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OZET

Diinyada yaygin olarak goriilen hemoglobinopatiler hemoglobin
molekiiliiniin genetik bozukluklaridir. Hb S en yaygin hemoglobin varyantidir
ve B-globin zincirinin altinci pozisyonunda glutamik asit yerine valin gegisi ile
tek bir aminoasitin yer degistirmesi sonucu olusur. Orak hiicre hastaliklari
Afrika, Akdeniz iilkeleri, Tiirkiye, Arab yarimadasi, Hindistan Yarimadasi ve
Amerika’da yaygindir. Ulkemiz igin 6zellikle de bdlgemiz icin &nemli bir
problemdir. Yetigkinler arasinda yapilan bir calismada talasemiden sonra en
yiiksek prevalansa sahip olarak bulunmustur fakat yenidogan ddéneminde
yapilmis bir ¢aligmaya literatiirde rastlanilmamistir. Orak hiicre hastaliklari icin
etkili bir yenidogan taramasi erken tani ve beraberinde azalmis morbitide
saglayabilir ve bu sekilde orak hiicre hastalig1 olan ¢ocugun hayatini kurtarabilir.

Bu ¢alismada Antalya populasyonunda yenidogan doneminde orak hiicre
hastaligi veya tasiyiciligimin prevelansimi  belirlemeyi amacgladik. Caligma
Akdeniz Universitesi Hastanesi’nde 8 aylik bir dénemde gergeklestirildi.
Calismaya 806 olgu dahil edildi. Yenidoganlarin topuk kanlari Guithre filtre
kagitllarma alindi ve 3-mm’lik yuvarlaklar test icin kullamldi. Ornekler Bio Rad
Varyant HPLC (yiiksek basingli s1vi kromatografisi) sistemi ile calisildi ve test
metodu olarak Sickle Cell Short Program sec¢ildi. Bu program ozellikle
yenidogan doneminde hemoglobin A, F, S, C, D ve E’yi nitel olarak belirlemek
icin tasarlanmistir. Ug yenidogan orak hiicre tasiyicisi (%0,37) ve bir yenidogan
Hb D tasiyicist (%0,12) bulundu. Tasiyict olgular, ebeveynleri ve kardesleriyle
daha sonraki donemlerde ¢agirildi ve hemoglobin analizleri ¢alisilarak konulan
tan1 dogrulandi. Bu ailelere genetik danigsmanlik verildi. Hi¢ homozigot orak
hiicre hastas1 belirlenmedi. Bu sonucun 6rnek sayisinin diisiik olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniildii. Orak hiicre hastaliginin 6ldiiriicii komplikasyonlarini
onlemek ve hemoglobinopatilerin yaygin oldugu bolgemizdeki tasiyici bireyleri
belirlemek i¢in her yenidoganin orak hiicre hastalifi acisindan taranmasi
gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Orak hiicre hastalig1, yenidogan taramasi, HPLC
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ABSTRACT

Hemoglobinopathies are hereditary disorders of the hemoglobin molecule
with a high prevalance worldwide. Hb S is the most common variant hemoglobin
and results from a single aminoacid subsititution of valine for glutamic acid at
the sixth position of the B-globin chain. Sickle cell diseases are common among
people from Africa, Mediterranean countries, Turkey, the Arabian peninsula,
Indian subcontinent, and United States. It is an important problem for our
country especially for our region. In a screening study including adults, Hb S
had the highest prevalance after thalassemia but there is no study in literature
performed in newborn period. An effective neonatal screening program for sickle
cell disease will reduce morbity by providing early diagnosis and by this way can
save lives of children with this disorder.

In this study we aimed to identify prevelance of sickle cell disorder and
heterozygous individuals in newborn period in Antalya population. This study
was conducted in 8-month period in Akdeniz University Hospital. During the
study period, 806 samples were tested. Heel prick samples of newborn taken
onto Guithre filter paper and 3-mm spots used for test. The samples were
performed by Bio Rad Variant HPLC (High Presssure Liquid Chromatography)
system and Sickle Cell Short Program was chosen as the test method. This
program is specially designed to provide a qualitative result for hemoglobins A,
F, S, C, D, and E in neonates. Three newborn was found to be sickle cell trait
(%0,37) and one was found to be Hb D trait (%0,12). All four trait infants with
their parents and siblings were called later and their hemoglobins analysis were
performed again to confirm thr diagnosis. Genetic counselling was given to those
families. No homozygous sickle cell patient was detected It may be because of
the low number of the samples. In conclusion, every newborn should be
screened for sickle cell disease to prevent potentially fatal complications of
sickle cell disease and to identify heterozygous individuals in our region where
hemoglobinopathies are very common.

Key words: Sickle cell disease, newborn screening, HPLC
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GIRIS VE AMAC

Hemoglobinopatiler diinyada en yaygin goriilen genetik hastaliklardir.
Diinyada 200 milyon hemoglobinopati tasiyicist oldugu ve her yil 300.000 major
hemoglobinopatili dogum oldugu tahmin edilmektedir (1). Yunanistan, Tiirkiye,
Suudi  Arabistan, Hindistan, Pakistan, Bulgaristan, Cin ve Kibris'ta
hemoglobinopatiler olduk¢a yaygindir (2). Bolgemizde de hemoglobinopatiler
onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Antalya’da yetiskinler arasinda yapilan bir
calismada Beta-talasemi major (TM) toplumda yaklasik %10 siklikta tasiyicilik oram
ile ilk siray1 olustururken ikinci sirada %0.24 siklik ile orak hiicre anemisi (OHA)
yer almaktadir (3). Ancak hastalarin bir kismi1 hayatin erken dénemlerinde araya
giren sorunlar nedeniyle kaybedildigi i¢in yenidogan doneminde hasta bebek
sayisinin bilinenden daha yiiksek oldugu diisiiniilmektedir. Bolgemizde yenidogan
doneminde yapilmig bir tarama c¢alismasi olmadigi icin kesin bir insidans
verilememektedir.

Orak hemoglobinin (HbS) hayatin ilk aylarinda heniliz yeterince
yiikselmemesi nedeniyle orak hiicre anemili hastalarda klinik bulgular daha gec
donemde ¢ikmaktadir. Cogu OHA’li bebek dogumdan sonraki erken donemde
saglikli olmasina karsin bebeklik veya ¢ocukluk déoneminde fetal hemoglobin (HbF)
seviyesinin diismesi ve Hb S’in yiikselmesi ile birlikte semptomatik olur (4).
Hastaligin ge¢ taninmasi hasta yasamini olumsuz etkileyecek komplikasyonlara
neden olabilmektedir. Erken tan1 konulmasiyla ilk iki ay i¢inde baslanan penisilin
profilaksisi ile mortalitesi yliksek bakteri enfeksiyonlarinin goriilme sikligini
azaltildigr  bildirilmektedir  (5-7). Tanimnin biliniyor olmasi1 gelisebilecek
komplikasyonlara erken miidahale ve izleminde hastaligin seyir ve agirligimi
degistiren tedavi yaklasimlarimin uygulanmasini saglayacak ve belki de hayat
kurtarict olacaktir (8-10).

Bu calisma; yenidogan bebeklerde heniiz klinik bulgular ortaya ¢ikmadan
klasik hemoglobin elektroforezinden daha duyarli bir yontem olan yiiksek basingl
sivit kromatografisi (HPLC) yontemi ile hayatin ilk aylarinda orak hiicre taramasi
yaparak bolgemizdeki yenidoganlarda HbSS (homozigot-hasta) ve HbAS
(heterezigot-tastyic1) sikligimin  belirlenmesi  ve hastalarin  tanmarak olasi
komplikasyonlarin 6nlenmesi amaciyla planlandi.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Hemoglobin Yapisi

Hemoglobin (Hb), kirmizi1 kan hiicreleri tarafindan tasinan, akcigerlerden
oksijeni alip periferal dokulara dagitan bir proteindir. Hb globiiler yapida, polipeptid
bir tetramerdir ve farkli iki globin zincirinden meydana gelir. Bu zincirlerin her biri
bir demir molekiilii ile protoporfirin kompleksinden olusan sem denilen prospektif
bir gruba baglanir. Alfa benzeri zincirler (zeta [(], alfa [a]) 16. kromozom iizerinde
iki kopya olarak, beta globin benzeri zincirler (epsilon [€], beta [B], delta [6] ve gama
[v]) isell. kromozom flizerinde bir grup olarak kodlanirlar. a ve B zincirleri sirasiyla
141 ve 146 aminoasitten olusur. iki zincir arasinda homolog sekanslar (64 aminoasit)
vardir. B zinciri, & ve y zincirlerinden sirasiyla 39 ve 10 aminoasit ile farklilik
gosterir. Embriyo, fetus ve eriskinde a ve P benzeri globinlerden olusan farkli
hemoglobinler sentezlenir. Gestasyonun 4 ve 14. haftalarinda yolk sactaki ¢ekirdekli
eritroid hiicrelerden ii¢ farkli hemoglobin sentezlenir: (&, (Hb Gower-1), (v, (Hb
Portland) ve ae; (Hb Gower-2). Normal yetiskin eritrositleri bu embriyonik
globinleri icermez. 14. haftadan sonra bu embriyonik Hb’lerin yerini HbF almaya
baslar. Gestasyonun yaklasik 38. haftasinda fetal hemoglobin yapimindan eriskin
hemoglobin yapimina gegis olur. Saglikl bir yetiskinde Hb’in %95°1 Hb A (a2f3,), az
bir miktar1 (<%3.5) Hb A, (0,,)dir.

2.2. Hemoglobinopatiler

Hemoglobinopatiler, hemoglobin molekiiliindeki globin zincirlerinde anormal
bir yapiya neden olan genetik bozukluklardir. Bu anormal hemoglobinler baslica ii¢
temel sorundan olusurlar:

1. Hemoglobin molekiiliindeki yapisal hasarlar: o ve [ denilen
hemoglobinin iki alt zincirinde olusan mutasyonlardir. Bir aminoasitteki
degisiklik Hb molekiiliiniin davranisini bozar ve bir hastalik durumu
olusturur. Ornegin Orak hemoglobin.

2. Hemoglobin molekiiliiniin iki alt iinitesinden birinde eksik iiretim:
Hemoglobinin normal fonksiyonu i¢in esit sayida alfa ve beta zincirleri
gereklidir. Hemoglobin zincir liretimindeki diizensizlik kirmizi kan
hiicrelerine hasar verir, yok eder ve bdylece anemi olugur. Bu duruma
yol agan mutasyonlara talasemiler denir.

3. Hemoglobinin normal alt iinitelerinin anormal birlesimi: Ornegin
agir a-talasemilerde B globinler dortlii grup olustururlar ve fonksiyon
olarak inaktiftirler ve oksijen tasiyamazlar. Agir beta talasemilerde ise
a-globin alt iiniteleri dortlii yap1 olusturarak hizla ¢okerler.

Yaklasik 400 farkli anormal hemoglobin tanimlanmistir. Bunlarin yaris1 klinik
olarak onemlidir. Bunlardan en énemli hemoglobin varyantlar1 Hb S, Hb C, Hb E,
Hb D ve talasemilerdir.



2.2.1. Hemoglobin S

Orak hiicre anemisi ilk olarak 1910 yilinda James Herrick (11) tarafindan
Dogu Hindistanh bir tip 6grencisinde tanimlandi. Sydenstricker ve arkadaglar1 (12)
cocuklarda ilk ortaya ¢ikisini, hemolitik anemi ile iligkisini ve periyodik akut agri
olaylarin1 tanimlamak i¢in kriz terimini tanimladilar. Hastaligin patolojik temeli ve
hemoglobin molekiilii ile iliskisi 1927 yilinda Hahn ve Gillespie (13) tarafindan
tanimlandi. Linus Pauling ve arkadaglarinin (14) orak hemoglobini normal
hemoglobinden ayiran hareketli sivi elektroforezi kullanmasindan kisa bir siire sonra
Neel (15) hastaligin genetigini tanimladi ve orak tastyicilarini-heterozigot form (AS)-
orak hiicre anemisinden — homozigot durum (SS) - tam olarak ayirt etti. Janet
Watson (16) ise yalnizca fetal hemoglobin konsantrasyonu diistiikten sonra
yenidoganlarda semptomlarin goriildiiglinii belirleyerek hastalifin iyilestirilmesinde
Hb F’in yararh etkisini gostermis oldu.

2.2.1.1. Orak Geninin Genetik Epidemiyolojisi

Orak geni tasiyicilart malarya parazitine direnglidirler (17). Plasmodium
oldiirticiiliigiinde dogal bir korunma saglanmaktadir. Plasmodium falciparum yasam
siklusunu bu hiicrelerde tamamlayamamasi bunun nedenidir. Populasyondaki orak
gen olusu malaryanin tarihi olusu ile paraleldir (18). Orak hiicre basta Afrika
populasyonu olmak iizere Akdeniz {ilkelerinde, Karaiblerde, Giiney ve Orta
Amerika’da, Arablarda ve Dogu Hindistan’da yiiksek oranda goriilmektedir (19).

Orak hiicreli anemi otozomal resesif kalitim goOsteren bir hastaliktir. OHA
geni Hb C, Hb D Los Angeles, Hb O Arab ve talasemi ile birlikte olabilir. Hb S’de f
zincirinin NH; ucunda 6. pozisyonda bir glutamik asit yerine bir valin aminoasitinin
gectigi yani baz diizeyinde GAG yerine GTG gegtigi bilinmektedir. o zinciri ise
normaldir (20). Bunun i¢in HbS’in kimyasal isimlendirilmesi a,B,6GlulVal’dir.

2.2.1.2. Patogenez

B-globin geninin 6. kodonunda tek bir niikleotid yerdegistirmesi B-globin
zincir varyantinin yiizeyinde glutamik asit yerine valin ge¢cmesiyle sonuglanir. Bu
degisiklik oksijensiz ortamda Hb S’in polimerize olmasina neden olur bu
polimerlerde eritrositlerin oraklagsmasina neden olur (Sekil 2.1). Deoksi durumda Hb

S solubilitesi azalir, buna karsin viskositesi artar. Deoksijenize Hb S’in

polimerizasyonu orak hiicre hastaliinin genetik patogenezinin birincil sorumlu

olayidir. Oraklasma hiicre ici eritrositik Hb S konsantrasyonuna, hiicrenin
deoksijenasyon derecesine, pH’ma ve hiicre i¢i diger hemoglobin
konsantrasyonlarina baglhdir;

- Normal hiicrelerin hemoglobin konsantrasyonu 30g/dL’dir ancak Hb S’in
viskositesinin azalip jellesmesi 20.8 g/dL’den daha yogun konsantrasyonlarda
olur. Bu jel polarize 1sikta incelendiginde kiiciik, rijit, mekik seklinde cisimler
icerdigi goriiliir, bu likid kristallere taktoid de denilir.

- Hb S’in en 6nemli fizyolojik etkileyicisi oksijendir. Polimerize olma yalnizca
deoksi durumunda olur. Deoksijenasyonla Hb S’in oksijen afinitesi diiser ve
deoksi durumu meydana gelir.

- Orak hiicreli kisilerin PH’1 normal kisilerinkinden 0.5 daha disiiktiir.



- Diger hemoglobinlerin Hb S polimerizasyonu iizerine etkisi degiskendir. Hb C ve
Hb D oraklagmayi artirdigi halde Hb A ve Hb F jellesme iizerinde inhibe edici bir
etkileri vardir. Hb S polimerazasyonunun Hb F ile baskilanmasi asimetrik Hb
S/Hb F hibrid formunun (0,8B°) olusmasi gerekir.

b o
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Sekil 2.1.a. Normal kirmiz1 kan hiicresi ve normal hemoglobinin primer yapisi,
2.1.b. Oraklagmis kirmizi kan hiicresi ve orak hemoglobinin primer yapisi (21)

Oraklasmay1 etkileyen bir diger onemli faktérde dehidrasyon derecesidir.
Eritrositlerin dehidrasyonunu etkileyen dort nemli yol vardir:

. Gardos Kanali: Kirmiz1 kan hiicrelerinde hiicre i¢i serbest Ca
konsantrasyonu arttigit zaman Gardos kanali aktive olur biiyilk miktarda CI ile
birlikte tasinan K™ kayb1 olur ve su kaybi gerceklesir. Sonugta hiicre igi hemoglobin
miktar1 artmistir bu da deoksijenize Hb S’in polimerize olmasini artirir. Orak
eritrositlerin suyunu kaybetmesine disardan gelen Ca®" neden olur ve charybdotoxin,
nifedipine yada clotrimazole gibi Gardos kanal1 inhibitorleri ile engellenebilir (22).

o K-Cl Kotransportu: K-Cl kotransportunun aktivasyonu Hb C, S ve
B-talasemi intermedia eritrositlerinde gézlenmistir. Bu aktivasyon ¢ogunlukla kirmizi
hiicre membraninin oksidatif hasar1 sonucu olur ve in vitro olarak DDT
(dithiothreitol) ¢ a maruz birakilmak kosuluyla azaltilabilir (23).

. Deoksijenasyon ve Na-K pompasi: Yapilan calismalarda Na™ ve K*
gecirgenliginin artmasinin eritrosit oraklagmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir (24).
Oraklasmada Na* ve K' gecirgenliginin artmas1 Ca®" artmasiyla iliskilidir. Na-K
pompasinin aktive edilmesi hiicre dehidrasyonuna neden olabilir.

o Hiicre membranmnin oksidatif hasar1 ve K kaybi: Orak hiicre
membraninin oksidatif hasar1 Hb S’in hizli okside olmasi ve denatiire hemoglobinin
membran kalintisi, ferritin, serbest hem ve demir ile demirin birlesmesi sonucu
olusur. Oksidatif hasar K-Cl kotransportunu aktive eder.

2+

Eritrositler oraklasirken Oncelikle periyodik hareketlerini kaybederler, hiicre
orak seklini alir, uzar, hilal seklini alir, katilasmis hemoglobin hiicrenin aksi



istikametindeki hemoglobine uzanir. Deoksijenasyonun devam etmesi halinde
deformasyon artar ve hiicreden ince flamentler uzanir. Sekil 2.2°de bir eritrosit
hiicresinin oraklagmasi gosterilmektedir.

Orak hiicre hemoglobin yapisi

Normal kirmizi kan hiicresi Kirmizi kan hicresinin oraklagsmasi Oraklasmis kirmizi kan hiicresi

Sekil 2.2 Bir kirmizi kan hiicresinin oraklagsmasi (25)

KK ler oraklastig1 zaman Na" alirlar ve K™ kaybederler. Bu durumda sodyum-
potasyum ATPaz pompasinin yetersizligi s6z konusudur. Yine Adenozin trifosfataz’a
(ATPaz) bagimli Ca’" pompasmin bozulmasi nedeniyle Ca’”a olan membran
gecirgenligi artar. Muhtemelen hiicre iskelet proteinlerinin etkilesimlerindeki
degisikliklere bagli olarak membran daha fazla sertlesir. Kalsiyumun membran
sertlesmesinden sorumlu olup olmadigi kesin degildir.

Tekrarlayan oraklagsma olaylarindan sonra membran hasari olur ve normal
oksijen basinci saglansa dahi hiicreler binkonkav sekillerine donemezler ve bu
sekilde irreversible oraklasmis hiicreler haline gelirler. Bu yogun kisimlar
cogunlukla diisik Hb F ve dehidrate retikiilositler icerirler. Hb F’in irreversible
oraklasmis hiicrelerde reversible oraklagsmis hiicrelere oranla daha az miktarda
bulunmasi primer oraklagmayi tayin eden faktoériin Hb F oldugunu gosterir. Cok su
kaybetmis hiicreleri iceren eritrosit parcalarinin irreversible oraklasmis hiicre
yiizdeleri fazladir. Irreversible oraklasmis hiicrelerde potasyum kaybi belirgindir. Bu
total katyon miktarindaki azalma suyun hiicreden kaybina ve hiicre i¢ci Hb
konsatrasyonunun artmasina yol acar. Hiicre iskelet proteinlerinin etkilesimlerindeki
degisiklikler ~de irreversible oraklagsmig hiicre olusumuna neden olur.
Mikroflamentlerin dagilmasi ile birlikte olusan membran kaybi ile hiicre voliimii
daha da azalir. Voliimiin azalmasi ile Hb S konsantrasyonun artmasi molekiiler
polimerizasyonu artirir ve oraklasmayr hizlandirir ve hemoglobinin oksijen



afinitesini distiriir. Yine hiicre i¢i kalsiyum arttiginda ATP diizeyi diiser ancak
bunlarin irreversible oraklasmis hiicreye fazla bir etkisi yoktur. OHA’li kisilerin
kirmiz1 hiicrelerinin %4-44°1i irreversible sekilde oraklagsmistir. Bu say1 kisiye gore
degisir.

Orak hiicreler yiizeylerinde endotel hiicre adezyon molekiilii ve vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii (VCAM)-1 ile etkilesen VLA-4 eksprese ederler. VCAM-1
hipoksi ile aktive edilirken nitrik oksit ile inhibe edilir. Hipoksi aynit zamanda bir
vazodilator olan nitrik oksit iiretimini azaltir ve bu nedenle orak hiicrelerin vaskiiler
endotelyuma adezyonu artar.

Orak hiicre anemisindeki klinik belirtilerin herbiri kan viskozitesinin artmast
ile ilgilidir. Kanin viskozitesi ise membran rijiditesi, hemoglobin polimerizasyonu ve
hiicre i¢i hemoglobin konsantrasyonunun artmasi gibi faktorler ile artar. Artmis
yapiskanliktan dolay1 orak hiicrelerinin damar endotelyuma yapismalar1 artar buda
perflizyonun azalmasina yol acar ve endotelyum hasar goriir.

Bozuk orak hiicreler CD18 eksprese ederler ve normal hiicrelere gore
endotele 10 kat daha fazla yapisirlar ancak irreversible oraklasmis hiicreler yapismaz.
Bu nedenle fazla miktarda irreversible oraklasmis hiicreler iireten kisiler daha fazla
oranda normal deforme hiicreleri olanlara gore daha az vazo-oklusif kriz gecirirler.

Orak hiicre sendromlarinda hemoliz degismez bir bulgudur. Eritrositlerin
yaklagik iicte biri intravaskiiler hemolize giderler. Bu muhtemelen oksijenasyon ve
deoksijenasyon sirasinda membran flamentlerinin kaybina baghdir. Kalanlar ise
eritrofagositoz ve makrofajlarla hemoliz edilir. Orak hiicreler ayni zamanda
makrofajlara da yapisirlar. Eritrositlerin yaklagik 2/3’i makrofajlarla dolasimdan
alinir.

Orak eritrositlerinin ylizeylerinde artmis immunoglobulin G (IgG) vardir.
Vazo-oklusif kriz ¢cogunlukla enfeksiyonlarla tetiklenir. Fibrinojen ve fibronektin
seviyeleri ve D-dimer bu hastalarda artmistir.

Bu fizyolojik degisiklikler baglica hemolitik anemi, vazo-oklusif kriz ve kalp,
iskelet, dalak ve merkezi sinir sistemini i¢ceren mikroinfarklarin neden oldugu c¢oklu
organ hasar1 olan bir hastalikla sonuglanir.

2.2.1.3. Klinik Bulgular

OHA nin semptomlar1 ve klinik bulgular1 ¢ok degisiktir ve genel olarak agri
ve anemiyi igerir. Cizelge 2.1’de Orak hiicre hastalifi (OHH)’nda yaygin olarak
goriilen klinik bulgular 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Orak Hiicre Hastaliginin Klinik Bulgular (26)

A. Genel
1. Biiylime geriligi
2. Yasam siiresinin kisalmasi
B. Bas ve Boyun
1. Konjunktival damar degisiklikleri
2. Vitr6z kanama
3. Retinal ayrilma ve korliik
C. Kardiyovaskiiler sistem
1. Sistolik tfiiriim
2. Koroner arter hastalig1 olmaksizin akut miyokardiyal infarktlar
3. Kardiyomegali
4. Kalp yetmezligi
D. Pulmoner sistem
1. Akut gogiis sendromu
2. Pnémoni
E. Gastrointestinal sistem
1. Vazo-oklusif kriz
2. Hepatomegali, splenomegali
3. Hepatit, siroz
4. Kolesistit, kolelityaz
5. Splenik infarksiyon ve fibrozis
F. Kas-iskelet sistemi
1. Osteonekroz (6zellikle femur basi)
2. Osteomyelit
3. Artrit
G. Urogenital sistem
1. Priapism, iktidarsizlik
2. Hemattiri
3. Pyelonefrit
4. Bobrek hastalig
H. Norolojik sistem
1.Konvulsiyonlar
2. Hemoraji
3. Gorme rahatsizliklari
I. Dermatolojik sistem
1. Ulserler
J. Psikolojik
1. Kronik agr1 sendromu
a. Uyusturucu ilag bagimlilig
b. Depresyon, duyarsizlik
K. Prenatal
1. Gebelikte tekrarlayan diistikler, 6lii dogum




Cizelgede 6zetlenen komplikasyonlardan en yaygin goriilenleri sunlardir;

. OHA genellikle erken ¢ocukluk doneminde baslar. Yasamin ilk alti
ayt Hb F seviyesinin fazla olmasindan dolay1 biiyiilk oranda korunurlar ancak
sonrasinda belirtiler ortaya ¢ikar. 1 yasindan kiiciik bebeklerde el ve ayak parmag:
iltihab1 goriilmesi, Hb diizeyinin 7 g/dL’den diisiik olmasi ve enfeksiyonlarda
16kositoz olugsmasi goriilen ilk belirtilerdir.

. Cocukluk ve ergenlik doneminde hastalarda biliyiime geriligi, gecikmis
seksiiel olgunlagsma ve kilo alamama goriiliir. Gengler ergenlik doneminde mental ve
fiziksel degisikliklerde problemler yasabilirler (27,28). Biiyiime ve gelismede iki yil
geride kalabilirler. Cocukluk ¢aginda pnomokok enfeksiyonlar1 yaygindir. Bes
yasindan sonra pndmokoklar yerine Gr (-) bakteriler yaygin olarak enfeksiyona yol
acar. Ilk dekattan sonra anaerobik ve enterik organizmalar 6nemli patojenlerdir.
OHA’li ¢cocuklarda en yaygin 6liim nedeni enfeksiyonlardir (29,30). Enfeksiyonlarin
bu kadar riskli olmasinin sebebi dalagin fonksiyonel olarak asplenik olmasidir (31).
Ciinkii dalak iki immunulojik fonksiyonu olan intravaskiiler alandan partikiillerin
temizlenmesi ve antikor sentezi iglemlerini yerine getirememektedir.

. El-ayak sendromu cocuklukta goriilen diger bir problemdir. Bu el ve
ayaklarin dis taraflarinin agrili olarak sismesi ile goriilen bir klinik sorundur.

Orak hiicre krizi ilk olarak Diggs (32) tarafindan tanimlandi. Orak krizi ii¢
katagoriden olusur: Vazo-oklusif, sekestrasyon ve aplastik krizler. Hasta {i¢ yasina
gelene kadar bu krizler birkag kez tekrarlayabilir.

. Yetiskinlerde en sik goriilen klinik tablo agrili (vazo-oklusif)
krizlerdir. Hb S molekiiliiniin deoksijenasyon sonucu polimerlesmesi nedeniyle
olusur (33-35). Kriz aniden baglar, bazen bir enfeksiyon, basingsiz ugaklarda ani
yiikseklik degisikligi yada sicaklik degisimi sonucunda gelisebilir. Irreversible
oraklagmis hiicrelerin damar1 tikamasi doku harabiyeti ve nekroz ile sonuglanir.
Azalmis kan akimi, bolgesel hipoksi ve asidoza ve iskemik harabiyete yol agar. Uzun
kemikleri iceren ekstremitelerde siddetli derin bir agr1 olur. Bununla birlikte karin ve
yiizde de agr olusabilir. Agn ile birlikte ates, halsizlik ve lokositoz goriilebilir. Kriz
birkag¢ saat yada birkag¢ giin siirebilir. Semptom genellikle yagsamin 2. yilindan sonra
goriiliir (36). Homozigot Hb S hastalig1 olan bireylerin yaklasik yaris1 vazo-oklusif
kriz yagamiglardir.

. Yasamin ilk yilinin ikinci yarisinda dalak biiyiimeye baslar. Genellikle
cok sayida orak hiicrenin dalakta toplanip havuz olusturmasiyla dalakta aniden agrili
bir biliylime olur. Bu fenomen splenik sekestrasyon krizi olarak bilinir. Hb ve Hkt
diizeylerinde ani diisme ve kanin dalakta gollenmesi ile karakterizedir. Ani gelisen
hipovolemi ve sok goriilebilir. Iki aylik bir bebekte de bu komplikasyon
tanimlanmistir (37). Erigkinlerde ise tekrarlayan infarklar ve fibrozis sonucu
otosplenektomi gelisir. Sekestrasyon ayni1 zamanda karacigerde de olabilir.
Hiperbilirubinemi, artmis anemi ve retikiilositoz ile birlikte karaciger biiyiimesi ve
yumusakligt genel klinik belirtilerdir (38).

. Anemi tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir. Anemiye yol acan
en yaygin iki neden splenik sekestrasyon ve aplastik krizdir. Aplastik kriz bagta
Parvovirus B-19 nedeniyle olusan enfeksiyonlar sonucu yada folat eksikligi ile olur.
Aplastik kriz kemikiligi yavasladigi yada yeni kirmizi kan hiicrelerinin iretimini



durdurdugu zaman olusur. Pansitopeni ve retikiilositopeni nedeniyle agir anemiye
yol acar. Eritrositlerin yasam omiirleri kisalmistir ve genellikle 10-20 giindiir. 7-10
giin i¢inde hastalar kendiliginden iyilesirler. Yine Hb ve Hemotokrit (Hkt)
diizeylerinde diisme, retikiilosit diizeyinde artma, ates ve ikter ile seyreden hemolitik
kriz de diger 6nemli bir komplikasyondur. Baz1 ilaglar ve G6PD eksikligi hemolitik
krizi artirir.

. Akut gogilis sendromu gogiis agrisi, ates, oksiiriik, takipne, 16kositoz
ve hipoksi ile kendini gosterir (39). Akut gogilis sendromu vazo-oklusif krizden
sonra en yaygin akut komplikasyondur ve OHH ’da 6liime neden olan en yaygin
ikinci komplikasyondur (40-42). 100 hastanin 12.8’inde goriiliir (43). Enfeksiyonlar
bu sendromun en yaygin sebebidir (39). Hidroksiiire tedavisi yetiskinlerde goriilme
sikligint yiizde 50 azaltir (44). Tibbi agidan acil bir durumdur ve hemen tedavi
edilmesi gerekir.

. Hem ¢ocuklukta hem de ergenlik doneminde yaygin olarak goriilen
santral sinir sistemi rahatsizliklari OHA ‘nin en ¢ok harap edici durumlarindan
biridir. Beynin akut infarksiyonu sonucu fel¢ yada degisen derecelerde ndrolojik
hasarlarla sonuglanabilir ve OHH olan ¢ocuklarin yiizde 7’sinde goriiliir (45,46).
Tedavide acil olarak yogun hidrasyon ve oksijen verilmelidir ve dolasimdaki Hb S’i
%30’dan daha alt seviyeye indirmek i¢in yogun transfiizyon onerilir.

. Kronik anemi ve mikroinfarklara bagli olarak kalp ile ilgili sorunlar
yasanabilir. Kardiyomegali, kalpte iifiirtimler, goriiliir. Hemoliz ve kan transfiizyonu
ise kalp kasinda hemosiderin depolanmasina yol acar.

. Hastalarda dehidrasyona bagli olarak asir1 su kaybi olur.
Deoksijenasyon nedeniyle oraklagsma diger organlara goére daha hizli olur. Genellikle
oncesinde proteiniiri olusup sonrasinda bobrek yetmezligi ortaya ¢ikar (47). Nefrotik
sendrom yaygin degildir fakat goriilebilir.

Ll Tekrarlayan infarklar, kemikler, eklemler, akcigerler, karaciger, goz,
merkezi sinir sistemi ve dalakta organ harabiyetine yol agar. Kemik ve eklemler en
sik tutulan yerlerdir. Infark, ¢ocuklarda el-ayak sendromuna neden olurken ilerleyen
yaglarda el ve ayak parmaklarinda esit olmayan kemik deformitelerine, agrili sis
eklemlere ve femur basi aseptik nekroza yol acar. Femur basi aseptik nekroz 35
yasina gelmis OHH olan hastalarin %50’sinden fazlasinda goriilmiistiir (48).

. Bacak iilseri kronik agrili bir problemdir. En yaygin bulgusu alt
ekstremitelerde yara ve iilserler olusmasidir. Iyilesmesi uzun zaman alir.
. Priapism hizla gelisen agir bir komplikasyondur. Puberte sonrasi sik

gortliir. Korpus spongiosum ve korpus kavernosumun tutulumu gerceklesir.
Priapism hikayesi olan olgularin ylizde 46’sinin sekstiel disfonksiyonu oldugu rapor
edilmistir (49). Tekrarlama olasilig1 %50°dir.

. Hamilelik sirasinda orak hiicre tasiyicis1 bayanlarin idrar yolu
enfeksiyonu gecirme olasiliklar1 fazladir. Hamilelikteki komplikasyonlar hemoliz ve
vazo-okluzyonlara baglidir. Amerika’da ¢ok merkezli yapilan bir ¢alisma orak hiicre
hastalig1 olan bayanlarin iyi bir maternal ve fetal sonuglar1 oldugunu géstermistir
(50-52). Dogumda bebek prematiir yada diisiik dogum agirlikli olabilir.

. Retinopati yas ve zamana bagli olarak gelisir. Artan bir retinit Hb SC
hastaliginda yaygindir ve gérme kaybina yol acabilir.



2.2.1.4. Tam

Fetal donemde birinci trimesterda yapilan koryon villustan veya ikinci
trimesterda yapilan amniyosentezden elde edilen fetal DNA kullanilarak orak hiicre
mutasyonunun molekiiler analizi ile prenatal tan1 yapilabilir. Bunun disginda maternal

dolasimdan elde edilen fetal hiicrelerin izolasyonu ve preimplantasyon tani bagarili
olarak kullanilmaktadir (53,54).

Orak hiicre anemili yenidoganlar genellikle Hb F’in koruyuculuk etkisinden
dolay1r genellikle anemik degildirler ve semptom vermezler. Oysa yenidogan
doneminde hastaligin belirlenmesi mortalite ve morbiditeyi engelleyebileceginden
onemlidir ve bu nedenle yenidoganlarin taranmas1 Onerilir. Siiregelen tan1 yontemleri
olarak asit ve alkali elektroforez, HPLC ve izoelektrik fokuslama (IEF) kullanilir.
Filtre kagidindan elde edilen DNA’nin PCR amplifikasyonu ile de orak hiicre
hastalig1 belirlenebilir (55).

Birkag aydan sonra B°-globin iiretimi artar ve Hb F seviyesi diiser. OHA nin
klinik olarak bulgular ortaya ¢ikar. Anemi ve retikiilositoz genellikle 4 aylikken
goriiliir. Onceleri periferik kan yaymalari ve morfolojik o6zellikleri normal
yenidoganlarla aynmidir.Yagamin 3. yili ile birlikte orak hiicreleri, hedef hiicreleri,
sferositleri, bikonkav diskleri, Howel-Jolly cisimciklerini ve ¢ekirdekli kirmizi
hiicreleri igeren tipik orak hiicre anemisi periferik kan yaymasi goriiliir. Yine
laboratuvar bulgularinda serum biluribin seviyeleri yiikselmistir ve sedimentasyon
azalmistir. Hemoglobin elektroforezinde Hb S saptanir. Hb F degisik derecelerde
yiikselmistir. A, normal ve Hb A yoktur. Hb F yas ile birlikte diiser ancak normal
cocuklara gore diisiis daha yavastir (56,57).

2.2.1.5. Tedavi

Orak hiicre hastaliginin giincel tedavisi sadece destekleyici ve koruyucudur.
OHH kronik bir rahatsizliktir ve hastalarin iyi beslenmelerine, bagisiklik
kazanmalarina ve asir1 sicakliklardan, dehidratasyondan ve asir1 aktiviteden
sakinmalarina dikkat edilmelidir. Proflaktik penisilin yasamin 2 aylik doneminde
baslanilmalidir (7,19,58). Proflaktik penisilin ¢alismalari, yasamin 3. ayinda gilinde
iki kez 125 mg olarak alinan proflaktik penisilinin pndmokok bakteri insidansini
%84 azalttigin1 géstermistir (7). S. pnomoniae’ye kars1 pndmokok asisinin 2 yas ile
birlikte baslanilmasi Onerilir. Bu tedavilerle pndmokok enfeksiyonlart ve 6liim
azaltilir. Yenidogan taramalari ile orak hiicre hastaligi olan bebekler belirlenir ve
ebeveynleri kapsamli bilgilendirme programlarina yonlendirir. Enfeksiyonlarin
tehlikesi, ates, akut anemik olaylar, onerilen bagisiklik kazandirmalar ve proflaktik
penisilin hakkinda ailelere yapilan danigmanlik hayat kurtarici olabilir. Enfeksiyonlar
aplastik ve agrili krizlere neden olabilir. Bu nedenle hastalarda enfeksiyonlarin
zamaninda teshis ve tedavi edilmesi gerekir. OHH’nda agrilarin nasil tedavi edilecegi
ile 1ilgili bircok yayin vardir (59,60). Genel olarak agrili krizler agr1 kesiciler ve
hidrasyonla tedavi edilir. Kan transfiizyonu yapilmasiin izoimmunizasyona, demir
yiiklenmesine ve hepatite neden olabilecegi unutulmamalidir. Kronik kan
transflizyonlarinin amact eritropoezi baskilayarak hastanin Hb S icreren kan
hiicrelerinin oranimni %30’un altinda tutmaktir (58,61,62). Merkezi sinir sistemi
iskemileri, akut gogiis sendromu, vazo-oklusif krizler, biiylime geriligi ve dalagin
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fonksiyonsuz olmasi durumlarinda kronik transfiizyonlarin bu agir orak hiicre
semptomlarin1 engelleyebilecegini gosteren c¢alismalar vardir (63). Hemoglobin
diizeyini 10 g/dL’nin {izerine ¢ikaran transfiizyon, yogunlugun ve tortulagsmanin
artmasina ve felg gibi komplikasyonlarin olugsmasina neden olabilir.

OHH’da tedavi olarak c¢ogunlukla Hb F’i artiran tedaviler {izerinde
durulmaktadir. Hb F artiran ajanlar arasinda en yaygin olarak kullanilanm
hidroksitiredir. Hidroksiiire eritroid kok hiicrelerin terminal farklilagmasini azaltarak
iligin baskilanip Hb F’in sentezinin yapilmasina neden olur ve oraklasmay1 azaltarak
kirmiz1 hiicrelerin yasam siirelerini uzatir. Ayn1 zamanda l6kosit sayisini diisiiriir ve
agr1 ve akut gogiis sendromunun goriilme sikligini azaltir (64). Hidroksiiire oral
olarak alinan, kisa donemde giivenli ve ¢cogu hasta i¢in faydali olan bir ilagtir (44).
Ancak tim hastalarda ayni etkiyi gostermez, hastalarin %40’min tedaviye yanit
vermedigi yada ilerleyen organ yetmezlikleri oldugu gosterilmistir (65,66).
Oraklasma siirecini onleyen veya geri dondiiren spesifik bir tedavi bulunamamustir.
Gen tedavisinin bu hastalig1 iyilestirme yada tedavi etme olasilig1 bulunsa da etkin
gen transferi heniiz saglanamamistir. Transjenik orak modellerinde gen tedavinin
hastalik fizyopatolojisini diizelttigi gdsterilmis (67,68) ancak yapilmasi gereken
birka¢ basamak daha vardir. Giinlimiizde OHH’n1 tedavi edebilecek tek tedavi
allojenik kemik iligi transplantasyonu (KIT)’dur. Genellikle agir komplikasyonlari
olan hastalara uygulanir. HLA uyumlu kardes donérden yapilan kok hiicre
transplantasyonlarinda hayatta kalma oran1 %93 ve hastaliksiz yasam oran1 %82°dir
(69). Basarili sonuglar alinmasindan dolayr KIT’in orak hiicre semptomlarini
gosteren ancak daha hafif siddetteki hastalar i¢in de kullanilmasi artmaktadir (70).

2.2.1.6. Oliim

Yapilan caligsmalarla en fazla 6liimiin 1-3 yas arasinda oldugu ve 6liimiin de
genellikle enfeksiyondan kaynaklandigi gosterilmistir (71). OHH hastalarinin 6liim
orani ylizde 2.6’dir. Geng hastalar birincil olarak pndmokok hastaligindan oliirlerken
yetigkin hastalar akut gogiis sendromu, agrili krizler, kronik organ sistem yetmezligi,
kanser ve yetiskinlere 6zgii diger hastaliklardan dolay1 veya kesin bir sebeb olmadan
aniden oliirler (29,41,72).

2.2.1.7. Orak Hiicre Tasiyicihigi

Orak hiicre tastyiciligit Hb S’in heterozigot seklidir. Tasiyicilar klinik olarak
normaldir ve anemi goriilmez. Elektroforez yapildiginda hemoglobinin %50’sinden
daha az1 Hb S’tir. Bunun disinda Hb A;, Hb A, ve Hb F bulunur. Periferik kan
yaymalar1 normaldir. Ancak in vitro ortamda ¢ok diisiik oksijen basincina maruz
birakildiginda kirmizi kan hiicreleri orak sekline doniisiir. Ozellikle ugaklarda
indirgenmis kabin basinc1 ile yiiksek seviyelere u¢mak, deniz seviyesinden
yiikselmek gibi agir anoksi ortamlarinda tasiyici kisilerin eritrositleri oraklagabilir ve
orak hiicre hastaliginda goriilenlere benzer semptomlar goriilebilir. Heterozigotluk
Afrika kokenli Amerikalilarin yaklasik %8’inde goriliir (73).
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2.2.1.8. Hb S’in diger hemoglobin ile birlikte kalitimi

Hb S cift heterozigot durumda diger hemoglobinler ile kombine bigimde
bulunabilir. Bunlar i¢inde en yaygin olanlar1 Hb C (Hb SC) ve beta talasemi (Hb S-
beta talasemi) ile olan birlikteliktir.

Hb SC (a2B26val, a2B26LyS) hastalig1 homozigot orak hiicre hastaligina oranla
daha hafiftir. Hb seviyesi 11 g/dL yada daha yiiksektir. Hb A yoktur. Kirmizi
kiirelerin %50°si Hb S, %50’si Hb C’dir. Semptomlar1 OHH na benzer ama daha
nadir ve daha hafiftir. Ancak ¢ogu OHA’li hasta SC hastalarindan daha hafif klinik
belirtiler sergilerler (74). Baz1 komplikasyonlar SC hastaliginda daha yaygindir: géz
hastaliklar1 (75-77), femur basinin aseptik nekrozu (78), bobrek papiller nekrozu ve
hamilelikle iligkili problemler. Tani elektroforez ile konulabilir. Periferik kan
yaymasinda orak hiicreler ve fazla sayida hedef hiicreler olabilir. Mikrositik,
dehidrate olmus yogun kirmizi kiireler goriiliir. Bu hastalarin yaklasik %60’1inda
splenomegali goriiliir. Tedavisi Hb S hastaligina benzerdir.

S/B talaseminin klinik ve hematolojik bulgular1 heterojendir ve bazen OHH
hastaligi ile ortiigebilir bu da iki durumun birbirinden ayirt edilmesini giiglestirebilir
(79,80). Hb S sendromunun ¢ogu klinik belirtileri BS genine ve oraklasma miktarina
baglidir (81). S/B-talasemide klinik belirtiler B geninin B’ yada B* olmasi gibi
mutasyon tipine baghdir (80). Hb S-beta” talasemide elektroforezde yalniz Hb S
bulunur, Hb A bulunmaz. Hb A, artmigtir ve dalak biiylimesi genellikle goriiliir.
Klinik tablosu OHH’na benzerdir fakat biraz daha agirdir (79,82-84). Tedavisi
OHH’na benzerdir. Hb S-beta’ talasemide Hb S ile birlikte Hb A da vardir ve
genellikle %10 ve %30 arasindadir. Dalak genellikle biiytimiistiir. OHH na benzer
ancak daha hafif bir hastaliktir.

Hb S diger Hb varyantlar ile de ¢ift heterozigotluk olusturabilir. Bunlar Hb
D, E ve Hb O Arab’tir. SD heterozigotlugu homozigot SS hastaligindan daha agir bir
hemolitik anemi vardir. Agir vazo-oklusif krizler yasarlar (85-87). HbS O-Arab c¢ift
heterozigotlugu nadir goriilen ve kronik hemolitik anemi ve vazo-oklusif krizlerle
birlikte seyreden agir bir hastaliktir (88).

Genetik polimorfizm sonucu artmis fetal hemoglobin ile birlikte olan orak
hiicre sendromu klinik olarak daha hafif seyreder (79,89). Onceki calismalarda SS
hastaliginin  klinik siddetini azaltmak i¢in Hb F’in %10-20 arasinda olmasi
gerektigini sdyleniyordu (90,91). Ancak Platt ve arkadaslar1 (41) HbF’in yiizde 4’ten
fazla olmasimin agrili krizlerin azalmasiyla olan iliskisini yiizde 7’den fazla
olmasinin da mortalitenin azalmasiyla olan iligkisini, gostermislerdir.

SS-a talasemide hemoglobin elektroforezinde hic Hb A goriilmez, normal
HbA, ve baskin HbS goriiliir. a-talaseminin orak hiicre anemisinin hematolojik
ozellikleri iizerinde bazi etkileri vardir. Ik etkisi hiicresel HbS igerigini azaltmasidir.
Alfa talasemi ile birlikte olan OHA’li hastalarin hematolojik parametreleri daha
iyidir. Ciinkii o- ve B- zincirleri arasindaki dengesizlik azalmigtir. Bu tip hastalarin
MCV, MCHC’leri diisiik ama hemoglobin seviyeleri, kirmiz1 hiicre degerleri daha
yiiksektir (92,93). Bunun i¢in bu hastalarda bacak iilseri, akut gogiis sendromu,

12



bobrek patolojisi ve fel¢ler daha az goriiliir. Ancak bu hastalarda hemoglobin daha
yiiksek oldugundan femur basi nekrozu, retinopati gibi diger komplikasyonlarin
gorlilmesi artabilir (94).

2.2.2. Hemoglobin C

Hb C, B globin zincirinde 6. pozisyonda glutamik asit yerine lizin gegmesiyle
olusan bir hemoglobin varyantidir. Homozigot formlar1 hafif ile orta siddette bir
hemolitik anemiye neden olurken heterozigot formlar1 genellikle asemptomatiktir.
Afrika Amerikalilarinda %3 oraninda Hb C goriiliir (95). Brezilyalilarda ise Hb C
ikinci en yaygin hemoglobin varyantidir ve 9%2.2-%5.2 arasinda goriiliir (96). Hiicre
ici kristalloidlere neden olarak alyuvarlarin Omiirlerinin kisalmasina neden olur
ancak hemoliz orak hiicreli anemideki kadar agir degildir.

Bir ebeveynden Hb S geninin digerinden Hb C geninin alinmasi1 durumunda
HbSC hastalig1r olusur. Bu durum homozigot orak hiicreli anemiden daha hafif
seyretmesine karsin HbSC hastaligit homozigot Hb C hastaligindan daha agir
seyreder (11)

2.2.3. Hemoglobin E
Glineydogu Asya’da sik goriilen bir beta zincir mutasyonudur. Hb E
normal B-globinden daha yavas bir hizda sentezlenir ve bu da Hb E tasiyicisi
bireylerin hipokromik ve mikrositik belirtiler gdstermesine neden olur.
Homozigot olanlarin hafif bir hemolitik anemileri vardir. Hb E talasemi sendromu
ile birlikte kalitilabilir ve Hb E B-talasemi birlesik heterozigotlugu genellikle
talasemi major gibi bir klinik sendrom gdosterir (97).

2.2.4. Hemoglobin D

B-globin geninde bir nokta mutasyonu (b 121 Glu-GIn) sonucu olusan nadir
bir hemoglobin varyantidir. Ilk kez Punjap’da Ingiliz ve Hintli karisimi bir ailede
kesfedildi ve yapis1 1972’ de belirlendi (98). Kuzey-bat1 Hindistan, Punjap ve Cinin
belirli bolgelerinde yliksek olmak {izere diinyanin bir ¢ok yerinde goriilmiistiir.
Ulkemizde Hb D nadir degildir.

2.2.5. Hb O Arab

B zincirinin 121. Kodonunda Glutamik asit yerine Lizin gelmesi ile olusan Hb
O Arab Araplar, Sudanlilar, Bulgarlar gibi farkli etnik gruplarda ve Tirk halk: ile
Kibris Tiirkleri’nde bildirilmistir.

2.2.6. Talasemiler

Talasemi,  yada o globinlerden birinin miktarsal olarak eksikligi ile
karakterize olan ve otozomal resesif kalitim gdsteren bir hastaliktir. Ik defa 1925
yilinda Dr. Thomas Cooley tarafindan tanimlanmistir. Akdeniz bolgesinden koken
alan insanlarda  goriildiigii icin  talasemi (thalassa-akdeniz, eski yunanca)
denilmistir. Bat1 Akdeniz, Afrika, Ortadogu, Hindistan ve Giiney Asya hastaligin en
yaygin olarak goriildiigii yerlerdir (99). Talasemiler de sitmaya kars1 direng saglarlar.
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Beta-talasemiler beta-zincir yapimina gore iki gruba ayrilir. Hig¢ beta globin
zincir tretimi yapilmayan B° talasemi ve anormal de olsa az miktarda beta zincir
yapim1 gerceklesen B talasemilerdir. B homozigot hastalarda normalin altinda Hb A
yapimi vardir ancak B’ homozigotlarda yalmzca Hb A, ve Hb F vardir, Hb A yoktur.

200°den fazla degisik talasemi mutasyonu tanimlanmistir. Talasemi
mutasyonlar1 ¢ogunlukla ii¢ tiptir; promotor mutasyonlar, RNA splicing mutasyonlari
(en sik olan) ve mRNA capping ve tailing mutasyonlaridir (100). Bu defektif
genlerin beta zinciri lizerine etkileri degisik olmakla birlikte talasemileri genel olarak
lic gruba ayirabiliriz;
L Talasemi minor: Heterozigot bireylerdir. Sinirda anemileri vardir. Hb
A, artmistir. Bagka bir talasemi minérle evlenirlerse %25 olasilik ile Talasemi
majorlii hasta ¢ocuk sahibi olabilirler.

II. Talasemi major: Homozigot hastalardir. Agir anemi goriiliir.

I11. Talasemi intermedia: Transfiizyon gereksinimleri daha ge¢ baslayan
ve daha az olan klinik olarak ¢ok daha hafif seyreden bir gruptur. Ancak bazi
hastalarda ikinci veya iiclincii dekatta TM’de goriilen anemi, kalp yetmezligi,
hipersplenizm, kemik genislemesi gibi bulgular geligsebilir ve diizenli kan
transflizyonuna baslanilmas1 gerekebilir. Talasemi intermediali hastalarin biiyiik
cogunlugunda hastaliin siddetinin azalmasi belirli miktarda B globin zincir
iiretimine izin veren hafif B talasemi alellerinin (B~ ve sessiz) kalitilmasiyla
aciklanabilir. Yine B globin zincir iiretiminin yoklugu kalitsal fetal hemoglobin
tretilmesiyle telafi edilebilir. Bazi1 hastalarda a-globin delesyonuyla birlikte
kalitilmasiyla hafif siddette talasemi fenotipi gelisebilir.

Beta talasemide B globin zincir {iretimindeki eksiklik globin zincirlerinin
tiretiminde bir dengesizlige ve a globin zincirinde bir artisa neden olur (101, 102).
Talaseminin siddeti o ve B globilinler arasindaki dengesizligin siddeti ile orantilidir.
Artmis alfa zincirleri kendi aralarinda tetramer olusturarak Oncii kirmizi hiicrelerde
coker ve kemik iliginde olgunlasmadan bu hiicrelerin yok edilmesine yol agarlar
(etkisiz eritropoez). Periferal dolagima ulasmayr basaran bazi kirmizi hiicreler ise
dalakta parcalanir (hemoliz). B-talasemilerdeki anemi etkisiz eritropoez, periferal
hemoliz ve azalmis miktarda hemoglobin sentezlenmesinin kombinasyonundan
meydana gelir. Yetersiz hemoglobin yapimi hipokromi ve mikrositoza yol agar.
TM’lii olgularda azalan fetal hemoglobinin yerine normal erigskin hemoglobini yeterli
diizeyde yapilamadigi i¢in genelde hayatin ilk alt1 ay1 i¢inde anemi gelisir. Anemi,
eritropoietin liretimini direk olarak etkiler bu da ¢ogalmanin artmasina ve kemik
iliginin genislemesine ve dolayisiyla iskelet hasarlarina yol agar. Kemik hastaliklari,
splenomegali, endokrin ve kardiyak hasarlar gibi ikincil komplikasyonlar aneminin
siddetine ve demir yiiklenmesine bagli olarak gelisir. Bu bulgular diizenli
transflizyon tedavisine erken baslanilmasiyla engellenebilir.

Talasemi hastalarinin hemoglobin diizeyi ortalama 3-4 haftalik aralarla
uygulanan eritrosit slispansiyon transfiizyonlari ile 10 g/dI’nin iizerinde tutulmalidir.
Eger yillik transfiizyon gereksinimi artmigsa bu hastalara splenektomi yapilmalidir.
Gastrointestinal sistemde absorbsiyonun artmasi ve kan transflizyonlar1 sonucu
hastalarda fazla demir yiiklenmekte ve 6zellikle dalak, karaciger, endokrin, pankreas,
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kalp gibi organlarda demir birikimi nedeniyle fonksiyon bozukluklar
gozlenmektedir. Bunu 6nlemek amaciyla desferrioksamin ve son yillarda da oral
olarak alman deferiprone kullanilmaktadir. Hastaligin tek kesin tedavisi ise uygun
donorden yapilan kemik iligi naklidir.

Alfa talasemiler ise hemoglobinopatiler ve talasemiler arasinda en sik
olanidir. Ancak c¢ogu hafif sekildedir. Beta talasemiden farkli olarak alfa talasemi
intrauterin donemde de hastaliga neden olur. Fetal ve eriskin hemoglobin
diizensizliklerinin her ikisini birden etkiler. Dogsun dogmasin biitiin olgularda Hb
Gower2, Hb F, Hb A, ve HbA,’nin yapiminda azalma vardir. - talasemi bir yada
daha fazla o-globin genini etkileyen mutasyonlar yada delesyonlarla olur. Normal
bireylerde dort adet alfa globin zincir geni vardir. Olusan delesyonlara gore alfa
talasemiyi dort ayr1 grupta siniflandirabiliriz;

I. Sessiz tastyici (a-/aa), tek bir alfa gen delesyonu vardir. Semptom yoktur.

II. o-talasemi tagtyiciligl a-/a- ya da --/aa). iki gen delesyonu vardir ve hafif
anemiktirler.

1. Hemoglobin H Hastalig1 (a-/--). Ug gen delesyonu vardir ve ¢ogunlukla
talasemi intermedia gibi seyreder. Eslesemeyen B-globin zincirleri Hb H
denilen tetramerleri olusturur. Hb H (B4) eritrositlerde birikerek bu
hiicrelerde inkliizyon olusmasimma neden olarak bu hiicrelerin dalak
tarafindan ortadan kaldirilmasina yol agarak anemiye neden olur.

IV. Homozigot o-talasemiler (--/--), dort o geninin delesyonunun neden
oldugu en agir alfa talasemi tipidir ve genelde intrauterin veya erken
neonatal donemde Oliim ile sonucglanir (hidrops fetalis). Eslesemeyen
gamma zincirleri Hb Barts (7y4) denilen ve oksijen tasima kapasitesi
olmayan tetramerleri olusturur.

2.3. Hemoglobinopatilerin Tanimlanmasinda Kullanilan Laboratuvar
Yontemleri

Anormal hemoglobinlerin belirlenmesinde kullanilan metotlar, ¢oziiniirliik
testi, bazik ve asidik pH’da zone elektroforezi, izoelektrik fokuslama, bazik ve asidik
pH’da globin zincir elektroforezi, katyon degistirici yiiksek basingli sivi
kromotogarafisi (HPLC)’ni igerir.

2.3.1. Elektroforetik Yontemler
2.3.1.1. Elektroforez

Bir elektrik alanin etkisi altinda yiiklii bir partikiiliin go¢ etmesi olarak
tanimlanir. Bu elektrik alan etkisiyle pozitif yiikli iyonlar negatif elektroda ve
negatif yiiklii iyonlar ise pozitif elektroda dogru hareket ederler. Elektroforezde bir
hareketli bir de hareketsiz faz vardir. Sabit faz olarak kagit, asetat, seliiloz,
poliakrilamid, agaroz gibi dolgu maddeleri kullanilir. Sabit ortamdaki en Onemli
ozellik molekiillerin porlardan kolaylikla ge¢mesine dayanir. Hareketli faz olarak
genellikle tamponlar kullanilir. Elektroforezin diger yontemlerden farki bir
elektriksel alan yaratilmasidir. Protein ¢ozeltisi bu elektriksel alanda farkli hizlarla
bir elektrotdan digerine hareket ederek molekiil agirliklarina ve tasidiklarn elektrik
yiiklerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Daha sonra boyama yaparak protein bantlari
gorliniir hale gelmektedir. Hareket hizlari, elekrik alaninin siddetine, molekiillerin
yiikiine ve sekillerine, ortamin vizkositesine ve iyonik siddetine ve sicakliga baglh
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olarak degisir. Yenidogan taramalarinda iki elektroforez yontemi birlikte kullanilir;
alklali pH (8,4) ve asidik pH (6,2) ‘da agaroz jellerde yapilan ayirma.

2.3.1.2. izoelekrik Fokuslama (IEF):

Proteinlerin bir pH gradientinde izoelektrik noktalarina gore ayrilmasi
prensibine dayanir. Bu yontemde yiiksek mobiliteye sahip sentetik poliamino-
polikarboksilik asitlerin  karisimlar1  olan amfoterik bilesikleri igeren jel
polimerlestirilir. pH gradienti olusturmak i¢in sisteme akim verilir ve amfolitler
izoelektrik noktalarina gore jelde diizenlenirler. En asidik olan anoda, en bazik
olanda katoda dogru ilerler. Daha sonra 6rnek proteinler jele uygulanir ve yiiklerine
gore anoda ve katoda dogru hareket ederler. Proteinler jel iizerinde net yiiklerinin
sifir oldugu pH degerine (pl) kadar go¢ ederler ve bu noktada hareketsiz kalarak
dururlar. En son asamada protein bantlarinin gézlenmesi i¢in boyama yapilir fakat
boyamanin olmasi i¢in Oncelikle jelden amfolitlerin uzaklastirilmasi gerekir. Cilinkii
amfolitler jelin tamamen boyanmasina neden olur (103). Hb F, Hb A, S, C, D
Punjab, E ve O Arab hemoglobin varyantlarim iyi aywrir. IEF ¢ok sayida 6rnek
calisabilmek i¢in otomatik de olabilir. IEF yiiklerine gore Hb tiplerini ayirmak igin
bir pH gradient jel kullanmaktadir.

2.3.2. Santrifiigasyon Yontemleri
2.3.2.1. Densiti Gradient (Zonal ) Santrifiigasyon

Bir protein karigtmini santrifiigasyon yontemi ile ayirmak miimkiindiir. Tiip
igerisinde siikroz gibi bilesiklerle bir konsantrasyon gradienti yaratilir. Bunun igin
plastik tiip icerisinde en yogundan en az yoguna dogru bir siikroz gradienti meydana
getirildikten sonra tlipiin en iizerine protein karigimi ilave edilir. Bu sekilde
hazirlanmis olan tiip yiiksek devirde santrifiij edilecek olursa her bir protein kendi
dansitesi ile ayni olan sukroz bdlgesine toplanacaktir. Tiip icerisinde farkli bantlar
halinde ayrilmis olan proteinler daha sonra tiipiin alt1 igne ile delinip toplanarak veya
tiip dondurulduktan sonra bu bantlar buz halinde kesilerek ¢ozdiiriiliir ve bu sekilde
proteinler birbirlerinden ayrilmis olur (104).

2.3.3. Kromatografik Yontemler ve HPLC Yontemi
2.3.3.1. Kromatografi

Kromatografi bir karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden ayrilmasini
gerceklestiren ve bu sayede kalitatif ve kantitatif analizlerin yapildig1 yontemlerin
genel adidir (105). Bu yontemlerde ¢alisma diizenegi sabit faz ve hareketli (mobil)
faz denilen iki bilesenden olusur. Mobil fazin igerisinde yer alan bilesenler, sabit faza
ait dolgu maddesi ile etkileserek tutulurlar. Bu tutulma 6rnekteki farkli bilesenler i¢in
farkli miktarlarda olur. Boylece bilesenler sabit fazin sonlarina dogru farkli hizlarda
ilerledikleri i¢in birbirinden ayrilmis vaziyette sabit fazi farkli zamanlarda
terkederler. Bu sekilde sabit fazdan ¢ikan bilesenlerin derisimleri 6l¢iiliir ve zamana
veya mobil fazin kullanilan hacmine karsi y-ekseninde isaretlenerek kromatogram
denilen grafikler elde edilir. Kromatografik yontemlerde kullanilan temel prensipler
sunlardir;

a) Mobil faz: Ornek bilesenlerini sabit faz boyunca tasiyan, gesitli fiziksel ve
kimyasal 6zelliklere sahip ¢ozelti veya ¢6ziicii karisimlaridir.
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b) Sabit faz: Mobil faz igerisinde gelen Ornege ait bilesenlerin etkilesime
girdikleri ve belirli 6l¢iide alikonduklari fazdir. Kromatografi teknigine gore
tasarlanmis degisik materyallerden imal edilmis kolon olarak adlandirilan sabit fazlar
mevcuttur.

¢) Allkonma (retention): Mobil faz igerisinde gelen bilesenlerin sabit faz ile
etkilesime girerek belirli oranda tutulmasi ve sabit faz1 daha ge¢ terketmesi olayidir.
Coziinenin bir kolonu kat etmesi i¢in gerekli olan siireye alikonma siiresi denir.

d) Pompa: Mobil fazi olusturan ¢ozeltilerin enjektdr, kolon ve dedektor
icerisinden belirli basing altinda belirli bir hizda gegmesini saglar. Sivi
kromatografisinde 6zellikle de HPLC donaniminda temel bir bilesendir.

e) Dedektor: Kolonda ayrimi yapilan anlizlenecek maddeye ait bilesenlerin
alikonma zamanlarina gore sirayla icerisinden gegerken miktar tayinlerinin yapildigi
HPLC donanimidir.

f) Kromatogram: Kromatografik analiz sonucunda elde edilen grafiktir. Y-
ekseni, kullanilan dedektoriin Olgtiigli fiziksel Ozelligi (absorbans, fluoresans,
iletkenlik, akim, kirilma indisi vb.), X-ekseni ise zamani1 gostermektedir. Zamana
kars1 Y-ekseninde Olgtilen fiziksel 6zelligin artip tekrar azalmasi seklinde olusan pik
seklindeki egrilerin herbiri analizlenen maddeye ait bir bileseni gostermektedir. Bu
piklere ait degerler (pik alani, yliksekligi, vb.) kullanilarak kalitatif ve kantitatif
analizler yapilir.

g) Hacim akis hizi: F ile sembolize edilir, birimi cm’/saniye veya
cm’/dakika olup, alikonma zamanmmn alikonma hacmine bolinmesiyle hesaplanr:
F=VR /tR

h) Lineer akis hiz1: U ile sembolize edilir, kolon uzunlugunun (L) kolon o&lii
zamanina (t,) boliinmesiyle hesaplanip birimi cm/saniye’dir: U=L/ty. Lineer akis hizi,
¢oziicii molekiillerinin kolon boyunca hareketleri sirasindaki ortalama hizlarini
gosterir.

i) Coziiniirliik: R ile sembolize edilir. Birbirini takip eden 2 adet bilesene ait
piklerin birbirinden ayirimlarinin oranini gosterir. Takip eden piklere ait maksimalar
arast mesafenin 2 pike ait genisliklerin (birimi dakika) toplamina boliinmesiyle
hesaplanir. R= [2(tR,-tR;)] / W;+W,. Takip eden pikler i¢in iyi bir ¢oziiniirliikkten
bahsedebilmek i¢in hesaplanan R degerinin 1-1,5 civarinda olmasi istenir.

Kromatografik yontemler kullanilan mobil fazin s1v1 veya gaz olmasina gore;
Sivi Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi olmak iizere baslica 2 ana grupta
siiflandirilabilir.

S1v1 kromatografisinin tarihgesi Rus botanik¢i M. S. Twsett’in 1906 yilinda
yaptig1 ve yayimladigr calismalarina kadar uzanir (106). Sivi kromatografisi bir
¢Oziiciide c¢oziinen iyon yada molekiilleri ayirmada kullanilan bir analitik
kromatografik ydéntemdir. Onceleri diiz yiizlemsel yapida sabit fazlar kullanilmis ve
bu teknikler daha sonra kagit kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi olarak
isimlendirilmistir (107). Modern sivi kolon kromatografisi ise 1969 yilinda
HPLC’nin kullanima girmeye baslamasiyla gelisme gostermistir (108).

2.3.3.2. HPLC

HPLC c¢ozelti icinde ¢oziinen bilesikleri ayirmak ic¢in kullanilan bir sivi
kromatografi ¢esididir. Karisimdaki farkli bilesikler hareketli faz ve sabit faz
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arasindaki ayirma davranislarindaki farkliliga bagh olarak farkli hizlarda kolondan
gecerler. Standart HPLC donanimi temel olarak 4 bilesenden olusmaktadir. Bu
bilesenler sirasiyla pompa, enjektor, kolon (sabit faz) ve dedektor’diir.

1. Pompa: HPLC donaniminda yer alan pompalama sistemleri, akis hizina
gore, pompanin yapiminda kullanilan malzemeye gore ve pompanin mobil fazi
iletme mekanizmasina gore olmak iizere 3 farkl sekilde katagorize edilebilir;

- Akis Hizina Gore; Kiiciik Capli Pompa Sistemleri, Standart Capli Pompa
Sistemleri, Preperatif Pompa Sistemleri

- Pompanin Yapildigi Malzemeye Gore; Metalik, Ametalik

- Mobil Faz Iletme Mekanizmasma Gore; Siringa Tip Pompalar, Piston
Pompalar.

2. Enjektor: HPLC donaniminmi olusturan enjektdr 6rnegin sabit faz (kolon)
oncesinde mobil faza enjekte edilmesi i¢in kullanilir. Elle kumanda edilen manuel ve
bilgisayar kumandali oto-enjektorler olmak iizere 2 ¢esidi bulunmaktadir.

3. Kolon: Modern HPLC donaniminin 4 temel yap1 tagindan birisi olan kolon,
karmasik Oorneklerde bilesenlerin birbirinden iyi ¢oOziiniirliikle ayirirmindan sorumlu
sabit fazdir. Bir¢ok analitik kolonun i¢ ¢ap1 2-5 mm araliginda degismektedir. Kolon
i¢ cap1 arttikga akis hizi ve i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin
¢coziinlirliigli dolayisiyla duyarlilik azalmaktadir. Kolonlarin uzunlugu ¢ok cesitli
olup genellikle 30-300 mm araliginda degismektedir. Kolon uzunlugu arttik¢a 6rnek
bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi uzadig1 i¢in daha fazla
mobil faz harcanmaktadir. Kolon boyutlarinin tanimlanmasina uluslararasi
standartlar getirilmistir. Buna gére dnce mm cinsinden uzunluk ve ¢ap yazilmakta,
bunu firma adi, sabit faz tiirii, Ao tlirinden poroz yiizey capt ve um cinsinden
partikiil biiyiikliigii izlemektedir. Ornegin, 250/4,6 Nucleosil C18 100 - 5
yazildiginda, kolonun 250 mm uzunluk ve 4,6 mm i¢ ¢apa sahip oldugu
anlasilmaktadir. Kolonun firmasi (markasi) Nuclesoil olup, sabit faz tiirii normal
fazda kullanilan bir tiir olan C18 dir. Poroz ylizey capt 100 Ao olup, dolgu
materyaline ait partikiil biiyiikliigi 5 um’dur.

4. Dedektor: HPLC donaniminda 4 temel bilesenden birisi olan dedektorler,
ornek bilesenlerini tayin ederken dlgtiikleri fiziksel 6zelliklere gore, 8 cesittir

= Ultraviole / Goriiniir Bolge Dedektorii

=  Fotodiyot Array Dedektorii

*  Floresans Dedektorii

= [letkenlik Dedektorii

»  Refraktif indeks Dedektérii

=  Elektrokimyasal Dedektor

= Kiitle Dedektorii

= Evaporatif Isik Dagitici Dedektor

HPLC Sistem Tiirleri

= [Isocratic sistem, tek pompa, tek solvent, solvent karigim olabilir, Bu sistemde
ayirim yetersizdir.

= Diisiik basin¢ch gradient sistem, tek pompa, maksimum 4 farkli mobil fazdan
olusur. Karigma pompadan once gerceklesir.
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= Yiiksek basin¢h gradient sistem, 2 yada 3 pompa, 2 yada 3 farkli mobil fazdan
olusur ve karigsma pompadan sonra gerceklesir.
HPLC’de Ayirma Teknikleri:

a) Normal faz: Sabit faz giiglii polar o6zelliginde iken hareketli faz
nonpolardir. Boylece polar materyaller daha az polar olanlara gore kolon ylizeyinde
daha uzun kalirlar

b) Ters faz: Sabit faz nonpolar iken hareketli faz polar bir sividir. Burda ise
nonpolar materyaller daha uzun siire kalirlar.

¢) Ters faz iyon cifti

d) Iyon degistirici: Katyon-degistirici HPLC pozitif yiiklii molekiillerin bir
karistminin (normal yada varyant hemoglobinlerin) bir kromatografi kolonundaki
negatif yiiklii sabit faza adsorbsiyonlar: ile bilesenlerine ayirilmalarini takiben de
mobil faz ile eluye edilmelerini iceren bir yontemdir. Hareketli faz kolon boyunca
artan katyon konsantrasyon oOzelligine sahip bir sividir; mobil fazdaki katyonlar
anyonik baglanma bdlgeleri ile adsorbe olan proteinlerle rekabet eder. Boylece
adsorbe olmus pozitif yiiklii hemoglobin molekiilleri sabit fazdaki afinitelerine bagl
bir hizda kolondan hareketli faza eluye edilirler. Bu yolla ayrildiklarinda sivi
solusyon i¢inde optik olarak tanimlanabilir.Elusyon zamanlariyla tanimlanabilir ve
elusyon profilinin i¢inde karsilik gelen pikin altindaki bolge hesaplanarak miktarlar
oOlgiilebilir. Otomatik HPLC’de mikrobor kolonlar, yliksek hassasiyetli gradiyent
olusturan sivi pompalar ve optik dedektorler kullanarak bu islem daha etkili
gerceklestirilir. Burda bilgisayar kontrolii ve bilgi isleme tarzi vardir. Proteinleri asit
ve baz Ozelliklerine gore ayirmak i¢in kullanilir. Bu tip kromatografi 6zellikle
molekiil agirliklar1  birbirine ¢ok yakin olan molekiilleri ayirmak igin
kullanilmaktadir.

e) Biiyiikliiklerine gore Ayirma Kromatografisi (SEC): Kolon por
biiyiikliikleri bilinen materyal ile doldurulur ve 06rnek c¢oziilebilir molekiil
blyiikliigline gore filtre edilir. Biliyiikk molekiiller kolon arasindan hizla yikanirken
kiiclik molekiiller porlar arasina girerler (109).

f) Kiral ayirnm: Kiral bilesikler i¢in kiral dedektér ya da kiral sabit faz
kullanan sivi kromatografisidir. Bu kromatografi ile molekiiller enantiomerlerine
ayrilir (110).

Bu tekniklerin hemoglobin ayirmasinda farkli avantaj ve sinirlamalar1 vardir.
Basit ve hizli oldugu igin zonal elektroforez yaygin olarak kullanilir ancak bu
teknigin en bliylik dezavantaj1 benzer izoelektrik noktalar1 olan farkli varyantlari tam
olarak ayiramamasidir. Ornegin Hb S, D, ve G-Philadelphia alkali PH’da ayn1 zonda
hareket eder. Yine alkali PH’da C, O, E ve A, ayni1 zonda gog eder (111).

Seliiloz asetat elektroforezinde yalnizca o zincir varyant1 oldugunda ayri bir
A, bandi olusur. P zincir varyanti oldugunda ise bu bant goziikmez. Yine diger diisiik
konsantrasyonlardaki hemoglobin varyantlarimi belirlemede HPLC ve agaroz jel
elektroforezi kullanilmalidir. Agaroz jel seliiloz asetata alternatif bir elektroforezdir.
Az miktardaki hemoglobin varyantini belirlemede daha duyarlidir fakat pahali ve
seliiloz asetat elektroforezine gore daha az kullanighdir
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IEF’deki bantlar seliiloz asetattakine gore daha keskindir. Yine elektroforezde
belirnemeyen baz1 hemoglobin varyantlari IEF ile ayrilabilir. Ornegin D ve G
varyantlar1 S’den ayrilabilir. Ancak seliiloz asetata gore oldukga pahali bir testtir. Az
miktardaki kan 6rneginden yada filtre kagidindaki kurutulmus kan 6rneklerinden iyi
bant ayirmasi yenidogan taramalarinda 6nemlidir. Yenidogan taramalarinda IEF'nin
kullanilmasinin bazi dezavantajlar1 vardir. Normal olarak bulunan asetillenmis Hb F,
gliserinli Hb gibi fraksiyonlarini da ayirdigindan yorum yapmay1 giiclestirebilir.
Farkli hemoglobin varyantlarinin hareket etme diizeni tek degildir ve bu nedenle elde
edilen sonuglar ilgili varyantlarin tanimlanmasinda ancak tahmini bir tanimlama
olarak sayilabilir (112). Rutin kullanimda HPLC daha kullanigl bir tekniktir (113).

HPLC A, A,, ve F hemoglobinlerinin miktar 6l¢limiinde ve varyant
hemoglobinlerin miktarinin Olglimiinde ve tanimlanmasinda kullanilir. Diger
hemoglobin elektroforezlerine gére su avantajlari icerir:

- teknik daha az is giicii gererektirir.

- her 6rnek i¢in normal ve varyant hemoglobinlerin miktar1 mevcuttur.

- Hemoglobin A, dlgiildiiglinden hemoglobin elektroforezi ve mikrokolon
kromatografisinin birlestirilmesinin yerine bir tek prosediir ile P talasemi
tastyicisist tanisi konulabilir.

- Varyant hemoglobinlerin daha genis bir alan1 tanimlanabilir.

- Hemoglobin A, varyant1 kolayca tanimlandigindan o ve B zincir varyantlarinin
farklilagsmasina izin verir ve & zincir varyantt bulundugu zaman [ talasemi
tagtyiciliginin dogru tanisini kolaylastirir.

En Onemli dezavantaji daha fazla sermaye ve ayira¢ fiyatidir. Ancak
elektroforezin daha biiyiik is giicli gdz dniine alindiginda genel fiyatlar benzerdir.

Cogu varyant hemoglobinler HPLC yonteminde birbirinden ayrilirlar ancak
birbiriyle ortiisen bazi1 hemoglobin varyantlar1 da vardir. Hemoglobin A, A,, F, S, C,
O-Arab, D-Punjab ve G-Philadelpia birbirinden ayrilabilir ancak hemoglobin A; ile
hemoglobin E birbiriyle ortiigebilir.

HPLC, yaygin hemoglobinlerin yenidogan taramalarinda IEF’ye alternatif
olarak duyarli, verimli ve =zaman kazandiran bir yontemdir (114).
Hemoglobinopatilerin laboratuvar tanimlamalarinda yeni metotlar i¢inde HPLC
biiylik 6neme sahip iken IEF ve ¢esitli hemoglobinler i¢in immunassay yapilmasi ¢ok
daha az rol oynar (115).

Hemoglobin elektroforezi, izoelektrik fokuslama, yiliksek basingli sivi
kromatografisi yada DNA analizi ile orak hiicre hastalig1 yetiskinlerde oldugu gibi
yenidoganlarda da tanimlanabilir. Coziiniirliik testi ve orak hiicre preparatlar1 uygun
olmayan tani yontemleridir. Bunlar orak hemoglobini belirleyebilir ancak Hb C ve
diger genetik varyantlar1 kagirabilir. Diger taraftan yenidoganlarda Hb F baskin
oldugundan ¢oziiniirlik testi bunlarda uygun degildir. Yine agir anemisi olan
kisilerde orak hemoglobini belirlemede hata yapabilir.
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2.3.4. Yenidoganlarda Tarama

Yenidogan taramasinin amaci yenidogan doneminde orak hiicre hastaliklar
riski olan infantlar1 belirlemektir. Yenidogan taramasinin yapilabilmesi, bilgiyi,
ailelerin egitilmesini ve rizalarinin alinmasini, O0rnek toplanmasini, taginmasini,
laboratuvar testlerini, raporlarin sonu¢lanmasini ve etkilenmis ¢ocuklarin ailelerinin
bilgilendirilmesini iceren kompleks bir yap1 gerektirir. IEF ve HPLC
hemoglobinopati taramalarinda su anda rutin olarak kullanilmasi uygun olan yiiksek
kesinlik ve duyarlilifa sahip iki ana laboratuvar teknigidir. Etkili bir yenidogan
taramasi yapmak i¢in yeterli laboratuvar ve teknik uzmanlik temeldir. Bu, kapasite,
egitim ve saglik sistemlerinin ¢ogu i¢in maddi kaynak saglanmasi problemlerini
ortaya ¢ikarir. Ancak orak hiicre hastaliklar1 icin etkili bir yenidogan tarama
programinin orak hiicre hastalifi olan c¢ocuklarin yasamlarimi kurtaracagi
tartisilamaz.

OHH i¢in yenidogan taramasi, erken tani alinarak zamaninda proflaktik
penisilin tedavisine baglanilmas1 (7,116,117), anti-pndmokok as1 uygulanmasi
(117,118), el ile dalak biiyiikliigiiniin hissedilmesinin ebeveynlere 6gretilmesi (19) ve
hasta bulunan ¢ocuklara daha genis kapsaml1 dikkat verilmesi gibi bir ¢ok avantajlar
saglar.

2.3.4.1. Maliyet yararlanim orani

Bir taniytr koymada laboratuvar fiyatin1 belirleyen iki ana faktoér vardir;
calisilan test sayis1 ve kullanilan teknik. Karli olmasi i¢in laboratuvarin yilda en az
25000 ornek calismast gereklidir. IEF ve HPLC bu tiir taramalarda kullanilan iki
temel tekniktir. Eger 25000 yada daha fazla 6rnek calisilacak olursa her test i¢in
ortalama fiyat iki teknikte de benzerdir. HPLC ¢ogunlukla otomatik oldugu i¢in daha
fazla avantaj icerir. Eger tiiketim mallarmin fiyati distiriilebilirse HPLC IEF'den
daha ucuza mal olur (119).

Az sayida merkezilesmis laboratuvarlarda testlerin ¢alisilmasi en karh
olanidir. Bu laboratuvarlarda ¢ok sayida ornek c¢alisilacag: icin kar elde edilir. Bu
laboratuvarlarda hem testleri c¢alisacak hem de yorumlayacak elemanlar
bulundurulmasi gereklidir.

2.3.4.2. Bilgi ve Riza

Hayat boyu hastalifa yol agabilecek temel hemoglobinopatilerin
taranmasinda ebeveynleri bilgilendirerek onaylarinin alinmasi 6nemlidir. Testin ne
icin yapildigi, sonuglarinin iletilmesinin nasil saglanacagi ve etkilenen ¢ocuklarin
takibinin nasil olacag:i konularinda aile bilgilendirilmelidir. Bilgi aileye anlasilir bir
dille anlatilmali ve hemoglobinopati terimi agik olarak anlatilmalidir.

2.3.4.3. Ornek Tipi

Kullanilmas1 gerekli ideal 6rnek tipini belirlemeda kullanilan birka¢ yontem
vardir. Ornek kolay elde edilmeli, kontaminasyondan uzak, stabil, kolay tasiabilir
ve test icin uygun olmalidir. Yenidogan taramasinda {i¢ tip 6rnek kullanilir: kord
kani, siv1 topuk kanmi ve topuk kanindan Guthrie kartlarina aliman kurutulmus kan
noktalart. Kord kaninin transfiizyon yada maternal kan ile kontamine olma riski
vardir. Yine transportu zor ve toplanilmasi her dogumda miimkiin olmayan
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orneklerdir. S1vi1 kanlarin tasinmasi zordur ve stabil kalmayabilir. Kurutulmus nokta
topuk kani 6rnekleri bu tiir tarama programlari i¢in en uygun 6rnektir. Toplanmasi
kolay ve maternal kontaminasyon riski yoktur. Bu kanlar zaten fenilketonuri ve
hipotroidizm i¢in yapilan yenidogan tarama programlarinda kullaniliyor bu nedenle
zaten mevcut yada ayn1 merkezde calisilmayacaksa bile digerleri i¢in kan alinirken
baska bir kagida da bu tarama icin kan alinabilir. Ornek c¢ok stabildir ve kolayca
tagmabilir. Tek dezavantaji ise siradan seliiloz asetat ve asit elektroforezlerde
kullanilamamasidir..

2.3.4.4. Laboratuvar Teknikleri

Basit analitik prosediirler kullanarak biitiin hemoglobin varyantlarini taramak
miimkiin degildir. Ancak yenidogan tarama testi yapan laboratuvarlar yaygin olarak
bulunan Hb S ve Hb C gibi ve nadir olarak bulunan Hb D, Hb E, Hb OArab gibi
hemoglobin varyantlarinin hem heterozigot, hem Hb S ile birlikte olan formlarini
tesbit edebilmektedir. B-talasemi majorlii bebekler test edilebilir ancak intermedialar
degisken miktardaki Hb A’dan dolayr kacirilabilir. Diger bazi nadir bulunan
hemoglobin varyantlari, B- talasemi tasiyicilari ve hereditary persistant fetal
hemoglobin (HPFH) kacirilabilir ancak bunlar bireyler i¢in az éneme sahip klinik
durumlardir.

Yenidogan OHH taramalarinda {i¢ temel teknik kullanilir. Fakat bunlardan
elektroforez ¢cogunlukla kullanim dis1 kalmistir. Diger iki teknik HPLC ve IEF her
ikisi de klinik olarak 6nemli hemoglobin varyantlarini belirleyebilir. Orak hiicre
¢Oziiniirlik testi glivenilir bir yontem degildir. Ciinkii diisiik seviyelerdeki Hb S’e
kars1 duyarli degildir.

Hemoglobinopati taramalarinda hangi yoOntemin kullanilmas: gerektigi
Camphell tarafindan tartisilmis (114) ve HPLC’ye kiyasla IEF ile glinliik kullanimda
daha fazla 6rnek c¢aligilabilecegi gosterilmistir. Ancak bu metodun tutarliligi daha
azdir. Ornek hazirlanmasi, uygulama ve boyama tekniklerinden dolayr daha fazla
tekrar testlerinin yapilmasina neden olur. HPLC’de buna nadiren gerek goriiliir.
HPLC’nin diger bir avantaji ise hazirlanmas1 daha kolay ve daha az deneyimli
elemana ihtiya¢ gdstermesidir. Ancak Hb D ve Hb E gibi yaygin varyantlarla aym
alikonma zamanina (retention time) sahip olan diger baz1 hemoglobin varyantlarinin
bulunabilecegi pozisyonlardaki piklerin yorumlanmasi dikkat ve tecriibe gerektirir.
HPLC tam otomatik bir sistemdir ve laboratuvar bilgisayari ile goriintiilenebilir. Bu
nedenle sekreterlik ve laboratuvar eleman yiikiinii en aza indirir.

Gelecek potansiyeli olan diger metotlar bazi temel hemoglobin varyantlarina
kars1 antikorlar1 kullanan immunolojik testleri igerir. Kiitle spektrofotometresi daha
yeni bir yontemdir (120). Saatte 100 6rnek calisabilecegi one siiriilmiistiir. Baslangi¢
malzemelerinin fiyatin1 oldukga yiiksek olmasina ve muhtemelen kar saglamak i¢in
yilda 100000 6rnegin calisilmasina gerek duyulmasina ragmen gelecekte uygun bir
metot olabilir. Otomatik DNA teknikleri mevcuttur fakat cok pahali ve spesifik bir
mutasyonu bulmay1 hedefledigi zaman daha etkilidir. Ancak daha genis kapsaml
ozellikler gerektiginde yada transfiizyon almis bir ¢ocugun tanisin kullanilmasinda
bu teknikler yararl olabilir.
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Hemoglobinopati tarama testleri cok nadir olarak yanhs pozitif yada yanlis
negatif sonug verebilir (121). Ancak bu durumlar ¢ok kétii sonuglara yol agabilir. Bu
yilizden sonuglarin yorumlanmasina ve transkripsiyon hatalarina dikkat edilmelidir.

2.3.4.5. Sonug¢larin Yorumlanmasi

- Etkilenmemis: Etkilenmemis yenidoganlarin sonuglar1 Hb F ve Hb A varligi
gosterir. Hb A genellikle 9%5-25 arasindadir.

- Orak hiicre hastahi@i: Orak hiicre hastalig1 olan yenidoganlarin sonuglar1 Hb
F ve Hb S varligir gosterirler. Hb A yoktur. Bu dénem bebeklerde goriilen Hb S
genellikle %4-10 arasindadir. Diger varyantlariyla (6rnegin FSC yada S/P talasemi)
birlikte goriilen durumlarda Hb S miktar1 daha fazladir (FSC’de C’den, S/B’da ise
A’dan). Orak hiicre hastalifinda beklenen sonuglar Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

- Orak hiicre tasiyicilari: Bu yenidoganlar Hb F, Hb A ve Hb S varlig
gosterirler. Hb A miktar1 Hb S miktarindan fazla olmalidir. Baz1 vakalarda Hb S ve
Hb A miktari esittir. Ancak S ve A’nin oranlar1 herbiri i¢in %2 oraninda olursa orak
hiicre tagiyicisi tanisi konulabilir. Hb A ve Hb S gebelik yasina gore degisebilir.

- Diger hemoglobin varyantlar1 icin heterozigotluk: Diger hemoglobin
varyantlar1 acisindan tasiyici olan bebeklerin sonuglart Hb F ve Hb A ve kalitilan
hemoglobin varyantin1  gdsterir. Varyantin miktar1 yine Hb A miktarim
gecmemelidir.

- Orak hiicre olmayan durumlarda homozigot yada birlesik
heterozigotluk: Orak hiicre hastalig1 disindaki durumlarda homozigot yada birlikte
heterozigotluk gosteren bireylerin sonuglar1 yalmizca Hb F ve o hemoglobin
varyantini gosterirler. Hb A goriilmez. Ornegin Hb D hastas1 olan birey yalniz Hb F
ve Hb D varyantlarin1 gosterir.

- Agir Beta talasemi: Bu durumdaki yenidoganlarin sonuglarinda yalnizca Hb
F goriiliir. Genellikle Hb A goriilmez ancak bazilar1 ¢ok kiigiik miktarda Hb A
gosterebilirler. Taniy1 dogrulamak i¢in DNA analizi yardimci olur.

- Hb Barts Hydrops Fetalis: Hb Barts Hydrops Fetalis olan bir ¢ocugun
sonucu genellikle Hb F yada Hb A igermez yalnizca Hb Barts igerir. Nadir
durumlarda 6rnegin non delesyonal o talasemi ve +/-o¢ globin varyantlarinda az
miktarda Hb A bazen iiretilebilir.

Cizelge 2.2. Yenidogan taramalarinda saptanabilen orak hiicre tipleri

Hastalik Yenidogan tarama sonuglari 2. aydaki Hb 6rnekleri
Hb-SS FS FS

Hb-SC FSC FSC

Hb-S/B" talasemi FSA yada FS FSA

Hb-S/B° talasemi FS FS

Hb-S/6p talasemi FS FS

Hb-S /DPunjab FSDPunjab FSDPunjab

Hb-S/HPFH FS FS
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2.3.4.6. Sonuclarin Dogrulanmasi

Tarama metoduyla bulunan bir anormallik ikinci bir teknik ile
dogrulanmalidir. HPLC/IEF kombinasyonu ile yapilan ¢ogu Hb S ve Hb C
orneklerinin giivenilir olarak tanimlandigi gosterilmistir. Ancak yine de anormal
bulunan ¢ocuklar 8-12 haftalarinda ¢agrilarak test tekrarlanmalidir. Tekrar cagrilmasi
gereken cocuklar hi¢ Hb A igermeyen, Hb S, Hb C, Hb D ve Hb E varyantlar1 olan
veya yliksek seviyede Hb Barts igeren bebeklerdir.

2.3.4.7. Sonuclar ve Problem Bolgeleri

Hb A 0Ggesi gestasyon yasina bagli olarak degisebilir ve tan1 koymadaki
problemleri artirabilir. Yiiksek seviyede Hb A igerenlerin transfiizyon alip almadigi
ve rapor edilen gebelik yasinin dogru olup olmadigr sorular1 akla gelmelidir. Bu
cocuklar test i¢in tekrar cagrilmalidirlar. Beklenmeyen diisiik Hb A seviyeleri HPFH
yada [3- zincir varyantlarina bagl olabilir.

Gama zincir varyantlari yenidogan orneklerinin yedinci giiniine kadar
testlerde goriilebilir ancak 8-12 haftalarda yapilan tekrar testlerinde ¢ok azalmis yada
hi¢ bulunamayabilir. y-zincir varyantlar1 genellikle hi¢bir klinik belirti vermezler.

Cok prematiir bebeklerde (<28 gebelik haftasi) hemoglobin 6rneklerinin
yorumlanmasi ¢ok zor olabilir. Bazilarinda az yetiskin hemoglobini bulunurken
bazilarinda hi¢ Hb A goriilmeyebilir (hi¢ Hb A goriilmemesi genellikle bir
hemoglobinopati agisindan heterozigot olan bebekler i¢in dogrudur).

Transfiizyon hemoglobin Orneklerinin ayirtedilmesini  gliglestirebilir. Bu
nedenle son transfiizyondan 3 ay sonra 6rnegin tekrar ¢alisilmasi gereklidir.

2.3.4.8. Sonuclarin Raporlanmasi

Homozigot ve bilesik heterozigotlar mutlaka raporlanmalidir fakat basit
tastyicilar tartismalidir. Dogumda orak hiicre anemisi (Hb SS), Hb S/beta’ talasemi
ve Hb S/HPFH'yi kesin olarak birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Ciinkii bu
durumlarin hepsinde yalnizca Hb F ve Hb S analiz edilir. Bu durumlarda takip ve
tanimlayic1 testleri baslatmak icin biitiin vakalar ayrintiya girmeden orak hiicre
hastalig1 olarak rapor edilmelidir (112). Heterozigot bulunanlarin bildirilmesinin
baslica yarari aileye danismalik yapmak ve 6nceden risk altinda olduklar1 bilinmeyen
ciftleri belirlemektir. Sonucglar ailelere ve saglik profesyonellerine geri
bildirilmelidir. Gegikmis iletisim endiseli bir beklemenin yaninda baslangic
tedavisinde bir gecikmeye ve egitim eksikliginden dolayr ciddi komplikasyonlarin
tanimlanmasinda muhtemel bir gecikmeye neden olabilir.

2.3.4.9. Damismalik ve Takip

Sonuglar aileye agiklanmali ve uygun bir egitim ve danigmalik saglanmalidir.
Etkilenen ¢ocuklar bir hemoglobinopati servisine gonderilmelidir. Baslangi¢ olarak
proflaktik penisilin baglanabilir.
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2.3.4.10. Sonug¢

OHH i¢in yapilan yenidogan taramalarinda basar1 saglamak i¢in farkl
elementlerin etkili bir koordinasyonu ve aile ile klinisyenlerin uygun iletisimi
temeldir. Eger klinik bakim zayif koordine edilmis yada saglanamamigsa tarama
testlerinin etkinligi azalir. Bu nedenle hastaya miimkiin olabildigince yakin mesafede
ve yliksek kalitede servisler saglamak i¢in sistemlerin gelistirilmeye gereksinimleri
vardir. Sonuglarin goriintiilenmesinde, bireylerin bilgilendirilmesinde ve sistemin
olusturulmasinda hasta kayitlar1 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle hasta bilgileri
dikkatli bir sekilde alinmal1 ve saklanmalidir.
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismada Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin Dogum Klinigi'nde
dogan ve Yenidogan Bilim Dali tarafindan ilk muayenesi yapilan yenidogan bebekler
ile Saglam Cocuk ve Yenidogan Poliklinigi'ne kontrole gelen veya Il Saglk
Midiirliigli tarafindan belirlenen 4 saglik ocagina basvuran bebekler olmak iizere
toplam 826 yenidogan bebegin topugundan filitre kagitlarina kan alindi ve otomatik
bir katyon-degistiricic HPLC cihaz1 olan Bio-Rad Varyant ile ¢alisildi. 20 6rnek
uygunsuz saklama kosullarindan dolayr c¢alismaya dahil edilmedi ve 806 Ornek
degerlendirildi.

3.1. Ornekler

Yenidogan bebeklerden alinan topuk kanlar1 i¢in Sergio Bianchi
Pheniylalanine kan toplama kartlar1 kullanildi. Prematiir bebekler yada transfiizyon
almis bebekler ¢alismaya dahil edilmedi. Ornek kagitlarmin {izerine bebegin dogum
tarihi, kan alinma tarihi, anne adi, adres ve telefon bilgileri kaydedildi. Topuk kani
alinirken filtre kagidi {izerindeki yuvarlak bolgenin tam dolmasina 6zen gosterildi.
Kan alinmadan 6nce ve sonra el yada baska bir cisim ile filtre kagitalarina temastan
sakinilarak kontaminasyonlar1 engellendi. Alinan kan ornekleri en az dort saat
kurumaya birakildi ve drnekler ¢alismanin Oncesi ve sonrasinda 4 C’de muhafaza
edildi. Alinan kan 6rnekleri sonraki iki hafta i¢inde ¢alisildi.

3.2. Laboratuvar Islemleri
3.2.1. Orneklerin hazirlanmasi

Her bir hasta 6rnegi i¢in filtre kagitlarindan 3 mm ¢apinda diskler kesildi.
Her bir disk ayr1 6rnek siselerine konuldu.

Her 6rnek sisesine 0,5 mL distile su eklendi.

30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Siselerden diskler uzaklastirildi.
Ornek siseleri pipetajlama ile karistirildi.

Ornek siseleri Varyant érnek tablasina yerlestirilerek cihaza yiiklendi

3.2.2. Katyon Degistirici HPLC

Bu calismada otomatik HPLC cihazi olan Bio-Rad Variant Hemoglobin
Testing System ile orak hiicre taramasi i¢in “Variant Sickle Cell Short Program”
paketi kullanildi. Bu paket 1000 test i¢in gerekli olan malzemeleri i¢eriyordu:

2 adet ayirma tamponu 1; 2,5 L Sodyum fosfat tamponu

1 adet ayirma tamponu 2; 2,5 L Sodyum fosfat tamponu

1 adet yikama solusyonu; 1,8 L deiyonize su

2 adet analitik kartus; 4,6 mm capinda, 30 mm uzunlugunda, herbiri 500
analiz yapma kapasitesinde olan katyon degistirici analitik kartuslar.

e 10 sise tam kan primeri; Lyofilize edilmis insan kirmizi kan hiicreleri
hemolizati.
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e 10 sise alikonma zamani belirte¢ seti (retention time marker set); Lyofilize
edilmis insan kirmizi kan hiicreleri hemolizati: 5 sise Hb F, A, E ve S ve 5
sise Hb F, A, D, C igerir.

e | adet ROM kart; 86 mm yiikseklikte, 54 mm genislikte ve 1,8 mm kalinlikta
olan bir kart.

Alikonma zamani belirteglerini her siseye 10 mL distile su eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra kullanildi. Sulandirilan siseler +4 °C’de
bekletilerek 21 giin saklandi. Ayni sekilde tam kan primeri de 1 mL distile su eklenip
10 dakika bekletildikten sonra kullanildi.

Calismaya baslamadan once rutinde talasemi short programi kullanildigr i¢in
her ¢alismadan 6nce cihaza orak hiicre programini yiiklenildi. Bunun i¢in kullanma
klavuzu takip edilerek orak hiicre kisa program kart1 yiiklenildi, analitik kartus
yerlestirildi, tamponlar degistirildi. Her kullanmada orneklerden 6nce alikonma
zamani belirtecleri (FAES, FADC) cihaza yiklenip bu suni hemoglobin
varyantlarinin uygun zaman araliklarinda yiirliylip yiirimedikleri kontrol edilerek
calismaya baslanildu.

Kullanma klavuzu kullanilarak o6rnekler hazirlanip (bkz 3.2.1) cihaza
yiiklendi. Sistem iki farkli konsantrasyonda fosfat ayirma tamponu kullanmaktadir.
Bunlar 2 mL/dak kontrollii bir hizda akis seline (flow streama) tanitilmaktadir. Her
ornek flow streama otomatik mil ile enjekte edilir. Karigimin konsantrasyonu
yiikseldiginde daha giiclii tutulan hemoglobinler kartustan ayrilirlar. Absorbans
degisiklikleri ¢ift dalga boylu filtre fotometresi kullanilarak Slgiiliir ve degisiklikler
zamana karsi1 ¢izilir. Her Hb karakteristik alikonma zamanina sahiptir. Sonuglari
grafikler ve sayisal veri olarak gosteren kromatogramlar enjeksiyondan sonraki 3
dakika icinde her Ornek i¢in otomatik olarak yazilir. Bir yiiklemede c¢alistig
maksimum 6rnek sayis1 100°diir ve 5 saatte caligir. Bunun 6ncesinde 20 dakika bir
hazirlik asamasi vardir. Hemoglobinlerin suni karisimlart olan Hb FAES ve Hb
FADC kontrolleri iiretici firma tarafindan saglanmaktadir. Bunlar yenidogan
orneklerinde beklenen konsantrasyonlarda hemoglobin igerir ve her g¢alismanin
baslangicinda ve sonunda test edilir. Her bir 6rnek ic¢in c¢izilen kromatogramlar
incelenerek sonuglar1 kaydedildi. Varyant cihazi tarafindan otomatik olarak ¢izilen
bir kromatogram ve sonuglari igeren rapor 6rnegi Sekil 3.1°de gosterilmektedir.
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Sekil. 3.1 Ornek bir sonug rapor formati ve kromatogram

Hb S tasiyicist bulunan bebekler ve ebeveynleri sonraki aylarda tekrar
cagirilarak HPLC yontemi talasemi short programinda hemoglobin analizleri tekrar
caligilarak konunan taninin dogrulugu saptandi. Yine Hb D tastyis1 bulunan bebek 2.
ayinda cagrildi ve anne babasinin HPLC ile Hb elektroforezleri c¢alisilarak tani
dogrulandu.

Buldugumuz tasiyict bebekler disinda Fast orani c¢ok yiiksek cikan (>25)
bebekler de ¢agirilarak o-talasemi acisindan degerlendirildi. Bunun i¢in bebeklere
tekrar elektroforez yapildi ve ebeveyn ve kendilerinde Heinz body aranmasi yapildi.
Mutasyon analizleri ise yapilmadi.

Yenidogan taramasinda goriilmesi muhtemel hemoglobin varyantlar1 Cizelge

3.1 (Bio-rad Variant Sickle Cell Short Program kullanim klavuzu) ’de 6zetlenmistir
ve ornek kromatogramlar Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2 HPLC’de goriilebilecek olas1 kromatogram &rnekleri. a) FAES, b) FAS, ¢) FS, d)
FADC, e) FAD, f) FAE
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Cizelge 3.1. HPLC ile tespit edilebilen hemoglobin fenotipleri

Hasta

fenotipi Tanimlama Patoloji

Hb FA Normal hemoglobin 6rnegi Saglikli yenidogan

Hb FS Orak Hiicre Anemisi Kronik hemolitik anemi
Hb FAS Orak Hiicre Tastyicilig Olasi hafif anemi

Hb FC Hemoglobin C Hastalig1 Hafif hemolitik anemi
Hb FAC Hemoglobin C Tasiyicisi Olas1 hafif anemi

Hb FD Hemoglobin D Hastalig1 Hafif hemolitik anemi
Hb FAD Hemoglobin D Tastyicilig Olasi hafif anemi

Hb FE Hemoglobin E Hastalig1 Hafif hemolitik anemi
Hb FAE Hemoglobin E Tasiyicilig Olasi hafif anemi

Hb FSC Hemoglobin SC Hastalig1 Kronik hemolitik anemi
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BULGULAR

Bu calismada 806 yenidogan bebegin topuk kanlar1 HPLC yontemi ile calisildi.
Calisilan kanlarin 773’1 ilk 15 giiniinlin altinda olan yenidoganlardan alindi. Ancak
33’1l 15. giiniiniin istiinde olan (15-82) bebeklere aitti. Ortalama Hb F ve Hb A
degerlerinde bir farkliliga yol agmamamasi i¢in bunlar ayr1 ayri degerlendirildi
(Cizelge 4.1). 15 giinden kiigiik olan bebeklerin beklenildigi gibi ortalama Hb F ve
Fast degerleri daha yiiksek, Hb A degerleri ise daha diisiik bulundu. Yaptigimiz
tarama sonucunda 806 bebek arasinda 3 Hb S tasiyicist 1 de Hb D tastyicist bulundu
(%0,5). Bu oran daha 6nce bolgemizde yetiskinler arasinda bulunan orandan daha
yiikksekti (3). Bu dort tasiyict bebegin HPLC sonuglari Cizelge 4.2°de
gosterilmektedir. Sekil 4.1°de ise bu dort hastanin kromatogramlar1 ve hemoglobin
degerleri gosterilmektedir. Bu tasiyicit bireylerin hemoglobin diizeyleri normal
bireylerin (Hb FA) ortalama hemoglobin diizeyleri ile karsilagtirildiginda tasiyici
bireylerin Hb F degerlerinin daha yiiksek ancak Hb A ve fast degerlerinin daha diisiik
oldugu goriilityor (Cizelge 4.3). Tasiyict bebeklerin yenidogan donemlerindeki ve
daha sonraki aylardaki hematolojik parametreleri ise Cizelge 4.4’de belirtilmektedir.
Buldugumuz sonuclar1 dogrulamak i¢in daha sonraki aylarda bebeklerin ve
ailelerinin hemoglobin parametreleri tekrar c¢alisildi. Calisilan Hb S tasiyicisi
bebeklerin ve ailelerinin Hb elektroforez sonucglar Cizelge 4.5’de gosterilmistir. 1.
Hb S tasiyicis1 bebegin ailesine ulagildiginda bu ailenin zaten biri homozigot hasta
digeri tasiyict olan iki cocuklarinin daha oldugu o6grenildi. Aileye prenatal tam
yapilarak tasiyici ¢ocuk sahibi olmalar1 saglanmisti. Bu bebegin anne ve iki kardesi
ile birlikte elektroforez sonuglar1 ¢izelgede gosterilmektedir. Ancak babanin tasiyici
oldugunu gosteren mutasyon analiz sonucu oldugundan tekrar elektroforez
calisilmasina gerek goriilmedi. Bu ailenin OHH ile ilgili bilgileri olmasina karsin 3.
tastyic1 bebegin ailesinin boyle bir hastaliktan haberleri olmadig1 6grenildi.Yapilan
incelemelerde annesinin Hb S tasiyicisi oldugunu goriildii ve aile konu ile ilgili
olarak bilgilendirildi. 1. bebegin anne ve hasta kardesi ve 3. bebegin anne ve tastyici
kardesi yiiksek Hb A, oranlarindan dolay1 talasemi tasiyicisi olarak goriilmektedir. 2.
Hb S tasiyicisi olan bebege ulasildiginda babasinin Sp talasemi oldugu 6grenildi. Hb
D tasiyicist olan bebegin de anne ve babasinin Hb analizleri yapilarak tam
dogruland1 ve bebegin Hb D mutasyonunu annesinden aldig1 goriildii (Cizelge 4.5).

Calistigimiz 6rneklerdeki fast degerleri 1,9 ile 39,7 arasinda degisiyordu. Fast
degeri yiiksek olan bir bebegin kromotogrami Sekil 4.1b’de gosterilmektedir. Fast
degerleri ¢cok yiiksek olan ( >25) bebekler ve ebeveynleri tekrar cagirilarak Hb
analizleri yapildi ve sonucunda Hb A; degerlerinde bir diisiikliige rastlanilmadi. New
metilen mavisi ile yapilan boyamalarda sonucunda da Heinz body cisimcigi
gorilemedi. Mutasyon analizleri yapilamadigindan bu bireylerin kesin olarak o
globin delesyonu igerip igermedikleri hakkinda kesin bir sey sdylenememektedir.
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Cizelge 4.1. 806 yenidoganda saptanan Hb tiplerinin kan alim giinlerine gére ortalama
degerleri

Ortalama kan

0 0 °
alinma giinii Hb F (%) Hb A (%) Hb Barts (%)

15 giinden kiigiik
yenidoganlar (n=773) 4,51 (£2,66) 61,60 (£4,95) 12,29 (+4,66) 9,31 (£6,27)
15 giinden biiytlik

yonidoganlar (n=33) 3283 (F17,50) 55(£633)  19.87(10,58) 8383 (£6,21)

Genel (1=806) 5,58 (£6,90) 61,33 (+5,18) 12,59 (£5.25) 9,30 (£6,30)

Cizelge 4.2.Tasiyic1 yenidoganlarin HPLC ile saptanan hemoglobin yiizdeleri

:ﬁi‘;l':; HbF (%) HbA (%) HbBarts (%) HbS %) HbD(%)
1 .HbS 61,2 6,4 7.1 47 -

2.HbS 62,4 3,3 9,1 2,7 ;

3.HbS 68,9 5,7 5,6 5.2 ;

4.HbD 67,4 4,5 4,6 . 3,2

Cizelge 4.3. Normal bireyler ile tastyici bireylerin ortalama Hb yiizdeliklerinin

karsilastirilmasi
Hemoglobin Ortalama Ortalama Hb
modeli Ortalama Hb F b A Barts OrtHbS HbD
FA 61,32 (£5,18) 12,63 (£5,24) 9,32 (£6,31) - -
FAS 64,16 (+4,14) 5,13 (£1,62) 7,26 (¥1,75) 4,2 (£1,32) -
FAD 67,4 4,5 4,6 3,2
Genel 61,33 (£5,18) 12,59 (£5,25) 9,30 (£6,30) 4,2 (+1,32) 3,2
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Cizelge 4.4. Hb D ve Hb S tasiyicist olan yenidoganlarin hematolojik parametreleri

Tasiyie1  Kan

. Hb *OEV ~ *OEH  *OEHK
bireyler alinma

(x10°mL)  g/dL (fL) (pg) (g/dL)

glini

7.gln 5.06 17.90 100.10 35.30 35.30
1 .HbS

2.ay 3.06 9.50 87.10 31.00 35.60
2.HbS 5. giin 4.90 17.50 89.70 35.80 39.90

2. glin 4.86 17.2 104.70 35.40 33.80
3.Hb S

4. ay 3.76 9.90 76 26.40 34.70

4. giin 3.76 13.6 95.20 36.20 38.00
4. Hb D

2. ay 4.30 10.40 71.90 24.30 33.80

*OEV:ortalama eritrosit hacmi, OEH: ortalama eritrosit hemoglobini, OEHK:
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu

Cizelge 4.5. Tasiyic1 yenidoganlarin ve anne-baba- kardes elektroforez sonuglari

Tastyicilar Birey HbA HbA, HbF HbS HbD

Kendisi (2. ay) 16.2 0.90 70.40  12.50
| b S Anne 53.00 4.10 0.50 4240
Tastyici kardes  51.70  2.20 - 38.10

Hasta kardes 3.10 4.60 16.10  76.20

2.HbS Baba 11.7 6.9 6.6 74.8

Kendisi (4.ay) 42,7 3.10 17.00 37.20

Anne 43 .8 4.40 - 41.80
3 HbS Baba 97.10 2.90 - -

Kardes 54.8 4.5 0.30 40.40

Anne 58.00 1.90 0.50 39.60
4.HbD Baba 95.80 3.10 1.10 - -
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#%% Sickle Cell Short
DATE:13,12-84

11443-5 xxx
TIME:16:23:59

TECH 1Dt 1
VIAL# 69 SAMPLE ID¥ 808006343
ANALYTE 1D % TIME AREA
Unknown | 5.5 8.12 188234
FAST 12.9 @a.19 419898
Unknown 2 18.9 9.68 326251
F 62.9 8.76 2855193
o 8.7 .97 285872
TOTAL AREA 3266648
o 8.7% S 9.0%
@
El-
3

%% Sickle Cell Short 11443-5 xxx
DATE : 888685 TIME:B8:57:56
TECH IDu 1
ViALg 98 SAMPLE 1D# BBUGEEE2G
ANALYTE ID % TIME AREA
Unknown 1 7.1 B8.12 51427
FAST 37.3 8.28 278235
F 51.4 B.73 372179
A 4.2 8.99 38368
TOTAL AREA F24289
A 4.2% S 8.8%
G@%T
ag%t
{
20%+ A
A5 ' " ' . + |
a 1 2 3

4.1.a. Normal birey (FA)

4.1.b. Hb Barts’1 yiiksek olan normal birey

¥%% Sickle Cell Short 11443-5 xxx
#x%¥% Sickle Cell Short 11443-5 2x DATE:87/86,/85 TIME:28:54:11
DATE U7 8685 TIME:=22:56:41
TECH ID# 1
TECH IDm 1 VIAL# 11 SAMPLE ID# 500088644
VIAL# 51 SaMPLE IDt GGOBBAGS4
ANALYTE ID % TIME £REA
ANALYTE 1D % TIME AREA
Unknown 1 4.9 a.11 127937
Unknown 1 4.5 g.11 128597 FAST 9.1 8.2a 238936
FAST 7.1 H.28 189657 Unknown 2 17.1 2.55 449056
Fi 15.7% g.48 417432 F 62.4 6.74 1634877
ﬁ 61.2 @.74 1628327 Unknown 3 8.5 8.87 13619
nkknown 2 8.4 @887 189439 a 3.3 @.98 87864
A 6.4 8.97 169891 o 57 1. 28 69478
5 4.7 1.27 124158 : :
TOTAL AREA 2661811 L e
a 6.4% S 4.7% = Ees e 2
6%y 68% T
A@s+ 48%+
28%+ 28%+
L s |
s
i i3
8 4 . s . 5 A . 2 - _—
] 1 2 3 ) 1 ' 2 ' 3
4.1.c. Hb S tastyicis 4.1.d. Hb S tastyicist
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%x%% Sickle Cell Short 114435 =xx Xx%% Sickle Cell Shovt 11443-5 xxx
DATE :22-032/85 TIME:=12:54:48 DATE:@1,11,84 TIME:18:38:49
TECH ID# 1
TECH ID# 1 _
e 05 SAMPLE 1D# GEEGBESSI VIAL# 74 SeMPLE ID# DB8808166
— ANALYTE 1D % AREA
ANALYTE 1D % TIME AREA ¥ e
B o Unknown 1 a.1 8.12 184959
Unknown 1 3.2 B8.12 186943 FAST 4.6  B.19 116828
FAST 5.6 B.19 1b68§=9 Unknown 2 16.2 B.54 411465
Unknown 2 11.1 B8.63 368274 F. 67.4 8.76 1716757
F 68.9 B.77 2293163 A 4.5 8.98 113048
Unknown 3 8.4 a.88 13164 D 3L | i.d8 81298
a 5.7 @.98 189222
S 5.2 1.28 171971 TOTAL AREA 2538339
TOTAL AREA 3329802 a 4.5% 0.08%
c 5 5.2%
8 5.7% o 60%
ST
1| 4%+
agsed :]
1 20%+
20%-
i “ @
SR
. W
2 : . t 1
t N 3 1 2 3
4.1.e. Hb S tasiyicisi 4.1.f. Hb D tasiyicisi

Sekil 4.1. Normal ve tastyici bireylerin kromatogram sonuglari
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TARTISMA

Orak hiicreli anemi tiim diinyada yaygin olarak goriilen bir hastaliktir.
Amerikan zencilerinde 375 kisiden biri orak hiicre hastasidir (122). Tiirkiye’de ise
Ozellikle Akdeniz bolgesinde yaygin olarak bulunmaktadir. 1616 yetiskin arasinda
yapilan bir calismada anormal hemoglobin siklig1 %0.8, OHA tasiyiciligi %0,25
olarak bildirilmistir. OHA hastaligi, belirtilerin yasam boyu siirmesi, is giliciine engel
olmasi, uzun dénemde morbiditenin yiiksek olmasi nedeniyle 6énemli bir sorundur.
Orak hiicre tasiyicilarinin genel olarak klinik bulgu gostermedigi bilinmekle birlikte,
litaratiirde ani 6liim, splenik infarkt gibi vaso-oklusif komplikasyonlar ve 8 vakada
akut gogiis sendromu rapor edilmistir (123). OHA dogum O&ncesi tan1 ve genetik
danismanlik ile onlenebilir kalitsal hastaliklar grubundandir. Ayrica klinik bulgular
ortaya ¢ikmadan Once tarama yontemleri ile hasta bireylerin saptanmasi ve uygun
Onlemlerin alinmasi ile hastaliga bagli morbidite ve mortalite azaltilabilir.

Calismamizda Antalya’da dogan yenidoganlarda heniiz klinik bulgular ortaya
ctkmadan HPLC yontemi ile orak hiicre taramasi yapilarak bolgemizdeki
yenidoganlarda HbSS (homozigot-hasta) ve HbAS (heterezigot-tasiyici)’in sikliginin
belirlenmesi amaglandi. OHA olan hastalarin bir kisminin erken ¢ocukluk
doneminde gelisen komplikasyonlar nedeni ile kaybedildigi bilinmektedir (71). Bu
nedenle yenidogan donemindeki Hb S sikliginin erigkin dénemden daha yiiksek
olmasi beklenilebilir. Ancak yenidogan doneminde Hb S sikliginin saptanmasina
yonelik Tiirkiye’den yapilmis boyle bir caligmaya literatiirde rastlanilamamastir.

Calismamiza Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum Klinigi'nde
dogan veya merkezimiz Yenidogan Bilim Dali tarafindan ilk muayenesi yapilan veya
merkezimiz Saglam Cocuk ve Yenidogan Poliklinigi'ne kontrole gelen ve il Saglik
Miidiirliigli tarafindan belirlenen dort saglik ocagina bagvuran 806 yenidogan dahil
edildi. 3 olgu Hb S tasiyicisi, 1 olgu Hb D tasiyicisi olarak saptandi. Anormal
hemoglobin ylizdesi %0,5 ve Hb S vyiizdesi %0,37 olarak bulundu. Anormal
hemoglobinlerin oran1 yetiskinlerde saptanan orandan (%0,8) daha diisiik ancak Hb S
orani yetiskinlerde bulunandan (%0,24) daha yiiksek olarak saptandi. Calismamizda
ornekleme yaptigimiz saglik ocaklari dogum oraninin yiiksek olmasi gerekgesiyle
secilmis merkezlerdi. 806 6rnegin 261°1 bu saglik ocaklarindan, 545’1 liniversitemize
bagvuran yenidoganlardan elde edildi. Calismamizda homozigot orak hiicre
anemisine hi¢ rastlanmadi ve bunun taranan olgu sayisinin az olmasiyla iligkili
olabilecegi diisiiniildii. Ayrica bu sonu¢ hemoglobinopatiler konusunda toplumun
bilgilendirilmesi ve prenatal taninin yayginlastirilmasi ile iligkili olabilir. Nitekim
Hb S saptanan bir olgunun, OHA tasiyicis1 ebeveynlerden prenatal tanmi yapilarak
dogdugu ve homozigot OHH kardesi oldugu 6grenildi. Merkezimiz kadin dogum
poliklinigine basvuran ciftlerden hemoglobin elektroforezi yapilmakta ve her iki
bireyin de tasiyici oldugu durumlarda prenatal tani Onerilmektedir. Bu sekilde
hastalikli bireylerin dogmasi engellenebilmektedir. Ancak her yerde o6zellikle de
kirsal kesimlerde aym titizligin gosterilememesi, gebelik takibinin diizenli
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yapilamamasi, sosyokiiltiirel nedenler dolayisiyla gebenin veya hasta c¢ocugun
doktora ulasgamamas1 gibi tilkemiz gergekleri goz oniine alindiginda, hasta bireyler
dogmakta ve bazen de tan1 konulamadan bu bireyler kaybedilmektedir. Belki de
erken tan1 agisindan tek sans olarak yenidogan muayenesi sirasinda tarama yapilmasi
ile bu sekil kayiplar engellenebilir.

Orak hiicre hastalig1 i¢in yenidogan tarama programlarinin gerekliligi halen
tartigmalidir. 15-20 yildir yenidogan taramasi igin gerekli olan teknoloji mevcut
olmasima ragmen genis ¢apli tarama programlar1 yayginlasmamistir. Ancak OHH
icin yapilan tarama programlarinin aile egitimini de iceren uygun klinik takip ile
birlikte yapildiginda kesin olarak hastalik ve olim oranini azalttigin1 gosteren
calismalar literatiirde mevcuttur (5-7). Cok merkezli randomize plasebo-kontrollii bir
calismada; 3 aylik donemde oral penisilin verilen grupta plasebo verilen gruba oranla
pnomokok sepsis goriilme insidansinin %84 azaldigr gosterilmistir (7). OHA
bebeklerin 4 aylik bir donem kadar erken yasta sepsis gecirebilecekleri bildirilmistir.
Bu nedenle profilaktik penisilin kullanimina yagamin 4. aymdan 6nce baslanilmasi
onerilmektedir. Yine pnomokok asilar1 yasam kalitesini artirmak i¢in yapilmalidir.
Sonraki donemlerde hastalarin takibi pediatrik hematoloji-onkoloji uzmanlarinin,
genetik danigsmanlar, sosyal calisanlar ve norolog, ortopedist, goz hastaliklari
uzmanlari gibi yan dal uzmanlari ile olusturduklar: bir takim tarafindan yapilmalidir.

Yenidogan taramast ile bir bebegin OHH oldugunun  belirlenmesi,
semptomlar gelismeden Once ebeveynlerin  ¢ocugun hastaligi  konusunda
egitilmelerine olanak saglar (6,19). Oncelikle olasi agir komplikasyonlarin erken
taninmas1 konusunda aileler egitilmeli ve onlara tavsiyelerde bulunulmalidir. Aileye
dalak biiyiikliglinlin palpe edilmesi 6gretilmelidir. Dalak biiyiikliigli, ates, derinin
soluklagmasi, solunum semptomlar1, agr1 belirtileri yada ekstremiteleri hareket
ettirememe gibi durumlarda acilen tibbi tedavi gormeleri gerektigi ailelere
sOylenmelidir. Ayn1 zamanda aileye hastaligin gecisi, tasiyicilik testi, prenatal tani
gibi konular1 igeren genetik danmismanlik verilmelidir. Bizim ¢alismamizda
homozigot OHH saptanmadi. Ancak Hb S tasiyicist oldugu saptanan 3 bebek ve Hb
D tasiyicist oldugu belirlenen 1 bebegin aileleri ¢agrilarak onlarin tasiyiciliklar da
dogrulandiktan sonra aileler konu ile ilgili olarak bilgilendirildi. Tasiyicilarin
hastaliksiz bir yasam siirdiikleri, tibbi bir takibe gerek duymadigi, yalnizca yiiksek
sicaklik, basingsiz ucakta ugma gibi bazi ¢ok 0Ozel kosullarda semptom
gosterebilecekleri anlatildi. Cagirilan ¢iftlerden yalnizca eslerden birinin tasiyici
oldugu ailelere, bundan sonraki dogumlarinda da hasta cocuk sahibi olma
olasiliklarinin olmadig1 soOylenerek endise etmemeleri konusunda bilgi verildi.
Hastaligin genetik gecis gosterdigi ve yalnizca iki ebeveynin de tasiyict olmasi
durumunda homozigot hasta c¢ocuklarinin olabilecegi aciklandi. Yalnmiz tasiyici
cocuklarinin ilerde evlenecegi kisinin de hemoglobinopati tasiyicis1 olmasi
durumunda hastalikli ¢ocugu olabilecegi ancak dogum oncesi tani ile bunun Oniine
gecilebilecegi anlatildi. Bu nedenle ¢ocuklarinin ve evlenecegi kisinin evlenmeden
once yada cocuk sahibi olmaya karar verdikten sonra ilgili kuruluslara basvurarak
genetik analizlerini yaptirmalarinin gerekliligi anlatildi. Sanshilikla ¢alismamizda
tasiyici saptanan olgularin ebeveynlerinden biri hari¢ digerlerinde ¢iftlerden sadece
biri tasiyici olarak bulundu. Her iki ebeveynin tasiyict saptandigi aile, OHA’li
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¢ocugu olan ve prenatal tan1 uygulanmis olan aile idi. Bu sekil tarama yontemleri ile
her iki ebeveynin tasiyict oldugu aileler de saptanabilir ve prenatal tani ile daha
sonraki gebeliklerinden hasta ¢ocuklarinin olmasi engellenebilir.

Yenidogan taramalarinda elektroforez, IEF ve HPLC en cok kullanilan
tekniklerdir. Coziiniirliik testi tarama hedefleri i¢in tatmin edici degildir. Taramalarda
kullanilabilecek tekniklerden, elektroforez yonteminin kullannomi da oldukga
azalmistir. Alkali pH’da seluloz asetat iizerinde yapilan elektroforez sonucu bulunan
anormal Ornekler sitrat agarda asit elektroforezde ileri incelemeleri yapilarak sonug
verir. Bu tekniklerle Hb S, C ve A giivenilir bir sekilde belirlenir, ayn1 zamanda
ucuz ve basittir. Ancak dogru sonu¢ vermek icin iki ayri elektroforez islemi
uygulanir ve yine diger anormal hemoglobinlerin ayrilmasinda sinirli ¢oziiniirliik
saglar. Alkali pH’da Hb C, E, A, ve Hb O’nun elektroforetik ayirimi benzerdir. Yine
Hb S, D ve Hb G birlikte hareket eder. Asit pH’da Hb C, Hb E ve Hb O’dan ve Hb S,
Hb D ve Hb G’den ayrilir ancak Hb E’yi Hb O’dan ve Hb D’yi Hb G’den ayirmak
miimkiin degildir. Ayni1 zamanda elektroforez yavas, laboratuvar yogunlugu
olusturan bir tekniktir ve diisiik konsantrasyonlardaki Hb varyantlarini (6rnegin Hb
Aj) ve hizli Hb varyantlarimi (6rnegin Hb Barts) belirlemede yetersizdir. IEF
laboratuvar yogunlugu olusturmasina ve uzun zaman almasina ragmen
hemoglobinlerin ayrilmasinda ve miktar tayininde kullanilmaktadir (124). Bu yontem
tek bir prosediir ile Hb A, S ve C’yi elektroforeze gore daha iyi ayirir. Ancak daha
pahali olup, kullaniminda daha az tecriibbe vardir. Kapiller IEF ise kapiller
elektroforez ile HPLC’nin birlestirilmesiyle olusturulmus hibrit bir tekniktir
(19,125). Ornekler izoelektrik noktalarina gore ayrilir. Katyon-degistirici HPLC
yenidogan taramalarinda ve Hb A, ve Hb F miktarlarin1 6lgmede tercih edilen bir
metoddur (126). HPLC duyarli, hizli ve birgok anormal hemoglobini ayirabilen bir
tekniktir. Bu nedenle bizim c¢alisgmamizda da bir ¢ok {iilkede oldugu gibi HPLC
yontemi tercih edildi. Bio-Rad Variant Hb A,, Hb F, Hb A, Hb S, Hb D ve Hb C
miktarlarin1 6lgmede kullanilan otomatik bir katyon-degistirici HPLC cihazidir.
HPLC yontemininde kendi i¢inde yorumlama problemleri vardir. Hb E Hb A, ile
birlikte yiiriidiiglinden bu Hb varyanti1 igeren Orneklerde Hb A, Olciimii
yapilamamaktadir (127). Yenidogan doneminde Hb A, c¢ok az goriildiigli yada hig
goriilmedigi icin, yenidoganlarda Hb E ve Hb Aj;’nin HPLC ile ayiriminda
karigikliga neden olmaz.

Ailelerin hemoglobin elektroforez sonuglarina baktigimizda 1. bebegin anne
ve hasta kardesi ve 3. bebegin anne ve tasiyici kardesi yiiksek Hb A, oranlarindan
dolay1 talasemi tasiyicisi olarak da goriilmektedir. Cocuklar hem Hb S hemde yiiksek
Hb A,’yi annelerinden aldiklarindan dolay1 bu sonuglarin S ve B mutasyonlarinin
ayni gen 1lzerinde tasinmasiyla olusan cis mutasyonlar sonucu ortaya c¢iktigi
diistintilebilir ancak kesin taninin konmasi i¢in DNA dizi analizin yapilmasi
gerekmektedir. Zaman kisitliligt dolayis1 ile bu testler yapilamamistir. Aileler
cagirilarak mutasyon analizleri en kisa zamanda c¢aligilacaktir. Bu iki mutasyonu
tagiyan bireyler klinik olarak SP talasemi gibi seyretmezler ¢iinkii yalnizca bir
ebeveynden bu iki mutasyonu almislardir. 1. bebegin hasta kardesinin DNA dizi
analizi daha onceden yapilmis ve homozigot Hb SS olarak bulunmustur. Aym
sekilde annesi ve babasina da dizi analizi yapilarak her ikisi de Hb S tasiyicist olarak
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bulunmustur. Hasta ¢ocuk ve anneye herhangi bir B mutasyonu igerip icermedigine
bakmak i¢in daha ayrintili bir dizi analizi yapilacaktir.

HPLC cihaz1 Hb Barts i¢in de hassas bir cihazdir ve yenidogan doneminde
gorilen Hb Barts’t Fast olarak okur. Dogumda bu oran yiiksek olabilir ancak
ilerleyen donemlerde diismesi gerekir. Olas1t bir Hb H hastaligi olup olmadigim
anlamak icin calismamizda Fast oram1 yiiksek olan (>25) olan bebekler ve
ebeveynleri sonraki aylarda tekrar ¢agirilip hemoglobin ve hematolojik
parametrelerine bakildi. Genetik analiz yapilmadan bu bebeklerin o-talasemi
tastyicilign hakkinda kesin bilgi verilememekle birlikte yapilan incelemelerde bu
bebeklerin ve ebeveynlerinin Heinz body cisimcikleri igermedikleri, anemik
olmadiklar1 ve HPLC ile yapilan Hb A, degerlerinde bir distikliik olmadig
gbzlemlendi.

OHH yenidogan taramalar1 ile belirlenen en yaygin hastaliktir. Oyleki
Amerika’da her yil yaklasik 2000 etkilenmis bebek dogmaktadir (128). Amerika’da
OHH ile dogan pekcok bebek, rutin olarak yapilan yenidogan taramasi ile tani
almaktadir (19,129). Amerika gibi diger gelismis iilkelerde de yenidogan taramasi
cok iyi yerlesmis ve belirlenen vakalarin aile egitimi, bagisiklik kazandirma ve
penisilin proflaksisi ile uygun takibi ile hastalik ve oliim orani belirgin olarak
azaltilmistir  (10,130,131). Yenidogan doneminde belirlenemeyen etkilenmis
cocuklar genellikle bebeklik yada erken ¢ocukluk déneminde solukluk, ates, dalak
biiyilikliigii gibi yakinma ve bulgular nedeniyle arastirilirken tani alir veya el-ayak
sendromu, pndmokok sepsisi yada menenjit, agir anemi, splenik sekestrayon, akut
gbgiis sendromu gibi ¢cok daha agir kliniklerle basvurabilir. Dogumda prenatal tani
yada dogum sonrasi yenidofan taramasi yapilmamis yiiksek risk grubundaki
bebekler dogumdan sonra miimkiin oldugunca erken donemde hemoglobin
elektroforezi ile taranmalidir. Tarama sonucu Hb S yoniinden pozitif bir bebek ise
dogrulayici testler yasamimin 2. ayindan Once yapilmali ve bdylece aile egitimi,
penisilin proflaksisi, asilama gibi 6nlemlere bir an dnce baglanmalidir (6,19).

Yenidogan doneminde hemoglobinopatiler agisindan bebeklerin taranmasi
icin uzun yillardir teknoloji mevcut oldugu halde taramanin benimsenmesi
yayginlasamamistir. Bir hastalikla ilgili olarak tarama yapilabilmesi i¢in oncelikle
erken tani ile hastaliga bagli morbidite ve mortalitenin azaltilabilir olmasi, hastaligin
tarama yapilan bolgede yaygin olarak goriilmesi ve tarama yonteminin ucuz, maliyet
yararlanim oraninin yiiksek olmasi gerekmektedir. OHA’de erken teshis ile baslanan
profilaktik penisilin tedavisinin pndmokok sepsis sikligini ve buna bagli morbidite ve
mortalite oranlarni azalttigin1 gosteren caligmalar literatiire sunulmustur (6,7,132).
Ailelerin de egitilmesiyle olast komplikasyonlarin 6niine gegilebilmektedir. Ayni
zamanda ailelere genetik danismanlik verilerek sonraki ¢ocuklarinin hasta dogmasi
da engellenebilmektedir. Hemoglobinopatiler acisindan tarama yapilmasinin yararlari
iyi bilinmekle birlikte yayginlagsmasindaki en 6nemli kisitlayic1 faktér maliyetinin
yiiksek olmasidir. Yenidogan taramasi i¢in uygun kosullar1 saglayan merkezi
laboratuvarlarin belirlenmesi ve altyapinin bu merkezlerde yogunlastiriimasi ile
taramanin etkinliginin artmasi, hata oraninin diismesi saglanabilir ve bu sekilde
maliyet azaltilabilir. Ancak yenidogan taramasinin ekonomik degerlendirilmesi
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yapilirken, erken tan1 ve tedavi sayesinde kazanilan yillar, aile ve toplum i¢in hasta
birey olarak yasamanin maliyeti ve erken tedavi ile komplikasyonlarin
azaltilmasindan saglanan kar da hesaba katilmalidir.

Sonug¢ olarak, c¢ocukluk doneminde orak hiicre hastaliginin o6ldiiriicii
komplikasyonlarinin onlenmesi ve tagiyicilarin belirlenmesi icin
hemoglobinopatilerin yaygin olarak goriildiigli bolgelerde orak hiicre anemisi
acisindan yenidogan taramasi yapilmasinin yararli olacagi sonucuna varilmigtir.
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