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B ve dp talasemi homozigot olgular veya HbH hastaligi bulunan olgular hastaliga
ait semptom ve bulgular tasirken, o, p veya 0p talasemi tasiyicilan genellikle
tarama programlan ya da demire direncli mikrositik anemi olgularnin incelemesi
sirasinda taninirlar.

Homozigot ve bilesik heterozigot f Talasemi

Homozigot talasemi olgulari, yasamin genellikle ilk yili icinde solukluk, istahsizlik,
kilo alamama, hepatosplenomegali ve ylz kemiklerinde alin ¢cikikligi, burun koku
basikligi gibi morfolojik degisiklikler ile klinik bulgularini verirler.

Hemen daima siddetli hipokrom (ortalama eritrosit hemoglobin, OEH, MCH
dusuklugl) ve mikrositer (ortalama eritrosit volumu, OEV, MCV dusuklugu)
anemiye, RDW artigl ve periferik kan yaymasinda anizositoz ve poikilositoz yanisira
cok sayida normoblast eslik etmektedir. Retikulosit sayisi artmistir. Hemolitik
aneminin diger laboratuvar bulgular; laktik dehidrogenaz (LDH) artigl, indirek
hiperbilirubinemi, idrarda Urobilinojen artisi ve haptoglobin dizeyinde azalma
bulunmaktadir.

Bu olgularda, transflzyon 6ncesinde yapilan hemoglobin (Hb) elektroforezde,
HbA'nin hi¢ olmamasi ve mevcut Hb’nin tama yakininin HbF olmasi, homozigot p
0 talasemi; HbF yanisira, %10-20 kadar da HbA varligi homozigot p+ talasemi
tanisi koydurur.

HbF seviyelerinin kordon kaninda %90 civarinda olup, 3. ayda total Hb'nin yaklasik
%50'nin HbF oldugu ve bu seviyenin 6.ay civarinda %10 ve nihayet 1 yastan sonra
%2'nin altina inecedi, bazen normal seviyelere ulagsmanin (<2%) 2 yasa kadar
gecikebilecegi akilda tutulmalidir (Tablo 1).
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Tablo 1. Yasamin ilk yiinda HbF (%) duzeyleri

Yas Ortalama +2SD Normal aralik
1-79 74.7 5.4 61-79.6
2htf. 749 5.7 66 —88.5
1ay 60.2 6.3 45.7-67.3
2 ay 45.6 10.1 29.4-60.8
3 ay 26.6 14.5 14.8 55.9
4 ay 17.7 6.1 9.4-285
5 ay 10.4 6.7 23-224
6 ay 6.5 3.0 2.7-13.0
8 ay 5.1 3.6 23-11.9
10 ay 2.1 0.7 1.5-35
12 ay 2.6 15 1.3-5.0
1-14yveerigkin | 0.6 0.4

Shroter W, Natz C. Helv. Paediatr Acta 1981, 36: 519-525

Homozigot d8f talasemi, Hemoglobin Lepore ve Herediter Persistan Fetal
Hemoglobinemi (HPFH)

op talasemiler, 8 ve B flzyon geni (Hb Lepore) veya eydf globin gen kimesinde, 8
ve B globin genlerini igine alan genis delesyon ile karakterlidirler.

Homozigot Hb Lepore olgulari, genellikle transflizyona bagimli siddetli talasemik
Ozellik gosterirler. Hemogram 0Ozellikleri de tipik olarak homozigot f talasemi
Ozelliklerine sahipken, Hb elektroforezde, total hemoglobinin %15 (%8-30) kadar
Hb Lepore ve kalani HbF olarak bulunur.

Homozigot 8 talasemi olgularlysa, hafif bir talasemi intermedia klinigine
sahiptirler. Genellikle splenomegali bulunur. Hemogramda, orta derece anemi,
mikrositoz ve hipokromi izlenir. Retikulosit sayisi normal veya hafif artmistir.
Hemoglobin elekiroforezde %100 HbF bulunmaktadir. Cinkt 8 talasemide, f
zincir Uretimindeki defekt, y zincir Uretimi tarafindan kompanse edilmektedir. HoA
ve A2 yoktur.

Homozigot HPFH olgularinda, klinik bulgu yoktur. Hemogramda, sadece talasemi
minor ozellikleri bulunur ancak hemoglobin elektroforezleri %100 HbF bulundurur.

HbH hastaligi

Genellikle degisik derecelerde talasemi intermedia klinigine sahiptirler. Hb
seviyeleri normal alt sinir degerden yaklagik 3 gram kadar dusUk oldugu, eritrosit
sayisi (KKH, RBC) artmis, hipokromi ve mikrositozun belirgin oldugu, anemileri
bulunur. Retikulosit sayisi artmistir (%3-6). Periferik kan yaymasinda, hipokromi,
anizositoz, poikilositoz, hedef hucreler ve bazofilik noktalanmalar bulunur.
Eritrositler, brilliant cresyl blue ile oda isisinda 20 dk. inkibe edildiginde, HbH
inkldzyonlarr belirir. Hemoglobin elektroforezde, HbA’dan daha erken bir bant
olarak HbH (64) %1-40 (ortalama %8) oraninda belirir. HbA2 yoktur.
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Heterozigot B, 8p ve a talasemiler

Bu olgular klinik bulgusu olmayan ve genellikle tarama programlar ya da
hemogramda eritrosit indeks bulgularina dayanilarak yapilan aragtirmanin sonucu
saptanirlar.

Birinci Basamak Tarama Testi: Hemogram

Talasemi taslyicilarinda, hemoglobin seviyeleri normal veya normalden 1-2 g/dl
kadar dusuktdr. Genellikle eritrosit sayisindaki artisa (>5.0x109/L), hipokromi
(OEH, MCH dusuk) ve mikrositoz (OEV, MCV dusuk) eslik eder. RDW degeri
normaldir (%12-14). MCH degeri talasemi taslyiciigi icin MCV’'den daha guvenilir
bulunmustur. Ozellikle 24 saatten eski 6rneklerde MCV degeri 5f'e kadar artis
gosterebilir. Bu nedenle eski 6rneklerden kan saym sonuglarinda MCV degeri
sUphe ile karsilanmalidir. Ayrica MCV degerinin yas ile iligkili olarak degiskenlik
gosterdigi hatirlanmalidir (Tablo 2).

Tablo 2. Yagla iliskili olarak MCV normal alt sinir degerleri

Yas (yi) Alt Sinir Ust Sinir
dogum 95 125
05-2 70 86

2-6 73 85
6-12 77 95

12 -18 78 98

>18 80 95

Talasemi tastyiciligr ile toplumda hipokrom mikrositer aneminin en yaygin nedeni
olan demir eksikligi anemisi ayirici tanisinin yapilmasi énemlidir. Demir eksikligi
anemisinde, eritrosit sayisi genellikle normal veya azalmistir. RDW degeri ise
yUksektir. Hemoglobin seviyesi normal veya normale yakin iken, siddetli hipokromi
ve mikrositoz talasemi taslyiciidina isarettir. Oysa, demir eksikliginde, hipokromi
ve mikrositoz, aneminin siddeti ile uyumlu bir dusuklik gosterir. Yine de, demir
eksikligi anemisi tanisi, serum demir ve total demir baglama kapasitesi temelinde
hesaplanan Transferrin Satlrasyonu (TS (%) = Demir/Total Demir Baglama
Kapasitesi x100) ve/veya serum ferritin seviyesi temelinde konulur. Demir eksikligi
olgularinda; TS<%10 ve ferritin<

12ug/L dir.

B ve dp talasemi tasiyiciiginda genellikle MCV yas icin normal alt sinir degerin
altinda ve MCH<27 bulunur. Ancak B talasemi taslyicisi olup normal MCV ve
MCH’e sahip bireyler vardir. Bu durum ya sessiz § talasemi tasiyiciigl veya f
talasemi yanisira o talasemi kalitimi ile iligkilidir.

ikinci Basamak Tarama Tesleri:

HbA2 6lgimU: mikrokolon kromatografi, HPLC ve seluloz asetat elektroforez
HbF 6lcumU: alkali denatirasyon, HPLC ve seluloz asetat elektroforez

57



PROF. DR. YESiM AYDINOK

Hemoglobin yapisal varyantlarin saptanmasi: seluloz asetat elektroforez (pH 8.2-
8.6), sitrat agar (pH 6.0-6.2), HPLC

Sickle solubilite testi

inkliizyon cisimlerinin saptanmast: brilliant cresyl blue

HbF'in interseluler dagiimi: Kleihauer testi

Globin zincir sentezi

Seluloz asetat elektroforez (alkali pH -8.2-8.6-)

Seluloz asetat elektroforez A, F, S/G/D, A2/C/E/O-Arab, H, Lepore ve daha az
yaygin varyantlan belirlemede kullanilir. Seluloz asetat elektroforezde iyi bir teknik
HbF'in  >%2 dulzeylerini goézle aynmsar ve Kkantitatif olarak elusyon-
spektrofotometre yontemiyle tespit eder. Ancak belirgin ylksek degerlerde kiymet
tasir. HbA2'i ayirt eder. Ancak HbA2'nin bu teknikle dlcimd degerli bulunmaz
cUnkU bu bandin elusyon ve spektrofotometrik dlgimu, p talasemi tastyiciigr tanisi
icin yeterince duyarl degildir.

HbS ile ayni mobilitede bant tasiyan bireylerde sickle solubilite testi yapilarak HbS
varligr dogrulanmalidir. Bu test negatif ise bu kez HbG ve HbD'i ayirt ettirici baska
bir teknik daha uygulanmalidir.

Ancak HbS/D/G Uzerinde tek bir bant goézlenen sickle solubility test pozitif
homozigot bireylerde, SS, SD, SG ayrnimi icin alternatif teknik kullanilmalidir. Sitrat
agar (pH 6.0-6.2) de HbS ayni yerde kalirken, HbD ve G, HbA ile ayni mobilitede
yer alirlar (Tablo 3).

HbC/E/O-Arab ayirici tanisinda asit pH (sitrat agar veya agar jel ydntemi)
kullanilmalidir. Bu teknik HbC'’i, HoC Harlem’den de ayirt ettirir (Tablo 3).

Tablo 3. Yapisal hemoglobin varyantlarinin alkali ve asit elektroforezde mobiliteleri

Variant Seluloz Asetat Elektroforez (pH 8.6) Sitrat Agar (pH 6.0)
arian
-CA, S F A J N + + C S A F-

e i D

D ) m

E B il

G ! :
Lepore []
O Arab | |

5 ] |

Sitrat Agar veya Agarose Jel Elektroforez (asit pH 6.0 - 6.2)

Genellikle alkali pH'da seluloz asetat elektroforezi desteklemek icin kullanilir. Bu
teknik, HbS’i, HbD/G'den ayirt eder. Ancak D ve G'i birbirinden ayirt edemez.
HbC'i, HbE, O-Arab ve C-Harlem'den ayirt eder (Tablo 3).
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HbD ve HbG'yi ayirt etmede ileri testler kullaniimalidir. Asit elektroforezde HbS ve
HbC-Harlem ayni mobilitede kosarlar. Ayirt etmek icin sickle solubility test
gereklidir.

HbA2'nin mikrokolon kromatografi ile dlcimu

f talasemi tasiyiciigini saptamada tatmin edici yontemdir. f talasemi
tastyicilarinda HbA2 duzeylerinin 6. aya kadar normal seviyelerine ulasmadigi ve ilk
6 ayda yapilan degerlendirmelerde B talasemi taslyiciiginin atlanabilecegi akilda
tutulmalidir.

HbS valiginda HbA2'nin 6lcimu igin 6zel kolonlar gereklidir. Yine de S/p ve S/A'i
ayirt etmek igin mutlak gerekli degildir. Clnkd S/B 'da HbS>HbA (HbS>%50) iken
HbS/A'da HbS<HbA'drr (HbS<%50) dir. Ancak unutulmamalidir ki alfa
talaseminin  beraberinde kalitildi§i  durumlarda bu degerler ve yorum
etkilenebilmektedir (Tablo 4).

Tablo 4. Sickle cell tasyiciiginda (HbS/A) beklenen HbS miktarlan Uzerine o
talaseminin etkisi

o gen %HDbS
(ao/aa) 40
(ao/a-) 34
(ao/--) 26
(o-/--) 17

Baz unstabil Hb'ler HbA2 yiksekligine neden olabilirler, eger eritrosit indeksleri
talasemi  taslyiciigini  desteklemiyorsa, unstabil Hb'lere isaret olarak
degerlendirilebilir.

Ylksek Performans Sivi Kromatografi (HPLC) ve Kapiller Elektroforez

HbA2 ve HbFin dogrulukla o6lciminde, varyant Hb’lerin  saptanmasi,
tanimlanmasi ve élgimunde  kullanilir. HPLC, HbS varliginda HbA2'i dogrulukla
saptanamayabilir (bkz. HbA2’'nin mikrokolon kromatografi ile 6lgimu). Bazi
sistemlerde, HbE, HbA2’'den ayirt edilemeyebilir. Kapiller elektroforez ile de varyant
Hb'ler tanimlanabilmekte ve dlgulebilmekte, HbS ve HbE varliginda HbA2 tayini
dogrulukla yapilabilmektedir. Klinik énemi olan bir varyant hemoglobinlerin
tespitinde alternatif teknik (molekdler) ile dogrulanmalidir.

Sickle solubility test

HbS %20 (ve hatta %8)’'e kadar olan degerlerde tespit edebilir. Boylece alfa
talasemi ile birlikte oldugu durumda dahi tespit edebilir. Test 6 aydan kiguk
infantlarda negatif bulunabilir.

HbF’in Alkali Denattrasyon ydntemi ile tespiti ve Kleihauer test

HbF dlciminde alkali denattrasyon testi Onerilir. Bodylece HbA2 yuksekliginin eslik
etmedigi %5-30 HbF artisi saptandiginda, 8f talasemi ve HPFH tanisi konulabilir.
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dp talasemi ve HPFH ayirici tanisinda HbF'in interseluler dagiliminin Kleihauer testi
ile saptanmasi (0 talasemide heteroseluler ve HPFH de panseluler) destekleyici
test olarak kullanilabilir.

Sonug olarak ilk basamak test olan hemogram eklenecek;

Hemoglobin elektroforez (seluloz asetat) ve mikrokolon kromatografi (HbA2) ya da
HPLC veya kapiller elektroforez yontemlerinden biri ile

Hemoglobinopati tarama programi gergeklestirilebilir.

MCH dusutk ve HbA2 artmis

MCH<27pg ve HbA2 >%3.5 ise {3 talasemi taglyici tanisi konmaktadir.

B talasemi tastyicilarinin blyUk ¢ogunlugunda MCH 19-23 fl ve HbA2 %3,5-6
bulunur. HbA2 9%3,5-6 arasinda bulunmasi B talasemi tasiyiciigr igin tan
koydurucudur. Bunlar arasinda HbA2 nin %3.5-4 arasinda oldugu grup B+
talasemi olgularina isaret eder. Hatta bu mutasyonlar bazen %3.5'un hafifce
altinda (%3.3—3.4) HbA2 degerleri de verebilir (Normal HbA2 g tal). Olgularin
yaklasik %30'unda HbA2 artisina HbF dulzeylerinde %1-3 civarinda hafif bir artig
eslik eder.

Bazi B talasemi tastyicilart %6-9 gibi yiksek HbA2 Uzeyleri ve buna eslik eden %3-
15 HbF degerlerine sahip olabilir. Bu olgular genellikle $ globin geninin 5’
promotor bdlgesindeki genis delesyonlarin sonucudur.

f globin genindeki bazi molekuler lezyonlar unstabil  zincir Gretimine neden olur
ve bunlar kemik iligi eritroid prekursorleri iginde coker. Boylece perifeik kanda f
zincir varyanti tespit edilemez. Bu olgularin HbA2 dlzeyleri artmistir ve fenotipik
olarak talasemi intermedia klinigine sahiptirler. Dominant B talasemi allelleri olarak
bilinen bu mutasyonlar genellikle 3. exon’da yerlesmislerdir.

B talasemi tasiyicilarinda, beraberinde o talasemi kalitimi MCH degerlerinin
normale yakin veya normal bulunmasina neden olur. Bu durumun tlkemizde de
sik olmasi beklenmektedir. Bu olgularda HbA2 ylksektir.

B+ talasemi olgularinda beraberinde demir eksikligi anemisi olmasi bu olgularda
%3.3-4.0 arasinda beklenen HbA2 seviyelerinin %3.5 altinda kalmasina ve olgunun
hatall olarak normal degerlendirimesine neden olabilir. Bu durumda demir
eksikliginin tedavisini izleyerek test tekrarlanmalidir.

MCH dusutk, HbA2 normal

MCH<27pg iken HbA2 <%3.5 bulundugunda, beraberinde HbF de normalse;
demir eksikligi anemisi

a talasemi tastyicilig

(eydp)0 talasemi

B ve d talasemi

hafif -+ mutasyonu

a0 talasemi tasiyicilarinda MCH<25pg’dir (beraberinde p talasemi de kalitilirsa
MCH 25pg Uzerinde ve hatta normal bulunabilir ancak bu kez HbA2 yiksek
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bulunur). Bu olgularda demir eksikligi diglandiktan sonra, a, p ve & globin gen
analizi ile fenotipin tanimlanmasi saglanabilir.

Tarama programinda HbA2 normal iken tek anormal veri olarak MCH<25 pg
bulunan erkeklerin esleri de taranmali ve onda da HbA2 normal iken MCH<25 pg
ise bu ciftlerde demir eksikligi diglandiktan sonra durumu aciklamada yardimci
molekuler genetik analizlere (o globin gen analizi) yonelinmelidir. Bu yolla
potansiyel bebeklerinde HbH hastaligi ve homozigot a0 talasemi riski tespiti
hedeflenmektedir.

(eydp)0 talasemi tasiyiciigl ok nadir bir durumdur. Bu tasiyiciiga sahip
yenidoganda derin bir anemi vardir ancak 3 aydan sonra hematolojik durum iyilesir
ve olgularda sadece MCH ve MCV dustk HbA2 ve HbF normal hafif anemi
bulunur.

d talasemi yanisira B talasemi mutasyonu tasiyicilarinda HbA2 %3.5 altinda olup, f
talasemi taglyicilarinin atlanmasina neden olur.

Yine hafif B+ mutasyonu tasiyanlarda (IVS1-6 (T-C), CAP+1 (A-C), Poly A (T-C) )
HbA2 normal veya hafif artmis bulunabilir (%3.3-3.7).

MCH duasuk, HbA2 normal ve HbF artmis

HbA2 normal iken HbF %5-20 arasinda bulundugu olgularda 8 talasemi veya
HPFH tasiyiciigindan slUphe edilir. 8 talasemi veya HPFH tasiyicilarinin ayirt
edilmesi 6nemlidir. CUnklU HPFH taslyicilarinin B talasemi bilesik heterozigot
durum sessiz veya hafif bir fenotip ile karakterli iken, 8p/p bilesik heterozigotlarinda
klinik B talasemi major ile sonuclanabilir. HPFH'de MCH ve MCV normal ancak dp
talasemide dusuktir. Ancak dp talasemi tasiyiciigina esilk eden o mutasyonu
MCV ve MCH'i normale tasirken, HPFH'e eslik eden o mutasyonu dusUk indeks
degerlerine neden olur. Her ne kadar HbF'in dagiimi 8f talasemide heterojen ve
HPFH'de homojen ise de kesin ayrnm ancak molekuler genetik analiz ile
konulabilmektedir.

MCH normal, HoA2 normal

Sessiz B talasemi taglyicilar (-101(C-T) -92(C-T), IVSII-844 (C-G) ) ve triple a
tastyicilarinda MCH ve HbA2 normaldir. Bu olgularin B+ veya B0 talasemi
taslyicihgi ile bilesik heterozigot durumlan hafif bir talasemi intermedia fenotipi
olusturabilir. Ancak basit tasiyicilar ve triple o homozigotlan fenotipik olarak
normaldir.

Anormal hemoglobinler

En yaygin hemoglobin varyantlar (HbS, C, D-Punjab, O Arab ve E) tanimlamak
icin HPLC veya kapiller elektroforez dogru, hizli ve kantitatif bir yontemlerdir. HoD
Punjab’l diger HbD varyantlarindan ayirt etmede DNA analizi gerekir. HbS'i diger
analog varyantlarindan ayirt etmede basitce sickling test kullanilir. Ancak gergek
bir varyant tanimi icin; DNA analizi metodlarindan birinin uygulandigi bir referans
laboratuvar gerekir.
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HbA/S bireylerde HbA2 dizeyi hafifce ylksek bulunur. Ancak bu durum HbS
>%50 olmadikga bir HbS/p talasemi olarak yorumlanamaz. HbS>%50 ise bu
durumda; genotip HbS/B, HbS/8p, HbS/HPFH veya HbS/S olabilir. Bu durumda
ebeveynlerin hematolojik analizi durumu agikliga kavusturur.

Bazi B zincir varyantlar (6rnegin HbS ve HbE) beraberinde a talasemi kalitildiginda
ekspresyonlar azalr. Ornegin HbS taslyicisi bireylerde HbS %35-40 civarindadir.
HbS ile o+ taglyiciiginda HbS %29-34 ve homozigot a+ taslyiciiginda HbS %24-
28 dolayinda bulunur (Tablo 4).

3. Basamak Tani Testleri; Molekller Genetik Analiz

f Talasemi geninde, 170'den fazla nokta mutasyon, bir veya iki nukleotid
delesyon/ insersiyonu bulunmaktadir. f talasemi mutasyonlarinin tanisi ¢cogu
laboratuarda, baslica allel spesifik oligonukleotid hibridizasyon veya allel spesifik
priming gibi 2 PCR temelli metodla tespit ediimektedir. Az genis delesyon gap
PCR ile saptanabilir. Tanimlanamayan mutasyonlarda DNA sequencing etkin bir
sekilde uygulanabilmektedir.

&p Talasemi, Hb Lepore ve HPFH icin gap-PCR yontemi kullanilir.

o talasemi mutasyonlari iginde en yaygin 7’i gap-PCR ile tespit edilebilir.

Bugune kadar 700’den fazla hemoglobin varyant tanimlanmistir. Klinik olarak en
sik ve énemli olanlar igin basit DNA analiz metodlari bulunmaktadir.

HbS; CD6(A -T), HbC; CD6 (G-A), HbD-Punjab; CD121 (G-C), Hb O-Arab; CD121
(G-A), HbE; CD26 (G-A).

Digerleri icin DNA sequencing kullanilir.
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