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OZET

Amag: Diabetes Mellitus (DM) hastalarinda retrospektif glisemik kontrolin degerlendirilmesinde HbA 1. 6l¢cimi
yaygin olarak kullanilmaktadir. GiUnidmizde klinik laboratuarlarda HBA . 6lcimi icin ¢cok sayida farkli

yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin bir kismi karmasik ve pahali yontemlerdir. Bu calismada HbA;.
6lciminde kullanilan Y Uksek performansli sivi kromatografi-High performance liquid chromatography (HPLC)
ve turbidimetrik immino-inhibisyon yontemlerini karsilastirilarak klinik laboratuarlar icin daha uygun olanini

secmeyi amagladik.

Gereg ve Yontem: Calismaya DM’li 178 olgu alindi. Olgulardan alinan kan 6rneklerinden HbA 1 diizeyleri hem
HPLC ve hem de turbidimetrik immuno-inhibisyon yontemleriyle calisildi. Her iki yontemle elde edilen veriler
farkli istatistiksel teknikler kullanilarak karsilastirildi.

Bulgular: HPLC (%6.27+2.0) ve turbidimetrik immino-inhibisyon (%6.31+2.2) yontemleriyle olgllen HbA ;¢
duzeyleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). Y apilan korelasyon analizinde iki yéntemin sonuglari
arasinda pozitif ve giicll bir korelasyon oldugu goérildi (r = 0.934, p < 0.001).

Sonug¢: Klinik laboratuarlarda kullanilan HPLC yéntemi karmasik, zaman alici ve pahali bir yontemdir. Buna
karsilik turbidimetrik immino-inhibisyon yéntemi basit, ucuz ve laboratuarlarda yaygin olarak bulunan ¢ok

sayida otoanalizorlere uyarlanabilir. Bu nedenle DM’li hastalarin glisemik kontrol ve takiplerinde HbA 1. 6l¢limu
icin tUrbidimetrik immtno-inhibisyon yéteminin HPLC' ye tercih edilmesi gerektigini distinmekteyiz.

Anahtar Sozcikler: Diabetes Mellitus, HbA ., yiksek performansli sivi kromatografisi, tlrbidimetrik immino-
inhibisyon

Comparison of HPL C and turbidimetric immuno-inhibition method for
determination of HbAlc

SUMMARY

Purpose: Measurement of HbA, 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
HbA ;.. 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 HbA ;. to decide the
more suitable onefor clinical |aboratories.

Methods: One hundred and seventy eight patients with DM were included into the study. Blood levels of HbA¢
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 difference between HbA;. 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 HbA,. for
monitoring glycemic control in Diabetes Mellitus patients.

Key Words: Diabetes mellitus, HbA,,, high performance liquid chromatography, turbidimetric
immunoinhibition
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GIRIS

Diabetes Medlitus (DM) dinyada halk
sagligini tehdit eden en 6nemli hastaliklardan
biridir. Halen diinyada DM’li 171 milyon hasta
bulunmakta olup bu sayinin 2030 yilinda iki
katindan fazla artis gosterip 366 milyona
ulasmasi beklenmektedir. Ozellikle gelismekte
olan Ulkelerde calisan eriskinleri etkiledigi icin
DM’ nin 6nemi daha da artmaktadir (1).

DM’de morbidite ve mortaliteyi belirleyen
en Onemli faktor mikro ve makrovaskiler
komplikasyonlardir. Retinopati, nefropati ve
noropati gibi mikrovaskiler komplikasyonlarin
gedisme riski dogrudan glisemik kontrol
dereces ileiliskili oldugu gosterilmistir (2).

Kan glikohemoglobin (GHb) ve o6zellikle
bunun major bir komponenti olan hemoglobin
A (HbA,) dizeylerinin 6lcimi  DM’li
hastalarda retrospektif gliseminin
degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (3).

Insan yetiskin hemoglobini genellikle HbA
(9%97), HbA, (%25) ve HbF (%0.5)
birimlerinden olusmaktadir. HbA’nin yapilan
kromatografik analizinde kuguk farkliliklar
gbsteren ¢cok sayida at gruplardan olustugu
gosterilmigtir. Bunlardan HbA ; olarak bilinen
grubun HbA 1., HbA;, ve HbA ;. gibi farkli alt
birimlere ayrildigi bulunmustur. Cok sayida
diger proteinler gibi hemoglobin de non-
enzimatik glikasyona ugrar. HbA,, HbA
molekUlinin  B-zincirinin - N-terminal  valin
kalintisna glikoz ~ molekdllerinin non-
enzimatik eklenmesiyle meydana gelmektedir.
HDbA ;. kandaki ana glikozile hemoglobin olup
HbA,'in yaklask 9%80’ini olusturmaktadir
(45). DM’li  hagtdarda artis gosteren
inflamasyon belirtegleri ile HbA,. arasinda
gucli  bir korelasyon bulunmustur  (6).
Gunumuizde DM’li hastalar igin klinik 6nemi
giderek artan HbA ./ nin  6lcimia  farkli
laboratuarlarda farkli yontemlerle
gerceklestirilmektedir.

Glikozile Hb dlgimi icin 30'dan fazla
yontem  kullanilmaktadir. Ozellikle klinik
laboratuarlarda glikozile hemoglobini glikozile
olmayan hemoglobinden ayirmak igin yuk
farkliliklari (iyon degis tokus kromatografis,
izoelektrik odaklama, HPLC, elektroforez),
yapisa farkliliklar (afinite kromatografisi,
imminoassay metotlar) veya kimyasa
andizlere  (fotometrik,  spektrofotometrik
metotlar) dayanan yontemler kullanilmaktadir.
HPLC-kitle spektrometress ve  kapiller

elektroforez HbA ;. Olgiminde International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) tarafinda
referans yontem olarak kabul edilmistir. Hangi

metot kullanilirsa kullanilsin HbA ;. sonucu daima
total hemoglobinin ylizdes seklinde verilir.

HDbA . 6lcumii icin ¢ok sayida farkli prensiplere
dayanan yontemler kullanilmis olmasina ragmen
tim laboratuarlarda uygulanabilir, glvenli ve
pratik bir yonteminin standardizasyonunda bazi
sikintilar yasanmaktadir (7-10). Glikasyon disinda
cok farkli nedenlerden kaynaklanan hemoglobinin
yapi ve metabolizmasindaki degismler, HbA .
Olcimiini olumsuz yonde etkilemektedir (11). Bu
cdismada HbA;. Olciminde rutin olarak

kullanilan yuksek performangli sivi
kromatografiss (HPLC) ile otoanaizorlerde
kullanilan  tlrbidimetrik  immino-inhibisyon

yontemlerini karsilastirmayi amacladik.

GEREC VE YONTEM

Bu cadismada 40 gin boyunca hastanemize
basvuran DM’li hastalardan rasgele segilen 178
kisden ainan kan orneklerinde HbA ;. dizeyleri
HPLC ve tdrbidimetrik immino-inhibisyon
olmak Uzere iki farkli yontemle ol¢uldi. Her iki
yontem icin de 12 saatlik acliktan sonra
hastalardan ainan ventz kan ornekleri EDTA’li
tlplere konuldu.

HPLC ileHbA ;. Olgiimii

Cdlismada Chromsystems (Chromsystems,
Instruments and Chemicals, Minchen —Germany)
reaktifleri ile Agilent 1100 (Agilent Technologies
Saes & Services GmbH & Co.KG, Waldbronn,
Germary) cihazi kullanildi. 5nk kan 6rnegi  borat
iceren 1 ml hemoliz resktifi ile karistirildiktan
sonra labil HbA . fraksiyonun ayrilabilmes igin
20 dk 37°C'de inkiibe edildi. Anaizden 6nce
hemoliz olmus Ornekler, 5 dk 10.000 x g'de
santriflj edildi.. Okumalar 417 nm dalga boyunda
UV-visble dedektor kullanilarak  yapildi.
Kromatogram da 1.75. dk da elde edilen pik’in
aani (HbA ) ile tim piklerin danlari (Total Hb)
hesaplandi ve (HbA;/Hb)x100 denklemi ile %
HbA 1. degerleri bulundu.

TUrbidimetrik Immuno-inhibisyon Y ontemi ile
HbA ;. Olguimii

IFCC tarafindan onaylanan tlrbidimetrik
immuno-inhibisyon yontemi ile ticari kitler
(Olympus Diagnostica) kullanilarak klinik kimya
andiz cihazinda (Olympus AU640, Japonya)
caisildi. Lokost interferansini dnlemek icin
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deterjan  olarak  tetradesiItrimetilamonyum
bromid (TTAB) iceren hemoliz resktifi
kullanildi. Numuneler 1/100 oraninda hemoliz
reaktifi ile dilte edilip karigtirildiktan sonra
klinik kimya analiz cihazinda (Olympus AU
640, Japonya) Hb ve HbA ;. dizeyleri olculdi.
Hb Olgiminde eritrositler hemoliz olduktan
sonra agiga cikan Hb molekdilleri, bikromatik
olarak (570 ve 660 nm) Olcllebilen
karakteristik spektrumu olan molekillere
dondstartldd. HbA . 6lciminde, numunede
bulunan HbA,. anti-HbA,. antikorlari ile
resksiyona girerek ¢Ozulebilir antijen-antikor
komplekderi olusturuldu. Daha sonra ilave
edilen polihaptenler arta kalan anti-HbA ;.
antikorlari ile reaksyona girip ¢ozilemeyen
antikor-polihapten komplekderi - olusturuldu.
Olusan bu antikor-polihapten komplekderi
tirbidimetrik (340 ve 700nm) olarak ol¢uldu.
HPLC'de oldugu gibi HbA,, ve Hb
konsantrasyonlari ayri ayri Olculdikten sonra
(HbA 1/HD)x100  denklemi ile  %HDbA .
konsantrasyonu hesaplandi.

Istatistiksel Analizler

Sonuglar ortalama + standart sapma (SD)
olarak  verildi. Varyandarin  esitligini
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belirlemek icin F testi yapildi. Iki grup arasindaki
istatistiksel farkin 6nemi 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 goruldigl gibi Kromatogramda
HbA . piki 1.75 dk’da cikmakta olup her bir
numunenin dlctilmes 5 dk’ da tamamlanmaktadir.
HbA,;'nin HPLC ile &lgiminde varyasyon
katsayisi (CV) %4.6 ortalamaicin % 3.8 ve %9.9
otdama icin % 21 olarak bulundu.
Tarbidimetrik  immino-inhibisyon  yonteminin
CV degeri ise %4.5 ortalamaicin % 3.5 ve %10.0
icin % 3.0 olarak bulundu.

F testine gore gruplarin varyandari arasinda
anlamli fark bulunamadi (Fres<Fies). Hastaardan
alinan numunelerde dlcilen HbA ;. dizeyi HPLC
grubunda  %6.27+2.0 olarak  bulunurken
tirbidimetrik immUnoinhibisyon grubunda ise
%06.31+2.2 olarak bulundu. Gruplar
karsilagtirildiginda aradaki  farkin  anlamli
olmadigi goruldi (p>0.05). Yapilan korelasyon
incelemesinde iki grup arasinda gugcla bir
korelasyon oldugu gozlendi (r = 0.934, p < 0.001)
(Sekil 2).
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Sekil 1. HbA ;. ve diger hemoglobin varyantlarini gosteren HPL C kromatogrami
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Tarbidimetrik immunoinhibisyon

11 13 15

Sekil 2. HPLC ve tlrbidimetrik imminoinhibisyon metotlariyla 6lclilen HbA ;. degerleri arasindaki

korelasyon.

TARTISMA

HbA,. ve diger Hb fraksiyonlari katyon
degis-tokus kromatografis yontemine dayanan
HPLC ile ayrilabilmektedir. Tum HPLC ile
HbA . Olgimlerinde CV degerleri %3.5'in
dtinda bulunmustur (4). Calismamizda ise
sadece dusiik konsantrasyonlarda (%5.6) CV
degeri %3.8 bulundu. Bu hafif yuksekligin
muhtemelen On hazirlik asamasindaki manuel
nedenlerden kaynaklandigini disiinmekteyiz.

Calismamizda, HDbA;/nin turbidimetrik
immuno-inhibisyon yontemiyle Olgcilmesinde
elde edilen sonuclarin HPLC yontemiyle elde
edilen sonuglar ile iyi korele oldugunu
gozledik. IFCC tarafindan da onaylanan
immuno-inhibisyon  yonteminde  kullanilan
antikorlar HbA 1.'nin labil komponentleri ve
glikozile hemoglobinin diger varyantlarini
(HbA 1, HbA;;, gibi) tanimamaktadir. Daha da
Onemlis  immin-inhibisyon yontemi HbF,
HbS, HbA, ve karbamile hemoglobinden
etkilememektedir (12).

Iki farkli yontemin karsilastirilmasinda,
caisilan testin biyolojik varyasyonu temel
alinarak Kkarsilastirma yapilabilir. Bu amacla
metotlar arasindaki fark ilgili testin birey ici
biyolgjik varyasyonun 0.33 katindan daha
dusik olmalidir (13). HbA’'nin birey ici
biyolojik varyasyonu %4.1 olarak
hesaplanmistir  (14). Buna gore iki farkli
yontemle calisilan HbA ;. degerleri arasindaki
fak %1.35den (0.33x4.1) daha disik
olmalidir. Calismamizda hastalardan alinan
Oorneklerden  dlclilen  HbA,.  dizeyleri

arasindaki ortalama fak % 0.64 olarak
bulundugundan iki yontemin farkli sonuclar
vermedigi ve hasta orneklerinin iki metottan
herhangi biris ile 6lcllebilecegini sdyleyebiliriz.
HDbA . diizeyi HPLC ile OlgUlecegi zaman analiz
Onces numunelerin inkibasyon gibi 6n hazirlik
idemlerinin yapilmas gerekir. Bu durum hem
zaman kaybi hem de kisiye bagli hata olusumunu
artirmaktadir. Gunimuz l|aboratuarlarinda birim
test maliyeti test secimini etkileyen en 6nemli
etkenlerden  biridir.  Anorma  hemoglobin
varyantlarin - belirlenmesinde faydai olmakla
birlikte, HPLC pahali bir sistem olup calisilmas
zaman ve personel gereksinimini artirmaktadir.
Oysa Kklinik kimya analiz cihazlari oldukga pratik
olup ¢ok sayida testin cdislmas az sayida
personel ve dusik maliyetle
gerceklesebilmektedir. Calismamizin  sonuclari
her iki yontemin varyandari esit oldugunu ve
ardarinda anlamli bir farkin  bulunmadigini
gostermektedir. Sonug olarak klinik biyokimya
laboratuarlarinda, HDbA .. dizeylerinin HPLC
yerine immuno-inhibisyon yontemi ile klinik
kimya analiz cihazinda 6l¢lilmesinin daha pratik
ve ekonomik olacagini sdyleyebiliriz. Ayrica tim
testlerin tek bir cihazda ¢alisiimasiyla kontrolin
daha kolay saglanabilecegini disiinmekteyiz.
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