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1 Bakgrund

Hemoglobin &r ett makromolekyldrt komplex bestdende av globinkedjor,
hemgrupper och jirn. Den hemoglobinform som &r mest frekvent
forekommande bendmns HbA och bestér av tva alfa-globinkedjor och tva
beta-globinkedjor. Hemoglobinets uppgift dr att transportera syre och
koldioxid samt att fungera som buffertsystem.

Hemoglobinopatier kan indelas 1 thalassemier och hemoglobinvarianter.
Thalassemi innebér en minskad produktion (kvantitativ fordndring) medan
en hemoglobinvariant innebér ett strukturellt fordndrat protein det vill sédga
en fordndring av aminosyrastrukturen (kvalitativ fordndring). Dessutom
finns det blandformer, sa kallade thalassemiska hemoglobinvarianter dir en
hemoglobinvariant uttrycks i lagre grad. Bdde hemoglobinvarianter och
thalassemier forekommer for savél alfa-globinkedjan som beta-
globinkedjan.

Det finns langt 6ver 1500 genetiska varianter beskrivna. Vissa av dessa ger
inte upphov till sjukdom medan andra leder till olika sjukdomstillstdnd med
varierande grad av anemi och allvarlig kronisk sjukdom.

Kvalitativ forindring Kvantitativ fordndring

Alfa-globinvariant, Alfa-thalassemi

t.ex. Hb Savaria (sé@nkt produktion av alfa-globin)
Beta-globinvariant, Beta-thalassemi

t.ex. HbS (Sickle cell), HbC och HbD (sé@nkt produktion av beta-globin)

Blandformer
Thalassemisk alfa-globinvariant, t.ex. Hb Constant Spring
Thalassemisk beta-globinvariant, t.ex. HbE

1.1 Utredningsfléde

Foljande analyser ingér vid hemoglobinopatiutredning nir den gors vid
Klinisk kemi och Farmakologi, Medicinsk Service, Region Skéne.

DokumentID 62958004
Dokumentnamn B-Hemoglobinopatiutredning
Original lagras elektroniskt. Anvdndaren ansvarar for att gallande version anvands.



Screeningundersokning med B-Hb, Erc-MCH, kromatografisk samt
kapilldrelektroforetisk analys ddr B-HbA> och B-HbF kvantifieras och
hemoglobinvarianter kan detekteras.

Vissa prover selekteras sedan for DNA-undersokning med fragestillning
alfa-thalassemi, beta-thalassemi eller hemoglobinvariant. I vissa
undantagsfall kan dven andra ovanliga thalassemiformer misstidnkas.

Analysen bestélls som "Hemoglobinopatiutredning” via elektronisk
bestéllning, pappersremiss: Kemi - specialremiss Lund, eller en
konsultremiss. Anamnes underléttar vid selektion till DNA-analys och bor
dérfor anges, se dven “Att tinka pa infor hemoglobinopatiutredning” nedan.

Svarstiden &r ca 1 vecka om endast screeningundersokning utfors, medan
svarstiden blir ca 6—8 veckor om dven DNA-analyser utfors.

1.2 Screeningundersékning; B-Hb, Erc-MCH, B-HbA2 och
B-HbF

Initialt analyseras B-Hb och Erc-MCH (F6r mer information om dessa bada
analyser var god se respektive analys i Analysportalen). Dérefter analyseras
Hb-fraktionerna i provet med en kromatografisk metod och med
kapillarelektrofores. Procentandelen HbA> och HbF bestdms och granskning
for att detektera hemoglobinvarianter gors. Med dessa screeningmetoder ses
de vanligast forekommande hemoglobinvarianterna som HbS (Sicklecell),
HbC, HbD och HbE, men dven manga andra hemoglobinvarianter kan
upptickas. Patientprov med normalt utfall pa dessa screeningparametrar gar
inte vidare till DNA-undersékning. Beslut om DNA-utredning gors enligt
schemat nedan.
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1.3 Schema for selektion till DNA-utredning

Erc-MCH > 27 pg Utredningen besvaras utan
och — | DNA-analys

normal screeningundersékning

Erc-MCH < 27 pg DNA-analys:

och/eller — > | Utredning med NGS-

ett eller flera av féljande kriterier baserad metod. Detektion
uppfylls: av alfa- och beta-thalassemi

Avvikande kromatografisk analys samt hemoglobinvarianter

(t.ex. forhéjt HbA2, Hb-variant)
Given blodtransfusion

Barn <2 ar

Vissa anamnestiska uppagifter (t ex.
interferens vid HbA1c-bestadmning,
extensiv anemiutredning utan fynd,
methemoglobin eller férhojt Hb)

1.4 DNA-analyser vid hemoglobinopati

Forstahandsmetoden for genetisk-analys vid misstinkt hemoglobinopati &r
en amplikonbaserad NGS-analys (Devyser Thalassemia NGS).

Kompletterande utredning kan eventuellt géras med annan metodik
beroende pa fragestillning. For att verifiera punktmutationer och sma
deletioner eller duplikationer kan analys av generna med Sangersekvens
goras. Storre deletioner eller duplikationer verifieras med "Multiplex
ligation-dependent probe amplification” (MLPA).

Vi har dven mojlighet att i vissa specialfall sekvensera delta-globingenen
(HBD) och gamma-globingenernas promotorer (HBGI och HBG?2).

1.5 Att tdnka pa infér hemoglobinopatiutredning

1.5.1 Jarnbrist

Om det 4r mojligt, uteslut eller behandla eventuell jarnbrist fore utredning

av hemoglobinopati. Med vara urvalskriterier for DNA-utredning avseende

alfa-thalassemi (Erc-MCH <27 pg), kommer vissa patienter med jirnbrist att
utredas med DNA-analys i onddan. Dock kan jérnbrist och thalassemi
forstas forekomma samtidigt, men om utredningen avseende thalassemi kan
vénta tills behandling med jarnsubstitution utforts och erytrocytpopulationen
hunnit erséttas, kan utredningen bli mer kostnadseffektiv.
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1.5.2 Blodtransfusion

Efter given blodtransfusion, pdverkas de screeningundersokningen som
ingér 1 hemoglobinopatiutredningen. Anledningen &r att patientens
blodkroppar spiétts ut av de transfunderade blodkropparna. Det bésta &r att
om mdjligt géra analysen innan en blodtransfusion ges. Om blodtransfusion
redan dr given maste detta anges pa remissen, sé att man vid bedomning av

screeningundersokningen tar hdnsyn till detta. I praktiken innebér det att en
DNA-utredning utférs om patienten erhéllit en blodtransfusion. (DNA-
utredning kan goras eftersom vanligtvis leukocytbefriat erytrocytkoncentrat
transfunderats och DNA extraheras fran patientens egna leukocyter).

1.5.3 Barn <2ar

Under fosterlivet uttrycks andra globinkedjor 4n ovan ndmnda beta-
globinkedjor, bland annat uttrycks gamma-globinkedjor som tillsammans
med alfa-globinkedjor utgor fetalt hemoglobin, HbF. Prenatalt sker en
”switch” ddr de fetala generna uttrycks i allt mindre grad och framfor allt
beta-globingenen aktiveras. HbF har vanligtvis normaliserats, d.v.s. sjunkit
till <1 % vid ca 12 manaders alder. Under de forsta levnadsaren slés
dessutom delta-globingenen pa, vilket medfor att &ven HbA» kan ses i
blodet. Detta medfor att nagra av vara vanliga urvalskriterier i
screeningundersokningen (HbA> och HbF) &r svarare att anvdnda pa barn
under 2 ar. Om det &r kliniskt mojligt att vinta med utredning, blir déarfor
den screeningundersdokning som gors mer informativ om barnet dr 6ver 2 ar
gammalt. Vid misstanke om symptomgivande eller allvarlig
hemoglobinopati ska dock utredning ske utan drgjsmal.

1.5.4 Slaktutredning

Pa remissen kan man ange om det &r en slidktutredning som utfors, det vill
sdga om sldktingar tidigare har utretts med hemoglobinopatiutredning. P4
remissen anges dd genetiska fynd alternativt personnummer for de individer
som tidigare utretts (efter inhdmtat samtycke) samt sléktskap.

1.5.5 Graviditet och fosterdiagnostik

I referensen Traeger-Synodinos, et al., 2015 (EMQN Best Practice
Guidelines for molecular and haematology methods for carrier identification
and prenatal diagnosis of the haemoglobinopathies) anges vid vilka
thalassemier och hemoglobinvarianter som fosterutredning kan 6vervégas.
Vid osdkerhet om fosterdiagnostik behover goras kan kontakt tas med
Klinisk Kemi eller med Klinisk Genetik. Manga hemoglobinvarianter och
mildare alfa-thalassemier kan vara ofarliga dven i homozygot form och det
ar viktigt att rétt patienter erbjuds utredning och att man inte utreder i
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onddan. Denna typ av utredning bor helst 4ga rum 1 god tid innan planerad
graviditet sd att information om eventuell fosterdiagnostik kan diskuteras 1
lugn och ro. Observera att genetisk vigledning till patienter ombesorjs av
Klinisk Genetik och remiss for detta kan skickas dit.

2 Svar/tolkning/Beddédmning

Hemoglobinopatiutredning besvaras alltid med ett ldkarutlatande dér resultat
fran samtliga utforda analyser vigs samman. Vara svar dr uppdelade i fem
avsnitt:

1. Analysresultat (mutationer anges med HGVS-nomenklatur)

2. Bedomning (forvantad fenotyp)

3. Arftlighet (risk for nista generation kommenteras; endast vid genetiska
fynd)

4. Utforda analyser

5. Utsvarande ldkares namn

Referensintervall:

B-Hb och Erc-MCH: var god se respektive analys.
B-HbA2 2,4-3,3% (>2 ars dlder)

B-HbF <1,1 % (>2 ars alder)

Referensintervall &r ej tillimpbart p4 DN A-analyser. Analyserna besvaras
med ldkarutlatande for Hemoglobinopatiutredning.

2.1 Svarstid

Om ett prov inte selekteras for genetiska analyser kommer svarstiden att
vara ca 7 dagar fran det att provet anlént till laboratoriet. Om provet
selekteras for genetiska analyser kommer svarstiden att vara 6 — 8 veckor.

3 Metodik/matprincip

3.1 B-Hb och Erc-MCH

Var god se dessa analyser.
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3.2 Kromatografi (HPLC); kvantifiering av B-HbA2 och HbF
samt variantdetektion

Blodkropparna hemolyseras och hirefter separeras de olika
hemoglobinfraktionerna med hjélp av jonbyteskromatografi med
gradienteluering och absorbansdetektion (Variant™ II beta-thalassemia
Short Program). I kromatogrammet ses de normalt forekommande
hemoglobinfraktionerna HbF (fetalt Hb, alfa- och gamma-globinkedjor),
HbA (normalt Hb, alfa- och beta-globinkedjor) och HbA (alfa- och delta-
globinkedjor).

Hemoglobinvarianter (en mutation som ger ett aminosyrabyte i nagon av
hemoglobingenerna) kan ses som en extra topp i kromatogrammet. De
vanligast forekommande hemoglobinvarianterna i varlden dr HbS (sickle-
cell), HbC, HbD och HbE. Dessa och dven manga andra
hemoglobinvarianter kan upptidckas med denna screeningmetod, dock
uppticks inte “alla” hemoglobinvarianter med denna metod.

3.3 Kapillarelektrofores (CE); kvantifiering av B-HbA2 och
HbF samt variantdetektion

HbA2 och HbF separeras frdn dvriga hemoglobinfraktioner
kapilldrelektroforetiskt med hjélp av CAPI 3 HEMOGLOBIN(E)-reagenskit
pa SEBIA CAPILLARYS 3 OCTA instrument.

Med denna teknik separeras laddade molekyler efter sin elektroforetiska
rorlighet 1 en alkalisk buffert vid ett specifikt pH. Separation uppnis genom
kombinerade krafter av elektroforetisk migration och elektroosmotiskt
flode. Fraktionerna detekteras spektrofotometriskt (415 nm) vid kapilldrens
katoddnde. I mjukvaran PHORESIS placeras Hb-fraktionerna i olika
migreringszoner (Z1 —Z15) och identifieras automatiskt beroende pa deras
position som HbA, HbA2 och/eller HbF.

3.4 NGS (riktad amplikonsekvensering)

Provet analyseras med ett amplikonbaserat NGS-kit (Devyser Thalassemia
NGS, Devysr®). Analysen omfattar sekvensering av HBA2, HBAI samt
HBB, inklusive promotor-, exon- och intron-regioner p4 dessa gener. Aven
sekvensering av delar av HBGI-, HBG2- och HBD-promotorerna omfattas
av kitet. Dessutom analyseras kopienummer (CNV-analys) for detektion av
storre deletioner/duplikationer pa alfa- och non-alfa-lokus. Databearbetning
gors 1 mjukvaran Amplicon Suite.
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3.5 MLPA

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) dr en PCR-
baserad teknik som kan detektera variation i kopieantal for en genomisk
sekvens. Tekniken dr sdrskilt gynnsam for fragestdllningen deletioner och
duplikationer och nér flera genomiska omraden samtidigt skall studeras.
PCR-produkterna analyseras med kapillarelektroferes. En slutanalys av
radata sker med mjukvaran Coffalyser.

3.6 Sangersekvens

Sekvenseringsmetoden syftar till att sekvensbestimma promotorregionen,
samtliga exon och exon/intron-grinser for den/de aktuella generna, férutom
for HBG1 och HBG?2 dér endast promotorregionen analyseras. Forst gors
den primédra PCR-reaktionen, da den specifika genen amplifieras med PCR-
teknik ifran isolerat genomiskt DNA med genspecifika primers. Efter rening
av den primdra PCR-produkten gors en sekvens-PCR med sekvensprimers
och efterfoljande rening av denna PCR-produkt innan sekvensering sker pa
kapillarelektroforesinstrument. Data jamfors sedan sinsemellan och mot en
kdnd referenssekvens genom analys med mjukvaran SeqScape.

4 Metodkarakteristika

4.1 Méatomrade
B-Hemoglobin och Erc-MCH

Var god se respektive analys.
B-HbA:2 och B-HbF

HbA, besvaras i intervallet 1,6 — 9,0 %
HDbF besvaras i intervallet 1,2 — 79 %
NGS

Riktad amplikonsekvensering utfors (Devyser Thalassemia NGS, Devysr®)
och analysen detekterar sekvensvarianter (SNVs, indels) och
kopietalsvarianter (CNVs, deletioner/duplikationer). Slutanalys gors i
mjukvaran Amplicon Suite (Devysr®). Omfattningen av SNV - respektive
CNV-analysen framgar nedan.
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Gen Referenssekvens Tackning Kommentar
HBA1 NM_000558.5 c.-101_*173 dock inte ¢.*19_*74
HBA2 NM_000517.6 c.-101_*141
HBB NM_000518.5 €.-290_c.*472
HBD NM_000519.4 Endast promotor
HBG1 NM_000559.3 Endast promotor
HBG2 NM_000184.3 Endast promotor
Omfattningen av SNV-analysen.
Alpha-globin gene cluster
POLRIK HS5-40 HEZ  HBZP1 HEM HBAPF HEBAZ HEAT HBQ LUCTL  AXINY
Beta-globin gene cluster
VY OvY v I N 55 v : encec
LCRB HBGZ HBG1 HBBP1 HBD  HBB IHS o )

Omfattningen av CNV-analysen.

Sangersekvensanalys (HBA1, HBA2, HBB, HBD och
promotorerna for HBG1 och HBG?2)

Sekvens fran bada strangar, savil forward som reverse, skall vara av god
och lasbar kvalitet motsvarande PHRED 20, for att en klinisk analys skall
kunna godkénnas.

Omfattning av analyserna:

Gen Referenssekvens | Tackning Kommentar

HBA1 | NM_000558.5 c.-100_c.*110

HBAZ2 | NM_000517.6 ¢.-100_c.*110

HBB | NM_000518.5 €.-390_c¢.*233 | ¢.315+110_c.316-255 analyseras
endast i undantagsfall

HBD NM_000519.4 Endast promotor

HBG1 | NM _000559.3 Endast promotor

HBG2 | NM_000184.3 Endast promotor
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MLPA alfa-lokus

SALSA® MLPA® kit P140 HBA version C1 detekterar variation i
kopieantal 1 33 olika sekvenser i HBA regionen, 11 referenssekvenser
utanfor HBA-regionen samt dven detektion av Hb Constant Spring-
mutationen. MLPA rekommenderas inte som enda analys for detektion av
punktmutationer, resultatet maste alltid kompletteras med sekvensanalys. Se
mitomrade under rubriken Sparbarhet.

MLPA non-alfa-lokus

SALSA® MLPA® kit P102 HBB version D1 detekterar variation 1
kopieantal 1 39 olika sekvenser i HBB-regionen, nio referenssekvenser
utanfor HBB-regionen samt dven detektion av HbS-mutationen. MLPA
rekommenderas inte som enda analys for detektion av punktmutationer,
resultatet maste alltid kompletteras med sekvensanalys. Se métomréde under
rubriken Sparbarhet.

4.2 Sparbarhet
B-Hemoglobin och Erc-MCH

Var god se respektive analys.
B-HbA:2 och B-HbF
BioRad (HPLC): Hemoglobin A2/F Calibrator nr 2700018.

Referenssekvenser forde genetiska analyserna

Gen Referenssekvens
HBA1 NG_000006.1
NM_000558.5
NP_000549.1
HBA2 NG_000006.1
NM_000517.6
NP_000508.1
HBB NG_000007.3
NM_000518.5
NP_000509.1
HBD NG_000007.3
NM_000519.4
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NP_000510.1

HBG1

NG_000007.3

NM_000559.3

NP_000550.2

HBG2

NG_000007.3

NM_000184.3

NP_000175.1

MLPA alfa-lokus och non-alfa-lokus

I tabellen anges det omrade i den kromosomala och i den genomiska

referenssekvensen dit MLPA -prober binder.

Kitbeteckning Referenssekvens Matomrade
P140-C1 HBA NC_000016.10 47 132 — 407 589
NG_000006.1 4 528 — 42 067
P102-D1 HBB NC_000011.10 4602 141 - 5390 135
NG_000007.3 2504 -72673
4.3 Matoséakerhet
B-Hemoglobin och Erc-MCH
Var god se respektive analys.
B-HbA:? och B-HbF
HPLC CE
CV (%) Niva (%) CV (%) Niva (%)
HbF 5 ~2,0 2 ~ 27
HbF 2 ~9,0
HbA; 3 ~3,0 3 ~2,6
HbA; 3 ~6,0 3 ~6,0
HbS 2 ~29 2 ~17

Genetiska analyser

Ej tillimpbart.
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4.4 Ackreditering

Foéljande metoder dr ackrediterade | Féljande metoder &r inte
ackrediterade

B-Hemoglobin (Hb) DNA-HBD, sekvens

Erc-MCH DNA-HBG1 och HBG2, sekvens
B-HbA:2 och B-HbF med HPLC DNA-HB alfa-gel

B-HbA2 och B-HbF med DNA-HB-NGS

kapillarelektrofores

DNA-HBA1 och HBA2, sekvens
DNA-HBB, sekvens

DNA-HB alfalokus, MLPA
DNA-HB non-alfalokus, MLPA
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