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Hemoglobin iki polipeptid zincirden olusan tetramerik yapida bir polipeptiddir. Heme
proteini her zincire baghdir(Sekil 1). Hemoglobin tetramerlerinin oksijene affinitiesi dokuya
oksijen tasinabilmesi i¢in degisiklik gosterir.

Normal erigkinde 3 ¢esit hemoglobin vardir(Sekil 1);

HDA (2a +2p); Toplam hemoglobinin %95’i

HDbA: (2 a + 25); Toplam hemoglobiinin %3.2-3.5i

HbF (2 a + 2y); Toplam hemoglobinin %1’inden az

Fetal yasam boyunca ise hemoglobinin buytk bir kismi HbF seklindedir. Embryonik
doénemde sentezlenen hemoglobinler ise HbGower |, HbGower Il ve HbPortlanddir(H).

Embryonik Fetal Eriskin

Hb F Hb A

Hb Gower 1 Hb Portland Hb A,

Hb Gower 2

Sekil 1: Hemoglobin tarleri

HEMOGLOBINOPATILER

Genel olarak hemoglobinopatiler hemoglobin molekulindn yapisal anormallikleri (6rnegin
orak hucreli anemi) ve normal globin zincirlerinin sayisal anormallikleri (beta talasemi)
olarak ikiye aynlir'.

1. Beta Talasemi

Hemoglobin (Hb) molekulinu olusturan globin zincirlerinden birinin veya daha fazlasinin
yapllmamasi veya az miktarda yapilmasi ile karakterize olan ve otozomal resesif gecis
gbsteren heterojen bir grup hastaliga talasemi adi verilmektedir. Beta globin zincirinin az
yapilmasi (") veya hic yapilmamast ile giden talasemilere (8°) beta talasemiler adi verilir®.
Normal eriskin hemoglobinin %95'i HoA olmasi nedeniyle a ve B globin zincirleri ile ilgili
olan o ve B talasemiler klinik olarak 6nem kazanmaktadir. HbA, ve HbF yapisina giren
delta ve gamma talasemiler ise klinik olarak gbézlenmezler.
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Alfa, beta, delta ve gamma talasemiler diginda delta ve beta globin genlerinin
delesyonlarinin birlikteligi ile giden delta-beta talasemiler ve gama, delta, beta gen
delesyonlari ile giden gama-delta-beta talasemiler de vardir®.

Beta globin zincir yapimindan sorumlu olan beta gen kimesi 11 no’lu kromozomun kisa
kolu Uzerindedir. Beta talasemilerde molekuler defekiler beta globin gen
ekspresyonundaki basamaklarda olan defektler ve gen delesyonlaridir®.

2. Alfa Talasemi

Alfa globin zincirinin yapilmasindan sorumlu olan gen ise 16. Kromozomda bulunur. Bu
gen Uzerinde 2 zeta geni, 2 psodoalfa geni ve 2 alfa geni bulunur. Homolog
kromozomlarin herbirinde iki alfa geni olmak Uzere toplam 4 fonksiyonel alfa geni
bulunmaktadir. Alfa talasemilerde tanimlanan molekuler defektler genelde gen
delesyonlaridir. Alfa talasemilerde 4 klinik sendrom tanimlanmistir;

a. Sessiz alfa talasemi tasiyiciligi (alfa talasemi 2); dort alfa geninden birinde parsiyel
veya tama yakin delesyon vardir. Klinik veya hematolojik olarak tamamen
normaldirler.

b. Alfa talasemi taslyiciligi (alfa talasemi 1); Ayni kromozom Uzerinde iki veya farkli
kromozom Uzerinde birer alfa geninde parsiyel veya tama yakin delesyon vardir.
Beta talasemi taslyicilarinda gérulen hematolojik bulgulara benzer bulgular vardir.
Yenidogan evresinde %5-10 HbBarts vardir fakat 6 ay sonra kaybolur.

c. HbH Hastaligi; 4 alfa geninden Uclunde parsiyel veya tam fonksiyonel bozukluk
vardir. Klinik seyirleri genelde hafifitir ve hafif veya orta duzeyde hemolitik anemi ile
kendini gosterir. Yenidogan devresinde %20-40 oraninda Hb Barts gdzlenir daha
sonra bunun yerini %5-30 oraninda HbH alir.

d. Hidrops fetalis; Dért alfa geninin dérdindn de delesyonu sonucu HbBarts’a bagli
hidrops fetalis gozlenir. HbBarts'in oksijene affinitesinin yuksek olmasi nedeniyle
bebekler ya 60 dogar veya dogumdan birkag saat icin kaybedilir.

3. Orak Hicreli Anemi ve Varyantlari

Anormal hemoglobinler arasinda dunyada ve Ulkemizde en sik rastlanan orak hucreli
anemidir. Orak hucreli anemide beta globin gen dizisinin 6. kodonundaki nokta
mutasyonu sonucu normalde glutamik asidi sentezleyen GAG kodonunda adenin yerine
timin gecmesi sonucu GTG sifrelenir ve glutamik asit yerine valin sifrelenir’. HbS oksi
durumunda HbA gibi akici oldugu halde deoksi durumda kolloid hale geger ve flamentler
olusturur. Asidoz, dehidratasyon, hipotermi ve kan vizkositesinde olan degisiklikler
oraklasmay! arttinr. HbS molekulinde baslangicta olan degisiklikler oksijen veriimesiyle
geri ddéndurtlebilir fakat tekrarlayan durumlarda membran degisiklikleri kalici hale gelir®,
HbS'in neden oldugu klinik durumlar orak htcreli anemi ve orak hucreli anemi
tastyicihigidir.

Orak hucreli anemi taslyicilarinda sadece bir HbS geni vardir(HbSA). Klinik olarak hicbir
bulgu vermezler. Kan sayimi ve mikroskopisi normaldir. Hemoglobin elektroforezde ise
alfa zincirleri normaldir fakat beraberinde normal beta globin ile beraber mutasyon iceren
beta globin gdzlenir. Alfa zincirinin normal beta globin ile eslesmeye olan egilimi nedeniyle
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elektroforezde muatsyon igeren hemoglobin orani genelde %50'nin ve hatta %30'un
altindadir’.

Orak hucre varyantlarindan en sik gozleneni HbC’dir. HbC, beta globin sentezinde 6.
kodonun ilk nUcletid dizisinde G-A nokta mutasyonu nedeniyle ortaya cikar. HbAC ve
HbCC Klinik olarak hafif seyreder fakat orak hucre ile bilesik heterozigosite durumlarinda
(HbSC) Klinik daha agirdir’.

Orak hdcreli anemisi taslyicilarinda beraberinde yaklasik %10 oraninda beta talasemi
beraber gozlenebilir’. Klinik beta globin zincirinin az olmasi(”) veya olmamasi(p°)
durumunda degiskendir.

TARAMA

Mortalite ve morbiditesi yuksek olan talasemi majorin eradikasyonunda dunyaca Onerilen
en yaygin yontem prenatal tanidir. Hemoglobinopatili cocuk dogumlari, her iki esin de
taslyici oldugu ailelerin saptanmasi ve annelerin gebeligin erken evrelerinde prenatal tani
icin  belirli  merkezler basvurmalar ile saglanabilir. Bu nedenle hemoglobinopati
insidansinin yuksek oldugu bolgelerde evlenecek ciftlerden en az biri talasemi ve orak
hucreli anemi igin taranmalidir. Giftlerden biri tasiyici ise digeride taranmalidir.

Taramada Ultrasonografinin Yeri

Ailenin hemoglobinopatili bir cocuk sahibi olma olasiigr yuksekse aileye prenatal tani
Onerilmelidir. Bu durumda genelde tani direkt DNA analizi ile konulsa da ultrasonografinin
Ozellikle alfa globin bozukluklarinin taranmasinda yeri olabilir. HbBart hastaliginda ve
HbH'de alfa globin zinicirinin yoklugunda dolayr HbF azalir ve bu nedenle fetal anemi
ortaya cikar. Hidrops fetalis HbBart hastaliginin bir bulgusudur fakat genelde 20. Gebelik
haftasindan sonra ortaya cikar. Ultrasonografide hidrops 12-14 hafta arasinda sadece
%7’sinde, 17-18. Haftada ise %33'(inde belirgin olarak gdzlenir®.

Plasenta kaliniginda artis hidrops gelisiminden énce ortaya cikabilir. Ko ve ark® yaptigi 51
etkilenmis fetlsun incelendigi bir calismada 14-23 hafta arasinda yapilan ultrasonografide
plasental kalinhgin tim vakalarda ortalamadan daha yudksek oldugu ve %90’nda 2
standart sapmadan daha yiksek oldugu gozlenmistir®. Sinir degeri ortalama degerin 2
standart sapma Ustd alindiginda 12 hafta 6ncesinde sensitivitenin %72 spesifitenin ise
%97 oldugu gdzlenmistir’. Sensitivite 12 hafta izerinde %95 ve 18 haftanin (zerinde ise
%100'e clkmaktadir’. ikinci trimesterde plasental kalinlik élcildiiginde sinir deger 30mm
kabul edilirse sensitivite %88.6, spesifite %90.2, pozitif prediktif deger %78.5 ve negatif
prediktif deger ise %96.9 olarak hesaplanmistir®.

lkinci trimesterin erken dénemlerinde doppler ultrasonografi ile kardiyak degisiklikler
g6zlenebilir. 12-13. Gebelik haftalarindan itibaren anemiye bagl olarak artmis kardiyak
debi, ductus venosus dopplerinde ve orta serebral arter dopplerinde artmis akim hizi
gozlenebilir®!. Kardiyak cevre olgiiminin torasik cevre olcimiine bélinmesiyle elde
edilen kardiyotorasik indeks kardiyomegaliyi belirlemede 6nemlidir. Sinir deger olarak 0.50
alindiginda 18-20 hafta arasinda kardiyotorasik indeksin HbBart hastaligini belirlemede
sensitivitesinin %98.6 spesifitesinin %98.9 oldugu belirtilmistir'2.
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Hemoglobinopatilerde ilk prenatal tani 1976 yilinda Kan ve ark'® fetal fibroblastlardan elde
DNA ile hibridizasyon yapilarak alfa talasemi tanisi konulmus ve bu hastalklarn sik
goruldugu ulkelerde suratle uygulamaya girmistir. Prenatal tanida onceleri in vitro
hemoglobin sentezi kullaniimis 1981 yilindan itibaren DNA incelenmesi ile tani konulmaya
baslanmis ve 1986 yilindan sonra otomatik PCR tekniginin devreye girmesi ile DNA
yéntemleri kullanilmis ve invitro hemoglobin sentezinin yerini almistir™.

1. Fetal DNA Eldesi

a. Kordosentez

In vitro hemoglobin sentezi icin fetal kan gebeligin 18-20. haftalar arasinda ultrasonografi
esliginde direkt kordosentez yontemi ile alinmaktadir. Alinan fetal kan 6rneginin anne kani
ile kontamine olup olmadiginin anlasiimasi icin elektronik kan saymi ve Kleihauer Betke
teknigi ile fetal boyama yapilarak kanin fetal kan oldugu goésterilmelidir. Alinan fetal kan
6rnegi H3-Leucine iceren ortamda enkube edilir. Kolon kromatografisi ile hemoglobin alfa,
beta ve gama globin zincirlerine ayrilir. Bu bdlgelerdeki radyoaktivite oranlarina bakilarak
fetlsln normal, taslyici veya hasta olup olmadigina karar verilir. Normal fetuslerin cogunda
16-24. Haftalarda beta/gama orani 0.11 (0.06-0.10) iken beta talasemi majorda bu oran
0.02’'den azdir. Halen mutasyonu bilinmeyen beta talasemi yanisira alfa talasemi,
deltabeta talasemi, alfabeta talasemi ve gebeligin ilerlemesi nedeniyle mutasyon analizinin
yapllamadigi durumlarda da in vitro hemoglobin sentezi ile tani konulabilmektedir. Son
ylllarda HPLC (High Performance Liquid Chromotography) teknigi kullanilarakta prenatal
tani yapilabilmektedir.

b. Koryon Villus Orneklemesi

DNA yontemleri ile prenatal tani islemi gebeligin 9-12 gibi ¢ok erken haftalarinda
ultrasound esliginde transservikal veya transabdominal kateter araciligiyla koryon villus
orneklemesi (Chorion Villus Sampling — CVS) yapilarak konulabilir. Daha erken haftalarda
islem sonucu fetal anomali fetal kayip riski artacagindan yapilmamasi énerilmektedir.

CVS transabdominal veya transvajinal olarak yapilabilir(Sekil 2). Her iki yontemde de
komplikasyon oranlari birbirine yakindir fakat teknik olarak plasentanin uterus anterior
duvarinda veya fundal oldugu durumlarda transabdominal yéntemin, plasentanin posterior
yerlesimli oldugu durumlarda ise transvajinal yaklagimin daha etkilidir'.

CVS sonrasi fetal kayip riskinin amniyosenteze gére %1 daha yiksek oldugu bildirilse de
11-13 hafta arasinda spontan fetal kayip riskinin amniyosentez haftalarina goére daha
yiksek oldugu hesaba katildiginda arada anlamli bir fark gdzlenmemektedir'®. Kateterin
tekrarlayan giriglerinde ise fetal kayip riski artmaktadir. Transservikal yontemde deneyimin
genel olarak daha az olmasi nedeniyle fetal kayip riskinin bir miktar daha yuksek oldugu
godzlenmistir'®.
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Sekil 2: Transabdominal ve transservikal koryon villus drneklemesi'’

Genelde ekstravaze fetal dokularin elde edildigi amniyosentezin aksine CVS’de elde edilen
materyalde 3 major doku vardir. Elde edilen koryonik villuslarin en dis kisimda hormonal
olarak aktif olan bir sinsityotrofoblast dokusu, ortada sitotrofoblast dokusu ve merkezde
fetal kaynakl fetal kapiller dokular vardir. Sitotrofoblastlarin artmis bir mitotik indeksi
bulunmaktadir'’. Prenatal tani icin gerekli olan ve killttre edilen dokular merkezde bulunan
fetal mezenkimal dokulardir. Koryonik villuslarin sitogenetik analizlerinde %99.7 kesinlik
gOsterilirken sadece %1.1 hastada taninin dogrulanabilmesi igin ek bir invaziv isleme
gerek kalmaktadir'®. Bu basansizligin nedeni genelde plasnetal mozaisizm iken daha az
olarak labaratuar yetersizlik ve maternal hucre kontaminasyonudur.

CVS ile alinan &rnekler mikroskop altinda incelenip fetls ve anneye ait hudcreler
birbirlerinden ayriimakta ve daha sonra fetal drneklerden DNA izole edilerek DNA analiz
yontemleri uygulanmaktadir. Elde edilen doku az olursa kultire edilerek cogaltilabilir.
Fakat bu durum kontaminasyon olasiligi arttinr. Bu islem eger fetUs hasta ise gebeligin
sonlandirimasinin gebeye verecedi stresin daha az olmasi ve 24-48 saat gibi oldukga kisa
bir surede sonuc vermesi nedeniyle in-vitro hemoglobin sentezine tercih edilen bir
yontemdir.

c. Amniosentez

Fetal DNA sadece kordosentez veya CVS'den degil amniyosentez ile elde edilen fetal
hucreler ve trofoblastlardan da elde edilebilmektedir ancak bu yolla doku 6rneginden DNA
gebeligin 16-20. Haftalar gibi daha gec haftalarinda elde edilebildiginden CVS 6rneginden
elde edilen DNA'nin incelenmesi en tercih edilen uygulamadir. Amniyosentez tercinen 15.
Haftadan sonra uterus abdominal bir organ haline geldikten sonra uygulanmalidir. 15-18.
Haftalar arasinda yaklasik olarak 250-350mL amniyotik mayii vardir ve alinacak olan 20-
30mL amniyotik sividan yeterli miktarda yasayan hiicre elde edilebilir’®. Prosedir
ultrasonografi  egliginde 20-22G igne ile transabdominal olarak girilerek sivinin
aspirasyonudur. isleme bagli olarak olusabilecek gebelik kayip orani %0.5-1 arasinda
bildiriimektedir'®.
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d. Maternal kanda fetal DNA

Son olarak fetal DNA maternal plazmadan veya serumdan da elde edilebilir'®2°. Oldukca
ilgi ¢ceken bu invazif olmayan yoéntemler henuz deneysel asamadadir ve Uzerinde
calismalar devam etmektedir.

Her prenatal tani dncesinde parental fenotip ve genotip belirlenmeli ve sonrasinda fetal
deg@erlendirme yapiimalidir. PCR vyapilirken matermnal kontaminasyon ve diger DNA
tarlerinin - amplifikasyonunu énlemek amaciyla sinirl sayida PCR siklusu (25-28)
uygulanmalidir®'.

2. Fetal DNA inceleme Yéntemleri

Hemoglobinopatilerin DNA analizde gunumuzde kullanilan yontemlerin hemen hemen
hepsi Polimeraz Zincir Reaksiyonu'na (PCR) dayanmaktadir®®. Dolayisiyla mutasyon bir
delesyon, nokta mutasyonu veya her ne olursa olsun spesifite kullanilan primerlere goére
degismektedir’’. PCR kullanimi ile sekanslarin belirlenmesi icin radyoizotoplarin
kullaniimasina gerek kalmamis ve ayrica gerekli olan DNA miktarida minimuma
indirilmigtir. Tanida kullanilan molekuler teknikler kitabin diger bélumlerinde daha detayl
olarak anlatilacagindan burada sadece genel bilgiler verilecektir. Hemoglobin tanisi icin
kullanilan PCR yoéntemleri;

* Alel spesifik oligonukleotid (ASO) hibridizasyonu veya dot-blot analizi,

* Revers dot-blot analizi,

* Alel spesifik priming veya Amplifikasyon Refraktor Mutasyon Sistem (ARMS) |
* Restriksiyon enzim analizi,

* Amplifikasyon sonrasi restriksiyon analizi,

* Mutajenik olarak ayriimis PCR ve

*  Gap-PCR'drr.

Bu tekniklerin hepsi bilinen bir mutasyonu belirlemek icin kullanilir. PCR eldesi igerisinde
bulunamayan mutasyonlar taramak icin ise “Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”
(DGGE) ve tek sirall DNA konformasyon Polimorfizmi (SSCP) kullanilabilir. iki teknikte de
mutant olan PCR eldesinin jel Uzerinde mobilitesinin  degismesine bagl olarak
belirlenmesine dayanan tekniklerdir. Mutasyon oldugu belirlenir ve sonrasinda nedeni
bulmak igin diger teknikler kullanilir. Sik gézlenen hemoglobinopatiler icin kullanilan
yontemler asagida belirtiimistir ve Tablo 1'de 0Ozetlenmistir. Daha nadir gdzlenen
hemoglobinler ve varyantlarr igin kullanilan tani ydontemleri yine Tablo 1'de gosterilmistir.

a. Beta talasemi sendromlarinda molekuler tan1 yontemleri

Beta talasemi’ye neden olan yaklasik 200 adet mutasyon olmasina ragmen sik gbzlenen
bolgelerde yaklasik 20 tanesi %1 frekansin (izerinde gdzlenir®. Asya yerlilerinde gézlenen
beta talasemilerin %20’sinden sorumlu olan 619 bp delesyonu®* haric digerlerinin hemen
hemen hepsi tek baz degisimi veya insersiyonu ile olusan nokta mutasyonlar sonucu
ortaya c¢ikar®®. Mutasyonlarin hepsi beta globin geninin kendisinde veya yakin bolgelerinde
olmakta ve PCR yontemleri ile belirlenebilmektedir®'.
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Beta talasemi mutasyonlarinin belirlenmesindeki strateji dncellikle en sik gézlenen
mutasyonlarin PCR ile taranmasidir. Bu amacla en sik kullanilan PCR teknigi Allel spesifik
priming (ARMS) ve revers dot-blot analizidir. RFLP sinirli sayida mutasyon igin kullanilir. Bu
tekniklerle mutasyonlarin %90’ina ulasilabilir. Yine bu amagla DGGE ve SSCP gibi basit
yontemler ile mutasyon varligi belirlenebilir. Ardindan genelde mutasyonun vyerini
belirlemek icin cogdaltiimis PCR eldesinde direkt sekans analizi yapilir’'. Mutasyonlarin ¢ok
degisken olmadigl bolgelerde tarama yapiimadan direkt olarak DNA sekans analizi
yapilmasi uygun bir yaklasim olabilir.

b. Alfa talasemi sendromlarinda molekuler tani yontemleri

Genelde nokta mutasyonlari sonucu olan beta talasemilerin aksine alfa talasemi tek veya
her iki alfa globin genlerinde olan delesyonlar sonucu ortaya cikar. Bu delesyonlar
belirlemede gap-PCR ydntemi oldukg¢a basarilidir. Kullanilan primerler ¢ogaltilabilir ve
degisik delesyonlar belirlemede kullanilabilir?®?’ .

c. Orak hiicreli anemi sendromlarinda molekuler tan1 yontemleri

HbS ve diger orak hucre varyantlarinin tanisi PCR yontemleriyle kolaylikla taninabilir. En sik
kullanilan yontem restriksiyon analizi olsa da ARMS, ASO hibridizasyon ve direkt sekans
analizi ile de belirlenebilir.

3. Preimplantasyon Genetik Tani

Talasemide preimplantasyon prenatal tani uygulamasi ilk kez 1998 yilinda bildirilmistir. Bu
yontem ile maturasyon gosteren fertilize oositlerden 1. Ve 2. Polar cisimcikler alinarak veya
3. Gun embriyodan hucre alinarak PCR teknigi ile hastalkll olmayan embriyolar implante
edilmektedir. Etik, legal ve sosyal nedenlerle abortusa gidilemeyen riskli gebeliklerde bu
yontem uygulanabilir fakat hentz ¢ok kisith sayida merkez tarafindan yapiimakta olup
hen(iz rutin uygulamaya girmemistir®.
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Tablo 1: Klinik olarak 6nemli hemoglobinopatilerde
mutasyon tipleri ve molekiler tani yéntemleri (C)

Hemoglobinop Mutasyon Uygulanabilir teknikler
ati tipi
p-Talasemi Nokta ARMS-PCR

mutasyon ASO

Restriction digest
Direct sequence analysis
Gap-PCR

Delesyon

a-Talasemi Delesyon Gap-PCR

Southern blotting
Non-delesyon  Restriction digest

ARMS-PCR
ASO
Direct sequence analysis
Hb S variant Nokta ARMS-PCR
mutasyon Restriction digest
Direct sequence analysis
Hb C variant Nokta ARMS-PCR
mutasyon Direct sequence analysis
Hb E variant Nokta ARMS-PCR
mutasyon Restriction digest

Direct sequence analysis
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