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Oksijenlenmis Hemoglobinin sekli degisir

m Hemoglobinopati:Hemoglobin molekiliindeki globin
zincirinde anormal bir yapiya sebep olan genetik bir

l bozuklugun varlig

m Talasemi: Adi a, B, d, y olarak gecen hemoglobin zinciri
veya zincirlerinin az miktarda ya da hi¢ yapiimamasi ile
karakterizedir

Creyhamogiotsn Decyhemagiobn

FIGURES3  lHemoplobin molecular chamges

Oksijenlenmis Hb daha asidik
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eta lTalasemi
Hemoglobinopatiler otozomal resessif gegis gosterir

Ebeveynler
tastyici

Iki beta geninden birinde mutasyon il A inb h
olursa dustik miktarda protein nnenin beta geni .
sentezleyen taslyici bir bireyden Babanin beta geni
bahsedilir

The heracitary
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Alfa zinciri chr 16, digerleri chr 11 de kodlanir
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Dogumdan Sonra sentezlenebilen globin zincirleri
a,B,y.0

Normal bireylerde gorilebilen Hemoglobin tipleri:

Semboller:

Globin zincirini gostermek icin “Greek”

(Yunan alfabesindeki ) harfler kullantlir: = HbA: a2, B2 >%95
= HbA2: a2, &2 %1.5-3.5
= HbF: a2,y2 < %2
a, B, v d....
;E\A

alfa, beta, gama, delta
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Semboller

Semboller
- Globin zincirini gosteren “Greek” harfler *: Azalmis ancak genin az miktarda globin
kullanihr sentezlenmesi mumkin oluyor
B B
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Semboller Semboller

0 :Globin zinciri hi¢ Uretilemiyor Ust karakter olarak “T" fonksiyonel olmayan

bir geni gosterir
B al
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Hemoglobinopatiler

m Yapisal farklilik gdsteren bir Hb varli g1

Or: HbS, HbC, ... Genellikle nedeni globin zincirindeki bir amino asidin
degisimiile sonuglanan gen mutasyonlari

m Normal HbA sentezinde yetersizlik

= Or: Talasemiler (Alfa, beta). Sentez bozuklugu hangi zincirde ise
hastalik o isim ile anilr.

m HbF nin beklenen zamanda azalmamasi (__cok nadir)

= HbF, Normalde 6.ayda %8, 12.ayda %5 in altina iner . Genetik bir
bozukluga bagli bu degerler azalmayabilir. Sadece HbF varsa belirti
vermeyebilir, eslik eden bir bagka anormal Hb varsa belirti verir
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Globin Genes

Chains Synthesized ¢

Sekil 2. insan globin genlerinin kromozomal organizasyonu
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ALFA Talasemiler

- Normal aa/aa
- Sessiz taslyicl - a/aa
- Minor -a/-0
--laa
- Hb H hastahgi --/-a
- Barts hidrops fetalis -f--
HbA: a2, B2 >%95
HbA2: 02,32 %1.5-3.5

HbF: a2,y2 < %2

Tablo 1. Alfa talasemi genetik diizenleyiciler (7,8,14)

Gen
Sayist

Tanim Fenotip ve Klinik

oo /oo Normal Normal, asemptomatik =

—arsy o-tal-2 Tasgwyici, asemptomatik, hafif -
homozigot HM anemi

o-tal-1/
o-tal-2

B-tal trait
birlikteligi

—/-a

Hb H, kronik hemolitik anemi

Tal: talasemi, HM: hipokrom mikrositer
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Beta Talasemiler
- Normal B/B

. Minor B/p°

B/B*
- Intermedia po/p*

. Major po/R0
B/t

Tablo 2. Beta talasemi genetik dizenleyiciler (7,13,14)
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Dom BTN

BB

B+/BO Talasemi Alfa genotipi
major
BO/ED M o it Hb Fyaniti
MLV, MCH
HSM, kronik
transfuzyon bagimh
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Hemoglobin Bozukluklarina Tanisal

Yaklasim

HM hiEkmm mikrositer, HA; Hemolitik anemi, HSM: Heeto_sg\encmeﬁli

MCV<75 fl
MCV>75 fl, X
MCH>27pg, HbA+ Hb| MCH<27pg, HbA + MCV<75 fl, MCH<27pg,
A2 (Hb A2<3.2%) HbA2 (Hb A2<3.6%) HbA+HbF+HbA2 (Hb
(A2>3.6%, HbF 0.1 -7%)
Normal
Iron Study beta thalassemia
carrier
I
| 1
Decrease iron Normal Iron Screening for beta
thalassemia
I mutations
|_ Iron deficiency JAlpha thalassemia carrier /delta)

+ beta thalassemia/gamma
delta beta thalassemia/normal
HbA2 beta thalassemia

I— globin gene analysis

anemia

MCV=<75 fl,
MCH=<27pg, Hb A+F
+A2 (Hb F 3-16%,
HbA2<3.2)%

delta beta
thalassemia or
HPFH

I— DNA Analysis

Hb tiplerinin Olgiimi
Iron: Demir 6lgimu
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Hemoglobinopatilerin Laboratuvarda
Tesbiti

» Hemoglobin elektroforezi - Hb bantlarinin ve
miktarlarinin tesbit edilmesi
» cellulose acetate ( alkali ,pH 8.6)
» citrate agar (asit, pH 6.2)
» Kapiller Elektroforez
» “Cation Exchange” HPLC (viksek performansli sivi kromatografisi)
» 1zoelektrik fokuslama

» COzunurlik testi - sodium dithionite
» Oraklasma testi - sodium metabisulfite




- Hemoglobin Elektroforezi

Tum Hb molekdlleri alkali ortamda negatif yakludir ve
elektroforez sisteminde anoda dogru hareket ederler

Talasemi ve Hemoglobinopatileri
tanimlamakta en yaygin kullanilan test
Tipleri

. Sitrat Agar, Selliiloz Asetat : Alkalen pH

. Sitrat Agar, Selliiloz asetat : Asit pH

https://www.youtube.com/watch?v=vq759wKCCUQ

Selliloz asetat Hb Elektroforezi

- _A2IC_ S F A +

v

= Normal [ 0
m Hb SS I I I
m Hb AS [ 0 0
m Hb SC 0 0 I
sHbcc | O I
aHBAD | | 0 0

Taslyici ortam : Agar jel
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Cellulose acetate pH 8.4
A2 F A
- i
Origin
Abnormal| | e +
Origin A2 S F A Bart's H
5062 x 2840 labpedia.net

Taslyici ortam : Selluliz Asetat

"

Jel veya sellliliz asetat zemin bir cihaza yerlestirilerek elde edilen bantlar
renklerin koyuluguna gore degerlendirilir (renklerin koyulugu miktar ile iligkilidir
ve koyu olan alanlar yiiksek pikler olarak goriinr hale gelir

Hareketin baglangi¢ noktasi

(ellulose acetata pH 8.4 ®

| Normal .
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H in i

| | SC disease

n SE disease
Narmal cord blood

| ] Crarlem trait
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b Ayni yéne ayni hizda

e hareket edip ayni alanda
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Asit ugaroz jel Hb elektroforezi
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Kapiller Elektroforez

m Selliloz asetat ya da jel elektroforezinden
daha iyi ayinm guicne sahip olan otomatik
bir elektroforez sistemidir

m Elektroforez kapiller ( kilcal ,gok dar ) bir
sistemdeki agarda gerceklesir

m kilcal sistemde gidilen yol kendi icinde
zonlara ayrilir

m Herbir hemoglobinin hangi zonda gérunur
olacagi bellidir
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Kapiller Elektroforez
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Sang normal Sang béta-thalassé mique
Normal blood sample Blood sample with beta-thalassemia
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Sang avecvariant Hb G Sang avec variant hétérozygote Hb S

Blood sample with Hb C varfant Blood sample with Hb S heterozygote vaniant

Jalpha chain hemoglobin variants on HPLC Etaichali iempglokin variants G Here

Cation exchange HPLC
Poly Cat A

Hb Sunnybrook

penhagen

Absorbance at 415 nm

Absorbance at 415 nm

tion exchange HPLC pattern of some alpha chain variants. HbA, A2, Asc, F, S, and C are
ighlighted.

Kolonlara yiiklenmis tasiyici bir sivi faz vardir . Yiiksek bir basing altinda sisteme
yuklenen test edilen materyal (pargalnmis eritrosit suspansyonu) bu tasiyiclya
ne kadar siki badlanirsa o denli yavas hareket edecektir
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Isoelectric focusing for separation of hemoglobins
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Isoelectric focusing gel showing separation pattern of various hemoglobins. C is @ control mix of Hbs A,
F, 5, and C. Note the differences in mebility of Hb C and E (lanes 5 and 6), and Hb S and D (lanes 1
and 2) using this separation method.
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Kullanilan diger testler

» Fotal Hemoglobin miktar tayini igin : Alkali denatiirasyon testi

HbF Alkalide bozulmaz, HbA ise denatlre olur, bu suzilip atilir,
kalan Hb (Hb F) tekrar dlcultr

> Eliisyon testi
Istenen bant jelden kesilir, bir ¢6zuci ile Hb serbestlestirilir, Hb miktar
tayini yapihr

v

Asit elisyon testi: HbF nin hicre ici dagiliminin gosterilmesi
heterojen olmasi talasemi lehine

v

> Anstabil hemoglobin testi i¢in: Heinz cisimciklerinin (coziinmeyen
denattre olmus globin zincirleri ) gésteriimesi :
periferik yayma, 6zel boyalar 6r: metil-viyole kullanilirak boyanir

» Oraklasma testi : Kana sodyum metabisulfit (indirPeyici bir ajan )
eklenip oksijensiz birakilirsa eritrositler hizla oraklagir

"
1.Kan 6rnegi (tam kan )
2.Na-metabisulfite, 1% solusyon/ PBS (taze).
3.Dislik HbS oranlar ve veya HbF varsa 2% solusyon kullanihr.
4.Solusyon hazirlanirken vortekslenmez nazikge karistirilir.
5.Lam, lamel yapistirici hazirlanir
6.Reaksiyon tibiinde 1 damla kan 5 damla reaktif karistirilir
7.Karisimdan 1 damla lama koyulur, lamel ile kapatilip yapistirilir, hava
almamalidir
8.Yarim saat sonra 100 Iik blyutmede degerlendirilir.

bloed .
1 druppel metabisulfiet
5 druppels
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Elektroforezde Hata kaynaklari

m Bekleme sirelerinin hatali olmasi

m Reaktiflerin dogru hazirlanmamasi
(PH, Konsantrasyon...)

m Reaktiflerin miyadinin ge¢mis olmasi

m Filtreleme islemlerinin hatali olmasi
(kotu kalitede kagit, yirtiima...)

.
Molekdler Caligmalar

m Hemoglobin zincirlerini kodlayan Genlerin
incelenmesini saglar

m Hicreden elde edilen DNA kullanilarak Hb
zincirini kodlayan bélgelerin gen dizilimi
incelenir

m Hangi dizilim bozuklugu ortaya koyulursa
tanimlanmis olan bilgilere gore

Chromosome #16 Chromosome #11

5 -y
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Globin Genes
Chains Synthesized

Sekil 2. insan globin genlerinin kromozomal organizasyonu

Examples. Ellect

mire  TDAZESS + 295 + GuelTG a* or ol
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p-INAI3ssemi3-HereroZygous

[BlAAGG TG AACGTGG ATCAABTTGGTGGTG AGG CCCT

Beta/Exon-1/Cd. GAA — CAA/GIlu 22 Gin

Hb D-Iran - Heterozygous

HEMOGLOBINOPATILER
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Orak Hucreli Anemi (Sickle Cell Disease)

» Hastalik
Anormal HB S geni homozigot kalitilir.
Elektroforezde: HbS 80%, HbA, 3.5%, HbF 1-20%
» Taslyicilk

Heterozigot kalitim s6z konusudur. HbS ve Hb A
beraber bulunur

Dogumda semptom yok, HbF azaldik¢a belirtiler
baslar, agrili nébetler ve diger bulgular ¢ok belirgin
Elektroforez: HbS 40%, HbA 60%, HbA.,.

Hb C Hastaligi(Hb CC)/ Tasiyicihgi (HbAC)

» Beta zincirinin 6. pozisyonunda “glutamik asit” yerine
“lizin” gelir
» Hgb C kristalleri (bars) splenektomiden sonra daha
cok goralir
> Elektroforez Ornegi
Hastalik: Hb C 95%, Hb F < 7%
Taslyicilk: Hb A 60%, Hb C 40%
HbC ile HbA, alkalen pH da birlikte hareket
ettiginden_asit PH da elektroforez yapilarak
dogrulanmasi gerekir
» PY da hedef hiicreler, katlanmis hticreler, HbC
kristalleri goralir

11



Diger Hemoglobinopatiler

» Hb D Hastaligi
121. pozisyonda glutamik asit yerine glisin var
HbDD ve HbAD , ikisi de semptom verir
HbD, HbS ile birlikte hareket eder ¢oziinlrlik
testi ise negatiftir.

» Hb E Hastaligi
26. pozisyonda glutamik asit yerine lizin var
Malarya’dan koruyor

Elektroforezde Hb A, ve Hb C ile birlikte hareket
eder
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Talasemiler

» Globin zincirlerinden bir veya birkacinin
sentezi hatalidir veya yoktur.

> Ilimh veya siddetli anemi , hedef hiicreler
(target cells) goralur

> Mikrositer hucreler , Eritrositler hipokrom
» Serum Demiri genellikle normal
> HbF ve Hb A, dizeyleri artmi stir

Alfa Talasemi

» Tek veya cift gen kaybi var

> Alpha yoksa , gamma ve beta asiri
miktarlarda yapilir (Hb Barts, Hb H)

12
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Beta Talasemiler

» Major (Cooley’s Anemia)

> Intermedia
Ilimh bir anemi var
» Minor: Genellikle semptom yok

> Minima: Laboratuvarda da bir anomali
teshit edilmez
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HbF nin dogustan sonra da yiksek oranda
kalmasi

m Kalitsal bir hastalik, sik degil

m Gamma zincirler, beta ve delta’'ya
donusturilemez

m Cok nadir
m Klinik Talasemi Major gibi, fakat:
HbF = 100%

"
Talasemi ve hemoglobinopatilerin birlikte
gorilmesi

» Yapisal bozukluk yani sira normal globin
zincirlerinin miktarlari da azalmigtir.
> Or:
Hb S/beta thal
Hb S/alpha thal

Tedavisiz alfa talasemi

--/--: Dogum 6ncesi veya dogumda &lim

--/-a ve --/a%sa: Kronik hemolitik anemi esliginde
yasam

Tedavisiz beta talasemi

. Major: ilk 10-20 yaslarda 6lim

. Intermedia: genellikle normal yagsam

. Minor/Minima: Normal Yasam

13
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Mikrodola gimda basing etkisi ile

Hb S Hb C Hb SC

Irreversible

&L L 2 Sickle Cell

Talasemilerde gorilen temel laboratuvar

bulgular.
» Mikrositoz
» Hipokromi
» Poikiositoz

» Eritrosit degerlerinin anemi ile uyumsuz
sekilde yuksek bulunmasi

» Retikulosit degerleri degisken
» Dolagimda cekirdekli eritrositler bulunabilir
» Cesitli Yontemlerle Anormal Hb tespit edilir




