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Giris ve Amac: Beta (B)-talasemi, Tiirkiye’deki en yaygin genetik bozukluklardan biridir. Bu ¢aliymanin amaci
Manisa ili ve gevresindeki f-talasemi mutasyonlarinin tipini ve dagilimini tespit etmek, Manisa'nin Tiirkiye B-talasemi
mutasyon haritasindaki yerini belirlemektir.
Gere¢ ve Yontemler: Bu calisma; Etik Kurul onay: alindiktan sonra Celal Bayar Universitesi Universitesi Tip
Fakiiltesi, Cocuk Hematoloji Bilim Dali’ nda prospektif olarak gergeklestirildi. Calismaya, p-talasemi major ve -
talasemi tasiyiciligi tanisiyla takip edilen 85 hasta alindi. B-talasemi tasiyicilarinda ¢aligmaya dahil edilme kriteri
olarak HbA2 diizeyinin %3,5’in iizerinde olmasi dikkate alindi. Beta Globin Strip Assay yontemi ile beta globin
geninde siklikla goriilen ve Akdeniz iilkelerine 6zgili 22 mutasyon tarandi.
Bulgular: Calismaya dahil edilen 85 hastanin 15’inde, taranan 22 mutasyondan higbirinde pozitiflik saptanmadi.
Kalan 70 hastanin 2 tanesinin birlesik heterozigot formunda (%2,8), 1 hastanin homozigot formunda (1.4), 67 hastanin
da heterozigot formunda (%95,8) mutant allel tasidig1 tespit edildi. En yaygin goriilen B-talasemi mutasyonu, Tiirkiye
genelinde oldugu gibi IVS1-110 (%35,3) olarak bulundu. Bunu sirasiyla IVS2-1 (%14,1), codon 39 (%8,2), 1VS2-
745 (%7,1), 1IVS1-6 (%5.9), 1IVS1-1 (%3.5), codon 5 (%2.4), codon 8 (%3.5), codon 44 (%2.4), -87 (%1.2), codon
36/37 (%1.2) mutasyonlari takip etti. -30, HbC, HbS, codon 6, codon 8/9, codon 22, codon 30, 1VVS1-2, IVS1-5, IVS1-
116, IVS1-25, codon 44 mutasyonlari higbir hastamizda tespit edilmedi.
Sonug: Calismamizda beta globin strip assay testinin sensivitesi %82,3 oraninda bulundu. Beta-Talasemi
mutasyonlar1 agisindan Tiirkiye’deki genel ortalamanin Manisa’da da degismedigi, TVS1-110 mutasyon tipinin
Manisa’da da en stk mutasyon oldugu bulundu. Manisa ilinde talasemi tastyiciliginin %4,5 gibi yiiksek bir oranda
bulunmasinin yani sira en ¢ok gog alan iller arasinda yer alan ilimizde akraba evliliginin fazla gériilmesinden dolay1
prenatal tani merkezlerinin arttirilmasi ve bir halk sagligi sorunu olan bu konu iizerinde aktif olarak caligilmasi
gerektigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: B-talasemi, Manisa, Mutasyon.

Abstract
Objective: Beta () — thalassemia is one of the most common inherited genetic disorders in Turkey. The purpose of
this study was to determine the type and distribution of B-thalassemia mutations in Manisa province and around of it
and to determine the location of Manisa in the B-thalassemia mutations map of Turkey.
Materials and Methods: This study was carried out prospectively in Celal Bayar University Faculty of Medicine,
Division of Pediatric Hematology, after the approval of the Ethics Committee. Eighty-five patients with a diagnosi
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of B-thalassemia major and B-thalassemia carrier were included in the study. HbA2 level above 3.5% was taken into
account as inclusion criteria in p-thalassemia carriers.

Results: 22 mutations frequently seen in the beta globin gene and specific to Mediterranean countries were screened
with the Beta Globin Strip Assay method. No positivity of the 22 mutations screened were found in 15 of the 85
patients included in the study. It was determined that 2 of the remaining 70 patients carried the mutant allele in the
combined heterozygous form (2.8%), 1 patient in the homozygous form (1.4), and 67 patients in the heterozygous
form (95.8%). The most common B-thalassemia mutation overall was found 1VS1-110 (35.3%), as in Turkey. This
was followed by mutations of 1VS2-1 (14.1%), codon 39 (8.2%), IVS2-745 (7.1%), IVS1-6 (5.9%), IVS1-1 (3.5%),
codon 5 (2.4%), codon 8 (3.5%), codon 44 (2.4%), -87 (1.2%), codon 36/37 (1.2%), respectively. Mutations of -30,
HbC, HbS, codon 6, codon 8/9, codon 22, codon 30, 1VS1-2, 1VS1-5, 1IVS1-116, IVS1-25, codon 44 were not detected
in any of the patients.

Conclusion: In our study, the sensitivity of beta globin strip assay test was found to be 82.3%. Beta-thalassemia
mutations weren’t changed in terms of the overall average in Manisa in Turkey and IVS1-110 was found to be the
most common type of mutation in Manisa.

We think that prenatal diagnosis centers actively working on this issue should be increased in number as B-thalassemia
is a big public health problem due to the high rate of 4.5% of consanguineous marriage in Manisa province as it is one
of the most immigrant attending provinces, as well as the high rate of thalassemia carriage.
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1.Giris dahil edildi. B-talasemi minérlerde ¢aligmaya dahil
Beta (B) talasemi, 11. kromozomun kisa kolunda lokalize ~ edilme kriteri olarak HbA2 diizeyinin % 3.5’in {izerinde
olan B-globin geninde genellikle nokta mutasyon sonucu  olmas1 dikkate alindi [2]. Caligmaya alinan tiim
ortaya gelisen, otozomal resesif olarak kalitilan ve en stk hastalarin  yasal vasilerinden yazili onay alind1
goriilen kan hastaligidir [1]. Beta gen mutasyonuna gére  Hastalarin cinsiyet, dogum tarihi, dogum yeri not edildi;
hastalik B-talasemi major, intermedia ve mindr olarak iic ~ gog¢, ailede talasemi ve akrabalik Gykiisii ve derecesi
kategoriye ayrilir [2]. sorgulandi.

Tiirkiye genelinde B-talasemi sikligi %2,1, Giiney Sahil ~ Beta-talasemi gen mutasyonlarint saptamak igin
Bolgelerinde %4.3, Manisa ilinde % 4.5 olarak hastalardan EDTA’l1 tiipe 3 ml vendz kan 6rnegi alindi.
bildirilmektedir [3, 4]. B-globulin - mutasyon analizi revers hibridizasyon
Ege Bolgesi, talasemi sendromlart agisindan olduk¢a  yontemine dayali Strip Assay (Vienna Lab; Vienna,
genis bir spektrum gostermektedir. Ege bolgesinde yer — Austria) yontemiyle yapildi. B-Globin Strip Assay
alan Manisa ilinde beta talasemi mutasyon dagilimi  y6ntemi;  biotinize @~ PCR  diriinlerinin  reverse-
hakkinda yapilmis bir ¢aligma bulunmamaktadir. Gen  hibridizasyon ile membran test striplerinin {izerine allel—
mutasyonlarmin dagilimmin ydresel olarak farklilik  spesifik oligoniikleotidlerin sabitlenmesi temeline dayali
gostermesi neticesiyle Manisa yoresinin de gen  olarak yapilmaktadir.

mutasyonlarmin belirlenmesi ve en sik saptanan  Caligmamizda “Strip Assay yontemi” hazir reaktifler
mutasyonlarin saptanmasi yoresel haritanin ¢ikarilmast  kullanilarak dort asamada tamamlandi:

acisindan faydali olacaktir. 1- 11k asamada genomik DNA, ekstraksiyon kiti (Spin
Bu c¢alismanin amaci, Manisa ili ve g¢evresindeki ~Micro DNA Extraction Kit, Vienna Lab Diagnostics
mutasyonlarin tipini ve dagilimimi tespit etmek ve  GmbH, Vienna, Austria) kullanilarak periferik EDTA’l1
Manisa'nin Tiirkiye p-talasemi mutasyon haritasindaki ~ kandan ekstrakte edilerek -200C da saklandi. Toplanan

yerini belirlemektir. ornekler haftada bir analiz edildi.
2- Tgili B-globulin gen sekanslarmin amplifikasyonu igin
2. Materyal ve Metod single multipleks PCR uygulandi.

Bu ¢alisma; Celal Bayar Universitesi Universitesi Tip  3- Biotinize amplifikasyon iiriinlerinin, test striplerindeki
Fakiiltesi Etik Kurul onayr (Proje No0:2008*051) oligoniikleotid problara hibridizasyonu yapildi.
alindiktan sonra, Mayis 2008 ile Mayis 2009 tarihleri ~ 4- Spesifik baghh mutant ya da wild-type alleleri,
arasinda Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim Dali,  enzimatik renk reaksiyonu ile goriiniir hale getirilerek
Pediatrik Hematoloji Poliklinik takibinde olan ve B- saptandi.

talasemi major ve mindr tanisi bulunan toplam 85 hastada  Her polimorfik pozisyonda 3 boyama dlgiiti ile
prospektif olarak gercgeklestirildi. B-intermedia tanili  degerlendirildi:

hastamiz yoktu. 1- Wild-type prob pozitif: normal genotip

Cocuk Hematoloji Poliklinigine anemi etiyolojisi tetkik ~ 2- Wild-type ve mutant prob pozitif ise heterozigot
amact ile yonlendirilip hemogram, periferik yayma, genotip (tastyici birey)

demir, demir baglama kapasitesi, ferritin ¢alisgthp 3- Mutant prob pozitif: homozigot mutant genotip
talasemi On tanist ile Yiiksek Performansli Sivi  (etkilenmis birey) olarak degerlendirildi.
Kromatografisi (HPLC) yontemi ile hemoglobin Beta globin strip assay yontemi ile sonuglarin
elektroforezi caligilan hastalardan B-talasemi major ve -  yorumlanmasi Tablo 1’de gdsterilmistir.

talasemi minor tanisi konulan hastalar ¢alismaya
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Tablo 1. Beta-globin strip assay yontemi ile sonuglarin
yorumlanmasi

Wild | Mutantprob | Genotip
Pozitif Negatif Normal
Pozitif Pozitif Heterezigot
Negatif Pozitif Homozigot

Beta-globin strip assay yonteminde enzimatik reaksiyon
ile goriiniir hale getirilen bantlarin strip istiinde
yorumlanmasi Sekil 1’te gosterilmistir.

Heteroagol

Normal Homozgol

Mutant Ling

w

Wild Ling ——p

Sekil 1. Strip iizerindeki bantlarin yorumlanmasi

Beta globin strip testi beta globin geninde siklikla
gorillen ve Akdeniz iilkelerine 6zgii 22 mutasyonu
kapsamaktadir. Bunlarin iki tanesi anormal hemoglobin
(HbS ve HbC), 20 tanesi ise beta talasemi mutasyonudur.
Membranin iist kisminda toplam 22 mutant dizi, alt
kisminda ise 12 tane normal dizi vardir. Test seridindeki
mutasyonlarin bazilar1 birbirine ¢ok yakin olduklart i¢in
bunlara tek bir normal oligoniikleotid probu
kullanilmistir; dolayisiyla 22 mutasyon sadece 12 normal
prob ile tanimlanabilmektedir (Sekil 2).

Beta Globin Strip Assay yontemi ile beta globin geninde
siklikla goriilen ve Akdeniz iilkelerine 6zgii 22 mutasyon
tarandi. Taranan mutasyonlarin lokalizasyonlar: ve
sekans degisiklikleri:

-87 [C>G], -30 [T-A], Codon 5 [-CT ], Hemoglobin C,
Hemoglobin S, Codon 6 [-A], Codon 8 [-AA], Codon 8/9
[+G], Codon 22 [7bp del], Codon 30 [G>C], IVS I.1
[G>A], IVS 1.2[T>A], IVS 15 [G>C], IVS 1.6 (T>C),
IVS 1.110 [G>A], IVS 1.116 [T>G ], IVS 1-25 [25bp del],
Codon 36/37 [-T], Codon 39 [C>T ] ,Codon 44[-C], IVS
I1-1 [G>A], IVS 11 .745 [C>G].

Calismaya almman 85 hastanin verileri bilgisayara
yiliklendikten sonra, “Statistical Package for the Social
Sciences 16.0 for Windows” (SPSS) paket programi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Verilerin
ortalama ve standart hata degerleri belirlendi. Calismada
elde edilen bulgular degerlendirilirken, tanimlayici
istatistiksel metodlar (Ortalama, Standart sapma) ve
Student T test kullanildi.
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3.Bulgular ve Tartisma

Calismaya toplamda 85 hasta dahil edildi. Hastalarin 3
tanesi - talasemi major, 82 tanesi p talasemi mindr tanisi
ile izlenmekteydi. Hasta grubumuz 2-17 yas arasindayda.
Ortalama yas 8,2 +4,2 yil olarak bulundu. Hastalarin 40
tanesi kiz (%47), 45 tanesi (%53 ) erkekti.

Koken olarak Manisa’li olan 65 hasta (%76,5), Manisa
dist olan 20 hasta (%23,5) vardi. Akraba evliligi
acisindan  sorgulandiginda 17 hastanin  (%20,1)
ebeveyinleri arasinda akrabalik oldugu bulundu.
Akrabalik derecesi acisindan bakildiginda, akrabalik
derecesi 1. derece olan 11 hasta (%12,9), 2. derece olan
2 hasta (%2,4), 3. derece olan 2 hasta (%2,4), 4 derece
olan 2 hasta (%2,4) oldugu saptand:.

Cogu anemi etiyolojisi tetkik amaciyla hastanemize sevk
edilmis olan hastalarin ailelerine talasemi tasiyicilig
acisindan  kendi  durumlarint  bilip  bilmedikleri
soruldugunda anne-babada talasemi tasiyiciligi oldugu
bilinen olgu sayist 44 (%51,8) oldugu bulundu.

Manisa ili, Dogu bolgelerimizden en fazla gd¢ alan iller
arasinda Istanbul, Izmir, Ankara gibi illerden sonra 6nde
gelen iller arasinda yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik
Kurumu 2009 verilerine gore, Ege Bolgesinin gd¢ alma
orani %1.74 olarak hesaplanmistir [5]. Bu durum kiiltiirel
zenginlik yani sira farkli mutasyonlarin da goériilmesine
yol agmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada 11 farkli mutasyon
tespit edildi.

Calismaya dahil edilen 85 hastanin 15 tanesinde HbA2
degerleri %3,5 iizerinde oldugu halde taranan 22
mutasyondan higbirinde pozitiflik saptanmadi. Kalan 70
hastanin 2 tanesinde birlesik heterozigot formunda (B0/
B+) (%2.8), 1 hastanin homozigot formunda (B0 / O )
(1.4), 67 hastanin da heterozigot formunda (f / B+)
(%95.8) mutant allel tasidig1 tespit edildi. Iki hastada
saptanan birlesik heterozigot formunda mutant alleller
codon 8(-AA)/IVS I1-745(C>G), IVS 1-6(T>C)/Codon
39(C>T) formundaydi. 1 hastada saptanan homozigot
formunda mutant allelin IVS 1-110 / IVS [-110
formunda oldugu goriildii.

Calismamizda, Tirkiye’de bugiine kadar yapilmis olan
caligmalara uygun olarak en sik mutasyon, IVS [-110
olarak saptandi. P-talasemi mutasyonlart agisindan
Tiirkiye’deki  genel ortalamanin  Manisa’da da
degismedigi ve ililke genelinde siklikla goriilen IVS I-
110 mutasyon tipinin Manisa’da da en sik mutasyon
oldugu goriildii [6]. Tadmouri’nin yaptig1r ¢alismadan
farkli olarak bizim ¢alismamizda IVS 1I-1(G>A) ikinci
en sik mutasyon olarak saptandi [6]. IVS II-1(G>A)
mutasyonunun Tiirkiye’de bolgelere gore dagilimi %2,6-
8,5 arasinda ve ortalama olarak %4,7 oraninda
goziikkmekteydi. Bizim c¢aligmamizda buldugumuz
%14,1°1ik bu oran, daha onceki ¢aligmalarda saptanan
oranlarmn istiinde olarak bulundu. Cd 39(C>T) %8,2’lik
oran ile i¢iincii en sik saptadigimiz mutasyondu. Bu
mutasyon, Tiirkiye’de bdlgelere gore %0,9-7.6 arasinda
ve ortalama % 3.8 oraninda gozikmekteydi [7]. Bu
mutasyon Yunanistan, Bulgaristan, Romanya gibi
Balkan iilkelerinde de siklikla rastlanan bir mutasyon
tipiydi. Calismamizda Cd 39(C>T) mutasyonunu tastyan
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7 hastadan birinin Balkan gd¢meni oldugunu, bir
hastanin da Mugla’dan go¢ ile Manisa’ya geldigi
ogrenildi.  %5,9’luk oran buldugumuz IVS I-6(T>C)
mutasyonu ise Tadmouri’nin bélgemiz i¢in belirttigi
%12,6’l1k orana gore daha diisiik olarak bulundu [6]. Bu
frekanslar1 Tadmouri’nin Ege ve Akdeniz bolgelerinde
toplam 198 hastada buldugu verilere gore oranladigini
diisiintirsek 85 hasta iizerinde yaptigimiz bu ¢aligmanin
Manisa yoresinde talasemi mutasyonlarinin dagilimini
daha iyi gosterdigi disiiniilebilir [6]. Tadmouri’nin
sonuglarina gore, bolgemizde IVS 1-110 mutasyon
oraninin Tiirkiye genelindeki ve Ege/Akdeniz bdlgesi
icin yaptig1 caligmadaki buldugu sonuclara gore daha
diisiik oldugu goriildi [6].

Beta Globin Strip Assay testinin sensivitesi %100 olarak
belirtilmektedir [8]. Bu test ile DNA analizi yapmadan
once B-talasemi tanisinin Hematoloji boliimlerinde kesin
olarak konulmasi 6nemli bir husustur. Caligmamizda
Beta Globin Strip Assay testinin sensivitesini %82,3
oraninda bulduk.

Testteki mutasyonlardan higbirini tagimiyor goziiken bir
birey, nadir veya yeni bir mutasyon da tasiyor olabilir.
Bizim caligmamizda da taranan mutasyonlardan hic
birinde pozitiflik saptanmayan 15 hastanin bu agidan
degerlendirilmek tizere gen sekans analizi yapilmasi
planlandu.

5. Sonug

Manisa ilinde talasemi tasiyiciliginin %4,5 gibi yiiksek
bir oranda bulunmasinin yan1 sira en ¢ok go¢ alan iller
arasinda yer alan ilimizde akraba evliliginin fazla
goriilmesinden dolay1 prenatal tam1 merkezlerinin
arttirillmas1 ve bir halk sagligi sorunu olan bu konu
iizerinde aktif olarak caligilmasi gerekmektedir.
Calismamizdaki verilerin tanm1 koyma ve tedavi
planlamada klinisyene yardimci olacagint ve Manisa ve
¢evresindeki gen haritasinin ¢ikarilmasi ile iilkemizin
talasemi mutasyon haritasinin belirlenmesine katkida
bulunacagini diisiinmekteyiz.
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