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OZET
Amac: HbAlc 6lcumi Diabetes Mellitus (DM) hastalarinda retrospektif glisemik kontroliin degerlen-
dirilmesinde kullanilmaktadir. Glintimiizde, HbA1lc 6lgen 30'dan fazla ¢esit ydontem bulunmakta ve bu
yontemler Ol¢tukleri bilesik ve etkilenim acgisindan farklihlk godstermektedirler. Bu ¢alismanin amaci

otoanalizérde Kullanilan tirbidimetrik immiino-inhibisyon yéntem performansini yiiksek performanslh
sivli kromatografisi (HPLC) yontemini referans alarak karsilastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Kontrol kanlan ile guin-i¢i ve glnler-arasi tekrarlanabilirlik calisildi. 144 ardisik
hastanin 6rnekleri alinarak HbAlc diizeyi her iki sistemle (gift-kor, paralel sekilde) olguldu. Her iki
yontemle elde edilen veriler farkl istatistiksel teknikler kullanilarak karsilastirildi.

Bulgular: Kontrol materyallerinin giin ici ve glinler arasi CV'leri immuno-turbidimetrik yonteminde %
5.1 ve % 8.2 HbAlc degerleri icin <%3 bulundu. HPLC y6nteminde ise % 5.1 ve % 10.5 degerleri icin
<% 2 olarak bulundu. HbAlc diizeyleri % 5.1-% 17.5 aralikta olan taze tam kan 6rnekleri ile yapilan
yontem Kkarsilastirmada; regresyon denklemi, Dimension %HbAlc = 0.974xHPLC %HbAlc -0.442 ve
korelasyon Kkatsayisi r=0.987, p<0.001 olarak saptandi. HPLC (%8.9+2.8) ve turbidimetrik immiino-
inhibisyon (%8.2+2.8) yontemleriyle Ol¢iilen hasta 6rnekleri %HbAlc diizeyleri arasinda anlaml bir
fark bulundu (p<0.01).

Sonug: immunoturbidimetrik yontem HPLC sistemi ile karsilagtirilabilir ve benzer performans goster-
mektedir. Bununla birlikte HbA1c diizeylerindeki ufak degisikliklerin klinik takip ve tedavideki 6nemi
nedeni ile hastaya sonug vermede tek bir metoda bagh kalinmahdir.

Anahtar Sozciikler: Glikozillenmis hemoglobin, turbidimetri, HPLC

ABSTRACT

Objective: Measurement of HbAlc is widely used in patients with diabetes mellitus as a monitor of
retrospective glycemic control. Currently, more than 30 different methods are commercially available
to measure HbAlc and these methods vary in the fraction of Hb measured and the interferants. The
aim of this study was to study the performance of immunoturbidimetric method against the high
performance liquid chromatography (HPLC) method as the reference.

Materials and Methods: Control sera were used to define within-day and between-day precision.
Samples from 144 subjects were collected and HbAlc levels were determined (double-blind, parallel
manner) using both systems.
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Results: Intra- and the inter-assay C Vs (coefficient of variation) of assay systems were < 3% with the
immunoturbidimetric method ( HbAlc values 5.1% and 8.2% ) and and < 2% with the HPLC method
(HbAlc values 5.1% and 10.5%) , respectively. There was significant difference between HbAlc
results measured with HPLC (8.9%=2.8) and turbidimetric immuno-inhibition (8.2%=+2.8) methods
(p<0.01). Accuracy was evaluated in the selected fresh sera with HbAlc levels between 5.1-17.5 %.
Correlation coefficient was r=0.987 and the regression equation was (Dimension HbAlc (%) =
0.974xHPLC (%) -0.442) acceptable.

Conclusion: Although the results of immunoturbidimetric assay system is comparable to HPLC
system; depending on the importance of small changes in HbAlc levels in therapy one method
should be chosen for monitoring diabetic patients.

Key Words: Glycated hemoglobins, HbAlc, turbidimetry, HPLC

GiRig

Normal y etiskin hemoglobini, %97 hemo-
globin A (yani HbAo),~ %2.5 HbA2 ve ~%0.5
HbF'den olusur. Hemoglobin diger bircok
protein gibi enzimatik olmayan glikasyona
ugrar (1). ilave edilmis
hemoglobini tanimlamak fizere dlikozile
hemoglobin (GHb) veya HDbA|. terimleri
Kullanilir. National Glycohemoglobin Stan-
dardization Program (NGSP) HbA | degerinin,
insan tam kanindaki total hemoglobinin yuz-
desi olarak bildirilmesini 6nermektedir (1, 11).

Glukoz Kkalintisi

Diabette mikrovaskiiler komplikasyonlarin
gelisme riskinin tahmininde HbA | él¢umu-
nin yararinin gosterilmesi, bircok ulusal
saglik Kurulusunun glisemik Kontroliin en
iyi takibinin HbA,. ile yapilabilecegini ilan
etmeleri ile sonuclanmistir (2,3). Bu ise,
laboratuarlarin HbA ¢ 6l¢iim yukunti arttir-
mis ve HDbA;. Olcimu rutin biyokimyasal
analizler disinda en ¢ok istenen laboratuvar
testi haline gelmistir (2). Guniimiizde labo-
ratuvarlarda HbA | tayininde glikozile hemo-
globin ile non glikozile hemoglobin arasin-
daki yuk farkina dayal olanlar ("katyon degi-
sim kromatografisi, elektroforez ve izoelektrik
fokuslama), yapisal farka dayali olanlar;
(boronat affinite kromatografisi ve 'immuno-
assay'ler) ya da kimyasal farka dayali olan-
lar (elektrosprey Kiitle spektrometrisi) dahil
olmak tlzere 30'dan fazla 6lgim yoOntemi
Kullanilmaktadir (4-11).

HbA|c heterojen bir molekiildiir ve HbA|.
6lciim metodlan genel olarak analitik agidan
zor testlerdir: zaman alicidirlar, teknik ola-

rak uygulamalar1 zorludur. Farkli 6lciim metod-
lan glikozillenmis hemoglobinin farkl fraksi-
yonlarini farkl yollarla élgtuigiinden; kullani-
lan metoda bagl olarak farkli ydntemler
farkli HbA | degderleri ile sonuglanmaktadn
(12-15). HbA | Olcim metodlarinin uluslar
arasi diizeyde standardizasyon calismalari
halen devam etmektedir (16).

Bu calismada laboratuvarimizda rutin olarak
HbA|¢ Olcumunde Kullanilan HPLC y6ntemi
ile otoanalizoérde Kullanilan immuino turbidi-
metrik yontemleri karsilastirmay1 amacladik.

GEREC VE YONTEM

Tim HbA. Olcuimleri hastanemiz merkez
laboratuarinda Adams HA-8160 (Arkray KDK,
Shiga, Japan) HPLC cihazinda, ve Dimensior
RXL analizériinde Dade HbAlc reaktifleri
Kullanilarak; (Siemens Medical Solutions USA,
Malvern, PA, USA) calisildi.

HbA . yontemleri
Adams HA-8160

Adams HA-8160 (Arkray KDK, Shiga, Japan)
otomatik HbAlc analizo6rii ters-faz katyon
degisim kromatografisi yontemine dayanan
HPLC cihazidir (17). Calisma sirasinda raklare
koyulan EDTA’lI tam kan tiliplerinin Kapak
lar cihaz tarafindan otomatik olarak deline-
rek icinden aspire edilen 4m otomatik ola-
rak hemolize edilir. Hemolize olan tam kan
kolona transfer olur, burada HPLC tarafin-
dan degisik fraksiyonlara ayrilir. Elde edilen
her fraksiyon cift dalga boylu kolorimetre ile
415 ve 500 nm’de fotometrik olarak okunur.
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Sonuclar %HDbA 1o % HbA1 and % HbF olarak
degisik hemoglobin fraksiyonlarinin pik alan-
larindan hesaplanir ve total hemoglobinin
yuzdesi olarak bildirilir.

Calismaya baslamadan 6nce %0.0, %5.5 ve
%11.1 iceren HbA | (C: 71179, Arkray KDK,
Shiga, Japonya) kalibratérleri kullanilarak cihaz
kalibre edildi.

Dimension RXL immunoassay

Dimension RXL otoanalizériinde % HDbA|¢
Olcumu tirbidimetrik immiuno-inhibisyon
yontemine, total hemoglobin O&lcumu ise
alkalin hematin reaksiyonuna dayanan HbA;.
(Siemens Healthcare Diagnostics LTD, Newark,
DE, USA) Kiti kullanilarak él¢ciim yapilmakta-
dir. Analizérde dusiik ozmotik basinca maruz
birakilarak parcalanan eritrositlerden aciga
¢ikan total Hb 405 ve 700 nm de kolorimet-
rik olarak olculiir. Ayn1 anda ikinci Kuvette
anti HbA | antikorlan ile b-Hb'nin N-terminali
¢Ozuinur bir antijen-antikor kompleksi olus-
turmak uzere bagdlanir. Sentetik ¢oklu HbA
epitoplar1 iceren polihapten reaktifi bu
Kiivete eklenir. Polihapten serbest anti HbA;
antikorlan ile baglanarak ¢6ziinmeyen anti-
jen-antikor kompleksleri olusturur. Reaksi-
yon hizi turbidimetrik olarak 340 ve 700 nm
de Olculiir. Test sonucu daha sonra Hb A;/Hb
oranindan hesaplanir. Ornek analiz zamani
3 dakikadir (18).

Calismamizin birinci asamasinda analitik
performans Karakteristikleri yoniinden ince-
lemede kontrol materyalinde hedeften sapma
ve tekrarlanabilirlik calismalar yapildi. Guin
ici Kesinlik calismalan icin diisiik ve yuksek
HbA|¢ iceren tam Kkan Orneklerini ayni gun
icinde 20 kez calistik. Gunler arasi kesinlik
calismalart her bir cihazda kendi kontrol
materyalleri kullanilarak ve her bir Ornek
yirmiser kez calisilarak degerlendirildi (Streck's
HbA|-Cellular®, Omaha, USA) (diistik kontrol
hedef deger 5.4 olcum aralid@ % 4.4-6.4;
yiiksek kontrol hedef deder 10.8 6l¢iim ara-
@ % 8.8-12.8); (Dade® Diabetes Control,
CA, USA) (d ustik kontrol mean 5.3 Ol¢iim

HBA, ¢ Olgiimiinde Yéntem Karsilastiriimasi

arald! %4.2-6 .4; yiiksek kontrol hedef deger
9.3 olgiim aralidi %7.4-11.2). ¢ Kkalite kont-

rol ¢alismalarinin yapildidi giin; Rigas (Randox
Laboratories Ltd UK) (cycle 5, sample 9) dis

kalite kontrol calismasi da yapildi

Geri kazanim calismasi icin orta (%7) ve
yuksek (%14) degerlerde % HDbA jciceren iki
hastanin EDTA’lI tam kani ylksek degerli
hastanin kani 1:10 ve 2:10 oraninda olacak
sekilde ilave edildi. Daha sonra bu numu-
neler beser kez calisilarak ortalama deger-
leri alindi. % Geri kazanim= (Geri elde edi-
len konsantrasyon/Eklenen konsantrasyon)
X 100 formulu kullanilarak hesaplandi.

Dogrusallik ¢alismasinda diyabetik bir hasta-
nin tam kani (HbA ¢ %15.4, Hct %41, HbF 0)
ve kan grubu O negatif olan saglikl bir
hastanin (HbA | %%4.8, Hct %37, HbF 0.2)
tam kam kullanildi. Ust ve alt limitler tam
kan numunelerinin degerleri olarak kabul
edilerek hasta kanlan farkli oranlarda karis-
tinlarak (HbAc %%4.8, %7.4, %10.1, %12.8,
%]15.4) ikiser kez calisildi. Olgiillen HbAlc
degerleri beklenen HbA|. degeri ile Karsilas-
tinlarak determinasyon katsayisi bulundu.

ikinci asamada ise yontem karsilastirma gahs-
mas1 yapildi. Bu amacla hastanemiz biyo-
Kimya laboratuvarina HbA;. Olcimu icin
basvuran toplam 144 hasta calismaya dahil
edildi. Bu calisma icin bu hastalardan hicg
birinin kayd: alinmadi, ek 6rnek istenmedi
ve hasta ile goriisiilmedi. interferans kaynag
olabilecek hemoliz, sarilik, lipemi gortlen
ornekler calismaya alinmadi. Hastalarin venéz
kan Ornekleri 12 saatlik ach@ takiben potas-
sium EDTA’'lI tliplere (Insepack Sekisui
Chemical Co., Ltd, Osaka Japonya) alindi.
HbA|¢ hi¢c bekletiimeden her iki
sistemle (cift-kor, paralel sekilde) oOlguldii.
Karsilastirma calismasinda hasta 6rnekleri-
nin HbA | konsantrasyonlarn dagilimi Tablo
1’de gdsterilmistir.

diizeyi

Sonuglar SPSS 10.0 paket programina kay-
dedildi. Istatistiksel degerlerdirme igin arit-
metik ortalama (AO), standard sapma (SD),
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Tablo 1. Karsilastirma ¢alismasinda kullanilan érneklerin
HbA | konsantrasyon dagilimi.

46
22

6-6.5 6.5-8
22 26

8-10
35

10-12
23

>12
16

HbA ¢ (%)
Hasta sayis1

yuzde varyasyon Katsayisi (%CV) hesaplandi.
Yoéntemlerin korelasyonu Pearson korelasyon
analizi ile saptandi. Hastalarin sonugclari,
regresyon analizi yapilarak regresyon edrisi,
esitligi (y=a+bx) hesaplandi. HPLC degerle-
rinin ortalamasi, bagimsiz degisken olarak
verildi. Dimension cihazi ile alinan sonuclar
bagimli degisken olarak alindi.

BULGULAR

HbA|.'nin HPLC ile ol¢ciimiinde giin ici CV
degeri %5.1 hedef degeri icin %2, %10.5

hedef degeri icin %]1.7 olarak bulundu =
(Tablo 2). immunoturbidimetrik yonteminin r
gun ici CV degeri ise %5.1 hedef degeri icin " o
%1.8 ve %8.2 igin %2.8 olarak bulundu R Lo
= i 7
(Tablo 2). E ., e
Riqas (Randox Laboratories Ltd UK) (cycle g o
5, sample 9) dis kalite kontrol calismasinda E ! - f:{
16 laboruvardan elde edilen Siemens/Dade E . . ‘-F-%
Dimension HbA; . deger ortalamasi %5.7+0.23, L]
bizim HbA | bulgumuz ise %5.9 olarak ka- ,;J'{d
bul edilebilir sinirlar icinde rapor edildi. Yon- S SR i P % Y 8
temlerin dogrusallik calismasinda determi- P
nasyon katsayist HPLC ve immunoturbidi- :

metrik yontem icin sirasi ile (R2) 0.997 ve
0.996 olarak bulundu. Geri kazanim c¢alig-

masinda bulunan degerler %100 civarinda
toplanmisti (Tablo 3).

YOntem Karsilastirmasi calismasina alinan
olgu sayisi ise toplam 144 olup; iki yontem
arasindaki Kkorelasyon (r=0.987, p<0.001)
ve redgresyon denklemi (Dimension HDbA;.
(%) = 0.974xHPLC (%) -0.442) olarak bulundu
(Sekil 1).

Calismaya alinan vakalarin HPLC sonucla-
rna goére HbA ¢ (%) dagihmi 5.10 ile 17.5
araliginda, mean degeri 8.9, standard devias-
yonu 2.8 bulundu. Dimension cihazinda
HbA|¢ (%) dagihmi 5.10 ile 17.1 araliginda
mean degeri 8.2, standard deviasyonu 2.8
bulundu, ortalama degerleri arasinda istatis-
tiksel olarak anlaml bir fark bulundu (p<0.01).

Sekil 1. Immunoturbidimetrik ve HPLC yontemlerinin
regresyon analizi grafigi.

Tablo 2. HbA | i¢in tekrarlanabilirlik sonuglar (n=20).

Kontrol Ortalama Giun ici tekrarlanabilirlik Giinler arasi tekrarlanabilirlik
% Hblc % CV % CV
Adams Dimension RXL Adams Dimension RXL Adams Dimension RXL
Cl1 5.1 5.1 2.0 1.8 4.3 4.8
C2 10.5 8.2 1.7 2.8 4.1 4.0
Tablo 3. Immunoturbidimetrik yontemin HbA i¢in % geri kazanmim sonuglar.
Ornek Eklenen OKkunan Toplam Geri Elde Geri
Konsantrasyonu Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyonu Kazanim
(C spike) (Colg-Cbazal)
% 7.0 %1.4 %8.3 %1.3 %92.8
%2.8 %10.1 %3.1 %110.7
18 Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi 2011; 9(1): 15-21




TARTISMA

Diinya Saghk Orgiti eriskinlerde yilda 3-4
kez, American Diabetes Association (ADA)
stabil glisemik kontrolii olanlarda yilda en
az 2, tedavisi degisen ya da glisemi hedefi
sadlanamayanlarda yilda 4 kez HbA | duze-
yinin Ol¢iilmesini énermektedir (19). HbA|
degerinin diyabetin uzun dénem takibinde
Kullaniliyor olmasi HbAj. 6lcim metodunun
yeterli tanisal kesinlige ve dogruluga sahip
olmasini gerektirmektedir (20).

HDbA|'nin birey ici CV degeri ¢cok dusuik oldu-
dgundan; HbA | 6lctim degerlerinin kabul edi-
lebilir olmasi icin ADA tiim laboratuarlarin
NGSP (National Glycohemoglobin Standardi-
zation Programme) tarafindan sertifikalandi-
rilmig, ¢alisma i¢i CV degeri <%5 (ideal ola-
rak <%?3) olan kitlerle ¢calisiimasini énermis-
tir (21).

HbA|. standardizasyonu igin IFCC calisma
grubu ise (International Federation of Clinical
Chemistry) referans laboratuarlar igin Kriter
olarak CV < %?2.5 hedef degerini koymustur
(22).

Bu calismada gun i¢i tekrarlanabilirlik sonug-
lan her iki cihazda da <%3’lUn altinda bulun-
du; ancak guinler arasi tekrarlanabilirlik de-
deri >%4% olarak tespit edildi. Literatiirde ise
tim HPLC cihazlan ile HbA|. 6lciimlerinde
CV degerleri %3.5’un altinda ve immuno-
kimyasal yontemler de ise %4-6 aralidginda
bulunmustur (23, 24).

Calismamizda, HbA | 'nin immunotiirbidimet-
rik yontem ile olgcuilmesinde elde edilen so-
nuclar ile HPLC yontemiyle elde edilen sonug-
lar arasinda regresyon esitligi (y=0.974xHPLC
(%) -0.442) ve Korelasyon degeri r=0.987
olarak kabul edilebilir bulundu. Bu bulgu
iki cihaz HbA|. bulgulan arasinda kabul edi-
lebilir bir iliski oldugunu ortaya koymakta-
dir. Ancak tibbi gereksinimin laboratuvarlar-
ca karsllanmasinda, c¢alisilan testin biyolojik
varyasyonunun temel alinmasi da 6nemlidir.
Klinik laboratuarlarin performansinin hasta
tan1 ve tedavinin izlenmesi gibi medikal

HBA, ¢ Olgiimiinde Yéntem Karsilagtiriimasi

gereksinimlere karsilik ve rmesi gerektigi de
aciktir (25). HbA|nin birey ic¢i biyolojik
varyasyonu oldukc¢a dusuktur <%?2.0 (26).
Buna gore iki farkli ydntemle calisilan HbA |
degerleri arasindaki sapmanin %7 HDA|.
diizeyi icin %0.3'den daha dusuk olmasi
gerektigi bildirilmistir (27). Calismamizda
ise hastalardan alinan Orneklerden olcllen
% HDbA | duzeylerinin her iki cihazdaki sapma
degeri (-0.7 %HDbA|o) bu kabul edilebilir
dederden oldukga ytiksektir.

Holmes ve ark. Dade Behring Dimension
(Dade Behring, Deerfield, IL) HbA;. Sl¢iim
metodu da dahil olmak uzere ABD’de en
cok kullanilan ve NGSP tarafindan sertifika-
landinlmis 8 yontemin uzun dénem metod-
lar aras1 medyan bias degderini incelemigsler-
dir ve metodlar arasinda sistematik biaslara
rastlamiglardir (28). HbA|. sonucglan Klinis-
yenler tarafindan evrensel, sabit, deger esik-
lerine dayanarak yorumlandidi icin metodlar
arasl bias hasta tani ve izleminde potansiyel
hata kaynagidirlar (28). Bizim de bu calis-
madaki bulgumuz sistematik bias ytikseKkligi
ile uyumludur (28).

Sonug olarak; 2 farkh yontemle (HPLC ve
immunoturbidimetrik) yapilan HbA|. anali-
ziyle, Olgtilen % HDbA|. Ol¢umlerinin dogru,
kesin ve glivenilir sonug verdigini belirledik.
Ancak iki metod sonuglan arasindaki fark
kabul edilebilir degerden yuksektir. Literatiir-
de Kisinin % HDbA ;. dederindeki +/- %0.5'lik
bir farkin o6lcum farkliliklan olarak deger-
lendirilmesini ve tedavi degisikligine gerek
olmadigin1 bildirmekle beraber hastanin
%HbA| . degerindeki +/- %0.5-1 degisim ara-
Iid1 hastanin tedavisinin i¢in iki yontemin de
(HPLC ve immunoturbidimetre) ayni hastada
sonug¢ vermede Kullanilmasi tedavide Klinis-
yenin hasta takibi acisindan problem yarata-
bilir (29). Bu sorun HbA|. él¢climiinde surekli
ve duizenli olarak tek bir analitik sistemin
Kullanilmasi ile ¢ézumlenebilir.

Bununla birlikte kullanicinin hizli sonug elde
etme, maliyet ve Kendi laboratuvar sartlar
gibi faktorleri de g6 z 6niinde bulundurarak
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yontem secimi yapmasinin uygun olacagdi
dusuncesindeyiz.
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