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OZET Amag: Giiniimiizde degisik marka ve modelde HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
sistemleri talasemi taramasi i¢in kullanilmakta fakat bu cihazlarin birbiri ile olan uyumu bilinmemekte-
dir. Bu ¢calismanin amaci; D-10TM Hemoglobin testing system (BioRad, Hercules, USA) marka HPLC ci-
hazi ile Adams HA-8180T (Menarini Diagnostics, Floransa, Italya) HPLC cihazini hemoglobinopati tani
ve taramasi agisindan 6nemli olan HbA2 parametresi 6l¢timii bakimindan kargilagtirilmasidir. Bu amagla,
biz bu ¢alisgmada chromsystems kolon ve kitlerini kullanarak Bio-rad D-10 TM analizér marka HPLC ci-
hazi ile Adams HA-8180T marka HPLC cihazini talasemi taramas: bakimindan birbirleri ile olan uyumu
aragtirdik. Gereg ve Yontemler: Talasemi taramasi yapilan 22’si erkek, 181 kadin toplam 40 kisi prospek-
tif olarak ¢alismaya alind1. Her iki cihaz da tek seferde ¢alisilan hemoglobin A2 (HbA2) degerleri icin ista-
tistiksel uyum, iki-y6nli rasgele simifici korelasyon katsayisi (SKK), Wilcoxon Es Testi, Spearman
korelasyon katsayist ve uyum korelasyon katsayisi (UKK) kullanilarak degerlendirildi. Bulgular: Yapilan
iki grup fark testlerine gore erkeklerin Hb, Htc ve OEHb (Ortalama Eritrosit Hemoglobini) diizeyleri
kadinlardan anlamh sekilde yiiksek bulundu. HbA2 degerleri i¢in sinifi¢i korelasyon katsayisi (SKK)=0,960
ve uyum korelasyon katsayis1 (UKK)= 0,953 olarak bulundu. Bununla birlikte Spearman korelasyon kat-
say1si rho: 0,806 olarak bulundu. Sonug: Iki cihaz arasinda HbA2 degerlerinin karsilagtirilmasinda CLSnin
metot kargilagtirma protokoliine (EP-9) gére uyum yetersizdir. Bununla birlikte Fleiss'in 6nerdigi sinifici
korelasyon katsayisina gore ve Lin'nin 6nerdigi uyum korelasyon katsayisina gore her iki sistemde ¢aligilan
HbA?2 dl¢timlerinin uyumlu oldugunu bulduk. HbA2 degerleri farkli yontemlerle ve diger biyokimyasal
parametrelerle (serum demir parametreleri) birlikte yorumlandiginda kisilere ve klinisyenlere daha yol
gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Bio-rad D-10 TM; HbA2; hemoglobinopati; HPLC; Adams HA-8180T;
yontem karsilagtirma

ABSTRACT Objective: Today, different trademarks of HPLC (High Performance Liquid Chromatogra-
phy) equipment have been used in screening for thalassemia. In this study, the aim was to investigate the
agreement between the results of the analyses of HbA2 values with D-10TM Hemoglobin testing system
(BioRad,Hercules,USA) and Adams HA-8180T (Menarini Diagnostics, Florance, Italy) trademarks. Mate-
rial and Methods: This prospective study was included in 40 (22 males and 18 females) individuals per-
formed thalassemia screening. Statistical correlations of hemoglobin A2 (HbA2) values, analyzed in each
analyzer as a single analysis from each sample were evaluated using two-way random intraclass correla-
tion coefficient (ICC), Wilcoxon Signed Ranks Test, Spearman's correlation coefficient and concordance
correlation coefficient (UCC). Results: Hb, Htc and OEHDb levels of men were significantly higher than
women. Intraclass correlation coefficients HbA2 values were found to be as ICC=0.960, and Concordance
correlation coefficient (UCC)= 0.953. However, Spearman's correlation coefficient were calculated as
rho:0.806. Conclusion: According to the method comparison protocol of CLS (EP-9), agreement between
the results HbA2 values measured in the two analyzers are found to be insufficient. However, according
to Fleiss’s Intraclass correlation coefficient and Lin’s concordance correlation coefficient the results HbA2
values were found to be sufficient in both systems. HbA2 values will be better guided by people and cli-
nicians when interpreted with different methods and with other biochemical parameters (serum iron pa-
rameters).

Keywords: Bio-rad D-10 TM; HbA2; hemoglobinopathy; HPLC; Adams HA-8180T;
method comparison
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alasemi, hemoglobin tetramer yapisinda bu-
Tlunan globin zincirlerinin biri ya da daha

fazlasinin iiretiminin azli1 veya yoklugu ile
karakterize olan kalitsal heterojen bir hastalik gru-
budur.! Bu gruptaki hastaliklar, bizim tilkemizin de
yer aldig1 Akdeniz havzasi, Orta Dogu, Hindistan,
Kuzey Afrika iceren bolgelerde yiiksek oranlarda
goriliir.?

Gerek talasemi ve gerekse diger hemoglobino-
patilerin tanisinda klinik tablo ve hemogram tes-
tinde goriilen anormallikler yol gosterici olsa da
asil tan1 hemoglobin alt tiplerinin ayrigtirilmas: ve
degerlendirilmesi ile konur.? Giiniimiizde hemog-
lobin alt tiplerinin ayrim i¢in seliiloz asetat elek-
troforezi, kromatografik mikro-kolonlar, immiin-
fiksasyon elektroforezi, kapiller elektroforez ve
katyon degistirici HPLC kullanilan metotlar ara-
sindadir.* HPLC, hemoglobin A2 (HbA2), hemog-
lobin F (HbF), hemoglobin A0 (HbAO) ve bunun
yaninda hemoglobin S (HbS), hemoglobin C (HbC),
vb. patolojik hemoglobin varyantlarini ayirmada
givenilir ve yaygin kullanilan bir yontemdir.>
Hem HPLC hem de diger metotlar kullanarak he-
moglobin alt tiplerini tanimlamak zahmetli ve zor
bir siirectir, bundan dolay: bu metotlarin kullanil-
mas1 egitimli ve uzman personel gerektirir.*

Talasemi bozukluklarinin 6nlenmesi amaciyla
genetik danigmanlik verilebilmesi i¢in 3-talasemi
tastyrciliginin dogru tamisi sarttir. Hemoglobin
(HbA2) fraksiyonundaki artisin belirlenmesi en
tipik tanisal belirte¢ oldugundan hastaligin tani-
sinda anahtar rol oynamaktadir.’

Hemoglobinopati tarama ve tanisinda genel
olarak izlenen yol; hemoglobin, hematokrit ve
diger eritrosit endekslerinin tespiti, HbF ve HbA2
analizlerini de iceren hemoglobin alt tiplerinin ay-
rigtirilmasi ve sonunda kesin tani i¢in DNA anali-
zini kapsamaktadir.*®

Son yillarda tip teknolojisi alaninda yaganan
biiyiik gelismeler tip laboratuvarlarinda oldukga
fazla marka ve model cihazin kullanilmasina ola-
nak saglamaktadir. Bu cihazlarin birbiri ile uyu-
munu arastirmak ise ilgili uzmanlar i¢in bir
problemdir. Bu nedenle bu ¢alismada; D-10TM
Hemoglobin Testing System (BioRad, Hercules,
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USA) marka HPLC cihazi (Sistem 1) ile Adams
HA-8180T (Menarini Diagnostics, Floransa,
[talya) HPLC cihazin1 hemoglobinopati tan1 ve
taramasi agisindan énemli olan HbA2 ve HbF pa-
rametreleri 6l¢iimi bakimindan kargilagtirilmas:
amaclandi.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismaya Bilecik Merkez Halk Saglig1 Laboratu-
var’1 biyokimya boliimiine 11 Temmuz -11 Agustos
2017 tarihleri arasinda talasemi taramasi icin bas-
vuran 22 si erkek, 18’1 kadin toplam 40 saglikh fert
prospektif olarak dahil edildi. Bu kisilerin antekii-
bital venlerinden EDTA’l1 (Etilen Diamin Tetra
Asetik Asit) tiiplere kan 6rnekleri alindi. Alinan bu
ornekler her iki cihazda da tek seferde caligildi ve
sonuglar kaydedildi. Ayrica bu fertlerin eritrosit
endeksleri Mindray BC5800 (Shenzhen, China) ci-
hazinda 6l¢iildi.

D-10TM ve Adams HA-8180T analyzer HPLC
sistemlerinde cihazlara spesifik iyon degistirici
HPLC kolon ve tamponlar: kullanildi. Bu cihazlar
calisilan numuneye 6nceden herhangi bir islem ge-
rektirmeyen 6rnek dilisyonunu ve hemolizini oto-
matik yapan HPLC sistemleridir.>’

HPLC SISTEMLERI iLE HEMOGLOBININ ALT TiPLERINiN
AYRILMASI

D-10TM ve Adams HA-8180T analyzer HPLC sis-
temlerin her ikisi de hemoglobinleri alt fraksiyon-
larina iyon degisim yontemi ile ayirmaktadir. Diliie
ve hemoliz edilmis 6rnekler, 6zel filtrelerden gegi-
rilir ve kolon igine belirli bir basin¢ta pompalanir.
Kolon iginde hemoglobin proteinlerinin net yiik-
leri ile kolondaki resin yiikleri birbirleriyle etkile-
sime girerler. Ik adimda, eluat-1 icin analiz
baglayacagi zaman kolon i¢ine diger tamponlara
gore diisiik iyonik giicte (distik pH ve tuz kon-
santrasyonda) soliisyon pompalanir. Bu soliisyon
HbF gibi zayif bagli molekiilleri kolon tizerindeki
resinden ayirir. Ikinci adimda ise kolonun igine
ikinci soliisyon pompalanir. Bu soliisyon HbAO ve
HbAZ2 gibi resine daha giiclii baglanan hemoglobin
alt tiplerini resinden soker. Daha sonraki adimlarda
ise daha alkali pH ve yiiksek tuz konsantrasyonlar-
daki soliisyon kolona pompalanarak resine ¢ok
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daha giiclii baglanan diger hemoglobin alt tiplerini
resinden soker. Kolondan ¢ikan eliiatlardaki he-
moglobin alt tiplerini dedektorler saptar ve buna
bagli olarak kromatogramlar elde edilir.® Cihazlarin
uyumu ve yanhlik durumu Youden ve Bland Alt-
man grafigi ile incelendi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz icin SPSS 15,0 for Windows ve
MedCalc 15,2 paket programi kullanildi. D-10TM
ve Adams HA-8180T HPLC sistemlerinden elde
edilen HbA2 degerleri ortalamaststandart sapma
olarak kaydedildi. Tanimlayic: istatistikler; sayisal
degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, mini-
mum, maksimum, medyan, kategorik degiskenler
say1 ve ylizde olarak verildi. Hastalara ait yas ve
eritrosit indekslerinin kargilagtirmas: normal dagi-
lim kosulu saglandiginda Student t Testi, normal
dagilim kosulu saglan- madiginda Mann Whitney
U testi ile yapildi. Sayisal degiskenler arasi iligkiler
parametrik test kosulu saglanmadigindan Spearman
Korelasyon Analizi ile incelendi. Bagimh grupta
(herbir hastanin iki farkli cihazdaki sonuglar ki-
yaslanirken) sayisal degiskenlerin farklar1 normal
dagilim kogulunu saglanmadigindan Wilcoxon testi
ile analiz edildi. Ol¢iimler arasindaki istatistiksel
olarak uyum iki yonlii rastgele sinif i¢i korelasyon
katsay1s1 ve uyum (concordance) korelasyon katsa-
yis1 ile verildi. Cihazlarin uyumu ve yanlhlk du-
rumu Youden ve Bland Altman grafigi ile
incelendi. Istatistiksel alfa anlamlilik seviyesi
p<0,05 olarak kabul edildi.

I BULGULAR

Kadin ve erkeklerin yaslar: ve eritrosit endeksleri
degerleri arasindaki farklar Tablo 1’de verildi. Het
ve OEH i¢in student t testi, yas, Hgb, OEHD i¢in
icin Mann Whitney U testi kullanilmigtir. Yapilan
iki grup fark testlerine gore erkeklerin Hb, Htc ve
OEHD diizeyleri kadinlardan anlaml sekilde yiik-
sek bulundu (p<0,001).

Gruplar arasinda yapilan tek yonli varyans
analizinde hastalarin yas ortalamalar1 arasinda an-
laml farklilik yokken eritrosit endeksleri arasinda
anlaml farklhilhk bulundu.

Her iki HPLC cihazinda 6l¢iilen HbA2 deger-
lerinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo
2’de verilmistir.

D-10TM ve Adams HA-8180T HPLC (chroms-
ystems) sistemleri ile 6l¢iilen HbA2 degerleri i¢in
Wilcoxon Es Testi, Spearman korelasyon katsayist,
sinifici korelasyon katsayisi (iki-yonlii rasgele),
uyum korelasyon katsayis: ve bias Tablo 3’te, kore-
lasyon, youden ve Bland-Altman grafikleri ise Sekil
1 verilmistir.

I TARTISMA

Giintimiizde kullanimi ve yorumlama kolaylig: ne-
deniyle hemoglobin varyantlarinin tespiti i¢in
HPLC tekniginin kullanilmas: tercih edilir ol-
mustur. Diinyada hemoglobin varyantlar: taran-
mas1 i¢in birkag ticari HPLC yoéntemi bulun-
maktadir.’

TABLO 1: Kigilerin cinsiyetlerine gbre dagilimlar, yas (ortalamazstandart sapma (SD) eritrosit indeksleri
(ortalamazstandart sapma) ve referans araliklari tabloda gésterilmistir.
Cinsiyet
Kadin (N=18) Erkek (N=22)
Ort.+SD Min-Maks Medyan Ort.+£SD Min-Maks Medyan p
Yas (yi) 29,3+13,4 10-78 25 30,8+16,6 1-79 26 0,270
Hemoglobin 12,7+1,2 9,3-14,7 12,8 15,3+1,1 12,9-16,9 15,3 <0,001
Hematokrit 38,0+3,1 30,1-44,1 37,85 44,6126 39,4-49.4 44,6 <0,001
OEH 88,7+7,5 64,4-98,2 89,9 87,4:6,8 63,9-100,7 88,1 0,486
OEHb 31,9:3,5 21,6-34,9 33 33,5:2,4 25,4-36,1 34,1 0,002

OEH: Ortalama Eritrosit Hacmi; OEHb: Ortalama Eritrosit Hemoglobini.
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TABLO 2: Her iki cihazda dlcilen HbA2 degerlerinin ortalamalari ve standart sapmalari gdsterilmistir.

HBA2  ADAMS HA-8180T

BIORAD d 10

Kadin (N=18)
Ort.+SD Min-Maks
2,900,41 2,1-4,7
2,98+0,54 2,2-55

Cinsiyet
Erkek(N=22)
Medyan Ort.+SD Min-Maks Medyan p
2,9 3,18+0,90 2,3-5,9 29 0,320
3 3,28+1,10 2,4-6,8 2,9 0,731

TABLO 3: Her iki cihazda él¢giilen HbA2
degerlerinin karsilastirnimasi.

Wilcoxon Es Testi

Spearman korelasyon katsayisi
Sinifigi korelasyon katsayisi
Uyum korelasyon katsayisi

HBA2

BIORAD d 10 &

ADAMS HA-8180T
2:-3,706 p<0,001

rho: 0,806 p<0,001

0,960 (%95 Cl 0,936-0,975)
0,953 (%95 Cl 0,935-0,967)

Bias -0,091 (%95 Cl-0,146-0,037)

Min:-0,541 Maks:0,358

SEKIL 1: A) Korelasyon grafig.

Talasemi taramasinda kullanilan iki cihazin
uyumunu inceledigimiz c¢aligmamizda yaptigimiz
korelasyon analizine gére HbA?2 i¢in r=0,960 bu-
lunmustur. CLSI'nin metot kargilagtirma protoko-
liine (EP-9) gore korelasyon katsayisinin, tek bagina
yeterli olmamakla birlikte, 0,97’den biiyiik olmas:
onerilmektedir.3!° Buna gore bulunan korelasyon
katsayisinin yeterli uygunlukta olmadig goriilmiis-
tiir. Bu degerler giiven araliklarina gére degerlendi-
rildiginde iki cihazin HbA2 6l¢iimii i¢in uyumsuz
olduklar1 ve HbA2 degerleri bakimindan iki cihaz
arasinda anlamh fark oldugu gozlenmektedir.
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Iki cihaz arasindaki uyum degerlendirilirken,
sinif ici korelasyon katsayisi (SKK) esas alinmakta-
dir. Degerlendirme yapilirken bazi yayinlarda Simif
i¢i korelasyon katsayisinin 0,90'1n tizerinde olmasi
uyumun ¢ok iyi oldugu seklinde yorumlanirken,
bazilarin da ise 0,90-0,95 arasinda bulunmasini orta
dereceli uyum olarak yorumlanmistir.'"!? Bizim ¢a-
lismamizdaki iki cihazin uyumunu incelemek icin
yaptigimiz SKK analizinde; HbA2 i¢in SKK=0,960

SEKIL 1: C) Bland-Altmann grafigi.
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olarak bulduk. Buna gore iki cihaz arasinda HbA2
uyumunun ¢ok iyi oldugu anlagilmaktadir.
Bland-Altman grafiginde ise %3 degerinden son-
raki degerler icin ortalama ¢izgisinden daha ¢ok
uzaklastig1 ve sag¢ilmanin daha genis oldugu go-
riilmiistir (Sekil 1 C).

Son yillarda 6zellikle kapiller elektroforezin
hemoglobinopati taramasinda yaygin kullanilmaya
baglanmasi, likit kromatografi metotlarinin belirli
sorunlarini giderebilir.

Yapilan caligmalarda; Sebia marka kapiller
elektroforez sistemi ile Biorad marka Variant II
HPLC sistemleri karsilastirilmig, HPLC yontemin-
deki glike HbS ve HbE nin, kapiller elektroforezde
ise HbC’nin HbA2’e bozucu etkisi diginda sonugla-
rin uyumlu oldugu bulunmustur.” Bu ¢aligma-
lardan da anlasilacag {izere, her bir hemoglobin
varyant analiz metodunun belirli kisitlamalar: var-
dir ve tiim hemoglobin varyantlarini tam olarak
saptayacak tek bir yontem bulunmamaktadir. He-
moglobin varyant ¢esitliliginin en sik gorildigu
etnik bolgeye gére metot se¢ilmesi daha dogru ola-
caktir.?

Sonug olarak, bu iki cihaz arasinda talasemi ta-
ramasi bakimindan 6nemli bir belirte¢ olan HbA2
degerlerinin elde edilen mutlak degerlerin karsi-
lagtirilmasinda CLS’nin metot kargilagtirma pro-
tokoliine (EP-9) gore uyumsuz oldugunu, fakat
Fleiss’in onerdigi sinifi¢i korelasyon katsayisina
gore ve Lin’'nin 6nerdigi uyum korelasyon katsay1-
sina gore her iki sistemde ¢alisilan HbA2 6l¢iim-
lerinin uyumlu oldugunu bulduk. Buna gore
yontem kargilagtirmada yalnizca tek bir protokole
bagli kalmadan mevcut diger protokoller de kiyas-
layarak karar verilmesini 6nermekteyiz.

Calismamizi sinirlayan en 6nemli faktor; ¢ga-
lisma grubumuza ileri genetik tetkik yaparak kesin
tani koyamamis olmamiz ve bu sonuglara gore sis-
temlerden elde ettigimiz HbA?2 degerlerinin kendi
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kesim noktas: i¢inde yalanci pozitif ya da yalanc
negatif sonug alinan hastalar tespit edemememiz-
dir. Bir bagka sinirlayic: faktor ise hemoglobin A2
ve F ol¢iimiinde altin standart olan kolon kroma-
tografisi ve alkali denatiirasyon ile karsilastirilma-
masidir. Ayni sekilde kapiller elektroforez ile de
karsilagtirma yapilmamasidir. Bu yontemler rutin
laboratuvarlarda ¢ok nadiren kullanilmaktadir.
Ozellikle HbA?2 talasemi taramalarinda hayati bir
6neme sahiptir. Yanlhs negatif sonuglar evlilik 6n-
cesi yapilan taramalar i¢in istenmeyen sonuglar do-
gurabilir. Yine farkli yontem kullanan mer-
kezlerden gelen farkli sonuglar klinisyenlerin ka-
fasini karigtirabilir. Talasemi taramalarinda HbA2
eritrosit indeksleri ve serum demir parametreleri
ile beraber yorumlanmaly, siipheli durumlarda daha
ileri tetkik ve arastirmalar yapilmalidir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantis1 bulunan herhangi bir ila¢ firmasindan, t1bbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya tireten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde,
calisma ile ilgili verilecek karar1 olumsuz etkileyebilecek maddi

ve/veya manevi herhangi bir destek alinmamustir.

Cikar Catigmasi

Bu calisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
cikar catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite
tiyeligi veya tiyeleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, her-
hangi bir firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer du-

rumlar1 yoktur.
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