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HEMOGLOBINOPATILERIN LABORATUVAR TANISI

OZET

insan hemoglobini (Hb) heme ve polipeptid yapidaki globin zincirlerinden
olusmaktadir. Embriyonik Hb’ler Hb Gower 1=2T 2¢, Gower-2=2«x 2¢;
Portland 1=2T 2Y olup, embriyonik donemde goérev almakta ve birinci
trimesterin sonunda kademeli olarak yerini HbF ve HbA’ya birakmaktadir.
Dogumda yenidoganda fotal Hb (Hb F=2x2Y) %80 ve eriskin tip Hb (Hb
A=2a2B) %20 oraninda bulunur. HbA2 (2x2d) bu ddénemde bulunmaz.
Dogumdan sonra giin gectikce Hb bilesenleri degisir ve altinci ayda major
Hb, HbA olup cok az miktarda HbF ve tespit edilen minor bir HbA2 bulunur.
Genel olarak hemoglobinopatiler 3 grupta siniflandirilabilir:

a) Kalitatif anormallikler (hemoglobin varyantlari),

b) Kantitatif anormallikler (talasemiler),

¢) Hem kalitatif hem de kantitatif anormallikler (hemoglobin varyantlari ve
talasemiler).

Tanisal yaklasim klinik gozlem, protein ya da DNA bazl kan testlerinden
olusur. Burada ayrintili olarak laboratuvar tani testlerinden bahsedilecektir.

GIiRIS
insan hemoglobini (Hb) heme ve polipeptid yapidaki globin zincirlerinden
olusmaktadir. Heme’nin yapisinda bulunan ferroz demir atomlari oksijene

(02) baglanir ve transportunda gorev alir. Heme'nin yapisindaki ferroz iyonu
histidinin N ucuna baghdir. Porfirin halkasi ise bulundugu cebe, yapisindaki
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fenilalanin araciligi ile oturur. Her heme grubunda oksijen ferroz demire
reversibil olarak baglanir. Oksijene baglanma gosteren heme grubu oksijenin
parsiyel basincinagore degisiklik gosterir. Oksijen ekilibrium egrisinin sigmoid
seklioksijenin baglanma bolgeleriarasinda kooperatif biriliski oldugunaisaret
etmektedir. Bu nedenle oksijenizasyon arttikca, daha fazla oksijen baglanmasi
kolaylasmaktadir. Oksijen ekilibrium (ya da disosiasyon) egrisi lineer olmayip,
S seklindedir ve cevresel faktorlere gore degisiklik gosterir. Oksijenin parsiyel
basinci 100 mmHg oldugunda, eritrositlerdeki Hb oksijenle tamamen sature
olur. Oksijen disosiasyon egrisi oksijen saturasyonunun parsiyel oksijen
basincina gore degisimini gostermektedir. Hemoglobin molekili 4 globin
zincirinden (2a2B) olusan bir tetramerdir ve her bir globine 1 heme eslik
etmektedir (Sekil 1). Alfa globin zincirleri N-terminusundaki metionini
saymazsak 141 aminoasitten ve B globin zincirleri (ya da B-benzeri= B, Y,
d) N-terminusundaki metionini saymazsak 146 aminoasitten olusmaktadir.
Bu globin dimerleri biraraya gelir ve a1f2, a1lBfl baglanti noktalarinda
hemoglobini stabilize eder. Bu noktalar ya da cevresindeki herhangi bir
anormallik Hb molekiliiniin stabilitesini bozar. Bitiin globin genleri bazi
ortak yapisal 6zelliklere sahiptir. Uc kodlayici bélge (ekzon) ve aralarinda
iki kodlayici olmayan boélgeden (intron) olusur. Intron-ekzon kavsaklari bu
bolgelerde gelisen mutasyonlarin da talasemi sendromlarina yol acabilmesi
nedeniyle énemlidir. insan hayatinda dért gelisimsel dénem bulunmaktadir:
embriyonik, fotal, yenidogan, eriskin evreleridir. Bu gelisimsel siirecte baslica
2 buyuk degisim,“switch” goriliir. Bunlardan birincisi embriyonikten fotal
hayata gecerken (1. trimesterin sonunda) ve digeri de fotal hayattan eriskin
hayata gecerkendir (dogumdan sonra). Embriyonik Hb’ler yenidoganda ve

Sekil 1. Hemoglobin tetramerinin 3D molekili. Turuncu ve sari renkli seritler alfa
globin zincirlerini, gri ve mavi arka iskelet parcalari beta globin zincirlerini temsil
etmektedir. Kirmizi renkli toplar ve parcalar “heme” molekiilleridir. Bu sekil Ferdane
Kutlar tarafindan PDB ID: 2 hbb template on a RasMol molecular software. SEP2012/
GHSU-MCG’den modifiye edilmistir
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sonrasinda bulunmazlar. Embriyonik Hb’ler Hb Gower 1=2T 2¢, Gower-2=2x
2¢; Portland 1=2T 2Y olup, embriyonik donemde goérev almakta ve birinci
trimesterin sonunda kademeli olarak yerini HbF ve HbA’ya birakmaktadir.
Dogum sonrasi donemde bulunmadiklarindan embriyonik Hb’lere bu yazida
odaklanilmayacaktir. Dogumda yenidoganda fétal Hb (Hb F=2x2Y) %80 ve
eriskin tip Hb (Hb A=2x2B) %20 oraninda bulunur. HbA2 (2x28) bu donemde
bulunmaz. Dogumdan sonra giin gectikce Hb bilesenleri degisir ve altinci
ayda major Hb, HbA olup cok az miktarda HbF ve tespit edilen minor bir
HbA2 bulunur. Bu sirada HbA %97 ve Hb A2 %3 kadardir (Tablo 1). Her ne
kadar bir tetramer olustuyor olsalar da « genlerinin lokalizasyonu farkhdir.
a-globin genleri kromozom 16’nin kisa kolunda yer alirken, B, Y, d globin
genleri kromozom 11’in kisa kolunda lokalizedir (Sekil 2). Alfa globin genleri
3’ UTR ucunda farkhlik gosteren iki es genden olusur. Bu nedenle uriinleri de
idantiktir. B ve & globin genleri tek genlerdir. Y- globin gen ise duplike olup
Urunlerinin arasinda ¢ok ufak farkhliklar bulunur. Bunlara GY ve AY-globin
genleri adi verilir ve drinleri fotal Hb’nin yapisinda bulunur. Bu nedenle
fotal hemoglobinin GY (dogumda %70) ve AY - globin (dogumda %30) olmak

EMBRIONIC STAGE
Hb Gower-1 (&;¢,)
Hb Gower-2 (a,&,)
Hb Portland-1 (&,Y,)

FETAL STAGE

Hb F (a,Y,)->80-85%

Hb A (a,,)->15-20%

Hb A, (a,5,)->undetectable

ADULT __ STAGE
Hb A (o,B,)->96-98%
Hb A, (0,8,)->2.5-3.5%
HbF (a,y,)-><1.0%

Tablo 1. Uc degisik gelisim evresinde saglikli insanda hemoglobin tipleri

Chromosome #16 Chromosome #11

Globin Genes

Chains Synthesized

Sekil 2. insan globin genlerinin kromozomal organizasyonu
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Uzere 2 sekli vardir. Dogumdan bir yil sonra bunlar tespit edilemez. Bu
zincirlerin farkh hidrofobik 6zellikleri vardir; protein olarak tek bir HbF gibi
davranirlarsa da “reverse-phase high performance liquid chromatography”
(HPLC) ile kolaylikla ayirdedilebilirler (Sekil 3). Hemoglobinopatilerin tanisal
analizinde proteine dayali metodlar ile ilgili ayrintili bilgiye belirtilmis olan
kaynaklardan ulasilabilir (1-4).

HPLC Analyses of Normal Cord Blood

A. Hb separation by B. Globin chain separation
by rp-HPLC
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Sekil 3. Hb F ve A iceren kord kaninin HPLC analizi: Katyon exchange HPLC (solda)
ve reverse phase HPLC (sagda) Hb F subgruplarini gdstermekte

Molekiiler Tani

Genel olarak hemoglobinopatiler 3 grupta siniflandirilabilir:
a) Kalitatif anormallikler (hemoglobin varyantlari),
b) Kantitatif anormallikler (talasemiler),

¢) Hem kalitatif hem de kantitatif anormallikler (hemoglobin varyantlari ve
talasemiler).

Kalitatif anormallikler yapisal bir defekte neden olur ve bu grubun tipik
ornegi Hb varyantlaridir. Bunlar protein bazli IEF ve HPLC gibi yéntemlerle
kolaylikla tespit edilebilir, ancak kesin tanisi ekzon bélgelerinin DNA analizi
ile konulabilir. Kantitatif anormalliklerde sorun yapisal olmayip sentezlenen
globin miktarindaki azalmadir. Bu grup hastalarda globin az ya da hig
sentezlenememektedir. Bu durum HbA’nin hi¢ sentezlenememesi ya da
az sentezlenmesi ile sonuclanir. Eger bir hastada kantitatif ya da kalitatif
anormallikler bir arada bulunursa ayni hastada talasemi ve Hb varyantinin bir
arada bulunmasi s6z konusudur.
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Tanisal Yaklasim

Klinik gbzlem, protein ya da DNA bazli kan testlerinden olusur. Stratejik
yaklasimin ana hatlari:

a) Oykii

b) Fizik inceleme

¢) Tam kan sayimi ve retikillosit
d) Cevresel kan yaymasi

e) IEF

f) HPLC

g) ileri testler

h) DNA analizidir.

Yazida bu bashklara ayrintili olarak deginilecektir:

a) Oykii

Hemoglobinopatiler kalitsal hastaliklar oldugunda 6zge¢mise ek olarak aile
oykisinin de sorgulanmasi 6nemlidir. Eger ailede hastalik varsa, ailede
her dogan bebedin ve evlilik 6ncesi ciftlerin hemoglobinopati yoniinden
taranmasi ve genetic danismanlik verilmesi 6nemlidir.

b) Fizik Muayene

Bliylime geriligi, hepatosplenomegali, anemi, ikter, priapizm, inme, bacak
Ulserleri, agrili krizler, pulmoner problemler gibi bulgular olan hastalarda bu
durumu aciklayabilecek baska bir neden yoksa hemoglobinopati tanisi akilda
bulundurulmahdir.

c¢) Tam Kan Sayimi

En 6nemli parameter MCV’dir (mean corpuscular volume, ortalama eritrosit
hacmi). Eger MCV degeri 75 fL'den daha dusik ise siklikla G¢ duruma
isaret ediyor olabilir: alfa talasemi, beta talasemi, demir eksikligi. Demir
eksikligi, serum demir ve ferritin diizeyleri olciilerek kolaylikla dislanabilir.
Alfa talasemi ve beta talasemi minoru birbirinden ayirdetmek icin HbA2
Olcimiinden yararlanilabilir. E§ger HbA2 %3,5’un lzerindeyse beta talasemi
tastyicihigr distnilmelidir. Saglikli bireylerde retikiilosit %1 dolayindadir.
Eger retikiulosit sayisi %2’den fazla ise hemolizle giden durumlar, hemolitik
anemiler, orak hiicreli anemi ve talasemi major acisindan degerlendirilmelidir.

d) Cevresel Kan Yaymasi

Cevresel kan yaymasi pek ¢ok hastada yol gosterici olabilir. Eritrositlerin
sekilleri bazi hemoglobinopatilerin tanisini kolaylastirir. Ornedin orak
seklindeki eritrositler, orak hiicreli anemiye (Sekil 4), mikrositoz demir
eksikligi, alfa ya da beta talasemilere, sferositler herediter sferositoza,
ortokromatik ya da polikromatik hiicreler hemolize isaret eder.

e) Isoelectric Focusing ( EF)

IEF (ya da diger elektroforetik metodlar, kapiller elektroforez-Sabio) bir
tarama metodu olarak kullanilir ve farkli Hb’ler izoelektrik degerlerine (pl)
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Sekil 4. Beta talasemi majorlu (solda) ve orak hiicre anemili (sagda) hastalarin
cevresel kan yaymalari

gobre go¢ etmeleri nedeniyle IEF'de ayirdedilebilirler. IEF her 10 6rnek igin
farkh kontrol gruplarini iceren (Hbs Bart’s, A, F, S, C ve A2) bir panel ile
bakilir (Sekil 5). Bu sekilde anormal migrasyon gosteren Hb yakalanip, daha
ileri testler kullanilarak kesin olarak tanimlanabilir. Tanimlanmis 1000’in
tzerinde Hb varyanti vardir ve bunlarin biiyik kismi IEF’de HbS gibi, diger
bazilari ise HbA ya da HbF’e benzer. Bu nedenle bu 6rnekler HPLC ile de test
edilmelidir.

Control  {C) Hbs: AFXAZ AFAZ AFA2 AC(AZ) (C)

Hbs : -

A

s C—
)

Claz) . —

Sekil 5. ince tabaka agarozda izoelektrik fokus jel gériiniimii: ph 6,0-8,0

f) HPLC

Hb HPLC (Katyon degisimi)

Cok sayida Hb HPLC metodu olup, bunlarin buyik kismi iyon degisim
kolonlarini (anyon ya da katyon) kullanir. Bizim laboratuvarimizda bir



HEMOGLOBINOPATILERIN LABORATUVAR TANISI

katyon degisim kolonu olan Synkropak CM 300 cihazi kullaniimaktadir.
Bu metoda gore farkli Hb'ler yik farkhiliklarina gore ayrilir ve kantifiye
edilebilirler. Negatif yiki Hb’ler daha eliie olurken, pozitif yikli olanlar
silica parcaciklarina baglanir ve elie olmak icin daha yiksek katyon
konsantrasyonlarina gereksinim duyarak daha gec eliie olurlar. Sik gériilen
varyant hemoglobinlerden Hbs Bart’s, O-Arab, C, E ve S’in elusyon o6zellikleri
HPLC’de IEF’den farkhdir (Sekil 6). Bu nedenle bu sik goriilen varyantlari daha
fazla DNA testi yapilmasina gerek olmadan ayirdetmek mimkin olabilir.
Ancak Hb Bart’s ya da Hb H varligi alfa talasemiye isaret eder ve kesin tanisi
icin DNA analiz gerekir.

Hib-Lopore (B hybrkd)
HB-E (1) Hb-G-Philadelphia (o)
Hb-Malay (B); Hb-Valetts (B) Hb-D-Loa Angeles (f)
Hi-J-Oucford {o); Hb-J-Paris [«
Hi-N-Baltimore (§) Hb-Richmond (B
Hb-J-Baltimars (8) HB-S (1)

Hib-:-Philadelpla (a) Hb-G-Maksssar (E)
Hb-M-Haydepask (3) [ BV

Hb-0-ran o)
Hb-D-Arsb ()

o
o E
=4
m
auwn
ST
v
q'ﬂ

Time in Minutes

Sekil 6. Synchropak CM-300 kolonda katyon exchange HPLC ile alfa ve beta globin
zincir varyantlarinin dagihm paterni

Globin Zincir HPLC (“reverse phase” HPLC)

Bu metodda “reverse phase” HPLC kolonlari, WyDac C4 gibi kullanilir ve Hb
bilesenlerini globin zincirleri (x; B; d; Y) olarak ayirt eder. Hemoglobinleri cok
disik pH tamponunda denature ettikten sonra hidrofobisitesine gore ayirir.
Bu metodun iki 6nemli kullanim alani vardir. Birincisi normal globin zincirini
anormal olandan ayirt etmemizi saglayarak hangi genin sekanslanacagina
karar vermemizi kolaylastirir. ikincisi fotal Hb’nin iki alt tipi olan GY ve
AY'yi ayirarak bazi herediter persistan fotal Hb’lerin (HPFH) taninmasini
kolaylastirir.

g) ileri Testler

Oksijen Afinitesi

Bazi Hb varyantlarinin oksijen afinitesi degismis olup hemoglobinopatiler
arasinda 6nemli bir grubu olustururlar. Bazi varyantlarda Hb’nin oksijen
afinitesi artmis olup eritropeze neden olurken, bazilarinda oksijen afinitesi
disik olup anemi gorulebilir. Bazi olgularda bu varyantlar IEF ya da Hb

-
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HPLC'de HbA olarak goériunebildiginden bu yontemler test edilemeyebilir.
“Reverse phase” HPLC, ya da genetik analiz bu anormallikleri tespit etmede
yararli metodlardir.

Hemox analiz cihazi ile 37 oC’de oksijenin mmHg olarak parsiyel basincini
6lcmek miimkiin olabilmektedir. Bu amacgla taze alinmis kan drneginden (48
saatten daha yeni hasta 6rnegi ve beraberinde ayni kosullarda laboratuvara
ulastiriimis normal kontrol kani ile beraber) hemolizat hazirlanir. Daha ideali
mimkinse hasta bu teknikle 6lcim yapabilen merkeze génderilerek taze
kandan test edilmesi saglanir.

izopropanol Stabilitesi

Bazi Hb varyantlan stabil dedildir ve konjenital Heinz cisimcigi hemolitik
anemisi adi verilen bir hemolitik anemi tablosuna neden olurlar. Heme’ye
yakin aminoasit rezidileri ya da a1B2, a1B1 kontak noktalarindaki rezidiler
Hb molekiilinin bir tetramer olarak stabilitesini saglar. Bu rezidilerdeki
aminoasitlerin yerine baska aminoasitler gecerse Hb molekiliiniin
stabilitesi bozulur ve hemolitik anemi gelisir. Bu hastalara tani koymak
icin Hb molekilinin stabilitesini 6lgmek son derece vyararhdir. Bizim
laboratuvarimizda izopropanol stabilite testi rutin olarak kullaniimaktadir.
Yiizde 17’lik izopropanaol eklenerek globin zincirlerinin hidrofobik baglari
zayiflatilir ve stabil olmayan Hb molekiiliniin presipitasyonu gorilir. Bu
test icin alinan kan 6rnegdi de taze olmalidir ve 6rnek alindiktan en fazla 24
saat icinde calisiimalidir. Kan transferi yapilacaksa normal kontrolden alinan
kan 6rnegi de benzer kosullarda transfer edilmelidir. Hemoglobinopatilerin
tanisinda kullanilan metodlarla ilgili detayh bilgilere kaynak 1-4 den
ulasilabilir (1-4).

h) DNA analizi

Sekanslama

Globin genlerinin sekanslanmasi tek gen mutasyonlari sonucu gelisen
anormalliklerin kesin olarak tanimlanmasina olanak verir. Iki tip strateji
uygulanabilir:

1. Promotor bolgeden baslayip Poly A bdlgesine kadar tim genin
seknaslanmasi ve «, B, Y, d talasemi mutasyonlarinin taranmasi

2. Sadece (¢ kodlama bélgesinin taranmasi ve «, B, Y, & globin genlerindeki
mutasyonlara bagh Hb varyantlarinin tanimlanmasi. Sekil 7’de 4 nukleotid
delesyonuna (beta globin geni kodon 41-42 arasinda) bagh Hb E beta
talasemisi olan bir hastanin sekanslama analiz sonucu verilmistir.

Gap PCR

Gap PCR «, B, Y, d globin genlerindeki delesyonel mutasyonlarin tespit
edilmesinde kullanilabilir. Bu metodla talasemi, HPHF ya da hybrid Hb
sendromlarina yol acan (Hb Lepore ya da Kenya gibi) tek gen, ya da iki, (g,
dortli gen delesyonlari tespit edilebilir.

Sekanslama ve Gap PCR

Hb S-HPHF gibi birden fazla globin genetik anormalligin bir arada oldugu
kompleks olgular icin kullanihr.
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BataEx. A QA= AACKGHS 5L s

| MaTann X Ca 41437 E TT (BAG- = (EAC

Sekil 7. Beta globin geninde 41-42. kodonlarda 4 nt. delesyonuna bagl cerceve
kaymas! sonucu Hb E-beta talasemi gelismis hastanin sekanslama sonucu

o, B, Y, d Talasemilerin Tespiti

Alfa talasemiler globin zincirinin total yoklugu ya da az sentezlenmesine
yol acan kompleks globin geni anormallikleri sonucu olusurlar. «, B, Y or
d globin genlerindeki kalitatif (talasemilere neden olan Hb varyantlan),
kantitatif (delesyonel) ya da delesyonel olmayan (tek nukleotid mutasyonu)
sonucu gelisirler. Alfa talasemiler, a2 ya da «1 genlerindeki tek gen ya da cift
gen delesyonlarinin sonucudur. Beta globin gen kiimesinde, beta geninde
tek delesyon, B- talasemi, delta ve beta genlerinin ikisinin de delesyonu &
B talasemi, saghkh kiside bulunan her ii¢c genin delesyonu ile Y & B talasemi
ya da embriyonik epsilon geni dahil dort gen delesyonu € Y & B talasemiyi
olusturur. Alfa talasemilerin biyilk codgunlugu delesyonel, az bir kismi
delesyonel olmayan mutasyon olup, B talasemilerin bliyik kismi tek gen
mutasyonu sonucu olusurken, az bir kismi delesyonel mutasyonlar sonucu
gelisir.

Cok sayida genetik anormalligin bir arada kahtildigi globin geni anormallikleri
de nadir degildir. Farkli talasemilerin interaksiyonlari ve Hb varyantlarinin ko-
inheritansi heterojen bir klinik spektrumun olusmasina neden olur ve klinik ve
molekdler taniyi glclestirir. Bu durumlarda siklikla ailenin ¢alisiimasi gerekir.
Tek gen mutasyonlari sonucu gelisen ve en sik gorilen Hb varyantlari Hb S,
C, O-Arab, D-Los Angeles’dir. En sik goriilen hemoglobinopati sendromlari
iki farkli B-talaseminin ¢ift heterozigotlugu, HbS (ya da C, D Los Angeles,
OArap)- B-talasemi birlikteligi, o ve B-talasemi birliktelikleri ya da Hb S+
o-talasemi+ B-talasemi sendromlaridir.

Diger kombinasyonlar da gorilebilir. Global bir degerlendirme yapabilecek
kadar istatistiksel data bulunmamaktadir. «, B, Y, d talasemilerin (tek gen
defekti ya da cok sayida defektin kombinasyonu olarak) klinik, hematolojik,
genetik ve molekiiler 6zellikleri ve hemoglobinopatilerin tanisinda kullanilan
metodlar ile ilgili detayl bilgilere hemoglobinopatiler lizerine yazilmis diger
kaynaklardan ulasilabilir (5-12).
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