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Summary

Introduction. Inherited hemoglobin disorders, including thalassemia and hemo-
globinopathies, are frequently occurring diseases in the world. Thalassemias are
autosomal recessive disorders of hemoglobin synthesis. Underlying molecular defects
in the a-globin or 3-globin gene clusters form the basis of defective hemoglobin syn-
thesis and the various inherited forms of a- halasemias or $-thalasemias. Thalassemia
is diagnosted where hemoglobin levels, volume of red blood cells (MCV) and mean
cellular hemoglobin (MCH) are significantly reduced.

Aim. We want to introduce atypical clinical falieure of hemoglobinopathy.
Material and methods. We presented two children with anemia. In first case it was
a boy with normal MCV and reduced MCH, next case it was a girl after splenectomy
with increased MCV and MCH. In both cases the red cells were hypochromic and also
target cells were present in peripheral blood smear. Hemoglobin electrophoresis,
measurement of HbA, and HbF levels were performed.

Results. Test results were characteristic for thalasemia . Extending the diagnostic
panel with genetic tests helped to identify in both of children thalassemia a silience
carrier (-a/aa). In first case unstabile hemoglobin Hb Kéln (Codon 98(295G > A))
was also detected and in second unstabile hemoglobin Hb Bruxelles (deletions
del 42/6%).

Conclusion. Only the genetic tests made it possible to explain atypical blood smear
for thalassemia.
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WSTEP

Talasemie nalezg do wrodzonych niedokrwistosci he-
molitycznych, ktére spowodowane s3 przez niezréwnowa-
zong synteze fancuchéw globiny. Zaburzenia w ekspresji
globiny moga dotyczy¢ kazdego z czterech podstawowych
farcuchdéw - q, B, v, 6, najczesciej jednak faricuchdéw B i a.
W zaleznosci od tego, ktéry z taricuchéw syntetyzowany jest
w zmniejszonej ilosci, mozemy rozpoznac talasemie 3 lub
a (1-4). W przypadku talasemii B wystepuja przede wszystkim
mutacje punktowe, talasemia a jest zazwyczaj wynikiem de-
lecji genéw a globiny, rzadziej wystepuja mutacje punktowe.
Mutacje powodujace zaburzenia strukturalne hemoglobiny sa
okreslane jako tzw. hemoglobinopatie jakosciowe (2). Cecha-
mi charakterystycznymi dla talasemii sa niedokrwisto$¢ mi-
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krocytarna z obnizonym stezeniem hemoglobiny i obnizenie
Sredniego ciezaru hemoglobiny. W rozmazie krwi obwodowej
widoczne sg krwinki tarczowate, wystepuje hipochromia
i anizocytoza krwinek czerwonych (5-7).

W 2006 roku Zdebska i wsp. opublikowali prace na temat
wystepowania talasemii na terenie Polski. W badanej grupie
pacjentéw stwierdzono wystepowanie nosicielstwa cechy
talasemii i wykryto 7 ré6znych mutacji srédziemnomorskich,
w pojedynczych przypadkach stwierdzono obecnos¢ mu-
tacji charakterystycznej dla ludnosci tatarskiej (8). Znacznie
rzadziej wykrywane byto nosicielstwo talasemii a, co wigze
sie ze znacznie mniejszym rozpowszechnieniem tej postaci
choroby w Europie. Choroba ta wystepuje gtéwnie w Azji
Potudniowo-Wschodniej (9-11).
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CEL PRACY

Celem pracy jest przedstawienie dwdch przypadkow dzie-
Ci z nietypowym obrazem morfologicznym krwi obwodowe;j
w przebiegu hemoglobinopatii.

MATERIAL I METODY

Dwoje pacjentéw skierowanych zostato do Kliniki Pediatrii,
Hematologii i Onkologii WUM z powodu niedokrwistosci he-
molitycznej o nieznanej przyczynie. W pierwszym przypadku
u chtopca jednorazowo obserwowano wystapienie przetomu
hemolitycznego. Liczba krwinek czerwonych obnizyta sie
do 3,24 x 10'%/I, stezenie hemoglobiny wynosito 8,4 g/dI,
MCV 89,4 fl, liczba retikulocytéw byta zwiekszona i wynosita
4,3% (ARC 182,75 G/L). W pdzniejszym okresie morfologia
ulegta normalizacji, jednak stale obserwowano retikulocytoze.
W rozmazie obecne byty pojedyncze sferocyty. Na tej podsta-
wie ustalono wstepne rozpoznania - sferocytoza wrodzona.
Drugi przypadek dotyczyt nastoletniej pacjentki z pierwot-
nym rozpoznaniem sferocytozy wrodzonej, po splenektomii,
u ktérej po zabiegu chirurgicznym nie obserwowano poprawy.
W morfologii krwi obwodowej stwierdzano niedokrwistos¢
makrocytarng, liczba krwinek czerwonych byta obnizona do
3,1 x 10'%/I, stezenie hemoglobiny wynosito 10,4 g/dl, MCV
101,6 fl, a liczba retikulocytéw 7,1% (ARC 220,1 G/L) (tab. 1).

Metody genetyczne

Izolowanie DNA i sekwencjonowanie

DNA izolowano z krwi pobieranej do probéwek zawiera-
jacych EDTA. DNA wyizolowano przy wykorzystaniu zestawu
QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Niemcy).

tancuchowa reakcja polimerazy (ang. polymerase chain reac-
tion — PCR) zostata wykorzystana do amplifikacji genu kodujace-
go beta-globine. PCR wykonano przy uzyciu FastStart PCR Sys-
tem (Roche, Niemcy), zgodnie z zaleceniami producenta. Kazda
mieszanina reakcyjna zawierata 1-100 lub 10-250 ng DNA, 2,5 pl
10 x PCR bufor, 1,0 ul odpowiednich starteréw Startera oraz 1
jednostke enzymu (FastStart Tag DNA Polymerase) w koricowej
objetosci 25 ul. PCR przeprowadzano na aparacie Mastercycler
personal (Eppendorf, Niemcy), stosujac nastepujace warunki:
2-minutowa wstepna denaturacje w 94°C, a nastepnie 30 cykli
45 s w 94°C, 45 s w 59°C, 45 s w 72°C oraz koricowe wydtuza-
nie w 72°C przez 5 minut. Do namnazania eksonu 1 i 2 genu
beta-globiny uzyto nastepujace startery: F15’AGTGATGGC-
CTGGCTCACCT3'i 1R 5'CCTGAGACTTCCACACTGAT 3; a dla
eksonu 3 startery: F2 5’AGCAGCTACAATCCAGCTAC3'i 5AGTG-

Tab. 1. Wyniki badan dodatkowych przedstawionych pacjentéw

GAGTCAAGGCTGAGAGS3: Produkty PCR analizowano metoda
elektroforezy agarozowej, a nastepnie zsekwencjonowane na
aparacie ABI Prism 377 (Apllied Biosystem, USA).

Zmiane nukleotydowa 98:GTG/ATG Hb Koln potwierdzono
trawieniem restrykcyjnym Pmll (ryc. 1), natomiast obecnos¢
delecji trzech nukleotydéw TTT potwierdzono enzymem
restrykcyjnym Taql (ryc. 2).

A/G T G

Ryec. 2. Delecja TTT powodujaca Hb Bruxelles

Nr Hb A2 Hb F Badania RBC HGB MCV MCH Ret. Opis krwinek
[%] [%] genetyczne [102/1] [g/dl] [f1] [pgl [%] czerwonych
Codon 98 (295G > A) Makrocyty, mikrocyty,
1 55 1 Hb KOLN -o7/aa 425 106 894 248 43 krwinki tarczowate
Anizocytoza, poikilocytoza,
2 4,7 2,75 Del 42/B* -o®7 /o 3,1 10,4 101,6 33,7 7,1 krwinki tarczowate,

stomatocyty, akantocyty
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Delecje genéw a-globiny

tancuchowa reakcja polimerazy zostata wykorzystana
do detekcji delecji: - a7 i -a*?, charakteryzujacych niektére
delecje wystepujace w przypadkach a-talasemii, wedtug
procedury Liu i wsp. (2000) (12). PCR wykonano przy uzyciu
FastStart PCR System (Roche, Niemcy), zgodnie z zalece-
niami producenta. Kazda mieszanina reakcyjna zawierata
okoto 200 ng DNA, 2,5 ul 10 x PCR bufor, 5 ul 5 x GC-Rich
Solution 1,0 ul odpowiednich primeréw (20 pmol/ul) oraz
1 jednostke enzymu (FastStart Tag DNA Polymerase) w kon-
cowej objetosci 25 ul. PCR przeprowadzano na aparacie
Mastercycler personal (Eppendorf, Niemcy), stosujac naste-
pujace warunki: 4-minutowa wstepna denaturacje w 94°C,
a nastepnie 30 cykli 45 s w 94°C, 45 s w 65°C, 2 min 30 s
w 72°C oraz koricowe wydtuzanie w 72°C przez 10 minut.
Produkty PCR analizowano metodg elektroforezy agarozo-
wej na 2% zelu.

WYNIKI

W przypadku obu przedstawianych pacjentéw, w morfo-
logii krwi obwodowej stwierdzano niedokrwisto$¢, w pierw-
szym normocytarng, w drugim makrocytarna, oraz retikulo-
cytoze. W rozmazie krwi obwodowej u obojga dzieci obecne
byty krwinki tarczowate (ryc. 3). Wykonanie przesiewowego
testu EMA w kierunku sferocytozy wrodzonej i badania opor-
nosci osmotycznej pozwolity na jej wykluczenie.

Ze wzgledu na obecnos¢ krwinek tarczowatych, mimo
nietypowego dla talasemii obrazu morfologicznego krwi,
wykonano elektroforeze krwinek czerwonych. W przypadku
pierwszym u chtopca stwierdzono wzrost poziomu HbA, do
5,5%, poziom HbF byt w normie, wynosit 1%. Dodatkowo
elektroforeza wykazata u niego obecnos¢ dodatkowego
prazka miedzy prazkami HbS i HbC. Badanie przeprowa-
dzono réwniez w drugim przypadku. U pacjentki réowniez
stwierdzono wzrost poziomu HbA, do 4,7%, HbF wynosito
2,75%. W obu przypadkach rozpoznano wstepnie talase-
mie (3. Dla potwierdzenia rozpoznania wykonano u oboj-
ga dzieci badania genetyczne. W przypadku pierwszym,
badanie genetyczne pozwolito na stwierdzenie mutacji

Ryc. 3. Rozmaz krwi obwodowej, widoczne liczne krwinki tar-
czowate (pacjent 2)
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punktowej w kodonie 98 (295 G > A). W jej wyniku nasta-
pita zamiana waliny na metionine. Zmiana ta prowadzi do
powstania niestabilnej hemoglobiny znanej pod nazwa
Hb KoIn (13, 14). Dalsze badania genetyczne pozwolity
na wykrycie dodatkowo mutacji -0*’/aa, odpowiadajacej
nosicielstwu talasemii a.

W drugim przypadku sekwencjonowaniem genu beta
stwierdzono obecnos¢ delecji trzech nukleotydéw TTT
w jednym allelu, co powoduje brak aminokwasu feny-
loalaniny w jednym z tancuchéw biatka beta-globi-
ny (127_129delTTT). Delecja ta prowadzi do usuniecia
jednego aminokwasu fenyloalaniny w pozycji 41 lub 42 (Hb
Bruxelles), co skutkuje obecnoscia niestabilnej hemoglo-
biny (15). Dzieki temu badaniu mozliwe stato sie wykrycie
u pacjentki delecji del42/B*. Dodatkowa analiza ewen-
tualnych delecji genéw a-globinowych wykazata ubytek
jednego taricucha genu a-globiny, a (-a/aa), co odpowiada
postaci nosiciela talasemii a. W przypadku obojga pacjen-
téw rozpoznano tagodng postac talasemii a wspotistniejaca
zhemoglobinopatig strukturalng pod postacia niestabilnej
hemoglobiny: Hb Koln i Hb Bruxelles.

DYSKUSJA

Talasemia nie stanowita dotad i nadal nie stanowi w Pol-
sce istotnego problemu klinicznego. Najczestszg przyczyna
niedokrwistos$ci mikrocytarnej jest bowiem niedokrwistos¢
z niedoboru zelaza. Dopiero wieloosrodkowe badania Zdeb-
skiej i wsp. z 2006 roku pozwolity na wykazanie obecnosci
w populacji polskiej nosicielstwa cechy talasemii (. Pierwsze
wykryte przypadki talasemii a w populacji polskiej dotyczyty
rodzenstwa bedacego pod opieka Kliniki Pediatrii, Hemato-
logii i Onkologii WUM (8, 16).

Kliniczny obraz talasemii moze by¢ r6znorodny, u czesci
pacjentow stwierdza sie charakterystyczne dla niej zmiany
morfologiczne krwinek czerwonych pod postacig niedo-
krwistosci mikrocytarnej. Jednak u niektérych mozna nie
wykry¢ zadnych zmian (2, 17). Sytuacja taka moze miec
miejsce w przypadku wspétistnienia talasemii 3 z talasemia
S lub alub w tagodnej czy w tzw. milczacej talasemii 8 (1,
7,18,19).

Dwoje dzieci, u ktérych poczatkowo rozpoznano talase-
mie B, wyrdzniato sie brakiem charakterystycznych dla niej
wyktadnikéw czerwonokrwinkowych. W obu przypadkach
nie stwierdzano niedokrwistosci mikrocytarnej. U chtopca
znaleziono mutacje Codon 98 GTG > ATG. Natomiast u dziew-
czynki w badaniu genetycznym wykryto delecje Del 42/(3*.
Wystepowanie delecji jest w talasemii 3 rzadkie. Otrzymane
wyniki nie ttumaczyty nietypowego obrazu krwinek czerwo-
nych. Rozwiazanie znaleziono dzieki badaniom genetycznym.
W obu przypadkach wykryta zostata dodatkowa delecja
fragmentu 3,7 kb globiny g, ktéra dotyczyta tylko jednego fan-
cucha kodujacego (-a*’/aa) i wspdtistniata ze strukturalnymi
zmianami w obrebie globiny B. W obu przypadkach wspét-
istnienie nosicielstwa talasemii a z obecnoscig niestabilnych
hemoglobin spowodowato brak tak charakterystycznych dla
talasemii mikrocytarnych krwinek czerwonych ze zmniejszo-
nym MCH.

Podkresli¢ nalezy zbyt pochopne rozpoznanie sferocytozy
wrodzonej u obojga dzieci, co u nastoletniej pacjentki byto
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powodem zakwalifikowania jej do operacji splenektomii.

PODZIEKOWANIE

Jedynie przeprowadzenie badan genetycznych pozwoli-

to na postawienie ostatecznego rozpoznania i umozliwito
wyttumaczenie nietypowego dla talasemii obrazu krwinek

czerwonych.
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