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ABSTRACT

Useful occasional report of a haemoglobin variant.

HbA,. is a marker used for diagnosis and management of diabetes. The clinical case described here describes a
patient with Impaired Fasting Glucose who requires the measurement of HbA4. in order to define his metabolic status.
The capillary electrophoresis (CE) method used for the HbA4. measurement was unable to return a result for HbA
because of an atypical pattern which required further investigations. The presence of haemoglobin variants can
interfere analytically with HbA,. measurements; also abnormalities in erythrocyte turnover can affect the clinical
interpretation of HbA; values. Therefore, it is important to recognize the presence of a haemoglobin variant, to
evaluate whether the result returned from the CE instrument is compatible with the patient’s situation.

This case demonstrates the importance of implementing safety barriers to prevent errors arising from situations that,
although already described and well known, may go unnoticed by the laboratory staff.
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CASE CLINICO assetto emoglobinico sempre in CE (Capillarys 3 TERA,
Sebia-Lisses, France) che evidenzia la presenza di una
variante emoglobinica pari al 43% di Hb totale in zona Z8

(Figura 2).

Un uomo di 38 anni originario dalla Serbia, dopo un
riscontro di glicemia (121 mg/dL) compatibile con

e8

alterata glicemia a digiuno (IFG, Impaired Fasting
Glucose) torna nella nostra struttura per eseguire la
misura della concentrazione dell’emoglobina glicata
(HbA1).

La quantificazione di HbA; eseguita in elettroforesi
capillare (CE) (Capillarys 3 TERA, Sebia-Lisses, France)
evidenzia tuttavia un tracciato definito come “profilo
atipico”. Tale tracciato riporta infatti la presenza di una
variante dell’emoglobina (Hb) non totalmente risolta
dall’HbA, che impedisce la corretta integrazione delle
diverse frazioni Hb. Viene infatti evidenziato il picco
relativo ad HbA4. ma lo strumento, in tali condizioni, non
€ in grado di restituire un risultato quantitativo (Figura 1).

Viene eseguito approfondimento con esecuzione di

Un campione di sangue in EDTA viene quindi inviato
al’luUOC di Medicina di Laboratorio dellospedale di
Treviso dove vengono eseguiti gli esami per valutare una
eventuale instabilita della variante: I'esame di Carrell
(termolabilita a 37 °C) ed I'esame al Blu Brillante di
Cresile (BCB test) per la ricerca di inclusi eritrocitari. Il
test di Carrell risulta positivo mentre il test al BCB non &
dirimente.

Un altro campione in EDTA per l'analisi molecolare
viene inviato presso il laboratorio di Genetica Medica
dell'Ospedale Maggiore di Milano dove viene riscontrata
la presenza della mutazione ¢.304 G>C del gene beta
globinico, compatibile con lo stato di portatore di Hb
Rush: $101(G3) Glu>GlIn.
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Elettroferogramma mediante elettroforesi capillare per la determinazione di HbA;: segnalazione di “profilo atipico” in presenza di

picco anomalo (5).

Figura 1
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Elettroferogramma mediante elettroforesi capillare per la determinazione dell’assetto emoglobinico: picco corrispondente alla

variante Hb Rush in zona Z8 (HbA, sovrastimata per integrazione anomala).

Figura 2
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DISCUSSIONE

L’ HbA4. fa parte dei criteri utilizzati per porre diagnosi
di Diabete Mellito (DM) (1).

In questo caso I'esame era stato richiesto per valutare
attentamente lo stato glicemico del paziente risultato
compatibile con IFG qualche settimana prima.

L'elettroferogramma ottenuto in CE evidenzia la
presenza di una variante emoglobinica che viene
confermata dall’esecuzione dell’assetto emoglobinico.

La maggior parte delle varianti emoglobiniche (HbC,
HbS, HBD, HBE) presenti in forma eterozigote non
interferisce con la determinazione di HbA;, ma in altri
casi puo essere presente una sovra/sottostima del dato
ottenuto (2).

In particolare, i metodi che misurano HbA4. basandosi
sulla differenza di carica tra HbA e HbA{. (come CE)
possono non fornire un accurato valore di HbA4; se non
vengono ben separate tra loro HbA e la variante e/o le due
rispettive componenti glicate (3).

In questo caso sono evidenziabili i due picchi relativi
alle frazioni glicate ma HbA e la variante non sono
separabili e quindi HbA4. (che si esprime come rapporto
tra HbA4. e la somma di HbA e HbA4.) non puo essere
quantificata (Figura 1).

Utilizzando altri metodi in realta questo problema puo
essere superato: i metodi immunochimici piu recenti si
basano sull'utilizzo di anticorpi in grado di riconoscere gli
aminoacidi glicati della catena beta globinica piu vicini
all’estremita N-terminale e quindi non subiscono
interferenze da varianti emoglobiniche che non presentino
mutazioni in quel tratto di catena specifico.

Anche la cromatografia di affinita in boronato, che si
basa sull'uso dell’acido aminofenilboronico che reagisce
in modo specifico con il glucosio legato al’emoglobina,
non & soggetta a interferenze dovute alla presenza di
eventuali aminoacidi mutati all'interno della catena, e cosi
pure i metodi enzimatici che si basano sull'utilizzo di
proteasi in grado di clivare i residui cheto-amminici nei
quali il glucosio & legato all’emoglobina, e quindi su altri
enzimi che ossidano le chetoammine con reazione di
Trinder e sviluppo di colore quantificato mediante misura
spettrofotometrica (4).

Quindi se il paziente si fosse recato in un laboratorio
che utilizzava uno di questi metodi avrebbe ottenuto un
valore di HbA .

Tuttavia la cromatografia di affinita ed i metodi
immunochimici ed enzimatici sono si in grado di misurare
HbA; anche in condizioni dove i metodi separativi non
riescono a fornire risultati (come in questo caso ma anche
in condizioni di varianti Hb allo stato omozigote o di
composti eterozigoti), ma I'eventuale variante non viene
individuata e di conseguenza segnalata.

Questa eventualita pud essere potenzialmente
pericolosa poiché, se la variante si accompagna ad
esempio ad una diminuzione della sopravvivenza
eritrocitaria (cosa che accade ad esempio nel’'omozigosi
HbS/S o HbC/C o nei composti eterozigoti HbS/HbC o
HbS/B-talassemia), la misura di HbA4; pud essere
sottostimata in maniera importante (5).
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Nel caso qui illustrato il paziente & portatore di Hb
Rush, un’emoglobina lievemente instabile. Non si pud
quindi escludere un accorciamento della sopravvivenza
eritrocitaria in questo paziente. Pertanto la misura di
HbA,. ottenuta con metodi alternativi avrebbe potuto
essere sottostimata ed essere quindi fuorviante per il
medico del paziente nella valutazione del metabolismo
glucidico dello stesso.

Anche l'ultima rivisitazione degli Standards of Medical
Care pubblicata da poco (1), sottolinea la necessita di non
utilizzare HbA in presenza di situazioni in cui sia
presente una alterazione della sopravvivenza eritrocitaria.

Ma essere a conoscenza della presenza di una
variante emoglobinica pud essere importante anche per
aiutare il clinico ad inquadrare correttamente il paziente
anche in un’ottica di prevenzione. Un dato quindi a cui
difficilmente si pud rinunciare (6).

Hb Rush infatti € una variante che in combinazione
con HbE o con trait beta talassemici pud dare un quadro
clinico simile a quello della talassemia intermedia (7).

In conclusione quindi, il riscontro occasionale di Hb
Rush in questo paziente ha consentito di evitare di fornire
al clinico un dato fuorviante per la diagnosi di
dismetabolismo glucidico ed inoltre ha permesso di
avviare il paziente ad appropriato percorso di consulenza
genetica.
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