Klinik Laboratuvar Testleri

BETA-TALASEMi VE HEMOGLOBINOPATI
TARAMASI (Hemoglobin Kromatografisi)

Diger adlari: Hemoglobin elektroforezi, Hb elektroforezi

Kullanim amaci: Talasemi hastaligi, tasiyiciligi ve hemoglobinopati
olasihginin arastirilmasi amaciyla kullanilir.

Genel bilgiler:

Hemoglobin farkl iki ¢ift polipeptit alt Gnitesinden meydana gelen bir
tetramerdir. Normal hemoglobinlerde bulunan ve yapica birbirine ¢ok
benzeyen polipeptit alt Gniteleri a, B, y ve d olarak adlandirilir. a alt (ni-
tesi 141, B, y ve O alt Uniteleri 146 amino asitten olusur. HbA, olarak
adlandirilan normal yetiskin hemoglobininde azf2, HbF olarak adlandiri-
lan fetal hemoglobinde azy2, minor yetiskin hemoglobini olan HbA,'de
20, tarzinda polipeptit kompozisyonu bulunur.

Talasemiler, a veya B polipeptit zincirleri Uretiminin kismen azalmasi
veya tamamen durmasindan kaynaklanan hastaliklardir. a zincirinin
Uretimi ile iligkili defektten kaynaklanan talasemilere a-talasemi, 8 zinci-
rinin Uretimi ile iligkili defektten kaynaklanan talasemilere B-talasemi adi
verilir. B-talasemi’ye Akdeniz anemisi adi da verilir. Talasemi tablosuna
sebep olan yizlerce farkl mutasyon tanimlanmistir.

141 amino asitten olusan a ve 146 amino asitten olusan B zincirinde, tek
bir amino asit degisiklidi bile molekilin fonksiyonunda 6nemli degisiklik-
lere sebep olabilir. Ancak, bu giine kadar tanimlanmis hemoglobin var-
yantlarinin sayisi 800 civarinda olmakla birlikte bunlarin gok az bir kismi
klinik agidan 6nem tasiyan hastalik tablosuna neden olmaktadir. Klinik
olarak 6nem tasiyan hemoglobin varyantlarinin  buylk kismi
kromatografik galisma veya beraberinde alkali ve asit agaroz jel
elektroforezi ile taninabilir. Hemoglobin S klinik olarak énem tasiyan
hemoglobin varyantlarinin en 6énemlisidir. B zincirinin 6. amino asidi,
polar yapiya sahip glutamik asit yerine nonpolar valin aminoasidinin
gegcmesi sonucunda, meydana gelen degisiklikler, hipoksiye maruz
kalma durumunda hemoglobin molekullerinin polimerize olmasina sebep
olur. Hemoglobin molekullerinin polimerize olmasi, eritrositlerin gérini-
muni degistirerek orak seklini almasina sebep olur (orak hicreli anemi).
Heterozigot bireylerde siddetli hipoksiye maruz kalinmadigi slrece
o6nemli bir sorun yasanmaz. Homozigot bireylerde ise damar tikayici
olaylar ve anemi yasam kalitesini diglrir ve yasam suresini kisaltir.
Homozigot bireylerde orak hicreli anemiye benzer bir tablo yaratan
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ancak Ulkemizde ¢ok nadir goérilen Hemoglobin C hastaliginda,
periferik yayma preparatinda yiksek oranda target hiicre ve sferosit
gorulir. Cok tipik ve hastaliga spesifik olmakla birlikte, hemoglobin kris-
tali igeren eritrositlere daha seyrek olarak rastlanir. Hemoglobin E has-
taligi ise, homozigot bireylerde splenomegali olmaksizin orta siddette
hemolitik anemiye sebep olur. Mikrositoz ve target hiicre mevcudiyeti
periferik yayma preparatinin incelenmesi sonucunda elde edilen baslica
bulgulardir. Heterozigot bireylerde herhangi bir sikayet ve periferik yay-
ma bulgusu mevcut degildir.

Agaroz jelde alkali ortamda yapilan hemoglobin elektroforezinde,
hemoglobinler, baslica HbA1, HbS ve HbA2 olmak Uzere (i¢ zona ayrilir.
Nispeten nadir gorilen HbD ve HbG varyantlari mevcutsa bunlar da
HbS zonunda yer alir. HbO ve HbE varyantlari ise HbA2 zonunda bulu-
nur. Agaroz gel elektroforezinde HbF, HbA1’e gbre hafifce katodik bir
yerlesim gosterir ve dusik oranda mevcut oldugunda ¢ok net bir bant
olusturmayabilir. Hemoglobin zonlarinda yer alabilen hemoglobin var-
yantlarinin ayrimi igin, ihtiya¢ duyuldugunda sitrat tamponu kullanilarak
asit ortamda hemoglobin elektroforezi yapiimasi gerekir.

Gegmiste gok yaygin olarak kullanilan tarama ydntemi olmasina rag-
men, hemoglobin elektroforezinin bu amagla kullanimi gittikge azalmak-
tadir. Talasemi tasiyiciligi kararini verdiren HbA2 orani ile saglikh kisi-
lerdeki referans aralidin Ust sininnin  birbirine yakin olmasi ve
elektroforez tekniginin bu dlizeydeki tekrarlanabilirliginin ¢ok iyi olmama-
sI nedeniyle, sinira yakin ve sinirin Gzerindeki degerler katyon degistirici
kolon kromatografisi ile teyit galismasini gerektirmektedir. HPLC teknigi,
katyon degistirici kolon kromatografisi ile ayni prensibe dayanan bir
teknik oldugundan, teyit amaciyla ilave bir galisma yapilmasi gereksini-
mini ortadan kaldirmaktadir. Gittikge daha yaygin bir sekilde kullaniima-
ya baslanan, hemoglobin varyantlarini belilemek amaciyla dizayn edil-
mis olan tam otomatize HPLC sistemleri, manuel bir uygulama olan
kolon kromatografisi galismasina gére ¢ok daha dusuk impresizyona
sahiptir. Bu nedenle tekrar calismasi yapilmasi ihtiyaci ¢ok nadir olarak
duyulur.

HPLC tekniginin, ayni zamanda HbF ve HbS oranlarini da hassas ve
tekrarlanabilir bir sekilde belirlemek icin kullanilabilecedi gosterilmistir.
HbF, HPLC teknigi ile elde edilen kromatogramlarda bagimsiz, izole bir
pik olarak gortilir. HbS'in beraberce elliie oldugu baska bir Hb varyanti
yoktur. Bu nedenle bu teknik, orak hucreli anemi ve beta talasemi teshi-
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sinde oldugu gibi, teshisi konulmus hastalarin takibinde de guvenli bir
sekilde kullanilabilir.

ilk kademede uygulanan elektroforez veya HPLC ile hemoglobinopati
taramasi, kiside hemoglobin yapi bozuklugu ve hemoglobin Uretimini
etkileyen talasemi gibi bir hastalik bulunup bulunmadigi konusunda bilgi
verir. Hemoglobinopatilerin kesin tanisi icin bazen daha ileri incelemele-
rin yapilmasi gerekebilir.

Test sonucunun yorumu:

HPLC teknigi kullanilarak yapilan, beta-talasemi ve hemoglobinopati
taramasi sonucunun yorumlanmasi sirasinda asagidaki hususlarin géz
6ndnde bulundurulmasi énerilir.

Bitin yas gruplarinda, HbA; oraninin %4,0 (zerinde bulunmasi
talasemi tasiyiciid@r olasiigini destekleyen bir bulgu olarak yorumlan-
maktadir. Elektroforez teknigi kullanilarak yapilan tarama galismalarinda
oldugu gibi, HPLC teknidi ile yapilan tarama calismalarinda da, elde
edilen sonuglar aile éykisu, klinik bulgular, tam kan sayimi sonuclari,
periferik yayma incelemesi, serum demir ve ferritin konsantrasyonu gibi
analiz sonuglari da dikkate alinarak yorumlanmalidir.

Demir eksikligi olan kisilerde, hemoglobin Uretimi ile birlikte, HbA>
oraninda da disme meydana gelebilir. Bu nedenle demir eksikligi bu-
lunma olasiligi olan kigilerde, HbA, oraninin sinira yakin bir seviyede
bulunmasi halinde, galismanin demir eksikligi giderildikten sonra tekrar-
lanmasi dnerilmektedir.

HbE, HbG, Hb Lepore, HPLC teknigdi kullanilarak yapilan hemoglobin
kromatografisinde HbA; ile birlikte elie olur ve HbA; pikinin bulundugu
pencerede yer alir. Beta talasemi tasiyiciligi ile iligkili HbA2 artiginda,
oran higbir zaman %9’u asmadigindan, bu orani agan bir degerle kargi-
lagildidinda, bu varyantlarin bulunma olasiligi akla getirilmelidir.

Alfa talasemide gortlen Hb-Bart ve HbH gibi hemoglobin varyantlarinin
HPLC teknigi ile yapilan tarama calismasinda belirlenmesi mimkin
olmadigindan, bu teknik alfa-talasemi taramasi icin uygun degildir.

HbS mevcudiyetinde, HbA; oraninin gergek degerin (izerinde olglilebile-
cegi bildirildiginden, bdyle durumlarda, HbA; oraninin belilenmesi ama-
clyla, agaroz jel elektroforezi gibi bagka bir yontemden yararlanilabilir.

Hemoglobin kromatografisi, agaroz jel elektroforezi ile mukayese
edildiginde ¢ok daha yuksek ayrim glcline sahiptir. Bu 6zellik nedeniyle,
agaroz jel elektroforezinde HbA{ bandinda yer alan glikohemoglobin
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(glukozla birlesmis hemoglobin), karbamino-hemoglobin (lire molekull
ile birlesmis hemoglobin), asetillenmis hemoglobin gibi bazi hemoglobin
bilesikleri ve hemoglobin fragmanlari ayrn fraksi-yonlar halinde gordlir.
Uretim sonrasi degisiklige ugrayan hemoglobin fraksiyonlarinin oranlari-
nin ayr ayri belirlenerek HbA, fraksiyonuna eklenmesiyle HbA; oraninin
hesaplanmasi mumkinse de, klinik degerlendirmeye herhangi bir katkisi
olmadigindan, bdyle bir uygulama yapilmamaktadir. Talasemi hastaligi-
nin ve tasiyiciliginin teghisi agisindan énem tasiyan HbA, ve HbF oran-
lari ile mevcut olmasi halinde hemoglobin varyantlarinin oranlari rapor-
larda verilmektedir.

Numune: EDTA’ll tam kan (mor kapakl tip). 2 mL.

Galisma yontemi: HPLC. Ozel istek {izerine veya HPLC'de elde edilen
neticelerin teyidi amaciyla gerektiginde agaroz jel teknikleri de kullanihr.

Referans araligi:

Yas HbA: (%) HbF (%) HbS (%) HbA (%)
0-7gin <4.0 69 -85 <15 15-40
7gin-1ay <4.0 60 - 82 <15 20-40
1-6ay <4.0 10-70 <15 25-95
6ay-1yas <4.0 05-8.0 <15 87-98
1-3yas <4.0 <3.0 <15 94-98
>3 yas <4.0 <2.0 <15 94 -98




