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The identification of the new form of hemoglobin in fetus red blood cells (HbF), different
from adult hemoglobin (HbA), was made over one hundred years ago. Since this time,
various methods of fetal hemoglobin measurement have been designed. Most of them
are based on the different biochemical characteristics of HbF. Fetal hemoglobin's affinity
for oxygen is substantially greater than that of adult hemoglobin. The first techniques for
the determination of fetal hemoglobin were based on its resistance to denaturation by
alkaline solutions. Currently, the measurement of hemoglobin F is an important part of
diagnosis of sickle cell disease, thalassemia, hereditary persistence of fetal hemoglobin,
and fetomaternal hemorrhage. Amongst the most commonly used and clinically impor-
tant methods, high-performance liquid chromatography, capillary electrophoresis, isoe-
lectric focusing, capillary isoelectric focusing, Kleihauer-Betke test, and flow cytometry

should be listed.
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Pierwsze naukowe informacje sugerujace istnienie réznych
typéw hemoglobiny pojawily sie juz w drugiej polowie wieku
XIX. W roku 1866 von Korber dokonal obserwacji wykazuja-
cej, ze roztwér hemoglobiny przygotowany z krwi pepowino-
wej jest bardziej odporny na dzialanie zasadowego Srodowi-
ska wodorotlenku sodu niz hemoglobina uzyskana z krwi
os6b dorostych [1]. W 1951 roku wiasciwos¢ ta zostata
wykorzystana do wynalezienia testu laboratoryjnego umozli-
wiajacego rozréznienie hemoglobiny ptodowej (HbF; fetal
hemoglobin) od hemoglobiny wystepujgcej u oséb dorostych
(HbA; adult hemoglobin). Singer i Chernoff opracowali jedno-
minutowy test denaturacji zasadowej stosowany 6wcze$nie
do oceny zawarto$ci hemoglobiny ptodowej w erytrocytach
[2]. Opierat sie on na ocenie zmian absorpcji promieniowania,
wynikajacych z przeksztalcania hemoglobiny z formy oksy-
dowanej do zasadowego chromogenu. Inna opracowana
wowczas metoda wykorzystywala precypitacje biatka roztwo-
rem siarczanu amonu i ocene procentowg niezdenaturowa-
nej hemoglobiny [3]. W 1986 roku wyprodukowano pierwszy
standard HbF (WHO International Reference Material) przezna-
czony do uzycia w dwuminutowym tescie denaturacji. Jest to
stabilizowany, liofilizowany preparat cyjanomethemoblobiny
sporzadzony z krwi pobranej od ojca pacjenta z B-talasemia
major i jest przechowywany w NIBSC (National Institute of
Biological Standards and Controls) w South Mimms, UK [4].

W 1980 roku wprowadzono metode wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC; high-performance liquid chromato-
graphy), co uproscilo i przyspieszylo badanie prébek krwi
matek w poszukiwaniu hemoglobiny A, (HbA,) i HbF oraz
innych czestych wariantéw hemoglobiny. Pod koniec lat 80.
XX wieku bardzo intensywnie zaczela rozwija¢ sie technika
elektroforezy kapilarnej, stanowigca alternatywe dla HPLC.
Inng dostepng techniky jest kapilarne ogniskowanie izoelek-
tryczne (cIEF; capillary isoelectric focusing). W przypadku
konieczno$ci oszacowania proporcji krwinek czerwonych
pochodzacych od plodu mozna wykorzystaé¢ technike cyto-
chemiczng, np. metode Kleihauera, a takze cytometrie prze-
plywowsg [5-8].

Metody oznaczania hemoglobiny plodowej
Test Kleihauera-Betke

Test Kleihauera-Betke opiera sie na opornosci hemoglobiny
ptodowej na denaturacje w Srodowisku kwasnym. Rozmazy
krwi obwodowej poddawane sg dziataniu 3% roztworu kwasu
cytrynowego. Hemoglobina A zostaje wymyta z erytrocytow,
natomiast krwinki czerwone zawierajagce hemoglobine plo-
dowg F po wybarwieniu rozmazéw erytrozyng i hematoksy-
ling sa widoczne pod mikroskopem $wietlnym jako ciemno
wybarwione komoérki (Ryc. 1). Erytrocyty pozbawione hemo-
globiny A uwidaczniaja sie jako cienie komérkowe. W celu
uzyskania wiarygodnych wynikéw wymagana jest ocena
minimum 2000 erytrocytéw w badanym preparacie. Metoda
ta jest czasochlonna, a prawidlowa ocena rozmazéw wymaga
od wykonujacego badanie duzego doswiadczenia [9, 10].

Ryc. 1 - Obraz mikroskopowy preparatu uzyskany metoda
Kleihauer-Betke [19]
Fig. 1 - Microscopic image of Kleihauer-Betke test [19]

Zasada wysokosprawnej chromatografii cieczowej opiera
sie na rozdziale skladnikéw analizowanej prébki pomiedzy
faze stacjonarng i faze ruchomg (eluat). Faze stacjonarng
moze stanowié¢ cialo state lub ciecz, natomiast faza ruchoma
stanowi jednoczesnie rozpuszczalnik dla prébki. Substancje
zawarte w probce przemieszczajg sie wraz z eluatem przez
kolumne. W analizatorach wysokosprawnej chromatografii
cieczowej wykorzystywane sg slabe kolumny kationowy-
mienne. Po wstrzyknieciu prébki hemolizatu do aparatu
czgsteczki hemoglobiny przytaczajg sie do kolumn, do kté-
rych nastepnie wstrzykiwany jest eluent. Frakcje hemoglo-
biny zostajg wymyte z kolumny, jezeli sila jonowa roztworu
elucyjnego jest wyzsza niz retencja kolumny. Na podstawie
réznicy ladunku oraz charakterystycznego czasu retencji
rozdzielane sg rézne typy hemoglobiny. Po wymyciu po-
szczegblnych frakcji hemoglobiny z kolumn sg one wykry-
wane przez detektor mierzgcy poziom absorbgcji fal o dlugo-
Sciach 415 lub 690 nm. Procentowy udzial kazdego rodzaju
hemoglobiny jest obliczany na podstawie pola powierzchni
pod wykresem dla kazdego piku (Ryc. 2) [8, 11].

Elektroforeza kapilarna

Rozdzial prébki metodg elektroforezy kapilarnej przeprowa-
dza sie w rurkach kapilarnych, wykonanych zazwyczaj ze
stopionej krzemionki (kwarcu) SiO,, wypelnionych roztworem
elektrolitu nos$nego. Najczesciej stosowane s3g kapilary
o Srednicy wewnetrznej 25-75pum i dlugosci okolo 50 cm.
Konce kapilary umieszczone sg w dwdéch naczyniach, rowniez
wypeklionych elektrolitem podstawowym. W jednym z na-
czyn znajduje sie katoda (-), a w drugim anoda (+). Elektrody
potaczone sg ze zrédtem wysokiego napiecia, w granicach od
10 do 30kV, pracujacym w zakresie prgdowym od 0 do
200 mA.

Prébke badang wprowadza sie do anodowego konca
kapilary, natomiast przy katodowym koncu najczesciej znaj-
duje sie detektor.
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Ryc. 2 - Rozdzial frakcji hemoglobin metoda
jonowymiennej wysokocisnieniowej chromatografii
cieczowej (IE-HPLC) [12]

Fig. 2 - Ion-Exchange High-Performance Liquid
Chromatography (IE-HPLC) separation of hemoglobin fractions
[12]

Metoda ta wykorzystuje zjawisko elektroendoosmozy, kté-
rej sila przesuwa zasadowy bufor w strone katody. Jony
krzemianowe zawarte w Scianie kapilary ulegajg dysocjacji,
oddajac kationy do zasadowego buforu wypelniajacego kapi-
lare. Nieruchoma S$ciana kapilary jest wiec natadowana
ujemnie, natomiast w roztworze znajdujg sie jony dodatnie,
co powoduje powstawanie w rurce kapilarnej podwdjnej
warstwy elektrycznej. Po przytozeniu pola elektrycznego jony
dodatnie wraz ze sferami hydratacji migruja do ujemnej
katody. Dzieki niewielkiej Srednicy kapilary razem z warstwg
dodatnich jonéw znajdujgcg sie wzdluz Sciany kapilary
przesuwa sie reszta buforu wypelniajgcego kapilare. Jedno-
cze$nie rézne jony zawarte w roztworze migruja zgodnie ze
fadunkami do odpowiednich elektrod, jednak
z mniejszg predkoscig, niz zachodzi elektroendoosmoza
[12, 13].

Po zaaplikowaniu prébki hemolizatu do systemu przepty-
wajagcy prad elektryczny powoduje separacje hemoglobin na
podstawie ich réznicy tadunkéw i mobilnosci elektrofore-
tycznej. Na katodowym konicu kapilary frakcje hemoglobiny
sag wykrywane przez odczyt absorbancji fali o dlugosci
415 nm. Powstajacy elektroforegram przedstawia udziat pro-
centowy kazdej obecnej frakcji hemoglobiny (Ryc. 3) [12].

swoimi

Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne (cIEF)

Ogniskowanie izoelektryczne (IEF) odbywa sie w no$niku,
w ktérym warto$¢é pH buforu zmienia sie w sposéb ciagly od
wartoSci najwyzszej przy katodzie do najnizszej przy ano-
dzie. Ustalenie gradientu pH jest mozliwe dzieki zastosowa-
niu specjalnych no$nikéw pH zwanych amfolitami. Amfote-
ryczne substancje (biatka, peptydy) migruja w polu elek-
trycznym w kierunku elektrod o znaku przeciwnym ich
ladunkowi. Napotykajac jednak po drodze zmieniajace sie
wartosci pH elektrolitu, zatrzymuja sie w miejscu, w ktérym
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Ryc. 3 - Elektroforegram przedstawiajacy HbA, HbF oraz
HbA2
Fig. 3 - Electropherogram of HbA, HbF, or HbA2

pH=pl. W elektrolicie o wartosci pH réwnej wartosci pl
(punktu izoelektrycznego) wypadkowy tadunek makrocza-
steczki réwna sie zeru i obojetna elektrycznie makrocza-
steczka zatrzymuje sig, nie doznajac dzialania sit pola
elektrycznego. Uzyskuje sie w ten sposéb separacje molekut
biatkowych zgodnie z ich warto$ciami pl.

Technika kapilarnego ogniskowania izoelektrycznego,
oprécz migracji elektroforetycznej w kapilarze, wykorzystuje
dodatkowo zjawisko przeplywu elektroosmotycznego, czyli
ruchu caloéci cieczy wypelniajacej kapilare. W metodzie tej
przeplyw elektroosmotyczny jest zminimalizowany przez
pokrycie wnetrza kapilary roztworem neutralizujagcym sila-
nole. Kapilara jest wypelniona mieszaning amfolitéw, two-
rzacych gradient pH i hemolizatu. Po przylozeniu napiecia
elektrycznego czasteczki hemoglobiny zostajg zatrzymane
w swoim punkcie izoelektrycznym, co powoduje ich mobili-
zacje i nastepnie odczyt absorbancji przy dlugosci fali
280 nm. Biatka o nizszym punkcie izoelektrycznym wyka-
zuja diuzszy czas retencji. Poszczegélne typy hemoglobiny
sg identyfikowane na podstawie znanych, charakterystycz-
nych dla nich wartoséci pl. Wynik podajacy odsetki procen-
towe kazdej frakcji hemoglobiny jest przedstawiony w po-
staci elektroforegramu (Ryc. 4) [14, 15].

Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa jest metody pozwalajaca na ocene
wielkosci, ziarnistosci oraz ekspresji okreslonych antygenéw
na powierzchni lub/i wewnatrz analizowanej komorki.
Zasada techniki opiera si¢ na wykorzystaniu $wiatla lasera
padajgcego na pojedyncze komodrki przesuwajgce sie
w postaci pojedynczego tanicucha przez komore pomiarows.
Promienn lasera, padajagc na komoérke, wulega odbiciu
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Ryc. 4 - Elektroforegram kapilarnego ogniskowania
izoelektrycznego prébki pochodzacej od pacjenta

z niedokrwistoscia sierpowatokrwinkows (HbS),
zawierajacej rézne typy hemoglobiny od lewej: HbC, HbS,
HbF, HbA, HbA1c [15]

Fig. 4 - Electropherogram of capillary isoelectric focusing and
blood sample from known HbS patient (from left: HbC, HbS,
HbF, HbA, and HbA1c) [15]

(FS; forward scatter) i rozproszeniu na strukturach wewnatrz-
komérkowych (SS; side scatter). Dodatkowo analizowane anty-
geny mogg by¢ znakowane barwnikami fluorescencyjnymi
(najczesciej koniugowanymi z przeciwcialami monoklonal-
nymi), ktérych S$wiecenie jest wzbudzane przez padajace
Swiatlo lasera.

Test Trillium FMH QuickQuant™ jest nowym zestawem
przeznaczonym do wykrywania i oznaczania liczby komérek
zawierajacych hemoglobine ptodowsg oraz do oceny komoérek
F we krwi pacjenta metodg cytometrii przepltywowej [16].
Test ten najczeSciej jest wykorzystywany do oceny prze-
cieku matczyno-plodowego, w celu dobrania odpowiedniej
dawki immunoglobuliny Rh podawanej profilaktycznie w przy-
padku niezgodnosci antygenéwD u matki i ptodu [17].

Komérki F we krwi u oséb dorostych sg erytrocytami
zawierajagcymi zaréwno HbA jak i HbF. Szacuje sie, ze
u zdrowych dorostych stanowig one $rednio 2,7% komérek.
Obliczenie liczby komérek F moze byé pomocne w monitoro-
waniu pacjentéw z anemia sierpowatokrwinkowsg leczonych
hydroksymocznikiem, a takze w monitorowaniu pacjentéw
z mielodysplazjag. Handlowe testy opracowano gtéwnie
w celu oznaczania przecieku matczyno-ptodowego [18].

W metodzie tej wykorzystywane sg swoiste przeciwciala
monoklonalne znakowane fluorochromami skierowane
przeciwko hemoglobinie plodowej (anty-HbF) oraz jodek
propidyny (PI; propidium iodide), stosowany w celu wyelimi-
nowania z analizy komérek jadrzastych (Ryc. 5, 6) [9, 17].

Do polaczenia przeciwciata z tanicuchem vy hemoglobiny
plodowej dochodzi wewnatrz erytrocytu, dlatego pierwszym
krokiem jest utrwalenie komoérek za pomocg glutaraldehydu,
a nastepnie permeabilizacja blony komérkowej roztworem
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Ryc. 5 - Gytogram zaleznosci FSC-log/SSGC-log
przedstawiajacy obramkowana populacje erytrocytow
zawierajacych domieszke krwinek jadrzastych (A)

Fig. 5 - Flow cytometry dot-plot FSC-log/SSC-log of erythrocyte
population with impurity of nuclear cells (gated A)
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Ryc. 6 — Cytogram zaleznosci SSC-log/PI (FL3)
odzwierciedlajacy komorki z bramki A, przedstawiajacy
odseparowane populacje erytrocytéw (B) oraz komérek
jadrzastych (C)

Fig. 6 - Flow cytometry dot-plot SSC-log/PI (FL3) related to cells
from gate A, presenting separated erythrocytes (B) and nuclear

cells (C)
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Ryc. 7 - Cytogram przedstawiajacy zaleznos¢ anty-HbF
(FL1)/SS-log odzwierciedlajaca erytrocyty (bramka B),
przedstawiajacy populacje komérek zawierajacych HbF,
HbA oraz komérek F

Fig. 7 - Flow cytometry dot-plot anti-HbF (FL1)/SS-log of the
erythrocytes (B) separated into the following three populations:
HDF, HbA, and F cells

Trillium Intra-Cell™. Po wstepnym przygotowaniu prébki
oraz po inkubacji z przeciwcialem monoklonalnym dokonuje
sie analizy cytometrycznej. Wyniki sg przedstawiane w po-
staci jedno- lub wieloparametrowych wykreséw (Ryc. 7, 8).

Omoéwienie

Hemoglobine plodowg oznacza sie kilkoma wuznanymi
i dostepnymi metodami. Ustalenie procentowej zawartosci
hemoglobiny plodowej wydaje sie mie¢ najwieksze znacze-
nie kliniczne w monitorowaniu leczenia anemii sierpowato-
-krwinkowej, ocenie przecieku matczyno-ptodowego oraz
diagnostyce talasemii. Jednakze podwyzszone stezenie HbF
wystepuje w wielu innych chorobach, a takze fizjologicznie
u noworodkéw oraz u kobiet w cigzy [17, 19, 20]. Nabyty
wzrost poziomu hemoglobiny plodowej pojawia sie w ane-
mii aplastycznej, ostrych biataczkach szpikowych i limfa-
tycznych i mlodzienczej biataczce mielomonocytowej [21].
Mallick i wsp. [22] wykazuja w swojej publikacji z 2014 roku,
ze podwyzszony poziom HbF u dzieci moze korelowaé
z czynnikami prognostycznymi niektérych biataczek.

W latach 80. ubiegtego wieku wprowadzono prosta
i szybka metode rozdzialu frakcji hemoglobin - wysoko-
sprawng chromatografie cieczowsg (HPLC), ktéra jest dzi§
jedna z gtéwnych metod oznaczania hemoglobiny ptodowe;j.
Pomiar HbF jest wystarczajaco precyzyjny dla celéw klinicz-
nych, jesli pik hemoglobiny plodowej jest prawidlowo
oddzielony od pozostalych frakcji i wariantéw hemoglobiny.
Obecnos¢ kilku wariantéw hemoglobiny, spowodowany
wystgpieniem mutacji (np. Hb Camperdown, Hb Dagestan),
o zblizonych czasach retencji do HbF, moze zawyza¢ poziom
HbF. Wystepowanie frakcji acetylowanych, wysoki poziom
hemoglobiny glikowanej, obecnos¢ wariantéw o krétkim
czasie retencji (np. HbH, Hb Barta), a takze wariantéw
hemoglobiny z mutacjami w tancuchu vy lub B moga
zaburza¢ prawidlowy rozdzial frakcji i prowadzi¢ do niedo-
ktadnych pomiaréw [20]. Alternatywa dla HPLC jest elektro-
foreza kapilarna. Te dwie automatyczne, szybkie metody
staly sie gtéwnymi narzedziami w oznaczaniu HbF i HbA,

672
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Ryc. 8 - Histogramy przedstawiajace zaleznos¢ liczby komorek od fluorescencji FITC (FL1) oparte na bramce B,
przedstawiajace populacje komérek zawierajacych HbF, HbA oraz komérek F

Fig. 8 - Flow cytometry histograms of two blood samples showing number of red blood cells (RBCs) enumerated (y-axis) to log of
fluorescent intensity of FITC (FL1, x-axis), showing distinct RBC populations with HbA, HbF, and F cells
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w zwigzku z rozszerzaniem panelu badan diagnostycznych.
W elektroforezie kapilarnej addukty hemoglobiny nie
oddzielajg sie od gléwnego piku hemoglobiny, przez co
interpretacja powstajacego elektroforegramu jest latwiejsza
w poréwnaniu do chromatogramu. Jednak zaréwno elektro-
foregramy, jak i chromatogramy powinny by¢ odczytywane
przez doswiadczone osoby. Klasyczna metoda identyfikacji
HbF, nazwana testem Kleihauera-Betkego,
w wielu laboratoriach, opiera sie na opornosci hemoglobiny
plodowej na denaturacje w $rodowisku kwasnym. Test ten
daje zadowalajgce rezultaty, zwlaszcza w wykrywaniu
hemoglobiny ptodowej we krwi matki i jest uwazany za
dobry test przesiewowy [23]. Natomiast jego wykonanie jest
czasochlonne, wymagajace do$wiadczenia i nie spelnia
warunkoéw kontroli jakosci badania z powodu braku standa-
ryzacji i zalezno$ci od subiektywnej oceny badacza [24]. Przy
podejrzeniu przecieku matczyno-ptodowego test ten wyka-
zuje korelacje z nowymi metodami cytometrycznymi, jed-
nak przy nizszych warto$ciach FMH korelacja ta spada [19].
Dla ustalenia doktadnej niezbednej dawki immunoglobuliny
anty-D test Kleihauera-Betkego jest zbyt niedokladny
i powinien by¢ zastgpiony bardziej wiarygodna i powta-
rzalng metodg cytometryczng [23, 24]. HPLC réwniez nie jest
najlepszg metoda oceny FMH, poniewaz, analizujgc zawar-
toé¢ wolnej HbF w hemolizacie, nie determinuje jej komoér-
kowego pochodzenia [17]. Metoda cytometryczna wyrdznia
sie mozliwoscig oceny poziomu HbF, jak i komérek F, czyli
rozkladu hemoglobiny plodowej w erytrocytach, co ma
znaczenie takze w monitorowaniu pacjentéw z mielodyspla-
zjg oraz przyjmujgcych leki, takie jak hydroksymocznik,
indukujgce synteze HbF. Metoda wykorzystuje specyficzne
znakowane fluorochromami przeciwciala skierowane prze-
ciwko hemoglobinie plodowej. Producenci testéw stosuja
takze rézne strategie oznaczania komérek i hemoglobiny
ptodowej, tgczac przeciwciata anty-HbF z innymi dodatko-
wymi przeciwcialami. Jako marker erytrocytéw pochodza-
cych od dorostych moze stuzy¢ anhydraza weglanowa,
ktérej synteza rozpoczyna sie dopiero po porodzie, zatem
wydaje sie by¢é cennym wskaznikiem rozrézniajgcym
komoérki ptodowe od komodrek matki, nawet jesli zawierajg
one duze ilosci HbF [17]. Jednakze Prus i Fibach [25]
w swoich badaniach stwierdzili wystepowanie u pacjentéw
z B-talasemig wszystkich rodzajéow komorek, takze typo-
wych dla ptodu, czyli CA ujemnych i HbF silnie dodatnich
(CA-HbF++), co sugeruje, ze metoda ta nie jest odpowiednia
dla oceny FMH u ciezarnych kobiet chorych na talasemie.
Dla wykrycia przecieku matczyno-ptodowego u kobiet Rh
ujemnych stosuje sie dodatkowo przeciwciala anty-D, co
réwniez pozwala okresli¢, ktére komoérki sg pochodzenia
pltodowego, w przypadku =zaistnienia konfliktu serologicz-
nego w zakresie uktadu Rh [26].

Najlepsze rezultaty otrzymuje sie, wykonujac badanie jak
najszybciej po pobraniu krwi. Producent testu Trillium FMH
QuickQuant™ zaleca, zeby oznaczenie wykonaé¢ do 4 godzin
od pobrania materiatu lub po tym czasie zamrozi¢ prébke
i przechowywac do 72 godzin [16]. Wedlug niektérych Zrédet,
najlepiej oznacza¢ HbF w natywnych prébkach nie starszych
niz tydzien, a hemolizaty do wykonania elektroforezy, mogg
by¢ przechowywane do trzech miesiecy w temperaturze
-80°C [20]. Jak podaje Kumpel i wsp. [23], przetrzymywanie

stosowana

prébek po wyznakowaniu przeciwciatami, moze sprzyjac
aglutynacji krwinek czerwonych, zwlaszcza jesli zawierajg
one duzo hemoglobiny plodowej. Cytometria przeplywowa
oraz elektroforeza kapilarna sa ogdlnie akceptowanymi
metodami oznaczania zawarto$ci procentowej hemoglobiny
ptodowej we krwi. Obie metody s proste i szybkie oraz
rozdzielaja frakcje HbF oraz HbA. Dodatkowo test Trillium
FMH QuickQuant™ pozwala na tatwg identyfikacje komérek
F z posrednig zawarto$cig hemoglobiny plodowej, a takze
jest czulszy niz metoda elektroforetyczna. Z doSwiadczen
wlasnych autoréw wynika, Ze metoda cytometryczna wyka-
zuje wyzsza czulos§¢ i wydaje sie by¢ odpowiedniejsza
w przypadku diagnostyki noworodkéw.
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