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Amac: Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) en sik endokrin hastaliktir. Yiiksek glikolize hemoglobin (HbAlc)
diizeylerinin kardiyovaskiiler hastaliklarda (KVH) risk faktorii oldugu ve KVH'larin da diyabetik hastalarda 6liim ve
sakatliga neden oldugu bilinmektedir. HbAlc diizeylerinin dogru 6lgiilmesi, hastalarin tan1 ve tedavi siireglerinin
degerlendirilmesinde son derece 6nemli rol oynamaktadir.
Ulkemizde basta talasemi mindr olmak {izere hemoglobin varyantlari yaygm olarak goriilmektedir. Diyabetin
kardiyovaskiiler etkileri nedeniyle de asetilsalisilikasit (ASA) siklikla diyabetik hastalar tarafindan kullanilmaktadir.
Diyabetik nefropati ise son donemde hemodiyaliz gerektiren bobrek yetmezligine ve liremiye neden olmaktadir. Bu
¢alismada immiinoturbidimetri ve yiiksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemlerinin 3 hasta grubunda
HbA ¢ diizeylerini 6l¢gmek tizere karsilastirilmas: amaglanmigtir.
Gerec¢-Yontem: Bu c¢aligsmaya her biri 20 hastadan olusan ti¢ grup dahil edilmistir. Bu ¢aligmaya 20’ser kisilik 3
hasta grubu dahil edilmistir. Ilk grup hemoglobin elektroforezi kullamlarak “hemoglobinopati” tamsi alan
hastalardan, ikinci grup en az 6 aydir giinde 100 mg veya iizerinde ASA alan hastalardan ve ti¢lincii grup kronik
hemodiyalize giren hastalardan olugsmaktadir. Hastalardan alinan EDTA igeren tiiplere toplanan vendz kan érnekleri,
Premier Hb 9210 (Trinity Biotech —USA) ve Cobas c¢501 (Roche —Almanya) cihazlar1 kullanilarak analiz edilmistir.
Sonuc: Her 3 grupta immiinoturbidimetri ile HPLC yontemi karsilastirildiginda gruplarin iginde HbAlc diizeyleri
arasinda anlaml bir istatistiksel fark bulunamamistir (p=0,462, p=0,065 p=0,062).
Tartiyjma: Immiinoturbidimetri ve HPLC, HbAlc olgiimlerinde yaygin olarak kullanilan ydntemlerdendir.
Immiinoturbidimetrik yéntemin HbAlc 6lciimlerinde HPLC yéntemi ile arasinda giiglii bir korelasyon oldugu
gosterilmistir. HbAlc analizini etkileyebilecek hastaliklar ve ilaglar gbz 6niinde bulundurulmalidir.
Anahtar Kelimeler: Hbalc, HPLC, Immiinoturbidimetri, Hemoglobinopati, Uremi, ASA.

Abstract
Background: Type Il Diabetes Mellitus(T2DM) is the most frequent endocrin disease. Elevated HbAlc level is
reported as a risk factor in cardiovascular diseases whereas cardiovascular diseases cause death and disability among
diabetic patients. Accurate measurement of HbAlc levels play an important role on assessment of diagnostic and
therapeutic processes of patients.
Hemoglobin variants, especially thalassemia minor are common in our country. Due to cardiovascular effects of
diabetes, acetylsalicylic acid (ASA) is frequently used by diabetic patients. Diabetic nephropathy causes renal
failure and uremia which require hemodialysis.
The aim of the study is to compare the immunoturbidimetry and high performance liquid chromatography(HPLC)
methods to determine HbAlc levels of three groups of patients.
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Materials and Methods: Three patients with 20 patients are included in this study: The first group of patients were
diagnosed with hemoglobinopathy using hemoglobin electrophoresis, the second group of patients who received
ASA 100 mg or more daily for at least 6 months and the third group with chronic hemodialysis. Venous blood
samples collected from patients with EDTA-containing tubes were analyzed using the Premier Hb 9210 HPLC
(Trinity Biotech (USA) and Cobas ¢501 immunoturbidimetry (Roche - Germany) autoanalyzers.

Results: After comparison immunoturbidimetry with HPLC, HbAlc levels did not differ in all three groups

(p=0,462, p=0,065 p=0,062).

Conclusion: Immunoturbidimetry and HPLC are commonly used methods for HbAlc measurements. HbAlc
measurements of immunoturbidimetric method have been shown to be strongly correlated with HPLC method.
Diseases or drugs which may interfere with Hb Alc measurement should be taken in consideration.

Keywords: Hbalc, HPLC, Immunoturbidimetry, Hemoglobinopathy, Uremia, ASA

1. Giris

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) diinyadaki en yaygin
hastaliklardan biridir (1111 ve KVH"in diyabetik hastalar
arasinda dliime ve sakatliga neden oldugu bilinmektedir
12,311, Diyabetik hastalar arasinda kot kontrol edilen
kan sekeri diizeyleri mikrovaskiiler komplikasyonlarin
gelisiminde rol oynamaktadir ve artmus glikolize
hemoglobin (HbAlc) diizeyinin KVH'larda risk faktorii
oldugu bildirilmektedir 14]. Diyabetik ve diyabetik
olmayan kohortlar dahil olmak {izere yapilan
poptilasyon bazli ¢aligmalarda [13], HbAlc'nin tiim
nedenlere bagli oliimler ve KVH'lara bagh &liimlerin
bagimsiz bir belirleyicisi olarak kabul edildigi rapor
edilmistir [15]. Diyabetli bireyler arasinda, HbAlc'deki
her %1'lik artis, tiim nedenlere bagl 6liimlerde% 30'Tuk
bir artts ve KVH oliimlerinde % 40'lik bir artigla
iligkilidir [16].

HbAlc testi, onceki 2-3 ay boyunca kirmizi kan
hiicrelerinin 6émrii boyunca siiren geri doniisiimsiiz
sekilde glikozlanmis hemoglobin molekiiliiniin bir
Olctimiidiir [17]. Teshis ve tedavi igin diyabet
algoritmalarinda tartisilmaz bir testtir [11]. Rutin
HbAlc testlerinin ¢ogu, NGSP (ABD) ve diger
programlar [Japonya, Isvec) gibi yerel standardizasyon
programlarindan birine gore standardize edilmistir. Yine
de, HbAlc testlerinin sonuglari, beraberindeki klinik
karar limitleri gibi, olduk¢a farklidir [8]. HbAlc
standardizasyonundaki IFCC Calisma Grubu, bir
referans metodu gelistirmistir ve ayrica analitin o-N-
glikanlanmis hemoglobin olarak tanimlandigi HbAlc
i¢in bir referans sistemi kurmustur.

Bugiin hekimlerin ve hastalarin karsilastigi HbAlc
sonuclarindaki biiyiik farklilig1 sona erdirmek i¢in IFCC
referans sisteminin  HbAlc igin diinya ¢apinda
uygulanmasi onerilmektedir [9]. HbAlcin ilk ticari
Olcim yontemlerinin temeli, Trivelli ve arkadaslarin
[10] katyon degisim kromatografisiyle HbAIlc'yi
HbAO'dan aymrmak i¢in kullandiklar1  yOntemdir.
Giintimiizde baslica HbAlc yontemleri arasinda katyon
degisim kromatografisi, afinite kromatografisi ve
immiinoturbidimetri bulunmaktadir.

Bununla birlikte, HbAlc analizi ¢esitli hastaliklardan ya
da genetik varyasyonlardan etkilenebilmektedir [11].
Diinyada HbAlc seviyelerini etkileyen en yaygin ve en
Oonemli faktorler ~ arasnda ~ hemoglobinopatiler
(kullanilan yonteme bagli olarak), bazi anemiler ve

sitma gibi hizlanmis kirmizi hiicre turnovert ile iligkili
bozukluklar bulunmaktadir [12]. Ulkemizde akraba
evliliklerinin de sik olmasinin etkisiyle basta [ | talasemi
olmak iizere hemoglobin varyantlar1 yaygin olarak
saptanmaktadir [13]. Diyabetin kardiyovaskiiler etkileri
nedeniyle diyabetikler arasinda asetil salisilik asit
(ASA) yaygin olarak kullanilmaktadir ve diyabetik
nefropati son donemde hemodiyaliz gerektiren bobrek
yetmezligine ve iremiye neden oldugundan [2], bu
hasta gruplarinda HbAlc dl¢iimiiniin en dogru ve en iyi
yontemle yapilmasi tedavinin izlemi ve yonetimi igin
¢ok onemlidir.

2.Materyal ve Metod

Bu ¢alismada hemoglobinopatili, iiremik ve ASA kulla-
nan hastalarin HbAlc diizeyleri immiinoturbidimetri ve
HPLC yontemlerini kullarak 6l¢iilmiistir.

Calisma protokolil yerel etik kurul tarafindan onaylan-
diktan sonra ¢alismaya baglanmistir. American Diabetes
Association (ADA) tani kriterlerine [1] gore tip 2
diyabet tanisi alan, ayrit ayr1 20 kigilik 3 hasta grubu
calismaya dahil edilmistir. Ik grup hemoglobin
elektroforezi kullanilarak “hemoglobinopati” tanist alan
hastalardan, ikinci grup en az 6 aydir giinde 100 mg
veya lzerinde ASA alan hastalardan ve {iglincli grup
kronik hemodiyalize giren ve serum iire diizeyi SOmg/dl
nin tzerinde olan hastalardan olusmustur. Hasta
gruplarinda yas ve cinsiyet dagilimi agisindan fark
bulunmamaktadir. Hastalarin gruplandirma siirecinde
hemoglobinopati, ASA kullanimi, {iremi diginda HbAlc
analizini etkileyecek hastaligi olanlar ya da ilag
kullananlar ¢alisma dist birakilmistir. Hastalardan alinan
vendz kan oOrnekleri EDTA iceren tiiplere konarak
Premier Hb 9210 (Trinity Biotech-USA) ve Cobas ¢501
(Roche—Almanya) cihazlari kullanilarak analizedilmisti.
Tiim 6rnekler 6rnek alimini takiben ayni giin i¢inde ana-
liz edilmistir.

Istatistiksel analizlerde NCSS (Number Cruncher
Statistics System) 2007 istatistik yazilim1 cep programi
kullanilmstir. Verilerin degerlendirilmesinde ortalama
ve standart sapmaya ek olarak ANOVA, Tukey ¢oklu
kargilagtirma testi ve Ki-Kare testi kullanilmistir.
0,05'ten diisiik P degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Ik grupta hemoglobinopatili 20 hastanin HbAlc
diizeyleri karsilastirildiginda, HbAlc 6lciimleri arasinda
iki yontem arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmemistir (p=0,462) (Tablo 1).

Tablo 1: Hemoglobinopatili hastalarda HbALc karsilas-
tirllmast

Ort+SS p
HPLC 6.21+0.59
Immiinoturbidimetri 6.28+0.54 0.462

Tablo 2: Hemoglobinopatili hastalarda sinif i¢i korelas-
yon analizi

Intraclass |2495 Giiven Arahgi
Correlation
Coefficient | Alt Simr |Ust Smir
HPLC -
Immiinoturbidim
etri 0.935 0.926 0.927
HPLC ve immiinoturbidimetrik yontemle 6lgiilen

HbAIc analizlerinin sinifi¢i korelasyon katsayisi 0,935
(0,926-0,927) bulunmustur. Her iki yontem arasinda
giiclii bir korelasyon mevcuttur (Tablo 2)

Diger bir grupta , iire seviyesi 50 mg/dl'den yiiksek olan
20 kronik hemodiyaliz hastasinin HbAlc diizeyleri iki
farkli yontem ile degerlendirilmistir (HPLC ve
immiinoturbidimetri) ve iki yontem arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p=0,065)
(Tablo3).

Tablo 3: Uremik hastalarda HbA 1¢ karsilastiriimasi

Ort+SS p
HPLC 6.21+1.26
Immiinoturbidimetri 6.06+1.11 0.065

Tablo 4: Uremik hastalarda sinif i¢i korelasyon analizi

%95 Giiven
Intraclass Aralig
Correlation Ust
Coefficient Alt Simir | Sinir
HPLC -
Immiinoturbidi
metri 0.986 0.966 0.994

HPLC ve immiinoturbidimetri yodntem kullanilarak
Olciilen HbAlc sonuglarinin  smifici  korelasyon
katsayis1 0,986 (0,966-0,994) bulunmustur.  Her iki
yontem arasinda giiclii bir korelasyon mevcuttur (Tablo
4).

Son grupta en az 6 aydir 100 mg/dl'den fazla ASA
kullanan 20 hastanin HbAlc diizeyleri 2 farkli yontem
ile degerlendirilmistir. Bu grupta da HbAlc dl¢timleri
arasinda  istatistiksel = olarak  anlamli  farklilik
gozlenmemistir (p=0,062) (Tablo5).

Tablo 5: ASA kullanan hastalarda HbAlc
kargilagtiritlmasi

Ort£SS p
HPLC 7.46+2.59
Immiinoturbidimetri 7.08+2.17 0.062

Tablo 6: ASA kullanan hastalarda smifigi korelasyon
analizi

Intraclass %95 Giiven Aralig
Correlation
Coefficient  |Alt Stmir [Ust Simir
HPLC -
Immiinoturbidi
metri 0.986 0.943 0.996

Premier ve COBAS cihazlarmin HbAlc oSlgiimlerinin
smifi¢i  korelasyon katsayis1 0,986 (0,943-0,996)
bulunmustur.  Her iki yoOntem arasinda giiclii bir
korelasyon mevcuttur (Tablo 6). Kiiresel obezite salgini
nedeniyle Oniimiizdeki yillarda diabetes mellitus ve
KVH'larin artmasi beklenmekte [14] ve Tirkiye’de
yapilan ¢alismalar {ilkemizin diyabet siklig1 artan
tilkeler arasinda oldugunu desteklemektedir [15].
KVH'larin diyabetli hastalarda en biiyiik 6lim nedeni
oldugu bilinmektedir [16]. Calismalar, yogun glisemik
kontroliin, T2DM hastalarda mikrovaskiiler
komplikasyon riskini azalttigina isaret ederken [17-19],
HbAlc ve KVH arasindaki iliski daha net tanimlanmis-
tir [20, 21].

HbAlc diizeylerinin gruplara goére siniflandirildig
calismada HbA 1c diizeyindeki her %1 lik diisiisiin KVH
oraninda %18 lik bir disis ile iliskili oldugu
gorilmiistir [16].

ADA, 2009'dan beri, uzun siireli glisemik kontroliin
izlenmesinin yani sira, Diabetes Mellitus'un teshisi i¢in
HbAlc seviyelerinin degerlendirilmesini 6nermektedir
[22, 23]. Yani HbAlc dlglimii diyabetik hastalarda tani,
prognoz ve hasta takibinde izlenecek stratejiyi
belirlemede yol gosterici oldugundan dogru olgiilmesi
¢ok dnemlidir. HbAlc dl¢limii aclik gerektirmemekte,
sadece bir kan Ornegine ihtiyag¢ duymakta ve aylik
ortalama glisemik seviyeyi yansitmaktadir, ancak ayni
zamanda bazi hastaliklardan ya da ilaclardan etkilenme
ve yontem standardizasyonu gibi gesitli sinirlamalar
bulunmaktadir [24].

Bu c¢aligmada Ozellikle hemoglobinopatili, ASA
kullanan ve tdremik hastalarin HbAlc analizleri

yapilarak, sik karsilasilan bu durumlarin HbAlc
analizini  lizerine olan  etkisinin  arastirilmasi
amaglanmistir.

HbA Ic analizinde kullanilan en eski yontem, HbAlc'yi
HbAO'dan ayirmak i¢in recineyi kullanan iyon degisimi
kromatografi yontemidir [25]. Glikoz ile hemoglobinin
beta zincirindeki N terminal amino asit valini arasinda
enzimatik olmayan bir reaksiyon olan glikasyon, ayirma
icin gerekli olan HbAlc izo-elektrik noktasinda kiigiik
bir degisiklik meydana getirir. Daha spesifik reginelerin
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gelistirilmesi daha iyi ayrilma saglar. Tkinci bir yontem,
ayn1 glikasyon bolgesi olan hemoglobinin beta
terminali, imminoturbidimetri tarafindan tanimir, ne
yazik ki ilgili primer veya sekonder referans
materyalinin bulunmamasi, spesifik olmayan katyon
degisim kromatografisine geri kalibrasyon gerekliligine
yol agar. Ugiincii bir yéntem [26], high-performance
liquid chromatographic (HPLC), hemoglobinin alfa - N
terminalleri ve  epsilon  kalintilarni  iizerindeki
glikasyonun yan1 sira beta-N terminaline spesifik
glikasyonu 6lger. Glikozlanmis hemoglobin baginin 1,2-
cis diol gruplart geri doniigiimliidiir ve 6zellikle boronat,
afinite nedeniyle bir ayrilma ile sonuglanir. Bu
yontemin toplam baglanmasi benzersizdir ve herhangi
bir karigma rapor edilmemistir. [27].
Immiinoturbidimetri ve boronat afinite y&ntemleri,
sirasiyla NGSP (National Glycohemoglobin
Standardization Program) ve IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry) diizenlemelerine gore
standartlastirilmistir.

Giinlimiizde immiinoturbidimetri ve HPLC yontemleri
diinya ¢apinda siklikla kullanilmakta olan 2 yontemdir.
NGSP, tim metotlarin birbirinin yerine
kullanilabilecegini bildirmektedir. HPLC ydntemleri
(katyon degisimi, boronat afinitesi)
immiinoturbidimetriden daha pahalidir ve bu yontemler
0zel ekipmanlar gerektirir. Bu yontemin dezavantajlari,
laboratuvarda ek bir analiz alani gerekliligi, egitimli
personel gerektirmesi ve o analizorde ek bir test
calisgitlamamasidir.  Immiinoturbidimetri yontemi ise
kimyasal bir otoanalizoriin bir parcasidir ve kimyasal
analiz sirasinda es zamanli olarak 6l¢iimler yapilabilir.
Yeni jenerasyon immiinoturbidimetri sistemleri manuel
olarak hemolizat preparati gerektirir ve maliyeti daha
distiktiir, ancak ayni anda smirlt sayida 6rnek invertorii
ve diger kimya testlerinin birlikte 6l¢iimii, laboratuvar
personelinin toplamda ¢alismasini zorlastirmaktadir.

Yapisal degigskenlerin ve hemoglobinin kimyasal
tiirevlerinin HbAlc analizini etkiledigi bildirilmis [23]
ve  hemoglobinin  yiizlerce  genetik  varyanti
tanimlanmigtir [28]. Varyantlarin ¢ogu a, B, v veya o
zincirlerinde nokta mutasyonu sonucu olusmustur
[29,30]. En yaygin karsilagilan hemoglobinopatiler HbC
ve HbS, B-talasemiler olmakla birlikte[31], bu durumun
bircok immiinoassay yontemini etkiledigi gosterilmistir
[23,32].Yapilan bazi c¢aligmalarda HbF, HbGraz ve
HbRaleigh'in  immiinoassay yontem ile HbAlc
degerlerini diigiirdiigii bildirilmis [33-34], ancak Bry ve
arkadaslar1 HbAlc testlerinin (immunoassay,katyon
degisim kromatografisi ve boronat afinitesi) toplam
hemoglobinin % 5'in altindaki HbF konsantrasyonundan
etkilenmedigini  gostermistir  [23].  B-talasemilerin
Tiirkiye'de% 2,1 oldugu rapor edilmis olup, Tiirkiye'de
akraba evliliginin varligi hemoglobinopatilerin sikligini
arttirmaktadir [13]. Bu c¢alismada hemoglobinopati
olarak P talasemiler seg¢ilmistir. HbF seviyesi, 0zellikle
iilkemizde sik goriilen talasemi mindriin de yaklasik%
20'sidir [35]. Bu nedenle HbF, Tiirkiye'de etkilesime

girmesi goz Oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli
hemoglobin varyantlarindan biridir.

Hb varyantlar1 ve tiirevlerinin HLPC yontemiyle [29,36]
HbAlc Olglimiinde etkilesime neden olmadig:
bildirilmigtir.  Calismamizda  immunoturbidimetrik
yontem ile HPLC arasinda giicli bir korelasyon
saptanmistir. Gen¢ ve arkadaglari  calismamizi
destekleyen sonuglar elde etmisler ve hemoglobin
varyantlarinin immiinoassay yontemine [37] miidahale
etmedigi ve etkilesime girmedigi bildirilmistir.

Bizim ¢aligmamizda ise yukarida  bahsedilen
caligmalardan farkli olarak hemoglobinopatisi olan
grupta yani HbF %5’in iizerinde olan grupta da HbAlc
Olclimiinde iki metod arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemistir (p=0,462).

Bazi c¢aligmalar karbamil hemoglobinin toplam
hemoglobine oranin {iiremik hastalarda oldugunu
gostermistir, karbamil hemoglobin HbAlc'ye benzer bir
izoelektrik noktaya sahiptir. Bu nedenle, karbamil
hemoglobin orani % 5.4'ten daha yiiksek olmast  hatali
olarak yiikksek HbAlc sonuglarina neden olmaktadir
[38]. Oysa bizim c¢alismamizda ire seviyesi 50
mg/dl'den yiiksek kronik hemodiyalize giren T2DM
hastalarinda HbAlc Ol¢liimiinde iki metod arasinda
anlamli bir farklilik gériilmemistir (p=0,065).

Diyabetin KVH'larla birlikteligi nedeniyle T2DM
hastalarinda ASA kullanimi siktir. Yapilan caligmalar
gostermistir ki giinde 1 gr'dan daha az ASA alimi, in
vitro kosullarda asetillenmis hemoglobin {iretir [39].
Asetillenmis hemoglobin HbAlc o&lgiimlerinde yanlis
disik HbAlc sonuglarina yol agan bir faktordiir.
Yaptigimiz ¢alismada 6 aydan uzun siiredir en az 100
mg ASA kullanan grupta HbAlc 6lgiimiinde iki metod
arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p=0,062).
Yani ASA kullanimi1 HbAlc¢ 6l¢iimiinii etkilememistir.

4. Sonug

HbAlc diizeyleri farkli yontemlerle analiz edilebilmek-
tedir. En uygun yontem hassas, diisiik maliyetli ve kolay
uygulanabilir olan yontem olmalidir [40].

Immiinoturbidimetrik yéntemlerin HbAlc dlgiimlerinde
HPLC yontemleriyle arasinda gliclii bir korelasyon
oldugu gosterilmistir. Her iki yontemin de, gbz Oniinde
bulundurmasi gereken avantaj ve dezavantajlar1 var
olup, yontemlerin analitik tutarsizliklart ve maliyet
etkinlikleri dogru karar1 vermek igin yeterli degildir.
Hemoglobin sentezini etkileyen hemoglobinopatiler,
genetik hastaliklarin = sikligr ile ilgili popiilasyon
ozellikleri, {iremiye neden olan kronik bdbrek
yetmezligi gibi hastaliklarin varligit ve c¢oklu ilag
tedavisi alan hastalarin da dikkate alinmasi gerektigi
unutulmamalidir. Segilen yontemin hatali sonuglarindan
kaginmak i¢in tim bu  faktorler  dikkatlice
arastirilmalidir. Calismamiz her ne kadar
immiinoturbidimetrik yontem ile HPLC yonteminin
arasinda giiglii bir korelasyon oldugu gostermis olsa da,
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interferans agisindan daha fazla sayida ve Ozellikte
hastalar lizerinde ¢aligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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