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ÖZET 
Amaç: Diabetes Mellitus (DM) hastalarinda retrospektif glisemik kontrolün degerlendirilmesinde HbA1c ölçümü 
yaygin olarak kullanilmaktadir. Günümüzde klinik laboratuarlarda HBA1c ölçümü için çok sayida farkli 
yöntemler kullanilmaktadir. Bunlarin bir kismi karmasik ve pahali yöntemlerdir. Bu çalismada HbA1c 
ölçümünde kullanilan Yüksek performansli sivi kromatografi-High performance liquid chromatography (HPLC) 
ve türbidimetrik immüno-inhibisyon yöntemlerini karsilastirilarak klinik laboratuarlar için daha uygun olanini 
seçmeyi amaçladik. 
Gereç ve Yöntem: Çalismaya DM’li 178 olgu alindi. Olgulardan alinan kan örneklerinden HbA1c düzeyleri hem 
HPLC ve hem de türbidimetrik immüno-inhibisyon yöntemleriyle çalisildi. Her iki yöntemle elde edilen veriler 
farkli istatistiksel teknikler kullanilarak karsilastirildi.  
Bulgular: HPLC (%6.27±2.0) ve türbidimetrik immüno-inhibisyon (%6.31±2.2)  yöntemleriyle ölçülen HbA1c 
düzeyleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). Yapilan korelasyon analizinde iki yöntemin sonuçlari 
arasinda pozitif ve güçlü bir korelasyon oldugu görüldü (r = 0.934, p < 0.001).   
Sonuç: Klinik laboratuarlarda kullanilan HPLC yöntemi karmasik, zaman alici ve pahali bir yöntemdir. Buna 
karsilik türbidimetrik immüno-inhibis yon yöntemi basit, ucuz ve laboratuarlarda yaygin olarak bulunan çok 
sayida otoanalizörlere uyarlanabilir. Bu nedenle DM’li hastalarin glisemik kontrol ve takiplerinde HbA1c ölçümü 
için türbidimetrik immüno-inhibisyon yöteminin HPLC’ye tercih edilmesi gerektigini düsünmekteyiz.  
 
Anahtar Sözcükler: Diabetes Mellitus, HbA1c, yüksek performansli sivi kromatografisi, türbidimetrik immüno-
inhibisyon 
 

Comparison of HPLC and turbidimetric immuno-inhibition method for 
determination of HbA1c 

 
SUMMARY 
Purpose: Measurement of HbA1c is widely accepted as retrospective index of glycemic control in Diabetes 
Mellitus (DM) patients. Currently several different methods are used in clinical laboratories for measurement of 
HbA1c. However most of these methods are complicated and expensive. In the present study we aimed to make a 
comparison between HPLC and turbidimetric immuno-inhibition methods for determination HbA1c to decide the 
more suitable one for clinical laboratories.  
Methods: One hundred and seventy eight patients with DM were included into the study. Blood levels of HbA1c 
were determined by both HPLC and turbidimetric immuno-inhibition methods. Data obtained from two methods 
were compared with various statistical techniques.   
Results: There was no significant diffe rence between HbA1c results measured with HPLC (%6.27±2.0) and 
turbidimetric immuno-inhibition (%6.31±2.2) methods (p>0.05). We also observed a strong positive corelation 
between both methods (r = 0.934, p < 0.001). Conclusion: In clinical laboratory practice HPLC method is 
complicated, time consuming and expensive. However turbidimetric immuno-inhibition method is simple, chip 
and could be apply to most autoanalyzers which is common in clinical laboratories. We concluded that 
turbidimetric immuno-inhibition method should be preferred to HPLC method for measurement of HbA1c for 
monitoring glycemic control in Diabetes Mellitus patients.  
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GIRIS
   Diabetes Mellitus (DM) dünyada halk 
sagligini tehdit eden en önemli hastaliklardan 
biridir. Halen dünyada DM’li 171 milyon hasta 
bulunmakta olup bu sayinin 2030 yilinda iki 
katindan fazla artis gösterip 366 milyona 
ulasmasi beklenmektedir. Özellikle gelismekte 
olan ülkelerde çalisan eriskinleri etkiledigi için 
DM’nin önemi daha da artmaktadir (1). 
   DM’de morbidite ve mortaliteyi belirleyen 
en önemli faktör mikro ve makrovasküler 
komplikasyonlardir. Retinopati, nefropati ve 
nöropati gibi mikrovasküler komplikasyonlarin 
gelisme riski dogrudan glisemik kontrol 
derecesi ile iliskili oldugu gösterilmistir (2).  
   Kan glikohemoglobin (GHb) ve özellikle 
bunun majör bir komponenti olan hemoglobin 
A1c (HbA1c) düzeylerinin ölçümü DM’li 
hastalarda retrospektif gliseminin 
degerlendirilmesinde yaygin olarak 
kullanilmaktadir (3).   
   Insan yetiskin hemoglobini genellikle HbA 
(%97), HbA2 (%2.5) ve HbF (%0.5) 
birimlerinden olusmaktadir. HbA’nin yapilan 
kromatografik analizinde küçük farkliliklar 
gösteren çok sayida alt gruplardan olustugu 
gösterilmistir. Bunlardan HbA1 olarak bilinen 
grubun HbA1a, HbA1b ve HbA1c gibi farkli alt 
birimlere ayrildigi bulunmustur. Çok sayida 
diger proteinler gibi hemoglobin de non-
enzimatik glikasyona ugrar. HbA1c, HbA 
molekülünün ß-zincirinin N-terminal valin 
kalintisina glikoz moleküllerinin non-
enzimatik eklenmesiyle meydana gelmektedir.  
HbA1c kandaki ana glikozile hemoglobin olup 
HbA1’in yaklasik %80’ini olusturmaktadir 
(4,5). DM’li hastalarda artis gösteren 
inflamasyon belirteçleri ile HbA1c arasinda 
güçlü bir korelasyon bulunmustur (6). 
Günümüzde DM’li hastalar için klinik önemi 
giderek artan HbA1c’nin ölçümü farkli 
laboratuarlarda farkli yöntemlerle 
gerçeklestirilmektedir.  
   Glikozile Hb ölçümü için 30’dan fazla 
yöntem kullanilmaktadir. Özellikle klinik 
laboratuarlarda glikozile hemoglobini glikozile 
olmayan hemoglobinden ayirmak için yük 
farkliliklari (iyon degis tokus kromatografisi, 
izoelektrik odaklama, HPLC, elektroforez), 
yapisal farkliliklar (afinite kromatografisi, 
immünoassay metotlar) veya kimyasal 
analizlere (fotometrik, spektrofotometrik 
metotlar) dayanan yöntemler kullanilmaktadir. 
HPLC-kütle spektrometresi ve kapiller 

elektroforez HbA1c ölçümünde International 
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) tarafinda 
referans yöntem olarak kabul edilmistir. Hangi 
metot kullanilirsa kullanilsin HbA1c sonucu daima 
total hemoglobinin yüzdesi seklinde verilir.   
   HbA1c ölçümü için çok sayida farkli prensiplere 
dayanan yöntemler kullanilmis olmasina ragmen 
tüm laboratuarlarda uygulanabilir, güvenli ve 
pratik bir yönteminin standardizasyonunda bazi 
sikintilar yasanmaktadir (7-10). Glikasyon disinda 
çok farkli nedenlerden kaynaklanan hemoglobinin 
yapi ve metabolizmasindaki degisimler, HbA1c 
ölçümünü olumsuz yönde etkilemektedir (11). Bu 
çalismada HbA1c ölçümünde rutin olarak 
kullanilan yüksek performansli sivi 
kromatografisi (HPLC) ile otoanalizörlerde 
kullanilan türbidimetrik immüno-inhibisyon 
yöntemlerini karsilastirmayi amaçladik. 
 
GEREÇ VE YÖNTEM 
   Bu çalismada 40 gün boyunca hastanemize 
basvuran DM’li hastalardan rasgele seçilen 178 
kisiden alinan kan örneklerinde HbA1c düzeyleri 
HPLC ve türbidimetrik immüno-inhibisyon 
olmak üzere iki farkli yöntemle ölçüldü. Her iki 
yöntem için de 12 saatlik açliktan sonra 
hastalardan alinan venöz kan örnekleri EDTA’li 
tüplere konuldu.  
 
HPLC ile HbA1c Ölçümü 
   Çalismada Chromsystems (Chromsystems, 
Instruments and Chemicals, München –Germany) 
reaktifleri ile Agilent 1100 (Agilent Technologies 
Sales & Services GmbH & Co.KG, Waldbronn, 
Germany) cihazi kullanildi. 5µL kan örnegi  borat 
içeren 1 ml hemoliz reaktifi ile karistirildiktan 
sonra labil HbA1c fraksiyonun ayrilabilmesi için 
20 dk 370C’de inkübe edildi. Analizden önce 
hemoliz olmus örnekler, 5 dk 10.000 x g’de 
santrifüj edildi.. Okumala r 417 nm dalga boyunda 
UV-visible dedektör kullanilarak yapildi. 
Kromatogram da 1.75. dk da elde edilen pik’in 
alani (HbA1c) ile tüm piklerin alanlari (Total Hb) 
hesaplandi ve  (HbA1c/Hb)x100 denklemi ile % 
HbA1c degerleri bulundu. 
 
Türbidimetrik Immuno-inhibisyon Yöntemi ile 
HbA1c Ölçümü 
   IFCC tarafindan onaylanan türbidimetrik 
immuno-inhibisyon yöntemi ile ticari kitler 
(Olympus Diagnostica) kullanilarak klinik kimya 
analiz cihazinda  (Olympus AU640, Japonya)  
çalisildi. Lökosit interferansini önlemek için 
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deterjan olarak tetradesiltrimetilamonyum 
bromid (TTAB) içeren hemoliz reaktifi 
kullanildi. Numuneler 1/100 oraninda hemoliz 
reaktifi ile dilüe edilip karistirildiktan sonra 
klinik kimya analiz cihazinda  (Olympus AU 
640, Japonya) Hb ve HbA1c düzeyleri ölçüldü. 
Hb ölçümünde eritrositler hemoliz olduktan 
sonra açiga çikan Hb molekülleri, bikromatik 
olarak (570 ve 660 nm) ölçülebilen 
karakteristik spektrumu olan moleküllere 
dönüstürüldü. HbA1c ölçümünde, numunede 
bulunan HbA1c anti-HbA1c antikorlari ile 
reaksiyona girerek çözülebilir antijen-antikor 
kompleksleri olusturuldu. Daha sonra ilave 
edilen polihaptenler arta kalan anti-HbA1c 
antikorlari ile reaksiyona girip çözülemeyen 
antikor-polihapten kompleksleri olusturuldu. 
Olusan bu antikor-polihapten kompleksleri 
türbidimetrik (340 ve 700nm) olarak ölçüldü. 
HPLC’de oldugu gibi HbA1c ve Hb 
konsantrasyonlari ayri ayri ölçüldükten sonra 
(HbA1c/Hb)x100 denklemi ile %HbA1c 
konsantrasyonu hesaplandi. 
 
Istatistiksel Analizler   

 
   Sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) 
olarak verildi. Varyanslarin esitligini 

belirlemek için F testi yapildi. Iki grup arasindaki 
istatistiksel farkin önemi paired t testi ile;  
korelasyonlarin anlamliligi Pearson korelasyon 
analizi ile degerlendirildi. Gruplar arasindaki fark 
p < 0.05 oldugunda anlamli kabul edildi. 
 
BULGULAR 
   Sekil 1’deki görüldügü gibi Kromatogramda 
HbA1c piki 1.75 dk’da çikmakta olup her bir 
numunenin ölçülmesi 5 dk’da tamamlanmaktadir. 
HbA1c’nin HPLC ile ölçümünde varyasyon 
katsayisi (CV) %4.6 ortalama için % 3.8 ve %9.9 
ortalama için % 2.1 olarak bulundu. 
Türbidimetrik immüno-inhibisyon yönteminin 
CV degeri ise %4.5 ortalama için % 3.5 ve %10.0 
için % 3.0 olarak bulundu.    
   F testine göre gruplarin varyanslari arasinda 
anlamli fark bulunamadi (Fhes<Ftest). Hastalardan 
alinan numunelerde ölçülen HbA1c düzeyi HPLC 
grubunda %6.27±2.0 olarak bulunurken 
türbidimetrik immünoinhibisyon grubunda ise 
%6.31±2.2 olarak bulundu. Gruplar 
karsilastirildiginda aradaki farkin anlamli 
olmadigi görüldü (p>0.05). Yapilan korelasyon 
incelemesinde iki grup arasinda güçlü bir 
korelasyon oldugu gözlendi (r = 0.934, p < 0.001) 
(Sekil 2). 

mAU

17.5

15

12.5

10

7.5

5

2.5

0

0 1 2 3 4 min  
Sekil 1. HbA1c ve diger hemoglobin varyantlarini gösteren HPLC kromatogrami 
 

H
bA

1a
 

H
bA

1b
 

H
bF

 

H
bA

1c
 H

bA
0 



Düzce Tip Fakültesi Dergisi 2007; 1: 17-21                                                   

Abdurrahman Coskun ve ark. 18 

y = 1,0415x - 0,2172
R2 = 0,872

3

5

7

9

11

13

15

3 5 7 9 11 13 15

HPLC

T
ü

rb
id

im
et

ri
k 

im
m

ü
n

o
in

h
ib

is
yo

n

 
Sekil 2. HPLC ve türbidimetrik immünoinhibisyon metotlariyla ölçülen HbA1c degerleri arasindaki 
korelasyon.  
 
TARTISMA 
   HbA1c ve diger Hb fraksiyonlari katyon 
degis-tokus kromatografisi yöntemine dayanan 
HPLC ile ayrilabilmektedir. Tüm HPLC ile 
HbA1c ölçümlerinde CV degerleri %3.5’in 
altinda bulunmustur (4). Çalismamizda ise 
sadece düsük konsantrasyonlarda (%5.6) CV 
degeri %3.8 bulundu. Bu hafif yüksekligin 
muhtemelen ön hazirlik asamasindaki manuel 
nedenlerden kaynaklandigini düsünmekteyiz.  
    Çalismamizda, HbA1c’nin türbidimetrik 
immüno-inhibisyon yöntemiyle ölçülmesinde 
elde edilen sonuçlarin HPLC yöntemiyle elde 
edilen sonuçlar ile iyi korele oldugunu 
gözledik. IFCC tarafindan da onaylanan 
immüno-inhibisyon yönteminde kullanilan 
antikorlar HbA1c’nin labil komponentleri ve 
glikozile hemoglobinin diger varyantla rini 
(HbA1a, HbA1b gibi) tanimamaktadir. Daha da 
önemlisi immün-inhibisyon yöntemi HbF, 
HbS, HbA2 ve karbamile hemoglobinden 
etkilememektedir (12). 
   Iki farkli yöntemin karsilastirilmasinda, 
çalisilan testin biyolojik varyasyonu temel 
alinarak karsilastirma yapilabilir. Bu amaçla 
metotlar arasindaki fark ilgili testin birey içi 
biyolojik varyasyonun 0.33 katindan daha 
düsük olmalidir (13). HbA1c’nin birey içi 
biyolojik varyasyonu %4.1 olarak 
hesaplanmistir (14). Buna göre iki farkli 
yöntemle çalisilan HbA1c degerleri arasindaki 
fark %1.35’den (0.33x4.1) daha düsük 
olmalidir. Çalismamizda hastalardan alinan 
örneklerden ölçülen HbA1c düzeyleri 

arasindaki ortalama fark % 0.64 olarak 
bulundugundan iki yöntemin farkli sonuçlar 
vermedigi ve hasta örneklerinin iki metottan 
herhangi birisi ile ölçülebilecegini söyleyebiliriz.  
   HbA1c düzeyi HPLC ile ölçülecegi zaman analiz 
öncesi numunelerin inkübasyon gibi ön hazirlik 
islemlerinin yapilmasi gerekir. Bu durum hem 
zaman kaybi hem de kisiye bagli hata olusumunu 
artirmaktadir. Günümüz laboratuarlarinda birim 
test maliyeti test seçimini etkileyen en önemli 
etkenlerden biridir. Anormal hemoglobin 
varyantlarin belirlenmesinde faydali olmakla 
birlikte, HPLC pahali bir sistem olup çalisilmasi 
zaman ve personel gereksinimini artirmaktadir. 
Oysa klinik kimya analiz cihazlari oldukça pratik 
olup çok sayida testin çalisilmasi az sayida 
personel ve düsük maliyetle 
gerçeklesebilmektedir. Çalismamizin sonuçlari 
her iki yöntemin varyanslari esit oldugunu ve 
aralarinda anlamli bir farkin bulunmadigini 
göstermektedir. Sonuç olarak klinik biyokimya 
laboratuarlarinda, HbA1c düzeylerinin HPLC 
yerine immüno-inhibisyon yöntemi ile klinik 
kimya analiz cihazinda ölçülmesinin daha pratik 
ve ekonomik olacagini söyleyebiliriz. Ayrica tüm 
testlerin tek bir cihazda çalisilmasiyla kontrolün 
daha kolay saglanabilecegini düsünmekteyiz.   
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