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Artikelen

a-Thalassemie, een vergelijkend onderzoek op DNA niveau

B.R. van NEERBOS!, M.G.J. TILANUS?, W.W. van SOLINGE*, B.A. van OIRSCHOT?, Y.M.G. SCHMIDT!,
A.G.M. BOUWENS?, R.J. KRAAIJENHAGEN* en G. RIJKSEN?

Doel van deze studie is het vergelijken van twee
DNA methoden om de meest voorkomende deleties
van o-thalassemie te diagnostiseren.

De studie werd opgezet met een groep van 42 patién-
ten, waarbij geen aannemelijke oorzaak gevonden
kon worden voor de microcytaire anaemie. Zij wer-
den onderzocht op a-thalassemie.

Gebruik gemaakt werd van PCR-methoden met ver-
schillende primerparen en RFLP-methoden met ver-
schillende restrictie enzym/probe combinaties.

Bij 21 van de 42 patiénten kon een afwijking in het
a-globine-gencluster worden aangetoond. De afwij-
kingen bij 19 patiénten uit deze groep werden ge-
detecteerd m.b.v. de verschillende RFLP- en PCR-
methoden, de afwijkingen bij twee patiénten alleen
m.b.v. de RFLP-methoden.

Geconcludeerd kan worden, dat voor het onderzoek
naar o-thalassemie de hier beschreven PCR-metho-
den en de RFLP-methoden vergelijkbare resultaten
geven. Bij een op dergelijke wijze geselecteerde groep
van 42 patiénten kon in 50% van de gevallen een
vorm van o-thalassemie als oorzaak worden aan-
gemerkt. Bij patiénten met microcytaire anaemie,
waarbij ijzerdeficiéntie, chronisch inflammatoire
ziekten, hemoglobinopathie en B-thalassemie uitge-
sloten zijn, dient onderzoek naar o-thalassemie te
worden verricht.

Trefwoorden: o-thalassemie; PCR; RFLP; Southern
hybridisatie

Thalassemieén kunnen worden omschreven als klini-
sche afwijkingen ten gevolge van veranderingen in de
DNA structuur van de o- en B-globine genclusters.
Deze veranderingen resulteren in een gedeeltelijke of
volledige afwezigheid van resp. a- of B-globine ke-
tens van het hemoglobine molecuul.

Thalassemieén hebben hun oorsprong voornamelijk
onder de bevolking rondom het Middellandse-Zee-
gebied, in Afrika en in Azi€ (1). Ook onder de ne-
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groide bevolking in het Caribische gebied en de Ver-
enigde Staten komt o-thalassemie voor (2,3). Gezien
de huidige migratie van de wereldbevolking wordt
men in toenemende mate ook in Nederland met deze
ziekte geconfronteerd. Spit (4), die de incidentie in
Nederland voor B-thalassemie en hemoglobinopa-
thieén beschreef, concludeerde dat deze ziekten hier
meer voorkomen dan men vermoedde. De Korte (5)
heeft aangetoond, dat voor o-thalassemie in dit ver-
band waarschijnlijk hetzelfde geconstateerd kan wor-
den.

Het onderzoek op B-thalassemie wordt reeds lang
verricht in de laboratoria van algemene ziekenhuizen.
Dit onderzoek berust op het aantonen van veranderin-
gen in de verhouding tussen de verschillende hemo-
globine-fracties, namelijk HbA(0,B,), HbA, (0,0,) en
HbF(0,Y,), in het bloed. Dit geschiedt d.m.v. elektro-
foretische of chromatografische technieken.
o-Globine ketens echter vormen een bestanddeel van
alle hemoglobine-fracties, een verminderde synthese
hiervan kan dus niet met behulp van bovengenoemde
methoden gedetecteerd worden. Hoewel men onder-
zoek kan doen naar de synthese-snelheidsratio van de
globine-ketens, verdient onderzoek op DNA-niveau
de voorkeur voor diagnostiek van o-thalassemieén.
Met name bij o-thalassemie-2 en gecombineerde o/
thalassemieén is er een duidelijke overlap met het re-
ferentie-gebied (5,6,7,8).

o-Thalassemieén kunnen ontstaan ten gevolge van
een scala van veranderingen in het gebied van het o-
globine gencluster (9,10). Dit zijn meestal deleties,
waarbij één of beide o-genen op een chromosoom af-
wezig zijn (zie figuur 1), maar in een aantal gevallen
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Figuur 1. o-Globine gencluster met de restrictie plaatsen van
Bglll en EcoRI en de aanhechtingsplaatsen van de o-probe en
de C-probe. De gesloten rechthoekjes zijn de genen, de open
rechthoekjes de pseudogenen. De zwarte balken zijn een aan-
tal van de deleties, de open uiteinden duiden aan de variabili-
teit in de lengten van de deleties.
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Tabel 1. Hematologische gegevens van de onderzochte pa-
ti€ntenpopulatie

Bepaling ref. waarden patiénten
gemiddeld range
MCV (fl) 85-103 70 55-80
MCH (fmol) 1,70 - 2,20 1,44 0,97 -2,18
MCHC (mmol/l) 19,3 -22,7 20,7 17,2-224

Tabel 2. Gevonden afwijkingen in het o-gen cluster

Gevonden afwijking patiénten methode
PCR RFLP

-0u(3.7)/oo 7 +1
-0u(3.7)/oonon 1 + +
-0u(3.5)/0c 2 - +
-0u(3.7)/-0u3.7) 3 + +
--(SEA)/oo 4 + +
-0u(3.7)/--(SEA) 2 + +
oo/ oL 2 + +
Totaal 21

+: aangetoond; —: niet aangetoond; ': de -au(3.7) is bij de
RFLP-methoden alleen als -o-deletie aantoonbaar.

betreffen dat slechts enkele nucleotiden (11). Daar-
naast zijn er vormen van zogenaamde non-deletional
o-thalassemie, zoals puntmutaties (12) of toevoeging
van één of meerdere nucleotiden. Hierdoor kan een
gestoorde aanmaak van o-globuline ketens ontstaan
maar ook stoornissen in de transcriptie naar het mes-
senger RNA (mRNA), dus in de vertaling van de ge-
netische informatie naar de synthese van het globine
molecuul.

Het doel van deze studie was om twee verschillende
methoden voor DNA-onderzoek in de klinische labo-
ratoriumdiagnostiek, namelijk de Polymerase Chain
Reaction methoden (PCR) en de methoden die berus-
ten op de Restriction Fragment Length Polymorphism
met Southern hybridisatie (hier RFLP genoemd), te
evalueren.

Patiénten

Dit onderzoek werd uitgevoerd bij 42 patiénten, die
geselecteerd zijn op basis van verdenking op een af-
wijkende synthese van de o-globine keten. Deze pa-
tiénten hadden allen een microcytaire anaemie, die
niet veroorzaakt werd door ijzergebrek. Ook is met
behulp van een HPLC-methode B-thalassemie of een
hemoglobinopathie uitgesloten. Daar het materiaal
van een aantal patiénten vanuit andere instellingen
naar ons is toegezonden, werd een selectie-criterium
van een MCV < 80 fl gehanteerd, waardoor de aan-
wezigheid van een chronisch inflammatoire ziekte bij
deze patiéntengroep onwaarschijnlijk geacht werd.
Ook was de etnische oorsprong vaak niet te achter-
halen.

De hematologische parameters van de onderzochte
groep patiénten zijn weergegeven in tabel 1.
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Methoden

Het DNA is geisoleerd en gezuiverd uit leukocyten
volgens de uitzoutingsmethode volgens Miller (13).
De PCR-methoden zijn uitgevoerd met diverse pri-
merparen. Per primerpaar kan één specifieke deletie
worden aangetoond. De afwezigheid van beide o-ge-
nen op een chromosoom, resulterend in een o-thalas-
semie type 1, kon in dit onderzoek worden aange-
toond met behulp van primerparen voor de volgende
deleties: de --(SEA) deletie (South East Asian), de --
(MED) deletie (Mediteranian) en de --(20.5) deletie
(14). Daarnaast werden primerparen gebruikt voor
detectie van de -0u(3.7) deletie (15) en de -ou(4.2) de-
letie, waarmee de afwezigheid van één o-gen per
chromosoom, resulterend in een o-thalassemie type
2, kan worden aangetoond. Als uitgangspunt voor het
ontwerp van de PCR-methoden is ervan gebruik ge-
maakt, dat de identificatie geschiedt middels posi-
tieve signalen. Deleties werden dus aangetoond met
behulp van primerparen, die uitsluitend bij aanwezig-
heid van de deletie een positief signaal geven en niet
door het afwezig zijn van een signaal. Evenzo werd
de afwezigheid van een deletie middels positieve sig-
nalen vastgesteld met behulp van een ander primer-
paar.

Bij de RFLP-methoden is in dit onderzoek gewerkt
met twee verschillende restrictie enzym/probe combi-
naties, n.l. Bg/ II met de o-probe (16) en Eco RI met
de zeta-probe, zoals beschreven is door Schmidt (17).
Beide probes zijn gelocaliseerd in het o-globine gen-
cluster, zie figuur. Met deze beide combinaties kan
een breder scala aan deleties worden onderzocht dan
wanneer slechts één combinatie van restrictie enzym
en probe wordt gebruikt. De detectie is uitgevoerd
met behulp van de DIG-chemiluminescentie methode
(Fa. Boehringer Mannheim).

Resultaten

Van de 42 patiénten, die in dit onderzoek werden be-
trokken, konden er bij 21 met de gebruikte methoden
een afwijking in het o-globine gencluster worden ge-
vonden (zie tabel 2). De -0u(3.7) deletie en de --(SEA)
deletie kwamen het meest frequent voor, n.l. bij resp.
13 en 6 patiénten. Bij twee patiénten werd een com-
binatie van beide deleties gevonden, deze hebben
slechts één normaal functionerend o-gen. Die patién-
ten zijn heterozygoot voor zowel a-thalassemie type
1 als type 2. Dit wordt de HbH-ziekte genoemd naar
de aanwezigheid van hemoglobine H-moleculen,
welke 4 B-globine ketens bevat.

De beide patiénten met een -0u(3.5) deletie konden
met deze PCR-methoden niet worden gevonden daar
op deze deletie niet gescreend werd. Deze deletie
werd wel met de RFLP-methoden gedetecteerd. Bij
deze vorm van o-thalassemie is het o-gen afwezig,
waardoor een geheel ander Southern blotpatroon ont-
staat dan bij de -0u(3.7) en -0u(4.2) deleties, een ~4 kb-
deletie waarbij het 0,-gen ontbreekt. Daar de elektro-
foretische scheiding op basis van molecuulgrootte
geschiedt, is het moeilijk om een onderscheid te ma-
ken tussen een deletie van 3.7 kb en van 4.2 kb.

Van de drie patiénten met een ao-triplet was dit bij
twee de enige gedetecteerde afwijking. Er werden in
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Tabel 3. Afwijkingen in de hematologische parameters

Patiénten MCV (fl) MCH(fmol)

n gem.  range  gem. range
Geen afwijking 22 70 58-80 1,49 1,21-2,18
-o/oo 10 72 55-79 1,43 0,97-1,66
--(SEA)/oo 4 65 62-70 1,29  1,23-1,36

de onderzochte patiéntenpopulatie geen -0i(4.2), --
(MED) en --(20.5) deleties gevonden. Bij 22 patién-
ten kon geen afwijking in het o-globine gen cluster
worden gevonden.

De hematologische parameters tonen een tendens
naar lagere waarden naarmate het aantal actieve o-
genen afneemt (tabel 3). Echter, gezien de geringe
aantallen van ieder der groepen is er geen statistisch
significante betekenis aan toe te kennen. De MCV
waarden van de vier pati€nten met een --(SAE) dele-
tie zijn 62, 63, 65 en 70 fl.

Discussie

De frequentieverdeling van de aangetoonde deleties
in dit onderzoek is in overeenstemming met gegevens
uit de literatuur (15,16,18,19,20). De -ou3.7)/cov en
de --(SEA)/oo. thalassemieén waren in dit onderzoek
de meest voorkomende afwijkingen en vormden 90%
van de pati€énten met gevonden afwijkingen op het
gebied van de o-thalassemieén. Patiénten met het
genotype --(MED)/ooc werden in dit onderzoek niet
gevonden, hoewel er wel op getest is. Waarschijnlijk
hangt dit van de samenstelling van de populatie af.

Er was een goede overeenstemming tussen de RFLP-
methoden en de PCR-methoden, in aanmerking ge-
nomen de specifiecke mogelijkheden betreffende de
detectie en interpretatie van de gebruikte methoden.
Geen enkele keer werd er een tegenstelling tussen de
resultaten gevonden. De -0u3.7) deleties werden allen
gevonden met behulp van PCR-methoden. Met de
RFLP-methoden kon geen onderscheid worden ge-
maakt tussen -0i(3.7) en -0u(4.2) deleties. Echter wer-
den in al deze gevallen wel een deletie van ~4 kb van
het 0,-gen gevonden, dus een -0/00 thalassemie. Bij
twee van de patiénten werd met de PCR een normaal
resultaat verkregen en gaf de RFLP een afwijkend
beeld, namelijk een -0u(3.5) deletie. Opgemerkt dient
te worden dat onderzoek op deze deletie met de PCR-
methode hier niet is meegenomen aangezien de -
ou(3.5)/ace thalassemie waarschijnlijk minder frequent
voorkomt.

Bij 3 patiénten werd een olo.0-triplet aangetoond. Een
aoo-triplet kan ontstaan door een cross-over van een
o-gen van het ene chromosoom naar het andere
(9,10). Hierbij ontstaat dan op het eerste chromosoom
een -0(3.7) deletie. Het derde o-gen op het andere
chromosoom kan niet overgeschreven worden naar
RNA en is dus niet actief. Aanwezigheid van een
extra o-gen alleen, zoals het genotype oo/ooor of
aoo/aoo, geeft geen hematologische afwijkingen.
De thalassemie bij één van deze drie patiénten is in
dit geval ontstaan t.g.v. een deletie op het andere
chromosoom.
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De PCR-methoden zijn relatief snel uit te voeren.
Daar tegenover staat dat een PCR-reactie specifiek is
voor slechts één vooraf gekozen deletie. Voor iedere
deletie zal een afzonderlijk primerpaar moeten wor-
den gebruikt. Het zal dus afhankelijk zijn van het
aantal verschillende primerparen hoeveel verschil-
lende deleties kunnen worden aangetoond en welke
dat zijn. In de praktijk zal m.b.v. van deze methoden
slechts naar de meest voorkomende afwijkingen ge-
zocht kunnen worden. Amplificatie van o-globine-
genen is echter niet eenvoudig. De condities waar-
onder de PCR moet worden uitgevoerd en de
samenstelling van de primers luisteren zeer nauw, de
interpretatie van de resultaten kan moeilijk zijn.
Daarom is het ons inziens noodzakelijk de conclusies
te baseren op positieve signalen. Het afwezig zijn van
een signaal mag niet worden geinterpreteerd als het
aanwezig zijn van de deletie. De RFLP-methoden
hebben het voordeel, dat in eenzelfde test een ruimer
scala van deleties onderzocht kan worden dan bij de
PCR, mits er meerdere enzym/probe combinaties
worden gebruikt. Hiermee ook kunnen minder fre-
quent voorkomende deleties worden aangetoond,
danwel een aanwijzing geven voor de aanwezigheid
van een zelden voorkomende afwijking in het o-gen-
cluster (20,21). Een tweede reden voor het gebruik
van meerdere enzym/probe combinaties is dat het re-
sultaat van de ene enzym/probe combinatie altijd be-
vestigd dient te worden als controle door een test met
een ander enzym of probe of beiden (de Korte, 5).
RFLP-methoden zijn echter wel bewerkelijker.

Bij het maken van een keuze tussen de verschillende
methoden en technieken dienen een aantal overwe-
gingen te worden gemaakt. Deze zullen athankelijk
zijn van de frequenties, waarin de verschillende dele-
ties voorkomen, maar ook van de toegankelijkheid
van het laboratoriumonderzoek. De PCR is snel uit te
voeren en minder arbeidsintensief dan de RFLP.
Daartegenover staat, dat veel primerparen noodzake-
lijk zijn en daarmee een groot aantal PCR-reacties
gedaan moeten worden.

Men dient altijd bedacht te zijn op aanwezigheid van
meerdere deleties, zoals bij de HbH-ziekte, maar ook
op minder voorkomende afwijkingen, zoals b.v. een -
0(3.5) deletie of een Constant-Spring-puntmutatie
(22,23). In de praktijk zijn slechts hierin gespeciali-
seerde laboratoria in staat om deze veranderingen op
DNA-niveau zo volledig mogelijk aan te tonen. Ge-
zien het feit, dat er nog steeds nieuwe mutaties wor-
den ontdekt en ook mutaties spontaan kunnen ont-
staan (24), is het niet mogelijk met 100% zekerheid
een vorm van O-thalassemie te kunnen uitsluiten.
Echter bij een goede manier van screening kunnen de
meest voorkomende deleties worden aangetoond.

Het onderzoek op thalassemie is geindiceerd bij pa-
tiénten met een microcytaire hypochrome anemie,
waarbij geen andere oorzaak, zoals ijzergebrek of een
chronisch inflammatoire ziekte, voor de anemie ge-
vonden kan worden. Hiermee kunnen de onnodige en
voor sommigen gevaarlijke ijzertherapie danwel de
belastende periodieke controles worden voorkomen.
Om die redenen is de diagnose ¢-thalassemie even-
eens in het belang van familieleden en met name de
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kinderen van deze patiénten. Zonodig kunnen de pa-
tiénten worden doorverwezen naar een klinisch-gene-
tisch centrum voor advisering.

De aard van de deletie kan afhankelijk zijn van de
geografische herkomst van de patiént en zijn voor-
ouders. Hoewel de hematologische parameters lagere
waarden tonen naarmate er minder actieve O.-genen
aanwezig zijn, kan evenwel op basis hiervan geen uit-
spraak worden gedaan omtrent de ernst van de afwij-
king (19,20).

Bij de helft van de patiéntengroep in deze studie werd
een o-thalassemie aangetoond, bij de anderen kon
geen bevredigende verklaring voor de anemie worden
gevonden. Mogelijk kunnen hier puntmutaties of
zeldzame afwijkingen binnen het o-gencluster de
oorzaak van de microcytaire anaemie zijn.

De auteurs danken dr. J.M.Werre, internist-hematoloog, voor
het kritisch doornemen van dit artikel.
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Summary

o-Thalassemia, a comparative investigation at DNA level.

Neerbos BR van, Tilanus MGJ, Solinge WW van, Oirschot BA

van, Schmidt YMG, Bouwens AGM, Kraaijenhagen RJ and

Rijksen G. Ned Tijdschr Klin Chem 1996, 21: 193-196.

Objective: comparison of two different DNA methods to de-

tect most of the o.-thalassemia deletions.

Setting: a group of 42 patients with a microcytic blood picture

of unknown origin were investigated for o-thalassemia.

Methods: PCR methods with various primer combinations

were used and RFLP-methods with various restriction en-

zym/probe combinations.

Results: In 21 of 42 patiénts a defect in the o-globin gene

cluster could be proven. The defects in 19 of these 21 patients

were analysed by means of both PCR and RFLP methods, the

defect of the remaining two patients was detected by the RFLP

methods only.

Conclusions:

- For investigation of o-thalassemia the described PCR and
the RFLP methods showed comparable results

- In a population of 42 of these patients, in 50% of the cases,
a kind of o-thalassemia could be found as the cause of the
anemia

- In patients with a microcytic anemia for whom the diagnosis
of iron deficiency, chronic inflammatory disease, hemoglo-
binopathy and B-thalassemia are excluded, testing for o.-tha-
lassemia is advisible.
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