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Diagnose von Hamoglobinopathien
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Hamoglobinopathien beinhalten eine heterogene Gruppe von genetischen Erkrankungen. Sie geho-
ren mit einer Tragerfrequenz von 7% der Weltbevélkerung zu den haufigsten monogenen Erbkrank-
heiten. In der Schweiz sind etwa 50000 Personen betroffen, darunter 250 mit schweren Hamoglo-

binopathien.

Die genetischen Verdnderungen betref-
fen die Globingene, welche fiir die Un-
tereinheiten des Hamoglobinmolekiils
kodieren. Man unterteilt in Thalassi-
mien (verminderte Synthese von Glo-
bin) und anormale Himoglobine (ab-
normales Protein). Die betroffenen Gene
liegen auf Chromosom 11 (g, v, 6, B)
und auf Chromosom 16 (al und a2).
Wihrend anormale Himoglobine und
-Thalassdmien meist durch Punktmuta-
tionen verursacht werden, sind die Ursa-
che von a-Thalassamien oft grossere De-
letionen. Himoglobinopathien kommen
primér in fritheren und rezenten Mala-
riagebieten vor, dies weil Mutationstra-
ger einen gewissen Schutz vor Malaria
geniessen und somit in diesen Gebieten
tiber einen Selektionsvorteil verfiigen.
a-Thalassdmien haben in Griechenland
und in Siidostasien hohe Privalenzen,
B-Thalassdmien primir im Mittelmeer-
raum und in Asien. Die anormalen Ha-
moglobine Hb S (welches im homozy-
goten Zustand die Sichelzellkrankheit
verursacht) und Hb C sind im subsaha-
rischen Afrika verbreitet; weitere haufige
anormale Hamoglobine sind Hb E und
Hb D. Interessanterweise kommen auch
in der autochthonen Schweizer Bevolke-
rung Hamoglobinopathien vor, wie z.B.
die seltene a-Globin-Variante Hb Ziirich-
Albisrieden.

Klinik und hamatologische
Diagnostik

Klinisch manifestieren sich Himoglo-
binopathien u.a. durch persistierende
mikrozytare oder unklare Anidmie,
Hamolyse, Zyanose, Polyglobulie und
vermehrte Aborte. Es gibt keine ur-
siachliche Therapie, weshalb auf Trans-
fusionen und - als Folge ebendieser
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- auf Eisenchelatoren zuriickgegriffen
werden muss. Ausgehend von der klini-
schen Fragestellung geschieht die Dia-
gnose am besten aufgrund eines Al-
gorithmus, welcher folgende Schritte
umfasst: Ausgangspunkt ist ein Hi-
mogramm und ein Blutausstrich, ge-
folgt von Tests zum Ausschluss eines
Eisenmangels und anderer Ursachen
einer Anamie. Eine schwierige Auf-
gabe ist die Differenzierung zwischen
milder o-/f-Thalassdmie und Eisen-
mangel respektive der Kombination
von beidem. In dieser Situation helfen
Formeln wie diejenigen von England/
Frazer oder von Huber/Herklotz (Abb.
1), welche unter Einbezug von Hi-
moglobin, Erythrozytenindizes, Eryth-
rozytenzahl und allenfalls Retikulozy-
tenzahl die Wahrscheinlichkeit einer
Thalassdmie berechnen.

Bleibt der Verdacht auf eine Hamo-
globinopathie bestehen, miissen Spezi-
alanalysen unternommen werden. Die
endgiiltige Hiamoglobinopathie-Abkla-
rung im Speziallabor umfasst unter an-
derem die Bestimmung der Hamoglo-
binmolekiile mittels Elektrophorese,
HPLC, Kapillarelektrophorese oder
sogar Massenspektrometrie (Abb. 2).
Die héufigsten anormalen Hamoglo-
bine konnen meistens aufgrund des
Banden- bzw. Peakmusters klar dia-
gnostiziert werden, und es bedarf nur
bei unklaren Befunden, Kombinations-
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Abbildung 1: Die Huber-Herklotz-Formel
erleichtert die Differenzierung von Tha-
lassdmien und Eisenmangel. Huber-Her-
klotz-Werte unter 21 weisen auf eine Tha-
lassamie hin, wahrend Werte Uber 23 fir
einen Eisenmangel sprechen. Ziel ist ein
Algorithmus mit hoher Sensitivitat und ho-
hem positivem pradiktivem Wert, so dass
insbesondere die Molekulargenetik opti-
mal eingesetzt werden kann.

zustinden und bei Neugeborenen (bei
denen das fétale Himoglobin die Dia-
gnose erschwert) molekulargenetischer
und anderer spezieller Abkldrungen.
Ebenso kann meistens mit Hilfe der Be-
stimmung des Hamoglobins HbA2 eine
B-Thalassdmie belegt oder auch ausge-
schlossen werden. Vorsicht ist dort jedoch
bei zusitzlichem Eisenmangel respektive
Werten von HbA2 im oberen Normbe-
reich (2,2-3,1%) angezeigt. Hier kann
sich eine milde silent-p-Thalassédmie oder
[+*-Thalassamie verbergen, die bei Kom-
bination mit einer f°-Thalassdmie einen
schweren Phénotypen bei den Nachkom-
men auslost. o-Thalassdmien schliesslich
konnen aufgrund der hidmatologischen
Messungen nicht abschliessend dia-
gnostiziert werden und verlangen nach
molekulargenetischen Abklarungen fiir
eine definitive Diagnose.

Molekulargenetische Abklédrung

Punktmutationen und Deletionen sind
bei Hamoglobinopathien gleichermas-
sen haufig anzutreffen; dies erschwert
zusammen mit der grossen Diversitit
an bekannten Mutationen die moleku-
largenetische Diagnostik. Erleichtert
wird das Vorgehen dadurch, dass ge-
wisse Aberrationen gehiuft auftreten.
Dies erlaubt z.B. die Verwendung von
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Abbildung 2: Detektion einer Himoglobin-
variante mittels HPLC. Bei einer Reten-
tionszeit von 3,19 min zeigt sich

bei diesem Patienten ein Peak von

33%. Diese Hdmoglobinvariante des
B-Globingens konnte mittels Molekularge-
netik als Hb D-Los Angeles (auch bekannt
als Hb D-Punjab) identifiziert werden.
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Detektion der hiufigsten Punktmu-
tationen im B-Globingen. Im Bereich
der a-Thalassdmie-Diagnostik haben
sich aufgrund der Haufigkeit von be-
stimmten Deletionen gap-PCR-Ansitze
(Abb. 3) bewihrt, idealerweise erginzt
durch MLPA fiir den Nachweis von sel-
teneren Deletionen. Bei der genaueren
Charakterisierung von neu nachgewie-
senen Deletionen kommt die Chip-Hy-
bridisierung (Array-CGH, Abb. 4) zum
Einsatz.

Eine Alternative bzw. eine Erginzung
zu den Streifenhybridisierungen ist die
Sequenzierung nach Sanger. Damit sind
samtliche Punktmutationen in der un-
tersuchten Region nachweisbar; die Me-
thode erlaubt jedoch keine quantitativen
Riickschliisse und somit keinen Nach-
weis von grosseren Deletionen. Wegen
der geringen Grosse der Globingene ist
der Druck zur Umstellung auf NextGe-
nerationSequencing (welches die effizi-
ente Analyse von grossen Genregionen
erlaubt) noch gering. Der Einsatz dieser
neuen Sequenzier-Technologie wird zu-
dem durch die starke Homologie zwi-
schen dem a1- und a2-Gen erschwert.
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Abbildung 3: Ein Multiplex-gap-PCR-
Ansatz zur Detektion der haufigsten a®-
Deletionen. Grau hinterlegt sind die Po-
sitivkontrollen sowie die Non-Template
Control. Patient 5 ist heterozygot fir die
SEA-Deletion. Je nach Verdachtsstarke
der a-Thalassamie ist bei den negativen
Patienten eine MLPA zur Detektion von
selteneren Deletionen sowie eine Sanger-
Sequenzierung zum Nachweis von Punkt-
mutationen indiziert.
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Fazit

Zusammenfassend kann festgehal-
ten werden, dass Thalassimien und
anomale Hamoglobine weltweit sehr
héufig vorkommen und infolge Mi-
gration auch in unseren Breitengra-
den vermehrt auftreten. Eine defini-
tive Dia-gnose ist wichtig, um unklare
An-dmiezustinde zu kldaren, unnotige
Eisentherapien zu verhindern und
eine Risikoabschitzung im Rahmen
eines Kinderwunsches zu erlauben.
Molekulargenetische Untersuchungen
sind indiziert bei der Diagnose von
a-Thalassiamien, zur Klirung von un-
klaren Befunden, in Neonaten sowie in
Situationen nach Transfusionen und
bei Patienten mit schweren, bedrohli-
chen Andmien. Zudem ist eine voran-
gehende molekulargenetische Untersu-
chung der Eltern bei pranatalen Unter-
suchungen zwingend. Sinnvollerweise
gehoren diese Abklarungen in ein er-
fahrenes Speziallabor.
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Diagnostic des hémoglobinopathies

Les hémoglobinopathies regroupent un ensemble hé-
térogene de maladies génétiques. Avec une part de
population porteuse de 7% dans le monde, il s’agit
des maladies héréditaires monogéniques les plus fré-
quentes. En Suisse, 50000 personnes sont concer-
nées, parmi lesquelles 250 sont atteintes d’hémo-
globinopathies séveres. Les modifications génétiques
portent sur les genes de la globine codant pour les
diverses chaines de la molécule d’hémoglobine. Parmi
ces pathologies, on distingue les défauts de synthese
de la globine (thalassémies) et les anomalies de struc-
ture de I’hémoglobine (protéine anormale). Ces génes
sont localisés sur les chromosomes 11(g, y, ©, B) et 16
(a1 et a2). Il est tres important d’établir un diagnos-
tic définitif et d’écarter toute anémie d’étiologie peu
claire, afin d’éviter des cures martiales superflues et
de permettre une évaluation des risques dans le cadre
d’un désir de procréation. Il est indiqué de recourir aux
examens de génétiqgue moléculaire lors du diagnos-
tic d’'une thalassémie a, pour préciser un résultat in-
suffisamment clair, chez des nouveau-nés, dans des
situations post-transfusionnelles et chez des patients
présentant une anémie severe ou alarmante. Lors de
I'établissement d’un diagnostic prénatal, il est en outre
strictement nécessaire d’effectuer chez les parents des
tests préalables par génétique moléculaire. Raisonna-
blement, ce genre d’analyse doit revenir a des labora-
toires spécialisés avec expérience.
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Abbildung 4: Chip-Hybridisierung (Array-CGH) bei einer Schweizer Patientin mit einer
de novo aufgetretenen (eydB)°-Thalassémie und leichter mentaler Retardierung. Die De-
letion (Doppelpfeil) umfasst den gesamten 3-Globingencluster (grau hinterlegt) sowie
Uber 90 weitere Gene. Die Deletion der Gene RRM1 und/oder TAF10 verursacht wahr-
scheinlich die mentale Retardierung. Mit MLPA wére in diesem Fall nur die (eydp)°-
Thalassamie diagnostiziert worden, und das wahre Ausmass der Deletion wére uner-

kannt geblieben.
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