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HEMOGLOBIN A; OLCUMUNDE UC YONTEMIN (HPLC,
DE-52 MIKROKROMATOGRAFI, ISOLAB HbA, KITI)
KARSILASTIRILMASI

Giilen ATTILA', Sule MENZILETOGLU YILDIZ', Refik BURGUT?,
Giines YUREGIR®, Kiymet AKSOY'

COMPARISON OF THREE METHODS (HPLC, DE-52 MICROCHROMATOGRAPHY
AND ISOLAB Hb-A; kit) IN HbA2Z MEASUREMENT

Summary: Thalassemias are the most common genetic disorders woldwide. It is the result of the deficient synthesis or the
absence of one or more globin chain of the normal human hemoglobins. Prenatal diagnosis is the most effective way in the
eradication of these diseases. Increased levels of HbA2 (3.5 to 8 %) is the most consistent feature of heterozygous b-
thalassemia. Thus the accurate measurement of HbA2 is very important in the identification of b- thalassemia carriers.

In this study, we measured the HbA2 levels of 40 subjects by HPLC, DE-32 microcolumn chromatography and Isolab HHA2
kit methods.

Our results showed that these methads are all giving reliable and accwrate results and each laboratory can safely choose any
of them according to their condition and requirements.

Key Words: Thalassemia, HbA2, HPLC, microcolumn chromatography

Ozet: Talasemiler diinyada en sik goriilen genetik bozukluklar olup hemoglobin igeriginde bulunan globin zincirlerinin bir ya
da daha fazlasinin sentezindeki azalma veya tamamen yokluguna bagh olarak geligirler. Bu hastaliklarm eradikasyonunda
dogum dncesi tam e hasta bireylerin dogumunun énlenmesi giiniimiizde en gecerli yoldur. Bu nedenle talasemi
tagovictlarimn saplanmast son derece dnemlidiv, b-talasemi tasyicilifimn tamsinda ¢ok biiyiik dneme sahip olan Hb A2
diizeylerinin yiiksekliginin giivenilir yontemlerle dlgiilmesi gerekir. Bu ¢aliymada 40 olguda HbA2 diizeyleri HPLC, DE-52
mikrokromatografi ve Isofab HbAZ kiti kullamilarak dlgildii. Sonug olarak  her di¢ yonteminde giveniliv oldugu  ve
laboratuvarda hangi yontemin segilecegine laboratuvar kogullarina bakilarak karar veritmesi gerektigi kanisia vardmgtir.

Anahtar Kelimeler: Talasemi, hemoglobin A2, HPLC, mikrokromatografi

GIRiS

Talasemiler,diinyada en sik goriilen kalitsal bo-
zukluklar olup,hemoglobin igeriginde bulunan globin
zincirlerinin bir yada daha fazlasimin sentezindeki a-
zalma veya tamamen yokluguna bagh olarak geligir-
ler. a ve b-zincir eksikligine bagh olarak gelisen a ve
b-talasemilerin en sik gozlendigi cografi bolgeler Ak-

. e B G (13
deniz, Orta Asya ve Afrika'nin bazi boliimleridir .

Saglikli bir yetiskinde %96-98 oraninda eriskin
hemoglobini olan hemoglobin A(a2b2)’ nin yam sira
minér hemoglobinlerden hemoglobin A2(HbA2, a2-
d2) %2.5-3,5 oraninda ve hemoglobin F(HbF, a2g2)
ise %1%in alunda bulunur. HbAZ2 molekiilii gebeligin
35. haftasindan itibaren sentezlenmeye baglar ve
kordon kanminda eser miktarda bulunur. Dogumda
9%0,2-0,3 oraninda olan HbA?2 eriskin diizeylerine do-
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gumdan sonra 24. ayda ulasir, normal yasam siiresin-

ce de %3.5"un altinda bulunur /.

Fizyolojik olarak fazla bir 6nem tasimayan HbA2
molekiilii klinikte b-talasemi tasivicih@inin belirlen-
mesinde ¢ok biiylik dneme sahiptir. Tasivicilarin be-
lirlenmesi bu hastaliklarin prenatal tam yolu ile eradi-
kasyonu igin son derece gereklidir. b-talasemi tagiyi-
cilarinda HbA2 diizeyi genellikle %3,5-8 arasinda
lunur . Bunun yamsira a-talasemili olgularda ise
HbA?2 diizeyinde azalma gozlenir ‘“. HbA2 varhim
hemoglobin elektroforezi yontemi ile kalitatif olarak
saptanabilir ', Kantitatif HbA2 lgiimleri ise iyon
degistirici kromatografi ve yiiksek basingh sivi kro-
matografi (HPLC) yontemleri ile olgiilebilir . Gii-
niimiizde HbA?2 tayininde DE-52 regine kullanilarak
vapilan mikrokolon kromatografi yontemi ile giiveni-
lir sonuglar elde edilmektedir. Ancak hemoglobin e-
lektroforezi ve mikrokromatografi yontemlerinin de
deney siiresinin uzunlugu, dzenli ve iyvi bir manii-
plasyon gerektirmeleri ayrica sonuglarm metodolojik
faktorlerden oldukea etkilenmesi gibi olumsuzluklan
vardir™. Ayrica bazi anormal hemoglobinlerin (HbS,
HbC ve HbE) varhiginda bu yéntemler interferens
gosterir. Bunlara ek olarak bu yontemlerle baz
anormal hemoglobinler HbA2'den tam olarak ay-
nistirilamazlar . Katyon degistirici HPLC yontemi
ile HbA2 vam sira diger tiim hemoglobin fraksiyon-
larinin kalitatif ve kantitatif olarak giivenilir bir ge-
kilde ayristinlmasi tek bir analizle mtimkiin olmak-
tadir HPLC yénteminde HbA2 élgiimleri HbE varh
disinda dogru ve glivenilir olarak yapilmaktadir. HbE
varlifinda ise HbA2 tam olarak aynstinlamadigy i¢in
dogru kantitasyon yapilamaz R,

b-talasemi tasiyicilarimin saptanmasinda en deger-
li tamt kriterlerinden biri olan HbA2 diizeylerindeki
artigin Gzellikle b-talasemi tasiyicithi@inin yayvgin ol-
dugu bélgelerde dogru ve giivenilir bir sekilde sap-
tanmasi son derece tnemlidir. Bu ¢alismada; HbA2
dlelimiinde kullanilan iig ayn yéntemin (HPLC, DE-
52 regine ve  Isolab HbAZ2 kiti) karsilastinlmas: ve
elde edilen sonuglarmn istatistiksel olarak degerlendi-

rilip HbA2 diizeylerinin 8l¢limiinde en giivenilir,
tekrarlanabilir, cabuk ve ekonomik olan yontemin be-
lirlenmesi amaclanmistir,
GEREC VE YONTEMLER

Calisma kapsamina tarama c¢alismalarnindan elde
edilen EDTA’L kan drneklerinden rastgele 40 drnek
alinmistir. Hematolojik parametreler Coulter Counter
T 890" da calisildiktan sonra kan Grnekleri  soguk
20,9 serum fizyolojik ile {i¢ kez yikanmis, esit mik-
tarlarda saf su ile hemoliz edilerek Grneklerin hemoli-
zal hemoglobin konsantrasyonlart 100mg olacak ge-
kilde ayarlamir ve yiiksek devirde santrifiij edilerck
hiicresel artiklar uzaklasturilmistir. Hb elektroforez-
leri pH 8,6'da Tris-EDTA-Borat tamponu kullanila-
rak selliiloz asetat striplerle Kohn yintemine gire ya-
pl|l11|$l:ll'“3}.

HbA2 dl¢iimlerinde mikrokolon kromatografi ti-
cari kitleri (Isolab HbA2 kiti) kullanilmig ve yontem
iireticilerin dnerdigi sekilde kolona uygulanmisur. El-
de edilen siiziintiilerin optik dansiteleri 415nm’de 6l-
clilmistir. DE-52 mikrokolon kromatografisiyle ya-
pilan HbA2 Glgiimleri ise pH 7,25'da  Glisin-KCN
gelistiricileri kullanilarak, Huisman ve arkadaglar ta-
rafindan tamimlanan y6nteme gore yapilnig ve optik
dansiteler 415nm’de dlgtilmiistir .

HPLC (Jasco PU 980) ile HbA2 sl¢limiinde kat-
yon degistirici kolon kullanmigtir. Bu amaca y&nelik
olarak poliaspartat kapli Poly Cat-A  kolonu
(200X4,6mm olup Smikrometre partikiil biiyiikligi-
ne sahip) kullamilmisur. Kolon bis tris-amonyum ase-
tat-sodyum asetat-KCN (pH 7) ve Bis Tris-Amon-
yum asetat-KCN (pH 6,47) tamponlan ile yikanarak
toplanan eluvatlarin optik dansiteleri cihaza bagh
spektrofotometrede (Jasco UV 970) 415 nm’de 6l-
clilmistiir.

BULGULAR

Olgularin ii¢ ayr yontem ile elde edilen Hb A2

diizeyleri istatistiksel olarak ANOVA tek yonlii var-

yvans analizleri ile karsilagtinlmigtir. ANOVA ek
yonlii varyans analizlerine gore yontemler arasinda
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dogrusal bir iliski bulunamamgtir 44 Bu sonuglara
bakilarak her ii¢ yénteminde kullamlabilir oldugu ve
her laboratuvarin kendi kosullaria uygun olam seg-
mesi gerektigi digtiniilmigtir (Sekil 1). Cahsmada
ayrica herbir yontem igin farkli bir 6rnek 10 kez gah-
silarak ydntemlerin ortalamalan (X), standart sapma-
lar1 (SD) ve varyasyon katsayilan (CV) hesaplanarak
giivenilirlik ve tekrarlanabilirlilikleri aragtirilmigtir
(Tablo I).
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DES2recne  ISOLABKI HALC
Sekil 1. Ugp yontemlie elde edilen degerlerin dagium

Tablol. Yéntemlere ait ortalamalar, standart sapmalar ve
varyasyon katsaylart

Yontemler n X+5D %CV
Isolab HbA: kiti 40 3,1+0,22 7.1
DE-52 regine 40 3,2+0,14 4.4
HPLC 40 3.4+0,16 4.7
TARTISMA

Globin zincir sentezi ya da yapisindaki bir bozuk-
luga bagli olarak geligen talasemiler ve hemoglobina-
patiler diinyada en sik goriilen kalitsal hastaliklar o-
lup gok dnemli saglik sorunlari olugturmaktadir . b-
talasemi tasiyicih@inda eritrosit sayist ylksektir ve
MCV<79 fl, MCH<25pg dir. Periferik kan morfoloji-
si de degisir, hedef hiicreler, bazofilik noktalanmalar,
anizositoz ve poikilositoz gozlenir. Ayrica b-talasemi

tastyicilarinda HbA2 yiiksekligi en karakteristik bul-
gudur. Bu nedenle HbAZ2 diizeylerinin giivenilir bir
yontemle dl¢iilmesi gerekmektedir M b-talasemi tagi-
vicihg belirlenen kisiler tasiyict olan kisilerle evien-
diklerinde hasta ¢ocuk dogumunu Gnlemek amaci ile
dogum 6ncesi taniya gitmeleri gerckmektedir. Bu ne-
denle tagivicihin belirlenmesi toplumda bu hastahk-
lanin eradikasyonunda son derece nemlidir.

Bu ¢alismada b-talasemi tasiyicih@inin diinyada
en stk gorildiigi kusak {izerinde yer alan Cukurova
bilgesi igin de ¢ok énemli olan HbA?2 6l¢iimleri igin
en giivenilir ydntemi bulmak amaci ile HbA2 diizey-
leri ii¢ farkli yontem (DE-52 regine, Isolab HbA2 ki-
ti ve HPLC) ile dl¢tilmiigtir.

Cahsmamiz sonucunda elde edilen verilere gore
DE-52 regine mikrokromatografi, Isolab HbAZ2 kiti
ve HPLC yintemlerinin li¢ii de giivenilir sonuglar
vermektedir. Yontemleri tek tek inceleyecek olursak,
DE-52 regine mikrokromatografi yontemi madde te-
mininde kolayhgi, ekonomik agidan ucuzlugu, giive-
nilir sonuglar vermesi ve yeni kurulan bir laboratu-
varda bile ¢calisma olanag saglamasi agisindan ilk se-
¢ilecek yontemler arasinda yer almaktadir. Buna kar-
sin reginenin dengelenmesinde ortaya ¢ikabilecek
problemler, 1s1 farkliliklarina duyarlihig, iyi bir tek-
nisyene gerek duyulmas: ve deney siiresinin uzunlu-
u gibi olumsuzluklarmin da gozardi edilmemesi ge-
rekir.

Isolab HbA2 kiti glivenilir, pratik ve uygulamada
kolayligi olan bir y6ntem olmasina Karsin ticari kro-
matografi kolonlarinin tilkemiz kogullarinda teminin-
deki giigliikler ve oldukga pahah bir yontem olusu gi-
bi bazi dezavantajlari vardir.

HPLC yontemi ise tek bir analiz ile HbAZ2 yam si-
ra aym anda HbS, HbC, HbD, HbO-Arab ve HbF'in
kantitatif ve kalitatif aynistirilmalarimi saglamaktadir.
Ayrica mikrolitre diizeyindeki drneklerle hatta zimba
biiyiikliigiinde filtre kagidina emdirilip kurutulmug
kan drnekleriyle bile analizler yapilabilmekte ve gii-
venilir sonuglar elde edilmektedir. Otomatik olarak
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galisudn igin deney sliresince ¢ahisan kisinin cihazin
basinda bulunmasi gerekmemektedir. Bu (stiinliikle-
rinin yani sira oldukga pahah olan HPLC cihazin ge-
rektirmesi, kullamminda 6zel egitilmis personele ge-
reksinim duyulmas: gibi olumsuzluklar da vardir.

Sonug olarak ¢alismamiz gdstermigtir ki HbA2 &l-
ciimiinde HPLC, DE-52 mikrokromatografi ve Isolab
HbA?2 kiti ybntemlerinin her ii¢ii de giivenilir yon-
temlerdir. Bir laboratuvarda HbA2 &l¢iimil i¢in han-
gi yontemin kullanilacagina laboratuvarin kendi ko-
sullari ve ekonomik olanaklari g&z 6niine alinarak ka-
rar verilmelidir.
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