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Ozet

Hemoglobinopati, otozomal resesif ge¢isli monogenik bozukluklarin en sik goriilen grubudur.
Hemoglobin (Hb) molekiiliintin alfa (o) ve beta () globin zincirlerini kodlayan genlerde mutasyonlar
veya delesyonlar ile karakterizedir ve genel olarak anormal hemoglobin ve talasemi olarak
smiflandirilir.  Giliniimiizde, anormal hemoglobin ve talasemi mutasyonlarin tespiti icin ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Mutasyon tespitindeki teknolojik ilerlemelere ragmen, mutasyonlarin
taranmasinda dogru taniya ulasabilmek i¢in hematolojik ve molekiiler tekniklerin birlikte kullanilmas1
gerekir. Bu derlemede, mevcut standart hematolojik teknikler ve tan1 yontemleri ile yeni molekiiler

teknikler hakkinda bilgi verdik.
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Molecular Diagnostics Methods of Thalassemia and Related Hemoglobinopathies:

Present and Future

ABSTRACT

Hemoglobinopathies, inherited as autosomal recessive are the most common
monogenic disorder. They are characterized by mutations in the genes encoding the alpha ()
and beta (B) globin chains of the human hemoglobin (Hb) molecule and are broadly classified
as abnormal hemoglobin and thalassemia. Several methods are now available for detection of
abnormal hemoglobin and thalassemia mutations. Despite the technological advances in
mutation detection, hematological and molecular techniques must be used together to achieve
accurate diagnosis in the screening of mutations. In this review, we have inform the current
standard hematological techniques and diagnostic methods as well as more novel molecular

techniques that have become.

Key Words: Hemoglobinopathy, Thalassemia, hematological techniques, molecular

method, diagnostic methods
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Giris

Hemoglobinopatiler ve globin gen bozukluklari, diinyadaki yaygin olarak goriilen ve
her yil giderek artan kiiresel bir yiike neden olan resesif monogenik (tek gen) hastaliklar
olusturur (1,2). Bu duruma ya globin zincirlerinin (talasemi) sentezini etkileyen ya da
hemoglobin (hemoglobin varyantlar1 ya da anormal hemoglobinler) yap1 ve o6zelliklerini

degistiren 1700'den fazla farkli mutasyon neden olur (3).

Bunlar otozomal resesif bozukluklardir ve tarama programlarinda tanimlanmalari igin
kullanilan ¢esitli hematolojik 6zellikler icermektedir. Homozigot ve bilesik heterozigot
mutasyon igermeleri durumlarinda, her biri degisen fenotipik ozellikler ve hastalik siddeti

sergileyen;

e o-talasemi sendromu,

e [-talasemi sendromu; 6p-talasemi ve Hb E/f talasemi dahil olmak {izere,

e Orak hiicre sendromlar1 (major genotipler Hb S/S, Hb S/ C ve Hb S/B-tal ve daha az
yaygin genotipler Hb S/ D Punjab, Hb S O Arab ve Hb S/Lepore),
e Hemolitik anemi, polisitemi ve daha nadiren siyanozla sonuglanan Hb varyantlart gibi

dort temel klinik durum ile sonuglanir (4).

Bu fenotiplerin degerlendirilmesi nedeniyle, p-talasemi ve Hb S i¢in homozigot durumlarin
Onlenmesi, hematoloji taramasi, molekiiler tani, genetik danismanlik ve prenatal tan1 veya
preimplantasyon genetik tani ile mutasyon tespiti, bu hastaliklarin tedavisinde onemli bir
bilesen olusturmaktadir. Hemoglobinopati mutasyonlarinin tiimiiniin tespit edilmesine olanak
tantyan, c¢ok cesitli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) temelli molekiiler tan1 teknikleri
uygulanmasi, birgok gelismekte olan iilkede kapsamli ulusal Onleme programlarinin

olusturulmasina yol agmistir. Birkag istisna disinda, hematoloji yontemleri birka¢ yildir
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degismeden kalmistir ve 20 yi1l 6nce tasarlanan PCR tabanli DNA yontemlerinin birgogu belki
de baz1 durumlarda kii¢iik degisikliklerle hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun birlikte;
hemoglobinopatiler, talasemi ve es zamanli olarak etkilesen, genellikle dogru olarak
yorumlanmasi giic olan hematolojik fenotiplerin karmagik bir grubunu olusturan anormal
hemoglobin genotipleri nedeniyle, heterojen bir gruptur. Dahasi, bazi fenotipler heterozigot o
talasemi ve homozigot o' talasemi gibi birkag farkli genotiplerden ortaya c¢ikabilmesi
yiiziinden ve genotipler basit hematolojik parametrelerle ayirt edilemezler. Mutasyon
tespitindeki teknolojik ilerlemelere ragmen, hemoglobinopatilerin taranmasinda dogru taniya
ulasabilmek i¢in hematolojik ve molekiiler tekniklerin birlikte kullanilmast gerekir.
Dolayisiyla birgok tasiyict tarama testinde, dogru teshis igin, hematolojik sonuglarin
yorumlanmasi ve DNA analizi veya kiitle spektrometresi gibi yontemlerle genotiplerin teyit
edilmesi gerekir. Bu yontemler hematolojik ve biyokimyasal sonuglar belirsiz oldugunda
yarar saglayacaktir. Ayrica maternal plazmada fetal DNA igeren son ¢alismalar ve dijital PCR
ve yeni nesil dizileme gibi son hassas teknolojilerin uygulanmasi fetusa noninvaziv globin

gen bozukluklarinin rutin prenatal teshisine olanak saglar (5-8).

Bu derlemeyle talasemi ve anormal hemoglobin tespitinde hematolojik, biyokimyasal,
molekiiler tan1 yaklagimlarinda yaygin kullanilan gliniimiizdeki teknikler, gelecekte
kullanilacak tan1 yaklasimlari ile son gelismeleri tartisma ve aktarmaya galistik.

Globin Bozukluklarinda Hematolojik ve Molekiiler Tani1 Teknikleri

1- Hematolojik yontemler: geleneksel

Talasemi tastyicilarini tanimlarken degerlendirilmesi gereken degiskenler Sekil.1'de
Ozetlenmigtir. Cogu degiskenin dlgiilmesine yonelik yontemler ve destek teknolojileri son
yillar boyunca onemli 6lgiide gelisme gostermemistir. Hematolojik yontemler, eritrosit

indeksleri, Hb A, ve Hb F kantifikasyonu ve Hb elektroforez ayrimi hepsi kullanilmustir.
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Eritrosit indekslerinin belirlenmesi, en yaygin laboratuvar testidir ve genellikle otomatik
elektronik hiicre sayaglar1 tarafindan gergeklestirilir. Hematolojik yontemlerde, Eritrosit
indeksleri, HbA, ve HbF kantifikasyonu ve Hb elektroforez ayrimi olmak tizere hepsi
kullanilmistir. Bununla birlikte ortalama eritrosit hacmi (MCV), eritrosit hiicresi basina diisen
ortalama hemoglobin miktar1 (MCH) ve hemoglobin (Hb) derisimi gibi hemoglobinopati 6n
taramasi i¢in oldukca kullanish olan bircok degisken onemlidir. Demir eksikligi anemisi
olanlara kiyasla talasemi tasiyicilarinda RBC degeri arttigl icin Onemlidir. Talasemi igin
muhtemel heterozigotu belirten énemli esik deger (cut off), test edilen popiilasyonun etnik
kokenine ve hastanin yasina gore degisebilmesine ragmen, 79 fl 'min altinda MCV ve 27
pg'nin altinda bir MCH igerir. Demir eksikligi, hipokrom mikrositer aneminin en yaygin
nedeni oldugundan, demir eksikligi anemisi ile talasemi arasinda ayirim yapmak i¢in demir
parametrelerini 6lgmek esastir. Demir eksikligini gdstermek icin ferritin dl¢limii en yaygin
testtir. Bununla birlikte, ferritin, enfeksiyon, inflamasyon sirasinda veya neoplaziden veya
karaciger hastaligindan dolay1 yanhslikla ytikselebilir. Glinlimiizde demir eksikligi anemisi ve
talasemi arasinda ayirt etmek icin transferrin doygunlugu kullanilir, ancak demir eksikliginde
enfeksiyonlarin da ve inflamasyon da yanlislikla degerler diisebilir. Alternatif olarak basit ve
hizli bir analiz yontemi olarak c¢inko protoporfirininin (ZnPP) heme oranint o6lgen
hematoflorometre kullanilir. Cinko protoporfirin (ZPP) ol¢iimii demir eksikliginde
eritrositlerde hipokrom mikrositer anemi ic¢in bir tam testi olarak kullanilir. Demir eksikligi
veya bozulmus demir kullanim1 varliginda ¢inko, protoporfirin ile ferroselataz aracili selasyon
icin demirin alternatifi olur ve ZnPP olusumunu arttirir. ZnPP demir eksikliginde (uzun

vadede) yiikselir, ancak yanlislikla kursun zehirlenmesinde yiiksek olabilir (5-8).
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Tekrartest | Hematoloji

— — Tarama
/MCH/ZnPP -
Hb/MCV, (ferritin} labor. .
Hb diigiik
MCV =791
MCH «27 pg
Feriritin distik Ferritin normal
InPP yiiksek ZnPP normal Evet
RBC diisiik RBC normal fylikselmis

HbA2<3 4% | HbA2 =3 5%
Referans
laboratuvan

Sekil.1 Tarama ve referans laboratuvarlarinda tastyict durumunu degerlendirmek i¢in potansiyel olarak gerekli

olan testlerin kombinasyonu. fl: Fento litre; Hb: Hemoglobin; MCH: Ortalama eritrosit hemoglobini; MCV:
Ortalama eritrosit hacmi; MLPA: Coklu Ligasyona Bagli Prob Amplifikasyonu; pg: Pikogram; RBC: Eritrosit;
tal: Talasemi; ZnPP: Cinko Protoporfirin

Hematoloji yontemlerinde, dikkate deger ilerlemeler goren tek alan, hemoglobin ayrimi ve
nicelik degerlendirmesidir. Anormal hemoglobin degiskenleri veya B-talasemi tasiyicilarinin
belirlenmesi i¢in, farkli hemoglobin fraksiyonlarini ayiran g¢esitli yontemler bugiin
kullanilmaktadir. Geleneksel yontemler, pH 8.6' da seliilloz asetat membran kullanilarak
hemoglobin elektroforezi veya sitrat agar jelini kullanarak pH 6.0'da hemoglobin
elektroforezini icerir. Bu geleneksel yontemin temeli, farkli pH degerlerinde degisken yiiklere
sahip olan hemoglobinlerin elektriksel alandaki hareketlerine dayanmaktadir. Seliiloz asetat
elektroforez yonteminle Hb A, Hb E, Hb S/Hb G/ Hb D, Hb C/ Hb E / Hb O-Arab, Hb H ve
daha az rastlanan hemoglobin varyantlarindan bazilar tespit edilebilir. Hb S bandi tespit

edildiginde oraklagsma testi ile dogrulanmalidir. Sitrat agar elektorforezinde Hb C, Hb S, Hb
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F, ve Hb A tiirii hemoglobinler birbirinden ayrilirken, Hb S ve Hb D elektroforez ayn1 yerde
bant vermektedirler. Bu yontemlerin yaninda izoelektrik odaklama yontemleri, normal ve
degisken Hb fraksiyonlarmmin daha keskin c¢Oziiniirligli sagladigi icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, teshis laboratuvarlarinin ¢ogu, Hb kantitatif hem de Hb
varyant taramasinda HPLC kullanmaktadir. Bu yontem, hemoglobinlerin ve hemoglobin
varyantlarinin nitel olarak ayrilmasimin yani sira ayrilan fraksiyonlarin dogru bir sekilde
nitelendirilmesine izin verir. Normal deneklerde Hb A; igin referans araliklar1 genellikle %2.0
ila %3.3 arasinda iken, P talasemi tasiyicilarindaki Hb A, seviyeleri genellikle %3.5'in
tizerindedir. Hb A, degerleri, % 3.1 ila % 3.5 arasinda sinir ¢izgisi olarak kabul edilir ve sinir
¢izgisi olan 6rnekler, normal Hb A, talasemi potansiyel formlari i¢in daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ duyar. Hb S tastyicilari, genellikle, glikatlanmis Hb S fraksiyonunun devrinden dolay1
yanlighkla yiikselmis bir Hb A ile bulunur. Ayirma profilinde glikolatli fraksiyonlar

goriilmediginden, kapiler elektroforez bu dezavantaja sahip degildir (9-12).

Son zamanlarda kapiler elektroforez (CE) ve kiitle spektrometresi (MS) gibi hemoglobin
ayriminda daha ileri teknolojiler ortaya ¢ikmaktadir. Hb model analizi i¢in nispeten yeni bir
gelisme olan otomatik kapiller bolge elektroforezi (CE) hemoglobinin ve varyantlarin rutin
olarak saptanmasi ve 6l¢iimii i¢in HPLC i¢in tamamlayict bir tarama teknigidir. HPLC'nin
aksine, yontem, glikozlanmis fraksiyonlar gibi hemoglobin tiirevlerini ayirmadigindan, CE
kaliplar1 basit ve okunmasi kolay oldugu icin analizor popiiler hale gelmeye baglamaktadir.
Esasen hem HPLC hem de CE, pratikte az farkla varsayimsal bir Hb varyant teshisi saglar.
Son zamanlarda yapilan bir diger tarama yontemi, Gilineydogu Asya'da p-talasemi ve Hb E
tagtyicilarinin taranmasinda yararli oldugu gosterilmis, hemoglobinler i¢in otomatik kapiller
izo-elektrik odaklama (IEF) analizcisinin gelistirilmesidir Son 30 yilda, klinik kimya,

laboratuvar tibb1 ve arastirmalarda yaygmn olarak kullanilan bir teknik olan kiitle
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spektrometresi (Mass Spectrometry: MS) Hb analizi alanina girdi. Elektrosprey iyonizasyon
(ESI) ve Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu (MALDI)' nun yumusak
iyonizasyon tekniklerinin gelistirilmesi, bozulmamis globin zincirlerini incelemek i¢in MS'i
kullanmay1 miimkiin hale getirdi. MS tekniklerinin kullanimi, 60'tan fazla yeni mutasyonun
kesfedilmesine yol agt1 ve bozulmamis Hb tetrameri dahi bir nano elektrosprey iyonlastirma-
kiitle spektrometresi (ESI-MS) teknigi kullanilarak analiz edilebilir. Ayrica, Matris Destekli
Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu-Ugus Zamanh-Kiitle Spektrometresi (MALDI-TOF) tek bir
kirmizi kan hiicresinden Hb zincirlerinin analizini miimkiin kilan olduk¢a hassas bir yontem
olarak ortaya ¢cikmaktadir. Glinlimiizde bir varyantin nihai tanimlanmasi, molekiiler biyoloji
teknikleri veya MS'in artik kilit bir konumda oldugu protein dizisi analizi ile elde

edilmektedir (12-14).

2- a-Talasemi: Molekiiler Tami Teknikleri

Cogu a-talasemi, bir veya daha fazla HBA geninin delesyonundan ve bu delesyonlardan
etkilenen popiilasyonlarin da yaygin olmasindan dolayi, molekiiler tan1 teknikleri bu ortak
delesyonlarin gosterilmesine odaklanmistir. Gegmiste DNA blot analizi gibi yontemler globin
gen mutasyonlarini saptamak i¢in kullanilmistir. Bugiinde mutasyon teshisinde kullanilan en
yeni molekiiler tekniklerin gelistirilmesinde bir prototip olarak goriilmiis ve su anda globin
gen mutasyonlarini saptamak i¢in kullanilan veya kullanilmis ¢cok sayida PCR tabanli teknik
olusturulmustur (15,16).

Multiplex gap-PCR: Giiniimiizde gap-PCR kullanan polimeraz zincir reaksiyonu yontemleri
halen yaygin olarak kullamlmaktadir. Bu teknik o talasemi ve o talasemi delesyon
mutasyonlart i¢in giivenilir bir tani testi olarak yaygin olarak uygulanmaktadir En yaygin a-
talasemi delesyonlari, tek bir multipleks Gap-PCR ile saptanabilir [yani —a 3.7, -a 4.2, - (o)

20.5,--MED, --SEA, --FIL, --THAI allelleri ]. Gap-PCR, yeni bir a talasemi delesyon
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mutasyonlarmin kesme noktalarin1 tanimlamak i¢in de kullanilabilir, ¢iinkii Cinli bir
tastyicida yeni bir 6.3 kb a" talasemi delesyon haritalandirilmasi ile gosterilmistir (17-19).
Coklu Ligasyona Bagh Prob Amplifikasyonu (MLPA) : Delesyonlar1 karakterize etmek
icin alternatif bir teknik, MLPA'dir. Bu yaklasim, tek bir testte herhangi bir o talasemi
delesyonlarmin (bilinmesi ve bilinmemesi) tanimlanmasina izin verdigi i¢in ¢ok yararhdir.
MPLA'da DNA'ya baglanan bir dizi oligoniikleotid prob ciftleri, uygun araliklarla ilgili
kromozom alanin1 oOrtecek sekilde tasarlanir. Oligoniikleotidler hedef sekanslarina
baglandiginda, DNA ligaz bitisik bolgelerdeki problar1 kovalent olarak baglar ve sonugta
ortaya ¢ikan baglanmis sekanslar PCR ile amplifiye edilir. PCR {irliniiniin miktar1 hedef
kopya sayistyla orantilidir, bu nedenle delesyon bdlgeler belirli bir prob ¢iftinde azaltilmig
sinyal ile tanimlanir. Bu teknik ayni zamanda ti¢lii ve dortli a globin gen allellerini teshis
etmek i¢in de kullanilmaktadir (20-22).

Dizi karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH): Dizi karsilagtirmali genomik
hibridizasyon teknolojisi simdi globin gen kiimesindeki yeniden diizenlemelerin ayrintili
karakterizasyonu igin kanitlanmis bir yontemdir. Mikrodizilerin kullanildigi bu yontemde,
DNA miktarindaki degisiklikleri yiiksek c¢oziintirliikte incelemesinden dolayr oldukca
giivenilir bir yontemdir. Bu mikrodiziler, kiigiik miktarlarda DNA'nin (prob olarak bilinir) bir
cam slayt gibi kat1 bir destek iizerine diizenli bir sekilde depolanmasi ve hareketsizlestirilmesi
ile olusturulur. Baslangicta kanserdeki genetik dengesizlikleri arastirmak icin bir aragtirma
arac1 olarak gelistirilen aCGH, o zamandan beri c¢ok c¢esitli hastalik genleri ve gen
lokusundaki kopya sayist varyasyonunun genetik teshisinde diizenli olarak kullanilmistir.
Bir¢ok yayin, bu teknigin geleneksel sitogenetik yontemlere kiyasla Kopya sayis1 Degisimleri
(Copy Number Variations: CNV) tespit etmesindeki avantajlarin1 vurgulamistir. Prob tipi ne
olursa olsun, aCGH analizi i¢in temel metodoloji tutarlidir. ilk olarak DNA, bir test

orneginden (0rnegin, kan, cilt, fetlis hiicreleri) ¢ikarilir. Test DNA's1 daha sonra belirli bir
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renkte bir fliioresan boya ile etiketlenirken, normal kontrol (referans) numunedeki DNA farkli
bir renkte bir boya ile etiketlenir. Iki genomik DNA, test ve referans, daha sonra birlikte
kanistirilir ve bir mikrodiziye uygulanir. DNA'lar denatiire edildigi icin tek sarmallilar;
problarla hibridlesmeye ¢alisirlar. Daha sonra, dijital goriintiileme sistemleri, her bir hedefe
hibritlenen etiketli DNA problarinin floresan yogunluklarin1 yakalamak ve o6lgmek igin
kullanilir. Test ve referans hibridizasyon sinyallerinin fliloresan orani, genomdaki farkli
konumlarda belirlenir ve normal genom ile karsilastirildiginda test genomundaki dizilerin
nispi kopya sayis1 hakkinda bilgi saglar. Insan genomunun son dizilimi ve kat1 bir yiizey
tizerinde genetik materyali robotik olarak siralamanin yiiksek verimli yontemlerinin
gelistirilmesi, benzeri goriilmemis bir seviyede submikroskopik kromozomal delesyonlarin ve
kopyalamanin kesfedilmesine olanak saglamistir. Yeniden diizenlemelerin detayli analizi i¢in
aCGH'nin kullanilmasinda ¢oziiniirliikkte gozle goriiliir gelisme, prob araligini1 100'den 20 baz
cifti veya daha diisiik bir seviyeye diisiirmek ve oligoniikleotit sondalarimi 60-80 nt'ye kadar
bir uzunluga uzatmak suretiyle elde edildi ve bdylece problar arasinda bir cakisma
olusmasiyla olan bolgeyi kapsamaktadir (23-25).

MLPA ile karsilastirildiginda, aCGH, daha kesin kesme noktasi eslemesine olanak taniyan
artan bir ¢oziiniirliige sahiptir. Bununla birlikte, sekans seviyesindeki delesyonlarin veya
duplikasyonlarin kirilma noktalarii karakterize etmek icin, kirilma noktasina olabildigince
yakin oligoniikleotid primerlerinin tasarimi, PCR i¢in ve kesme noktasinin sonraki dizilimi
icin hala zorunludur. Bazen se¢ilen primerler, biiyiik tekrarlayan elementlerin veya
inversiyonlarin / translokasyonlarin katilimindan dolay1 kirilma noktasindan bir parcanin
amplifikasyonunda basarisiz olur. aCGH bu yeniden diizenlemeleri ayirt edemez ve
tekrarlanan elementler spesifik olmayan sinyaller iiretebileceginden prob tasarimi esas olarak

lokusa 0zgii benzersiz sekanslarla smirlanir. Birgok yaym, aCGH'nin alfa-globin gen
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kiimesindeki delesyon noktalarinin karakterizasyonunda yararli bir ara¢ oldugunu gostermistir
(26,27).

Delesyon mutasyonlarinin hizli, basit, hizli, dogru ve maliyet etkin yontemlerinin
taranmas1 igin baska yaklasimlar da gelistirilmistir. Ornegin o talasemi delesyonlar1 igin
gercek zamanli gap-PCR, yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizi, 3.7 kb ve 4.2 kb o' talasemi
delesyonlarini saptamak igin oligoniikleotid mikrodizisinin kullanilmasi gibi. Non-delesyonel
o' talasemi (iki mutasyon, kiiciik delesyon veya iki a-globin geninden birine eklemelerini
tanimlayan bir terim) tanisi i¢in en yaygin kullanilan yaklasim, her a-globin geninin segici
amplifikasyonudur ardindan PCR iiriiniiniin analizidir. Bilinmeyen mutasyonlarin taranmasi
icin DNA sekans analizi altin standart yontemdir. Bilinen mutasyonlarin teshisi i¢in ¢ogaltilan
iriiniin reverse dot blot, Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi (ARMS-PCR) ve

pirosekanslama gibi birgok bagka yontem uygulanmistir (28).

3- PB-Talasemi: Molekiiler Tami Teknikleri

B-talasemi hastaligin molekiiler temelinde ¢ok heterojen bir yapiya sahiptir. B-talasemi
hastalarinda, normal f-globin gen transkripsiyonunu, RNA islemesini ve translasyonu
etkileyen yaklagik 200 mutasyon karakterize edilmistir. [-talasemi mutasyon spektrumu i¢in
tarama yapan bir¢ok diagnostik laboratuvarlardaki tani stratejisi, ortak mutasyonlarin
eszamanli olarak saptanmasina izin veren basit ve ucuz bir PCR tabanl teknigi kullanmaktir.
B-globin gen nokta mutasyonlarinin taranmasi igin sasirtict bir gesitlilikte PCR teknolojisi
gelistirilmis ve uygulanmis olsa da, cogu tanilama laboratuvar1 halen, allele 06zgiil
oligoniikleotid hibridizasyona veya allele 6zgii hazirlamaya dayanan Ornegin reverse dot-
blotting veya ARMS basit ve ucuz bir teknikler kullaniyor. Bugiin bir¢ok iilkede molekiiler
tanisal laboratuvarlarin, prenatal teshis i¢in hizli bir sekilde genis bir mutasyon ¢esidi tespit

etmesi i¢in teknik uzmanliga, ekipmana ve teshis stratejisine sahip olmasindan dolay1 bu
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laboratuvarlarda p-talasemi nokta mutasyonlarmin teshisi i¢in temel tarama yontemi olarak
DNA dizi analizi kullanilmaktadir (29,30).

Primer-spesifik amplifikasyon: Primer-spesifik amplifikasyon ilkesine dayali olarak [-
talasemi mutasyonlarini saptamak icin bir dizi PCR teknigi gelistirilmistir. En yaygin
kullanilan yontem ARMS olarak bilinir. Bu yontem, ucuz ve yliksek teknoloji gerektiren veya
ozel aletler gerektirmeyen hizli bir tarama testi sunmaktadir. ARMS primerleri, tiim ana etnik
gruplarin ortak B-talasemi mutasyonlarini taramak igin gelistirilmistir (31).

Reverse Dot Blot (RDW): RDB yaygin kullanim elde etmek igin ilk PCR yontemi oldu ve
hala bazi laboratuvarlarda bugiin kullanilir. Genellikle, yliksek mutasyon spektrumunda,
hemoglobin C (Hb C), hemoglobin E (Hb E), hemoglobin S (Hb S) ve talasemi teshis veya
tastyict durum degerlendirmesi igin tani genotiplerinin saglanmasinda kullanilir. Bu teknik,
yaygin B-talasemi mutasyonlar1 i¢in bir primer panel kullanilarak iki agamali hibridizasyon
prosediirii kullanilarak tarama igin en uygun strateji ile uyumludur ve bunu nadir bulunan
mutasyonlar icin takip eder ve Akdeniz, Afrikali Amerikalilar ve Taylandli bireylerde B
talasemi mutasyonlarinin teshisi i¢in uygulanmistir. Bu teknik, globin gen mutasyonlarinin

teshisi igin ticari olarak gelistirilen birka¢ yontemden biridir (32).

Oligoniikleotid mikroarray: Reverse dot blotlama ilkesi, g¢oklu beta-talasemi
mutasyonlariin  eszamanlt olarak saptanmasi i¢in oligoniikleotit ~mikroarraylerin
gelistirilmesi ile glinlimiize kadar getirilmistir. Bu yaklasim hem p-talasemi hem de B zincir
varyantlarina neden olan tiim olast B-globin gen mutasyonlarinin tanimlanmasi i¢in tek
adimda bir strateji vaat etmektedir. Birgok calisma grubu bugiin B talasemi tasiyicilarini ve
hastalarin1 genotiplendirmek i¢in kullanilan bir DNA array platformunun ayrintilarini
yayinlamiglardir. Bu c¢alismalaridan bir tanesinde Akdeniz popiilasyonunda yaygin olarak

bulunan 17 mutasyonun (  +-101 (C—T); B +-87 (C — G); Po kodonu 6 (-A); Bo kodonu 39
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(C—T); Bo-IVSI-1 (G—A); B © -IVSI-6 (T—C); B ' -IVSI-110 (G—A); Bo-IVSII-1 (G —
A); B T -IVSIHI-745 (C—G); B * -IVSII-844 (C—G) tespiti icin bir mikro-dizi tabanli
olusturmustur. Bununla birlikte, B-globin geninde birka¢ bin muhtemel DNA sekansi

degisikliklerinin herhangi birini eszamanli olarak belirleyecek olan tek dizinin gelisimi halen

beklemektedir (33-35).

Yeni nesil siralama (NGS: Next generation sequencing): Beta-talasemi defektlerinin
¢ogunlugu beta-globin geninde nokta mutasyonlarindan kaynaklanir ve bu nedenle globin gen
kodlama bolgelerinin siralanmasi i¢in 6zel bolmeler (custom panes) kullanilarak potansiyel
olarak teshis edilebilir. 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada yeni doganda talasemi genlerini
taramak i¢in yeni nesil siralama teknolojisi kullanilmistir. Test edilen 206 yeni dogan
olgusunda, 22 olguda talasemi gen mutasyonlari i¢in taranmis; bunlar arasinda 11 alfa
talasemi, 11 beta-talasemi, 5 yeni mutasyon grubu saptanmis. Alfa talasemi tanist konan 11
olgudan 7'sinin gen delesyonu oldugu ve % 64'liinlin (7/11) sorumlu oldugu kanitlanmis ve
spesifik genotip dagilimi soyledir: 4 olguda aa / a (3.7), 2 olgu aa-SEA, 1 vaka aa / -a (4.2),
kalan 4 nokta mutasyonlu olgu (4/11,% 36): Hb Part-Dieu hibrid, Hb Quong Sze melez, Hb
Westmead hibrid, HBA1: c. 95 + 9 ¢> . B talasemi vakalarinin tamaminda beta zincir noktasi
mutasyonlar1 oldugu, 7 ¢esit mutasyon genotipi oldugu ve CD17 (A->T) en sik goriilen nokta
lokus mutasyonu olup % 27 (3/11) , ve 1 olguda 2 olguda 50 G> A hibrid, 1 olguda Hb
Hamilton hibrid, 1VS-11-654 (C-> T) idi. Kalan 4 olgu yeni gen nokta mutasyonudur, sirastyla
sunlar bulunmustur: HBB: ¢. 316-116 ¢> A, HBB: ¢.316-248G> T, HBB: ¢.315 + 63T> c,
HBB: c. -23 A> G. Yeni nesil siralama teknolojisi, talasemi gen tiplerini etkili bir sekilde
saptamakla kalmayip ayni zamanda yeni gen mutasyonlar1 arayabilen talasemi genetik
mutasyonu i¢in de kullanilabilir. Bu yontemin avantajlar1 kolay ornek toplama, hassas sonug

ve klinik tan1 i¢in genis kullanim igerir, bu nedenle muhtemelen talasemi i¢in erken bir tani
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saglar. Yapilan bir ¢calismada 6zel bir NGS tahlili (Ion Torrent PGM kullanilarak), beta-globin
mutasyonlarmin saptanmasi i¢in yalnizca tasarlanmigstir. Test, mutasyona elverissiz oldugu
bilinen kiiglik bir intronik boélge haricinde 5' promoter bolgesi, komple eksonlar ve intronlar
ve 3'UTR'yi kapsayan tam beta-globin genini kapsamistir. Ama¢, NGO'nun Ion Torrent
platformunu kullanarak fizibilitesini test etmek ve ayni anda biiyiik kohort topluluklarini
taramakti. Yaklasik 300 tastyici ve hasta her biri 90 dakikada {i¢ kez gilivenilir sekilde tarandi
ve 400 katin {izerinde kapsama alani, 300 kisiye kadar olan barkodlu adaptorlerin artisiyla
birlikte, isletme maliyetlerini 6nemli 6l¢iide azaltarak tek bir seferde analiz edilebilecegini
gosterilmistir. Bununla birlikte NGS, aymi zamanda, beta-globin gen kiimesindeki

delesyonlarin kirtlma noktalarini haritalamak i¢in de kullanilmaktadir (36,37).

op -Talasemi, HPFH ve 60p- Talasemi

B-globin gen kiimesini etkileyen delesyonlar, B talasemi, kalitsal kalici fetal hemoglobin
(HPFH), 6p-talasemi ve yop-talasemi sendromlarina neden olur. 6f talasemi 6zellikleri (63-
TT), B ve & genlerinin delesyonlarindan kaynaklanir ve normal hemoglobin (Hb)A;
degerleriyle fetal hemoglobin (HbF) yilikselmesi ile karakterizedir. Heterozigot durumda olan
hastalar asemptomatiktir veya hafif dereceli anemi gelisirken, homozigotlar genellikle
talasemi intermedia'lidir. Jf-talasemi, &6p-Talasemi, HPFH ve Hb Kenya delesyon
mutasyonlar1 6nce Southern blotlama ve restriksiyon enzim haritalamasi ile karakterize edildi
ve delesyon mutasyonunun kirtlma noktalarin1 kapsayan karakteristik anormal DNA
fragmanlar ile tanimlandi. Bu zaman alic1 teknigi, gap-PCR ve ardindan MLPA tanitilana
kadar tek molekiiler tan1 yontemiydi. Artik hem gap-PCR hem de MLPA molekiiler tan1 igin
rutin olarak kullanilmaktadir. Gap-PCR, ayrica Hb Lepore, dp-talasemi ve HPFH delesyon
mutasyonlarini belirlemek i¢in kullanilir. Bununla birlikte, gapPCR yalnizca kesme
noktalarinin karakterize edildigi delesyon islemleri i¢cin miimkiindiir. Primerler alt1 ortak df

talasemi (Cin, Sicilya, Ispanyol, Vietnam / Giiney Asya ve Tiirk ve Hint inversiyon / delesyon

612



Ozbolat ve ark. AU Saglik Bil. Derg.

mutasyonlar1) ve ti¢ ortak HPFH delesyon - Afrika HPFH-1 ve 2 i¢in ve Hindistan HPFH-3
i¢cin dizayn edilmistir. MLPA ise nadir veya yeni delesyon allellerini saptamak i¢in kullanilir,
ancak belirli bir popiilasyonda 6 globin gen kiimesi delesyon mutasyonlarinin spektrumunu
ve frekansini tanimlamak i¢in yararlidir (38-40).

Sonu¢

Hemoglobinopatiler ve globin gen bozukluklari, diinyadaki yaygin olarak goriilen
resesif monogenik hastaliklart olusturur. Bu duruma ya globin zincirlerinin (talasemi)
sentezini etkileyen ya da hemoglobin (hemoglobin varyantlar1 ya da anormal hemoglobinler)
yapt ve Ozelliklerini degistiren 1700'den fazla farkli mutasyon neden olur?3,
Hemoglobinopatiler i¢in tastyici tarama, hematolojik ve molekiiler tan1 tekniklerinde bugiine
kadar bircok teknolojik gelisme gecirdi. Ozellikle HPLC'nin yaygin sekilde benimsenmesi,
maliyet baskis1 olan gelismekte olan iilkelerde, Hb A, ve Hb F'nin daha dogru olgiilmesi
yoluyla taramanin dogrulugunu gelistirmistir. Kilcal elektroforez gibi daha yeni teknikler Hb
varyantlarinin taranmasi i¢in gelistirilmistir. Hemoglobinopati mutasyonlarinin tiimiiniin
tespit edilmesine olanak tanmiyan c¢ok c¢esitli PCR temelli molekiiler tani teknikleri
uygulanmasi, bir¢cok gelismekte olan {ilkede kapsamli ulusal Onleme programlarinin
olusturulmasina yol ac¢mistir. Mutasyon tespitindeki teknolojik ilerlemelere ragmen,
hemoglobinopatilerin taranmasi dogru taniya ulasabilmek icin hematolojik ve molekiiler
tekniklerin birlikte kullanilmasini gerektirir ve etkilesimlerden kaynaklanan c¢ok sayida
kompleks fenotip nedeniyle genotip /fenotip iliskileri konusunda uzman bilgi gerektirir.
Gelecekte, yeni nesil dizileme ile sadece a ve B globin gen kiimelerini siralayarak tasiyici
taramasi, herhangi bir sekans degisikligi yapilmadan tan1 koymak igin ¢ekici bir yol gibi
goriinmektedir. Ancak hematoloji ve Hb paterni analizi verilerine hala ihtiya¢ vardir.
Giliniimiizde hemoglobinopati tani laboratuvarlarinin ¢ogu, hemoglobinopatilerin karmasikligi
ve heterojenliginden dolayi, globin gen mutasyonu analizi i¢in birkag ticari kitin basarili bir
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sekilde gelistirildigi ve pazarlandigi i¢in DNA analizi i¢in kurum igi protokolleri
kullanmaktadir. Bunlarin bir¢ogu gelecek nesil dizileme gibi yeni gelismelerle ve
degistirilecektir, ancak mevcut tekniklerin bazilarinin ucuzlugu ve basitligi, uzun yillar diinya
capinda bir¢ok teshis laboratuarinda kullanilmaya devam etmelerini saglayacaktir. Yeni nesil
siralama teknolojisine yonelik su anki caba cok¢a hedef zenginlestirme ve hastalik gen
panellerine konulsa da, bunlar genomun kiigiik boliimlerine sinirlama getiren bir teshis
yaklagiminin gelistirilmesine yonelik sadece ilave adimlardir. Genetik teshis konusundaki
teknolojik ilerlemenin acik bir sekilde, hastanin genom dizisini kapsayan hizli ve ucuz bir

biitiin olarak molekiiler tan1 konusunun gelisimi gelecekte gerceklesebilir.
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