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ÖZET 

GiriĢ ve Amaç: Bir hemoglobinopati hastalığı olan beta talasemi, hemoglobinin beta 

globin sentez defekti sonucu oluĢur. Beta talasemi taĢıyıcılığı tanısı koymada yüksek 

performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) sonucu ortaya çıkan HbA2 değerinin önemi 

büyüktür. Beta talasemi taĢıyıcılığında HbA2 seviyesinin artmıĢ olması beklenmektedir. 

Ancak bazı durumlarda HbA2 değeri artıĢ göstermemektedir. HbA2 değerini düĢüren 

nedenler arasında en az araĢtırılmıĢ olanı delta globin gen değiĢikleridir. Delta globin 

gen değiĢiklikleri klinik olarak bulgu vermese de beta talasemi taĢıyıcılığının 

tanınmasında yanlıĢ tanıya sebep olabilmektedir. Çünkü HbA2 değeri, delta globin 

azalmasına bağlı olarak normal ya da normalin altında olabilmektedir. Bu sebeple 

talasemi taĢıyıcılığının sık görüldüğü bölgelerde talasemi önleme programları için delta 

globin gen değiĢikliklerinin ortaya konması önemlidir. Bu çalıĢmada beta talaseminin 

sık görüldüğü ülkemizde dizi analizi ile HBD geni varyasyonlarını ortaya koyarak, delta 

globin gen varyasyon sıklığını ve bu varyasyonların tiplerini ortaya koymayı amaçladık.  

Gereç ve Yöntem: ÇalıĢmaya Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Tıbbi Genetik 

Anabilim Dalı‟na alfa veya beta talasemi mutasyon analizi için baĢvurmuĢ toplam 50 

olgu alınmıĢtır. HbA2 değeri elektroforezde %2 ve altında, mikrositoz ve hipokromisi 

olan 40 olgu ve HbA2 fraksiyonunda ek pik saptanan 10 olgu bulunmaktadır. Bu 

olgularda Sanger dizi analizi yöntemiyle HBD geni değiĢiklikleri araĢtırılmıĢtır.  

Bulgular: ÇalıĢmada 8 olguda toplam 7 farklı varyasyon tespit edilmiĢtir. Saptanan 7 

varyasyonun 5‟i daha önce tanımlanmıĢtır. Ġki varyasyon (c.350 G>C ve c.-172 A>T) 

ise ilk defa bu çalıĢmada saptanmıĢtır. Saptanan değiĢiklikler; 1 olguda tanımlı c.-115 

A>G mutasyonu,1 olguda tanımlı c.14 C>T mutasyonu ve 2 farklı benign varyasyon 

(c.294 C>T, c.316-174_316-173delAT),1 olguda varyant hemoglobin oluĢturan ve ilk 

defa bu çalıĢmada tanımlanan c.350 G>C varyasyonu ve 5 olguda bir tanesi bu 

çalıĢmada tanımlanan 2 farklı varyasyondur (c.315+429 T>C, c.-172 A>T). 

Sonuç: Yeni bulunan 2 varyasyondan biri yeni hemoglobin varyantı HbA2-Bornova 

olarak dünya literatürüne kazandırılmıĢ, diğeri ise The American College of Medical 

Genetics and Genomics (ACMG) kriterlerine göre benign olarak değerlendirilmiĢtir. 

Varyasyon saptanan olguların laboratuvar bulguları değerlendirilerek fenotip-genotip 

korelasyonuna katkı sağlanmıĢtır. Türkiye popülasyonundaki HBD geni varyasyon 

dağılımı ilk kez değerlendirilmiĢtir. 

Anahtar Kelimeler: delta talasemi, HBD, HbA2, varyasyon 
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ABSTRACT 

Introduction and purpose: Beta thalassemia is a hemoglobinopathy which results 

from hemoglobin beta globin synthesis defect. HbA2 levels assessed by high 

performance liquid chromatography (HPLC) are essential parameter for the diagnosis of 

beta thalassemia carriers. HbA2 levels is expected to be increased in beta thalassemia 

carriers. However, in some cases, the HbA2 level does not increase. Among the causes 

that lowered HbA2 level, the least researched is the delta globin gene variations. 

Although delta globin gene variations have no clinical implications, the co-inheritance 

of beta thalassemia mutations may lead to misdiagnosis. Because, HbA2 levels remain 

normal or low due to decreased delta chain production. For this reason, the detection of 

delta globin variations is important in countries that have a high incidence of beta 

thalassemia carriers. In this study, we aimed to reveal the HBD gene variations by 

sequence analysis to investigate the frequency and types of these variations in our 

country where beta thalassemia is common. 

Materials & Methods: A total of 50 patients who applied for the analysis of alpha or 

beta thalassemia mutations in Ege University Medical Faculty Hospital Medical 

Genetics Department were included in the study. There were 40 cases presenting 

microcytosis and hypochromia with the HbA2 level of 2% or less than 2% and 10 cases 

with a second peak in the HbA2 fraction. In these cases, HBD gene changes were 

investigated by Sanger sequence analysis. 

Results: In this study, seven different variations were detected in 8 cases. Five of the 7 

detected variations have been described previously. Two variations were identified for 

the first time in this study. Seven variations defined in the study were as fallows; 1 

previously reported c.115 A>G mutation in one case; 1 previously reported c.14C>T 

mutation and 2 benign variations (c.294 C>T, c.316-174_316-173delAT) in one case; 1 

novel c.350 G> C variation, which formed a variant hemoglobin and was first described 

in this study; 2 variations (c.315+429 T>C, c.-172 A>T), one of was defined in this 

study in 5 cases were identified.  

Conclusion: One of the two novel variants was introduced to world literature as a new 

hemoglobin variant HbA2-Bornova and the other was benign according to ACMG 

criteria. This study contributed to the phenotype-genotype correlation by evaluating the 

laboratory findings of the cases that detected variation. HBD gene sequencing analysis 

was assessed for the first time in the Turkish population.  

Keywords: Delta thalassemia, HBD, HbA2, variation 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ  

Hemoglobinopatiler, globin zincirinin azalmıĢ sentezi veya yokluğu ile ya da 

globin zincirinin yapısında defekt sonucu oluĢur. En sık olarak alfa ve beta globin 

zincirinde defekt ile oluĢur [1]. Dünyada en yaygın monogenik hastalık grubudurlar. 

Dünya popülasyonunun %7‟sinin bu hastalıklar açısından taĢıyıcı olduğu tahmin 

edilmektedir [2].  Malarya için endemik olan bölgelerde yoğun olarak bulunsa da, 

göçler ile dünyanın her ülkesinde görülmektedirler [3, 4]. Hemoglobinopatiler ve 

talasemiler her yıl 300,000 hasta çocuğun dünyaya geldiği, ciddi bir dünya sağlık 

sorunudur [5]. 

Talasemi, ilk defa 1925 yılında Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafından, 

splenomegali ve karakteristik kemik değiĢiklikleri bulunan çocuklarda oluĢan ciddi bir 

anemi çeĢidi olarak tanımlanmıĢtır. Ġlk vakaların Akdeniz bölgesindeki çocuklarda 

tanımlanmasından ötürü hastalık, Yunanca deniz anlamına gelen “thalassa” ve anemi 

anlamına gelen „„emia‟‟ sözcüklerinden köken alarak „„thalassemia‟‟ olarak ifade 

edilmiĢtir [6, 7].  Daha sonra bu bozuklukların Akdeniz çevresi ülkelerle sınırlı 

olmadığı, tropikal ülkeleri de içine alan geniĢ bir alanda görüldüğü ortaya çıkmıĢtır ve 

Ģimdi tüm dünyayı etkilediği bilinmektedir [7]. Dünya popülasyonunun %1,5‟unun beta 

talasemi taĢıyıcısı olduğu ve her yıl 60,000 hasta çocuğun dünyaya geldiği 

bildirilmektedir [3]. 

1950‟lerde eriĢkin tip hemoglobinlerin minör komponenti olan HbA2 

bulunmuĢtur. 1970‟lerde globin genleri klonlanmıĢ ve sekansı yapılabilir hale gelmiĢtir. 

Bu sayede talasemilerin patofizyolojisi ve moleküler temeli daha iyi anlaĢılmıĢtır. Bu 

yıllarda dünyada talasemi kontrol programları oluĢturulmaya baĢlanmıĢtır [7]. 

Ülkemizde hastalığın görülme sıklığı göz önüne alınarak 2003 yılında, 33 ilde 

Hemoglobinopati Kontrol Programı baĢlatılmıĢ ve merkezler kurulmuĢtur. Bu 

programda hemoglobinopatilerin önlenmesinde en önemli adım, evlilik öncesi çiftlerin 

taĢıyıcılık testinden geçmesi ve her ikisi de taĢıyıcı olan çiftlerin belirlenerek çocuk 

sahibi olmadan önce genetik danıĢmanlıktan yararlanmaları yoluyla yeni hasta 

doğumunun engellenmesidir [5]. Beta talasemi taĢıyıcılığı tanısı koymada HbA2 

değerinin önemi büyüktür. Beta talasemi taĢıyıcılığında HbA2 seviyesinin artmıĢ olması 

beklenmektir. Ancak bazı durumlarda HbA2 değeri artıĢ göstermemektedir. HbA2 
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değerini düĢüren nedenler arasında en az araĢtırılmıĢ olanı delta globin gen 

değiĢikleridir [8, 9]. 

Delta globin gen değiĢiklikleri tek baĢına klinik olarak bulgu vermese de beta 

talasemi taĢıyıcılığının tanınmasında yanlıĢ tanıya sebep olabileceği için dikkate 

alınmalıdır. Beta talasemi taĢıyıcılarında yüksek beklenen HbA2 değeri, delta globin 

değiĢikliği olan bireylerde normal ya da normalin altında olabilmektedir. Bu sebeple 

talasemi taĢıyıcılığının sık görüldüğü bölgelerde talasemi önleme programları için delta 

globin gen değiĢikliklerinin ortaya konması önemlidir [10, 11].  

Bu çalıĢmada Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi Tıbbi Genetik Anabilim 

Dalı‟na alfa ve/veya beta talasemi mutasyon analizi için baĢvuran ve HbA2 seviyesi 

düĢük olan olguların Sanger dizi analizi yöntemiyle HBD geni dizi analizi yapılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada daha önce ülkemizde yapılmamıĢ olan HBD geni dizi analiziyle, HbA2 

düzeyini düĢüren delta globin gen varyasyonları araĢtırarak ülkemizdeki delta globin 

gen varyasyon sıklığını ve bu varyasyonların tiplerini ortaya koymayı amaçladık. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1 HEMOGLOBĠN YAPISI VE FONKSĠYONU 

Hemoglobin (Hb), dokuların ihtiyaç duyduğu oksijen transportunu sağlayan 

dördüncül (tetramerik) yapıda bir proteindir [12].  Bu molekülün 3 boyutlu yapısı ilk 

defa 1960 yılında Dr. Perutz ve arkadaĢları tarafından X-ıĢını kristallografisi ile ortaya 

konmuĢ [13] ve bu çalıĢma ile Dr. Perutz, 1962‟de Kimya dalında Nobel ödülüne layık 

görülmüĢtür [14]. Hb, yaklaĢık 64,400 dalton ağırlığında, her biri bir polipeptid zinciri 

(globin) ve bir hem grubundan oluĢmuĢ dört alt birimden meydana gelen bir yapıdır 

(ġekil 2.1). Aminoasitlerin sıralanması birincil yapıyı, bu yapının hidrojen bağlarıyla 

heliksler Ģeklinde bir araya gelmesi ikincil yapıyı, polipeptid zincirlerin katlanarak üç 

boyutlu form oluĢturması üçüncül yapıyı meydana getirir [15]. Dördüncül yapı, dört 

polipeptid zincirinin birleĢmesi ile ortaya çıkar [14, 16].  

 

 

ġekil 2.1: EriĢkin Hemoglobin HbA yapısı (A); HbA‟nın üç boyutlu yapısı (B) (sarı: 

protoporfirin IX halkası, kırmızı küre: O2, turuncu küre: demir atomu) [17, 18] 

A 

B 
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Hemoglobin molekülünde bulunan hem halkası, bütün hemoglobinlerde aynıdır 

ve globin zinciri tarafından meydana getirilen cepler içerisindedir. Hem grubu, bir 

protoporfirin IX ve iki değerlikli demir (Fe
+2

) kompleksinden meydana gelir. Hem 

içindeki demir atomları, O2‟i bağlayarak transportu sağlar. Globin zincirleri ise, 141 

aminoasitten oluĢan alfa (α) ve 146 aminoasit içeren beta (β) globin zincirleri (zeta - δ , 

alfa1 - α1, alfa2 - α2, epsilon - ε, gama - γ, delta - δ, beta - β) olmak üzere farklılık 

gösterir [3, 19, 20]. 

 

2.2 GLOBĠN GEN KÜMELERĠ 

Hemoglobinin yapısındaki globin zincirlerini ifade eden, iki ayrı kromozom 

üzerinde, iki farklı gen kümesi yer almaktadır (ġekil 2.2, ġekil 2.3) [21]. Alfa ve beta 

globin gen kümesi arasındaki farklar Tablo 2.1‟de gösterilmiĢtir. 

 

ÖZELLĠK α – globin gen kümesi β  - globin gen kümesi 

Konum 16p13.3 telomerik 11p15.5 intersitisyel 

Guanin – Sitozin içeriği %54 %39.9 

CG dinükleotid zengin adacıklar Sık  Yok  

Gen yoğunluğu Yüksek  DüĢük  

Kromatin  Açık  Kapalı  

Replikasyon zamanı Erken  Geç  

Sık mutasyon çeĢidi Delesyonlar  Nokta mutasyonları 

Ġntergenik bölgelerin evrimi Hızlı  YavaĢ  

Hibrid ekspresyonu Erken  Geç  

Polycomb represif kompleks 

bağlanması 

Var  Yok  

H3K27me3 kromatin modifikasyonu Var  Yok  

JMJD3 enzimi Gerekli  Gerekli değil 

Tablo 2.1: Alfa ve beta globin gen kümesi arasındaki farklar [22] 
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2.2.1 Alfa Globin Gen Kümesi 

Alfa globin gen kümesi, 16. kromozom kısa kolunda (16p13.3) yer alır. YaklaĢık 

30 kb (kilobaz) uzunluğunda olan bu gen kümesi 5'-δ2-Ψδ1-Ψα2-Ψα1-α2-α1-θ-3' 

genlerini içermektedir. Zeta (δ) ve iki alfa (α1 ve α2) geni iĢlevsel genlerdir. Zeta geni, 

daha önce belirtildiği gibi, embriyonel hayatta ifade edilirken, α1 ile α2 geni fetal ve 

eriĢkin dönemde aktiftir. Bu genlerin dıĢında fonksiyonel olmayan yalancı genler 

(pseudogen, Ψδ-Ψα2-Ψα1) de alfa gen ailesi içinde yer almaktadır [23].  

Alfa globin gen kümesi genleri, iki intron ve üç ekzon içerir ve 141 aminoasit 

kodlarlar. δ, α1 ve α2 genlerindeki ekzon dizileri hemen hemen aynıdır. Ekzon 1, 1-31 

arasındaki aminoasitleri; ekzon 2, 32-99 arasındaki aminoasitleri; ekzon 3 ise 100-141 

arası aminoasitleri ifade ederek polipeptid zincirini oluĢturur (ġekil 2.2) [21, 24]. 

 

 

ġekil 2.2: Alfa globin gen kümesi Ģematik gösterimi [24]  

 

Alfa globin gen ailesi, δ -globin mRNA “cap” bölgesinin 10 (HS-10), 33 (HS-33), 

40 (HS-40) ve 48 (HS-48) kb yukarı (upstream) bölgelerinde tanımlanmıĢ dört eritroid 

spesifik DNaz I duyarlı bölge (hipersensitif bölge-HS) içerir (ġekil2.3) . Yapılan çeĢitli 

çalıĢmalarla yalnızca HS-40 (Hipersensitif bölge-40) bölgesinin ekspresyonda önemli 

etkisi olduğu gösterilmiĢtir [25]. 
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       ġekil 2.3: Alfa globin gen kümesi DNazI duyarlı bölgelerin (HS) Ģematik 

gösterimi [26] 

 

2.2.2 Beta Globin Gen Kümesi 

Beta globin gen kümesi, 11. kromozom kısa kolunda (11p15.4) yer alır. YaklaĢık 

60 kb uzunluğunda olan bu gen kümesi sırasıyla 5'-ε-Gγ-Aγ-Ψβ-δ-β-3' genlerini 

içermektedir. Bu sıra aynı zamanda hemoglobin dönüĢüm sırasıyla aynıdır. Epsilon geni 

embriyonik, gama genleri ise fetal genler olup, delta ve beta genleri doğumdan itibaren 

aktif olan genlerdir. Beta globin gen kümesinde bir adet pseudogen (Ψβ) bulunur 

(ġekil2.4) [27]. 

  Üç ekzon ve iki introndan meydana gelen epsilon, gama, beta ve delta genleri 

146 aminoasit kodlamaktadırlar. Βeta globin gen kümesi üyesi olan Gγ ile Aγ genleri 

yapısal olarak benzerdirler. Aralarındaki fark, 136. aminoasit pozisyonunda Aγ geninin 

Alanin ve Gγ geninin Glisin içermesidir. Doğumda Gγ ve Aγ yüzdesi sırasıyla %68 ve 

%32 iken, bu oran altı ay sonra eriĢkin HbF seviyesine iner  [19].  

 

  

ġekil 2.4: Beta globin gen kümesi Ģematik gösterimi [24] 

 

Beta globin gen kümesinde transkripsiyon, gen ifadesi için gerekli DNA 

(deoksiriboz nükleik asit) dizileri olan promoter, enhancer ve silencer ile bu dizilere 
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bağlanan proteinler arasındaki kompleks etkileĢimler ile düzenlenir [28]. Βeta globin 

gen kümesinin kontrolü, β lokus kontrol bölgesi (β-locus control region, β-LCR) 

tarafından sağlanır. β-LCR yaklaĢık 20kb uzunluğunda, ε geninin 6-18kb önünde yer 

almaktadır [29]. Bu bölge DNazI tarafından kesilmeye duyarlı olan 5 DNA bölgesi (HS) 

içerir. LCR‟de 5 farklı HS dizisi bulunur. Bu diziler HS1, HS2, HS3, HS4 ve HS5‟ten 

oluĢmakta ve bu dizilerden her biri, transkripsiyonu aktifleĢtirmede ya da baskılamada 

görev almaktadırlar (ġekil2.5) [30, 31]. Bu bölgeler, ortalama olarak 200-300 bp 

uzunluğunda ve DNazI duyarlılığı için gerekli tanıma bölgelerine bağlanan NF-E2, 

EKLF, GATA-1 ve Sp1 gibi birçok transkripsiyon faktörünün bağlanma bölgesini 

oluĢtururlar [20, 32, 33]. 

   

 

ġekil 2.5: Beta globin gen kümesi DNazI duyarlı bölgelerin (HS) Ģematik gösterimi [34] 

 

LCR‟nin önemi, HS bölgelerinin tamamı veya bir kısmının etkilendiği 

delesyonlarda beta globin geninin inaktive olmasıyla gösterilmiĢtir [35]. β-benzeri 

globin gen kümesi bunlara ek olarak TATA, CAAT ve duplike edilmiĢ CACCC 

kutularının bulunduğu 5‟ promoter dizileri ile de düzenlenir [35, 36]. 

 

2.3 HEMOGLOBĠN DÖNÜġÜMÜ VE ERĠTROPOEZ 

 Yenidoğan ve eriĢkin hemoglobinlerin farklılığı ilk olarak 19. yüzyıl sonlarında 

tespit edilmiĢ, embriyonik ve yetiĢkin kanın birbirinden farklı oksijen afinitesi 

gösterdiği 20.yy baĢlarında ortaya konmuĢtur. YaĢam boyunca, embriyonik, fetal ve 

yetiĢkin dönemde, değiĢen oksijen ihtiyacına göre farklı hemoglobin tipleri sentez 

edilmesi “hemoglobin dönüĢümü” (hemoglobin switching) olarak ifade edilmektedir 

[29] [37]. 

Eritroblastlar altı değiĢik polipeptid zinciri sentezleyebilmektedir. Bunlar alfa, 

beta, gama, delta, epsilon ve zetadır. Bu globinleri ifade eden genler, hayatın farklı 

dönemlerinde aktifleĢmekte ya da baskılanarak ekspresyonları engellenmektedir. 
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Embriyonik globin sentezi, gebeliğin üç ile sekizinci haftası arasında vitellüs kesesinde 

gerçekleĢir. Embriyonik yaĢamın erken dönemlerinde Hb Gover 1 (δ2ε2), Hb Gover 2 

(α2ε2) ile Hb Portland (δ2γ2) ile hemoglobin sentezi baĢlar. Gebeliğin 5. haftasından 

itibaren hemoglobin üretimi fetal karaciğere doğru geçiĢ gösterir ve 8. haftasında fetal 

karaciğer, HbF (α2γ2) ve az miktarda HbA (< %10) sentez görevini üstlenir. HbF 

üretimi dalakta da mevcuttur. Gebeliğin 13. haftasında embriyonik hemoglobinler 

kaybolarak, fetal hemoglobin olan HbF baskın hale gelir. 18. haftadan itibaren doğuma 

kadar olan süreçte eritrosit üretimi fetal karaciğerden kemik iliğine doğru geçmeye 

baĢlar. Gebeliğin 35. haftasında HbF miktarı düĢmeye ve HbA miktarı artmaya baĢlar. 

Doğumdan sonra da bu durum devam eder. Doğumdan sonra 6. aydan itibaren Hb 

üretimi esas olarak kemik iliğine gerçekleĢmeye baĢlar ve bu durum eriĢkin dönemde de 

geçerliliğini korur (ġekil 2.6). EriĢkinlikte yaklaĢık %97 oranında HbA, yaklaĢık 

%3‟ten daha az oranda HbA2, %1‟in altında HbF olmak üzere üç temel hemoglobin 

bulunur [38-42]. 

 

 

ġekil 2.6: Embriyonik, fetal ve doğum sonrası dönemde globin sentezi [39] 

 

Alfa ve beta globin gen kümeleri, içerdikleri genlerin ifadesinin baĢlaması için 

özgün promotor bölgeler ile etkileĢebilen elementler içerirler. Bu elementler, gen 

ailelerinin DNaz-HS bölgelerinde yer alırlar ve alfa globin gen ailesi için bir HS 40 

dizisi, beta globin gen ailesi için ise beta geni kontrol bölgesi (LCR) içinde yer alan beĢ 

HS (HS1, HS2, HS3, HS4, HS5) diziden oluĢurlar. Bu dizilerin her biri, transkripsiyonu 



9 
 

aktive edici veya baskılayıcı moleküller için bağlanma bölgesi olarak düzenlenmiĢlerdir 

ve hemoglobin dönüĢümünü kontrolünden sorumludurlar (ġekil2.7) [23, 29, 32].  

 

ġekil 2.7: LCR ve beta globin gen kümesinin insan geliĢiminin farklı 

evrelerindeki etkileĢimleri [43]  

2.4 ANEMĠ 

Anemi, eritrosit (RBC) kütlesinde veya hemoglobin konsantrasyonunda azalma 

olarak tanımlanabilir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) verilerine göre, anemi prevelansı 

yaklaĢık olarak 5 yaĢ altı çocuklarda %39, 5-14 yaĢ arası çocuklarda %48, 15-59 yaĢ 

arası kadınlarda %42, 15-59 yaĢ arası erkeklerde %30 ve 60 yaĢ üstü eriĢkinlerde %45 

olarak belirtilmiĢtir [44]. Anemi tanısı için kabul edilen değerler yaĢ, cinsiyet, etnik 

köken gibi faktörlere göre değiĢkenlik göstermektedir. WHO‟ya göre çocukluk ve 

eriĢkinlik dönemi için ortalama kabul edilen değerler Tablo 2.2‟de gösterilmiĢtir.  

YAġ HAFĠF g/dl ORTA g/dl ġĠDDETLĠ 

g/dl 

6-59 ay 10 – 10,9 7 – 9,9 < 7 

5-11 yaĢ 11 – 11,4 8 – 10,9 < 8 

12-14 yaĢ 11 – 11,9 8 – 10,9 < 8 

Kadın > 14 

yaĢ 

11 – 11,9 8 – 10,9 < 8 

Erkek > 14 

yaĢ 

11- 12,9 8 – 10,9 < 8 

 

Tablo 2.2: WHO‟ya göre anemi tanısında kullanılan hemoglobin konsantrasyon 

değerleri ve buna göre anemi Ģiddetinin değerlendirilmesi [45]  
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2.4.1 Hemolitik Anemi 

Ortalama ömrü 100-120 gün olan eritrositlerin prematür yıkımına bağlı oluĢan 

anemiler hemolitik anemi grubu içinde yer alır [46]. Hemolitik anemi sınıflandırması, 

örnekleri ile birlikte Tablo 2.3‟te özetlenmiĢtir.  

EriĢkinlerde Hemolitik Anemi Sınıflaması  

KazanılmıĢ  Herediter  

Ġmmun kaynaklı  Membran defektleri 

        Otoimmun             Sferositoz  

                Sıcak tip             Eliptositoz  

                Soğuk tip  Enzim eksiklikleri 

        Alloimmun              G6PD eksikliği 

                Tranfüzyon reaksiyonları              Piruvat kinaz eksikliği 

                 Yenidoğanın hemolitik hastalığı Hemoglobinopatiler  

         Ġlaç iliĢkili               HbS 

Eritrosit fragmantasyon sendromları                Stabil olmayan hemoglobinler 

                Mikroanjiopatik hemolitik anemi (TTP)               HbC 

                Arterio-venöz malformasyon  

                Kardiyak hemoliz  

MarĢ hemoglobinürisi  

Enfeksiyonlar (malarya)  

Parksismal nokturnal hemoglobinüri  

Karaciğer ve böbrek hastalıkları  

 

Tablo 2.3: Hemolitik aneminin kazanılmıĢ ve herediter nedenlerine göre 

sınıflandırılması (G6PD: Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz, HbS: orak hücreli 

anemi, TTP: trombotik trombositopenik purpura) [47] 

 

2.4.1.1 Hemoglobinopatiler 

 Hemoglobinopatiler, globin zincirinin azalmıĢ sentezi veya yokluğu  (örn. 

talasemiler) ile ya da hemoglobin protein yapısında defekt sonucu yapısal hemoglobin 

varyantlarının oluĢumu ( örn. orak hücreli anemi) ile karakterize olan, sıklıkla alfa ve 
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beta globin gen değiĢiklikleri sonucu oluĢan durumlardır [1]. Globin genleri dıĢında, 

fenotipi etkileyen birçok gen olduğu saptanmıĢtır. Bu genler dahil hemoglobin 

hastalıkları ile ilgili, 223 gende regülasyonu ve ekspresyonu etkileyen 2637 varyasyon 

tespit edilmiĢtir [48]. Hemoglobinopatiler dünyada en yaygın monogenik hastalıklardır 

ve daha önce malaryanın sık görüldüğü bölgelerde yoğunluk göstermektedirler. 

Malaryanın endemik olduğu bu bölgelerde bireylerin %3-40‟ı bu varyantları 

taĢımaktadır ve hemoglobinopati prevalansı 1000 canlı doğumda 0,3-25 olarak 

bildirilmektedir [49, 50]. Günümüzde, küresel göçlerden ötürü hemoglobinopatiler 

Akdeniz, Asya ve Afrika‟dan çıkıp Avrupa, Amerika ve Avusturalya‟da da endemik 

hale gelmiĢlerdir (Tablo 2.4). Hemoglobinopatiler anormal hemoglobinler ve 

talasemiler olarak iki ana gruba ayrılabilir [4, 7, 51, 52].  

BÖLGE GEN TAġIYICILIĞI (%) 

Afrika 5-30 

Arap toplumu 4-40 

>60 (bazı bölgeler) 

Orta Asya ve Hindistan 10-20 

Güney ve Batı Asya 5-40 

>70 (bazı bölgeler) 

Amerika BirleĢik Devletleri 5-20 

Ġtalya  7-9 

Yunanistan  6-7 

Türkiye  7-10 

Almanya, Ġngiltere, Portekiz, 

Ġspanya, Fransa, Hollanda, 

Belçika, Ġskandinav ülkeleri   

0,5-1 

5 (göçmen) 

Arnavutluk, Yugoslavya, 

Hırvatistan, Bosna-Hersek, 

Bulgaristan 

2-5 

Rusya  Nadir 

 

Tablo 2.4: Dünyada hemoglobinopati gen taĢıyıcılığı prevelansı [53] 
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 Çoğu hemoglobin gen varyantı nadirdir ve zararsızdır, ancak bazı varyantların 

taĢıyıcılığı malaryaya karĢı koruyucu olduğu için yaygındır. En sık saptanan varyant, α
+
 

talasemi, sıklıkla iyi seyirlidir. Bununla birlikte, hemoglobin S, C, E, D Punjab, β 

talasemi ya da α
0
 talasemi taĢıyıcılığının kombinasyonları ciddi hemoglobin hastalığı ile 

sonuçlanabilir. [49]. 

 Talasemi ve hemoglobinopatiler, Türkiye için önemli halk sağlığı sorunlarının 

baĢında gelmektedir. Türkiye‟de beta talasemi taĢıyıcılığı sıklığının ortalama %2,1 

olduğu bildirilse de, bu oranın %13 olduğu bölgeler de vardır (Tablo 2.5) [54-56].  

           

Tablo 2.5: Türkiye‟de sık görülen hemoglobinopatiler [56] 

 

2.4.1.2 Talasemiler 

 Talasemiler, hemoglobin yapısındaki globin zincirlerinden bir veya 

birden fazlasının yapım azlığı ya da hiç sentezlenmemesi ile karakterize, kronik 

hemolitik anemiye yol açan, kalıtsal bir grup hematolojik hastalıktır [57]. Talasemiler 

dünyada en sık görülen, ciddi halk sağlığı problemi oluĢturan, tek gen hastalıklarıdır. 

Tüm dünyada yaklaĢık olarak 270 milyon globin gen mutasyonu taĢıyıcısı olduğu 

tahmin edilmekte ve her yıl yaklaĢık 400.000 bu hastalıklardan etkilenmiĢ birey 

dünyaya gelmektedir [16, 51]. 

α globin zincirinin yokluğu ya da azlığı α-talasemi, β globin zincirinin yokluğu 

ya da azlığı β-talasemi olarak adlandırılır [7]. Alfa talasemi daha yaygın bir dağılıma 

sahip olmasına rağmen her iki talasemi de birçok toplumda yüksek orandadır. Ağırlıklı 

olarak Akdeniz ülkelerinde, Hintli, Çinli ve Güney Asya kökenli bireylerde gözlenirler 

(ġekil 2.8) [40]. 
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ġekil 2.8: Alfa ve beta talasemininin dünyadaki dağılımı [2] 

 

2.4.1.2.1 Beta Talasemi 

 Beta talasemi, azalmıĢ beta globin zinciri üretimi ya da bu üretimin hiç 

olmaması ile karekterize, dünyada en sık görülen monogenik hastalıklardan birisidir 

[58].  

 

2.4.1.2.1.1 Beta Talasemi Patofizyolojisi Ve Klinik Formları 

  Beta talasemide beta globin zinciri ile alfa globin zinciri miktarı arasında 

dengesizlik vardır. Serbest alfa zincirleri inklüzyon cisimcikleri halinde eritrosit 

prekürsör hücrelerinde çökerler ve intramedüller yıkımın oluĢmasına sebep olurlar. 

Ayrıca dolaĢımda bulunan alfa zincir inklüzyonlarını içeren olgun eritrositlerin yıkımına 

bağlı olarak da hemolitik anemi gerçekleĢir (ġekil 2.9) [51, 59]. 
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ġekil 2.9: Beta talasemi patofizyolojisi [59] 

Beta talasemide klinik tablo, alfa ve beta zincirlerinin dengesizliğine bağlıdır. 

Beta globin zincirinin üretilmediği durumda β
0
-talasemiler, üretimin normalden az 

olduğu durumda ise β
+
-talasemi olarak adlandırılırlar [36, 60]. Beta talasemi çoğunlukla 

otozomal resesif kalıtılır. Nadir görülen dominant beta talasemilerden ayrı olarak beta 

talasemi majör ve intermedia hastaları, β
0
 veya β

+
 genleri açısından homozigot ya da 

birleĢik heterozigottur [3]. 

EtkilenmiĢ allellerin heterozigot, homozigot ya da birleĢik heterozigot olma 

durumlarına göre, yelpazesi asemptomatik ya da kan tranfüzyon ihtiyacı olmasına kadar 

değiĢiklik gösteren, üç klinik fenotip tanımlanmıĢtır. 

Beta talasemi majör, beta globin allellerinde homozigot ya da birleĢik heterozigot 

mutasyon olduğunda meydana gelir. Alfa ve beta globin zincirleri arasında büyük 

dengesizlik söz konusudur. ġiddetli mikrositik ve hipokromik hemolitik anemi (Hb < 7 

gr/dl) hayatın ilk yılında ortaya çıkar. Genellikle etkilenmiĢ bireyler doğduktan 3 ila 6 

ay sonra düzenli kan transfüzyonuna ihtiyaç duyarlar [30, 61, 62]. Tedavisiz olgularda 

büyüme geriliği, solgunluk, genu valgum, hepatosplenomegali, bacak ülserleri ve kemik 

iliğinin geniĢlemesinden kaynaklanan malar kemiklerde belirginleĢme, maksiller kemik 

hipertrofisi gibi iskelet değiĢiklikleri görülür. Tedavi edilen hastalarda ise demir 

birikimine bağlı problemler ön plandadır. Demir birikimi büyüme geriliği, dilate 

kardiyomiyopati gibi kalp, fibrozis ve siroz gibi karaciğer, diyabetes mellitus, 

hipogonadizm gibi endokrin organ problemlerine yol açar [3]. Talasemi majör 

hastalarının %35-50‟sinin 35 yaĢından önce öldüğü bildirilmektedir. Kardiyak 

komplikasyonlar, ölümlerin %71‟inden sorumlu tutulmaktadır [63]. 
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 Beta talasemi intermediada klinik fenotip talasemi taĢıyıcılığı ve talasemi majör 

arasında değiĢmektedir. Bu hastaların her iki beta globin geni allelinde beta
+  

talasemi 

mutasyonu ya da iki beta
0
 mutasyonunun yanında alfa

0 
talasemi mutasyonu birlikteliği 

ve HbF yüksekliği görülebilir. Heterozigot beta
0 

talasemi mutasyonunun alfa talasemi 

triplikasyonu ile birlikte görülmesi de intermedia tablosuna yol açabilir. Klinik 

durumuna göre bu bireyler nadiren transfüzyona ihtiyaç duyabilir ya da hiç ihtiyaç 

duymayabilirler [30, 39]. 

 Beta talasemi taĢıyıcılığında ise hafif anemi görülür. Bu gruptaki bireylerde 

hipokromik, mikrositik eritrositler, HbA2 seviyesinde artıĢ ve HbF değeri yüksekliği 

önemli belirteçlerdir. Talasemi formları ve genotipleri ile birlikte Hb, MCV (ortalama 

eritrosit hacmi), MCH (ortalama eritrosit hemoglobini) , HbA2, HbF değerleri Tablo 

2.6‟da verilmiĢtir.  Sessiz beta talasemi taĢıyıcıları ise asemptomatiktirler. Beta globin 

zincirini hafif düzeyde azaltan, hafif beta
+
 talasemi mutasyonu taĢıyanlarda görülürler. 

[6, 30]. 

  

Fenotip  Genotip  Eritrosit 

değerleri  

Hemoglobin Tipi  BaĢlıca 

Klinik   

Beta talasemi 

majör  

β
+
/β

+
  

β
0 

/β
0
  

β
+
/β

0
 

Hb: <7 g/dL  

MCV: 50 - 60 fL  

MCH: 14 - 20 pg 

HbA2: değiĢken  

HbF: 70- 90% 

Transfüzyon 

bağımlı 

Beta talasemi 

intermedia 

β
+
/β

+
  

β
+
/β

++
  

β
+
/β

0
  

β
0 

/β
0 

Hb: 6 - 10 g/dL  

MCV: 55 - 70 fL  

MCH: 15 - 23 pg  

HbA2: değiĢken  

HbF:% 100‟e yakın 

DeğiĢken 

transfüzyon 

bağımlılığı 

Beta talasemi 

taĢıyıcılığı 

β
++

 

β
+
  

β
0
  

Hb: 9 - 15 g/dL  

MCV: 55 - 75 fL  

MCH: 19 - 25 pg  

HbA2: % > 3,2 – 3,5 

HbF: % 0,5- 6 

Hafif anemi  

Tablo 2.6: Beta talaseminin fenotip ve genotipleri ile klinik bulguları [53] 
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Beta talaseminin nadir olarak dominant kalıtıldığı durumlar da bildirilmiĢtir. 

Dominant beta talasemide heterozigot beta globin geni mutasyonu vardır ve 

splenomegali, solukluk, anemi ve safra taĢı oluĢma riski artıĢı meydana gelir. Stabil 

olmayan beta globin zinciri üretimi sebebiyle klinik tablo oluĢur. Dominant beta 

talasemi mutasyonları oldukça nadirdir. Kalıtılan formları bilinse de sıklıkla ekzon 3‟te 

de novo olarak meydana geldikleri ve eriĢkin dönemde talasemi intermediaya yol 

açtıkları bildirilmiĢtir [64-66]. 

 

2.4.1.2.1.2 Kalıtsal GeçiĢ 

Beta talasemi, otozomal resesif kalıtılır. Beta globin geni (HBB, MIM# 141900) 

mutasyonları sonucu oluĢur. EtkilenmiĢ bireyin anne ve babası zorunlu heterozigottur 

ve beta globin geni tek allelinde hastalık yapıcı bir mutasyon taĢımaktadırlar. TaĢıyıcı 

anne-babaların her gebelik için hasta çocuk sahibi olma riski %25‟tir. Bu ailelerin %50 

ihtimal ile asemptomatik taĢıyıcı çocuk ve %25 ihtimalle de beta globin gen defekti 

taĢımayan çocuk sahibi olma Ģansı vardır (ġekil 2.10) [3]. 

 

ġekil 2.10: Beta talasemi otozomal resesif kalıtımın Ģematik gösterimi 

 

2.4.1.2.1.3 Beta Talasemi Epidemiyolojisi 

WHO'ya göre dünya genelinde beta talasemi taĢıyıcılık oranı %1-5 olarak 

bildirilmiĢtir. Uluslararası talasemi federasyonuna göre dünya genelinde talasemili 

200.000 hastanın yaĢamakta olduğu ve düzenli tedavi aldığı bildirilse de talasemi 

hastalarının gerçek sayısı bilinmemektedir [36]. Bu sayıya yılda 60.000 infant 

eklenmektedir. Bu hastaların tedavileri yüksek maliyet gerektirmektedir ve bu da 
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geliĢmemiĢ ya da geliĢmekte olan ülkelerde önemli bir sorundur. Hasta doğumların 

önlenmesi için genetik danıĢma ve prenatal tanı oldukça önemlidir [2, 36]. 

 Türkiye‟de en sık görülen talasemi tipi olan β-talasemi hastalığının taĢıyıcı 

sıklığı, bölgelere göre değiĢmekle birlikte, yukarıda belirtildiği gibi, ortalama %2,1 

olarak bilinmektedir. Marmara, Ege ve Akdeniz bölgelerinde bu sıklık %4,3 olarak 

bildirilmiĢtir [54]. Ülkemizde Çukurova, Akdeniz kıyı Ģeridi, Ege ve Marmara 

bölgelerinde talasemi taĢıyıcılığı çok sıktır. Ġç Anadolu, Doğu ve Güneydoğu Anadolu 

bölgelerinde kesin bir rakam bilinmemekle birlikte, Türkiye genelinde yaklaĢık 1,5 

milyon taĢıyıcı ve 3,000 civarında hasta olduğu bildirilmiĢtir [5]. 

 Talasemi, Türkiye için önemli bir halk sağlığı sorunudur. Bunun için ilk talasemi 

merkezi Antalya‟da kurulmuĢ ve ardından Hemoglobinopati Önleme Programı Trakya, 

Marmara, Ege, Akdeniz ve Güney Doğu bölgelerinde 33 ilde daha baĢlatılmıĢtır. 

Böylece evlilik öncesinde taĢıyıcı bireylerin belirlenerek etkilenmiĢ çocuk sahibi olma 

riskleri ortaya konmuĢ ve etkilenmiĢ çocuk sahibi olma oranı azaltılabilmiĢtir [5]. 

 Beta talasemi hastalığının önlenmesi taĢıyıcıların belirlenmesine, genetik 

danıĢmaya ve prenatal (doğum öncesi) tanı veya preimplantasyon (gebelik öncesi) 

genetik tanıya dayanır. Genetik danıĢma ile taĢıyıcı kiĢilere hastalığın seyri, kalıtımı, 

mevcut ve araĢtırılan tedavi yöntemleri hakkında bilgi verilir. Hasta çocuk sahibi olma 

riskinde artıĢ tespit edildiğinde prenatal genetik tanı gebeliğin 15- 18. haftalarında elde 

edilen amniyotik sıvıdan alınan fetal hücrelerden veya gebeliğin 11-12. haftasındaki 

koryonik villus örneklerinden elde edilen DNA‟nın moleküler analiziyle yapılmaktadır. 

Son yıllarda, anne kanından elde edilen fetüse ait hücrelerde genetik analiz 

yöntemlerinin geliĢtirilmesi için çalıĢmalar yapılmaktadır [3, 53, 63, 67]. 

 

2.4.1.2.2 Delta Globin Gen DeğiĢiklikleri ve Önemi 

 Ġki yaĢ üstü bireylerde HbA2 fraksiyonu normal değeri %2,5 ile %3,4 arasındadır 

[68]. Biyokimyasal önemi net olarak bilinmemekle birlikte beta talasemi taĢıyıcılarında 

klasik bir parametre olarak mikrositer anemi ile birlikte HbA2 seviyesinde artıĢ gözlenir 

(%3,5-8) [8, 69]. Bazı yayınlara göre 2 yaĢın üstünde HbA2 üst sınırı %3,2 olarak da 

kabul edilmektedir [70]. Bazı durumlarda bireyin beta talasemi taĢıyıcısı olmasına 

rağmen HbA2 seviyesinin artmadığı bilinmektedir. Bunlar; sessiz beta talasemi 
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taĢıyıcılığı, alfa talasemi taĢıyıcılığı, HbH hastalığı, demir eksikliği anemisi ve delta 

globin gen varyantlarının bulunması, eritroid lösemi, sideroblastik anemi gibi 

durumlardır [8, 9]. 

 HbA2, daha önce belirtildiği gibi iki alfa ve iki delta zincirinden meydana 

gelmektedir. Delta globin proteinini kodlayan HBD geni (MIM# 142000), 

11.kromozom kısa kolu üzerinde (11p15.4), beta globin gen ailesi içinde bulunur (ġekil 

2.11) [71].   

 

ġekil 2.11: HBD geni lokalizasyonu [72] 

 

 Beta globin genine benzer Ģekilde, HBD geni değiĢiklikleri de delta globin zincir 

sentezi azalmasına (delta talasemi) ya da hemoglobin varyantları oluĢmasına neden olur 

[10]. Günümüze kadar HBD geninde 117 varyant tariflenmiĢtir 

(http://globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html). Hemoglobin varyantı oluĢturan delta 

globin geni değiĢiklikleri sayısı 79 olarak bilinmektedir. Kırk üç değiĢiklik globin 

sentezinde azalmaya yol açarak talasemiye neden olur. BeĢ değiĢiklik ise hem globin 

varyantı oluĢmasına hem de talasemiye neden olmaktadır. Bu 5 değiĢiklik HbVar 

veritabanında HbA2-Yialousa, HbA2-Wrens, Hb Lepore-Hollandia, Hb Lepore-

Baltimore, Hb Lepore-Boston-Washington olarak belirtilmektedir [73]. HBD geni 

varyantları beta globin geni ya da alfa globin geni mutasyonları ile birliktelik 

gösterebilir [74, 75].  

 Bazı delta globin değiĢikliklerinin oluĢturduğu hemoglobin varyantları HPLC 

(Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi)‟de saptanabilir (ġekil 2.12). Bunlar gibi 

HbA2 pikinin önünde ya da arkasında görünebilen varyantlar olduğu gibi, HPLC 

analizinde görünür varyant pik oluĢturmayan hemoglobin varyantları da bulunmaktadır 

[8, 76]. 

Her ne kadar delta globin geni (HBD MIM # 142000) mutasyonları klinik bir 

etkiye sahip değilse de delta ve beta talasemi taĢıyıcılığını, cis ya da trans pozisyonda, 

birlikte bulunduran bireylerde yanlıĢ tanıya neden olabilir. Çünkü HbA2 seviyesi, düĢen 
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delta zinciri üretimi nedeniyle normal veya düĢük saptanır (< %2). [77, 78]. Bu nedenle, 

talasemi önleme programını uygulayan ülkelerde, talasemi taĢıyıcılarının görülme 

sıklığının yüksek olması nedeniyle, delta globin allellerinin saptanması önemlidir [9, 79, 

80]. DüĢük MCV değeri ve normal HbA2 değerine sahip bireylerde, özellikle eĢinde 

beta talasemi taĢıyıcılığı tespit edilmiĢse, demir eksikliği ve alfa talasemi taĢıyıcılığının 

araĢtırılması yanında delta globin varyantlarının da göz önünde bulundurulması 

önerilmektedir [11]. EtkilenmiĢ çocuk sahibi olma riski taĢıyan bireylerde, tarama 

sonrası yanlıĢ negatif sonuçla karĢılaĢmamak için delta globin gen değiĢiklikleri ortaya 

konmalıdır [10].  

 

ġekil 2.12: Hemoglobin varyantı oluĢturan HBD değiĢikliği taĢıyan bir bireyde 

HPLC örneği [77] 

 

Beta talaseminin yaygın olduğu bölgelerde ve birden fazla etnik kökene sahip 

popülasyonlarda delta gen mutasyonları nadir değildir [81]. Örneğin delta globin geni 

varyantı taĢıyıcı frekansı Kıbrıs Rum nüfusunda % 1,26 olarak bulunmuĢtur ve HbA2 

düzeyi %1,7 ve altında ise HBD varyantı taĢıma ihtimalinin yaklaĢık olarak %90 olduğu 

belirtilmektedir [82]. Sicilya‟da ise delta globin gen varyantı taĢıma oranı % 2,5, Güney 

Çin‟de %0,4 olarak saptanmıĢtır [11, 83]. Umman Sultanlığı‟nda yapılan bir çalıĢmaya 

göre, HbA2 değeri düĢük (< %2,3) olan bireylerde bu oran %51,3 olarak bulunmuĢtur 

[74]. Türkiye‟deki kesin insidans bilinmemektedir. 

 Delta globin gen değiĢiklikleri günümüze kadar ağırlıklı olarak Akdeniz 

ülkelerinde tariflenmiĢtir. HbA2-Yialousa (c.82G>T) Sardunya, Kıbrıs ve 

Yunanistan‟da en sık saptanan değiĢikliktir [78]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 OLGU SEÇĠMĠ 

Bu çalıĢma 2015-2017 yılları arasında Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Hastanesi 

Tıbbi Genetik Anabilim Dalı‟na alfa talasemi veya beta talasemi mutasyon analizi için 

baĢvurmuĢ, talasemi taĢıyıcılığı ön tanısı alan hastalar ile yapıldı. ÇalıĢmaya, HPLC 

sonucuna göre HbA2 seviyesi %2 ve altında, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27 

pg‟nin altında olan veya HbA2 fraksiyonunda ikinci pik bulunan, 2 yaĢın üstünde olan 

50 olgu alındı. HbA2 seviyesi %2 ve altında, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27 

pg‟nin altında olan olgu sayısı 40 (Grup 1), HbA2 fraksiyonunda ikinci pik olan olgu 

sayısı 10‟du (Grup 2). 

Hastalar muayene edilerek ve medikal kayıtları taranarak elde edilen bilgiler, 

standart bir forma kaydedildi. Bu formlar hastaların fizik muayene bulguları, 

laboratuvar bulguları, özgeçmiĢ bilgilerini içermekteydi. 

Ege Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma Projeleri Genel Müdürlüğü tarafından 

desteklenen çalıĢmanın Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi AraĢtırma Etik Kurulu onayı 

(Karar no: 16-11/6) alındı. ÇalıĢmaya dahil edilen tüm olgulara ve 18 yaĢ altında olan 

olguların ebeveynlerine çalıĢma hakkında bilgi verilerek gönüllü olur formu 

imzalatıldıktan sonra hasta grubundan 2 ml EDTA‟lı tüpe kan örnekleri alındı. 

Örnekler, örnek toplama iĢlemi sonlanıncaya kadar -20°C derecede saklandı. Toplanan 

örneklerden delta globin varyasyonlarından sorumlu olan HBD geninde dizi analizi 

yapıldı.  
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ÇalıĢmaya alınma kriterleri ÇalıĢmaya alınmama kriterleri 

1. HPLC sonucuna göre HbA2 

seviyesinin %2 ve altında olan, 

 

2. Tam kan sayımında MCV değeri 80 

fL ve MCH değeri 27 pg‟nin altında 

olan, 

 

3. HbA2 ve diğer hematolojik 

parametrelerden bağımsız olarak 

HPLC sonucuna göre HbA2 

frekansında ikinci pik tespit edilen, 

 

4. 2 yaĢın üstünde olan, 

 

5. ÇalıĢmaya katılmayı kabul eden, 

hastalar çalıĢmaya dahil edilmiĢlerdir. 

1. HbA2 seviyesi %2‟den yüksek olan, 

2. Tam kan sayımında MCV değeri 80 fL 

ve üstünde ile MCH değeri 27 pg ve 

üstünde olan, 

3. HbA2 değeri %2 veya altında olup, 

tanımlı anormal yapısal hemoglobin 

varyantına sahip, 

4. 2 yaĢ altında olan, 

5. ÇalıĢmaya katılmayı kabul etmeyen 

hastalar çalıĢmaya dahil 

edilmemiĢlerdir.  

 

Tablo 3.1: ÇalıĢmaya alınma ve alınmama kriterleri 

 

3.2 OLGULARDA MOLEKÜLER GENETĠK ÇALIġMA 

 Örnek toplama iĢlemi tamamlandıktan sonra DNA izolasyon iĢlemine geçildi. 

DNA izolasyonunu takiben uygun primerler yardımıyla aranan bölgelerin PCR 

amplifikasyonları yapıldı. Amplifiye edilen ürünler ABI PRISM
®
 3100 genetik analizör 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) cihazıyla dizi analizine tabi tutularak 

incelendi. DNA izolasyonu, PCR amplifikasyonu ve dizi analizi basamakları aĢağıda 

açıklandığı gibi yapıldı. 

 

3.2.1 ÖRNEKLERĠN TOPLANMASI VE DNA ĠZOLASYONU 

Olgulardan EDTA‟lı tüpe 2ml venöz kan örneği alındı. Kan lenfosit 

hücrelerinden protokole uygun olarak, aĢağıda yazılı adımlar izlenerek QIAcube 



22 
 

AllPrep DNA/RNA FFPE kit (Product No:80234; QIAGEN, Germany) kiti kullanılarak 

QIAcube Robotik DNA izolasyon cihazı ile DNA izolasyonu yapıldı.  

1. 200 µl kan örnek kartuĢu içine aktarıldı.  

2. Örnek QIAcube Robotik DNA Ġzolasyon Cihazındaki örnek kartuĢu bölgesine 

yerleĢtirildi.  

3. Kaç adet DNA izolasyonu yapılacağına bağlı olarak diğer süspansiyonlardan 

ne kadar ekleneceği sistem tarafından belirlenerek tavsiye edilen miktarda Magnetic 

Glass Particles (MGPs) Süspansiyonu, Proteinaz K, Elution Buffer, Wash Buffer 1 ve 

Wash Buffer 2 solüsyonları programda gösterildiği gibi uygun reagent kartuĢlarına 

yüklenerek uygun yerlere yerleĢtirildi.  

4. Örnekler ve kullanılan diğer kimyasallar yerleĢtirildikten sonra sistemin 

kullanacağı steril pipet uçları programda belirtilen yerine yerleĢtirildi.  

5. Program çalıĢtırıldı. Tüm iĢlemler cihaz tarafından otomatik olarak 

gerçekleĢtirildi.  

6. Elde edilen 100 µl DNA‟lar DNA saklama kutularına konularak -20° C ‟ de 

saklandı.  

 

3.2.2 GENOMĠK DNA’LARIN SPEKTROFOTOMETRĠK ÖLÇÜMLERĠ  

Ġzolasyon sonrası her örnekten 100 mikrolitre, NanoDrop (2000c, Thermo 

Scientific) ile ölçüldüğünde ortalama konsantrasyonları 30 ng/µl, saflıkları (A260/280 

değeri) ortalama 1,8‟in üzerinde olan DNA‟lar elde edilerek çalıĢmaya alındı.  

 

3.2.3 REAKSĠYON KARIġIMLARININ HAZIRLANMASI VE PCR 

AMPLĠFĠKASYONU 

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatında belirtilen miktarda 

ddH2O eklenerek, 100 pikomol (pmol) / mikrolitrelik (μl ) stok çözeltiler hazırlandı. 

PCR iĢleminde kullanılmak üzere stoktan 10 pmol / μl konsantrasyonlu 100 μl‟lik 

sulandırılmıĢ primerler hazırlandı. Elde edilen DNA‟lardan çalıĢılan gen bölgeleri PCR 

yöntemi ile uygun primerler (Tablo 3.2) kullanılarak çoğaltıldı. PCR iĢlemi için 
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kullandığımız malzemeler ise; PCR Master Mix (Thermo Scientific 0.05 U/µL), 

ddH2O, DMSO (dimetil sülfoksit), MgCl2, dNTP, Taq polimeraz, örnek DNA‟sı ve 

varyasyonun olduğu bölgeyi çoğaltan primerlerdir.           

 

Primer  Dizi  Bağlanma 

Derecesi (
o
C) 

HBD_5' delta amp CAGGGCAAGTTAAGGGAATAGTGG   64,1 

HBD_3'delta amp CAGGCAAAGGAAGGAGGAAGAA     60,0 

HBD_F1 TTCTCACAAACTAATGAAACCCT              57,0 

HBD_F2 ACTGCTGTCAATGCCCTGTG                62,3 

HBD_F3 ATGCTGATGGGAATAACCTG                   57,5 

HBD_R1 ATCTGTAGAGCCTCAGGAAC    53,5 

HBD_R2 GGA GAA GAG CAG GTA GGT       51,6 

Tablo 3.2: HBD geni dizi analizi için kullanılan primerler 

 

PCR reaksiyonu için örnek sayısına göre PCR Master Mix (Thermo Scientific 

0.05 U/µL), ddH2O, DMSO (dimetil sülfoksit), MgCl2, dNTP, Taq polimeraz (Tablo 

3.3) karıĢımı hazırlandı. Her bir örnek için 0,2 ml‟lik PCR tüplerine dağıtılarak, 

üzerlerine hastaya ait DNA örneklerinden 4 μl eklendi. ABI 2720 termal cycler ile 

uygun programlarda (Tablo 3.4) tüm genin amplifikasyonu gerçekleĢtirildi. 

Master Mix 12,5 μl 

ddH2O 2,5 μl 

HBD_5' delta amp 1,5 μl 

HBD_3'delta amp 1,5 μl 

DMSO 2,5 μl 

MgCl2 1 μl 

dNTP 0,5 μl 

Taq polimeraz 0,5 μl 

DNA 4 μl 

Toplam  26,5 μl 

          Tablo 3.3: Amplifikasyon için PCR karıĢımı hazırlanıĢı 



24 
 

 Sıcaklık (
o
C) Süre Döngü Sayısı 

Denatürasyon 94 2‟  

Denatürasyon 94 10‟‟  

Bağlanma 54 15‟‟ 11 

Uzama 68 2‟30‟‟  

Denatürasyon 94 15‟‟  

Bağlanma 54 30‟‟ 21 

Uzama 68 2‟30+20‟‟  

Son Uzama 78 7  

Bekleme 4 ∞  

Tablo 3.4: Amplifikasyon için PCR koĢulları 

 

3.2.4 AMPLĠFĠYE EDĠLEN BÖLGENĠN DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

HBD geninin 5‟ UTR (untranslated region - kodlanmayan bölge) ve 3‟ UTR 

kısımlarının da dahil olduğu 2164 bç (baz çifti) boyutundaki tüm geni kapsayan PCR 

ürünlerinin amplifiye olup olmadığını anlamak için örneklerin yürütüleceği % 2‟lik 

agaroz jel hazırlandı. Agaroz jelin hazırlanmasında 0,5X TBE tamponu kullanıldı. Jelde 

yürütülen örnekler kontrol PCR ürününe göre değerlendirildi ve uygun amplifikasyon 

bandı görülen örnekler pürifiye edildi. Amplifiye ürünün agaroz jelde yürütme prensibi 

aĢağıda özetlenmiĢtir: 

1. 100 ml‟lik erlen içine, 2 gr agaroz ve 100 ml 0.5X TBE konulup 

mikrodalga fırında ısıtılarak agarozun çözülmesi sağlandı.  

2. Çözelti berrak bir görünüm alınca, üzerine 16 μl etidyum bromür 

eklenerek karıĢtırıldı.  

3. Ürünlerin yükleneceği kuyucukları oluĢturmak için içine uygun tarak 

yerleĢtirilmiĢ jel kabına döküldü.  

4. Donması için oda sıcaklığında yaklaĢık 30 dakika bekletildi.  

5. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice çıkarıldı ve jel, elektroforez 

tankına yerleĢtirildi.  

6. Elektroforez tankına jelin üst kısmını da içine alacak Ģekilde 0,5X TBE 

tamponu dolduruldu.  

7. Parafilm üzerinde 5 μl Orange G ve 5 μl PCR ürünleri karıĢtırıldı.  
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8. Jeldeki kuyucuklara yüklendi. Amplifiye olan ürünlerin uzunluklarını 

değerlendirmek için örneklerin baĢı ve sonundaki kuyucuklara DNA 

ladder yüklendi.  

9. Örnekler 140 Volt akımda 30 dakika yürütüldükten sonra jel 

görüntüleme sistemi ile görüntüleri alındı (ġekil 3.1).  

10. Uygun bant görünen ürünler ile çalıĢmaya devam edildi. Görünmeyen 

ürünler için yeniden PCR yapıldı.  

 

 

ġekil 3.1: Yedi olgu DNA‟sının amplifiye edilmiĢ HBD 

geni (2164bç) PCR ürünü jel görüntüsü 

 

3.2.5 PCR ÜRÜNLERĠNĠN BĠRĠNCĠ PÜRĠFĠKASYON ĠġLEMĠ 

Amplifiye olmuĢ ürünlere fazla PCR ürünlerinin ayrıĢtırılması için Fermentas 

Gene Jet PCR Purification Kit (Product No: K0701; Fermentas, USA) kiti ile aĢağıdaki 

basamaklar izlenerek pürifikasyon iĢlemi yapıldı. 

1. 1,5 ml‟lik eppendorf ve mor renkli filtreli tüpler numaralandırıldı. 

2. PCR ürününün üzerine 20 μl binding buffer eklendi. 

3. Bu iĢlem sonrasında PCR ürününün renginin sarıya dönmesi 

beklenmektedir. Rengi sarıya dönmeyen ürünlere 10 μl 3M Sodyum Asetat 

eklendi. 

Olgu 1 Olgu 2 Olgu 5 

3000bç 

1000bç 

500bç 

Olgu 3 Olgu 4 Olgu 7 Negatif  Olgu 6 
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4. PCR ürününün üzerine 20 μl Ġzopropanol eklendi. 

5. Pipet ile karıĢtırıldıktan sonra önceden hazırlanmıĢ filtreleri içerisine 

yerleĢtirilmiĢ receiver tüplere aktarıldı. 

6. 13.000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. 

7. Örneğin üzerine 700 μl Wash Buffer eklendi. 

8. 13.000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. 

9. Receiver tüplerinin altı boĢaltıldı. 

10. Filtreler tüplere tekrar konuldu ve 13.000 rpm de 1 dakika kuru santrifüj 

yapıldı. 

11. Filtreler 1,5 ml‟lik eppendorf tüplerine alındı. 

12. Üzerine 50 μl Elution Buffer eklendi. 

13. 13.000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi ve sonrasında filtreler atıldı. 

14. Tüplerde kalan örnekler Cycle Sequencing iĢlemine kadar 4 ºC‟de 

saklandı. 

 

3.2.6 PÜRĠFĠKASYON ÜRÜNLERĠNĠN CYCLE SEQUENCĠNG ĠġLEMĠ 

Pürifiye edilen PCR ürünleri dideoksi veya zincir sonlanma metodu denilen 

yöntemle dizi analizi yapılmak üzere cycle sequencing iĢlemine tabi tutuldu. ABI Prism 

V3.1 Big-Dye Terminator Kiti (Applied Biosystems,USA), 5X Buffer (Applied 

Biosystems,USA), sekans primerleri ve distile su ile hazırlanan karıĢıma, pürifiye 

edilmiĢ ürünler eklenerek (Tablo 3.5) vortekslendi ve uygun PCR programında (Tablo 

3.6) cycle sequencing yapıldı. Sekans PCR hazırlama protokolü her bir primer için ayrı 

ayrı hazırlandı. 
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 Miktar 

dd H2O  10.5 μl 

5X Buffer  4 μl 

Big Dye  2 μl 

Primer  0.5 μl 

Ürün  3 μl 

TOPLAM  20 μl 

                       Tablo 3.5: Cycle Sequencing Ġçin Hazırlanan KarıĢım 

 

 Sıcaklık (
o
C) Süre Döngü Sayısı 

Denatürasyon 96 10‟‟  

Bağlanma 50 5‟‟ 25 

Uzama 60 4‟  

Bekleme 4 ∞  

                             Tablo 3.6: Cycle Sequencing Ġçin PCR KoĢulları 

 Bu iĢlemin ardından ikinci pürifikasyon iĢlemi yapıldı. 

 

3.2.7 ÜRÜNLERĠN ĠKĠNCĠ PÜRĠFĠKASYON ĠġLEMLERĠ 

Cycle sequencing ürünlerine, içerisindeki florasan iĢaretli ddNTP‟leri ve diğer 

PCR bileĢenlerini ortamdan uzaklaĢtırmak için ticari bir pürifikasyon kiti olan Zymo 

Research DNA Sequencing Clean-Up Kiti (Product No: D4050; Zymo, USA) ile 

aĢağıdaki basamaklar uygulanarak pürifikasyon iĢlemi yapıldı. 

1. 1,5 ml‟lik eppendorf ve siyah renkli kapaksız filtreli tüpler 

numaralandırıldı. 

2. PCR cihazından çıkarılan örneklerin üzerine 240 μl Binding buffer 

eklendi. 

3. Pipet ile karıĢtırıldıktan sonra filtreleri içerisine yerleĢtirilmiĢ receiver 

tüplerin içerisine örnekler aktarıldı. 

4. 13.000 rpmde 30 saniye santrifüj edildi. 

5. Örneğin üzerine 300 μl Wash buffer eklendi. 

6. 13.000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. 
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7. Filtreler receiver tüplerden alınarak 1,5 ml eppendorf tüplerine 

yerleĢtirildi. 

8. 20 μl formalin karıĢımı eklendi. 

9. 13.000 rpm de 30 saniye santrifüj edildi. 

10. Santrifüj sonrası filtreler atıldı. 

11. Tüplerde kalan örnekler sekans cihazında yürütmek üzere platelere 

yüklendi. 

Formalin karıĢımı, Formamid/su oranı ¼ olacak Ģekilde hazırlandı.   

 

3.2.8 ÖRNEKLERĠN SEKANS CĠHAZINA YÜKLENMESĠ 

Pürifiye edilmiĢ sekans ürünü, dizi analizi yapmak için uygun platelere aktarıldı. 

Platelere yüklenen örnekler, 94
o
C‟de 2 dakika süreyle denatüre edilip buzda 

bekletildikten sonra dizi analizi (ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems, USA) cihazına yüklendi. Örnekler CLC Genomics Workbench 

programında, http://www.ensembl.org/index.html sitesindeki HBD geni dizilimi 

referans alınarak değerlendirildi.  

 

 3.2.9 SAPTANAN VARYANTLARIN DEĞERLENDĠRĠLMESĠ 

ÇalıĢmada bulununan varyasyonlar değerlendirilirken HGMG, HbVar, Exac 

Browser, 1000 Genomes, Pubmed veritabanları ve HOPE protein modelleme 

programlarından faydalanıldı. Varyasyonların patojenitesi in silico analizler kullanılarak 

değerlendirildi. Nonsinonim varyasyonlar PolyPhen2, SIFT ve Mutation Taster, intronik 

ve splice site bölge varyasyonları Mutation Taster programlarıyla değerlendirildi. Yeni 

bulunan yapısal hemoglobin varyantı HOPE protrin modelleme programı ile 

değerlendirildi. Bulunan varyantlar ACMG (The American College of Medical Genetics 

and Genomics) kriterlerine göre isimlendirildi [84, 85]. 
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4. BULGULAR 

 ÇalıĢmaya alınan HbA2 değeri %2 ve altında, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH 

değeri 27 pg‟nin altında olan 40 olgu (Grup 1), HbA2 fraksiyonunda ikinci pik olan 10 

olgu (Grup 2) olmak üzere toplam 50 olgunun 20‟si (%40) erkek, 30‟u (%60) kadındı. 

Bunlardan HbA2 değeri %2‟nin, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27 pg‟nin 

altında olan olguların 26‟sı kadın, 14‟ü erkekti. HbA2 fraksiyonunda ikinci pik olan 

olguların 4‟ü (%8) kadın, 6‟sı (%12) erkekti (Tablo 4.1). Olguların birbirleriyle 

akrabalıkları yoktu. 

 

Cinsiyet Sayı  Toplam 

(%) 

 Grup 1 

(HbA2‟si %2 ve altında, MCV 

değeri 80 fL‟nin ve MCH 

değeri 27 pg‟nin altında olan 

olgular) 

Grup 2 

(HbA2 fraksiyonunda ikinci 

pik olan olgular) 

 

Kadın 26  4 60 

Erkek 14  6  40 

Toplam  40 10  100 

          Tablo 4.1: ÇalıĢmaya alınan olguların cinsiyet dağılımı 

 ÇalıĢmaya katılan olguların yaĢları 2-80 yaĢ arasındaydı. Grup 1‟de yaĢ dağılımı 

ortalama 28,95±19,05, Grup 2‟de yaĢ dağılımı 20,20±15,60 olarak saptandı (Tablo 4.4).  

Grup 1 ve Grup 2‟nin hematolojik parametreleri sırasıyla Tablo 4.2 ve Tablo 4.3‟te 

sunulmuĢtur. Grup 2‟ye ait 3 olgu (Olgu 10, 12, 17) normokromik ve normositerdi. 

Varyant hemoglobin araĢtırmak için seçilen Grup 2‟ye ait olgulardan Olgu 10‟nun 

HPLC analizi görüntüsü ġekil 4.1‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.1: HbA2 fraksiyonunda ikinci piki olan Olgu 10‟nun HPLC analizi görüntüsü  

(*: HbA2 piki, **: HbA2 ikinci piki) 

* 
** 
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Tablo 4.2: HbA2‟si %2 ve altında, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27 pg‟nin altında 

olan olguların (Grup 1) yaĢ, cinsiyet, hematolojik parametreleri, demir parametreleri ve 

bilinen alfa-beta mutasyon analizi sonuçları (E: Erkek, K: Kadın, N: Normal, -: analiz 

edilmedi) 

OLGU NO

YAġ

CĠNSĠYET

HbA2 (%)

HbF(%)

RBC (3,9-5,7 10^6/µL)

Hb (11,7-16 g/dL)

RDW (% 11.5 - 14,5)

MCHC (31-37 g/dL)

MCV (81-101 fL)

MCH (25-34 pg

FE (59-158 µg/dL)

TDBK (228-428 µg/dL)

FERRĠTĠN (30-400 ng/mL)
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Tablo 4.2(devamı): HbA2‟si %2 ve altında, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27 

pg‟nin altında olan olguların (Grup 1) yaĢ, cinsiyet, hematolojik parametreleri, demir 

parametreleri ve bilinen alfa-beta mutasyon analizi sonuçları (E: Erkek, K: Kadın, N: 

Normal, -: analiz edilmedi) 

OLGU NO

YAġ

CĠNSĠYET

HbA2 (%)

HbF(%)

RBC (3,9-5,7 10^6/µL)

Hb (11,7-16 g/dL)

RDW (% 11.5 - 14,5)

MCHC (31-37 g/dL)

MCV (81-101 fL)

MCH (25-34 pg

FE (59-158 µg/dL)

TDBK (228-428 µg/dL)

FERRĠTĠN (30-400 ng/mL)
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OLGU NO

YAġ

CĠNSĠYET

HbA2 (%)

HbF(%)

RBC (3,9-5,7 10^6/µL)

Hb (11,7-16 g/dL)

RDW (% 11.5 - 14,5)

MCHC (31-37 g/dL)

MCV (81-101 fL)

MCH (25-34 pg

FE (59-158 µg/dL)

TDBK (228-428 µg/dL)

FERRĠTĠN (30-400 ng/mL)

HBA Mutasyon Analizi

HBB Mutasyon Ananlizi
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ÇalıĢmaya katılan Grup 1 ve Grup 2 olgularının hematolojik parametrelerinin 

minimum, maksimum, ortalama ve standart sapma değerleri Tablo 4.4‟te verilmiĢtir.  

 

  Sayı Ort. ± SS Min.  Max.  

YaĢ Grup 1 40 28,95±19,05 2 80 

 Grup 2 10 20,20±15,60 3 51 

 Grup 1 40 1,68±0,24 1,1 2 

HbA2 Grup 2 10 2,13±0,91 1,2 4,5 

 Grup 1 40 0,32±0,41 0 2 

HbF Grup 2 10 0,82±0,83 0,2 2,8 

 Grup 1 40 5,24±0,57 4,43 6,42 

RBC Grup 2 10 4,59±1,74 3,79 6,05 

 Grup 1 40 11,31±1,72 7,9 15,5 

Hb  Grup 2 10 10,63±4,62 9,2 17,6 

 Grup 1 40 17,22±3,79 11,6 29 

RDW Grup 2 10 19,00±16,10 11,6 21,2 

 Grup 1 40 30,80±2,96 18,9 37,7 

MCHC Grup 2 10 28,1±10,09 28,42 35,1 

 Grup 1 40 68,45±8,11 53 85,3 

MCV Grup 2 10 68,41±28,30 59,63 100 

 Grup 1 40 21,47±3,31 15 27 

MCH Grup 2 10 22,00±10,24 17,2 37,7 

Tablo 4.4: Olguların hematolojik parametrelerinin ortalama, standart sapma, 

minimum ve maksimum değerleri 

 

Olguların 21‟inde (%42) alfa talasemi mutasyon taĢıyıcılığı saptanmıĢtır. On 

dört (%28) olgunun da alfa talasemi mutasyon analizi normal bulunmuĢtur. Olgulardan 

17‟sinin (%34) beta talasemi mutasyon analizi yapılmıĢ ve normal bulunmuĢtur. On 

(%20) olgunun hem beta hem de alfa talasemi mutasyon analizi yapılmıĢtır (Olgu 1, 6, 

18, 25, 28, 29, 35, 42, 43, 48). Sekiz (%16) olgunun ise alfa ve beta talasemi mutasyon 

analizi yapılmamıĢtır (Tablo 4.2, Tablo 4.3). 
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 Olguların %72‟sinde (36) demir parametrelerine bakılmıĢtır. On sekiz (%36) 

olgunun demir, total demir bağlama kapasitesi ve ferritin değerleri demir eksikliği ile 

uyumlu saptanmıĢ, 18 (%36) olguda demir eksikliği saptanmamıĢtır. Alfa talasemi 

mutasyon analizi sonucu normal olan 14 olgunun 10 tanesinin demir parametreleri 

bakılmıĢtır ve bunlardan 7 tanesinin değerleri demir eksikliği ile uyumlu bulunmuĢtur. 

Alfa talasemi mutasyon taĢıyıcısı olan 12 olgunun demir parametrelerine bakılmıĢtır ve 

bunlardan 5 olgunun değerleri demir eksikliği ile uyumlu bulunmuĢtur. Yedi olgunun 

ise demir parametreleri normal saptanmıĢtır. Beta talasemi mutasyon analizi normal 

olan 17 olgunun 14 tanesinin demir parametrelerine bakılmıĢtır ve bunlardan 5 olgunun 

demir değerleri demir eksikliği ile uyumlu bulunmuĢtur (Tablo 4.2, Tablo4.3).  

 ÇalıĢmamızda 50 olguya yapılan HBD geni dizi analizi sonucunda Grup 1‟e ait 

iki hastada (Olgu 1 ve 25) daha önce tanımlanmıĢ iki farklı delta talasemi mutasyonu 

tespit edilmiĢtir. Bu mutasyonlar c.-115 A>G ve c.14 C>T olup sırasıyla 5‟UTR bölgesi 

ve ekzon 1‟de yer almaktadırlar [71, 86]. Grup 1‟de bulunan bir hastada (Olgu 35) daha 

önce tanımlanmamıĢ, benign olduğu düĢünülen yeni bir varyant hemoglobin oluĢturan 

HBD geni c.350 G>C (p.Arg117Pro) varyantı saptanmıĢtır. Ekzon 3‟te yer alan bu 

varyasyona HbA2-Bornova ismi verilmesi düĢünülmüĢtür. c.14 C>T varyasyonu 

saptanan olguda (Olgu 25) biri ekzon 2, diğeri intron 2‟de olmak üzere iki farklı 

tanımlanmıĢ varyasyon (c.294 C>T, c.316-174_316-173delAT) bulunmuĢtur. Ayrıca 

Grup 1‟de bulunan 3 olgu (Olgu 31, 39, 44), Grup 2‟de bulanan 2 olgu (Olgu 10 ve 14,) 

olmak üzere toplam 5 olguda iki farklı polimorfizm (c.-172 A>T, c.315+429 T>C) 

saptanmıĢtır. Bu iki polimorfizmden biri 5‟UTR bölgesinde diğeri ise intron 2‟de 

bulunmaktadır. Bu değiĢiklikler Tablo 4.5‟te gösterilmiĢtir.  
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Olgu 

No 

Varyasyon Bölge rs Numarası Varyasyonun 

tanımlı olup 

olmadığı 

1 Het c.-115 A>G 5‟UTR rs35781729 Tanımlı  

10 Het c.315+429 T>C Ġntron 2 rs111671911 Tanımlı 

14 Het c.315+429 T>C Ġntron 2 rs111671911 Tanımlı 

25 Het c.14 C>T 

(p.Thr4Ile) 

Het c.294 C>T 

(p.His98His) 

Het c.316-174_316-

173delAT 

Ekzon 1 

 

Ekzon 2 

 

Ġntron 2 

rs35406175 

 

rs61746501 

 

rs113846417 

Tanımlı 

 

Tanımlı 

 

Tanımlı 

31 Het c.315+429 T>C Ġntron 2 rs111671911 Tanımlı 

35 Het c.350 G>C 

(p.Arg117Pro) 

Ekzon 3 - Bu çalıĢmada 

tanımlanmıĢtır 

39 Het c.-172 A>T 5‟UTR - Bu çalıĢmada 

tanımlanmıĢtır 

44 Het c.-172 A>T 5‟UTR - Bu çalıĢmada 

tanımlanmıĢtır 

Tablo 4.5: HBD analizi sonucu saptanan değiĢiklikler 
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OLGU NO

YAġ

CĠNS

HbA2 (%)

HbF(%)

RBC (3,9-5,7 10^6/µL)

Hb (11,7-16 g/dL)

RDW (% 11.5 - 14,5)

MCHC (31-37 g/dL)

MCV (81-101 fL)

MCH (25-34 pg

FE (59-158 µg/dL)

TDBK (228-428 µg/dL)

FERRĠTĠN (30-400 ng/mL)

HBA MUTASYON ANALĠZĠ

HBB MUTASYON ANALĠZĠ

HBD MUTASYON ANALĠZĠ
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Varyasyon Saptanan Olgularla Ġlgili Ayrıntılı Bilgi: 

Olgu 1 

 Anne babası arasında üçüncü dereceden akrabalık olan Olgu 1‟de hipokrom 

mikrositer anemi bulunmaktaydı ve demir eksikliği anemisi yoktu. Seksen yaĢındaki 

erkek olgunun aile öyküsünde bilinen talasemi hastası olan birey bulunmamaktaydı. 

Olgunun HPLC analizinde varyant hemoglobin görülmedi (ġekil 4.2). Olgunun beta 

talasemi mutasyon analizi sonucu normaldi. Alfa talasemi mutasyon analizi sonucunda 

Het -3,7 single gene delesyonu saptanmıĢtı. Olgunun, HBD geni Sanger dizi analizi 

sonucunda, daha önceden tanımlanan mutasyonlardan biri olan c.-115 A>G (g.823 

A>G, rs35781729) değiĢikliğini 5‟ UTR bölgesinde heterozigot olarak taĢıdığı 

saptanmıĢtır (ġekil 4.3). Segregasyon analizi yapılamamıĢtır. Olgunun hematolojik 

parametreleri, alfa ve beta talasemi mutasyon analizi sonuçları, HBD geni dizi 

analizinde saptanan değiĢiklik ile birlikte Tablo 4.6‟da özetlenmiĢtir.   

 

 

ġekil 4.2: Olgu 1‟in HPLC görüntüsü  
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 ġekil 4.3: Olgu 1‟in Sanger dizi analizi elektroferogram görüntüsü 

Olgu 25 

 Anne-babası arasında birinci derece kuzen evliliği olan Olgu 25‟in hipokromik 

mikrositer anemisi mevcuttu ve demir eksikliği bulunmamaktaydı. Altı yaĢındaki erkek 

olgunun aile öyküsünde anemisi olan baĢka olgu yoktu. Olgunun alfa talasemi 

taĢıyıcılığı mevcuttu ve daha önce yapılan mutasyon analizi sonucunda HBA geninde 

heterozigot -3.7 single gene delesyonu bulunmuĢtu. HPLC sonucunda varyant 

hemoglobin görülmedi (ġekil 4.4). Olgunun HBD geni için yapılan Sanger dizi analizi 

sonucunda ekzon 1‟de, tanımlı bir mutasyon olan c.14 C>T (p.Thr4Ile, rs35406175) 

varyasyonu saptanmıĢtır. Bu varyasyonun yanında polimorfizm olarak değerlendirilen 

iki heterozigot değiĢiklik daha saptanmıĢtır. Bunlardan biri ekzon 2‟de yer alan c.294 

C>T (p.His98His, rs61746501) varyasyonu, diğeri ise intron 2‟de yer alan c.316-

174_316-173delAT (g.2105_2106delAT, rs113846417) varyasyonudur. Olguda 

heterozigot olarak bulunan c.14 C>T, c.294 C>T, c.316-174_316-173delAT 

değiĢikliklerinin, yapılan segregasyon analizi sonucunda, paternal olarak kalıtıldığı 

gözlenmiĢtir. Olgunun babasının da bu üç değiĢikliği heterozigot olarak taĢıdığı tespit 

edilmiĢtir (ġekil 4.5). Olgunun 39 yaĢındaki annesinin yapılan HBD geni dizi analizi ve 

hematolojik parametreleri normal olarak saptanmıĢtır. Olgunun 42 yaĢında olan 

babasının HbA2 değeri % 1,4, HbF değeri % 0,9 olarak saptanmıĢtır. Olgu ve babasının 

HPLC analiz görüntüleri ġekil 4.7‟de verilmiĢtir. Olgunun babasının hematolojik 

parametrelerinden RBC değeri 5,79 10
6
/µL (4,3 - 5,7), Hb değeri 15 gr/dL (13,2 – 17,3), 

c.14 C>T c.-115 A>G  
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MCV değeri 76,3 fL (80 - 99), MCH değeri 25,9 pg (27 – 34), MCHC değeri 33,9 gr/dL 

(32 – 37), RDW değeri %13,9 (11,5 – 14,5) olarak tespit edilmiĢtir (Tablo 4.7). 

Olgunun hematolojik parametreleri ve alfa talasemi mutasyon analizi sonuçları, HBD 

geni dizi analizinde saptanan değiĢiklikler ile birlikte Tablo 4.6‟da özetlenmiĢtir.   

 

 

 

ġekil 4.4: Olgu 25 (A) ve babasının (B) HPLC görüntüleri 

 

 
A 

B 
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ġekil 4.5: Olgu 25, anne ve babasının c.14 C>T (A), c.294 C>T (B) ve c.316-174_316-

173delAT (C) değiĢiklikleri için Sanger dizi analizi elektroferogram görüntüsü 
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babası 
 42 1,4 0,9  5,79 15 13,9 33,9 76,3 25,9 

Tablo 4.7: Olgu 25‟in anne ve babasının hematolojik parametreleri 
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Olgu 35 

Anne-babası arasında akrabalık olmayan Olgu 35‟in hipokromik mikrositer 

anemisi mevcuttu. Demir değeri düĢük, total demir bağlama kapasitesi yüksek, ferritin 

değeri normaldi. 2 yaĢındaki erkek olgunun aile bireylerinden anemi öyküsü olan birey 

yoktu. Olgunun daha önceden yapılan alfa ve beta talasemi mutasyon analizi sonuçları 

normaldi. Demir dirençli demir eksikliği için yapılan TMPRSS6 geni mutasyon 

analizinde mutasyon saptanmamıĢtı. HPLC sonucunda varyant hemoglobin görülmedi 

(ġekil 4.6). Olgunun HBD geni için yapılan Sanger dizi analizi sonucunda ekzon 3‟te 

heterozigot olarak bu çalıĢmada HbA2-Bornova olarak isimlendirilen c.350 G>C 

(p.Arg117Pro) değiĢikliğini taĢıdığı saptanmıĢtır. Yapılan segregasyon analizi 

sonucunda bu değiĢikliğin maternal olarak kalıtıldığı gözlenmiĢtir. Olgunun annesinin 

de bu değiĢikliği heterozigot olarak taĢıdığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.7). Olgunun 31 

yaĢındaki babasının yapılan HBD geni dizi analizi ve hematolojik parametreleri normal 

olarak saptanmıĢtır. Olgunun 24 yaĢında olan annesinin HbA2 değeri % 1,1, HbF değeri 

%0,8 olarak saptanmıĢtır. Olgunun ve annesinin HPLC analizi görüntüsü ġekil 4.6‟da 

verilmiĢtir. Hematolojik parametrelerinden RBC değeri 4,85 10
6
/µL (4,3 - 5,7), Hb 

değeri 13,5 gr/dL (11,5 – 15,5), MCV değeri 84,7 fL (80 - 99), MCH değeri 27,8 pg (27 

– 34), MCHC değeri 32,8 gr/dL (32 – 37), RDW değeri %13,7 (11,5 – 14,5) olarak 

tespit edilmiĢtir (Tablo 4.8). Olgunun hematolojik parametreleri ile alfa ve beta talasemi 

mutasyon analizi sonuçları, HBD geni dizi analizinde saptanan değiĢiklik ile birlikte 

Tablo 4.6‟da özetlenmiĢtir.  

 

 A 
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ġekil 4.6: Olgu 35 (A) ve annesinin (B) HPLC görüntüsü 

 

 

 

ġekil 4.7: Olgu 35, anne ve babasının Sanger dizi analizi elektroferogram görüntüsü 
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Olgu 35 

Baba 

B 
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Olgu 

35'in 

annesi 

24 1,1 0,8 4,85 13,5 13,7 32,8 84,7 27,8 

Olgu 

35'in 

babası 

31  3 0,2  5,59 16,6 13,2 34,9 85 29,2 

Tablo 4.8: Olgu 35‟in anne ve babasının hematolojik parametreleri 

 

 

Olgu 10, Olgu 14 ve Olgu 31 

Anne ve babaları arasında akrabalık olmayan 24 yaĢındaki Olgu 10, 31 yaĢındaki 

Olgu 14 ve 26 yaĢındaki Olgu 31‟in yapılan HBD dizi analizi sonucunda, intron 2‟de 

polimorfizm olarak tanımlanan c.315+429 T>C (g.1809 T>C, rs111671911) değiĢikliği 

heterozigot halde saptanmıĢtır. Olgu 10 ve 14, HPLC analizinde HbA2 fraksiyonunda 

ikinci pik görülen Grup 2 olgularındandı (Tablo 4.3). Olgu 31 ise HbA2 değeri %2 ve 

altında, MCV değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27pg‟nin altında olan Grup 1‟e ait 

olgulardandı (Tablo 4.2). Olgu 10‟nun HbA2 fraksiyonunda ikinci piki dıĢında HPLC 

analizi normal bulunmuĢtur. Hemogram değerleri de referans değerler arasında 

saptanmıĢtır. Demir eksikliği bulunmamıĢtır. Olgu 14‟ün de HbA2 fraksiyonunda ikinci 

piki saptanmıĢtır. HbA2 değeri %1,5 olan olgunun, hemogram soncuna göre mikrositoz 

ve hipokromisi bulunmuĢtur. Bu olguda demir eksikliğinin yanında alfa talasemi 

mutasyon taĢıyıcılığı saptanmıĢtır. Olgu 31‟in HbA2 değeri %2 saptanmıĢtır ve 

hipokromik mikrositer anemisi bulunmuĢtur. Demir parametreleri normal olan olguda 

beta talasemi mutasyonu saptanmamıĢtır. 
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Olgu 39 ve Olgu 44 

 Anne ve babaları arasında akrabalık olmayan 6 yaĢındaki Olgu 39 ve 31 

yaĢındaki Olgu 44 de Grup 1 olgularındandı. Bu iki olgunun yapılan HBD geni dizi 

analizi sonucunda intron 2‟de, in silico analizlerle polimorfizm olarak değerlendirilen 

c.-172 A>T (g.766 A>T) değiĢikliği heterozigot olarak tespit edilmiĢtir. Olgu 39‟un 

HbA2 değeri %1,7 olarak bulunmuĢtur ve hipokromik mikrositer anemisi saptanmıĢtır. 

Demir parametreleri bilinmeyen olgunun ayrıca alfa talasemi mutasyon taĢıyıcılığı 

bulunmuĢtur. Olgu 44‟ün HbA2 değeri %1,9 olarak tespit edilmiĢtir. Hipokromi ve 

mikrositozu olan olgunun demir parametreleri bilinmemekle beraber alfa talasemi 

taĢıyıcılığı saptanmıĢtır. 

 Bu 5 olguda saptanan c.315+429 T>C ve c.-172 A>T değiĢiklikleri ACMG 

kriterlerine göre benign olarak değerlendirilmiĢlerdir. Olguların hematolojik 

parametreleri ile alfa ve beta talasemi mutasyon analizi sonuçları, HBD geni dizi 

analizinde saptanan değiĢiklik ile birlikte Tablo 4.6‟da özetlenmiĢtir.  
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 5.TARTIġMA 

Kalıtsal hemoglobin hastalıkları (hemoglobinopatiler) hemoglobin varyantları ve 

talasemiler Ģeklinde 2 gruba ayrılır. Talasemiler globin zincir sentezindeki 

bozukluklardan kaynaklanan, en yaygın tek gen hastalıklarıdır. Hemoglobini oluĢturan 

tetramer yapısındaki α ve β-benzeri globin zincirlerinin sentezi ve yapısındaki 

bozukluklar kalıtsal anemilerin en sık görülen formlarını oluĢturmakta ve talasemi 

hastalarında bu globin zincirlerinin üretiminde bir problem olduğu bildirilmektedir [36]. 

α-globin sentezinin eksikliğinde Alfa talasemi, β- globin sentezinin eksikliğinde ise 

Beta talasemi meydana gelmektedir. Günümüzde α- ve β- globin zincirlerinin sentezini 

veya yapısını etkileyen 1700‟e yakın gen değiĢikliği bildirilmektedir. Beta globin 

zincirini etkileyen 1000‟den fazla değiĢiklik olduğu bilinmektedir. Bunların yaklaĢık 

900 tanesi HBB geninde bulunmaktadır ve yaklaĢık 300 tanesi hastalıkla 

iliĢkilendirilmiĢtir. HBD geninde yaklaĢık 120 değiĢiklik bildirilmiĢtir [16, 87, 88]  

Talasemiler Afrika, Akdeniz‟e kıyısı olan ülkeler, Orta Doğu, Hindistan 

yarımadası, Güney Çin ve Güneydoğu Asya‟ya kadar dünyada geniĢ Ģekilde yayılım 

göstermektedirler [15]. Dünya Sağlık Örgütü‟nün verilerine göre dünyada 300 milyon 

hemoglobinopati taĢıyıcısı ve 80 milyon beta talasemi taĢıyıcısı olduğu bilinmektedir. 

Dünya nüfusunun  %1-5‟inin beta talasemi taĢıyıcısı olduğuna dikkat çekilmektedir 

[89]. Dünya genelinde her yıl yaklaĢık 60.000 hasta bebek doğduğu bilinmektedir [36, 

90].  Türkiye‟de beta talasemi önemli bir halk sağlığı problemidir.  Türkiye‟de beta 

talasemi insidansı genel olarak %2,1‟dir. Ancak bu sıklığın %13 olduğu bölgeler de 

vardır. Bu oranın yüksek olduğu bölgeler Türkiye‟de akraba evliliğinin de yüksek 

olduğu doğu bölgeleridir. Türkiye‟de akraba evliliği sıklığı %25 olarak bildirilmektedir. 

Bunun yanında bu oranın güney bölgelerde %35‟e, doğu bölgelerinde ise %60‟ın 

üzerine çıktığı da bilinmektedir [54, 56, 90, 91]. 

Beta talasemi taĢıyıcılarının belirlenmesi ile hasta çocuk doğumları önlenebilir. 

TaĢıyıcıların belirlenmesi sonrasında hastalığa neden olan mutasyonların moleküler 

yöntemlerle tespit edilmesi ve genetik danıĢmanlık hizmeti ile hasta çocuk 

doğumlarının önüne geçilebilir.  Beta talasemi taĢıyıcılarının belirlenmesinde 

hemotolojik parametrelerin önemi büyüktür. Bu bireylerde anemi olsun veya olmasın, 

MCV ve/veya MCH değeri düĢük ve RBC değeri rölatif yüksek saptanır.  HbA2 değeri 

taĢıyıcılar için en önemli belirteçtir.  Beta talasemi taĢıyıcılarında HbA2 değeri bazı 
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yayınlara göre %3,2, bazı yayınlara göre %3,5‟un üstünde saptanmıĢtır [53, 70].  HbA2 

değerini düĢüren nedenlerden biri de klinik olarak önemsiz kabul edilen HBD geni 

varyasyonlarıdır [74, 92]. Türkiye‟de HBD gen varyasyonlarının çeĢitliliği ve sıklığı ile 

ilgili yapılmıĢ kapsamlı çalıĢma bulunmamaktadır. 

Bu çalıĢmada yaĢları 2-80 arasında değiĢen, HbA2 değeri %2 ve altında, MCV 

değeri 80 fL‟nin ve MCH değeri 27 pg‟nin altında olan 40 olgu (Grup 1) ile diğer 

hematolojik parametrelerden bağımsız olarak varyant hemoglobin taĢıyıcısı 

olabileceğini düĢündüğümüz HbA2 fraksiyonunda ikinci pik saptanan 10 olguya (Grup 

2) HBD geni Sanger dizi analizi yapılmıĢtır. Olguların önceden bilinen alfa ve beta 

talasemi mutasyonları ile demir parametreleri de değerlendirilmiĢtir. 

 

YaĢ açısından olguların değerlendirilmesi 

 Alkindi ve arkadaĢlarının, 2014‟te Umman‟da yaptıkları ve sonucunda delta 

globin değiĢikliği ve demir eksikliği olan olgularda HbA2 seviyesinin düĢüklüğünden 

ötürü beta talasemi taĢıyıcılığı tanısının zorlaĢtığını belirttikleri çalıĢmada, olguların 

yaĢları 1-54 arasında değiĢmektedir ve ortalama değer 19,2±11,2 olarak verilmiĢtir [74]. 

Hassan ve arkadaĢlarının aynı yıl yine Umman‟da delta globin gen 

değiĢikliklerini araĢtırdıkları çalıĢmaya alınan olguların yaĢ ortalaması 31‟dir. Bu 

çalıĢmada olguların hangi yaĢlar olduğu belirtilmemiĢtir [93]. Literatürdeki çoğu 

çalıĢmada olguların yaĢı belirtilmemiĢtir [8, 69, 76, 78].  

Bizim çalıĢmamıza katılan olgular 2-80 yaĢ arasında olup ve yaĢ ortalaması 

Grup 1 için 28,95±19,05, Grup 2 için 20,2±15,6 olarak saptanmıĢtır. Bizim 

çalıĢmamızda 2 yaĢ üstü bireyleri seçmemizin nedeni HPLC analizinde eriĢkin 

hemoglobin değerlerine ulaĢma yaĢının 2 olmasıdır. 

 

HbA2 değeri açısından olguların değerlendirilmesi 

De Angioletti ve arkadaĢlarının 2002 yılında Ġtalya‟da demir eksikliğini 

dıĢladıkları olgularda delta globin değiĢikliklerini araĢtırdıkları çalıĢmaya göre, HbA2 

değeri %2‟nin altında olan veya HbA2 değeri sınırda (%3,2 - %3,7) ya da normal olup 

beta talasemi taĢıyıcısı olan Basilicata bölgesinde 10,000 olgunun 53 tanesinde delta 
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globin gen değiĢikliği taĢıyıcılığı saptamıĢlardır. Daha sonra çalıĢmaya Campania 

bölgesinden 50 taĢıyıcı eklemiĢlerdir. ÇalıĢmalarında delta globin değiĢikliği 

saptadıkları toplam 103 olguda 3 farklı nadir HbA2 varyantı bulunduğunu 

belirtmiĢlerdir. Bu çalıĢmanın sonucunda Basilicata bölgesinde %60, Campania 

bölgesinde %80 oranında en sık HbA2-Yialousa değiĢikliğini saptamıĢlardır. HbA2 

varyant pikine sahip olgularda saptanan hemoglobinler Hb A2-NYU, Hb A2- Campania 

ve Hb A2-Metaponto‟dur (ġekil 4.11). Aynı çalıĢmada delta globin gen değiĢikliği 

sıklığını, Sardunya‟da saptanan HbA2-Yialousa sıklığı (%1,2) ile karĢılaĢtırmıĢlar ve bu 

değiĢikliğin Sardunya‟da Basilicata‟ya göre sık olmasının sebebini adanın genetik 

olarak izole olmasından kaynaklandığını belirtmiĢlerdir [78]. Bizim çalıĢmamızda bu 4 

değiĢikliğe de rastlanmamıĢtır.  

 

 

ġekil 5.1: De Angioletti ve ark.‟larının çalıĢmasında HPLC analizi sonucu HbA2 

fraksiyonunda ikinci pik olan örnekler [78] 

 

Alkindi ve arkadaĢlarının yukarda bahsedilen çalıĢmasında HbA2 değeri 

%2,3‟ün altında olan 78 olguda %51,3 oranında delta globin gen değiĢikliği 
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saptanmıĢtır. Bu çalıĢmada da en sık saptanan değiĢiklik yine HbA2-Yialousa (%66) 

olmuĢtur [74]. Guiso ve arkadaĢları Sardunya‟da random HbA2-Yialousa taĢıyıcılığı 

sıklığını %1,2 olarak belirtmiĢlerdir [94].  

Phylipsen ve arkadaĢları 2010‟da yaptıkları çalıĢmada HbA2 değeri %1,8‟in 

altında olan ya da HbA2 fraksiyonunda ikinci pik olan bireylerde 43 olgunun %77‟sinde 

delta globin gen değiĢikliği saptamıĢlardır. En sık saptanan mutasyon HbB2 (c.49G>C) 

(%30) olarak bildirilmiĢtir. Afrika kökenli Amerika vatandaĢları olan bu bireylerdeki 

yüksek oranın sebebinin kurucu mutasyon olduğu düĢünülmektedir. Genel olarak 

Amerika BirleĢik Devletleri‟nde HbB2 taĢıyıcılık sıklığı %0,5 olarak belirtilmektedir. 

[81].  

Pavlou ve arkadaĢları 2009‟da Kıbrıs Rum kesiminde delta talasemi sıklığını 

araĢtırdıkları çalıĢmada HbA2 değeri %1,6‟nın altında olan normositer ve normokromik 

olan olguların hepsinin delta globin gen değiĢikliği taĢıyıcısı olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Yine bu çalıĢmada en sık saptanan değiĢikliğin HbA2-Yialousa (%60) olduğunu 

belirtilmiĢtir. Aynı çalıĢmada HbA2 değeri %2,2‟nin altında olup MCH ve MCV değeri 

normal olan 2,375 olgudan 30 kiĢide delta globin değiĢikliğini saptamıĢ ve Kıbrıs Rum 

popülasyonunda delta globin gen değiĢikliği taĢıyıcılık oranını %1,26 olarak 

belirtmiĢlerdir  [82].  

HbA2 değeri %2‟nin altında olan veya HbA2 fraksiyonunda ikinci pik olan 

bireylerin olduğu bizim çalıĢmamızda 50 olgunun 3 (%6) tanesinde fonksiyonel delta 

globin varyantı saptanmıĢtır.  

 

Alfa ve beta talasemi mutasyonu açısından olguların değerlendirilmesi 

De Angioletti ve arkadaĢları çalıĢmalarında HbA2 düĢüklüğü ile birlikte 

mikrositoz olmasını alfa ve beta globin gen mutasyon taĢıyıcılığı ile 

iliĢkilendirmiĢlerdir. Delta ve beta globin gen değiĢikliği bulunan olgularda HbA2 

değerinin normal sınırlarda olabileceği belirtilmiĢtir. Bu da beta talasemi mutasyonunun 

yol açtığı fenotiple iliĢkili bulunmuĢtur. Beta talasemi mutasyonun fenotip Ģiddeti ile 

HbA2 değeri doğru orantılı olarak artmakta ve normal sınırlara gelmektedir. Beta 

talasemi mutasyonlarından Codon 39 ve IVS1.6 taĢıyıcılığı bulunduran delta globin 

değiĢikliği taĢıyıcılarının HbA2 değeri %2,3-%3 arasında iken daha ağır beta talasemi 
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mutasyon birlikteliği olan olguların HbA2 değerinin %3,2-%3,7 olduğu bildirilmiĢtir. 

Alfa talasemi taĢıyıcılığı ile delta globin varyasyonu birlikteliğinde ise HbA2 değeri 

daha düĢük (%1-%1,6) saptanmıĢtır [78].  

Kordafshari ve arkadaĢlarının 2016 yılında Ġran‟da delta globin değiĢikliklerini 

araĢtırdıkları çalıĢmada MCV ve MCH değerleri normalden düĢük, sırasıyla <80 fL ve < 

27pg, HbA2 değeri %2‟nin altında olan 43 olgunun 21‟inde (%48) delta globin gen 

değiĢikliği saptamıĢlardır. Bu 21 bireyin 7 (%17) tanesinde, en sık değiĢiklik 

heterozigot -3.7 single gene delesyonu olmak üzere, alfa globin gen değiĢikliği tespit 

edilmiĢ, 3 tanesinde ise heterozigot beta globin gen değiĢikliği saptanmıĢtır [95].  

Villegas ve arkadaĢları 2016 yılında Ġspanya‟da yaptıkları çalıĢmada hipokromik 

mikrositer anemi Ģartı aranmaksızın HbA2 değeri %2,5‟tan düĢük olgularda alfa ve delta 

globin geni değiĢikliği araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmanın sonucunda 209 olgunun 18 (%8) 

tanesinde delta globin değiĢikliği saptamıĢtır. Bu 18 olgunun hepsinde HbA2 düzeyinin 

%2 ve altında olduğu belirtilmiĢ ve 10 tanesinde delta globin değiĢikliğine alfa globin 

gen değiĢikliğinin eĢlik ettiğini bildirmiĢlerdir [8].  

Bu çalıĢmalar hemogram ve HPLC analizlerinin birlikte değerlendirilmesi 

gerektiğini ortaya koymaktadır. Çünkü sadece HPLC değeri ile taĢıyıcılık kararı 

verilmesi, HbA2 değeri normal olup mikrositozu ve hipokromisi olan beta talasemi 

taĢıyıcılarının atlanma ihtimaline karĢı, kaçınılması gereken bir durumdur. 

Bizim çalıĢmamızda HbA2 düĢüklüğü ile birlikte mikrositozu olan 17 olgunun 

beta talasemi mutasyon analizi sonucu bilinmektedir ve hepsi normal saptanmıĢtır. Elli 

olgunun 35‟inin alfa talasemi mutasyon analizi sonucu bilinmektedir ve 21 taĢıyıcı 

olgunun 2 tanesinde delta talasemi gen değiĢikliği bulunmuĢtur. HBD geninde c.-115 

A>G ve c.14 C>T değiĢikliklerini ayrı ayrı taĢıyan 2 olguda heterozigot -3,7 single gene 

delesyonu saptanmıĢtır. Bu olguların HbA2 değerleri sırasıyla %2 ve %1,2 bulunmuĢtur. 

HbA2-Bornova saptanan olgunun ise alfa talasemi mutasyon analizi sonucu normal 

olarak bulunmuĢtur.  

 

Demir parametreleri açısından olguların değerlendirilmesi 

Literatürde delta globin gen değiĢikliği araĢtıran bazı yayınlarda demir eksikliği 

dıĢlanmıĢ [83], bazı yayınlarda ise demir parametrelerine yer verilmemiĢtir [76, 82, 96]. 
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Bouva ve arkadaĢlarının 2006 yılında Hollanda‟da delta globin değiĢikliklerinin 

önemini araĢtırdıkları, 13 olgunun delta globin sentezi defekti, 16 olgunun ise varyant 

hemoglobin Ģüphesi ile katıldığı toplam 29 olgu içeren çalıĢmada, delta globin 

değiĢikliği saptamadıkları 9 olgunun 3‟ünde demir eksikliği bulunduğunu 

belirtmiĢlerdir. Demir eksikliğinin de, HbA2 seviyesinde düĢüklüğe neden olarak delta 

globin gen değiĢikliğinin sonucuna benzer tablo çizdiğine dikkat çekmiĢlerdir [69].  

Demir eksikliği sonucunda da HbA2 değeri düĢtüğü için, demir eksikliği ile HBA 

ve HBD gen değiĢiklikleri benzer bulgu vermektedir. Toplum sağlığı açısından 

bakıldığında demir eksikliğinin Türkiye‟deki prevelansının bölgelere göre değiĢkenlik 

gösterdiği ve %6,5-%33 oranları arasında olduğu bildirilmektedir. Demir eksikliği 

anemisinin ise %3,2-%14,2 oranları arasında olduğunu belirtilmektedir [97]. TaĢıyıcılık 

taramasında hem toplum sağlığı açısından hem de HPLC analizini sağlıklı 

değerlendirebilmek açısından demir parametrelerinin kontrol edilmesinin önemli 

olduğunu düĢünmekteyiz. 

Bizim çalıĢmamızda 36 olgunun 18‟inde demir eksikliği bulunmuĢtur. Bu 

olguların 7‟sinde alfa talasemi mutasyon analizi normal, 5‟inde ise alfa talasemi 

mutasyon taĢıyıcılığı saptanmıĢtır. Demir eksikliği olan 5 olgunun ise beta talasemi 

mutasyon analizi sonucunun normal olduğu bilinmektedir. c.-115 A>G ve c.14 C>T 

değiĢikliklerini taĢıyan 2 ayrı olgu ve HbA2-Bornova saptanan 1 olguda demir eksikliği 

saptanmamıĢtır.  

 

Saptanan fonksiyonel varyasyonlar açısından olguların değerlendirilmesi  

 Olgu 1 

Bizim çalıĢmamızda HBD geninde saptanan ilk değiĢiklik c.-115 A>G (g.823 

A>G, rs35781729) değiĢikliğidir. Olgu 1‟de heterozigot saptanan bu değiĢiklik ilk 

olarak Papadakis ve arkadaĢları tarafından 1997 yılında Yunanistan‟da tanımlanmıĢtır. 

5‟UTR bölgesinde yer alan bu değiĢiklik δ
+ 

talasemiye yol açmaktadır. ACMG 

kriterlerine göre patojenik bir değiĢikliktir. Papadakis ve arkadaĢları, HbA2 seviyesi 

düĢük normal hematolojik parametrelere sahip ve beta talasemi taĢıyıcılığı olan normal 

HbA2 değerlerine sahip toplam 40 olgunun 10 tanesinde delta globin değiĢikliği 

saptamıĢlardır. Bu 10 olgunun 4‟ünde c.-115 A>G değiĢikliği bulunmuĢtur. Bu 4 



53 
 

olgunun da HBB mutasyonu taĢıyıcılığı vardır ve HbaA2 değerleri %3,1 - %3,4 olarak 

belirtilmiĢtir. Diğer hematolojik parametreleri ise normal olarak belirtilmiĢ, değerleri 

ayrıca verilmemiĢtir. HbA2 değerindeki rölatif yüksekliğin, eĢlik eden beta talasemi 

mutasyonundan kaynaklandığı belirtilmiĢtir.  

c.-115 A>G değiĢikliğinin AACCAAC dizisi içinde yer aldığı aynı çalıĢmada 

ortaya konmuĢ ve bu dizinin HBB geni promotor bölgesindeki negatif düzenleyici 

element olan AACCAAT dizisine benzerliği dikkate alınmıĢtır. HBD geninde saptanan 

AACCAGC değiĢikliğinin geni negatif olarak düzenlemede rolü olabileceği 

belirtilmiĢtir [71, 73, 84].   

Bizim çalıĢmamızda c.-115 A>G değiĢikliğine sahip olan Olgu 1‟in HbA2 değeri 

beklendiği gibi normalin altında bulunmuĢtur. EĢlik eden beta talasemi mutasyonu ve 

demir eksikliği bulunmamakla birlikte, alfa talasemi taĢıyıcılığı ve hipokromik 

mikrositer anemisi mevcuttur. Beta talasemi taĢıyıcılığının olmaması ve alfa talasemi 

taĢıyıcılığının olması sebebiyle HbA2 değerinin %2 olduğunu düĢündük. 

 

Olgu 25 

Olgu 25‟te üç değiĢiklik saptanmıĢtır. Bunlar c.14 C>T (p.Thr4Ile, rs35406175), 

c.294 C>T (p.His98His, rs61746501), c.316-174_316-173delAT (g.2105_2106delAT, 

rs113846417) değiĢiklikleridir ve üçü de heterozigot olarak saptanmıĢlardır. c.294 C>T 

değiĢikliği aminoasit değiĢikliğine neden olmamaktadır ve yapılan in silico analizler 

sonucu benign varyant olarak değerlendirilmiĢtir [84].  

c.14 C>T değiĢikliği ilk olarak Trifillis ve arkadaĢları tarafından 1993 yılında 

Kıbrıs Rum kesiminde tanımlanmıĢtır. Bu çalıĢmada akraba olmayan 4 olguda c.14 C>T 

ile c.316-174_316-173delAT değiĢiklikleri birlikte saptanmıĢtır. Bu olgulardan 3‟ünün 

normositer normokromik olup HbA2 değerlerinin %1,4-1,6 arasında değiĢtiği 

belirtilmiĢtir. Bir olgunun ise beta talasemi mutasyonu taĢıdığı ortaya konarak 

hipokromi ve mikrositozu olduğu ifade edilmiĢ, HbA2 değeri %3,6 olarak belirtilmiĢtir. 

Segregasyon analizi sonucunda 4 olguda da, c.14 C>T ile c.316-174_316-173delAT 

değiĢikliklerinin cis konumda olduğu gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada HbA2 değerini 

düĢüren değiĢikliğin c.14 C>T değiĢikliği olabileceğini belirtmiĢlerdir. Ancak c.316-

174_316-173delAT değiĢikliğinin, intronda olmasına rağmen, HBB geninde aynı 
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bölgede bulunup β
+
 talasemi ile iliĢkili IVS2.745 C>G mutasyonuna benzer Ģekilde, 

splicing defekti yapabileceğine ve bu sebeple HbA2 seviyesini düĢürebileceğine dikkat 

çekmiĢlerdir. Ardından 1996 yılında yayınladıkları ekspresyon çalıĢması ile c.316-

174_316-173delAT değiĢikliğinin nötral polimorfizm olduğunu ifade etmiĢlerdir. HbA2 

seviyesini düĢüren değiĢikliğin ise c.14 C>T değiĢikliği olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Ortaya çıkan hemoglobinde izolösin aminoasidinin, yerine geçtiği treonin aminoasidine 

göre daha hidrofobik olmasından yola çıkarak, bu değiĢikliğe sahip hemoglobinin 

stabilitesinin azaldığını göstermiĢlerdir [86, 98]. Villegas ve arkadaĢları da yaptıkları 

çalıĢmalarında, bu varyasyonun molekül polaritesini değiĢtirerek hemoglobinin yapısal 

stabilitesini bozduğunu belirtmiĢlerdir [8].  

Lacerra ve arkadaĢları 2008‟de yaptıkları çalıĢmada 3 olguda saptadıkları c.316-

174_316-173delAT değiĢikliğinin yine c.14 C>T ile birlikte kalıtıldığını göstermiĢlerdir 

[99]. Bizim çalıĢmamızda da c.14 C>T (p.Thr4Ile, rs35406175), c.294 C>T 

(p.His98His, rs61746501) ve c.316-174_316-173delAT (g.2105_2106delAT, 

rs113846417) değiĢikliklerinin olguya paternal kalıtıldığı saptanmıĢtır. Bu da c.14 C>T 

ve c.316-174_316-173delAT değiĢikliklerinin ortak kalıtıldığını düĢündürmektedir.  

Bizim çalıĢmamızda bu değiĢikliğe sahip olan olgunun HbA2 değeri beklendiği 

gibi normalin altındaydı. EĢlik eden beta talasemi mutasyonu ve demir eksikliği 

bulunmamakla birlikte, alfa talasemi taĢıyıcılığı ve hipokromik mikrositer anemisi 

mevcuttu. Beta talasemi mutasyonu taĢımaması ve alfa talasemi taĢıyıcılığına eĢlik eden 

delta talasemi değiĢikliği sebebiyle HbA2 değeri %1,2 olmuĢtur.   

 

Olgu 35 

Olgu 35‟ te saptanan c.350 G>C (p.Arg117Pro) değiĢikliği daha önce literatürde 

yayınlanmamıĢtır. Ancak bu değiĢiklikle aynı bölgede tanımlanan varyantlar mevcuttur. 

Bunlar HbA2-Coburg, Hb A2-Troodos ve HbA2-India varyantlarıdır.  

 Sharma ve arkadaĢları 1975 yılında Sicilya‟da yaptıkları çalıĢmada c.350 G>A 

(p.Arg117His, rs34536353) değiĢikliğini, aynı zamanda beta talasemi taĢıyıcısı olan bir 

bireyde, heterozigot olarak saptamıĢlar ve HbA2-Coburg olarak tariflemiĢlerdir [100]. 

Bu değiĢiklik HbVar veritabanında delta 116(G18) Arg>His olarak da 

isimlendirilmektedir [84]. Bu değiĢikliğin HPLC analizinde görünür varyant pik 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=34536353
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oluĢturmadığı, HbA ile birlikte yürüdüğü bilinmektedir. Bu değiĢikliğin BirleĢik 

Krallıktaki sıklığı %1,6 olarak saptanmıĢtır [76, 83]. Aminoasit değiĢikliği yapan bu 

varyasyonu Lacerra ve arkadaĢları Batı Sicilya kökenli 2 olguda daha saptamıĢlardır 

[99]. Hassan ve arkadaĢları Sicilya‟daki Arap popülasyonuna dikkat çekerek bu 

değiĢikliğin Afrika kökenli olabileceğini belirtmiĢtir [93]. Villegas ve arkadaĢlarının 

çalıĢmasında bu varyanta sahip 4‟ü Ġspanya ve 1‟i Hindistan kökenli 5 bireyin HbA2 

düzeyi %0,7-1,9 arasında saptanmıĢtır. En düĢük HbA2 değerine sahip iki olgudan 

HbA2 değeri %1,7 olanının alfa talasemi heterozigot mutasyonu, Hindistan kökenli olup 

HbA2 değeri % 0,7 olanının ise HBA1 geni varyantı olan Hb Q-India‟yı taĢıdığı 

gösterilmiĢtir [8]. Kordafshari ve arkadaĢlarının çalıĢmasında alfa ve beta talasemi 

mutasyonu olmayan HbA2-Coburg varyantına sahip normositer normokromik bir 

bireyde HbA2 değeri %0,8 olarak belirtilmiĢtir [95].  

Aynı kodonda tariflenen bir baĢka varyant c.349 C>T (p.Arg117Cys, Hb A2-

Troodos, rs33971270) değiĢikliğidir [84]. Bu değiĢikliği, Loudianos ve arkadaĢları 

1991‟de Ġtalya‟da yaptıkları çalıĢmada, beta talasemi taĢıyıcılığı olup, hipokromik 

mikrositer anemisi olan ve HbA2 değeri %2,4 olan bir olguda tariflemiĢlerdir. Olgunun 

beta talasemi mutasyon taĢıyan allelinin paternal, Hb A2-Troodos varyantını taĢıyan 

allelinin ise maternal kalıtıldığı gösterilmiĢtir. Olgunun annesinin beta talasemi analizi 

ve hematolojik parametrelerinin normal, HbA2 değerinin %1,3 olduğu belirtilmiĢtir. 

[101]. HbVar veritabanında, δ
+
 varyant olarak belirtilen değiĢikliğin ayrıca stabil 

olmayan bir varyant olduğu da ifade edilmiĢtir [84]. Trifillis ve arkadaĢlarının 1991‟de 

Kıbrıs Rum kesiminde yaptıkları çalıĢmada HbA2-Troodos varyantını taĢıyan 

normositer normokromik bir olguda HbA2 düzeyinin %1,5 olduğunu ve %0,4 oranında 

da varyant hemoglobin bulunduğunu belirtmiĢlerdir.  [102].  

HbA2-India  (p.Arg117Leu) varyantı ilk defa 2003 yılında Waye ve arkadaĢları 

tarafından alfa ve beta talasemi mutasyon taĢıyıcısı olup HbA2 değeri %3 olan bir 

olguda tanımlanmıĢtır. ÇalıĢmada hipokromi ve mikrositozu olan olguların HBD geni 

açısından değerlendirilmeleri önerilmiĢtir [103]. Bu hemoglobin varyantı HbVar 

veritabanında bulunmamaktadır. 

 

https://varsome.com/variant/hg19/rs33971270
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Bu bilgiler ıĢığında kodon 117‟nin mutasyona açık bir bölge olduğu kabul 

edilebilir. Ayrıca evrimsel açıdan korunan bir bölge olmadığı da bilinmektedir (ġekil 

4.12). 

 

ġekil 5.2: Farklı türlerde 117. aminoasidin dizilimi  

 

Olgu 35‟te saptanan c.350 G>C değiĢikliği için yapılan in silico analizlerde 

PolyPhen-2 programı skoru 0.130, SIFT programı skoru 0 bulunmuĢtur. 3-boyutlu 

protein modelleme programları ile 117. aminoasidin arjinin aminoasidinden prolin 

aminoasidine dönüĢmesi sonucu, hemoglobin yapısını değiĢtiren bir varyasyon 

olduğunu saptanmıĢtır. ġekil 4.13‟te arjinin ve prolin aminoasitlerinin yapısı verilmiĢtir.   

 

 

 

ġekil 5.3: Arjinin ve Prolin aminoasitlerinin Ģematik yapısı (kırmızı: her 

aminoasitte aynı olan temel yapı, siyah: her aminoasitte farklı olan yan zincir) [85] 

DÖNÜŞÜM 

Arjinin Prolin 
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Arjinin aminosidinin prolin aminoasidinden farkı yeni oluĢan molekülün 

özelliklerini belirlemektedir. Yeni oluĢan rezidü, wild-type‟e göre daha küçüktür. 

Arjinin pozitif yüklü iken, prolin nötral aminoasittir. Arjinin proline göre daha 

hidrofobiktir. Boyut ve polarite farkı sonucu, normalde 27. pozisyondaki glutamik asit 

rezidüsü ile kurulan hidrojen bağı oluĢumu etkilenmektedir (Ģekil 4.14). 

 

ġekil 5.4: Arijinin aminoasidinin Prolin aminoasidine dönüĢmesi sonucu 

Hidrojen bağının kurulmasının engellenmesinin Ģematik gösterimi [85] 

 

Aminoasit dönüĢümü sonucunda molekül boyutunun, yükünün ve polaritesinin 

değiĢmesinin diğer moleküllerle etkileĢimi değiĢtirebileceği düĢünülmüĢtür (ġekil 4.15). 

[85] 

         

ġekil 5.5: Aminoasit değiĢimi ile molekülün yapısının Ģematik gösterimi (yeĢil: 

arjinin, kırmızı: prolin)[85] 
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Bu sebeplerle biz bu değiĢikliğin daha önce tanımlanmamıĢ bir hemoglobin 

varyantı olduğunu düĢündük.  

Bu çalıĢma Türkiye‟de delta globin geni varyasyonları ile ilgili ilk çalıĢmadır. 

Bu çalıĢma ile HbA2 değeri düĢüklüğü nedenlerinden birinin HBD geni değiĢiklikleri 

olduğu gösterilmiĢtir. Varyasyon saptanan bireylerin hiçbirisinde beta talasemi 

mutasyonu bulunmamıĢtır. Çünkü beta talasemi taĢıyıcılarında, delta globin varyantı 

bulunması halinde, HbA2 değeri borderline değerlerde olmaktadır. ÇalıĢmamızda HbA2 

değeri %2 ve altında olan olgular ele alınmıĢ ve %6 oranında delta globin değiĢikliği 

taĢıyıcılığı saptanmıĢtır. HBD geninde daha önce tespit edilmeyen varyant bir 

hemoglobin tanımlanmıĢtır (c.350 G>A, HbA2-Bornova).  

Ayrıca çalıĢma sonucunda Türkiye popülasyonundaki HBD varyasyonlarının 

belirlenmesi ve bu gendeki varyasyon sıklığı ile tipinin ortaya konmasına yardımcı 

olmasının literatüre katkı sağlayacağı düĢünülmektedir. 
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6. SONUÇ  

Bu çalıĢmada HbA2 değeri düĢük ve HbA2 fraksiyonunda varyant piki olan 50 

olgunun HBD geni Sanger dizi analizi yapılmıĢtır. ÇalıĢmada 8 olguda toplam 7 farklı 

değiĢiklik tespit edilmiĢtir. Saptanan 7 varyasyonun 5‟i daha önce tanımlanmıĢ 

değiĢikliklerdir. Ġki değiĢiklik ise ilk defa bu çalıĢmada saptanmıĢtır. Sonuç olarak; 

1. Yeni bulunan 2 değiĢiklikten biri yeni hemoglobin varyantı HbA2-Bornova 

olarak dünya literatürüne kazandırılmıĢ, diğeri ise ACMG kriterlerine göre benign 

olarak değerlendirilmiĢtir.  

2. Varyasyon saptanan olguların laboratuvar bulguları değerlendirilerek fenotip-

genotip korelasyonuna katkı sağlanmıĢtır.  

3. Benign varyasyon olarak değerlendirilmeyen varyasyonları taĢıyan 3 olgunun 

2‟sinde alfa talasemi taĢıyıcılığı olmasından dolayı, HBD geni değiĢikliklerinin alfa 

talasemi mutasyonları ile birlikte olabileceği gösterilmiĢtir.  

4. Sadece HPLC analizi ile hipokromi ve mikrositozu olan beta talasemi 

taĢıyıcılarının atlanma riskine karĢı, hemogram ve HPLC analizinin birlikte 

değerlendirilmesinin önemi vurgulanmıĢtır. 

5. Beta talasemi taĢıyıcılık taramasında hem toplum sağlığı hem de HPLC‟nin 

sağlıklı değerlendirilmesi açısından demir parametrelerinin bakılmasının önemi ortaya 

konmuĢtur. 

6. Türkiye popülasyonundaki HBD geni varyasyon dağılımı ilk kez 

değerlendirilmiĢtir. HbA2 değeri normal olmayan olgularda HBD varyasyon sıklığı %6 

olarak bulunmuĢtur. Bizim ülkemiz gibi beta talasemi taĢıyıcılığı sık olan ülkelerde 

HBD geni analizi, taĢıyıcılığı maskelemesi açısından önemlidir. 
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