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Amag: Herediter hemoglobinopatiler genetik olarak sik
gorilen hastaliklar olup diinyada ve Tirkiye'de dnemli bir
saglik sorunudur. Hemoglobin varyantlarinin tespitinde
tarama amagli olarak hemoglobin elektroforezi ile ylksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC) sistemleri kullanilir. Bu
calismada HbA, HbA2 ve HbS varyantlarinin dlgiimiinde
HPLC (Primus Ultra2) ile hemoglobin elektroforez yontemleri
(Interlab-G26)  arasindaki  uyumun  karsilastiriimasi
amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Hemoglobinopati taramasi istenen 122
hasta calismaya dahil edildi. EDTAll tiplere 2 ml hacimde
alinan érnekler soguk zincirde laboratuvara transfer edildi.
Tiim 6rneklerin Hb A, Hb Az, ve Hb S dlizeyleri kromotografik
yontem ile ¢alisan Primus Ultra Il HPLC cihazi ve elektroforez
yontemi ile galisan Interlab G26 elekiroforez cihazlari ile
olculdli. Hematolojik parametreler Mindray BC 6800 tam kan
cihazi ile Olclildi. Her iki yontemi karsilastirmak icin
Korelasyon analizi, Passing-Bablok Regresyon Analizi ve
Bland-Altman Uyum Grafigi kullanildi.

Bulgular: Her iki cihaz igin Hb A, Hb S ve Hb A:
parametrelerine ait degerler arasinda pozitif korelasyon
mevcuttu. Passing-Bablok regresyon analizinde, Hb A ve Hb
S parametreleri icin yontemler birbiri ile uyumlu idi. P-B
regresyon denklemine gore lineariteden sapma yoktu
(CUSUM testi p degerleri sirasiyla 0.12 ve 0.94). Hb A2
parametresinde ise lineariteden sapma mevcut olup
yontemler arasinda uyumsuzluk tespit edildi (p<0.01). Bland-
Altman Grafiginde Hb S parametresi igin her iki yontem
arasinda uyumluluk mevcut iken, Hb A ve Hb A2 parametreleri
agisindan iki yéntem arasinda uyumsuzluk tespit edildi.

Sonug: Beta talasemi tagiyicilarl ve orak hiicre bozuklugu
olan hastalarda elekiroforez yontemi, Hb A2nin tespitinde
daha dstik sonuglar vermis ve HPLC yontemi ile uyumsuzluk
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Hemoglobinopati, Bland-Altman, Orak
hiicre hastaligi, Kromotografi, Elektroforez

ABSTRACT

Introduction: Hereditary hemoglobinopathies are very
common genetic diseases and an important healthcare
problem in the worldwide and Turkey. Both the hemoglobin
electrophoresis and high performance liquid chromatography
(HPLC) methods are used to investigate the detection of
hemoglobin variants for screening purpose. We aimed to
compare two common methods, HPLC (Primus Ultra?) and
electrophoresis (Interlab-G26), used in the screening of Hb A,
Hb Azand Hb S variants.

Materials and Methods: A total of 122 patients were enrolled
in the study. Two milliliter of whole blood samples were drawn
into EDTA containing tubes and transferred into the
laboratory. Hb A, Hb A2 and Hb S levels of all samples were
measured by both Interlab G26 Electrophoresis and Primus
Ultra Il HPLC devices. Hematological parameters were
evaluated by Mindray BC 6800 auto analyzer. Correlation
analysis, Passing-Bablok regression analysis and Bland-
Altman graphics were used to compare both methods.

Results: Positive correlation was observed between two
methods for determination of Hb A, HbS and Hb A2
parameters. In Passing-Bablok Regression analysis, both
methods were compatible for detection of Hb A and Hb S
variants (CUSUM test p values, respectively, 0.12 and 0.94)
but deviation from linearity were observed for Hb A:
parameter (p<0.01). In Bland-Altman Graphics, there was a
good agreement between HPLC and electrophoresis
methods for Hb S but incompatibility for Hb A and Hb A:
parameters.

Conclusion: Electrophoresis method has led to lower results
in detection of Hb Az variants especially for patients with f3-
Thalassemia trait and sickle cell disorders and was
incompatible with HPLC.

Keywords: Hemoglobinopathy, Bland-Altman, Sickle Cell
Disease, Chromotgraphy, Elektrophoresis
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GIRIS
Dinya nifusunun yaklasik % 4.5’ini etkileyen
herediter hemoglobinopatiler, genetik olarak sik
gorilen hastaliklar olup Ulkemizde basta
Cukurova bolgesi olmak lizere en ¢ok Hatay
ilinde goriilmektedir (1). Hemoglobin moleklli
“hem” adi verilen prostetik grup ile globin adi
verilen protein kisimdan olusur ve normalde
vicutta bulunan hemoglobinin % 95-96’ si
Hemoglobin A1, % 2.5-3.5’i Hemoglobin A2 ve %
1’ den azi Hemoglobin F ‘dir (2). Talasemiler
hemoglobinin globin geninde meydana gelen
sentez eksikligine bagh olarak olusur ve eksik
olan zincir tipine gore alfa veya beta talesemi
olarak adlandirilir.

Hemoglobinin globin zincirindeki aminoasit
dizisindeki degisiklikler ise hemoglobinopati
olarak isimlendirilir ve en yaygin olarak gorilen
hemoglobin varyanti globin zincirinde 6.
pozisyonda glutamik asit-valin degisimi ile
karakterize hemoglobin S (Hb S)" tir (3,4).
Bugiline kadar 900’ (in Uzerinde hemoglobin
edilmistir (5).
Hemoglobinopatilerin  tespiti hem

varyanti tespit
anemik
kisilerin degerlendirilmesinde hem de evlilik
oncesi ciftlerin koruyucu hekimlik agisindan
taranmasinda klinik agidan oldukg¢a biylik 6nem
tasir.

Klinik bulgu veya aile hikayesi yaninda dusik
ortalama eritrosit hacmi (MCV<72) ve ortalama
hemoglobin (MCH<27 pg) degerlerine sahip
hipokrom mikrositer anemisi olan kisilerde
tarama amacgh testler yapilir. Hemoglobin
varyantlarinin tanisi icin kullanilan yontemler
tarama testleri ve kesin tani yontemleri olarak
ikiye ayriir. Hemoglobin A2 gibi normal
hemoglobin  varyantlarinda artma veya
S gibi
varyantlarinin tespitinde tarama testi olarak

Hemoglobin anormal hemoglobin

baslica alkali ve asit elektroforezi ile otomatize
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edilmis yliksek basingl sivi kromatografisi (HPLC)
sistemleri kullanilir (6,8). Ancak, HPLC yontemi
ile calisilan gesitli hasta sonuglari igin 6zel egitim
gerekmektedir. Bu yilizden c¢ogu laboratuvar
hemoglobinopati taramasi icin halen nispeten
kolay uygulanabilirligi ve disik maliyeti
nedeniyle asit ve alkali jel elektroforezi
kullanmaktadir. Hemoglobin  varyantlarinin
kesin tanisiise globin zincirinde yer alan genlerin
incelenmesi ile konur.

Bu calismada Hb A, Hb A2 ve Hb S varyantlarinin
tarama yaygin

HPLC vyontemi ile hemoglobin

amach analizinde olarak
kullanilan
elektroforezi arasindaki uyumun Passing-Bablok
regresyon analizi ve Bland-Altman Uyum Grafigi

kullanilarak karsilastiriimasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Kan 6rneklerinin elde edilmesi

Mustafa Kemal Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi’'ne basvuran ve
hemoglobinopati taramasi istenen 122 birey
edildi. Tim
olgiminde Elektroforez yontemi ile calisan
Interlab firmasinin G26 cihazi (Grifols Inc, USA)

ve HPLC yontemi ile galisan Primus Ultra I

calismaya  dahil orneklerin

cihazlari (Primus Corporation, USA) kullanildi.
EDTA iceren 2 ml hacimdeki alinan 6rnekler
kurallarina  dikkat
edildi.
parametreler Mindray BC 6800 tam kan cihazi

soguk  zincir edilerek

laboratuvara transfer Hematolojik
(Mindray, China) ile incelendi. Her 6rnegin Hb A,
Hb A2, ve Hb S dizeyleri HPLC ve Hb
elektroforez yontemleri kullanilarak olgilda.

Calisma dncesinde Mustafa Kemal Universitesi

insan Etik Kurul’'unda etik onayi alinmistir.
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Hemoglobin Elektroforezi (Interlab G26)

Alkali pH’ta negatif ylklenen hemoglobin
molekdllerinin elektriksel alanin etkisi ile anoda
dogru farkhh hizlarda go¢ etmesi prensibine
dayahdir. EDTA’ll tiplere alinan tam kan
ornekleri 5.000 rpm’ de 15 dak. santrifiij edildi.
Altta kalan eritrosit pelletten mikro pipet
yardimi ile 30 pL alindi ve 240 pL ye saf su ile
tamamlanarak hicrelerin  hemoliz  olmasi
saglandi. Numune cihaza yiliklendikten sonra;
numunenin agaroz jel plak Gzerine uygulanmasi,
elektroforetik migrasyonu, jel denaturasyonu,
jel boyama, jel kurutma ve dansitometrik okuma
islemleri cihaz tarafindan otomatik bir sekilde

gerceklestirildi.

Yiiksek Basinghi Sivi Kromatografisi —HPLC
(Primus Ultra ll)

Primus Ultra Il cihazi katyon degistirici kolon
tekniginin kullanildigr HPLC yontemi ile ¢alisir.
Hareketli sivi deposu, pompa, enjeksiyon
halkasi, kolon, degisken dalga boyu saptayicisi,
kaydedici ve  sonikator bolimlerinden
olusmaktadir. Hareketli faz kolon igine yliksek
basing ile pompalanmaktadir. Durgun faz,
hareketli faz ve 6rnek arasindaki etkilesime bagli
olarak, HPLC'de hemoglobin  varyantlar
ayristirilir. Bu yontemde, Hb F, Hb A, Hb S, ve Hb
C’ nin kolon icindeki kalma sureleri farklidir.
EDTA’ I tipe alinan tam kan ornekleri hemolizat
kiti kullanilarak hemoliz elde edildi ve kolon icine
enjekte edildi. Adsorbe olan hemoglobinlerin
(hidroksimetil)

aminometan ve farkl pH degerlerindeki 1 mmol

ellsyonu icin Bis-tris

potasyum siyanir iceren iki mobil faz kullanildi.

Istatistiksel analiz

Hb A, Hb A2 ve Hb S parametreler icin 6nce
korelasyon analizi yapildi. Korelasyon yapilirken
gruplar normal dagilima uymadigi icin Spearman

Mustafa Kemal Universitesi Tip Dergisi Cilt: 7, Say1:26, Yil:2016

korelasyon wuygulandi. p<0.01’ ten kiiclk
degerler anlaml bulundu.

Her iki yontemi karsilagtirmak igin Passing-
Bablok Regresyon Analizi kullanildi. Denklemde
y karsilastirmak istedigimiz yontem olan
elektroforez yontemi (Interlab G 26 cihazi), x ise
referans kabul ettigimiz yontem olan HPLC
yontemi (Primus cihazi) ile elde edilen degerleri
temsil  etmektedir. Regresyon  denklemi
olusturulduktan sonra regresyon dogrusuna ait
dogrusaligin degerlendirilmesinde, kimulatif
toplam (CUSUM) kullanildi. Denklemin dogrusal
olmasi igin anlamlilik p<0.01 ile ifade edildi. p
degeri <0.01 olmasi dogrusalliktan anlamli
sapma olarak kabul edildi.

Regresyon analizine ek olarak iki yontemi
karsilastirmak amaciyla yontemler arasindaki
farkhligi en iyi sekilde ortaya koyan Bland-
Altman Uyum Grafigi kullanildi. Bu grafikte es
degerler arasindaki fark y ekseni (zerinde,
ortalama ise x ekseni lzerinde tanimlandiginda
bazi es degerler arasinda fark olup olmadigi
grafik Uzerinde degerlendirildi. Uyum siniri
olarak tanimlanan "precision”
(tekrarlanabilirlik), ortalama farki * 1.96 SD
olarak hesaplandi. Given araligi sifiriicerdiginde
dogrulugun var oldugu kabul edildiginden
dogruluk, iki yontem arasi %95'lik giiven arahg
ortalama farki kullanilarak ortalama farkinin sifir
olup olmadiginin test edilmesiyle incelendi.

BULGULAR

Taramas! vyapilan bireylerin  32’si  saghkl
(Hb;13.7+1.7 g/dl, MCV;82.8+7.1 fl), 44 tanesi
demir eksikligi anemisi (Hb;9.23+1.59g/dlI,
MCV;69.2+8.25fl), 19 tanesi orak hiicre hastasi
(Hb;8.16+1.58g/dl, MCV; 93.7+13.9 fl), 15 tanesi
(Hb;12.5+1,87 g/d|,

orak hilicre taslyici



MCV;80.4+8.31 fl) ve 12 tanesi de beta talesemi
tastyicist (Hb;11+1.78, MCV;62.5+3,26 fl) idi. Her
iki cihazicin Hb A, Hb S ve Hb A2 parametrelerine
ait degerler arasinda pozitif korelasyon
mevcuttu (Tablo 1). Passing-Bablok Regresyon
Analizinde, Hb A ve Hb S parametrelerinde P-B
regresyon denklemine gore lineariteden sapma
yoktu (Tablo 2). Yani iki cihaz bu parametreler

acisindan birbiri ile uyumlu idi (Sekil 1a, 1b). Hb

Tablo 1. Korelasyon Analiz Tablosu.
Parametreler N r

Tablo 2. Passing-Bablok Regresyon Analizi Tablosu.

Parametreler N P-B Regresyon Denklemi*

Hb S 34

122  y=2417178 + 0,979227 x 0,92-1,0
Hb A2 122 y=0,625000 + 0,500000 x 0,36 — 0,63

y =0,945635 + 0,984194 x 0,90-1,09
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A2 parametresinde ise lineariteden sapma
mevcut olup yontemler arasinda uyumsuzluk
tespit edildi (Sekillc). Bland-Altman Grafiginde
Hb S parametresi i¢in her iki yontem arasinda
uyumluluk mevcut iken (Sekil 2b), Hb A ve Hb A2
parametreleri acisindan iki yontem arasinda
uyumsuzluk tespit edildi (Sekil 2a, 2c).
Parametrelerin dagilimi Tablo 3’de gosterildi.

95% CI P degeri
0,673-0,826 P<0.0001
0,208-0,516 P<0.0001
0,904-0,976 P<0.0001

Slope (b)
95% ClI

Intercept (a) CUSUM
95% ClI testi

P degeri

0.12

06-78

0,23-0,97 <0.01

-5,78 - 4,93 0.94

P-B Regresyon Denklemi, y=bx + a ‘ dir. Bu denklemde y karsilastirmak istedigimiz yontem olan Elektroforez
yontemi (Interlab G 26)’ dir. X ise referans kabul ettigimiz yontem olan HPLC yontemi (Primus Ultra Il)’ dir.

Tablo 3. Bland-Altman Grafigi AnalizTablosu
Parametreler N Aritmetik Ortalama

{95% CI}
1 1,14 {0,55 - 1,72}
Hb A2 1

2
Hb S 3

22
2 -0,90{-1,10 - (-0,70)}
4

-1,16 {-3,46 - 1,14}

5,24 {-6,24 — (-4,24)}
-3,10{-3,44 - (-2,75) }

-14,11 {-18,09 — (-10,13)}

Ust Limit
£95% CI}
7,52 {6,52 - 8,52}

Alt Limit
{95% CI}

1,28 {0,94 - 1,63}

11,79 {7,81 - 15,77}
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Sekil 1. Sekilde her Ui¢ parametre icin Passing-Bablok regresyon analizi sonuglari goriilmektedir.
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Sekil 2. Sekilde her U¢ parametre igin Bland-Altman Grafigi sonuglari gértilmektedir.
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TARTISMA

Ulkemizde hemoglobin elektroforezi ve HPLC
yontemi, farkli hemoglobin varyatlarinin
tespitinde vyaygin olarak kullanilan tarama
metotlardir. Bu ¢alismada, Hb A, Hb A2 ve Hb S
Olcliminde Interlab firmasinin G26 elektroforez
cihazi ile referans metot olarak kabul edilen
HPLC yontemi ile calisan Primus Ultra Il cihaz
karsilastirildi.

HPLC yontemi nispeten daha sensitif olmasi,
yiksek ayirma gliciic ve hemoglobin
varyantlarinin tespitinde daha dogru sonuclar
vermesi yoniyle elektroforez yontemine gore
daha avantajli oldugu bildiriimektedir (9).
Elektroforez yontemi ise daha fazla manuel
islem gerektirmesine, disik
konsantrasyonlardaki Hb A2  dlzeyini
belirlemede daha az sensitif olmasina ve uzun
sliren c¢alisma prosediiriine ragmen, nispeten
dislik maliyeti ve yari otomatize cihazlarin
kullanima girmesiyle tarama yontemi olarak
Ulkemizde halen yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gahsmamizda oncelikle iki yéntem arasinda
korelasyon analizi yapildi. Buna gore her iki
cihaz arasinda 122 o6rnekte Hb A ve Hb A2
(sirasiyla r=0.760, r=0.372) ve 34

hastada da HbS agisindan anlamli bir korelasyon

acisindan

mevcuttu (r=0.951). Karsilastirilan iki metot icin
tim analitik 6lcim araliginda hedef degerler
arasindaki iliskiyi  incelemesinden dolayi
avantajli oldugundan her iki yontem Passing-
Bablok regresyon analizi ile karsilastirildi. Bu
teknik hem sabit hem de oransal sistematik
hatalarin oldugu durumlarda uygulanir. Buna
gore Hb A ve Hb S parametrelerinde P-B
regresyon denklemine gore lineariteden sapma
yoktu (Sekil 1a,b). Ozellikle Hb S icin P-B
regresyon denklemine gore hem oran (slope)
1’i kapsamaktadir, hem de kesim (intercept) 0’
I kapsamaktadir (Tablo 2). Yani her iki yontem
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arasinda uyumluluk s6z konusuydu. HbA2
parametresinde ise P-B regresyon denklemine
gore lineariteden sapma mevcuttu (Sekil 1c).
Yani yontemler arasinda uyumsuzluk soz
konusudur. Bunun nedeni Beta talasemi
tastyicilari ve orak hiicre tasiyici ve hastalarinin
elektroforez  cihazinda olglilen Hb A2
degerlerinin, HPLC yontemiyle 6l¢llenden daha
dislik olmasidir. Regresyon analizine ek olarak
iki yontemi karsilastirmak amaciyla Bland-
Altman uyum grafigi kullanilmigtir.  Bland-
Altman grafigi, ortalamalar ile farklar arasindaki
iliskiyi gorsellestirerek, sistematik farklihk
tespiti ve dis degerlerin gorsel acidan
tanimlanmasi icin kullanishdir. Bu c¢alismada
Bland-Altman’a gére Hb S 6lcimiinde her iki
yontem de P-B regresyon analizi ile benzer
sekilde tim gruplarda uyumlu goéridlmastir.
HbA2 parametrelerinde ise her iki parametreye
ait ortalamalar gliven araligl icerisinde sifiri
icermediginden her iki yontem arasinda
uyumsuzluk s6z konusudur (Tablo 3). Ayrica
yontemler arasinda oransal sistematik farklihk
grafikte goze carpmaktadir (Sekil 2c). Bu
uyumsuzluk regresyon analizinde gorilen
sonucla benzer olup elekroforez yontemi ile
Olclilen HBA2 degerlerinin Beta talasemi
tastyicilari, orak hiicre tasiyici ve hastalarinda
daha duslik dlcilmesinden kaynaklanmaktadir.
Bu sonuc¢ onceki calismalarla uyumlu olup
elektrofoterik yontemlerin genel olarak dislik
konsantrasyonlardaki HBA2 gibi varyantlarin
belirlenmesinde yetersiz olabilecegi ile iliskili
olabilir (10).

Diger taraftan HPLC yontemi ile Hb A2
Olciminin ozellikle Hb S bulunan bireylerde
yiksek cikabilecegi bildirilmistir. Bu durumun
HBS eklenme drinlerinden (HBS adducts)
kaynaklanabilecegi ileri surilmistir (11,12).
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Ayrica beta talasemi tasiyiciligl olan bireylerde
HBA2 miktarinin belirlenmesi eslik eden 6nemli
derecede demir eksikligi anemisi varsa tanida
karisikhga yol acabilecegi bildirilmistir (13).
Bizim c¢alismamizda demir eksikligi tanisi olan
tim hastalarda her iki yontem de birbiri ile
uyumlu idi. Yani anemik hastalarda iki yontem
de birbiri ile uyumlu idi.

Bir baska ¢alismada ise HPLC yonteminin hem
kesinlik (precision) hem de dogruluk (accuracy)
acisindan elektroforetik yontemlerden daha iyi
oldugu gosteriimis ve hemoglobinopati
taramalarinda daha Ustin oldugu ileri
surllmuastir (14). Bazi laboratuarlar ise her iki
yontemdeki bu kisithliklar nedeniyle HPLC ve
elektroforezi kombine olarak kullanmayi
onermektedirler (15).

Sonuc¢ olarak bu calismada beta talasemi
tastyicilari ve orak hiicre tasiyici ve hastalarinin
elektroforez  cihazinda Olglilen Hb A2
degerlerinin, HPLC yontemiyle dl¢llenden daha
distik oldugu saptanmistir.  Dolayisiyla
Ulkemizde 06zellikle bu hastaliklarin yaygin
oldugu bolgelerde bireylerin hemoglobinopati
yoninden taranmasinda elektroforetik
yontemin bu kisithliklari nedeniyle, stpheli
sonuclarin HPLC yontemi ile tekrarlanmasinin
daha uygun olacagini distnliyoruz. Ancak her
iki yonteminde kisithliklari nedeniyle hastalar
tam kan parametreleri ve aile 6ykusu ile birlikte
degerlendirilmeli ve tarama testlerinde slipheli
bulunan hastalara genetik dogrulama yapilmasi
gerekliligi goz ontinde bulundurulmalidir.
Calismamizin bir kisithhgr calismamiza dahil
edilen hastalarin klinik tanilarina gore secilmis
olup ayrica genetik dogrulamanin yapilmamis

olmasidir.
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