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ABSTRACT

Prenatal diagnosis is the defining of abnormalities before birth using prenatal diagnostic tests.
The type of genetic prenatal test depends on the inheritance pattern of the genetic disease.
Thalassemias are autosomal recessively inherited monogenic diseases. Therefore molecular
genetic tests are performed for the prenatal diagnosis of them.

Although numerous molecular DNA analysis techniques have been developed there are, still, a
number of difficulties in their rutine prenatal applications for thalassemia.

The problems encountered in the management of prenatal diagnosis of thalassemia can be
divided into two groups in our country : 1. Socio-economic problems 2. Scientific problems.

Main socio-economic problems are:

not to have a health insurance

not to accept being a carrier of a genetic disease

difficulties in finding an appropriate health care center for molecular diagnosis

reluctance to having molecular test despite knowing their carrier situation

not to accept invasive prenatal procedure

to be against pregnancy termination in case of diagnosis affected fetus

Scientific problems in thalassemia prenatal diagnosis are:

Insufficient genetic counseling during initial diagnostic procedure (in first step health care centers)
Insufficiency in the health care service of tertiary health care centers due to the difficulties in
finding educated physicians who have ability to perform all prenatal diagnostic procedures for
thalassemia.

Difficulties in the interpretation of the molecular test results

Difficulties in excluding maternal contamination

Different conventional molecular techniques have been performed in thalassemia prenatal
diagnosis in molecular laboratories. Among those allele specific oligonucleotide probe (ASO),
amplification refractory muatation system (ARMS), restriction enzyme analysis and sequencing are
the most commonly used techniques. Each technique has its own advantages and
disadvantages. In some cases to use more than one technique is required for the diagnosis.
Recently a number of new techniques have been introduced to the area of prenatal diagnosis for
thalassemia. Microarray systems, multiple ligation probe analysis (MLPA), real time PCR are the
respectively new, rapid and accurate techniques that make the molecular diagnosis easier in
ordinary cases and possible in some difficult.

Since the conventional invasive procedures performed to obtain fetal material may cause fetal
loss, an intensive effort has been spent to develop noninvasive technique. Different scientific
groups have tried to develop molecular diagnostic methods for genetic disease using Cell-free
fetal DNA and fetal cells in the maternal circulation. Promising results have been obtained for beta
thalassemia molecular diagnosis in some of these studies.
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Prenatal Tani, dogumdan sonra olusma olasiligi olan herhangi bir anomalinin dogumdan 6nce
prenatal tani testleri yardimiyla tanimlanmasidir.

Dogum 6ncesi tanida kullanilacak genetik testin cinsi, fetusun risk icinde oldugu genetik hastaligin
kalitm bigimine gére degisir.

Tablo: Genetik hastalik gruplari ve bu gruplara gére kullanilan genetik tani testleri

Genetik Hasaliklar Tani Yontemleri
Tek gen hastaliklari MolekuUler genetik
Kromozom bozukluklari Sitogenetik,  molekuler  sitogenetik,

molekuler genetik
Multifaktoriyel-poligenik kalitilan hastaliklar | MolekuUler genetik

Mitokondrial kalitimla gegen hastaliklar
MolekUler genetik
Somatik mutasyonlar
Sitogenetik, molekUler  sitogenetik,
molekuler genetik

Talasemiler genetik hastalik gruplari iginde tek gen hastaliklari grubuna gire. Tek gen hastaliklari
Mendel kurallarina gore kalitilan hastaliklardir. Talasemiler otozomal resesif kaltilir. Ancak son
ylllarda molekuler galismalarla nadir olarak otozomal dominant kalitilan B talasemi aileleri de tarif
edilmektedir. Hem o hem de B talaseminin agir formlari yasam kalitesini oldukga bozan ve yasam
sUresini kisaltan klinik tablo olusturduklari i¢cin dogum éncesi tani ile gebelik terminasyonuna
gidilmesi etik kabul géren hastaliklardir. Talasemilerin tanisi ve prenatal tanisinda molekuler genetik
analiz yontemleri kullanilir.

Fetus gunumuzde haklari olan bir hasta konumuna gelmistir. Pek gok genetik hastalikta oldugu
gibi talasemi riski taglyan fetlsde de yapilacak her turll prenatal girisim ve tani igin izlenecek yol
etik ve yasal olmalidir.

Talasemide kullanilan prenatal tani yontemleri oldukca gelistirilmis olmasina ragmen, uygulamada
bircok guclikle karsilagilabilmektedir.

Ulkemizde talasemide prenatal tanida karsilasilan guglikler iki ana grupta ézetlenilebilir:

a. Sosyal ve ekonomik guglikler
b. Bilimsel guclikler
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Bu iki grubu kesin bir sekilde birbirinden ayirmak muamkin degildir. Birgok durumda birbiri ile
etkilesim icindedirler.

A. Ulkemizde talasemi prenatal tanisinda karsilasilan sosyal ve ekonomik giicliikler

Saglik glvenlik kurumuna dahil olmama

Genetik hastalik tastyiciligini kabullenmemek

Saglik kurulugsuna ulagsmada gugluk

Tasltyici olduklarini bildikleri halde mutasyon analizi yaptirmayi ihmal etme
Prenatal tani islemini kabul etmeme

Hasta fetus igin gebelik terminasyonuna karsi olma

S

B. Ulkemizde talasemi prenatal tanisinda karsilasilan bilimsel giigliikler

1- Prenatal tan1 6ncesi genetik danisma almada giiclikler

Talasemi icin taglyicilik riski, tastyicilarin hasta cocuk sahibi olma riskleri hakkinda birinci basamak
saglik hizmetleri kapsaminda bilgi verilebilmeli, prenatal tani planlanmasi durumunda ise olgular
uzman bir ekipten genetik danisma almalidir.

Bu amagla butin tip faklltelerinde ayrintili olarak talasemi konusuna dnem verilmeli, birinci
basamakta hizmet veren pratisyen hekimler sorunun farkinda olarak, yapilacaklarin neler oldugunu
bilerek tip faklltesinden mezun olmalidir. Bu konudaki egitimin standardizasyonu fakulteler arasi
egitim konseyi toplantilarinda tartisilarak organize edilebilir.

Genetik danisma, genetik hastalik riski taglyan kisi ve yakinlarinin, hastaligin 6zellikleri, hasta olma,
hastaligi tagima veya sonraki kusaklara gegirme olasiliklar hastaligin 6nlenmesi hastaliktan
kaginma yollari ve varsa tedavisi konularinda bilgilendiriimesidir. Genetik danigma basamaklari: 1.
Oyku alma ve aile agaci gizme, 2. Klinik muayene, 3. Kesin tani ve taninin dogrulanmasi, 3.
Danisana danisman tarafindan bilgi verilmesi, 5. izlem dir. Oykii alma ve aile agaci gizme
basamaginda talasemi igin ailenin kdkeni, ailede talasemi ve benzeri tablo gdsteren kisilerin olup
olmadigi sorusturulur. Evrensel semboller kullanilarak gizilen aile agaci en az ¢ kusagi icermelidir.
lyi cizilen bir aile agaci dogru risk hesaplamasi yapmay! ve risk iginde olanlarin belirlenmesini
saglar. Ulkemizde birnci basamak icin aile agaci olusturma egitimi  yeterli gérinmemektedir.
Ayrica birgok tip fakultesinde genetik ve 6zellikle molekuler genetik dersleri, yeterli olmadigi veya
klinik tablolar ile iligki yeterli olarak anlatilamadigi icin talasemi ailesi ile ilk karsilasan kisi olan
pratisyen hekim, temel molekller kavramlar anlamakta ve aileye aktarmakta bazi zorluklar
yasamaktadir. Ornegin bilesik heterozigotiuk (compound heterozygosity) iki gen kopyasinda ayri
mutasyonlarin tasinmasi demektir ve her iki kopya da bozuk protein kodladigi icin hastalik tablosu
ortaya cgikar. Bu durumun birinci basmakta hizmet veren hekimlere kavratiimasi gerekir.
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Sekil 1. ideal bir aile agaci en az (i kusagdi kapsamalidir.

Birinci basamakta B talasemide akrabalik oldugunda taglyici giftlerde ayni mutasyon olma olasiligi

yUksek olmakla birlikte toplumumuzda taslyicilik yUksek oldugu igin farkli mutasyonlar da
tasinabilecegi bilinmeli. Her iki tasiyici este de mutlaka mutasyon tayini yapiimalidir. Ayrica gocuk
planlayan taslyici ¢iftlerde mutasyonun bilinmesi zorunludur. Giftlerde mutasyon analizi ideal olarak
gebe kalmadan o6nce yapilr. Baz hastalarda mutasyon analizleri uzun surebilir ve gebelik
esnasinda yapiimasi gebeligin ilerlemesine ve eger hasta bir fetus var ise terminasyonun etik ve
yasal dénemlerde yapilamamasina neden olabilir.

2-Prenatal tani uygulanacak olgularin ayrintil genetik danigsma ve iglemler igin uygun
merkez bulamamalari

Prenatal tani uygulanacak ciftler, talasemide deneyimli
- Hematolog
- Genetik uzmani
- Kadin - dogum uzmani
- Psikolog
bulunan bir ekip tarafindan degerlendirilmeli ve izlenmelidir. Ulkemizde talasemide deneyimli béyle
ekiplerin bulundugu merkez sayisi simdilik yeterli olmamakla birlikte, bu konuda organizasyon
calismalari strmektedir.
Prenatal tani uygulanacak olan giftler mutlaka genetik uzmanindan genetik danigma almalidir.
Prenatal genetik danismada,

* Talasemi icin fetal materyal elde edilme secenekleri

* Uygulanacak iglemin riskleri

* DNA analizi yaninda sitogenetik ¢aligmanin énemi

e Sonugla ilgili olasiliklar
anlatilir.
Fetal materyal elde etmede klasik olarak koriyonik villus biyopsisi (CVS), amniyosentez,
kordosentez gibi invazif yontemler kullanilir. CVS 9-12 gebelik haftasinda, amniyosentez 14-16.
gebelik haftasinda, kordosentez ise 18-22 gebelik haftasinda yapilir. Erken gebelikte yapildigi igin,
talasemi icin fetal materyal elde etmede en uygun islem CVS olarak kabul edilir. Bu iglemler bu
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konuda deneyimli bir kadin hastaliklari ve dogum uzmani tarafindan yapimalidir. Ulkemizde bu
islemlerin timunun her merkezde uygulanamadigi, 6zellikle CVS yapilmasinda yeterli egitimli
uzman olmadigi goértimektedir.

Bazi aileler cesitli nedenlerle son yillarda uygulanmaya baslayan preimplantasyon genetik taniyi
(PGT) secmek istemektedir. Talasemi i¢in PGT uygulatyan merkezlerin sayisi cok azdir. PGT iglemi
Ozel genetik danismayi ve bu konuda egitim almig bir ekip galismasi gerektirir.

3-Talasemide molekiiler genetik yorumlama zorluklari

Prenatal genetik danismada globin genleri ve dizenleyici bolgelerindeki kompleks yapilanmalarin
fenotipi etkileyebilecedi sdylenmelidir. Hem o hem de B globin zincirlerini kodlayan genlerin
bulundugu bdlgeler karmasik bir yapiya sahiptir. Bu bélgelerde pseudogenler ve embriyonal
dénemden postnatal yasamin sonuna kadar degisik donemlerde aktif olan ve olmayan genler
vardir. Fenotipi etkileyen bazi molekuler iligkilerin aciklanmasi icin literatUr henlz yetersizdir ve
yayinlanmis olgu sayisi azdir. Ayrica kesin taniya ulasmak ve genetik danisma igin en ileri dizeyde
veri toplamak igin izlenecek yol haritasini uygulamada olanaklar yetersizdir. Talasemilerde tanida
izlenecek yol haritasi tablo 2 de verilmigtir.

Tablo 2: Talasemide hemoatolojik ¢caligmalarda yol haritasi

MCV | >78 <78 <78 < =78 Varyant Hb

MCH | >27 <07 <27 < =27
Ho | A A A A %
Ao<%3 Ar<%3,5 Ao<%3
2<% A>%3,5 2= 7 2= Dogrulayici test

F %0.1-7 F %2-30

L v v v
P ‘Orakla§ma+ ‘ ‘Orakla§ma- ‘

% % hicre dagiimi % %

Hb C,D.E

v

Sk mutasyonlar ‘ Fe eksiklig ‘ ‘ Normal ‘ HbS
icin DNA analizi Hb O Arab
Hb Lepore
DNA analizi

HbH inkulizyonlar % # %
% o gen analizi Gerekirse
— o talasemi lleri
Demiri tamamla
dB talasemi t
Tanimlanmamig Tekrar test yap HL;FH asglyicisi arastirma
mutasyonlarin % %
analizi

o talasemi B gen analizi
tagtyicis %

&+ tal. taglyici
OB tasiyici
Normal Hb A,

Tablo 2 de verilen yol haritasinda tani igin yapiimasi 6nerilen tetkiklerin hepsinin, eksiksiz olarak
yapilabildigi merkez sayisi Ulkemizde gok azdir.

Talasemide mutasyon saptanamamasi riski disirmekle birlikte ortadan kaldirmaz.  globin gen
bolgesinde >1000 degisiklik tarif edilmistir. Bircok laboratuar bunlarin timdanu test edememektedir.
Prenatal genetik danisma sirasinda ayrica %100 sensitif ve %100 dogrulukta test olmadigi
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belirtilmelidir. Molekuler tanida DNA dizi analizi gold standart olarak belirtimektedir. Fakat, &zellikle
teknik nedenlerle heterozigotlar tanimak zor olabilir. Nadiren talasemiler globin genlerinden farkli
bolgelerdeki defektler sonucu olabilir ve dizisi yapilan boélgede bulunmayabilir, ayrica bir alleldeki
buytk delesyonlar veya primer baglanma bolgesindeki delesyon/nokta mutasyonlari nedeniyle
PCR ile DNA gogalmayabilir ve yanlis taniya yol agar.

Prenatal genetik danismada genotipe gore fenotipi tahmin zorluklari oldugunu yukarida belirtmistik.
Beta talasemide fenotipi etkileyen molekuler 6zellikleri 3 grupta toplamak mumkdnddr. 1. Primer:
globin gen mutasyonlari 2. Sekonder:Globin sentezinde rol alan diger genler. 3. Tersiyer. Globin
sentezi disinda hastaligin komplikasyonlari Gzerine etkili genler

Primer olarak beta talasemi mutasyonun kendi ¢zelligi fenotipi etkiler. Mutasyonlar gizli, hafif ve
agrr mutasyon olarak taslyicilardaki duruma gore siralanmakla birlikte, bazen ortaya cikacak
tabloyu 6nceden tahmin zor olabilir. Hafif ya da gizli iki mutasyon bilesik heterozigotluk durumunda
agr tablo yapabilir. Ornek: 1IVS2-645 / Poly A AATAA >AATAGAAynI mutasyon kombinasyonu
hafiften agira degisen tablo yapabilir. Ayni mutasyon kombinasyonu farkli hastalarda hafiften agira
degisen tablo yapabilir. Ornek: HbE/ Btalasemi. Dominant exon 3 mutasyonlarinda tabloda
diseritropoezden, agir hemolitik anemiye kadar degisebilir.

Sekonder olarak fenotipi etkileyen faktorler globin zincirlerini kodlayan genlerin molekdler yapisidir.
o globin gen delesyonlar klinik tabloyu hafifletir. Ornek: HbE/ PBtalasemi. y globin gen
mutasyonlari klinik tabloyu degistirir Ornek: Gy geni  -158 C - T promotor mutasyonu
hematopoetik stresde HbF sentezini arttinr. 6. kromozom Uzerinde ve X kromozomu Uzerinde y
globin sentezini etkileyen transkripsiyon faktdrt kodlayan genlerin yapisi da fenotipi etkiler.

Tersiyer olarak hastaligin gidisini, komplikasyonlari etkileyen cesitli metabolik sistemlerle ilgili
genlerdir. Ornegin bunlar arasinda bilirubin metabolizmasinda rol oynayan, UGT1 geni (TA)7
polimorfizmi, Fe metabolizmasinda rol oynayan C282Y gen polimorfizmleri, kemik
metabolizmasinda énemli olan vitamin D reseptor (VDR) geni, Ostrojen reseptor (ESR) geni,
kollagen genleri polimorfizmleri ve ICAM, HLA, TNF gibi genlerin polimorfizmleri sayilabilir.

Butun bu sayllan fenotipik spektrum Uzerine etki eden faktorler talasemilerde prenatal genetik
danigsmay zorlastirmaktadir. Bunlarda hangi élctide bahsedilmesi gerektigi ve testlerde kullaniimasi
gerektigi hendz bilinmemektedir.

4- Prenatal tanida anne kontaminasyonu

Prenatal molekuller tanida oOzellikle fetal materyal olarak CVS kullanildiginda anne hucrelerinin
kontaminasyonu nedeniyle anne DNA sini codaltmak ve yanlis olarak hasta veya homozigot
normal bir fetus igin annenin genotipini vermek olasiigr vardir. Bunu ortadan kaldirmak igin
koriyonik villuslar mikroskop altinda anne hucrelerinden iyi ayiklanmali, g¢ogaltilan DNA da STR
veya VNTR markerleri ile kontaminasyon mutlaka elimine edilmelidir.

Talasemide DNA Analizinde Kulanilan Bazi Yontemler

* ASO (allel spesifik oligonukleotid)-prob metodu (DB(dot blot), RDB (Reverse dot blot))
* ARMS ( Amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi)

* Restriksiyon enzim analizi (RFLP)

* DNADizi Analizi

* Gap-PCR

*  Southern Blot Analizi

* Single strand confirmational polymorphism (SSCP)

* Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

* Heterodupleks analizi
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*  DNA mikroarray uygulamalari
*  MLPA (multipl ligasyon prob analizi)
* Realtime PCR

Talasemi tani/prenatal tanisinda kullanilan yéntemlerin herbirinin avantaj ve dezavantajlar vardir.
Bu metotlardan en sik olarak kullanilanlari ASO-prob metotlari, 6zellikle RDB (Reverse dot blot)
metodu, ARMS metodu ve DNA dizi analizi metotlaridir. Her laboratuar kendi deneyimine gore
benzer testlerden birini segmektedir. Ancak bazi olgularda tani igin birden gok yontemi kullanmak
gerekebilir. Beta talasemi molekuler tanisinda izlenen yol, genellikle, énce RDB, ARMS gibi
yontemlerle bilinen mutasyonlar taramak, eger mutasyon bulunamaz ise mutasyonun en igindeki
lokalizasyonunu belirlemek igin SSCP, DGGE yontemlerini kullanmak ve mutasyon oldugu
saptanan bolgeye dizi analizi uygulamaktir. Otomatize ve hizli dizi analizi cihazlarinin oldugu bazi
laboratuarlarda dizi analizi ilk uygulanan yontem olabilmektedir.

Gen igindeki ve komsu bolgelerdeki buyuk delesyonlar dizi analizi ile saptanamaz. Bu durumda
Gap-PCR, Southern Blot veya MLPA yontemlerini uygulamak gerekir.

Yeni ydntemlerden biri olan MLPA yénteminin delesyonlarin ve duplikasyonlarin analizinde pratik
bir teknik oldugu belirtiimektedir. MLPA yontemi ile brgok bdgedeki delesyonu birden aramak
mumkundur. Ancak delesyonun kesin sinirlari ni anlamada yetersizdir.

MLPA da kullanilan problar iki bolimden olusur 1) Sentetik oligontkleotid 2) Faj M13’ den elde
edilen tek zincirli DNA. Her prob hedef DNA dizisini taniyan 6zel bir dizi igerir ve her prob Universal
problarla goglatilir probda bulunan Stuffer adi verilen 6zgtn dizinin uzunlugu her probda farklidir ve
elektroforezle ayrilmayi saglar. Genomik DNA nin bu problarla PCR islemine tabi tutulmasindan
sonra kapiller elektroforez yapilir ve 6zel bir program yardimi ile elekiroforez sonuglarn
degerlendirilir.

Son yillarda beta talasemi molekuler tanisinda yaygin kullaniimaya baslayan, guvenilir
yontemlerden biri de real time PCR dir. Bu metod real time PCR ile elde edilen erime
egrisi (melting Curve) analizine dayanir.. Farkl dizilerin ayirnmi hibridizasyon isilarina
dayanarak yapilir. Kisa strede dogru yanit alinir.

Molekuler analizlerde cok buyuk ilerleme saglayan microarray platformlar cok sayida
mutasyonun ayni anda bakiimasina ya da birden fazla hastayr ayni anda degerlendirmeye
olanak veren sistemlerdir . Beta talasemi tanisinda da bu sistemlerin kullanma girdigi
gorulmektedir.

Noninvazif prenatal tani

Birgok genetik hastalikta oldugu gibi talasemi prenatal tanisinda da fetal materyal invazif
yontemlerle elde edilmektedir ve her bir ydntemin belli oranda (CVS igin 1/200-300)
saglam fetusun kaybi riski vardir. Bu nedenle nonivazif yontemlerle fetal materyal elde
etme calismalan hizla devam etmektedir. Bu konuda ilk c¢alismalar 1975 yilinda
baslamistir. Bu dénemde anne kaninda dolagan fetal hicreler izole edilmeye calisiimistir.
Daha sonra 1997 de ik kez anne kaninda serbest fetal DNA oldugu gosterilmistir.
GUnUmuzde dinyanin bircok yerinde farkli gruplar bu konu Gzerinde calismaktadir. Anne
kaninda dolasan serbest fetal DNA nin zenginlestirilerek izole ediimesi ve farkli molekuler
analiz tekniklerinin uygulanmasi ile, bilesik heterozigotluk riski olan fetusda babada
bulunan mutasyonun tanimlanmasinin basariyla yapildigi galismalar mevcuttur. Yéntem
uzun ugras gerektiren, zor, pahall ve hentz cok genis serilerde uygulanmis bir yontem
olmasa da gelecekte birgok genetik hastaligin tanisinda uygulanacagi 6ngoérulmektedir.
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