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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

A 3 adenin  

bp 3 parovi baza (engl. base pairs) 

C 3 citozin  

CKS 3 crvena krvna slika 

del 3 delecija  

DNA 3 deoksiribonukleinska kiselina 

dup 3 duplikatura  

E 3 broj eritrocita 

EFHb 3 elektroforeza hemoglobina 

G 3 gvanin  

Hb - hemoglobin 

HbA 3 hemoglobin A (adultni hemoglobin) 

HbA2 3 hemoglobin A2 

HBB 3 hemoglobinska podjedinica beta 

HBF 3 hemoglobin F (fetalni hemoglobin) 

het 3 heterozigot  

HGVS 3 nomenklatura genskih varijanti (engl. Human Genome Variation Society) 

Htc - hematokrit 

ins 3 umetanje (insertion) 

IVS 3 intron (intervening sequence) 

K3-EDTA 3 3 kalij etilen diamin tetraoctena kiselina (engl. Tripotassium Ethylene 

Diamine Tetraacetic Acid) 

MCH 3 srednja koli�ina hemoglobina u eritrocitima (engl. mean corpuscular 

hemoglobin) 



MCHC 3 prosje�na koncentracija hemoglobina u eritrocitima (engl. mean corpuscular 

hemoglobin concentration) 

MCV 3 volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume) 

PCR 3 lan�ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction) 

RNA 3 ribonukleinska kiselina 

T 3 timin  

Trc 3 broj trombocita 

TTP 3 timidin trifosfat 

UTR 3 mRNA domene koje kontroliraju kriti�ne procese regulacije gena nakon 

transkripcije (engl. untranslated region) 

³LCR 3 uzvodna regulatorna lokus kontrolna regija (engl. upstream regulatory locus 

control region) 
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1. UVOD 

 

 



1.1. NASLJEĐIVANJE 

 
 

Prva istra~ivanja na podru�ju nasljeđivanja je proveo austrijski redovnik Gregor Mendel. On je u 19. 

stolje�u postavio matemati�ke temelje nove znanosti 3 genetike. Eksperimentirao je s biljkama grabka 

(lat. Pisum sativum), izdvojio bi one koje se razlikuju u samo jednom svojstvu od drugih te ih kri~ao. 

Svojstvo koja bi imale sve biljke u prvoj generaciji (F1) potomstva je nazvao dominantnim. Ono 

svojstvo koje se ne bi ispoljilo u F1 generaciji je nazvao recesivnim. Međusobnim kri~anjem biljaka F1 

generacije ponovno bi se pojavilo recesivno svojstvo u F2 generaciji u omjeru koji je bio vrlo blizu 1:3 

(1 recesivno i 3 dominantna svojstva) (Slika 1.). Daljnjim kri~anjem je ustanovio da sve biljke s 

recesivnim svojstvom daju isklju�ivo potomstvo s recesivnim svojstvom, a biljke s dominantnim 

svojstvom daju dvije vrste potomstva: one �iji su potomci imali samo dominantno svojstvo i one �iji su 

potomci imali mijebana svojstva. 

Dobivene rezultate Mendel je protuma�io uz pomo� tada nove teorije oplodnje stanice. Biljka koja je 

davala mijebano potomstvo morala je imati mogu�nost da proizvede spolne stanice koje su imale 

mogu�nost da u sebi nose i dominantno i recesivno svojstvo. Također je morala postojati mogu�nost da 

ta dva svojstva koegzistiraju u stanici te da se razdvoje u spolnoj diobi stanice (1). 
imbenici koji 

kontroliraju ta svojstva kasnije su nazvani geni. 



 

 

Slika 1. Prvi Mendelov zakon nasljeđivanja 

(Preuzeto s https://www.britannica.com/science/heredity-genetics/Mendelian-genetics) 

 

 

 

Ubrzo je uo�eno da se kromosomi ponabaju isto kao geni u Mendelovim istra~ivanjima te je 

pretpostavljeno da su kromosomi nositelji genskog materijala. Također je ustanovljeno da su geni 

raspoređeni na to�no određenim lokusima na kromosomu (2). 

Iako je molekula deoksiribonukleinske kiseline (DNA) otkrivena job 1869. godine, tek je 1952. godine, 

prou�avanjem bakteriofaga ustanovljeno da molekula DNA sadr~i uputu za sintezu cijelog virusa, 

odnosno da je u DNA sadr~an genski materijal (3). 

 

 



1.1.1. Struktura molekule DNA 

 

1953. godine J. Watson i F. Crick su analizom na�ina loma rendgenskih zraka na kristalima DNA opisali 

trodimenzionalnu strukturu DNA (4). Oni su ustanovili da je molekula DNA polimer nukleotida. 

Nukleotid se sastoji od be�era deoksiriboze, fosfata i jedne od �etiriju dubi�nih baza (adenin i gvanin kao 

purinske te timin i citozin kao pirimidinske dubi�ne baze). U lancu DNA nukleotidi su povezani 

kovalentnom fosfodiesterskom vezom između fosfata jednog i be�era drugog nukleotida. Tako be�er i 

fosfat �ine nepromjenjivi kostur lanca DNA, a dubi�ne baze ne grade kostur DNA lanca. 

Dva ovakva lanca �ine dvostruku uzvojnicu molekule DNA u kojoj su antiparalelni i međusobno 

povezani nekovalentnim, vodikovim vezama preko dubi�nih baza (adenin uvijek s timinom preko dvije 

vodikove veze, a gvanin uvijek s citozinom preko tri vodikove veze). Lanci su komplementarni, bto 

zna�i da su međusobno vezani na to�no određeni na�in vodikovim vezama, u antiparalelnoj orijentaciji 

uz odgovaraju�i slijed nukleotida. 

Slika 2. Dijagramski prikaz Watson-Crick modela dvostruke uzvojnice DNA u B prostornom obliku. 

(Preuzeto iz Harper's illustrated biochemistry, 29th edition, 2009. by The McGraw-Hill Companies)



Dvostruka uzvojnica DNA postoji u najmanje 6 prostornih oblika ozna�enih slovima abecede (A-E i Z). 

B oblik je naj�eb�i u prirodi. To je desnostrana uzvojnica u kojoj jedan okret oko osi sa�injava 10 parova 

nukleotida. Veli�ina zavoja je 3,4 nm, a birina dvostruke uzvojnice je 2 nm (Slika 2.). 

Dvostruka uzvojnica DNA se mo~e razdvojiti na dvije jednostruke uzvojnice grijanjem ili smanjenjem 

koncentracije soli te se promjenom uvjeta mogu ponovno spojiti (hibridizrati). Spojit �e se samo 

komplementarne jednostruke uzvojnice (5). 

Humani genom je građen od 3 x 109 parova baza nukleotida. U njemu se nalaze fizikalne i funkcionalne 

jedinice nasljeđa koje se prenose s generacije na generaciju 3 geni. Geni su dijelovi molekule DNA u 

kojima je kodirana uputa za sintezu funkcionalnih polipeptida. Procjenjuje se da takvih gena u ljudskom 

genom ima nebto vibe od 20 000, bto je samo oko 1,2 - 2,9 % �itavog genoma (6,7,8).  Kodiraju�i 

dijelovi genoma se nazivaju egzoni, nekodiraju�i dijelovi introni. 

Pri duplikaciji DNA prvo se razdvoje dva komplementarna lanca koji zatim �ine predlo~ak za sintezu 

nova dva lanca. Na taj na�in je o�uvan genotip. Sinteza DNA lanca se vrbi uz pomo� enzima DNA 

polimeraze koji slu~i i za popravak obte�enja DNA. 

Zapis na genima se transkribira u RNA (ribonukleinska kiselina) molekule. RNA postoji u obliku vibe 

razli�itih jednolan�anih molekula ve�ina kojih je uklju�ena u sintezu proteina. Osim be�era riboze i 

fosfata sa�injavaju je dubi�ne baze adenin, gvanin, citozin i uracil. Glavne forme RNA uklju�uju 

glasni�ku RNA (mRNA), ribosomsku RNA (rRNA) i transportnu RNA (tRNA) (5). 

Kodon je slijed od tri dubi�ne baze u nizu koji bifrira određenu aminokiselinu. Slijed kodona u genu 

odgovara slijedu aminokiselina u proteinu. Proteini su polimerne molekule građene od aminokiselina.  

Za po�etak DNA sinteze potreban je kratki odsje�ak RNA, duljine 10 3 200 nukleotida (po�etnica). Ovaj 

proces uklju�uje vezanje 3' 3 hidroksilne grupe RNA po�etnice na fosfat prvog ulaznog deoksinuleozid 

trifosfata (Slika 3). Ovaj proces je kataliziran enzimom DNA polimerazom. 



Slika 3. Prikaz sinteze DNA potaknute RNA 3 po�etnicom (engl. primer) uz prikaz funkcije uzorka 

(engl. template)  komplementarnog lanca roditeljske DNA. 

(Preuzeto iz Harper's illustrated biochemistry, 29th edition, 2009. by The McGraw-Hill Companies) 

 

 

  1.1.2. Mutacije

 

Mutacija je promjena u genskom materijalu (genomu) stanice ~ivog organizma koja je vibe ili manje 

stalna te se mo~e prenijeti na potomstvo. Mutacije nastaju kao rezultat pogrebke tijekom replikacije 

DNA ili pod utjecajem btetnih faktora (zra�enje, visoko reaktivne kemikalije) iz okoliba. Uglavnom su 

btetne, ali neke mogu imati blagotvorni u�inak u nekom okru~enju. Mutacije se mogu javiti bilo gdje na 

molekuli DNA, a najva~nije su one koje se javljaju unutar gena.  

Geni su tipi�no sastavljeni od regulatorne regije (koja je odgovorna za po�etak i zaustavljanje 

transkripcije) i kodiraju�e regije (koja je nositelj genskog koda za strukturu funkcionalnog polipeptida). 

Mutacije u kodiraju�oj regiji dovode do promjene slijeda aminokiselina u proteinu (polipeptidu) i 



potencijalno reduciraju ili inakiviraju njegovu funkciju. Mutacije u regulatornoj regiji mogu nepovoljno 

utjecati na proizvodnju proteina. Osim navedenog, mnoge mutacije su tihe (engl. silent) i ne pokazuju 

o�igledan ispad funkcionalnosti.  

Vibe je tipova mutacija. To�kaste mutacije su supstitucije jednog para baza pri �emu �esto dolazi do 

zamjene kodirane aminokiseline i poreme�ene funkcije proteina. Neke supstitucije stvaraju stop kodon i 

preuranjeni prekid transkripcije i proizvodnju krnjeg i nefunkcionalnog proteina. Delecije ili insercije 

jednog para baza dovode do poremetnje okvira �itanja tako da su sve aminokiseline kodirane iza 

mutacije promijenjene. Izraz missense mutacija se koristi za to�kaste mutacije koje dovode do zamjene 

jedne aminokiseline u proteinu kodiranom od nekog gena. Izraz nonsense mutacije se koristi za mutacije 

koje dovode do stvaranja novog stop kodona (9-11). 

 

 

1.2. HEMOGLOBIN 

 

             1.2.1. Struktura hemoglobina 

 

Hemoglobin je tetramerni protein koji se nalazi u eritrocitima, a slu~i kao transporter kisika u 

organizmu. Sastoji se od 4 globinska lanca koji su uvijek u parovima po dva ista i ozna�eni su slovima 

gr�kog alfabeta. Najva~niji hemoglobini su HbA (adultni hemoglobin) koji se sastoji od 2 alfa i 2 beta 

lanca, zatim HbF (fetalni hemoglobin) koji se sastoji od 2 alfa i 2 gama lance te HbA2 koji se sastoji od 

2 alfa i 2 delta lanca. Hemoglobin u sebi sadr~i hem 3 tetrapirolni prsten koji se sastoji od �etiri 

molekule pirola povezane alfa-metilenskim mostovima. U sredibtu tetrapirola se nalazi atom ~eljeza 

(Fe2+). 

U sredibtu hemoglobinskog tetramera se nalazi po jedna molekula 2,3 bifosfoglicerata koja poti�e 

u�inkovito oslobađanje kisika stabiliziraju�i kvartarnu strukturu deoksihemoglobina (Slika 4.) (12). 

 

 

 



 

 

 

Slika  4. Adultni hemoglobin (HbA) u deoksidiranom stanju. Dvije alfa globinske podjedinice su 

prikazane u tamnijoj plavoj i zelenoj nijansi, a dvije beta podjedinice u svjetlijoj plavoj i svijetlo zelenoj 

nijansi. Hem je prikazan crveno, a  molekula 2,3 3bisfosfoglicerata tamno plavo. 

(Preuzeto iz Protein Data Bank ID no. 1b86.) 

 

 

Svojstva pojedine molekule hemoglobina posljedica su i njegove sekundarne, tercijarne i kvartarne 

strukture. Kvartarna struktura omogu�ava molekuli hemoglobina dodatna svojstva (alosteri�na svojstva 

hemoglobina). Pri vezivanju molekule kisika za hem dolazi do pomicanja polo~aja atoma ~eljeza za 0,04 

nm u odnosu na ravninu hema bto zatim dovodi do pomicanja jednog para podjedinice alfa/beta za 15° 

prema drugom paru. Takva prostorna promjena omogu�ava prelazak molekule hemoglobina iz stanja 

niskog afiniteta (T) u relaksirano stanje (R), odnosno olakbava vezanje ostalih molekula kisika za job 

nezauzete molekule hema (12). 

 

   1.2.2. Uloga hemoglobina u transportu kisika 

 

Hemoglobin ve~e �etiri molekule O2 po tetrameru, odnosno jednu molekulu O2 po hemu. Molekula 

kisika se ve~e za hemoglobin lakbe ako su druge molekule kisika ve� vezane (kooperativno vezanje). 



Vrijednost P50 ozna�ava parcijalni tlak kisika koji saturira 50% ponuđenog hemoglobina. Ova vrijednost 

se razlikuje kod pojedinih vrsta hemoglobina tako za HbA iznosi 26 mmHg, a za HbF 20 mmHg. To 

omogu�uje fetalnom hemoglobinu da u posteljici primi kisik od adultnog hemoglobina iz maj�ine krvi. 

To isto zna�i da �e HbF te~e otpubtati kisik u tkivima bto ga �ini suboptimalnim postpartalno. Zbog toga 

se nakon poroda proizvodnja gama globinskih lanaca intenzivno zamjenjuje proizvodnjom beta 

globinskih lanaca bto nekoliko tjedana od poroda rezultira potpunom zamjenom HbF sa HbA. 

Uglji�ni dioksid se također transportira vezan za molekulu hemoglobina tako bto se ve~e za 

aminoterminalne atome dubika na polipeptidnim lancima. Ovako se transportira samo 15% uglji�nog 

dioksida u venskoj krvi, a ostatak se transportira otopljen u plazmi kao uglji�na kiselina te disociran na 

H+ i HCO3
- (proton i bikarbonat) (12). 

 

 

 

1.3. TALASEMIJE 
 

 

Talasemije su nasljedni poreme�aji sinteze globinskih lanaca, koji su ina�e sasvim uredne strukture (13). 

Radi se o kvantitativnom poreme�aju 3 koli�inskom nedostatku globina (alfa, beta, gama ili delta). Kako 

je u talasemijama poreme�ena proizvodnja jednog od globinskih lanaca, ovaj drugi se u eritrocitu 

nakuplja u suvibku, dakle nastaje neravnote~a među globinskim lancima. U kobtanoj sr~i je ometena 

maturacija eritrocita bto rezultira nedjelotvornom eritropoezom, a kobtana sr~ je hiperaktivna. U 

eritrocitima se nakupljaju tetrameri globinskih lanaca koji su u suvibku bto skra�uje vijek eritrocita i 

dovodi do hemolize (14). Tip talasemije obi�no nosi ime po vrsti globinskog lanca �ija je produkcija 

insuficijentna. U mediteranskih naroda naj�eb�a je beta talasemija (13). Smanjeno stvaranje  globinskog 

lanca varira od blago smanjene do potpunog nedostatka proizvodnje pa se ovisno o tome zahva�eni geni 

na alelima ozna�avaju s + kod smanjene proizvodnje ili s 0 kod potpunog nedostatka proizvodnje (npr. 

³+ i ³0) (14).   

Fenotipovi alfa i beta talesemija se klasificiraju odvojeno. Alfa talasemije se klasificiraju u 4 fenotipa: 

tihi nosilac, alfa talasemija minor (trait), HbH (bolest hemoglobina H) i bolest Bartovog Hb. I beta 

talasemije se klasificiraju u 4 fenotipa: tihi nosilac beta talasemije (silent - ³++), beta talasemija minor 

(engl. trait), intermedija i major. Beta talasemija minor spada u nositelje beta talasemija mutacije s 



normalnim beta globinskim genom na drugom alelu. Ona je klini�ki asimptomatska. Beta talasemija 

major je karakterizirana tebkom anemijom koja se javlja u ranom djetinjstvu i koja je do~ivotno ovisna o 

transfuzijama krvi. U beta talasemiji major nespareni ³-globinski lanci u suvibku se spajaju i formiraju 

inkluzijska tjelebca  koja obte�uju membranu eritrocita uzrokuju�i intravaskularnu hemolizu, obte�enje i 

apoptozu eritroidnih prekursora te neu�inkovitu eritropoezu. Beta talasemija intermedija se definira kao 

stanje između beta talasemije minor i major. Ve�ina pacijenata s beta talasemijom intermedijom su 

homozigoti ili slo~eni heterozigoti za beta talasemiju. Rijetko i nositelj beta talasemije mo~e biti 

simptomatski, kao u slu�aju sunasljeđivanja segmentalne duplikacije alfa lanca, bto pove�ava 

neuravnote~en odnos ³- i ³-tetramera te dovodi do te~eg fenotipa (15). 

 

 

1.3.1. Alfa talasemija 

 

U alfa talasemijama postoji relativni manjak alfa globinskih lanaca i porast beta i gama globinskih 

lanaca. Ovi lanci u suvibku formiraju Bartov hemoglobin (´4) u fetalnom ~ivotu, te HbH (³4) nakon 

rođenja. Formiranje ovih abnormalnih tetramera dovodi do ekstravaskularne hemolize eritrocita (14). 

 

1.3.2. Beta talasemija 

 

U beta talasemijama se nakupljaju u suvibku alfa globinski lanci koji zatim formiraju alfa globinske 

tetramere (inkluzije) koji ulaze u interakciju s membranom eritrocita te skra�uju njihov ~ivotni vijek. 

Gama globinski lanac se producira u normalnim koli�inama bto dovodi do povibenja razine HbF (³2´2). I 

delta globinski lanac se također normalno producira bto dovodi do povibenja razine HbA2 (³2·2) (14). 

1.3.3. Tipovi beta talasemije 

 

Ovisno o tome je li pacijent heterozigot ili homozigot na beta talasemiju te ovisno o tome koliko sna~no 

mutacija smanjuje proizvodnju beta globinskih lanaca, razlikujemo nekoliko tipova (fenotipskih 

ekspresija) beta talasemije. Mutacije kod kojih dolazi do potpunog prekida proizvodnje beta globinskih 

lanaca se ozna�avaje kao ³0 varijanta, a one kod kojih je proizvodnja beta globinskih lanaca ostala u 

nekoj mjeri o�uvana se ozna�avaju kao ³+ varijanta (mo~e biti blaga i silent mutacija) (16). 

 



1.3.3.1. Tihi nosilac beta talasemije (silent)   

 

Pacijenti su uglavnom heterozigoti, a mutacija na zahva�enom genu je vrlo blaga i predstavlja se kao ³+ 

talasemija (ponegdje se ozna�ava kao ³++ talasemija). Klini�ki i laboratorijski nalazi su uredni. 

Proizvodnja beta globinskog lanca je i od strane zahva�enog alela zna�ajna. Mutacije koje dovode do 

ovakvog fenotipa su uglavnom vrlo rijetke osim mutacije c.-151C>T (3101 C>T) koja se relativno �esto 

nađe u populacijama u mediteranskom bazenu gdje se obi�no nađe skupa s drugim, te~im mutacijama te 

onda dovodi do razvoja bla~e klini�ke slike. Naziv mutacije je naveden prema HGVS (engl. Human 

Genome Variation Society) nazivlju, a u zagradama je naveden stariji naziv koji se javlja u literaturi. 

Ako su na oba alela silent mutacije, obi�no postoji vrlo blagi disbalans u proizvodnji alfa/beta 

globinskih lanaca bez razvoja klini�ke slike i promjena u hematolobkim nalazima (17).  

 

   1.3.3.2. Beta talasemija minor (trait) 

 

Mutacije dovode do ja�eg smanjenja proizvodnje beta globina nego kod silent mutacija, ali je produkcija 

job uvijek u nekoj mjeri o�uvana (također se ozna�ava sa ³+). U laboratorijskom nalazima se nalazi 

blaga anemija uz poreme�ene nalaze crvene krvne slike (CKS) te elektroforeze hemoglobina (porast 

HbA2 pra�en porastom HbF ili bez njega). Periferni razmaz pokazuje mikrocitozu, hipokromiju (obi�no 

bez anizocitoze), target stanice i nejasne bazofilne punktacije. Proizvodnja beta lanaca od strane 

zahva�enog alela varira od razli�itih stupnjeva smanjenja do potpunog nedostatka proizvodnje 

(heterozigotnost). Postoji i bialelni oblik beta talasemije minor kad su obe mutacije blage  ³+ varijante 

(17). 

 

   1.3.3.3. Beta talasemija intermedija  

 

Ovaj tip beta talasemije se javlja kod slo~ene (mijebane) heterozigotnosti (kombinacija ³+ i ³0 alela) 

(17). Anemija je intermedijarna i ne zahtijeva kontinuirane transfuzije krvi u djetinjstvu, ali one mogu 

postati �eb�e u odrasloj dobi. Klini�ka slika uklju�uje bljedilo, ~uticu, sr�anu bolest, kolelitijazu, 

hepatosplenomegaliju, umjerene do tebke kobtane promjene (kraniofacijalne promjene, deformiteti dugih 

kostiju, osteopenija). Javljaju se ulkusi na nogama, ekstramedularne mase hiperplasti�ne kobtane sr~i i 

trombotske komplikacije. Plu�na hipertenzija je mnogo �eb�a nego u beta talasemiji major. 



Komplikacije vezane uz nakupljanje ~eljeza se javljaju kasnije u ~ivotu nego kod beta talasemije major 

(16).  

 

1.3.3.4. Beta talasemija udru~ena sa strukturnim abnormalnostima beta               

lanaca 

 

 U ovom tipu beta talasemija nalazimo kombinaciju alela od kojih je jedan alel ³+ ili ³0 , a na drugom se 

nalazi mutacija za neku od strukturnih abnormalnosti beta globinskih lanaca (npr. HbE/beta talasemija) 

Klini�ka slika kod ovog tipa beta talasemije varira od one kod talasemije intermedije do talasemije 

major, ovisno o stupnju smanjenja proizvodnje normalnih beta globinskih lanaca. 

  

   1.3.3.5. Beta talasemija major (Cooley-eva anemija)  

 

Ovo je najte~i oblik beta talasemije. Pacijenti su naj�eb�e homozigoti na ³0 varijantu mutacije iako i 

kombinacija ³+/³0 mo~e dati ovu klini�ku sliku ovisno o tome koliko ³+ mutacija smanjuje proizvodnju 

normalnih beta globinskih lanaca.  

Klini�ki manifestna bolest se javlja u dobi 6 3 24 mjeseca. Ovaj oblik beta talasemije se o�ituje jako 

izra~enom anemijom, bljedilom, usporenim rastom i razvojem, splenomegalijom, deformitetima kostiju. 

Mogu se javiti proljevi, potebko�e u prehrani, rekurentne vru�ice. Anemija je vrlo izra~ena s 

vrijednostima Hb ispod 70 g/L. U perifernom razmazu nalazimo jaku hipokromiju i mikrocitozu, 

zna�ajnu anizocitozu, fragmentirane eritrocite, hipokromne makrocite, polikromaziju, nukleirane  

eritrocite i povremeno nezrele leukocite. Elektroforeza hemoglo na pokazuje gotovo 100% HbF (14,15). 

Ova djeca su ovisna o transfuzijama eritrocita. Ukoliko se transfuzije po�nu na vrijeme i daju redovito, 

to �e osigurati uredan rast i razvoj do dobi od 10-11 godina. Nakon toga �e se po�eti razvijati ozbiljne 

komplikacije, prvenstveno uzrokovane nakupljanjem ~eljeza. Te komplikacije obuhva�aju zaustavljanje 

rasta i razvoja te izostanak spolnog sazrijevanja. U odrasloj dobi razvijaju se sr�ane aritmije i 

dilatacijska kardiomiopatija, fibroza i ciroza jetre te endokrinopatije (dijabetes melitus, insuficijencija 

btitnja�e, paratiroidnih ~lijezda, hipofize te rjeđe nadbubre~nih ~lijezda). Kako pacijenti moraju uzimati 

kelacijsku terapiju ~eljeza, razvijaju se komplikacije iste (obte�enje vida i sluha, obte�enje jetre, 

proteinurija, obte�ena renalna filtracija, agranulocitoza). Job su mogu�e komplikacije bolesti 



hipersplenizam, kroni�ni B i C hepatitis, HIV (humani imunodeficijentni virus) infekcija, duboka venska 

tromboza, kolelitijaza, osteoporoza, hepatocelularni karcinom. (16). 

 

1.3.4. Lije�enje beta talasemija 

 

Lije�enje beta talasemije se odnosi na lije�enje beta talasemije intermedije i beta talasemije major. Ono 

mo~e biti kauzalno i suportivno. 

 

1.3.4.1. Kauzalno (ciljano) lije�enje  

 

Kauzalno lije�enje beta talasemija se provodi kod oboljelih od beta talasemije major. Ono uklju�uje 

transplantaciju hematopoetskih mati�nih stanica od HLA kompatibilnog davatelja i gensku terapiju. 

Uspjeh translantacije hematopoetskih mati�nih stanica ovisi o prethodno nastalim komplikacijama zbog 

nakupljanja ~eljeza. Ukoliko se te komplikacije job nisu razvile u vrijeme transplantacije, uspjebnost 

ovog postupka i nestanak simptoma bolesti iznosi oko 90%. 

Zadnjih nekoliko godina, kao alternativa transplantaciji hematopoetskih mati�nih stanica se razvila i 

mogu�nost genske terapije beta talasemije major. U osnovi se radi o genski modificiranoj autolognoj 

transplantaciji hematopoetskih mati�nih stanica. Pacijentu se prikupe mati�ne stanice te se modificiraju 

nekom od tehnika genskog uređivanja ex vivo. Nakon provedene kemoterapije, pacijentu se njegove 

preuređene mati�ne stanice vrate. Gensko preuređenje se mo~e provesti tako da dobijemo funkcionalnu 

proizvodnju beta globina ili se mo~e ugasiti BCL11A gen te tako inducirati proizvodnju gama globinskih 

lanaca koji se onda ve~u za alfa lance u suvibku formiraju�i HbF. Uspjeh ovog postupka u pacijenata s 

beta talasemijom major iznosi 86% (16). 

 

 1.3.4.2. Suportivno lije�enje 

 

Transfuzije eritrocita se kod beta talasemije major obi�no provode svakih 2 - 4 tjedna. Prije uvođenja 

ove terapije preporu�a se pacijenta cijepiti protiv hepatitisa B, u�initi probireno tipiziranje antigena na 

pacijentovim eritrocitima (uklju�uju�i Rh, Kell, Kidd i Duffy) te odrediti razinu imunoglobulina u krvi 

(pacijenti s IgA deficitom zahtijevaju posebne, vibestruko isprane eritrocite u transfuziji). 



Kelacijska terapija se provodi raznim kelacijskim preparatima (deferoksamin, deferipron, deferasiroks) i 

njihovim kombinacijama.  

Procjena o pravovremenoj splenektomiji je vrlo varijabilna i individualna (kod izrazite splenomegalije i 

anemije), naro�ito jer se tako pove�ava mogu�nost razvoja duboke venske tromboze. 

I ostala suportivna terapija se koristi za ubla~avanje posljedica nastalih komplikacijama bolesti. Svim 

pacijentima se savjetuje ustezanje od konzumacije alkohola, ne uzimanje preparata koji sadr~e ~eljezo i 

izbjegavanje izlaganja infekcijama. Obiteljima se preporu�a gensko savjetovanje (16). 

Zbog izrazite heterogenosti klini�ke slike beta talasemije te pomo�i pri donobenju odluka klini�arima o 

pravodobnosti uvođenja raznih oblika terapije (transfuzija krvi, splenektomija), pokubava se razraditi 

sistem za klasificiranje te~ine ove bolesti. Jedan od takvih pokubaja je i Mahidol ocjenska ljestvica u 

kojoj se uz pomo� best parametara (razina hemoglobina, dob prve prezentacije bolesti, dob primanja 

prve transfuzije krvi, zahtjevi za tarnsfuzijom, veli�ina slezene i usporenje rasta) pacijente svrsta u 3 

odvojene kategorije: blagi, umjereni i tebki oblici bolesti (18). 

 

                     1.3.5. Genetika beta talasemija 

 

Na kromosomu 11 je smjebten klaster gena za beta sli�ne lance (epsilon/gama-G/gama-A/delta/beta) 

(Slika 5.). Veli�ine je 60 kb. Sam beta globinski gen je veli�ine oko 1,6 kb. Sadr~i 3 egzona i 2 introna. 

Na kromosomu 16 su smjebteni geni za alfa sli�ne lance (zeta/alfa2/alfa1), dakle, postoje dva gena za 

proizvodnju alfa lanaca. 

Do danas je poznato gotovo 300 nasljednih mutacija koje zahva�aju beta globinski gen. Ve�ina se 

nasljeđuje recesivno, jedan mali dio i dominantno. 

Velike delecije su kod beta talasemije rijetke. Umjesto toga nalazimo promjene samo jedne baze, male 

delecije ili insercije 1-2 baze na kriti�nim mjestima du~ gena. Te se mutacije javljaju i na intronima i na 

egzonima (Slika 5.) (15,16). 

Ve�ina mutacija su rijetke (20 naj�eb�ih alela �ini 80% poznatih talasemija) (14). 

U isto�nom Mediteranu naj�eb�a mutacija je c.93-21G>A (IVS I-110 G>A), a u zapadnom Mediteranu 

c.118C>T (CD39 (C>T)) (19). 

Mutacije beta globinskog gena se mogu podijeliti na one koje pokazuju recesivni uzorak nasljeđivanja 

(velika ve�ina) i one koje pokazuju dominanti uzorak nasljeđivanja (vrlo rijetke) (17). 

 



1.3.5.1. Beta talasemije koje se nasljeđuju recesivno 

 

1.3.5.1.1. Nedelecijski oblici beta talasemije 

 

Ovi defekti su odgovorni za daleko najve�i broj alela u beta talasemijama. Uglavnom se radi o 

supstitucijama jedne baze, malim insercijama i malim delecijama. Dijele se na:  

 

a) Transkripcijske mutacije 

Ovo su to�kaste mutacije koje se javljaju u promotoru i 5' UTR regiji (engl. untranslated region). Ove 

mutacije uglavnom dovode do relativno blagog deficita u proizvodnji beta globina i manjeg disbalansa u 

proizvodnji beta globinskih lanaca te samim time do blagih fenotipova. Neke od ovih mutacija su tihe 

(silent) mutacije. 

 

b) Mutacije koje utje�u na RNA spajanje (engl. splicing, processing)  

Ove mutacije utje�u na pretvorbu prekursorske RNA u zrelu RNA (uklanjanje introna i ponovno 

spajanja egzona). 

Naj�eb�e su supstitucije baza i kratke delecije. Ukoliko se mutacije nalaze na egzon - intron spoju 

stvaraju fenotip ³0 talasemije, a ukoliko je mutacijom zahva�ena konsenzus sekvenca prije ili iza spoja 

egzona i introna, fenotip mo~e biti blagi do tebki.  

Egzoni i introni sadr~e tzv. skrivena (engl. cryptic) mjesta koja su sli�na konsenzus sekvencama na 

mjestima spajanja egzona i introna. Mutacija na tim mjestima mo~e posti�i da ta sli�nost bude job ve�a 

te dovesti do krivog mRNA spajanja. Fenotip mo~e biti ³+ do ³0 talasemije kakva je i c.93-21G>A (IVS 

I-110 G>A) 3 jedna od naj�eb�ih mutacija u mediteranskoj populaciji (19). 

 

c) Mutacije koje uzrokuju abnormalnu posttranskripcijsku modifikaciju 

Prekursor globin mRNA molekule mora biti modificiran na oba kraja (5' i 3' kraju) da bi postala 

funkcionalna. Mutacije koje remete ovaj proces su uglavnom supstitucije i kratke delecije. One zna�ajno 

smanjuju efikasnost poliadenilacijskog procesa te samo oko 10% beta globinske mRNA ostaje 

funkcionalno. Tako kod ovih mutacija nastaje fenotip ³0 talasemije. 

 

 



d) Mutacije koje zahva�aju translaciju beta globinske mRNA 

Kod ovih mutacija razlikujemo mutacije koje zahva�aju inicijacijski kodon i mutacije koje dovode do 

nastanka preuranjenih terminacijskih kodona. 

U prvoj skupini je mutacijom zahva�en inicijacijski kod ATG bto uvijek daje fenotip ³0 talasemije. 

Mutacije koje stvaraju preuranjene terminacijske kodone su naj�eb�e mutacije u beta talasemijama i 

odgovorne za 50% beta talasemija alela. 

Prijevremeni terminacijski kodon nastaje ili radi mutacije koja stvara novi terminacijski kodon ili radi 

pomicanja okvira �itanja zbog delecije ili insercije jedne ili nekoliko baza. Ovaj pomak okvira �itanja 

dovodi do prijevremenog prekida �itanja nizvodno kad se dosegne idu�i nonsense kodon. Fenotip je 

također ³0 talasemija. Ovdje pripada mutacija c.118C>T (CD 39 (CAG>TAG)), druga naj�eb�a mutacija 

u mediteranskoj populaciji (17). 

 

  1.3.5.1.2. Delecije gena 

 

Delecije beta globinskog gena su rijetki uzrok beta talasemija. Mogu biti ograni�ene samo na beta 

globinski gen, a mogu biti delecije ³LCR (engl. locus control region) regije (samostalno ili zajedno s 

beta globinskim genom).  

 

a) Delecije ograni�ene na beta globinski gen 

Delecije beta globinskog gena variraju u veli�ini (broju odstranjenih baza), a fenotip je ³0 talasemija. 

Zbog delecije promotora beta globinskog gena i nestanka kompeticije, bto omogu�ava ve�u interakciju 

LCR s delta i gama globinskim genima, kod ovih beta talasemija mogu biti visoke vrijednosti HbA2 i 

HbF. 

b) Uzvodne delecije i (¸´·³)0 talasemija 

Ova grupa delecija zahva�a uzvodnu kontrolnu regiju (engl. upstream regulatory locus control region - 

³LCR) i dovodi do oslabljene regulacije ekspresije beta globinskog gena kao i svih globinskih gena koji 

se nalaze na klasteru na 11. kromosomu te nastaje (¸´·³)0-talasemija. Vrlo su rijetke. Mutacije mogu 

zahva�ati samu ³LCR bez globinskog gena, a mogu zahva�ati i ³LCR i globinski gen zajedno. 

Heterozigoti imaju sli�an fenotip beta talasemiji minor (trait), ali razine HbA2 i HbF su unutar granica 

normale uz nebto izra~eniju hipokromiju i mikrocitozu. Homozigoti ne mogu pre~ivjeti intrauterini 

razvoj (17). 



1.3.5.2. Beta talasemije koje se nasljeđuju dominantno 

 

Mutacije koje pokazuju dominantni uzorak nasljeđivanja su vrlo rijetke, te ih obi�no nalazimo unutar 

jedne obitelji. airoko su geografski rasprostranjene, te se njihova rasprostranjenost ne podudara s 

malari�nim regijama. Karakterizirane su sintezom izrazito nestabilnih beta globinskih lanaca koji se ne 

mogu detektirati u perifernoj krvi. Nalazi se zna�ajna koli�ina slobodnih alfa lanaca s karakteristi�nim 

citoplazmatskim inkluzijama. U prekursorima eritrocita se nalaze velike intraeritroblasti�ne inkluzije 

koje se sastoje od alfa i neispravnih beta lanaca. Tipovi mutacija obuhva�aju missense mutacije, delecije 

ili insercije �itavog kodona, prematurne terminacije (nonsense mutacije) pri �emu nastaje krnji beta 

globin te produljene ili krnje varijante s abnormalnim karboksi - terminalnim krajevima (17). 

Mutacije pomaka okvira �itanja i prematurne terminacije koje se recesivno nasljeđuju imaju prekid 

�itanja u egzonu 1 i 2, dok se one koje se dominantno nasljeđuju imaju prekid mnogo kasnije, u 3' kraju 

egzona 2 i egzonu 3 (17). 

 

 

 

Slika 5. Mutacije koje uzrokuju beta talasemiju. Prikazan je beta globinski genski klaster s uzvodnom 

lokus kontrolnom regijom ³LCR (engl. locus control region). Mutacije mogu biti to�kste (engl. point 

mutations), delecije beta globinskog gena i velike delecije koje zahva�aju ³LCR s ili bez globinskog 

gena  (17). 



1.4. BETA TALASEMIJA MINOR 

 

 

1.4.1. Klini�ki i laboratorijski fenotip beta talasemije minor 

 

Beta talasemija minor u krvnoj i klini�koj slici mo~e sli�iti sideropeni�noj anemiji. Postoje znaci blage 

anemije: mikrocitoza i nizak MCH (engl. mean corpuscular hemoglobin). Broj eritrocita mo~e biti i 

poviben uz normalnu koli�inu hemoglobina (14). Nerijetko se ti pacijenti lije�e preparatima ~eljeza bto 

je nepotrebno pa i pogrebno (13). To�na dijagnoza se postavlja elektroforezom hemoglobina koja kao 

tipi�an nalaz pokazuje blago povibenje HbA2 (3-4%) i �esto poviben HbF (do 15%) (14,15). 

 

1.4.2. Pojavnost beta talasemije minor 

 

Pojavnost mutacija gena beta talasemije je ve�a od 1% u mediteranskom bazenu (Sardinija 10,3%, 

Turska 2,6%, Al~ir 3%, Cipar 15%, Gr�ka 3 kopneni dio 7%, Gr�ka 3 Rodos 25%, Gr�ka 3 Kreta 7%, 

Italija 3 sjeverni dio 1,3%, Italija - delta rijeke Po 13%, Sardinija 3 jug 28,5%, Sicilija 10%, Libanon 

4%, Malta 3,5%), Indiji (ovisno o regiji 1% - 15%), Pakistanu (1,5% - 4%), Tajlandu (4,8%), Liberiji 

9%, Gani 1,5%, Kini (regija Kanton 2%) (20-23), te je u tim podru�jima beta talasemija minor �esta 

bolest. Vrlo je rijetka u drugim dijelovima svijeta, osim u populacijama doseljenika iz endemskih 

podru�ja gdje su rezultati istra~ivanja pojavnosti ove bolesti sli�ni onima iz mati�nih dr~ava (23). 

Mutacije gena za alfa talasemiju su jedan od naj�eb�ih genskih poreme�aja pojedina�nog gena u svijetu 

(24). 
este su u populacijama jugoisto�ne Azije, Mediterana i Bliskog istoka (25). 

Zbog velike u�estalosti beta talasemije minor u nekim mediteranskim zemljama je uveden i skrining za 

budu�e bra�ne parove, pretkoncepcijski i tijekom rane trudno�e (26). 

U Hrvatskoj nije provedeno sustavno istra~ivanje u�estalosti talasemija, a tako ni vrsta pojedinih 

mutacija beta globinskog gena kao ni njihova u�estalost. Srednja Dalmacija je u problosti bila 

zemljopisno podru�je sa dosta oboljelih od malarije, te se o�ekivalo da �e incidencija beta talasemije biti 

ve�a nego u ostalim, nemalari�nim, dijelovima svijeta. Također, o�ekivalo se da �e otkrivene mutacije 

biti karakteristi�ne za ovo podru�je. Unato� velikoj raznolikosti mutacija beta globinskog gena, svaka 

rizi�na populacija ima vlastiti spektar naj�eb�ih mutacija, obi�no 5 3 10 (27,28). 

 



 

1.5. HEMOGLOBIN LEPORE SINDROM 

 

 

U tipi�nom obliku ovaj sindrom je asimptomatska hemoglobinopatija kojoj je uzrok autosomno 

recesivna mutacija na 11. kromosomu. Kod ove mutacije dolazi do fuzije 5' kraja delta globinskog gena 

i 3' kraja beta globinskog gena koja nastaje zbog neusklađenosti homolognog kromosoma tijekom 

mejoze (29). Rezultat je Lepore varijanta hemoglobina koja se sastoji od 2 normalna alfa globinska 

lanca i 2 fuzirana delta-beta globinska lanca. Heterozigoti na Lepore hemoglobin se klini�ki i u 

hematolobkim nalazima ne mogu razlikovati od beta talasemije minor (30). Razli�ita dijagnoza se 

postavlja elektroforezom hemoglobina koja kod ovog sindroma daje karakteristi�an nalaz Hb Lepore. 

Postoje tri varijante Hb Lepore: Hb Lepore Washington, Hb Lepore Baltimore i Hb Lepore Hollandia. 

Sve varijante daju vrlo sli�nu klini�ku sliku i laboratorijske nalaze. Homozigotni oblik Lepore sindroma 

je vrlo rijedak (31). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. CILJ RADA I HIPOTEZE 

 



 

Ciljevi ovog rada su: 

 

 1. utvrditi u�estalost beta talasemije minor u podru�ju Srednje Dalmacije u populaciji 

dobrovoljnih davatelja krvi; 

 2. identificirati mutacije u beta globinskom genu koje su podloga nastanku beta talasemije minor 

u stanovnibtvu Srednje Dalmacije; 

 3. usporediti vrstu i u�estalost mutacija pronađenih u Srednjoj Dalmaciji s poznatim podacima o 

mutacijama i njihovom u�estalob�u u mediteranskom bazenu i u drugim svjetskim podru�jima u kojima 

su rađena sli�na istra~ivanja.  

 

 

Hipoteze: 

 

  1. U Srednjoj Dalmaciji �e se utvrditi sli�na u�estalost beta talasemije minor kao i u ostalih 

mediteranskih naroda.  

 

2. O�ekuje se identifikacija birokog spektra razli�itih mutacija ili varijanti u genu HBB koje su od 

ranije identificirane, ali i novih koje do sad nisu opisane u literaturi i smatrat �e se karakteristi�ne za 

srednjodalmatinsku populaciju. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ISPITANICI I POSTUPCI 

 



 

3.1. Ispitanici 

 

Istra~ivanje se provelo na 3000 ispitanika, dobrovoljnih davatelja krvi s podru�ja aibensko 3 kninske i 

Splitsko 3 dalmatinske ~upanije u periodu od 01. rujna  2011. do 31. kolovoza  2014. godine. Od svih 

sudionika u istra~ivanju bio je zatra~en informirani pismeni pristanak na sudjelovanje u istra~ivanju. U 

istra~ivanje su bili uklju�eni samo oni ispitanici kojima su i roditelji i djedovi i bake bili s istog 

podru�ja. Uzorak krvi je uzet prilikom prvog vađenja, tj. prijave za dobrovoljno davalabtvo. 

Ispitanicima kojima je postavljena dijagnoza beta talasemije minor u prvom dijelu istra~ivanja dodano je 

job 11 ispitanika s ve� ranije postavljenom dijagnozom beta talasemije, također s podru�ja aibensko 3 

kninske i Splitsko 3 dalmatinske ~upanije, te im je svima u�injena analiza beta globinskog gena. 

 

3.2. Postupci 

 

Od svakog ispitanika je uzet uzorak od 2 ml pune krvi te se odredio volumen eritrocita (engl. mean 

corpouscular volume, MCV). Ispitanicima kojima se tom probirnom metodom utvrdila mikrocitoza 

(MCV jednak ili manji od 78 fL) (32) u�inila se elektroforeza hemoglobina u alkalnom mediju na 

agaroznom gelu iz istog uzorka krvi. Onim ispitanicima kojima se ustanovio postotak hemoglobina A2 

ve�i od 3,7% postavila se dijagnoza beta talasemije minor te se u�inila analiza beta globinskog gena. 

Nalaz HbA2 između 3,3% i 3,7% smatrao se grani�nim te se ponovio. U slu�ajevima ponovljenog 

grani�nog nalaza također je u�injena analiza beta globinskog gena (33). 

 

3.2.1 Određivanje MCV 

 

Uzorak krvi za određivanje MCV i za elektroforezu hemoglobina se vadio u malu epruvetu s 

antikoagulansom K3-EDTA (3 kalij etilen diamin tetraoctena kiselina). Uzorci su se mogli �uvati u 

hladnjaku na +4°C i takvi su mogli trajati najmanje tjedan dana.  

Unutar tog perioda određivao se MCV u hematolobkom laboratoriju OB aibenik metodom automatskog 

hematolobkog broja�a po na�elu volumetrijske impedancije uređajem Cell-dyn 1800. U dalje 

istra~ivanje su se uvrbtavali ispitanici kojima je MCV bio manji od 78 fL. 

 



  3.2.2. Elektroforeza hemoglobina   

 

Elektroforeza hemoglobina se radila metodom elektroforetskog odvajanja na celuloznom acetatu (na 

agaroznom gelu u alkalnom mediju) iz istog uzorka krvi iz kojeg se određivao KKS (kompletna krvna 

slika) na uređaju Sebia capilaris. Postupak se za sve uzorke radio u Biokemijskom laboratoriju KBC 

Split. Oni ispitanici kojima je ustanovljen postotak hemoglobina A2 ve�i od 3,7% postavila se dijagnoza 

beta talasemije minor. Ti ispitanici su bili upu�eni na analizu beta globinskog gena. 

 

  3.2.3. DNA analiza beta globinskog gena 

  

DNA je izolirana na uredjaju MagnaPure (Roche). Dobivene koncentracije uzoraka DNA bile su 40-100 

ng/l i dostatnog volumena za sekvenciranje. 

Genomska sekvenca beta globinskog gena je dobivena iz GenBank baze podataka pod imenom 

HUMHBB, pristupni broj U01317.1; chr 11p15.4.  

 

Referentna sekvenca HBB gena: 

1   ACATTTGCTT CTGACACAAC TGTGTTCACT AGCAACCTCA AACAGACACC ATGGTGCATC 

61  TGACTCCTGA GGAGAAGTCT GCCGTTACTG CCCTGTGGGG CAAGGTGAAC GTGGATGAAG 

121 TTGGTGGTGA GGCCCTGGGC AGGTTGGTAT CAAGGTTACA AGACAGGTTT AAGGAGACCA 

181 ATAGAAACTG GGCATGTGGA GACAGAGAAG ACTCTTGGGT TTCTGATAGG CACTGACTCT 

241 CTCTGCCTAT TGGTCTATTT TCCCACCCTT AGGCTGCTGG TGGTCTACCC TTGGACCCAG 

301 AGGTTCTTTG AGTCCTTTGG GGATCTGTCC ACTCCTGATG CTGTTATGGG CAACCCTAAG 

361 GTGAAGGCTC ATGGCAAGAA AGTGCTCGGT GCCTTTAGTG ATGGCCTGGC TCACCTGGAC 

421 AACCTCAAGG GCACCTTTGC CACACTGAGT GAGCTGCACT GTGACAAGCT GCACGTGGAT 

481 CCTGAGAACT TCAGGGTGAG TCTATGGGAC GCTTGATGTT TTCTTTCCCC TTCTTTTCTA 

541 TGGTTAAGTT CATGTCATAG GAAGGGGATA AGTAACAGGG TACAGTTTAG AATGGGAAAC 

601 AGACGAATGA TTGCATCAGT GTGGAAGTCT CAGGATCGTT TTAGTTTCTT TTATTTGCTG 

661 TTCATAACAA TTGTTTTCTT TTGTTTAATT CTTGCTTTCT TTTTTTTTCT TCTCCGCAAT 

721 TTTTACTATT ATACTTAATG CCTTAACATT GTGTATAACA AAAGGAAATA TCTCTGAGAT 

781 ACATTAAGTA ACTTAAAAAA AAACTTTACA CAGTCTGCCT AGTACATTAC TATTTGGAAT 

841 ATATGTGTGC TTATTTGCAT ATTCATAATC TCCCTACTTT ATTTTCTTTT ATTTTTAATT 

901 GATACATAAT CATTATACAT ATTTATGGGT TAAAGTGTAA TGTTTTAATA TGTGTACACA 

961 TATTGACCAA ATCAGGGTAA TTTTGCATTT GTAATTTTAA AAAATGCTTT CTTCTTTTAA 

1021 TATACTTTTT TGTTTATCTT ATTTCTAATA CTTTCCCTAA TCTCTTTCTT TCAGGGCAAT 

1081 AATGATACAA TGTATCATGC CTCTTTGCAC CATTCTAAAG AATAACAGTG ATAATTTCTG 

1141 GGTTAAGGCA ATAGCAATAT CTCTGCATAT AAATATTTCT GCATATAAAT TGTAACTGAT 

1201 GTAAGAGGTT TCATATTGCT AATAGCAGCT ACAATCCAGC TACCATTCTG CTTTTATTTT 

1261 ATGGTTGGGA TAAGGCTGGA TTATTCTGAG TCCAAGCTAG GCCCTTTTGC TAATCATGTT 

1321 CATACCTCTT ATCTTCCTCC CACAGCTCCT GGGCAACGTG CTGGTCTGTG TGCTGGCCCA 

1381 TCACTTTGGC AAAGAATTCA CCCCACCAGT GCAGGCTGCC TATCAGAAAG TGGTGGCTGG 

1441 TGTGGCTAAT GCCCTGGCCC ACAAGTATCA CTAAGCTCGC TTTCTTGCTG TCCAATTTCT 

1501 ATTAAAGGTT CCTTTGTTCC CTAAGTCCAA CTACTAAACT GGGGGATATT ATGAAGGGCC 

1561 TTGAGCATCT GGATTCTGCC TAATAAAAAA CATTTATTTT CATTGC 



 

Po�etnice za navedenu genomsku sekvencu koja pokriva cijeli beta globinski gen su bile dizajnirane 

koribtenjem Primer-BLAST alata. (Tablica 1.i 2.) 

 

Tablica 1. Po�etnice HBB gena (sekvence po�etnica) 

  

veličina produkta

 

 

Tablica 2. In-Silico PCR (engl. polymerase chain reaction) koordinate koje pokrivaju amplikoni 

određene su prema ve�i poznatim koordinatama iz UCSC (University of California, Santa Cruz)  

 

 

 

 

 

 

 

Genski specifi�na PCR analiza je u�injena uz Q5 High-Fidelity PCR Kit (New England Biolabs) prema 

uputama proizvođa�a (Slika 6. i 7.). 

 

 

 

 

 



 

Slika 6. Slika gela amplikona prikazuje produkte amplifikacije od 503 bp (base pair), 649 bp, 923 bp 

 



 

 

Slika 7. Primjer sekvence PCR produkta HBB gena dobivenog za jednog pacijenta 

 



Direktno DNA sekvenciranje amplificiranog PCR produkta je urađeno u Macrogene Europe, 

Nizozemska. Na slici 8. je prikazan rezultat sekvencioniranja za jednog ispitanika. 

 

 

 

Slika 8. Primjer sekvenciranja HBB gena za jednog pacijenta 



 

3.2.4. Mahidol ocjenska ljestvica 

 

Mahidol ocjenska ljestvica koju smo koristili za određivanje te~ine klini�ke slike se izra�unava tako da 

se svakom od best kriterija dodijele bodovi 0, 0.5, 1 i 2. Pacijenti s ukupnim zbrojem bodova 0 3 3,5 su 

klasificirani kao blaga klini�ka slika, oni s ukupnim brojem bodova 4 3 7 kao umjerena klini�ka slika, a 

oni s ukupnim zbrojem bodova 7,5 3 10 kao tebka klini�ka slika (Tablica 3.) (18). 

 

Tablica 3. Mahidol ocjenska ljestvica koribtena kod nabih ispitanika 

  Bodovi  

 Ukupni zbroj 

bodova 

0 0,5 1 2 

Klini�ki kriteriji      

Hemoglobin (g/L)  >7,5  637,5 <6 

Dob prve transfuzije krvi (godine)  >10  5310 <5 

Potreba za transfuzijama krvi  nikad/rijetko  Povremeno Redovno 

Veli�ina slezene (cm)  <3  3310 >10 ili 

splenektomiran 

Dob prve prezentacije bolesti (u 

godinama) 

 >10 3310 

 

<3  

Rast i razvoj (percentile)  >25. 3.325. <3.  

Kategorije te~ine bolesti   

Blaga 033,5 

Umjerena 437 

Tebka 7,5310 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

3.2.5. Statisti�ka rab�lamba 

 

 

Analiziran je skup veli�ine 3000 kompletnih krvnih slika (KKS) dobrovoljnih davatelja krvi te 11 

ispitanika s prethodno dokazanom beta talasemijom. Analizirani su podatci broja eritrocita (×1012/L), 

razine hemoglobina (g/L), hematokrita (%), prosje�nog volumena eritrocita (fL), prosje�nog 

hemoglobina u eritrocitu (pg), prosje�ne koncentracije hemoglobina u eritrocitu (g/L), razine trombocita 

(×109/L). Podaci dobiveni prebrojavanjem su sumarizirani kao brojevi i postotci. Podatci dobiveni 

mjerenjem sumarizirani su kao aritmeti�ka sredina, standardna devijacija, medijan i interkvartilni raspon 

(IQR). Mjereni podatci analizirani su uporabom parametrijskih ili neparametrijskih testova, ovisno o 

raspodjeli podataka. Svi primijenjeni testovi su dvosmjerni, a p vrijednosti ≤ 0,05 smatrane su statisti�ki 

zna�ajnima. Mann-Whitney U test je odabran zbog neravnomjerne raspodjele podataka među 

skupinama.  

 

Izra�un Hardy-Weinbergovog principa 

 

Fekvencije genotipa A2, 2Aa i a2 prema Hardy-Weinbergovom principu se ne�e promijeniti ako 

frekvencije alela ostanu konstantne iz generacije u generaciju (u ravnote~i su). 

Formula je izra~ena kao: 

     A2 + 2Aa + a2 = 1 

Hardy-Weinbergova jednad~ba za op�i slu�aj: 

     p² + 2pq + q² = 1 

U�estalosti genotipa i u�estalosti alela su u ravnote~i ako su zadovoljene sljede�e pretpostavke Hardy-

Weinbergovog na�ela: 

 Ne postoji prirodna selekcija 

 Parovi su nasumi�ni, sve se jedinke jednako razmno~avaju, svi potomci pre~ive 

 Ne postoji zna�ajna stopa mutacije. 

 Nema migracije. 

 Nije bilo genskog pomaka. 



 

Primijenivbi pravilo Hardy-Weinbergova jednad~be te prema dostupnom uzorku u populaciji 

dobrovoljnih darivatelja krvi aibensko - kninske i Splitsko - dalmatinske ~upanije frekvencija alela 

divljeg tipa iznosi 96,84%, dok je frekvencija mutiranog alela 3,16%. Frekvencija nositelja mutiranog 

alela iznosi 6,12%.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI 
 

 



4.1. Rezultati u�estalosti beta talasemije minor u podru�ju Srednje Dalmacije u populaciji 
dobrovoljnih davatelja krvi 

 

Istra~ivanjem je bilo obuhva�eno 3000 dobrovoljnih davatelja krvi s podru�ja aibensko 3 kninske i 

Splitsko 3 dalmatinske ~upanije u vremenskom periodu od 01.  rujna  2011. do 31. kolovoza 2014. god. 

Od toga je bilo 2093 ispitanika mubkog spola (69,77%) i 907 ~enskog spola (30,23%). Mubko - ~enski 

omjer je 2,31:1. Svima je određen KKS prilikom prvog vađenja, tj. prijave za dobrovoljno davalabtvo 

(DODATAK 1). Srednja vrijednost MCV za sve ispitanike je 85,2, kod mubkih ispitanika je srednja 

vrijednost MCV bila 85,3, a kod ~enskih ispitanika je srednja vrijednost MCV bila 85. Svi rezultati su 

prikazani u tablicama 4., 5. i 6. 

 

Tablica 4. Rezultati deskriptivne statistike za sve ispitanike po vrijednostima KKS (N=3000) 

Varijabla Aritmeti�ka 
sredina 

Standardna 

devijacija 

Medijan Ni~a ¼ 
kvartile 

Viba ¼ 
kvartile 

Broj eritrocita 

Hemoglobin 

Hematokrit 

MCV 

MCH 

MCHC 

Trombociti 

4,94 

147,99 

0,419 

85,18 

29,96 

351,94 

223,99 

3,89 

96 

0,31 

64,4 

19,9 

146 

84 

5,92 

423,69 

0,55 

100,6 

78,9 

962,2 

584 

4,73 

140 

0,4 

81,7 

28,9 

339 

186 

5,17 

156 

0,44 

88,6 

31 

363,98 

263 

 

 

 

Tablica 5. Rezultati deskriptivne statistike za ispitanike mubkog spola po vrijednostima KKS (N=2093) 

Varijabla Aritmeti�ka 
sredina 

Standardna 

devijacija 

Medijan Ni~a ¼ 
kvartile 

Viba ¼ 
kvartile 

Broj eritrocita 

Hemoglobin 

Hematokrit 

MCV 

MCH 

MCHC 

Trombociti 

5,00 

149,89 

0,43 

85,27 

29,97 

351,82 

223,79 

3,89 

96 

0,30 

66,8 

20 

293,26 

93 

5,92 

423,69 

0,54 

100,6 

78,9 

962,19 

584 

4,81 

142,85 

0,41 

81,7 

28,9 

339 

185 

5,21 

157 

0,45 

88,7 

31 

363,98 

263 

 

 



 

Tablica 6. Rezultati deskriptivne statistike za ispitanike ~enskog spola po vrijednostima KKS (N=907) 

Varijabla Aritmeti�ka 
sredina 

Standardna 

devijacija 

Medijan Ni~a ¼ 
kvartile 

Viba ¼ 
kvartile 

Broj eritrocita 

Hemoglobin 

Hematokrit 

MCV 

MCH 

MCHC 

Trombociti 

4,78 

143,64 

0,41 

85,00 

29,95 

352,22 

224,47 

3,89 

98,70 

0,32 

64,4 

19,9 

146 

84 

5,89 

343,22 

0,53 

100,4 

78,9 

962,2 

584 

4,58 

135 

0,38 

81,4 

28,9 

339 

186 

4,98 

151,93 

0,43 

88,5 

31 

363,98 

265 

 

 

 

Rezultati Mann-Whitney U testova su prikazani u tablici 7. 

 

 

Tablica 7. Rezultat Mann-Whitney U testa između ispitanika mubkog i ~enskog spola za vrijednosti 

KKS 

Varijabla P vrijednost Z skor 

Broj eritrocita <0.001 -15,9510916 

Hemoglobin <0.001 -13,3622456 

Hematokrit <0.001 -13,4667724 

MCV 0,174960425 -1,3564392 

MCH 0,933229738 0,0837820929 

MCHC 0,692420586 0,395572642 

Trombociti 0,91070814 0,112145464 

 

Ispitanici mubkog spola su imali vibe vrijednosti broja eritrocita, razine hemoglobina i razine 

hematokrita u odnosu na ispitanice ~enskog spola.  

 

 

 

 

 



 

 

MCV manji ili jednak 78 fL je uo�en kod 145 ispitanika (4,83%). Od toga je bilo 92 mubkog spola 

(63%) i 53 ~enskog spola (37%). Njima je iz istog uzorka krvi u�injena elektroforeza hemoglobina. 

(DODATAK 2.).  

 

Tablica 8. Rezultati patolobkih nalaza elektroforeze hemoglobina (N=9) 

 

R.br. Ispitanika HbA (%) HbA2 (%) HbF (%) Hb Lepore (%) 

1 95,9 3,3 0,8  

2 94,5 5,5 0  

3 90,6 6,1 3,3  

4 91 4,8 4,2  

5 83 3,2 13,8  

6 94,4 5,3 0,3  

7 84,1 2,6 3,6 9,7 

8 85,6 2,2 3,3 8,9 

9 83,3 2,3 4,3 10,1 

 

Patolobki nalaz elektroforeze hemoglobina je uo�en kod devet ispitanika. Nalaz HbA2 ve�i od 3,7% je 

pronađen u �etiri ispitanika. Grani�ni nalaz HbA2 (3,3% 3 3,7%) je utvrđen u jednog ispitanika te je on 

uklju�en u daljnje istra~ivanje, a kasnije su mu na genetskoj analizi nađene mutacije na beta globinskom 

genu. Jednom ispitaniku (pod rednim brojem 5) je nalaz elektroforeze hemoglobina bio patolobki (HbA 

83%, HbA2 3,2%, HbF 13,8%), međutim, on je odbio sudjelovati u daljnjem istra~ivanju. U tri 

ispitanika je pronađena varijanta Hb Lepore (Tablica 8.). 

Ukupno je u ispitivanoj populaciji dobrovoljnih davatelja krvi u 0,16 % (5/3000) ispitanika postavljena 

dijagnoza beta talasemije minor. Postotak ispitanika s varijantom Hb Lepore je iznosio 0,1% (3/3000). 

Dva ispitanika s postavljenom dijagnozom beta talasemije minor nisu pristala na daljnju gensku analizu, 

a tri ispitanika su pristala na daljnju gensku analizu. 

Tim ispitanicima je pridodano job 11 pacijenata sa prethodno postavljenom dijagnozom beta talasemije 

te im je svima u�injena genska analiza beta globinskog gena. U pridodanoj skupini bilo je sedam 

ispitanika ~enskog i �etiri mubkog spola (mubko - ~enski omjer je 0,57:1). Rezultati deskriptivne 

statistike za ispitanike s ³-talasemijom su prikazani u tablici 9. 



 

Tablica 9. Rezultati deskriptivne statistike za ispitanike s ³-talasemijom po vrijednostima KKS (N=14): 

Varijabla Aritmeti�ka 
sredina 

Standardna 

devijacija 

Medijan Ni~a ¼ 
kvartile 

Viba ¼ 
kvartile 

Broj eritrocita 

Hemoglobin 

Hematokrit 

MCV 

MCH 

MCHC 

Trombociti 

5,62 

118,42 

0,361 

64,82 

21,22 

327,33 

5,62 

4,84 

93 

0,289 

52,9 

16,5 

312 

4,84 

6,36 

134 

0,42 

83,3 

27,3 

343 

6,36 

5,25 

109 

0,3295 

58,9 

19,15 

322 

5,25 

5,995 

131 

0,391 

69,2 

22,75 

335,5 

5,995 

 

Skupina ispitanika s beta talasemijom je imala 14 ispitanika, tri dobrovoljna davatelja krvi i job 11 

pacijenata s prethodno postavljenom dijagnozom beta talasemije minor.  Udio mubkih i ~enskih 

ispitanika je bio 7:7 (50:50%). Srednja vrijednost MCV u ovoj skupini je bila 64,8 (Tablica 9.). 

 

Tablica 10. Rezultat Mann-Whitney U testa između ispitanika za vrijednosti kompletne krvne slike 

između ispitanika s beta talasemijom i zdravih ispitanika.   

Varijabla P vrijednost Z skor 

Broj eritrocita <0.001 4,4388928 

Hemoglobin <0.001 -5,52121696 

Hematokrit <0.001 -4,4117848 

MCV <0.001 -5,60187572 

MCH <0.001 -5,91303561 

MCHC <0.001 -4,79429027 

 

Ispitanici s beta talasemijom imali su vibe vrijednosti broja eritrocita, ali ni~e razine hemoglobina, 

hematokrita, prosje�nog volumena eritrocita, prosje�nog hemoglobina u eritrocitu, i prosje�ne 

koncentracije hemoglobina u eritrocitu u odnosu na zdrave ispitanike (Tablica 10.).  

 

4.2. Rezultati sekvenciranja beta globinskog gena 

 

Analiza beta globinskog gena je u�injena skupini ispitanika s beta talasemijom. Rezultati sekvenciranja 

sa specifi�nim varijantama gena prikazani su u tablici 11. Klasificirane su prema smjernicama 



temeljenim na ACMG (engl. American College of Medical Genetics and Genomics) /ACGS (engl. 

Association for Molecular Pathology) -2020v4.01 (34). 

Ove smjernice �ine okvir za klasificiranje varijanti kao „patogene<, „vjerojatno patogene<, „nejasnog 

zna�enja<, „vjerojatno benigne< i „benigne< koriste�i niz kriterija s razinama dokaza definiranim kao 

vrlo sna~ne, sna~ne, umjerene ili podr~avaju�e. 

 

Tablica 11. Klasifikacija varijanti HBB gena prema ACMG/ACGS -2020v4.01 

 

Varijanta HBB gena 

prema HGVS nazivlju 

Klasifikacija varijante 

Patogena Vjerojatno 

patogena 

Nejasnog 

zna�enja 

Vjerojatno 

benigna 

Benigna 

c.92+2T>C +     

c.315+74T>G     + 

c.315+16G>C     + 

c.316-185C>T     + 

c.9T>C     + 

c.316-135dupT    +  

c.93-21G>A  +    

c.316-133A>G    +  

c.316-342delA    +  

c.316-312delT    +  

c.316-209delT    +  

c.−31C>T    +  

c.316-106C>G  +    

c.315+81C>T     + 

c.93-54G>A    +  

c.316-68_316-67insCGG    +  

c.92+1G>A +     

c.238G>A  +    

c.170delG  +    

c.164T>C   +   

Novel varijante su podebljane. 

 

Dvije varijante koje smo pronabli u nabih ispitanika su klasificirane kao patogene: c.92+2T>C (IVS I-2 

T>C) i c.92+1G>A (IVS I-1 G>A), a �etiri kao vjerojatno patogene: c.93-21G>A (IVS I-110 G>A), 

c.316-106C>G (IVS II-745 C>G), c.238G>A (D79N), c.170delG (350delG) (35-40) u dosadabnjoj 

literature poznate kao =mutacije= u genu HBB, dok su ostale  varijante klasificirane u ostale 3 kategorije 



(nejasnog zna�enja, vjerojatno benigne i  benigne), u dosadabnjoj literature poznate pod nazivom 

<polimorfizmi" u genu HBB. 

 

Tablica 12. Prikaz svih ispitanika s pripadaju�im varijantama u genu HBB prema HGVS nazivlju u 

korelaciji s fenotipom određenim  prema Mahidol ocjenskoj ljestvici 
Ispitanik 

R.br. 

1 2 3 4 5 

Varijanta 

HBB 

gena 

c.92+2T>C 

c.315+74T>G 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

c.316-135dupT 

 

c.315+74T>G 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.315+74T>G 

c.93-21G>A 

c.315 +16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

c.316-133A>G 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

c.316-342delA 

c.316-312delT 

c.316-209delT 

c.315+74T>G 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

Klini�ki 
fenotip 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

minor 

 

Tablica 12. (nastavak) 

Ispitanik 

R.br. 

6 7 8 9 

Varijanta 

HBB 

gena 

c.−31C>T 

c.316-106C>G 

c.315+81C>T 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

 

c.93-54G>A 

c.315+81C>T 

c.316-68_316-67insCGG 

c.92+1G>A 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

c.92+1G>A 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

Klini�ki 
fenotip 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija  

minor 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

minor 

 

Tablica 12. (nastavak) 

Ispitanik 

R.br. 

10 11 12 13 14 

Varijanta 

HBB 

gena 

c.-31C>T 

c.316-106C>G 

c.315+81C>T 

 

c.92+2T>C 

c.315+74T>G 

c.316-185C>T 

c.238G>A 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

c.170delG 

 

c.315+81C>T 

c.164T>C 

 

c.315+74T>G 

c.93-21G>A 

c.315+16G>C 

c.316-185C>T 

c.9T>C 

Klini�ki 
fenotip 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

minor 

Beta talasemija 

intermedija 

Beta talasemija 

intermedija 

Beta talasemija 

intermedija 

Novel varijante su podebljane. 

 



Sekvencioniranjem beta globinskog gena u nabih ispitanika pronađeno je 20 razli�itih varijanti. Ve�ina 

nađenih varijanti, njih 13, su bile otprije poznate varijante u HBB genu locirane na kromosomu 11, a 

sedam njih je novootkrivenih u nabem istra~ivanju (podebljane) (Tablica 11.). 

Naj�eb�e varijante koje smo pronabli su bile c.315+16G>C (IVS II-16 G>C) (10/14, 71,43%) i c.316-

185C>T (IVS II-666 C>T) (11/14, 78,57%) te od nedavno pronađena varijanta c.9T>C (CD 2 

CAT>CAC [His>His]) u 8/14 (57,14%) nabih ispitanika (41). Ove varijante su klasificirane kao 

benigne. 

Nađena je i zna�ajna u�estalost (6/14 ispitanika, 42,86%) varijante c.315+74T>G (IVS II-74 T>G). Ova 

varijanta je također klasificirana kao benigna. 

Otkriveno je 7 novel varijanti u 4 od 14 (28.57%) ispitanika (c.316-135dupT, c.316-133A>G, c.93-

54G>A, c.316-68_316-67insCGG, c.316-342delA, c.316-312delT, c.316-209delT) bto je i prikazano 

podebljano u tablicana 11. i 12. Sve novel varijante su klasificirane kao vjerojatno benigne. Kod svih 

ispitanika kod kojih su nađene nove varijante iste su bile kombinirane s drugim, otprije poznatim ili 

novel varijantama (Tablica 12.). Ostale nađene varijante u nabih ispitanika su bile rijetke (≤3). 

 

4.3. Odnos MCV i MCH prema pojedina�nim mutacijama 

 

Odredili smo i odnos MCV i MCH i pronađenih mutacija kod nabih ispitanika i to smo grafi�ki prikazali 

(Slika 9. i 10.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Slika 9. Odnos mutacija beta globinskog gena prema vrijednostima MCV (engl. mean corpuscular 

volumen) u ispitivanoj skupini gdje nije uo�ena fenotipsko-geneotipska korelacija. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Slika 10. Odnos mutacija beta globinskog gena prema vrijednostima MCH (engl. mean corpuscular 

hemoglobin) u ispitivanoj skupini gdje nije uo�ena fenotipsko-geneotipska korelacija. 

 

 

 

 

 

 



 

4.4. Određivanje te~ine klini�ke slike uz pomo� Mahidol ocjenske ljestvice 

 

Također smo svim ispitanicima usporedili te~inu klini�ke slike beta talasemije s mutacijama koje smo 

pronabli koriste�i Mahidol ocjensku ljestvicu za talasemije. Svi nabi ispitanici su imali rezultat od 0 do 5 

uklju�uju�i i novel mutacije bto zna�i da su imali bla~u fenotipsku ekspresiju (tablica 13.). 

 

Tablica 13. Mahidol ocjenska ljestvica s karakteristikama pojedinog pacijenta i bodovanjem  

 

Pacijent                                              1 2 3 4 5 6 7 

Spol } M } } } M } 

Dob pri prezenaciji 

talasemije (mjeseci) 

6 8 10 6 48 17 4 

Normalni razvoj (te~ina 
pct) 

>75 <25 25-50 50 75 >75 <25 

Normalni razvoj (visina 

pct) 

50-75 <25 25-50 50 75 >75 <25 

Razina hemoglobina 

(g/dL) 

93 114 108 130 114 107 114 

Dob primanja prve 

transfuzije krvi 

(mjeseci) 

0 0 0 0 0 0 0 

Potreba za 

transfuzijama krvi 

0 0 0 0 0 0 0 

Veli�ina slezene (cm) < 3 < 3 < 3 < 3 <3 < 3 < 3 

Splenektomija ne ne ne ne ne ne ne 

Kriteriji bodovanja 

Razina hemoglobina 0 0 0 0 0 0 0 

Dob primanja prve 

transfuzije (god.) 

0 0 0 0 0 0 0 

Potreba za 

transfuzijama krvi 

0 0 0 0 0 0 0 

Veli�ina slezene (cm) 0 0 0 0 0 0 0 

 

Dob pri prezenaciji 

talasemije (mjeseci) 

1 1 1 1 0,5 1 1 

Rast i razvoj 0 0,5 0 0 0 0 0,5 

Ukupni broj bodova 1 1,5 1 1 0,5 1 1,5 



Tablica 13. (nastavak) Mahidol ocjenska ljestvica s karakteristikama pojedinog pacijenta i bodovanjem  

 

Pacijent                                              8 9 10 11 12 13 14 

Spol M M M M M } } 

Dob pri prezenaciji 

talasemije (mjeseci) 

4 296 12 540 576 10 10 

Normalni razvoj (te~ina 
pct) 

50 50-75 50-75 50-75 50-75 25-50 25-50 

Normalni razvoj (visina 

pct) 

50 50-75 50-75 50-75 50-75 25-50 25-50 

Razina hemoglobina 

(g/dL) 

140 101 131 132 99 117 124 

Dob primanja prve 

transfuzije krvi 

(mjeseci) 

0 0 0 0 2 0 0 

Potreba za 

transfuzijama krvi 

0 0 0 0 povremeno 0 0 

Veli�ina slezene (cm) < 3 < 3 < 3 < 3 >3 < 3 < 3 

Splenektomija ne ne ne ne ne ne ne 

Kriteriji bodovanja 

Razina hemoglobina 0 0 0 0 0 0 0 

Dob primanja prve 

transfuzije (god.) 

0 0 0 0 2 0 0 

Potreba za 

transfuzijama krvi 

0 0 0 0 1 0 0 

Veli�ina slezene (cm) 0 0 0 0 1 0 0 

 

Dob pri prezenaciji 

talasemije (mjeseci) 

0,5 1 0 0 1 2 2 

Rast i razvoj 0 0 0 0 0 0 0 

Ukupni broj bodova 0,5 1 0 0 5 2 2 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. RASPRAVA 
 



 

Ovim istra~ivanjem se pokubalo razjasniti kolika je u�estalost beta talasemije minor u Srednjoj 

Dalmaciji te genskom analizom ustanoviti naj�eb�e mutacije beta globinskog gena koje se javljaju u 

populaciji koja naseljava to podru�je Hrvatske. Također smo ~eljeli usporediti mutacije u nabih 

ispitanika s mutacijama koje se naj�eb�e javljaju u susjednim zemljama i u svijetu. U istra~ivanje je 

uklju�eno 3000 ispitanika, dobrovoljnih davatelja krvi, koji ~ive na podru�ju aibensko-kninske i 

Splitsko-dalmatinske ~upanije te job 11 pacijenata koji boluju od beta talasemije s istog podru�ja, a koji 

su pridodani izdvojenim dobrovoljnim davateljima krvi kako bi im bila u�injena genska analiza beta 

globinskog gena. Mogu�e najva~niji rezultat ovog istra~ivanja je 7 novootkrivenih (novel) varijenti beta 

globinskog gena koje su u ovom istra~ivanju prvi put opisane i za sada su unikatne za 

srednjodalmatinsku populaciju. 

 

5.1. U�estalost beta talasemije minor u populaciji dobrovoljnih davatelja krvi s podru�ja 

aibensko-kninske i Splitsko-dalmatinske ~upanije 

 

U�estalost beta talasemije minor od 0,16% dobivena nabim istra~ivanjem bila je manja od o�ekivane u 

odnosu na ranije istra~ivanje u kojem je nađena u�estalost od 0,8% (42). Mogu�e je da je rezultat ove 

studije bli~i stvarnoj u�estalosti u op�oj populaciji, jer se susre�emo s relativno malim brojem pacijenata 

s beta talasemijom u svakodnevnom radu u ambulantama op�e prakse i primarnim pedijatrijskim 

ambulantama. Također je, s obzirom da smo u studiji istra~ili populaciju dobrovoljnih davatelja krvi 

koja je primarno vrlo zdrava, mogu�e da je dio pacijenata (naro�ito onih s blagom klini�kom slikom) 

promakao ovom istra~ivanju, iako treba naglasiti da su ispitanicima uzeti uzorci krvi prilikom prvog 

vađenja krvi. Naime, prema smjernicama Hrvatskog crvenog kri~a, dobrovoljni darivatelji krvi mogu 

biti samo oni starosti od 18 do 65 godina (iznimno 70 ako je rije� o dobrom zdravstvenom stanju 

pojedinca), tjelesne mase ve�e od 55 kilograma/proporcionalne visini, tjelesne temperature do 37 

stupnjeva uz obavezno odobrenje lije�nika (43). Uz ve� nabrojane kriterije koji ozna�avaju osobu 

dobrog op�eg zdravstvenog stanja bez potebko�a u svakodnevnom ~ivotu, 10% potencijalnih darivatelja 

krvi se privremeno ili trajno odbijaju kao kandidati za darivanje, među ostalim, upravo zbog niskih 

razina hemoglobina. Iako su u ovom radu analizirani dobrovoljni davatelji prilikom prvog vađenja krvi, 

razumno je o�ekivati ipak nebto ve�i broj fenotipski blagih, neotkrivenih slu�ajeva talasemija u 

prou�avanoj populaciji, a koji se zbog anemije i nisu prijavili na dobrovoljno davalabtvo.  



Sli�an broj ispitanika kojima je ustanovljena varijanta Hb Lepore kao i onih s beta talasemijom minor 

nas je iznenadila. S obzirom na izostanak bilo kakvih simptoma bolesti, kad nabih ispitanika s Hb 

Lepore se radilo o heterozigotima. Nabim ispitanicima nismo određivali varijantu Hb Lepore (Hb Lepore 

Washington, Hb Lepore Baltimore i Hb Lepore Hollandia) jer je to bilo izvan okvira ovog istra~ivanja. 

 

5.2. Određivanje mutacija u beta globinskom genu  

 

Sekvencirali smo beta globinski gen u 14 ispitanika (3 dobrovoljna davatelja i 11 pacijenata s otprije 

postavljenom dijagnozom beta talasemije) i pronabli 20 razli�itih varijanti. Od toga je bilo 7 varijanti 

koje do tada nisu opisane u literaturi (novel varijante). To su: c.316-135dupT, c.316-133A>G, c.93-

54G>A, c.316-68_316-67insCGG, c.316-342delA, c.316-312delT, c.316-209delT. Sve novootkrivene 

varijante su klasificirane kao vjerojatno benigne te su povezane s blagim klini�kim fenotipom (beta 

talasemija minor). Osim navedenih, job je nađeno 13 razli�itih varijanti u beta globinskom genu. To su 

bile: c.92+2T>C, c.315+74T>G, c.315+16G>C, c.316-185C>T, c.9T>C, c.93-21G>A, c.−31C>T, 

c.316-106C>G, c.315+81C>T, c.92+1G>A, c.238G>A, c.170delG, c.164T>C. Od toga su dvije 

varijante koje smo pronabli u nabih ispitanika su klasificirane kao patogene: c.92+2T>C (IVS I-2 T>C) i 

c.92+1G>A (IVS I-1 G>A), a �etiri kao vjerojatno patogene: c.93-21G>A (IVS I-110 G>A), c.316-

106C>G (IVS II-745 C>G), c.238G>A (D79N), c.170delG  (350delG) koje posljedi�no utje�u na  

sintezu beta globinskog lanca. Patogene i vjerojatno patogene varijante u genu HBB, u dosadabnjoj 

literaturi  nazivane „mutacije<, uzrok su razvoja klini�kog fenotipa beta talasemije. Klini�ka slika 

vezana uz ove varijante kod nabih ispitanika je bila beta talasemija minor ili intermedija. Jedna varijanta, 

c.164T>C (V54D), je klasificirana kao varijanta nejasnog zna�enja, a ostale varijante su klasificirane 

kao benigne ili vjerojatno benigne. 

Patogena varijanta c.92+2T>C (IVS I-2 T>C): Ova promjena sekvence utje�e na mjesto spajanja donora 

u intronu 1 HBB gena. Pretpostavlja se da dovodi do prekida RNA prekrajanja (engl. splicing). Varijante 

koje dovode do poreme�aja u donorskom ili akceptorskom mjestu prekrajanja tipi�no dovode do gubitka 

funkcije proteina (36), a varijante HBB gena koje dovode do gubitka funkcije proteina su patogene (17). 

Ova varijanta nije prisutna u populacijskim bazama podataka (ExAC no frequency). Prekid na ovom 

mjestu prekrajanja je uo�en u osoba s beta talasemijom (37-40). ClinVar sadr~i prijavu ove varijante 

(Variation ID: 36334). Algoritmi razvijeni da predvide utjecaj promjene sekvence na mjestu RNA 

prekrajanja navode da ova varijante mo~e poremetiti konsenzusno mjesto spajanja. Zato je ova varijanta 



klasificirana kao patogena. Ova mutacija se ina�e rijetko pojavljuje u literaturi. Pronabli smo je kod 2 

naba ispitanika i bila je povezana s fenotipom beta talasemije minor (³0/ ³N) (44,49). 

Patogena varijanta c.92+1G>A (IVS I-1 G>A): Kao i kod prethodne varijante i ovdje promjena 

sekvence utje�e na mjesto spajanja donora u intronu 1 HBB gena. Pretpostavlja se da dovodi do prekida 

RNA prekrajanja. Ova varijanta je prisutna u populacijskim bazama podataka (rs33971440, gnomAD 

0.02%). Prekid na ovom mjestu prekrajanja je uo�en u osoba s HBB-povezanim stanjima (36, 38, 39). 

ClinVar sadr~i prijavu ove varijante (Variation ID: 15436). Algoritmi razvijeni da predvide utjecaj 

promjene sekvence na mjestu RNA prekrajanja navode da ova varijante mo~e poremetiti konsenzusno 

mjesto spajanja. Zato je ova varijanta klasificirana kao patogena. Ova varijanta se relativno �esto nalazi 

u populacijama isto�nog Mediterana, a mi smo je pronabli kod 2 naba ispitanika i bila je povezana s 

fenotipom beta talasemije minor (³0/ ³N) (45). 

Vjerojatno patogena varijanta c.93-21G>A: radi se o supstituciji jedne baze koja dovodi do ³0 fenotipa. 

To je naj�eb�a mutacija koja uzrokuje fenotip beta talasemije u isto�nom Mediteranu (19). U nabem 

istra~ivanju smo je nabli u dva naba ispitanika, kod jednoga je dovela do razvoja klini�ke slike beta 

talasemije minor, a kod drugoga beta talasemije intermedije (46). 

Vjerojatno patogena varijenta c.316-106C>G: radi se o supstituciji jedne baze u 3' regulatornoj regiji 

beta globinskog gena koja dovodi do ³0 fenotipa. Ovu mutaciju, ina�e �estu u mediteranskom bazenu, 

smo nabli u 2 naba ispitanika, oba s klini�kim fenotipom beta talasemije minor (47). 

Vjerojatno patogena varijanta c.238G>A: radi se o supstituciji jedne baze, missense mutaciji koja 

zahva�a rekombinantnu regiju beta globinskog gena. Dovodi do ³+ fenotipa. Ovu mutaciju smo nabli u 

jednog ispitanika kod kojeg je bila u kombinaciji s job jednom vjerojatno patogenom varijantom 

(c.170delG) te je imao klini�ku sliku beta talasemije intermedije (³+/ ³0) (48). 

Vjerojatno patogena varijanta c.170delG: radi se o kratkoj deleciji u pomaku okvira �itanja koja dovodi 

do ³0 fenotipa (35). Pronabli smo je u jednog nabeg ispitanika kod kojeg je bila u kombinaciji s job 

jednom vjerojatno patogenom varijantom (c.238G>A) te je imao klini�ku sliku beta talasemije 

intermedije (³+/ ³0) 

Kod novel varijanti c.316-68_316-67insCGG i c.316-135dupT se radi o inserciji, kod varijanti c.316-

133A>G, c.93-54G>A o supstituciji jedne baze,  a kod varijanti c.316-342delA, c.316-312delT, c.316-

209delT o kratkoj deleciji (35). 

U ostalim pronađenim varijantama (benignim, vjerojatno benignim i nejasnog zna�enja) se radi o 

supstituciji jedne baze (35). 



U svakog nabeg ispitanika je nađeno vibe varijanti od kojih se ve�ina mo~e smatrati polimorfizmima. 

 

 

5.3. Usporedba mutacija otkrivenih u nabih ispitanika s onima u nama susjednim narodima 

i onima u svijetu 

 

U Dalmaciji ~ivi oko 20% stanovnibtva Hrvatske, a od toga oko 2/3 ~ive u aibensko-kninskoj i Splitsko-

dalmatinskoj ~upaniji. Ovo je podru�je, kao i okolna podru�ja u regiji, u problosti bilo endemski 

malari�no te se pojavnost beta talasemije vezuje s tim. Malarija i danas predstavlja jednu od 

najzna�ajnijih parazitarnih bolesti u svijetu. Smatra se endemskom u 108 zemalja svijeta, primarno 

tropskog i suptropskog podneblja u kojem je vibe od 3 milijarde ljudi izlo~eno riziku uboda zara~enih 

komaraca i razvoju akutne faze bolesti. Uzimaju�i u obzir koliko zna�enje malarija ima u modernom 

svijetu s incidencijom od 59,4 zara~ena na 1000 stanovnika i �ak 568 000 smrtnih ishoda godibnje (50), 

mo~emo samo zamisliti koliki je utjecaj imala nekada. Sve do 1964., kada je proglabena slu~bena 

eradikacija malarije u Hrvatskoj, malarija je predstavljala velik zdravsteni problem na nabem podru�ju. 

Osim tople mediteranske klime nepovoljan epidemiolobki faktor za birenje malarije na nabim podru�jima 

predstavljali su i moreplovci (51). Prvi poznati zapisi o izbijanju epidemija malarije u Istri i 

neretvanskom podru�ju datiraju job iz 16. stolje�a (52). Dakle, sa relativnom sigurnob�u mo~emo 

govoriti o barem 400 godina zna�ajne izlo~enosti populacije hrvatske Dalmacije malariji. Akutna faza 

infekcije ima najpogubnije posljedice za najmlađu populaciju to jest djecu u dobi do 5 godina. Stavimo 

li u konteks kako je zaraza plazmodiumom tijekom 400 godina odnosila djecu prije dosega 

reproduktivne dobi i ostvarivanja potomstva, a samim time i mogu�nosti prenobenja genskog materijala, 

mo~emo zaklju�iti kako je genska mutacija koja pru~a svojevrsnu zabtitu od razvoja tebke klini�ke slike 

malarije pru~ala nedvojbenu prednost u pre~ivljavanju. Istra~ivanja provedena na endemi�nim 

podru�jima pokazuju kako pacijenti u kojih akutna zaraza plazmodiumom koegzistira s talasemijom 

rezultira zna�ajno manjom parazitemijom i bla~im simptomima anemije (53). Zadnje nepotpuno 

istra~ivanje pojavnosti beta talasemije na podru�ju Balkana je provedeno prije 10 godina s oskudnim 

podatcima iz Hrvatske (54). Napravljena je usporedba 9 naj�eb�ih  mutacija na HBB genu koje 

obuhva�aju >50% beta talasemija iz Europe, Azije i Sjeverne Afrike c.118C>T (CD 39 (CAG>TAG)), 

c.93-21G>A (IVS I-110 G>A), c.316-106C>G (IVS II-745 C>G), c.92+6T>C (IVS I-6 T>C), 

c.315+1G>A (IVS II-1 G>A), c.92+1G>A IVS I-1 G>A), c.20delA (CD 6-A), c.92+5G>C (IVS I-5 



G>C), c.25_26delAA CD 8 (-AA)) s mutacijama nađenim u ovom istra~ivanju (55-59). Vibe od 50% 

navedenih mutacija su također nađene u balkanskim zemljama (Srbija, Albanija, Rumunjska, Gr�ka i 

Sjeverna Makedonija) te zemljama mediteranskog bazena (55). Nismo o�ekivali velika odstupanja u 

mutacijama od onih u prethodno navedenim zemljama. Usprkos tome, samo 2 od 9 naj�eb�ih mutacija iz 

zemalja mediteranskog bazena su nađene u ovom istra~ivanju c.316-106C>G (IVS II-745 C>G) i c.93-

21G>A (IVS I-110 G->A)  (27,27%). Ove 2 mutacije su nađene u 31,82% nabih ispitanika bto je 

zna�ajno manje od o�ekivanog. Za usporedbu, ve� u susjednoj Srbiji ove dvije mutacije (c.316-106C>G 

(20%) i c.93-21G>A (14,6%)) uzrokuju 34,6% talasemija (60). Također, zanimljivo je promatrati i 

gensku podlogu bolesti u isto�nomediteranskim zemljama. Iako se za skupnu stopu incidencije beta 

talasemije u zemljama Mediterana uzima 15,9 slu�ajeva na 100 000 stanovnika, raspored oboljelih 

nikako nije geografski jednoli�an. Zemlje isto�nih obala Sredozemnog mora broje znatno ve�u 

incidenciju od 31,4 oboljela na 100 000 stanovnika (61). U istra~ivanju provedenom u Turskoj, 

promatrali su genske mutacije u populaciji od 795 nasumi�no odabranih pacijenata koji boluju od beta 

talasemije. U uzorcima sakupljenim iz podru�ja best regija Turske pronabli su ukupno 31 mutaciju. 

Među njima, najve�u u�estalost imala je mutacija c.93-21G>A (IVS I-110 G>A) s udjelom od 39,3%, 

prisutna, iako u zna�ajno manjem postotku, i u naboj populaciji. Druga najzna�ajnija mutacija bila je

c.92+6T>C (IVS I-6 T>C) (10,1%) koju ne nalazimo u nabem istra~ivanju, a slijedile su mutacije 

c.25_26delAA (CD 8 (-AA)) (5,5%), c.92+1G>A (IVS I-1 G>A) (5,0%), c.316-106C>G (IVS II-745 

C>G) (5,0%), c.315+1G>A (IVS II-1 G>A) (4,7%), c.118C>T (CD 39 (CAG>TAG)) (3,8%), c.-80T>A 

(-30 T>A) (3,1%), c.17_18del (FSC-5 (-CT)) (2,2%) (62). O�ekivano, relativno podudarne rezultate 

nalazimo i u geografski bliskoj Gr�koj. Nakon pregledavanja 4489 kromosoma, zabilje~ene su ukupno 

33 mutacije. Sukladno prethodno izlistanim podatcima, najzastupljenija mutacija u populaciji gr�kih 

pacijenata bila je ponovno c.93-21G>A (IVS I-110 G>A) (42,1%). Zatim slijede c.118C>T (CD 39 

(CAG>TAG)) (17,0%), c.92+1G>A (IVS I-1 G>A) (13,2%), c.92+6T>C (IVS I-6 T>C) (7,2%), c.316-

106C>G (IVS II-745 C>G) (6,9%), c.25_26delAA (CD 8 (-AA)) (0,6%) i c.27dup (FSC-8/9 (+G)) 

(0,3%) (63). Iznimku od ove raspodjele pojavnosti talasemije na Mediteranu �ini populacija Sicilije s 

relativno visokom incidencijom talasemije za pripadaju�e geografsko podru�je. Genska istra~ivanja 

provedena na 99 kromosoma pacijenata oboljelih od beta talasemije pokazala su kako tri uobi�ajene 

mutacije sadr~avaju 90% u�estalosti mutacija, a među njih ubrajamo: c.118C>T (CD 39 (CAG>TAG)), 

c.93-21G>A (IVS I-110 G>A) te c.92+6T>C (IVS I-6 T>C) (64). 



Dakle, nabi ispitanici tek su se parcijalno podudarali s populacijama prou�avanim u nama bliskim 

zemljama (u Bosni i Hercegovini nije provedeno istra~ivanje mutacija u beta talasemiji te se usporedbe s 

tom populacijom nisu mogle provesti). U ovom istra~ivanju nisu pronađene mutacije HBB gena: 

c.118C>T (CD 39 (CAG>TAG)), c.92+6T>C (IVS I-6 T>C), c.315+1G>A (IVS II-1 G>A), c.20delA 

(CD 6-A), c.92+5G>C (IVS I-5 G>C) i c.25_26delAA (CD 8 (-AA)) ina�e visoko prevalentne u 

podru�jima najve�e incidencije beta talasemije na Mediteranu. (55).  

Nadalje, dokazano je kako je geografska udaljenost dobar prediktor sli�nosti (odnosno razli�itosti) 

mutacija među populacijama s beta talasemijom te je geografska blizina udru~ena s ve�om genskom 

sli�nob�u (55). Stoga nas mo~e iznenaditi kako u geografski bliskoj Srbiji nalazimo u populaciji s beta 

talasemijom vrlo rabirenu mutaciju c.118C>T (CD 39 (CAG>TAG)) (i to u �ak 16,2% populacije 

zahva�ene talasemijom), a nije zabilje~ena niti kod jednog nabeg ispitanika. S druge strane, varijanta Hb 

Lepore koja je i naj�eb�i uzrok talasemije u Srbiji (prisutna u 25% populacije oboljelih od talasemije) u 

ovoj studiji bila je dijagnosticirana u 3 slu�aja heterozigota s bla~im klini�kim simptomima, bto �ini 

prevalenciju od 0,1% u populaciji. Svi ovi rezltati pokazuju relativno razmjernu zastupljenost jednog 

dijela ina�e visokofrekventnih mutacija (na primjer c.93-21G>A (IVS I-110 G>A) i potpunu odsutnost 

drugog dijela visokofrekventnih mutacija bto nas mo~e navesti na pomisao kako je mijebanje naroda na 

podru�ju Srednje Dalmacije bilo vrlo selektivno. To jest, sadabnji genski bazen populacije nije stvoren 

kao rezultat cjelovitog mijebanja mediteranskih naroda ve� izoliranih prodiranja pojedinih skupina na 

nabe geografsko podru�je. Imaju�i na umu i vrlo slo~enu geopoliti�ku povijest ovog kraja s ratnim 

prodiranjima kako lokalnog interesa tako i europskih sukoba, na prvu iznenađuju�i rezultati pronalaze 

novi smisao. Dakako, koristilo bi kad bi se sli�na istra~ivanja provela u susjednim i geografski bliskim 

zemljama (Bosna i Hercegovina, Slovenija, Crna Gora, Kosovo) te bi tada mogli imati bolji pregled 

mutacija u beta talasemiji u nabem susjedstvu. 

Mutacije HBB gena c.315+81C>T (IVS II-81 C>T) i c.315+16G>C (IVS II-16 G>C) su do sada opisane 

samo u zdravih nositelja na istoku Indije te u pacijenata u Bangladebu, Egiptu i Palestini. Neki autori 

smatraju ove mutacije neutralnima (41, 65-70). Mutacija c.9T>C (CD 2 CAT>CAC [His>His]) je do 

sada opisana samo u Indiji kao jedan case report kod pacijenta mediteranskog porijekla (64). U ovom 

istra~ivanju ukupan broj ispitanika s ovim mutacijama je visok, uklju�uje 10 od 14 ispitanika u kojih se 

ne nalazi o�igledno Indijsko ili Bangladebko porijeklo (41). 



Mutacija c.315+74T>G (IVS II-74 T>G) je biroko rasprostranjena u svijetu te je nalazimo u zdravih 

nositelja u Bangladebu te u pacijenata s beta talasemijom u Iranu, Indiji, Palestini te birom Mediterana. 

Nađena je i u nabih 6/14 ispitanika (42,86%). 

Sli�nost mutacija u nabih ispitanika i regija Balkana se da lako objasniti geografskom blizinom i mogu�e 

sli�nim podrijetlom, ali sli�nost s populacijom Indije i ostalih geografski udaljenih zemalja ostaje 

nejasna. Mogu�nost slu�ajnih podudarnosti mutacija vrlo je malo vjerojatna jer svaki zajedni�ki alel beta 

talasemije pokazuje visok stupanj sli�nosti haplotipa kao znak jasnog unicentri�nog podrijetla (55). 

Stoga mogu�nost određenog stupnja indo 3 europske migracije u problosti ostaje vjerojatna. Kako među 

romskom populacijom u Hrvatskoj uop�e nema beta talasemije, ova se pojava ne mo~e objasniti 

mijebanjem gena ove dvije populacije. Job jedna mogu�nost, postojanje male dubrova�ke kolonije u Goi 

u Indiji tijekom srednjeg vijeka, također nije uvjerljiva. 

Zajedni�ke mutacije nađene u nabih ispitanika i u onih na Bliskom Istoku mogu se objasniti ograni�enim 

vezama koje su u problosti postojale između dvije regije jer je mutacija c.315+16G>C (IVS II-16 G>C) 

u Egiptu i Palestini vrlo rijetka (<1%) (50,53). 

Sli�nost među mutacijama između iranske i hrvatske (srednjodalmatinske) populacije bi mogla biti 

rezultat davnog zajedni�kog podrijetla (c.93-21 G>A (IVS I-110 G>A), c.315+74T>G (IVS II-74 T>G)  

i c.316-185C>T (IVS II-666 C>T)) (71,66,72,73). Kako je prevalencija beta talasemije među hrvatskom 

populacijom op�enito niska i kako, za razliku od iranske populacije, izostaju slu�ajevi beta talasemije 

major, ta sli�nost među mutacijama je mala (72).  

Niska prevalencija beta talesemije u naboj populaciji, kao i specifi�ne mutacije u beta globinskom genu 

nabih ispitanika, podr~avaju koncept zna�ajnog migracijskog utjecaja iz sjevernijih podru�ja Europe na 

podru�je danabnje Hrvatske tijekom ranog srednjeg vijeka. Daljnja genska istra~ivanja beta globinskog 

gena u regijama koje odjeljuju Hrvatsku od udaljenijih dr~ava bi mogla ponuditi neke jasnije odgovore. 

 

5.4 Korelacija klini�ke slike i mutacija beta globinskog gena u nabih ispitanika 

 

Nabim ispitanicima smo odredili i stupanj te~ine klini�ke slike. To smo u�inili koriste�i Mahidol 

ocjensku ljestvicu. U navedenoj ljestvici promatramo best neovisnih parametara: razine hemoglobina, 

dob prve prezentacije bolesti, dob primanja prve transfuzije krvi, zahtjeve za transfuzijom, veli�inu 

slezene i usporenje rasta. Svaki od navedenih parametara pridru~en je određenom broju bodova koji 

zajedno daju broj�anu procjenu te~ine klini�ke manifestacije bolesti. Smatramo kako pacijenti boluju od 



tebkog oblika bolesti ako postignu 7,5 bodova ili vibe. Umjerenoj prezentaciji bolesti pridru~ujemo 

rezultat od 7 do 4 boda, a blagoj prezentaciji bolesti rezultate od 3,5 boda na ni~e (18). Prema ovom 

stupnjevanju svi nabi ispitanici su pripadali grupi s bla~om klini�kom slikom pa tako i oni kod kojih su 

nađene nove mutacije. Broj varijanti u pojedinog ispitanika nije utjecao na fenotipsku ekspresiju. U 

ovom istra~ivanju nije u�injena alelska distribucija varijanti, ali s obzirom na klini�ku sliku smatramo da 

su svi nabi pacijenti s fenotipom beta talasemije minor heterozigoti (³+/ ³N ili ³0/ ³N).  

Kod jednog od tri pacijenta s beta talasemijom intermedijom su nađene po dvije mutacije koje su 

klasificirane kao vjerojatno patogene (c.238G>A, c.170delG) te se vjerojatno radi o heterozigotu ³+/ ³0. 

U drugog pacijenta s beta talasemijom intermedijom je nađena jedna mutacija nejasnog zna�enja 

(c.164T>C) i jedna mutacija koja je klasificirana kao benigna (c.315+81C>T), a kod tre�eg je nađena 

jedna vjerojatno patogena varijanta (c.93-21G>A) i �etiri benigne varijante (c.315+74T>G, 

c.315+16G>C, c.316-185C>T, c.9T>C). Kod ovih pacijenata se ova genotip 3 fenotip korelacija ne 

mo~e objasniti do sad opisanim mehanizmima. Treba naglasiti da je genotip-fenotip korelacija 

talasemije intermedije vrlo kompleksna te nekad isti genotip mo~e davati razli�ite fenotipske varijacije 

zbog utjecaja razli�itih modulatora (engl. modifiers) koji mogu i ne moraju biti vezani uz beta globinski 

gen. Tako, na primjer, neki polimorfizmi u gama globinskom genu utje�u na razinu HbF, a tako i na 

klini�ku sliku beta talasemije. Također je istovremeno naslijeđena alfa talasemija poznati modulator 

klini�ke slike beta talasemije. Takvo istra~ivanje potencijalnih modulatora nismo proveli kod nabih 

ispitanika (74). 

Ve�ini nabih ispitanika (izuzevbi dobrovoljne davatelje krvi) je dijagnoza postavljena rano u 

novorođena�koj i predbkolskoj dobi zbog uo�enih ni~ih vrijednosti MCV i MCH, bto mo~e djelomi�no 

objasniti nisku razinu Mahidol indeksa (75). Rano postavljena dijagnoza je potakla rano uspostavljene 

suportivne mjere i gensko savjetovanje roditelja (58). Pacijentima se savjetovala adekvatna nadoknada 

kalcija, ustezanje od alkohola bez drugih dijetalnih preporuka. Savjetovala se povremena kontrola razine 

folata u serumu, pra�enje glomerularne i tubularne funkcije bubrega i ultrazvuk ~u�njaka radi tra~enja 

mogu�eg razvoja kolelitijaze. Poticana je fizi�ka aktivnost (76,77,78). Neki autori isti�u da ove blage 

forme beta talasemije koje se javljaju kasnije u djetinjstvu su one prezentirane s blagom genotip - 

fenotip korelacijom (41). Podaci iz ovog istra~ivanja ne potvrđuju ovo mibljenje jer je ve�ina nabih 

ispitanika imala jasnu klini�ku prezentaciju u ranom djetinjstvu i tijekom pra�enja nisu pokazivali 

klini�ke znakove progresije beta talasemije u te~i oblik. Usprkos tome, susjedne regije i zemlje bi mogle 

imati druga�iju genotip - fenotip korelaciju i druge zdravstvene tegobe.  



Nedostaci ove studije su bto nismo odredili genotipove roditelja nabih ispitanika te nismo mogli odrediti 

jesu li nabi ispitanici homozigoti ili heterozigoti za pojedine varijante beta globinskog gena. Uzorak od 

14 ispitanika s beta talasemijom kojima je rađeno sekvenciranje beta globinskog gena je relativno malen 

te bi daljnja istra~ivanja u ovoj populaciji bila dobrodobla. Također se populacija dobrovoljnih davatelja 

krvi ne mo~e smatrati op�om populacijom bto treba uzeti u obzir pri interpretiranju dobivenih rezultata.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJU
CI 



 

1.  Glavni rezultat ovog istra~ivanja je pronalazak sedam novih genskih varijanti na beta   

globinskom genu koje do sad nisu opisane u literaturi. Svih sedam varijanti u nabih ispitanika su 

izazivale blagu klini�ku sliku beta talasemije. 

 

2. U istra~ivanju je osim novih varijanti nađeno job 13 varijanti beta globinskog gena koje su do 

sada opisane u drugim populacijama birom svijeta. Neke od tih mutacija su do sada bila karakteristi�ne 

za geografski vrlo udaljena podru�ja od nabeg (Indija, Bangladeb, Iran) bto je otvorilo nova pitanja o 

eventualnoj povijesnoj povezanosti nabeg istra~ivanog podru�ja (Srednje Dalmacije) i ovih udaljenih 

podru�ja. 

 

3. U�estalost beta talasemije minor u naboj istra~ivanoj populaciji osoba koje su se prijavile za 

dobrovoljno davanje krvi na podru�ju aibensko 3 kninske i Splitsko 3 dalmatinske ~upanije je pokazala 

vrlo nisku prevalenciju beta talasemije minor (0,16%). 

 

4. U istra~ivanju na naboj populaciji dobrovoljnih davatelja krvi na podru�ju aibensko 3 kninske i 

Splitsko 3 dalmatinske ~upanije se pronablo i sli�an postotak varijante hemoglobin Lepore (0,1%) bto 

nismo o�ekivali. 

 

5. Sve identificirane mutacije u istra~ivanoj populaciji s podru�ja Srednje Dalmacije (i 

novootkrivene i do sada poznate) su imala blagu fenotipsku ekspresiju. 

 

6. Ovo istra~ivanje se uklapa u do sada u�injena istra~ivanja genskih mutacija na beta globinskom 

genu u susjednim zemljama i regiji te mo~e biti poticaj za daljnja istra~ivanja u zemljama i podru�jima u 

nabem geografskom susjedstvu kako bi se dobila bira slika razli�itosti i rasprostranjenosti beta 

globinskih mutacija na ovom podru�ju bto bi dovelo do novih zaklju�aka. 
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8. SA}ETAK 
 



 

Talasemije su nasljedni kvantitativni poreme�aji sinteze globina. Ovisno koja je vrsta globinskih lanaca 

u deficitu razlikujemo alfa i beta talasemije. Gen za sintezu beta globinskog lanca je kodiran na 11. 

kromosomu. Do sada je otkriveno vibe od 300 mutacija na beta globinskom genu koje su odgovorne za 

razli�ite klini�ke prezentacije beta talasemije. Beta talasemija minor obi�no nema klini�ke znakove 

bolesti ve� se o�ituje biljezima u crvenoj krvnoj slici (sni~eni MCV i MCH). Do sada je slabo poznata 

prevalencija beta talasemije minor u Hrvatskoj. U ovom smo radu proveli istra~ivanje prevalencije beta 

talasemije minor u populaciji dobrovoljnih davatelja krvi s podru�ja Srednje Dalmacije. Po�etna skupina 

ispitanika je brojala 3000 dobrovoljnih davatelja krvi iz aibensko 3 kninske i Splitsko 3 dalmatinske 

~upanije kojima je iz uzorka krvi u�injena kompletna krvna slika. Svima koji su imali MCV manji od 78 

fL (145 ispitanika) je u�injena elekroforeza hemoglobina te je svima kojima je HbA2 bio ve�i od 3,7% 

je postavljena dijagnoza beta talasemije minor. Takvih ispitanika je bilo 5 (0,16%). Kod 3 ispitanika 

(0,1%) je nađena varijanta hemoglobin Lepore. U drugom dijelu istra~ivanja je kod 14 ispitanika s beta 

talasemijom sa istog podru�ja Srednje Dalmacije u�injena genska analiza beta globinskog gena. Ovim 

istra~ivanjem je nađeno 20 varijanti beta globinskog gena, od kojih 7 do sada nisu opisane u literaturi. 

Nađene mutacije u nabih ispitanika su uspoređene s do sada opisanim mutacijama u susjednim 

zemljama, mediteranskom bazenu te drugdje u svijetu. Neke od mutacija su se poklapale s onima u 

susjednim zemljama, a neke su iznenađuju�e bile identi�ne mutacijama u geografski vrlo udaljenim 

podru�jima (Indija, Bangladeb, Iran). Sve mutacije nađene u ovom istra~ivanju su imale blagu klini�ku 

sliku beta talasemije. U zaklju�ku, ovo istra~ivanje je donijelo prve spoznaje o genskoj podlozi beta 

talasemije u jednoj hrvatskoj populaciji i mo~e predstavljati poticaj za daljnja istra~ivanja ove bolesti u 

Hrvatskoj i zemljama u regiji. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. SUMMARY 



 

 

The thalassemias are hereditary quantitative disorders of globin synthesis. Depending on the type of 

globin chains in deficiency we distinguish alpha and beta thalassemias. The gene responsible for the 

synthesis of beta-globin chain is coded on the 11th chromosome. So far, over 200 beta-globin gene 

mutations responsible for different clinical presentations of beta thalassemia have been discovered. Beta 

thalassemia minor doesn’t usually include clinical signs of an illness but manifests in red blood cell 

count (lower MCV and MCH). So far we haven’t been well informed of the prevalence of beta 

thalassemia minor in Croatia. In this scientific paper we conducted the research of beta thalassemia 

minor among blood donor population from Central Dalmatia. The initial group of research subjects 

consisted of 3,000 blood donors from aibenik-Knin and Split-Dalmatia counties who had a 

comprehensive blood test done with their blood samples. Every subject whose MCV was under 78 fL 

(145 subjects) had hemoglobin electrophoresis and every subject with HbA2 over 3.7% was diagnosed 

with beta thalassemia minor. There were 5 subjects (0.16% subjects) in total with this diagnosis. Three 

subjects (0.1%) had Hb Lepore variant. During the second part of research 14 subjects diagnosed with 

beta thalassemia, inhabiting the same area of Central Dalmatia, had beta-globin gene analysis. This 

research discovered 20 variations in beta-globin gene, of which 7 haven’t yet been described in 

literature. Mutations found in our subjects were compared to previously described mutations in 

neighbouring countries, the Mediterranean Basin and other countries in the world. Some of the 

mutations matched the mutations in neighbouring countries, but some were surprisingly identical to the 

mutations in remote areas (India, Bangladesh, Iran). All of the mutations discovered in this research had 

a mild clinical picture of beta thalassemia. In conclusion, this research led to the first insight into the 

genetic background of beta thalassemia among a part of Croatian population and could encourage 

further research of this illness in Croatia and other countries from this region.
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11. DODATCI 



 

11.1. DODATAK 1. Rezultati probira populacije dobrovoljnih davatelja krvi s podru�ja 

aibensko – kninske i Splitsko – dalmatinske ~upanije 
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11.2. DODATAK 2. Rezultati elektroforeze hemoglobina  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



  

  

  

  

  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11.3. DODATAK 3. Suglasnost eti�kog povjerenstva 

 

 


