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Ozet

Talasemi sendromlari insanlarda en sik gézlenen monogenik
hastaliklardir b-talasemi major tilkemizde gozlenen en 6nemli halk
saglhigr problemlerinden birisidir. HBA (alfa globin), UGT1 (biliriibin
metabolizmasi), HFE (demir metabolizmasi) genlerindeki mutasyonlar
gibi genetik diizenleyici faktorler hastaligin agirliginin belirlenmesinde
onemli role sahiptir. HBA genindeki delesyon ya da duplikasyonlar b-
talasemi major hastalarindaki a-zincir birikiminin miktarini belirlemektedir.
HBA geni 16. Kromozom Uizerinde lokalizedir ve gende gozlenen
mutasyonlari biiyiik oranda delesyon ve duplikasyonlar olusturmaktadir.
Multiple ligation dependent probe amplification (MLPA) teknidi, delesyon
ve duplikasyonlarin sik olarak gozlendigi genetik hastaliklarin tanisinda
kullanilabilen yeni, basit ve hizli bir ydntemdir. Bu galismada 24 adet
prob ile HBA genindeki delesyon ya da duplikasyonlari saptayabilen
ticari bir kit kullanilmistir. Bu galismada bélimiimiizde b-talasemi major
hastaligi tanisi almis 19 hastada HBA genindeki mutasyonlar MLPA
yontemi ile arastiriimistir. On dokuz hastanin 2’ sinde (%10.5) HBA
geninde delesyon saptanmigtir. Hastalarin bir tanesinde delesyon HBA2
geni HBA1P arasinda, digerinde HBA1 ile HBA2 genleri arasinda
saptanmigtir. Bu sonug b-talasemi major hastalari arasinda HBA gen
mutasyonlarin nadir olmadigini gostermektedir. Ayrica MLPA teknidinin
bu kompleks gen dizisindeki mutasyonlarin arastirilmasinda uygun bir
teknik oldugu da gorilmustar.

Anahtar Kelimeler: b-talasemi, MLPA, HBA

Abstract

Thalassemia syndromes are the most common monogenic disorders
in humans and b-thalassemia major is one of the most important public
health problems in Turkey. Many genetic factors play roles in modifying
the disease severity such as mutations in the alpha globin gene (HBA),
UGT1 gene (bilirubin metabolism) or HFE gene (iron metabolism).
Deletions or duplications in HBA gene determine the accumulation of
a chain in b-thalassemia major patients. The human alpha globin gene
cluster is located on chromosome 16 and deletions or duplications are
the most important mutations. Multiple ligation dependent probe
amplification (MLPA) technique is a simple and rapid technique and
used in many genetic disorders in which deletions and duplications
are common. In this study we used a commercial MLPA kit for detecting
alpha globin gene mutations. The kit contains 24 different probes in
the HBA region. In this study we aimed to investigate the incidence
of alpha globin gene mutations using MLPA technique in 19 b-thalassemia
major patients which were diagnosed in our department.Alpha globin
gene deletions were detected in 2 out of 19 (10.5%) b-thalassemia
major patients. In one of the patients the deletion was located between
the HBA2 gene and HBA1P gene. The deletion detected in the other
patient was located between the HBA1 gene and HBA2 gene. This
result suggests that alpha globin gene mutations in b-thalassemia
major patients are not rare. MLPA technique is suitable to investigate
the mutations in this complex gene cluster.

Key words: b-talasemi, MLPA, HBA

GIRIS

Talasemiler, hemoglobinde bulunan globin
zincirlerindeki hatali iretime bagli olarak ortaya cikan
kalitsal anemi sendromlaridir. Talasemi sendromlari,
etkilenen globin zincirinin tipine gore isimlendiriimektedir.
Erigkinlerde en 6nemli hemoglobin tipi Hemoglobin A’
dir ve dolagimdaki hemoglobinin %95 ini olusturur (1).
Hemoglobin A’ nin 2o ve 2 zincirinin bir araya gelmesiyle
olusan tetramerik bir organizasyonu vardir. En sik
gbzlenen talasemi tipleri alfa talasemi ve beta talasemidir.
Alfa talasemi a—globin zinciri Gretiminde azalma ya da
tamamen kaybolma ile karakterizedir (2). a—globin
zincirini kodlayan HBA geni 16. kromozom (zerinde, B
globin zincirini kodlayan HBB geni ise 11. kromozom
Uzerinde lokalizedir (3).

Normal erigkinlerde o-globin genleri 4 kopya olarak
bulunur. Her DNA zinciri lizerinde birer kopya a1 ve a2
genleri cis durumda bulunur. a-globin gen dizisinde
gbzlenen mutasyonlarin %80-90 kadarini delesyonlar
olusturmaktadir (Sekil 1). Daha nadir olarak da nokta
mutasyonlar gézlenmektedir.

Alfa talasemi hastaliginin klinik agirhgini kag gen
kopyasinin mutasyona udradidi belirlemektedir. Ayni
kromozom (zerindeki bir (a* talasemi) ya da iki (cis
durumda o talasemi) gen kopyasinin kaybi ya da her
iki kromozom Uzerindeki birer gen kopyasinin kaybi
(trans durumda homozigot o* talasemi) genellikle klinik
bulgu vermez; ¢iinkii saglam gen kopyalarindan yeterli
a-globin zinciri Gretimi saglanabilir (1). Uc gen
kopyasinin kayboldugu durum Hemoglobin H hastaligi
olarak isimlendirilir ve talasemi intermedia tablosu
gosterir. Bu kisilerde orta diizeyde anemi, splenomegali
ve alyuvarlarda belirgin hipokromi ve mikrositoz bulunur
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Sekil 1. 16p13.3 bolgesine lokalize a—globin gen dizisi ve sik gdzlenen mutasyonlarin sematik gosterimi (4).

Dort gen kopyasinin mutasyona ugradigi durumda
ise Hemoglobin Barts’ a bagli hidrops fetalis tablosu
gozlenir. Bu, in utero dénemde ciddi anemi ile seyreden
ve gestasyonun son donemlerinde ya da dogumdan
hemen sonra 6limle sonuglanan agir bir tablodur (1).

Beta talasemi hastaligi ise HBB genindeki mutasyonlar
sonucu ortaya glkan ve en sik gdzlenen tek gen
hastaliklarindan bir tanesidir. Genetik olarak alfa talasemi
kadar karisik olmamasina ragmen B-globin gen dizisinin
karmasikligi nedeniyle bazi tablolari aydinlatmak ileri
testler ve tecriibe gerektirmektedir. Ayrica beta talasemi
hastali§indaki nemli problemlerden bir tanesi de hastaligin
adirhdini belirleyen genetik diizenleyici faktorlerdir (5).
Bu faktorler arasinda elbette en 6nemlisi HBB geninde
hastaliga yol acan mutasyonun lokalizasyonu ve
mutasyonun tipidir. HBB genindeki mutasyonlarin bircogu
icin oldukca saglam genotip-fenotip iliskisi kurulmus
durumdadir. Tkinci dnemli diizenleyici faktor ise o—globin
gen kopya sayisidir. Glinku beta talasemi hastalarinda
klinigin ortaya cikmasindaki dnemli nedenlerden bir tanesi
de fazla a—globin’ in dokularda birikimidir. Bu nedenle
oa—globin kopya sayisinin azligi (delesyonlar ve
mutasyonlar) ya da fazlahdi (gen triplikasyonu ya da
kuadriplikasyonu) beta talasemi hastaliginin klinik seyrini
etkilemektedir.

Biz bu galismada beta talasemi major tanisi almis
hastalarda a—globin gen mutasyonlarini arastirmayi ve
bu mutasyonlarin hastaligin klinigi tzerine etkilerini
arastirmay! amagladik. Bu galismaya 2007 ve 2008
yillarinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’
nda beta talasemi major tanisi almis 19 olgu dahil
edilmistir. Prenatal tanida beta talasemi major saptanan
olgular calimaya dahil edilmemistir. EGer ailede birden
fazla beta talasemi majorlli birey varsa, sadece bir tanesi
calismaya dahil edilmistir. HBA genindeki mutasyon ve
delesyonlari arastirmak igin Multiple Ligation Dependent
Probe Amplification (MLPA) ydntemi kullanilmigtir. Bu
amagla MRC Holland firmasinin HBA kiti kullaniimistir. Bu
kit HBA geni lzerindeki 24 bdélgeye spesifik prob
icermektedir ve bu bdlgelerdeki delesyonlari
saptayabilmektedir. MLPA yontemi hastaligin meydana
gelmesinde gendeki delesyo nlarin énemli oldugu birgok
hastalikta son yillarda yogun olarak kullanilan ucuz ve
etkili bir ydontemdir. Yontem kisaca fléresan isaretli
tniversal problar eklenmis dizilerin, eder eslenigi oldugu
DNA’ da delesyon yoksa amplifiye olmasina ve bunun
genetik analizérle tepitine dayanir. Universal primerler
kullanildidi icin bir PCR ile 45 kadar bolgenin ayni anda
codaltilip, bu bolgelerde delesyon olup olmadidinin
arastirlmasi mimkunddir.
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Sekil 2. MLPA-HBA kitinde goriilmesi beklenen normal pikler.
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Normal kisilerde HBA MLPA kiti Sekil 2 deki paterni
vermektedir. Buradaki her pik HBA geni (izerinde codaltilan
bir bdlgeye karsilik gelmektedir (Sekil 2). Genetik
analizorde yuritilen 6rneklerden elde edilen datalar
lcretsiz Coffalyser (http://www.mlpa.com/coffalyser/)
yazihmi ile analiz edilmektedir.

BULGULAR

Bu calismada boliimiimiizde p-talasemi major hastaligi
tanisi almis 19 hastada HBA genindeki mutasyonlar MLPA
yoéntemi ile arastinlmistir. On dokuz hastanin 2’ sinde
(%10.5) HBA geninde delesyon saptanmistir. Hastalarin
bir tanesinde (22 nolu hasta) delesyon HBA2 geni HBA1P
arasinda (2 bélgede), digerinde (15 nolu hasta) HBA1
ile HBA2 (3 bolgede) genleri arasinda saptanmistir (Sekil
3).

TARTISMA

Talasemi sendromlari insanlarda en sik gézlenen
monogenik hastaliklardir p-talasemi major tlkemizde
gozlenen en dnemli halk saghgi problemlerinden birisidir.
B-talasemi major genetigi en iyi aydinlatiimis
hastaliklardan bir tanesidir. Neredeyse bilinen biitiin
mutasyonlarin genotip-fenotip korelasyonu saglanmis
durumdadir. Bu bilgiler sayesinde hem olusacak klinik
tablonun agirligi saptanabilmekte hem de prenatal tanida
gebelik terminasyonu konusunda saglikli kararlar
verilebilmektedir. Hastaligin klinik ve genetigi bu kadar
iyi bilinmesine ragmen son yillarda hastaligin klinigini
degistirebilen bazi genetik diizenleyiciler 5nem kazanmistir.
Hastaligin klinigini belirleyen faktorlerden elbette en
6nemlisi HBB geninde saptanan mutasyonun yeri ve
tipidir. Ikinci dnemli faktdr de HBA geninde meydana
gelen mutasyonlar sonucu a—globin gen kopya sayisinda
artma ya da azalmadir. Ekstra a—globin gen kopya sayilari
(aaa/, aaao ile sonuglanan gen triplikasyon ya da
kuadriplikasyonlari nadir degildir ve hastalik tablosunu
olumsuz yonde etkiler.

Onay ve ark.

Tam tersi sekilde a—globin sentezini azaltan durumlarda
hastalik klinigi daha hafif seyretmektedir (5). Bunun
yaninda B—globin zinciri ile birlesemeyen a—globin’ lerin
y—globin ile birlesip fetal hemoglobin (HbF) olusturmasi
da hastaligin klinigini hafifletebilmektedir. Bu nedenle y—
globin sentezini arttiran 3 QTL (Quantitave Trait Loci)
(Xmn1-Gy, HMIP ve BCL11A) HbF sentezini arttirarak
klinik Gzerine olumlu etki yapmaktadir (6). Bunlarin
disinda globin zincir Gretimini etkilemeden hastalikta
gozlenen komplikasyonlarin agirligini belirleyen ikincil
genetik diizenleyiciler de bulunmaktadir. UGT1 (bilirlibin
metabolizmasi), HFE (demir metabolizmasi); VDR,
COL1A1, COL1A2, TGFB1 (kemik metabolizmasi); HLA
grubu (enfeksiyonlara yatkinlik) genlerindeki mutasyonlar
ya da polimorfizmler de hastaligin agirhgi lizerinde 6nemli
etkiye sahiptir.HBA gen mutasyonlarinin, beta talasemi
hastalarindaki modifiye edici etkisine dair literatiirde cok
fazla galisma bulunmamaktadir. Han ve ark. ile Cai ve
ark.” larinin yaptiklar iki calismada da beta talasemi
heterozigotlarinda HBA mutasyonlari aragtiriimistir (7,8).
Kanavakis ve ark. yayinladiklari bir olguda agir HBB
mutasyonlari tasiyan bir olguda yni zamanda bulunan
HbH hastaligi nedeniyle klinigin daha hafif seyrettigi
belirtiimektedir (9). Bunun disinda da tek tek olgular ile
HBA mutasyonlarinin beta talasemi majorli olgulardaki
etkisi gosterilmistir. Biz galismamizda hem alfa talasemi
gibi genetik olarak calisilmasi zor bir hasta grubunda
MLPA ydntemini kullandik hem de 6nemli bir hasta
grubunda alfa talasemi mutasyon sikigini saptamaya
calistik. Iki prob bélgesinde delesyon saptanan 22 nolu
hasta IVS 2.745 (CG) /Codon 8/9 (+G) mutasyonlarini
tagimaktadir. Ug prob bélgesinde delesyon saptanan 15
nolu hasta ise homozigot IVS 1.110(GA) mutasyonu
tagimaktadir ve erken hastalik baslangici olan bu olgunun
senelik 10-12 transflizyon ihtiyaci bulunmaktadir.

Sonug olarak saptanan kiigik delesyonlarin hastalarin
klinigi Gizerinde bir etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bu durumun
biiylik ihtimalle delesyonlarin, genler arasindaki bolgelere
denk gelmesi nedeniyle, a—globin gen kopya sayisini
degistirememesine bagl oldugu dislinilmektedir.

22 nolu hasta

15 nolu hasta

183
1657

Sekil 3. Saptanan delesyonlarin sematik gdsterimi.
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