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Agenda

» Hamoglobinopathien
» Abklarungsalgorithmus
» Hamatologische Untersuchungen
» Molekulargenetische Untersuchungen

> Interdisziplinare Befundung

» Fallbeispiel
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Inzidenz der Hamoglobinopathien

> 5.2% der Weltbevolkerung sind Trager
» 7% der Schwangeren
» Mortalitat von ca. 3.4% (6.4% in Afrika) der Kinder unter 5 J
» In Schweiz & Deutschland
» 50’000 — 400°000 betroffene Menschen
» Tendenz steigend: Globalisierung, Fluchtlingsstrome
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Klassifikation der Hamoglobinopathien

OLchain
/

Abnormales Hamoglobin pae ctehain
Qualitative strukturelle Veranderung des Hamoglobins j¢ (0

Thalassamie e
Quantitative Veranderung der Hamoglobinsynthese
p chain B chain
o-thalassemias | S SOt B-thalassemias
Auftreten der 1. Deletionen MEiate Beta 1. Sequenz-
Mutationen 2. Sequenz- Iy varianten
- e varianten 105 2. Deletionen
1« c2 [:L:;:(;llt e ; ‘. ;
| *-jccr?’ 15-80% k‘ o et [:le“' ’ -

adaptiert von Weathereall DJ Nat Rev Genetics 2001 und Sposi NM , Inherited Hemoglobin Disorders, 2015
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Aufbau des Hamoglobins

T B -Globinkette

H,c ik B-Globinkette

¢

A
'..-F.

()

Lelele
Typ__| Ketten | Anteil (%)

Hb A (]2 [32 95 = 96 .

a-Globinkette _
HbA, a,0, <3.2 a-Globinkette
Hb F 05 Ys <1.5
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Ontogenese der Hamoglobine

HBA2 HBA1

'} | Megaloblast Macrocyte Normocyte

Yolk Liver

Organs| cae Spleen Bone marrow
[0 oL o
40 Y

Hb Gower
10 §

Part in the total
synthesis of globin, %
w
o

N
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5 Y

T T T T T T T T T T T
i 12 18 24 30 36A 6 12 18 24 30 36 42
Prenatal age (weeks) Birth Postnatal age (weeks)

ol-similar globin chains
B-similar globin chains




Ontogenese der Hamoglobine

Types
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Ontogenese der Hamoglobine

Types
of cells

Organs

[42]
T

=Y
T

Part in the total
synthesis of globin, %

n w

‘O o
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T
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o
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B

Hb A

Prenatal age (weeks) Birth

ol-similar globin chains
— B-similar globin chains
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Ontogenese der Hamoglobine

C yC  wyal o2 al )

HBZ HBA2 HBA1

Types
of celis Megaloblast Macrocyte Normocyte
Organs ‘gc;l(l:( Liver Spleen Bone marrow
o
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T T T T T T T F—T T T T
6 12 18 24 30 36A & I 18 24 30 36 42
Prenatal age (weeks) Birth Postnatal age (weeks)

ol-similar globin chains
— B-similar globin chains
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Hamoglobinopathien — genetische
Ursache —

VATER O O MUTTER
. e . Mutationstrager Mutationstrager
» Eine der haufigsten monogenetischen
Erbkrankheiten g % % %
» (Meist) rezessiv vererbt =

» Heterogene Gruppe von genetischen
Erkrankungen

Wi

altiimpamn
aliiman

gesundes Kind Mutationstrager = Mutationstrager krankes Kind
Wahrscheinlichkeit: 1:4 2:4 2:4 1:4
gesund Trager Krank
kein-intermediarer Intermediare-volle

Phanotyp Auspragung
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Chromosomale Position der Hb-Gene

} ll !l w2 e Gy Ay ypl o B
| 2 3 4 5
)i EI ]i :: !E @ E: HBE HBG1 HBG2 HBD HBB
6

. . e HBA
I ' ' ! ' ‘ 3 3 . § z ¢ \/a yal o2 ol )
13 14 5 17 18
l ' HBZ HBA2  HBA1
Y. 8t AR L
19 20 21 22 X ¥ HBA2 : HBA1

25 1
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Phanotypische Klassifikation der &
a-Thalassamien

Gesund, Wildtyp %Eﬁ
“silent” o-Thalassamie SrTE = Unau.ffalllg bis leicht
AE-= vermindertes Hb, MCV,
MCH
A WA w—

Heterozygot fir o

LR \ilde mikrozytare,

a-Thalassamie Trait hypochrome Andmie

Homozygot fur o*

_ ~f{i§-4i®— Moderate mikrozytare,
HbH Krankheit i ®-Ai®— hypochrome Anidmie

A== Schwere mikrozytare,
Hb Bart’'s Hydrops Fetalis Syndrom (letal) ~AiW-{i®— hypochrome Anamie
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Phanotypische Klassifikation der
B — Thalassamien

» Defekte B-Globinketten-Synthese oder —Funktion:

Thalassamie — minor - reduzierte Menge
Thalassamie — intermedia
Thalassamie — major - sehr wenig oder keine (-Globinketten

yp2 e Gy Ay wypl 3§ p

— e e e

HBE HBG1 HBG2 HBD HBB
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Therapie

» Minorformen

» Meistens keine besondere Behandlung notwendig
» Kein Eisen!! Ausser bei nachgewiesenem Eisenmangel

» Majorformen

» Sehr aufwendig

» EC-Transfusionen in Kombination mit Eisenmobilisation
» Splenektomie

» Allogene Stammzelltransplantation
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Diagnostischer Algorithmus der Anamien

Ja

Ist die Anamie (Hb < LLN) assoziiert mit anderen

hamatologischen Veranderungen?

A 4

Lebererkrankung?
Hypersplenismus?
Substratmangel?

Falls Werte nicht erklart:

Nein

A

Retikulozytenzanhl

KM-Punktion v ’
>100 G/I <100 G/I
Hinweise fir Hamolyse? Erythrozytenindizes?
[ [ | [

Ja Nein MCV >100fl MCV 80 - 100fl
Ursache Evaluieren fur Evaluieren fur Evaluieren flr
Evaluieren hamorrhagische makrozytare normozytare

Ursache Anamien Anamien

//I\‘

" MCV < 80fl

A

Evaluieren fur
mikrozytare

@émien /

\/
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Diagnostischer Algorithmus

4 N
1. Phase
Allgemein
> Blutbildparameter / Hamogramm Labor
\. v,
> Blutausstrich 1
: 4 A
> Retikulozytenzahl 2 Phase
: biochemische
> Eisenstatus
Analysen
\. J
> Entziindungsparameter 1
> Hamolyseparameter ( )
3. Phase
> Zinkprotoporphyrin molekulare
Analysen
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Huber-Herklotz-Formel

Ziel: Erleichterte Differenzierung von Thalassamien und Eisenmangel-Anamien

Messwerte
MCH (mittlerer korpuskularer Hb-Gehalt)
MCV (mittleres korpuskulares Volumen)

Ec (Erythrozyten)
RDW (Erythrozytenverteilungsbreite)

Eisenmangel > 23

HH = MCH : RDW_ ; rpW Graubereich 21-23
107 EC Thalassimie <21
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Eisenmessung: Zink-Protoporphyrin-Messung

Ziel: Hinweis auf Eisenmangel-bedingte Anamie

i
HC CH;

HsC CH=CH,
2 H*
Hs;C CH;
CH, Fez+ ?Hz CIHZ
Il CH_ CH_
eH T e o
HsC \\ NN -cH-CH, Ferro- OH ) OH
NH N— chelatase Ham
HC CH
\ \N HN % ﬁHz
N Eisenmangel "¢ e
GH2 GH2 H1C CH=CH,
CH, CH,
¢c=0  c=o
OH OH
) HaC CHj;
Protophorphyrin IX I il
(l.‘.Hz CHy
(I.':=O CcC=0
OH OH

Zink-Protophorphyrin

Erhohte Werte:

» Eisenmangel

» Bleivergiftung

» MDS

» Anamie bei chronischen
Erkrankungen
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Blue Laser Technology von Sysmex™

» «erythrocyte auto-flourescence rate» = AF

RBC gate  AF gate

/ / Cell number in AF gate
— 7 Autofluorescence-rate (AF%) = X 100

Cell number in RBC gate

V-FSC

Keine Anamie Eisenmangel B—Thalassamie



Diagnostische Performance fur
a/B-Thalassamien vs. Eisenmangel

Auto-fluorescence rate [%]

35 4
30 -
25 -
20 -
15 -

10 -

N =157
p < 0.001
zwischen den Stadien

[ e

Normal Stagel Stage2 Stage3
(n=52) (n=46) (n=17) (n=42)

1
0.9
08
07

£os

2

e

£os

3
o 04

0.3
b

0.2

0.1

0

ROC(IDA)_AF%

—

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
1-Specificity
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Formula AUC
New parameter(F%) 0.978*
G&K 0.913*
E&F 0.877
Mentzer 0.856
Huber and Herklotz 0.822
*p = 0.005

flir AF% vs. G&K

—— New Parameter (AF%)

—— Huber and Herklotz E&F

Mentzer ——G&K
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Diagnostischer Algorithmus

~ N
1. Phase
Allgemein-
> Klinische Informationen L Labor )
> Andere Informationen (FA, Ethnie, Transfusionen, SS) 1
4 ™
> Hamoglobinstabilitat 2 Phase
biochemische
Analysen
\_ Y,
20.04 .
17,53 ]
15.03
12.53
00 1 g L, g A
530" 5 & g ) 3. Phase
;:E T g=" ) molekulare
WMA NN NN _ Analysen
0 T T T T ; . J




Kantonsspital Aarau ’ﬂf‘

|dentifikation der Hamoglobin-Fraktionen

Methoden
» CAF (Celluloseacetatfolien-Elektrophorese)
» HPLC (High performance liquid chromatography)

» CE (Kapillarelektrophorese) HbS HbF
Krankheit Auftragsstelle HbA; HbS HbF  HbA HbH
normal oder a-Thalassamie* | \l I I . |
heterozygotes HbS | | I I | I |
homozygotes HbS (Sichelzellkrankheit) | | I . I |
heterozygote p-Thalassamie | l I I . |
(Thalassaemia minor)
homozygote p-Thalassamie | | I . |
(Thalassaemia major)

o I B |
compound Heterozygotie von HbS | | Hic I I |
mit HbC

I |

HbH-Krankheit | I I

HbH-Krankheit und Hb Bart's Hydrops fetalis

Auftragsstelle HbAZ2 HbA
pH: 8.2-8.6



Kantonsspital Aarau v%"

|dentifikation der Hamoglobin-Fraktionen

Methoden

» CAF (Celluloseacetatfolien-Elektrophorese)

» HPLC (High performance liquid chromatography)
» CE (Kapillarelektrophorese)

Gesunder HbF HbA HbA HbA, Hb AS HbF HbA HbA HbA, HbS
QoY 0Py 0B, 020
20.05 20,0+
17.5 115_5
15.0: 1503
o e 12.54
10.04 ] y
£ 1V : st BRI :
s Lo E < g - 3
5038 =2 . 5032 2 " g 3"
e Rk b3 < E I v | !
Gk BN H A 239w fl e M”
0.03 " A A . SN 0.0 | ; ¥ i
BB R BB S EaaR BEmE ; P R & g

Time (min.)
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Hb S: Sichelzelltest

Ziel: Komplementare hamatologische Methode zur Bestatigung der Hb S-Diagnose

i e e «Sicheln» der desoxygenierten Sichelzellen

Polymerization of Deoxygenated Sickle Hemoglobin (HbS)

dh h q —> Blutausstrich unter O,-Entzug: Induktion
o - e

des Sichelns
Polymerisierung des Hb S
Verformung des Erythrozyten (Sichelzelle)
Duktilitatsverlust

Sickling of Red Blood Cell jiiu

s "
v@- v DO
0. p
Mormal Red Blood Cells Sickle Cells o

SR R 8" (
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|dentifikation der Hamoglobin-Fraktionen

Methoden

» CAF (Celluloseacetatfolien-Elektrophorese)

» HPLC (High performance liquid chromatography)
» CE (Kapillarelektrophorese)

Hb AE HbF HbA HDbA,-E HbA HbE A,
20.0 I ¢ ¢ z15 \Z14)213)  z12 | In :zrs!‘g’_k 8 ) ZF) | Z(D) 'ZrSJT;%[ZHHiJZ(C}: g
] Lo | | Bl | Lo o H
1753 BRI I
‘ 16.04 , S IR L
: vl A A o
12,53 N AR B P
< 3 ¥ ' . BT :
< 100 - - P RS R
T .53 y Lo | [1 :L."'I;ig‘ '
- o= | R N
5.0 0o 7
1u. I 1L
- 3. 259 % d o ! k o
E A P e
2 34 00 . B N JAA

Time (min.) [N
HbE heterozygot



Diagnostischer Algorithmus

THAI(F) THAI(R)
MED(F)

FIL
L& 20.5(F) 20.5(R)

’. afSEA(F} a{R] -
g q.rgl Hwaz wot l|—1u2 }—lcr.l

bs HVR

3.7(F) 3.7(R1) 3.7(F) 3.7(R2)

— wol <J r o2 *l ‘J r- ol :I—
4.2(F) 4.2(R1) 4.2{R2)

X2 ! z2 %1 L I:I"1 Z1
¥1

Y2

Kantonsspital Aarau

&

~
1. Phase
Allgemein-

Labor

J

L
2. Phase

biochemische

Analysen

y,

L
3. Phase
molekulare
Analysen
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Deletionsanalyse

GAP-PCR (Polymerase Chain Reaction) AAAINSSATIAS

Anwendung: :
- . , 1. Deletionen
+ Haufigste a-Globingencluster-Deletionen 2. Sequenz-
o of (—a37kb  _gd-2kb) varianten

« O (——SEA __MED _ THAI _()20.5kb __FILy e

+ spezifische HPFH-Typen, &/p- L

Thalassamien | ‘./
! - [l
5 roae | ST

MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification) Be B
Anwendung: a- und B-Thalassamien
« Komplexere Deletionen

1
LT
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Deletionsanalyse: GAP-PCR

Bsp: a*-Thalassamie

37(F)  3.7kB Deletion 3.7(R2)

- =il

4.2kB Deletion

|2 11
2

—t yotl ‘

- <

4 2(F)

>

4.2(R2)
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Deletionsanalyse: GAP-PCR

Bsp: a%-Thalasséamie

THAI (F
FLE | P < v i 0
MED (F) - < > - MED (R)
20.5 (F) 203 (F) a(R)
SEA (F) D T— r > >42-|%E’AF({?<)
WT
&2 ;:Lr.-:w w1l Hwya2 —|L|.rn'.l o2 al 81 ‘;‘%‘H
-
-
i
South East Asian-Deletion

SEA (F) r e > < SEA (R)

£2 o g4 wCl

imter HWVR

3 HVR
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MLPA

Bsp: a-Thalassamie

Ziel: Bestimmung der Anzahl von Kopien unterschiedlicher Sequenzabschnitte
1.75 r_|

1.50 |

1.25
1.00 |
0.50
p.o0- - | ------
w0 - [ra] o == =T — o =T (a3 [Ty o — 0 TI'
D00
150 % | |- - - - - - - - s T T T T T T T
1 ”g 2- p— _‘|E] =T = g = B I e e o= .I_ B S e .I_ B e st e = s
0%
coo ol oo o s s s s s smsrsmsmEms £ s s s s o mEms s s s22 8 oz oz o®
2 ZTI3IE & & & g2 & & & & Smeme=zs=sme £ & g § g &g282:s g 2 @m0 op 2o
5I|IEEEEEE888eeeeeeeeeeeeeeeeegtgﬁg
o T F & F 22 FEREEE R R R G E L FEEFFE
r xr T r xr T l: xr T r r I r r xr T r xr T r r I r r xr T

| a*2-Deletion
a3 "-Deletion

<>

Allel 1: o42-Deletion  — = — ~
lz:’ 4.2(R2)
€ >

3.7(F)

Allel 2: o3-7-Deletion - }j

- Fusionsgen

a4.2(F) 4.2(R1) 4.2(R2)



Sequenzvarianten: Beta-Strip

Ziel: Bestimmung der 22 haufigsten Sequenzvarianten des -Globingens

VST 110G —A
CD 38 C—T
WE1ET-C
W51 1 G—=A
IV82 745 C=G
COB-A

W81 110 G—=A

CD 39 G B-thalassemias
VS2 1 G—=A
W51 5 G=C

Gbaa-c 1. Sequenz-
varianten
2. Deletionen

NSt 5 G0
CORD G

NSt 1 G—=0

619 bp DEL

CD 26 G--A[HbE)}
CD 4142 -TCTT

miu<—H0r—=s

24
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- Control

mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant
mutant

wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type
wild type

-- Red Marker Line (top)

-101[C>T] c-151C>T
-87[C>G] c.-137C>G

- 30 [T>A] c.-80T>A
codon 5 [-CT] c.17_18delCT
codon 6 [G>A] HbC c.19G>A
codon 6 [A>T] HbS c.20A>T
codon 6 [-A] c.20delA
codon 8 [-AA] c.25_26delAA
codon 8/9 [+G] c.27_28insG

codon 15 [TGG>TGA] c.48G>A
codon 27 [G>T] Knossos ¢.82G>T

IVS 1.1 [G>A] c.92+1G>A
IVS 1.5 [G>C] €.92+5G>C
IVS 1.6 [T>C] c.92+6T>C
IVS 1.110 [G>A] c.93-21G>A
IVS 1.116 [T>G] c.93-15T>G
IVS 1.130 [G>C] c.93-1G>C
codon 39 [C>T] c.118C>T
codon 44 [-C] c.135delC
IVS 2.1 [G>A] c.315+1G>A
IVS 2.745 [C>C] c.316-106C>G
IVS 2.848 [C>A] c.316-3C>A
-101to - 87

-30

codon5to 9

codon 15

codon 27

IVS1.1t0IVS 1.6

IVS 1.110 to IVS 1.116
IVS 1.130

codon 39

codon 44

VS 2.1

IVS 2.745

IVS 2.848

Green Marker Line (bottom)
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Sequenzvarianten: Sequenzierung

Ziel: Bestimmung patientenspezifischer DNA-Sequenzvarianten in a- & - Globingenen

| ——
Exon3 1| |
S
T ¢ ¢ T & & T ¢ T T T & A A T A A A & T ¢ T & A & T & @& & ¢ i & ¢
conbined ¢ ¢ T 6 & T ¢ T T T & A A T A A A & T t T @& A & T 66 6 6 chm-: ¢
L= T N S |
¢ ¢ T & 6 T ¢ T T T & A A T A A A & T ¢ T & A & 1T e 66 ¢ cpme ¢
HBAZEXF ‘ . . I
£ 2E3fud ! ! ! ! ? Bl
¢ ¢ 1T 6 6 1T ¢ T T 1 & A A T A A A 6 T €t 1T 6 A 6 1T 6 6 ¢ CHE s ¢
HBALEXEF

| o' mauom‘AAAAA..A i

¢ c T G G T ¢ T T T G A A T A A A G T c T G A G T G G G c G

HBAZEXTR

HBA2/ Exon 3

Exon/Intran v



Sequentielle Diagnostik: Workflow

» Familienanamnese
> klinische Angaben/Anforderungen
» HH-Formel < 21 (Graubereich 21-23)

<35% <30% <3I5% <35%

S\
THB-Stip.
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Fallbeispiel
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Fallbeispiel

» 33 jahrige Patientin stammt aus Damaskus (Syrien)

» Bekannte microzytare, hypochrome Anamie

» Intermittierende lkterus

» Wiederholte Transfusionen wahrend den Schwangerschaften
» Leichte Hepato-Splenomegalie

» Zurzeit asymptomatisch

Parameter Normbereich|_AO.

Hamoglobin 120 — 155 ¢/l 95
Hamatokrit 0.36 -0.45 I/I 0.346
Erythrozyten 3.9-5.6TI/ 5.24
MCV 80 — 98 fl 66
MCH 27 — 34 pg 18.1
MCHC 310 — 360 g/l 275

Ec-Anisocytose (RDW-CV) <15% 19.7

&
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Fallbeispiel
Frage 1

Welche Untersuchungen wuirden Sie als nachstes veranlassen

Ferritin

Leberparameter (ALAT)

Entzindungsparameter (CRP)

Zinkprotoporphyrin

Thalassamie / Hamoglobinopathie Abklarung

Hamolyseparameter

Antwort 1 & 4

Alles (1-6)

Stufendiagnostik: zuerst Eisenmangel ausschliessen, danach Thalassamie /
Hamoglobinopathie Abklarung

© ® NO OA DN~
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Fallbeispiel
Frage 1

Welche Untersuchungen wuirden Sie als nachstes veranlassen

Ferritin

Leberparameter (ALAT)
Entzindungsparameter (CRP)
Zinkprotoporphyrin

Thalassamie / Hamoglobinopathie Abklarung
Hamolyseparameter

Antwort 1 & 4

Alles (1-6)

OlXP N O O~ WD~

Stufendiagnostik: zuerst Eisenmangel ausschliessen, danach Thalassamie /
Hamoglobinopathie Abklarung
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Befunde
I N R [ T

Ferritin ug/l 23 - 110
CRP mg/d| <0.6 <0.1
Tf-Sattigung % 16 — 45 30
Tf-Rezeptor — 10sl. mg/I 1.71-413 12.37
Retikulozyten % 0.54-2.02 3.72
Retikulozyten abs. Gl 25 -102 192
ALAT U/l <35 20

Zinkprotoporphyrin ~ Umol/mol Ham <50 67
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Fallbeispiel
Frage 2

Ihre Verdachtsdiagnose lautet:

1. B - Thalassamia minor

2. B - Thalassamia major

3. a - Thalassamia minima (heterozygote a* Thalassamie)
4. HbH-Krankheit (compound heterozygot)

5. a— Thalassamia minor (homozygote a* Thalassamie)
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Fallbeispiel
Frage 2

Ihre Verdachtsdiagnose lautet:
1. B - Thalassamia minor
2. B - Thalassamia major

3. a - Thalassamia minima (heterozygote a* Thalassamie)

4. HbH-Krankheit (compound heterozygot)

5. a— Thalassamia minor (homozygote a* Thalassamie)
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Fallbeispiel
Genetik — GAP PCR —

Patientin
Triplikation
Homozygot
Heterozygot
WildTyp

PCR 1
HBA2

PCR 2
HBA1
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Fallbeispiel

Geneti

e — el
— 104
E — WAl
B — ol

e —

—

— MLPA —
|

Analysis Mode: Gene vs ctrl
o)
(=}
<t

1.75
1.50
1.25
1.00
0.75
0.50
0.25
0.00-

¢d03dd
ENIXY
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Figure 5 Deletions of one a-gene giving rise to a+thalassaemia. The extent of the deletion is shown as bars, thin lines indicate regions of uncer-  Figure 6 Deletions of two a-genes giving rise to o®-thalassaemia
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Harteveld CL, et.al. Alpha-thalassaemia. Orphanet J Rare Dis. 2010 May 28;5:13.
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HbH Erkrankung — Review —

Haufig compound Heterozygotie
Selten homozygot fiir einen moderat-schweren genetischen Defekt (aTa/ a'a)
Normalerweise werden <30% alpha-Globin Ketten synthetisiert
Klinisch aussert sich mit
» Splenomegalie (schwere Formen)
» Hypersplenismus
» lkterus
» Folsauremangel
» Komplikationen
» Infektionen
» Ulkus
» Gallensteine
» Patienten mit non-Deletionalen HbH sind klinisch schwerer betroffen
» Eisenuberladung (CAVE: altere Patienten)
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Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit
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