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OZET

Giris: Hemoglobinopatilerin ve hemoglobinin kimyasal olarak modifiye olmus tiirevlerinin bazi HbAlc
olgiim yontemlerini pozitif ya da negatif interfere ettigi ispatlanmistir. Bu c¢alismada iyon degistirici
kromotografi ile HbAlc degeri alt referans sinirin altinda saptanan bir olgu sunulmustur.

Olgu sunumu: Dahiliye poliklinigine basvuran 55 yasindaki hastadan istenen HbAlc testinin
laboratuvarimizda iyon degistirici HPLC metoduyla Olgiilen degderi %2.1 idi. Kromatogramda olagan disi
pikler ve varyant hemoglobin uyarisi goriildii. Varyant hemoglobinin dederlendirilmesi amaciyla Trinity
Biotech variant analyzer ile HPLC metoduyla yapilan degerlendirme sonucu HbD Los Angeles %84.4,
HDbA %6.9, HbA2 %3.9, HbF %#4.8 olarak saptandi.

Tartisma: Varyant Hb’ler immiin yontemlerle 6l¢iimde ciddi bir interferansa neden olmazken, iyon
degistirici HPLC gibi yiik farkina gore Olgiim yapilan yontemlerde negatif interferansa neden olabilirler.
Bu nedenle klinik ile uyumlu olmayan HbAlc diizeylerinde hemoglobin varyantlarinin varligr arastirl-
mahdir.

Anahtar Sézciikler: Varyant Hemoglobin; HbD-Los Angeles; HbAlc; interferans

ABSTRACT

Background: It has been established that hemoglobinopathies and chemically modified derivatives of
hemoglobin, interfered with some HbA1lc assay methods either positively or negatively. In this study we
present a case with a low HbA1c value as measured by ion-exchange HPLC method.

Case presentation: A 55 year old patient admitted to policlinic of Internal Medicine and the result of
HbAlc was 2.1%, measured by ion-exchange HPLC method in our laboratory. Unusual peaks and
warning about variant hemoglobin were detected in the result chromatogram. Following on suspicion of
hemoglobin variant sent to referral laboratory, was determined result of HbD-Los Angeles 84.4%, HbA
6.9%, HbA2 3.9%, HbF 4.8% (Trinity Biotech variant analyzer).
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Discussion: Variant hemoglobin may cause negative interference in methods such as ion-exchange
HPLC, while immunological methods do not cause significant interference in the measurement.
Therefore, in the presence of clinically incompatible HbAlc levels, hemoglobin variants should be

investigated.
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GIRIS

Hemoglobin enzimatik bir reaksiyon olma-
dan glikozillenen proteinlerden biridir (1).
Yetiskin insan hemoglobini, %97 hemog-
lobin A (HbAo), %2.5 HbA2 ve %0.5 HbF'den
olusmaktadir. HbA1, hemoglobinin glikozil-
lenmis hali olup; HbAla, HbAlb, HbAlc
fraksiyonlarindan olusur. HbAlc; HDbA1'in
%80'nini olusturan major fraksiyondur (2).
HbAlc, hemoglobin yapisindaki B zincirinin
N- terminalindeki valinin amino grubuna
dglukozun enzimatik olmayan bir reaksiyonla
dgeri donlisimsuz olarak baglanmasi ile olu-
san yapidir (3). Amerikan Diyabet Birligi
(ADA) HbAlc Olciimiiniin kiiresel standardi-
zasyona ve yontemin analitik performansinin
gelistirilmesine bagl olarak diyabetin tani-
sinda kullanimini savunmaktadir (4).

HbAlc 6lcimunde yapisal, kimyasal ve elek-
triksel yuk Ozelliklerine gore gelistirilmis
30'dan fazla degisik yontem mevcuttur.
HbAlc ol¢cim yontemleri, iyon farkina gore
olcim yapanlar ve yapisal farkliidina daya-
nanlar olmak uzere iki kategoride siniflan-
dirilabilir. YUk farkina dayali metotlar yuksek
performans sivi  kromatografisi (HPLC),
elektroforez ve izoelektrik fokuslama; yapisal
farkhilida dayananlar ise boronat affinite
kromotografisi ve immiinyontemlerdir (5).
ABD'de Ulusal Glikohemoglobin Standardi-
zasyon Programi (NGSP) tarafindan HPLC ile
HbA1c o6l¢iimu referans yontem olarak kabul
edilmektedir (6).

Bazi HbAlc Olgiim yontemlerinde hemoglo-
binopatilerin ve hemoglobinin kimyasal ola-
rak degisime ugramasi ile olusan tirev-
lerinin (liremik hastalardaki Karbamile
Hemoglobin gibi), oOlcimii pozitif ya da
negatif interfere ettigi kanitlanmistir (7). Bu
calismada, Klinidi ile uyumsuz olarak iyon
degistirici HPLC yontemi ile HbAlc degerini
referans aralidin altinda saptadiimiz bir
olguyu inceledik.

OLGU SUNUMU

Hastanemiz Dahiliye Poliklinigine kirginlik ve
yorgunluk sikayetiyle basvuran 55 yasinda
bayan hasta; anemi, diabetes mellitus, hipo-
tiroidi ve romatolojik hastaliklar 6n tanilariyla
degerlendirildi. Hastanin rutin tam kan ve
serum analizi sonuclarnt Tablo 1'de goste-
rilmistir. HbAlc'nin laboratuvarimizda iyon
degistirici HPLC metoduyla (Tosoh
Bioscience, Inc., South San Francisco, ABD)
Olciilen degeri %2.1 idi ve referans aralidin
altindaydi (Referans aralik:%%4-6). Kromatog-
ramda HbAO’dan 6nce ve sonra olagan disi
pikler ve cihazdan alinan raporda varyant
hemoglobin uyaris1 goruldii (Sekil 1). Ayni
numune Beckman Coulter AU-680 otoana-
lizOriinde immiun yontemle calisildi ve HbAlc
degderi %4.75 olarak 6lgiildii. iyon degistirici
HPLC metoduyla dlgulen HbAlc sonucundaki
disuklugiin varyant hemoglobin nedeni ile
olabilecegdi dusiinuldi. Varyant hemoglobinin
arastirilmasi amaciyla Trinity Biotech variant
analyzer cihazinda HPLC metoduyla yapilan
degerlendirme sonucu HbD Los Angeles
%84.4, HbA %6.9 (referans aralik: %96.5-
98.6), HbA2 %3.9 (referans aralik: %1.4-3.5),
HbF %%4.8 (referans aralik: <%?2.0) olarak
saptandi (Sekil 2).

Tablo-1. Hastaya ait test sonuglari
Table 1. Patient report

Hasta Test Referans
Sonucu arahik
RBCx10°% uL 5.77 3.84-5.62
WBCx10%/ uL 4.7 3.57-11.01
Hemoglobin g/dL 10.5 11.7-15.5
MCV fL 60.7 73.54-96.48
MCH pg 18.2 23.90-33.58
MCHC g/dl 30 32.27-35.07
RDW % 20.7 12.14-16.49
Aclik glukozu 80 74-106
mgydl 42.3 11 - 306.8
Ferritin ng /mi 2 0-20
Sedimentasyon 1.25 0.58 - 1.6
TSH wlU/mL
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Sekil 1. Tosoh cihazindan alinan hastaya ait sonug¢ raporu ve kromatogram goriintiisii Figure 1. Patient report from

Tosoh instrument and its chromatogram

Batch 918, Rack A, Vial 002, 71204170107
[93881B525CB44208) Mar 31, 2016 15:59:13 Pressure = T0 bar (68 to 71)
0,4]
aibls
1.803
2.915
4.490
— Q
PERK RT REL RT ¥ CONC ARER COMMENT
1 0.410 F 0.25 0.5% 3367
2 0.855 F 0.52 0.7% 5202
3 1.803 F 1.09 4.8% 5243 Consistent with F
4 2,815 A 0.73 3.1% 22465
5 4.490 A 1.13 2.5% 18548
] 5.022 5 0.89 3.9% 28631 B A2 peak
1 5.408 5 0.96 B4.4% £15022 Consistent with D-Los Angeles
Total Area: 728478
Codes: 1} Wide Ao peak
2) Area of Ao peak = BO%
2) Peak area greater than expected
4) Peak after AZ

5) Alc > 10%

6} HbF or wariant pressnt
7) Tetal sample area teo small/big

8) AZ i3 not within normal

range

Sekil 2. Trinity Biotech variant analyzer cihazindan alinan hastaya ait sonug raporu ve kromatogram goruntiist
Figure 2. Patient report from Trinity Biotech variant analyzer instrument and its chromatogram

TARTISMA

Hemoglobinopatinin HbAlc o6lgiimiine etkisi
kullanilan metoda gore degisir. Ayrica bu
hastalarda artmis transfiizyon gereksinimi,
eritrosit yasam siiresinin dedismesi gibi et-
kenler de Ol¢iimiin dederini sinirlandirmak-
tadir (3,8). Sik gorilen hemoglobin varyant-
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larindan HbS ve HbC yiike bagh ayirim yapan
olcum tekniklerinde yanlis dusiik sonuclara
neden olur (3,9). immiin yéntemde ise he-
moglobinin B zincirinin N-terminal ucundaki
ilk 4-8 aminoasite karsi gelistirilen antikorlar
Kullanilir. Varyant Hb’ler immiin olcuimde
ciddi bir interferansa yol agmazlar ancak HbF
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yiiksekligine bagh diisiik sonuglara rastlana-
bilmektedir (10,11).

Yeo-Min Yun ve arkadaslari, Kore popiilas-
yonunda gorulen cesitli Hb varyantlarinin 5
rutin HbAlc testindeki etkisini (bir kapiller
elektroforez, bir immunoassay ve ¢ iyon
degistiricic  HPLC yoOntemi) IFCC referans
Olciim yontemi olan HPLC-mass spectro-
metry (MS) ile karsilastirmislar ve 5 rutin
testin her birinde farkli derecelerde bias
gozlemlemislerdir. Tina-quant immunoassay
ve Capillarys 2 gdreceli olarak daha dogdru
sonu¢ verip varyantlardan minimal etkile-
nirken; Tosoh HLC-

723 G8 standard mode ve Arkray ADAMS HA-
8180 analizorleri hemoglobin varyanti olan
tim numunelerde 6nemli derecede negatif
bias godstermis ve numunelerin %89'dan
fazlasi izin verilebilir bias olan %7’yi asmistir
(12).

Randie R. Little ve arkadaslari, boronat
afinite kromatografisini (Primus ultra2 HPLC)
karsilastirma metodu olarak kullandiklar1 23
metodlu bir calismada; Hb varyantlarini ayirt
edemedidi icin immunoassay, enzimatik ve
boronat afinite metodlarinda HbE ve HbD
trait interferansi tespit edemediler, ancak
iyon degistirici HPLC yontemlerinin hepsinde
HbE ve/veya HbD interferansi tespit etmisler
ve Variant Il Turbonun yanls yliksek
digerlerinin ise yanlis diisuk sonug verdigini
gaormiuslerdir. Ayrica, Tosoh G8 ile HbAlc
olgtimiinde, HbD trait varyant piki oldugunda
sonucun raporlanabilir oldugunu, HDbE trait
varliginda ise sonu¢ raporunun kabul edile-
mez oldugunu belirtmislerdir. Varyant analizi
icin kromatogramlarin Kullanilip Kullanilma-
yacaglr konusu ile ilgili olarak; HDbE trait
kromatogramlari HbAA'dan ayirt edilebildigi
icin kabul edilebilirken, HbD trait i¢in olan
raporlarin  kullanillamaz oldugunu tespit
etmislerdir (13).

HPLC ile HbAlc olcumu sirasinda rastgele
saptanmasi nedeniyle varyant hemoglobin-
lerin say1 ve insidansi artmaktadir (14). Ulusal
Hemoglobinopati Konseyinin 5 yil boyunca
toplam 377.339 kiside yaptidi tarama calis-
malar1 sonucunda, ulkemizdeki talasemi ve

hemoglobinopati sikhigi % 4.3 olarak tespit
edilmistir (15). Hb S diinyada ve ulkemizde
en sik goriilen anormal hemoglobin olarak
karsimiza cikmaktadir. Altay, 2002 yilinda,
son 40 yilda yapilan anormal hemoglobin
calismalarini inceleyerek tilkemizde anormal
hemoglobinler icinde sikliklarina gore ilk
sirada Hb S sonra Hb D-Los Angeles goriil-
diugiunua ve Turkiye'de Hb D-Los Angeles
goriilme sikliginin % 0.2 oldugunu yaymnla-
mistir (16). Dikker ve arkadaslari da, 1894
farkli hastaya ait hemoglobin varyant analizi
sonuclarint retrospektif olarak degerlendir-
misler; diinya ve lilkemizdeki sikligina ben-
zer olarak en sik Hb S ikinci siklikla tilke-
mizdekine benzer sekilde Hb D-Los Angeles
varyantini tespit etmislerdir (17).

Hb D Punjap (Hb D Los Angeles), B-globin
zincirinin  121. pozisyonundaki glutamik
asitin glutamin ile yer degistirdigi bir Hb
varyantidir. Homozigot bir hasta kanmndan
yapillan HPLC analizinde normal ya da az
miktarda yukselmis HbF ve HbA2 pikleri ve
Hb D pozisyonunda da total hemoglobinin
%90'nindan daha fazla genis bir pik gorulur.
Tam kan sayiminda Hb, MCV ve MCHC'de
hafif dusiikliik ve periferik yaymada hedef
hiicreler gozlenir. Klinik olarak da hasta hafif
anemiktir (18) .

interferansla miicadele adina yapilan bir
calismada Erna Lenters-Westra, Tosoh G8
analizOriiniin yazihmini giincelleyerek yaygin
gorulen varyant hemoglobinlere bagl inter-
ferans1 cOzmustur. Eski yazim HDAS ve
HDAE ile Onemli interferans gosterirken,
guncel versiyonda calisilan bu varyantlar ile
interferans gozlenmemistir. Ozellikle yillardir
Tosoh analizorleri icin problem olan
HbAEnin guncellemeyle ortadan kalkmasi
sasirticidir (19).

Sonug olarak Varyant Hb’ler immun olcimde
ciddi bir interferansa neden olmazken, iyon
degistirici HPLC gibi yuk farkina gore ol¢iim
yapan yontemlerde negatif interferansa ne-
den olabilirler. Bu nedenle Klinik ile uyumlu
olmayan HbAlc diizeylerinde, numuneler
farkli bir metotla calisiimali ve hemoglobin
varyantlarinin varhgi arastirilmalidir.
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