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Ozet

Amac: Bir halk saglig1 problemi olan Diabetes Mellitus’un
kronik komplikasyonlariin olusumu, hastanin uzun dénem
kan glukoz diizeyi ile iliskilidir. Giiniimiizde gecmise
yonelik ortalama glisemik durumun ve komplikasyon
gelisme riskinin gostergesi olarak kan HemoglobinAlc
(HbAlc) diizeylerinin &lgiimii  kullamlmaktadir. Rutin
laboratuarlarda sik caligilan testler arasina giren HbAlc
Olciimii icin bugiin kullamlan bircok farkli analiz yontemi
vardr.

Yontem: Cobas Integra800 otoanalizoriinde
immiinotiirbidimetrik  yontemle  calistifimiz HbAlc
sonuglan ile Agilent 1100 HPLC sistemi iyon degigim
kromatografisi yontemi ile elde ettigimiz HbAlc sonuglan
arasindaki iliski degerlendirildi.

Bulgular: Cobas Integra 800 ve Agilent 1100 HPLC
sistemi ile dl¢iilen HbAlc degerleri sirasiyla 6.06+ 1.83 ve
6.29+1.59 olarak bulunmustur. ki yontem sonuglar
arasinda, simf i¢i korelasyon katsayist 0.9468 (%95
GA=0.9223-0.9638) (p<0.0001) ve concordance korelasyon
katsayis1 0.9382 ((%95 GA=0.9128-0.9563) (p<0.0001)
olarak bulunmustur. Ayrica Bland&Altman grafigi ile (r=-
0.042, p=0.672) iki yontem sonuclarmin uyum icinde
oldugu belirlenmistir.

Sonuc: Bu sonuglara gore iki farkli o6lgme aracinin
birbirleriyle uyumlu oldugu, bununla beraber her iki
yontemin farkli avantaj ve dezavantajlarinin olmasi
nedeniyle, laboratuarin ihtiyaci ve onceliklerine gore iki
yontem arasinda se¢im yapilabilecegi sonucuna varildi.
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Abstract

Objective: Development of chronic complications of
Diabetes Mellitus, a public health problem, is related with
long term blood glucose levels of the patient. Today,
measurement of blood hemoglobin Alc (HbAlc) levels
were used as an indicator of the risk for development of
DM related complications and average retrospective
glisemic status. There exist numerous different analysis
methods for the determination of blood HbAlc levels in
routine test laboratories.

Method: The relationship between the blood HbAlc data
obtained with both immunoturbidimetric method by
Cobas Integra 800 and ion exchange chromatography by
Agilent 1100 HPLC system was evaluated.

Results: The meantstandart deviation of blood HbAlc
levels obtained by both Cobas Integra 800 and Agilent
1100 HPLC system are 6.06£1.83 and 6.29£1.59;
respectively. Among the data obtained by these two
methods, the intraclass correlation coefficient and
concordance correlation coefficient values were found as
0.9468 (95% CI=0.9223-0.9638); 0.9382 (95%
CI1=0.9128-0.9563) (p<0.0001), respectively.
Furthermore, it was determined that the data obtained by
these two methods are in good agreements with the
Bland&Altman Plot (r=-0.042, p=0.672).

Conclusion: Based on the data obtained in this study, it
can be concluded that these two different measurement
tools are compatible with each other. However, the most
advantageous method should be selected for operation,
considering the needs and priorities of the test laboratory
as both methods possess different advantageous and
disadvantageous.
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Muslu ve ark.

Giris ve Amacg

Diabetes Mellitus (DM), diinya niifusunun yaklasik
%10’unu ve ozellikle gelismis iilkelerde 65 yas isti
niifusun dortte birinden fazlasim etkileyen bir halk saglig:
sorunudur. DM’un ¢ok ciddi akut komplikasyonlari
olmasma ragmen, morbidite ve mortaliteden daha ¢ok
kronik komplikasyonlar sorumludur. Kronik komplikasyon
geligiminin, hastanin uzun donemde kan glukoz diizeyinin
kontrolii ile ilgili oldugu bilinmektedir. Giiniimiizde, aclik
kan glukozu ile idrarda glukoz ve keton Sl¢timleri, diyabetin
giinlitk kontrolu hakkinda bilgi saglarken, hastanin ge¢mise
yonelik ortalama glisemik durumunun ve komplikasyon
gelisme riskinin gostergesi olarak kan hemoglobin Alc
(HbAlc) diizeylerinin 6l¢iimii kullanilmaktadir (1-4).

Normal yetigskin hemoglobini, %97 HbA (HbAo), %2.5

HbA, ve %0.5 HbFden olusmaktadir. Yapilan
kromatografik calismalarda, HbA’nin posttransisyonel
modifikasyonlar sonucu olusmus mindr alt gruplarn

gozlenmistir. Karbohidratlar diger proteinlere oldugu gibi
hemoglobinlere de enzimatik veya nonenzimatik yollarla
baglanabilirler. HbA1 normal yetigkin hemoglobinin
(HbAo) nonenzimatik olarak karbohidrat baglanmis seklidir
ve HbAla, HbAlb ve HbAlc olarak alt gruplara
ayridmaktadir. Uluslararast Klinik Biyokimya Dernegi
(IFCC-International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine) tarafindan, HbAl'in B-zincirinde N-
terminal valinin amino grubuna glukoz baglanmas: ile
olusan dayanikli yap1 HbAlc olarak tanimlanmistir. HbAlc,
HbA1 'in yaklastk 9%80mi olusturan ana glikozile
hemoglobindir. HbAla ve HbAIb ise glukoz disinda,
eritrosit icerisinde daha az konsantrasyonda bulunan diger
sekerlerin HbAo'a baglanmasi ile olusan glikolize
hemoglobinlerdir (4-6).

Giiniimiizde DM’lu hastalar icin klinik 6nemi giderek
artan HbAlc bir ¢ok farkli yontemle c¢aligilabilmektedir.
IFCC, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC-
High Performance Liquid Chromatography) ile birlikte
yapilan Kiitle Spektrometri (MS-Mass Spectrometry) veya
kapiller elektroforez yontemini referans yontem olarak
belirlemistir. Rutinde kullanilan yontemler genel olarak,
glikozile hemoglobin ile glikozile olmayan hemoglobin
arasindaki yiik veya yapisal farkliliklart temel alirlar. Yiik
farkliligima gore ayirim yapan yontemler arasinda iyon
degisim kromatografisi ve HPLC sik kullanilirken, yapisal
farkliliga gore ayirim yapan yoOntemler arasinda en sik
kullanilan immiin temelli testlerdir (4,7,8).

Bu calismada, laboratuvarimizda bulunan Cobas
Integra800 (CI800) otoanalizériinde elde edilen HbAlc
sonuclar ile yine laboratuvarimizda bulunan Agilent 1100
HPLC sisteminde elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi
amaclandi.

Yontem

Calismaya, HbAlc oOl¢iimii istemiyle laboratuara
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bagvuran hastalar arasindan rastgele secilen ve yas
ortalamalann 45.2+16.3 olan 103 hasta (60 kadin, 43
erkek) dahil edildi. Hastalardan EDTA’l tiiplere alinan
kan orneklerinden, Cobas Integra800 (Roche Diagnostic,
Manheim, Germany) cihazinda ticari kitler kullanilarak ve
Agilent 1100 HPLC (Agilent Technologies, Germany)
sisteminde Chromsystems (Chromsystems Inst, Germany)
reaktifleri kullanilarak, HbAlc degerleri es zamanh olarak
olciildii.

CI800 cihazinda, antikoagulanlhi tam kan &rnekleri

hemoliz edildi ve 552 nm’de absorbans artiginin
Olgiimiine  dayanan  kolorimetrik  yontemle  total
hemoglobin &l¢iimii  yapildi. Bu olgiimden sonra,

HbAlc’nin B-N terminal pargasma karst gelistirilmis
monoklonal antikorlarin kullanildigi immiinoturbidimetrik
yontemle HbAlc konsantrasyonu olgiildii. Sonucta
HbAc, total hemoglobinin yiizdesi olarak verildi.

Agilent 1100 HPLC sisteminde, iyon degistirici
kromatografi yontemi kullanilarak hemoglobin alt tipleri
(HbAo, HbAla, HbAlb, HbAlc, HbF, ve HbS) ayirt
edildi ve HbAlc konsantrasyonu total hemoglobinin
yiizdesi olarak verildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin yas, cinsiyet, aclik kan glukoz
diizeyleri ve CI800 ve Agilent 1100 HPLC sistemleri ile
elde edilen HbAlc sonuglarn ortalamatstandart sapma
(SS) olarak kaydedildi. Elde edilen sonuglar igin
istatistiksel farkliliklar Intraclass korelasyon katsayisi
(ICC) kullanilarak degerlendirildi.

Hemoglobin Alc degerleri iki farkli 6lciim yontemi
olan HPLC ve Integra cihazlan ile olgiildii. iki farkli
cihazla alinan dlgiimler arasinda uyum olup olmadig ICC
ve Concordance korelasyon (CCC) ile test edildi ve Bland
&Altman grafigi olusturuldu. Analizler SPSS 11.5 ve
MedCalc 11.0 paket programlar1 ile yapildi. Ayrica,
stirekli degiskenlere ait tanimlayici istatistikler (ortalama
ve standart sapma) elde edildi.

Bulgular

CI800 ve Agilent 1100 HPLC sistemleri ile dlciilen
HbAlc degerlerinin swrasiyla 6.06£1.83 ve 6.29+1.59
oldugu belirlendi. Hastalarin es zamanli &lgiilen kan
sekeri degerlerinin 111.37+50.89 idi.

Bu calismada Hemoglobin Alc degerleri iki farkh
Olciim yontemi olan HPLC ve Integra cihazlart ile
Olciilmiistiir. ICC (Two-Way Random) ile yapildiginda
korelasyon katsayis1 0.9468 (%95 giiven araligr 0.9223-
0.9638) istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur
(p<0.0001). CCC ile yapildiginda ise 0.9382 (%95 giiven
aralign  0.9128-0.9563) scklinde hesaplanmistir.  Bu
sonuglara gore iki farkli 6l¢gme aracinin birbirleriyle
uyumlu oldugu ve HPLC veya Integra cihazlarindan
hangisi kullanilirsa kullanilsin benzer sonuglar verecegi



HbAIc Olgiimii

soylenebilir (Sekil 1). anlaml bir iliski bulunmadigr (r=-0.042, p=0.672) ve iki
Bu o6l¢iim degerlerine ait Bland&Altman grafigi ise yontem sonuclarinin uyum i¢inde oldugu belirlenmistir.

Sekil 2’de verilmistir. Farklar ve ortalama degerleri

arasindaki korelasyona bakildiginda istatistiksel olarak

Sekil 1: CI800 ve HPLC sistemleri ile ol¢iillen HbAlc degerleri arasindaki iliski
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Sekil 2: CI800 ve Agilent 1100 HPLC sistemleri ile olgiilen HbAlc degerleri arasindaki uyumu gosteren Bland&Altman
grafigi.
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Tartisma ve Sonug

HbAlc olgiimleri, DM’lu hastalarin uzun donem
glisemik kontroliiniin ve kronik komplikasyonlarin gelisme
riskinin bir gostergesi olarak kabul edildikten sonra
hastalarin tedavi yaklasimlarimin da bir pargasi olmustur.
Tedavi planlanmasinda aclik kan sekeri diizeyleri yaninda
HbAlc diizeyleri de hedef alinmaya baslamig ve HbAlc
Olciimii rutin laboratuvarlardan en sik istenen testler arasina
katilmistir (4,8-10)

Laboratuvarlarda is yiikiiniin azaltilmasinda ve sonug
verme siiresinin kisaltilmasinda otomatize cihazlar biiyiik
rol oynamaktadir, ancak bir test icin otoanalizorde
kullanilan yontemin, temel referans yontemlerle uyumlu
sonuclar verebilmesi o yontemin secilebilmesi i¢in en
onemli sarttir.

Iyon degistirici kromatografi-HPLC  sisteminde
HbAlc calisilmasi, yontemin yiiksek spesifitesi ve
sensitivitesi yam  swra  anormal  hemoglobinlerin

belirlenmesine yararli olmas: agisindan dnemlidir. Ancak
yontem, pahali cihaz ve ekipman gerektirmesi, drnegin
analiz oncesinde c¢esitli islemlerden gecirilmesi ve Gzel
personel gerektirmesi gibi dezavantajlara  sahiptir.
Immunoturbidimetrik yontemle otoanalizérde HbAlc
calisilmast ise kullanilan antikorlarin sadece HbAlc’yi
tanimasi nedeniyle spesifitesinin yiiksek olusu, 6rneklerin
herhangi bir ©6n hazirhk gerektirmemesi, bir c¢ok
biyokimyasal analizin calisildig1 otoanalizérde farkhi
personel ve ekipman gerektirmeden calisilmasi gibi
avantajlara  ve anormal hemoglobinlerin tamisinda
kullanilamamasi gibi bir dezavantaja sahiptir (4,8,11-15).
Caligmamizda, laboratuarimizda bulunan iki farkh
yontemle, analiz ettiimiz HbAlc sonuclarinin uyumunu
inceledik. Iyon degisim kromatografisi yontemini temel alan
Agilent 1100 HPLC sistem sonuglari ile
immunoturbidimetrik yontemi temel alan CI800 otomasyon
cihazimin sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugu belirlendi.
Bununla beraber her iki yontemin farkli avantaj ve
dezavantajlarmin olmasi nedeniyle, laboratuvarin ihtiyact ve
onceliklerine gore iki yontem arasinda se¢im yapilabilir.
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