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GELECEGIN UZMANLARI TARTISIYOR -2
HbAIc Olgiimiinde HPLC / Immunoturbidimetrik Yontem
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Diyabetes mellitus, 2022°de giincellenen Tiirk Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi’nin (TEMD)
kilavuzuna gore insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle organizmanin
karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, siirekli tibbi bakim gerektiren, kronik
genis spektrumlu bir metabolizma bozuklugudur (1).

Etyolojisi %90 Tip 2 DM’dir. Altta yatan genetik sebepler yoksa iyi bir yasam tarzina adaptasyonla
aslinda onlenebilir bir hastaliktir. Tip 2 DM yillarca asemptomatik kalabilir. Kronik bir hastalik oldugu
icin erken teshis, hastaligin ve komplikasyonlarinintakibi agisindan 6énemlidir (1).

Tanida TEMD kilavuzuna gore %5.7-%6,4 aras1 HbAicPrediyabetolarak tanimlanir ve tedavi edilmesi
gerekir. HbA1:%6,5 ve tizeri ise Asikar DM tanisi konur.

Normalde saglikli bir insanda hemoglobinin %90’1 HbAO seklindedir. Globinin beta alt zincirinin N
terminal ucunda valin kalintisina enzimatik olmayan yolla glukoz baglanmasiyla HbA . olusur. Eger bu
uca fruktoz 1.6 bifosfat baglanirsa HbAlal, glukoz 6 fosfat baglanirsa HbAla2, piriivik asit baglanirsa
HbA1b olusur. Normalde HbA 1c olusurken erken evrede labilHbA 1 olusur. Baglanma, geri doniisiimlii
oldugu i¢in hiperglisemide akut degisiklikleri gosterdiginden kronik siiregte diyabet takibi igin yol
gosterici degildir. Stabil HbA;. ise daha kararlidir, yar1 6mrii eritrosit yar1 dmriine bagh oldugu igin
diyabetin takibinde asil 6nerilen subfraksiyondur (2).

Hemoglobin Aic’nin avantajlari; 6lglim i¢in agliga gerek olmamasi, uzun dénem glisemiyi géstermesi,
DM komplikasyonlariyla iligkisinin gii¢lii olmasi ve bireylerarasi varyasyonunun diisilk olmasidir.
Dezavantajlar1 ise Tip 2 DM’nin sadece %30’una tam1 koydurabilmesi, aghik kan sekerine gore
sensitivitesinin diisiik olmasi, insiilin sekresyonu ve insiilin direnci ile iligkisinin zayif olmasi,
hemoglobine bagimli bir molekiil olmasindan dolayi eritrosit yagam siiresinin etkilendigi durumlardan
(gebelik, kan transfiizyonu, hemodiyaliz, G6PD eksikligi ve ¢esitli hemoglobinopatiler) etkilenmesidir

(0).

Hemoglobin A1C immniinotiirbidimetrik, enzimatik, kapillerelektroforez ve boronatafinite gibi
yontemlerle Ol¢iilebilse de “Diabetescontrolandcomplications trial” ¢alismasina ve Amerika “Ulusal
Glikehemoglobin Standardizasyon Programi”na gore altin standart ve referans metod olan yiiksek
basingli/performansl likidkromatografi yontemi ile 6lgiilmesi Onerilmektedir. Tiirk Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi de HbAic i¢in HPLC yontemini 6nermektedir (2).

Kromatografi, bir sivida ¢dziinmiis bilesenlerin bir kolon {izerinde (genellikle kati bir destek) sabit faz
ile degisik etkilesimlere girmesi, kolon igerisinde farkli hizlarda hareket etmeleri sonucu bilesenlerin
farkli zamanlarda kolonu terk etmesi prensibine gore ¢alisir. Sonunda kiigiik molekiillerin biiyiik
molekiillerden ayrilarak kantitatif 6l¢iilmesini saglar (3).

Kromatografinin siniflandirilmasinda HPLC; ayrilma mekanizmasi olarak iyon degisimi, uygulama
bigimine gore kolon, faz tipine goére sivi, amacina gore nitel basliklar1 altinda degerlendirilebilir.
Hemoglobin A1C o6l¢iimiinde, EDTA’l1 tiipe alinan 6rnek, manuel 6n islem gerektirmeden raklarla
cihaza siiriiliir. ilk etapta eritrositler hemoliz olur, sonrasinda yikanir. Ardindan en az 200 bar giiciinde
stv1 enjekte edilerek hemoglobin molekiillerinin sabit faz kolonu iizerinde katyonik yiiklerine gore
gruplanarak ayrilmasi saglanir. Katyonik yiikii en fazla olan hemoglobin kolonda en uzun siire tutunur.
Sonrasinda bir dedektdr yardimiyla 420 nm dalga boyunda spektrofotometredekantitatif Slglim
yapilarak kromatogramlar elde edilir. Ayrilan hemoglobin subfraksiyonlari farkli zamanlardaki piklerle
belirlenmis olur (3).

Hemoglobin A1C tek basina bir analit olmadig1, hemoglobine bagimli bir molekiil oldugu i¢in 6Slgiilen
HbA, total hemoglobine oranlanir ve elde edilen sonu¢ NGSP onerisine gore “%” cinsinden verilir.
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Ama IFCC’ye gore “mmol/mol “cinsinden de verilebilir. Bu iki sonug¢ birbirine asagidaki formiille
baglanmistir (4):

IFCC = (NGSP - 2,15) * 10.929

Eger bilirubin diizeyi <60 mg/dl, glukoz<1000 mg/dl, trigliserit<5680 mg/dl ve HbF<%10 ise
HbA:6l¢iimiinde interferansa neden olmalar1 beklenmemektedir (4).

Diyabetin tanist ve takibinde laboratuvar analizleri i¢in Onerilen kilavuzlara gére HbA;c6l¢iimiinde
HPLC igin analitik belirsizligin %2.9 ve altinda, biasin %2.2 ve altinda, toplam hatanin %6.9 ve altinda
olmasi Onerilmektedir (5). Biz de laboratuvarimizda HbA1C’yi HPLC yo6ntemi ile olgmekteyiz.
Kitimizin LoD< %3, ol¢iim aralig1t %3 -%]18, intraassay ve interassay CV %3 ve altindadir yani
kilavuzlarin 6nerileri dogrultusundadir (4).

Yapilan birgok calismada HPLC, diger yontemlerle kiyaslanmistir. Cogunun ortak sonucu, elde edilen
HbAlc sonuglarinin benzer oldugu, aradaki farklarmn klinik karart anlamli yonde etkilemedigi
seklindedir. Ancak bu c¢alismalarin ¢ogu rastgeledir ve bazilarinda hemoglobinopatisi olan hastalar
caligmaya dahil edilmemistir. Bu yiizden sonuglar benzer c¢ikmis olabilir. Ancak sadece
hemoglobinopatisi  olan  hastalarin  degerlendirildigi  spesifik  ¢alismalarda HPLC ve
kapillerelektroforezde hemoglobin varyantlar1 ayristirilmistir (6). Bu sayede hem hemoglobinopatisi
hem diyabetesmellitusu olan hastalar degerlendirilebilmistir. Aksi takdirde immiinotiirbidimetrik
yontem gibi manuel 6n islem gerektiren, immiinolojik reaksiyondan dolayi ciddi interferansa sebep
olabilen yontemlerde HbA1c beklenen degerlerden diisiik ya da yiiksek saptanip klinik yanilgiya sebep
olabilir.

Bu yiizden HbA . 6l¢iimiinde HPLC;

*altin standart ve referans metod oldugu i¢in,

*direk stabilHbA1c’yi 6l¢tiigi igin,

*manuel 6n islem gerektirmedigi igin,

*yiiksek analitik performansindan dolayi seffaf ayrigma sagladigi igin,

*yiiksek rezolusyonlukromatografi ile hemoglobin varyantlarimi (HbC, HbD, HbE, HbS) da
ayristirabildigi i¢in,

*hizl1 ve otomatik sonug verdigi igin,
*diistik interferansa ugradigi icin,

*SUT Ek-2B’de “HbA1c 6l¢timiinde HPLC sadece 3. Basamak saglik hizmeti sunucularinda ve 3 ayda
bir faturalandirilir” ifadesi oldugu i¢in, tercih edilmelidir.
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HBA1C OLCUMUNDE HPLC’YE KARSI
IMMUNOTURBIDEMETRIK YONTEM
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Glikolize Hemoglobin

Nonenzimatik olarak sekerlerin hemoglobinin amino gruplarina eklenmesi sonucu glikolize
hemoglobinler olusur.

Eriskin insanlarda total hemoglobini %97 HbA, %2.5 HbA> ve 0.5 HbF olusur.

Kromatografik analizlerde ayrica mindr hemoglobinlere de rastlanir.

Bunlar HbA1. , HbA1,, HbA dir. Kolektif olarak HbA; olarak isimlendirilirler.

HbA’nin B zincirinin N terminal valinine glukozun kondenzasyonu sonucu Schiff bazi(aldimin) olusur.
Bu molekiile pre-HbA; . veya labil HbA;. denir.

Bu tepkime tersinirdir.

Schiff bazt Amadori yeniden diizenlemesi ile stabil ketoamine (HbA1c) doniisiir.

HbA:’in %80’ini HbA1.’den olusur.

Hemoglobin A, Hemoglaobin A, ¢

H——OH H——OH =
HO——H ~. HO——H . HO—H
H——OH H——OH H——OH
H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,CH CH,OH
Glucose (Schiff base) Amadori product
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* HbA, | = Fruktoz 1-6 difosfat
* Hba, , = Glukoz 6 fosfat Diger karbonludrat bagh hemoblobinlerle
* Hba,, => Pirtivik asit " total glikolize hemoglobini olustururlar.
* HbA,, = Glukoz
* Pre-HbAlc

Ol¢iim Yontemleri

Olgiim yontemleri iki gruba ayrilabilir.

1)Yapisal Farkliliga Dayanan Yontemler  Immun Y&ntemler

* Affinite Kromatografisi

2)Yiik Farklililigina Dayana Yontemler ¢ fyon Degisim Kromatografisi
* Elektroforez

» Isoelektrik Fokuslama

* HPLC’de iyon degisim veya affinite kromatografisi kullanilir.

+ Immun turbidemetrik ydntemlere ornek olarak TIIA(turbidemetrik inhibisyon immunassay) ve
PGIT(pargacikla gii¢lendirilmis immiinassay) verilebilir.

Immunoturbidemetrik Yontemlerin Ustiin Yanlar

» HPLC, turbidemetrik immun yontemlere gore daha pahalidir.[1]

* Daha fazla teknik ¢alisana ihtiya¢ duyulur ve ekipmanlari daha pahalidir.

« Ote yandan immun ydntemlerde sonuglar kolayca turbidemetre ile dlciilebilir.

* Ayrica bu yontemler HPLC’den ucuz ve hizlidir.

* Antikorlar, glukoza ve N terminalde bulunan 4 ten 8’e kadar olan amino asitlere baglanir[2]
» Antikorlar, pre-HbA1c’ye, HbA1, ve Hb1y’ye baglanmaz.

* HPLC’de ise pre-HbA 1c’nin dl¢limde interferansa neden olabilir(?)

HbC ve HbS Tasiyicihi@inin Interferansi

* NGSP’nin yaptig1 derlemeye gore immiin yontemlerden Beckman HbA1c Advanced B93009 Online,
B00389 Manual, Roche Cobas Integra Gen2, Roche Tina-quant Il, Roche Cobas c513
yontemlerinde klinik olarak anlamli interferans olmadigi belirtilmis.

« Ote yandan HPLC yéntemlerinden Arkray ADAMS HA-8180V Variant Mode, Arkray ADAMS
Alc HA-8190V Variant Mode Bio-Rad D-100, D-10 Bio-Rad Variant 11 Bio-Rad Variant 11 Turbo
2.0, Tosoh G11 Variant Mode V3.06, Trinity (Primus) Boronate Affinity klinik olarak anlamli
interferans olmadig1 belirtilmis.

» Tosoh G7 Variant Mode i¢in bazi ¢alismalarda HbC i¢in interferans oldugu bazi ¢alismalarda ise
olmadig1 belirtilmis. HbS icin ise olmadig1 belirtilmis

» Tosoh G8 Variant Mode (*Denotes software ver. 5.24 & 5.28) yine benzer sekilde hem HbC ve
HbS i¢in kimi ¢alismalarda interferans oldugu, bazi caligmalarda ise olmadigi belirtilmis.
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HbE ve HbD Tagiyicih@imin interferansi

Little ve arkadaslarinin yaptigi 1 calismada [1] 9 farkli immun yéntem ve 10 farkli iyon degisim HPLC
yontemi ile HbE ve HbD tasiyiciliginin HbA 1. 6l¢limiine olan interferansi incelenmis.

Bu calismada HbE ve HbD tasiyiciliginin kullanilan immun yontemlerde klinik olarak anlamli bir
interferansa sebep olmadig1 gosterilmis.

Fakat bazi iyon degisim HPLC yontemlerinde interferans gozlemlenmis.
« Ote yandan boronat affinite HPLC y&nteminde interferans gézlemlenmemis.

National Glycohemoglobin Standartization Program (NGSP)’ye [2] gore bir immun yonteme spesifik
veri olmadig slirece immun yontemlerde genel olarak HbE ve HbD nin interferansa neden olmayacagi
varsayilabilir.

Clinkii antikorlar B zincirinin N terminaline baglanirken HbE ve HbD’deki mutasyonlar N terminalinden
uzaktadir.

Uremik Hastalarda Karbamile Hemoglobinin Interferans
Weykamp ve arkadaslar1 karbamile hemoglobinin interferansina bakmaislar.

Bu ¢alismada kullanilan tiim iyon degisim HPLC yontemlerinde yanlis olarak yiliksek HbA ¢ degerleri
goriillmiis.

Ciinkii iirenin hemoglobinle reaksiyona girdigi bolge ile glukozun girdigi bolge ayn1 ve HbAlc ve ayrica
karbamile hemoglobinin isoelektrik noktalar1 da ayni.

Bu iki nedenden dolay1 yiik farkliligina dayanan yontemlerde yanlis sonuglar alinmasini siirpriz olarak
gérmemisler.

Immun yéntemlerde ise biiyiik bir farklilik goriilmemis.
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