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Amag: Laboratuvarimizda yiiksek basin¢l sivi kromatog-
rafisi (HPLC) yontemi ile ¢alisilmis anormal hemoglobin
varyantlarint saptamak ve literatiirdeki diger ¢calismalarla
bulgularimizi karsilagtirarak farkly hemoglobin varyantlar
bulup bulmadigimizi tespit etmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada, 24.03.2014 - 05.09.2015
tarihleri arasinda Okmeydan Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda ¢alisilmis olan 1894
farkly hastaya ait hemoglobin varyant analizi sonucu ret-
rospektif olarak degerlendirildi. Hemoglobin varyant ana-
lizi, Trinity Biotech Primus Ultra 2 Hemoglobin varyant
otoanalizériinde HPLC yontemi ile ¢alisilmigtir:

Bulgular: Calismaya dahil edilen olgularin %0,95 inde
(18 olgu) anormal hemoglobin varyant tespit edilmistir.
Bunlardan 8 olguda Hb S (%0,42) (1 olguda homozigot
HbSS, 7 olguda heterozigot Hb AS gozlendi), 3 olguda Hb
D-Los Angeles (%0,16), 1 olguda Hb C (%0,05), 1 olguda
Hb Q-Iran (%0,05), 1 olguda Hb Hasharon (%0,05), 1 ol-
guda Hb O-Arab (%0,05), 1 olguda Hb Kirksey (%0,05),
1 olguda Hb P-Nilotic (%0,05), 1 olguda Hb J-Toronto
(%0,05) tespit edilmigtir.

Sonug: Diinya ve iilkemizdeki sikligina benzer olarak biz
de retrospektif analizimizde en stk Hb S varyantini tespit
ettik. Ikinci siklikla iilkemizdekine benzer sekilde Hb D-Los
Angeles varyantini tespit ettik. Yapilan ¢alismalarda,
HPLC ile ¢esitli hemoglobin fraksiyonlarimin niteliksel ve
niceliksel ayrimmin elektroforetik yontemlere gére duyar-
l1, 6zgiil ve tekrarlanabilir olarak yapildigi gésterilmistir.
Ancak HPLC yonteminin bir tarama testi oldugunu, kesin
tanumin gen diizeyindeki molekiiler analizlerle konabilece-
ginin unutulmamasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: anormal hemoglobinler, hemoglobino-
patiler, HPLC

ABSTRACT

Abnormal Hemoglobin Variants Detected by HPLC
Method in Okmeydani Training and Research Hospital
Medical Biochemistry Laboratory

Objective: We aimed to review the abnormal hemoglobin
variants detected by high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) in our laboratory and to find out different
hemoglobin variants by comparing our findings with the
literature.

Material and Methods: 1894 patients’ hemoglobin variant
analysis results which were analysed in Okmeydan Trai-
ning and Research Hospital medical biochemistry labo-
ratory between the dates of 24.03.2014 - 05.09.2015 were
retrospectively evaluated. Hemoglobin variant analysis
analysed at Trinity Biotech Primus Ultra 2 hemoglobin va-
riant autoanalyzer with HPLC method.

Results: Abnormal hemoglobin variants were found in 18
patients (0.95%). The abnormal hemoglobin variants inc-
luded Hb S in 8 patients (0.42%) (homozygous Hb SS in
1 case and heterozygous Hb AS in 7 cases), Hb D-Los An-
geles in 3 patients (0.16%), and Hb C (0.05%), Hb O-Iran
(0.05%), Hb Hasharon (0.05%), Hb O-Arab (0.05%), Hb
Kirksey (0.05%), Hb P-Nilotic (0.05%), Hb J-Toronto
(0.05%) in one each patient.

Conclusion: We found Hb S as the most frequent abnormal
hemoglobin variant in our evaluation similar to the frequ-
ency in our country as well as the world. Hb D-Los Angeles
variant was found as the second most frequent similar to
the frequency in our country. In published studies, quali-
tative and quantitative separation of various hemoglobin
fractions with HPLC demonstrated more sensitivity, speci-
ficity and precision than the electrophoretic methods. Ho-
wever, it should not be forgotten that the HPLC method is
a screening test for hemoglobin variants and the definitive
diagnosis can be made by molecular analysis of genes.
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GIRiS

Hemoglobin bozukluklari, gerek iilkemizde gerekse
diinyada rastlanan en 6nemli kalitsal hastaliklardan-
dir Y. Diinyada 229 iilkenin %60’ mda hemoglobin
bozukluklar1 endemik olarak goriilmektedir. Diinya
niifusunun %35,2’si, gebe kadmlarin %7’si hemoglo-
bin bozukluklarindan etkilenmektedir ®. Ulusal He-
moglobinopati Konseyinin bes yil boyunca toplam
377339 kiside yaptig1 tarama c¢aligmalari sonucun-
da, tilkemizdeki talasemi ve hemoglobinopati siklig1
%4,3 olarak tespit edilmigtir .

Hemoglobinopatiler, hemoglobin molekiiliiniin poli-
peptid zincirlerindeki yapisal degisiklikler veya sen-
tez bozukluklarindan kaynaklanan kan hastaliklar
olup talasemi ve anormal hemoglobinler olmak tizere
iki kisimda incelenmektedirler ©. Anormal hemog-
lobinler; nokta mutasyonlari, niikleotit eklenmesi,
niikleotit ¢ikmasi gibi gen mutasyonlari sonucu olus-
maktadir. Bilinen anormal hemoglobin tiirlerinden
%90’1ndan fazlas1 bir globin zincirindeki tek amino
asit degisiminden kaynaklanir ve bunlarm %60°1 he-
moglobinin beta globin zincirinde olmaktadir ©.

Daha once tespit edilmemis yeni bir varyant veya ¢ok
ender goriilen bir varyant nedeniyle olgularin ¢ok az
bir kisminda varyant tanimlanamamaktadir. Tanim-
lanamayan bu varyantlardaki yapisal anormallikler,
protein ve DNA analizleri kullanilarak karakterize
edilmektedirler. Hemoglobin varyantinin karakteri-
zasyonu i¢in izoelektrik fokuslama, yiiksek basingli
stvi kromatografisi (HPLC) vb. yontemler kullani-
larak Once protein diizeyinde g¢alismalar yapilarak
anormal hemoglobin orani, mutasyonun &zelligi ve
mutasyonun hangi globin zincirinde (o, B, y veya )
oldugu saptanir. Daha sonra globin zinciri izole edile-
rek amino asit dizilim analizi yapilir 7%,

Bu retrospektif caligmada, Okmeydani Egitim ve
Aragtirma Hastanesi T1ibbi Biyokimya Laboratuvarin-
da HPLC yontemi ile saptanan anormal hemoglobin
varyantlarinin incelenmesi ve literatiirdeki bilgilerle
bulgularimizin karsilastirilmasini amagladik.

GEREC ve YONTEM

Bu galismada 24.03.2014 - 05.09.2015 tarihleri ara-
sinda Okmeydani Egitim ve Arastirma Hastanesi Tib-
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bi Biyokimya Laboratuvarinda g¢alisilmis olan 1894
farkli hastaya ait hemoglobin varyant analizi sonucu
retrospektif olarak degerlendirildi. Hemoglobin var-
yant analizi, Trinity Biotech Primus Ultra 2 hemog-
lobin varyant otoanalizériinde HPLC yontemi ile
calisilmistir. Laboratuvar bilgi sisteminin retrospektif
olarak incelenmesiyle hastalara ait verilere ulasildi.
Ayni hastaya ait birden fazla calisilmis hemoglobin
varyant analizi sonuglar1 ¢alismaya yalnizca 1 kez
dahil edildi.

BULGULAR

Bu ¢alismada Okmeydani Egitim ve Arastirma Has-
tanesi T1bbi Biyokimya Laboratuvarinda HPLC yon-
temi ile ¢alisilmis 1894 hemoglobin varyant analizi
sonucu incelenmis ve 18 olguda anormal hemoglo-
bin varyanti tespit edilmistir. Calismaya dahil edilen
olgularimizin %0,95’inde anormal hemoglobin var-
yant1 tespit etmis olduk. Bunlardan 8 olguda Hb S (1
olgu homozigot HbSS olarak, 7 olgu heterozigot Hb
AS gozlendi.) (%0,42), 3 olguda Hb D-Los Angeles
(%0,16), 1 olguda Hb C (%0,05), 1 olguda Hb Q-Iran
(%0,05), 1 olguda Hb Hasharon (%0,05), 1 olguda
Hb O-Arab (%0,05), 1 olguda Hb Kirksey (%0,05), 1
olguda Hb P-Nilotic (%0,05), 1 olguda Hb J-Toronto
(%0,05) tespit edilmistir.

HPLC yontemi ile saptadigimiz anormal hemoglobin
varyantlar1 ve mutasyon tipleri ©'? Tablo 1°de, olgu-
larin yast, patolojik varyant, Hb A, Hb A2 ve Hb F’in
yiizdelikleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablol. HPLC yontemi ile saptadigimiz anormal hemoglobin
varyantlari ve mutasyon (9-12) tipleri.

Saptanan Anormal Hb Mutasyon

varyantlari

Hb S B6 Glu—Val (GAG—GTG)

Hb D-Los Angeles B121 Glu—GIn (GAA—CAA)
HbC p6 Glu—Lys (GAG—AAGQG)

Hb Q- Iran a75 Asp—His (GAC—CAC)

Hb Hasharon 047 Asp—His (GAC—CAC)

Hb O-Arab B121 Glu—Lys (GAA—AAA)

Hb Kirksey 094 Asp—Val (GAC—GTC)

Hb P-Nilotic -0 hibrid (6 50°den f 22’ye kadar)

Hb J-Toronto a5 Ala—Asp (GCC—GAC)

TARTISMA

Calismamiza dahil edilen 1894 olgunun %0,95’inde
(18 olgu) anormal hemoglobin varyanti bulunmustur.
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Tablo 2. HPLC yontemi ile saptanan anormal hemoglobin varyantlari, olgularin yasi, patolojik varyantlarin tipi, Hb A, Hb A2 ve Hb

F’in yiizdelikleri.

Olgu No Yas Varyant Tipi Varyant % HbA % HbA2 % Hb F %
1 50 Hb S (homozigot) 87.6 0 5 7.4
2 30 HbS 373 58.3 44 0
3 26 HbS 37.8 56.8 3.7 1.7
4 56 HbS 339 62.1 3.7 0.3
5 16 HbS 322 64.2 3.6 0
6 26 HbS 37.9 58.6 33 0.2
7 55 HbS 375 57 3.7 1.8
8 42 HbS 37.2 57.2 3.7 1.9
9 48 Hb D-Los Angeles 36.4 58.4 1.9 33
10 36 Hb D-Los Angeles 38.5 59.3 2 0.2
11 1 Hb D-Los Angeles 34.5 62.4 2.1 1
12 28 Hb C 37.4 57.2 3.4 0.4
13 35 Hb Q-Iran 18.8 79.2 1.7 0.3
14 35 Hb Hasharon 13.8 83.9 2.1 0.2
15 25 Hb O-Arab 37.7 58.5 3.5 0.3
16 29 Hb Kirksey 15.5 80.8 3.5 0.2
17 27 Hb P-Nilotic 19.2 77.9 2.3 0.6
18 27 Hb J-Toronto 14.9 82.7 1.8 0.6

Giiveng ve ark. ¥ tarafindan Adana’da yapilan bir
calismada, anormal hemoglobin siklig1 %6,8 olarak
bulunmustur (en stk Hb S, Hb D-Los Angeles ve Hb
E). Bu calismada gdzlenen oran bizim saptadigimiz
orandan ¢ok yiiksektir. Bu yiiksekligin sebebinin
bolgeye ozel etnik yapidan ve akraba evliliklerinin
fazla olmasindan kaynaklandigimi disiinmekteyiz.
Olgun izmirli ve ark. (¥ tarafindan Burdur’da yapi-
lan bir ¢aligmada, 2009-2014 yillar1 arasinda 18,122
olgunun hemoglobinopati taramast sonucunda %1,2
oraninda (226 olgu) anormal hemoglobin varyanti ra-
por edilmis olup, tespit edilen anormal hemoglobin
siklig1 hasta popiilasyonumuzda saptadigimiz sikliga
yakindir.

Hb S diinyada ve iilkemizde birinci siklikla gézlenen
ve ilk belirlenen anormal hemoglobindir. B globin
zincirinde 6. poziyondaki glutamik asit yerine valin
gegmesine neden olan glutamik asiti kodlayan GAG
dizisinde adenin yerine timinin gecerek GTG dizisi-
ni olusturan nokta mutasyonu sonucunda meydana
gelmektedir. Hb S igeren eritrositler, oksijen azlig1
durumunda polimerleserek orak seklini almaktadir-
lar. Olusan bu hiicreler kisa dmirlidiirler ve kapiller
kan damarlarinda gegerken tikanmalara neden olarak
normal kan akiminda bozulmaya ve lokal hipoksiye
neden olmaktadirlar ©,

Calismamizda Hb S prevalansini %0,42 olarak tespit
ettik. 7 hastada orak hiicre anemisi tasiyiciligi1 (HbAS)
(%0,35), 1 hastada ise orak hiicre anemisi (HbSS)

(%0,05) tespit ettik. Diinya ve tilkemizdeki sikligi-
na benzer olarak bizde yaptigimiz calismada en sik
oranda Hb S varyantin tespit ettik. Saglik Bakanlig1
ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyinin 1995-2000
yillart arasinda 16 merkezde yaptiklari tarama sonug-
larina gore Antakya’da orak hiicre anemisi tastyiciligt
%10,5 olarak bulunmustur . Hatay’da, 2013 Kasim
ayinda yapilan calismada, incelenen 1477 kiside orak
hiicre anemisi sikliginin %0,4 iken, tasiyicilik sikli-
g %4,4 oldugu bildirilmistir . Gali ve ark. (9
yaptiklart bir ¢alismada, orak hiicre tasiyiciligini ise
%38 oraninda bulmuslardir. Yapici ve ark. 17 Saman-
dag ilgesindeki ti¢ lisede yaptigi ¢aligmada orak hiicre
anemisi tasryiciligl sikligini %10,8 olarak, orak hiicre
anemisi sikligini %0,68 olarak bildirmistir. Calisma-
mizda tespit edilen hemoglobinopatiler i¢inde en ¢ok
Hb S bulunmasina ragmen, saptadigimiz Hb S sikli-
&1 literatiirdeki diger caligmalarda bildirilenden daha
disiiktiir. S6z konusu tiim c¢alismalar Akdeniz sahil
kesiminde yapilmistir. Bu bolgelerde Hb S varlig:
prevalansinin iilke geneline gore ¢ok yiiksek oldugu
bilinmektedir. Bu ¢ok yiiksek oranin etnik kdken ve
akraba evliliginin fazla olmas1 gibi bolgesel bir 6zel-
likten kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Hb D-Los Angeles; B globin zincirindeki 121. po-
zisyonda glutamik asit yerine glutamin ge¢mesi ile
meydana gelmektedir. Hb D-Los Angeles, tilkemizde
ikinci siklikla en yaygin goriilen anormal hemoglobin
olup goriilme sikligi %0,2 olarak bildirilmigtir ©. Ca-
lismamizda da inceledigimiz 1894 hasta sonucunun
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%0,16’sinda (3 olgu) Hb D-Los Angeles varyantint
tespit ettik. Caligmamizda tilkemizdeki prevalansina
yakin bir sonu¢ gozlemledik. Hatay bolgesinde ise
Hb D-Los Angeles sikligimim %0,07 oldugu bildi-
rilmistir ¥, Calismamizda saptadigimiz Hb D-Los
Angeles siklig1 (%0,16) iilkemiz i¢in bildirilen sik-
liga (%0,2) yakin olmakla beraber Hatay bolgesi i¢in
bildirilen sikliktan (%0,07) farklidir. Bu farkliliklar
calismalarda incelenen olgu sayilarmin farkli olma-
sindan kaynaklantyor olabilir. Cok az sayidaki olguda
Hb D-Los Angeles goriildiigiinden dolayi, prevalans-
taki farkliligin net olarak yorumlanabilmesi i¢in daha
fazla sayida olgunun incelendigi ¢calismalar yapilmast
gerektigini diistinmekteyiz.

Altay, 2002 yilinda yaptig1 bir ¢alismada; son 40 yil-
da yapilan anormal hemoglobin ¢aligmalarini incele-
yerek, en sik Hb S, daha sonra siklik sirasina gére Hb
D, Hb E ve Hb O-Arap varyantlari basta olmak iize-
re, Tirkiye’de 42 adet anormal hemoglobin varyan-
tinin bulundugunu belirtmistir ©. Caligmamizda da
Altay‘m 2002 yilindaki ¢aligmasinda belirttigi Hb S,
Hb D-Los Angeles, Hb C, Hb Q- Iran, Hb Hasharon
ve Hb P-Nilotic gibi anormal hemoglobin varyant-
larin1 hastanemize basvuran hastalarda gozlemlemis
olduk.

irken ve ark. 1® izmir’de Hb D’yi %0,37, Hb S’i
%0,32, Hb E’yi %0,18, Hb O-Arab’t %0,12, Hb
G-Copenhagen’t %0,09, Hb D-Iran’t %0,06, Hb
Lepore’u %0,06, Hb Hasharon’u 9%0,03 siklikta
bulmuslardir. Bu ¢alisma ile ¢aligmamizi karsilas-
tirdigimizda Hb S, Hb D-Los Angeles, Hb O-Arab,
Hb Hasharon gibi varyantlarin bizim ¢aligmamizda
da gozlendigini ve prevalanslarinin yakin oldugunu
tespit ettik. Bu ¢aligmadan farkli olarak ¢aligmamiz-
da Hb C, Hb Q-Iran, Hb Kirksey, Hb P-Nilotic, Hb
J-Toronto anormal hemoglobin varyantlar1 da gézlen-
mistir. Hb S haricindeki diger anormal hemoglobin
varyantlar1 ¢ok ender goriilmektedir. Ciinkii bu var-
yantlar ciddi saglik sorunlar1 olusturmazlar. Bu nadir
goriilen varyantlarin ¢ogu izole ailelerde tespit edil-
mektedir ve ciddi saglik sorunu olusturmadigindan
hastalar herhangi bir nedenle hekime miiracat ettik-
lerinde, 6zellikle evlilik 6ncesi hemoglobinopati tara-
masi sirasinda tespit edildiklerinden dolay1, toplumda
muhtemelen daha fazla sayida anormal hemoglobin
varyanti tagtyan ancak hastaneye bagvurmamis pek
cok olgunun olabilecegi olasiligindan dolay1 bizim ve
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diger caligmalarda bulunan Hb S harici diger varyant-
larin prevalanslarmin dogru olarak karsilastirillama-
yacag kamsindayiz. Ayrica Istanbul ve Izmir’in iki
biiyliksehir olmast nedeniyle popiilasyondaki etnik
cesitlilik agisindan benzer 6zellikte olmasi ve akra-
ba evliliklerinin diger bdlgelere gore daha az olmasi
anormal hemoglobin varlig1 prevalansinin iki sehirde
de diislik olmasinin nedenleri arasinda oldugunu dii-
siinmekteyiz.

Calismamizda ayrica, Hb Kirksey ve Hb J-Toronto
tespit edilmistir. Literatiirleri inceledigimizde Hb
J-Toronto ililkemizde daha Once rapor edilmemistir.
Hb Kirksey de tilkemizde daha 6nce rapor edilmemis
olup, Hb Kirksey olarak rapor edilen olgunun yaban-
ct uyruklu oldugu laboratuvar bilgi sistemi tizerinden
goriilmiistiir. Caligmamizda anormal hemoglobin
varyantlarinit HPLC yo6ntemiyle tespit ettik. Anormal
hemoglobinlerin kesin tanisi ancak gen diizeyindeki
yontemler kullanilarak gergeklestirildiginden dolay1
calismamizda buldugumuz anormal hemoglobin var-
yantlarinin gen diizeyindeki molekiiler yontemler ile
kesin analizinin yapilacagi calismalara gereksinim
vardir.

SONUC

Tirkiye’de ¢ok sayida hemoglobin varyanti goriil-
mektedir. Biz de diinyaki ve iilkemizdeki sikligina
benzer olarak retrospektif analizimizde en sik Hb S
varyantini tespit ettik. Ikinci siklikla Hb D-Los Ange-
les varyantini tespit ettik. Yapilan ¢calismalarda, HPLC
ile ¢esitli hemoglobin fraksiyonlarinin niteliksel ve
niceliksel ayrimimnin elektroforetik ydntemlere gore
daha dogru, duyarli, 6zgiil ve tekrarlanabilir olarak
yapildig1 gosterilmistir. Ancak HPLC ydnteminin bir
tarama testi oldugunu, kesin taninin gen diizeyindeki
molekiiler analizlerle konabileceginin unutulmamasi
gerekmektedir.
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