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ÖZET 
 

Giriş: Hemoglobinopatilerin ve hemoglobinin kimyasal olarak modifiye olmuş türevlerinin bazı HbA1c 
ölçüm yöntemlerini pozitif ya da negatif interfere ettiği ispatlanmıştır. Bu çalışmada iyon değiştirici 
kromotografi ile HbA1c değeri alt referans sınırın altında saptanan bir olgu sunulmuştur. 

Olgu sunumu: Dahiliye polikliniğine başvuran 55 yaşındaki hastadan istenen HbA1c testinin 
laboratuvarımızda iyon değiştirici HPLC metoduyla ölçülen değeri %2.1 idi. Kromatogramda olağan dışı 
pikler ve varyant hemoglobin uyarısı görüldü. Varyant hemoglobinin değerlendirilmesi amacıyla Trinity 
Biotech variant analyzer ile HPLC metoduyla yapılan değerlendirme sonucu HbD Los Angeles %84.4, 
HbA %6.9, HbA2 %3.9, HbF %4.8 olarak saptandı. 

Tartışma: Varyant Hb’ler immün yöntemlerle ölçümde ciddi bir interferansa neden olmazken, iyon 
değiştirici HPLC gibi yük farkına göre ölçüm yapılan yöntemlerde negatif interferansa neden olabilirler. 
Bu nedenle klinik ile uyumlu olmayan HbA1c düzeylerinde hemoglobin varyantlarının varlığı araştırıl-
malıdır. 
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ABSTRACT 

Background: It has been established that hemoglobinopathies and chemically modified derivatives of 
hemoglobin, interfered with some HbA1c assay methods either positively or negatively. In this study we 
present a case with a low HbA1c value as measured by ion-exchange HPLC method. 

Case presentation: A 55 year old patient admitted to policlinic of Internal Medicine and the result of 
HbA1c was 2.1%, measured by ion-exchange HPLC method in our laboratory. Unusual peaks and 
warning about variant hemoglobin were detected in the result chromatogram. Following on suspicion of 
hemoglobin variant sent to referral laboratory, was determined result of HbD-Los Angeles 84.4%, HbA 
6.9%, HbA2 3.9%, HbF 4.8% (Trinity Biotech variant analyzer).  
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Discussion: Variant hemoglobin may cause negative interference in methods such as ion-exchange 
HPLC, while immunological methods do not cause significant interference in the measurement. 
Therefore, in the presence of clinically incompatible HbA1c levels, hemoglobin variants should be 
investigated. 
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GİRİŞ 

Hemoglobin enzimatik bir reaksiyon olma-
dan glikozillenen proteinlerden biridir (1). 
Yetişkin insan hemoglobini, %97 hemog-
lobin A (HbAo), %2.5 HbA2 ve %0.5 HbF’den 
oluşmaktadır. HbA1, hemoglobinin glikozil-
lenmiş hali olup; HbA1a, HbA1b, HbA1c 
fraksiyonlarından oluşur. HbA1c; HbA1’in 
%80’nini oluşturan major fraksiyondur (2). 
HbA1c, hemoglobin yapısındaki β zincirinin 
N- terminalindeki valinin amino grubuna 
glukozun enzimatik olmayan bir reaksiyonla 
geri dönüşümsüz olarak bağlanması ile olu-
şan yapıdır (3). Amerikan Diyabet Birliği 
(ADA) HbA1c ölçümünün küresel standardi-
zasyona ve yöntemin analitik performansının 
geliştirilmesine bağlı olarak diyabetin tanı-
sında kullanımını savunmaktadır (4). 

HbA1c ölçümünde yapısal, kimyasal ve elek-
triksel yük özelliklerine göre geliştirilmiş 
30’dan fazla değişik yöntem mevcuttur. 
HbA1c ölçüm yöntemleri, iyon farkına göre 
ölçüm yapanlar ve yapısal farklılığına daya-
nanlar olmak üzere iki kategoride sınıflan-
dırılabilir. Yük farkına dayalı metotlar yüksek 
performans sıvı kromatografisi (HPLC), 
elektroforez ve izoelektrik fokuslama; yapısal 
farklılığa dayananlar ise boronat affinite 
kromotografisi ve immünyöntemlerdir (5). 
ABD'de Ulusal Glikohemoglobin Standardi-
zasyon Programı (NGSP) tarafından HPLC ile 
HbA1c ölçümü referans yöntem olarak kabul 
edilmektedir (6).  

Bazı HbA1c ölçüm yöntemlerinde hemoglo-
binopatilerin ve hemoglobinin kimyasal ola-
rak değişime uğraması ile oluşan türev-
lerinin (üremik hastalardaki Karbamile 
Hemoglobin gibi), ölçümü pozitif ya da 
negatif interfere ettiği kanıtlanmıştır (7). Bu 
çalışmada, kliniği ile uyumsuz olarak iyon 
değiştirici HPLC yöntemi ile HbA1c değerini 
referans aralığın altında saptadığımız bir 
olguyu inceledik. 

OLGU SUNUMU 

Hastanemiz Dahiliye Polikliniğine kırgınlık ve 
yorgunluk şikayetiyle başvuran 55 yaşında 
bayan hasta; anemi, diabetes mellitus, hipo-
tiroidi ve romatolojik hastalıklar ön tanılarıyla 
değerlendirildi. Hastanın rutin tam kan ve 
serum analizi sonuçları Tablo 1’de göste-
rilmiştir. HbA1c’nin laboratuvarımızda iyon 
değiştirici HPLC metoduyla (Tosoh 
Bioscience, Inc., South San Francisco, ABD)  
ölçülen değeri %2.1 idi ve referans aralığın 
altındaydı (Referans aralık:%4-6). Kromatog-
ramda HbA0’dan önce ve sonra olağan dışı 
pikler ve cihazdan alınan raporda varyant 
hemoglobin uyarısı görüldü (Şekil 1). Aynı 
numune Beckman Coulter AU-680 otoana-
lizöründe immün yöntemle çalışıldı ve HbA1c 
değeri %4.75 olarak ölçüldü. İyon değiştirici 
HPLC metoduyla ölçülen HbA1c sonucundaki 
düşüklüğün varyant hemoglobin nedeni ile 
olabileceği düşünüldü. Varyant hemoglobinin 
araştırılması amacıyla Trinity Biotech variant 
analyzer cihazında HPLC metoduyla yapılan 
değerlendirme sonucu HbD Los Angeles 
%84.4, HbA %6.9 (referans aralık: %96.5-
98.6), HbA2 %3.9 (referans aralık: %1.4-3.5), 
HbF %4.8 (referans aralık: <%2.0) olarak 
saptandı (Şekil 2). 

Tablo-1. Hastaya ait test sonuçları 
Table 1. Patient report 

Hasta Test   
Sonucu 

Referans 
aralık 

RBCx109/ μL 5.77 3.84-5.62 

WBCx103/ μL 4.7 3.57-11.01 

Hemoglobin g/dL 10.5 11.7-15.5 

MCV fL 60.7 73.54-96.48 

MCH pg 18.2 23.90-33.58 

MCHC g/dl 30 32.27-35.07 

RDW % 
Açlık glukozu 

mg/dl 
Ferritin ng /ml 
Sedimentasyon 

TSH μIU/mL 

20.7 
80 

42.3 
2 

1.25 

12.14-16.49 
74-106 

11 - 306.8 
0-20 

0.58 - 1.6 
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Şekil 1. Tosoh cihazından alınan hastaya ait sonuç raporu ve kromatogram görüntüsü Figure 1. Patient report from 

Tosoh instrument and its chromatogram 

 
Şekil 2. Trinity Biotech variant analyzer cihazından alınan hastaya ait sonuç raporu ve kromatogram görüntüsü 

Figure 2. Patient report from Trinity Biotech variant analyzer instrument and its chromatogram 

 

TARTIŞMA 

Hemoglobinopatinin HbA1c ölçümüne etkisi 
kullanılan metoda göre değişir. Ayrıca bu 
hastalarda artmış transfüzyon gereksinimi, 
eritrosit yaşam süresinin değişmesi gibi et-
kenler de ölçümün değerini sınırlandırmak-
tadır (3,8). Sık görülen hemoglobin varyant-

larından HbS ve HbC yüke bağlı ayırım yapan 
ölçüm tekniklerinde yanlış düşük sonuçlara 
neden olur (3,9). İmmün yöntemde ise he-
moglobinin β zincirinin N-terminal ucundaki 
ilk 4-8 aminoasite karşı geliştirilen antikorlar 
kullanılır. Varyant Hb’ler immün ölçümde 
ciddi bir interferansa yol açmazlar ancak HbF 
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yüksekliğine bağlı düşük sonuçlara rastlana-
bilmektedir (10,11). 

Yeo-Min Yun ve arkadaşları, Kore popülas-
yonunda görülen çeşitli Hb varyantlarının 5 
rutin HbA1c testindeki etkisini (bir kapiller 
elektroforez, bir immunoassay ve üç iyon 
değiştirici HPLC yöntemi) IFCC referans 
ölçüm yöntemi olan HPLC-mass spectro-
metry (MS) ile karşılaştırmışlar ve 5 rutin 
testin her birinde farklı derecelerde bias 
gözlemlemişlerdir. Tina-quant immunoassay 
ve Capillarys 2 göreceli olarak daha doğru 
sonuç verip varyantlardan minimal etkile-
nirken; Tosoh HLC- 

723 G8 standard mode ve Arkray ADAMS HA-
8180 analizörleri hemoglobin varyantı olan 
tüm numunelerde önemli derecede negatif 
bias göstermiş ve numunelerin %89’dan 
fazlası izin verilebilir bias olan %7’yi aşmıştır 
(12). 

Randie R. Little ve arkadaşları, boronat 
afinite kromatografisini (Primus ultra2 HPLC) 
karşılaştırma metodu olarak kullandıkları 23 
metodlu bir çalışmada; Hb varyantlarını ayırt 
edemediği için immunoassay, enzimatik ve 
boronat afinite metodlarında HbE ve HbD 
trait interferansı tespit edemediler, ancak  
iyon değiştirici HPLC yöntemlerinin hepsinde 
HbE  ve/veya HbD interferansı tespit etmişler 
ve Variant II Turbo’nun yanlış yüksek 
diğerlerinin ise yanlış  düşük sonuç verdiğini 
görmüşlerdir. Ayrıca, Tosoh G8 ile HbA1c 
ölçümünde, HbD trait varyant piki olduğunda 
sonucun raporlanabilir olduğunu, HbE trait 
varlığında ise sonuç raporunun kabul edile-
mez olduğunu belirtmişlerdir. Varyant analizi 
için kromatogramların kullanılıp kullanılma-
yacağı konusu ile ilgili olarak; HbE trait 
kromatogramları HbAA’dan ayırt edilebildiği 
için kabul edilebilirken, HbD trait için olan 
raporların kullanılamaz olduğunu tespit 
etmişlerdir (13).  

HPLC ile HbA1c ölçümü sırasında rastgele 
saptanması nedeniyle varyant hemoglobin-
lerin sayı ve insidansı artmaktadır (14). Ulusal 
Hemoglobinopati Konseyinin 5 yıl boyunca 
toplam 377.339 kişide yaptığı tarama çalış-
maları sonucunda, ülkemizdeki talasemi ve 

hemoglobinopati sıklığı % 4.3 olarak tespit 
edilmiştir (15). Hb S dünyada ve ülkemizde 
en sık görülen anormal hemoglobin olarak 
karşımıza çıkmaktadır. Altay, 2002 yılında, 
son 40 yılda yapılan anormal hemoglobin 
çalışmalarını inceleyerek ülkemizde anormal 
hemoglobinler içinde sıklıklarına göre ilk 
sırada Hb S sonra Hb D-Los Angeles görül-
düğünü ve Türkiye’de Hb D-Los Angeles 
görülme sıklığının % 0.2 olduğunu yayınla-
mıştır (16).  Dikker ve arkadaşları da, 1894 
farklı hastaya ait hemoglobin varyant analizi 
sonuçlarını retrospektif olarak değerlendir-
mişler; dünya ve ülkemizdeki sıklığına ben-
zer olarak en sık Hb S ikinci sıklıkla ülke-
mizdekine benzer şekilde Hb D-Los Angeles 
varyantını tespit etmişlerdir (17).       

Hb D Punjap (Hb D Los Angeles), β-globin 
zincirinin 121. pozisyonundaki glutamik 
asitin glutamin ile yer değiştirdiği bir Hb 
varyantıdır. Homozigot bir hasta kanından 
yapılan HPLC analizinde normal ya da az 
miktarda yükselmiş HbF ve HbA2 pikleri ve 
Hb D pozisyonunda da total hemoglobinin 
%90’nından daha fazla geniş bir pik görülür. 
Tam kan sayımında Hb, MCV ve MCHC’de 
hafif düşüklük ve periferik yaymada hedef 
hücreler gözlenir. Klinik olarak da hasta hafif 
anemiktir (18) . 

İnterferansla mücadele adına yapılan bir 
çalışmada Erna Lenters-Westra, Tosoh G8 
analizörünün yazılımını güncelleyerek yaygın 
görülen varyant hemoglobinlere bağlı inter-
feransı çözmüştür. Eski yazılım HbAS ve 
HbAE ile önemli interferans gösterirken, 
güncel versiyonda çalışılan bu varyantlar ile 
interferans gözlenmemiştir. Özellikle yıllardır 
Tosoh analizörleri için problem olan 
HbAE’nin güncellemeyle ortadan kalkması 
şaşırtıcıdır (19). 

Sonuç olarak Varyant Hb’ler immün ölçümde 
ciddi bir interferansa neden olmazken, iyon 
değiştirici HPLC gibi yük farkına göre ölçüm 
yapan yöntemlerde negatif interferansa ne-
den olabilirler. Bu nedenle klinik ile uyumlu 
olmayan HbA1c düzeylerinde, numuneler 
farklı bir metotla çalışılmalı ve hemoglobin 
varyantlarının varlığı araştırılmalıdır. 
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