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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Istraziti uzro¢ne varijante talasemijskih sindroma u populaciji Hrvatskog
primorja i Istre te ih usporediti s uzro¢nim varijantama u drugim populacijama. Specifi¢ni
ciljevi su ispitati hematoloske, biokemijske 1 klinicke znacajke u pojedinaca s talasemijskim
sindromima, utvrditi korelaciju genotipa i fenotipa te izraditi algoritam za molekularno-

geneticku dijagnostiku talasemija.

Materijal i metode: U presjecno istrazivanje je uklju¢eno 112 ispitanika iz 65 obitelji koje nisu
u medusobnom krvnom srodstvu sa sumnjom na talasemiju. Analizirani su hematoloski 1
biokemijski parametri. Molekularno-geneticka analiza globinskih gena provedena je metodama
lanc¢ane reakcije polimerazom i sekvenciranja po Sangeru. Procjena tezine talasemijskog
fenotipa je u€injena Mahidol sustavom bodovanja. U statistickoj obradi podataka koriSten je

Mann-Whitney U-test.

Rezultati: Heterozigotni B-talasemijski sindrom je otkriven u 30 ispitanika i njihovih 16 prvih
srodnika u 24 obitelji iz Hrvatskog primorja i Istre koje nisu u medusobnom krvnom srodstvu.
U svih ispitanika utvrdena je mikrocitoza i hipokromija, a u 60,0% i blaga anemija. Hemoglobin
(Hb) F je bio povisen u 75,0%, a HbA> u 60,7% ispitanika. Specificni genotipski profil u
populaciji Hrvatskog primorja i Istre ¢ini devet uzro¢nih varijanti, od kojih na pet varijanti
otpada 83,2%: Hb Lepore Boston-Washington (BW), 8" IVS-I-110, B° IVS-II-1, B IVS-I-1i B*
IVS-I-6. NajceS¢e uzro€ne varijante su pretezito mediteranskog podrijetla 1 veéinom se
podudaraju s varijantama opisanim u susjednim populacijama Mediterana i Balkana. Nisu
otkrivene nove varijante. Svi ispitanici su imali blagi oblik talasemije. Postoji dobra korelacija
genotipa 1 fenotipa. U ispitanika s istim genotipom 1 varijabilnim biokemijskim fenotipom (HbF
>5%) otkrivena je prisutnost Xmnl polimorfizma, kao potencijalnog sekundarnog

modifikatora. Niti jedan ispitanik nije bio nositelj a-talasemijske varijante.

Zakljucak: Molekularno-geneticko testiranje ima sve vec¢i znacaj u postavljanju precizne
dijagnoze talasemijskih sindroma, otkrivanju statusa nositelja, genetickom savjetovanju, izradi
preventivnih programa, definiranju terapijskih ciljeva i1 razvoju javnozdravstvenih mjera.
Vrijedno je nastaviti istrazivanja na molekularnoj karakterizaciji uzro¢nih varijanti [-

talasemijskih sindroma na podrucju cijele Hrvatske.

Kljuéne rijeci: Beta-globini; Fenotip; Genotip; Hemoglobinopatije; Talasemija



SUMMARY

Objectives: To investigate the causal variants of thalassemia syndromes in the population of the
Croatian Littoral and Istria, and compare the findings with other populations. The specific aims
are to analyze the hematological, biochemical, and clinical features in individuals with
thalassemia syndromes, to determine the correlation between genotype and phenotype, and to

design the algorithm for molecular-genetic diagnosis of thalassemia.

Material and Methods: The cross-sectional study included 112 participants from 65 unrelated
families with suspected thalassemia. Hematological and biochemical parameters were
analyzed. Molecular-genetic analysis of the globin genes was performed using polymerase
chain reaction and Sanger sequencing. The assessment of thalassemic phenotype was performed
according to Mahidol scoring system. The Mann-Whitney U-test was used for statistical data

processing.

Results: Heterozygous B-thalassemia syndrome was identified in 30 participants and their 16
first-degree relatives from 24 unrelated families from the Croatian Littoral and Istria.
Microcytosis and hypochromia were observed in all subjects, with mild anemia present in 60%.
Hemoglobin (Hb) F was elevated in 75,0%, and HbA2 in 60,7% of subjects. The specific
genotype profile in the population of the Croatian Littoral and Istria consists of nine causal
variants, five of which account for 83.2%: Hb Lepore Boston-Washington (BW), B IVS-1-110,
B® IVS-II-1, B° IVS-I-1, and B* IVS-I-6. The most frequent causal variants are predominantly
of Mediterranean origin and largely overlap with variants reported in neighboring
Mediterranean and Balkan populations. No new variants were detected. All participants had a
mild type of disease. There is a good correlation between genotype and phenotype. In subjects
with the same genotype and a variable biochemical phenotype (HbF >5%), the presence of the
Xmnl polymorphism was detected as a potential secondary modifier. None o-thalassemia

carrier was identified.

Conclusion: Molecular-genetic testing is increasingly important for the precise diagnosis of
thalassemia syndromes, detection of carriers, genetic counseling, the development of preventive
strategies, setting therapeutic goals, and the implementation of public health programs. It is
worth to continue research on the molecular characterization of causal variants of B-thalassemia

syndromes in the Croatian population.

Key words: Beta-Globins; Genotype; Hemoglobinopathies; Phenotype; Thalassemia
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1. UVOD

1.1. Ljudski hemoglobin

Hemoglobin (Hb) je kompleksni metaloprotein graden od cetiri podjedinice, od kojih svaka
sadrzi jedan polipeptidni lanac i jednu hem grupu. Ima vitalnu funkciju oksigenacije tkiva,
zahvaljujuéi svojim strukturnim i funkcionalnim svojstvima koja su kroz evoluciju prilagodena
za rad u eritrocitima - tetramernoj strukturi, definiranom afinitetu prema kisiku, kooperativhom

vezanju 1 alosterickoj regulaciji [1].

1.1.1. Grada hemoglobina

Hb je tetramer molekularne mase 64 500 g/mol, prisutan u eritrocitima u koncentraciji 35 g/dL,
odnosno 12-15 g/dL u krvi. Svaki eritrocit ima oko 2 milijuna molekula Hb [2]. Hb se sastoji
od cetiri polipeptidna globinska lanca (dva para) i Cetiri prosteticke hem grupe smjestene unutar
globinskih podjedinica. Hem (feroprotoporfirin IX) je sastavljen od protoporfirinskog IX
prstena nacinjenog od Cetiri molekule pirola povezane alfa-metilenskim mostovima i od atoma
dvovalentnog Zeljeza (Fe*") smjestenog u sredistu svake molekule. Svaki globinski lanac je

zasebno kovalentno vezan za protoporfirinsko zeljezo [3].

B-globinski lanci

atom dvovalentnog
zeljeza (Fe")

hem grupa

a-globinski lanci

Slika 1. Struktura adultnog hemoglobina [4]



Ljudi posjeduju 6 razli¢itih globinskih lanaca oznacenih slovima grckog alfabeta od alfa do
zeta: a, B, vy, 9, € 1 {, koji mogu formirati razli¢ite hemoglobinske tetramere. a- i {- lanci se
sastoje od 141 aminokiseline, a B-, Y-, 6- 1 €-lanci imaju 146 aminokiselina. y-, 6- 1 &- lanci se
razlikuju od B-lanaca samo na poziciji 39 (y), 36 (¢) i 10 (d), te se Cesto oznaCavaju B-nalik

(engl. p-like) lancima. (-lanac je nalik a-lancu, a prisutan je s e-lancem u eritrocitima embrija
[5].

Vrste 1 struktura Hb u razli¢itim zivotnim razdobljima, referentne vrijednosti i stanja s

povisenim vrijednostima pojedinih vrsta Hb prikazani su na Tablici 1.

Tablica 1. Ljudski hemoglobini [5]

Vrsta Normalne Stanja s poviSenim
Hb Struktura Dob vrijednosti (%) vrijednostima
A 232 Odrasli 96
Az 0202 2-3 B-talasemija
H B4 0 Neke a-talasemije

Novorodencad, nasljedno
F 0272 Fetus <l perzistiranje fetalnog Hb i
eritroidni stres

Barts V4 0 Neke a-talasemije
Gower [ G Embrio 0 Rana embrionalna faza
(< 8 tjedana)
Gower II . Embrio 0 Rana embrionalna faza
(> 8 tjedana)
Kasna embrionalna faza
Portland Goy2 Embrio 0

(< 8 tjedana) i a-talasemija
(fetalni hidrops)

Pokrate: Hb = hemoglobin

Hb je globularna molekula (5.0 x 5.4 x 6.4 nm) s jednom simetricnom osi [6]. Oko 75%

globinskih lanaca formira a-spiralu, koja ima sedam ili osam spiralnih segmenata oznacenih
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slovima A - H (a podjedinica nema spiralni segment D) i povezanih nespiralnim
(interhelikalnim) segmentima [7]. Interhelikalni segmenti omogucuju savijanje polipeptida u
trodimenzionalni globinski nabor [6]. Pojedine aminokiseline u lancu oznacavaju se prema
poziciji unutar spiralnog segmenta. Zeljezo je smjesteno u sredini svakog od &etiri pirolna
prstena u Hb 1 za prsten vezano s Cetiri atoma dusika. Koordinirani atomi dusika, koji imaju
elektron-donorski karakter, sprje¢avaju pretvaranje hemskog Zeljeza u feri (Fe*") oblik koji ne
veze kisik za razliku od fero (Fe?") oblika koji ga veZe reverzibilno. Vezanje kisika na jednu
podjedinicu Hb povecava afinitet ostalih podjedinica za kisik (kooperativno vezanje). U
sredistu hemoglobinskog tetramera nalazi se molekula 2,3—bisfosfoglicerata (2,3-BPG), vezana
na mjestu udaljenom od vezanja kisika. 2,3-BPG je alostericki modulator koji smanjuje afinitet
Hb za kisik, ¢ime potice ucinkovito oslobadanje kisika 1 stabilizira strukturu Hb [1]. Hemsko
zeljezo je takoder pri¢vrSéeno za globinski lanac kovalentnom vezom s aminokiselinom
histidinom na poziciji heliksa F8. Aminokiseline s polarnim (kiselim ili baznim) bo¢nim
grupama smjestene su na povrsini molekule, a neutralne aminokiseline su smjestene pretezno

na unutarnjoj hidrofobnoj strani molekule Hb [8].

1.1.2. Funkcije hemoglobina

Hb je visefunkcionalna molekula. Osnovna fizioloSka funkcija Hb je vezanje kisika u plu¢ima,
prijenos i isporuka kisika u tkiva te prijenos ugljicnog dioksida iz tkiva u plu¢a. Dvosmjernu
respiratornu funkciju Hb omogucuju izvanredna svojstva ove molekule. U arterijskoj cirkulaciji
Hb ima velik afinitet za kisik i1 nizak afinitet za ugljicni dioksid, ione vodika 1 klorida te
organske fosfate, dok su u venskoj cirkulaciji ovi relativni afiniteti obrnuti [9]. Oksigenacija i
deoksigenacija Hb odigrava se na hemskom Zeljezu. Pri vezanju kisika pomice se Fe** za 0,04
nm Sto uzrokuje pomicanje jednog para podjedinice o/f za 15° prema drugom paru. Time
molekula Hb prelazi iz napetog stanja T (engl. tense) s niskim afinitetom za kisik u relaksirano
stanje R (engl. relaxed), u kojem je olakSano vezanje novih molekula kisika za slobodne
molekule hema [10]. Nakon deoksigenacije, B-lanci se odvajaju za 0,7 nm [6]. Novija
kristalografska ispitivanja upucuju da je alosteri¢na tranzicija Hb puno sloZenija od ovog
modela s dva stanja [11]. Afinitet prema kisiku se naj¢esS¢e oznacava kao Pso, koji odrazava
parcijalni tlak kisika pri kojem je 50% Hb zasi¢eno [6]. Normalan Pso iznosi 27 mmHg pri
temperaturi 37°C 1 pH 7,4. Krivulja vezanja/disocijacije kisika je sigmoidnog oblika. Sigmoidni
oblik krivulje oksihemoglobina odraZzava hem-hem interakciju, koja omogucuje da etapna

oksigenacija svake hem grupe u hemoglobinskom tetrameru povecava afinitet kisika za
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preostale neoksigenirane hem grupe [5]. Na afinitet vezanja kisika utjece i pH, tjelesna
temperatura, uglji¢ni dioksid i koli¢ina 2,3-BPG. Bohrov uc¢inak ozna¢ava promjenu afiniteta
kisika za Hb vezanu uz promjenu pH i koncentraciju uglji¢nog dioksida. Na tkivnom nivou,
nizi pH 1 vi$i pCO2 smanjuju afinitet vezanja kisika 1 pospjesuje njegovo oslobadanje. Nasuprot
tome, visi pH 1 nizi pCO2 u plu¢ima povecavaju afinitet vezanja kisika [12]. Uglji¢ni dioksid se
takoder reverzibilno veze za molekulu Hb preko aminogrupa na polipeptidnim lancima i
formira karbaminohemoglobin. Na ovaj nacin se transportira oko 10% uglji¢nog dioksida, a
ostatak se transportira otopljen u plazmi kao uglji¢na kiselina koja disocira u bikarbonatni ion

i proton [13].

Osim respiratorne funkcije, Hb ima kataliticke funkcije (monooksigenaza, dusi¢na reduktaza,
duSicna dioksigenaza, esteraza, alkilhidroperoksidaza, lipoksigenaza), ucestvuje u
metabolizmu duSi¢nog oksida, metabolickom reprogramiranju, regulaciji acidobazne
ravnoteze, odrzavanju oksidacijsko-redukcijske (redoks) ravnoteze i regulaciji vazomotornog

tonusa [6,7].

1.1.3. Biosinteza hemoglobina

Globinski geni koji kodiraju odredene polipeptidne lance razli¢ito su izrazeni tijekom
intrauterinog razvoja i nakon rodenja, ¢ime omogucuju prijenos kisika u smjeru potrebnom za
embrionalni i fetalni razvoj. Glavni globinski geni su rasporedeni u okviru dva klastera. Klaster
a-globinskih gena lociran je na kratkom kraku kromosoma 16 (izmedu 16p13.2 i telomere) i
dugacak je 30 kb. Klaster B-globinskih gena lociran je terminalnom kraju kratkog kromosoma
11 na pozicyi 15.5. 1 dugacak je preko 70 kb [8,14]. Klaster a-globinskih gena ima tri
funkcionalna gena: {- gen (HBZ) koji je izrazen u embrionalnom stadiju i kodira -globinske
lance, te gene a2 (HBA2) i au (HBAI) koji kodiraju a-globinske lance od gestacijske dobi do
kraja zivota. U klasteru a-globinskih gena, postoje i tri pseudogena (pseudol, pseudooy 1
pseudoa.), kao evolucijski ostaci koji ne kodiraju proteine. Klaster -globinskih gena sadrzi pet
funkcionalnih gena: € gen (HBE) koji kodira embrionalne globinske lance, A-y (HBGI) i G-y
(HBG?2) gene koji kodiraju fetalne y-globinske lance, te B (HBB) 1 & gene (HBD) koji kodiraju
adultne B- odnosno o-globinske lance. B- i1 d-globinski lanci se razlikuju u 10 od 146
aminokiselina. I u klasteru B-globinskih gena postoji pseudogen yf, koji ne kodira globinske
lance [15]. Redoslijed gena uzduz kromosoma odgovara redoslijedu njihove ekspresije za

proizvodnju razli¢itih hemoglobinskih tetramera tijekom ontogenetskog razvoja ¢ovjeka [16].



Ekspresija globinskih gena je, osim u razli¢ito vrijeme i u razli¢itim koli¢inama, regulirana i
prostorno: u embrionalnom stadiju je ograni¢ena na Zumanjcanu vrecu, u fetalnom stadiju se

zbiva u jetri 1 slezeni, a nakon rodenja u koStanoj srzi.

Embrionalni Hb su (redom pojavnosti): Hb Gower I ((¢2), Hb Portland (C2y2) 1 Hb Gower 11
(02€2). Sintetiziraju se u zumanjcanoj vreéi od 4. tjedna gestacije. Fetalni HbF (a2y2) je glavni
Hb od 8. tjedna gestacije, nakon uspostave eritropoeze u fetalnoj jetri i slezeni. Od 14. tjedna
gestacije, embrionalni hemoglobini potpuno su zamijenjeni HbF. Nakon rodenja, HbF bude
zamijenjen adultnim Hb: HbA (a2f2) 1 HbA2 (a202) [5].

Redoslijed sinteze humanih Hb u embrionalnom, fetalnom i adultnom stadiju prikazan je na
Slici 2. Slijed pojavljivanja razlicitih globinskih lanaca pomaze nam u razumijevanju pocetka

klini¢kih manifestacija hemoglobinskih poremecaja.
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Slika 2. Redoslijed sinteze humanih hemoglobina u embrionalnom, fetalnom i adultnom

stadiju [17]



1.2. Poremecaji hemoglobina

Glavni Hb u eritrocitima odraslog ¢ovjeka je HbA i ¢ini 95 - 98% svih Hb u hemolizatu. Pri
analizi Hb mogu se uociti razlicite komponente s nizom izoelektricnom tockom od HbA, tzv.
minorne frakcije, koje su produkti posttranslacijske modifikacije HbA. Klini¢ki znacaj ima
samo HbA ¢ (glikozilirani Hb), koji na N-terminalnoj grupi B-lanca ima vezanu glukozu i koristi
se u procjeni regulacije Sec¢erne bolesti [18]. HbA» (0202) je mala adultna frakcija Hb, s udjelom
od 2,5 - 3,5% ukupnog Hb. HbA: ima funkcionalna obiljeZja vrlo sli¢na HbA, ali u fizioloskim
uvjetima nema znacaja. Najbolji je biljeg za diferencijalnu dijagnozu talasemijskih sindroma.
HbA: se sintetizira u svim eritroidnim prekursorima i univerzalno je prisutan u eritrocitima.
Nasuprot tome, distribucija HbF u eritrocitima je neravnomjerna i samo 0,1 — 7% eritrocita
sadrzi detektibilne koli¢ine HbF. Eritrociti novorodenceta sadrze otprilike 60% HbF 1 40%
HbA. Nekoliko mjeseci nakon rodenja, HbF ¢ini minornu frakciju Hb, sa 6 mjeseci zivota ¢ini

<5%, a kasnije <1% ukupnog Hb [6,19].

Hemoglobinopatije oznacavaju heterogenu skupinu nasljednih poremec¢aja Hb uzrokovanih
varijantama globinskih gena koji kodiraju polipeptidne lance molekule Hb. Ovi poremecaji
mogu biti kvalitativni 1 kvantitativni. Kvalitativni poremecaji se nazivaju hemoglobinske
varijante ili strukturne hemoglobinopatije i uklju¢uju Hb koji se sintetiziraju u normalnim
koli¢inama, ali imaju izmijenjen sastav aminokiselina. Kvantitativni poremecaji su talasemijski
sindromi, koji ukljuuju poremecenu sintezu a- ili B-globinskih lanaca, ¢ija je struktura
normalna. Moguca je interakcija izmedu kvantitativnih 1 strukturnih varijanti Hb, s vrlo Sirokim

rasponom klini¢kih poremecaja [17,20].

1.2.1. Kvalitativni poremecaji hemoglobina

Kvalitativni poremecaji Hb (hemoglobinske varijante ili strukturne hemoglobinopatije) rezultat
su varijanti sekvence u globinskim genima s posljedicnim izmijenjenim sastavom
aminokiselina u globinskim lancima Hb. Najce$¢e molekularno-geneticke alteracije su
promjene jednog nukleotida koje uzrokuju pojedinacne supstitucije aminokiselina (primjerice
HbS). Rjede alteracije su supstitucije dvije aminokiseline (HbC-Harlem), alteracije terminalnih
kodona koje uzrokuju sintezu produljenog globinskog lanca (Hb Constant Spring), delecije
jednog nukleotida s pomakom okvira ¢itanja (Hb Wayne), tripleta nukleotida (Hb Leiden) ili
multiplih kodona (Hb Gun Hill), rekombinacije (Hb Lepore) 1 insercije s pomakom okvira

¢itanja (Hb Cranston) ili multiplih kodona (Hb Grady) [5,21]. Hemoglobinske varijante imaju



promijenjena fizikalna i kemijska obiljezja. U HbVar bazi podataka (http://globin.cse.psu.edu)

navedeno je 1429 varijanti Hb i 541 talasemijska varijanta, medu kojima su najzastupljenije
varijjante [-lanaca [22]. Zastupljenost pojedinih vrsta abnormalnih Hb, ukljucujuci

hemoglobinske varijante, prikazana je u Tablici 2.

Tablica 2. Vrste i zastupljenost abnormalnih hemoglobina [22]

Vrsta abnormalnog hemoglobina Broj
Hemoglobinske varijante 1429
Talasemijske varijante 541
Kombinirane varijante 318
Varijante a1 gena 366
Varijante o, gena 466
Varijante  gena 954
Varijante 6 gena 144
Varijante A-y gena 65
Varijante G-y gena 83
Fuzije 11
Delecije 244
Supstitucije 1514
Insercije 87
Hemoglobini s visokom afinitetom za kisik 103
Hemoglobini s niskim afinitetom za kisik 48
Nestabilni hemoglobini 156
Methemoglobini 13



http://globin.cse.psu.edu/

Klinicke manifestacije hemoglobinskih varijanti su vrlo razlicite, od asimptomatskih oblika do
teskih klinickih slika, a opéenito su blaze nego kod kvantitativnih poremecaja Hb. Na varijante
Hb moZe se posumnjati u pacijenata s teskom anemijom ili znadajnom cijanozom. Cesée se
identificiraju laboratorijskim pretragama, buduc¢i da mnoge zamjene aminokiselina mijenjaju
povrsinski naboj Hb. Time se omogucuje otkrivanje pomocu elektroforeze i kromatografije u
okviru rutinskog novorodenackog probira na ¢eS¢e hemoglobinopatije (HbS, HbC, talasemije)
koji se provodi u Sjedinjenim Americkim Drzavama i nekim europskim zemljama [21]. Klini¢ki
znacaj imaju HbS, nestabilni Hb, Hb varijante s promijenjenim afinitetom za Kkisik,

methemoglobin (HbM) i talasemijske strukturne varijante.

HbS je najces¢i abnormalni Hb u kojem je na poziciji 6 B-globinskog lanca glutaminska kiselina
zamijenjena valinom. Nasljeduje se autosomno recesivno, stoga je za ekspresiju bolesti
potrebno imati dvije kopije HbS gena ili jednu kopiju HbS i drugu Hb varijantu. Komplikacije
u homozigota su posljedica opstrukcije protoka krvi srpastim stanicama, a ukljuc¢uju kroni¢nu
hemoliticku anemiju, vazookluzivne bolne krize, akutni torakalni sindrom, mozdani udar,

splenomegaliju, povecanu sklonost teskim bakterijskim infekcijama i poremecaje rasta [23,24].

Nestabilni Hb nasljeduju se autosomno dominantno. Ce$é¢e su B-globinske varijante, sa
supstitucijom neutralnih aminokiselina u blizini dZepa hema. Promjena sekundarne, tercijarne
i kvarterne strukture Hb rezultira nestabilnim Hb koji precipitira unutar eritrocita i formira
Heinzova tjeleSca. Najcesce klinicke i1 laboratorijske znac¢ajke su hemoliti¢ka anemija, Zutica 1

splenomegalija [25].

Promjene u afinitetu Hb za kisik pomicu krivulju disocijacije kisika i identificiraju se
abnormalnim Pso. Hemoglobinske varijante s povecanim afinitetom za kisik (nizak Pso)
najceSce su rezultat supstitucije aminokiselina koje stabiliziraju molekulu Hb u R stanju 1/ili
inhibiraju odgovore na okoliSne alostericke regulatore koji poticu oslobadanje kisika. Zbog
oslabljenog otpustanja kisika u tkiva povecano je luenje eritropoetina s posljedicnom
eritrocitozom. Varijante Hb sa smanjenim afinitetom za kisik (visok Pso) obi¢no se prezentiraju
cijanozom. Najcesce su uzrokovane zamjenama aminokiselina u globinu koje pomicu kvarternu

ravnotezu tetramera Hb u T (deoksigenirano) stanje [21,26].

HbM sadrzi Zeljezo u Fe*" obliku, koje ne veze kisik niti ga moze isporuiti tkivima. Nasljeduje
se autosomno dominantno, a naj¢es¢e je posljedica supstitucije proksimalnog ili distalnog
histidina na a- ili B-globinskom lancu tirozinom. Prezentira se razli¢itim stupnjem otezanog

disanja, cijanoze i hipoksemije, bez odgovora na primjenu kisika [27].



1.2.2. Kvantitativni poremecaji hemoglobina

Kvantitativni poremecaji Hb (talasemijski sindromi) su heterogena skupina nasljednih bolesti
koje karakterizira poremecaj u sintezi jednog ili viSe globinskih lanaca Hb, kao rezultat
alteracija u genima za globinske lance. Opc¢enito se nasljeduju autosomno recesivno, iako
nasljedivanje moze biti vrlo kompleksno buduci da multipli geni utjecu na sintezu Hb. U HbVar
bazi podataka navedeno je vise od 500 talasemijskih alela [22]. Talasemijski sindromi dijele se
u dvije vrste: talasemije i talasemijske varijante. Nazivaju se prema tipu globinskog lanca ¢ija
je sinteza poremecena. Osnovne skupine ¢ine a- 1 - talasemije, a rijetke i klinicki manje
znaCajne su O-talasemije. Postoje i kompleksne forme p-talasemija, koje su posljedica

postojanja niza varijanti u lokusu p-globinskog gena: df- i ydp-talasemije [5,28].

Hereditarno perzistiranje fetalnog Hb (HPFH, engl. hereditary persistence of fetal hemoglobin)
je benigni poremecaj uzrokovan alteracijama u - ili a-globinskim klasterima ili y-promotorskoj
regiji, koje uzrokuju povecanu i produljenu sintezu HbF i u odraslih osoba [29]. Udruzeno

nasljedivanje HPFH i B-talasemije utjeCe na tezinu klinicke slike [30].

Talasemijske hemoglobinopatije predstavljaju kombinaciju kvantitativnih i kvalitativnih
poremecaja sinteze globinskih lanaca (Hb Lepore, HbS, HbE, Hb Constant Spring).
Kompleksna interakcija talasemije i hemoglobinske varijante moze uzrokovati razlicite klinicke

slike [31].

1.2.2.1. Epidemiologija

Talasemijski sindromi spadaju u najceS¢e monogenske nasljedne bolesti u svijetu. Procjenjuje
se da je 5 do 7% svjetske populacije nositelji talasemijskog gena [32]. Prema izvjeStajima iz
2021. godine, na svijetuima 13 104 071 osoba s talasemijom, s dobno-standardiziranom stopom
prevalencije od 18,28/100 000 osoba (95% UI 15,29 — 22,02) i dobno-standardiziranom stopom
incidencije od 1,93/100 000 osoba (95% UI 1,51 — 2,49) [33]. Prema procjenama, svake godine
se rodi 60 000 do 70 000 djece s razli¢itim vrstama talasemije [34].

Ucestalost talasemijskih sindroma je razli¢ita u razli¢itim populacijama, razliitim regijama
svijeta 1 manjim geografskim podruc¢jima [35]. Povijesno, talasemije su naj¢es¢e u endemskom
malaricnom podrucju, koje se proteze od sub-Saharske Afrike, preko Mediterana i Srednjeg
istoka do Indijskog podkontinenta te istone i jugoistocne Azije (tzv. talasemijski pojas)
[34,36]. Visoka ucestalost u ovim regijama odrazava relativnu otpornost talasemijskih eritrocita

na Plasmodium falciparum 1 veéu uCestalost brakova u krvnom srodstvu [37]. Velike migracije
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stanovniStva promijenile su epidemioloski profil talasemijskih sindroma, s povecanjem
ucestalosti u Sjevernoj Americi i Europi, pa talasemijski sindromi sada predstavljaju globalni
zdravstveni problem. Istovremeno, zahvaljuju¢i uvodenju preventivnih programa, ucestalost

talasemija opada u zemljama s tradicionalno visokom ucestalos¢u [38].

1.2.2.2. Patofiziologija - op¢i principi

Osnovno obiljezje svih talasemijskih sindroma je odsutna ili smanjena sinteza jednog ili vise
globinskih lanaca, uzrokovana alteracijama u globinskim genima koji ih kodiraju. Sinteza
nezahvacenog lanca se nastavlja neometano [5]. Klinicki znacaj imaju samo o- i B-globinski
lanci koji su neophodni za sintezu HbA. Tezina klinic¢ke slike prvenstveno ovisi o podlezecoj

molekularnoj promjeni 1 stupnju defekta sinteze globinskog lanca.

UravnoteZena sinteza globinskih lanaca je izuzetno vazna, jer su intaktni tetrameri HbA 1 HbF
visoko topivi u citoplazmi eritrocita. Nevezani a- i B-lanci su netopivi, te dolazi do agregacije
1 precipitiranja slobodnih lanaca u suvisku. U B-talasemiji stvaraju se agregati a-lanaca koji
formiraju inkluziona tjeleSca u eritrocitima 1 eritroidnim prekursorima u koStanoj srzi.
Inkluziona tjeleSca uzrokuju fizicko 1 oksidativnho oStec¢enje eritrocitne membrane s
posljedicnom kroni¢nom intramedularnom destrukcijom eritroidnih stanica (hemoliza) i
neucinkovitom eritropoezom. U a-talasemiji se stvaraju agregati - (HbH, P4) 1 y- lanaca (Hb
Barts, y4) koji su solubilniji i precipitiraju puno sporije. Hemoliza je prisutna i u a- i -
talasemiji, iako u p-talasemiji moze biti zasjenjena neucinkovitom eritropoezom [36].

Monocitno-makrofagni sustav, prvenstveno u slezeni, odstranjuje oStecene eritrocite [5,28].

Osnovna posljedica navedenih patofizioloskih procesa je anemija. Klinicke manifestacije
variraju od asimptomatske mikrocitoze do najtezih oblika koji su letalni in utero. Kod teSkih
oblika talasemije, kroni¢na anemija i hipoksija uzrokuju povecano lufenje hormona
eritropoetina, koji stimulira stvaranje eritrocita u koStanoj srzi i pogorSava akumulaciju
abnormalnih eritroidnih prekursora. Povecana slezena (splenomegalija) i povecana aktivnost
slezene (hipersplenizam) pogorSavaju anemiju [5]. Akumulacija Zeljeza rezultat je hemolize,
povecane apsorpcije Zeljeza iz probavnog trakta zbog anemije, smanjene utilizacije Zeljeza za
sintezu Hb 1 ponavljanih transfuzija. ViSak Zeljeza aktivira makrofage u koStanoj srZi i doprinosi
neucinkovitoj eritropoezi. U nelijeCenih pacijenata, talozenje zeljeza u vitalne organe (srce,

jetra, Zlijezde s unutarnjim lu¢enjem) uzrokuje ozbiljne kroni¢ne komplikacije [39].
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Danas je poznata molekularna osnova brojnih patofizioloSkih mehanizama u talasemijskim
sindromima. Takoder je poznato da na klinicku sliku ne utjeCe samo uzro¢na genetska

promjena, nego i drugi neovisni unutarnji i vanjski ¢cimbenici (poglavlje 1.4.2.).

1.2.2.3. Klasifikacija

Talasemijski sindromi su posljedica velikog broja razli¢itih genetskih promjena, koje se mogu
naslijediti u homozigotnom obliku, heterozigotnom obliku i u medusobnim kombinacijama
(dvostruki heterozigoti). Stoga imaju vrlo Siroki spektar klini¢kih i hematoloSkih manifestacija
[28]. Postoje dvije glavne skupine: a- i B-talasemije, koje se dijele u o’ i p’-talasemije (ako je
potpuno odsutna sinteza o- odnosno B-globinskog lanca) te a'- i B*-talasemije (ako je sinteza
a- odnosno B-globinskog lanca smanjena). Daljnja klasifikacija a- i - talasemijskih sindroma

se razlikuje.

Klaster za a-globin sadrzi dvije kopije a-globinskih gena, oo (HBA2) i o1 (HBA). Zdrava osoba
ima Cetiri normalno funkcionalna a-globinska gena koja se oznacavaju ,,a0/00. Prva pozicija
na kromosomu uvijek predstavlja oz gen, koji je odgovoran za sintezu 75% svih a lanaca. U
ao-talasemijama su Ceste velike delecije cijelih skupina gena za a-globin (delecijske varijante),
a o'-talasemije mogu ukljucivati to¢kaste mutacije (nedelecijske varijante). Klini¢ki fenotip
ovisi o kombinaciji varijanti a-globina koje pojedinac ima. Uz to, moguée je vise kombinacija

varijanti, $to povecava sloZenost klasifikacije a-talasemije [28,40].

Prema klinickom fenotipu, o-talasemije se dijele u Cetiri tipa: a-talasemija minima ili tihi
nositelj (engl. silent carrier), o-talasemija minor (o-talasemija obrazac ili trait), bolest HbH, te
fetalni hidrops s Hb Barts. Heterozigoti s tri normalna i jednim delecijskim a genom (a-/oo)
nazivaju se tihi nositelji (o-talasemija minima ili o-talasemija-2). Ove osobe gotovo redovito
nemaju klini¢ke niti hematoloSke abnormalnosti, a dijagnoza se postavlja geneti¢kom analizom.
Alfa-talasemija minor ili o-talasemija trait oznacava nasljedivanje dva normalna i1 dva
delecijska a gena, odnosno heterozigotnost za --/aa ili -a/-a genotip. Moze biti prisutna blaga
mikrocitna hipokromna anemija. HbH bolest se odnosi na deleciju ili inaktivaciju tri od Cetiri
a-globinska gena (--/0-). Znacajna neravnoteza sinteze globinskih lanaca uzrokuje nakupljanje
slobodnih y-lanaca tijekom fetalnog razvoja i ranog djetinjstva koji formiraju Hb Barts (y4), te
nakupljanje slobodnih B-lanaca u odrasloj dobi koji formiraju HbH (f4). Prisutnost jednog
funkcionalnog alela za a-globin omogucuje fetusu dovoljnu sintezu HbF da prezivi i dovoljnu

sintezu HbA za odrZavanje postnatalnog Zivota, ali uz znac¢ajan morbiditet. Osobe s HbH bolesti
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imaju kroni¢nu hemoliticku anemiju. Fenotipska prezentacija je vrlo varijabilna u razli¢itim
etnickim populacijama i ovisi o prisutnosti drugih genetskih promjena (genetski modifikatori)
[41]. Fetalni hidrops s Hb Barts je najtezi tip o-talasemije, uzrokovan delecijom ili
inaktivacijom sva Cetiri a-globinska gena (homozigotnost --/--). Budu¢i da Hb bez a lanaca ne

moze prenositi kisik, najéesce je letalan in utero ili par sati nakon rodenja [40,42].

Za razliku od cetiri a-gena, svaki pojedinac ima dva B-globinska gena. Brojne varijante i
razli¢ite kombinacije nasljedivanja rezultiraju vrlo heterogenom skupinom [-talasemijskih
sindroma. Tradicionalna klasifikacija ukljucuje tri skupine (slijedom od najblazih prema tezim
oblicima): B-talasemiju minor ili B-talasemija trait (blago smanjena sinteza B-globinskog lanca),
B-talasemiju intermedia (B*, djelomi¢no smanjena sinteza B-globinskog lanca) i B-talasemiju
major (B°, potpuno odsutna sinteza B-globinskog lanca) [36,40]. Osobe s minor oblikom su
heterozigotni nositelji s asimptomatskom blagom mikrocitnom hipokromnom anemijom.
Talasemija intermedia odlikuje se razli¢itim stupnjem anemije i varijabilnom klini¢kom slikom
od asimptomatskih oblika do kroni¢ne potrebe za ucestalim transfuzijama. Beta-talasemija
major (Cooleyeva anemija ili Mediteranska anemija) je najtezi oblik u homozigota ili sloZzenih
heterozigota za B® patogene varijante, s te§kom anemijom koja zahtijeva redovitu transfuzijsku
terapiju [43,44]. Udruzeno nasljedivanje patogene varijante za HbS na jednom [B-globinskom
alelu 1 talasemijske varijante na drugom [-globinskom alelu rezultira HbS-talasemijom.
Klinicka slika nalikuje bolesti srpastih stanica, ali je blazeg oblika ovisno o prirodi B-alteracije
(B® ili B*) [45]. Molekularna osnova i klini¢ka slika p-talasemijskih sindroma detaljno su

opisane u poglavlju 31 4.

Tablica 3 prikazuje klasifikaciju a- 1 B- talasemijskih sindroma.
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Tablica 3. Klasifikacija talasemijskih sindroma [40,45]

Tip Alterirani gen Klini¢ke znacajke
a-talasemija
minima Jedan defektni alel )
o Bez simptoma
(tihi (-o/o)
nositelj)
a-talasemija | Dva defektna alela . . "
. Bez simptoma ili blaga anemija
minor (-a/-0. or --/0ur)
a_ Al . . ..
talasemijski Zutica i anemija na porodu
sindrom . Kroni¢na hemoliticka anemija
Tri defektna alela - -
Bolest HbH (mogu biti potrebne transfuzije)
(-/-0) Hepatosplenomegalija
Sekundarna hemokromatoza
Bolest Hb Cetiri defektna alela (--/--) Fetalni hidrops
Barts
B—tala_lsemua Jedgn defektni alel (B/p* ili Bez simptoma ili blaga anemija
minor B/B%)
Dva defektna alela (B*/p* ili | Varijabilni stupanj anemije
B-talasemija | B*/p°) ili udruzeno (transfuzije mogu biti potrebne u
intermedia | nasljedivanje drugih razdobljima stresa: infekcije,
varijanti trudnoéa, kirurski zahvat)
Teska hemoliticka anemija (Ceste
B transfuzije)
talasemijski Hepatosplenomegalija
sindrom | p-talasemija | 5 o\ ocovioo dlela (B%/B°) Sekundarna hemokromatoza
major o B
Deformiteti kostiju
Zastoj u rastu
Aplasti¢ne krize
Kombinacija jednog
HbS-p- defektnog -globinskog
talasemiia alela i jednog defektnog Obiljezja bolesti srpastih stanica
18 | Hbs alela (B*/HbS ili
B%/HbS)

Pokrate: Hb = hemoglobin
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Novija klasifikacija talasemija zasniva se na klini¢kim kriterijima, prvenstveno ovisnosti o
transfuzijama kao glavnom prognostickom c¢imbeniku. Transfuzijska potpora je osnova
lijeCenja, a ucestalost 1 koliCina transfuzija indirektno odraZava tezinu bolesti 1 utjeCe na
kroni¢ne komplikacije. Prema klinickoj klasifikaciji razlikuju se dvije skupine talasemija:
talasemije ovisne o transfuzijama (TDT, engl. transfusion-dependent thalassemia) i talasemije
neovisne o transfuzijama (NTDT, engl. non-transfusion-dependent thalassemia) [38,40].
Pacijenti koje povremeno zahtijevaju transfuzije ne smatraju se ovisnima, ali mogu s vremenom

postati 0 njima ovisni i treba ih povremeno reevaluirati.

1.3. Beta-talasemijski sindromi

Beta-talasemija je najc¢eSc¢a kongenitalna hemoliticka anemija [46]. Procjenjuje se da je oko
1,5% svjetske populacije (80 do 90 milijuna ljudi) nositelji P-talasemijskog gena, dok je
godisnja incidencija simptomatskih osoba 1:100 000 u svijetu i 1:10 000 u Europskoj Uniji
[47]. Heterogenost klinickih i hematoloskih znacajki posljedica je prvenstveno ogromnog broja
razli¢itih alteracija B-globinskog gena, koji se mogu naslijediti u homozigotnom i

heterozigotnom obliku te u medusobnim kombinacijama.

1.3.1. Patofiziologija p-talasemijskih sindroma

Osnova patofiziologije je neravnoteza a- i ne-o-globinskih lanaca. SuviSak slobodnih a-lanaca
odgovoran je za tri vazna patogenetska zbivanja: kroni¢nu anemiju i hipoksiju, neuc¢inkovitu
eritropoezu 1 opterecenje zeljezom [48]. Slobodni a-lanci precipitiraju u eritroidnim stanicama
1 formiraju inkluziona tjelesSca koja, vezana za membranu, uzrokuju njezino oksidativno
oStecenje te apoptozu eritroidnih prekursora (neucinkovita eritropoeza) i hemolizu zrelih
eritrocita. Nevezani a-lanci takoder oksidiraju u HbM 1 netopive hemikrome (oksidirane 1
djelomi¢no katabolizirane peptidne fragmente). Ovi hemikromi koji sadrZze Zeljezo mogu
generirati reaktivne vrste kisika (ROS, engl. reactive oxygen species) koji dodatno oSte¢uju
eritrocite [49,50]. Oksidativni stres u mikrookoliSu srZi doprinosi smanjenom sazrijevanju i
apoptozi eritroidnih prekursora [51]. Kroni¢na anemija i hipoksija stimuliraju lucenje
eritropoetina s posljediénom znacajnom ali neucinkovitom ekspanzijom koStane srzi, koja
uzrokuje tipi¢ne deformitete kostiju [47]. Signalni put koStanog morfogenetskog proteina
(BMP, engl. bone morphogenetic protein) inhibira stvaranje hepcidina, s posljedicnom

povecanom apsorpcijom zeljeza iz probavnog trakta [52,53]. Aktivirani hipoksijom inducirani
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faktor 2 alfa (HIF-2a, engl. hypoxia-inducible factor-2 alpha) uzrokuje pojacanu ekspresiju
gena odgovornih za apsorpciju zeljeza u tankom crijevu i pogorsava opterecenje zeljezom [54].
Makrofagi u koStanoj srzi su aktivirani zeljezom i selektivno fagocitiraju apoptoticke eritroidne
prekursore ¢ime pogorSavaju neucinkovitu eritropoezu. Teska 1 dugotrajna anemija te povecana
eritropoetinska aktivost rezultiraju ekstramedularnom hematopoezom te povecanjem jetre i
slezene. Kroni¢na hemoliza s vezanjem imunoglobulina i komplementa aktivira sekvestraciju

eritrocita u slezeni, a hipersplenizam pogorsava anemiju [55].

1.3.2. Klini¢ka slika

Kompleksna patofiziologija B-talasemije rezultira razli¢itim klinickim manifestacijama, koje

variraju od asimptomatskih oblika do letalnih ishoda in utero ili u ranom djetinjstvu.

Nositelji B-talasemijskog gena (B-talasemija minor ili B-talasemija trait) nemaju simptoma niti
hematoloskih abnormalosti (tzv. tihi nositelji), ili imaju blagu mikrocitnu hipokromnu anemiju.
U trudnica nositeljica moze se razviti znacajna anemija (Hb <7 g/dL), obi¢no u tre¢em trimestru
[55]. Nositelji se najéesée otkrivaju u okviru obiteljskog probira ili populacijskog istrazivanja,

ili slu¢ajno prilikom uzorkovanja krvi zbog druge bolesti [56].

Pacijenti s B-talasemijom major se prezentiraju u prvoj godini zivota teSkom anemijom (obi¢no
oko 6 mjeseci starosti) i nakon toga zahtijevaju redovite transfuzije [55]. Hb mozZe biti snizen
na 3 do 4 g/dL. NelijeCena dojencad je izrazito blijeda, razdrazljiva, zaostaje u rastu, ima Zuticu
1 tamni urin zbog hemolize, izboCen trbuh zbog hepatosplenomegalije i ponavljane infekcije
[57]. Ceste su kostane deformacije zbog bujanja kostane srzi. Karakteristiéne su crte lice s
istaknutim ¢elom, jagodi¢nim kostima 1 gornjom Celjusti (,,talasemijsko lice*). Splenomegalija
uzrokovana hemolizom moze se pogorsati ekstramedularnom hematopoezom. Nelijecena djeca
obi¢no umiru zbog zatajenja srca. Dugorocne komplikacije povezane s optere¢enjem Zeljezom
ukljucuju zaostajanje u rastu i spolnom razvoju, cirozu jetre, ostecenje Zlijjezda s unutarnjim
lucenjem (dijabetes melitus, hipotireoza, hipogonadizam) 1 miokardiopatiju [47,49,57,58].
Mnoga djeca koja se primjereno transfundiraju (odrZzavanje Hb >9 g/dL) i1 redovito primaju

kelate Zeljeza, imaju normalan rast, razvoj i spolno sazrijevanje [56].

Beta-talasemija intermedia spada u NTDT, s blagom do umjerenom hemolitickom anemijom
(Hb je 7 do 10 g/dL bez transfuzijske potpore). Obuhvaca Sirok raspon klinickih fenotipova
izmedu talasemije minor 1 major [59]. Blagi oblici mogu biti asimptomatski do odrasle dobi, a

tezi se obicno prezentiraju u dobi od 2 do 4 godine bljedilom, zuticom, povecanjem jetre i
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slezene te promjenama na kostima. Rast i razvoj su opCenito bolji nego u pacijenata s major
formom. Medutim, u usporedbi s TDT, pacijenti s B-talasemijom intermedia imaju ve¢i rizik za
zucne kamence, trombozu i1 pluénu hipertenziju. Ekstramedularna hematopoeza se primarno
deSava u slezeni, jetri, limfnim ¢vorovima i kraljeScima te moZe uzrokovati neurolosSke
simptome [56]. Mnogi pacijenti s P-talasemijom intermedia ¢e kasnije u zivotu trebati
transfuzije. Kada njihove potrebe za transfuzijom dosegnu > 8 jedinica godisnje, reklasificiraju

se kao TDT [55].

1.3.3. Dijagnoza

Na talasemiju treba posumnjati u osoba bilo koje dobi sa simptomatskom ili nerazjasnjenom
mikrocitnom anemijom i odsutno$¢u manjka zeljeza, klasi¢nim znakovima na fizikalnom
pregledu, pozitivnom obiteljskom anamnezom i/ili pozitivnim nalazom novorodenackog
probira. Negativna obiteljska anamneza ne iskljucuje dijagnozu [56,57]. U djece mlade od 2
godine s teSkom mikrocitnom anemijom, zuticom i hepatosplenomegalijom treba posumnjati
na talasemiju major. Talasemija intermedia je vjerojatnija u osoba koje se prezentiraju nakon 2

godine sa sli¢nim, ali blaZim hematoloskim i klini¢kim abnormalnostima [49].

Pocetna laboratorijska obrada uklju¢uje kompletnu krvnu sliku, citoloski razmaz periferne krvi,
testove hemolize i status zeljeza (feritin u serumu). Odredivanje razine zeljeza je potrebno radi
isklju€ivanja anemije zbog manjka Zeljeza (sideropenicne anemije) i/ili procjene opterecenosti
Zeljezom [57]. Prisutna je mikrocitna i hipokromna anemija, poviSen broj eritrocita i neimuna
hemoliza, ali ovi nalazi nisu specifiéni 1 mogu izostati u blagim oblicima talasemije. U
talasemiji major izrazito su sniZzene vrijednosti Hb na <7 g/dL, srednjeg volumena eritrocita
(MCV, engl. mean corpuscular volume) na 50 — 70 fL 1 srednje koli¢ine Hb u eritrocitu (MCH,
engl. mean corpuscular hemoglobin) na 12 — 20 pg. U talasemiji intermedia vrijednosti Hb su
izmedu 7 1 10 g/dL, MCV 50 — 80 fL i MCH 16 — 24 pg. U B-talasemiji minor krvna slika je

uredna ili je prisutna blaga anemija 1/ili mikrocitoza 1 hipokromija [49,57].

Na razmazu periferne krvi prisutna je mikrocitoza, hipokromija, anizocitoza, poikilocitoza 1
nukleirani eritrociti (eritroblasti). Broj eritroblasta korelira sa stupnjem anemije [49]. Najcesce
se vide eritrociti u obliku mete (engl. target cells) 1 dakriociti [57]. U nositelja talasemije

morfoloske promjene su blage 1 ne vide se eritroblasti na razmazu periferne krvi [49].

Elektrofereza Hb sa snizenim HbA, poviSenim HbA> 1 Cesto prisutnim HbF, vazna je za

postavljanje dijagnoze te prepoznavanje nositelja i pacijenata s fenotipom intermedia i major.
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Standardne tehnike koje se koriste za kvantitativne i kvalitativne analize (odredivanje razine
Hb i otkrivanje kombinacija -talasemije s drugim hemoglobinskim varijantama) su teku¢inska
kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC, engl. high performance liquid chromatography) i
kapilarna elektroforeza [60,61]. HbA> je povisen u nositelja te varijabilan u B-talasemijskih
homozigota i slozenih heterozigota. U B® homozigota HbF &ini 92 — 95% ukupnog Hb. U B*
homozigota i slozenih B%/B" heterozigota HbF iznosi 70 — 90% ukupnog HB, a HbA 10 — 30%
[49].

Geneticko testiranje je najbolja potvrda dijagnoze i postaje sve znacajnije u odredivanju

terapijskih ciljeva i prognozi talasemije.

1.4. Molekularna osnova B-talasemije

Struktura, raspored i regulacija ekspresije globinskih gena spadaju u najbolje proucene u
ljudskom genomu. Klaster f-globinskih gena (HBB), lociran je 11p15.5 i dugacak priblizno 70
kb. Sadrzi embrionalne (¢), fetalne (Ay i Gy) i adultne (B i 6) globinske gene koji kodiraju ne-
a globinske lance, a rasporedeni su duz kromosoma prema redoslijedu njihove razvojne
ekspresije [14]. Strukturni geni su odvojeni na oba kraja (3' 1 5') promjenjivim dijelovima
nekodiraju¢e deoksiribonukleinske kiseline (DNK) koja sadrzi nekoliko vrsta regulatornih
sekvenci: promotore, pojacivace (engl. enhancer), prigusivace (engl. silencer) 1 regiju kontrole
lokusa (LCR, engl. locus control region) [62]. Za sintezu normalnog Hb potreban je integritet
strukturnih gena te strukturni i prostorni integritet sekvenci promotora, priguSivaca, pojacivaca

1 LCR-a.

1.4.1. Polimorfizmi pB-globinskih gena

Varijacije u sekvenci DNK su vrlo ¢este i uglavnom se pojavljuju u intergenskim sekvencama.
Vrlo mali broj rezultira patogenim i vjerojatno patogenim varijantama koje se nalaze gotovo
uvijek unutar ili vrlo blizu genskog lokusa [63]. Za razliku od a-talasemije, koja je uglavnom
uzrokovana ve¢im delecijama HBAI 1 HBAZ2 gena, vecina varijanti HBB su toCkaste mutacije 1
ukljucuju uglavnom zamjene pojedinacnih nukleotida i male insercije ili delecije (engl. indels)
koje dovode do pomaka okvira ¢itanja [49,64—66]. Vise stadija ekspresije HBB gena moze biti
zahvaceno Sirokim spektrom nedelecijskih varijanti: transkripcija u glasnicku ribonukleinsku
kiselinu (RNK), transport glasnicke RNK 1 translacija, stabilnost globinske glasnicke RNK 1

translacija u globinski protein [63]. Vecina B-talasemijskih varijanti su one koje utjecu na
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zavrSetak translacije 1 RNK prekrajanje (engl. splicing). Vec¢e delecije su vrlo rijetke u B-
talasemiji i dijele se u delecije ograni¢ene na HBB gen, delecije koje zahvacaju i druge gene te

delecije LCR-a [66].

Zavrsni koraci u sintezi normalnog tetramera Hb su postranslacijsko spajanje Cetiri globinska
lanca s Cetiri molekule hema i njihova medusobna interakcija, kako bi se formirali funkcionalni
Hb i osigurala njihova stabilnost u eritrocitu [63]. Posttranslacijsko spajanje je olakSano u
prisutnosti dva proteina: stabiliziraju¢eg proteina alfa-hemoglobina (AHSP, engl. alpha-
hemoglobin stabilizing protein) i hem-reguliranoj kinazi faktora 2 eukariotske translacijske

inicijacije (HRI, engl. heme-regulated eukaryotic translational initiation factor 2 kinase) [67].

Patogene varijante HBB gena Siroko se klasificiraju u tri kategorije prema stupnju smanjenja
sinteze B-globinskog lanca: 1) B® (potpuni izostanak sinteze p-globina); 2) B* (B-globin se
sintetizira u smanjenim koli¢inama) i 3) B ili tihe varijante (blago smanjena sinteza B-globina)
[68]. Tablica 4 prikazuje glavne tipove HBB varijanti i njihovu udruzenost s tezinom -

talasemije.

Tablica 4. Uzro¢ne varijante B-globinskog gena [68]

Vrsta varijante B-globinskog gena Fenotip p-talasemije

Tockaste mutacije

Transkripcijske varijante Bror B
Varijante koje zahvacaju procesiranje RNK BY, Bor Bt
Varijante koje zahvacaju translaciju RNK B°

Delecije B°

Pokrate: RNK = ribonukleinska kiselina

Molekularni spektar B-talasemija razli¢it je u razli¢itim etnickim skupinama. Nadalje,
prevalencija patogenih varijanti HBB gena pokazuje sli¢nosti unutar jedne regije i varijacije
izmedu razlic¢itih regija. Velike geografske migracije posljednjih desetljeca rezultirale su ve¢om
ucestalosti B-talasemije u regijama svijeta u kojima je bila tradicionalno rijetka, kao u Sjevernoj
Americi i zemljama sjeverne Europe. S druge strane, uvodenje probira i preventivnih programa

smanjilo je prevalenciju i incidenciju B-talasemije u regijama s povijesno visokim brojem
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nositelja i pacijenata [37]. Na globalnoj razini, samo 20 varijanti HBB gena uzrokuje vise od
80% svih slucajeva B-talasemije, posljedicno fenomenu geografskog grupiranja gdje svaka

populacija ima nekoliko Cestih i razlicit broj rijetkih varijanti HBB gena [69].

1.4.2. Geni modifikatori

Iako je B-talasemija tipi¢na monogenska bolest, klinicke manifestacije su vrlo heterogene sa
Sirokim spektrom tezine bolesti (poglavlje 3.2.). Vrsta patogene varijante HBB gena primarna
je odrednica tezine klinicke slike (korelacija genotip-fenotip). Medutim, genotipska
varijabilnost u B-globinskim lokusima ¢esto ne moze objasniti fenotipsku razlicitost koja je
prisutna kod pacijenata s istim genotipom [70]. Ova fenotipska varijabilnost B-talasemija se, uz
uzrocne gene, moze objasniti dodatnim genetskim modifikatorima. Modifikatori djeluju na tri
razine. Primarni modifikatori su varijante sekvence koja zahvacaju sam globinski gen i
odgovorni su za smanjenu sintezu globinskog lanca. Sekundarni modifikatori predstavljaju
promjene u lokusima koje utje¢u na ravnotezu a- i -globinskih lanaca. Tercijarni modifikatori

nisu izravno ukljuceni u sintezu globinskog lanca nego utjecu na komplikacije bolesti [71].

Neravnoteza a- 1 -globinskih lanaca u B-talasemiji moze biti poboljSana smanjenom sintezom
a-globina ili pove¢anom sintezom B-nalik globina odnosno y-globina. Udruzeno nasljedivanje
a-talasemije minima (-a/aa, -o/-a) ublazava klinicke manifestacije B-talasemije u homozigota
i sloZenih heterozigota. U heterozigotnih nositelja (B° ili B*) koji su bez simptoma, udruzeno
nasljedivanje o-talasemije minima naj¢e$¢e normalizira MCV 1 MCH [72]. Genetski
modifikatori koji povecavaju sintezu y-globinskih lanaca Stite od Stetnog ucinka viska
slobodnih a-lanaca, kao u udruzenoj o/f talasemiji 1 HPFH. Dokazano je da polimorfizmi
Xmnl-HBG2 u B-globinskom klasteru te polimorfizmi HBSIL-MYB intergenske regije na 6q23
1 BCL114 pojacivada na 2p16 povecavaju ekspresiju y-globina [66]. Nasuprot tome, postoje 1
modifikatori koji pogorSavaju B-talasemijski fenotip. Primjerice, udruZeno nasljedivanje viska
a-globinskih gena (aoo/aa, aao/ aoo, aoao/ao) ima tezu klinicku sliku, buduéi da suvisak a-

lanaca pogorsava o/p neravnotezu [65,72].

Tercijarni geni modifikatori nalaze se izvan klastera -globinskog gena i nemaju ucinke na
primarnu patofiziologiju B-talasemije, ali utjecu na komplikacije bolesti koje ukljucuju
metabolizam Zeljeza, metabolizam bilirubina, osteoporozu i sr¢ane komplikacije [65].

UGTIAI polimorfizmi, odgovorni za smanjenu aktivnost enzima bilirubin uridin difosfat-

glukuronoziltransferaze (UDPGT) u Gilbertovoj bolesti, mogu povecati sklonost stvaranju
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zuénih kamenaca [73]. COLIA 1 polimorfizam (polimorfizam SP1-veznog mjesta u regulatornoj
regiji kolagen tipa I alfa 1 gena) povezan je snazno s osteoporozom u pacijenata s B-talasemijom
major [74]. Varijante u genima VDR (receptor za vitamin D), COLIA2 (kolagen tip I alfa 2) i
TGFBI (transformirajuci ¢imbenik rasta beta-1) mogu utjecati na koStanu masu u pacijenata s
talasemijom [64]. Udruzeno nasljedivanje HFE (homeostatski regulator Zzeljeza, engl.
homeostatic iron regulator) C282Y varijante koja je najces¢i uzrok hereditarne
hemokromatoze, moze pogorSati optereCenje zeljezom [75]. Prisutnost apolipoproteina E
(APOE) €4 je c¢imbenik rizika za zatajenje srca [76]. Polimorfizmi gena za glutation S-
transferazu M1 (GSTM1) udruzeni su s odlaganjem Zzeljeza u srce kod pacijenata s -
talasemijom major [77]. S druge strane, nositelji B-talasemije imaju povoljan profil lipidemije

1 krvnog tlaka, §to moze poboljsati kardiovaskularno zdravlje [78].

1.5. Principi lije¢enja

Lijecenje ovisi o tezini klinicke slike. Nositelji B-talasemije ne zahtijevaju terapiju, ali se
upucuju na geneticko savjetovanje. LijeCenje pacijenata s B-talasemijom major i intermedia
treba biti individualizirano. Osnovne probleme u lije¢enju predstavljaju anemija, neucinkovita
eritropoeza, optereéenje zeljezom i kasne komplikacije. Komponente standardne terapije su
transfuzije, kelati zeljeza, splenektomija i transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (HSCT,
engl. hematopoietic stem cell transplantation) [79,80]. Napredak u razumijevanju

patofiziologije B-talasemije rezultirao je razvojem novih terapijskih modaliteta.

1.5.1. Standardna terapija

Kod pacijenata s TDT potrebne su redovite transfuzije eritrocitnih koncentrata kako bi se
odrZala razina Hb u rasponu od 9 do 10,5 g/dL. Korekcija anemije je vazna radi ublaZavanja
simptoma anemije te smanjenja ekstramedularne hematopoeze i intestinalne resorpcije Zeljeza
[49]. Interval izmedu transfuzija se prilagodava kako bi se odrzala zadovoljavajuca razina Hb,
a obi¢no je svakih dva do pet tjedana. Transfuzijska terapija kod talasemije major obi¢no
zapocinje u ranom djetinjstvu. Indikacije za pocetak transfuzija kod talasemije intermedia su
simptomatska anemija, znakovi popustanja srca, zaostajanje u rastu, znacajna ekstramedularna

hematopoeza i1 pogorsanje kvalitete zivota [81].
Terapija keliranjem Zeljeza koristi se za smanjenje opterec¢enja zeljezom i neizbjeznog talozenja
Zeljeza u raznim organima. Zapoc€inje u djetinjstvu nakon prvih 10 do 20 transfuzija, najcesce
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prije 6 godina, kada razina serumskog feritina premasi 1000 ng/mL [82]. U primjeni su tri
kelatora zeljeza: deferoksamin, koji se aplicira parenteralno (najcesce potkozno), te oralni oblici
deferipron 1 deferasiroks. Kelacija obi¢no zapoc€inje s oralnim preparatom. Kod pacijenata s

teSkim optere¢enjem zeljezom uvodi se kombinirana terapija [83].

Odstranjenje slezene (splenektomija) se razmatra kod pacijenata s teSkom anemijom,
progresivnim povecanjem potreba za transfuzijama, znacajnim optere¢enjem Zeljezom unatoc
terapiji kelatorima, kod pacijenata s hipersplenizmom s pogorSanjem anemije i smanjenjem
broja leukocita i trombocita, pove¢anom slezenom s rizikom za rupturu te infarktom slezene ili
trombozom slezenske vene. Glavne komplikacije splenektomije su teske infekcije, te poveéan

rizik od tromboembolije i pluéne hipertenzije [56,81,84].

HSCT je rezervirana za pacijente s teSkim oblicima bolesti. Sveukupna stopa prezivljenja je
gotovo 90% [56]. Najbolji rezultati postizu se kod transplantacija od identicnih srodnih
darivatelja i kod mladih od 14 godina [85]. Odluka o transplantacijskom lijecenju je slozena,

posebice obzirom na nedostatak srodnih darivatelja i na posttransplantacijske komplikacije.

1.5.2. Nove terapije

Novi lijekovi za B-talasemije klasificiraju se u tri skupine prema ciljnom patoloskom zbivanju:
lijekovi s djelovanjem na neucinkovitu eritropoezu, lijekovi koji moduliraju metabolizam
zeljeza 1 lijekovi koji utjecu na ekspresiju B-globinskog gena i neravnotezu a- i f-globinskih

lanaca [86].

Luspatercept 1 sotatercept su rekombinantni fuzijski proteini koji se vezu za aktivin A i srodne
¢lanove obitelji transformirajuceg faktora rasta beta (TGF-P). Poti¢u sazrijevanje eritroidnih
stanica u kasnijim fazama i smanjuju potrebu za transfuzijama putem mehanizama koji nisu
dovoljno razjasnjeni, a koji ukljucuju uc¢inke na TGF-B signalni put [80,81]. Inhibitori Janus
kinaze-2 (JAK2) (ruksolitinib, fedratinib) sprje€avaju proliferaciju talasemijskih eritroidnih
stanica 1 smanjuju volumen slezene [36]. Mali alostericki aktivatori eritrocitne kinaze eritrocita
(mitapivat, atavopivat) povecavaju proizvodnju adenozin-trifosfata (ATP), ¢ime povoljno

utjecu na kasnu fazu neucinkovite eritropoeze [87,88].

Cilj genske terapije je popravak defektnih gena i time funkcije eritrocita. Strategije genske
manipulacije pacijentovih krvotvornih mati¢nih stanica uklju¢uju dodavanje modificiranog
HBB gena pomocu lentiviralnih vektora (zamjena B-nalik globinskog gena, indukcija HbF) 1

uredivanje gena. Uredivanje gena omogucuje izmjenu DNK sekvence gena pomocu
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endonukleaza koje prepoznaju specificnu sekvencu i izazivaju dvolan¢ane lomove na molekuli
DNK: ZFN (engl. zinc-finger nuclease), efektorske nukleaze nalik aktivatoru transkripcije
(TALEN, engl. transcription activator-like effector nuclease) 1 niz medusobno razdvojenih
kratkih klasteriranih palindromskih ponavljanja povezanih s proteinom 9 (CRISPR/Cas9, engl.
clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated system 9)
[89,90].
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja je identificirati uzro¢ne varijante B-globinskih gena u djece s

talasemijskim sindromima i u njihovih prvih srodnika u populaciji Hrvatskog primorja i Istre.

Specificni ciljevi su:

1.

2.

Ispitati hematoloske znacajke u pojedinaca s talasemijskim sindromom

Ispitati biokemijske znacajke (vrste Hb) u pojedinaca s talasemijskim sindromom

. Utvrditi specifi¢ne varijante u 3-globinskim genima u populaciji Hrvatskog primorja i Istre

Usporediti vrste patogenih varijanti u populaciji Hrvatskog primorja i Istre s patogenim
varijantama [-talasemije drugih populacija, posebice u mediteranskom bazenu i na

Balkanu
Utvrditi korelaciju genotipa i fenotipa

Prilagoditi algoritam za molekularno-geneticku dijagnostiku talasemija sukladno

varijantama koje budu detektirane.

Hipoteze istraZivanja su:

1.

Uzrocne varijante talasemijskih sindroma u populaciji Hrvatskog primorja i Istre su

specificne.
U pojedinaca s talasemijskim sindromom postoji dobra korelacija genotipa i fenotipa.

Karakterizacija uzro¢nih varijanti omogucuje napredak u dijagnostici i1 terapijskom

pristupu.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Materijal
3.1.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljueno 112 ispitanika iz 65 obitelji koje nisu u medusobnom krvnom
srodstvu s podrucja Hrvatskog primorja i Istre sa sumnjom na talasemiju, koji su imali
mikrocitozu (nizak MCV) 1 hipokromiju (nizak MCH), mikrocitnu anemiju i/ili pozitivnu
obiteljsku anamnezu na talasemiju. Istrazivanje je provedeno u razdoblju od 1. srpnja 2021. do
30. lipnja 2023. godine na sedamdesetoro djece starije od 12 mjeseci, koja su zbog anemije
upucena na hematolosku obradu u Kliniku za pedijatriju Klinickog bolnickog centra (KBC)
Rijeka, te na njihovih 42 ¢lana obitelji prvog stupnja srodstva s anamnezom anemije ili s

pozitivhom obiteljskom anamnezom na talasemiju.

Iskljuéni kriteriji u istrazivanju su bili: dob mlada od 12 mjeseci, anemija dokazanog drugog
uzroka, transfuzija unutar 4 mjeseca od uzorkovanja krvi, prisutnost drugih znacajnih klinickih

obiljezja (primjerice razvojno ili intelektualno zaostajanje), nepotpisan informirani pristanak.

HematoloSka (krvna slika) i biokemijska analiza (elektroforeza hemoglobina) ucinjene su u
Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC Rijeka. Molekularno-geneti¢ke analize
uradene su na Institutu za molekularnu genetiku 1 geneti¢ko inZenjerstvo (IMGGI), Beograd,

Srbija.

3.1.2. Bioloski materijal

Svim pedijatrijskim ispitanicima je uzorkovana kapilarna krv u EDTA (etilendiamintetraoctena
kiselina) mikroepruvete za analizu kompletne krvne slike (KKS). Ispitanicima sa sumnjom na
talasemiju na osnovu hematoloskih parametara uzorkovano je 3 mL venske krvi u epruvetu s

EDTA za analizu Hb elektroforezom.

U svih ispitanika je na temelju sumnje (hematoloski parametri, pozitivna obiteljska anamneza)
ili postavljene dijagnoze talasemije (biokemijska dijagnoza — elektroforeza Hb), nakon
pojasnjenja istrazivanja i potpisanog informiranog pristanka, uzorkovano 3 mL venske krvi za
molekularno-geneticke analize u epruvetu s 3,8% natrijevim citratom (odnos krvi i

antikoagulansa 9:1). Uzorci su do analize pohranjeni u hladnjaku na temperaturi -20°C.
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3.1.3. Pocetnice

Specificne pocetnice (engl. primers) su koristene za lanc¢anu reakciju polimeraze (PCR, engl.
polymerase chain reaction) kako bi se umnazali ciljani dijelovi DNK. Kasnije su iste pocetnice
upotrebljene za sekvenciranje radi odredivanja redoslijeda nukleotida u DNK. Nazivi i

sekvence koriStenih pocetnica navedene su u tablicama 5-9.

vvvvv

kodirajucoj regiji -globinskog gena

Naziv pocetnice | Sekvenca pocetnice

A 5'- CAATGTATCATGCCTCTTTGCACC -3°

B 5'- GAGTCAAGGCTGAGAGATGCAGGA -3°
C 5'- ACCTCACCCTGTGGAGCCAC -3'

R37 5'- CCAATCTACTCCCAGGAGCA -3'

R47 5'- CACTCAGTGTGGCAAAGGTG-3'
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Tablica 6. Pocetnice koriStene za detekciju najceS¢ih P-talasemijskih varijanti u populaciji

Hrvatskog primorja i Istre!

Varijanta Sekvenca pocetnice . S . bp
pocetnicom
BTVSI-110 | M: 5'- ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACACT -3' C 390
(G-A)* N: 5'- ACCAGCAGCCTAAGGGTGGGAAAATACACC -3' C 390
B°IVSI-1 M: 5'- TTAAACCTGTCTTGTAACCTTGATACGAAT -3' C 281
(G—A)* N: 5'-TTAAACCTGTCTTGTAACCTTGATACGAAC -3' C 281
BIVSI-6 M: 5'-TCTCCTTAAACCTGTCTTGTAACCTTCATG -3' C 286
(T->C)* N: 5'-TCTCCTTAAACCTGTCTTGTAACCTTCATA -3' C 286
B°39 M: 5'- CAGATCCCCAAAGGACTCAAAGAACCTGTA -3 C 436
(C>T)* N: 5'- CAGATCCCCAAAGGACTCAAAGAACTGTG -3' C 436
BIVSII-1 M: 5'- AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTGAT -3 C 634
(Go>A)* N: 5'-AAGAAAACATCAAGGGTCCCATAGACTGAC -3' C 634
BIVSII-745 | M: 5'- TCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCGAGG -3' B 738
(CoG)** N: 5'- TCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCGAGC -3 B 738

! Fragment AxB = 861 bp se koristi kao kontrolni za analize (*) varijanti
Fragment R37xR47 = 527 bp se koristi kao kontrolni za analize (**) varijanti
Pokrate: bp — parovi baza

Tablica 7. Pocetnice koriStene za detekciju hemoglobinske varijante Hb Lepore Boston-

Washington

Naziv pocetnice | Sekvenca pocetnice

Lep A 5S'-GTTTTCCTACCCTCAGATT-3'
Lep B S“AATCATTCGTCTGTTTCCCA-3'
R37 5'- CCAATCTACTCCCAGGAGCA -3'
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Tablica 8. Pocetnice koristene za umnaZzanje cjelokupnog HBB gena

Naziv UmnazZana
v .. Sekvenca pocetnice regija HBB
pocetnice
gena
C 5'- ACCTCACCCTGTGGAGCCAC -3' Egzon 1
Intron 1
Lep B 5S'-AATCATTCGTCTGTTTCCCA-3' Egzon 2
BTVSII-745 N | 5'- TCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCGAGC -3' . 3
gzon
R61 5'- CACTGACCTCCCACATTCCC -3
IVS2 F 5'-AGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGG-3'
Intron 2
IVS2 R 5 TGTGGGAGGAAGATAAGAGGTAG-3'

Pokrate: bp — parovi baza

Tablica 9. Pocetnice koristene za umnazanje promotorske regije HBG2 gena

Naziv pocetnice

Sekvenca pocetnice

GgF

5'- GAACTGTTGCTTTATAGGATTTT -3'

GgR

5'- GCAGGAGCTTATTGATAACTCAGAC-3'

Analizirane sekvence su usporedene s referentnom sekvencom HBB gena iz NCBI (engl.

National Center for Biotecnology Information) baze, GenBank: U01317 [91].

3.2. Metode

Podaci prikupljeni u svrhu ovog istrazivanja dobiveni su iz Integriranog bolnickog

informacijskog sustava (IBIS) 1 iz arhive Klinike za pedijatriju KBC-a Rijeka.

3.2.1. HematoloSki parametri

Analizirani su slijede¢i hematoloski parametri: Hb, MCV 1 MCH. Analiza je u€injena na aparatu
Sysmex XN-1000 (SYSMEX EUROPE GmbH, Norderstedt, Njemacka). Vrijednosti

navedenih hematoloSkih parametara su usporedene s normalnim vrijednostima u zdrave djece
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ovisno o dobi (do 12 godina), odnosno o dobi i spolu u ispitanika starijih od 12 godina (Tablica

10) [92,93].

Tablica 10. Normalne vrijednosti hematoloskih parametara u djece i adolescenata [92,93]

Hb (g/dL)
Dob . .
Donja Gornja
granica granica
6 mjeseci do <2
11,0 13,5
godine
2 do <6 godina 11,0 13,7
6 do <12 godina 11,2 14,5
12 do < 18 godina
Zenski spol 11,4 14,7
Muski spol 12,4 16,4

Pokrate: Hb = hemoglobin; MCV = srednji volumen eritrocita;

hemoglobina u eritrocitu

3.2.2. Elektroforeza hemoglobina

MCYV (fL)
Donja Gornja
granica granica
73 85
75 86
78 90
80 96
80 96

MCH (pg)
Donja Gornja
granica granica
24 30
25 31
25 32
26 32
26 32

MCH = srednja koli¢ina

Analiza Hb ucinjena je metodom kapilarne elektroforeze na aparatu Sebia Capillarys 2 Flex

Piercing (SEBIA, Lisses, Francuska). Kapilarna zonska elektroforeza je metoda u kojoj se

nabijene Cestice krecu u teku¢em mediju (puferu) pod utjecajem elektricnog polja u smjeru od

anode prema katodi. Za razdvajanje pojedinih ionskih vrsta prema njihovom naboju koristi se

snaga elektroendoosmotskog tijeka koji je snazniji od elektroforetskog. Ova metoda omogucuje

otkrivanje 1 kvantificiranje brojnih hemoglobinskih varijanti. Hemolizati eritrocita se

automatski prireduju u samom analizatoru. Zatim uzorci budu aspirirani u kapilaru gdje se

elektroforetski razdvoje varijante Hb uz visoki napon od 9600 V. Nakon zavrSenog

28



elektroforetskog razdvajanja oc€itaju se udjeli detektiranih Hb u relativnim postocima [94].
Vrijednosti su usporedene s referentnim intervalima bolni¢kog laboratorija. Kod zdrave djece
starije od 2 godine, HbA ¢ini vise od 96% ukupnog Hb, HbA» 2,5 do 3,5%, a HbF manje od 1%

ukupnog Hb. PoviSenim vrijednostima smatrale su se razine HbA; >4,0 % 1 HbF >2% [95].

3.2.3. DNK
3.2.3.1. Izolacija DNK iz periferne krvi

Izolacija DNK iz periferne krvi u€injena je prema uputstvima proizvodaca QIAGEN GmbH,
Hilden, Njemacka [96]. U epruvetu za centrifugu od 1,5 mL se pipetira 20 pL QIAGEN
Proteaze, 200 pL krvi i 200 pL pufera AL, koji se mijeSaju pulsnim vrtlozenjem (engl.
vortexing) kroz 15 sekundi da se osigura u¢inkovita liza stanica. Smjesa se zatim inkubira na
56°C kroz 10 minuta kako bi se maksimizirao prinos DNK. Slijedi dodavanje 200 pL 100%-
tnog etanola u lizirani uzorak i ponovno mijesanje pulsnim vrtlozenjem kroz 15 sekundi. Smjesa
se pazljivo nanosi na QIAamp kolonu i centrifugira na 8000 okretaja u minuti (rpm, engl.
revolutions per minute) kroz 1 minutu. Eluat se odbacuje obzirom da DNK ima afinitet vezanja
za kolonu, a kolona se prebacuje u novu kolekcijsku cijev za sakupljanje eluata. Potom se
dodaje 500 pL pufera AW1 i vrsi centrifugiranje na 8000 rmp kroz 1 minutu kako bi se DNK
koja je vezana na kolonu isprala od necistoc¢a. Eluat se ponovo odbacuje i kolona se prebacuje
u novu kolekcijsku cijev za sakupljanje eluata. Zatim se dodaje pufer AW2 i centrifugira na
14 000 rmp kroz 3 minute. Eluat se odbacuje, a kolona prebacuje u novu kolekcijsku cijev i
ponavlja centrifugiranje na 14 000 rmp kroz 1 minutu da se ukloni ostatak pufera AW2. Zatim
se kolona prebacuje u Cistu epruvetu za centrifugu od 1,5 mL, u koju se dodaje 200 pL pufera
AE koji oslobada DNK s kolone. Na kraju se kolona inkubira na sobnoj temperaturi 1 minutu
kako bi se povecao prinos DNK, te zatim kroz 1 minutu centrifugira na 8000 rmp za eluciju

DNK.

3.2.3.2. Kvantifikacija izolirane DNK

Kvantifikacija izolirane DNK ucinjena je pomocu seta Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Sjedinjene Americke Drzave) [97]. Navedeni
postupak koristi fluorescentne boje koje se specificno vezu za dvostruku uzvojnicu DNK i
omogucuju precizno mjerenje koncentracije izolirane DNK iz uzorka periferne krvi. Za

pripremu radne otopine mijesa se 199 puL pufera Qubit™ dsDNA HS i 1 pL reagensa po uzorku.
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Pipetira se 10 pL Standarda 1 u prvu epruvetu i 10 uL Standarda 2 u drugu epruvetu, a zatim
se u svaku od epruveta sa standardima dodaje 190 pL pripremljene radne otopine. U svaku
epruvetu namijenjenu uzorcima, dodaje se 1-10 uL uzorka DNK i 199 uL radne otopine, nakon
Cega se promijesa pipetiranjem da se osigura homogena otopina. Otopina se potom ostavlja 2
minute na sobnoj temperaturi u tami radi inkubacije i1 bolje reakcije s DNK. Zavr$no se na
fluorimetru mjere zasebno standardi i epruvete s uzorcima, €iji su rezultati prikazani kao

koncentracija DNK u ug/mL.

3.2.3.3. Reakcija lan¢ane polimeraze

PCR je laboratorijska tehnika koja omogucava in vitro umnazanje specificnih sekvenci DNK,
simuliraju¢i prirodni proces DNK replikacije. Ova reakcija koristi dva oligonukleotida
(pocetnice), koji su komplementarni krajevima sekvence koja se Zeli umnoziti. PoCetnice su
orijentirane u suprotnim smjerovima i imaju duljinu od 15 do 20 nukleotida. PCR se sastoji od
20 do 40 ciklusa koji uklju¢uju denaturaciju DNK, hibridizaciju pocetnica i ekstenziju
hibridiziranih pocetnica uz pomo¢ termostabilne DNK polimeraze, ¢ime je omoguceno
eksponencijalno umnazanje specificnog DNK fragmenta. Krajevi amplificiranog fragmenta
definirani su 5' krajevima pocetnica, dok veli¢ina fragmenta ovisi o udaljenosti izmedu sekvenci

koje pocetnice prepoznaju.

3.2.3.3.1. Alel specifi¢cni PCR

Alel specificni PCR ili sustav za umnazanje mutiranog alela (ARMS, engl. amplification
refractory mutation system) je tehnika PCR-a koja se koristi za detekciju prisutnosti ili
odsutnosti specificnog alela (varijante gena) u uzorku DNK, koriste¢i parove pocetnica
dizajniranih tako da se veZu samo na specificne sekvence. Naime, po€etnica se moze dizajnirati
tako da u sebi sadrzi tockastu mutaciju i samim time se veze samo za promijenjenu sekvencu u

slu¢aju prisustva mutacije [98].

Za ARMS PCR se pripremaju dvije odvojene reakcijske smjese, svaka sa specificnim setom
pocetnica koje se razlikuju samo za jedan nukleotid. Jedna smjesa sadrzi pocetnicu specifi¢nu
za normalni alel (divlji tip, engl. wild type), dok druga smjesa sadrzi pocetnicu specificnu za
defektni alel. Ukoliko je specifi¢ni alel prisutan u uzorku DNK, pocetnica ¢e se vezati i
zapocinje amplifikacija (umnaZanje) ciljane regije DNK. Ukoliko alel nije prisutan, pocetnica
se nece vezati i izostaje amplifikacija. Izvodenje PCR-a s dvije odvojene reakcijske smjese koje
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sadrze specifi¢ni set pocetnica omogucuje detekciju heterozigota. Oba seta pocetnica se koriste
skupa sa zajednickom konzervativhom pocetnicom koja sluzi kao druga veza za sintezu DNK
lanca. Dodatno se koriste jo§ dvije pocetnice, ¢iji produkt je kontrolni fragment koji potvrduje

uspjesnost PCR reakcije.

Finalna reakcijska smjesa od 25 pL sadrzi 100 — 300 ng DNK,1 x PCR pufer (QIAGEN, Hilden,
Njemacka), 1,5 mM MgCly, 1 x Q pufer (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 200 uM dNTP, 1U
HotStarTaq® polimerazu (QIAGEN, Hilden, Njemacka) te pocetnice kontrolne reakcije,
zajednicku pocetnicu i pocetnicu M ili N, u koncentraciji specifi¢noj za pojedini ARMS PCR

(Tablica 11 A1 B).

Tablica 11. Koncentracije pocetnica za detekciju najées¢ih uzrocnih varijanti B-talasemijskih

sindroma

A.
Varijanta Pocetnica A Pocetnica B Pocetnica C Pocetnica M ili N
B°39 20 pmol 20 pmol 9 pmol 9 pmol
BUIVSII-1 20 pmol 20 pmol 20 pmol 20 pmol
BIVSI-1 20 pmol 20 pmol 25 pmol 25 pmol
BTVSI-110 20 pmol 20 pmol 15 pmol 15 pmol
BIVSI-6 20 pmol 20 pmol 50 pmol 50 pmol

B.
Varijanta Pocetnica R37 Pocetnica R47 Pocetnica B Pocetnica M ili N
BIVSII-745 30 pmol 30 pmol 25 pmol 25 pmol

Reakcija se provodi u termocikleru, uredaju koji omogucuje cikluse denaturacije (razdvajanje

dvolancane DNK), vezivanja pocetnice (engl. annealing) i elongacije (produljenje lanca DNK).
Temperaturni profil reakcije je sljedeéi:

1. 15 minuta na 95°C — aktivacija HotStartTaq® polimeraze
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2. 35 ciklusa:
a. 1 minuta na 95°C — denaturacija
b. 1 minuta na 63°C — vezivanje

c. 1 minuta na 72°C — elongacija
3. 10 minuta na 72°C — zavr$na elongacija

Nakon zavrSetka ciklusa, analiza PCR produkta se vrS$i na 2%-tnom agaroznom gelu

vizualizacijom pod ultraljubicastim (UV) svjetlom.

3.2.3.3.2. Gap PCR

Gap PCR je tehnika PCR-a koja se koristi za detekciju vecih strukturnih promjena u genomu,
poput delecije u Hb Lepore Boston-Washington (BW) [99]. Za detekciju ove varijante analiza
se radi s pocetnicama LepA, LepB i R37 (Tablica 7). Pocetnica LepA potice iz 6-globinskog
gena, a pocetnica LepB je smjestena iza B-globinskog gena. PCR produkt LepA i LepB
pocetnica je duzine 356 parova baza (bp, engl. base pair) 1 detektira iskljucivo fuzijski df-
globinski (Lepore) gen. Pocetnica R37 se nalazi u promotorskom dijelu normalnog HBB alela,
a u slucaju rekombinacije ne postoji radi delecije. PCR produkt LepB 1 R37 pocetnice dugacak

je 751 bp i detektira samo normalan HBB gen.

Finalna reakcijska smjesa od 25 pL sadrzi 100 - 300 ng DNK, 1 x PCR pufer (QIAGEN, Hilden,
Njemacka), 1,5 mM MgCly, 1 x Q pufer (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 200 uM dNTP, 1U
HotStarTaq® polimerazu (QIAGEN, Hilden, Njemacka) te pocetnice R37 (0,24 pg), LepA (0,32

ug) 1 LepB (0,4 ug).
Temperaturni profil reakcije je sljedeci:

1. 15 minuta na 95°C — aktivacija HotStartTaq® polimeraze

2. 35 ciklusa:
a. 1 minuta na 95°C — denaturacija
b. 1 minuta na 55°C — vezivanje

c. 1 minuta na 72°C — elongacija
3. 10 minuta na 72°C — zavr$na elongacija

Analiza PCR produkta vrsi na 2%-tnom agaroznom gelu vizualizacijom pod UV svjetlom.
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3.2.3.3.3. Reakcija umnaZanja cjelokupnog HBB gena
S ciljem analize ostalih varijanti HBB gena, bilo je potrebno isti umnoziti isti PCR metodom.

Finalna reakcijska smjesa od 25 pL sadrzi 100 - 300 ng DNK, 1x PCR pufer (QIAGEN, Hilden,
Njemacka), 1,5 mM MgCl,, 1x Q pufer (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 200 uM dNTP, 1U
HotStarTaq® polimerazu (QIAGEN, Hilden, Njemacka) te pocetnice C i LepB za egzon 1,
intron 1 1 egzon 2, odnosno B*IVSII-745 N i R61 za egzon 3 te IVS2 F 1 IVS2 R za intron 2.

Temperaturni profil reakcije je sljedeéi:
1. 15 minuta na 95°C — aktivacija HotStartTaq® polimeraze

2. 35 ciklusa:
a. 1 minuta na 95°C — denaturacija
b. 1 minuta na 57°C — vezivanje

c. 1 minuta na 72°C — elongacija
3. 10 minuta na 72°C — zavr$na elongacija

Ocekivani produkt reakcije je dug 720 bp za egzon 1, intron 1 1 egzon 2, 453 bp za egzon 3 1
860 bp za intron 2. Analiza PCR produkta vr$i na 2%-tnom agaroznom gelu vizualizacijom pod
UV svjetlom. Dobiveni PCR produkti se proc¢is¢avaju na koloni. Kada je DNK matrica
pripremljena, pristupa se reakciji sekvenciranja u kojoj su koristene iste pocetnice kao i za PCR

reakciju.

3.2.3.3.4. Reakcija umnaZanja promotorske regije HBG2 gena

S ciljem analize varijanti u promotorskoj regiji HBG2 gena, bilo je potrebno istu umnoziti PCR

metodom.

Finalna reakcijska smjesa od 25 pL sadrzi 100 - 300 ng DNK, 1x PCR pufer (QIAGEN, Hilden,
Njemacka), 1,5 mM MgCl,, 1x Q pufer (QIAGEN, Hilden, Njemacka), 200 uM dNTP, 1U
HotStarTaq® polimerazu (QIAGEN, Hilden, Njemacka) te pocetnice GgF i GgR u koncentraciji
od 30 pmol.

Temperaturni profil reakcije je sljedeci:
1. 15 minuta na 95°C — aktivacija HotStartTaq® polimeraze

2. 35 ciklusa:

a. | minuta na 95°C — denaturacija
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b. 1 minuta na 55°C — vezivanje

c. 1 minuta na 72°C — elongacija
3. 10 minuta na 72°C — zavrSna elongacija

Ocekivani produkt reakcije je dug 658 bp. Analiza PCR produkta vr§i na 2%-tnom agaroznom
gelu vizualizacijom pod UV svjetlom. Dobiveni PCR produkt se proc¢i§¢ava na koloni pomocu
seta QIAquick® PCR Purification Kit prema uputstvima proizvodaca QIAGEN, Hilden,
Njemacka [100]. Kada je DNK matrica pripremljena, pristupa se reakciji sekvenciranja u kojoj

se koriste iste pocetnice kao 1 za PCR reakciju.

3.2.3.4. Analiza DNK na agaroznom gelu

Agarozna gel-elektroforeza je specificna metoda koja koristi elektricno polje za razdvajanje
molekula DNK razli¢itih veli¢ina kroz agarozni gel. DNK i RNK molekule su negativno
nabijene zbog fosfatnih grupa u njihovoj strukturi. Kada se primijeni elektri¢no polje, molekule
putuju prema pozitivno nabijenoj anodi. Brzina kretanja molekula ovisi o njihovoj veliini:

manje molekule se kre¢u brze kroz pore gela, a vece molekule se krecu sporije.

DNK analiza se provodi na horizontalnom agaroznom gelu s koncentracijom od 1 do 2%,
ovisno o veli¢ini DNK fragmenata koje treba razdvojiti. Za pripremu gelova koristi se 1 x TAE
pufer (40 mM Tris-acetat, | mM EDTA, pH 8,0). Fluorescentna boja etidijev bromid se dodaje
u gel u konacnoj koncentraciji od 0,5 pg/uL, gdje se veze izmedu baza DNK, omogucujuci
njezinu vizualizaciju pod UV svjetlom. Elektroforeza se vrsi pri struji od 80 mA i1 naponu od

80 V. Velicina DNK fragmenata odreduje se pomoc¢u odgovarajucih tvornickih biljega.

3.2.3.5. Sekvenciranje PCR produkata

Sekvenciranje DNK po Sangeru ili metoda dideoksisekvenciranja je klasi¢na tehnika koja se
koristi za odredivanje redoslijeda nukleotida DNK. Temelji se na sintezi novog DNK lanca
pomoc¢u DNK polimeraze, s nekoliko klju¢nih modifikacija koje omogucuju prekidanje lanca
na specifi¢énim tockama. Naime, pored deoksinukleotida (ANTP), koriste se 1 dideoksinukleotidi
(ddNTP) koji nemaju slobodnu 3’-OH grupu. Time se zaustavlja daljnja elongacija jer sljedeci
nukleotid ne moze biti vezan. Rezultat je mjeSavina DNK fragmenata razli¢itih duljina, od kojih
svaki zavrSava s ddNTP na razlicitoj poziciji u sekvenci. Dobiveni fragmenti se razdvajaju

pomocu kapilarne elektroforeze, gdje se manji fragmenti krecu brze kroz gel od vecih. Svaki
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od cetiri ddNTP-a oznacen je razli¢itom fluorescentnom bojom, Sto omogucuje detekciju i

automatsko ocitavanje sekvence DNK putem sekvencera.

DNK koji se zeli sekvencirati umnaza se pomoc¢u PCR-a. Nakon provjere PCR produkta na 1-
2%-tnom agaroznom gelu, vrsi se proc¢iS€avanje na koloni pomocu seta Thermo Scientific
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Sjedinjene
Americke Drzave) [101]. Smjesa za sekvenciranje od 8 pL sadrzi 3 — 10 ng procis¢éenog PCR
produkta, 3,2 pmol pocetnice za sekvenciranje te 3 uL Ready Reaction Mix-a. Za reakcije

sekvenciranja se koriste iste pocetnice kao za PCR (Tablice 5-9).
Temperaturni profil PCR reakcije za sekvenciranje je sljedeci:
1. 1 minuta na 96°C

2. 25 ciklusa:
a. 10 sekundi na 96°C
b. 5 sekundi na 50°C

¢. 4 minute na 60°C
3. oo minuta na 4°C

Nakon zavrSenog sekvenciranja, uzorcima se dodaje 40 pL natrijevog acetata, dobro se
promijesa, a zatim centrifugira 20 minuta pri 13 000 rpm. Supernatant se pazljivo uklanja nakon
centifugiranja. Talogu se dodaje 200 uL 70%-tnog etanola i ponovo se centrifugira 10 minuta
na 13 000 rpm. Nakon toga se supernatant ponovo uklanja. Postupak se jo§ jednom ponavlja.
Osuseni talog se zatim otapa u 25 pL HiDi formamida i cijela otopina se prenosi na plocu za
sekvenciranje. Sekvenciranje DNK je radeno pomoc¢u seta BigDye™ Terminators Version 3.1
Ready Reaction Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Sjedinjene Americke

Drzave) [102]. Po zavrSetku reakcije, sekvence su ocitane u programu SnapGene Viewer.

3.2.4. Metoda viSestrukog umnaZanja vezanih sondi za detekciju varijanti u HBA genu

Metoda visestrukog umnazanja vezanih sondi (MLPA, engl. multiplex ligation-dependent
probe amplification) je molekularna tehnika koja omogucava istovremenu amplifikaciju vise
sekvenci koriste¢i samo jedan par pocetnica. Koristi se za detekciju varijacija broja kopija

(CNV, engl. copy number variations), delecija i duplikacija genoma.

MLPA analiza je izvedena prema protokolu SALSA® MLPA® Probemix P140-HBA
proizvodaca MRC Holland, Amsterdam, Nizozemska [103]. SALSA® MLPA® Probemix
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sadrzi 45 MLPA sondi s amplifikacijskim produktima izmedu 130 i 481 nukleotida. Set
ukljucuje 34 sonde za klaster gena a-globina i njegove okolne regije, uklju¢ujuéi jednu sondu

specificnu za mutaciju Hb Constant Spring u genu HBA2.

REPEAT1 REPEAT2

463 382 436 292 184 391 328 160 136:202 226 165 310400 277 445 472 418 262

178| 346 147| [214 - 190| 337 214 283

J] 364 373 250 154
o = o o - = 0 - =
=4 - (4]
=2H 2 33 3 3 SHENS 2
R = = = = =1 | = 3 o

Slika 3. Ciljne lokacije sondi u SALSA® MLPA® Probemixu P140-C1 HBA i veli¢ine
amplifikacije (broj nukleotida) za pojedine sonde [103]

Metoda je obuhvacala nekoliko uzastopnih koraka pripreme reakcijskih smjesa i inkubacijskih
reakcija te PCR amplifikacije. Najmanje tri razli¢ita kontrolna uzorka koristena su prilikom

izvodenja MLPA analize.

U prvom koraku denaturacije DNK, 120 ng genomskog DNK, u kona¢nom volumenu od 5 pL
(10mM Tris-HCI, pH 8,5) denaturirano je na temperaturi od 98°C tijekom 5 minuta, a zatim

ohladeno do temperature od 25°C.

U drugom koraku hibridizacije sondi, u 5 pL ohladenog genomskog DNK dodano je 3 pL
reakcijske smjese za hibridizaciju izravno u mikroepruvete u PCR uredaju. Smjesa za
hibridizaciju sadrZavala je 1,5 phL MLPA puferai 1,5 pL mjeSavine specifi¢nih sondi (Probemix
P140-HBA). Kona¢na reakcijska smjesa od 8 pL prvo je inkubirana 1 minutu na 95°C, a zatim

ostavljena radi hibridizacije na temperaturi od 60°C tijekom 16 — 20 sati.

U tre¢em koraku izvrSena je ligacija. Smjesa za ligaciju (32 pL) sadrzavala je: 25 pL
redestilirane vode (ddH»O, engl. double distilled water), 3 uL Ligase pufera A, 3 puL Ligase
pufera B i 1 plL enzima Ligase-65. Neposredno prije dodavanja smjese za ligaciju,
hibridizacijska smjesa ohladena je na 54°C. Smjesa za ligaciju izravno je dodana u
mikroepruvete koje su bile u PCR uredaju na temperaturi od 54°C. Sadrzaj je inkubiran na 54°C
tijekom 15 minuta. U sljede¢em koraku, enzim je inaktiviran kratkom inkubacijom na 98°C

tijekom 5 minuta, nakon ¢ega je smjesa ohladena na 20°C.
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U cetvrtom koraku sonde su amplificirane u PCR reakciji. Smjesa za PCR amplifikaciju (10
pL) izravno je dodana u mikroepruvete koje su bile u uredaju na temperaturi od 20°C. Smjesa
za PCR amplifikaciju sadrzavala je: 7,5 pL ddH20O, 2 ul SALSA PCR primer mix, 0,5 pL
SALSA polimeraze. Zatim je pokrenut PCR program: 35 ciklusa (30 sekundi na 95°C; 30
sekundi na 60°C i 60 sekundi na 72°C) nakon cega je slijedila finalna elongacija na 72°C

tijekom 20 minuta i hladenje na 15°C.

S obzirom da se probe razdvajaju na osnovu velicine tijekom kapilarne elektroforeze, koristen
je biljeg standarda za veli¢inu (engl. size standard). U posebnoj epruveti pripremljena je smjesa
(10 pL) koja je sadrzavala 0,7 pL PCR produkta, 0,2 pL biljega za veli¢inu GeneScan™ 500
LIZ™ Size Standard (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Sjedinjene Americke
DrZave), dopunjena s 9 uL HiDi formamida. Smjesa je inkubirana 3 minute na 86°C, a zatim
ohladena na 4°C tijekom 2 minute. Razdvajanje sondi (fragmentna separacija) izvrSeno je
kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru SeqStudio™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Sjedinjene Americke Drzave). Obrada i analiza podataka

izvrSena je koriStenjem softvera Coffalyser.Net (MRC Holland, Amsterdam, Nizozemska).

3.2.5. Procjena teZine talasemijskog fenotipa

Za procjenu tezine klinicke slike talasemijskih sindroma koriSten je Mahidol sustav bodovanja,
koji boduje Sest neovisnih kriterija: vrijednost Hb, dob primjene prve transfuzuje, potrebe za
transfuzijama krvi, dob pocetka simptoma 1 znakova bolesti, veli¢inu slezene te rast i razvoj
[104]. Prema zbroju bodova razlikuju se blaga, umjerena 1 teSka klinicka slika (Tablica 12 A 1

B).
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Tablica 12. Mahidol sustav bodovanja [104]

A.
Bodovi
Klinic¢ki Kkriteriji
0 0,5 1 )
Hemoglobin (g/dL) >7,5 6-175 <6
Dob primjene prve transfuzije (godine) >10 5-10 <5
Potrebe za transfuzijom krvi Nikad Povremeno Redovito
Veli¢ina slezene (cm) <3 3-10 >10li .
splenektomija
Dob prvih simptoma (godine) >10 3-10 <3
Rast i razvoj (percentile) >25. 3.-25. <3.
B.
Tezina klinicke slike Bodovi
Blaga 0-3,5
Umjerena 4-7
Teska 7,5-10

3.3. Statisticka obrada podataka

Za unos podataka koriSten je Microsoft Excel 2019 (v16.0). Podaci su prikazani tabelarno.
Kategorijske varijable su prikazane kao apsolutni brojevi i1 postotak unutar skupine.

Kontinuirane varijable su prikazane kao srednje vrijednosti, medijani i rasponi.
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Statisticka obrada podataka uc¢injena je pomocu softvera MedCalc, v23.0.2 (MedCalc Software
Ltd, Ostend, Belgija).

Usporedba varijabli izmedu pojedinih skupina u€injena je primjenom Mann-Whitney U-testa.

Za sve analize statistiCka znacajnost definirana je na razini p vrijednosti manjoj od 0,05.

3.4. Eticki aspekti istraZivanja

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva KBC-a Rijeka (br. 2170-29-02/1-21-2;
31. svibnja 2021.). U istrazivanju su postivani bioeticki standardi, odnosno cetiri temeljna
bioeticka nacela (osobni integritet — autonomnost, pravednost, dobrocinstvo i neskodljivost), te
oni iz njih izvedeni (privatnost, povjerenje). Provedeno je u skladu s Niirnberskim kodeksom,
najnovijom revizijom HelsinSke deklaracije i ostalim mjerodavnim dokumentima. Medicinski
podaci su se prikupljali u skladu s bioetickim standardima. Osigurana je privatnost (medicinska
tajna) ispitanika i1 zastita tajnosti podataka. Djeca starija od 13 godina i njihovi roditelji ili
staratelji bili su detaljno upoznati s istrazivanjem. Svoj pristanak za sudjelovanje u istrazivanju

potvrdili su potpisivanjem obrasca Informirane suglasnosti.

39



4. REZULTATI

Istrazivanje je obuhvatilo 112 ispitanika (70 djece i 42 prva srodnika) iz 65 nesrodnih obitelji,
kojima je postavljena dijagnoza talasemijskog sindroma ili sumnja na talasemijski sindrom, u
razdoblju od 1. srpnja 2021. do 30. lipnja 2023. godine. Sezdeset pet (58,0%) ispitanika je bilo
muskog, a 47 (42,0%) zenskoga spola. Sedamdeset (62,5%) ispitanika je bilo mlade od 18

godina. Tablica 13 prikazuje spol, prosjecnu dob, medijan i raspon dobi ispitanika.

Tablica 13. Spolna i dobna distribucija ispitanika

Prosjecna dob Medijan Raspon
Ispitanici
(godine) (godine) (godine)
Svi (N=112) 17,8 12,2 1,0 - 56,7
Muski spol (N=65) 16,1 11,8 1,0 - 50,5
Zenski spol (N=47) 20,2 14,4 1,0 - 56,7

Pokrate: N = broj ispitanika

4.1. Genotipske analize

Dijagnoza B-talasemijskog sindroma je postavljena u 46 ispitanika (30 djece 1 16 prvih
srodnika) iz 24 obitelji koje nisu u krvnom srodstvu. Svi ispitanici su bili heterozigoti (nositelji).
Identificirana je jedna hemoglobinska varijanta i osam patogenih varijanti /BB gena. Dvadeset
pet (54,3%) ispitanika s B-talasemijom je bilo muSkog i 21 (45,7%) Zenskoga spola. Prosjecna
dob ispitanika iznosila je 16,9 godina (medijan 11,3; raspon 1,0 — 47,6). Prosjecna dob
ispitanika Zenskog spola iznosila je 19,1 godinu (medijan 12,2; raspon 1,0 — 47,6), dok je
prosjecna dob ispitanika muskog spola iznosila 15,1 godinu (medijan 10,1; raspon 1,0 —45,5).
Dobna i spolna distribucija svih ispitanika s potvrdenom dijagnozom -talasemijskog sindroma
prikazana je u Tablici 14. Od tridesetoro djece s B-talasemijskim sindromom, 18 (60,0%) je bilo
muskog, a 12 (40,0%) zenskoga spola. Prosjecna dob djece iznosila je 6,3 godine (medijan 4,0;

raspon 1,0 — 18,0). Prosje¢na dob djece muskog spola iznosila je 6,5 godina (medijan 4,0;
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raspon 1,0 — 17,5), a Zenskog spola 6,0 godina (medijan 4,0; raspon 1,0 — 18,0). Dobna i spolna

distribucija djece s B-talasemijskim sindromom prikazana je u Tablici 15.

Tablica 14. Spolna i dobna distribucija ispitanika s -talasemijskim sindromom

Ispitanici Prosjecna dob Medijan Raspon
P (godine) (godine) (godine)
Svi (N=46) 16,9 11,3 1,0 - 47,6
Muski spol (N=25) 15,1 10,1 1,0 —45,5
Zenski spol (N=21) 19,1 12,2 1,0-47.6
Pokrate: N = broj ispitanika
Tablica 15. Spolna 1 dobna distribucija djece s B-talasemijskim sindromom
Ispitanici Prosjecna dob Medijan Raspon
P (godine) (godine) (godine)
Svi (N=30) 6,3 4,0 1,0-18,0
Muski spol (N=18) 6,5 4,0 1,0-17.5
Zenski spol (N=12) 6,0 4,0 1,0-18,0

Pokrate: N = broj ispitanika

Prema kvantitativno-kvalitativnoj klasifikaciji, 31 ispitanik iz 17 nesrodnih obitelji (70,8%) bili
su nositelji kvantitativnog poremecaja, od ¢ega su 15 ispitanika iz 9 (37,5%) obitelji nositelji
BY varijante u heterozigotnom obliku, a 16 ispitanika iz 8 (33,3%) obitelji nositelji B* varijante
u heterozigotnom obliku. Preostalih 15 ispitanika iz 7 (29,2%) nesrodnih obitelji su nositelji

specificne kvantitativno-kvalitativne hemoglobinske varijante (Tablica 16).
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Tablica 16. Ucestalost patogenih varijanti HBB gena

Obitelji Ispitanici
Vrsta varijante
N % N %
B° 9 37,5 15 32,6
B 8 33,3 16 34,8
Hb varijanta 7 29,2 15 32,6
UKUPNO 24 100 46 100

Pokrate: Hb = hemoglobin; N = broj ispitanika

Hb Lepore-BW (NG_000007.3:2.63632 71046del) je najceséa uzrocna varijanta talasemijskog
sindroma u populaciji Hrvatskog primorja i Istre, s udjelom od 29,2%, nakon cega slijede
varijante [VSI-110 (HBB:c.93-21G>A) s ucestalosti 20,8% 1 [VSII-1 (HBB:c.315+1G>A) s
ucestalosti 16,6%. Sljedece dvije varijante po ucestalosti su IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A) i Codon
39 (HBB:c.118C>T) s jednakim udjelom od 8,3%. Sveukupno, ovih pet varijanti ¢inilo je
83,2% svih patogenih varijanti /BB gena. Varijante IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C) 1 IVSII-745
(HBB:c.316-106C>@G) 1 IVSII-745 (HBB:c.316-106C>@G) su imale istu ucestalost od 4,2%.

Takoder su otkrivene dvije rijetke varijante HBB gena, Hb Monroe 1 Poly A (A>G) s

pojedina¢nom ucestalosti od 4,2% (Tablica 17).
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Tablica 17. Vrste i ucestalost uzro¢nih varijanti B-talasemijskih sindroma

Uzrotna Vrsta Obitelji | Ispitanici
.. HGVS nomenklatura* uzrocne
varijanta varijante N % N %
Hb Lepore-BW | NG_000007.3:2.63632_71046del VarHij]jma 7 1292 | 15 | 32,6
IVSI-110 HBB:c.93-21G>A B* 5 1208 | 9 | 19,6
IVSII-1 HBB:c.315+1G>A B° 4 16,6 | 6 | 13,1
IVSI-1 HBB:c.92+1G>A B° 2 183 | 5 |109
1VSI-6 HBB:c.92+6T>C B* 2 8,3 2 43
IVSII-745 HBB:c.316-106C>G B* 1 4,2 4 8,7
Codon 39 HBB:c.118C>T B° 1 | 42 | 2 | 43
Hb Monroe HBB:c.92G>C B° 1 472 2 4,3
Poly A (A>G) | HBB:c.*111A>G B 1|42 | 1|22
UKUPNO 24 | 100 | 46 | 100

* https://hgvs-nomenclature.org/ [105]

Pokrate: Hb = hemoglobin; HGSV = nomenklatura genskih varijanti (engl. Human Genome

Variation Society); N = broj ispitanika

4.1.1. Uzro¢na varijanta Hb Lepore-BW (NG _000007.3:2.63632_71046del)

Ova varijanta predstavlja specifi¢nu genetsku promjenu u BB genu koja ukljucuje deleciju

segmenta DNK od pozicije 63,632 do 71,046 na referentnom genomu (poznatom kao

NG _000007.3), sto uzrokuje prekid u normalnom kodiranju HBB gena i rezultira stvaranjem

abnormalnog Hb. Segment brisanja pokriva podruc¢je koje ukljucuje regulacijske elemente i

intronske sekvence vazne za pravilnu sintezu -globinskog lanca (Slika 4).
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Slika 4. Elektroforeza hemoglobina na 2%-tnom agaroznom gelu. Kolona 1 predstavlja DNK
biljeg od 100 bp, dok kolone 2 - 7 predstavljaju uzorke hemoglobina razlicitih ispitanika.
Kolona 8 predstavlja kontrolni uzorak bez DNK. Kolone 2 - 4 predstavljaju normalan
hemoglobin (HbA). Kolone 5 i 6 predstavljaju varijantu Hb Lepore-BW u heterozigotnom
obliku (vidljive su dvije trake - gornja za HbA i donja za Hb Lepore-BW).

4.1.2. Uzro¢na varijanta IVSI-110 (HBB:c.93-21G>A)

Ova patogena varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije
guanina (G) s adeninom (A) u poziciji 21 prije pocetka egzona 1. Promjena se dogada unutar
intronskog dijela gena, 21 bp ispred nukleotida 93 u kodiraju¢em dijelu (Slika 5). Navedena
varijanta moze utjecati na pravilno prekrajanje pre-glasnicke RNK (mRNK), Sto moze

rezultirati poremeéenim stvaranjem funkcionalnog B-globina.

Selected: 475 .. 475 = 1 base (==
ACTCTTGGEGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTRIGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCC

340 330 320 310 300

Slika 5. Dio sekvence HBB gena kod varijante IVSI-110 u heterozigotnom obliku, na kojoj je

vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida guanina (G) i1 adenina (A)
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4.1.3. Uzro¢na varijanta IVSII-1 (HBB:c.315+1G>A)

Ova patogena varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije
guanina (G) s adeninom (A) na poziciji koja je +1 u intronu, neposredno nakon pozicije 315 u
kodiraju¢em dijelu gena (Slika 6). Navedena pozicija je klju¢na jer se nalazi na samom mjestu
spajanja izmedu egzona i introna, u regiji koja je bitna za pravilno uklanjanje introna tijekom
procesa prekrajanja mRNK (splicing). Posljedi¢no, supstitucija nukleotida na toj poziciji moze
narus$iti normalno prekrajanje, Sto Cesto rezultira aberantnom mRNK koja ne moze kodirati

funkcionalni B-globinski protein.

Selected: 176 .. 176 = 1 base (=) (=

VGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCA CGTGGAT CCTGAGAACTT CAGGR[TGAGT CTATGGGACCCTTGATGTTTTCTTTCCCCTT CT

—
——

Slika 6. Dio sekvence HBB gena kod varijante IVSII-1 u heterozigotnom obliku, na kojoj je

vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida guanina (G) i adenina (A)

4.1.4. Uzro¢na varijanta IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A)

Ova patogena varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije
guanina (G) s adeninom (A) na intronu neposredno nakon egzona 2 u kodiraju¢em dijelu HBB
gena na poziciji +1 od granice izmedu egzona i introna (Slika 7). Navedena pozicija je klju¢na
za pravilno prekrajanja pre-mRNK, $to moze dovesti do nastanka nefunkcionalne mRNK koja

ne moze kodirati normalan B-globinski protein.
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Selected: 144 .. 144 = 1 base (E)C]
TGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCC TGGGCAG@TTGGTATCAAGGTTI\CAAGACAGGTTTA/\GGAGACCAATAGAAACTGG

bl

Slika 7. Dio sekvence HBB gena kod varijante IVSI-1 u heterozigotnom obliku, na kojoj je

4
J
|
!

vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida guanina (G) i adenina (A)

4.1.5. Uzro¢na varijanta IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C)

Ova patogena varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije timina
(T) s citozinom (C) na poziciji +6 u intronu nakon kodirajué¢eg dijela egzona 2 (Slika 8).
Promjena uzrokuje nepravilno spajanje egzona i introna, Sto moze dovesti do stvaranja

neispravne mRNK i posljedi¢ne sinteze nefunkcionalnog B-globinskog proteina.

\TGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGG6GCAGGTTGGTATC AAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGEG

il
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Slika 8. Dio sekvence HBB gena kod varijante IVSI-6 u heterozigotnom obliku, na kojoj je

vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida timina (T) i citozina (C)

4.1.6. Uzro¢na varijanta IVSII-745 (HBB:¢.316-106C>G)

Ova varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije citozina (C) s
guaninom (G) na -106 u odnosu na kodiraju¢i dio gena, u intronskom dijelu neposredno prije

egzona 3 (Slika 9). Navedena pozicija je vaZna za pravilno prekrajanje pre-mRNK, §to moze
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omesti normalno prekrajanje i dovesti do nastanka nefunkcionalne mRNK koja posljedi¢no ne

moze kodirati normalan B-globinski protein.

Selected: 256 .. 256 = 1 base — 845 bi
TT T8 CATATAAATTETAAC TG AT TAA GAS TTT CATATT G CTAATAGE A cTAC ARTC cASHTAC CATT C TG

0
TRl
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Slika 9. Dio sekvence HBB gena kod varijante [VSII-745 u heterozigotnom obliku, na kojoj je

vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida guanina (G) i citozina (C)

4.1.7. Uzro¢na varijanta Codon 39 (HBB:c.118C>T)

Ova varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije citozina (C) s
timinom (T) na poziciji 118 kodiraju¢eg dijela gena, unutar Codona 39 koji se odnosi na
specificni triplet nukleotida u mRNK, koji kodira aminokiselinu glutamin u B-globinskom

proteinu (Slika 10).

Selected: 309 .. 309 = 1 base =) («
TCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCYJAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGEGGEGGGATCTGTCCACTCCTG

W

Slika 10. Dio sekvence HBB gena kod varijante Codon 39 u heterozigotnom obliku na kojoj je

vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida timina (T) i citozina (C)
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4.1.8. Uzro¢na varijanta Hb Monroe (HBB:¢.92G>C)

Ova varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije guanina (G) s
citozinom (C) na poziciji 92 u kodiraju¢em dijelu gena (Slika 11). Navedena pozicija utjece na

kodon koji kodira aminokiselinu glutamin u B-globinskom proteinu.

Selected: 493 .. 493 = 1 base =
CGTEGGATGAAGTTGEGGTGGTGAGGC CCTGGGCAEGTTGGTATCAAGGTTAC/\AGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAA

Al

Slika 11. Dio sekvence HBB gena kod varijante Hb Monroe u heterozigotnom obliku na kojoj

ﬂ \Jf

e Sl
460

je vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida guanina (G) i citozina (C)

4.1.9. Uzro¢na varijanta Poly A (A>G) (HBB:c.*111A>G)

Ova varijanta predstavlja promjenu na HBB genu u kojoj dolazi do supstitucije adenina (A) s
guaninom (G) na poziciji *111 u ne-kodiraju¢em dijelu gena, unutar 3' neprevedene regije (3'
UTR) HBB gena koja ukljucuje poli-A rep, $to moZe smanjiti stabilnost mRNK ili utjecati na

njezinu sposobnost za pravilan izlaz iz jezgre i1 prijenos u citoplazmi (Slika 12).

ielected: 139 .. 139 = 1 base —) (=) 431
[GTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGC CTTGAGCAT CTGGATTCTGC CTAATRIAAAA

Slika 12. Dio sekvence HBB gena kod varijante Poly A (A>G) u heterozigotnom obliku, na

LR ﬂ A

kojoj je vidljivo istovremeno prisustvo nukleotida adenina (A) i guanina (G)
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4.2. Geni modifikatori

U svih ispitanika ucinjena je MLPA metodom analiza na prisutnost o-talasemije, kao
potencijalnog sekundarnog modifikatora. Nisu dokazane varijante tipa delecija uzro¢nika o-

talasemije, ukljucujuéi i najucestaliju -3.7bp deleciju.

U osam ispitanika s povisSenom razinom HbF >5%, kod kojih je otkrivena prisutnost [3-
talasemijskog sindroma, ucinjena je analiza i1 na prisutnost -158 C>T polimorfizma u
promotorskoj regiji HBG2 gena (Xmnl polimorfizam), koji je udruzen s poviSenom razinom
HbF u uvjetima eritroidnog stresa. U svih ovih ispitanika je otkrivena prisutnost Xmnl
polimorfizma, potencijalnog sekundarnog modifikatora, koji moze doprinijeti povisenoj razini

HbF (Tablica 18).

Tablica 18. Prisutnost Xmnl varijante u ispitanika s B-talasemijskim sindromom s povisenom

razinom hemoglobina F (HbF >5%)

HBB varijanta Razina HbF (%) Xmnl varijanta
Hb Lepore-BW 30,8 +/-
IVSI-1 11,5 +/-
Hb Monroe 11,5 +/-
IVSI-110 10,1 +/-
IVSII-1 8,0 +/-
Hb Lepore-BW 6,5 +/-
Hb Lepore-BW 5.9 +/+
Codon 39 5,3 +/-

Pokrate: HBB = B-globinski gen; Hb = hemoglobin

4.3. Laboratorijske i klinicke znac¢ajke u nositelja f-talasemijskog sindroma

Hematoloski 1 biokemijski parametri u svih ispitanika pokazali su karakteristicne znacajke

fenotipa B-talasemije, kako je prikazano u Tablicama 19 i 20. Vrijednosti MCV-a i MCH-a bile
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su niZe u svih ispitanika u usporedbi s normalnim vrijednostima za odgovaraju¢u dob i spol,
neovisno o uzro¢nim varijantama B-talasemijskog sindroma. Blaga anemija je bila prisutna u
18/30 (60,0%) ispitanika, a rjede je bila zastupljena u ispitanika s Hb Lepore-BW (3/9), Hb
Monroe (0/1) i PolyA (0/1), kako je prikazano u Tablici 19.

U Tablici 20 prikazane su vrijednosti hematoloskih parametara u djece s PB-talasemijskim
sindromom prema dobnim skupinama. U svim dobnim skupinama bile su sniZzene vrijednosti
MCV-a i MCH-a, a blaga anemija je bila ¢eS¢a u dobnim skupinama do 2 godine, od 6 do 12
godina te u zenskog spola dobi od 12 do 18 godina.

Tablica 19. Zastupljenost snizenih hematoloSkih parametara prema pojedinim uzro¢nim

varijantama -talasemijskih sindroma

Varijanta SniZen Hb SniZzen MCV SniZzen MCH
™) ™) ™)
Hb Lepore-BW 3/9 9/9 9/9
IVSI-110 4/7 7/7 717
IVSI-1 373 373 3/3
IVSI-6 373 373 3/3
IVSII-1 373 373 3/3
IVSII-745 1/1 11 1/1
Codon 39 1/2 2/2 2/2
Hb Monroe 0/1 11 1/1
PolyA 0/1 11 1/1

Ukupno 18/30 30/30 30/30

Pokrate: Hb = hemoglobin; N = broj ispitanika
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Tablica 20. Hematoloski parametri u djece s f-talasemijskim sindromom po dobnim skupinama

Dob Hb MCV MCH
Dobna skupina .
(godine) (g/L) (fL) (rg)
<2 godine 1,3 103 56,4 18,3
(N=12) (1,0-1,8) (91 -121) (51,6 — 64,7) (16,5 —-22,0)
2 — 6 godina 3,5 117 61,6 19,6
(N=5) (2,6 -5,1) (110-121) (55,9 - 68.5) (18,1 —21,8)
6 — 12 godina 9,6 109 61,0 20,0
(N=7) 6,2 —11,8) (103 —123) (59,1 — 64,4) (19,3 -20,7)
12 — 18 godina
) 15,1 110 62,7 20,0
zenski spol
(12,2 - 18,0) (106 — 113) (61,4 —64,1) (19,9 —20,1)
(N=2)
12 — 18 godina
] 15,9 128 64,5 21,3
muski spol
(N=4) (12,3-17.5) (118 —138) (54,4 - 67,6) (17,8 —22,5)

Pokrate: Hb = hemoglobin; MCV = srednji volumen eritrocita; MCH = srednja koli¢ina

hemoglobina u eritrocitu; N = broj ispitanika

Razine HbA; bile su povisene u 17 (60,7%) ispitanika s B-talasemijskih sindromom (6
ispitanika s IVSI-110, 3 s IVSI-1, 3 s IVSII-1, 2 s IVSI-6, 1 s IVSII-745, 1 s Codon 391 1
ispitanik s Hb Monroe). HbF je bio povisen u 21 (75,0%) ispitanika (9 ispitanika s Hb Lepore-
BW, 3 s IVSI-110, 3 s IVSI-1, 3 s IVSII-1, 1 s IVSII-745, 1 s Codon 39 1 1 ispitanik s Hb
Monroe). Istovremeno poviSene vrijednosti i HbA> i HbF imalo je 12 (42,9%) ispitanika (3
ispitanika s IVSI-110, 3 s IVSI-1, 3 s IVSII-1, 1 s IVSII-745, 1 s Codon 39 i 1 ispitanika s Hb
Monroe), kako je prikazano u Tablici 21. U Tablici 22 prikazane su vrijednosti HbA> (medijan
4,2%; raspon 1,8 —5,7%) 1 HbF (medijan 3,8%; raspon 0,0 — 30,8%) u djece s B-talasemijskim

sindromom.
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Tablica 21. Ucestalost poviSenih biokemijskih parametara prema pojedinim uzro¢nim

varijantama B-talasemijskih sindroma

Varijanta PoviSen HbA: PoviSen HbF PoviSen HbA: i HbF
™) ™) ™)
Hb Lepore-BW 0/9 9/9 0/9
IVSI-110 6/6 3/6 3/6
IVSI-1 373 373 3/3
IVSI-6 2/3 0/3 0/3
IVSII-1 373 373 3/3
IVSII-745 1/1 1/1 1/1
Codon 39 1/1 171 1/1
Hb Monroe 1/1 1/1 1/1
PolyA 0/1 0/1 0/1

Ukupno 17/28 21/28 12/28

Pokrate: N = broj ispitanika

Tablica 22. Biokemijski parametri u djece s f-talasemijskim sindromom

i Dob HbA: HbF
V1
(godine) (%) (%)
N28) 3,2 42 3,8
(1,0 - 17,2) (1,8-5,7) (0,0 — 30.8)

Pokrate: N = broj ispitanika

Tablica 23 prikazuje vrijednosti HbA>, HbF 1 Hb Lepore za pojedine uzro¢ne varijante [-

talasemijskih sindroma.
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Tablica 23. Biokemijski parametri u djece s B-talasemijskim sindromom prema varijantama

HBB gena (N=28)

Varijanta Dob HbA: HbF Hb Lepore
(N=28) (godine) (%) (o) (%)
Hb Lepore-BW 6,4 2,6 5,1 9,6
(N=9) (1,0 -14,7) (1,8-2,7) (2,3-130,8) (4,7 -10,8)
IVSI-110 1,5 5,0 2,6 )
(N=6) (1,0-10,9) (4,1 -5,5) (0,0-10,1)
IVSI-1 1,2 5,0 11,3 )
(N=3) (1,1-17,9) (4,3-5,3) (4,1 -20,9)
IVSI-6 1,8 4,0 1,2 )
(N=3) (1,5-6,2) (3,9-4,0) (1,2-1,9)
IVSII-1 9,6 5,5 8,0 /
(N=3) (1,5-11,8) (5,0-5.,5) (3,2-9,9)
IVSII-745
1,0 5,7 2,4 /
(N=1)
Codon 39
17,2 5,6 53 /
(N=1)
Hb Monroe
2,6 4,5 11,5 /
(N=1)
PolyA
2,9 3,6 0,4 /
(N=1)

Pokrate: Hb = hemoglobin; N = broj ispitanika

Kod Hb Lepore-BW nositelja, vrijednosti Hb (medijan 117, raspon 103 — 138) su bile statisticki
znacajno vise u usporedbi s nositeljima drugih HBB varijanti (medijan 106; raspon 91 — 124),
p=0,049. Takoder, kod Hb Lepore-BW nositelja su vrijednosti MCH-a (medijan 20,2; raspon
19,3 — 22,5) bile statisticki znac¢ajno viSe u usporedbi s nositeljima drugih HBB varijanti

(medijan 19,3; raspon 16,5 — 21,8), p=0,002 (Tablica 24).
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Tablica 24. Hematoloski parametri u djece s Hb Lepore-BW 1 ostalim varijantama HBB gena

(N=30)

Varijanta Dob Hb MCV MCH
(N=30) (godine) (g/L) (fL) (rg)
Hb Lepore-BW 6,4 117 61,6 20,2
(N=9) (1,0-14,7) (103 -138) (55,9 -67,6) (19,3 -22.5)
Ostale varijante
HBB gena 2,6 106 58,4 19,3
(N=21) (1,0 - 18,0) (91 -124) (51,6 — 68.5) (16,5 -21,8)

Pokrate: Hb = hemoglobin; MCV = srednji volumen eritrocita;, MCH = srednja koli¢ina

hemoglobina u eritrocitu; N = broj ispitanika

Od 30 djece s potvrdenim [-talasemijskim sindromom, u njih 22 (73,3%) je prethodno

provedena peroralna terapija Zeljezom.

Pozitivnu obiteljsku anamnezu imalo je 5 (16,7%) djece s kasnije potvrdenom dijagnozom

talasemijskog sindroma.

TezZina klini¢ke slike je procijenjena prema Mahidol sustavu bodovanja. Svaki ispitanik je imao

zbroj bodova 0, odnosno blagi fenotip B-talasemijskog sindroma.
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5. DISKUSIJA

Talasemijski sindromi su heterogena skupina nasljednih hemolitickih anemija karakterizirana
smanjenom ili odsutnom sintezom globinskih lanaca Hb. Posljedi¢na neravnoteza globinskih
lanaca glavno je patofiziolosko obiljezje bolesti [5,56]. Talasemijski sindromi su uzrokovani
patogenim i vjerojatno patogenim varijantama u genima za globinske lance, kojih je danas
identificirano preko 1800 [22]. Fenotipska varijabilnost je prvenstveno rezultat ove velike

genotipske varijabilnosti.

Talasemijski sindromi se klasificiraju prema vrsti genetske promjene, tipu globinskog lanca ¢ija
je sinteza poremecena i klinickom fenotipu [56]. Najcesce su monogenske bolesti u svijetu.
Iako su prisutne u svim populacijama i geografskim regijama, tradicionalno su najucestalije u
Mediteranskom bazenu te tropskim i suptropskim podru¢jima Afrike i Azije. Tzv. ,.,talasemijski
pojas‘ proteze se od Atlantskog do Tihog oceana, a obuhvaca subsaharsku Afriku, Mediteran,
Bliski istok, te juznu, jugoisto¢nu i isto¢nu Aziju [34,106]. Prevalencija talasemija u ovim

geografskim podrucjima iznosi 2,5 do 15% [28].

B-talasemija je posebice rasprostranjena medu narodima Mediterana. Ova geografska
povezanost odrazava se 1 u nazivu bolesti, koji potjece od gréke rijeci thalassa (more). Najveca
prevalencija je na Cipru, u Grckoj i Italiji, ukljuujuéi velike mediteranske otoke: Siciliju,
Sardiniju i Kretu [107]. Na Cipru je 15% populacije (obje etni¢ke grupe, gréka i turska) nositelj
gena za B-talasemiju, a 10% su nositelji gena za a-talasemiju, Sto se povezuje s geografskom

izolacijom Cipra u proslosti i visokom stopom brakova u krvnom srodstvu [108].

Za karakteristicnu geografsku rasprostranjenost talasemijskih sindroma prvenstveno je
odgovorna malarija (tzv. malari¢na hipoteza) i talasemijski pojas se podudara s endemskim
malari¢nim podru¢jima [109]. Pretpostavlja se da udruzenost talasemije 1 malarije odrazava
prirodnu pozitivnu selekciju talasemijskih heterozigota, posredovanu relativnom rezistencijom
prema uzro¢niku malarije Plasmodium falciparum (tzv. heterozigotna prednost). Novija
ispitivanja pokazuju da su mehanizmi pomocu kojih talasemija §titi od malarije puno sloZeniji.
Tome u prilog govori ¢injenica da mnoga geografska podrucja u kojima je talasemija 1 danas
ucestala viSe nisu ZariSta malarije. IstraZivanja su dodatno komplicirana ¢estom udruZenosti
polimorfizama HBB gena s drugim polimorfizmima koji mogu ponistiti zaStitu protiv malarije.
Primjerice, heterozigotnost za B-talasemiju je zaStitna, ali ako osoba ima udruzene patogene

varijante gena za HbS, kombinacija ova dva polimorfizama ponistava zastitu [110].
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Predlozeni mehanizmi kojima polimorfizimi gena za a- i B-talasemiju Stite od malarije dijele se
u dvije grupe: imunoloski posredovane i stani¢ne. Ovi mehanizmi ukljucuju bolji imunoloski
klirens parazita, smanjeno prezivljavanje parazita u eritrocitima i smanjenu sposobnost invazije

parazita u eritrocite [111].

Malarija je kroz povijest predstavljala zdravstveni problem i na naSim podru¢jima. Prema
arhivskoj gradi, u Istri je datirala od XIV. stoljeca, stolje¢ima se bila odrzala u endemskom
obliku na juznom i zapadnom dijelu istarskog poluotoka, a gotovo potpuno je eradicirana tek
pred Drugi svjetski rat [112]. Smatrala se endemskom i na otocima Krku, Rabu i Pagu [113].
Od 1958. godine u Hrvatskoj nema autohtonih infekcija, a 1964. godine malarija je sluzbeno

proglasena iskorijenjenom [114].

Prevalencija talasemija se razlikuje ne samo medu razliitim geografskim podrucjima i
razli¢itim populacijama, nego i medu populacijama unutar istog podrucja [115-117]. Ispitivanja
ovih specificnosti, posebice u velikim populacijama, doprinose razvoju i osnazivanju

preventivnih i terapijskih programa.

Posljednjih desetljeca su velike migracije stanovniStva iz africkih i azijskih zemalja s visokom
prevalencijom talasemije zna¢ajno promijenile rasprostranjenost bolesti, pa talasemije danas
predstavljaju globalni zdravstveni problem [33,56]. Migracije izbjeglica iz endemskih podrucja
(najvise iz Sirije 1 Afganistana) u Europu posljednjih godina, promijenile su profil prevalencije
talasemija u nekim europskim zemljama (Italija, Njemacka, Grcka, Turska) [38]. Incidencija i
prevalencija B-talasemije je znacajno povecana u Sjedinjenim Americkim DrZzavama zbog
imigracijskog priljeva s azijskog podrucja i zbog povecanog broja posvojenja djece s [3-
talasemijom iz Kine 1 susjednih zemalja [118]. Prema bazi podataka americke Zaklade za
Cooleyjevu anemiju (Cooley’s Anemia Foundation), 12% pacijenata s B-talasemijom posvojeno

je iz drugih zemalja [119].

Hrvatska se nalazi na raskrizju Srednje Europe, Balkana i Mediterana [120]. Iako na rubu
talasemijskog pojasa, u Hrvatskoj do sada nisu provedena sveobuhvatna epidemioloska
ispitivanja [60]. Postoji nekoliko prikaza slucajeva 1 jedno nedavno objavljeno ispitivanje na
populaciji Srednje Dalmacije [121]. Najvece populacijsko istraZivanje koje je ukljucilo i
Hrvatsku (422 ispitanika), bilo je dvadesetpetogodisnje istrazivanje na gotovo 29 000 osoba
(26 765 Skolske djece, 800 vojnika 1 1629 radnika) s podrucja bivse Jugoslavije. Ucestalost

heterozigotne talasemije u Hrvatskoj (prije proglaSenja nezavisnosti) iznosila je 0,8%.
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U Bosni i Hercegovini ucestalost je bila 1,5%, u Srbiji 1,8%, u Crnoj Gori 1,9% i u Sjevernoj
Makedoniji 2,9% (s rasponom od 1,0% do 7,8% u razli¢itim regijama, najve¢om u blizini
granice s Gréckom) [122]. Zadnje veliko epidemiolosko ispitivanje ucCestalosti talasemija na
Mediteranu, u koje je ukljucena 21 zemlja na europskoj, africkoj i azijskoj obali Mediterana s
populacijom od 522 milijuna, temeljeno je na bazama podataka IthaGenes [123] i CTGA
(Catalogue for Transmission Genetics in Arabs) [ 124]. Rezultati upuéuju da je stopa incidencije
talasemije na 100 000 poroda u Hrvatskoj (2,9%) slicna incidenciji u susjednoj Bosni i
Hercegovini (4,1%) 1 Sloveniji (5,4%) te u Izraelu (3,0%). Prevalencija nositelja B-talasemije u
Hrvatskoj se procjenjuje do 3%, kao i u susjednim zemljama Bosni i Hercegovini, Sloveniji i
Crnoj Gori [107]. Istrazivanje na 3000 novo prijavljenih dobrovoljnih darivatelja krvi na
podrugju Srednje Dalmacije (Sibensko-kninska i Splitsko-dalmatinska Zupanija) procjenjuje
ucestalost minor forme (nositelja) na 0,16% [121]. Ovako nisku prevalenciju treba tumaciti s
oprezom obzirom na selekcioniranu skupinu ispitanika: 10% potencijalnih darivatelja se odbija
upravo zbog nizih vrijednosti Hb, dio se zbog anemije niti ne prijavljuje za dobrovoljnog

darivatelja, a ispitanici su bili u dobi od 18 do 65 godina.

Prema klinickoj slici, B-talasemije se tradicionalno dijele u tri oblika ili forme: minor,
intermedia i major oblik. B-talasemija minor (trait) je status nositelja koji ima jedan defektni
HBB gen (heterozigot za B ili B°), dok je HBB gen na drugom kromosomu normalan. Nositelji
su tipi¢no bez simptoma. Prema novoj klasifikaciji minor oblik spada u NTDT. Osnovna
obiljeZja su mikrocitoza i hipokromija. Broj eritrocita moze biti poviSen. Broj retikulocita je
normalan ili blago povisen, ali nema znacaja u postavljanju dijagnoze. Anemija je ponekad
prisutna i uvijek je blaga, s Hb nizim do 2 g/dL u odnosu na zdrave osobe iste dobi 1 spola
[28,57]. Znaajna anemija s Hb <7 g/dL moZe se razviti u trudnica, najcesce u tre¢em trimestru
[55]. Na citoloSkom razmazu periferne krvi eritrociti su manji (mikrociti), svjetliji (hipokromni
eritrociti), nejednake veli¢ine (anizociti) i nejednakog oblika (poikilociti). Dijagnoza se
najcesce postavlja kvantificiranjem Hb (prvenstveno frakcije HbA>) pomocu elektroforeze.
Kod minor forme, vrijednosti HbA» variraju izmedu 3,6% 1 7%. Vrijednosti HbF mogu biti
blago povisSene (> 1% 1 < 5%) [28,125]. Navedeni hematoloski i biokemijski parametri mogu
varirati kod nekih podtipova B-talasemije minor, primjerice kod heterozigota za blage ili vrlo
blage B-varijante (IVS1-6, -87, 101), kod dvostrukih heterozigota za B- 1 o6-talasemiju ili kod

udruzenog nasljedivanja a-talasemije [126,127].

57



B-talasemija minor se najc¢es¢e otkriva u okviru obrade ¢lanova obitelji nositelja ili u okviru
populacijskih istrazivanja, zatim u trudnica u zadnjem trimestru ili u stanjima nefizioloskog

stresa (opsezni kirurski zahvati, veliki tjelesni napori) [28,56].

U diferencijalnoj dijagnozi treba razmotriti sideropeni¢nu anemiju, koja je naj¢es¢a mikrocitna
1 hipokromna anemija, te rjede uzroke poput deficita cinka, sideroblasti¢ne anemije, trovanje
olovom, sideropeni¢ne anemije refraktorne na Zeljezo (IRIDA, engl. iron refractory iron
deficiency anaemia) te rijetke anemije uzrokovane genetskim poremecajima u metabolizmu
zeljeza. RDW (Sirina distribucije volumena eritrocita, engl. red cell distribution width), koji
mjeri varijaciju u veli¢ini eritrocita, obi¢no je povisen kod sideropeni¢ne anemije, a kod
talasemije je normalan zbog uniformne populacije mikrocita [127]. Za izraCunavanje
talasemijskog indeksa i za razlikovanje sideropeni¢ne anemije od talasemije u uporabi je
nekoliko formula, koje se temelje na hematoloskim parametrima [128]. Najcesc¢e se koristi
Mentzer-ov indeks (MI): MI = MCV / broj eritrocita. Ako je MI >13, vjerojatna dijagnoza je
sideropeni¢na anemija, dok MI < 13 upucuje na nositelja B-talasemije [129]. U osoba s
mikrocitnom anemijom je potrebno odrediti status Zeljeza u krvi. Najvazniji parametar je
vrijednost serumskog feritina; vrijednosti feritina ispod 15 pg/L u odsustvu upale/infekcije

potvrduju dijagnozu sideropenic¢ne anemije [92].

U naSem istrazivanju je u sve djece s talasemijom inicijalno u¢injena KKS. Hematoloski
parametri su bili kako je ocekivano, karakteristicni za minor fenotip: zapaZene su niZe

vrijednosti MCV-a i MCH-a u odnosu na zdravu djecu iste dobi i spola.

Elektroforeza Hb je uCinjena u 28 ispitanika. Svi ispitanici su imali snizen HbA, §to je
karakteristi¢no za beta talasemije, u 17 (60,7%) ispitanika su bile poviSene vrijednosti HbA»
(>4%), a 21 (75,0%) ispitanik je imao povisene vrijednosti HbF (>2%). PoviSene vrijednosti i
HbA:? 1 HbF imalo je 12 (42,9%) ispitanika. Nositelji Hb Lepore-BW imali su zna¢ajno nize
razine HbA> u usporedbi s nositeljima drugih varijanti /BB gena. Ovi rezultati odgovaraju
prethodnim ispitivanjima 1 mogu se objasniti smanjenom sintezom o-globinskih lanaca zbog
varijanti u a-globinskim genima [28,130]. Vec¢i postotak ispitanika s poviSenim vrijednostima
HbF u nasem uzorku mozemo takoder tumaciti s ve¢om zastupljenosti Hb Lepore. Hb Lepore
je rijetka delecijska hemoglobinska varijanta gradena od dva a- i dva fuzijska &/p lanca. U
heterozigota ¢ini 10 do 15% ukupnog Hb, a klinicki fenotip nalikuje talasemiji minor. Opisana
su tri podtipa koja se razlikuju u regijama krizanja (engl. cross-over): Hb Lepore-BW,

Baltimore 1 Hollandia [131]. Hb Lepore-BW je opisan pretezno na Mediteranu (najvise u juznoj
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Italiji) [132]. SloZeni heterozigoti Hb Lepore ispoljavaju vecu klini¢ku varijabilnost i opisani

su slucajevi s povisenim HbF [133].

Normalna razina HbA> ne iskljucuje status nositelja B-talasemije, posebice ako je istovremeno
prisutan manjak zeljeza koji moze sniziti razine HbA> na normalne vrijednosti. Nadalje,
vrijednosti HbA> mogu biti grani¢ne zbog blagih ili "tihih" varijanti HBB gena i kod osoba koje
imaju udruzenu B-talasemiju s a- ili 6-talasemijom. U ovakvim sluc¢ajevima, tocna dijagnoza se

moze postaviti jedino molekularno-genetickim testiranjem [134—136].

Prvi vazan korak u proucavanju korelacije genotipa i fenotipa je precizna definicija fenotipova.
Za procjenu tezine klini¢ke slike pojedinaca s talasemijom najcesce se koristi Mahidol sustav
bodovanja [104]. Ovaj sustav koristi Sest neovisnih kriterija: vrijednost Hb u stabilnom stanju,
dob pocetka simptoma i znakova bolesti, dob primjene prve transfuzije, potrebe za
transfuzijama krvi, veli¢inu slezene te rast i razvoj. Svaki kriterij se ocjenjuje s 0, 0,5, 1 ili 2
boda. Zbroj bodova od 0 do 3,5 je blaga, zbroj od 4 do 7 umjerena, a zbroj od 7,5 do 10 je teska
klinicka slika. Pokazano je da je ovaj sustav jednostavan, siguran i ucinkovit nacin za
klasifikaciju tezine talasemije intermedia [137]. Svi nas$i ispitanici bili su bez simptoma i nisu
imali klinicke znakove talasemije. Prema Mahidol sustavu bodovanja svakom ispitaniku je
zbroj bodova bio 0 i pripadali su blagom obliku. Rezultati upuéuju na dobru korelaciju genotipa

(heterozigotni nositelji) i fenotipa.

Detaljno uzeta obiteljska anamneza je od iznimne vaznosti za prepoznavanje nasljednih bolesti,
u koje spadaju i talasemijski sindromi. Negativna obiteljska anamneza ne iskljucuje postojanje
bolesti, buduci da oba roditelja mogu biti nositelji defektnog gena. U naSem uzorku samo je
petoro (16,7%) djece s kasnije potvrdenom dijagnozom [-talasemije upuceno na pregled zbog
pozitivne obiteljske anamneze. Ovaj podatak moZe upucivati na postojanje nedijagnosticiranih
ili krivo dijagnosticiranih slu¢ajeva talasemije u populaciji Hrvatskog primorja 1 Istre, ali 1 na

nedostatnu svjesnost nositelja o vlastitoj dijagnozi.

Diferencijalna dijagnoza sideropeni¢ne anemije je kljuCna, prvenstveno radi izbjegavanja
nepotrebnog lijeCenja zeljezom 1 odustajanja od nepotrebnih pretraga. U naSem istrazivanju, u
22 ispitanika s talasemijom (73,3%) je provedena peroralna terapija zeljezom prije upucivanja
na hematolosku obradu. Djeca su primala terapiju u dnevnoj dozi od 3 — 5 mg/kg elementarnog
zeljeza u razdoblju od 3 tjedna do 4 mjeseca, nakon ¢ega su im ponovljeni krvni nalazi. U niti
jednog djeteta nije zabiljezeno poboljSanje Hb 1 eritrocitnih indeksa, stoga su bili upuceni

pedijatrijskom hematologu na daljnju evaluaciju. Ovaj podatak moze upucivati da medu
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zdravstvenim djelatnicima nema dovoljnog znanja o postojanju i hematoloskim obiljezjima

talasemije minor.

Talasemijski sindromi posljedica su velikog broja vrlo heterogenih promjena a- i B-globinskih
gena, koje su odgovorne za smanjenu ili odsutnu sintezu a- i/ili B-globinskih lanaca. Talasemije
su prve bolesti prouc¢avane na nivou DNK i koriStene su kao model za molekularnu patogenezu
monogenskih bolesti [138]. Upravo su klasteri globinskih gena i njihovi globinski produkti
najbolje prouceni u ljudskom genomu na razini njihove strukture i funkcije, te redoslijeda

ekspresije tijekom zivota.

Molekularni profil talasemijskih sindroma razli€it je u razli¢itim populacijama i u razli¢itim
geografskim podrucjima. Brojna ispitivanja molekularne osnove B-talasemija provedena su u
puno zemalja, a rezultati su korisni za izradu preventivnih programa i terapijskih strategija. lako
na globalnoj razini pokazuju ekstremnu varijabilnost, samo 20 varijanti HBB gena uzrokuje
vise od 80% svih slucajeva B-talasemije. Ovo se tumaci fenomenom geografskog grupiranja,
gdje svaka populacija i subpopulacija ima nekoliko Cestih i razlicit broj rijetkih uzro¢nih

varijanti HBB gena [69].

U Hrvatskoj do sada nisu provedena veca istraZivanja talasemijskog genotipa. Jedina objavljena
geneticka analiza ucinjena je na 14 ispitanika s B-talasemijom minor [139]. U spomenutom
istrazivanju Efremova i suradnika koje je ukljucilo i tadasnju Hrvatsku, identificirano je 18
razli¢itih varijanti, od kojih su tri (IVS-I-110, IVS-1-6 i IVS-I-1) ¢inile 70% svih slucajeva
[122]. Otkriveno je pet novih varijanti (prema originalnom opisu: -87 C—A; IVS-II-850 G—C,
mutacija u inicijacijskom kodonu T—A; mutacija u poliadenilacijskoj sekvenciji
AATAAA->AATGAA 1 jedna nova delecija od 1605 bp). Dvije tre¢ine dijagnosticiranih

slu¢ajeva je bilo iz Makedonije i Hrvatske, a tre¢ina iz svih ostalih zemalja bivSe Jugoslavije.

Nase istrazivanje je najvece do sada provedeno molekularno-geneticko istrazivanje uzro¢nih
varijanti talasemijskih sindroma na podru¢ju Hrvatske. Osim §to je najvece, provedeno je na
selekcioniranoj skupini ispitanika kod kojih je uo€ena mikrocitoza i hipokromija, anemija 1/ili
patoloska zastupljenost hemoglobinskih frakcija. U dijelu naSih ispitanika je (nepotrebno)
provedena terapija peroralnim Zeljezom, koja nije bila ucinkovita (izostanak poboljSanja
hematoloskih parametara). Istrazivanje je takoder obuhvatilo 1 clanove obitelji ispitanika prvog
stupnja srodstva koji su imali podatak o anemiji. Molekularno istraZivanje potaknuto je

¢injenicom da Hrvatska pripada mediteranskom bazenu, u kojem je genotip talasemijskih
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sindroma detaljno ispitan. U analize su ukljuene mediteranske varijante, varijante u susjednim

zemljama i varijante karakteristi¢ne za populacije s kojima smo povijesno povezani.

Molekularnu dijagnozu talasemije smo potvrdili u 46 ispitanika (30 ispitanika s mikrocitozom
1 hipokromijom i/ili mikrocitnom anemijom, od kojih je u 28 ispitanika dijagnoza postavljena
elektroforezom Hb, te u njihovih 16 prvih srodnika) iz 24 obitelji koje nisu u medusobnom

krvnom srodstvu. Svi ispitanici su imali B-talasemiju minor (NTDT).

U poglavlju 4 (4.1.1. do 4.1.9.) je za svaku uzro¢nu varijantu B-talasemije otkrivenu u naSem
istrazivanju opisan smjestaj na HBB genu, priroda genetske alteracije i specifi¢na uloga u sintezi

globinskog lanca koja uzrokuje talasemijski fenotip.

Hb Lepore je talasemijska hemoglobinska varijanta koja je rezultat fuzije HBB i HBD gena.
Najces¢i je tip B-talasemijskog sindroma u Hrvatskom primorju i Istri, prisutan u 7 obitelji koje
nisu u krvnom srodstvu, s ucestalos¢u od 29,2%. Iskljucivo je detektirana heterozigotna forma
Hb Lepore-BW. Ucestalost je sli¢na onoj u susjednoj Srbiji, gdje je incidencija Hb Lepore-BW
26,2% [140]. U starijem istrazivanju Beksedi¢ 1 suradnika, opisana je wucestalost
hemoglobinopatija u Srbiji od 1,9%, od cega je gotovo 45% predstavljao Hb Lepore-BW [141].
Visoke stope ucestalosti Hb Lepore-BW kao u Hrvatskoj 1 Srbiji, nisu opisane niti u jednoj

drugoj populaciji.

Vucak je u 14 ispitanika s podrucja srednje Dalmacije s postavljenom dijagnozom f-talasemije
pronasao 6 patogenih i vjerojatno patogenih varijanti B-talasemije: HBB:c.92+2T>C (IVS 1-2),
HBB:c.92+1G>A (IVS I-1), HBB:c.93-21G>A (IVS I-110), HBB:c.316-106C>G (IVS 11-745),
HBB:c.238G>A (D79N) i HBB:c.170delG (350delG) [121]. Iako regija Hrvatskog primorja
grani¢i s Dalmacijom, genotipski profil talasemije se razlikuje. Ovim susjednim hrvatskim
regijama zajednicke su tri varijante: IVS 1-2, IVS -2 1 IVS II-745. Varijanta IVS-I-110 je bila
prisutna u 9 ispitanika iz Hrvatskog primorja i Istre (19,6% svih ispitanika) iz 5 razli¢itih obitelji
(20,8% svih obitelji), a u dva ispitanika u Srednjoj Dalmaciji (14,3%). Razlicit je klinicki
fenotip ove varijante: u Hrvatskom primorju 1 Istri su svi bili nositelji, dok je u srednjoj
Dalmaciji jedan ispitanik imao minor, a drugi intermedia fenotip. Varjjanta IVS I-1 je otkrivena
u 5/46 (10,9%) ispitanika Hrvatskog primorja i Istre iz 2 razliCite obitelji (8,3%), a u srednjoj
Dalmaciji u 2/14 (14,3%) ispitanika. Svi ispitanici su imali minor fenotip. Varijanta IVS II-745
je detektirana u 2/14 (14,6%) ispitanika s minor fenotipom u srednjoj Dalmaciji te u 2/46 (4,3%)
ispitanika u Hrvatskom primorju 1 Istri iz jedne obitelji (4,2%). U istrazivanju Vucka je u 145

ispitanika s mikrocitozom ucinjena elektroforeza Hb. Patoloski nalaz je imalo 9 ispitanika, od
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kojih je troje (33,3%) imalo Hb Lepore, Sto je usporedivo s ucestalosti u Hrvatskom primorju i
Istri (rezultat treba tumaciti s oprezom zbog malog uzorka). Genotipizacija nositelja Hb Lepore
nije ucinjena.

Najces¢e uzroCne varijante HBB gena (bez talasemijske varijante Hb Lepore) u populaciji
Hrvatskog primorja i Istre su sljede¢e: HBB:c.93-21G>A (B IVS-1-110), HBB:c.315+1G>A
(B° IVS-II-1), HBB:c.92+1G>A (B° IVS-I-1) i HBB:c.92+6T>C (B* IVS-I-6). Ove &etiri
varijante ¢ine 52% svih uzro¢nih varijanti. Nasi rezultati sveukupnog genotipskog profila -
talasemija su vrlo sli¢ni rezultatima iz Bugarske, Crne Gore, Grcke, Italije, Madarske,
Makedonije, Rumunjske i Srbije (abecednim redom) [28,122,140,142—-146]. Poznata
distribucija pet naj¢es¢ih -talasemijskih uzro¢nih varijanti za mediteranske i balkanske zemlje
navedena je, slijedom ucestalosti, u Tablici 25. Tablica ukljucuje i podatke za Hrvatsku na

osnovu rezultata naseg istrazivanja.
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Tablica 25. Zastupljenost patogenih i vjerojatno patogenih varijanti HBB gena u

mediteranskim i1 balkanskim zemljama [142,143,146—152]

Zemlja Uzrocne varijante p-talasemije
Bugarska IVSI-110 Codon 39 IVSI-6 IVSII-745 Codon 8
24% 22% 10% 10% 5%
ci IVSI-110 IVSI-6 IVSI-1 IVSII-745 Codon 39
ipar
P 72% 12% 5% 3% 2%
IVSI-110 Codon 39 IVSI-1 IVSI-6 IVSII-745
Grcka
43% 17% 13% 7% 7%
1VSI-110 IVSII-1 IVSI-1 IVSI-6 Codon 39
Hrvatska*
21% 17% 8% 8% 4%
Hali Codon 39 IVSI-110 IVSI-1 IVSII-6 IVSII-745
taljja
! 44% 22% 10% 8% 5%
IVSI-1 Codon 39 IVSII-1 IVSII-745 IVSI-6
Madarska
29% 29% 12% 6% 6%
) IVSI-110 IVSII-745 Codon 39 IVSI-6 IVSI-1
Rumunjska
40% 17% 16% 11% 7%
Srbija i Codon 39 IVSI-110 IVSII-745 IVSI-6 IVSI-1
Crna Gora 33% 24% 18% 4% 4%
Sjeverna IVSI-110 IVSI-6 IVSI-1 Poly A Codon 39
Makedonija 45% 29% 10% 4% 4%
IVSI-110 IVSI-6 IVSII-1 Codon 8 Codon 39
Turska
39% 18% 12% 7% 4%

*Rezultati se odnose na podruc¢je Hrvatskog primorja i Istre

Zastupljenost Codon 39 varijante (HBB:c.118C>T) je relativno visoka u zemljama u hrvatskom
okruZenju (Italija 44%, Srbija 1 Crna Gora 33%, Madarska 29%, Bugarska 22%, Grcka 17% 1
Rumunjska 16%) [28]. U ispitivanoj populaciji Hrvatskog primorja i Istre ucestalost varijante

Codon 39 je samo 4,3% 1 vjerojatno je rezultat genetskog otklona (engl. drift).
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Nova varijanta u nasem istrazivanju nije otkrivena. Takoder nije dijagnosticiran a-talasemijski

sindrom u niti jednoj obitelji.

Zastupljenost CeS¢ih uzrocnih varijanti B-talasemijskih sindroma u populaciji Hrvatskog
primorja i Istre podudara se s varijantama opisanim u mediteranskim i balkanskim zemljama.
Ova sli¢nost moze se objasniti prvenstveno geografskom blizinom i tzv. protokom gena (engl.
gene flow), ali 1 kolonizacijama i migracijama kroz povijest (primjerice grcka kolonizacija
jadranskih otoka i istone obale Jadrana, dolazak Slavena na Balkan kao dio seobe naroda) i
ratova. Visoka ucestalosti Hb Lepore-BW u Hrvatskoj 1 Srbiji moze se objasniti protokom gena,
zajedni¢kom povijeséu i moguéim zajednickim podrijetlom. Cetiri od najéeéih pet otkrivenih
varijanti u nasoj populaciji (Hb Lepore, IVSII-1, IVSI-1 i Codon 39) ubrajaju se medu Sest
Cestih mediteranskih varijanti. Varijanta IVSI-110, prijavljena kao varijanta bliskoisto¢nog

podrijetla, vjerojatno odrazava povijesne migracije preko Balkankog poluotoka.

Pet varijanti HBB gena ¢ini preko 80% svih uzro¢nih varijanti B-talasemijskih sindroma u
populaciji Hrvatskog primorja i Istre. Nasi rezultati su u skladu s opazanjima da u svakoj
populaciji postoji nekoliko cestih varijanti [69,153]. Saznanja da u populacijama i
subpopulacijama postoji specificna zastupljenost pojedinih patogenih varijanti sekvence u a- i
B-globinskim genima koji su odgovorni za nastanak bolesti, omoguéila su primjenu brzih i
ciljanih metoda za dijagnozu talasemijskih sindroma u pojedinim populacijama (PCR,
sekvenciranje po Sangeru). Osim testiranja, poznavanje uzro¢nih varijanti talasemije
doprinijelo je razradi prikladnih programa probira pojedine populacije. To¢na i pravovremena
dijagnoza je od velike vaznosti u tezim oblicima talasemije, kako bi se Sto ranije zapocelo s
lije€enjem (talasemija major) 1/ili promjenom Zivotnog stila (talasemija intermedia), s ciljem

sprjecavanja progresije ili ublaZzavanja posljedica bolesti [154].

Svi nasi ispitanici su bili heterozigoti za B°- i B*- talasemiju (nositelji) i svi su bili bez klini¢kih
simptoma i znakova bolesti. Molekularne osnove vecine B-talasemija bile su u skladu s
eksprimiranim fenotipom. U svih ispitanika je bila prisutna mikrocitoza 1 hipokromija. Uz nize
eritocitne indekse, 18 (60%) ispitanika (7 B°, 8 B* i 3 Hb Lepore-BW varijante) je imalo
anemiju. Blaga anemija je bila prisutna u svih nositelja p° varijanti IVSII-1, IVSI-1 i Hb
Monroe, te u svih nositelja B varijanti IVSI-6, IVSII-745 i Poly A. Najmanje ucestale (33,3%)
1 najblaze hematoloske abnormalnosti su bile prisutne su nositelja Hb Lepore-BW, koji su svi
imali uredne vrijednosti HbA> i povisen HbF. Nositelji [VSI-110 varijante imali su varijabilan

hematoloski profil; njih 43% nije bilo anemi¢no, dok je u 57% bila prisutna blaga anemija te
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umjereno povisene vrijednosti HbA, i HbF. Svi nositelji p® IVSI-1 varijante imali su nize

vrijednosti Hb te viSe vrijednosti HbA> i HbF u odnosu na druge varijante.

Poznato je da se heterogenost klinickih manifestacija B-talasemijskih sindroma ne moze uvijek
objasniti razli¢itim genotipovima i da u nekim slucajevima iste genske alteracije imaju razlicite
klinicke slike. Za ovu fenotipsku varijabilnost odgovorni su geni modifikatori, koji djeluju na
tri razine i koji su detaljno opisani u Uvodu (1.1.4.). U niti jednog nositelja B-talasemijskog

sindroma nije otkrivena varijanta za a-talasemiju, kao potencijalnog sekundarnog modifikatora.

U naSem istrazivanju razlicite biokemijske abnormalnosti zamije¢ene su unutar skupina
nositelja varijanti Hb Lepore-BW, IVSI-110, IVSII-1, IVSI-1, Codon 39 i Hb Monroe. U ovih
ispitanika s poviSenom razinom HbF > 5% dokazana je prisutnost -158 C>T polimorfizma u
promotorskoj regiji HBG2 gena (Xmnl polimorfizam), kao potencijalnog sekundarnog
modifikatora koji moZe doprinijeti poviSenoj razini HbF. Klini¢ki znaaj udruzenosti
heterozigotne B-talasemije i sekundarnih modifikatora u nasoj skupini ispitanika nije mogao
biti utvrden, jer su kod heterozigotnih nositelja u dje¢joj dobi klinicke manifestacije izrazito
blage. Pazljivo pracenje nositelja moze utvrditi da li poviSena razina HbF utjeCe na
simptome/znakove koji mogu biti prisutni kod odraslih heterozigotnih nositelja B-talasemijskih

varijanti.

Talasemijski sindromi, kao globalni zdravstveni problem, zahtijevaju preventivne strategije.
Sveobuhvatni preventivni programi ukljucuju javne edukativne kampanje s ciljem podizanja

svijesti o talasemijama u op¢oj populaciji, probir u populaciji i geneticko savjetovanje.

Populacijski probir odreduje rizik za talasemiju u specifiénoj populaciji asimptomatskih
pojedinaca, a nakon pozitivnog nalaza treba se uciniti dijagnosticko geneticko testiranje. Probir
se dijeli na reproduktivni (prijekoncepcijski i prenatalni) 1 nereproduktivni (novorodenacki
probir i probir nositelja u rizicnim populacijama tijekom Zivota). Probir na talasemijske
sindrome je slozen, obzirom na velik broj i razli¢itost genetskih promjena koje rezultiraju

Sirokim spektrom hematoloskih, biokemijskih 1 klini¢kih manifestacija.

Primjeri dobro organiziranih programa probira na hemoglobinopatije u Europi su Italija, Grcka
i Cipar (zemlje u kojima je B-talasemija povijesno endemska), te Francuska i Velika Britanija
(zemlje s velikim brojem imigranata iz endemskih podrucja). U Italiji su dostupni besplatni
dobrovoljni probiri statusa nositelja, te prenatalna i1 preimplantacijska dijagnostika riziénih
parova. Na Sardiniji je cetrdesetgodiSnji program probira postigao izvrsne rezultate, sa

smanjenjem broja novorodencadi s B-talasemijom od 110 (1975.) na 3 — 5 godiSnje (2018.);
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glavni razlozi su zadnjih godina bili lazno ocinstvo i odbijanje prenatalnog probira/prekida
trudnoce [154]. Na Siciliji je tridesetgodiSnji preventivni program smanjio ucestalost -
talasemije major 1 bolesti srpastih stanica za 85% (s 1 na 245 Zivorodenih na 1 na 2000) [156].
Grcki nacionalni preventivni program za talasemiju i druge hemoglobinopatije takoder je
rezultirao znacajnim smanjenjem broja bolesne novorodencadi, s 150 — 200 na manje od 5
slucajeva godisnje do 2010. godine [157]. Programi probira se trebaju prilagoditi lokalnim
potrebama, socioekonomskom statusu, te kulturoloskim 1 vjerskim obicajima. Postojeci
programi ¢esto nisu strukturirani i sudjelovanje je dobrovoljno. Prijekoncepcijski (predbracni)
probir je obvezan u Libanonu, Turskoj, Saudijskoj Arabiji, Ujedinjenim Arapskim Emiratima i
Bahreinu [38,158]. Od uvodenja ovog probira u Saudijskoj Arabiji 2004. godine, prevalencija
B-talasemije se smanjila s 32,9 /1000 na 9 /1000 pojedinaca u 2009. godini [159].

U Hrvatskoj ne postoji nacionalni preventivni program za hemoglobinopatije. Obzirom na
nisku ucestalost bolesti za sada nije potreban, ali zbog migracije iz azijskih zemalja kojoj
zadnjih godina svjedoc¢imo, ovu ¢e potrebu trebati povremeno reevaluirati. Na osnovu rezultata
naSeg istraZivanja, mozemo preporuciti uvodenje edukativnih programa opce populacije i

zdravstvenih djelatnika.

Geneticko savjetovanje je sastavni dio genetiCkog testiranja. [P-talasemije se nasljeduju
autosomno recesivno. Ako su oba roditelja heterozigoti za patogenu varijantu HBB gena, svako
dijete u obitelji ima pri zacecu 25% Sanse da bude pogodeno bolescu (B-talasemija intermedia
ili major), 50% Sanse da bude nositelj 1 25% Sanse da bude potpuno zdravo. Ako je jedan roditel;
heterozigot za patogenu varijantu HBB gena, a drugi roditelj je homozigot, svako dijete u
obitelji ima 50% Sanse da naslijedi dvije patogene varijante HBB gena (p-talasemija intermedia

ili major) 1 50% Sanse da naslijedi jednu patogenu varijantu /BB gena i bude nositelj [58].

Heterogenost genotipova talasemijskih sindroma 1 nerijetka udruZenost s drugim
hemoglobinskim varijantama oteZava utvrdivanje statusa nositelja (npr. udruzenost s o- 1 9-
talasemijom 1 nekim blagim 1 ,tihim* varijantama HBB gena, eydp-talasemija, Corfu of-
talasemija, alteracije KLF'I gena) i genetiCku informaciju [49]. Optimalno vrijeme za procjenu
genetickog rizika je prije trudnoce. Prikladno je ponuditi geneticko testiranje (ukljucujuci
informacije o dostupnosti prenatalnog testiranja, potencijalnim rizicima za potomstvo i
reproduktivnim moguénostima) mladim odraslim osobama koje su nositelji. Prednost ima
testiranje parova (ne pojedinaca), zbog vece kliniCke koristi jer se rijetko nalazi ista genska
alteracija u oba partnera. Nadalje, ovakav pristup olakSava parovima donoSenje zajednicke

reproduktivne odluke [160].
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5.1. Algoritam za postavljanje dijagnoze p-talasemije minor

Rezultati naseg istrazivanja upucuju da na dijagnozu P-talasemijskog sindroma treba
posumnjati u svakog djeteta starijeg od 12 mjeseci s mikrocitnom hipokromnom anemijom koje
nema manjak zeljeza. Nalaz normalnog MCV-a u kombinaciji s normalnim MCH-om iskljucuje
veéinu talasemijskih sindroma (heterozigotni nositelji za HbS, HbC i HbD mogu imati

normalan MCV 1 MCH) i u principu ne zahtjeva dodatnu obradu.

Detaljna obiteljska anamneza pomaze u postavljanju dijagnoze talasemije, ali negativna
anamneza ne iskljucuje dijagnozu. Citoloski razmaz periferne krvi moze pobuditi sumnju na
talasemiju (mikrocitoza, hipokromija, poikilocitoza) [161]. Potrebno je odrediti status zeljeza
(razina feritina u serumu) ne samo radi isklju¢enja dijagnoze anemije zbog manjka zeljeza, nego
1 radi procjene opterecenosti zeljezom kod tezih oblika talasemije. Pravodobno postavljenom
dijagnozom talasemije izbjegava se nepotrebna terapija peroralnim Zeljezom. S druge strane,
nositelji B-talasemije imaju vrlo blagu ili odsutnu anemiju. U nositelja s razvojem anemije
potrebna je evaluacija zbog mogucéih dodatnih uzroka (istovremeni manjak zeljeza, deficit

glukoza-6-fostat-dehidrogenaze koji ima geografsku distribuciju sli¢nu talasemiji) [81].

Dijagnoza talasemijskog sindroma se postavlja elektroforezom Hb (kapilarna elektroforeza ili
HPLC) u pojedinca starijeg od 12 mjeseci. U heterozigota za B-talasemiju su najceSce snizene
vrijednosti HbA (>88%), povisene vrijednosti HbA> (>4%) i normalne ili blago povisene
vrijednosti HbF (<5%). U odgovaraju¢em klini¢kom (i etnickom) kontekstu, poviSena razina
HbA: smatra se dijagnostickom za status nositelja B-talasemije. Osim kvantitativne analize Hb,
elektroforezom se otkrivaju kombinacije B-talasemije s hemoglobinskim varijantama. Treba
imati na umu da postoje zamke u hematoloskoj 1 biokemijskoj identifikaciji B-talasemijskih
nositelja, primjerice kod a-talasemijskih nositelja, B tihih varijanti te udruZenog nasljedivanja
a- 1 O-talasemije) [58,61,162]. U ovim slucajevima preporuca se molekularno-geneticko

testiranje.

Molekularno-geneti¢kim testiranjem postavlja se to¢na dijagnoza 1 precizno odreduje genotip,
ukljucujuéi blage 1 tihe B-talasemijske varijante. Osim toga, ovo testiranje omogucuje
postavljanje dijagnoze i u djece mlade od 12 mjeseci.

Geneticko testiranje na B-talasemijske sindrome je indicirano ako su oba partnera nositelji -
talasemije, ako je jedan partner nositelj B-talasemije 1 drugi nositelj hemoglobinske varijante,

ako je jedan partner nositelj B-talasemije 1 drugi nositelj a-talasemije, te ako oba partnera imaju

niski MCV 1 MCH, s urednim statusom zeljeza i normalnim Hb [162].
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Optimalno vrijeme za odredivanje genetickog rizika je prije trudnoce (prijekoncepcijsko i
prenatalno testiranje). Prikladno je ponuditi geneticko testiranje mladim odraslim osobama koje
su nositelji. Testiranje bi trebalo biti dostupno ne samo u sluc¢ajevima trudnoca visokog rizika,
nego i u trudno¢ama u kojih se rizik ne moze odrediti (engl. indeterminate-risk pregnancies).
Trudnoce s neodredenim rizikom su one u kojima je jedan roditelj heterozigot, a drugi ima
hematoloske nalaze sli¢ne [-talasemiji, ili u sluaju kada je majka heterozigot, a
klinicki/geneticki status oca je nepoznat ili je otac nedostupan za testiranje, posebice ako

pripada etnickoj populaciji s visokim rizikom za status nositelja [58].

Od izuzetne je vaznosti detaljno informirati nositelje. Iako B-talasemija minor tipicno ne
zahtjeva lijecenje ili intervenciju tijekom cijelog zivota, prema podacima Medunarodnog
saveza za talasemiju (TIF, Thalassaemia International Federation), 8 od 10 nositelja B-
talasemije nije svjesno dijagnoze niti ¢e na nju posumnjati, osim ako ne naprave specifi¢ne

hematoloske pretrage [163].

Molekularno-geneticko testiranje poboljSava zdravstvenu skrb za odrasle nositelje B-talasemije.
Osim reproduktivne koristi kao komponente rutinske skrbi za sve pojedince s bilo kojim
oblikom B-talasemije, nositeljima se mogu ponuditi dodatna geneticka testiranja (geni koji

sudjeluju u metabolizmu zeljeza, bilirubina i kosti) i metode sekundarne prevencije.

Na kraju, ali ne manje vazno, ispitivanje vrsti i frekvencije P-talasemijskih genotipova u
hrvatskoj populaciji preduvjet je razvoja optimalnih metoda otkrivanja statusa nositelja i drugih

preventivnih strategija, te izrade prijedloga i provedbe javnozdravstvenih programa.
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6. ZAKLJUCAK

U populaciji Hrvatskog primorja i Istre prisutni su -talasemijski sindromi u heterozigotnom
obliku (nositelji, minor forma ili NTDT). Za otkrivanje vecine heterozigotnih nositelja pocetna
laboratorijska obrada ukljucuje kompletnu krvnu sliku iza koje slijedi elektroforeza Hb. Tipi¢na
hematoloska obiljezja B-talasemijskih sindroma su mikrocitoza i hipokromija te blaga anemija.
Elektroforeza Hb najcesc¢e otkriva povisene vrijednosti HbA> i normalne ili blago povisene
vrijednosti HbF. Molekularno-geneticko testiranje ima sve ve¢i znacaj u postavljanju precizne

dijagnoze, otkrivanju statusa nositelja, definiranju terapijskih ciljeva i prognozi bolesti.

U 30 ispitanika i njihovih 16 prvih srodnika iz 24 obitelji s podru¢ja Hrvatskog primorja i Istre
koje nisu u medusobnom krvnom srodstvu postavljena je dijagnoza B-talasemijskog sindroma
u heterozigotnom obliku. Otkriveno je devet patogenih i vjerojatno patogenih varijanti HBB
gena. Nove varijante nisu otkrivene. Pet varijanti ¢ini viSe od 80% svih uzro¢nih varijanti
(slijedom ucestalosti): Hb Lepore-BW, 1VSI-110, IVSII-1, IVSI-1 i IVSI-6. Nasi rezultati
potvrduju opazanja o postojanju specificnog profila talasemijskog genotipa u pojedinim

populacijama i regijama.

Uzroc¢ne varijante u populaciji Hrvatskog primorja 1 Istre preteZito su mediteranskog podrijetla
1 podudaraju se s varijantama opisanim u mediteranskim i balkanskim zemljama. Navedenu
genotipsku sli¢nost tumacimo geografskom blizinom i zajednickom povijes¢u ovih naroda. Sve

otkrivene varijante su blage ili tihe i sve su bile udruZene s blagim klinickim fenotipom.

U ispitanika s poviSenom razinom HbF >5% dokazana je prisutnost Xmnl polimorfizma, kao
potencijalnog sekundarnog modifikatora. Niti jedan ispitanik nije bio nositelj a-talasemijske

varijante.

Molekularno-geneticko testiranje omogucuje napredak u dijagnostici i terapijskom pristupu od
najranije Zivotne dobi, precizno odreduje status nositelja, omogucuje razvoj preventivnih
programa 1 javnozdravstvenih mjera, te pruZa mogucnost genetickog savjetovanja. Stoga je
vrijedno nastaviti istrazivanja na molekularnoj karakterizaciji uzro¢nih varijanti B-talasemijskih

sindroma na podrucju cijele Hrvatske.
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POPIS POKRATA

A — adenin

AHSP — stabilizirajuci protein alfa-hemoglobina (engl. alpha-hemoglobin stabilizing protein)
APOE — apolipoprotein E

ARMS — Sustav za umnazanje mutiranog alela (engl. amplification refractory mutation system)
ATP — adenozin-trifosfat

BMP — kostani morfogenetski protein (engl. bone morphogenetic protein)

bp — parovi baza (engl. base pairs)

2,3-BPG — 2,3-bisfosfoglicerat

C — citozin

CNV — varijacije broja kopija (engl. copy number variations)

CRISPR/Cas9 — niz medusobno razdvojenih kratkih klasteriranih palindromskih ponavljanja
povezanih s proteinom 9 (engl clustered regularly interspaced short palindromic

repeats/CRISPR associated system 9)

del — delecija

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

dNTP — deoksiribonukleozid-trifosfat

ddNTP — dideoksiribonukleozid-trifosfat

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

Fe?* — atom dvovalentnog Zeljeza (fero oblik Zeljeza)
Fe** — atom trovalentnog Zeljeza (feri oblik Zeljeza)
G — guanin

GSTM1 — glutation S-transferaza M1

Hb — hemoglobin

HbA — hemoglobin A (adultni hemoglobin)

HbA . — glikozilirani hemoglobin A

87



HBAI — alfa-globinski gen 1

HbA> — hemoglobin A; (adultni hemoglobin)

HBA?2 — alfa-globinski gen 2

HBB — beta-globinski gen

HbC — hemoglobin C

HbD — hemoglobin D

HBD — delta-globinski gen

HbE — hemoglobin E

HBE — epsilon-globinski gen

HbF — hemoglobin F (fetalni hemoglobin)

HBG1 — gama-globinski gen 1

HBG2 — gama-globinski gen 2

HbH — hemoglobin H

HbM — methemoglobin

HbS — hemoglobin S

HBZ — zeta-globinski gen

Hb Lepore-BW — hemoglobin Lepore-Boston-Washington

HGVS — nomenklatura genskih varijanti (engl. Human Genome Variation Society)
HIF-2a — aktivirani hipoksijom inducirani faktor 2 alfa (engl. Aypoxia-inducible factor-2 alpha

HPFH — hereditarno perzistiranje fetalnog hemoglobina (engl. hereditary persistence of fetal
hemoglobin)

HPLC - tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti (engl. high performance liquid

chromatography)

HRI — hem-regulirana kinaza faktora 2 eukariotske translacijske inicijacije (engl. heme-

regulated eukaryotic translational initiation factor 2 kinase)

HSCT - transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (engl. hematopoietic stem cell

transplantation)
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IBIS — Integrirani bolnicki informacijski sustav

IMGGTI — Institut za molekularnu genetiku i geneti¢ko inZenjerstvo, Beograd, Srbija.
IVS — intron (engl. intervening sequence)

JAK2 — Janus kinaza-2

KKS — kompletna krva slika

LCR - regija kontrole lokusa (engl. locus control region)

MCH - srednja koli¢ina hemoglobina u eritrocitima (engl. mean corpuscular
hemoglobin)

MCYV — volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume)

MLPA — metoda viSestrukog umnazanja vezanih sondi (engl. multiplex ligation-dependent

probe amplification)

MI — Mentzer-ov indeks

mRNK - glasnicka ribonukleinska kiselina

NTDT - talasemije neovisne o transfuzijama (engl. non-transfusion-dependent thalassemia)
PCR — lancana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

R stanje — relaksirano stanje hemoglobina (engl. relaxed)

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS —reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen species)

T — timin

T stanje — napeto stanje hemoglobina (engl. tense)

TALEN - efektorske nukleaze nalik aktivatoru transkripcije (engl. transcription activator-like

effector nuclease)

TDT — talasemije ovisne o transfuzijama (engl. transfusion-dependent thalassemia)
TGF- — transformirajuci faktor rasta beta

TIF — Medunarodni Savez za talasemiju (engl. Thalassaemia International Federation)
UDPGT - bilirubin uridin difosfat-glukuronoziltransferaza

UI — raspon nesigurnosti (engl. uncertainty interval)
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UV svjetlo — ultraljubicasto svjetlo

ZFN — cinkov prst nukleaza (engl. zinc-finger nuclease)
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