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OZET

Amac: Yontem karsilastirma deneyleri, 6rneklerin yeni test yontemi ve daha dnceden kabul edilmis
yontemle analiz edilerek elde edilen sonuclarin Kkarsilastirilmasi temeline dayanir. Bu calismada,
laboratuvarimizda HbAlc oOlcuminde kullanilan boronat afinite kromatografisi ile ters-faz katyon
degisim kromatografisi yontemlerinin karsilastirilmasi amaclandi.

Gerec¢ ve Yontem: Hastanemiz biyokimya laboratuvarina HbAlc Ol¢iimi igin gonderilen 131 hasta
ornegdi, Adams HA-8180V (Arkray, KDK, Shiga, Japonya- ters-faz katyon degdisim kromatografisi) ve
Premier Hb9210 (Trinity Biotech, irlanda- boronat afinite kromatografisi) HPLC cihazlarinda ¢ahsild.
Yontem Kkarsilastirma calismalari Clinical Laboratory Standards Institute tarafindan yayimlanan National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)'in EP9-A2 protokoliine gore yapildi.

Bulgular: Yontem Kkarsilastirma igin 131 hastanin sonuglari SPSS 21.0%a kaydedildi. iki yontem arasinda
bulunan korelasyon istatistiksel olarak anlamliydi (r= 0.980, p<0.001) ve regresyon denklemi
(y=0.27+0.95x) olarak hesaplandi.

Sonug: iki farkli yontemle yaptigimiz %HbAlc élgiimlerinin birbirleriyle uyumlu, dodru ve giivenilir
oldugu belirlendi. Bunun yaninda metod seciminde laboratuvarlarin maliyet, hizli sonug alma gibi diger
faktorleri de g6z 6niinde bulundurmasinin uygun olacag diistinildi.

Anahtar Kelimeler: HbAlc proteini; HPLC; Metodolojik calismalar

ABSTRACT

Objective: Method comparison experiments are based on comparison of samples results analyzed by
the new test method and previously accepted method. In this study is aimed to compare reversed-
phase cation exchange chromatography with boronate affinity chromatography method which is
currently used in HbAlc measurements in our laboratory.

Materials and Methods: One hundred and thirty one patient samples which were sent to biochemistry
laboratory for HbAlc measurement were included in this study. HbAlc measurements were made in
Adams HA-8180V (Arkray, KDK, Shiga, Japan- reversed-phase cation exchange chromatography) and
Premier Hb9210 (Trinity Biotech, Ireland-boronate affinity chromatography) HPLC instruments.Method
comparison studies were made according to National Committee for Clinical Laboratory Standarts
(NCCLS) EP-9 A2 protocol which was published by Clinical Laboratory Standarts Institute.
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Results: Results of 131 patient samples were recorded to SPSS 21.0 for method comparison. The
correlation between two methods was statistically significant (r= 0.980, p< 0.05) and the regression

equation was found as (y= 0.27+0.95x).

Conclusion: HbAlc measurements with

two different

methods were determined to be

compatible,accurate and reliable. Besides,we thought that it will be appropiate to consider other factors
such as speed and cost when selecting the methods for routine use.

Key words: HbAlc protein; HPLC; Methodological studies

GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) diinyada halk saghgini
tehdit eden en 6nemli hastaliklardan biridir.
Kan glikozile hemoglobin (GHb) ve 6zellikle
bunun major bileseni olan hemoglobin Alc
(HbA1c) duizeylerinin Olgiimii DM'li hastalarda
retrospektif gliseminin degerlendirilmesinde
yaygin olarak Kullanilmaktadir. HbAlc, HbA
molekuliiniin beta zincirinin N- terminal valin
kalintisina glukoz molekiillerinin non-enzi-
matik eklenmesiyle meydana gelmektedir (1, 2).

Guiniimiizde DM’li hastalar icin klinik dnemi
giderek artan HbAlc bircok farkli yontemle
calisilabilmektedir. GHb ile non-GHb'in ara-
sindaki yuk farkina dayali olanlar (katyon
degisim kromatografisi, elektroforez ve
izoelektrik fokuslama), yapisal farka dayali
olanlar (boronat afinite kromatografisi ve
immunoassay’ler) ya da Kimyasal farka dayali
olanlar (elektrosprey Kkutle spektrometrisi)
dahil olmak ilizere 30’dan fazla Olcum yon-
temi kullanilmaktadir (3-5). Olciim metodlari
GHb fraksiyonlarim1 farkh yollarla olgtigiin-
den, kullanlan metoda bagh olarak farkl
HbA1c dederleri elde edilebilmektedir (6-11).
Ters-faz katyon degisim kromatografisi, GHb
ile non-GHb’ler arasindaki yiik farklarina gore
GHDb'i Olgerken, boronat afinite kromato-
grafisi ise yapisal farkliha dayali bilesenleri
ayirarak total glikozile hemoglobini 6lcer (7,
11). HbAlc Olcim metodlarmm uluslararasi
diizeyde standardizasyon calismalari hala
devam etmektedir (12).

Yontem karsilastirma deneyleri; gercek hasta
orneklerinin, yeni test yontemi ve daha 6n-
ceden givenilirligi kanitlanmis yontemle
analiz edilerek elde edilen sonuglarin karsi-
lastirlmasi temeline dayanir. Klinik labora-
tuvarlarda cihaz degisimi sik Kkarsilasilan bir
durumdur. Bu sirada hasta 6rneklerini kiyas-
lamak ve grafiklerle degerlendirmek, yeni
cihazda olabilecek sistematik veya rastgele

hata kaynaklarinin sikinti yasamadan once
belirlenmesini sagdlar (13, 14).

Bu calismada laboratuvarimizda, HbAlc
olciimunde kullanilan boronat afinite kroma-
tografisi ile ters-faz katyon degisim kromato-
grafisinin karsilastirilmasi amaclandi.

GEREC VE YONTEM

HbA1lc olcumleri hastanemiz biyokimya labo-
ratuvarinda Premier Hb9210 (Trinity Biotech,
irlanda / boronat afinite kromatografisi) ve
Adams HA-8180V (Arkray, KDK, Shiga, Japonya
/ ters-faz katyon degisim kromatografisi)
HPLC cihazlarinda ardisik olarak yapildi.

Yontem Kkarsilastirma calismalart Clinical
Laboratory Standards Institue tarafindan
yayimlanan National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS)in EP9-A2
protokolune gore gerceklestirildi. Bu proto-
kolde, yontem Karsilastirma icin en az 40
olgu toplanmasi, bunlarin bir Kisminin refe-
rans araligin disinda olmasi ve calismanin en
az bes giinde yapilmasi 6nerilmektedir (1, 7,
13-15).

Bu Oneriler dogrultusunda, calismamiz
disuk ve yiiksek dizey kontroller ile 131
hasta oOrnedi kullanilarak 5 giinde yapildi.
Her calisma giinunde dorder tekrar yapildi.

Calismaya baslamadan once her iki cihaz
%0.0, %5.1 ve 9%11.1 standartlarn iceren,
HbA1c kalibratorleri ile kalibre edildi.

Calismamizin birinci asamasinda, dusik
(%4.1-6.1) ve yiiksek (%8.2-12.2) dizey
kontrol calismalar1 yapildi. Toplam 40 adet
veri lizerinden ortalama, standart sapma ve
varyasyon Kkatsayisi (%CV) dederleri hesap-
land.

Calismamizin ikinci asamasinda, hastanemiz
biyokimya laboratuvarina HbAlc Sl¢iimii icin
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gonderilen 131 hasta 6rnedi calismaya dahil
edildi. Hastalarm 10-12 saat achg: takiben
K;-EDTA'I1 tiiplere (Vacuette, greiner bio one,
Avusturya) alinan ven6éz kan orneklerinden
HbAlc duzeyi hi¢ bekletiimeden her iki
cihazla, cift olarak olculdi.

Elde edilen hasta sonuglar1 SPSS 21.0 paket
programina kaydedildi. Elde edilen sonuc-
larin dagiliminin normal oldugu saptandi.
istatistiksel degerlendirme icin student t-testi
kullanildi.  Yontemlerin iliskisi, Pearson
korelasyon analizi ve regresyon analizi ile
belirlendi. Ayrica MedCalc Programi yardimi
ile Bland-Altman yontemi uygulandi ve 6l¢giim
degerlerinin ortalamadan sapmalarina iliskin
arafik elde edildi.

BULGULAR

Adams HA-8180V ve Premier Hb9210
cihazinin kontrol 1 ve 2 icin ortalama ve %CV
degerleri Tablo 1'de gosterildi.

Calismamizda hasta Orneklerinin HbAlc
konsantrasyonlari %5-15.1 arasindaydi.

HPLC Yontemlerinin Karsilagtirmasi

Hasta sonugclarinin her iki cihaz icin sirasiyla
ortalama ve standart sapma degerleri ise
%7.45+2.11 ve %7.35+2.04 idi. Her iki
yontemle Olculen hasta sonuclari
karsilastirildidinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark elde edilmedi (p>0.05).

iki yontem arasinda korelasyon (r=0.980,

p<0.001) ve regresyon denklemi
(y=0.27+0.95x) hesaplandi.  Korelasyon
katsayisi r=0.980 (ideal +1 veya -1).

Regresyon denkleminde hesaplanan kesim
0.27 (ideal 0) ve edim 0.95 (ideal 1) degerleri
iki yontem arasindaki dogrusal iliski ve
uyumu gosterdi (Sekil 1).

Bias degeri, HbAlc icin tibben 6nemli karar
diizeyindeki (%6.5) x degerine gore, regres-
yon denkleminden 0.055 olarak hesaplandi.

Bland-Altman yontemine gore farklarin
ortalamasinin  sifir etrafinda  yayilmasi
nedeniyle bu iki yontem arasinda bir uyum
oldugu ve birbirinin alternatifi olabilecegi
sonucuna varildi (Sekil 2).

Tablo 1. Kontrol drneklerinin ortalamalari, standart sapma ve %CV sonuclari
Table 1. Averages, standard deviations and %CV values for control samples

ters-faz katyon degisim kromatografisi boronat afinite kromatografisi
Ortalama+=SD Gunler arasi %CV Ortalama=SD (%) Gunler arasi % CV
(%)
Kontrol 1 5.05+0.7 1.4 5.5+0.6 1.2
Kontrol 2 10.0+0.7 0.7 9.6+0.6 0.7
Boronat afinite
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Sekil 1. iki ydntemin regresyon grafigi
Figure 1. Regression graphics of the two methods
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SEKIL 2. Bland-Altman grafidi
Figure 2. Bland-Altman graphics
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TARTISMA

American Diabetes Association (ADA), stabil
glisemik kontrolii olanlarda yilda en az 2,
tedavisi dedisen ya da glisemi hedefi sagla-
namayanlarda yilda 4 kez HbAlc duzeyinin
Olciilmesini 6nermektedir. ADA’ya goére,
eriskinlerde HbAlc degderi diyabet tani Kriteri
amaciyla kullanilacaksa =%6.5 degeri ve
tedavi izleminde hedef ise <%7 olarak
belirlenmistir (4).

HbAlc degerinin diyabetin uzun doénem
takibi yaninda, artik diyabetin teshisinde de
Kullanimmin 6nerilmesi, HbA1c dlgim meto-
dunun yeterli tanisal kesinlige ve dogruluga
sahip olmasini gerektirmektedir ve sonug-
larm diger yontemlerle karsilastirilabilir
olmasi 6nemlidir (4, 16-18).

Cihaz degisimleri sirasinda hasta sonuclarini
Karsilastirmak, hata kaynaklarinin saptanmasi
ve Onlem alinmasinin saglanmasi agisindan
onemlidir. Calismamizda laboratuvarimizda
bulunan iki farkh yontemle analiz ettigimiz,
HbA1c sonuclarinin uyumunu inceledik.

NCCLS'in EP9-A2 protokoline goére, yon-
temler arasindaki korelasyon icin regresyon
analizinin yapilmasi ve regresyon analizinin
etrafindaki sacilmanin (Sy/x) hesaplanmasi
onerilmektedir. Boylece yontemler arasi iliski
denklemle ifade edilir (1, 7, 13, 14).

Bu dogrultuda gerceklestirdigimiz calisma
sonuclarina gore; regresyon analizinden elde
edilen, regresyon standart hatasi (Sy/x, ideali
O’a yakin olmasi) 0.48 ve korelasyon analizi
yapilarak elde edilen r=0.980 degeri, yon-
temlerin birbiri ile uyumlu oldugunun gos-
tergesidir. incelenen iki yontemden herhangi
birisindeki degisimin, diger yontem tarafin-
dan aciklanabilir olmasi da, belirlilik katsayisi
(R?) ile degerlendirilir. Bu katsay1 1’e yaklas-
tikca uygunluk artar. Biz yapmis oldugumuz
regresyon analizinde R? degerini 0.961 ola-
rak bulduk. Regresyon esitligi y=0.27+0.95x
olarak hesaplandi. Uyumu ifade etmede
dogrusallik orani da kullanilan bir Ol¢uttiir.
Dogrusalidgin bir godstergesi egim Kkatsayi-
sinin mutlak degerinin 100 ile carpimidir. Bu
durumda incelenen iki yontem arasinda %95
oraninda bir dogrusallk oldugu ve bu
sonuca dayanarak da mevcut iki yontemin
birbirinin alternatifi olabilecegdi sdylenebilir.

Bias degerini, tani kriteri olan %6.5 degerine
gdre, regresyon denkleminden 0.055 olarak
hesapladik. National Glycohemoglobin
Standardization Programme (NGSP) Kriterine
gore bias<%0.35 olmalhdir (4, 14). Buna
adre, calismamizda bulunan bias degeri
%0.055 oldugundan, NGSP kriterinin ¢ok
altindadir. Buradan hareketle, karsilastirilan
iki yontemin birbirine ¢ok yakin uyumlu
sonuglar verdigi sOylenebilir.

HbAlc Olciim degderlerinin kabul edilebilir
olmasi icin ADA tim laboratuvarlarin NGSP
tarafindan sertifikalandirilmis, calisma ici
%CV degeri <%5 olan Kitlerle calisiimasini
onermistir. HbAlc standardizasyonu igin,
International Federation of Clinical Chemistry
(IFCC) galisma grubu ise referans laboratu-
varlan icin kriter olarak %CV<%2.5 hedef
degerini koymustur (14, 19). EP15-A2 proto-
koliine gore her iki yontem igin buldugumuz
%CV degerleri, firma verileriyle ve bu Kriter-
lerle uyumlu oldugundan, iki cihazin HbAlc
Olciimiinde elde edilen sonuclarinin, kabul
edilebilir ve referans laboratuvar kriterlerine
uygun oldugu distiniildii (20, 21).

HbAlc icin Joint Committee for Traceability
in Laboratory Medicine (JCTLM) veri taba-
ninda kabul edilmis ug¢ tane referans yontem
bulunmaktadir. Bunlar NGSP-HPLC, IFCC-
kitle spektrometrisi/kapiller elektroforez
(MS/CE) ve sivi kromatografisi-izotop diliis-
yon-kiitle spektrometrisi (LC-ID-MS) yontem-
leridir (22, 23 ).

HPLC sisteminde HbAlc calisiimasi, yonte-
min yiiksek spesifitesi ve sensitivitesi yanisira
anormal hemoglobinlerin  belirlenmesine
yararli olmasi acisindan 6nemlidir. Tran ve
ark.'nin yaptiklar calismada, immunolgiim ve
HPLC sistemlerinin HbA1c ol¢timleri karsilas-
tirlmis, hem immiindlgum y6ntemlerin hem
de HPLC sistemlerinin kabul edilir sistemler
oldugu, fakat HPLC analizorlerin daha ustiin
analitik performansa sahip oldugu goste-
rilmistir (17).

Bazi durumlarda HPLC yontemlerinin deza-
vantajlart s6z konusu olabilir. Hipertri-
gliseridemi, hiperbilirtibinemi, tiremi, kronik
alkolizm, Kkronik salisilat alinmasi ve opiyat
bagimhihi@ HPLC gibi bazi metodlan etkileye-

Turk Klinik Biyokimya Derg 2016; 14(2)



rek, yanlis dusiik neticelere yol acabilir.
Eritrosit Omrunii kisaltan veya ortalama
eritrosit yasii dustiren durumlar (6rn, akut
kan kaybindan sonraki iyilesme donemi,
hemolitik anemi) metoda bakilmaksizin test
sonuclarinda yanhs dusiikliige neden olurlar.
Cesitli hemoglobinopatiler (S, C, D, Graz,
Padova vb.) eritrosit yasam surelerini kisalt-
ma etkilerinden badimsiz olarak ve kimyasal
olarak modifiye edilmis hemoglobin turevleri
(6rn, bobrek yetmezIlikli hastalarda “karba-
millenmis” Hb, fazla aspirin alan hastalarda
“asetilenmis” Hb) bazi Olciim metodlarimi
etkileyebilir (24-29).

NCCLS protokollerinde yontem Karsilastirma
icin, interferans calismasi sart olmamakla
beraber, hemoglobin varyantlari ve interfe-
rans calismas! yapamamamiz, ¢alismamizin
eksik bir yonudir. Buna ragmen, yontemler
arasinda korelasyonu uygun bulmamiz, inter-
feranslarin az oldugunu dustindiirmektedir.

Laboratuvar sorumlusu, HbAlc testi icin
Kullanilan test teknigdinin, referans araliginin
ve demir eksikligi anemisi, hemoglobinopa-
tiler, hemolitik anemiler, tiremi, kronik bob-
rek yetmezligi gibi potansiyel interferanslarin
bilincinde olup, yontemini secerken, hiz ve
maliyet yaninda, hasta popillasyonunun
karakterini (6rn, hemoglobinopatilere veya
bobrek hastaliklarina sik rastlanmasi gibi) de
g6z Oniinde bulundurabilmelidir. Ayrica,
hasta sonuclarinin degerlendirilmesi asama-
sinda gerekirse c¢ikan sonuclarin yorum-
lanarak raporlanmasi yapilarak, Klinisyene
bilgi verebilmelidir.

iki farkli ydntemin kullanildigy, iki ayn cihazla
elde edilen HbAlc Olgiimlerinin birbiri ile
uyumlu, dogru ve giivenilir oldugu bulun-
makla birlikte, laboratuvarlarin hiz ve maliyet
gibi faktorlerin yaninda, rutin kullanim igin,
varyant Hb’ler gibi interferanslari da goz
oniine alarak HPLC yontem secimini yapma-
larinin uygun olacagdi sonucuna varildi.
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