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HBF VEYA HBA2 ANORMALLİĞİ OLAN BİREYLERDE KRUPPEL-LİKE 

FACTOR 1 VE HEMOGLOBİN SUBUNİT DELTA GENLERİNDEKİ 

MUTASYONLARIN GENOTİP-FENOTİP İLİŞKİSİNİN İNCELENMESİ 

ÖZET 

GİRİŞ ve AMAÇ: Hemoglobinopatiler; hemoglobin proteininin biyokimyasal 

yapısını oluşturan globin zincirlerinden herhangi birisinin yapısının ya da 

sentezinin bozulduğu, tek gen hastalıklarının en sık görülenidir. 

Hemoglobinopatilerden birisi olan β-talasemi; β-globin zincir sentezinin yetersiz 

ya da olmaması ile karakterize, Türkiye'nin de içerisinde bulunduğu Akdeniz 

ülkelerinde sık görülen önemli bir halk sağlığı sorunudur. Dolayısıyla talasemi 

prevalansının yüksek olduğu bölgelerde talasemi önleme programlarının 

yürütülmesi oldukça önemlidir. Talasemi taramasında günümüzde ilk basamak 

yaklaşım; olguların tam kan sayımı analizlerinin yapılması, hematolojik 

parametrelerinde anormallik saptananların (örneğin; hipokromi, mikrositik anemi, 

eritrositoz gibi) ise takiben otomatize HPLC ya da kapiller elektroforez cihazı ile 

hemoglobin fraksiyonlarının analiz edilmesinden oluşur.  

Talasemi taşıyıcılığı tespitinde hemoglobin elektroforezinin yeri çok önemli 

olmakla birlikte pek çok klinik durumda ölçülen HbF ve HbA2 seviyelerinin 

değişiklik gösterdiği ve mevcut klinik durumla bu hemoglobin fraksiyon 

seviyelerinin uyumsuz olduğu rapor edilmiştir. HbA2 seviyesini düşüren bu klinik 

sebeplerden bir tanesi de δ-globin (HBD) gen değişiklikleridir. HBD genindeki 

mutasyonların herhangi bir klinik şikayet ya da hematolojik bulgu oluşturduğu 

bildirilmemiştir; ancak HbA2 seviyesini düşürerek β-talasemi taşıyıcılarında yanlış 

tanılara sebep olabilmektedir. Ayrıca demir eksikliği anemisi ya da α-talasemi 

taşıyıcılığı gibi düşük HbA2 seviyesine neden olan durumların yanında HBD 

genindeki mutasyonların da sorumlu olduğu bilinmektedir.  

HbF ve HbA2 seviyeleri üzerine etkisi olan genlerden bir diğeri de Kruppel-

like factor 1 (KLF1) genidir. KLF1 genindeki mutasyonların persiste HbF 
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yüksekliği ya da β-talasemi minör fenotipinden sorumlu olduğunu bildiren 

çalışmalar mevcuttur. Özellikle borderline seviyede HbA2 yüksekliği olan 

bireylerde HBB geni intakt ise mutlaka KLF1 geninin analiz edilmesi 

önerilmektedir.  

Mevcut araştırmada, HPLC sonrası HbF yüksekliği ya da HbA2 seviyesi 

anormalliği bulunan olgularda KLF1 ya da HBD genlerinin olası bir rolünün olup 

olmadığının ortaya konması amaçlanmıştır.  

GEREÇ ve YÖNTEM: Araştırma Mart 2013-Ağustos 2018 yılları arası Çanakkale 

Onsekiz Mart Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Genetik Tanı ve Tedavi 

Merkezine HBB geni analizi için başvurmuş toplam 100 kişi ile yürütülmüştür. 

Olgu grubu 20'şer kişiden oluşan dört alt gruba ayrılmıştır; HPLC ile yapılan 

hemoglobin elektroforezinde yalnızca HbF yüksekliği saptananlar Grup A, 

yalnızca borderline HbA2 yüksekliği saptananlar Grup B, yalnızca borderline 

seviyesi üzerinde HbA2 yüksekliği saptananlar Grup C ve yalnızca HbA2 

düşüklüğü saptananlar Grup D olarak tanımlanmıştır Araştırmada kontol grubu 

olarak kendisinde ve/veya birinci derece akrabalarında talasemi öyküsü olmayan 

sağlıklı toplam 20 kişiye ait laboratuarımızda mevcut olan DNA örnekleri 

kullanılmıştır. Araştırmaya dahil edilen olgu ve kontrol bireylerine ait toplam 100 

adet DNA örneği kullanılarak hedef KLF1 ve HBD genleri analiz edilmiş ve 

karşılaştırılmıştır. Bunun için, hedef her bir gen için spesifik primer çifti 

kullanılarak PCR ürünleri çağaltılmış ve bu ürünler sanger dizi analizi yöntemiyle 

dizilenerek mutasyon analizleri yapılmıştır. Genlere ait elde edilen baz profilleri 

yardımcı software programlar yardımıyla değerlendirilmiştir. 

BULGULAR: Araştırma sonunda elde edilen veriler KLF1 geni açısından 

değerlendirildiğinde; çalışılan olgu grubu bireylerin 43’ünde (%53,75; n=80) KLF1 

geninde mutasyon saptanırken (4 olguda KLF1 geninde iki mutasyon birlikte 

saptanmıştır), 37’sinin (%46,25) normal yapıda oldukları ortaya konmuştur. Olgu 

grubunda saptanan beş farklı nokta mutasyon sırasıyla 41 kişide S102P 

mutasyonu (36'sı heterozigot, 5'i homozigot), bir olguda M39L heterozigot 
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mutasyonu, bir olguda P109S heterozigot mutasyonu, üç olguda F182L 

heterozigot mutasyonu ve bir olguda R268L heterozigot mutasyonudur. Kontrol 

grubunda altı kişide S102P heterozigot mutasyonu (%30; n=20) ve bir kişide 

P109S heterozigot mutasyonu (%5) saptanmıştır. Araştırma sonunda elde edilen 

veriler HBD geni açısından değerlendirildiğinde; Olgu grubunda 19 olguda 

(%23,75; n=80) dört farklı varyasyon tespit edilmiş; bunların üçü daha önce 

literatürde tanımlanmıştır [(12 olguda (%15; n=80) HbA2-Yialousa, beş olguda 

(%6,25) HbA2-Bornova ve bir olguda (%1,25) HbA2-Yokoshima)]. Araştırmamız 

kapsamında çalışılan olgulardan sadece birisinde saptanan "Delta 10(A7) Ala--

>Val; HBD:c.32C>T" nokta mutasyonu ilk kez bu araştırmada tanımlanmıştır. 

HBD geninde mutasyon sadece Grup D olgu grubunda saptanmıştır.  

TARTIŞMA ve SONUÇ: β-talasemi taşıyıcılığı nedeniyle tanısal yükselmesi 

beklenen HbA2 seviyesi; δ-talasemi nedeniyle normal sınırlara inebilmekte ve bu 

bireylerin β-talasemi taşıyıcısı olduğu bilenen başka bir bireyle evliliği sonrası β-

talasemi majorlu çocukları doğabilmektedir. Normal HbA2 piki nedeniyle göz ardı 

edilen; ileri değerlendirmeye yönlendirilmeyen bireylerin δβ-talasemi olabileceği 

unutulmamalıdır. Hb elektroforez sonucu normal sınırlarda olsa bile β-talasemi 

taşıyıcılığı saptanmış bireylerin partnerleri mutlaka DNA analiz yöntemleri ile β-

talasemi taşıyıcılığı açısından değerlendirilmelidir ve eşlik edebilecek δ-talasemi 

açısından mutlaka HBD geni genotiplendirmesi akılda tutulmalıdır. Nitekim sınırlı 

sayıda olgunun dahil edildiği mevcut araştırma sonucuna göre elektroforez 

profilleri anormal olan şüpheli olgularda çalışılan iki gen açısından kayda değer 

oranda nokta mutasyonların eşlik ettiği ortaya konmuştur. Mevcut araştırmada 

olguların %53,75'inde KLF1 geninde ve %23,75’inde HBD genininde mutasyon 

saptanmıştır. Bulgularımız literatürdeki diğer araştırma sonuçları ile benzerlik 

göstermektedir. 

Borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip olan kişiler de mutlaka ayrıntılı 

olarak değerlendirilmelidir. Nütrisyonel eksikliklerin, sessiz β-talasemi 

mutasyonlarının, β-talasemi taşıyıcılığı ile δ-talasemi birlikteliğinin, α-gen 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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triplikasyonu/kuadriplikasyonunun yanında KLF1 gen mutasyonlarının da 

borderline seviyede HbA2 seviyesine neden olabileceği unutulmamalıdır. MCV ve 

MCH değerleri normal ya da hafif düşük olgularda görülebilen HbF yüksekliği ya 

da borderline seviyede HbA2 yüksekliği KLF1 genindeki mutasyondan 

kaynaklanıyor olabilir; ya da fenotipik olarak tipik talasemi minör ile uyumlu 

bulguları olan ancak HBB geninin intakt olarak saptandığı olgularda mutlaka 

KLF1 genotiplendirmesi de akılda tutulmalıdır.  

Mevcut araştırma sonucunda saptanan HBD:c.32C>T mutasyonu yeni bir 

hemoglobin HbA2 varyantı olarak değerlendirilmiş ve HbA2-Canakkale ismiyle 

literatüre kazandırılmıştır. Varyantın "HbVar" veritabanına eklenmesi ve ilgili 

mutasyonun görüldüğü tek nükleotid polimorfizminin (referans SNP) "rs" 

numarası alması hedeflenmiştir. Araştırmamız ayrıca, bilindiği kadarıyla, HbA2-

Bornova varyantına sahip olgulardan oluşmuş bir serinin (n=5) sunulduğu ilk 

çalışmadır. Yine araştırmamız KLF1 geni mutasyonları ile HbA2 seviyesi 

arasındaki ilişkiyi değerlendiren Türkiye'deki ilk çalışma olması özelliğini de 

taşımaktadır.  

Türkiye'de KLF1 ve HBD genleri ile ilgili çalışmalar, bilindiği kadarıyla, 

oldukça azdır. Genotipik çeşitlilik açısından eşsiz bir yelpazeye sahip olan 

ülkemizde bu genlerle ilgili bilgi ve tecrübelerimiz arttıkça literatüre daha önce 

girmemiş varyantların ve fenotipik etkilerinin ortaya konulmasının da önü bu 

şekilde açılmış olacaktır. Sonuç olarak, hemoglobin elektroforez anormalliklerinin 

moleküler etyolojik sebepleri araştırılırken KLF1 ve HBD gibi globin proteini 

üreten ya da üretimi üzerinde etkisi bulunan diğer alternatif genlerin olası 

varyasyonlar açısından genotiplendirilmesinin kesin tanı açısından önemli olduğu 

önerilmiştir. 

ANAHTAR KELİMELER: Borderline HbA2 yüksekliği, δ-talasemi, HBD, HbA2 

düşüklüğü, Hemoglobin elektroforezi, HPLC, KLF1.  
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INVESTIGATION OF THE GENOTYPE-FENOTYPE RELATIONSHIP 

BETWEEN THE MUTATIONS OF KRUPPEL-LIKE FACTOR 1 AND 

HEMOGLOBIN SUBUNIT DELTA GENES IN PATIENTS WITH HBF OR HBA2 

ABNORMALITIES 

ABSTRACT 

INTRODUCTION and AIM: Hemoglobinopathies are the most common single-

gene disorders, which the structure or synthesis of the any globin chains that 

design the biochemical structure of hemoglobin protein is impaired. β-

thalassemia, one of the hemoglobinopathies, is characterized by inadequate or 

lack of globin chain synthesis and poses a significant public health burden in 

Turkey as being one of the Mediterranean countries. Thus, it is very substantial 

to conduct thalassemia prevention programs in regions where the prevalence of 

thalassemia is high. The first step approach in the screening of thalassemia 

comprimises complete blood count analysis of the cases and then followed by 

analysis of hemoglobin fractions with an automated HPLC or capillary 

electrophoresis device for those with abnormalities in hematologic parameters 

(e.g. hypochromia, microcytic anemia, erythrocytosis). 

 The role of hemoglobin electrophoresis in the detection of thalassemia 

trait is very important but HbF and HbA2 levels measured in many clinical 

conditions have been reported to vary and these hemoglobin fraction levels are 

incompatible with the current clinical condition. One of the clinical manifestations 

that decrease HbA2 level is δ-globin gene (HBD) mutations. Mutations in the HBD 

gene have not been reported as having any clinical consequences or 

hematological findings; but, it may lead to misdiagnose the β-thalassemia carriers 

by decreasing HbA2 levels. It is also known that mutations in the HBD gene are 

also responsible for low levels of HbA2, such as also due to iron deficiency anemia 

or α-thalassemia trait. 
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Another gene that affects HbF and HbA2 levels is the Kruppel-like factor 1 

(KLF1) gene. There are studies implicating that mutations in the KLF1 gene are 

responsible for hereditary persistence HbF or β-thalassemia minor phenotype. 

Especially in individuals with borderline HbA2 levels, it is recommended to 

analyze the KLF1 gene if HBB gene is intact. 

 In the present study, it was aimed to determine whether KLF1 or HBD 

genes have a possible role in patients with HbF elevation or HbA2 level 

abnormalities performed by HPLC. 

 

MATERIALS and METHODS: The study was conducted between March 2013-

August 2018 with 100 subjects who were referred for the HBB gene analysis in 

Canakkale Onsekiz Mart University Medical Faculty Hospital Genetic Diagnosis 

and Treatment Center. The case group was divided into four sub-groups of 20 

individuals. In hemoglobin electrophoresis performed by HPLC, only those with 

high HbF levels were identified as Group A, only those with borderline HbA2 levels 

were defined as Group B, only those with HbA2 levels above the borderline level 

were identified as Group C and only those with low HbA2 levels were identified 

as Group D. DNA samples present in our laboratory belonging to 20 healthy 

individuals who have and/or first degree relatives have no history of thalassemia 

are used as control group for the study. A total of 100 DNA samples from patient 

and control subjects recruited in the study were analyzed for target KLF1 and 

HBD genes and compared. For this purpose, PCR products were used by using 

specific primer pair for each gene and these products were sequenced by sanger 

sequence analysis and mutation analyzes were performed. The base profiles 

obtained from genes were evaluated with the help of analysis softwares. 

 

RESULTS: The data obtained at the end of the study were evaluated in terms of 

the KLF1 gene; mutations in the KLF1 gene were detected in 43 subjects (two 

mutations both were detected in four cases) (53,75%; n=80) and 37 subjects 

(46,25%) were found to be normal. As KLF1 gene mutations in the case groups, 

five different point mutations were detected; S102P mutation in 41 subjects (36 
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heterozygous, 5 homozygous), M39L heterozygous mutation in one case, P109S 

heterozygous mutation in one case, F182L heterozygous mutation in three cases, 

and R268L heterozygous mutation in one case were found respectively. In control 

group, S102P heterozygous mutation in six individuals (%30; n=20) and P109S 

heterozygous mutation in one individual (%5) were detected. As HBD gene 

mutations; four different variations were detected in 19 cases (%23,75; n=80). 

Three of these were previously described in the literature (HbA2-Yialousa in 12 

cases (%15; n=80), HbA2-Bornova in five cases (%6,25), and HbA2-Yokoshima 

in one case (%1,25)). "Delta 10(A7) Ala-->Val; HBD:c.32C>T" mutation described 

in only one of the cases was determined in this study for the first time. Mutations 

in the HBD gene was found only in Group D. 

DISCUSSION and CONCLUSION: The level of HbA2, which is expected to be 

elevated due to β-thalassemia trait, may fall into normal limits because of 

coexistence of δ-thalassemia, and children with β-thalassemia major may be born 

after a marriage with another person who is known to be a carrier of β-

thalassemia. It should be kept in mind that individuals who are ignored and are 

not directed to the further evaluation due to normal HbA2 levels may have δβ-

thalassemia. Even if the hemoglobin electrophoresis result is within normal limits, 

partners of individuals known to be β-thalassemia trait should be necessarily 

evaluated in terms of the carrier of β-thalassemia by DNA analysis methods and 

should be noted HBD gene genotyping in case of δ-thalassemia coexistence. As 

a matter of fact, according to the results of the current study, where a limited 

number of patients were included, it was revealed that significant numbers of 

point mutations observed in the two target genes with suspected cases of 

abnormal electrophoresis profiles. In the present study, 53,75% of the subjects 

had a mutation in the KLF1 gene and of 23.75% had in HBD gene. Our findings 

are similar to those of other studies in the literature. 

Individuals with borderline HbA2 levels should also be considered in detail. 

It should be kept in mind that nutritional deficiencies, silent β-thalassemia 
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mutations, coexistence of β-thalassemia trait and δ-thalassemia, α-gene 

triplication/quadruplication as well as KLF1 gene mutations may cause borderline 

HbA2 levels. In cases having normal or slightly low MCV and MCH values with 

high HbF or borderline HbA2 level or in cases with phenotypic findings consistent 

with thalassemia minor but in which HBB gene is detected intact may be caused 

by mutations in the KLF1 gene. 

 The "HBD:c.32C>T" mutation detected as a result of the present study 

is evaluated as a new hemoglobin HbA2 variant and is introduced to the literature 

under the name of HbA2-Canakkale. It is also aimed to be deposited to the 

"HbVar" database and to get a new "rs number" of that single nucleotide 

polymorphism (SNP). Our study is also, to the best of our knowledge, the first 

study in which a series of cases with HbA2-Bornova (n=5) is presented. Our study 

also bears the distinction of being the first study in Turkey by evaluating the 

relationship between KLF1 gene mutations and HbA2 levels. 

 

 Studies with KLF1 and HBD genes in Turkey, as far as is known, is quite 

limited. As our knowledge and experience on these genes increase in our 

country, which has a unique spectrum in terms of genotypic diversity, it will be 

opened in such a way to reveal the new variants of these genes that have not 

entered the literature before and their phenotypic effects. In conclusion, the 

molecular etiology of hemoglobin electrophoresis abnormalities has been 

suggested to be important in terms of definitive diagnosis of genotyping of 

variants, such as in KLF1 and HBD genes which are essential in producing globin 

proteins or controlling the process of globin synthesis. 

 

KEY WORDS: Borderline HbA2 level, δ-thalassemia, HBD, Hemoglobin 

electrophoresis, HPLC, Low HbA2 level, KLF1.  
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1.GİRİŞ ve AMAÇ 

Elektroforez; elektro+forez (migrasyon, göç) kelime köklerinden oluşmuş 

"elektriksel ortamda hareket" yönteminin adıdır. DNA, RNA, protein ve 

karbonhidrat gibi yüklü moleküllerin; büyüklük, şekil ve topolojik özelliklerine göre 

birbirlerinden elektriksel ortamda ayrılmalarını sağlar.  

Elektroforez; çözünmüş halde bulunan moleküllerin, elektrik yüklerinin 

moleküler ağırlıklarına oranıyla belirlenen hızlarda, elektriksel alanda göç 

etmeleri prensibine dayanmaktadır. Çalışılacak örnek destek ortamlarına 

konarak [selüloz, jel (agaroz, poliakrilamid)] belirli bir süre elektriksel ortamda 

yürütülür. Destek ortamları moleküller için elek görevi yapan porlu materyallerdir. 

Moleküler ağırlığı fazla olanlar az olanlara göre, hacimce büyük moleküller 

porlardan hacimce küçük moleküllere göre daha yavaş geçerler. Buna göre 

hacimce büyük-moleküler ağırlığı fazla olan moleküller kuyucuklara yakın 

yerlerde kalırken; küçükler daha uzakta yerleşir. Elektriksel hareket katottan 

(negatif elektrot) anoda (pozitif elektrot) doğru olduğu için yine pozitif yüklü 

olanlar, negatif yüklü olanlara göre daha geride kalmaktadırlar. 

Hemoglobin; amfoterik yapıda bir proteindir. İçinde bulunduğu çözeltinin 

pH'sına bağlı olarak pozitif ya da negatif yüklenebilir. Hemoglobinopatilerin 

tespitinde kullanılan yöntemlerden birisi de "hemoglobin elektroforezi"dir. Selüloz 

asetat ile Hb elektroforezi (pH:8,2-8,6), sitrat agar veya asidik agaroz jel ile Hb 

elektroforezi (pH:6,0-6,2), izoelektrik odaklama (elektrofokus), yüksek 

basınçlı/yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC, high-performance liquid 

chromatography), kapiller zon elektroforezi gibi hemoglobin elektroforez 

yöntemleri mevcuttur. İnsanda normal hemoglobin elektroforez değerleri Tablo 

1.1’de verilmiştir. 
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HBD (Hemoglobin subunit delta) geni; 11. kromozomun kısa kolunda 

(11p15.4) yerleşmiş beş β-globin aile üyesi genden birisidir. HbA2 yapısını 

oluşturan δ-globin zincirinin sentezinden sorumludur. β-globin genleri kümesi; 

kromozom üzerinde ontogenik ekspresyon paternlerine göre 5'-

epsilon(ε)(HBE1)-Ggamma(Gγ)(HBG2)-Agamma(Aγ)(HBG1)-delta(δ)(HBD)-

beta(β)(HBB)-3' şeklinde konumlanmıştır (HBE1: Hemoglobin subunit epsilon-1, 

HBG2: Hemoglobin subunit gama-2, HBG1: Hemoglobin subunit gama-1, HBB: 

Hemoglobin subunit beta) (Şekil 1.1) (4). 

 

 

 

Hemoglobin Fraksiyonları 

                   HbA  : %95-98,       

                   HbA2 : %2-3,  

                   HbF  : <%2 (1-3).  

HbF Normal Seviyeleri 

                          Yenidoğan   : %50-80, 

            1 – 6 ay arası   : %8,  

                   6 aydan büyükler  : %1-2.    

Şekil 1.1. Ontogenik ekspresyon paternine göre 11. kromozomda yerleşmiş β-

globin genleri kümesi-Wienert ve ark. (5)'ndan alınmıştır.  

 

Tablo 1.1. Hemoglobin fraksiyonlarının seviyeleri. A) Yetişkinlerde hemoglobin 

normal seviyeleri. B) HbF'nin normal seviyeleri. 

A) 

B) 
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HBD geni üç ekzondan oluşmaktadır (Şekil 1.2). Gendeki mutasyonların 

tek başlarına herhangi bir klinik şikayet ya da hematolojik bulgu oluşturduğu 

bildirilmemiştir (6-14); ancak talasemi taşıyıcılarında HbA2 seviyelerinde 

değişikliğe sebep olarak bireylerin normal olarak değerlendirilmeleri ya da 

herhangi bir klinik şikayeti olmayanların yanlış tanı almaları gibi bireylerin 

istenmeyen klinik yaklaşımlara maruz kalmalarına neden olabilmektedir (15). 

HBD geninde bugüne kadar 120'nin üzerinde varyant tanımlanmıştır (16).   

 

 

 

Yetişkin kanında HbF ekspresyonu; kandaki total hücrelerin %2'sinden 

azını oluşturan ve "F" hücreleri denilen kan hücrelerince sağlanmaktadır. Bunun 

yanında HbA2 sentezi ise panselülerdir. Dolayısıyla γ-globin geni çoğu eritroid 

hücrede inaktif kromatin konfigürasyonunda bulunurken; δ-globin geni aktif 

Şekil 1.2. İnsan δ-globin geninin tüm nükleotit sekansı-Spritz ve ark. (17)'ndan 

alınmıştır. Kırmızı kutucuklar HBD geninin kodlanan bölgesini göstermektedir.  
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kromatin yapısındadır ve düşük seviyelerde sentezlense bile tüm eritroid 

hücrelerde transkribe olabilmektedir (1). 

HbA2 sentezinin HbA'ya kıyasla daha az seviyede olmasının; 

 β-globin geninin promoter bölgesinde bulunan ve 'KLF1' 

transkripsiyon faktörünün bağlanma alanı olan "CCACACCCT" 

yapısının (motifinin) δ-globin geninde mutasyona uğraması (Şekil 

1.3),  

 β-globin geninin promoter bölgesinde bulunan ve 'CP1' 

molekülünün bağlanma noktası olan "CCAAT" motifinin δ-globin 

geninde "CCAAC" şeklinde olması (Şekil 1.3), 

 β-globin geninin IVS-II ve 3' downstream bölgesinde bulunan 

enhancer aktivitelerin δ-globin geninde bulunmaması ve 

 δ-globin mRNA'larının anstabil olmaları gibi faktörlerin sorumlu 

olduğu söylenmektedir (2,13,18-24). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.3. β- ve δ-globin genlerinin promoter bölgelerinin karşılaştırılması-Tang 

ve ark. (18)'ndan alınmıştır. Yeşil kutucuklar her iki genin başlangıç kodonunu, 

mRNA'larının 5' başlık eklenme alanını, TATA kutucuğu varyantını, KLF1 

transkripsiyon faktörünün β-globin genindeki bağlanma alanını, δ-globin geni 

proksimal GATA-1 bağlanma alanını ve CCAAT/CCAAC motiflerini 

göstermektedir. 
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HbA2 proteininin aynı HbF gibi deoksi-HbS polimerizasyonunu oraklaşma 

karşıtı ajan (anti-sickling agent) gibi davranarak önlediği gösterilmiştir (25). 

Dolayısıyla teorik olarak HBD geninin in-vivo aktivasyonunun sağlanması 

talasemik vakalar için yeni terapötik yaklaşımlar arasında sayılmaktadır (1).   

Kruppel-like faktörler; 17 üyesi olan, DNA’ya bağlanan transkripsiyonel 

regülatuarlardır (Şekil 1.4). Temel hücre faaliyetlerinin kontrolünde (proliferasyon, 

diferansiasyon ve migrasyon) görev yapmaktadırlar. Son zamanlarda kök 

hücrelerin kendini yenilemesi ve pluripotent özelliklerinin devamlılığında da 

görevlerinin olduğu saptanmıştır (26,27). İlk KLF(Kruppel-like faktör) 1993 yılında 

keşfedilmiş ve KLF1/EKLF(Erythroid kruppel-like factor) olarak isimlendirilmiştir.  

 

 

KLF1/EKLF eritropoezde 3 çok önemli aşamada rol almaktadır;  

 Megakaryosit-eritroid progenitör aşamasında sürecin eritroid seri 

olarak devamını sağlamak (Şekil 1.5) (29),  

 “Globin switching” de rol oynamak, 

Şekil 1.4. KLF protein ailesi-McConnell ve ark. (28)'ndan alınmıştır.  
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 Kırmızı hücrelerin terminal matürasyonunda hücre siklusundan 

kontrollü çıkışlarını sağlamak (Şekil 1.6) (30-32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.5. EKLF'nin megakaryosit-eritroid progenitör aşamasında eritroid seri 

olarak sürecin devamını sağlaması-Siatecka ve ark. (30)'ndan alınmıştır.   

 

Şekil 1.6. Kırmızı hücre terminal matürasyonunda KLF1'in rolü-

Gnanapragasam ve ark. (31)'ndan alınmıştır. EKLF yokluğunda kırmızı 

hücrelerin enükleasyonunda duraklama ve progenitor hücrelerde birikme gibi 

fenotipik etkiler şekilde gösterilmektedir.    
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Son zamanlarda yapılan çalışmalar EKLF’nin gelişimsel süreçte 

gerçekleşen fetal hemoglobinden yetişkin hemoglobinine geçiş aşamasında çok 

kritik görevi olduğunu ortaya koymuştur. EKLF bu süreçte; 

 Direkt  β-globin geni aktivasyonu yaparken (promoter bölgedeki 

"CCACACCCT" yapısı üzerinden) (33-37), 

 BCL11A (B-Cell CLL/Lymphoma 11A) regülasyonu ile indirekt 

olarak  γ-globin geni ekspresyonunu represe etmektedir (Şekil 1.7) 

(30,38). 

 

   

 

BCL11A; 2007-2008 yıllarında yapılan GWAS (Genome-wide association 

study) çalışmaları sonrasında keşfedilmiş major fetal globin repressörüdür (39-

41). 2016 yılında ise ZBTB7A (Zinc Finger and BTB Domain-Containing Protein 

7A) adı verilen ikinci bir fetal globin repressörü olduğu keşfedilmiştir (42). KLF1; 

her iki fetal globin repressörü expresyonunun regülasyonunda rol alan 

Şekil 1.7. KLF1'in "globin switch"deki rolü-Siatecka ve ark. (30)'ndan alınmıştır.    
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transkripsiyon faktörü olduğundan ontogenik gelişimde çok önemli rol 

üstlenmektedir (43,44). 

KLF1 geni 19. kromozom kısa kolunda (19p13.13) lokalizedir ve üç 

ekzondan oluşmaktadır (Şekil 1.8). 362 aminoasitlik hematopoietik-spesifik 

transkripsiyon faktörü rolü üstlenen bir çinko parmak proteini sentezlemektedir 

(45). 

KLF1/EKLF proteini yapısında iki fonksiyonel domain ile üç adet çinko 

parmak barındırmaktadır (Şekil 1.8). Domainlerden birisi prolince-zengin 

aminoterminal transaktivasyon domainini oluşturur (diğer transkripsiyon 

faktörlerinin kendi üzerine bağlanabilecekleri bir alan yaratırlar) iken; diğeri, 

eritroid genlerin regülatuar bölgelerinde kendisinin bağlanabileceği motifleri ayırt 

edebilen karboksi terminal domainini oluşturur (çinko parmaklar bu domain 

bünyesindedir) (46).     

 

 

  

 

KLF1 genindeki mutasyonlar; konjenital diseritropoetik anemi, In(Lu) 

fenotipi kan hastalığı, HbF herediter persistansı gibi birtakım farklı fenotiplerle 

ilişkilendirilmiştir (Tablo 1.2) (30). Ayrıca son zamanlardaki çalışmalarda gendeki 

bazı mutasyonların borderline HbA2 seviyeleri oluşturduğu ve talasemi minöre 

sebep olduğundan da bahsedilmektedir (48-58). Bu zamana kadar KLF1 geninde 

Şekil 1.8. KLF1 geni ve eksprese ettiği KLF1 proteininin fonksiyonel kısımları-

Cao (47)'dan alınmıştır.    
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65'in üzerinde varyasyon tanımlanmıştır (59).  

 

 

  

Talasemi hastalarında "Güncel gen manipülasyon yöntemleri ile KLF1 

geninde in-vivo oluşturulabilecek bir mutasyon; hastada HbF seviyesinin 

yükselmesini sağlayarak kliniği hafifletebilir mi?" hipotezi üzerinde de çalışmalar 

sürmektedir (43,60-67). 

Türkiye'de 1993 yılında talasemi ve anormal hemoglobinleri önleme adına 

3960 sayılı Kalıtsal Kan Hastalıkları ile Mücadele Kanunu yayınlanmış, 

sonrasında Antakya, Mersin, Antalya, İzmir ve Muğla'da merkezler kurulmuş; 

evlilik öncesi çiftlere talasemi ve hemoglobinopati taraması zorunlu hale 

getirilmiştir. 2000 yılında kurulan Ulusal Hemoglobinopati Konseyi (UHK) ile 

Tablo 1.2. EKLF geni mutasyonları ile ilişkili hematolojik bozukluklar-Siatecka ve 

ark. (30)'ndan alınmıştır.      
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çalışmalar hız kazanmış; Sağlık Bakanlığı ve UHK tarafından belirlenen 33 ilde 

Hemoglobinopati Önleme Programı başlatılmıştır. Sağlık Bakanlığı verilerine 

göre, 2003 yılında evlilik öncesi çiftlerin %30’u taranmış iken, 2008 yılında %81’i 

taranmış; 2003 yılında yeni hasta çocuk doğum sayısı yaklaşık 400 civarında 

iken, 2008 yılında 31’e düşmüştür (68). 

"HbF veya HbA2 anormalliği olan bireylerde Kruppel-like factor 1 ve 

Hemoglobin subunit delta genlerindeki mutasyonların genotip-fenotip 

ilişkisinin incelenmesi" araştırmasıyla HPLC elektroforetik yöntemi ile 

hemoglobin elektroforezinde HbF yüksekliği (>%2) veya normalin dışındaki bir 

seviyede HbA2 değeri saptanan bireylerin KLF1 ve HBD genlerindeki 

mutasyonlarının ve kliniğe etkilerinin olup olmadığı araştırılmış; bu genlerin olası 

bir rolünün olup olmadığının ortaya konması amaçlanmıştır. 

Rutin pratikte; evlilik öncesi başvuruda bulunup klinik şikayeti olmayan ve 

yapılan tetkiklerde herhangi bir hematolojik bulgu (anemi, mikrositozis, hipokromi, 

kırmızı kan hücre sayısında artış gibi) saptanmayan ancak Hb elektroforezinde 

HbF yüksekliği ve/veya HbA2 düşüklüğü ya da yüksekliği olması sebebiyle ileri 

değerlendirme gereken pek çok olgu ile karşılaşılmaktadır. Dolayısıyla hedef 

genler olan KLF1 ve HBD genlerindeki olası mutasyonların tespiti ile HbF ve/veya 

HbA2 seviyelerindeki değişikliklerin belki de etyolojik sebebi açıklanabileceğinden 

kişilere genetik danışmanlık doğru bir şekilde verilebilecektir. Talasemi taşıyıcısı 

olduğu halde bunu HbA2 ve HbF değerleri normal aralıkta saptandığı için 

bilmeyen, dolayısıyla yanlış klinik değerlendirmelere maruz kalanlara doğru 

genetik tanı konabilecek; talasemi hastalığı gibi, etkilenen bireylerde tedavisi zor 

ve maliyeti yüksek, taşıyıcıların saptanması ve doğum öncesi tanı 

konulabilmesiyle engellenebilen önemli bir halk sağlığı sorunu da daha etkin bir 

şekilde kontrol altında tutulabilecektir (69-71).  

Türkiye'de, bilindiği kadarıyla, araştırmamızın hedef genleri olan KLF1 ve 

HBD üzerinde sınırlı sayıda araştırma bulunmaktadır (72,74-78).  
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2.GENEL BİLGİLER 

 2.1.Hemoglobin tanım, tarihçe ve biyokimyasal yapısı 

Hemoglobin; hem+globin subunitlerinden oluşmuş, insandaki "hem" 

biyomolekülünü içeren major iki proteinden birisidir (diğeri myoglobin). 

Hemoglobin ve myoglobin yapılarındaki hem yapısı sayesinde "kırmızı proteinler" 

olarak da anılmaktadırlar (79). Hemoglobinin 3 boyutlu yapısı ilk kez, 1959 yılında 

Max Perutz ve arkadaşları tarafından X-ray kristalografi kullanılarak gösterilmiştir 

(80). 

Hemoproteinlerin yapısını oluşturan hem molekülü; porfirin+ferröz demir 

iyonu (Fe+2) kompleksinden ibarettir. Porfirin halkası; süksinil-COA ile glisin 

aminoasidinin ilk basamakta enzimatik reaksiyonu sonrası birbirini takip eden 6 

biyokimyasal basamak nihayetinde oluşur. Son aşamada Fe+2 iyonu porfirin 

halkasının santralinde bulunan nitrojen (N) atomlarına bağlanarak "hem" yapısını 

oluşturur (79). Demir iyonu toplamda altı adet iyonik bağ yapabilir. Dördünü 

bahsedilen nitrojen iyonları ile yaparken geriye kalan ikisinin birini globin 

polipeptidinin "proksimal histidin [His92(F8)]" adı verilen histidin aminoasidi ile 

direkt; diğerini ise oksijen (O2) molekülü ile yapmaktadır. Yine globin zincirinde 

bulunan "distal histidin [His63(E7)]"  O2 ile ferröz demir iyonunun (Fe+2) 

stabilizasyonunu sağlamaktadır (81). Globin yapısının 42. sırasında bulunan 

"fenilalanin" aminoasidi ise (Phe42) hem biyomolekülünün "cep"ini oluşturup 

sınırlarını belirlemektedir (Şekil 2.1). 
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Hemoglobin molekülünün protein kısmı iki dimerik polipeptid zincirinin non-

kovalent bağ ile birleşmesiyle (tetramerik form) oluşmaktadır. Dimer yapısında; 

α-globin ya da α-benzeri-globin (ζ=zeta) yapıdaki zincir ile β-globin ya da β-

benzeri-globin (ε=epsilon, γ=gama ve δ=delta) yapıdaki zincir bulunmaktadır. Her 

bir protein zinciri hem molekülünü prostetik grup olarak bünyesinde 

barındırmaktadır; dolayısıyla tetramerik bir protein olan hemoglobinin yapısında 

dört adet hem molekülü vardır. α-globin zincirinde yedi adet alfa-helikal yapı 

mevcut iken (kısa D-heliksi bulunmaz), β-globin zinciri sekiz alfa-helikal yapıdan 

oluşmaktadır. α-globin polipeptidi 141 aminoasit; β-globin polipeptidi ise 146 

aminoasit yapıdadır. Her ne kadar α ile β subunitlerinin aminoasit dizilimleri 

birbirlerinden oldukça farklı olsa da, üç boyutlu uzaysal yapıları birbirine oldukça 

benzemektedir (83,84). α- ve β-globin zincirlerinin primer aminoasit yapıları Şekil 

2.2’dedir.

Şekil 2.1. Hemoglobin proteinin moleküler yapısı-Nussbaum ve ark. (82)'ndan 

alınmıştır.  

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B6#Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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Şekil 2.2. α- ve β-globin zincirlerinin karşılaştırılması 
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Hemoglobin protein ailesinin tanımlanmış bazı alt tipleri mevcuttur. 

Bunların içindeki Hemoglobin A (HbA); yetişkinlerdeki major hemoglobin türüdür 

(yetişkinlerdeki total hemoglobin fraksiyonunun yaklaşık %95-%98'ini 

oluşturmaktadır). Yapısında "αβ-polipeptid zincirinin" dimerini bulundurmaktadır. 

Diğer hemoglobin türlerinden Hemoglobin F (HbF); fetüs ve yenidoğanların (total 

hemoglobinin %80'lik kısmını oluşturabilir) major hemoglobin türüdür, yetişkin 

hemoglobini (HbA) senteziyle zamanla seviyesi düşmektedir (yetişkinlerdeki total 

hemoglobin fraksiyonunun en fazla %2'sini oluşturur). Yapısını "αγ-dimeri" 

oluşturmaktadır. Hemoglobin A2 (HbA2) total hemoglobin fraksiyonunun küçük bir 

bölümünü oluşturur (%2-3) ve yapısında "αδ dimeri" bulunmaktadır. 

Embriyo, fetüs, çocukluk ve yetişkin dönemlerde görülen genel olarak altı 

tip hemoglobin vardır (Tablo 2.1). 

 

         

        Hb tipi          Yapısı                  Özelliği  

        Gower-1         ζ2ε2        İlk üretilen hemoglobin. Major embriyonik Hb'sidir. 

        Gower-2         α2ε2           Embriyonel dönem hemoglobinidir. 

        Portland          ζ2γ2           Embriyonel dönem hemoglobinidir. 

        Fetal (F)          α2γ2      Fetüs ve yenidoğanlarda major hemoglobin türüdür. 

        Hb A               α2β2      Major erişkin hemoglobin fraksiyonudur. 

        Hb A2              α2δ2      Postnatal olarak saptanabilir. 

 

 

 2.2.Globin genlerinin organizasyonu  

α- ya da α-benzeri-globin ile β- ya da β-benzeri-globin subunitlerini 

kodlayan genler, iki birbirinden bağımsız gen ailesi (kümesi) tarafından farklı iki 

kromozom üzerinde kodlanmaktadır. α-globin zincirlerini α-gen kümesi; 16. 

Tablo 2.1. Gelişimsel süreçte saptanan hemoglobin tipleri. 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B5#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B5#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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kromozom üzerindeki iki gen (α1(HBA1) ve α2(HBA2) genleri) aracılığıyla 

sentezlemektedir (HBA1:Hemoglobin Alfa Lokus-1; HBA2: Hemoglobin Alfa 

Lokus-2). Dolayısıyla α-globin polipeptidlerini her iki allelde kodlayan toplamda 

dört kopya gen bulunmaktadır. α-gen kümesi; bu iki genin yanında embriyonik 

dönemdeki hemoglobinin (Hemoglobin Gower-1 ve Hemoglobin Gower-2) α-

benzeri-globin zincirlerini sentezleyen zeta (ζ) geni(HBZ) ile eksprese olmayan, 

psödogen olarak bulunan birtakım globin benzeri genleri de yapısında 

bulundurmaktadır. Her ne kadar α1- ve α2-globin genleri birbirlerinin neredeyse 

homoloğu olsalar da (farklılık az oranda bu genlerin 5’ ve intronik bölgelerinden, 

daha çok ise 3’ bölgelerindeki sekans dizisinden kaynaklanmaktadır (14)) yapılan 

ekspresyon çalışmalarında; α2-globin geninin α1-globin genine göre hem fetal 

hem de yetişkin hücrelerde 2,6 kat daha fazla eksprese olduğu gösterilmiştir (85). 

Dolayısıyla α2-globin geninde ortaya çıkan bir mutasyonun fenotipik etkisi α1-

globindekine göre daha belirgin olmaktadır (86).  

β-globin zincir sentezi 11 nolu kromozomda bulunan tek bir gen tarafından 

kodlanmaktadır (HBB geni). Bunun haricinde β-gen kümesinin üyesi olan dört 

farklı β-benzeri gen daha mevcuttur; epsilon (ε) geni(HBE1), iki adet gamma (Gγ 

ve Aγ) geni(HBG1 ve HBG2) ve delta (δ) geni(HBD). β-gen ailesinin ortak bir 

atasal genden "gen duplikasyonu ve non-allelik gen konversiyonu" yoluyla, 

sekans homolojilerini koruyarak farklılaştığı düşünülmektedir (87-89). β- ile δ-

globin yapılarının 146 aminoasitten sadece 10 aminoasidinin farklı olması bu 

evrimsel süreci doğrulamaktadır (Şekil 2.3). 

 

  

Şekil 2.3. β- ile δ-globin genlerinin birbirlerinden farklı kodladığı aminoasitler-

Spritz ve ark. (17)'ndan alınmıştır.  

 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B5#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek


16 

2.3.Globin genlerinin gelişimsel süreçte ekspresyon özellikleri ve  

           "globin switching" 

α- ve β-gen kümelerini oluşturan genlerin gelişimsel sürece uygun bir 

sırada, benzer transkripsiyonel oryantasyonda bulunduğu gözlenmektedir. Farklı 

bir globin polipeptidi zincir sentezi; o dönemdeki etkin eritropoez merkezinin 

değişmesi ile başlamaktadır. İlk hemoglobin yapıları olan "embriyonik 

hemoglobinler" (Hb Gower-1, Hb Gower-2, Hb Portland) konsepsiyon ve sonrası 

ilk 8 haftada, yolk sak tarafından üretilmektedir. Embriyonik dönemin beşinci 

haftası ile birlikte hematopoezin fetal karaciğere geçmeye başlamasıyla Hb F 

sentezi artmaya başlar ve fetal dönemde major olarak HbF üretimi devam eder. 

Hematopoezin asıl yeri olan kemik iliğinin son olarak devreye girmesiyle, 

gebeliğin 8.ayı ile birlikte HbA sentezi başlar ve zamanla HbF'in yerini alır. 

Bahsedilen globin genlerinin ekspresyonunun gelişimsel sürece göre 

değişmelerine "globin switching" süreci de denilmektedir (90) [(Şekil 2.4), (Şekil 

2.5)]. 

 

 

Şekil 2.4. Gelişimsel aşamada hemoglobin sentezi   
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β-globin sentez eksikliğine neden olan mutasyonlar nedeniyle β-talasemi 

hastalığı vb. gibi durumlarda, kemik iliği sentezleyemediği β-zincirinin yerine β-

benzeri-globinleri (özellikle γ-globin; sonucunda HbF oluşur) sentezleme 

strajesini uygulayarak bu hastalıkların klinik etkilerini azaltmaya ve kompanse 

etmeye çalışır. Çünkü HbF molekülü; HbA eksikliğinde ya da yokluğunda efektif 

bir oksijen molekülü taşıyıcısıdır. HbF'nin oksijene afinitesi HbA'dan yüksektir. 

Güncel tedavi yaklaşımlarında, β-globin sentez defektinde kullanılan 

farmasötiklerin bir kısmının amacı da işte bu yüzden HbF seviyesinin 

yükselmesini sağlamaya çalışmaktır (örneğin hidroksiüre). 

 2.4.Gelişimsel süreçte β-Gen ailesi genleri ekspresyonunun  

           regülasyonu- Lokus kontrol bölgesi 

β-gen kümesinin yaklaşık 6-kb upstream bölgesinde; ortalama 20-kb'lik 

uzanım gösteren "lokus kontrol bölgesi" (LCR, Locus Control Region) adı verilen 

bir alan bulunmaktadır (Şekil 2.6). Lokus kontrol bölgesi; eritroid hücrelerde beş 

Şekil 2.5. "Globin switching" süreci 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
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adet kromatin konfigürasyonuna açık hipersensitif bölge içermektedir (84,91). Bu 

konfigürasyon sayesinde transkripsiyon faktörlerinin β-globin genlerinin 

ekspresyonuna aracılık eden regülatuar elemanlarına bağlanmaları 

sağlanmaktadır. Lokus kontrol bölgesi ve beraberindeki DNA'ya bağlanan 

proteinler, β-gen ailesi genleri ile kompleks yaparak "aktif kromatin merkezi" 

yapısını oluştururlar. Aktif kromatin merkezi ile hangi β-gen ailesi geni ilişki 

içindeyse o genin ekspresyonu gerçekleşmektedir. Gelişimsel süreçte aktif 

kromatin merkezi ilk zamanlarda proksimalde yer alan ε-globin geni ile kompleks 

halinde iken; büyüme ve gelişme devam ettikçe kompleks yapı daha distaldeki 

globin genleriyle (δ- ve β-globin genleri) olmaktadır.  

Lokus kontrol bölgesinin kaybı (delesyonu), β-gen kümesinin bütün genleri 

intakt durumda olsalar bile, β- ya da β-benzeri-globin subunitlerinin 

sentezlenememesine yol açar; bu duruma "εγδβ-talasemi hastalığı" 

denilmektedir. 

 

 

 

 

 

  

 2.5.Hemoglobinopatiler 

Hemoglobin bozuklukları (hemoglobinopatiler olarak da 

adlandırılmaktadır) tek gen hastalıklarının en sık görülenidir. Dünya Sağlık 

Örgütü (DSÖ); dünya nüfusunun %5'inden fazlasının klinik olarak önem arz eden 

hemoglobinopatilerin genetik olarak taşıyıcısı olduğunu öngörmektedir. Herediter 

hemoglobin bozuklukları üç ana alt dalda sınıflandırılır ancak bazı klinik durumlar 

Şekil 2.6. Lokus kontrol bölgesi lokalizasyonu-Nussbaum ve ark. (84)'ndan 

alınmıştır. 

 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B5#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B5#Ancient_Greek
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her iki alt dalın özelliğini birlikte gösterebilmektedir; 

       1. Yapısal varyantlar: Globin polipeptid zincirindeki aminoasit 

dizisinin değiştiği, dolayısıyla hemoglobinin fonksiyonunda (oksijen transportu, 

stabilitesinde azalma vb.) değişikliklere neden olan varyantlardır. Örneğin; "Orak 

hücre hastalığı"nda gerçekleşen mutasyondan dolayı eritrositlerin hem kandaki 

çözünürlükleri azalır, hem de bikonkav yapıları oraklaşmaya başlayarak vücudun 

farklı bölgelerinde birikime neden olur (ağrılı krizler oluşur). 

       2. Talasemiler: Globin zincir sentezinin azalmasıyla ilişkili 

hastalıklardır (α-talasemi, β-talasemi gibi). Klinik; dimer yapısını oluşturan iki 

farklı globininin birbirine oranının ne kadar saptığı ile ilişkilidir. 

       3. Herediter Fetal Hemoglobin (HbF) Persistansı: Perinatal 

dönemdeki γ-globin'den β-globin sentezine geçiş aşamasında ortaya çıkan, 

oluşan moleküler düzeydeki bir defekt sebebiyle HbF üretiminin yüksek 

seviyelerde devam etmesiyle karakterize, genellikle benign klinik tablolarla 

karşımıza çıkan bir hastalık grubudur.  

 

 2.5.1.Hemoglobin yapısal varyantları 

Varyant hemoglobinlerin çoğu, polipeptid yapısını kodlayan globin 

genlerinin birindeki nokta mutasyonlar sonucunda oluşmaktadır. Günümüzde 

1000'in üzerinde "anormal hemoglobin" tanımlanmıştır (92). Hemoglobin yapısal 

varyantları klinik fenotiplerine göre 3 sınıfa ayrılabilir; 

                 1) Hemolitik anemi tablosu yaratan varyantlar  

Hemoglobin S (HbS), Hemoglobin C (HbC), Hemoglobin Hammersmith 

(Hb Hammersmith) gibi (hemoglobin tetramer yapısının stabilitesi azalır). 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
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                 2) Oksijen transportunu değiştiren varyantlar  

Methemoglobinler (Hemoglobin Hyde Park (Hb Hyde Park); β-zincir 

methemoglobin örneğidir), Hemoglobin Kempsey (Hb Kempsey) gibi 

(hemoglobinin oksijene afinitesi artar ya da azalır, methemoglobin oluşur, 

reversibl oksijenizasyon özelliği kaybolur). 

                 3) Globin sentezinde azalmaya neden olan kodlayıcı 

bölgelerdeki mutasyonlar  

Hemoglobin E (HbE) gibi (bu mutasyonların çoğu, mRNA ya da kodlanan 

proteinin seviyesini etkileyen diğer biyomoleküllerin sentezlenme hızlarını 

etkiler).  

 

 

           2.5.2.Anormal hemoglobin örnekleri 

HbS: β-globin zincirinin altıncı kodonunda bulunan adenin bazının nokta 

mutasyonu sonrası timin olması; glutamik asit yerine valinin kodlanması sonucu 

oluşur (GAG     GTG: Glu6Val). Bu mutasyonun her iki allelde de bulunması 

(homozigotluk) durumuna "orak hücre hastalığı" adı verilmektedir. Orak hücre 

hastalığı; düşük oksijen basıncı oluşan koşullarda kırmızı kan hücrelerinin 

şekillerinin oraklaşmaya başlaması ile karakterize, ciddi klinik sonuçları olabilen 

otozomal resesif kalıtılan bir hastalıktır. Mutasyonu tek allellerinde taşıyan 

(heterozigotluk) bireylere "orak hücre taşıyıcısı" denilmektedir. Taşıyıcılar klinik 

olarak genellikle normaldirler. Ancak in-vitro yapılan çalışmalarda oksijen 

basıncının oldukça düşük olduğu ortamlarda taşıyıcıların kırmızı kan hücrelerinin 

de oraklaşmaya başladığı gösterilmiştir. Taşıyıcı bireylerin bu durumda olması in-

vivo pek beklenmez ancak uçak yolculuğu yaparken türbülans sonrası kabin 

basıncının düştüğü yüksek irtifa uçuşlarında ya da atletizm yarışmalarında 

kendilerini aşırı eforla zorlayan orak hücre taşıyıcısı bireyler splenik enfarkt 

açısından risk altındadırlar.  

Yenidoğanların %25'inde orak hücre allelinin (βS) heterozigotluğu 

görülebilmektedir. 
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HbC: Aynı HbS'de olduğu gibi β-globin zincirinin altıncı kodonunda nokta 

mutasyon sonrası glutamat aminoasidinin değişimi sonucu oluşur. Ancak burdaki 

değişiklik bu sefer lizin aminoasidi oluşmasına neden olur. Homozigot olarak 

HbC'yi yapılarında bulunduran bireylere "Hemoglobin C hastası" denilmektedir. 

Bu kişilerde, klinik olarak orak hücre hastalığından daha hafif seyirli olan, kronik 

hemolitik anemi gözlenir. Hastaların genelde enfarkt atakları geçirmeleri 

beklenmez ve dolayısıyla tedaviye ihtiyaçları da oluşmaz.  

Bazı β-globin zincirlerinin orak hücre mutasyonunu, geriye kalan β-globin 

zincirlerinin ise HbC mutasyonunu taşıdığı (bileşik heterozigotluk) "Hemoglobin 

SC hastalığı" olarak isimlendirilen ayrı bir klinik durum mevcuttur. Hastaların, 

orak hücre hastalarına oranla hemoglobin seviyeleri daha yüksektir. Tanı; orak 

hücre hastalığında olduğu gibi çocukluk çağında ağrılı kriz genellikle görülmediği 

için gecikir. Hastalar genellikle herhangi bir ameliyat ya da doğum eylemi 

sonrasında gelişen ve ölümcül olabilen enfarktif krizler ile tanı alabilmektedir. 

 HbE: Özellikle Güneydoğu Asya'da yüksek oranda görülen (1 milyon 

kişinin homozigot, 30 milyon kişinin heterozigot olarak HbE taşıdığı 

öngörülmektedir) β-globin zincirinin 26. sırasındaki glutamatın nokta mutasyon 

sonrası (GAG    AAG) lizin aminoasidi şeklinde kodlanması ile oluşan varyant 

hemoglobinlerden birisidir. HbE; "alternatif splicing bölgesi" aktivasyonu yaparak 

normal splicing bölgesi ile yarışmalı inhibisyona sebep olur. Alternatif splicing 

yolağının kullanımı ile her ne kadar RNA'nın yine de çoğunluğu normal 

bölgesinde splicing'e uğrasa da (%60 normal yolak, %40 alternatif yolak 

kullanılır), β-globin zinciri üretimi azalır. 

HbE yapısını homozigot olarak taşıyanlar bile hafif anemik ya da 

asemptomatiktirler; ancak bu yapıyı başka bir β-talasemi oluşturabilecek 

mutasyon ile birlikte taşıyanlarda (bileşik heterozigotluk durumu), taşınan 

mutasyonun β-talasemi oluşturma ağırlığına göre anormal klinik fenotipler 

görülebilmektedir.       
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Hb Hammersmith: Mutasyon sonucu β-globin zincirinin 42. sırasında 

bulunan fenilalaninin yerine serin aminoasidinin kodlanması ile oluşur. 'Hem' 

biyomolekülünün "cep" yapısını oluşturup, sınırlarını belirleyen fenilalaninin 

(Phe42) serin aminoasidi ile yer değiştirmesi sonucu serin aminoasidinin daha 

küçük yan zincir rezidülerinin olması nedeniyle yapısal bir boşluk oluşur ve hem 

molekülü bu cebi terkeder. Bunun sonucunda Hb Hammersmith hem stabilitesini 

kaybeder hem de oksijene afinitesi azalır; dolayısıyla heterozigot bireyler siyanoz 

tablosu ile prezente olurlar.   

HbD: HbS ve HbC'den sonra en sık görülen hemoglobin varyantlarından 

birisidir. HbD-Punjab (ya da diğer adıyla HbD-Los Angeles); toplumda HbD 

yapısının en fazla görüldüğü alt tiptir. β-globin geninin 121. sırasında glutamik 

asidi kodlayan kodonun nokta mutasyonu sonucu glutamin aminoasidini 

kodlamasıdır (HBB:c.364G>C, p.Glu121Gln). Bunun haricinde HbD yapısı 

oluşturan yedi farklı alt tip daha mevcuttur; HbD-Agri (HBB:c.29C>A), HbD-

Bushman (HBB:c.49G>C), HbD-Ouled Rabah (HBB:c.60C>A ya da c.60C>G), 

HbD-Iran (HBB:c.67G>C), HbD-Granada (HBB:c.68A>T), HbD-Ibadan 

(HBB:c.263C>A), HbD-Neath (HBB:c.365A>C). 

HbO-Arab: HbD yapısından farklı olarak β-globin zincirinin 121. 

sırasındaki glutamatın lizin aminoasidi şeklinde kodlanması sonucu oluşan 

varyant hemoglobindir (HBB:c.364G>A, p.Glu121Lys). Heterozigot olarak HbO-

Arab yapısı taşıyanlarda (HbO-Arab taşıyıcıları) herhangi bir klinik bulgu 

gözlenmez. Homozigot olanlar ise literatürde pek bildirilmemiştir ancak hafif 

hemolitik anemi ve splenomegali görülebilmektedir. HbO-Arab taşıyıcılarında, 

HbE'yi heterozigot taşıyanlarda da olduğu gibi, klinik prezentasyon ciddi hemoliz 

bulguları, ciddi mikrositozis bulgularını gösteriyor ise bu olgularda mutlaka diğer 

allel başka bir mutasyon varlığı açısından değerlendirilmelidir.  

Methemoglobinler: Hemoglobinin oksijen transport fonksiyonunu 

değiştiren mutasyonlar sonucu oluşmaktadır. Hemoglobin yapısında bulunan 



23 

hem biyomolekülü ferröz demir(Fe+2) ile kompleks yapmıştır. Bu yapı sayesinde 

hemoglobinler reversibl oksijenasyon yapabilmektedir. Ferröz demir iyonu 

spontan olarak oksidasyona uğrama eğilimindedir; bunun sonucunda ferrik form 

(Fe+3) oluşur. Yapısında ferrik formda demir iyonu bulunduran hemoglobinlere 

methemoglobinler denir. Methemoglobinler reversibl oksijenasyon yapamazlar. 

Kandaki seviyeleri yükseldikçe siyanoz tablosu ortaya çıkmaktadır. Ferrik 

formdaki demir iyonunun (Fe+3) tekrar ferröz forma indirgenmesini 

"methemoglobin redüktaz" enzimi sağlamaktadır. Hem biyomolekülünü içerisinde 

barındıran "cep" yapısındaki değişikliklere neden olan α- ya da β-mutant globin 

varlığında hem-globin bağı etkilenir ve sonucunda demir iyonu methemoglobin 

redüktaz enzimine dirençli hale gelir. Methemoglobin oluşturacak mutasyonu 

heterozigot olarak taşıyanlar siyanotik görünümde olsalar da genellikle 

asemptomatiktirler. Fakat mutasyonu homozigot olarak taşıyanlarda klinik tablo 

ölümcüldür. β-zincir methemoglobin örneklerinden birisi "Hb Hyde Park"tır. Bu 

hemoglobin yapısında hem biyomolekülüne bağlanan histidin (His92) yerine 

tirozin aminoasidi bulunmaktadır.  

Hb Kempsey: β-globin zincirinin 99. sırasındaki aspartik asidin asparajin 

aminoasidi şeklinde kodlanması sonucu oluşan; hemoglobinin oksijene 

afinitesinin artmasına neden olan varyant hemoglobindir. Oksijen afinitesi artmış 

olan hemoglobin ise oksijen molekülünü yapısından kolaylıkla bırakmaz, 

dokulara daha az oksijen sunar; bunun sonucunda polisitemi tablosu 

kaçınılmazdır. 

Hb Constant Spring: α2-globin geninde stop kodon oluşturan bir 

mutasyon sonucu oluşan anormal hemoglobinlerden birisidir. Daha çok 

Güneydoğu Asya ve Çin'de görülmektedir. α-talaseminin nondelesyonel 

mutasyonları arasında en sık görülen formudur.  

HbG-Philedelphia: α2-globin geninin 68. sırasındaki lizin aminoasidinin 

nokta mutasyon sonrası asparajin şeklinde kodlanması ile oluşan α-globin 
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varyantlarından birisidir. HbG-Philedelphia yapısı bazı bireylerde delesyonel α-

talasemi mutasyonu ile birliktelik gösterebilmektedir. Dolayısıyla HbG-

Philedelphia saptanan bireyler klinik olarak değerlendirilmeli, dört kopya halinde 

bulunan α-globin genlerinin delesyon açısından da analiz edilmeleri 

gerekmektedir (93). 

Hb Lepore: α-globin zincir yapısı normal olmasına rağmen diğer globin 

zincirinin δ- ve β-globin genlerinin homolog olmayan eşleşmesi ve dengesiz 

crossing-over'ı sonrası oluşmuş bileşik δ-β geninin hibrit globin zinciri eksprese 

ettiği yapısal hemoglobin varyantıdır. Sentezlenen proteinin N-terminalini δ-

globin geni eksprese ederken, C-terminalini β-globin geni eksprese eder. 5' ve 3' 

uçtaki δ- ve β-globin genlerinin kırık noktalarına göre pek çok Hb Lepore 

tanımlanmıştır.  

En çok bilinen üç Hb Lepore; 

                Hb Lepore-Hollandia               5'-δ22/ β50-3' 

                Hb Lepore-Baltimore               5'-δ50/ β86-3' 

                Hb Lepore-Baston                   5'-δ87/ β116-3' dır (Şekil 2.7). 

 

 

 

  

 

Şekil 2.7. Hb Lepore yapısı örnekleri-Kaushansky ve ark. (94)'ndan alınmıştır. 

 

 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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 2.5.3.Alfa talasemiler 

α-globin zinciri sentezini azaltan ya da engelleyen defektler "α-talasemi" 

denilen klinik tabloya neden olurlar. α-globin genleri 16. kromozom üzerinde dört 

kopya halinde bulunduğu için α-globin zincir eksikliklerinin farklı seviyeleri 

mevcuttur. Dört genden bir tanesi defektif ise bu duruma " α-talaseminin sessiz 

taşıyıcılığı" denmektedir; çünkü bireylerde herhangi bir klinik prezentasyon ya da 

hastalık gözlenmez. Eğer dört genden ikisinde defekt var ise bu durum "α-

talasemi taşıyıcılığı (trait)" olarak isimlendirilmektedir. Üç defektif α-globin genine 

sahip olanlarda "Hemoglobin H" hastalığı oluşmaktadır. Bu hastalıkta şiddeti 

hafiften ciddi seviyelere kadar varabilen spektrumda hemolitik anemi 

gözlemlenmektedir. Tüm α-globin genleri defekte uğradığında ise bu durum 

"hidrops fetalis"e neden olur (Şekil 2.8). Gelişimsel aşamada, α-globine rağmen 

diğer tarafta ilk olarak γ- sonra ise β-globin zincirlerinin üretimi devam eder ve α-

globin ile bu globinler tetramer yapısı oluşturamadıkça kendileri tetramer yapısı 

yaparlar; sonuçta Hb Barts(γ4) veya HbH(β4) tetramerleri oluşur. Her ne kadar bu 

tetramerler çökelmeyip suda çözünür durumda olsalar da hem-hem etkileşimi 

göstermezler, oluşan tetramerlerin oksijen afiniteleri oldukça yüksektir; bu durum 

da oksijen kullanımını oldukça azaltır. HbF fetal dönemin major hemoglobin 

yapısı olduğundan dört α-globin geninin de defektif olması yaşamla bağdaşmaz 

ve fetal kayıp "hidrops fetalis" şeklinde olmaktadır. 

 

               
Şekil 2.8. α-talasemi genotipik prezentasyonu 

 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B3#Ancient_Greek
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 2.5.4.Beta talasemiler 

α-globin zinciri sentezi normal iken β-globin zincir sentezi azalmış ya da 

yoktur. α-globin zincirleri β-globin zincirleri gibi kendi kendilerine tetramer yapısı 

oluşturamazlar; dolayısıyla α-globin tetramerleri kanda presipitat formda kalırlar. 

Bu durum olgun kırmızı kan hücresi üretilemeden hücrelerin erken hücre 

ölümüne yönlendirilmelerine sebep olur. 11. kromozomların her biri üzerinde 

yalnızca tek bir β-globin geni bulunduğundan α-talasemilerden farklı olarak β-

talasemide iki klinik form oluşur; 

 Eğer β-globin genlerinden yalnızca bir tanesi defektif ise bu duruma 

"β-talasemi taşıyıcılığı (trait, minör)" denilmektedir.  

 Her iki alleldeki β-globin geni defektinde ise " β-talasemi hastalığı 

(major)" kliniği oluşur. β-talasemi majorde klinik bulgular genellikle 

doğumdan sonra altıncı ay ile birlikte başlamaktadır. Çünkü β-

globin genleri geç dönem fetal gestasyona kadar eksprese 

olmazlar. β-talasemi majorlu hastalar kan transfüzyonuna ihtiyaç 

duyarlar. Kan transfüzyonu aslında β-talasemili hastalarda hayat 

kurtarıcıdır ancak yan etkisi olan "hemosiderozis" nedeniyle 

hastalar ileriki yaşlarda hayatlarını kaybetmektedirler.  

β-talasemide bazı mutasyonlar β-globin sentezini azaltırken (β+), bazı 

mutasyonlar sentezini tamamen durdururlar (β0). Sentezin az da olsa olması (β+) 

prognozun diğer forma göre (β0) daha iyi olacağını göstermektedir.    

 

                       

Şekil 2.9. α- ve β-talasemi klinik formları-Patrinos ve ark. (95)'ndan alınmıştır. 
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α-talaseminin genetik etiyolosinde delesyonel mutasyonlar yaklaşık 

%80'lik kısmı oluşturur iken; β-talasemide genetik etyolojinin %90'ı nokta 

mutasyonlarca oluşmaktadır (96,97).  

 2.6.Hemoglobin elektroforezi 

Hemoglobin elektroforezi başta talasemi hastalığı, taşıyıcılığı ya da 

anormal hemoglobin varyantları (hemoglobinopati) olasılığının araştırılması 

amacıyla yapılan, hemoglobin türlerinin yük, büyüklük ve topolojik özelliklerine 

göre ayrılmasına olanak veren bir kan testidir.  

           2.6.1.Selüloz asetat ile Hb elektroforezi  

Elektroforez selüloz asetat nedeniyle alkali ortamda gerçekleştirilir (pH: 

8,2-8,6). Bu yöntemle HbA, HbF, Hb S/G/D, Hb A2/C/E/O-Arab bantları tespit 

edilebilir. Hb S/G/D bandı ya da Hb A2/C/E/O-Arab bandı tespit edildiğinde 

ayrımları yapılmalıdır. Sitrat agar veya asidik agaroz jel gibi asit pH'da yürütme 

bu bant yapılarını ayırmada kullanılan yöntemler arasındadır. 

           2.6.2.Sitrat agar veya asidik agaroz jel ile Hb elektroforezi   

Asidik ortamda (pH:6,0-6,2) Hb elektroforezi ile HbS; HbG ve HbD'den 

ayrılabilir. Yine HbC; HbO-Arab ve HbE'den ayrılabilir. HbF tespitinde asidik 

ortamdaki elektroforezler alkali ortamdakilere göre daha sensitiftirler (98). Bu 

metod genellikle selüloz asetat elektroforezi sonrasında saptanan hemoglobin 

varyantlarının konfirmasyonu ve nihai neticelendirilmesi amacıyla yapılmaktadır 

(98,99); ancak yine de HbD-Punjab'ı HbG'den ayırt edememektedir (Şekil 2.10) 

(98).  
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           2.6.3.Yüksek basınçlı ya da yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

           (HPLC)  

Özellikli solüsyonda yüksek basınç altında çözünmüş bileşenlerin katı bir 

destek ortamı (sabit faz) olan küçük kolonlar içerisinde önceden programlanmış 

zaman aralığında değişik etkileşimlere girmesi, sorbent partiküllerden yapılmış 

bu kolonlar içinde değişik hızlarla hareket etmeleri, farklı zamanlarda bileşenlerin 

elüsyonu ile (retansiyon zamanı olarak da isimlendirilmektedir) kolonu terk 

ederek birbirlerinden ayrılması temeline dayanır. Farklı hemoglobin yapılarının 

farklı retansiyon zamanı olduğundan ayrımları bu şekilde sağlanabilmektedir. 

HbA, HbF, HbS, HbC ve HbD'nin farklı retansiyon zamanları olduğundan bu 

Şekil 2.10. Alkali ve asidik ortamda yapılan Hb elektroforezi bant paternleri-

Barrett ve ark. (98)'ndan alınmıştır. 
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hemoglobinler HPLC yönteminde kendi isimleri ile pik verirler. HbA2 ile HbE'nin 

retansiyon zamanları aynıdır; dolayısıyla HbA2-HbE ayrımı mümkün olamayabilir. 

Bu nedenle E/β0-talasemi ile homozigot HbE ayrımı güçleşir (98). E/β0-talasemi 

ile homozigot HbE ayrımında; kapiller zon elektroforezi (HbE varlığında bile HbA2 

seviyesini net olarak saptayabilir), HbF seviyesinin değerlendirilmesi (homozigot 

HbE'de HbF seviyesi kısmen daha düşüktür), HbA2 ile HbF seviyelerinin hesaba 

katıldığı bir takım formüller (EE skoru (7,3xHbA2+HbF; >60 ise E/β0-talasemi, <60 

ise homozigot HbE ya da HbA2>6,0%, MCV<55fL, HbF 5%-15% ise E/β0-

talasemi, HbA2>6,0%, MCV<55fL, HbF <5% ise homozigot HbE ya da 

(6xHbA2+HbF)/MCV; >0,9 ise E/β0-talasemi, <0,9 ise homozigot HbE ) 

kullanılmaktadır (100-105). Ancak yine de kesin tanı genellikle DNA analizi 

sonrasında konulmaktadır.  

HbA2 pikinin %6,5-%14 olduğu durumlarda Hb Lepore yapısının; HbA2 

pikinin %25-30 olduğu durumlarda da HbE taşıyıcılığının olabileceği akılda 

tutulmalıdır. Dolayısıyla koelüsyondan şüphelenilen durumlarda diğer varyant 

yapıyı tespit edebilmek ve HbA2'den ayırabilmek için farklı ikinci bir metod 

kullanılmalıdır (98). HPLC'de HbA2 ile birlikte Hb Lepore ve Hb E haricinde 

yürüyen hemoglobinler; Hb Kenya, HbG-Accra ve Hb Spanish Town'dur.  

 

           
Şekil 2.11. HPLC çalışma prensibi-Scherf-Clavel (106)'dan alınmıştır. 
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           2.6.4.İzoelektrik odaklama (Elektrofokus yöntemi)  

Amfoterik molekülleri (özellikle proteinleri) pH gradientine sahip jel 

ortamında izoelektrik noktalarına(pI) göre elektroforezle ayırma tekniğidir. 

Hemoglobin yapıları elektriksel alanda kendilerine özgü izoelektrik noktalarıyla 

uyumlu pH noktasına göç eder (107,108). Diğer yöntemlerden farkı çok daha 

farklı ve fazla sayıda anormal Hb varyantının ayırt edilebilmesine olanak 

sağlamasıdır. HbF'nin HbA'dan ayrılmasında ve HbS, HbC, HbE, HbD-Punjab ve 

HbO-Arab varyantlarının ayırt edilmesinde güzel sonuçlar vermekle birlikte en 

önemli dezavantajlarından birisi HbA2 seviyesini net olarak saptayamamasıdır 

(98). 

 

 

Şekil 2.12. HPLC yöntemi ile yapılmış hemoglobin elektroforezi örneği 
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           2.6.5.Kapiller zon elektroforezi  

Silika cam kapiller tüpler içerisinde alkali pH elektrolit sayesinde bazik 

koşullarda gerçekleştirilen elektroforez yöntemidir. Yapısında bulunan bir 

dedektöre oldukça yüksek voltaj altında (9800V civarında) hemoglobin 

moleküllerinin kendilerine özgü yük ve hareket özelliklerine göre farklı hızlarda 

göç etmeleri prensibine dayanır. Standart kullanılan elektroforez yöntemlerinde 

ortalama 310-350V kullanılır iken kapiller zon elektroforezinde bu şekilde oldukça 

yüksek voltaj uygulanması hemoglobin varyantlarının fraksiyonlarının 

ayrılmasında daha net rezolüsyon sağlamaktadır (110). 415 nm'de absorpsiyon 

fotometri kullanılarak hemoglobin molekülleri HbA ve HbA2'nin bantlarına göre 

standardize edilmiştir.  

Kapiller elektroforez; HbA, HbF ve HbA2 piklerini oldukça doğru 

ölçebilmekte ve HPLC yönteminin en önemli dezavantajı olan HbA2'yi HbE-Hb-

Şekil 2.13. İzoelektrik odaklama yönteminde hemoglobin yapılarının bant 

paternleri-Torres LdeS ve ark. (109)'ndan alınmıştır. 
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Lepore'den ve HbS'den ayırabilmektedir (111-114). Kapiller zon elektroforezinin 

önemli dezavantajlarından birisi ise HbH tespitinin HPLC yöntemine göre daha 

zor olmasıdır (115). 

Yukarıda bahsedilen dört temel hemoglobin elektroforez yönteminin 

avantaj ve dezavantajları Tablo 2.2'de belirtilmiştir. 

 

 

                

  

 

 

Tablo 2.2. Temel Hb elektroforez yöntemlerinin avantaj ve dezavantajları- 

                        Barrett ve ark. (98)'ndan alınmıştır. 

 

 

CE: Kapiller Elektroforez 
IEF: İzoelektrik Odaklama 
CAE: Selüloz Asetat ile Hb Elektroforezi 
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 2.7.Mutasyon tanımı, tipleri ve yorumlanması 

DNA sekansında oluşan değişimlere “mutasyon” adı verilir. Bu değişim; 

DNA replikasyonu sırasındaki bir hataya bağlı olarak gerçekleşebileceği gibi 

çevresel (UV, sigara, güneş ışığı, radyasyon) etkenler nedeniyle de 

gerçekleşebilir. DNA’da meydana gelebilecek çok sayıda farklı mutasyon vardır; 

1. Küçük Ölçekli Mutasyonlar (Small-Scale Mutations) 

a) Nokta Mutasyon: DNA dizilimindeki tek bir bazın değişimi (sessiz (silent) 

mutasyon, yanlış anlamlı (missense) mutasyon, anlamsız (nonsense) mutasyon).     

 

b) Çerçeve kayması (Frameshift) Mutasyonu: Okuma çerçevesinde 

kaymaya neden (üç ve üçün katları olmayan değişimler sonucu kodonların 

değişmesi) olan ve genellikle beklenen yerin öncesinde stop kodon oluşturarak 

erken zincir sonlanması oluşturan mutasyonlardır. İnsersiyon ya da delesyon 

sonrası oluşabilir.  
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2. Büyük Ölçekli Mutasyonlar (Large-Scale Mutations) 

 a) Delesyon/Duplikasyon mutasyonları (İndels) 

 b) Ters dönme (inversiyon) mutasyonu 

 c) Araya eklenme (İnsersiyon) mutasyonu 

 d) Translokasyon mutasyonu 

 

                 

 

 

2015 yılında Richards ve arkadaşları saptanan herhangi bir mutasyonun 

yorumlanması ile ilgili birtakım kriterler oluşturmuşlardır (Tablo 2.3, Tablo 2.4, 

Tablo 2.5).  
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Tablo 2.3. Patojenik varyant diyebilmek için gerekli kriterler- Richards ve ark. 

(203)'ndan alınmıştır. 

                  alınmıştır. 
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Tablo 2.4. Benign varyant diyebilmek için gerekli kriterler- Richards ve ark.  

                 (203)'ndan alınmıştır. 

                  alınmıştır. 

 

 

 Tablo 2.5. Mutasyonların yorumlanması- Richards ve ark. (203)'ndan alınmıştır. 
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

Araştırma; Mart 2013, bu tarih laboratuvarımızca HBB geninin sanger 

sekans yöntemi ile dizilenmeye başladığı tarihtir, -Ağustos 2018 yılları arası 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Tıp Fakültesi Genetik Tanı ve Tedavi 

Merkezi'ne başvurmuş toplam 566 kişiden; araştırmaya dahil edilme kriterlerini 

karşılayan 80 olgu ve 20 sağlıklı kontrol birey olmak üzere toplam 100 kişiye ait 

retrospektif veriler kullanılarak yürütüldü. Bu bireylere ait hedef KLF1 ve HBD 

genlerinin genotiplenmesi için yine Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Genetik Tanı ve Tedavi Merkezine ait alt yapı olanaklarından 

yararlanılmıştır.  

 3.1.Kişilerin bilgilendirilmesi, aydınlatılmış onam ve etik kurul onayı 

Araştırmaya dahil edilen olgu ve kontrol grubundaki bireyler laboratuvar 

kayıtlarımızdaki iletişim bilgileri kullanılarak polikliniğimize davet edildi. Bu 

araştırma hakkında kendilerine bilgi verildi. Katılma onamı veren bireylerin daha 

önceden HBB geni analizleri için vermiş oldukları biyolojik materyallerin yeterliliği 

kontrol edildi; yeterli olanlardan yeniden periferik kan örneği istenmedi. Yetersiz 

olduğu tespit edilenlerden ise onam formu imzalatılarak tekrardan EDTA'lı 5ml 

periferik kan örneği alınması planlandı.  

Araştırmanın etik açıdan uygunluğu "Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi 

Klinik Araştırmalar Etik Kurulu" tarafından 17.10.2018 tarih ve 2018-18 nolu 

kararı ile onaylandı. Araştırmanın finansmanı kendi imkânlarımızla sağlandı; 

birtakım idari aksaklıklar nedeniyle ÇOMÜ Bilimsel Araştırma Projeleri 

Koordinasyon Birimi'ne (BAP) başvuru yapılamadı.  
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3.2.Olgu gruplarının seçimi 

Hemoglobin elektroforezinde HbF yüksekliği (>2%) veya HbA2 seviyesi 

anormalliği saptanıp ileri değerlendirme, tanı için yönlendirilmiş ya da doğrudan 

başvurmuş ve genetik etyoloji için HBB geni sanger sekans dizilemesi yapılmış 

olgulara ait dosyalar retrospektif olarak tarandı. İletişim kurulabilen, araştırmaya 

katılma onamı veren ve hemoglobin elektroforez analizi HPLC yöntemi ile yapılıp 

sonuçlarına ulaşılabilenler araştırmaya dahil edildi. 

Elektroforez sonuçlarına göre "HbF yüksekliği" diyebilmek için sınır değer 

2%, "HbA2 düşüklüğü" diyebilmek için sınır değer 2%, "borderline seviyede HbA2 

yüksekliği" diyebilmek için sınır aralığı 3,3%-4,1% (48,116-120), "borderline 

seviye üzerinde HbA2 yüksekliği" diyebilmek için sınır değer 4,1% olarak kabul 

edildi. >2% HbF seviyesi "HbF yüksekliği", <2% HbA2 seviyesi "HbA2 düşüklüğü", 

3,3%-4,1% HbA2 seviyesi "borderline seviyede HbA2 yüksekliği" ve >4,1% HbA2 

seviyesi "borderline seviye üzerinde HbA2 yüksekliği" olarak değerlendirildi. 

Hemoglobin fraksiyon farklılıklarına göre dört farklı olgu grubu (A grubu, B 

grubu, C grubu ve D grubu) oluşturuldu ve her grupta toplamda 20 olgu olacak 

şekilde gruplar dizayn edildi. Araştırmaya dahil edilme kriterleri ve olgu grupları 

şu şekilde düzenlendi; 

 

A Grubu: Elektroforez sonuçlarına göre sadece HbF yüksekliği (>2%) 

saptanan; HbA ve HbA2 düzeyleri normal seviyelerde olanlar bu grupta 

değerlendirildi. Retrospektif taranarak bu özelliğe sahip toplamda 20 olgunun 

tamamı A grubunda araştırmaya dahil edildi. 

B Grubu: Elektroforez sonuçlarına göre sadece borderline seviyede HbA2 

yüksekliği (3,3%-4,1%) saptanan; HbA ve HbF düzeyleri normal seviyelerde 

olanlar bu grupta değerlendirildi. Retrospektif taranarak bu özelliğe sahip 

toplamda 21 olgu içerisinden 20 olgu B grubunda araştırmaya dahil edildi. 

Borderline seviyede HbA2 yüksekliği olan ve araştırma dışında kalan tek olgunun 
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kız kardeşi araştırmaya dahil edilmişti. Böylelikle allel frekansını etkilememesi için 

aynı soy bağından gelen kişilerden sadece birisi araştırmaya dahil edilmiş oldu.  

C Grubu: Elektroforez sonuçlarına göre sadece borderline seviyesi 

üzerinde HbA2 yüksekliği(>4,1%) saptanan; HbA ve HbF düzeyleri normal 

seviyelerde olanlar bu grupta değerlendirildi. Retrospektif taranarak bu özelliğe 

sahip toplamda 47 olgu arasından "basit rastgele örnekleme" yöntemi ile seçilen 

20 olgu C grubunda araştırmaya dahil edildi.   

D grubu: Elektroforez sonuçlarına göre sadece HbA2 düşüklüğü(<2%) 

saptanan; HbA ve HbF düzeyleri normal seviyelerde olanlar bu grupta 

değerlendirildi. Retrospektif taranarak bu özelliğe sahip toplamda 41 olgu 

arasından mutasyon saptama ihtimalini artırmak amacıyla HbA2 seviyesinin 

≤1,7% olduğu 28 olgunun arasından 20 olgu "basit rastgele örnekleme" yöntemi 

ile araştırmaya dahil edildi. 

Tüm olguların yaş (örneği verdikleri andaki), cinsiyet, tam kan sayımı 

(CBC) verilerinden RBC(x103/mm3) sayısı, Hb(g/dL), MCV(fL) ve MCH(pg) 

değerleri ve varsa demir profilini yansıtan parametreleri (ferritin(ng/mL), serum 

demir(ug/dL)/total demir bağlama kapasitesi(ug/dL)) kaydedildi.      

 3.3.Kontrol grubunun seçimi 

İletişim kurulabilen, araştırmaya katılma onamı veren ve hemoglobin 

elektroforez analizi HPLC yöntemi ile yapılıp sonuçlarına ulaşılabilenler 

araştırmaya dahil edildi. 

Tam kan sayımı değerleri (RBC sayısı, Hb,  MCV ve MCH değerleri) ve 

elektroforez sonuçları (HbF, HbA ve HbA2 değerleri açısından) normal aralıkta 

olup, eşlerinde/partnerlerinde elektoroforez anormalliği olması nedeniyle doğru 

genetik danışma verebilmek için kendilerine de HBB geni sanger sekans 

dizilemesi yapılmış ya da başka bir sebepten ötürü genetik çalışmaya alınmış 

toplamda 63 kişi arasından "basit rastgele örnekleme" yöntemi ile seçilen 20 kişi 
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kontrol grubunda araştırmaya dahil edildi.  

Kişilerin örneği verdikleri andaki yaş, cinsiyet, tam kan sayımı (CBC) 

verilerinden RBC(x103/mm3) sayısı, Hb(g/dL), MCV(fL) ve MCH(pg) değerleri ve 

varsa demir profilini yansıtan parametreleri (ferritin(ng/mL), serum 

demir(ug/dL)/total demir bağlama kapasitesi(ug/dL)) kaydedildi. 

İletişim bilgileri üzerinden irtibat sağlanamayan, araştırmaya katılma 

onamı vermeyen, HbF ile HbA2 birlikte yüksekliği saptanan, Hb elektroforez 

analizi yapılmamış ya da başka yöntemlerle yapılmış olan, HPLC sonucuna 

ulaşılamayan, aynı soy bağından gelen kişilerden sadece birisi haricindeki diğer 

kişiler araştırma dışı bırakılmıştır.   

Araştırmanın dizaynı şekil 3.1'de gösterilmiştir. 

 

 

  

Araştırma

KONTROL GRUBU

(20 Kişi)

OLGU GRUBU

(80 Kişi)

Sadece HbF 
yüksekliği olanlar

Sadece borderline HbA2

yüksekliği olanlar

Sadece borderline seviyesi 
üzerinde HbA2 yüksekliği 

olanlar

Sadece HbA2

düşüklüğü olanlar

    20 olgu     20 olgu     20 olgu     20 olgu 

A GRUBU B GRUBU 

 

C GRUBU 

 

D GRUBU 

 

Şekil 3.1. Araştırmamızın dizaynı. 
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 3.4.Yöntem 

80 olgu ile 20 kontrol grubu bireyin EDTA'lı periferik kan materyallerinden 

izole edilmiş DNA örnekleri kullanıldı. Örneklerle ilgili tüm işlemler Genetik Tanı 

ve Tedavi Merkezimiz bünyesinde çalışıldı. Araştırmaya alınan kişilerin hepsinin 

biyolojik materyalleri yeterliydi; dolayısıyla kişilerden yeniden periferik kan örneği 

istenmedi.  

Tüm örneklerin; tam kan sayımı (CBC) analizleri ve demir profillerini 

gösteren tetkikleri Çanakkale İl Halk Sağlığı Laboratuvarı bünyesinde bulunan 

Pentra DF Nexus-Horiba®, UniCel DxI 800-Beckman Coulter® ve AU5800- 

Beckman Coulter® cihazlarında çalışılmıştı. Örneklerin hemoglobin 

fraksiyonlarının kantitasyon ölçümleri ve hemoglobin analizleri yine Çanakkale İl 

Halk Sağlığı Laboratuvarı bünyesinde bulunan otomatize HPLC cihazında (HLC-

723G8; Tosoh®, Tokyo, Japonya) beta-talasemi analiz modu kullanılarak 

yapılmıştı. Bu verilerin kullanım izni Çanakkale İl Sağlık Müdürlüğü'nün 

30.10.2018 tarih ve 18231034-604.02.99-E.780 sayılı yazısı ile alındı. 

 3.4.1.Genetik analiz 

 3.4.1.1.PCR ile amplifikasyon ve DNA dizi analizi 

Sırasıyla aşağıdaki basamaklar uygulandı: 

- Daha önceden izole edilmiş DNA'ların kalitatif ve kantitatif açıdan 

değerlendirilmesi. 

- KLF1 ve HBD genlerinin kodlayıcı tüm ekzonlarının ve ekzon-intron 

kavşak bölgelerinin, 5'UTR-3'UTR bölgelerinin ve promoter bölgelerinin belirli bir 

kısmının uygun primerler ile amplifikasyonu (Birinci PCR (polimeraz zincir 

reaksiyonu) aşaması) 

- %2'lik agaroz jel elektroforezinde amplikonların kontrolü 

- PCR ürünlerini temizleme aşaması 

- İşaretleme reaksiyonu (İkinci PCR aşaması) 
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- İkinci PCR ürünlerini saflaştırma aşaması 

- Örneklerin kapiller elektroforez cihazına yüklenmesi ve ham dataların 

uygun yardımcı programlar aracılığıyla analiz edilmesi. 

           3.4.1.1.1.Kullanılan cihazlar 

    

 

     

 

Cihazlar Marka 

Otomatik Kapiller 

Elektroforez 

Cihazı 

ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied 

BiosystemsTM) 

Termal döngü 

cihazları 

 GeneAmp® 9700 (Applied BiosystemsTM) 

 Veriti® (Applied BiosystemsTM) 

 SimpliAmp® (Applied BiosystemsTM) 

 T100® (Bio-RadTM) 

Mikrosantrifüj 
 iCEN-24 (AllShengTM) 

 Mikro 200 (Hettich ZentrifugenTM) 

Otomatik pipet 

seti 

 Research Plus (EppendorfTM) 

 FinnPipette® (Thermo Fisher ScientificTM) 

Spektrofotometre P 330 (ImplenTM) 

Vorteks Genius 3 (IKATM) 

Hassas terazi aeADAMTM 

Mikrodalga fırın ALMD 17 B (AltusTM) 

Yatay 

elektroforez tankı 

Nanopac-300 (Fisher ScientificTM) 

Jel görüntüleme 

cihazı 

UVP Transilluminator (Analytik JenaTM) 

Minispin Espresso®(Thermo Fisher ScientificTM) 

Combi-Spin FVL-2400N (BiosanTM) 

Mikroplak 

karıştırıcı-spin 
Universal centrifuge vortex (CV-U) (BiosanTM) 

  Tablo 3.1. Kullanılan cihazlar. 

 

 

Tablo 3.1'deki cihazlarla araştırma yürütüldü. 
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 3.4.1.1.2.Kullanılan sarf malzemeler ve kimyasallar   

Tablo 3.2'deki sarf malzemeler ve kimyasallar kullanıldı. 

 

 

 

PCR için gerekli 

kimyasallar 

 

 

 

İçerik Marka 

 dNTP Mix GML® 

 MgCl2 GML® 

 PCR Buffer GML® 

 Enhancing Buffer GML® 

 Taq Polimeraz GML® 

 DMSO Cas. No:67-68-5   

(teknik kimyasallar) 

BigDyeTM 

Terminator v3.1 

Cycle 

Sequencing kit 

 BigDye® Terminator v3.1 

Ready Reaction Mix 

(dideoksiribonükleozit 

trifosfatları (ddNTP) ve 

AmpliTaq DNA 

polimerazı içerir.) 

 5X BigDye® Sequencing 

Buffer 

Applied 

BiosystemsTM 

ExoSAPTM  

PCR Product 

Cleanup kiti 

 Exonuclease I 

 Shrimp Alkaline 

Phosphatase(SAP) 

 Buffer 

GML® 

POP-7™ Polimer 
 Performans Optimize 

Edici Polimer  

Applied 

BiosystemsTM 

  Kolonlu tüp GML® 

Sephadeks® 
 Çapraz bağlı dekstran 

jel 
GML® 

 Steril ependorf tüpleri (2ml) GenFollower® 

Steril PCR tüpleri (0,2ml) 
 GenFollower® 

 Axygen® 

 

 Tablo 3.2. Kullanılan sarf malzemeler ve kimyasallar.   

 

 



44 

Steril, filtreli 10 μl,100 μl,ve 1000 μl pipet uçları Molgen® 

 

 

 

Mikroplak ve septaları 

 

 

 

 

 Plate Septa 96-well 

(Applied 

BiosystemsTM) 

 MicroAmp® optical 

96-well reaction 

plate(Applied 

BiosystemsTM) 

Tek kullanımlık pudralı/pudrasız nitril eldiven 

 Tenty® nit R403 

(MultikanTM) 

 Tenty® grip 

(MultikanTM) 

 

 

           3.4.1.1.3.Spektrofotometre ile DNA konsantrasyon ve kalitesinin  

                          değerlendirilmesi 

Spektrofotometre ile ışık absorbsiyonu yapabilen maddelerin sıvı 

solüsyonlar içindeki miktarı ve kaliteleri değerlendirilir. Farklı spektrumlarda ışın 

gönderilerek ne kadar ışının absorbe (A) edildiği hesaplanır. DNA ve RNA gibi 

nükleik asitler ışığı 260 nm'de, proteinler ise 280 nm'de maksimum absorbe 

ederler. Dolayısıyla A260/A280 oranı nükleik asitlerin saflığının(kalitesinin) 

değerlendirmesinde kullanılan bir orandır. DNA saflığı için uygun olan A260/A280 

oranı 1,8-2 değerleridir. Bu aralıktan daha az olan değerler protein 

kontaminasyonunu gösterirken üzerindeki değerler RNA miktarının fazla 

olduğunu gösterir. 

Daha önceden izole edilmiş DNA örnekleri konsantrasyon ve saflık 

açısından spektrofotometre ile değerlendirildi. DNA örneklerinin 20-60 ng/uL 

konsantrasyon aralığında olması sağlandı.   
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           3.4.1.1.4.KLF1 ve HBD genlerinin PCR ile amplifikasyonu 

KLF1 ve HBD genlerinin kodlayıcı tüm ekzonları, ekzon-intron kavşak 

bölgeleri, 5'UTR-3'UTR bölgeleri ve promoter bölgelerinin belirli bir kısmı uygun 

primerler kullanılarak PCR ile çoğaltıldı.  

PCR için dizileri daha önceden yayınlarda belirtilmiş olan (46,121,122) 

primer çiftleri kullanıldı (Tablo 3.3). KLF1 geninin ikinci ekzonu büyük olduğundan 

bu ekzonun dizilenmesi iki primer çifti ile sağlandı (46). Primerlerin dizaynında 

KLF1 geni için "NM_006563" nolu transkripti, HBD geni için "NM_000519" nolu 

transkripti referans dizi olarak kabul edildi. 

Tablo 3.3. Araştırmada kullanılan primer dizileri.   

 

Gen Ekzon Primer Çifti 

 

 

KLF1 

(46) 

1.Ekzon  F-5'-GAACCTCAAACCCCTAGACCACC-3'  
 R-5'-TTACCCAGCACCTGGACCCT-3  

2.Ekzon 

F1-5'-CCGGGTCCCAAACAACTCA-3' 
R1-5'-GTGTCCAGCCCGCGATGT-3' 
 F2-5'-GCCCTCTGCAACCCTTCTTC-3' 
R2-5'-CCGAGACTCTGGGCGCATA-3' 

3.Ekzon  F-5'-CTTGTCCCATCCCCAGTCACT-3'  
 R-5'-TGCGGCAAGAGCTACACCA-3'  

 

HBD  

(121,122) 

1.Ekzon  F-5'-GAGCCTCTCTTATAACCTTG-3' 
 R-5'-AGAACAGCCAATCTCAGGGC-3' 

2.Ekzon  F-5'-AGAGAAAAGTGAAGCATCTC-3' 
 R-5'-CAAGGTTATAAGAGAGGCTC-3' 

3.Ekzon  F-5'-TAATCAGGAAGTTGAGCTGAA-3' 
 R-5'-CTCTGTTAACCATATGCATGT-3' 

            

3.4.1.1.4.1.Hedef bölgelerin amplifikasyonu (Birinci PCR) için   

                              reaksiyon karışımı ve birinci PCR koşulları  

KLF1 ve HBD genleri amplifikasyonu için toplam reaksiyon hacmi 25 μL 

olacak şekilde Tablo 3.4'teki bileşenler belirtilen oranlarda 0,2 ml'lik steril PCR 

tüplerine eklenerek karıştırıldı. Tablo 3.5'te belirtilen PCR siklus ve süreleri 
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uygulanarak ilgilenilen bölgelerin amplifikasyonu sağlandı. 

           Tablo 3.4. Hedef bölge amplifikasyonu (Birinci PCR) reaksiyonunda         

                             kullanılan bileşenler ve miktarları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

 

 

 

 

 

 

 

 

           

Bileşenler Miktar(μL) 

Distile Su 7,5 μL 

GML® PCR Buffer 2,5 μL 

İlgili bölgeye ait primer (F,R) 1 μL +1 μL 

dNTP Mix 2 μL 

MgCl2 0,5 μL 

GML® Enhancing Buffer 7,5 μL 

Taq Polimeraz 0,75 μL 

DMSO* 0,65**/1,3** μL 

Genomik DNA (20-60 ng/μL) 2,5 μL 

Total 25  μL 

*: KLF1 geni ekzonlarının amplifikasyonu için kullanıldı. 

**: KLF1 geni birinci ve ikinci ekzonu için 2,5%'luk DMSO;  

   üçüncü ekzonu için 5%'lik DMSO kullanıldı. 

Basamak Sıcaklı

k 

Süre 

Aktivasyon 95oC 10 dakika 

Amplifikasyon öncesi hazırlık 

(Pre-PCR) (9 döngü) 

95oC  40 saniye 

 70oC*  30 saniye 

72oC 1 dakika 

Amplifikasyon 

(35 döngü) 

95oC 40 saniye 

  60oC** 1 dakika 

72oC 1 dakika 

Final Uzama 72oC 10 dakika 

Saklama 4oC ∞ 

  *: Her döngüde 2oC düşürülerek. 

** : Primerlerin Tm derecelerine göre farklılık 

gösterebilmektedir. 

 Tablo 3.5. Birinci PCR koşulları.   
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3.4.1.1.5.Jel elektroforezinde amplikonların kontrolü 

Birinci PCR sonrası amplifiye edilmiş fragmanlar jel görüntüleme cihazına 

alınarak bant yapıları ve ilgilenilen bölgelerin doğru bir şekilde çoğaltıldığının 

kontrolü sağlandı. Tek, parlak ve istenilen uzunlukta olan bant yapıları ile 

çalışmaya devam edilirken; bant yapısı oluşturmayan ya da silik gözüken, 

parçalı-pek çok bant yapısı oluşturmuş PCR ürünleri ise yeniden tekrarlandı. 

Jel elektroforezi için kullanılan kimyasallar Tablo 3.6'da belirtilmiştir. 

                 Tablo 3.6. Jel elektroforezi için kullanılan kimyasallar. 

Kimyasal Marka 

Agaroz Prona Biomax Agarose 

Etidyum bromür 
Thermo Fisher ScientificTM 

Cas No:1239-45-8 

Bromfenol mavisi 
6x DNA loading dye solution  

Fc Biotek® 

DNA marker 
GeneRuler® 1kb DNA ladder 

Thermo Fisher ScientificTM 

 10x Tris borat EDTA 

(TBE) tampon solüsyonu 

Multicell® 

Wisent Bio ProductsTM 

 

 

Sırasıyla aşağıdaki basamaklar uygulandı; 

1. 100 ml'lik erlenmayer içine 1 gr agaroz ve 50 ml 10x TBE solüsyonu konulup 

mikrodalga fırında eriyip berraklaşana kadar ısıtıldı. 

2. 3 μl etidyum bromür ilave edildi ve karıştırılarak jelin donması beklendi. 

3. 2 μl Bromfenol mavisi ile 5 μl PCR ürünü parafilm üzerinde karıştırılarak jel 

üzerinde oluşturulan kuyucuklara yüklendi. 

4. Amplikon kontrolü için örnek marker yüklendi. 

5. Örnekler agaroz jelde (120 V) akımda yaklaşık 20-30 dk yürütülerek beklenen 

baz çifti uzunluğuna göre ayrılmaları sağlandı. Amplifiye edilen fragmanların 

uzunlukları Tablo 3.7'de belirtilmiştir.  
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                       Tablo 3.7. Kullanılan primer çiftleri sonrası amplifiye edilen  

                                         fragmanların uzunlukları. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Süre bitiminde amplifiye olmuş fragmanlar jel görüntüleme cihazıyla incelendi 

ve bant yapılarının görüntüleri alındı. 

           3.4.1.1.6.PCR ürünlerinin enzimatik temizlenmesi 

PCR ürünleri; uygun şekilde amplifiye olmamış ürünler, tepkimeye 

girmemiş dNTP'ler, tek zincirli DNA iplikleri ve hibridize olmamış primerlerden 

ExoSAP® PCR Product Cleanup kiti (GML®) kullanılarak temizlendi. Kit 

içerisindeki Exonuclease I enzimi primerleri ve DNA ipliklerini uzaklaştırırken; 

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) enzimi ise ortamdaki dNTP'leri uzaklaştırır. 

Dolayısıyla istenmeyen ürünler bu şekilde ortamdan uzaklaştırılmış olur. 

Belirtilen standartlara göre şu basamaklar sırasıyla gerçekleştirildi: 

1. Her reaksiyon için yeni 0,2 ml'lik steril PCR tüpü içine 7 μl PCR ürünü ile 2,7 

μl ExoSAP® reaktifi koyuldu, pipetaj ile karıştırıldı. 

2. Karışım termal döngü cihazına yerleştirilerek üreticinin belirttiği koşullarda 

tepkime gerçekleştirildi (Tablo 3.8).  

                         Tablo 3.8. PCR ürünlerinin enzimatik temizlenmesi. 

 

 

 

 

 

Gen Ekzon Uzunluk(bç) 

KLF1 

1.Ekzon 567 bç 

2.Ekzon 1.primer çifti 713 bç 

2.Ekzon 2.primer çifti 662 bç 

3.Ekzon 537 bç 

HBD 

1.Ekzon 330 bç 

2.Ekzon 373 bç 

3.Ekzon 310 bç 

Basamak Sıcaklı

k 

Süre 

Enzim İnkübasyonu 37oC   30 

dakika Enzim İnaktivasyonu 80oC 15 

saniye Saklama 4oC ∞ 
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                 3.4.1.1.7.İşaretleme reaksiyonu (İkinci PCR reaksiyonu)  

                                bileşenleri ve ikinci PCR koşulları 

İkinci PCR reaksiyonunda BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit 

kullanıldı. Her bir PCR ürünü; işaretleme reaksiyonu için iki yeni steril PCR tüp 

("F" ve "R") olarak hazırlandı (reaksiyon tek yönlü ilerlediği için). 2 µl'lik PCR 

ürünü 8 µl’lik reaksiyon karışımı üzerine eklenerek (Tablo 3.9); üreticinin belirttiği 

koşullarda ikinci PCR reaksiyonu gerçekleştirildi (Tablo 3.10).  

                      Tablo 3.9. İşaretleme reaksiyonu (İkinci PCR reaksiyonu)  

                                        bileşenleri. 
 

 

  

 

 

 

 

                                

                    Tablo 3.10. İkinci PCR tepkime koşulları. 

 

 

 

 

           3.4.1.1.8.İkinci PCR ürünlerinin saflaştırılması 

İstenmeyen arka plan kirlilikleri, PCR aşamasında bağlanmayan floresan 

boyaları, hibridize olmayan ddNTP'leri ve diğer PCR bileşenlerini ortamdan 

uzaklaştırmak için bu aşama gereklidir. Sırasıyla üreticinin belirttiği şu aşamalar 

uygulandı; 

Bileşenler Miktar(μL

) Distile Su 3 μL 

Forward ya da Reverse 

Primer 

2 μL  

5X BigDye® Sequencing 

Buffer 

2 μL   

BigDye® Terminator Mix 1 μL 

PCR ürünü 2 μL 

Total 10  μL 

Basamak Sıcaklık Süre 

Aktivasyon 96oC 1 dakika 

Amplifikasyon 

(25 döngü) 

96oC 10 saniye 

50oC 5 saniye 

60oC 4 dakika 

Saklama 4oC ∞ 
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1. 700 μl Sephadex (1 gr Sephadex + 14 ml distile su olacak şekilde hazırlanmış) 

2 ml’lik kolonlu tüp içine eklendi. 

2. 3 dakika 2000 g'de santrifüj yapıldı. 

3. Tüpte kolon oluşumu sağlandıktan sonra alttaki koleksiyon tüpleri atıldı, kolon 

yeni koleksiyon tüpleri üzerine oturtuldu ve her bir PCR ürünü kolonlar üzerine 

aktarıldı. 

4. PCR ürünü 3 dakika 2000 g'de santrifüj yapıldıktan sonra üstteki kolon atıldı 

ve altta kalan ürünler analize hazır halde cihaza yüklenmek üzere 

mikroplaklara yüklendi. Kapiller elektroforez cihazına yükleme hemen 

olmayacak ise ürünler kısa süre için +4 oC'de, uzun süre için ise -20 oC'de 

muhafaza edildi. 

           3.4.1.1.9.Örneklerin kapiller elektroforez cihazına yüklenmesi 

Örnekler, 96 kuyucuğu bulunan ticari mikroplaklara her bir kuyuya bir 

örnek gelecek şekilde uygun olan sırayla yüklenerek kapiller elektroforez cihazı 

(Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer) içerisine yerleştirildi ve POP-7® 

polimeri kullanılarak ilgili analiz metodunda yürütüldü. 

           3.4.1.1.10.Elektroforez sonuçlarının değerlendirilmesi 

Ham dataların analizi Seqscape® v2.6 ve Sequencing Analysis® 5.3.1 

programlarından faydalanılarak yapıldı. Kapiller elektroforez cihazının ürettiği 

elektroferogramda; siyah renk guanini, yeşil renk adenini, kırmızı renk timini ve 

mavi renk sitozin bazını temsil etmekte idi. Sonuçlar, ilgili genin Genbank®'taki 

referans dizisi ile karşılaştırma yapılarak değerlendirildi ve saptanan 

varyasyonlar; KLF1 geni için "NM_006563" nolu transkript referans dizisine, HBD 

geni için "NM_000519" nolu transkript referans dizisine göre isimlendirildi. 

Olgularda saptanan varyasyonların fenotipik etkilerinin olup olmadığı ilgili 

veritabanları (HGMD® Public version, VarSome®, ClinVar® vb.) ve literatür 

taraması yapılarak araştırıldı. Daha önce literatürde tanımlanmamış değişimlerin 

patojenite yaratıp yaratmadığı; Polymorphism phenotyping v2 (PolyPhen-2®), 
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Mutation Taster®, SIFT®, Human Splicing Finder vb. gibi in-silico bioinformatik 

programları ile değerlendirildi. 

 3.5.İstatistiksel analiz 

Bulgular; SPSS® versiyon 22.0 sürümü ile analiz edildi. Bulguların 

sunumunda; ortalama, standart sapma, yüzde, medyan, minimum ve maksimum 

değerler gibi tanımlayıcı istatistiksel metotlar kullanıldı. Grupların istatistiksel 

olarak karşılaştırılmasında Ki-kare ve ANOVA testi; ANOVA testinin 

varsayımlarının karşılanmadığı durumlarda Kruskal-Wallis non-parametrik testi 

kullanıldı. "p<0,05" olan değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. ANOVA 

testi sonucunda istatistiksel anlamlılık saptandığında farkın kaynağını bulmak için 

Post Hoc çoklu karşılaştırma testlerinden faydalanıldı. 

 

4.BULGULAR 

Araştırma; Mart 2013-Ağustos 2018 tarihleri arası Çanakkale Onsekiz Mart 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Genetik Tanı ve Tedavi Merkezi'ne başvurmuş; 

araştırmaya dahil edilme kriterlerini karşılayan 80 olgu ve 20 sağlıklı kontrol birey 

olmak üzere toplam 100 kişiye ait retrospektif veriler kullanılarak yürütüldü.  

Kişilere ait demografik veriler, tam kan sayımı (CBC) sonuçlarından RBC 

sayısı (x103/mm3), (Hb (g/dL), MCV (fL) ve MCH(pg) değerleri, HPLC yöntemi ile 

yapılan Hb elektroforez sonuçları ve demir profilini yansıtan verileri (serum demir 

(ug/dL), UIBC (ug/dL), ferritin (ng/mL)) Tablo 4.5, Tablo 4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.8 

ve Tablo 4.9'da sunulmuştur. 
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 4.1.Demografik veriler 

Araştırmaya dahil edilen 100 kişinin 58'i kadın, 42'si erkek idi (%58 kadın, 

%42 erkek; n=100) (Şekil 4.1).    

 

                                

 

Gruplar arası değerlendirildiğinde; Grup A ve Grup B 13 kadın- 7 erkek 

(%65 kadın, %35 erkek; n=20), Grup C 12 kadın- 8 erkek (%60 kadın, %40 erkek; 

n=20), Grup D ve Kontrol Grubu ise 10 kadın- 10 erkek (%50 kadın, %50 erkek) 

ten oluşmakta idi (Şekil 4.2). 

 

 

 

42%

58%

Genel Cinsiyet Dağılımı

Erkek

Kadın

0

2

4

6

8

10

12

14

Grup A Grup B Grup C Grup D Kontrol Grubu

Gruplar Arası Cinsiyet Dağılımı

Erkek

Kadın

Şekil 4.1. Araştırmaya dahil edilen kişilerin genel cinsiyet dağılımı. 

 

 

Şekil 4.2. Gruplar arası cinsiyet dağılımı. 
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100 kişinin yaş ortalaması 25,71±12,37 idi. Grup içi değerlendirildiğinde; 

Grup A yaş ortalaması 17,85±13,46, Grup B yaş ortalaması 20,40±9,96, Grup C 

yaş ortalaması 31,95±12,01, Grup D yaş ortalaması 30,40±10,69 ve Kontrol 

Grubu yaş ortalaması 27,95±9,71 idi (Tablo 4.1).  

     Tablo 4.1. Araştırmaya dahil edilen kişilerin genel ve grup içi yaş 

                       ortalamaları±Ss, minimum-maksimum ve medyan değerleri. 
 

 

Yaş dağılımları açısından gruplar arası varyans homojenliği vardı (p>0,05) 

(Şekil 4.4), ancak Grup D'deki aşırı değerden (Olgu D14) (Şekil 4.6) dolayı 

gruplar arası normal dağılım yoktu (p<0,05) (Şekil 4.5). 

 
Yaş ortalaması±Ss Min-Maks 

(Medyan) 

Grup A 17,85±13,46 1-38 (19) 

Grup B 20,40±9,96 6-36 (21,5) 

Grup C 31,95±12,01 16-63 (31,5) 

Grup D 30,40±10,69 10-57 (27,5) 

Kontrol Grubu 27,95±9,77 8-45 (27) 

Toplam 25,71±12,37 1-63 (27) 

Şekil 4.3. Ki-kare testi; gruplar arası kadın-erkek dağılımı açısından istatistiksel 

değerlendirme. Ok işareti "p" değerini göstermektedir. 

 

 

 Gruplar arası kadın-erkek dağılımı açısından istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık saptanmadı (p>0,05) (Şekil 4.3).  
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ANOVA testi varsayımları karşılanmadığından non-parametrik test (One 

way non-parametrik ANOVA) olan "Kruskal-Wallis" testi kullanıldı. Gruplar 

arasında yaş açısından istatistiksel olarak fark mevcuttu (p<0,05) (Şekil 4.7).  

 

Şekil 4.4. Levene's testi; yaş dağılımları açısından gruplar arası varyans 

homojenliğinin değerlendirilmesi. Ok işareti "p" değerini göstermektedir. 

 

 

 

Şekil 4.5. Normallik testleri (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk); yaş 

dağılımları açısından gruplar arası normal dağılımın değerlendirilmesi. Ok 

işaretleri "p" değerini göstermektedir. 
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Olgu C1 

Olgu C7 Olgu D14 

Olgu D20 

Olgu D10 

Şekil 4.6. Yaş dağılımı açısından gruplar. Kırmızı ok normalliği bozan aşırı değeri 

(Olgu D14) göstermektedir. 

 

Şekil 4.7. Kruskal-Wallis testi; gruplar arası yaş açısından istatistiksel 

değerlendirme. Ok işareti "p" değerini göstermektedir. 
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ANOVA testi kullanılamasa da farkın hangi grup tarafından 

kaynaklandığını bulmak amacıyla Post Hoc çoklu karşılaştırma testlerinden 

"Tukey HSD" testi kullanıldı. Yaş açısından farklılığın daha çok Grup A; daha az 

oranda Grup B'den kaynaklı olduğu saptandı (Şekil 4.8).  

 

 

  

 

 

 

4.2.     Hematolojik Parametreler 

 

 

Şekil 4.8. Post Hoc çoklu karşılaştırma testlerinden "Tukey HSD" testi; yaş 

açısından farklılığın hangi grup tarafından kaynaklandığını değerlendirme. Ok 

işaretleri farklılığın daha çok Grup A; daha az oranda Grup B'den kaynaklandığını 

göstermektedir. 
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4.2.Hematolojik veriler 

 

Sonuçlarına ulaşılabilen toplamda 89 kişinin Hb ortalaması 12,89±1,76 ve 

RBC sayısı ortalaması 4,69±0,69 iken; MCV değeri ortalaması 84,04±10,94 ve 

MCH değeri ortalaması 27,92±3,89 idi. Gruplar arası ve toplam ortalamalar Tablo 

4.2'de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.2. Sonuçlarına ulaşılabilen kişilerin hematolojik verilerinin (RBC sayısı, 

Hb, MCH ve MCV değerleri) toplam ve gruplar arası ortalamaları. Kırmızı oklar 

ortalama ve standart sapmayı göstermektedir. 
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Hematolojik verilerin gruplar arası varyans homojenliği vardı (p>0,05) 

(Şekil 4.9), ancak MCV ve MCH değerleri açısından Grup C normal dağılımı 

bozuyordu (p<0,05) (Şekil 4.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. Levene's testi; hematolojik veriler açısından gruplar arası varyans 

homojenliğinin değerlendirilmesi. Ok işareti "p" değerini göstermektedir. 

 

 

 

Şekil 4.10. Normallik testleri (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk); 

hematolojik veriler açısından gruplar arası normal dağılımın değerlendirilmesi. 

Ok işaretleri normal dağılımın Grup C kaynaklı bozulduğunu göstermektedir. 
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ANOVA testi varsayımları yine karşılanamadığından non-parametrik test 

(One way non-parametrik ANOVA) olan "Kruskal-Wallis" testi kullanıldı. RBC 

sayısı, MCV ve MCH değerleri açısından gruplar arası istatistiksel olarak farklılık 

mevcuttu (p<0,05) (Şekil 4.11).  

 

 

        

 

ANOVA testi kullanılamasa da farkın hangi grup tarafından 

kaynaklandığını bulmak amacıyla Post Hoc çoklu karşılaştırma testlerinden 

"Bonferroni" testi kullanıldı. Tüm değerler açısından farkın Grup C kaynaklı 

olduğu saptandı (p<0,05) (Şekil 4.12). Bu sonuç çok şaşırtıcı değildi çünkü Grup 

C olguları tipik olarak talasemi minör fenotipini yansıtmaktalardı (hipokromi, 

mikrositozis, RBC sayısı artışı).  

 

Şekil 4.11. Kruskal-Wallis testi; gruplar arası hematolojik veriler açısından 

istatistiksel değerlendirme. Ok işareti "p" değerini göstermektedir. 
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 Şekil 4.12. Post Hoc çoklu karşılaştırma testlerinden "Bonferroni" testi; 

hematolojik veriler açısından farklılığın hangi grup tarafından kaynaklandığını 

değerlendirme. Ok işaretleri farklılığın Grup C kaynaklı olduğunu göstermektedir. 
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4.3.Saptanan mutasyonlar 

          4.3.1.KLF1 geninde saptanan mutasyonlar 

Araştırmaya dahil edilen 100 kişinin 47'sinde (41’i olgu grubunda, 6’sı 

kontrol grubunda) KLF1 geni S102P mutasyonu (%47) saptandı; bunların 42'si 

heterozigot iken, 5 olguda S102P mutasyonu homozigot idi.  

 

 

 

 

                                            

S102P mutasyonu haricinde; KLF1 geninde bir olguda M39L heterozigot 

mutasyonu (Olgu B3), iki olguda P109S heterozigot mutasyonu (Olgu C19, 

Kontrol K18), üç olguda F182L heterozigot mutasyonu (Olgu B4, Olgu B17, Olgu 

D18) ve bir olguda R268L heterozigot mutasyonu (Olgu B1) saptandı. Saptanan 

tüm mutasyonlar KLF1 geninin prolince zengin N-terminal transaktivasyon 

domainini kodlayan bölümündeki mutasyonlardı. Analiz edilen kişilerin hiçbirinde 

KLF1 geni üçüncü ekzonunda mutasyon yoktu.  

Şekil 4.13. KLF1 geni ekzon 2 S102P mutasyonu sanger dizi analiz profilleri.  

A) Olgu D13'e ait saptanan heterozigot S102P (KLF1:c.304T>C) mutasyonu (ok).  

B) Olgu D17'e ait saptanan homozigot S102P (KLF1:c.304T>C) mutasyonu (ok). 
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Ayrıca yine önemli bulgulardan birisi; KLF1 geninde mutasyon saptamayı 

beklediğimiz Grup A olgularında KLF1 geninde herhangi bir patojenik/muhtemel 

patojenik mutasyon saptanmadı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. KLF1 geni ekzon 2 M39L mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu   

B3'e ait saptanan heterozigot M39L (KLF1:c.115A>C) mutasyonu (ok). 

 

Şekil 4.15. KLF1 geni ekzon 2 P109S mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu 

C19'a ait saptanan heterozigot P109S (KLF1:c.325C>T) mutasyonu (ok).  

 

Şekil 4.16. KLF1 geni ekzon 2 F182L mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu  

B4'e ait saptanan heterozigot F182L (KLF1:c.544T>C) mutasyonu (ok). 

 

Şekil 4.17. KLF1 geni ekzon 2 R268L mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu 

B1'e ait saptanan heterozigot R268L (KLF1:c.803G>T) mutasyonu (ok). 
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S102P mutasyonun saptanması açısından gruplar arası istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık yoktu (p>0.05) (Şekil 4.14).  

 

                                     

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

Grup Zigosite Kaç kişide 

saptandığı 

Oran (%) 

(n=20) 

HbF değerleri (%)  
(Min-Maks) 

HbA2 değerleri (%)  
(Min-Maks) 

Grup A 
S102P 

Heterozigot 

8 %40 2,2-3,6 2,1-3,1 

Grup B 9 %45 0,5-1,3 3,3-3,9 

Grup C 8 %40 0,6-1,5 4,2-6,6 

Grup D 11 %55 0,2-1,7 0,8-1,7 

Kontrol Grubu 6 %30 0,2-1,5 2,4-2,9 

Grup A 
S102P 

Homozigot 

1  %5   

Grup B 3 %15 0,5-0,8 3,3-3,8 

Grup C - -   

Grup D 1 %5   

Kontrol Grubu - -   

 

Tablo 4.3. Araştırmada KLF1 geninde saptanan mutasyon türleri, dağılımları ve 

bu mutasyona sahip kişilerin HbF ve HbA2 seviyeleri.  A) KLF1 geni S102P 

mutasyonu saptananlar. B) KLF1 geni S102P dışında saptanan mutasyonlar. 

 

 

 A) 

Şekil 4.18. Kruskal-Wallis testi; gruplar arası KLF1 geni S102P mutasyonu 

saptanma sayısı açısından istatistiksel değerlendirme. Ok işareti "p" değerini 

göstermektedir. 
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           4.3.2.HBD geninde saptanan mutasyonlar 

HBD geninde mutasyon; gruplar arasında sadece Grup D'de yani sadece 

HbA2 seviyesi düşük olan olgularda saptandı. Bu durum istatistiksel olarak da 

anlamlıydı (p<0.05) (Şekil 4.19). 

                       

                                                         

                                                

 

 

Toplam 20 olgudan oluşan Grup D'de 19 olguda HBD geninde mutasyon 

saptandı (%95, n=20). 

           4.3.2.1.HBD geninde saptanan bilinen mutasyonlar 

Saptanan 19 mutasyonun 18 tanesi daha önceden bilinen ve literatüre 

kazandırılmış mutasyonlardı. Bunların 12 tanesi "HbA2-Yialousa" varyantını 

KLF1 Geni Mutasyonu 

Mutasyon 

Zigosite Olgu/Kontrol HbF Değeri (%) HbA2 Değeri (%) 

M39L Heterozigot Olgu B3 0,6 3,8 

P109S Heterozigot Olgu C19 0,8 6,3 

Kontrol K18 0,3 2,9 

F182L Heterozigot 

Olgu B4 1,0 3,3 

Olgu B17 0,5 3,3 

Olgu D18 0,7 0,8 

R268L Heterozigot Olgu B1 0,6 3,4 

Şekil 4.19. Kruskal-Wallis testi; gruplar arası HBD geninde mutasyon saptanması 

açısından istatistiksel değerlendirme. Ok işareti "p" değerini göstermektedir. 

 

 

 

 B) 
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oluşturan (delta 27(B9) Ala-->Ser; HBD:c.82G>T) heterozigot mutasyonu (Olgu 

D2, D4, D5, D6, D7, D11, D12, D13, D14, D15, D19 ve D20); beş tanesi "HbA2-

Bornova" varyantını oluşturan (delta 116(G18) Arg-->Pro; HBD:c.350G>C) 

heterozigot mutasyonu (Olgu D1, D9, D16, D17, D18) ve bir tane "HbA2-

Yokoshima" varyantını oluşturan (delta 25(B7) Gly-->Asp; HBD:c.77G>A) 

heterozigot mutasyonu (Olgu D3) idi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.20. HbA2-Yialousa. Olgu D2'ye ait saptanan heterozigot Delta 27(B9) Ala--

>Ser; HBD:c.82G>T) mutasyonu (ok). 

 

Şekil 4.21. HbA2-Bornova. Olgu D17'ye ait saptanan heterozigot Delta 116(G18) Arg-

->Pro; HBD:c.350G>C) mutasyonu (ok).  

 

Şekil 4.22. HbA2-Yokoshima. Olgu D3'e ait saptanan heterozigot Delta 25(B7) Gly--

>Asp; HBD:c.77G>A) mutasyonu (ok).  

 



66 

           4.3.2.2.HBD geninde ilk kez saptanan mutasyon 

Araştırmamızda daha önceden literatürde bildirilmemiş “novel” HBD geni 

heterozigot mutasyonu tespit edildi (Olgu D8). Olgunun geldiği yer köken alınarak 

saptanan HbA2 varyantına "HbA2-Canakkale" adı verildi. Bu mutasyon HBD 

geninin A heliksi yedinci sırada bulunan alanin aminoasidinin valin şeklinde 

kodlanmasına neden olan bir mutasyondu (delta 10(A7) Ala-->Val; 

HBD:c.32C>T) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.23. İlk kez saptanan HBD geni mutasyonu. Olgu D8'e ait saptanan bu 

heterozigot "novel" mutasyon 'HbA2-Canakkale (delta 10(A7) Ala-->Val; 

HBD:c.32C>T)' olarak isimlendirilmiştir (olgunun geldiği yerin ismi verilmiştir). 
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Araştırmamızda HBD geni mutasyonları arasında en sık saptanan 

mutasyon; HbA2-Yialousa mutasyonu (%63,15; n=19), sonrasında HbA2-

Bornova mutasyonu idi (%26,31). Tüm örneklem içerisinde ise HbA2-Yialousa 

mutasyonu %12 oranında saptanmıştı (Şekil 4.24).  

 

 

 

 

 

 

 

HbA2-Yialousa varyantını taşıyanların HbA2 seviyeleri ortalaması 

1,54±0,10 iken HbA2-Bornova varyantını taşıyanların HbA2 seviyeleri 

ortalaması 1,12±0,25 idi (Tablo 4.4). 

 

 

 

0 10 20 30 40 50 60 70

HbA2-Yialousa

HbA2-Bornova

HbA2-Yokoshima

HbA2-Canakkale*

HbA2-Yialousa HbA2-Bornova
HbA2-

Yokoshima
HbA2-

Canakkale*

Tüm örneklem içerisindeki
yüzde (%)

12 5 1 1

Grup D içerisindeki yüzde (%) 63,15 26,31 5,26 5,26

HBD GENİ MUTASYONLARI

Şekil 4.24. Araştırmamızdaki HBD geni mutasyonlarının saptanma sıklıkları. 

 

 

*: araştırmamızda saptanan mutasyon 
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Olgu HbA2 Varyantı  HbA2 Değeri (%) HbA2 ortalaması(%)±Ss Min-Maks HbA2 (%) 

değerleri 
D2 HbA2-Yialousa 1,6  

 

 

 

 

1,54±0,10 

 

 

 

 

 

1,4-1,7 

D4 HbA2-Yialousa 1,4 

D5 HbA2-Yialousa 1,6 

D6 HbA2-Yialousa 1,7 

D7 HbA2-Yialousa 1,5 

D11 HbA2-Yialousa 1,5 

D12 HbA2-Yialousa 1,4 

D13 HbA2-Yialousa 1,5 

D14 HbA2-Yialousa 1,4 

D15 HbA2-Yialousa 1,6 

D19 HbA2-Yialousa 1,7 

D20 HbA2-Yialousa 1,6 

D1 HbA2-Bornova 0,9  

 

1,12±0,25 

 

 

0,8-1,4 

D9 HbA2-Bornova 1,4 

D16 HbA2-Bornova 1,3 

D17 HbA2-Bornova 1,2 

D18 HbA2-Bornova 0,8 

D3 HbA2-Yokoshima 0,9   

D8 HbA2-Canakkale 1,4   

Tablo 4.4. Araştırmada HBD geninde saptanan mutasyonlar. 
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Grup Sıra K/E Yaş* 
Hb 

(g/dl) 
RBC 

(x103/mm3) 

MCV 
(fL) 

MCH 
(pg) 

HbA 
(%) 

HbA2 
(%) 

HbF 
(%) 

Ferritin 
(ng/mL) 

Serum Demir 
(ug/dl) 

TDBK 
(ug/dl) 

G
R

U
P

 A
 (

Sa
d

e
ce

 H
b

F 
yü

ks
e

kl
iğ

i s
ap

ta
n

an
la

r)
 

   A1 E 4 12,93 4,86 77 26,61 78,4 2,8 4,7 21,0 45 395 

   A2 E   1 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 80,3 2,4 3,1 Veri yok Veri yok Veri yok 

A3 K 28 12,29 3,79 103 32,41 83,0 2,7 2,2 Veri yok 163 292 

   A4 K 25 12,6 4,31 90 29,23 82,4 2,6 2,1 Veri yok 47 346 

A5 E 36 14,79 4,72 95 31,29 82,4 2,5 2,9 57,7 113 382 

A6 E 36 14,17 4,58 91 30,95 81,4 2,1 2,2 Veri yok 69 334 

A7 K 20 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 81,4 2,9 2,7 Veri yok Veri yok Veri yok 

A8 K 1 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 78,3 2,3 7,0 Veri yok Veri yok Veri yok 

A9 K 18 11,21 3,24 99 34,58 82,3 2,7 2,6 Veri yok 63 453 

A10 K 1 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 81,7 2,9 3,0 Veri yok Veri yok Veri yok 

A11 K 9 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 81,1 3,0 3,4 Veri yok 180 298 

A12 E 28 15,87 5,18 91 30,65 81,4 3,0 3,3 Veri yok 237 338 

A13 K 38 13,35 4,45 93 29,97 82,5 2,9 2,4 Veri yok 167 323 

A14 K 17 12,98 4,35 90 29,85 82,6 2,6 3,6 Veri yok 57 368 

A15 E 36 12,74 4,05 95 31,44 81,5 2,8 2,8 Veri yok 69 272 

A16 K 6 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 80,6 3,0 3,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

A17 E 5 10,3 3,91 81 26,32 80,9 2,9 2,2 3,1 Veri yok Veri yok 

A18 K 26 11,18 3,58 97 31,26 81,1 2,7 2,7 Veri yok 48 448 

A19 K 21 10,66 4,01 87 26,6 80,6 2,2 2,4 Veri yok 28 493 

A20 K 1 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 80,6 3,1 3,0 Veri yok Veri yok Veri yok 

 *: Örneğin verildiği zamandaki yaş. 

Tablo 4.5. Grup A olgularının demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları. 
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Grup Sıra K/E Yaş* 
Hb 

(g/dl) 
RBC 

(x103/mm3) 
MCV 
(fL) 

MCH 
(pg) 

HbA 
(%) 

HbA2 
(%) 

HbF 
(%) 

Ferritin 
(ng/mL) 

Serum Demir 
(ug/dl) 

TDBK 
(ug/dl) 

   
  G

R
U

P
 B

 (
Sa

d
ec

e
 b

o
rd

er
lin

e 
H

b
A
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yü
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e
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iğ

i s
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ta
n

an
la

r)
 

   B1 K 23 11,47 4,09 87 28,02 83,4 3,4 0,6 14,8 41 300 

   B2 K    20 11,92 4,37 83 27,27 83,2 3,6 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

B3 K 36 8,82 3,04 89 29,03 82,2 3,8 0,6 4,9 45 436 

   B4 K 6 11,2 4,34 78 25,79 80,7 3,3 1,0 Veri yok Veri yok Veri yok 

B5 K 31 12,39 4,13 92 29,98 83,5 3,6 0,8 77,2 101 302 

B6 K 30 12,79 4,21 93 30,34 85,0 3,5 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

B7 E 21 16,54 5,00 97 33,06 84,2 3,5 0,5 Veri yok 142 282 

B8 E 23 14,47 4,62 91 31,31 83,0 3,8 0,8 Veri yok 99 295 

B9 E 30 15,4 5,05 89 30,47 83,0 3,9 0,6 47,2 203 317 

  B10 K 11 13,94 5,16 85 27,02 83,4 3,6 0,6 13,3 65 322 

  B11 K 19 11,14 3,64 92 30,58 84,5 3,4 0,5 27,3 117 302 

   B12 K 21 13,75 4,01 101 34,26 85,0 3,7 0,6 Veri yok 147 325 

B13 E 33 16,13 5,43 86 29,68 84,8 3,4 0,2 Veri yok 153 301 

B14 E 24 13,53 4,42 94 30,59 83,5 3,3 0,6 Veri yok 78 328 

B15 E 31 14,85 5,17 85 28,74 83,6 3,3 0,6 Veri yok 134 323 

B16 K 6 12,65 4,77 80 26,52 83,0 3,4 1,3 16,8 89 382 

B17 K 22 11,66 3,96 87 29,46 85,1 3,3 0,5 Veri yok 89 450 

B18 K 8 12,28 4,46 83 27,51 84,3 3,8 0,2 20,2 168 370 

B19 K 6 11,3 4,11 83 27,5 86,6 3,5 0,6 80,5 73 314 

B20 E 7 12,69 4,37 86 29,02 83,2 3,3 1,0 18,0 56 307 

 *: Örneğin verildiği zamandaki yaş. 

Tablo 4.6. Grup B olgularının demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları. 
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Grup Sıra K/E Yaş* 
Hb 

(g/dl) 
RBC 

(x103/mm3) 
MCV 
(fL) 

MCH 
(pg) 

HbA 
(%) 

HbA2 
(%) 

HbF 
(%) 

Ferritin 
(ng/mL) 

Serum Demir 
(ug/dl) 

TDBK 
(ug/dl) 

   
 G

R
U

P
 C

 (
Sa

d
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e
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o
rd
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 s

e
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ü
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e
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i 
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p
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n
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r)
 

   C1 K 63 11,13 5,49 61 20,27 80,6 5,5 0,7 36,4 82 301 

   C2 E   32 11,51 5,94 66 19,37 81,5 5,2 0,8 Veri yok 43 289 

C3 K 32 10,28 4,91 66 20,95 79,8 5,3 1,5 25,8 111 324 

   C4 E 38 10,74 5,4 62 19,88 80,2 6,0 0,9 Veri yok 59 314 

C5 E 17 11,64 5,34 70 21,79 80,0 5,8 1,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

C6 K 18 10,14 5,26 61 19,26 81,9 5,0 0,7 Veri yok 74 263 

C7 K 56 11,2 5,29 67 21,18 79,9 5,6 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok 

C8 E 29 14,94 6,37 70 23,47 79,7 4,8 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok 

C9 E 32 14,67 5,72 79 25,66 80,3 6,6 0,6 Veri yok 92 379 

C10 K 25 8,95 4,77 62 18,75 79,3 5,2 1,7 Veri yok Veri yok Veri yok 

C11 K 31 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 79,9 5,8 1,2 Veri yok Veri yok Veri yok 

C12 K 45 12,92 6,32 62 20,45 79,5 6,1 0,9 Veri yok Veri yok Veri yok 

C13 K 22 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 77,9 7,3 1,2 Veri yok Veri yok Veri yok 

C14 K 28 10,98 5,34 63 20,56 79,6 5,3 1,2 Veri yok 95 317 

C15 E 38 12,88 6,55 62 19,66 78,4 6,2 1,6 Veri yok Veri yok Veri yok 

C16 K 34 8,15 3,75 66 21,72 78,7 5,2 1,6 18,5 174 378 

C17 E 27 13,2 6,34 65 20,81 80,1 5,5 1,8 Veri yok 84 301 

C18 K 23 14,16 5,23 80 27,06 82,1 4,2 0,9 Veri yok Veri yok Veri yok 

C19 K 16 11,45 5,64 59 20,3 79,9 6,3 0,8 Veri yok 97 371 

C20 E 33 13,22 6,22 66 31,98 80,1 5,0 0,6 37,1 160 326 

 
 
 

*: Örneğin verildiği zamandaki yaş. 

Tablo 4.7. Grup C olgularının demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları. 
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Grup Sıra K/E Yaş* 
Hb 

(g/dl) 
RBC 

(x103/mm3) 
MCV 
(fL) 

MCH 
(pg) 

HbA 
(%) 

HbA2 
(%) 

HbF 
(%) 

Ferritin 
(ng/mL) 

Serum Demir 
(ug/dl) 

TDBK 
(ug/dl) 

   
 G

R
U

P
 D

 (
Sa

d
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b
A
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ü
şü
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ü
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u
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n
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   D1 K 29 12,06 4,43 85 27,23 84,6 0,9 0,7 Veri yok 66 470 

   D2 E   26 12,68 4,49 86 28,26 80,9 1,6 0,2 Veri yok 43 322 

D3 K 29 13,25 4,23 99 31,3 80,7 0,9 0,9 Veri yok 45 373 

   D4 K 17 12,76 4,93 78 25,9 84,5 1,4 0,5 Veri yok 97 300 

D5 E 30 13,41 4,52 90 29,68 83,6 1,6 0,7 42,3 129 292 

D6 E 38 14,36 4,74 93 30,28 83,4 1,7 1,2 Veri yok 100 432 

D7 E 27 13,2 5,45 74 24,23 83,6 1,5 0,6 Veri yok 95 410 

D8 K 29 8,93 Veri yok 61 Veri yok 84,3 1,4 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

D9 E 26 14,54 4,72 94 30,79 84,3 1,4 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

D10 K 10 Veri yok Veri yok Veri yok Veri yok 85,0 1,1 0,9 Veri yok Veri yok Veri yok 

D11 K 27 12,83 4,15 92 30,88 83,8 1,5 0,9 Veri yok 115 339 

D12 K 28 12,77 4,29 88 29,81 85,2 1,4 0,3 Veri yok 93 359 

D13 E 43 15,78 5,47 84 28,83 85,1 1,5 0,5 Veri yok 82 272 

D14 E 57 14,28 4,72 90 30,27 81,4 1,4 0,8 Veri yok Veri yok Veri yok 

D15 K 26 12,23 4,44 84 27,56 83,3 1,6 0,3 Veri yok 104 394 

D16 K 24 12,69 4,1 89 30,92 85,0 1,3 1,1 Veri yok 136 307 

D17 E 27 13,9 4,38 89 31,72 83,6 1,2 0,6 Veri yok 141 364 

D18 K 36 11,18 4,12 77 27,12 84,3 0,8 0,7 2,6 25 358 

D19 E 27 14,04 4,52 98 31,07 82,8 1,7 1,4 Veri yok 117 332 

D20 E 52 14,69 4,65 91 31,62 82,8 1,6 1,7 Veri yok 70 341 

 *: Örneğin verildiği zamandaki yaş. 

Tablo 4.8. Grup D olgularının demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları. 

 

 

 

 

Tablo 4.9. Kontrol grubu kişilerinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları.Tablo 4.8. Grup D 

olgularının demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları. 
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Grup Sıra K/E Yaş* 
Hb 

(g/dl) 
RBC 

(x103/mm3) 
MCV 
(fL) 

MCH 
(pg) 

HbA 
(%) 

HbA2 
(%) 

HbF 
(%) 

Ferritin 
(ng/mL) 

Serum 
Demir 
(ug/dl) 

TDBK 
(ug/dl) 

K
o

n
tr

o
l G

ru
b

u
 

  K1 K 28 13,09 4,23 93 30,95 83,0 2,7 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

  K2 E   37 11,78 3,88 89 30,35 81,3 2,5 0,8 40,9 45 351 

K3 K 10 12,48 4,35 83 28,67 82,3 2,8 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok 

   K4 K 31 12,19 3,95 92 30,86 83,6 2,8 0,6 Veri yok 69 236 

K5 E 23 13,88 4,49 88 30,89 81,8 2,5 0,6 Veri yok 145 398 

K6 K 28 12,89 4,52 86 28,54 84,8 2,7 0,4 10,2 136 348 

K7 E 20 16,56 5,07 98 32,67 83,7 2,9 1,5 42,9 161 326 

K8 E 8 12,01 4,44 85 27,06 80,1 2,9 0,3 Veri yok Veri yok Veri yok 

K9 E 22 15,51 5,39 84 28,77 81,6 2,6 0,5 22,5 94 363 

   K10 E 20 14,56 5,11 82 28,5 82,1 2,9 0,5 Veri yok 68 351 

   K11 K 45 12,76 4,55 88 28,04 82,5 2,6 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok 

K12 E 27 16,58 4,94 98 33,57 85,3 2,5 0,4 Veri yok 173 372 

K13 K 42 13,93 4,95 83 28,14 83,2 2,6 0,5 16,8 48 306 

K14 K 28 11,3 3,99 88 28,34 83,9 2,8 0,3 5,8 38 368 

K15 K 37 12,59 4,26 89 29,54 83,2 2,6 0,6 Veri yok 45 301 

K16 K 26 12,48 4,47 85 27,93 83,2 2,8 0,6 9,2 62 367 

K17 K 36 10,98 4,23 80 25,95 80,6 2,4 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok 

K18 E 40 14,01 5,01 88 27,96 81,1 2,9 0,3 31,3 102 375 

K19 E 25 16,42 5,58 91 29,44 82,7 2,7 0,2 27,2 172 289 

K20 E 26 14,86 4,82 92 30,82 81,7 2,8 0,8 Veri yok 158 378 

 
 
 
 

*: Örneğin verildiği zamandaki yaş. 

Tablo 4.9. Kontrol Grubu kişilerinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuçları. 
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5.TARTIŞMA 

Evlilik öncesi talasemi taramasının zorunlu olduğu ülkeler arasında 

Türkiye ile birlikte Birleşik Arap Emirlikleri, Suudi Arabistan, Ürdün, Kıbrıs ve İran 

gibi ülkeler de bulunmaktadır (123). Bu sayede talasemi hastalığı gibi önemli bir 

halk sağlığı sorunu etkin bir şekilde kontrol altında tutulabilmekte ve tedavi için 

sağlığa ayrılan maliyetler ciddi oranda düşürülebilmektedir. Bir ülkede; 

popülasyon taraması yaparak taşıyıcıların saptanması, mutasyonların moleküler 

karakterizasyonun ortaya konulması, genetik danışmanlık ve prenatal tanı 

talasemi kontrol programının yapıtaşlarını oluşturmaktadır (117,124). 

Talasemi taramasında günümüzde ilk basamak yaklaşım; olguların tam 

kan sayımı (CBC) analizlerinin yapılması, hematolojik parametrelerinde 

anormallik saptananların (hipokromi, mikrositik anemi, eritrositozis) ise takiben 

otomatize HPLC ya da kapiller elektroforez cihazı ile hemoglobin fraksiyonlarının 

analiz edilmesinden oluşur (125-128). Çiftlerden birinin klasik β-talasemi 

taşıyıcısı olduğunun bilindiği durumlarda diğerinin normal ya da borderline 

seviyede HbA2 seviyesi olsa bile β-globin geni analizi yapılmalı ve δ-globin 

genotiplemesi de özellikle akılda tutulmalıdır (105,117,129-131). 

Talasemi prevalansının yüksek olduğu ülkeler (Akdeniz ülkeleri, İran, 

Hong Kong, Tayland ve Çin gibi) de dahil olmak üzere pek çok ülkede MCV 

değerinin 80 ve üzeri seviyeleri (≥80 fL) ile MCH değerinin 27 ve üzeri seviyeleri 

(≥27 pg) normal kabul edilmektedir (126,132-138). Ancak talasemi taraması için 

sadece bu indeksler üzerinden yorum ve değerlendirme yapmak pek çok bireyin 

talasemi açısından atlanmasına neden olabilmektedir (139). α- ve β-talasemi 

birlikteliği durumunda ya da HbS, HbE hemoglobinopatileri, sessiz β-talasemi 

mutasyonlarını (Capsite +1 (A    C), IVS-II-844 C>G, PolyA (T    C) gibi) 

taşıyanlarda MCV ve MCH indekslerinin normal aralıkta olduğu ve talasemi 

tarama programlarında bu olguların yanlışlıkla negatif bireyler olarak 

değerlendirildikleri pek çok çalışmada gösterilmiştir (133,140-148). 
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Hemoglobin fraksiyon seviyeleri üzerine de pek çok faktör etki 

edebilmektedir (Tablo5.1). Bu durum talaseminin laboratuvar tanısını koymada 

klinisyenlere zorluk yaşatmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

Herhangi bir endikasyon sonrası yapılan Hb elektroforez sonucunda HbA2 

düşüklüğü saptanan bireylerde demir eksikliği anemisi- talasemi (örneğin δ-

talasemi) ayrımı yapılmalıdır. Tam kan sayımı (CBC) değerleri üzerinden 

talasemiler ile demir eksikliği anemisi ayırıcı tanısını yapabilmek için 40'tan fazla 

formül geliştirilmiştir (en çok kullanılanları Tablo 5.2'de gösterilmiştir) ancak hiç 

bir formülün %100 spesifisitesi ya da sensitivitesi bulunmamaktadır (98). Demir 

eksikliği anemisi dışında HBD genindeki mutasyonlar da HbA2 seviyelerindeki 

düşüklükten sorumlu olabilmektedir.  

Tablo 5.1. Talaseminin laboratuvar tanısında karşılaşılan zorluklar-Aliyeva ve ark. 

(149)'ndan alınmıştır. 

 

 

 

 

Tablo 5.2. Talasemi-demir eksikliği anemisi ayırıcı tanısında kullanılan 

formüllerTablo 5.1. Talaseminin laboratuar tanısında karşılaşılan zorluklar-Aliyeva 

ve ark. (149)'ndan alınmıştır. 

 

 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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δ-globin genindeki mutasyonların bazıları aynı β-globin geninde olduğu 

gibi talasemik tablo oluşturmayıp, moleküler karakteri farklı olan yapısal 

varyantlar oluşturur iken; bazı mutasyonları δ-globin ekspresyonuna engel olarak 

δ+ veya δ0 talasemilere neden olmaktadır. HBD geninde bugüne kadar saptanmış 

olan mutasyonların yaklaşık %20'sinin talasemik mutasyonlar olduğu 

bilinmektedir (159). 

Herhangi bir hemoglobin varyantının stabil olup olmadığı; spesifik stabilite 

testi denilen "isopropanol test" ile değerlendirilebilir. Kullanılan ortamdaki tampon 

isopropanol varlığında daha az polar olur; bu da hemoglobin hidrofobik 

bağlantılarının zayıflamasına ve böylece hemoglobin yapılarının presipite 

Tablo 5.2. Talasemi-demir eksikliği anemisi ayırıcı tanısında kullanılan formüller-

Barrett ve ark. (98)'ndan alınmıştır. 

 

 

 

 

Tablo 5.2. Talasemi-demir eksikliği anemisi ayırıcı tanısında kullanılan formüller-

Barrett ve ark. (98)'ndan alınmıştır. 
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olmalarına olanak sağlar. Dolayısıyla stabil yapıda olmayan bir hemoglobin 

varyantı presipite olur iken, karşılaştırma için kullanılan kontrol solüsyonu berrak 

olarak kaldığından analiz edilen yapının stabil olmadığı tespit edilmiş olur (160). 

HBD geni mutasyonlarının en sık görülenleri farklı popülasyonlarda 

değişiklik gösterebilmektedir. Örneğin; Çinlilerde HBD geni -77 mutasyonu 

%0,4'lük toplam δ-geni defektleri içerisinde %0,2'lik prevalansı ile en sık rastlanan 

delta geni mutasyonudur (130). -77 mutasyonu; δ-globin geni ekspresyonu için 

önemli olan GATA-1 eritroid-spesifik faktörünün proksimal promoter bağlanma 

alanı olan 5'-TTATCT-3' motifi içerisinde yer alır. Dolayısıyla mutasyon sonrası 

GATA-1 bağlanma alanı bozulduğundan δ-globin geni ekspresyonu efektif bir 

şekilde engellenmiş olur.  

Afrika ve bazı Asya popülasyonunda, Afro Amerikalılarda en sık görülen 

delta globin zincir varyantı ise HbB2'dir (δ16 Gly>Arg) (HbA2' olarak da 

isimlendirilmektedir) (161,162,163). HbB2 yapısı klinik olarak tamamen sessiz bir 

varyanttır ancak total elektriksel yükü HbA2'den farklı olduğu için elektroforez 

yöntemlerinde ayrı yerde pik vererek HbA2 seviyesinin yanlış hesaplanmasına 

neden olur. Dolayısıyla HbA2 seviyesi hesaplanır iken HbA2' gibi stabil olan δ-

globin varyantlarının seviyesi de mutlaka toplam hesaba dahil edilmelidir (164). 

HbA2-Yialousa (δ27 Ala>Ser); İspanya, Portekiz, İtalya, Yunanistan, 

Kıbrıs gibi Akdeniz bölgesi ülkeleri ile Umman ve Orta Doğu'da en sık görülen δ-

globin varyantıdır (119,122,165-174). Kountouris ve arkadaşları (175) 20 yıllık 

süreçte yaklaşık olarak taradıkları 15000 kişinin içerisinde 428 kişinin δ-globin 

geni mutasyonu taşıdığını; varyantların en sık görüleninin ise %48,1'lik oranla 

HbA2-Yialousa olduğunu saptamışlardır. Pavlou ve arkadaşları (168) 5030 kişilik 

kohort içerisinden HbA2 seviyesi %1,9 ve altında olan 74 olgudan 54'ünde 

(%72,9) δ-globin geni mutasyonu saptamış; varyantlar arasında yine en sık 

varyant olarak HbA2-Yialousa'yı (%60,7) bulmuşlardır. Pirastu ve arkadaşları 
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(176) Sardinya'da HbA2-Yialousa varyantının genel toplumdaki insidansını %0,7; 

Guiso ve arkadaşları (170) yine Sardinya'da rastgele seçilmiş 750 kişilik bir 

örneklemde HbA2-Yialousa insidansını %1,2 olarak bulmuşlardır. Trifillis ve 

arkadaşları ise Yunan kökenli Kıbrıslılarda genel HbA2-Yialousa insidansını %1,3 

olarak belirtmektedirler (177). Kordafshari ve arkadaşları (167) İran'da 2007- 

2013 yılları arası toplam 43 olguyu HBD geni açısından genotiplemiş ve 21 

olguda mutasyon saptamıştır. Olgularda varyantlar arasında en sık HbA2-

Yialousa (%71,4) görülmüştür. Alkindi ve arkadaşları (165) araştırmaya dahil 

ettikleri 78 Ummanlı olgunun 40'ında δ-globin geni mutasyonu saptamış; 

aralarında en sık olarak da yine HbA2-Yialousa'yı (%66,6; n=26) saptamışlardır. 

Bizim araştırmamızda da en sık saptanan varyant %63,15'lik oran ile HbA2-

Yialousa varyantıydı. Bu sonuç literatürdeki araştırmalarla benzerlik göstermekte 

idi. Ayrıca araştırmamızda tüm örneklem içerisinde %12'lik HbA2-Yialousa 

saptama frekansı mevcuttu. Bu oran genel insidans çalışması yapan diğer 

araştırmalara göre oldukça yüksekti (170,177,176); ancak oranın bu kadar 

yüksek çıkmasının nedenleri olarak; araştırdığımız örneklemin rastgele 

seçilememesi ve HBD geninde mutasyon saptama ihtimalini artırabilmek için 

düşük HbA2 seviyesinin ≤%2 yerine ≤%1,7 olarak seçilmesine bağlı olduğunu 

düşünmekteyiz.  

HbA2-Yialousa; δ+ talasemiye neden olmaktadır. Aynı mutasyonun HBB 

genindeki karşılığında olduğu gibi (Hb Knossos (β27(B9) Ala>Ser, 

HBB:c.82G>T); yeni bir kriptik donör splice alanı aktivasyonuna neden olarak 

alternatif splicinge sebebiyet verdiği düşünülmektedir (Şekil 5.1). Aktivasyon 

sonrası bu yeni splice alanı HBD geninin B heliksinin bir parçası olan 27-30. 

kodonlarının splicing'e uğrayamamasına yol açarak normal RNA splicing 

mekanizmasını bozar ve stabil olmayan mRNA'ların sentezlenmesine neden olur. 

Bu da normal olarak transkripsiyona uğrayan mRNA'nın miktar olarak azalmasına 

sebep olmaktadır. 
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Türkiye'de HBD genotipleme üzerine yapılmış çalışmalar oldukça azdır 

(74-76,78). Öner ve arkadaşları β-talasemi taşıyıcısı olup normal HbA2 

seviyesine sahip olan toplam 6 olguyu δ-globin gen mutasyonu açısından 

incelemiş ve 5 olguda HBD geninde mutasyon saptamıştır (78). Saptadığı 

mutasyonlar; IVS-I-2 (T>C), HbA2-Yialousa ve Codon 59 (-A) mutasyonlarıdır. 

Köseler ve arkadaşları (75) β-talasemi taşıyıcısı olup HbA2 değeri düşük olan 

toplam 12 kişinin yalnızca üçünde δ-globin geninde mutasyon saptayıp 

saptadıkları varyantların HbA2-Yialousa ve HbA2-Yokoshima olduğundan 

bahsetmişlerdir. Kavasoğlu ve arkadaşları (76) toplamda 50 olguda HBD geni 

genotiplendirmesi yapmış ve 8 olguda toplam 7 farklı varyasyon saptamışlardır. 

Bu varyasyonlar -65(A->G) delta+ (HBD:c.-115A>G), Codon 4(ACT->ATT) 

delta+ (HBD:c.14C>T), HBD:c.294C>T, HBD:c.316-174_316-173delAT, 

HBD:c.315+429 T>C, HBD:c.-172 A>T ve literatüre yeni olarak kazandırdıkları 

HBD:c.350G>C (HbA2-Bornova varyantı) varyasyonlarıdır; ancak 50 olgunun 

hiçbirisinde HbA2-Yialousa gibi en sık saptanması beklenen HbA2 varyantını 

saptayamamaları, Akdeniz ülkelerinden birisi olan Türkiye için oldukça şaşırtıcı 

bir sonuçtur. Akar ve arkadaşları (74) ise 5 yıllık süreçte saptadıkları anormal 

Mutasyon sonrası oluşan yeni 

kriptik donör splice site alanı 

 

Şekil 5.2. δ-globin varyantları 

açısından 

değerlendirmeMutasyon sonrası 

oluşan yeni kriptik donör splice site 

alanı 

Şekil 5.1. Kriptik donör splice site alanı-Moi ve ark. (171)'ndan alınmıştır. 

 

 

 

Şekil 5.1. Kriptik donör splice site alanı-Moi ve ark. (171)'ndan alınmıştır. 
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hemoglobin türlerini yayınlamış ve δ-globin mutasyonlarından sadece HbA2-

Yialousa varyantını saptadıklarını belirtmişlerdir. 

Ülkemizin de dahil olduğu Akdeniz bölgesi ülkelerinde δ-globin 

varyantları arasında HbA2-Yialousa'nın bu kadar sık oranda saptanması tanı 

koymada maliyet-etkinlik açısından bazı algoritmaların oluşmasını sağlamıştır 

(Şekil 5.2). Bunun sonucunda δ-varyantından şüphelenilen olgularda daha ucuz 

tekniklerle öncelikle HbA2-Yialousa varyantı saptanmasına yönelik tarama 

yapılmakta HbA2-Yialousa saptanmadığında ise sonrasında δ-globin geni 

sekanslama yöntemine başvurulmaktadır (119).  

 

 

 

Literatürde HbA2-Yialousa saptananlarda HbA2 seviyelerinin %1,5-%2,0 

arasında değiştiği söylenmektedir (119,177). Kordafshari ve arkadaşları (167) 

yaptıkları çalışmada HbA2-Yialousa varyantını taşıyan kişilerin HbA2 

seviyelerinin 1,43±0,41 olduğundan bahsetmişlerdir. Bizler de araştırmamızda 

Şekil 5.2. δ-globin varyantları açısından değerlendirme-Giambona ve ark. 

(119)'ndan alınmıştır. 

 

 

 

 

Tablo 5.3. KLF1 Uzlaşı Çalışma Grubu'na göre KLF1 genindeki varyasyonların 

fonksiyonel sınıflarıŞekil 5.2. δ-globin varyantları açısından değerlendirme-

Giambona ve ark. (119)'ndan alınmıştır. 

 

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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HbA2-Yialousa varyantını taşıyanların HbA2 seviyeleri ortalamasını 1,54±0,10 

olarak saptadık. 

Pavlou ve arkadaşları HbA2 seviyesi ≤1,6% olan olguların tamamında δ-

globin geninde mutasyon saptandığını; 1,7%-1,8% seviyelerine yükseldikçe 

mutasyon saptanma oranının düşmeye başladığını (%90,9) ve HbA2 seviyesi 

1,9% olduğunda ise bu oranın %53,5'lere kadar düştüğünü belirtmektedirler 

(168). Bizler de HbA2 seviyesi ≤%1,7 olarak seçtiğimiz 20 olgunun 19'unda (%95; 

n=20) HBD geninde mutasyon saptadık. 

HbA2-Yokoshima ilk kez Japonya'da bir ailede tanımlanmıştır (178). Aile 

köken olarak Yokoshima adı verilen küçük bir adadan geldiği için saptanan 

varyanta bu isim verilmiştir. Ohba ve arkadaşlarının sundukları bu olgu 

sunumunda; proband, probandın babası, probandın amcası, probandın dedesi 

ve babaannesi HbA2-Yokoshima varyantını heterozigot olarak taşırken; 

probandın başka bir amcası bu varyantı homozigot olarak taşımaktadır. 

Hemoglobin fraksiyon analizi için izoelektrik fokuslama yönteminde HbA2-

Yokoshima varyantını homozigot olarak taşıyan bireyde herhangi bir normal 

HbA2 bandı saptanmamıştır. 

HbA2-Yokoshima varyantında HBD geni başlangıç kodonundan sonraki 

25. kodonda glisin aminoasidini kodlayan GGT sekansı mutasyon sonrası 

aspartatı kodlayan GAT sekansına dönüşmektedir (Delta 25(B7) Gly-->Asp; 

HBD:c.77G>A). Glisin; yan zinciri sadece hidrojen atomundan oluşmuş, optik 

olarak aktif olmayan (optik izomeri bulunmamaktadır) aminoasitlerin en basiti 

denilebilecek apolar bir aminoasittir. Yan zincirinin olmaması iki polipeptit ana 

zincirinin birbirlerine yakınlaşabilecekleri bölümlerde bulunmalarını sağlar. Ayrıca 

diğer aminoasitlerden çok daha fazla esnek olup; polipeptit ana zincirinin hareket 

ettiği ve kırıldığı bölümlerde bulunmaktadırlar. Yapısının küçük olmasından 

dolayı çoğu aminoasidin sığamadığı pek çok yere sığabilmektedirler. Mutasyon 

sonrası glisin yerine gelen aspartat aminoasidi polar ve asidik yapıda olduğundan 

HbA2 proteinin net yükünü değiştirir; ayrıca glisin aminoasidinden daha büyük 
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yapıda olduğundan ana kütlede 58 ünitelik artışa sebep olur. Aynı yerdeki 

mutasyonun HBB genindeki karşılığı "Hb J-Auckland [β25(B7)Gly-->Asp; 

HBB:c.77G>A]" varyantıdır. Williamson ve arkadaşları (179) saptadıkları bu 

hemoglobin varyantının oksijene afinitesinin düşük olduğunu ve moleküler 

yapısının hafif anstabil olduğunu belirtmişlerdir. Dolayısıyla HbA2-Yokoshima'nın 

da δ+ talasemiye neden olduğu düşünülmektedir. 

HbA2-Yokoshima yapısına, bilindiği kadarıyla, Japonya haricinde Kıbrıs 

ve ülkemizde de rastlanmıştır (75,168,175). Kountouris ve arkadaşları (175) 

toplam 428 δ-globin taşıyıcısı içerisinde HbA2-Yokoshima varyantını taşıyanların 

oranını %11,2 olarak bulmuşken (n=51); Pavlou ve arkadaşları (168) toplam 54 

δ-globin varyantı saptanan kişi arasında yalnızca bir kişide (%1,8) HbA2-

Yokoshima varyantı tespit etmişlerdir. Köseler ve arkadaşlarının Türkiye'de 

yaptıkları bir çalışmada (75); β-talasemi taşıyıcısı olup HbA2 değeri düşük olan 

toplam 12 kişinin yalnızca üçünde δ-globin geninde mutasyon saptamış; bunların 

içerisinde bir kişide HbA2-Yokoshima yapısı saptamışlardır. Bizler de yapmış 

olduğumuz bu araştırmamızda bir olguda HbA2-Yokoshima varyantını saptadık. 

Literatürde HbA2-Yokoshima varyantına sahip olguların HbA2 seviyeleri 

hakkında, bilindiği kadarıyla, pek fazla bilgi mevcut değildir. Sadece Pavlou ve 

arkadaşlarının (168) araştırmasında HbA2-Yokoshima varyantı saptanan tek 

olgunun HbA2 seviyesinin 1,4% olduğu belirtilmiştir. Bizim yaptığımız çalışmada 

ise HbA2-Yokoshima varyantını saptadığımız olgunun (Olgu D3) HbA2 seviyesi 

%0,9 olarak saptanmış ve HPLC görüntüsünde de farklı bir yerde pik olduğunu 

düşündürecek bulguya rastlanmamıştır. Dolayısıyla bizler de HbA2-

Yokoshima'nın δ+ talasemiye neden olduğu düşünmekteyiz. 

 

HbA2-Bornova varyantı; ilk kez Kavasoğlu ve arkadaşlarının yapmış 

oldukları çalışmada tespit edilmiş (76) ve olguların köken aldıkları yer Bornova 

olduğu için varyanta bu isim verilmiştir. Kavasoğlu ve arkadaşları araştırmalarını 

HbA2 değeri ≤%2, mikrositoz ve hipokromisi olan 40 olgu ile HPLC'de HbA2 
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fraksiyonunda ek pik saptanan 10 olgu üzerinden yürütmüşler ve yaptıkları HBD 

geni genotiplendirmesinde bir olguda HbA2-Bornova varyantını tespit etmişlerdir.  

HbA2-Bornova; HBD geni G heliksi 18. sırada bulunan, başlangıç 

kodonundan sonra 116. sıradaki arjinin aminoasidini kodlayan CGC dizisinin 

mutasyon sonucu CCC dizisi haline dönmesi ve prolin aminoasidini kodlamasıyla 

oluşan HbA2 varyantıdır (Delta 116(G18) Arg-->Pro; HBD:c.350G>C). Prolin; 

sekonder protein yapıları olarak isimlendirilen α-heliks ve β-tabaka yapılarını 

bozar, dolayısıyla bu şekilde helikal bölgeleri kodlayan DNA dizilerinde oluşan 

herhangi bir mutasyon sonrası prolin aminoasidinin kodlanması; total protein 

yapısının stabilitesini kaybetmesine neden olur. Trifillis ve arkadaşları (177); 

toplamda 24 adet herhangi bir aminoasitten prolin aminoasidine değişim 

saptanan β-zincir varyantı olduğunu bunların 21 tanesinin stabil olmayan Hb 

varyantı oluşturduğunu belirtmişlerdir. Arjinin aminoasidi polar ve bazik yapıda bir 

aminoasit iken; prolin aminoasidi apolar yapıdadır, dolayısıyla bu değişiklik 

protein net yükünü değiştirmektedir. Ayrıca prolinin kodlanması ile toplam kütlede 

59 ünitelik kayıp yaşanmaktadır. HBB ile HBD geni arasındaki farklı 10 

aminoasitten birisi olduğu için başlangıç kodonu sonrası 116. sıradaki aminoasit 

değişikliğinin HBB genindeki karşılığı oluşacak varyantın fenotipik etkisi HbA2-

Bornova ile karşılaştırılamamaktadır. Ancak; aynı noktadaki farklı mutasyonlarla 

HbA2-Lepore (HBD:c.350G>T) ve HbA2-Coburg (HBD:c.350G>A) ile aynı 

kodonda başka mutasyonla HbA2-Troodos (HBD:c.349C>T) varyantlarının 

oluşması bu kodonun mutasyona uğrama açısından hot-spot bir nokta olduğunu 

göstermektedir.  

Kavasoğlu ve arkadaşlarının HbA2-Bornova varyantını saptadığı olgunun 

HPLC elektroforez yönteminde HbA2 değeri 1,0% olarak ölçülmüş ve ekstra 

herhangi bir pik saptanmamıştır. Bizim araştırmamızda da HbA2-Bornova 

saptanan olguların HbA2 seviyeleri ortalamaları 1,12±0,25 olarak bulunmuş ve 

yine hiçbir olguda ek pik saptanmamıştır. Dolayısıyla bizler HbA2-Bornova 

varyantını oluşturan mutasyonun δ+ talasemiye neden olduğu düşünmekteyiz.  
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Çalışmamız, bilindiği kadarıyla, HbA2-Bornova varyantına sahip 

olgulardan oluşmuş bir serinin (n=5) sunulduğu literatürdeki ilk çalışmadır. HbA2-

Bornova yapısının bu zamana kadar sadece, bilindiği kadarıyla, İzmir ile 

Çanakkale illerinde saptanması; bu varyantın belki de özel bir coğrafik alandaki 

popülasyona ait bir varyant olduğunu düşündürmektedir.  

Çalışmamızda bir olguda literatürde daha önce saptanmamış; HBD geni A 

heliksi 7. sırada ve başlangıç kodonu sonrası 10. kodonda GCT>GTT heterozigot 

değişimi sonrası alanin aminoasidinin valin şeklinde kodlandığı yeni varyant 

yapısı olabilecek bir mutasyon saptadık. Saptanan bu olası varyant olgunun 

köken aldığı yer Çanakkale olduğu için 'HbA2-Canakkale (delta 10(A7) Ala-->Val; 

HBD:c.32C>T)' olarak isimlendirilmiştir. Varyantın "HbVar" veritabanına 

eklenmesi ve ilgili mutasyonun görüldüğü tek nükleotid polimorfizminin (SNP) "rs 

numarası" alması hedeflenmiştir. 

HbA2-Canakkale varyantını oluşturan Ala-->Val mutasyonu her iki 

proteinin de apolar yapıda olmasından ötürü protein net yükünde herhangi bir 

değişiklik yaratmamaktadır. Aynı mutasyonun HBB genindeki karşılığı Hb Iraq-

Halabja varyantıdır (beta 10(A7) Ala>Val; HBB:c.32C>T). Deutsch ve arkadaşları 

(180) saptadıkları bu Hb Iraq-Halabja varyantının yaptıkları ısı dayanıklılık ve 

isopropanol testleri sonrası stabil yapıda olduğunu, oksijen afinitesinin normal β-

zinciri ile aynı olduğunu saptamışlardır. İlgili yayında Hb Iraq-Halabja, olgularda 

tek saptanan mutasyon olmayıp; beraberinde bazı olgularda α-talasemi/α-globin 

triplikasyonu ve β0-talasemi mutasyonları da saptanmıştır. Yapılan karşılaştırma 

ve fonksiyonel çalışmalar sonrası Hb Iraq-Halabja varyantının "sessiz" bir varyant 

olduğuna karar verilmiştir (180). 

HbA2-Canakkale varyantını oluşturan mutasyon Polyphen-2® ve Mutation 

Taster® gibi in-siliko bioinformatik programlarında "polimorfizm, tolere edilebilir, 

nötral varyant" olarak değerlendirilmektedir. Dolayısıyla bizler bu mutasyonun 

stabil yapıda "sessiz" bir varyant oluşturduğunu düşünmekteyiz. Ancak varyantın 

saptandığı olgunun (Olgu D8) HPLC analizinde ek pikin görülmemesi yöntem ya 

da cihaz kaynaklı olabileceği gibi oluşan varyantın diğer piklerle ortak koelüsyonu 
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sonucu da olabilir. 

 

Hemoglobin fraksiyon analizi sonrası borderline seviyede HbA2 seviyesi 

saptanan bireyler de dikkatli değerlendirilmeli ve olası sebepler olabildiğince 

ekarte edilmelidir. Demir profilini yansıtan parametreler (ferritin, çinko 

protoporfirin (ZPP), serum demir/total demir bağlama kapasitesi/satürasyon 

indeksi gibi) dikkatlice gözden geçirilmelidir. Demir eksikliği; HbA2 seviyesini 

düşürüp talasemi taşıyıcısı olan bir bireyin sonuçlarını maskeleyebilmektedir 

(73). Bunun yanında vitamin B12/folat eksikliği; HbA2 yüksekliği yaparak 

bireylerin yanlışlıkla beta talasemi taşıyıcısı tanısı almalarına sebep 

olabilmektedir. Nütrisyonel eksikliklerin HbA2 seviyesi üzerine etkileri hem 3,5%-

3,9% gibi yüksek seviyeler ile hem de düşük seviyelerle (1,6%-1,9%) 

ilişkilendirilmiştir. Benzer şekilde sessiz β-talasemi mutasyonları ya da β-talasemi 

taşıyıcılığının δ-talasemi ile birlikteliği, α-gen triplikasyonu/kuadriplikasyonu, 

KLF1 gen mutasyonları borderline seviyede HbA2 seviyesine neden 

olabilmektedir (48,118,121,165,181-197). 

Perseu ve arkadaşları (48) MCV ve MCH değerleri normal ya da hafif 

düşük, borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip, HBB geni ile α-globin genleri 

mutasyonları ve hemoglobin varyantları açısından herhangi (+) sonuç 

saptanmamış toplam 145 olgunun 52'sinde KLF1 geninde altı farklı mutasyon 

saptamışlardır. Saptanan mutasyonların arasında en sık görülen S270X 

mutasyonu(%80,8) iken; iki olguda T280_H283del mutasyonu, dört olguda 

R319EfsX34 frameshift mutasyonu, bir olguda L326R mutasyonu, iki olguda 

T327S mutasyonu ve bir olguda K332Q mutasyonunu saptamışlardır. Lou ve 

arkadaşları (51) borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip toplam 165 Çinli 

olgunun 20'sinde (%12,1) KLF1 geninde sekiz farklı mutasyon saptamışlar; 

saptanan mutasyonlar arasında en sık G176Afsx179 mutasyonunu (%50) 

saptamışlardır. Diğer mutasyonlar ise; A298P, H299D, S270W, T334R, P338T, 

C341Y ve R328AfsX31 mutasyonlarıdır. Nitta ve arkadaşları (50) β-talasemi 

taşıyıcılığından şüphelendikleri ancak HBB genini intakt buldukları için yeni nesil 

dizileme yöntemiyle tüm ekzom sekanslanması sonrası KLF1 geninde C316Y 
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mutasyonunu saptadıkları bir olguyu paylaşmışlardır. 2018 yılı itibariyle KLF1 

geninin HbA2 seviyesi üzerine etkisi konusundaki çalışmalar hız kazanmış, 

literatüre pek çok yeni KLF1 mutasyonunun β-talasemi minör tablosu yarattığını 

bildiren çalışmalar kazandırılmıştır (52,198,199). Sardinya'da bu yüzden 

borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip olan bireylerde δ-geni 

genotiplemesinin yanında KLF1 geni mutasyon analizi ve α-gen triplikasyonu 

açısından tarama da yapılmaktadır (183). 

Bilindiği kadarıyla Türkiye'de KLF1 genotipleme üzerine yapılmış tek 

çalışma vardır (77). Aydın ve arkadaşlarının 53 olgu üzerinde yaptıkları bu 

çalışmada HbF yüksekliği ile KLF1 geni mutasyonları arasında ilişki olup olmadığı 

değerlendirilmiş, çalışma sonunda KLF1 geni protein kodlayan bölgede beş farklı 

varyasyon saptamışlardır. Bizim çalışmamız bu haliyle KLF1 geni mutasyonları 

ile HbA2 seviyesi arasındaki ilişkiyi değerlendiren Türkiye'deki ilk çalışma olması 

özelliğini de taşımaktadır.  

2016 yılında, bünyesinde pek çok farklı ülkeden KLF1 geni üzerinde 

çalışma yapmış araştırmacıların bulunduğu "KLF1 Uzlaşı Çalışma Grubu" 

oluşturulmuştur. Bu grup KLF1 geninde saptanan varyasyonları dört ana 

fonksiyonel sınıfa ayırmışlardır; 

 Fonksiyonel yapıda minör etki ya da hiç etki etmesi beklenmeyen 

varyasyonları "Sınıf 1 varyasyon" 

 Fonksiyonda azalma olmakla birlikte hipomorfik varyasyonları "Sınıf 

2 varyasyon" 

 Güdük bırakıcı heterozigotluk kaybına (truncating loss-of-function) 

yol açan varyasyonları "Sınıf 3 varyasyon" ve  

 Dominant etkisi olan varyasyonları "Sınıf 4 varyasyon" olarak 

tanımlamışlardır (59). 
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Tablo 5.3. KLF1 Uzlaşı Çalışma Grubu'na göre KLF1 genindeki varyasyonların 

fonksiyonel sınıfları-Perkins ve ark. (59)'ndan alınmıştır. Oklar araştırmamızda 

saptanan KLF1 mutasyonlarını göstermektedir. 

 

 (59) 

 

 

 

 

Tablo 5.3. KLF1 Uzlaşı Çalışma Grubu'na göre KLF1 genindeki varyasyonların 

fonksiyonel sınıfları-Perkins ve ark. (59)'ndan alınmıştır. Oklar araştırmamızda 

saptanan KLF1 mutasyonlarını göstermektedir. 
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Araştırmamızda saptadığımız tüm mutasyonlar KLF1 Uzlaşı Çalışma 

Grubu'na göre "Sınıf 1 varyasyon" olarak tanımlanmakta ve fenotipik etkisinin 

minör ya da olmaması beklenmektedir.  

Araştırmamızda 47 kişide (%47; n=100) S102P mutasyonu saptayıp; 

bunların içinde beş kişide S102P mutasyonunu homozigot olarak bulduk. S102P 

mutasyonu; 1000 Genomes, ExAC ve gnomAD gibi allel frekansını saptama 

çalışmalarında sırasıyla %44, %43 ve %36 olarak saptanmıştı. Sonuçlarımız bu 

oranlarla korele gözükmektedir. Ayrıca S102P mutasyonunu saptama açısından 

araştırmamızda gruplar arası istatistiksel olarak anlamlı farlılık yoktu (p>0.05); 

yani kontrol grubu da dahil olmak üzere her gruptan bazı kişilerde bu mutasyon 
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mevcuttu. Dolayısıyla bu kadar yüksek allel frekansında saptanan bir 

varyasyonun fenotipik etkisinin olması zaten beklenmemektedir. 

KLF1 geninde saptadığımız M39L, S102P ve P109S mutasyonları; 

aminoasit değişikliği hakkında in-siliko prediktif değerlendirme yapan ve veri 

sunan SIFT®, Polyphen-2® ve Mutation Taster® gibi programlarda "polimorfizm, 

tolere edilebilir, nötral varyant"lar olarak değerlendirilmektedirler. F182L 

mutasyonu için ise SIFT® ve Mutation Taster® "tolere edilebilir ve polimorfizm" 

derken; Polyphen-2® programı "muhtemelen hasar verici" varyasyon olarak 

değerlendirmektedir (200). Ancak R268L mutasyonu için bu üç in-siliko prediktif 

programında da "hasar verici" olarak değerlendirilmektedir. 

Araştırmamızda saptadığımız başka bir mutasyon olan M39L mutasyonu 

1000 Genomes, ExAC ve gnomAD'de sırasıyla %1,4, %1,3 ve %1,1 olarak 

saptanmıştı. Bizler de sadece tek olguda (olgu B3) M39L mutasyonu saptadık 

(%1; n=100). Sonucumuz bu oranlarla benzer gözükmektedir. Borg ve 

arkadaşları (60) M39L mutasyonunu; mutasyona uğrayan metiyonin 

aminoasidinin türler arasında korunmadığı (örneğin; fare KLF1 geninde burada 

lösin bulunmaktadır) için nötral bir değişiklik olarak değerlendirmiştir.  

Saptadığımız diğer mutasyon olan P109S mutasyonu 1000 Genomes, 

ExAC ve gnomAD'de sırasıyla %1,6, %0,3 ve %0,5 olarak saptanmıştı. 

Araştırmamızda biz iki olguda (olgu C19 ve Kontrol K18) P109S mutasyonu 

saptadık (%2; n=100). Sonucumuz bu oranlardan biraz yüksek çıksa da 

araştırdığımız örneklem küçük olduğu sonucun böyle çıktığını düşünmekteyiz. 

P109S mutasyonunu, hem borderline seviyesi üzerinde HbA2 değerine sahip 

olguda (olgu C19) hem de kontrol grubuna dahil ettiğimiz kişide (Kontrol K18) 

saptayıp fenotipik etkilenme gözlemlemediğimiz için bu mutasyonun fenotipik 

etkisinin olmadığını düşünmekteyiz.   

KLF1 geni F182L mutasyonu 1000 Genomes, ExAC ve gnomAD'de 

sırasıyla %5, %3,6 ve %3,1 olarak saptanmıştı. Bizler de üç olguda (olgu B4, olgu 
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B17, olgu D18) F182L mutasyonu saptadık (%3; n=100). Sonucumuz bu 

oranlarla yine benzer gözükmektedir. Zaker-Kandjani ve arkadaşları (201) F182L 

mutasyonunu 227 İranlı β-talasemi hastası kişiden oluşan bir grupta tek olguda 

saptamış, sonrasında yaptığı bu olgunun aile çalışmasında olgunun erkek 

kardeşinde bu mutasyona rastlamamış; ancak olgu ile erkek kardeşinin 

hematolojik etkilenmeleri benzer olduğundan F182L mutasyonunun fenotipik 

etkisinin tartışılması gerektiğini savunmuştur. Bizim araştırmamızda ise F182L 

mutasyonu hem borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip olgularda (olgu B4, 

olgu B17) hem de düşük HbA2 seviyesine sahip olguda (olgu D18) 

saptandığından bu mutasyonun genotip-fenotip korelasyonu sağlamadığını, 

fenotipik etki oluşturmadığını düşünmekteyiz.  

Son olarak araştırmamızda saptadığımız R268L mutasyonu 1000 

Genomes ve gnomAD'de sırasıyla %0,1 ve %0,01 olarak saptanmış; ExAC'de 

ise saptanamamıştır. VarSome® veritabanı bu mutasyonu "klinik önemi 

bilinmeyen varyant" olarak değerlendirirken, ClinVar® ve HGMD®'de bu mutasyon 

bulunmamaktadır. Araştırmamızda biz tek olguda (olgu B1) bu mutasyonu 

saptadık. Olgunun MCV ve MCH değerlerinin normal aralıkta olup borderline 

seviyede HbA2 seviyesi (3,4%) nin saptanması ve R268L mutasyonunun allel 

frekansının oldukça düşük seviyelerde olması nedeniyle; her ne kadar KLF1 

Uzlaşı Çalışma Grubu R268L mutasyonunu "Sınıf 1 varyasyon" olarak 

değerlendirse de bizler bu mutasyonun fenotipik etkisi olabileceğinin akılda 

tutulması gerektiğini; dolayısıyla bu mutasyonun fonksiyonel çalışmalarının 

yapılmasının gerekli olduğunu ve R268L mutasyonuna sahip olan daha geniş 

olgu serilerinin değerlendirilmesi gerektiğini düşünmekteyiz.  

Araştırmamızda HbF yüksekliği bulunan olguların genetik etyolojisinde bu 

durumu açıklayabilecek herhangi bir KLF1 geni mutasyonu saptayamadık. KLF1 

dışında HbF düzeyini etkileyen pek çok faktörün olması (Gγ XmnI (rs7482144), 

BCL11A (rs4671393) ve HBS1L-MYB (rs4895441, rs9399137) tek nükleotit 

polimorfizmleri gibi (202)) belki de HbF yüksekliği olan grupta mutasyon 

saptayamamızın sebebi olabilir. 
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Araştırmamızın birtakım kısıtlılıkları mevcuttu. Örneğin; araştırmaya dahil 

edilen kişilerin hematolojik verileri retrospektif olarak dosya arşivlerinden 

tarandığı için bazı kişilerin demir parametrelerini yansıtan tetkikleri (ferritin 

seviyeleri, serum demir/total demir bağlama kapasitesi gibi) yapılmadığından bu 

verileri mevcut değildi. Dolayısıyla verileri eksik olan kişilerde nütrisyonel 

eksikliğin borderline HbA2 seviyesi ya da HbA2 düşüklüğü üzerine etkisinin olup 

olmadığı değerlendirilemedi. Diğer bir kısıtlılık; finansman azlığı nedeniyle HbF 

ve HbA2 seviyeleri üzerine önemli etkisi olan α-globin gen değişikliklerinin 

analizlerinin örneklemde yapılamamasıydı. Dolayısıyla yine borderline HbA2 

seviyesi ya da HbA2 düşüklüğü etyolojisinde α-globin gen değişikliklerinin olup 

olmadığı değerlendirilemedi. 

 

6.SONUÇ ve ÖNERİLER 

β-talasemi taşıyıcılarının %90'ından fazlasında tanısal HbA2 yükselmesi, 

%50'sinde de HbF yükselmesi saptanmaktadır. Dolayısıyla talasemi taşıyıcılığı 

tespitinde hemoglobin elektroforezinin yeri çok önemlidir. Ancak HbA2 düzeyi 

normal olan bazı bireylerde HBB geninde mutasyon tespit edilmesi ya da aynı 

soy bağına sahip, HBB geninde de aynı mutasyon saptanan aile içi bireylerde 

HbA2 düzeylerinin birbirinden farklı olduğunun (fenotip farklılığı) görülmesi; 

talasemi taşıyıcılığı tespitinde HbA2 düzeyi yüksekliğinin mutlak olmadığını 

göstermiştir. β-talasemi taşıyıcılığı nedeniyle tanısal yükselmesi beklenen HbA2 

seviyesi; δ-talasemi nedeniyle normal sınırlara inebilmektedir. Dolayısıyla bu 

bireylerin β-talasemi taşıyıcısı olduğu bilenen başka bir bireyle evliliği sonrası β-

talasemi majorlu çocukları doğabilmektedir. Normal HbA2 piki nedeniyle göz ardı 

edilen; ileri değerlendirmeye yönlendirilmeyen bireylerin δβ-talasemi olabileceği 

unutulmamalıdır. Hb elektroforez sonucu normal sınırlarda olsa bile β-talasemi 

taşıyıcılığı saptanmış bireylerin partnerleri mutlaka DNA analiz yöntemleri ile β-

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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talasemi taşıyıcılığı açısından değerlendirilmelidir ve eşlik edebilecek δ-talasemi 

açısından mutlaka HBD geni genotiplendirmesi akılda tutulmalıdır. 

Borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip olan kişiler de mutlaka ayrıntılı 

olarak değerlendirilmelidir. Nütrisyonel eksikliklerin, sessiz β-talasemi 

mutasyonlarının, β-talasemi taşıyıcılığı ile δ-talasemi birlikteliğinin, α-gen 

triplikasyonu/kuadriplikasyonun yanında KLF1 gen mutasyonlarının da borderline 

seviyede HbA2 seviyesine neden olabileceği unutulmamalıdır. MCV ve MCH 

değerleri normal ya da hafif düşük olgularda görülebilen HbF yüksekliği ya da 

borderline seviyede HbA2 yüksekliği KLF1 genindeki mutasyondan kaynaklanıyor 

olabilir; ya da fenotipik olarak tipik talasemi minör ile uyumlu bulguları olan ancak 

HBB geninin intakt olarak saptandığı olgularda mutlaka KLF1 genotiplendirmesi 

akılda tutulmalıdır. 

HBD genindeki mutasyonlar sadece talasemik tablo oluşturmayıp, stabil 

yapıda varyant HbA2 yapısı da oluşturabileceğinden (Örneğin; HbB2); HbA2 

seviyesi hesaplanırken mutlaka tüm HbA2 yapıları dikkate alınmalıdır. HPLC ya 

da kapiller zon elektroforezi değerlendirilirken normal HbA2 pikinin haricinde ek 

pik olup olmadığı gözden geçirilmelidir.  

HbA2 seviyesi düşüklüğü saptandığında olgular mutlaka demir eksikliği 

anemisi yönünden değerlendirilmeli; şüphe duyulan durumlarda demir 

replasmanı sonrası hemoglobin elektroforez testleri tekrarlanmalıdır. HbA2 

düşüklüğünde HBD genindeki mutasyonların yanında α-talasemi taşıyıcılığının 

da genetik etyolojik sebep olabileceği unutulmamalı; olguların mutlaka α-globin 

açısından genotiplendirmeleri yapılmalıdır. 

Araştırmamızda saptadığımız R268L mutasyonunun bizler fenotipik etkisi 

olabileceğini düşünmekteyiz; dolayısıyla bu mutasyonun fonksiyonel 

çalışmalarının yapılmasının gerekli olduğuna ve R268L mutasyonuna sahip olan 

daha geniş olgu serilerinin değerlendirilmesi gerekliliğine inanıyoruz.  

https://en.wiktionary.org/wiki/%CE%B4#Ancient_Greek
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Türkiye'de KLF1 ve HBD genleri ile ilgili çalışmalar, bilindiği kadarıyla, 

oldukça azdır. Genotipik çeşitlilik açısından eşsiz bir yelpazeye sahip olan 

ülkemizde bu genlerle ilgili bilgi ve tecrübelerimiz arttıkça literatüre daha önce 

girmemiş varyantların ve fenotipik etkilerinin ortaya konulmasının da önü bu 

şekilde açılmış olacaktır. 

Sonuç olarak; HPLC sonrası HbF veya HbA2 seviye anormalliği saptanan 

sınırlı sayıda olgunun dahil edildiği araştırmamızın sonuçlarına göre globin 

proteini üreten ya da üretiminde etkisi olan diğer alternatif (KLF1, HBD ve diğer) 

genlerin de HbF ve HbA2 seviyesini etkileyen ve hemoglobinopatilerde patojenite 

etkeni olabileceğini ortaya koymuştur. Mart 2013-Ağustos 2018 yılları arası 

Çanakkale Onsekiz Mart Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Genetik Tanı ve 

Tedavi Merkezine HBB gen analizi için başvurmuş olgu ve kontrol grubu bireylere 

ait DNA bankasının kullanılarak yapılan mevcut araştırma sonuçları çalışılan 

hedef her iki gende de (KLF1 ve HBD) nokta mutasyon oranının yüksek olduğunu 

ortaya koymuştur. Çalışılan olgu grubundaki bireylerin %58,75’inde KLF1 

geninde ve %23,75’inde ise HBD geninde mutasyon saptanmıştır. KLF1 geninde 

saptanan beş farklı nokta mutasyonun sırasıyla 41 olguda (%87,23; n=47) 

S102P, 3 olguda (%6,38) F182L, 1 olguda (%2,12) P109S, 1 olguda (%2,12) 

M39L ve 1 olguda ise (%2,12) R268L oldukları ortaya konmuştur. Saptanan 4 

farklı nokta mutasyonun (M39L, P109S, F182L ve R268L) heterozigot yapıda 

oldukları, S102P mutasyonunun ise toplam 36 olguda (%87,8) heterozigot ve 5 

olguda (%12,2) ise homozigot yapıda olduğu tespit edilmiştir. Çalışılan olgu 

grubu bireylerin 19’unda (%23.75) HBD geninde mutasyon saptanırken, 

61’nin(%76.25) normal yapıda oldukları ortaya konmuştur. Heterozigot olarak 

saptanan dört farklı nokta mutasyonun sırasıyla 12 olguda (%63,15; n=19) HbA2-

Yialousa, 5 olguda (%26,31) HbA2-Bornova, 1 olguda (%5,26) HbA2-Yokoshima 

ve 1 olguda ise (%5,26) Delta 10(A7) Ala-->Val; HBD:c.32C>T varyasyonu 

oldukları ortaya konmuştur. Araştırmamız kapsamında çalışılan olgulardan 

sadece birisinde saptanan "Delta 10(A7) Ala-->Val; HBD:c.32C>T" nokta 

mutasyonu ilk kez bu araştırmada tanımlanmıştır. Mevcut araştırma sonucunda 

saptanan HBD:c.32C>T mutasyonu yeni bir hemoglobin HbA2 varyantı olarak 
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değerlendirilmiş ve HbA2-Canakkale ismiyle literatüre kazandırılmıştır. Saptanan 

varyantın "HbVar" veritabanına eklenmesi ve ilgili mutasyonun görüldüğü tek 

nükleotid polimorfizminin (SNP) yeni bir referans numarası ("rs no") ile literatüre 

kazandırılması hedeflenmiştir. Araştırmamız ayrıca, bilindiği kadarıyla, HbA2-

Bornova varyantına sahip olgulardan oluşmuş bir serinin (n=5) sunulduğu ilk 

çalışmadır. Yine araştırmamız KLF1 geni mutasyonları ile HbA2 seviyesi 

arasındaki ilişkiyi değerlendiren Türkiye'deki ilk çalışma olması özelliğini de 

taşımaktadır. Araştırma sonuçları, hemoglobinopatilerin moleküler etyolojik 

sebepleri araştırılırken KLF1 ve HBD gibi globin proteini üreten ya da üretiminde 

etkisi olan diğer alternatif genlerin olası varyasyonlar açısından 

genotiplendirilmesinin kesin tanı açısından önemli olduğu önerilmiştir.  
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8.EKLER 

 Ek 1. Etik kurul onayı  
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 Ek 2. Proje yürütücüsü değişikliğini bildirir dilekçe  
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 Ek 3. Proje yürütücüsü değişikliğinin etik kurul tarafından onayı 
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RUTİN HİZMETLER  2016-2020 yılları arasında tanı laboratuarı olarak(Sitogenetik ve  

 Moleküler)  verdiği hizmetler ve tanı raporları 

A- Sitogenetik                                 Adet  

Lenfosit Hücre Kültürü                     2629 Karyotip – karyogram analiz 

FISH                                                 400 Metafaz-interfaz analiz 

B- Moleküler Genetik                     Adet  

FMF                                                 1341 Moleküler tanı 

CVD                                                 1404 Habituel Abortus, PTE, SVH, Behçet Sendromu, DVT, MI, 

Atherosklerozis 

Farmakogenetik                                193 Warfarin, Klopidogrel, Mikofenolat Mofetil vb. ve kompleks ilaç 

detoksifikasyon profil analizleri 

Onkogenetik                                       95 Kras, EGFR sekans ve Bcr-ABL (t9;22) (p210) transkript analizi 

Prenatal Tanı (QF-PCR)                  468 Kromozom 13,18,21,X ve Y STR fragment analizi 

MLPA                                               968  Mikrodelesyon sendromları, Subtelomerik, CFTR, BRCA1/2, 

DMD,SMA vb. 

Array-CGH (60K ve 180K)               981 Delesyon/duplikasyon analizi 

Yeni Nesil Dizileme (NGS)              220 CFTR, Otoinflamatuar hastalıklar, Male/Female İnfertilite, BRCA1/2, 

Ailevi Kanser paneli, SMA, DMD, Osteogenezis İmperfecta, Marfan 

Sendromu, NF1/2 vb. 

Diğer                                               1345 Talasemi, TRAPS, CAPS, MVK, Frajil X, HPV, Çölyak, JAK2,HLAB27 

Poliklinik hasta sayısı                     5502  
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İLGİ ALANLARI - LABORATUVAR DENEYİMİ (ARAŞTIRMA ALANI)                                          

A-Sitogenetik 

            A1- Periferik kandan lenfosit hücre kültürü ve kromozom analizi 

 A2-  Seks kromatin analizi 

 A3-  Manuel ve otomatik karyotip, karyogram  ve ideogram analizler 

 A4-  GTG, C, NOR, HRB bantlama teknikleri 

B- Moleküler Sitogenetik 

            B1- Direkt, indirekt hibridizasyon  teknikleri,  CGH ve FISH  

 B2- Kromozomal mikrodisseksiyon 

 B3- Preimplantasyon Genetik Teşhis (PGT)  ve IVF 

B4- In situ hibridizasyon, strip, line-assay hibridizasyon ve genetik hastalıklarda tarama 

C- Moleküler Genetik 

            C1-  Elektroforetik teknikler (agaroz, acrilamide)  

 C2-  Western blot analiz 

 C3-  PCR, Multiplex PCR, RT-PCR, Real-Time PCR teknikleri 

 C4-  RFLP mutasyon ve polimorfizm taramaları  

 C5-  Genomik DNA izolasyonu (solid, kan ve diğer dokular) ve DNA dizi analizi 

            C6- Epigenetik,  DNA metilasyon analizi, gen ekspresyonu ve modifikasyon analizi  

            C7- MLPA, Strip-Assay 

            C8- QF PCR, Direkt sekanslama 

            C9- MikroArray-CGH 

            C10- Yeni nesil sekans analiz (NGS) 

 

MERKEZİ KURULUŞ ÜYELİKLERİ   

1. Tıbbi Genetik Derneği ANKARA 
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