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Normal hemoglobin zincirlerindeki amino asitlerdeki yer degisikligi, cesitli fizyon
ve mutasyonlarla ortaya gikan anormal hemoglobinler Turkiye'de B-talasemi'den
sonra en sik gortlen hemoglobinopatilerdir.

Normal erigkin bir insanda hemoglobinin %95-97'sini meydana getiren HbA
moleklll, yapisinda iki alfa (&) ve iki de beta (B) globin zinciri (x2B2) zincirinden
meydana gelen tetramer yapida bir metaloproteindir. Fetal hayat ve yenidoganin
major hemoglobini olan HbF (x2y2)ise iki alfa ve iki gama (y) zincirinden
meydana gelmekte olup normal erigkin insanda dizeyi %1'in altindadir. Yapisinda
iki alfa ve iki delta (d) zinciri bulunan HbA2 (x282) normal erigkinde %2-3 oraninda
bulunur. Embriyonik hayatin erken dénemlerinde sentezlenen Hb Gower [Hb
Gower | (T2e2) ve Gower Il (x2€2)] ve Hb Portlandin [Portland | (T2y2) ve
Portland Il (T2B2)] yapisinda yer alan alfa benzer zinciri zeta (T), beta benzer
zincirleri ise epsilon (€) ve gama (y) dir. insan hemoglobinlerinin yapisi, fetus ve
erigkindeki miktar tablo 1'de verilmigtir.

Tablo 1: Normal insan hemoglobinleri (* Total hemoglobinin %'si )

Hb cinsi Yapisi | Eriskindeki miktari | Fetusta bulunan miktar ve yapim
zamani
Hb Gower 1 | C2e2 |- ik Gig ayda
Hb Gower2 | o2e2 |- ik tig ayda
Hb Portland | T2y2 | - ilk tig aydan sonra ve kordon
1 kaninda
T2B2 | HbH ve - ilk Gig aydan sonra
Hb Portland talasemi
2 taslyicilarinda az
miktarda
a2y2 intrauterin 10-12.haftada
0202 | %1-2* Uglinci trimestirde
Hb F a2B2 | % 2-3* 6-8. haftada yapimi baglar
Hb A2 % 95*
Hb A

Hemoglobin sentezindeki kalitsal anormallikler bir ya da daha fazla Hb polipeptid
zincirlerinin azalmis sentezine veya yapisal olarak anormal Hb varyantlarina bagl
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gelisir. Hemoglobinin yapisinda bulunan globin zincirlerinin yapilarindaki aminoasit
degisikligi ile anormal hemoglobinler veya Hb varyantlari olugsmaktadir. Bu deg@isim
pek ¢ogunun fonksiyonunu degistirmedigi gibi klinik bir semptom da
gostermemektedir. Bazi anormal hemoglobinler ise yapisal 6zelliklerine bagl
olarak polimerlesme (HbS), kristallesme (HbC) veya dayaniksiz olmalari nedeniyle
hemolitik anemiye neden olurlar. Oksijen afinitesinde artis gosteren anormal
hemoglobinler eritropoezi arttirirken, afinitede azalmaya neden olanlar ise siyanoz
ile kendini gosterir. Bazi hemoglobin varyantlan da talasemik fenotip
goOstermektedirler.

Anormal hemoglobinler fonksiyonel karakterlerine ya da yapisal anormalliklerine
gére sinflandirilabilirler (Tablo 2). Yapisal dzelliklerine gére bir veya iki aminoasit
degisimi, aminoasit eklenmesi veya clkariimasi ya da iki farkl polipeptidin
birlesmesiyle meydana gelen hibrid zincirler (fizyon Hb) seklindedir. GUnumUzde
total anormal Hb varyant sayisinin 909'a ulastigi belirtilmistir.  Cesitli Hb
molekullerinin yapisinda yer alan zincirler ve bunlar Gzerinde meydana gelen
degisiklikler agagida gosterilmigtir (Tablo 3).

Tablo 2. Anormal hemoglobinlerin siniflandiriimasi

A) Anormal hemoglobinlerin molekuler baza dayali siniflandirimasi
1. Bir amino asitin yer degistirmesi
En sik gordlenler: HbS, HbC, Hb D Los Angeles, Hb O Arab
2. Aminoasit delesyonu (Hb Freiburg)
3. Fuzyon hemoglobinler (Hb Lepore)
4. Uzamig subunite (Hb Constant Spring)
B) Klinik 6nemlerine gore siniflandirma
1. Orak Hucre Sendromu
a) Orak hicre tasiyicilar
b) Orak hicre hastaligi
(Hb S-S; Hb S-C; Hb S-D Los Angeles; Hb S-O Arab)
2. Unstable Hemoglobinler
3. Anormal oksijen afinitesi gésteren hemoglobinler
a) Yuksek afinite: Ailesel eritrositoz
b) Dusuk afinite: ailesel siyanoz
4. M hemoglobinler
5. Talasemik fenotip gdsteren yapisal varyantlar
Hb Lepore
Hb E
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Tablo 3: Anormal hemoglobinlerin yapisinda yer alan «, 8, d ve y globin varyantlari

Bozukluk Toplam « zinciri B zinciri d zinciri y zinciri
Bir a.a.degisimi 759 253 405 34 67

iki a.a. degisimi 29 1 23 0 5
Delesyon (cikarma) 21 9 12 0 0
insertion (eklenme) 7 5 2 0 0
Delesyon/insertion 11 0 11 0 0
Uzamis zincir 18 9 9 0 0
Flzyon (birlegsme) 18 0 9 8 1
Toplam 863 277 471 42 73

Bunlardan 277 tanesi alfa, 471 beta, 73 gama, 42 delta, 29 iki amino asit degisimi
ayni zincirde, 18 fuzyon, 18 uzamis zincir ve 39 tanesinde delesyon, insertion veya
delesyon/insertionun birlikte bulundugu gosterilmistir.

Alfa, beta, gamma veya delta zincirlerindeki amino asitlerde yer degisikligi, cesitli
flzyon ve mutasyonlar sonucu ortaya anormal hemoglobinlerin dunyadaki dagilimi
cografi bolgelere ve etnik gruplara gore degismektedir. Milyonlarca insanin
etkilendigi anormal hemoglobinlerden en yaygin olanlarn S, C, D-Punjap ve E'dir.
Sik gorilen HbS'nin Afrika kitasindaki bazi yorelerde dagilimi %40-50 civarindadir.
Anormal hemoglobin varyantlanndan 33 tanesi Ulkemizde gd&zlenmis olup
bunlardan 7 tanesi ilk olarak Turklerde gosterilmistir. Ulkemizde belirlenen anormal
hemoglobinlerden en ¢énemlisi Hb S olup, daha az oranda Hb D Los Angeles (B-
121) ve Hb O Arab (B-121) goriimektedir. HbC ise birkag vakada gosteriimig,
diger anormal hemoglobinler ise cok az sayida olguda tanimlanmistir (Tablo 4).
Bunlarin diginda Hb J Ankara (B-10 (A7) Ala-Asp); Hb Ube Il (x-68 Asn-Asp) ve Hb
J Iran (B-77 (EF1) His-Asp) gibi varyantlar; ilk kez Turkiye'de saptanmis anormal
hemoglobinlerden Hb Ankara, Hb Antakya, Hb Baskent, Hb istanbul, Hb Capa, Hb
Adana, Hb Hakkari; yurtdisinda calisan Turk iscilerinde ilk kez bulunan anormal
hemoglobinlerden Hb J Anatolia, Hb Moabit bulunmustur.
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Tablo 4. Turkiye’'de belirlenen anormal hemoglobinler

Hb Adi Mutasyon Bulundugu yore Yazarlar

Hb Adana* o2-59 Gly—Asp |Adana Curdk ve ark.

Hb Ankara* B-10 Ala—Asp Kastamonu Arcasoy ve ark.

Hb J Antakya™* B-65 Lys—Met Antakya Huisman ve ark.

Hb Beograd B-121 Glu—Val |Gogmen Arcasoy ve ark.

Hb Brockton B-138 Ala—Pro | istanbul Ulukutlu ve ark.

HbC B-6 Glu—Lys izmir, Adana Goksel/Kiling/Ozsoylu

HbD-Los Angeles |B-121 Glu—GIn | Birden fazla | Dinger/Cavdar/Ozsoyl
bdlgede u

Hb E B-26 Glu—Lys Birden fazla | Aksoy/Arcasoy/Altay
bdlgede

Hb E Saskaton B-22 Glu—Lys Kayseri Prozorova/Gurgey

Hb F-Baskent* y128 Ala—Thr Ankara Altay ve ark.

Hb G-Coushatta |B-22 Glu—Ala Kastamonu, Denizli | Dingol/S6zmen

Hb Hakkari* B-31 Leu—Arg Hakkari Gurgey ve ark.

Hb Hamadan B-56 Gly—Arg Bati Trakya Dincol ve ark

Hb City of Hope | B-69 Gly—Ser Kutlar ve ark.

Hb istanbul* B-92 His—GIn Gogcmen Aksoy ve ark.

Hb J-iran B-77 His—Asp  |Ankara Arcasoy ve ark.

Hb Knossos B-27 Ala—Ser Kutlar ve ark.

Hb KoIn B-95 Val—=Met Malaya Gurgey ve ark.

HblLepore-Boston | Fusion Hb Diyarbakir,K. Kibris | Cavdar ve ark.

Hb M-iwate ®-87 His—Try  |Bursa Ozsoylu ve ark.

Hb Moabit ®-86 Leu—Arg Denizli Knuth ve ark.

Hb N-Baltimore B-95 Lys—Glu Antalya Bircan ve ark.

Hb O-Arab B-121 Glu—Lys |Kutahya Kibris,Trak | Altay/Cin/Aksoy
ya

Hb O-Padova o-30 Glu—Lys  |Adana Kiling ve ark.

Hb Q-iran «-75 Asp—His | Adana, Bati Trakya | Aksoy ve ark

Hb P-Nilotic a- (B-8)2 Orta Anadolu Altay ve ark.

Hb Ube-2 o-68 Asn—Asp | Kayseri Bilgin ve ark.

Hb Summer Hill B-52 Asp—His Kuzey Kibris Cin ve ark.

Hb J-Anatolia o-61 Lys—Thr Giardano ve ark.

Hb Strumia o-112 His—Arg | Bursa Akar ve ark.

Hb Capa* o-94 Asp—Gly | Kars Dincol ve ark.

Hb J-Meerut a-120 Ala—Glu Yalgin ve ark.

Hb J-Paris | «-12 Ala—Asp Gukurova Dikmen ve ark.

Hb S (6 Glu—Val) dinyada en sik goérulen ve ilk belirlenen anormal Hb varyant
olup, klinik agidan gok 6nemlidir. Karakteristik bir cografi dagiim gosteren varyant

50




ANORMAL HEMOGLOBINLER

en sik Afrika’da ve bu kitadan gé¢ eden siyahlarin yasadigi Ulkelerde, daha az
siklikla Akdeniz Ulkeleri, Suudi Arabistan ve Hindistan'in bazi bélgelerinde gozlenir.
Ulkemizin glineyinde yer alan Cukurova bélgesinde (Antakya, Adana ve igel) OHA
taslyicilik prevalansi %25 olarak tespit edilmis olup, tasiyiciik orani bazi kdy ve
kasabalarda %44’e kadar ulagsmaktadir. Orak hlcre anemisi ve tasiyicilari
elektroforez ile belirlendikten sonra tasiyicilarin evlenmesi durumunda gebeligin
10-12. haftasinda DNA analizi ile prenatal tani yapilarak hasta gocuklarin dogmasi
Onlenmektedir.

Bu hastalik resesif olarak kalitilan, 11. kromozomun kisa kolu tzerinde yer alan B-
globin gen mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Orak hicre anemisine neden olan
Hb S molekult B-globin zincirindeki bir aminoasit degisimiyle ortaya cikmakta ve
B-globin geninin 6. pozisyonundaki A—T donlsimu ile glutamik asit yerine valin
(GAG—GTG) gecmektedir. Bu aminoasit degisikligi ile olusan HbS'in deoksijenize
durumda ¢6zUnarligu azalarak eritrositler icinde ¢okelmesi sonucu oraklasma
meydana gelmektedir. Bu mutasyonun homozigot oldugu bireylerde orak htcre
hastaligi (HbSS) goértimekte, bulgular yasamin altinci ayindan sonra ortaya
clkmaktadir.

Bu hastaligl tasiyanlar asemptomatik olup A—T mutasyonu igin heterozigot
(HbAS) olarak bilinmektedir. Taslyicilar Hb elektroforezi ile kolayca teghis edilebilir.
Orak htcre taglyiciiginda HbA ve HbS birlikte bulunur. Ancak HbA orani her
zaman HbS’ den fazladir. Taslyicilarda klinik veya hemotolojik herhangi bir bulgu
yoktur. Ancak ciddi hipoksi olusturan kosullarda, vazooklusiv komplikasyonlar
ortaya cikabilir.

Hastalarda orta derecede normositik, normokromik anemi vardir. Hb
konsantrasyonu genellikle 5-9 g/dl (ortalama 7.5g/dl) arasindadir. Periferik
yaymada tipik olarak hedef hicreler, poikilositoz, orak hicreler, ovalositler,
cekirdekli eritrositler ve Howell-Jolly cisimcikleri géralur. RetikUlosit sayisi %5-15
arasindadir.

Klinik olarak, ciddi hemolitik hastalik tablosu ile seyreder. Bu klinik tablo,
eritrositlerin deformabilite 6zelliginin kaybolmasi ve yikilmasi yani sira; oraklasan
eritrositlerin - olusturdugu tikanikliklar sonucu olusan iskemik degisikliklerle
karakterizedir.

HbE (B26: Glu—Lys), dinyada ikinci siklikla gértlen Hb varyantidir. Yerylzinde
yaklasik 1 milyon homozigot ve 30 milyon heterezigot olgu bulunmakta ve bu
olgularin %80'ni Guneydogu Asya’da yasamaktadir. Tayland'in bazi yorelerinde bu
oran %45'’lere kadar ¢cikmaktadir.

HbE hafif B-talasemi gibi ya da kronik transfizyona bagdimli homozigot B-
talasemiden ayirdedilemeyen degisken bir Klinik seyir gdsterebilir. Birgok olguda
agrr anemi, bldyime geriligi, bacak Ulserleri, kemik deformitesi, enfeksiyona
yatkinlik, demir yUku ve hipersplenizm gordlir.

Diger Hb varyantlarindan farkli olarak eritrositlerde mikrositoz ve hipokromi
gozlenir. Elektroforezde (pH 8.6) mobilitesi HbC'ye ¢ok benzer olup kesin ayinm
asit pH'da agar jel elektroforezi, HPLC ve mutasyon analizleri ile yapiimaktadrr.
Heterozigot olgular sessizdir. Klinik olarak, hafif anemi olsun ya da olmasin
mikrositoz (MCV: 65 fl), aynca hafif eritrositoz gozlenir. Taslyicilarda Hb
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elektroforezinde %30-45 HbE bulunur. Homozigot olgularda ise belirgin mikrositoz
(MCV: 55-65 fl) ve morfolojik degisimler (hedef hicreler, leptositoz) gordlir. Anemi
hafif seyreder.

HbC (p6: Glu—Lys), dinyada Uglncl siklikla gdzlenen Hb varyant olup, f
zincirinin altinci pozisyonunda glutamik asit yerine lizin gecmistir. Bati Afrika
kiyllarinda tastyicilik orani %25, Amerika Birlesik Devletlerindeki siyah irkta gértlme
orani %3'tur.

Heterozigotlarda Klinik bulgu gértlmez, Hb konsantrasyonu normal, eritrosit kitlesi
ve yasam suresi azalmig, retiktlosit normaldir. Periferik yaymada %5-30 kadar
hedef hlcre, elektroforezde %30-40 HbC, %50-60 HbA saptanir.

Hastalarda hafif hemoliz bulgular ve splenomegali vardir. Dolagimda normalden
daha rijid olan HbC igeren eritrositlerin pargalanmasi ile mikrosferosit olusumu ve
eritrositlerde HbC kristalleri goruldr. Hastalarin eritrositlerinin oksijene afinitesi
dlsUk bulunmustur. Hb dizeyleri 8-12 g/dl arasinda olup, periferik yaymada hedef
htcreleri ve 6zellikle eritrositlerin gece boyunca %3 sodyum kloridle inkibasyonu
sonrasinda eritrosit i¢inde HbC kristalleri gorultr. Osmotik frajilite azalmigtir. HbC,
elektroforetik tekniklerde (alkalen pH'da) HbA2 , HbE ve HbO Arab ile ayni
mobiliteye sahip olmasi nedeniyle ayrilamaz. Tam olarak ayirm kolon
kromatografisi ve HPLC ile yapilir.

HbD (p121 Glu—Lys): HbD- Los Angeles ve HbD- Punjap olarak da adlandirilir.
Hindistan da Punjap Sih’lerinde %2-3 oraninda goriilirken iran, Amerikall siyahlar
ve beyaz irkta da nadiren gozlenir. Ulkemizde Hb D nadir degildir. Tamamen
asemptomatik heterozigot sekli de tanimlanmistir. Turkiye'de yapilan galismalarda
bu oran %0.2 olarak bulunmustur. pH 8.6’da elektroforetik mobilitesi HbS ile ayni
olarak bulunmustur. HbS’ den ayinmi oraklasma testi, asit pH'da yapilan agar jel
elektroforezi, HPLC ve mutasyon analizleri ile yapilir. Taswyicilarda klinik,
hematolojik yada fizyolojik herhangi bir anomali gézlenmezken, homozigot
olgularda orta derecede hemolitik anemi ve splenomegali vardir. Periferik
yaymada hafif mikrositoz, poikilositoz, minimal hemoliz bulgular gorulir. HoF ve
HbA2 dlzeyleri normaldir.

Hb D Los Angeles (B-121 Glu-GIn) ilk kez Penjap’da ingiliz ve Hintli kansimi bir
ailede kesfedilmis, kimyasal yapisi 1972'de gosterilmistir. Pakistan, Kuzey Bati
Hindistan, Penjap ve Cin’'in belirli bolgelerinde ylksek siklikta olmak Uzere
dunyanin pek ¢ok boélgesinde gorilmektedir.

Hb O: B-globin zincirinin 121. kodonunda glutamik asit yerine lizin gelmesi ile
olusan Hb O Arab, Amerikan zencileri, Araplar, Sudanlilar, Bulgarlar gibi farkl etnik
gruplarda ve Turk halki ile Kibris Turklerinde bildiriimigtir.

ANORMAL HEMOGLOBINLERIN AYIRIMI

Anormal hemoglobinleri, digerlerinden ayird edebiimek amaciyla tam kan sayimi
ve degisik Hb elektroforez yontemleri kullanimakta ve kesin ayinm ylksek
performans likid kromatografi teknigi (HPLC) ile yapiimaktadir. Kolon
kromatografisi ile ayni prensipe dayanan reverse faz HPLC ile globin zincir ayinmi
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mUmkdn olmaktadir. Hemoglobinopati programinda katyon degistirici HPLC
kullanilir. Hemoglobinopati programinda Hb F, Ao, A2/E, D, S ve Cller igin
belirlenen pencereler ile retansiyon zamani kullanir. Retansiyon markerinda 7
hemoglobin yer alr: A, F, S, C, D, E ve A2. Her 6rnek analizinden sonra
kromatogram kopyasi otomatik olarak yazdirilir.

Unstable hemoglobin varyantlan elektroforezde az veya hi¢ gorilmeyebilir. Bu
varyantlar DNA analizi ile belirlenir. Hangi globin geni Uzerinde mutasyonun
bulunabilecegdi tahmin edilerek PCR temeline dayali DNA yontemleri ile molekdler
defekt belirlenir.

Hemoglobin Elektroforezi

Elektroforez, genel olarak, bir c¢ozelti icerisindeki elektrik yukli partiktllerin
elekiriksel alanda gog ettirilerek ayrnistinimasi prensibine dayanan bir analiz
yontemidir. YUkIO molekUller, ¢ozelti igerisinde ortamin pH'sina bagl olarak
degismek Uzere (+) veya (-) elektrik yUkIG birer partikdl olarak davranirlar.
Elektriksel alanda (+) yUklu partiktller katota (negatif yUklUu elektrot), (-) yuklu
olanlar ise anoda (pozitif yiklU elektrot) dogru géc ederler.

Ayristinimak istenen 6rnegin uygulandigi ve Uzerinde veya igerisinde gog¢ ettigi
ortam olarak kagit, nisasta, agar, poliakrilamit jelleri ve selllloz asetat membrani
kullanilir. Nisasta jelinin uygun hazirlanigi digerlerine gére daha zor olmasi
nedeniyle ginimuzde yaygin degildir. Agaroz jel elektroforezi destekleyici ortam
olarak bilesenleri agaroz ve agaropektin olan agarn kullanidigi kullanigh bir
yontemdir. SellUloz asetat elektroforezinin avantaji ayrnistirma hizinin ydksek olusu
ve seffaflastinlan membranlarin uzun slre saklanabilmesidir. Poliakrilamid jel
elektroforezinde elektroforetik ayinmi saglayan baglica faktor bilesiklerin buyUklugu
olup, elektrik ytklerinin dnemi daha azdir. Blydk bilesikler gé¢ sirasinda kuguk
olanlara gore daha fazla polimerde tutulurlar ve daha yavas gé¢ ederler.

Normal vyetiskin bir kiside selliloz asetat Uzerinde ( pH 8.6, 9.1) yapilan
elektroforezde %98 oraninda Hb A goézlenir. Hb F %1'in altinda oldugu icin
gérulmez. Aplikasyon noktasina yakin bdlgede eritrosit membran artiklarn ve
karbonik anhidraz eser halde izlenebilir. Bu kismda goé¢ eden Hb A2 eser
miktarda bulunur. Kordon kani ve yenidogan orneklerinde ise Hb A'nin hemen
yaninda (katodik tarafta) Hb F gdzlenir. p-talasemi taslyicilarda Hb A2 miktari
artmis olup bazi vakalarda Hb F miktarinda gordlUr.

Orak hicre anemisi taglyicilarda Hb A yanisira Hb A2 ile Hb F arasinda go¢ eden
Hb S bandi gorulur. Hastalarda ise Hb A gdzlenmez, bantlarin blydk kismi Hb S
olup degisik oranda Hb F bulunmaktadir.

Alfa talasemi olgularinda kordon kani incelenmesinde Hb A’dan daha hizli gé¢
eden (daha anodik) Hb Bart's izlenir. Bu Hemoglobin 4y globin zincirinden
olusmustur. Yetiskin hastalarda ise 4 globin zincirden olusan Hb H izlenebilir. Bu
hemoglobinde (HbH) A’dan daha hizli olup elekiroforezde HbA'nin éntnde
gorultr. Kolayca denatlre oldugu icin elektroforezde az miktarda veya bekletilmis
kan orneklerinde hic gértlmeyebilir.
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Hb C ve Hb E sellloz asetat elektroforezde Hb A2 ile ayni yerde gog ederler. Hb
S, Hb D, Hb G ayni yerde bant verirler. Hb S ile diderlerinin ayrimi oraklagma testi
ile yapilabilir.

Alkali pH'da hemoglobin molekllt negatif yukludur ve elekiriksel ortamda anoda
dogru gog eder. Yuzey yik degisikligi olan yapisal varyantlar ise farkl go¢ ederler.
Alkali ortamda seltloz asetat kagidi Uzerine uygulanan hemolizat elekiriksel guc
uygulanarak basit ve seri bir sekilde hemoglobin tiplendiriimesi yapilir ve  anormal
hemoglobinler tiplendirilebilir.

Elektroforez veya diger yontemlerde farklilik olmakla beraber yontem hatasi olarak
dusunulen ve kesfedilmeyi bekleyen yeni anormal Hb molekullerinin olabilecegi
unutulmamalidir.
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