Hemoglobinopatiak korismézése magas nyomasii folyadékkromatografias eljarassal
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Diagnostizarea hemoglobinopatiilor prin cromatografie lichida de
inalta presiune

Scopul lucrarii este prezentarea unor hemoglobinopatii descoperite cu
ocazia dozarii HbAlc pe doua aparate HPLC ale firmei Bio-Rad: ana-
lizorul Variant I (Targu Mures — 1940 probe prelucrate) si Variant II
(Edmonton, Canada - 150 probe prelucrate). Cu aparatele Variant putem
identifica diverse hemoglobinopatii (HbS, HbE, HbC, HbD, etc.), dar
se recomanda confirmarea acestora prin electroforeza sau alte tehnici.
Datorita diversitatii populatiei i a centralizarii, hemoglobinopatiile apar
frecvent in cazuistica canadiana comparativ cu lotul de pacienti autoh-
toni. Hemoglobinopatiile pot cauza probleme serioase de diagnostic si
tratament la diabetici.
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A hemoglobinopatiak a legszokvanyosabb egy gént érint6
genetikai betegségek, a globinldncok aminosavsorrendjében
végbemend valtozasok kovetkeztében szamos patold-
gias hemoglobinféleség alakul ki. Jelenleg tébb mint 900
hemoglobinopatidt irtak le, ezek koziil csak 9-nek van kli-
nikai megnyilvanulasa. A népesség vandorlasa azokrol a
teriiletekrél, ahol magas a hemoglobinopatiak eléfordulasa
(Délkelet-Azsia és Afrika) olyan teriiletek iranydba, ahol
alacsony (Nyugat- és Kozép-Eurdpa, Amerika), megnovelte
a nyilvantartott esetek szamat ezeken a teriileteken [10].

Egyes hemoglobin varidnsok ratevédnek a glikozilalt
hemoglobin (HbAlc) meghatarozasara kiilondsen a
régebbi manualis kromatografias eljarasokndl, de a magas
nyomasu folyadékkromatografids (HPLC) modszer ese-
tében is taldlkozunk ilyen természetli problémakkal [4]. A
jellegzetes retencids id6k segitségével nagyrészt megjosol-
hat6 a hemoglobinopatia mibenléte, viszont ilyen esetekben
ajanlott a pontos korisme felallitasa érdekében mas vizsga-
latok elvégzése, mint amilyen a bazikus vagy savas kozeg-
ben torténd hemoglobin elektroforézis [6, 8,9, 12]. Ismertek
olyan hemoglobinopatidk is, amelyek elektroforézissel nem
mutathatok ki, viszont kromatografias eljarassal killonva-
laszthatok [3, 13].

A hemoglobinopatidk vizsgalatara hasznélatos analitikai
mddszerek magukba foglaljak a felsoroltakon kiviil az old-
hatdsagi probdkat, a sziklizaldsi tesztet (sarldsejt képzddés),
a globinldncok szétvalasztasat, az izoelektromos fokuszélast,
egyes immunologiai modszereket és néhany igen érzékeny
elvalasztasi eljarast, mint amilyen a kapillaris elektroforézis,
tomegspektrometria, DNS vizsgalat stb [2, 5].

Célkitlizés

A glikozilalt hemoglobin alapveté fontossagu allapotjelzé
a cukorbetegek kovetésében, értéke dontd a kezelés szem-

D<

Dr. Nemes-Nagy Enikd
540135 Marosvasarhely —Targu Mures, Str. Faget nr. 24, ap. 8
e-mail: nnen@freemail.hu

Diagnosis of hemoglobin variants with high pressure liquid
chromatography

The aim is to present hemoglobin variants revealed while measuring
HbAlc on two HPLC analyzers (Bio-Rad): Variant I (Targu Mures —
1940 samples processed) and Variant IT (Edmonton, Canada - 150 sam-
ples processed). Working on Variants several pathological hemoglobins
can be identified (HbS, HbE, HbC, HbD, etc.), but electrophoretic or
other type of confirmation is recommended. Due to population diversity
and centralization a larger number of hemoglobin variants were amongst
Canadian samples compared to local patients. Hemoglobin variants can
cause serious problems in diagnosis and treatment of diabetes.
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pontjabol, mivel a paciensek metabolikus egyensulyat a
segitségével pontosan fel tudjuk mérni, és a kezelés haté-
konysagat meg tudjuk éllapitani. A meghatarozas pontos-
saga nagy mértékben fiigg a valasztott modszertdl, illetve a
vérmintaban taldlhaté patolégias hemoglobin szarmazékok
jelenlététol.

Dolgozatunk célja a beteganyagunkban szereplé hemo-
globinopatidk bemutatasa, és az altaluk okozott diagnoszti-
kai és kezelési problémak ismertetése.

Anyag és modszer

A hemoglobinopatidk vizsgélatdra,a HbAlc (glikalt hemog-
lobin) meghatdrozasra szolgalé mintdkhoz hasonldan,
a vérprobakat alvadasgatlora vessziik, leginkabb EDTA
(etiléndiaminotetraacetat) natrium vagy kalium séjara. A
mintak leépiilésének meggatolasa érdekében a kémcsoveket
4°C-on tartjuk és 7 napon beliil feldolgozzuk, vagy eseten-
ként mélyhttében (-20 °C alatt) fagyasztva tobb ideig tarol-
haték a mintak.

Az altalunk vizsgalt vérprobak esetében a meghata-
rozas minden esetben a HbAlc kimutatdsara szolgald
reagenskészlettel tortént. A glikalt hemoglobin mindenki
vérében jelen van, egészséges embereknél 4-6%- ban, cukor-
betegeknél ennél magasabb, az el6z6 3-4 hoénap vércukor
értékeinek fiiggvényében [7].

A meghatarozasok részben Marosvéasarhelyen, a Megyei
Koérhaz Kozponti Laboratériumaban zajlottak (1940 pro-
bat dolgoztunk fel), a Bio-Rad cég reagenskészletével, a
VariantTM Hemoglobin Testing System késziiléken. Ez egy
magas nyomdsu folyadék kromatografian (HPLC) alapul6
automata analizdtor, beépitett fotométere két hullimhosz-
szon olvassa le az abszorbancia értékeket: 415 és 690 nm-en.
A vérmintakat 1:200-as higitassal kell el6késziteni, ezutan
végighaladnak a kromatografias oszlopon, ahol a puffer
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oldatok segitségével kiilonvalnak a kiilonboz6 frakciok.
Végiil egy kromatogramot nyeriink, amelyen minden cstcs
a megfeleld retencids idével jellemezhetd, és a gorbék alatti
teriiletet figyelembe véve szdzalékos eloszlasban lathatdk a
killonboz6 frakciok. A probak tobbi része (150 vérminta)
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Edmontonban (Kanaddban) volt feldolgozva, az el6z6
késziilék masodik, szamitdgépesitett generacidjanak segit-
ségével (Variant II).

Eredmények

A Kanadaban feldolgozott vérmintdkban a Variant készii-
lékkel sikeriilt kimutatnunk szamos patolégias Hb szar-
mazékot. Beteganyagunkban szerepelnek HbS és HbE
homozigétak, illetve HbD, S, C, E, Camden, G Coushatta
heterozigétak. A Maros megyei esetek koziil megemlithetd
egy Hb Tyne heterozigéta, illetve szamos perzisztalo Hb F -
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ezek esetében nem mindig tortént meg részletes kivizsgalas
pl. minor béta thalassaemia iranyéban [1].

A patologias hemoglobin szarmazékok glikalt formaja a
kromatogramon mas frakcidban talalhatd, mint a HbAlc,
ami zavart okozhat a szénhidrat anyagcsere egyensulya-
nak felmérésében. Ezek pontos helyzetének meghatarozasa
jelenleg zajlé kutatasok célja. Kutatdcsoportunk in vitro
glikozildcié vizsgdlata soran foglalkozott ezzel a problé-
maval, és igéretesnek szamité eredményeink vannak ezen
a téren [11].

Egyes hemoglobin varidansok a magas nyomast kroma-
tografidas modszernél ratevddhetnek a HbAlc frakciéra,
ilyen pl. a beteganyagunkban szereplé Hb Camden, hatal-
mas (esetiinknél 46,1%-os) glikdlt hemoglobin értéket
mutatva. Bizonyos esetekben (pl. a beteganyagunkban sze-
repld HbE homozigdtanal) annyira alacsony lehet a HbA
részaranya (betegiinknél 8%), hogy a HbAlc nem is jelenik
meg a kromatogramon (3. abra). Kevésbé specifikus foto-
metridas modszerekkel végezve a HbAlc meghatarozasat a
megnovekedett HbF is ratevédik a glikalt hemoglobin frak-
ciéra, hamisan magas értéket adva.

Megbeszélés

A hemoglobinopatidk joval magasabb el6forduldsi aranyt
mutatnak a kanadai beteganyagnal, amely a kozpontositott
egészségligyi rendszernek és a populacio sokféleségének
tudhat6 be. A marosvasarhelyi eseteknél a paciensek 1,46%-
anal talaltunk a megendedett 1%-nal magasabb HbF értéket.
Ez lehet a magyardzata annak, hogy a HPLC késziilék par
hénapja tortént beiizemelése el6tt, manualis kromatogra-
tias fotometrids modszerrel kvetve a cukorbetegeket, egyes
esetekben talaltunk megmagyardzhatatlanul magas glikalt
hemoglobin értékeket. Megtigyeltiik tovabbd, hogy magas
HbF értékhez szinte szabalyszerlien emelkedett HbA1b
frakeci6 is tarsul, amely a HPLC-nél kevésbé specifikus méd-
szerekkel szintén nem kiilonithet6 el a HbAlc frakcidtol.

Kovetkeztetések

A kiilonboz6 patologias hemoglobin szarmazékok pontos
vagy valdszint diagndzisa feltehet6 a magas nyomasu folya-
dékkromatografias Variant késziilék segitségével a HbAlc
reagenskészletet haszndlva. A hemoglobinopatidk jelen-
léte zavard lehet a cukorbetegség diagnozisa és kovetése
szempontjabdl a HbAlc-re valé ratevédések miatt, illetve

a patolégias hemoglobin szarmazékok glikalt formdjanak
kevéssé ismert, mas frakcioban megjelend helyzete kovet-
keztében. Egyes homozigétaknal a HbAlc hianyozhat a
kromatogramrol.
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