-
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lardan daha hafif bir fenotipe sahiptir (3). Onceleri alfa
talasemi mutasyonlarinin fenotipi dogrudan etkilenmis
alfa globin gen sayisi ile iliskilendirilmistir. Bir gen dele-
syonu sessiz tasiyici (alfa talasemi-2), iki gen delesyonu
alfa talasemi tasiyici (alfa talasei-1); Uc gen delesyonu
Hemoglobin H ve dort gen delesyonu hidrops fotalis
olarak sonuclanmistir. Bugiin ise alfa talasemi sendromu-
nun fenotipi ve genotipinin daha kompleks ve degisken
oldugu fark edilmistir. Fenotip cesitleri sadece etkilenmis
alfa gen sayisina degil alfa talasemi mutasyon tipiyle
de baglantiidir. Genis delesyonlar, delesyonel olmayan
mutasyonlar, diizenleyici bolgede degisim ve unstabil
mutasyonlarin hepsi fenotipin siddetini arttinci yonde
etki gostermektedir. (3).

GEREC VE YONTEM

Siilleyman Demirel Universitesi Hastanesi cocuk hema-
toloji poliklinigine basvuran alfa talasemi mutasyonu
arastirilan 25 hasta calismaya alindi. Hastalardan 2 mL
venoz kan 6rnegi EDTA iceren tiiplere alindi. Bu amagla
alinan kan orneklerinden Gen polimorfizmini tespit et-
mek icin alinan kan érneklerinden invitek marka invisorb
Spin Blood Mini Kit (Germany) kullanilarak tam kandan
DNA izolasyonu yapildi. Alfa globin gen bolgelerine ait
biotin isaretli primerler kullanilarak PCR multipleks
yontemi ile in vitro amplifikasyon yapildi. Amplifikasyon
urinleri Alfa globin genindeki mutasyonlar reverse
hibridizasyon prensibine dayali ViennalLab a-globin
StripAssayTM ticari kiti (ViennaLab Labordiagnostica,
Austria) kullanilarak tespit edildi.

BULGULAR

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Cocuk Hematolojisi poliklinigine basvuran ve alfa ta-
lasemi mutasyonu arastinlan 25 hastadan 9 tanesinin
Heterozigot formunda allel tasidigi tespit edildi. Bu
hastalarin 5 tanesinde MED double gen delesyonu (het-
erozigot mutasyon), 2 tanesinde -20.5 kb single gen
delesyonu (heterozigot mutasyon), 1 tanesinde a2lVS
1-5 nt delesyonu (heterozigot) ve diger 1 tanesinde
-3.7 single gen delesyonu (heterozigot) tespit edildi.
Bu 25 hastadan 16 tanesinde herhangi bir mutasyona
rastlanmamistir.
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TARTISMA

Talasemi, Hb’nin bir alt Unitesi olan globin zincirlerinin
sentezinin yoklugu veya azalmasiyla karakterize genetik
bozukluklarin bir grubudur. Akdeniz iilkeleri, Ortadogu,
Giney Asya, Sri Lanka, Maldivler, Giineydogu Asya,
Malezya, Giiney Cin ve Tayvan’i kapsayan bolgelerde
yaygin olarak gorulmektedir (7). Hemoglobinopatilerin
onlenmesinde en etkin yontemler tasiyicilarin tespit ed-
ilmesi, tasiyicilara genetik danisma verilmesi ve prena-
tal tan1 metotlarinin kullanilmasi ile hemoglobinopatili
bebek dogumunun 6nlenmesini kapsamaktadir (8).

Alfa globin gen mutasyonlarinin ortaya c¢ikarilmasi,
ozellikle prenatal donemdeki tedavi stratejilerinin be-
lirlenmesine bilylik katki saglayacaktir. Her ne kadar
alfa globin geninin tamaminda DNA dizinlemesiyle bilin-
meyen mutasyonlarin tespiti uygulanabilir olsa da, cok
pahali oldugundan ozellikle gelismekte olan iilkelerde
bu teknoloji rutin olarak uygulanamamaktadir. Bunun
icin dizi analizinden once ucuz, hizli bir molekuler tes-
pit metoduna ihtiyac vardir (7). Son yillarda piyasaya
cikarilan ve su anda uUcunci nesli gelistirilmis olan alfa
globin Strip Assay (ViennalLab) adli kit Tirkiye’de ta-
lasemi tanisin blyiik oranda kolaylastirmistir. Bu test
PCR ile cogaltilmis DNA riinlerinin mutasyona 6zgii oli-
gonukleotid problaryla hibritlesmesi prensibi uzerine
kurulmustur (9).

Talasemiler molekiiler duzeyde oldukca heterojen olup,
alfa talasemili hastalarda, alfa globin geninin 40’dan
fazla farkli mutasyonu tespit edilmistir. Onemli olarak,
diinyada yiiksek sikliga sahip popiilasyonlarin her birinin
ozellikle belli bir bolgede sadece birkac yaygin mutas-
yonu tasidig1 goriilmektedir, bunun yaninda nadir olan-
larda gorulebilir. 40 mutasyonun timunin her toplumda
gorilmemesi ve mutasyonlarin etnik gruplara o6zgiin
olmasi, bu genis molekiiler cesitliligi biraz basite indir-
geyen bir faktor olmustur (9).

Diinyada ve Turkiye’de alfa talasemi mutasyonlarinin
siklig1 ve dagilimi lizerine cok sayida calisma yapilmistir.
Cukurova bolgesinde Curiik MA. ve ark.’nin yaptiklar bir
calismada, her iki alfa globin genini icine alan ii¢ buyuk
delesyon (--/aa) ve tek alfa genini kapsayan (-a/aa) iki
kiicuk delesyon belirlenmistir. Delesyonel olmayan alfa
talasemi mutasyonlarindan a2 geni lizerinde iki farkli
PolyA mutasyonu ve bir tane de 5 nikleotidlik (-5nt)
kiicuk delesyon ile a1 geni lizerindeki nokta mutasyonu
sonucu meydana gelen Hb Adana, HbH hastalari ve onlarin
aile calismalarn sirasinda tespit edilmistir(10). Adana ve
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cevresinde yenidogan bebeklerden kordon kani alinarak
yapilan tarama calismasinda alfa talasemi tasiyici oram
%2.9 olarak rapor edilmistir (11). Alfa talasemi konusun-
daki genotip calismalar, HbH hastalan ve aileleri uzeri-
nde yapilmis olup, Akdeniz lilkelerinde gorulen bes farkli
gen delesyonu belirlenmistir (12,13,14,15). Bunlardan
Uc tanesi (26.5kb, 20.5kb ve 17.4kb) aym allel uzeri-
ndeki a2 ve al genlerini icine alan agir alfa talasemi
delesyonlan (a-thal-1: --/aa), digerleri (-3.7 kb ve -4.2
kb) ise sadece bir alfa genini icine alan (a-thal-2:-a/aa)
sessiz alfa talasemi delesyonlaridir. Cukurova bolgesinde
alfa talasemi mutasyonlarindan -26.5 kb (Med Il) ve -4.2
kb delesyonlari ender olarak 20.5 kb, 17.4 kb ve 3.7 kb lik
delesyonlar ise yaygin olarak gorulmustur (13,14,15,16).
Delesyonel olmayan alfa talasemi mutasyonlarindan
PolyA kuyrugu lizerinde bulunan PA1: AATAAA-AATAAG ilk
kez Arap ulkelerinde yasayan hastalarda (HbH) karek-
terize edilmistir (17). PA2: AATAAA-AATGAA mutasyonu
ise ilk kez Adana’da yasayan HbH hastalarinin anal-
izi sirasinda Med Il delesyonu ile birlikte bulunmustur
(14). Alfa-2 genindeki IVS1’in donor kisminda bulunan 5
niikleotidlik delesyon (-5 nt: -TGAGG) da diger bir HbH
hastasinda Med Il delesyonu ile kombine gortilmustur. Bu
tc farkli nondelesyonel alfa talasemi mutasyonu komsu
lilkelerde de HbH hastaligi ile birlikte rapor edilmistir
(13,14,18,19).

Alfa globin genlerinin lzerinde bulunan ve aminoasit
degisimi ile meydana gelen dayaniksiz Hb varyanlarinin
da alfa talasemiye neden oldugu tespit edilmistir. -a3.7
tek gen delesyonu diinya capinda bir dagilima sahip
olup, Afrika, Akdeniz ve Asya poplilasyonunda en domi-
nant mutasyon olarak karsimiza cikmatadir (20). Dogu
Malezya’da Jin-AiMary Anne Tan ve ark’nin yaptiklari
bir calisma ile single a-globin gen delesyonunun (-a3.7)
yaygin oldugu gosterilmistir (20).

iran’da Kerman vilayetin’de Nasrollah Saleh-Gohari ve
ark’nin yaptiklarn bir calismada da a-globin genine ait
mutasyonlar arasinda -a3.7mutasyonunun en yaygin
mutasyon oldugu gosterilmistir. Bunu takiben a-globin
gene defektlerinden sirasiyla kodon 19 (a2) ve -5 nt/
aa (a2) mutasyonlarinin siklikla gorildiigi bildirilmistir
(21).

Hadavi ve ark (22) giiney ve giineydogu iranda
sirasiyla -a3.7 ve polyadenylation signal site 2 (poly
A2) (a2) mutasyonlarinin en sik gorilen a-globin gen
mutasyonlari oldugunu bildirmislerdir (22). -a3.7 muta-
syonu iran’da en yaygin a-globin gen mutasyonu olarak
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onceden bildirilmistir. Alfa talasemi sikig1 ve mutas-
yon spektrumunun bilinmesi prenatal tan ve takip icin
daha iyi bir damsmanlik saglar. Kerman vilayetinde
566 bireyin incelenen kromozomlarinda 8 farkli muta-
syon bulundu. -a3.7 mutasyonu en yaygin mutasyondu.
Bu mutasyonlarin biylik cogunlugu heterozigot durum-
da bulundu (-a3.7/aa). ikinci ve ucuncu sirada en sik
gorilen a-globin gen defekti sirasiyla kodon 19 (5.7%)
ve IVS-1, -5 nt (4.2%) nokta mutasyonlariydi. Bu iki mu-
tasyon homozigot ve heterozigot durumda da bulundu.
Mutasyona ugramis allellerin yaklasik %3.7’si -a4.2 :
%1.8 heterozigot ve %0.35 homozigot durumdaydi. Geri
kalan mutasyonlar kodon 142/aa (a2) (1.3%), polyA2/aa
(a2) (0.5%), polyA1/aa (a2) (0.5%) ve - -MED (0.3%) idi.
Vakalarin %4.2’sinde herhangi bir mutasyon bulunamadi
(21).

Bizim calismamizda elde ettigimiz sonuclara gore,
Isparta ve cevresinde en yaygin gorilen alfa talas-
emi mutasyonu MED double gen delesyonu olarak bu-
lundu. Bunu -20.5 kb single gen delesyonu, -3.7 single
gen delesyonu ve a2 IVS 1-5 nt mutasyonu takip etti.
Calismamiz, Isparta ve cevresindeki mutasyonlarin tipini
ve dagilimini belirlemek suretiyle, molekiiler patolojiye
gore klinik seyri, hastaligin tespit edilme asamasinda tah-
min edebilmesinde klinisyene yardimci olacak, hastaliga
onlem alma stratejilerine ve programlarina katkida
bulunacaktir. Ayrica bu calismadaki veriler hastalarin
klinik takiplerindeki verilerle birlestirilirse ve katilimci
sayisi artinlirsa hastaligin genetik gecisinin molekiiler
mekanizmasi ile fenotip arasindaki baglant1 hakkinda
cok daha yararli bilgiler elde edilecegini dislinmekteyiz.
Turkiye’nin alfa talasemi mutasyon haritasina da katkisi
olacaktir. Genetik danmismanlik esnasinda molekuler pa-
tolojinin bilinmesi sayesinde kisiye daha acik ve glive-
nilir bilgiler verilebilecek dolayisiyla cocuk sahibi olma
kararlarinda alinabilecek erken onlemlerle gerek tibbi
abortuslarin uygulanma gerekliligi gerekse hasta cocuk
dogma riski azaltilacaktir.
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