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OZET

Amac: Hemoglobin Alc testi, Diabetes Mellitus hastalarinin tedavi takibinde yay-
gin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, hastalarin hemoglobin Alc degerlerini,
hemoglobin elektroforezi sonuglari ile birlikte degerlendirerek varyant hemoglo-
binlerinin hemoglobin Alc dl¢iimii lizerine etkisini incelemek amaglandi.

Gereg¢ ve Yontemler: Hem hemoglobin Alc hem de hemoglobin elektroforezi ¢a-
lisilmis 60 hastanin sonuglari geriye doniik olarak incelendi. Hemoglobin Alc 6l-
climleri, UV-Vis dedektorlil yiiksek basingli sivi kromatografisi sistemi ile ve iki
farkli programla (standart ve diizeltilmis) yapildi.

Bulgular: 60 hastanin standart programla dl¢iilen hemoglobin Alc degerleri or-
talamas1 % 6.5 + 2.3 (Ortalama + Standart sapma) idi. Hastalarin 22’sinde (% 45)
hemoglobin Alc sonuglart % 6.5’in lizerindeydi. Diizeltilmis program ile dlgiilen
hemoglobin Alc degerleri ortalamast ise % 5.5 + 1.5 idi (p<0.001). Diizeltilmis
programla, hemoglobin Alc sonucu % 6.5’un iizerinde olan hasta sayis1 12 (% 20)
idi. 33 hastada (% 55) hemoglobin elektroforezi sonuglar1 patolojikti.

Sonuglar: Yiiksek basingli sivi kromatografisi yontemleri ile hemoglobin Alc &l-
¢limlerinde, yanlis yiiksek sonuglara bagli olarak hastalara gereksiz ve yanlis te-
daviler verilebilecektir. Bu nedenle yanlis 6l¢iimlerden kaynaklanacak morbidite
ve mortaliteyi en aza indirmek i¢in, hemoglobin Alc dl¢limleri sirasinda varyant
hemoglobinlere bagli bu interferans durumunun géz 6niinde bulundurulmasi, labo-
ratuvarlar agisindan 6nem arz etmektedir.

Anahtar kelimeler: hemoglobin Alc dl¢iimii, hemoglobin varyantlari, interferans

ABSTRACT

Purpose: The hemoglobin Alc test is widely used in monitoring the treatment of
diabetes mellitus patients. In this study, it is aimed to investigate the effect of vari-
ant hemoglobins on hemoglobin Alc measurements by evaluating hemoglobin Alc
values of patients with the results of hemoglobin electrophoresis.

Materials and Methods: The results of 60 patients which had been studied both
hemoglobin Alc and hemoglobin electrophoresis was analyzed retrospectively. He-
moglobin Alc measurements were performed with high pressure liquid chromatog-
raphy system with UV-Vis detector by using two different programs (standard and
corrected).

Results: Average hemoglobin Alc level of 60 patients measured by standart prog-
ram was 6.5% + 2.3 (mean + standard deviation). Hemoglobin Alc results of 22
patients (45%) were above 6.5%. The mean hemoglobin Alc level measured by the
corrected program was 5.5% + 1.5 (p<0.001). With the corrected program, the num-
ber of patients that had hemoglobin Alc results over 6.5% was 12 (20%). In 33 of 60
patients (55%), hemoglobin electrophoresis results were pathologic.

Conclusion: Unnecessary and wrong treatments could be given to patients depen-
ding on the wrong high hemoglobin Alc results, measured by high pressure liquid
chromatography. Therefore to minimize morbidity and mortality due to incorrect
hemoglobin Alc measurements, to consider the interference due to hemoglobin va-
riant is of great importance in terms of laboratories.

Key Words: hemoglobin Alc measurement, hemoglobin variants, interference
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Giris

Diabetes  Mellitus  (DM), pankreastan insiilin
saliniminin veya insiilin etkisinin yetersizligi ile olusan;
karbohidrat, protein ve yag metabolizmasi bozukluklari
ile karakterize bir endokrin ve metabolizma hastaligidir.
DM, yiiksek morbidite ve mortalite hizi, ciddi tedavi
harcamalar1 ve is gilicii kaybina sebep olmasiyla, hastaya
ve topluma biiyiik yilik getiren 6nemli bir halk sagligi
sorunudur [1-3]. DM hastaligindaki yiiksek morbidite
ve mortalite oranlarindan, ¢cogunlukla uzun dénemdeki
mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlar sorumludur
[4-6]. Yapilan kapsamli calismalarda (Diabetes control
and complications trial-DCCT, United Kingdom pro-
spective diabetes study-UKPDS), Tip 1 ve Tip 2 diya-
betli hastalarda mikrovaskiiler komplikasyonlarin (reti-
nopati, nefropati, vb.) gelisme riskinin, glisemik kontrol
derecesi ile dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir. Bu
caligmalarda, glisemik kontroliin takibinde hemoglo-
bin Alc (HbAlc) kullanilmistir [1,2,7-9]. Bu durum
HbAIc'nin, rutin biyokimyasal testlerden sonra en ¢ok
istenen test haline gelmesini saglamistir.

HbAlc kandaki ana glikozile hemoglobin (Hb)dir ve
HbAT’in ~ % 80°ni olusturur. Glikozile Hb, glukozun
Hb’in yapisindaki aminoasitlere enzimatik olmayan
bir reaksiyon sonucu baglanmastyla olusur. HbAl’in
B-zincirinin N-terminal (valinil) amino grubuna glu-
koz baglanmasi ile olusan dayanikli yap1 Uluslararasi
Klinik Kimya Federasyonu (International Federa-
tion of Clinical Chemistry, IFCC) tarafindan HbAlc
olarak tanimlanmistir. HbAlc’nin % 50°sinin 6rnek
alinmasindan 6nceki ilk ayda, % 25’inin ondan 6nceki
ayda, kalan % 25’inin ise daha onceki 2—4 ay icinde
olustugu pek ¢ok calismada gosterilmistir [9-15].
Giiniimiizde, HbAlc dl¢iimiinde spektrofotometrik yon-
temler, iyon degistirici kromatografi, yiiksek basingh
stvi kromatografisi (HPLC), elektroforez, izoelektrik
odaklama ve afinite kromatografisi gibi 30’dan fazla
degisik metot kullanilmaktadir.

HbAlc olgtimiinde standardizasyon heniiz tam olarak
saglanamamistir. HbAlc 6lglimiinde Amerikan Diyabet
Cemiyeti (American Diabetes Association, ADA)nin
belirledigi en 6nemli problem, laboratuvarlar arasi farkli
test sonuglaridir. Bunun sebebi, hem metotlarin farkl
olmasi, hem de bu 6lgiimleri interfere eden durumlarin
fazlaligidir. Ornegin demir eksikligi anemisinde, HbAlc
gercek degerinden yiiksek ¢ikmakta [16], vitamin C ve
E, hemoglobinin glikozillenmesini engelleyerek yanlis
diisiik sonuglara neden olabilmektedir. Ayrica, hemoli-
tik anemi ve akut kanamalarda da yanlis diisiik sonuglar
elde edilmektedir [17,18]. Bununla birlikte, HbF, HbS,
HbC, HbH gibi hemoglobin varyantlar1 ve subtipleri ile
yine renal yetmezlikli diyabetlilerde lirenin hemoglo-
bine baglanmasiyla olusan karbamillenmis hemoglobin,
aspirin kullanan hastalarda olusan asetillenmis hemo-
globin, HbAlc 6l¢iimiinii interfere ederek yanlis yiiksek
sonuglara neden olmaktadirlar [16-18].

ADA, HbAlc 6lgiimiinde altin standart yontem olarak
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HPLC 6nermistir [17]. HPLC yontemi, ilag etkilesimleri,
hemoglobinopatiler ve talasemilerden en az oranda et-
kilenmekte olup; HbAlc 6lgiimiinde en dogru sonucu
vermektedir [10,17]. HPLC, Ulusal Glikohemoglobin
Standardizasyon Programi (National Glycohemo-
globin Standardization Program, NGSP) tarafindan
sertifikalandirilmisg bir yontemdir [10,17].

Bu ¢alismada, HbAlc ile birlikte hemoglobin elektro-
forezi istenmis hastalarin hemoglobin Alc degerlerini,
hemoglobin elektroforezi  sonuglari ile birlikte
degerlendirerek; varyant hemoglobinlerin hemoglobin
Alc sonuglar1 lizerine etkisini incelemek amaclandi.

Gerec¢ ve Yontem

HbAIc kromatogramlarinda, HbF, HbA2 veya varyant
hemoglobin varlig1 siiphesi nedeniyle iki ayrt HPLC
programi (standart ve diizeltilmis) ile HbAlc dlgiimii
yapilan ve birlikte hemoglobin elektroforezi istenmis
60 hastaya ait sonuglar geriye doniik olarak incelendi.
Sonrasinda HbA Ic sonuglar1 ayn1 hastalara ait hemoglo-
bin elektroforez sonuglart ile birlikte degerlendirildi.
Standart HbAIc Olciimii: HbAlc Slgiimleri, UV-1000
visible dedektorli HPLC (Thermo Electron, Thermo
finnigan (TSP) San Jose, CA, USA) cihaz1 ve Recipe
HbAlc kiti (Recipe Chemicals — Instruments GmbH,
Munich, Germany) kullanilarak yapildi. Kisaca, 5 pL
EDTA’l1 kan 6rnegi 1.25 mL Hemolysis Reagent H ile
karistirildiktan sonra oda 1sisinda 3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi bu érnekten 20 pL. HPLC sistemine
enjekte edildi. Uglii gradiyent programi (Tablo 1) ile 415
nm’de dedeksiyon yapildi. Kromatogramda 1.45 daki-
kada elde edilen pikin alan1 (HbAlc) ile tiim piklerin
alanlar1 (total Hb) hesaplandi ve ({HbA lc/total Hb}x100)
formiilii ile HbAlc degeri otomatik olarak hesaplandi.
Diizeltilmis HbAIc Olgiimii: Bu 6l¢iim sirasinda da
ayni cihaz, donanim ve kitler kullanildi. Ancak farkli bir
akim hiz1 ve gradient programu ile ¢alisildi. Bu program
(Tablo 2) ile elde edilen kromatogramlarda HbAlc i¢in
retansiyon zamani 3.20 dakikaydi. Bu sekilde HbAlc
pikinin diger varyant Hb piklerinden ayrimi saglanmis
oldu.

Hemoglobin Elektroforez Olciimii: Hemoglobin elek-
troforezi, Sebia Hydrasys (Sebia, Parc Technologique
Léonard de Vinci CP 8010 Lisses Evry Cedex, France)
cihazi ile Hydragel Hemoglobin(E) kiti kullanilarak,
diretici firmanin direktifleri dogrultusunda yapildi.
EDTA’l1 tiiplere alinan vendz kan &rnekleri santrifiij
edilerek plazmalar1 ayrildi. Daha sonra eritrosit pak-
eti, serum fizyolojik ile 2 kez yikandi. Yikama sonrasi
eritrosit paketinden 10 pL alinarak, 130 uL hemolizat
stvist ile karistirildi ve bu karigim 15 dakika oda 1sisinda
inkiibe edildi. Hazirlanan bu hemolizattan 10 uL 6rnek,
jele aplike edildi. Calisma sonrasi dansitometre ile
degerlendirmeler yapildi.

Istatistik Analiz
Veriler, Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS, version 15.0, Chicago, IL, USA) programi
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kullanilarak degerlendirildi. Sonuglar, ortalama + Bulgular

standart sapma, ortanca (en kii¢iik - en biiylk) ve  vakalara ait her iki HPLC yéntemiyle dlgiilen HbAlc
frekans (yiizde) olarak verildi. Degiskenlerin normal sonuglar1 ve elektroforez verileri Tablo 3’de sunulmustur.
dagilima uyup uymadiklar1 Kolmogorov Smirnov testi  Varyant hemoglobin siiphesi olan 60 hastanin standart
ile degerlendirildi. Ikiserli kargilagtirmalar Wilcoxon — HbAlc 6lgiim yontemi ile ortalama HbAlc degerleri
isaretli siralar testi ile yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak % 6.5 + 2.3 olarak hesaplandi. Diizeltilmis program
anlamli kabul edildi. ile oOlgiilen ortalama HbAlc degerleri % 5.5 + 1.5

Tablo 1. Standart HbA ¢ 6l¢iimii icin HPLC programu.

Stire (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%) Mobil Faz C (%) Akis hizi (mL/dk)
0.0 100 1.9
0.2 100 1.9
0.8 100 1.9
0.9 100 1.9
1.2 100 1.9
1.3 100 1.9
1.4 100 1.9
15 100 1.9

Tablo 2. Diizeltilmis HbA Ic 6l¢iimii icin HPLC programa.

Stire (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%) Mobil Faz C (%) Akis hizi (mL/dk)
0.0 100 1.0
1.8 100 0.8
3.1 100 0.8
3.4 100 0.8
4.4 100 1.0
4.5 100 1.0

Tablo 3. Vakalara ait her iki HPLC yontemiyle dl¢iilen HbA Ic sonuglart.

Standart HbA1c Diizeltilmig HbA1c Ortalama pr
Olc¢limiiYontemi Ol¢limiiYontemi Degisim (%)
HbA1c diizeyleri (%) n=60 6.5+2.3 55+15 » <0.001
(%100) 5.9 (3.3 -17.2) 5.3(3.2-10.2) '
Elektroforez
Patolojik 71+£29 58+1.8
14 <0.001
n=33 (% 55) 6.3(3.3-17.2) 5.4(3.2-10.2)
Normal 57+0.8 52+0.8
8 <0.001
n=27 (% 45) 5.6(3.5-7.2) 5.2(3.3-6.8)
HbA1c > % 6.5 8.6 +2.6 6.9+1.6
25 <0.001
n=22 (%100) 7.3(6.5-17.2) 6.6 (4.8—-10.2)
Patolojik elektroforez 9.3+28 7.2+17
30 <0.001
n=16 (%73) 9.1 (6.6 -17.2) 6.7 (4.8-10.2)
Normal elektroforez 6.8+0.2 6.1+0.7
9 0.027
n=6 (%27) 6.8(6.5-7.2) 6.4 (5.1 -6.8)

Tim veriler ortalama + standart sapma, ortanca (en kiigiik - en biiyiik), ytizde olarak verildi.
*Wilcoxon isaretli siralar testi sonucudur.
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idi. Diizeltilmis program ile tiim hastalarin HbAlc
sonuglarinda ortalama % 11 oraninda diistklik tespit
edildi (p<0.001). Hastalarin birine ait standart HbAlc
Ol¢timii ile elde edilen HbAlc kromatogrami sekil 1’de
verilmistir. Ayni hastaya ait diizeltilmis program elde
edilen HbAlc kromatogramu ise sekil 2’de sunulmustur.
Vakalarin 22’sinde (% 45) standart HbAlc ol¢iimii ile
HbAlc sonuglart % 6.5’un iizerindeydi. Diizeltilmis
program ile HbAlc sonucu % 6.5’un lizerinde olan hasta
sayist 22°den (% 45) 12’ye (% 20) indi.

60 hastanin 33’tinde (% 55) hemoglobin elektroforezi
sonuglarinin patolojik oldugu goriildi. Bu hastalarin
22’sinde (% 36.7) HbF, 5’inde (% 8.3) HbA2 ve 6’sinda
(% 10) HbF ve HbA2 birlikte yiiksekligi tespit edildi.
Kalan 27 hasta (% 45) normal hemoglobin elektroforezi
bulgularina sahipti. Yukaridaki hastaya ait hemoglobin
elektroforegrami sekil 3’teki gibidir.

Hemoglobin elektroforezi patolojik olan 33 hastanin
standart HbAlc 6l¢limii ile ortalama HbAIc degerleri %
7.1 £ 2.9 olarak bulundu. Bu degerler diizeltilmis pro-
gramla % 5.8 + 1.8 idi (p < 0.001). Hemoglobin elektro-
forezi normal olan hastalarin standart HbAlc dl¢timii ile
ortalama HbAlc degerleri % 5.7 + 0.8 iken, diizeltilmis
programla % 5.2 + 0.8 olarak bulundu (p < 0.001). He-
moglobin elektroforezi sonuglarina gore patolojik ve
normal olan gruplarda diizeltilmis program, ortalama
HbAlc degerlerinde, sirastyla % 14 ve % 8 oranlarinda
diisiis meydana getirmistir.

Standart HbAlc 6l¢iimi ile HbAlc degerleri % 6.5’un
iizerinde olan 22 hastanin ortalama HbAlc sonuclar1 %
8.6 £ 2.6°dan, diizeltilmis program ile % 6.9 + 1.6’ya
diistii (p < 0.001). Bu hastalarin 16’sinda patolojik he-
moglobin elektroforezi sonuglar: varken, 6’sinda normal
hemoglobin elektroforezi bulgular1 vardi. 16 hastanin
ortalama HbAlc sonuglar1 % 9.3 + 2.8°den, diizeltilmis
program ile % 7.2 + 1.7°ye diistii (p < 0.001). Diger 6
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Sekil 1. Standart HbAlc dl¢iim yontemi ile yapilan ve sonucu %10
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——— UV1000-415nm
304 Retension Time

2 | [

s | ,’—l—"/ ;)

04 T T t 0
0 1 2 LR 5 6 7
Minutes

mAU
793

10

©
<
~

1437
1.363
2.018
D2
3.207
1 || 4482
5.210
s

Sekil 2. HbAlc sonucu %10 olan hastanin diizeltilmis programla
yapilan HbA Ic l¢iimiine (%5.5) ait kromatogram.
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hastanin ortalama HbAlc sonuglart % 6.8 + 0.2’den,
diizeltilmis program ile % 6.1 = 0.7’ye diistii (p = 0.027).
Kullandigimiz diizeltilmis program ile patolojik he-
moglobin elektroforezi sonuglarina sahip 16 hastanin
6’sinda (% 37) HbAlc degerleri, % 6.5’in altinda ol¢til-
dii. Ayn1 sekilde hemoglobin elektroforezi sonuglari nor-
mal bulunan 6 hastanin 4’iinde (% 67) HbAlc degerleri
diizeltilmis programla % 6.5’in altinda bulundu.

Tartisma

Giiniimiizde DM hastalar1 i¢in son derece 6nemli olan
HbAlc o6lgiimiinii interfere eden bircok etkenin varligi
bilinmektedir. Cinsiyet, etnik kdken ve mevsimin
HbAIlc olgiimiine 6nemli bir etkisi yoktur. Yas husu-
sunda heniiz bir fikir birligi saglanmamistir. Fakat bazi
arastirmacilar, 30’lu yagtan sonraki her dekatta, HbAlc
degerlerinde yaklasik % 0.1’lik artis meydana geldigini
saptamiglardir [19-21]. Vitamin C ve vitamin E’nin
hemoglobin glikasyonunu baskilayarak yanlis diigiik
sonuglara neden oldugunu ortaya koyan c¢alismalar
vardir [22,23]. Tarim ve ark.’lar1 demir eksikligi anemis-
inin, HbAlc dl¢iimiinde yanlis yiiksek sonuglara neden
oldugunu ileri stirmiislerdir [24]. Test sonuglar1 iizerine
gida aliminin 6nemli bir etkisi heniiz gosterilmemis
olup; hipertrigliseridemi, hiperbilirubinemi, tiremi, kro-
nik alkaloz, kronik salisilat kullanimi1 gibi durumlarin
yanlis yiiksek sonuglara neden oldugu belirlenmistir
[15,25,26]. HbAlc sonuglar1 yiiksek olan hastalar-
dan elde edilen elektroforegramlara gore vakalarin
%355’inde patolojik sonuglar elde edilmistir. Bunlarin
%36.7’sinde HbF, %8.3’tinde HbA2 ve %10’unda ise
HbF ve HbA?2 yiikseklikleri saptanmistir. Bu vakalarin
diizeltilmis programla elde edilen ortalama HbAlc
degerleri anlamli bir sekilde diisiik bulundu. Weykamp
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada iiremiye bagl
olusan karbamile hemoglobinin iyon-degistirici bazli

Fractions % Ref. %
HB A 88.9
HB F 6.7
HB A2 44

Sekil 3. HbAlc sonucu
elektroforegrami.

%10 olan hastaya ait hemoglobin
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tiim HPLC metotlarinda HbAlc dlgiimiinde yanhs yiik-
sek neticelere sebep oldugu gosterilmistir [27]. Bizim
vakalarimiz arasinda varyant hemoglobin olarak kar-
bamile hemoglobin bulunmamaktaydi.

Orak hiicre hastaligi, homozigot HbC hastaligi ve B-
talasemi’ye siklikla HbA2 ve HbF gibi hemoglobin-
lerin artist eslik eder. Bu durumun yine yanlis yiiksek
HbA Ic sonuglarina sebep oldugu Bry ve ark. tarafindan
ileri stirilmistiir [28]. Calismamizin sonuglar1 da
yiksek HbA2 ve HbF degerlerine bagli olarak HbAlc
sonuglarinda yanlis yiikseklikler oldugunu gostermistir.
Schnedl ve ark. yliksek HbF degerleri olan hastalarda
yaptiklart HbAlc dlgiimlerinde benzer interferasyonu
gostermiglerdir [29]. Bizim sonug¢larimiz da varyant he-
moglobine sahip olan hastalarda yanlis olarak ytiksek
HbAIc degerlerini gosterdi ve diger calismalardaki ver-
ilerle uyumluydu.

Ayrica Weycamp ve ark. yiiksek HbA1 degerlerinin,
HPLC yontemi ile yapilan HbAlc dlgiimlerinde yanlis
yiiksek sonuclara neden olabilecegini ileri siirmiiglerdir
[27].

Yaklasik 3 aylik bir dénemdeki ortalama kan sekeri
degerini gosteren HbAlc testi sadece tedavi takibinde
kullanilirken; aclik kan sekeri ve oral glukoz tolerans tes-
tinden farkli olarak gece agligi gerektirmemesi, bu tes-
tin tarama testi olarak kullanimini uygunlastirmaktadir.
ADA tarafindan yayinlanan “2010 Klinik Pratik Tavsi-
yeleri icin Revizyonlarin Ozeti’nde “Diyabet Tanisi”
baslikli boliime HbAlc seviyesi igin % 6.5°lik cutoff
degeri eklenmistir. Ayn1 sekilde “Diyabet icin Artmis
Risk Kategorileri” kisminda % 5.7 ile % 6.4 araligindaki
HbAIc seviyelerine gelecekteki diyabet icin artmis risk
kategorisinde yer verilmistir [30]. HbAlc kullanim
alanindaki bu genigleme bu testin dogru odl¢lilmesinin
6nemini de artirmaktadir.

Sonug¢

Calismamizin sonucunda; vakalarin % 55’inde hemoglo-
bin varyantlarina bagl olarak yanlis olarak daha yiik-
sek HbAlc sonuglar: tespit edilmistir. Uyguladigimiz
diizeltilmis program ile bu vakalarin ortalama HbAlc
degerleri % 14 oraninda bir diisiis gostermistir. HPLC
yontemleri ile HbAlc oOlglimlerinde, yanlis yiiksek
sonuglara bagli olarak hastalara gereksiz ve yanlis te-
daviler verilebilecektir. Bu gibi durumlarda hastalarin
morbidite ve mortaliteleri de etkilenecektir. Bu nedenle
yanlis dl¢climlerden kaynaklanacak morbidite ve mor-
taliteyi en aza indirmek i¢in, HbAlc dl¢limleri sirasinda
varyant hemoglobinlere bagli bu interferans durumunun
g0z Oniinde bulundurulmasi, laboratuvarlar agisindan
6nem arz etmektedir.
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