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Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Hastaliklar Tani Merkezinde beta
talasemi minor klinigi ile incelenen bireylerde gorilen beta globin
mutasyonlari ve sikhgi

Beta globin mutations in beta thalassemia minor patients in Genetics Diagnosis Center
of Trakya University Faculty of Medicine
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Oz

Amag: Beta talasemi, Beta Globin (HBB-Hemoglobin Beta Locus) genindeki dort ylizden daha fazla
mutasyonun neden oldugu otozomal resesif kalitimli genetik bir hastaliktir. Trakya Boélgesinde HBB geni
mutasyonlarini ve sikligini saptamak amaci ile beta talasemi minor klinigi ile Genetik Hastaliklar Tani
Merkezimize gdnderilen 236 hasta galismaya dahil edildi.

Gereg ve Yontem: Calismaya dahil edilen tim olgulardan elde edilen periferik kan érneklerinden, sanger
sekans yontemiyle beta globin geni dizi analizi yapildi.

Bulgular: 97 (%41,1) hastada 98 adet heterozigot HBB geni mutasyonu saptandi. HBB geni
mutasyonlari IVS 1.110 (G>A) (%28,6), Codon 39 (C>T) (%18,4), IVS1-1G>A, c.92+1 (G>A) (%8.2), IVS-
11-745 (C>G) (%7,1), IVS-I-6 (T>C) (%5,1), Codon 8 (-AA), c.25.26.delAA (%4,1), Codon 44 (-C) (%4,1),
Hb F Carlton (%3,1), Cd 5 [-CT], ¢.17.18delCT (%3,1), cd8/9+G, c.27_28insG, ¢.27dupG (%3,1), c.364
G>A, p.Glul22Lys (%3,1), c.-31 C>T (%3,1), CD6 —-A, 20delA (%2), c.*+111A>G (PolyA) (A>G) (%2),
IVS-1I-1 (G>A), ¢.315+1 G>A (%1), ¢.30.31insT, p.Alal1Cysfs (%1), CD26 G>A (Hb E), c.79 G>A (%1),
CD15 G>A, c.48 G>A (%1) olarak tespit edildi. Calismamizda Trakya Bolgesi'nde on sekiz farkh HBB
geni mutasyonu saptadik.

Sonug¢: Calisma sonuglarimiz beta talasemi tasiyicihdinin Turkiye cografyasinda sadece Ege, Akdeniz
ve Gulneydogu Anadolu Bdlgesinde degil, Trakya Bolgesinde de sik oldudunun bilgisini literatlre
sunmaktadir.

Anahtar Sézcukler: Beta talasemi, Trakya Bdlgesi, mutasyon, anemi.

Abstract

Aim: Beta thalassemia is an autosomal recessive genetic disorder caused by more than four hundred
mutations in the beta globin (HBB-Hemoglobin Beta Locus) gene. 236 patients referred to our Genetic
Disorders Diagnosis Center with beta thalassemia minor clinic to determine the frequency of HBB gene
mutations in the Thrace Region.

Materials and Methods: Beta globin genetic analysis was performed by sanger sequence from
peripheral blood samples obtained from all included cases.

Results: 98 heterozygous HBB gene mutations were detected in 97 (41.1%) patients. HBB gene
mutations were IVS 1.110 (G>A) (28.6%), Codon 39 (C>T) (18.4%), IVS1-1G>A, c.92+1 (G>A) (8.2%),
IVS 11.745 (C>G) (7.1%), IVS 1.6 (T>C) (5.1%), Codon 8 (-AA), c¢.25.26.delAA (4.1%), Codon 44 (-C)
(4.1%), Hb F Carlton (3.1%), Cd 5 [-CT], ¢.17.18delCT (3.1%), cd8/9+G, ¢.27_28insG, ¢.27dupG (3.1%),
c.364 G>A, p.Glul22Lys (3.1%), c.-31 C>T (3.1%), CD6 -A, c.20delA (3.1%), c.*+111A>G
(PolyA) (A>G) (2%), IVS-1I-1 (G>A), ¢.315+1 G>A (1%), ¢.30.31insT, p.Alal1Cysfs (1%), CD26 G>A (Hb
E), c.79 G>A (1%), CD15 G>A, c¢.48 G>A (1%). In our study, we found eighteen different HBB gene
mutations in the Thrace region.
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Conclusion: Our results are presenting that beta thalassemia trait is not frequent only in Aegean,
Mediterranean and Southeast Anatolia region in Turkey geography, but also frequent in the Thrace region

to the literature.
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Girig

Talasemi dinyada en sik gorllen genetik hastalik
olarak dngorulmektedir. En sik gorilen tipleri alfa
(a) ve beta (B) talasemilerdir. Beta talasemi,
Turkiye ve diger birgok Akdeniz Ulkesinde sik
g6zlenen, otozomal resesif kalitlan tek gen
hastaligidir (1). Beta-globin (HBB) geni 11.
kromozomun kisa kolu uzerinde (11p15.4) yer
almakta ve Ug¢ ekzon, iki intron igermektedir. HBB
gen mutasyonlari beta talasemi, orak hicreli anemi
ve anormal hemoglobin varyantlarina neden
olmaktadir  (2). Beta-talasemi  hemoglobin
tetramerindeki beta globin zincirinin yoklugu (betao)
veya azalmasi (beta®) ile karakterizedir. Beta® ve
beta” zincir yapilarina sahip beta talasemi minér
(beta-talasemi tasiyicisi) olan bireylerin klinik
olarak asemptomatik olmasi beklenmektedir.
Laboratuvar bulgusu olarak hipokrom mikrositer
anemi, HbA2 ve HbF artisi beklenmekte, bazen bu
bireylerde agir anemi de goérilebilmektedir.

Beta talasemi prevalansi Akdeniz Ulkeleri,
Glneydogu Cin, Asya, Orta Dogu, Uzak Dogu
Ulkeleri yani sira Afrika’nin kuzey Ulkelerinde ve
Guney Amerika’da yuksektir. En ylksek tasiyici
sikhgr  Kibris  (%14), Sardunya (%10,3) ve
Guneydodu Asya’da bildirilmistir (3). Turkiye
genelinde tagiyicilik orant %2,1 olmakla birlikte, bu
sayl Tarkiye’nin bazi bdlgelerinde %10°’a kadar
¢ikmaktadir (4). Beta talasemi tasiyiciigi veya
hastaliginin saptanmasi, erken prenatal tani,
preimplantasyon genetik tani ve tedavi protokolleri
icin 6nemlidir. HBB geninde nokta mutasyonlari
(missense, nonsense) ile sikga karsilasildigi gibi
delesyonlar ve insersiyonlar da gorilebilmektedir.
Nokta mutasyonlari RNA transkripsiyonunun
baslamasini, RNA stabilitesini 6nleyerek normal
RNA globin sentezini énler, frameshift mutasyonlar
ise translasyonu bloke eder (5). Bu genetik
degisikliklerin analizi icin ginimizde DNA dizi
analizi ¢ok vyaygin kullaniimakta, mutasyonlar
taranmakta, yeni mutasyonlarin da saptanmasini
saglamaktadir. Sik goérilen bilinen mutasyonlarin
analizi i¢in revers dot-blot hibridizasyon yodntemi
kullanilabilmektedir. ~ Daha  nadir  kullanilan
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yontemler ise, allele 6zgl primer analizleri
(ARMS), oligoniikleotid hibridizasyonu, restriksiyon
endonukleaz analizidir.

Bugine kadar dinyada HBB geninde beta
talasemiye neden olan 400'den fazla mutasyon
oldugu bildirilmigtir (2). Bunlardan 40 farkl
mutasyon tipi toplam mutasyonlarin  %90’ini
olusturmaktadir (2). Akraba evliliklerinin sikhgi ve
yuksek dogum hizi, Tlrkiye’de beklenenin de
Uzerinde beta talasemi tasiyicisi ve/veya hastasi
olmasinin temel sebebidir. Ulkemizde en sik
rastlanilan beta talasemi mutasyonlari; IVS 1-110
(%40), IVS -6 (%7,14), IVS 1-1 (%7,14) ve IVS II-
745 (%4,28) olarak bildirilmigtir (1, 4). Talasemi
ybnetiminde llkelerin  hemoglobinopati tarama
programlarinda  genotiplendirme  yéntemlerini
kullanmakla birlikte tarama ve tani yontemleri ile
fenotipik degiskenliklerin gosterilmesi 6nemlidir.
Calismamizda Trakya Boélgesinde HBB geni
mutasyonlari ve siklidi arastirilarak, literatire katki
saglanmasi amagclandi.

Gereg ve Yontem

Calismaya Ocak 2014-Aralik 2017 tarihleri
arasinda beta talasemi klinigi ile Genetik
Hastaliklar Tani Merkezimize génderilen 236 hasta
dahil edildi. Hastalardan EDTA’I tlipe 2 ml periferik
vendz kan alinarak, genomik DNA eldesi kullanilan
kitin protokoline uygun olarak yapildi [EZ1
Advanced Instruments, Qiagen, Hilden, Germany].
HBB genine ait ekzon ve intron bdlgeleri kullanilan
kitin protokoline uygun olarak PCR ile amplifiye
edildi [GML AG, Wollerau / Switzerland]. Elde
edilen amplikonlar agaroz jelde bant paternleri
dikkate alinarak kontrol edildi. Uygun olan
amplikonlarin Sanger Sekans yontemi kullanilarak
nikleotid dizleri belirlendi [ABI 3130 Avant system,
Applied Biosystems, Grand Island, NY 14072,
USA]. Elde edilen sonuglar SeqScape v2.7 yazilim
programi kullanilarak analiz edildi (Transcript:
NM_000518.4, ENST00000335295).

Beta talasemi minor klinigi olan ve heterozigot
genotipte olmasi beklenen bireylerde calismaya
dahil edilme kriteri olarak HbA diizeyinin %95,5’in
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altinda; HbA2 dlzeyinin %3,5’in ve/veya HbF
dizeyinin %71’in Gzerinde olmasi dikkate alinmistir.

Bulgular

Yas ortalamasi 13.88 olan 236 hastanin (123
erkek, 113 kadin) 97’'sinde (%41,1) toplam 98
mutasyon belirlenmistir. Beta talasemi minor olarak
refere edilen hastalarda IVS 1.110 (G>A) (%28,6),
Codon 39 (C>T) (%18,4), IVS1-1G>A, c.92+1
(G>A) (%8,2), IVS 11.745 (C>G) (%7,1), IVS 1.6
(T>C) (%5,1), Codon 8 (-AA), c.25.26.delAA
(%4,1), Codon 44 (-C) (%4,1), Hb F Carlton
(%3,1), Cd 5 [-CT], ¢.17.18delCT (%3,1), cd8/9+G,
€.27_28insG, c¢.27dupG (%3,1), c.364 G>A,
p.Glul22Lys (%3,1), ¢.-31 C>T (%3,1), CD6 -A,
c.20delA (%3,1), c.*+111A>G (PolyA) (A>G) (%2),
IVS-1I-1 (G>A), ¢.315+1 G>A (%1), ¢.30.31insT,
p.Alal1Cysfs (%1), CD26 G>A (Hb E), c.79 G>A
(%1), CD15 G>A, c.48 G>A (%1) mutasyonlari
heterozigot olarak tanimlanmistir  (Tablo-1).
Sadece bir olguda, Codon 39 (C>T) ve Hb F-
Carlton bilesik heterozigotlugu saptandi.

Mutasyonlar hastalarin klinigi ile uyumlu bulunmus
olup mutasyon saptanmis hastalar beta talasemi
minor tanisi almistir. Beta talasemi minor 6n tanisi
ile tetkik edilen 139 hastada beta globin
mutasyonu saptanmamisgtir.

Tartisma

Beta talasemi tum dinyada o6nemli bir saglik
sorunu olarak kabul edilmektedir. Her yil yedi
milyondan daha fazla gocuk, genetik bir hastalik
veya konjenital anomali ile dogmaktadir, yaklasik
320.000 bebegin ise klinik bulgularin eslik ettigi bir
hemoglobin hastaligi ile dogdugu, 30.000 ¢ocugun
beta talasemiden etkilendigi bildiriimektedir (6, 7).
Bu dogumlarin % 80Q’i gelismekte olan Ulkelerde
gerceklesmektedir. Heterojen molekler
mekanizmalardan  kaynaklanan beta talasemi
tedavisinde kan transflizyonlari, demir selasyon
tedavisi ve kemik iligi transplantasyonu
uygulanmaktadir. Yiksek maliyetler sebebiyle,
glvenli kan transflizyonlarina ve demir selasyon
tedavilerine ulasmak her hasta igin muimkin
olmamaktadir (8).

Tablo-1. Gahismamizdaki beta globin geni mutasyon dagilimlari.

Mutasyon Sayi Oran (%)
IVS 1.110 (G>A) 28 28,6
Codon 39 (C>T) 18 18,4
IVS1-1G>A, c.92+1 (G>A) 8 8,2
IVS 11.745 (C>G) 7 7,1
IVS 1.6 (T>C) 5 51
Codon 8 (-AA), c.25.26.delAA 4 4,1
Codon 44 (-C) 4 4,1
Hb F Carlton 3 3,1
Cd 5 [-CT], c.17.18delCT 3 3,1
cd8/9+G, c.27_28insG, ¢.27dupG 3 3,1
€.364 G>A, p.Glul22Lys 3 3,1
c.-31 C>T 3 3,1
CD6 —A, c.20delA 3 3,1
c.*+111A>G (PolyA) (A>G) 2 2
IVS-1I-1 (G>A), c.315+1 G>A 1 1
€.30.31insT, p.AlallCysfs 1 1
CD26 G>A (Hb E), .79 G>A 1 1
CD15 G>A, c.48 G>A 1 1
Toplam 98 100
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Tablo-2. Trakya Bolgesinde saptanmis olan HBB gen mutasyonlarinin Tirkiye'de Ege, Hatay, Orta Anadolu Bolgeleri

ve Adana ilinde yapilmis olan galisma sonuglari ile karsilastiriimasi.

alismamiz
HBB Gen Mutasyonlari Galis . . I—.|.atay. Ege Bolgesi Orta.Anad.qu Adana
Trakya Bolgesi Bolgesi Bolgesi
IVS 1.110 (G>A) %28,6 %30,10 %41,7 %40,88 %35,14
Codon 39 (C>T) % 8,4 %5.37 %4,6 %2,91 %05,94
-1G>A, c.92+
IVS1-1G>A, ¢.92+1 98,2 969,60 98,9 %5,73 %8,66
(G>A)
IVS 11.745 (C>G) %7,1 %3,22 %38,6 %6,20 %2,22
IVS 1.6 (T>C) %5,1 %17,2 %6,6 %10,33 %7,67
Codon 8 (-AA), 0 0 0 0 0
€.25.26.delAA /04,1 %6,44 %7,7 64,69 969,15
Codon 44 (-C) %4,1 %2,15 %1,3 %1,78 %4,95
Hb F Carlton %3,1 - - - -
Cd 5 [-CT], c.17.18delCT %3,1 %1,07 %1,9 %1,22 %2,97
cd8/9+G, c.27_28insG
L= ‘ %3,1 - - - -
€.27dupG b3,
€.364 G>A, p.Glul22Lys,
Hemoglobin O (ARAB), %3,1 - - - -
Hemoglobin EGYPT
c.-31 C>T %3,1 - - - -
CD6 —-A, c.20delA %3,1 - - %0,64 -
c.*+111A>G
0 - 0, 0, -
(PolyA) (A>G) %2 <%0.1 %0,56
-1l > .315+
IVSI-1 (G>A), ¢.315+1 %1 %2,15 %7,2 %38,08 %6,43
G>A
¢.30.31insT
; %1 - - - -
p.Alal1Cysfs ’
CD26 G>A (Hb E), c.79 %1
G>A
CD15 G>A, c.48 G>A %1

Dinya nufusunun %5,2’sinin (360 milyon bireyden

beta talasemi

mutasyonlari

diger bodlgeler

daha fazla) bir hemoglobin varyanti tasidigi ve
%1,5 siklikta beta talasemi tasiyiciigi oldugu
tahmin edilmektedir. Tirkiye’de beta talasemi
tasiyiciigi %2 olarak bildiriimektedir. Bodlgesel
farklilklar gostermekle birlikte Antalya’da %5,7-
10,7 (9, 10), Mugla’da %3,8 (11), Kuzey Kibris'ta
%14,3 (3), Elbistan bdlgesinde %0,9 (12), Dogu
Anadolu’da %0,6 (13), Denizlide %3,6 (14),
Bursa'da %2,6 (15), Van'da %2,6 (16), izmirde
%2,1-3 (17, 18), Bati Trakya'da %10,7 (19) siklikta
bildirilmistir. Tablo-2'de c¢alismamizda saptanan
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karsilastinlmistir.  Tdrkiye genelinde akraba
evliliginin sik olmasi ve nufustaki hizli artig, beta
talasemili  birey sayisinin fazla olmasinin
sebepleridir. Turkiye'de yaklasik 1,5 milyon
talasemi tasiyicisi ve yaklasik 5500 talasemi ve
dijer hemoglobinopatilere sahip olan hasta
bulunmaktadir (4).

Tirk populasyonunda beta talasemi klinigine yol
acan molekller mekanizmalar heterojen yapi
gOstermektedir. IVS 1.110 pek ¢ok calismada, en
stk goérulen mutasyon olarak bildirilmistir. Diger
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mutasyonlarin sikhgi bdlgesel farkhihklar
gOstermektedir. Tlrkiye genelinde yapilan bir
galismada Turkiye genelinde beta talasemi
mutasyon cesitlerinden en sik IVS 1.110, ardindan
IVS 1.6, Codon 8, IVS I.1 ve =30 (T>A) (HBB:
c._80T>A) mutasyonlarinin  izleyen siklikta
goruldagu bildirilmistir (20). Cukurova bélgesinde
yapilan baska bir galismada IVS 1.110 yine en sik
gorilirken, Codon 8, IVS I.1 ve IVS 1.6 diger sik
gOrulen mutasyonlar olarak bildirilmistir (21). IVS
1.110 tim Turkiye’de %40 siklkta bildirilmis olup
(22), bizim calismamizda da benzer sekilde IVS
1.110 en sik goralirken, Codon 39, IVS 11.745, IVS
1.6 sirasiyla diger sik gérilen mutasyonlar olarak
belirlendi.

Bizim g¢alismamizda mutasyon saptadigimiz
olgularda beta talasemi minor klinigi mevcuttu ve
sonuglart bu Klinikle uyumlu olarak saptandi.
Bilesik heterozigot ve homozigot genotiplere sahip

olgumuzda bilesik heterozigotluk (Codon 39 (C>T)
ve Hb F-Carlton) mevcuttu, klinigi ile birlikte
degerlendirildiginde beta talasemi minor tanisi aldi.
Kesin tedavisi olmayan bu hastalik igin
yaplilabilecek en kesin ¢6zim hastaligin ortaya
¢ikmasini dnlemek olacaktir.

Sonug

Yaptigimiz bu retrospektif calismada, Trakya
Bolgesindeki beta talasemi mutasyon sikligini ve
cesitlerini tanimladik ve 97 olguda on sekiz farkl
mutasyon  saptadik.  Talasemi ve  diger
hemoglobinopatiler ~ gibi  kalitsal  hastaliklar
acisindan yuksek risk tagiyan toplumlarda genetik
danisma, prenatal tani testleri ve populasyon
taramalari blyUk bir 6neme sahiptir. Riski ylksek
ciftlere tarama programlari sayesinde ulagsmak ve
bunun sonucunda bu ciftlere genetik danigsma
vermek gelecek kusaklardaki hastalik oranini
azaltabilecektir.

bireylerde  klinik  durum,  hemoglobinopatiyi

tanimlamak acgisindan yol gdstericidir.  Bir
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