Tiirk Klinik Biyokimya Derg 2011; 9(3): 105-110 Derleme

HbAIl c Standardizasyonu

HbA1c Standardization

Sezer Uysal

Doruz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, izmir

OZET

Glisemik kontrolun iyilestirilmesi diyabete bagh mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
gelisime riskini azaltir. Glisemik durumun izleminde en sik kullanilan belirte¢ olan HbAlc dl¢iimu ile
ilgili bircok farkli yéntem bulunmaktadir. Olgiim yéntemlerini iyilestirmek icin 1990°h yillarda ulusal
standardizasyon programlan gelistirilmistir. Ayrica sonuclarin izlenebilirliginin saglanmasi icin IFCC
tarafindan referans materyal ve yontem gelistirilmistir. Referans yontem sonuglar ulusal yontemlerin
sonugclar ile karsilastirilarak dogrusal bir iliski oldugu saptanmis ve bir master esitlik olusturulmustur.
Gunumuzde HbAlc diyabet tam kriterleri arasina Kkatilmistir ve bir¢cok diyabet ve Klinik kimya
cemiyetleri HbA1lc 6lciimiiniin sertifiye yontemlerle yapilmasini d6nermektedir.
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ABSTRACT

Improving glycemic control reduces the development of microvascular and macrovascular
complications of diabetes mellitus. HbA1c measured by various methods is used to monitor glycemic
status. In 1990s, various national standardization programs were implemented to reduce variability in
HbAlc results. Furthermore, reference material and reference method were developed by IFCC to
provide traceability. The results of the national programs were compared with the reference method
and a linear regression curve was obtained. Based on these results a master equation was created.
Nowadays, HbAlc is implemented in the diagnostic criteria of diabetes and many diabetes and clinical
chemistry associations recommend measuring HbA1c with certified methods.
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yilllarda tamamlanmistir (2). Dokuz y1l suren

Dinya Saghik Orgiitii verilerine gore giini-
miuzde diunyada 346 milyon hastasi bulunan
Diyabetes Mellitus gelismis tlkelerde Olum
nedenleri arasinda dordiuincil siradadir (1).
Insiilin yetersizligi ve hiperglisemi ile karak-
terize kronik bir hastallk olan diyabette
gozler, bobrekler, periferal sinirler, kalp ve
kan damarlarinda komplikasyon gelisme
riski yuksektir. Diyabet komplikasyonlari ile
hipergliseminin iliskisini
Kapsamli Ui¢ tane prospektif calisma 1990’1

arastiran genis

‘Diabetes Contol and Complications Trial"
(DCCT) 1993°te tamamlanmis ve retinopati
ve noropati gibi kronik komplikasyonlarin
gelisme riski ve ilerlemesinin, glike hemoglo-
bin (GHDb) ya da HbAlc Olcumu ile belirle-
nebilen glisemik Kontrolle baglantili oldugu
saptanmistir. Bu c¢alismanin devami olan
'The Epidemiology of Diabetes Interventions
and Complications" (EDIC) calismasinda ise
hiperglisemi ile koroner kalp hastaliklarn
gibi makrovaskiiler hastaliklar arasindaki
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iliski gosterilmistir. "United Kingdo m Prospective
Diabetes Study" (UKPDS) calismasi da 1997
yilinda tamamlanmistir ve diyabet ile mikro-
vaskuler komplikasyonlar arasindaki ilsiki
arastinlmistir. Ayni zamanlarda yapilan epi-
demiyolojik c¢alismalarda yogun glisemik
kontroliin uzun dénem mikrovaskiiler komp-
likasyonlarin riskini azaltacagi belirlenmistir.
Ornegin siki glisemik kontrol ile HbAlc diizey-
lerinin %7.5 olmasi %10 olmasina gore
retinopati riskinin %74’e kadar azalmasini
saglar.

Laboratuarlarda glisemik kontroliin takibinde

Kullanilan ¢esitli ydntemler arasinda HbAlc,
fruktozamin, glike albumin, 1,5 anhidroglu-

sitol, C-peptid duzeyleri 6lcimii ve proteo-
mik yontemleri sayabiliriz. Bunlar arasinda
en sik kullanilan1 HbA1c él¢iimudiir. Hemo-
globin glikasyonu hemoglobinin alfa ve beta
zincirlerinin valin-lizin kalintilarina glukozun
nonenzimatik eklenmesidir ve ilk olarak 1962
yilinda tanimlanmistir (3). HbAlc spesifik
olarak hemoglobinin beta zincirinin N-ter-
minal valin grubuna glukozun spontan eklen-
mesidir. Kan glukoz duzeyine ve eritrosit
omriine badgimhidir ve 8-12 haftallk kan
dglukoz ditizeylerini yansitir.

"College of American Pathologists" (CAP), 1993
yiinda yaptiqi calismada laboratuvarlarda
HbAlc, HbA1l ve GHb seklinde farkl 6l¢iim
yontemlerinin oldugu ve farkli sonugclarin
glisemik kontrolin takibi agisindan sorun
yaratabilecegini belirtmis ve ayni yil "American
Association for Clinical Chemistry" (AACC)
HbAlc Ol¢cuimiiniin standardizasyonu igin
bir alt komite olusturmustur (4). "American
Diabetes Association" (ADA) tarafindan 1994'te
HbAlc hedef degerleri belirlenmistir (5).
Ancak laboratuarlarda Kullanilan 6l¢cim yon-
temlerinin ve sonuglarn farklilidi nedeniyle
sorunlar yasanmistir. HbAlc Ol¢cumiinde
kKullanilan cesitli yontemleri Tablo 1'de gore-
biliriz.

Sonuglarin tiim diunyada Karsilastirilabilir
olmasimin 6énemi nedeniyle 1995 yilinda
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Tablo 1. HbAlc dl¢iim yontemleri.

Yiik farkliliG i . I
iyon degisim kromatografi
Elektroforez

Kapiller elektroforez

izoelektrik fokuslama

Y | farklilida d . 1
Afinite kromatografi
immunokimyasal analizler

Enzimatik yontemler (fruktozil valin oksidaz)

"International Fed eration of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine" (IFCC) ve sonraki
yil Amerika Birlesik Devletleri'nde "National
Glycohemoglobin Standardization Programme’
(NGSP) HbAlc olcimu i¢in standardizasyon
programlarint baglatmistir (4). Ayni zaman-
larda Japonya ve isve¢’te de benzer program-
lar baslamistir. Butiin yontemlerde HPLC Olgu-
miuiniin duyarhih@nin arttirilmasina calisiimis-
tir. isveg yontemi katyon degistirici olarak
metil stilfonat kullanmaktadir ve ulusal yon-
temler arasinda duyarliligi en yiiksek olan
yontemdir. Japon yénteminde ise standardi-
zasyon Kkalibratorler tizerinden saglanmaktadir.

NGSP programinin amaci HbA1c test sonug-
larin1 standardize ederek Klinik laboratuvar
sonuclarinin, kan glukozu ile komplikasyon
riski iliskisini rapor eden DCCT calismasi ile
Karsilastirilabilir olmasidir (6). NGSP progra-
minda DCCT/EDIC calismalarinda kullanilan
yontem gelistirilmistir. Program kapsaminda
1 tane santral referans laboratuvar, 3 tane
primer referans laboratuvar ve 7 tane se-
konder referans laboratuvar bulunmaktadir.
Laboratuvarlararasi CV %?2.5'in altindadir.
NGSP, AACC ve CAP ile birlikte calismakta,
uretici firmalar ve laboratuvarlarin metodla-
rinin kalibre edilmesi ve sertifikasyon islem-
lerini yurutmektedir. Guniimuzde 113 tane
metod ve 109 tane laboratuvar sertifikasyor
almistir. Sertifikasyon kapsaminda bir yil
icinde 40 Ornek Kkarsilastirilmakta ve sertifi-
kasyon 1 yil icin verilmektedir. Metod serti-
fikasyonu icin kabul edilebilir bias 1999
yilinda + %1.0 iken 2011 yilinda + %0.75’e
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cekilmistir. NGSP, ayrica CAP ile birlikte ye-
terlilik testleri (proficiency testing) calismasi
yiritmektedir. Uc yiizden fazla laboratuva-
rn katildidi testlerde metod performanslari
icin kabul edilebilir limitler tanimhidir. Kabul
edilebilir bias 2007 yilinda + %15 iken 2011
yilinda + %7’ye dusurulmustur. Basar1 orani
2010 yiinda %95’dir ve laboratuvarlararasi
CV %4.5’Gn altinda bulunmustur. Kabul
edilebilir limitlerin giderek daraltilmasiyla
uretici firmalar daha duyarli 6lcim yontem-
leri gelistirmeye tesvik edilmektedirler.

Glukoz, GFR, PSA ve HbAlc gibi ydbntemden
badimsiz olarak, spesifik esik degeri ile yo-
rumlanan testler icin sonuclar karsilastirila-
bilir olmahdir. Avrupa Parlamentosu direk-
tiflerinde de referans materyal ve referans
yontemler olusturulmasi ve sonugclarin izle-
nebilirliginin énemi vurgulanmistir. Bu amag-
la IFCC, HbAlc'ye spesifik olan ve piir stan-
dartlar kullanan bir referans metod gelistir-
mis ve 2001 yilinda kabul edilmistir (7).
insan kanindan pir HbAlc ve HbAO izole
edilerek primer referans materyal olusturul-
mus, referans metodun primer kalibrasyo-
nunda kullanilmistir. Referans metod, endo-
proteinaz Glu-C enzimi ile inkiibasyon ve b
zincirin N-terminal hekzapeptidlerinin elde
edilmesi, glike ve nonglike hekzapeptidlerin
ayrimi (HPLC), ve kantitasyon (MS veya CE)
seklinde o&zetlenebilir. Katilan 11 laboratu-
varda kantitasyon Kitle spektrometri veya
kapiller elektroforez yontemleri ile yapilmak-
tadir. Olusturulan Sekonder Referans Mater-
yal uretici metodlarinin Kalibrasyonunda
Kullanilmaktadir. Bu metotta HbAlc ve HbA
(mmol/mol)
sonug verilmektedir.

duizeylerinin oranlanmasi ile

IFCC ayrica ulusal yontemlerin karsilastirma
calismalarini yurutmektedir. NGSP ve IFCC
metodlan arasinda yapilan yedi yil siren
karsilastirmalarda iki yontemin Kkorelasyonu-
nun basarili oldugu ancak birimler arasinda
farklilik oldugu goézlenerek sonugclarin dénis-
tirtilmesinde Kullanilacak "'master esitlik' sap-
tanmistir (NGSP: (0.09148 * IFCC) + 2.152).

HbA1c Standardizasyonu

IFCC yonteminde sadece HbAlc o6lgculmekte,
NGSP yonteminde ise yaklasik %2 civarinda
nonHbAlc glike fraksiyon da eliie olmakta-
dir. Bu fraksiyonlarin da diyabet komplikas-
yonlarinin gelisiminde katkis1 olup olmadi-
dmin bilinmemesi nedeniyle, ayrica hastala-
rn glisemik kontroliiniin bozulmamasi igin
esitlikte Kkullanilan sabit bir faktorle IFCC
sonuclarn ytikseltilmistir (8).

Milano’da 2007 yilinda IFCC ve diyabet cemi-
yetlerinin katilmiyla diinya c¢apinda HbAlc
sonuglarinin standardizasyonu icin yapilan
toplantida alinan Kararlar yayimlanmis ve
2010’da guncellenmistir (9). Bu kararlara
aore:

1. HbAlc oOlciimlerinin diinya ¢apinda stan-
dardize edilmesi, gecerli referans yontem
olarak IFCC ydnteminin kullanilmasi,

2. IFCC ve NGSP sonuglarinin birlikte rapor
edilmesi ve birimlerin birbirine dénusiim
tablolarinin ulasilabilir olmasi,

3. Dergi editodrlerince her iki birimi birlikte
belirten makalelerin tercih edilmesi ve

4. Rapor edilen terimin HbAlc olmasi 6ne-
rilmistir.

HbAlc icin "Joint Commitee for Traceability
in Laboratory Medicine" (JCTLM) veritaba-
ninda kabul edilmis 3 tane referans yontem
bulunmaktadir (10). Bunlar NGSP-HPLC yOn-
temi, IFCC-MS/CE yo6ntemi ve Instand’in gelis-
tirdigi LC-ID-MS yontemidir (11). Aynca JCTLM
veritabaninda HbAlc standardizasyonu icin
kabul edilen, Avrupa Birligi icin hemolizat
ve Japonya icin tampon icinde hazirlanmis
olmak uzere iki tane referans materyal vardir.

Kronik glisemik kontroliun glike hemoglobin
orani seklinde verilmesinin, mg/dL birimli
akut glukoz diizeyleriyle Kkarsilastiriimasinin
hastalar agisindan zor olmasi ve kafa karisik-
hid1 yaratabilecedi nedeniyle HbA1c sonucla-
rinin "tahmini ortalama glukoz" (eAQG) seklin-
de rapor edilmesinin bu karisikhdl ortadan
kaldirabilecegi diisunulmustiir (12). Bu amag-
la planlanan ¢cok merkezli ve uluslararasi bir
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calismada (A1C Derived Average Glucose,
ADAQG) ug¢ aylik sitirekli glukoz takibi ile
HbAlc Ol¢gumlerinin arasinda yas, cinsiyet,
ik diyabet tipi ve sigara i¢ciminden etkilen-
meyen Kuvvetli bir iliski bulunmus ve ¢evrim
faktorleri saptanmistir. ADA ve AACC labora-
tuvarlarin HbAlc sonuglan ile birlikte eAG
sonucglarinin da vermesini
Gunluk ve uzun dénemli glukoz Kontrolle-
rinin degderlendirilmesinde ayni birimlerin
Kullanilmasi hastalarin sonuglari daha kolay
anlamalarin1 saglayacak ve diyabet yOneti-
mini iyilestirecektir. Ancak gebelerde, addle-
sanlarda, bobrek hastalarinda ve hemoglo-
binopatisi olan Kisilerde daha ileri calisma-
larin yapilmasi gereklidir. Eritrosit émriin-
deki degisikliklerle iliskili bu tip durumlarda
glikozile albumin kullanilmasinin daha uygun
olaca@i 6ne surillmektedir. internet ortamn-
da ulusal HbAlc 6lciim yontemlerinin, ayrica
eAG sonuclarinin birbirlerine donustiirtile-
bilecedi ¢evrim tablolarina ulasmak mumkun-
dur. Ayrica bircok ulkede Klinisyenlere ve
hastalara yeni birimlere uyum saglamalari
icin egitim calismalan yapilmaktadir (13).
AACC,

Oonermektedir.

1. A1C sonuclan ile beraber eAG sonucu
verilmesi,

2. Sadece eAG raporlanmasi icin yeterli veri
olmadiqy,

3. Gebe, cocuk, adodlesan ve farkli etnik
gruplar icin ek calismalar yapilmasi,

4. Anemi ve hemoglobinopatilerde ¢alisiimasi,

5. ADA ve diger gruplarin global harmoni-
zasyon ve editim icin calismasi yapilmasi
gerektigini 6Snermektedir.

Amerikan Diyabet Cemiyeti, glisemik kont-
rolu stabil olan Kisilerde yilda en az iki kez,
stabil olmayan hastalarda ise dort kez
HbAlc Olciimi yapilmasini ve hasta basi
testlerin tanida degil tedavi degisikliklerinin
izleminde Kullanilmasini 6nermektedir. Mikro-
vaskuler hastaliklarin énlenmesi icin gebe
olmayan eriskinlerde diyabet tani Kriteri
<%6.5 ve HbAlc hedefi <%7 olarak belirlen-
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mistir. Ayrica ADA ve diger bir¢cok diyabet
cemiyeti, %7,5 ve uzerindeki sonuclarda
insiilin tedavisine decilmesini 6nermektedir.
Tan1 ve tedavi kriterlerinin birbirlerine bu
Kadar yakin olmasi nedeniyle laboratuvar
larin HbAlc sonuglarini verirken %0,5°lik
bir ayrimin klinik olarak anlaml oldugunu,
analitik hatadan kaynaklanmadigini sdyle-
yebilmeleri gerekir (14,15). HbAlc testinin
biyolojik degiskenligi %1’in altindadir, refe-
rans degdisim degeri hesaplarina gore, has-
tanin iki Slcimiiniin arasindaki %0,5°lik bir
farkin Klinik olarak anlamli oldugunu soyle-
yebilmemiz icin analitik hatanin %?2’nin
altinda olmasi gereklidir. CAP calismasinin
verilerine gore guinumiizde duyarliid@ en
yuksek olan HPLC y6ntemleridir ancak calis-
maya Kkatilan laboratuarlarin %80°i bu diizey-
de analitik degiskenligi yakalayabilmektedir.
Bu nedenlerle, laboratuvarlarin kendi analitik
degiskenliklerini ve referans dedisim deger
lerini hesaplayarak klinisyenleri bilgilendirme-
leri gereKklidir.

Uluslararasi uzman komite raporunda HbAIc
Olcimunun glukoz élcuimiine gére avantaj-
lan belirtilmistir (16) (Tablo 2).

Tablo 2. HbAlc Sl¢timuniin glukoz élgiimiine gore
avantajlari.

HbAlc Olciim yoéntemi glukoz oOl¢iimiinden daha iyi

standardize edilmis

Toplam glisemik maruziyet ile uzun dénem

komp likasyon riski arasindaki iliski yliksek

Biyolojik degdiskenlik az

Aclik veya zamanli drnegde gerek yok

Preanalitik dayaniklilik iyi

Glukoz duizeylerinin anlik degdisimlerinden etkilenmez

Tani ve tedavi dii Z2nleme rehberleri var

"National Academy of Clinical Biochemistry'nin
yayimladigi, 2011 yihinda guincellenen diya-
bet ydonergesinde,

1. Laboratuvarlarin NGSP sertifiye ve IFCC ile
izlenebilirligi olan yontemleri kullanmasi,
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2. Alt referans limitlerin altindaki ve %15’in
uizerindeki HbAlc sonuclarnnin tekrar c¢al-
silmasi,

3. Laboratuvarlarin testin interferanslarindan
haberdar olmasi

4. Laboratuvarlarin CAP gibi bir yeterlilik
programina Katilmalari

5. HbAlc sonug lan tanida Kkullanilacaksa ser-
tifiye yontemle ve akredite bir laboratu-
varda ¢alisilmasi gerektigi bildirilmistir (17).

Standardizasyon calismalarinin bagslamasindan
gunumuze HbAlc oOlcim ydéntemlerindeki
cesitlilik ve sonuclarin degiskenlikleri 6nemli
oOlcliide azalmasina ragmen, farkl tilkelerde
NGSP ya da IFCC yontemlerinin uygulanmasi
ve sonuclarin raporlanmasi arasinda henuz
farkliliklar bulunmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde NGSP ve eAG sonuglan veril-
mektedir. Avrupa’da birgok lilke ile birlikte
Kanada ve Avustralya’da IFCC ve NGSP
sonugclarn birlikte raporlanmakta ve iki yildan
sonra sadece IFCC sonuglarinin verilecegi
belirtilmektedir. IFCC yonteminde nondiya-
betik referans aralik 20-42 mmol/mol, tedavi
hedefi ise 53 mmol/mol olarak belirlen-
mistir (8).

Sonug¢ olarak giinimuzde de HbAlc Olci-
munde kullanilan farkli ydntemler vardir,
ancak uretici firmalarin biliytik bir kismi
NGSP tarafindan sertifikasyon almaktadir,
ve sonucglar IFCC sonuglar ile uyumludur.
Diyabet tam1 ve tedavisinde Kritik karar
limitleri bulunan ve hasta tedavisini buyuk
oranda etkileyen HbAlc testi farkli labora-
tuvarlarda farkli yontemlerle calisilsa da,
analitik performansi, dogru O6lculmesi ve
sonuglarin diger yontemlerle Kkarsilastirila-
bilir olmasi énemlidir.
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