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Amag: Yaygin goriilen bir tek gen hastaligi olan Alfa talasemi, a-globin zincirinin kusurlu sentezi ile ortaya ¢ikar. Globin
genlerindeki bozukluklara bagli olarak ¢ok genis bir klinik spektruma yayilan bu hastalikta ¢ok sayida belirlenmemis tasiyict
oldugu diisiiniilmektedir. Klinik semptomu olmayan sessiz tasiyicilardan, rahim i¢inde 6liime yol acan giddetli anemi ile
kendini gosteren, ¢cok degisken bulgulara sahip genetik bir hastaliktir. Bu ¢alismada bu amagla alfa globin gen mutasyonu
sikliginin ve tiplerinin bulunmasi ve varyasyon saptanan bireylerdeki fenotipik etkiyi gérmek amaclandi.

Gerec ve Yontemler: HBA1 ve HBA2 genlerindeki intron bolgelerini ¢evreleyen tiim kodlama bdlgesi sanger dizileme ile
tespit edildi. Delesyonlar ve duplikasyonlar multipleks ligasyona bagimli prob amplifikasyonu (MLPA) ile mutasyonlar tespit
edildi.

Bulgular: Bolgemizde en sik rastlanan mutasyon tipi olan -3,7 / (%23,18), 3.7 kb’lik delesyon ¢aligmamizda da en sik olarak
goriiliirken, diger mutasyonlarin dagihimi ise --3,7 (%6,82), -3,7/-- MED (%0,91), --MED (%6,82), --20,5 (3,15), --SEA
(%1,36), -4,2 (%0,95), triplikasyon (%0,45) ve niikleotid degisimleri (%4,55) olarak tespit edilmistir.

Sonug¢: Mevcut bilgiler 1g1g8inda genotipin fenotipe yansimasinin da farkliliklar olmast nedeniyle tasiyict bireylerin tesbit
edilmesi ve genotip fenotip iligkisinin netlestirilmesi agisindan daha genis popiilasyon taramasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Toplumu alfa talasemi ve agir klinik seyreden genetik hastaliklar hakkinda bilinglendirmek igin tasiyict bireylere genetik
danigmanlik verilmesi ve genetik caligmalara agirlik verilmesi bir gerekliliktir.

Anahtar Kelimeler: Alfa talasemi; genetik tani; mutasyon tipi; mutasyon siklig1.

The Genotypes of a-Thalassemia and Genotypes Frequencies of a- Thalassemia in Western

Aegean Region

ABSTRACT

Aim: Alpha-thalassemia, a common single gene disorder, is caused by defective synthesis of the a-globin chain. It is thought

to have a wide clinical spectrum due to defects in globin genes and a large number of indeterminate carriers. It is a genetic

disease with highly variable findings ranging from silent carriers with no clinical symptoms to severe anemia leading to in

utero death. In this study, we aimed to determine the frequency and types of alpha globin gene mutations and to observe the

phenotypic effect in individuals with mutations.

Material and Methods: The coding and intron regions of HBA1 and HBA2 genes were determined by Sanger sequencing.

Deletions and duplications were detected by multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA).

Results: This research shows that -3,7 / (%23.18),3.7 kb is the most common mutation type in our deletion research/analysis,

and distribution of other mutations is as follows: --3,7 (%6.82), -3,7 / -- MED (%0,91), --MED (%6.82), --20,5 (3.18), --SEA

(%1.36), -4,2 (%0.95). This research also demonstrates that triplication is at %0.45 and nucleotide mutation is %4.55.

Conclusion: In the light of the available information, since there are differences in the reflection of genotype to phenotype, a

larger population screening is needed to identify carrier individuals and to clarify the genotype-phenotype relationship. In order

to raise public awareness about alpha thalassemia and genetic diseases with severe clinical course, it is a necessity to provide

genetic counseling to carrier individuals and to focus on genetic studies.

Keywords: Alpha thalassemia; genetic diagnosis; mutation types; mutation frequency.
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BARIS ve ark.

GIiRiS

Yapilan caligmalarda hemoglobin (-globin) gen ailesi,
16p13.3 ve 11p15.4 kromozom lokusunda
konumlanmaktadir (1-3). En yaygin kalitsal kirmizi kan
hiicresi hastalig1 olan talasemiler, globin proteinlerinin
olusumunu kodlayan hatali genlerden kaynaklanan
anemilerle sonuglanmaktadir (4). Hastalik, globin zinciri
sentezinin azalmasi veya tamamen yoklugu olarak
tammlanmaktadir  (5).Tek gen delesyonlart -globin
genlerinin en yaygin mutasyonlaridir ve sadece 1 -globin
geninin silinmesi veya inaktivasyonu tipik olarak 6nemsiz
hematolojik bulgular vermektedir. Hastalarda, iki -globin
geninin (—/ veya - /-) silinmesi veya etkisizlestirilmesi ile
karakterize edilmektedir, ancak ayni zamanda normal veya
normal degerler disindaki HbA2 seviyeleri ile orta
derecede mikrositik, hipokromik anemi gostermektedir
(1). 4 -globin geninden 3'i ifade edilemedigi durumlarda,
siddetli anemi ile karakterize edilen Hb H hastalig1 ortaya
¢ikmakta olup aktif bir -globin geni mevcuttur (6).
Talasemi genotipi kalitsal olarak fenotipte kisiyi hasta
edebilir yada tasiyict olmaktadir. Talaseminin alfa (o) ve
beta (B) olmak tizere iki ana tipi bulunmaktadir. Alfa
talasemi diinya capinda, ozellikle Giineydogu Asya ve
Orta Asya popiilasyonlart arasinda daha yaygin olan
formdur. Beta ise Ortadogu iilkelerinde olduk¢a yaygindir
(5,7,8). Kirmizi kan hiicrelerinin sayilarindaki ve
zincirlerindeki asimetri ve/veya -globin genlerindeki
genetik anormalliklerden kaynaklanabilmektedir.
Literatiirde molekdiler test yaklasimlart iginde HBA1 ve
HBA2 genlerinde yaygin olarak %98’den daha fazla
oranla %85 silinme ve eklenme, ~%15 nokta mutasyonlar
oldugu bildirilmistir (9,10).

Delesyon mutasyonlar1 disinda durma kodonu olan
TAACAA'daki bir niikleotit degisimi kaynaklanan
HbConstant Spring (CS) ve bir sonlandirma kodonundan
(UAACAA) kaynaklanan HbPakse (- 4PS) dahil olmak
lizere mutasyonlar da bildirilmistir (11,12). Hemoglobin
seviyeleri kritik derecede diisiik seviyelere diistiigiinde,
bazi Hb CS vakalarinda kirmizi kan hiicresi
transfiizyonlar1 gereklidir (13).En Onemli faktor, bir
bireyin bir veya ¢ok sayida mutasyon tipine
(delesyonel/SNP) sahip olabilmesidir ve bu durum gesitli
klinik semptomlara yol agabilmektedir. Bu durum
talaseminin teshis ve tedavisini zorlastirabilir (14).
Delesyonel ve niikleotid degisimleri-talasemi insidansi,
belirli bir bolge veya topluluktaki klinik semptomlarin
genel ciddiyetini degerlendirmede ¢ok 6nemlidir. Mevcut
verilere gore, olumsuz sonuglarina ragmen talasemi, sitma
enfeksiyonunun neden oldugu hiperparazitemiye karsi
koruyucu bir fayda sagladig: da diisiiniilmektedir (15).
Cesitli etnik gruplarda -talasemi sikligi, ulustan ulusa ve
farkli etnik gruplar arasinda nasil degistigini gosteren
¢aligmalar mevcuttur (16). Ancak Tiirkiye Asya ve Avrupa
kitas1 arasinda gecis noktasi olmasi ve akraba evliliklerinin
herhangi bir Ortadogu iilkesine benzer olmasi acisinda —
talasemi prevalansint ve epidemiyolojisini kapsamli
genotip-fenotip karsilastirmasi 6énem arz etmektedir. Bu
caligmanin amaci, Tiirkiye popiilasyonundaki bireylere
0zel bir vurgu yaparak farkli yas ve cinsiyet gruplarinda
talasemi prevalanst ve fenotip-genotip karsilastirilmasi
hakkinda bilgi sunmaktir. Tiirkiye’deki alfa-talasemi
prevalanst acisindan ¢alismanin  bulgular, genetik
danmismanlik  programlarini iyilestirmek ve biyik

popiilasyonlarda alfa-talasemi taramasi igin saglik
politikalar1 olusturmak i¢in kullanilabilir.

GEREC VE YONTEMLER

Periferik kan Orneklerinden  Salting-out yOntemi

kullanilarak genomik DNA izole edildi. HBA1 ve HBA2
genlerinin intron bolgelerini ¢evreleyen tiim kodlama
bolgesi, Tablo 1’de belirtilen primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi (17). Dizileme
i¢cin PCR iiriinleri, tireticinin belirttigi protokollere uygun
olarak ExoSAP-IT (GE Healthcare Bio-Sciences, ABD)
kullanilarak saflastirildi. Elde edilen kiitiiphane {iriinleri,
ABI Prism 3130x1 DNA Sequencer cihazinda yiiriitiildii ve
Seq. Scape v5.4 programu ile analiz edildi (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

HBAL1 ve HBA2 genlerindeki genomik delesyonlar ve
duplikasyonlar multipleks ligasyona bagimli prob
amplifikasyonu (MLPA) analizi ile arastirildi. SALSA®
MLPA® P140-C1 HBA probemix kiti (MRC Holland,
Amsterdam, Netherlands), iireticinin protokollerine uygun
olarak c¢aligildi (18). Reaksiyonlar, ABI Prism 3130xI
DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ABD) iizerinde gergeklestirildi. Elde edilen veriler
Coffalyser.Net veri analiz yazilimi kullanilarak analiz
edildi.

Bu retrospektif caligma, Helsinki deklarasyonu
standartlarina uygun olarak yiiriitiildii ve Aydin Adnan
Menderes Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Sayi:
E-53043469-050.04.04-327264, karar no:18, protokol no:
2023/32). Calisma hakkinda gerekli agiklama yapildiktan
sonra dahil edilen tim hastalardan veri toplama igin
bilgilendirilmis yazili onam alinmustir.

BULGULAR

Elde edilen sonuglara gore gore 220 kisiden 103'ine alfa
globulin genlerinde mutasyon tespit edildi (Tablo 2).
Mutasyon tespit edilen hastalar sessiz tastyict ve alfa
talasemi  minér  klinigini  olusturan  hastalardan
olusmaktadir. Bu da c¢aligmamizda alfa globulin
genlerinde mutasyon tespit edilme oraninin %44,5 oldugu
anlamina gelmektedir. Tablo 3’de gosterildigi gibi alfa
talasemi insidansinin, 6zellikle 3,7 kb'lik delesyonun son
derece yiiksek oldugunu gostermistir. Mutasyonlarin
dagilimi su sekildeydi: -3,7 / (%23,18), --3,7 (%6,82), -3,7
/ -- MED (%0,91), --MED (%5,45), --20,5 (3,15), --SEA
(%1,36), -4,2 (%0,95), triplikasyon (%0,45) ve niikleotid
degisimleri (+4,55).

Bu bulgular, Tiirkiyede alfa talaseminin dnemli genotipik
degiskenligini  gdstermistir. Genotipe gore birkag
hematolojik parametre degerlendirildiginde MCV degeri
tim mutasyon tipleri de diisiik goriilmekle birlikte en
diisiik --M®P/aa, -a%"/a mutasyonda en yiiksek olarak
belirlendi. MCH ve MCHC seviyeleri normal bireylere
oranla oldukga diisiik oldugu goriildi. Yapilan dl¢timlerde
kan Hbg/dl konsantrasyonlar1 vasryasyonlu hastalarda
normal hastalara oranla olduk¢a diisiik oranlarda
saptanmigtir. Hastalarda hemoglobin konsantrasyonu ¢ok
yiikksek farkliliklar ~ gostermemekle birlikte 13,29-
11,01(Hbg/dL) araliginda tesbit edilmistir.
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Tablo 1. HBA2 ve HBA1 genleri i¢in tasarlanmis primerler

HBA2 Forward-5> AGGGTGGAGACGTCCTGG 3’ SetA
Reverse-5° AGAGAAGAGGGTCAGTGC 3

HBA2 Forward-5> CCCAAGCATAAACCCTGG 3’ SetB
Reverse-5° AGAGAAGAGGGTCAGTGC 3

HBA2 Forward-5> ACAGGCCACCCTCAACCGTCC 3’ SetC
Reverse-5° CCATTGTTGGCACATTCC 3’

HBA2 Forward-5> CACCACCAAGACCTACTTCC 3’ SetD
Reverse-5> AGAGGTCCTTGGTCTGAGACAGG 3’

HBA1 Forward-5> AGGGTGGAGACGTCCTGG 3’ SetE
Reverse-5> AGAAGAGGGTCAGTGGGGCCGAG 3’

HBA1 Forward-5> GCCCCAAGCATAAACCCTGG 3’ SetF
Reverse-5> AGAAGAGGGTCAGTGGGGCCGAG 3’

HBA1 Forward-5> ACAGGCCACCCTCAACCGTCC 3’ SetG
Reverse-5> ATGCCTGGCACGTTTGCTGAGG 3’

HBA1 Forward-5> CACCACCAAGACCTACTTCC 3’ SetH
Reverse-5> ATGCCTGGCACGTTTGCTG 3’

Tablo 2. Hasta sayis1 ve cinsiyet dagilimi (n=220)
Erkek Kadin Toplam Yiizde (%)

Normal 41 76 117 53,17

Tastyict 30 34 64 29,13

Hasta 12 27 39 17,7

Toplam 85 135 220 100

Tablo 3. a-talasemi mutasyonlarin dagilimi ve bu dagilima gére mutasyon goriilen hastalardaki ortalama kan degerleri

(n=220)
Hasta | Yiizdesi | Hbg/dL(12- | Htc % | MCV FI RDW RBC | MCH | MCHC
sayisi (%) 16) % pg(27- | g/dL(31-
31 pg) 37)

a0/ 117 53,18 13,29 37,74 88,95 15,02 5,014 | 29,81 32,63
-0/ 51 23,18 12,21 36,75 71,15 13,5 491 | 21,48 31,9
-3loa 15 6,82 11,38 35,42 67,2 15,2 5,2 21,11 30,3
-q37/--MED 2 0,91 11,55 34,89 67,02 14,43 469 | 21,58 29,84
--MED/qq, 12 5,45 11,13 37,02 64,38 16,375 | 5,7075 | 19,7 30,03
--205/gg, 7 3,15 11,01 36,03 64,87 15,4 541 | 20,83 29,89
--SEAlaq, 1,36 11,45 36,42 65,21 14,99 5,22 21,45 30,45
-a*?/aa 0,95 11,13 35,83 66,24 13,85 543 | 21,48 31,23
triplikasyon 0,45 12,01 36,85 66,42 14,23 5,61 28,3 32,01
Nokta 10 4,55 11,95 36,47 66,85 14,56 589 | 20,48 30,52
mutasyon
TOPLAM 220 100

Sonug¢ olarak, mutasyon tasiyan bireyler ve hastalarda
mutasyona bagli olarak hematolojik parametrelerde
diigiikliikler tespit edilmistir. Bu durum fonsiyonel
genlerin ifadesinde azalmaya sebep oldugu
diistiniilmektedir.

TARTISMA
Bu ¢aligma, Tirkiye’nin Aydin bolgesinde o-talasemi
prevalansini bildiren ilk ¢aligmadir. Genel olarak diinyada
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yapilmig ¢aligmalarda o-talasemi hastalarinin prevalansi
%22-51 araliginda oldugu gosterilmistir (19-23).

o-talasemi’de tespit edilen yiiksek prevalanslar, bu
hastalikla ilgili yiiriitiilen egitim, genetik danigmanlik ve
tarama kampanyalari, Giineydogu Asya boélgesinde a-
talasemi prevalansini basariyla azaltmistir (23). Yapilan
bu calismada, literatiirde belirtilen orana benzer hasta
bireylerin %17,7 (alfa talasemi mindr) ve tasiyici
bireylerin prevalansinin %29,13 (sessiz tastyici) olarak
tespit edilmistir. Bu oranin disiiriilmesi i¢in gerekli
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egitim, tarama ve genetik danismanlik esliginde iireme
politikalar1 6nemli rol oynayacaktir.

Talasemi hastaligt genel olarak, globin zincirlerinin
dengesizliginden ve eritrositlerin hemoglobin
¢Oziinlirliigiinin bozulmasindan kaynaklanan anemidir.
Indirgenmis  globin  zincirlerinin,  Plasmodium’'un
sitoadheransini bozdugu gosterilmistir (24,25). Bu eritrosit
anormalliklerinin sitma enfeksiyonuna kars1 koruyucu bir
etki sagladigi  gosterilmistir  (14,26). Dolayisiyla,
talaseminin sitma vakalarmin yiiksek oldugu iilkelerde
yayginlagsmasina neden olan bir dogal seleksiyon baskisi
oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bazi c¢aligmalarda,
talasemi hastaliginin yiiksek oldugu Asya bolgesindeki
iilkelerde yiiksek prevalans oranma (yaklasik %40-51) ve
en diisiik sitma vakalarina sahip olduguda gosterilmistir
(27,28). Fakat iilkemizde sitma kaynakli bir dogal
secilimden ziyade, akraba evliliklerinin ¢ok olmasi ve
resesif hastaliklarin taginmasi ile ilgili egitimin az
olmasindan kaynaklandig: sdylenebilir.

Talasemiler hafif, orta anemi tipleri yani sira, ciddi anemi,
yaygin 6dem, asit, belirgin hepatosplenomegali, iskelet,
kardiovaskuler anomaliler ve uterus iginde bebek
6liimlerine kadar varabilen farkli klinik sonuglar doguran
bir parametredir. Cocuklarda hipokrom mikrositer anemi
yapan nedenler arasinda olduk¢a sik rastlanilmaktadir.
Bundan dolay1 bu yas grubunda 6zellikle Akdeniz bdlgesi
iilkelerinde dikkate alinmalidir (29). Bizimde yapmis
oldugumuz taramada oldugu gibi hastalarin biiyiik
¢ogunlugu tasiyict durumundadir (14,30). Tirkiye’de
yapilan daha Onceki c¢aligmalarda alfa talasemi alel
mutasyon siklig1 bizim ¢alismamizla uyumlu bulunmustur
(31-33). Giiveng ve ark. lilkemizde bu hastaligin sik
goriildiigii bir bagka bolge olan Cukurova’da yapmis
olduklar1 bir c¢aligmada agiklanamayan hipokrom
mikrositer anemili 3000 kiside tarama yapmuglar ve 225
vakada (%7,5) o-talasemi mutasyonu saptamiglardir.
Caligmada en sik -03.7 (%53,3) olmak tizere 11 farkli a-
gen mutasyonu saptanmistir (--MED/oa: %15,1, --
20.5/a0: %6,6, a PA-2/a0: %4) (32). Daha 6nce yapilan
bir calismada Onay ve ark. Ege Bolgesi’'nde a-talasemi 6n
tanisiyla gonderilen 229 hastada Strip assay metodu ile a-
talasemi mutasyonlarin1 ¢alismiglar ve 283 alelde
mutasyon saptamiglardir. Bu ¢alismada da {ilkemizin diger
bolgelerinde oldugu gibi en sik gorillen mutasyon -a3.7
(%52,2) olup, bunu sirastyla a20,5 (%14,2), aMED (%11),
a poly A-1a (%9), a5nt a (%4), aoo anti 3.7 (triplikasyon)
(%3,2), - FIL mutasyonu (%3,2) ve o cd142a (%1,8) takip
etmistir (34). Bu ¢alismada bizim buldugumuz sonuglara
¢ok yakin olarak goriilmektedir.

Caligmamizda HBA1 ve HBA2genleri sanger dizileme ile
calisilmis ve hastalarin %4,55’inde nokta mutasyon tespit
edilmigstir. Literatiire bakildiginda bu oranlar bazi
calismalarda yaklagik %15 oldugu belirtilmistir (10).
Sanger dizileme bugiin hala DNA dizi analizi i¢in altin
standart yontem olarak kabul edilse de, sonu¢ verme
stiresinin uzun olmas1 ve maliyetin pahali olmas1 gibi
dezavantajlara sahip oldugundan dolayr yeni nesil
dizileme teknolojileri ile tim genom ve tim ekzom
dizilenmesinin yanisira hedefe yonelik olarak olusturulan
panelleri ile etiyolojisi genetik heterojenite gosteren
hastaliklar  i¢in ¢ok sayida gen aym anda
dizilenebilmektedir (35). Geleneksel yontemlerle ¢ok
sayida etkilenmis bireye sahip genis aileler olmadan

fenotipik ve genotipik heterojenite gosteren hastaliklarin
yeni nesil dizileme teknolojileri ile molekiiler genetik
temelinin ortaya konmasi miimkiin hale gelmektedir. Yeni
nesil dizileme teknolojileri ile HBAL VE HBA2 genleri
hizli  bir sekilde ve diisik maliyette analizi
yapilabilmektedir (36-43).

SONUC

Alfa Talasemi, Ulkemizde belirli bolgelerde ¢ok yogun
olmakla birlikte tiim bolgelerde yaygin olarak
goriilmektedir. Bilindigi gibi tek gen mutasyonlari klinik
ve hematolojik olarak normal olduklarindan toplumda
sessiz tastyict olarak kalirlar. Molekiiler calisma
olmaksizin taninamazlar. Alfa talasemi ¢ok sik goriilen
kaliimsal hemoglobinopatiler arasinda olup o6zellikle
akdeniz bolgesi iilkelerde dikkate alinmalidir ve sesiz
tastyict sikliklar bilinmelidir. Yaptigimiz bu retrospektif
calismada, Aydin Bolgesindeki alfa talasemi mutasyon
sikligini ve gesitlerini tanimladik ve 220 olguda 12 farkli
mutasyon saptadik. Bizim c¢alismamizda mutasyon
saptadigimiz olgularda alfa talasemi minor klinigi
mevcuttu ve sonuglart bu klinikle uyumlu olarak saptandi.
Bilesik heterozigot ve homozigot genotiplere sahip
bireylerde klinik durum, hemoglobinopatiyi tanimlamak
acisindan yol gosterici oldu. Kesin tedavisi olmayan bu
hastalik icin en kesin ¢dziim hastalifin ortaya ¢ikmasini
onlemek olacaktir. Talasemi ve diger hemoglobinopatiler
gibi kalitsal hastaliklar agisindan yiiksek risk tasiyan, bir
sebebe bagli olmaksizin diisik HMG MCV ve MCHC
olan, normal HMG A2 olan bireyler genetik incelemeye
almmalidir.  Tasiyicilik  oraninin  yiiksek  oldugu
toplumlarda genetik danigma, prenatal tani testleri ve
popiilasyon taramalari biiyiik bir éneme sahiptir. Riski
yiiksek ¢iftlere tarama programlari sayesinde ulagmak ve
bunun sonucunda bu giftlere genetik danigma vermek
gelecek kusaklardaki hastalik oranini azaltabilecektir.

Yazarlarim Katkilari: Fikir/Kavram: S.B., CY.; Tasarim:
S.B., CY.; Veri Toplama: S.B., CY., O0B., Z.G., MD,,
R.E.; Analiz ve Yorum: S.B., CY.; Literatiir Taramasi:
S.B., CY.; Makale Yazimi: S.B., CY.; Elestirel inceleme:
0.B.,Z.G.,MD. RE.
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