T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

HbA1c OLCUMUNDE HPLC, IMMUN ASSAY ve
LC/ESI/MS YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Dr. Mahmut AYDIN
UZMANLIK TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. M. BURAK Y. CIMEN

MERSIN - 2014



S
= Il o
] ra
[+ 4
w
<

T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

HbA1c OLCUMUNDE HPLC, IMMUN ASSAY ve
LC/ESI/MS YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI

Dr. Mahmut AYDIN
UZMANLIK TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. M. BURAK Y. CIMEN

Bu tez, BAP BAP-TF TTB (MA) 2012 -8 TU kodlu proje olarak Mersin

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

MERSIN — 2013



TESEKKURLER

Dort bucuk yillik asistanligim slresince, ayrica zorlu ve uzun bir sureg
olan tez yazimi ve caligmalari esnasinda manevi destegini, anlayisini ve
yardimlarini eksik etmeyen tez hocam Prof. Dr. M. Burak Y. CIMEN’e,

Uzmanlik egitimim suresince sorularimla kapilarini asindirdigim ve higbir
zaman yanitsiz birakmayan, destek, ilgi ve gulimsemelerini eksik etmeyen
hocalarim Prof. Dr. Gurblz Polat, Prof. Dr. Lulifer Tamer Gumus, Prof. Dr.
Gulgin Eskandari ve Dog. Dr. Necati Muslu'ya,

Tezimin klinik streci ve hasta grubu orneklerinin toplanmasinda yardimci
olan Dahiliye Anabilim Dali Endokrinoloji Bilim Dal égretim Gyesi Yrd. Dog. Dr.
Ramazan Gen’e,

MEITAM sorumlusu Prof. Dr. Ali Déndas’a, HPLC/MS sorumlusu Esma
Yorulmaz, Fadile Defne Yaldiz ve Tuncay ince’ye,

Tezimin istatistik analizlerinde destegini esirgemeyen Ogr. Goér. Gulhan
Orekici Temel'e,

Anlamadigim ya da ¢6zemedigim her soruda, yardimlarini eksik etmeyen
Yrd. Dog. Dr. Lokman Ayaz ve Yrd. Dog. Dr. Bahadir Ercan’a,

Yillarimizi  birlikte gegirip, glzel anilara, kalici dostluklara yelken
actigimiz, calismalarimda yardimlarini ve desteklerini eksik etmeyen, beraber
calismaktan mutluluk duydugum giden ve kalan tim asistan ve mesai
arkadaslarima,

Yasamimin her asamasinda sevgi, destek, glven, anlayis ve sabirlari
icin aileme,

En icten duygularimla tesekkir ederim.



ICINDEKILER

OZET

INGILiZCE OZET
GIRIS VE AMAC
GENEL BILGILER
Hemoglobin

Hem Grubunun Yapisi
Globin Zincir Yapisi

Donemsel Globin Zincir Sentezi ve Hemoglobin
Hemoglobinin Fonksiyonlari

Hemoglobin Bilesikleri
a. Karboksihemoglobin

b. Karbaminohemoglobin
c. Sulfohemoglobin
d. Methemoglobin ve Siyanomethemoglobin

Hemoglobinin Glikozillenmesi

Glikozile Hemoglobinin Klinik Kullanimi

Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitusun Tanisi

Diyabetes Mellitusun Siniflandiriimasi

Glisemik Kontrol ve Diyabetes Mellitus

Glikozile Hemoglobin Olgiiminiin Standardizasyonu

Glikozile Hemoglobin Olcuim Yontemleri

Sayfa No

10
10

10
11

12
13

14
14

14
14
14

15
18

19
19
19
22
24

27



a. HPLC

b. iyon Degistirici Kromotografi

c. Affinite Kromotografisi

d. Agaroz Jel Elektroforezi

e. HPLC/CE

f. Izoelektrik Odaklanma

g. Kolorimetrik Yontem

h. immiin Olcim

I. Kitle Spektrometrisi

HbA1c Olciimiinde interferans Nedenleri
GEREC VE YONTEMLER

Calisma Grubu ve Ornek Alimi

immiin Assay Metod ile HbA1c’nin Caligiimasi
HPLC ile HbAlc’nin Calisiimasi

LC/ESI/MS Metodu ile HbA1c'nin Calisiimasi
a. Cihaz ve Kimyasal Maddeler

b. Cozeltilerin Hazirlanmasi

c. Orneklerin Hazirlanmasi

d. Endoproteinaz Glu-C enziminin galisma prensibi
e. LC-MS Cihazinin Kosullarinin Hazirlanmasi
f. Kalibrasyon ve Hesaplama

istatistiksel Degerlendirme

BULGULAR

27

28

28

29

29

29

30

30

30

31

33

33

33

34

34

35

36

37

41

42

43

44

45



immiin assay yéntemi igin tekrarlanabilirlik

HPLC yontemi igin tekrarlanabilirlik

Calismamiz ile IFCC’nin Ornek Hazirlama Farklilig
LC/ESI/MS yontemi icin tekrarlanabilirlik
istatistiksel Analiz Sonuglari

TARTISMA

SONUC VE ONERILER

KAYNAKLAR

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
TABLOLAR DIZINi

SEKILLER DIZINi

45

46

47

47

55

61
67
68
75
77
79



OZET

Glikozile hemoglobinin majér formu olan HbAlc, IFCC tarafindan
HbALl'in beta zincirinin amino terminal ucunda bulunan valin amino asitinin
amino grubuna glukoz baglanmasi ile olusan dayanikli yapi [N-(1-
deoksifruktozil) hemoglobin] olarak tanimlanmistir. HbAlc; DM’ de orta ve uzun
donem glisemik kontrolin izlenmesi ve DM hastalarinda, diyabetik
komplikasyonlarin gelisme riskinin degerlendiriimesinde siklikla
kullaniimaktadir. Gunumuzde ¢ok sayida glikozile Hb Olgim ydntemi
geligtiriimigtir. HPLC/ESI/MS ve HPLC/CE yontemi, HbAlc oOlciminde IFCC
tarafindan referans metot olarak kabul edilmektedir. IFCC; referans HbAlc
Olcim yontemi, hemoglobinin beta zincirinin Endoproteinaz Glu-C ile kesilmesi
sonras! olugsan glikozile hekza peptidlerin, total hekzapeptidlere oranlanmasi
temeline dayanmaktadir. HPLC-ESI-MS 06zellikle Hb’nin beta zincirinin N-
terminal ucundaki glikozilasyonu olgtigu icin HbAlcnin tam 6lcimand
saglamaktadir.

Biz bu calismada, laboratuarimizda kullanilan, HPLC ve immiin assay
metotlarini, IFCC tarafindan referans metot olarak kabul edilen HPLC/ESI/MS
metodu ile yontem karsilastirma yapmay! amacladik. 27 saglikh ve 27 diyabetik
bireyden; iki grup olusturuldu. Her iki HPLC ve Immiin assay yoénteminin
HPLC/ESI/MS ile karsilastirildiginda; hem saglikli (sirasiyla 0,8972, 0,8875)
grupta, hem de diyabetik (sirasiyla 0,9243, 08588) grupta korelasyon vardir.

HPLC, immiin Assay ve LC/ESI/MS yéntemlerinin; giin ici ve giinler arasi
tekrarlanabilirlikleri hem saglikh (sirasiyla gun igi -gunler arasi; 3.87, 4.4 / 3.93,
4.22/ 2.07, 2.3) grupta, hem de diyabetik (sirasiyla gun igi -gunler arasi 3.47,
3.9/ 3.34,3.82/1.74, 1.9) grupta c¢alisildi.

Sonug¢ olarak; her iki yonteminde, HPLC/ESI/MS yontemi ile uyumlu
oldugu ancak; yapilan gln ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda
HPLC ve immiin assay ydntemlerinde, HPLC/ESI/MS yoéntemine gore yiiksek
%CV degerleri elde edildigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: HbAlc, HPLC/ESI/MS, HPLC, immiin Assay



ABSTRACT
Measurement of HbAlc HPLC, Immunoassay and LC/ESI/MS Comparison
of Methods

The major glycated hemoglobin HbAlc has been defined as stable form
[N-(1-deoksifruktozil) formed by glycation of N-terminal-end Valin residue of
beta chain of HbAl1 by IFCC. HbAlc is frequently used for long and mid-term
monitoring of diabetes and evaluation of risk of diabetic complication
development. Today there are many glycated Hb evaluation methods
developed. HPLC/ESI/MS and HPLC/CE methods has been refered as
reference methods by IFCC. The reference methods principle is based on the
ratio of hexapeptides formed by digestion of beta chain by endopeptidase Glu-C
to total hexapeptides. HPLC/ESI/MS gives the best results due to the
measurement of specific measurement of N-terminal glycation of beta chain of
Hb.

In this study, both HPLC and immunoassay methods used in our
laboratory had been compared to the reference method HPLC/ESI/MS. Two
groups composed including 27 health subjects and 27 diabetes patients. There
is a correlation between HPLC/ESI/MS method with HPLC and immunoassay
methods in both healthy subjects (0,8972, 0,8875 respectively) and diabetic
patients (0,9243, 08588 respectively).

All HPLC, immunoassay and HPLC/ESI/MS methods wthin-day and
inter-day reproducibilities were tested and has been found in heathly subjects
as 3,87;4,4, 3,93;4,22, 2,07;2,3 and in diabetic patients as 3,47;3,9, 3,34;3,82,
1,74, 1,9 respectively.

In conclusion: results obtained from both methods are consistent with the
results of the reference method but within-day and inter-day reproducibility
studies showed that both methods have higher %CV values compared to
HPLC/ESI/MS methods.

Key Words: HbAlc, HPLC/ESI/MS, HPLC, Immunoassay



GiRIS ve AMAC

Hemoglobin (Hb); eritrositlerde bulunan, oksijen tasinmasinda goérev
yapan kabaca kuresel bir proteindir. Hb'nin yapisinda hem grubu ve dort
subunitten olusan, her subdiniti iki ¢ift polipeptit zincirinden meydana gelen
tetramer yapida olan globin proteini yer almaktadir (Sekil 1). Hem halkasi tim
hemoglobinlerde ayni yapida iken, globin zincirleri; sayi, sira ve cins
bakimindan farkililiklar géstermektedir 2.

Erigkin hemoglobininin %97’si HbA, %2,5’i HbA2, yaklasik %1'i HoF'dir.
HbA; 2 alfa, 2 beta globin zincirinden olusur. Hb, non enzimatik glikozillenmeye
ugrayan proteinlerden biridir. HbA molekilindeki potansiyel glikozillenme
bdlgeleri, 4 polipeptid zincirindeki N-terminal valin kalintisinin amino gruplari ve
lizin kalintisinin tiim serbest C-amino gruplaridir >,

Hemoglobin Alc (HbAlc); HbAl'in %80’nini olusturan en énemli kismidir
ve glukoz HbA'nin bir ya da her iki beta zincirinin N-terminal valin kalintisina
baglanir. Glikozile Hb olugsumu yaklasik 120 gunluk eritrosit yagsam suresi
boyunca devam eder ve plazma glukoz seviyeleri ile yakindan iligkilidir. HbA, a,
HbA b ve HbA c'nin spesifik aktiviteleri eritrosit 6mri ile birlikte lineer bicimde

artmaktadir. Hb'nin glikozilasyonu yavas gergeklesmekte ve eritrositlerin yagsam
sureleri boyunca devam etmektedir. Yagl eritrositlerdeki HbA c seviyeleri geng
olanlara gore anlamli sekilde yuksektir. Bu durum eritrosit yasam suresi ile
iliskilidir © °.

Amerikan Diyabet Dernedi (American Diabetes Association, ADA)
2011'de yayinladigi Diyabetes Mellitus (DM) tani kriterlerinde HbA, c tani kriteri
olarak alinmistir. ADA 2011°de yayinladigi DM tani kriterleri;

1. HbA,c % 6,5 ve Usti.(HbAlc, ancak uluslararasi standardize edilmis
yontemlerle dlgum yapildiginda tani testi olarak kullanilabilir.)

2. Aclik kan glukozu (AKG) 126 mg/dL (7,0 mmol/L) ve Ustl. (Aghk; en az 8
saat kalori alimi olmamasini tanimlamaktadir)

3. Oral glukoz tolerans testi (OGTT) sirasinda 2 saatlik plazma glukozu 200
mg/dL (11,1 mmol/L) ve ustu. (OGTT, 75 gram oral glukoz alimi ile
yapilmalidir.)



4. Klasik hiperglisemi veya hiperglisemik krizli hastada rastgele kan glukozu

200 mg/dL (11,1 mmol/L) ve st olarak kabul edilmistir'®.

lyi bir glisemik kontrole sahip diyabetik hasta érneklerinde 6lgiilen HbAlc'
lerin %50'si alinan érnekten onceki aya, %25'i alinan drnekten iki ay oncesine
ve geriye kalan HbA c'nin %25 ise 2-4 ay oOncesi glisemik seviyelerle
iliskilidir'™.

HbA1c icin referans aralik %4-6 arasindadir. ADA’nin dnerisine gore
diyabetik hastalarda tedavinin primer amaci HbA1c duzeyini %7’nin altinda
tutmak olmahdir. HbA1c duzeyi %8den fazlaysa tedavi rejimini tekrar
degerlendirmek gerekir'?,

Uluslar Arasi Klinik Kimya ve Tibbi Laboratuar Federasyonu
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratuary Medicine,
IFCC), HbAlc'ye spesifik standartlar kullanan bir referans metod gelistirmis ve
gelistirilen bu metod 2001 yilinda kabul edilmistir. insan kanindan HbAlc ve
HbAO izole edilip primer referans materyal elde edilip, referans metodun primer
kalibrasyonunda kullaniimigtir. Referans metot, 6rnegin endoproteinaz Glu-C
enzimi ile inkibasyon sonucu Hb'nin beta zincirinin  N-terminal
hekzapeptidlerinin elde edilmesini takiben ylksek basingh likit kromotografisi
(HPLC) ile hekzapeptidlerin ayrimi saglanir. Kitle spektrometrisi (Mass
Spectrometry, MS) veya kapiller elektroforez (capillary electrophoresis, CE) ile
kantitasyon saglanir® **,

Milano’da 2007 yilinda IFCC ve diyabet cemiyetlerinin katihmiyla dinya
c¢apinda HbA1c sonuglarinin standardizasyonu igin yapilan toplantida alinan
kararlar yayimlanmistir. 2010’ da guncellenen bu kararlara gore:

1. HbAlc Ol¢cimlerinin dinya ¢apinda standardize edilmesi, gecerli referans
yontem olarak IFCC ydnteminin kullaniimasi,

2. IFCC ve Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (National
Glycohemoglobin Standardization Program, NGSP) sonuglarinin birlikte rapor
edilmesi ve birimlerin birbirine donusum tablolarinin ulasilabilir olmasi,

3. Dergi editdrlerince her iki birimi birlikte belirten makalelerin tercih edilmesi ve
4. Rapor edilen terimin HbA1c olmasi dnerilmistir'>.

Bu calismada saghkh grup ve DM’lu hastalarda HbAlc o6lcimunde,
laboratuvarimizda kullanilan HPLC ve immun assay metodlar ile IFCC



tarafindan referans metot olarak kabul edilen HPLC/ESI/MS metodlarinin

kargilastirmasi amaclanmigtir.



GENEL BILGILER

Hemoglobin

Hb; eritrositlerde bulunan, oksijen tasinmasinda gorev yapan, doérdincul
yaplya sahip, 5,5 nm capinda, 64,5 kDa molekul agirhginda, kuresel bir
proteindir. Hb, oksijeni akcigerlerden dokulara, karbondioksiti ve protonlari ise
dokulardan akcigere tasir. Erkeklerde 100 mL kanda ortalama 15 gr, kadinlarda
ise 13 gr Hb bulunmaktadir. Yapisinda oksijen alip veren hem grubu ve her
subdniti iki cift polipeptit zincirinden olusan tetramer yapidaki globin proteini yer
almaktadir (Sekil 1). Hem halkasi tim Hb’lerde ayni yapida iken, globin zincirleri

sayl, sira ve cins bakimindan farkililiklar géstermektedir' 3.

B-Zincir

o -Zincir

Sekil 1: Hb molekulinin yapisi

Hem Grubunun Yapisi

Hem, tetrapirol halka yapisindadir ve merkezinde demir (Fe*?)
atomundan olusur. Fe atomu, dort porfirin halka yapisindaki azot (N) atomuna
baglanarak merkezde tutunmaktadir. Hem'in merkezindeki ferréz demir (Fe*?)
atomu porfirin halkalarinin iki ayri tarafinda iki bag daha yapar. Bu baglardan
biri globin zincirinde bulunan histidin amino asidinin yan zinciri ile bag olusturur,
digeri oksijen ile baglanmaya uygundur. Bu bag sayesinde Hb oksijen tagiyacak

fonksiyona sahip olur. Hb'nin yapisinda bulunan bu bag sayesinde bir Hb

10



molekult dort oksijen tagsimaktadir. Hem'in oksijen baglayabilmesi igin demir
Fe*? formda olmalidir. Demir ferrik (Fe*®) duruma okside olmus ise hem oksijen

baglayamaz® > *°.

Globin Zincir Yapisi

Hb molekulinin protein kismi olan globinin yapisinda 4 adet polipeptit
zincir bulunmaktadir ve bu zincirlerin sentezi, iki farkli kromozom Uzerinde ikKi
ayri gen bdlgesinin kontrolindedir. Beta globin zinciri 11. kromozom Uzerinde,
alfa globin zinciri ise 16. kromozom Uzerinde yerlesmigtir. Alfa gen ailesi iki gen
tasir, embriyonik donemde zeta geni ve baz alfa globin benzer genlerde 16.
kromozomda yer almaktadir. Beta gen ailesi tek bir genden olusmakta ve 4 tane
globin benzeri gen ( 2 gama, 1 epsilon ve 1 delta geni) yer almaktadir® "
18(Sekil 2).

«-globin genes
requlatory

region 4 o«
P
Chromosome 16 m} D D D.D m
a-LCR

Hemoglobin types

embryo l:{> fetus :{> adult

(95 Y2 2B
B-LCR . % 1% 3 B
Chromosome 11 m DDDD D D_D D—D m
requlatory
| regions |
' 80 kb ]

p-globin genes

Sekil 2: Globin gen ailesi
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Donemsel Globin Zincir Sentezi ve Hemoglobin Tipleri

Embriyolojik dénemin ilk 2 ayinda Hb yolk kesesinde, sirasiyla Gower-|
(C2¢2), Gower-Il (az2¢2), Portland-I (C2y2) ve Portland-1l ((2B2) sentezlenir. Zeta
zincirleri gebeligin ilk trimestirindan sonra sentezlenmez ve bu nedenle birinci
trimestirdan sonra Gower-1 ve Gower-1l Hb’leri gértilmez. Embriyolojik donemde
Hb sentezinin karacigerde baslamasiyla birlikte fetal Hb’ler sekillenmeye
baglar. Gebeligin 13. haftasindan itibaren embriyonik Hb’ler kaybolmaya baslar
ve fetusta HbF (a2 y2) sentezlenmeye baslar. Gama zincir yapimi gebeligin
sonlanmasina kadar fetusun esas hemoglobini gorevini Ustlenmesini saglar.
Beta zincir, gebeligin 8 ile 12. haftalarindan itibaren kemik iliginin Hb sentezinde
devreye girmesi ile birlikte fetal dolagimda gértlmeye baslar. Gebeligin ilerleyen
haftalarinda gama zincir sentezinde azalma gozlenirken, beta zincir sentezinde
artma gozlenir. HbA2 intrauterin dénemde gorulmeye baslar ve dogumdan
sonraki 4 ve 5. aylarda erigkin diizeyine ulasir' ' **?}(Tablo 1) (Sekil 3).

9 ®negoiobiost € Mokros! 0 ot
T e —— - - - — ]
£ vl Koroeiher e ik WAl

W T e — = e e

e —— —

Lu

T bt Cpdcriaio: saribazinde

—

i 1 ]
f 2 18 2 A0 Ja 42 43

Fetal yagarn (hafta) Dioaum Pastriahol yagtm (hafial

Sekil 3: Globin zincir sentezi

Erigkin hemoglobininin %97’sini olusturan HbA (a2[32), iki alfa ve iki beta

globin zincirinden meydana gelmektedir. Erigkin Hb’nin %2’sini HbA2 (0202) ve
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yaklasik olarak %1’ni HbF olusturmaktadir. Hb yapisinda bulunan alfa ve zeta
globin zincirleri 141 amino asitten olusurken, beta, gama, delta, epsilon zincirleri

ise 146 aminoasitten olusmaktadirt 1”2,

Tablo 1: Hb tiplerinin globin zincir yapisi ve goruldugu donemler

Hb tipi Globin zincir yapisi Goruldiigi donem
Gower-| (2¢2 1. trimestir
Gower-ll 02¢e2 1. trimestir

Portland-I (2y2 Erken fetal donem
Portland-II (22 Erken fetal donem
HbF a2y2 Gebeligin 13. haftasindan-
HbA az2p2 Erigkin tip (% 97)
Hb A2 0202 Erigkin hemoglobininin % 2’si

Hemoglobinin Fonksiyonlari

Hb oksijeni akcigerlerden periferik dokulara, karbondioksit ve protonlari
periferik dokulardan akcigerlere tasir. Hb temel olarak oksijen tasinmasi ve
tamponlama gorevi vardir. Hb'nin oksijen tasinmasi iglevini yapmasinda gergin
ve gevsek formlarinin cok 6nemli yeri vardir. Gergin formda oksijene olan ilgisi
dusuk, gevsek formda ise oksijene olan ilgisi yuksektir. Hb’'nin yapisinda yer
alan dort hem grubu birer molekul oksijen baglamaktadir. Bir Hb molekuli
toplamda dort molekul oksijen baglayabilmektedir. Hb’'nin oksijene baglanmasi
geri donlusumll bir olaydir. Hb’nin bu baglanma yetene@i ortamin parsiyel

oksijen ve karbondioksit basincina, ortamin pH’sina, 1s1 ve 2,3-bifosfogliserat

13



dizeylerine baglidir. Ortamdaki 2,3-bifosfogliserat duzeyleri en 06nemli

diizenleyici mekanizmadir® 1% 22,

Hemoglobin Bilesikleri

a. Karboksihemoglobin

Hb’nin  oksijen yerine karbonmonoksit (CO) ile birlesmesine
karboksihemoglobin (HbCO) adi verilir. CO Hb'deki hem demirinin 6.
pozisyonuna baglanir ve Hb'ye affinitesi oksijene gore yaklasik olarak 220 kat
daha fazladir. CO’in Hb'ye daha yuksek affinitesinden dolayi, oksijen ile esit

miktarda olsa bile CO Hb'ye baglanip hipoksiye neden olur™ **1°,

b. Karbaminohemoglobin
Karbaminohemoglobin; Hb'nin oksijen yerine karbondiyoksit (CO2) ile
birlesmesiyle olusur. COzin Hb'ye baglanmasi geri donusumld bir olaydir.
Normalde vucutta olusan CO: ile birleserek bikarbonat iyonu seklinde tasinir, bir
kismi Hb’'nin yiksiz a-amino gruplarina baglanir, CO2'in Hb'ye baglanmasiyla
Hb'nin oksijene olan ilgisi azalir. Kanda CO2 %15 karbaminohemoglobin,

1, 2,12, 16

%80’de bikarbonat seklinde taginir

c. Sulfohemoglobin

Sulfohemoglobin; Hb’deki porfirin halkasina hidrojen sulfur (H2S)
baglanmasiyla olusan Hb bilesigidir. Hidrojen suilfurin Hb'ye baglanmasi
sonucu Hb’'nin oksijene olan ilgisi azalir. Hidrojen sulflr renksiz bir bilesiktir, bu
nedenle sulfohemoglobinin arttigi durumlarda siyanoz gorilmemektedir.

Nadiren gériilen, bazi ilaclarin sebep olabildigi genelde &limciil bir durumdur®
23,24

d. Methemoglobin ve Siyanomethemoglobin

Demir, normalde Hb icerisinde indirgenmis olarak, Fe+? halinde bulunur.
Demirin elektron kaybederek Fe+® hale gelmesi vucuttaki sitokrom b5 sistemi
(methemoglobin rediktaz enzimi) ile engellenir ve normalde vicutta
hemoglobinin sadece %1-2'si ferrik durumda bulunur. Hb’deki hem grubunun

+3:

oksitlenmesiyle hem'in yapisindaki Fe+*nin, Fe*e yiikseltgenmesiyle olusan

methemoglobin oksijen baglayamaz ve siyanoza neden olur. Siyanurin‘in

14



vucuda oral alimi ile birlikte Oncelikle Hb'yi methemoglobine donusturur,
sonrasinda siyanomethemoglobin olugur. Sitokrom oksidaz ve birgcok solunum

enzimini inhibe eder 12325,

Hemoglobinin Glikozillenmesi

Glikoproteinler, karbonhidrat ve protein konjugatlaridan olusgurlar.
Glikoproteinlerin karbonhidrat kisimlari kisa ve vyapisal olarak farkhliklar
gosterir. Glikozil transferazlarin katalizérliglnde proteinlerin asparagin, serin,
treonin ve hidroksilizin aminoasitlerine N- glikozid ve O-glikozid baglan ile
glukoz, galaktoz, mannoz, fruktoz, N-asetil glukozamin, N-asetil mannozamin ve
sialik asitlerin baglanmasi ile glikoproteinler olusur. Karbonhidratlar proteinlere
enzimatik ve non enzimatik reaksiyonlarla baglanirlar*® 262",

Glikozile Hb, HbA c ve HbAla ifadelerinin hepsi Hb'nin non enzimatik yol
ile glikozillenmesini ifade etmektedir, ancak glikohemoglobin ifadesinde hem
enzimatik hem de non enzimatik yol ile Hb’nin glikozillenmesini ifade ettigi icin
HbA,c terimi yerine kullanimi yanls olur. Glikasyon, proteinlerin amino
gruplarina seker kalintisinin non enzimatik yol ile eklenmesiyle olusur. Hb,
enzimatik olmayan glikozillenmeye ugrayan proteinlerden biridir. Erigskin Hb’nin
%97'si HbA, %2,51 HbA2, vyaklasik %11 HbF dir. HbA molekulindeki
potansiyel glikozillenme bdlgeleri, 4 polipeptid zincirindeki N-terminal valin
kalintisinin amino gruplari ve lizin kalintisinin tim serbest C- amino gruplaridir™
4 -6, 28'

HbAlal'de beta zincirinin N-terminal ucuna fruktoz-1,6-difosfat,
HbAla2'de glukoz-6 fosfat, HbAlb’'de pirtvik asit baglanmistir. HbA1c, Hb Al’in
%80’nini olusturan en 6nemli kismidir ve glukoz HbA’nin bir ya da her iki beta

zincirinin N terminal valin kalintisina baglanir 2° *° (Tablo 2).
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Tablo 2: Glikozile Hb'ler ve yapilari

Glikozile Hb Turi Glikolize Hb’nin Yapisi
Hb Alal a2 (B -N-Fruktoz 1,6 difosfat),
HbAla2 a2 (B -N-Glukoz 6 fosfat),
HbAlb a2 (B -N-Piravik asit),
Labil HbAlc a2 (B -N=Glukoz),
Stabil HbAlc a2 (B -N-Glukoz)2
a2 (B -Lizin N-Glukoz),

i (a -Lizin N-Glukoz),

Hb A- Glukoz B 2 (a -N-Glukoz), B»

1955 yilinda Kunkel ve Wallenius elektroforetik yontemle uyguladiklari
Hb érneklerinde yavas ve hizli hareket eden Hb varliklarini gésterdiler®!. 1958
yilinda Allen ve arkadaslari katyon degistirici kromotografisinde hizli Hb’leri ¢
ayri fraksiona ayirdilar®. Bu hizli Hb'lerin (HbAlal, HbAla2 ve HbAlc ) klinik
olarak ne onem arzettigi 1968 yilina kadar belirlenememigtir. 1968 yilinda
Rahbar, diyabetik hasta orneklerinde HbF deki elektroforetik mobiliteye benzer
ve diyabetik hasta orneklerinde yaklasik olarak 2 kat artmis glikozillenmis
Hb'lerin varhigini gosterdiler” 3.

Hb’nin glikasyonu sirasinda lizin kalintilari beta zinciri disinda bagka
yerlerde de olusabilir, eritrositlerde gilikolize HbAO olusur ancak eritrosit yagam
suresi boyunca dizeyi azalir. HbAO yuke bagli kromotografik yontemlerle diger
glikolize Hb’lerden (HbA a, HbA,b ve HbA,c ) ayrilamaz, affinite kromografisi

ile ayrilabilir® %°,
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HbAl, HbA'ya gbre daha negatif yuklidir ve katyon degisim
kromatografisinde kolondan daha erken ayrilir. HbAl'de kolondan ayriima
sirasina gére HbA1a1, HbA1a2, HbA1b ve HbA1c olarak adlandirilir. Hb
glikozilasyonu non enzimatik yol ile gergeklestigi icin diger sekerler de HbA, c'ye
benzer sekilde bilesikler olusturmaya egilimlidirler®®.

Genel olarak aldozdan olusmus bilesikler ketozlardan daha etkilidirler.
Fruktoz gibi, Hb ile kondanse olmus cgesitli aldozlarin orani, sekerin halka
formuyla agik formu arasindaki orandan kaynaklanmaktadir. Reaksiyonun
yavas olmasindaki ana sebeplerden biri, gogu aldozda agirlikli olarak halka
yapisinin tercih edilmis olmasidir. Hb'ye kondanse olmus galaktoz ve
mannozun glukozdan daha hizli olmasi, molekullerinin biylk bir kisminin
yapilarini agik formda tutmalarindan kaynaklanmaktadir. Proteinlerle aldehit
fonksiyonlarinin kondansasyonu non proteine amino gruplarini olugturdugu igin
Hb glikozilasyon orani fizyolojik sinirin Gzerindeki pH duzeylerinde acgik sekilde

yikselmektedir®.

Aldimine Amadori Ketoamine
NH2 H-C=0 H-C=N-BA  duzenlemesi  H;C-NH- BA
| + | —_— | _— |
f—
BA H—C-|OH H-C-|DH Cl——D
Hizli Yavas
HbA + Glukoz Pre- HhA; HbA;
— —_—

Sekil 4: HbA1c olusumu; Amadori duzenlenmesi

HbAlc olusumunda baslangigta pre HbAlc (aldimin) olusur. Pre HbAlc
ayrilabilir ya da geri donlUsumsuz Amadori dizenlemesine girer ve stabil
ketoamine olusur. Olusan pre HbA1lc oldukca labildir® (Sekil 4).

Glikozile Hb sentezi temel olarak, Hb ve glukoz konsantrasyonlari ile
iligkilidir. Hb konsantrasyonunun sabit kaldigi kabul edilir ise; HbA1c olusum
hizi uzun suren glukoz konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir. Gegici ve

ani glukoz yukselmeleri glikozillenmis Hb seviyelerine ciddi bir etki yapmaz.

17



Glikozile Hb olusumu yaklasik 120 gunlik eritrosit yasam suresi boyunca
gerceklesir. Plazma glukoz seviyeleri ile yakindan iligkilidir. HbA,a, HbA b ve

HbA , c'nin spesifik aktiviteleri eritrosit omri ile birlikte lineer bicimde artmaktadir.

Hb'nin glikozilasyonu yavas gerceklesmekte ve eritrositlerin yasam sureleri
boyunca devam etmektedir. Yash eritrositlerdeki HbA ¢ seviyeleri geng olanlara
gore anlamli sekilde yiiksektir® "1,

lyi bir glisemik kontrole sahip diyabetik hasta érneklerinde 6lgiilen HbA1c'
lerin %50'si alinan érnekten onceki aya, %25'i alinan drnekten iki ay 6ncesine
ve geriye kalan HbA c'nin %25 ise 2-4 ay oOncesi glisemik seviyelerle

iliskilidir'™.

Glikozile Hemoglobinin Klinik Kullanimi

HbAlc, glukoz ve Hb'in eritrosit icerisinde kondansasyonuyla irreversibl
ve yavag olarak olusmaktadir. Plazmadaki glukoz, eritrosit icerisine
hizlandiriimis difizyonla girer. Buna goére eritrosit icersindeki HbAlc ylzdesi
plazma glukozunun “kiimUlatif’ ortalamasini yansitir®*.

Glikozillenmig Hb parametresinin DM'nin tanisinda, diyabetik hastalarin
kontrolinde ve komplikasyonlarinin taninmasinda bir gosterge olmasi amaci ile
cok sayida arastirma yapilmigtir. Arastirmalarin bulgular kanin glikozillenmisg
Hb degderinin saptanmasi ile diyabetiklerin metabolik durumlarinin saghklh olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Kanin glikozillenmis Hb degerinin, kan
glukozunun kisa sureli degisimlerinden etkilenmedigi ve kanin alinmasindan
onceki yaklagik 4-6 haftalik bir sirenin ortalama kan glukoz duzeyini yansittigi
kabul edilmektedir®*.

Diyabetik hastalarda glikozillenmis Hb degerinin ylkselmesi ile eritrosit
ve trombosit agregasyonunun arttigi, I6kosit adhezyonunun, eritrosit dmrinin
azaldigi, damar hastaliklari igin risk faktorleri olarak bilinen kanin kolesterol ve
trigliserid duzeyleri ile kan basinci dederlerinin yukseldigini bildiren g¢alismalar
vardir. Glikozillenmis Hb dizeyi ylksek olan diyabetiklerde retinopati, kapiller
bazal membranlarda kalinlagma goériildigi de bildirilmistir®>.

HbAlc; diyabetik hastalarin hepsinde rutin olarak bakilmasi gereken ve

hastalarin uzun dénem glisemik kontrolinin derecesini gosteren bir parametre,
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glikolize Hb yuzdesi, 6nceki 6-8 hafta, 6zellikle son ay boyunca bilesik glisemik
kontroluin bir élcusudirt® 2,

Non-enzimatik olarak glukoz rezidulerinin erigkin Hb’ye baglanmasiyla
olusur. Glukozun, Hb’in beta zincirinin N-terminal ucuna baglanmasiyla
meydana c¢ikar. HbA1c yuzdesi igin referans aralik %4-6 arasindadir. ADA’nIn
Onerisine gore diyabetik hastalarda tedavinin primer amaci HbA1c duzeyini %
7'nin altinda tutmak olmalidir. HbA1c duzeyi %8'den fazlaysa tedavi rejimini

tekrar degerlendirmek gerekir*?.

Diyabetes Mellitus

DM; pankreastan insulin salinimi ile ilgili eksikliklik veya yoklugu ile
birlikte, insulin etkisindeki defektler nedeniyle olusan, temel olarak hiperglisemi
ile karakterize, organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince
yararlanamadigi kronik ilerleyici metabolik bir hastaliktir®® *'.

Tam dinyada ve Turkiye'de yaklasik olarak %10 ve Uzerinde gorilen
oraniyla, en sik gérulen endokrin hastaliktir. Dinya Saglik Orguti 2000 yili
verilerine gore dinya Uzerinde yaklasik 170 milyon olan diyabetli hasta

sayisinin 2030’da 366 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir®® 3",

Diyabetes Mellitusun Tanisi
ADA 2011’de yayinladigi DM tani kriteleri;

1. HbAlc %6,5 ve ustl
(HbA1C, ancak uluslararasi standardize edilmis ydntemlerle &lgim
yapildiginda tani testi olarak kullanilabilir) veya,

2. AKG 126 mg/dL (7,0 mmol/L) ve usti (Acghk, en az 8 saat kalori alimi
olmamasini tanimlamaktadir.) veya,

3. OGTT sirasinda 2 saatlik plazma glukozu 200 mg/dL (11,1 mmol/L) ve Ustu
(OGTT, 75 g oral glukoz alimi ile yapiimahdir.) veya,

4. Klasik hiperglisemi veya hiperglisemik krizli hastada rastgele kan glukozu
200 mg/dL (11,1 mmol/L) ve st olarak kabul edilmistir'®.

Diyabetes Mellitusun Siniflandirilmasi
Baslangigta DM, OGTT ile siniflandiriimaktaydi. Ulusal Diyabet Veri
Grubu (National Diabetes Data Group)'nun bir alt ¢galisma grubu, 1979 yilinda
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modifiye tani kriterlerini dnermistir. Bu siniflandirma semasinda, Tip 1 DM
(inslline Bagimli Diabetes Mellitus=IDDM) ve tip 2 DM (insuline bagml
olmayan diabetes mellitus=NIDDM) olmak Uzere iki ana form DM
tanimlanmistir. Juvenil baslangi¢li DM ve erigkin baslangicli DM terimleri iptal
edilmistir. 1995’'te ADA siniflandirmayi tedaviden ¢ok etyolojiye dayandirmak
icin DM’nin siniflandirilmasini ve tanisini tekrar incelemek Uzere bir ¢alisma
grubu kurmustur. 1997 yilinda gbézden gecirilen siniflandirma yayinlanmis,
insuline bagimli ve inslline bagimh olmayan diyabet terimlerini kaldirmigtir;

siraslyla tip 1 ve tip 2 DM isimleri verilmistir*® (Tablo 3).

Tablo 3: DM'nin siniflandiriimasi ve glukoz tolerans bozuklugunun kategorileri

; 1- Immin Aracili
A-TIP 1 DM 2- idiyopatik

. 1-Non Obez

B-TIP 2 DM 2- Obez

3- Mody

1- Gebelik DM

C- Diger Spesifik DM Tipleri 2- Bozulmus Glukoz Toleransi
3- Bozulmus Aglik Glukozu

Diger bir degisiklik anormal glukoz toleransi ve potansiyel glukoz tolerans
anormalligi  kategorilerinin  kaldiriimasidir.  DM’nin  daha genis etyolojik

siniflandirmasi tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4: DM'nin etyolojik siniflamasi

I. Tip 1 diyabet; Genellikle mutlak insilin noksanhdina sebep olan beta hiicre yikimi vardir.

A. Immun aracilikli B. idiyopatik

Il. Tip 2 diyabet; instlin direnci zemininde ilerleyici insulin sekresyon defekti ile karakterizedir.

lll. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM); gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle

dogumla birlikte diizelen diyabet.

IV. Diger spesifik diyabet tipleri

A. Beta hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti

(monogenik diyabet formlari)

e 20. Kromozom, HNF-4a (MODY1)
Kromozom, Glukokinaz (MODY?2)
12. Kromozom, HNF-1a (MODY?3)
13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)

17. Kromozom, HNF-1b (MODY5)
Kromozom, NeuroD1 (MODY®6)

2. Kromozom, KLF11 (MODY7)

9. Kromozom, CEL (MODY?8)
Kromozom, PAX4 (MODY9)

11. Kromozom, INS (MODY10)
Mitokondriyal DNA

11. Kromozom, Neonatal DM (Kir6.2,
ABCCB8, KCNJ11 mutasyonu)

e Digerleri
B. insilinin etkisindeki genetik defektler

e Leprechaunism
e Lipoatrofik diyabet
[ ]
[ ]

Rabson-Mendenhall sendromu

Tip A insilin direnci

Digerleri

C. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari

E. llag veya kimyasal ajanlar
e Atipik anti-psikotikler
Anti-viral ilaglar (HIV tedavisi)
Beta adrenerjik agonistler
Diazoksid
Fenitoin
Glukokortikoidler
Alfa interferon
Nikotinik asit
Pentamidin
Proteaz inhibitorleri
Tiyazid grubu diuretilkler
Tiroid hormonu
Vacor
e Digerleri (post transplant diyabet)
F. Immiin aracilikli nadir diyabet formlari
e Anti--insilin reseptor antikorlari
e  Stiff-man sendromu
o Digerleri
G. Diyabetle iligkili genetik sendromlar
(Monogenik diyabet formlari)
e Alstréom sendromu

e Down sendromu
e Fibrokalkul6z pankreatopati e Friedreich tipi ataksi
e Hemokromatoz e Huntington korea
o Kistik fibroz e Klinefelter sendromu
e Neoplazi e Laurence-Moon-Biedl sendromu.
e Pankreatit ¢  Miyotonik distrofi
e Travma/pankreatektomi e Porfiria
o Digerleri e Prader-Willi sendromu
D. Endokrinopatiler e Turner sendromu
e Akromegali ¢ Wolfram (DIDMOAD) sendromu
e Aldosteronoma e Digerleri
e Cushing sendromu
e Feokromositoma,
e Glukagonoma
e Hipertiroidi
e Somatostatinoma
e Digerleri

HNF: Hepatosit nikleer faktor, MODY1-10: Genglerde gorulen erigkin tipi diyabet formlar 1-10
(maturity onset diabetes of the young 1-10, IPF-1: insilin promotér faktér-1, HNF-1b: Hepatosit
nilkleer faktér-1b, NeuroD1: Noérojenik diferansiyasyon 1, KLF11: Kruppel like factor 11, CEL:
Carboxyl ester lipase (bile salt-dependent lipase), PAX4: Paired box4, ABCC8: ATP-binding
cassette C8, KCNJ11: Potassium inwardly-rectifying channel J11, INS: insdilin.
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Glisemik Kontrol ve Diyabetes Mellitus

DM’li hastalara eslik eden, hipertansiyon, kardiyovaskuler hastalik ve
mikrovaskiler bozukluklar (retinopati, nefropati, ndropati) oldukca sik
gorulmekle birlikte, en 6nemli morbidite ve mortalite nedeni kardiyovaskuler
komplikasyonlardir. DM’li  hastalarin  %90-95'ini Tip 2 DM’li hastalar
olusturmaktadir. Tip 2 DM’li hastalarin %60-75'i makrovaskuler hastalik
(koroner arter hastali§gi, inme, periferik arter hastaligi) nedeniyle
kaybedilmektedir. insilin ve oral antidiabetik ilaclarla birlikte gelisen tedavi
stratejileri ile  diyabetli hastalarin yasam sdrelerinin artisi,  kronik
komplikasyonlarin artisini da neden olmaktadir***.

Yillarca glisemik kontrolin, DM’nin uzun donem komplikasyonlarini
azaltacagi teorik olarak bilinmesine ragmen ancak 1993 yilinda yapilan Diyabet
Kontroli ve Komplikasyonlar’'nin Calismasi (Diabetes Control and
Complications Trial, DCCT) vyaptigi ¢alisma sonuclanincaya kadar bu teori
dogrulanamamigtir. Cok merkezli ve randomize bir calisma olan DCCT
calismasinda farkli tedavi stratejileri ile komplikasyon geligimi izlenmigtir. 7 yil
suren bu calismada tip 1 DM’li hastalarda intensiv tedavide digsik ortalama
glikoz duzeyleri saglanmistir. Konvansiyonel tedavi ile kiyaslandiginda
retinopati, nefropati ve noéropati riskini %40 ile %75 oraninda azalttig
gozlenmistir. Retinopati riskinin artisi HbAlc dizeylerinin artisi ile paralellik
gostermis ve sadece HbAlc dizeyinin olgimi ile 4 yil sonra retinopatinin
gelisecegi tahmin edilmisti. HbAlc dizeyinin %10 azalmasi retinopati riskini
%45 azaltigi goérulmastur. Ortalama HbALlc dizeyi retinopati progresyonu

konusunda ana parametredir®® %°.

Tablo 5: HbAlc'yi %1 dusurmenin komplikasyon gelisme riskine etkisi

Tip 1 DM Tip 2 DM

Retinopati riski %35, Diyabete bagh 6lum %25,

Nefropati riski %24- 44, Tam nedenlere bagli mortalite %7,

Noropati riski %30 azalir. Miyokard infarktisu riski %18,
Mikrovaskuler komplikasyon riski
%35 azalir.

Tip 2 DM’li hastalarda komplikasyon gelisimi agisindan glukoz kontrolu
ile ilgili calismanin sonugclart 1998 yilinin sonunda yayinlanmigtir. Bu ¢alismada
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intensiv tedavi; diyet, oral antidiyabetikler ve instlin ile kan glukoz dizeyinin
disuriilmesi; retinopati, nefropati ve néropati riskini azathi§i gdsterilmistir'® 8 4%,

DCCT ve ingiltere Prospektif Diyabet Calismasi'nin (The UK
Prospectus Diabetes, UKPDS) yaptigi c¢alismalarda DM’nin mikrovaskuler
komplikasyonlarinin gelisme ve ilerleme riskinin dogrudan glisemik kontrolle
iligkili oldugu gosterilmistir. DM’li hastalarin glisemik kontrolinde de glikozile Hb

kullanilmigtir® 03642,

Tablo 6: Glisemi ve % HbA1c iligkisi

;)bAlC DCCT ortalama glukoz (mg/dl) ADAG ortalama glukoz (mg/dl)
c 100 97
6 135 126
7 170 154
8 205 183
° 240 212
10 275 240
1 310 269
12 345 298

Tip 2 DMde glisemik kontroli saglamada hedeflerden biri HbAlc
degerinin ADA kilavuzunda Onerildigi sekilde <%7’ye veya Amerikan Klinik
Endokrinologlar Dernegi (American Association of Clinical Endocrinologists,
AACE) ve Uluslararasi Diyabet Federasyonu (International Diabetes
Federation, IDF) kilavuzlarinda onerildigi sekilde <%6,5’e dusurulmesidir.
ingiltere’de yapilan prospektif bir arastirmada HbA1c diizeyinde %1'lik
azalmanin miyokard infarktisinde %14, DM'ye bagh Olumlerde %21 ve
mikrovaskiler komplikasyonlarda %37 oraninda azalmalara neden oldugu

gozlenmistir. DM’li hastalarda yapilan c¢alismalar, Ozellikle mikrovaskuler
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komplikasyonlarin gelisme riskinin glisemik kontrol derecesi ile yakindan iligkili
oldugunu ortaya koymustur(Tablo 5). HbAlc normale ne kadar yakin ise
komplikasyon riski o derece diisiiktiir** 4.

HbAlc seviyelerinin diyabetik hastalarda periyodik olarak izlenmesi
glukoz metabolizmasinin kontrolu hakkinda onemli rol oynar. Dunya Saglik
Orgiitt (World Health Organization, WHO), iyi metabolik kontrole sahip Tip 2
DM’ liler igin yilda bir kez, kéti metabolik kontrole sahip Tip 1 ve Tip 2 DM’liler
icin ise yilda 4 kez HbA1c 6lcimu 6nermektedir. DM’si olmayan erigkinlerdeki
HbAlc'nin degeri %4-6 arasindadir. ADA, 2011 DM klavuzunda HbAlc
Olcimunu; tedavisi degistirilen ya da glisemik hedeflere ulasmayan hastalarda
yilda doért kez, tedavi degisikligine karar verildigi zaman ve tedavi hedeflenen
dizeyde olan hastada, yilda en az iki kez HbAlc takibi 6nerilmektedir. ADA,
tedavi hedefi olarak HbAlc konsantrasyonunun %7’nin altinda tutulmasini,
%8’in Uzerinde 1srar eden HbAlc duzeylerinde ise tedavi rejiminin gdzden
geciriimesini 6nermektedir. DCCT c¢alismasi ile sonuglari 2008 yilinda agiklanan
HbAlc'den tlretilen ortalama glukoz calismasina goére standardize edilmis
HPLC ile yapilan 6lguimlerde HbAlc'ye karsilik gelen tahmini ortalama glukoz
duzeyleri gorilmektedir(Tablo 6). Ortalama glukoz seviyeleri; 28,7 x HbAlc—

46,7 formuli ile hesaplanabilir*®“2,

Glikozile Hemoglobin Olgimiiniin Standardizasyonu

1995 yilinda IFCC ve 1996 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde NGSP
tarafindan HbAlc standardizasyonu igin ¢alisma baslatiimistir. NGSP’nin bu
calismasinda BioRex 70 HPLC cihazi kullaniimistir. Ayni dénemde Japonya ve
isvec’'te standardizasyon calismalari baslatiimistir. isve¢c yoéntemi ulusal
programlar arasinda duyarlihdl en yuksek olan program olup, MonoS HPLC
cihazi kullanilip, ulusal referans laboratuar agi olusturulmustur. Japonya’'da
ulusal kalibratorler serisi olusturulmus ve tum HbA1c dlgimleri ayni kalibratorler
ile kalibre edilmistir* 404951,

IFCC, 2001 yilinda kabul edilen HbAlc'ye spesifik standartlarin
kullanildigi bir referans metod gelistirmistir. insan kanindan HbAlc ve HbAO izole
edilip primer referans materyal elde edilmis ve referans metodun primer
kalibrasyonunda kullaniimistir. Referans metotta, 6rnek endoproteinaz Glu-C

enzimi ile inkibasyon sonucu beta zincirin N-terminal hekzapeptidler elde
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edilirken, HPLC ile bu hekzapeptidlerin ayrimi saglanir ve kitle spektrometrisi
veya kapiller elektroforez ile de kantitasyonu saglanir. Sekonder Referans
Materyaller dretici firma metotlarinin kalibrasyonunda kullanilmaktadir. Bu
metotta HbAlc ve HDbA (mmol/mol) dizeylerinin oranlanmasi ile sonug
verilmektedir. IFCC ayrica ulusal yontemlerin karsilagtirma calismalarini da
yurutmektedir. NGSP ve IFCC metodlari arasinda yapilan ve yedi yil siren
karsilastirmalarda iki yontemin korelasyonunun basarili oldugu, ancak birimler
arasinda farklilik oldugu gozlenerek sonuclarin donusturtlmesinde kullanilacak
en iyi esitlik saptanmistir. (NGSP %HbA1c = (0.915 x IFCC %HbAlc) + 2.15 ) **
%0 51(Sekil 5).

—

NGSP = {0.915 * IFCC) + 2.15

—

NGSP (%HbA1g)
2 . (I (] — 2

2 4 5 3 10 12
IFCC (%HbA1g)

Sekil 5: IFCC ve NGSP'nin % HbA1c donusumu

IFCC'nin elde ettigi HbA1c sonuglarinin NGSP ile korelasyonunun ¢ok iyi
olmasina ragmen mutlak rakamlar agisindan IFCC degerlerinin %1,5-2 daha
diguk oldugu gozlenmektedir. Bu acidan bakildiginda bugline kadar DM
tedavisinin faydalari ve komplikasyon derecelendiriimesi NGSP ve bagh

kurumlar tarafindan raporlanmis olmasi nedeniyle, IFCC ydntemiyle elde edilen
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test sonuglarinin NGSP degerlerine g¢evirimi saglanmadan klinik fayda
agisindan kullaniimasinin uygun olmayacagi gorilmustir®® > (Tablo 7 ve 8).

Tablo 7: NGSP ve IFCC’ nin % HbAlc ve HbAlc (mmol/mol) sonuglarinin

donugumleri ve ortalama glukoz degerleri

NGSP HbAlc (%) | IFCC HbAlc (mmol/mol) eAG (mg/dL)
5 31 97
6 42 126
7 53 154
8 64 183
9 75 212
10 86 240
11 97 269
12 108 298

Tablo 8: IFCC'nin belirlenmis kargilagstirma yontemlerine gobre donusum

faktorleri
Belirlenmig IFCC’ den Belirlenmisg Belirlenmig Karsilastirma
Karsilastirma Kargilagtirma Yéntemlerine Yontemlerinden IFCC'ye
Yontemleri Donlisiim Doénilisiim
= * + = * -
NGSP ( ABD) NGSP = (0,09148*IFCC) + 2.152 | IFCC = (10.93*NGSP) - 23.50

JDS = (0,09274*IFCC) +1,724 IFCC = (10.78*JDS) - 18.59
JDS/JSCC (JAPONYA)

Mono-S = (0,09890*IFCC) + 0.884 | IFCC = (10.11*Mono-S) - 8.94
Mono-S (ISVEG)

Milano’da 2007 yilinda IFCC ve diyabet cemiyetlerinin katihmiyla dinya
capinda HbA1c sonuglarinin standardizasyonu igin yapilan toplantida alinan
kararlar 2010°’da guncellenmigtir. Bu kararlara gore:

1. HbA1c dlgumlerinin dinya ¢apinda standardize edilmesi, gecerli referans

yontem olarak IFCC ydnteminin kullaniimasi,
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2. IFCC ve NGSP sonuglarinin birlikte rapor edilmesi ve birimlerin birbirine
donusum tablolarinin ulagilabilir olmasi,
3. Dergi editorlerince her iki birimi birlikte belirten makalelerin tercih edilmesi,

4. Rapor edilen terimin HbA1c olmasi dnerilmistir'>.

Glikozile Hemoglobin Olgiim Yéntemleri

GUnumuzde ¢ok sayida glikozile Hb dlgim yontemi gelistirilmistir. Rutin
amaclh kullanilan metotlarin ¢ogu analitin yuk ve yapisal farkliigina dayali
Olcum yapmaktadir. IFCC; HbA1c ve HbAO'In beta-N-terminal hekzapeptidini
elde etmek icin, Hb molekdlint endoproteinaz Glu-C enzimi ile molekili
enzimatik olarak parcalar, sonrasinda HPLC/ESI/MS ve HPLC/CE metotlari ile
Olcim saglanir. Her iki metodda, IFCC tarafinda referans metod olarak kabul

edilmistir'®.

a. HPLC

HPLC; sivi bir mobil fazin kullanildigi, sahip oldugu gelismis pompa
sistemiyle yuksek basinglara gikarak, istenilen akis hizinda ayirma yapabilen bir
kromatografi sistemidir. Olglim ilkesi olarak katyon degisim kromotografisidir.
lyon degistirici kromotografiden daha duyarl bir ydntem olup rutinde kullanimi
yaygindir. Olgtilecek 6rnekten hazirlanan bir miktar hemolizat katyon degistirici
recgineyle bir arada bulunan kolona enjekte edilir. 415 ve 690 nm’de absorbe
olan hemoglobinler asamali olarak stzulir. Daha kolay stztlme igin iyonik giict
artiran fosfat tamponu kullanilir. Yéntem hem HbAlc hem de HbALl rapor
edilebilir®,

Bu yontemin dezavantaji; varyant Hb’lerin interferansa neden olmasidir.
HbF pozitif interferansa neden olurken, HbS ve HbC negatif interferansa neden

olur. Hemolitik durumlarin negatif interferansa neden oldugu belirlenmistir>>>>,

b. iyon Degistirici Kromotografi

lyon degistirici kromotografi; Hb tiirlerini yiik temeline gére ayirmaktadir.
Pozitif yukli Hb’nin iyon degistirici kromotografide olcimu icin negatif yukli
katyon degistirici recine kullaniimaktadir. Olgiimi yapilacak 6érnek kolona

uygulanmadan once 6n hazirlik asamasina gereksinim duyar, bu asamada
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eritrositler hemolize edilerek hemolizat hazirlanir. Hemolizat kolona uygulanir,
uygun tampon kullanilarak stzuntua elde edilir. Stzilen tamponun iyonik gucd,
pH'sI, negatif yukli katyon degistirici regine ve glikohemoglobinlerin erigkin
Hb’den daha az pozitif yukli olmasi, glikozile Hb’lerin dlgimini saglar.
Kolondan ellie edilen fraksiyonlarin spektrofotometrede gortunur dalga boyunda
(415 nm) absorbanslari okunarak glikozile Hb’lerin miktari belirlenir. HbAla +
HbA1b + HbA1c toplami HbA1 olarak kabul edilir. Farkl iyonik giice sahip ikinci
bir tampon daha fazla pozitif yakli asil Hb (HbA) fraksiyonunun sizulmesi icin
kolona eklenir. Bu islemden elde edilen eluatlar spektrofotometrede okunur
(total hemoglobin). Glikozile Hb toplam Hb’nin bir ytizdesi olarak ifade edilir. Bu
yontemde en ©Onemli sorun, eritrositlerin  6n iglem sirasinda iyi
par¢calanamamasi, pre-HbAlc fraksiyonlarinin kararli olan ketoaminle birlikte
stiziilmesinden dolay! daha yiiksek sonuglarin elde edilmesidir. lyon degistirici
kromotografi yonteminde; HbF degeri yuksek olan 6rneklerde yuksek sonuglar
elde edilmektedir. HbF kolonu HbA1c ile birlikte terk etmesi bu soruna neden
olmaktadir. Uremi, kursun zehirlenmesi, alkol kullanimi, uzun siireli salisilat
kullanimi Hb’ye baglandigindan, Hb'nin ylku degisecek ve pozitif interferansa
neden olacaktir. Varyant Hb’lerin (HbS, HbC) varligi ise negatif interferansa

neden olmaktadir®® 5% %6,

c. Affinite Kromotografisi

Bu yontemde glikozile Hb'nin, glikozile olmayan fraksiyonlardan
ayrilmasinda affinite jel kolonlari kullaniimaktadir. M-Aminofenilboronik asit,
boncuklu agaroza veya cam fiberi gibi baska bir matrikse c¢apraz baglar ile
sabitlenmistir. Boronik asit Hb’ye geri dontisimsuiz bir sekilde, Hb glukozunun
cis-diol gruplariyla baglanmakta ve bes uyeli halka kompleks olugturmaktadir.
Bu baglanma sayesinde glikozile Hb kolon Uzerinde segici olarak
tutunabilmektedir™® °’,

Bu yontemde glikozile Hb'yi bagdli kompleksten ¢dézmek ve sizmek igin
sorbitol kullaniimaktadir. Hb fraksiyonlarinin (glikozile ve glikozile olmayan Hb)
415 nm dalga boyunda absorbanslari okunarak glikozile Hb yilizde olarak
hesaplanir. Affinite kromotografisinde labil ara Grin ihmal edilebilir seviyede
interferansa neden olabilmektedir. Isi gibi ¢gevre sartlarindan etkilenmemektedir.

Varyant Hb’ler (HbF, HbS, HbC) cok az etkilesim goOstermektedir. Afinite
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kromotografisi total glikozile Hb'yi 6l¢tugunden dolayl diger metotlara gore

(HPLC) daha yiiksek sonuglar vermektedir® >,

d. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi; bu yontemde glikozile Hb ile Hb fraksiyonlarinin
elektriksel yuk fakliliklarindan faydalanarak olgim yapilir. Destek ortami olarak
agaroz jel kullanilir ve pH 6,3’te hazirlanan kan hemolizatlari agaroz jel Gizerine
uygulanir. Hizh Hb fraksiyonlari elektriksel yUklerine gére HbA ve HbA1
fraksiyonlarinin ayrigmasini saglamis olur. Elde edilen sonuglar kromotografik
yontemlerle uyumludur. Ortam pH'si, 1s1 degisimleri ve iyonik gu¢ ¢cok az bir
etkilesime neden olmaktadir. Varyant Hb’ler bu yéntemde interferansa neden
olmaktadir. HbF, hemoglobin A1c ile ayni bdlgeye go¢ ettiginden pozitif

interferansa neden olurken, HbS ve HbC ciddi etkilesime neden olmaz® 8,

e. HPLC/CE

Bu yontemde igi silika ile kaplanmis 20-200 cm uzunlugunda kiguk ¢apli
kapiller tip kullanilir. Ug kismi bir dedektore baglh olup ylksek voltaj uygulamasi
ile cahgir; Agaroz, seluloz ve asetat gibi klasik elektroforez destek ortamlari
kullaniimaz. Klasik elektroforeze goére c¢alisma slresi daha kisadir ve Hb
fraksiyonlarini ¢ok iyi ayirma yetenegine sahiptir. HbAlc élciminde; HPLC/CE
yontemi, IFCC tarafindan referans metod olarak kabul edilmektedir. Bu
yontemle yapilan 6lgimde 6nce hemolizat elde edilir, sonrasinda Hb molekuli
Endoproteinaz Glu-c enzimi ile kesilir, HbAlc kantitasyonu HPLC/CE ile

belirlenirt >,

f. izoelektrik Odaklanma

Destek ortami Uzerinde Hb varyantlarinin izoelektrik noktalarina dogru
gé¢ etmeleri prensibine dayanir. izoelektrik odaklanma; destek ortami olarak
kararl bir pH gradiyenti gosteren poliakrilamid jel kullanilir. HbAlc; HbA1la,
HbAlb, HbS ve HbF'den kolaylikla ayristirilabilir. Olgimde az miktarda analit
kullanimi ve varyant Hb’lerle az miktarda interferans vermesi 6lgim metodunun
avantajlaridir. Dez avantajlari ise; cihaz pahaliligi, yiksek maliyet, 6n iglemlerin

fazla olusu ve otomasyona uygun olamamasidir®.
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g. Kolorimetrik Yontem

Bu ybntemde 6lgum oOncesi on iglemler gerekmektedir. HbAlc'ye bagl
glukoz kalintisi 100°C’de ve oksalik asit varliginda dehidratasyona ugratilarak
5-hidroksimetil furfural olusturur. Bu yapiya tiyokarbitirik asit eklenerek renk
reaksiyonu olusturularak 6lgum yapilir. Bu yontem HbA1 ve HbA1 olmayan tim

glikoproteinleri dlger>* ©*,

h. immiin Olgiim

Bu yontemle HbA1c olgimunde, saflastirnimis insan HbAlc'sine karsi
geligtiriimis koyun anti serumu kullaniimistir. Daha sonraki ¢aligmalarda ise,
hemoglobinin beta zincirinin N-terminal ucundaki ilk birka¢ aminoasite (ilk 4-8
aminoasit) karsi gelistirilen antikorlar kullaniimistir. Poliklonal ve monoklonal
antikor temeline dayali birgok immun o6lcim metodu gelistirilmistir. Lateks
aglutinasyonunun immun aracih inhibisyonu metodunda varyant Hb’ler ciddi bir
interferansa neden olmazlar, ancak HbF yuksekliginde sonuglar daha dusuk
olcilebilmektedir. Olgiim igin 6n islem gerektirmemesi ve otomasyona uygun
olusu birgok laboratuvarda kullanim sikligini artirmaktadir. Bu dlguimlerin HPLC
ile iyi bir korelasyon icinde olduklar fakat degerlerin HPLC sonuglarina gore
daha dusik oldugu goézlenmistir. DUstik degerlerin farkh kalibrasyondan veya
HPLC yonteminde HbAlc ile birlikte stzulen maddelerin interferansindan

kaynaklanabilecegi belirtiimistir® °,

1. Kitle Spektrometrisi

Kitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden
yukla partikilleri; katle/yik (m/z) oranlarina goére, diger yuklu partikillerden ayirt
ederek analizleme esasina gore calismaktadirlar. Cihazda her iyonun goéreceli
bollugunun kutle/yliik orani fonksiyonuna gore grafik haline getirildigi bir kutle
spektrumu olusturularak sonuglar tayin edilir®.

HPLC/ESI/MS yo6ntemi HbAlc 6lciminde IFCC tarafindan referans metot
olarak kabul edilmektedir. Bu yontemle yapilan dlgimde 6nce hemolizat elde
edilir, sonrasinda hemoglobin molekult Endoproteinaz Glu-c enzimi ile kesilerek
heksapeptitler elde edilir. Hazirlanan érnekler HPLC/ESI/MS cihazina verilir. Bu

metotta HPLC kismi ile ayristirma, kutle spektrometrisi kismi ile de kutle/yuk
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oranlarina gore heksapeptitler tayin edilir. Glikozile hekzapeptidlerin toplam
hekzapeptidlere orani HbA1c degerini vermektedir®.

HbA1lc Olcimiinde interferans Nedenleri

HbAlc duzeyi normal yasam siresine sahip eritrositlerde daha
degerlidir. Eritrosit; yasam suresini kisaltan tim durumlarda 6lgiim metodundan
badimsiz olarak HbAlc dizeyi azalir. Hemolitik anemiler ya da son dénemde
ciddi kan kaybi geciren hastalarda genc eritrositlerin artmasina bagh olarak
HbAlc dizeyi yanlis olarak dusuk bulunur. Fe eksikligi anemisinde yagsh
eritrositlerin oraninin artmasina bagh olarak ytuksek HbAlc duzeyleri bulunabilir.
HbAlc dizeyi bu hastalarda da glisemi moniterizasyonunda kullanilabilir ancak
sonuclar referans araligina goére degil, hastanin o©nceki dizeyine gore
degerlendirilir®.

Bagka bir hata kaynagi, DM kaynakli bobrek yetmezlikli hastalarda
drenin Hb'ye baglanmasiyla olusan karbamillenmis Hb ya da fazla miktarda
asprin kullanan hastalarda olusan asetillenmis Hb’dir. Karbamillenmis Hb,
HbAlc'ye benzer bir izoelektrik noktaya sahiptir, bu nedenle yiike dayali dlgciim
yapan metodlari (katyon degistirici kromatografi, elektroforez ve izoelektrik
fokuslama gibi) daha yilksek oranda interfere eder. immiinoassay ve boranat
affinite  kromatografisinin karbamillenmis Hb’den ciddi olarak etkilenmedigi,
HPLC-MS ve HPLC-CE ile yapilan Olgumler uUzerinde higbir etkisi olmadigi
gosterilmistir>®,

Vitamin C ve E’nin Hb'nin glikozillenmesini engelleyerek yanlis dugsik
sonuglara neden oldugu dusunalur. Hipertrigliseridemi, hiperbilirubinemi, kronik
alkolizm, opiat kullaniminin bazi 6lcim metodlarini etkileyip yanhs yiksek
sonuclara neden oldugu bildirilmistir'® >*.

Orak hucre hastahgr (HbSS), homozigot HbC hastahgr (HbCC), HbSC
hastaligi, HbF ylkseklgi ve Beta talaseminin de dahil oldugu pek cok
hemoglobinopatide HbAlc 6lcim metodlar farkli oranlarda interfere olur. HbS,
ve HbC, HPLC gibi yuke bagli ayrim yapan olgum tekniklerinde yanlis dusuk
sonuglara neden olurken, HbF HPLC ile yanlis yiiksek sonuclara, immun assay
yontemlerde ise yanls dusuk sonuglara neden olabilmektedir. Bu tip hastalarda
varyant Hb’nin yaninda artmig transfiizyon gereksinimi, eritrosit yasam suresinin

etkilenmesi gibi etkenler de dlgimun degerini kisitlar. HbA1c dlgciiminin sorun
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tasidigr bu tur durumlarda ve diyabetik gebelerde daha sik takip yapilmasi
gerektiginden ortalama 2 hafta 6nceki glisemi dizeyini gosteren fruktozamin
olctimii gibi alternatif testlere gereksinim duyulur® .

Hiperlipidemi ve hiperbiliribinemi metoda spesifik olarak HbAlc
olcimunde interferansa neden olabilir. Bilurdbin; tam kan kullanilan érneklerde
Hb ile birlikte hizli go¢ etmesi nedeniyle yuk ayrimina gore olgum yapilan
yontemlerde ylksek HbA1 sonuglarina neden olabilmektedir. Hiperlipidemi ise

415 nm dalga boyunda yapilan okumalarda interferansa neden olabilirler*>>*.
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GEREC VE YONTEMLER

GCalisma Grubu ve Ornek Alimi: Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Endokrinoloji Poliklinigine bagvuru yapan DM tanisi almis
27 drnekten olusan DM grubu ve hiperglisemi ve sistemik bir hastaligi olmayan
27 saglkh birey, normal grup olarak ¢calismaya dahil edildi.

Calismada, gruplar belirlenirken kadin ve erkek ayrimi yapiimazken, 18
yas alti bireyler gcaligmaya dahil edilmedi.

DM grubunda; anemik, ve varyant Hb’si olan bireyler ¢alismaya dabhil
edilmedi.

Normal grupta; sistemik hastaligi, anemik, Gremik ve varyant Hb’si olan
bireyler galismaya dahil edilmedi.

Calisma Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulun 20.09.2012
tarihli ve 2012/308 sayili kararinca onaylandi ve ¢alismaya katilan tim bireyler
calisma hakkinda bilgilendirilerek yazili onamlari alindi.

Calismaya katilan hasta ve kontrol gruplarina ait yas, boy, kilo, sigara ve
alkol kullanimi, ek bir kronik hastalik varligi, aile éykusu ve ilag kullanimi ile ilgili
bilgiler kaydedildi.

Tum gruplara ait bireylerin vendz kanlari EDTA’lI taplere alindi. Alinan
kan oérnekleri LC/MS, HPLC ve immin assay yontemlerinin érnek hazirlama
prosedurlerine gére ayrilarak hazirlandi. Hazirlanan érnekler ¢alisma gunine

kadar uygun sicaklikta saklandi.

immiin Assay Metod ile HbA1c’nin Galigiimasi

Tam gruplara ait bireylerin ven6z kanlari EDTA’II tuplere alinip érnekler
glnlik olarak Roche Cobas integra 800 analizériinde Tina-quant HbAlc Gen.2
kiti (Kat. N0.04528123 190 Sistem-No 07 6850 2) ile gahgsildi. Antikoagile
edilmig tam kan Ornegi Cobas Integra hemoliz edici reaktifi ile otomatik olarak
hemolize edilir. Bu yontemde, I6kositlerin pargalanmasi sonucu neden
olabilecegi interferansi ortadan kaldirmak igin hemoliz reaktifi icinde l6kositleri
parcalanmasini engelleyen deterjan olarak Tetradesiltrimetilamonyum bromur
(TTAB) kullanilir. Kararsiz HbA1c’nin uzaklastirilmasi i¢in numunede 6n islem

gerekli degildir.
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B-zinciri N-terminal kisminda glikolize olan ve HbA1c'ninkine Ozdes
antikor taniyabilir bolgeleri olan tim hemoglobin varyantlari bu test
calismasinda tayin edilir. Sonu¢ olarak, uUremi veya daha siklikla
hemoglobinopati (HbAS, HbAC, HbAE) gorilen diyabet hastalarinin metabolik
durumu bu testle tayin edilebilir. HbAlc tayini, hemolize tam kan igin
turbidimetrik inhibisyon immunolojik teste (TINIA) dayanmaktadir.

HPLC ile HbAlc’'nin Calisiimasi
Tam gruplara ait bireylerin vendz kanlari EDTA’lI tuplere alinip 6rnekler
calisma giiniine kadar -20 °C saklandi. Ornekler caligma giiniinde oda Isisina
getirilerek kullanildi. Calismada; Biorad D10 (Bio-Rad laboratories. Inc.
Hercules. United States) HPLC cihazi, D-10™ Dual program HbA2/HbF/HbAlc
kalibrator seti (referans numarasi: 220 -0201) ve seviyesi % 10,3 olan yuksek
kontrol ile seviyesi % 5,4 olan duguk kontrol seviyeleri kullanildi. Calismamizda
yuksek kontrol seviyesi ve duslk kontrol seviyeleri firma tarafindan kabul edilen
araliklardaydi.
Biorad D10 HPLC cihazi; bir iyon degisim kromotografisidir. HbA1c;
kolonda siiziilerek 415 nm’'de absorbansi élguliir. ilkin érnek bir kromotogram

olusturulur, sonrasinda HbA1c piki GAUSS logaritmasi kullanilarak o6lctimi

yapllir.

LC/ESI/MS Metodu ile HbAlc'nin Galhigiimasi:
Kullanilan Ornekler

HbAlc duzeyi 6lcim yonteminin LC/ESI/MS/MS yodntemi ile galisiimasi
icin Etilendiamintetraasetik asitli (EDTA) tlp icerisine alinmig tam kan érnekleri

kullanildi.
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a. Cihaz ve Kimyasal Maddeler

Cihazlar ve Ekipmanlar

LC/MS Cihazi (MS kismi 6460 Triple Quadropole Agillent, LC kismi
Agillent 1200 Series cihazi )

ZORBAX SB-CN (2,1*150 mm, 5 um) analitik kolon (AGILLENT)
Santrifj (Nive NF 800, Nive Sanayi ve Ticaret AS, Ankara, Turkiye)
Derin dondurucu (-80 °C, Lab -85 °C, Elcold)

Derin dondurucu (-20 °C, Ugur Sogutma Makinalari San. Ve Tic. A.S.)
Pipet ucu

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

Pastor pipeti

Cam tupler

Ependorf tlpi

pH-metre

Hassas terazi

Vorteks

Saf su cihazi

Kimyasal Maddeler

Asetik Asit (HPLC grade) (Sigma-Aldrich, ABD)

Asetonitril (HPLC grade) (Sigma-Aldrich, ABD)

Amonyum Bikarbonat (Sigma-Aldrich, ABD)

Amonyum Asetat (Sigma-Aldrich, ABD)

Potasyum Siyanir (KCN) (Sigma-Aldrich, ABD)
Beta-Morfolino-Ethan Sulfonik Asit (MES) (Sigma-Aldrich, ABD)
Endoproteinaz Glu-C (Roche, Almanya)

Etilendiamintetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma-Aldrich, ABD)
Ortofosforik Asit (Sigma-Aldrich, ABD)

Trifluoroasetik Asit (TFA) (Sigma-Aldrich, ABD)

Sodyum Klorid (NACI) (Sigma-Aldrich, ABD)

Sodyum Hidroksit (NAOH) (Sigma-Aldrich, ABD)

HPLC Grade Deiyonize Su
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b. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Mobil fazlarin Hazirlanmasi

Mobil Faz A (0.25 mL/L TFA — HPLC grade su) 250 pL TFA Uzerine HPLC
grade deiyonize su eklenerek son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Mobil Faz B (0.23 mL/L TFA — Asetonitril) 230 yL TFA Gzerine HPLC grade
asetonitril eklenerek son hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Tampon Cozeltiler
inkiibasyon Solusyonu (Salin 0.15 mol/L) 8.776 g NaCl tartilarak 1000 mL
HPLC grade deiyonize su igerisinde ¢ozulda.

Sindirim Tamponu (50 mmol/L) 3.854 g amonyum asetat tartilarak 1000 mL
HPLC grade deiyonize su igerisinde ¢ozuldu. Asetik asit kullanilarak pH’si 4.3’e

ayarlandi.

Saklama Tamponu

MES (50 mmol/L) : 9.760 g

KCN (10 mmol/L) : 0.651 g

EDTA (1 mmol/L) : 0.372 g, tartilarak HPLC grade deiyonize su ile 1000 mL’ye

tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti 1 N NaOH kullanilarak pH’si 6.2’ye ayarlandi.

Endoproteinaz Glu-C
50 ug liyofilize endoproteinaz Glu-C enzimi tzerine 250 uL HPLC grade

deiyonize su eklenerek 250 uL olacak sekilde hazirlandi.

c. Orneklerin Hazirlanmasi
LC/ESI/MS Yéntemi igin 6rnek Hazirlik Galismalari
Calismamiza ilk olarak ACE CN kolon (2.1 x 20 mm, 5 um) ile Tablo

9'daki gradiyent®” kullanarak denemelere baslandi.
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Tablo 9: ACE CN kolon ile yaptigimiz modifiye 6rnek hazirhk galismalarinda

kullanilan mobil faz akim gradiyenti

Zaman (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0,1 Formik Asit/Distile Su | 0,1 Formik Asit/Asetonitril

0 100 0

1 0 0

15 95 5

2 95 5

2,01 0 100

3 0 100

3,01 100 0

8 stop Stop

IFCC’nin tarafindan onerilen, 30 ul saklama tamponu-hemolizat, 50 pl

Endoproteinaz Glu-C enzimi ve 420 ul sindirim tamponu eklenerek hazirlanan

prosedir denendi. Bu denemeler sonucunda istenilen kitle kromotogramlari

elde edilemedi. Takiben saklama tamponu-hemolizat oranlarini degistirilip,

enzim miktarlari artirilarak hazirlanan degisik orneklerle calismalar tekrarlandi

(Sekil 6, 7, 8).
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40 2 [FESITICSIM Frag=100.0V 1006 N23 5 429

Do D¢ b6 be 7 N2 N4 s s 2 %2 24 6 28 5 B2 B4 36 %8 ¢ 42 44 46 s 5 5o 54 56 58 6 6o 64 b6 bs 7 92 94 95 U8 B
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Sekil 6: 5 uL saklama tamponu-hemolizat, 30 ul Endoproteinaz Glu-C enzimi ve

215 pl sindirim tamponu ile hazirlanan 6rnegin kutle kromotogrami (SIM modu
348,3 ve 429,3 m/z)

ESITIC SIM Frag=100.0V D26 _(35) 429

BD2 ba Te bs be b7 De he ™ o T2 U3 e s e 17 Us N9 2 2 22 23 24 25 26 27 28 29 5 Ar 52 33 34 35 36 47 38 39 4 &1 42 U3 44 45 45 &7 4 49 5 51 52 53 by |

Counts (%) vs. Acaquisiton Time (min)

Sekil 7: 5 uL saklama tamponu-hemolizat, 35 ul Endoproteinaz Glu-C enzimi ve

210 pl sindirim tamponu ile hazirlanan érnedin kitle kromotogrami (SIM modu
429,3 m/z)

38



02 ESITIC SIM Frag=100.0V 1006_N23 4 429 2

B0 1203 00 s 05 b7 Bs Dot Tz e fa s he r Te e 2 hron2 b3 24 05 26 27 28 28 % 3 32 33 34 35 36 3 38 09 4 b 12 43 &4 45 4p 47 48 49 5 51 52 b 54

Counts (') vs. Aguiston Time (min)

Sekil 8: 4 uL saklama tamponu-hemolizat, 30 ul Endoproteinaz Glu-C enzimi ve
216 pl sindirim tamponu ile hazirlanan 6rnegin kutle kromotogrami ( SIM modu
348,3 ve 429,3 m/z)

ACE kolon ile yaptigimiz c¢alismalar sonrasinda 348,3 ve 429,3 m/z
oranlari i¢cin net kuatle kromotogramlari elde edilemediginden takip eden
denemelere, IFCC tarafindan kullanilan ZORBAX SB-CN (2,1*150 mm, 5 um)
analitik kolon ile devam edildi. IFCC’nin tarafindan oOnerilen, 30 ul saklama
tamponu-hemolizat, 50 pl Endoproteinaz Glu-C enzimi ve 420 ul sindirim
tamponu eklenerek hazirlanan prosediir denendi'®>. Ardindan tim hacimler
yariya dusurtlerek (15 ul saklama tamponu-hemolizat, 25 ul Endoproteinaz
Glu-C enzimi ve 210 pl sindirim tamponu) ¢alisma tekrarlandi. Elde edilen kitle

kromogrami Sekil 9'daki gibidir.
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Sekil 9: 15 uL saklama tamponu-hemolizat, 25 ul Endoproteinaz Glu-C enzimi
ve 210 ul sindirim tamponu ile hazirlanan 6rnegin katle kromotogrami (SIM
modu 348,3 ve 429,3 m/z)

Sonrasinda yapilan denemelerde en net piklerin elde edildigi 4 ul
saklama tamponu-hemolizat, 30 ul Endoproteinaz Glu-C enzimi ve 216 pl
sindirim tamponu ile hazirlanan 6rnekler icin IFCC’nin belirledigi gradiyent ve
ZORBAX SB-CN analitik kolon kullanilarak ¢alismaya devam edildi.

Calismamizda Kullanilan Ornek Hazilama Prosediirii

EDTA’ll tupe alinan tam kan orneklerinden 1 ml alinarak cam tap
icerisine aktarildi. Tam kan 3000 g'de 10 dakika santrifuj edilerek Iokositlerin ve
trombositlerin bulundugu “Buffy Coat” adi verilen Ustte kalan supernatant
ayrildi. Eritrosit pelleti Gzerine 10 mL salin solisyonu eklenerek alt tst edildi ve
3000 g'de 10 dakika santrifij edildi. Sipernatan kisim atilarak eritrosit pelleti
ayni sekilde tekrar yikandi. Bu islemden sonra elde edilen pellet tizerine 10 mL
salin soliisyonu eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda ornekler 3000 g’de 10 dakika santriflij edilerek stpernatan kisim
uzaklastirildi. Kalan eritrosit pelleti Uzerine 1 ml su eklenerek 5 dakika

vortekslendi ve eritrositler hemoliz edildi.
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Hemolizat saklama tamponu ile 30 pL ¢ozelti icinde 1 mg Hb orani
olacak sekilde hazirlandi ve 3000 g’de 20 dakika santrifij edildi.

Hb diizeyleri; SIEMENS XT 2000i cihazinda, SLS-Hemoglobin metodu ile
fotometrik olarak olc¢uldi.

HbA1c olgima igin Ustteki plazma kismi kullanildi. Santrifij edilerek
hicre debrisi uzaklastirilan 6rneklerden iki seri hazirlandi. 2. seri 6rnekler tedbir
amach saklanmak Uzere hazirlandi. Saklama tamponu ile birlikte hazirlanan
ornekler -20°C’de saklandi. Hazirlanan bu 6érneklerden 4 uL alinip, tzerine 30
ML endoproteinaz Glu-C eklenerek, sindirim tamponu ile 250 pyL’'ye tamamlandi.
Hazirlanan ornekler 37°C’de 18 saat inkube edildikten sonra -80°C’de

dondurularak saklandi.

d. Endoproteinaz Glu-C enziminin ¢aligma prensibi

Endoproteinaz Glu-C; Hb molekilini beta zincirinin amino terminal
ucundan 6 amino asitlik bir peptidin (hekzapeptid) ayrilmasina neden olmaktadir
(Sekil 10). Bunun sonucunda hekzapeptitler olusmaktadir. Glikozile
hekzapeptidlerin, toplam hekzapeptidlere orani bize HbA1c degerini

vermektedir.

Glu-C
HbAo-peptide l

DOLLLYW OV® . . ..

HbA1c-peptide l

@OV OO . .

Sekil 10: Hb Molekulinde Endoproteinaz Glu-C Enziminin Proteolitik Bolgesi
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e. LC-MS Cihazinin Kosullarinin Hazirlanmasi

Sivi Kromatografisi Kosullari

Analitik kolon : ZORBAX SB-CN (2,1*150 mm, 5 pm)
Kolon isisi : 50°C (+/-0,8)

Mobil faz A : 0.25 ml/L TFA - HPLC grade su
Mobil faz B : 0.23 ml/L TFA - Asetonitril

Akim hizi : 0,3 ml/dakika

Enjeksiyon hacmi 10 pL

Mobil faz akim gradienti : (Tablo 10) ( IFCC tarafindan 6nerilen prosedir

kullanildi®®)

Tablo 10: Mobil Faz Akim Gradiyenti

Zaman (dk) Mobil faz A (%) Mobil faz B (%)
0 100 0

3 100 0

9 95 5

13,5 95 5

13,6 0 100

17 0 100

17,1 100 0

23 100 Stop

Kutle Spektrometresi Kosullari

iyonizasyon modu . ESI

iyon tarama modu : SIM modu ( 348,3 (HbAO) ve 429,3 m/z (HbAlc
oranindaki iyonlar SIM modunda birlikte taranmistir.)

Polarizasyon . Pozitif polarizasyon

Gaz isisi (°C) : 200 °C

Gaz akis hiz1 ( I/dakika ) : 10

Analiz suresi : 23 dakika

Fragmantasyon voltaji : 135
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f. Kalibrasyon ve Hesaplama

HPLC cihazi ile HbAlc dizeyi % 10 olarak olgulmis bir tam kan
orneginden dilisyonla % 4, 6, 8 ve 10 HbA1c konsantrasyonlarinda ornekler
hazirlandi. LC/ESI/MS cihazinin kosullari sadlandiktan sonra oda sicakligina
getirilen o6rnekler uygulanmadan 6nce vortekslenip sisteme verildi. Bekletilen
ornekler vortekslenmeden verildiginde, ¢gokmeden kaynakli olarak sonuglarda
hatalar meydana gelmektedir. HbAlc'yi temsil eden peptidlerin kutle/yik
degerleri konsantrasyona karsi grafige gecirildi. Bundan sonraki &érneklerin
HbAlc icerikleri standart olarak hesaplandi. Olusturulan egri 6rneklerin %
HbAlc duzeylerinin hesaplanmasinda kullanildi.

Standart grafik olusturulmasinda ilk asama; 429,3 kutle/yuk degerinde
sinyal veren glike hekzapeptidin sinyal degeri ve 348,3 kutle/yuk degerinde
sinyal veren glike olmayan hekzapeptidin sinyal degeri hesaplandi. Sonrasinda
429,3 kutle/lyuk sinyal degeri, 348,3 ve 429,3 kuitle/yuk sinyal degerleri
toplamina baélinur ve bu grafigimizdeki X eksenini olusturur. Grafikteki Y ekseni
HPLC ile digiilen % HbA1c degerlerini olusturur3(Sekil 11).

12
y = 109,26x + 2,8071
10 4 R? = 0,9839
o 8 V'S /
2 ¢ Seril
2 6 Dogrusal (Seri 1)
X ——Dogrusal (Seri 1)
4 §
2
0 ' ; ;
0 0,02 0,04 0,06 0,08
sinyal deger orani

Sekil 11: LC/ESI/MS Yéntemi icin % HbA1lc Kalibrasyon Egrisi
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istatistiksel Degerlendirme

immiin assay ve HPLC yoéntemleriyle saglikli ve diyabetik gruplarda
yapilan % HbA1c dlgimleri normal dagilima sahip iken, LC/ESI/MS ile yapilan
Olcimler normal olmayan dagilima sahipti. Normal dagilima uygunluk kontrolleri
Shapiro Wilks testi ile bakildi. Normal dagilima sahip parametreler igin
tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma degerleri verilirken,
normal dagihma sahip olmayan parametre igin medyan ve quartil degerleri
verilmistir. Normal dagilan parametrelerde iki grup ortalamasi arasindaki farkhlik
kontrolune student t testi ile bakilirken, normal dagilmayan parametre i¢cin Mann
Whitnet U testi ile bakildi. Gruplar arasindaki farklihgi gorsel olarak sunmak igin
normal dagilan parametreler igin Error Bar grafigi, normal dagiimayan
parametre icin BoxPlot grafigi cizildi. iki ydntem arasindaki uyumun gérsel
gosterimi icin Bland Altman grafikleri gizildi.

Ayrica (i¢ yéntemin her iki grupta da uyumuna Sinif igi Korelasyon
katsayisi analizi ile bakildi. istatistik degeri olarak katsayr degeri ve giiven
aralhi@ verildi. istatistik analizlerde SPSS 11.5 ve MedCalc®v.10.3 paket
programlari kullanildi.
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BULGULAR

Calismamiza denek olarak 18 yas Ustl, 27 saglhkh birey ve 27 diyabetik
hasta dahil edilmigtir. Saglikh grupta; varyant Hb, anemi, hiperglisemi, kronik
hastaliklar, C vitamini ve aspirin kullanimi gibi c¢alismamizda karsilastima
yaptigimiz immun assay, HPLC ve LC/ESI/MS yontemleriyle interferansa neden
olacak durumlar ekarte edilmigtir. Diyabetik grupta; varyant Hb, anemi ve C
vitamini kullanimi gibi ¢alismamizda kargilastima yaptigimiz immin assay,
HPLC ve LC/ESI/MS yontemleriyle interferansa neden olacak durumlar ekarte

edilmistir.

immiin assay yéntemi icin tekrarlanabilirlik

Roche Cobas integra 800 analizériinde preci kontrol norm (lot
numarasi; 658875, % HbA1c degeri 6,04) ve preci kontrol path (lot numarasi;
658876, % HbA1c degeri 10) olan kontrolleri gin i¢i tekrarlanabilirlik icin10 defa
ve gunler arasi tekrarlanabilirlik igin 10 gun ardi ardina ¢alisiimis ve ortalama,

SD ve CV degerleri hesaplanmistir (Tablo 11 ve 12).

Tablo 11: % HbAlc hedef degeri 6,04 olan, Roche Cobas integra 800

cihazinda kullanilan dusuk kontol ile tekrarlanabilirlik calismasi

Giin igi Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Olgiim No % HbAlc % CV % HbAlc % CV
1 6,14 6,14

2 5,96 6,48

3 6,43 6,33

4 6 3,93 5,79 4,22
5 5,76 5,95

6 6,38 5,73

7 6,22 6,24

8 6,45 5,82

9 5,91 6,38

10 5,83 5,92

Ort + SD 6,108+ 0,2406 6,078+ 0,2565
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Tablo 12: % HbAlc hedef degeri 10 olan, Roche Cobas integra 800 cihazinda

kullanilan yuksek kontol ile tekrarlanabilirlik galismasi

Giin igi Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Olgciim No % HbAlc % CV % HbAlc % CV
1 10,32 10,32

2 10,54 10,58

3 10,31 10,49

4 9,78 3,34 10,36 3,82
5 10,45 9,62

6 9,68 9,68

7 9,64 10,56

8 10,37 10,6

9 9,72 9,83

10 10,36 9,73

Ort + SD 10,107+ 0,3378 10,177+0,3895

HPLC Yéntemi igin Tekrarlanabilirlik
Biorad D10 HPLC cihazinda hedef degerleri % 5,4 ve %10,3 olan

kontroller ile gun igi tekrarlanabilirlik icin10 defa ve glnler arasi tekrarlanabilirlik

icin 10 gln ardi

hesaplanmigtir (Tablo 13 ve 14).

ardina calisilmis ve ortalama, SD ve CV degerleri

Tablo 13: % HbAlc hedef degeri 5,3 olan, Biorad D10 HPLC cihazinda

cihazinda kullanilan dusuk kontol ile tekrarlanabilirlik calismasi

Giin igi Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Olgiim No % HbAlc % CV % HbAlc % CV
1 5,5 5,5
2 51 5,2
3 5,2 5,3
4 5 3,87 51 4,4
5 4,9 5
6 4,8 5
7 4,9 4,9
8 51 4,7
9 5,2 4,8
10 4,9 5,1
Ort + SD 5,05+ 0,2061 5,01+ 0,2624
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Tablo 14: % HbAlc hedef degeri 10,3 olan, Biorad D10 HPLC cihazinda
cihazinda kullanilan ylksek kontol ile tekrarlanabilirlik calismasi

Giin igi Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik
Olgciim No % HbAlc % CV % HbAlc % CV
1 10,5 10,5
2 10,4 10,7
3 10,3 10,4
4 10,3 3,47 10,2 3,9
5 9,7 9,8
6 10,1 9,9
7 9,8 9,5
8 9,6 9,7
9 9,7 9,6
10 9,9 9,8
Ort + SD 10,06+ 0,349 10,01+ 0,337

Galismamiz ile IFCC’nin Ornek Hazirlama Farklilig

Calismamizda referans yontem olarak (IFCC tarafindan HPLC/CE ile
birlikte) kabul edilen LC/ESI/MS yontemi IFCC’nin belirledigi prosedire gore
hazirlanmistir. Ornek hazirlama prosedurinde saklama tamponu- hemolizat
(Saklama tamponu hemolizat orani ayni (1mgHb/30 pL saklama tamponu)),
endoproteinaz Glu-C enzimi ve sindirim tamponu ekleme oranlarinda farkllik
vardir (Tablo 15).

Tablo 15: IFCC ve Calismamizdaki Ornek Hazirlama Farkhhg:

SaklamaTamponu | Endoproteinaz Glu- Sindirim

- Hemolizat C Enzimi Tamponu
IFCC 30 uL 50 pL 420 uL
Calismamiz 4 uL 30 L 216 pL

LC/ESI/MS Yéntemi igin Tekrarlanabilirlik

Calismamizda LC/ESI/MS ydéntemi igin; gun ici ve glnler arasi
tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapildi. Ayni érnekten gun ici ardisik 10 tekrar ve
ardigstk 10 gunde, gunde 1 defa olmak Uzere tekrarlanabilirlik ¢alismasi
yapilmigtir. Gunler arasi tekrarlanabilirlik i¢cin hazirlanan 6rnek 10 porsiyona
ayrilip, -80 °C’ de saklandi. LC/ESI/MS ydntemiyle 5,1 olarak 6lctlen % HbAlc
degerinin tekrarlanabilirlik calismasinda; gun ici tekrarlanabilirlik icin % CV 2,33
(ortalama+SD= 5,09+ 0,1187), gunler arasi tekrarlanabilirlik igin %CV 3,12
(ortalamaxSD= 4,998+ 0,156) olarak bulunmustur(Tablo 16).
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Tablo 16: LC/ESI/MS yontemiyle 5,1 olarak olcilen % HbAlc degerinin

tekrarlanabilirlik calismasi

Giin Igi Tekrarlanabilirlik

Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Olciim No % HbA1Lc % CV % HbA1LC % CV
1 5,1 51

2 5,16 5,24

3 5,06 5,18

4 4,9 2,07 5,02 2,3
5 4,86 4,96

6 5,2 4,84

7 5,1 4,9

8 5,16 4,98

9 5,12 4,98

10 5,1 5,04

Ort + SD 5,09+ 0,1187 4,998+ 0,156

LC/ESI/MS yontemiyle 8,1 olarak olgcilen % HbA1c degerinin

tekrarlanabilirlik c¢alismasinda; gun

i

tekrarlanabilirlik igin

Cv 261

(ortalama+SD= 8,08+ 0,2115), gunler arasi tekrarlanabilirlik igin %CV 3,04
(ortalamaxSD= 8,058+ 0,2456) olarak bulunmustur(Tablo 17).

Tablo 17: LC/ESI/MS yodntemiyle 8,1 olarak olcilen % HbAlc degerinin
tekrarlanabilirlik galismasi

Giin igi Tekrarlanabilirlik

Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

(")I(;Um No % HbAlc % CV % HbAlc % CV
1 8,1 8,1

2 8,24 8,3

3 8,02 8,24

4 8,28 1,74 8,18 1.9
5 8,14 8,12

6 8,1 8,06

7 8,2 8,22

8 7,98 7,9

9 7,9 7,84

10 7,82 7,88

Ort £ SD 8,082+ 0,2115 8,058+ 0,2456
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LC/ESI/MS yontemi ile c¢ahgilan saglikli grup 10 no’lu 6rnegin kutle
kromotogrami ve elde edilen sinyal grafigi Sekil 12’ de gosterilmigtir.

ESI SIM429.3) SIM Frag=135.0V N10T.4

5 5 % b7 5% T ) s s N s % s s s "5

Counts (%) vs. Acquistion Time (min)

S| SIE2 (9474 min)Frag=1 350V NfOT

it

N 4ESIGIA (10503 min Frag="33.0V N1OT 8

1

1
0

Couns vs.Mass-t-Charge (mz)

Sekil 12: Saglikh grup 10 no’lu érnegin kutle kromotogrami ve elde edilen sinyal

deger grafigi
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LC/ESI/MS yontemi ile galisilan Diyabetik grup 13 no’lu drnegin kutle
kromotogrami ve elde edilen sinyal grafigi Sekil 13'de gdsterilmistir.

L ESISIN{429.3) SN Frag=1350 D137

woF % b B o7 % ob koY b o s o s oo sowm Wsoowo s ® B B w5 W

Courts %) vs. Acqistion Time (min)

P e e

o 0 ESISMET10409mFeg 5.0V 15T

1

1

1
U

W w % W % W % m Wm W % ® m W0 b m s @w B m s W W

Couns vs.Mass-t-Charge (mz)

Sekil 13: Diyabetik grup 13 no’lu 6rnegin kutle kromotogrami ve elde edilen
sinyal grafigi
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LC/ESI/MS yontemi ile cahgilan saghkli grup 5 no’lu o6rnegin kutle
kromotogrami ve elde edilen sinyal grafigi Sekil 14’ de gosterilmistir.

! SIS SI Frag= 1350 NBTd
itk
T T T T T [ I T T T T T T | T T T T T T T T T T T
LU B8 [ nod 8 %o oo 1 woono WM un B 185

Count (%) v Aoguison Time (i)
10 8 [FESISI2(6246min) Frag=135.0V N6T 4
483
10 2 *ESISIET (10375 min)Frag=135.0VN6T.d
1293

W W W m W W s 0 ) W W ) W W s W B W W
Countsvs. Mass-to-Charge (m'z)

Sekil 14: Saglikh grup 5 no’lu érnegin kitle kromotogrami ve elde edilen sinyal

deger grafigi
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LC/ESI/MS yontemi ile galigilan Diyabetik grup 16 no’lu 6rnegin kutle

kromotogrami ve elde edilen sinyal grafigi Sekil 15’ de gdsterilmigtir.

!

E61 SM429.) SM Frege135.0V DI6T 4

PN
T T T T T A T T A T T T T T ™
Counts ") vs. Acquistion Tme (min)
W R e
3
0 2 SN (0320 0D
3
oW 0w oW W W ® mw W ® om ® m s om wom B m W

Counts vs. Mass-to-Charge (mz)

Sekil 15: Diyabetik grup 16 no’lu érnegin kutle kromotogrami ve elde edilen
sinyal grafigi
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immiin assay, HPLC, LC/ESI/MS ile galisilan 27°ser érnekten olusan

saglkh ve Diyabetik gruplarda elde edilen % HbA1c degerleri, sirasiyla Tablo

18 ve 19’da verilmistir.

Tablo 18: Saglikl grupta immiin assay, HPLC, LC/ESI/MS ile elde edilen %

Hbalc degerleri

Saglkli Grup iIMMUN ASSAY HPLC LC/ESI/MS
1. 4,89 4,9 4,95
2. 5,2 51 5,41
3. 5,62 57 5,49
4. 5,57 5,6 5,46
5. 5,48 53 5,33
6. 4,91 4.8 5,08
7. 5,72 5,4 5,74
8. 4,98 4.8 4,95
9. 5,62 5,5 5,53
10. 5,06 49 5,15
11. 5,68 5,5 5,54
12. 49 4,8 5,15
13. 5,94 5,6 5,72
14. 5,48 53 5,29
15. 5,31 5 5,64
16. 5,63 5,4 5,69
17. 5,46 51 5,21
18. 5,18 5 5,36
19. 5,13 5 5,31
20. 4,99 51 5,36
21. 5,02 4,9 5,01
22. 452 4,2 4,29
23. 4,21 4 4,15
24. 5,3 5,3 5,36
25. 5,2 5 5,25
26. 5,05 4,9 4,95
27. 5,01 4,7 4,66
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Tablo 19: Diyabetik grupta immiin assay, HPLC, LC/ESI/MS ile elde edilen %

Hba1c degerleri

Diyabetik Grup iIMMUN ASSAY HPLC LC/ESI/MS
1 7,29 7,1 7,26
2 10,69 9,6 9,14
3 10,9 10,5 10,35
4 6,9 6,7 6,59
5 8,36 8,7 8,84
6 10,45 10 10,24
7 8,4 8,3 8,75
8 8,95 8,1 8,67
9 8,27 8 8,59
10 8,03 7,5 7
11 8,14 7,6 6,92
12 7,57 7,4 6,87
13 7,25 6,9 6,6
14 7,58 7 6,54
15 9,23 8,8 8,48
16 8,98 8,1 7,35
17 9,51 8,3 7,57
18 9,95 9,3 8,63
19 7,39 7,2 7,09
20 6,8 6,7 6,59
21 7,1 6,9 6,78
22 8,38 8 7,09
23 8,88 8,4 7,54
24 7,53 7,6 7,05
25 6,87 6,5 6,77
26 10,17 9,1 9,11
27 6,9 6,7 6,72
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istatistiksel Analiz Sonuglari

immiin assay yéntemiyle 6lgilen % HbA1c degerlerinin normal
dagihma sahip oldugu belirlendi. Tanimlayici istatistiki parametre olarak
ortalama ve standart sapma degerleri kullanildi (Tablo 20). iki grup ortalamasi
arasindaki farklhilik kontrolune student t testi ile bakilirken, gruplar arasindaki
farklihgi gorsel olarak sunmak icin parametrelere ait Error Bar grafigi kullanildi
(Sekil 16).

Tablo 20: immun assay ve HPLC ydntemleriyle % HbAlc élciimleri gruplarin

degerleri
Saghkh Diyabetik p
(Ort+xS.sapma) (OrttS.sapma)
immiin assay 5.22+0.39 8.38+1.26 <0.001
HPLC 5.07+0.40 7.96+1.08 <0.001
10
o
% 8 I Sekil 16: immiin assay yontemiyle
% Olciulen % HbAlc degerlerinin
% ’ saglkh ve diyabetik gruplarda Error
5 ° Bar grafigi
o) _0
s

N= 2’7 2'7
SAGLIKLI DIYABETIK

HPLC yontemiyle olgctlen % HbA1c degerlerinin normal dagilima sahip
oldugu belirlendi. Tanimlayici istatistiki parametre olarak ortalama ve standart
sapma degerleri kullanildi (Tablo 20). iki grup ortalamasi arasindaki farkllik
kontrolline student t testi ile bakilirken, gruplar arasindaki farklihgi gorsel olarak

sunmak icin parametrelere ait Error Bar grafigi kullanildi (Sekil 17).
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95% CI HPLC

5- b

N= 2'7 2'7
SAGLIKLI DIYABETIK

Sekil 17: HPLC ydntemiyle 6lctlen
% HbAlc degerlerinin saghkh ve
diyabetik gruplarda Error Bar grafigi

LC/ESI/MS yontemiyle odlgulen % HbA1c degerlerinin normal dagilima

sahip oldugu belirlendi. Tanimlayici istatistiki parametre olarak medyan ve

quartil degerleri kullanildi (Tablo 21). iki grup ortalamasi arasindaki farkhlik

kontroline Mann Whitnet U testi testi ile bakilirken, gruplar arasindaki farklligi

gorsel olarak sunmak icin BoxPlot grafigi kullanildi (Sekil 18).

Tablo 21: LC/ESI/MS yodntemiyle % HbAlc Olgumleri yapilan saghkh ve

diyabetik gruplarin Medyan, Quartil ve p Degerleri

Saghkh Grup Medyan | Diyabetik Grup Medyan P
[Q1-Q2] [Q1-Q2]
LC/ESI/MS 5.31[5,01 -5,49] 7.26 [6,78 -8,67] <0.001

11

10

LC/ESI/MS/IMS
~

| —

N= 27 2
SAGLIKLI DIYABETIK

Sekil 18: LC/ESI/IMS yontemiyle
Olcilen % HbAlc degerlerinin
saghkh  ve diyabetik gruplarin
Boxplot grafigi
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Kullanilan G¢ yontemin birbirleri ile uyumlu olup olmadiginin kontrolG sinif
ici korelasyon katsayisi ile bakildi. Saglikli grupta 0,9110 sinif i¢i korelasyon
katsayisi ile yuksek uyum bulunurken, % 95 guven aralidi icin deg@erlerin
[0.8398-0.9551] oldugu belirlendi. Diyabetik grupta 0.9106 sinif i¢i korelasyon
katsayisi ile yuksek uyum bulunurken, % 95 gluven araligi i¢in [0.8392-
0.9549]'lik degerler bulundu (Tablo 22).

Tablo 22: Yéntemlerin birlikte uyum kat sayilari ve given araligi

Uyum katsayisi % 95 Guven Arahigi
Saglikh Grup 0.9110 [0,8398 -0,9551]
Diyabetik Grup 0.9106 [0,8392 -0,9549]

HPLC yonteminin LC/ESI/MS yontemine gore uyumuna bakildiginda
saghkh (0,8972 [0,7875 -0,9518]) ve Diyabetik (0,9243 [0,8411 -0,9648]) gruplar

icin guclt bir uyumunun oldugu belirlenmigtir (Tablo 23).

Tablo 23: HPLC Yontemiyle LC/ESI/MS Ydntemlerinin Birbirleriyle Uyum Kat

Sayilari ve Glven Araligi

Uyum katsayisi % 95 Guven Araligi
Saghkh Grup 0.8972 [0.7875 -0,9518]
Diyabetik Grup 0.9243 [0.8411 -0,9648]

HPLC yontemiyle LC/ESI/MS yoénteminin, saglikli ve diyabetik gruplarda
olusturulan Bland Altman grafikleri Sekil 19 ve 20’deki gibidir.
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Sekil 19: Saglhkh grupta HPLC ve LC/ESI/MS yontemlerinin Bland Altman
grafigi

At Tt T

1,5
+1.96 SD
1,0 ° 1,07
o
(&) e °° ©
= o
& o5 o Co o
h o o
L Mean
> o o o o 0,22
w 0,0 |- o o
3 o o
o o
o
0.51- -0 -1.96 SD
-0,63
-1.0 A ] A ] A ] A ] A ]
6 7 8 9 10 11

AVERAGE of LC/ESI/MS and HPLC for Diyabetic

Sekil 20: Diyabetik grupta HPLC ve LC/ESI/MS yontemlerinin Bland Altman
grafigi
immin assay ydnteminin LC/ESI/MS ydntemine gére uyumuna

bakildiginda saglkli (0,8875 [0,7687- 0,9471]) ve Diyabetik (0.8588 [0,7143 -
0,9331]) gruplar i¢in guglu bir uyumunun oldugu belirlenmistir (Tablo 24).

Tablo 24: immiin assay yontemiyle LC/ESI/MS yoéntemlerinin birbirleriyle uyum

kat sayilari ve guven araligi

Uyum katsayisi % 95 Guven Araligi
Saghkh grup 0,8875 [0,7687 -0,9471]
Diyabetik grup 0,8588 [0,7143 -0,9331]

immin assay yéntemiyle LC/ESI/MS ydnteminin, saglikli ve diyabetik
gruplarda olugturulan Bland Altman grafikleri Sekil 21 ve Sekil 22'deki gibidir.
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Sekil 21: Saglikli grupta immiin assay ve LC/ESI/MS yoéntemlerinin Bland
Altman grafigi
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Sekil 22: Diyabetik grupta immiin assay ve LC/ESI/MS yéntemlerinin Bland
Altman grafigi

immiin assay yénteminin HPLC yéntemine gére uyumuna bakildiginda

saghkh (0,9480 [0,8894 - 0,9760]) ve Diyabetik (0,9528 [0,8992-0,9782]) gruplar

icin guclt bir uyumunun oldugu belirlenmigtir (Tablo 25).
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Tablo 25: immiin assay ve HPLC ydntemlerinin birbirleriyle uyum kat sayilari ve

guven arahgi

Uyum Katsayisi Guven Aralik
Saglikh Grup 0.9480 [0,8894 - 0,9760]
Diyabetik Grup 0.9528 [0,8992 -0,9782]

immiin assay ydntemiyle HPLC ydnteminin, saghkli ve diyabetik

gruplarda olusturulan Bland Altman grafikleri Sekil 23 ve Sekil 24’deki gibidir.

0,2
0,1 - © +1.96 SD
- 0,09
o
Z o0} o o
%]
1751 B
=
S 0,1} S o e o
§ B ~ Mean
= o o [S) o -
= -02} o ) 0.16
o o
S B
a -03l
T ! o © o o
- o
o
oal -1.96 SD
T -0,41
0.5 ] ] ] ]
4,0 4,5 5,0 5,5 6,0
AVERAGE of HPLC and IMMUNASSAY
for Healty

Sekil 23: Saglikh grupta immiin assay ve HPLC yéntemlerinin Bland Altman

grafigi
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Sekil 24: Diyabetik grupta immiin assay ve HPLC ydntemlerinin Bland Altman
grafigi
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TARTISMA

Hb, enzimatik olmayan glikozillenmeye ugrayan proteinlerden birisidir.

Glikozile Hb, HbA,c ve HbAla ifadelerinin hepsi hemoglobinin enzimatik

olmayan yol ile glikozillenmesini ifade etmektedir. Kandaki asil glikozile Hb,
HbA1c molekiiliidir ve HbA1'in yaklasik %80 kadarini meydana getirmektedir®.
IFCC tarafindan HbA1'in beta zincirinin amino terminal ucunda mevcut olan
valin amino asitinin amino grubuna glukoz baglanmasi sonucu olugan dayanikli
molekiler  yapi [N-(1-deoksifruktozil) hemoglobin] HbAlc  olarak
tanimlanmistir'®,

Glikozile Hb sentezi temel olarak, Hb ve glukoz konsantrasyonlari ile
iligkilidir. Hb konsantrasyonunun sabit kaldigi kabul edilir ise; HbA1c olusum
hizi uzun slren plazma glukoz konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir.
Glukoz dizeylerinde gozlenen gecici ve ani yukselmelerin glikozillenmis Hb
seviyelerine ciddi bir etki yapmadigi belirlenmigtir. Glikozile Hb olugumu
yaklasik 120 gunluk eritrosit yasam suresi boyunca yavas bir sekilde gerceklesir
ve plazma glukoz seviyeleri ile yakindan iligkilidir. HbA a, HbA b ve HbA c'nin
spesifik aktiviteleri eritrosit 6mri ile birlikte lineer bicimde artmaktadir.
Gergeklesen bu lineer artig dolayisiyla da yagli eritrositlerdeki HbA, ¢ seviyeleri
genc olanlara gore anlamli sekilde daha yiiksektir®*°.

Toplam glisemik maruziyet ve uzun donem komplikasyon riski arasinda
yuksek iligki, preanalitik dayanikhliginin daha yuksek olusu, biyolojik
varyasyonunun daha az olusu, acllik ve es zamanh o&rnek alhmi gibi
zorunluluklara ihtiya¢g duyulmamasi, tani ve tedavi protokollerine iligkin
rehberlerin dizenlenmis olmasi ve plazma glukoz diizeylerinde meydana gelen
anlik degisimlerinden etkilenmesi HbA,c igin Onemli avantajlardir®®. Bu
avantajlar goz 6nune alindiginda HbA,c o6lgimanin, glukoz olgimine kiyasla
DM tani ve tedavisinin yonlendiriimesinde giderek daha fazla klinik dnem
kazandigdi soylenebilir.

Gegmis donemlerde HbAlc diizeylerinin tespit edilmesinin DM tanisi igin
yeterli olmayacagi fakat DM’li hastalarin metabolik durumlarinin saglikli olarak

kontrolli konusunda destek saglayabilecegi kabul ediliyordu. Ancak 2009
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Haziran ayindaki NGSP toplantisinda HbA1c'’nin DM tanisi i¢in kan glukoz
degerine kiyasla daha anlamli olabilecegi hatta DM tanisinda oncelikli olarak
kullaniimasi tavsiye edilmistir. ADA tarafindan 2011’de yayinlanan DM tani
kritelerinde; HbAlc'nin %6,5 ve Ustl olmasinin ancak uluslararasi kabul goéren,
standardize edilmig yontemlerle Olgum yapildiginda tani testi olarak
kullanilabilinecegi ifade edilmistir. Ulkemiz agisindan bakildiginda heniiz HbAlc
Olcim testleri yeterince standardize edilemedidi i¢cin DM agisindan tek basina
tani testi olarak kullanilmamakta ve kullanimi da dnerilmemektedir®®.

Mevcut tum karsilastirma metodlarinin nispeten non spesifik
olmasindan dolay! spesifik olarak Hb’nin beta-zincirindeki glikozillenmig amino
terminal valin kalintisini 6lgen bir referans yonteme ihtiya¢ duyulmustur. Buna
gore IFCC, uluslararasi standardizasyon icin rutin metodlarin saglamasini
yapabilecegi bir referans sistem gelistirmeyi amaclayan, sabit ve bilimsel
donanimi iyi olan bir galigma grubu olusturmustur. HPLC-ESI/MS ve HPLC/CE
tekniklerinin bu konudaki analitik yeterlilikleri ilgili galisma grubu tarafindan etkin
kanitlarla ortaya konmustur. Her iki yontem de analiz agisindan degerli
sayllmakta ve istatistiksel olarak benzer sonuglar elde edilebilmektedir®.
IFCC’nin olusturdugu bu referans yontem; dlgulen analitin molekuler yapisini
temel alan net bir tanim, primer referans materyal olabilecek saf analit, insan
orneklerindeki analiti kesin olarak olgen gecerliligi kanitlanmis referans yontem,
gegerli ve gerekli analitik kalitenin garanti altina alinmasi, matriks temelli
sekonder referans materyal ve Kkalibratorlerin degerlerinin saptanmasi igin
referans Laboratuvar agi kosullarinin saglanmasi gibi uluslararasi kabul goéren
metrolojik ilke esaslarina uygun ydntemdir. NGSP/DCCT, isve¢c ve Japon
programlarina goére kalibre yontemlerle IFCC referans yodntemi arasinda
karsilastirma programlari yiritilmustiirr® .

Biz bu ¢alismada laboratuarimizda HbA1c¢ dlgimunde kullanilan immadn
assay ve HPLC yontemleri ile IFCC tarafinda referans metot olarak kabul edilen
HPLC-ESI/MS yoOntemlerini  karsilastirdik. Calismamizda HPLC-ESI/MS
yontemine yonelik olarak Uretilen primer standartlar elde edilemediginden,
HPLC cihazinda tekrarli Olgumleri yapilan hasta Ornekleri standart olarak
kullanildi.

Calismamizda; U¢ yontemin kullaniimasiyla elde edilen dederlerin

birbirleri ile uyumlu olup olmadiginin kontroline sinif igi korelasyon katsayisi ile
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bakildi. Saghkh grupta 0,9110 sinif i¢i korelasyon katsayisi ile yiksek uyum
bulunurken, % 95 guven araligi igin [0.8398-0.9551]'lik degerler bulundu. Yine
benzer olarak Diyabetik grupta elde edilen 0.9106 sinif i¢i korelasyon katsayisi
ile yuksek uyum bulunurken, % 95 glven arahdi icin [0.8392-0.9549]'hk
degerler bulundu.

istatistiksel analiz sonuglarina gére; immiin assay yonteminin HPLC
yontemine gore uyumuna bakildiginda saglikli grupta; 0,9480’lik [0,8894 -
0,9760] uyumunun oldugu bulundu. Diyabetik grup i¢in bu analiz yapildiginda;
0,9528'lik [0,8992-0,9782] guclu bir uyumunun oldugu bulundu. Calismamizda;
immiin assay ve HPLC ile galisilan sagdlikli ve diyabetik gruplarda ortalama ve
SD degerlerinin, saglikli grupta sirasiyla 5.22 £ 0.39 / 5.07 £ 0.40 olarak
bulunurken, Diyabetik grupta sirasiyla 8.38 £+ 1.26 / 7.96 + 1.08 oldugu
belirlendi. Saglikh ve diyabetik gruplar agisindan, immin assay yontemiyle elde
edilen degerlerin, HPLC'ye go0re istatistiksel olarak anlaml olmasa da daha
yuksek ortalamalara sahip oldugu bulundu.

Muslu ve arkadaslari % HbA1c oélgimuind immino turbidimetrik metot;
(Cobas integra 800) ile HPLC yoéntemleriyle (Agillent 1100 Series) yaptiklari
kargilagtirmada, rastgele alinan 103 hasta 6rnegi es zamanl olarak her iki
yontemle de olculmuastir. Karsilastirma sonucunda yapilan analizde sinif igi
korelasyon katsayisi 0,9468 ve % 95 guven araligi icin 0,9223- 0,9668
degerlerini elde etmislerdir’’. Calismamizda ise; saghkh grupta; sinif ici
korelasyon katsayisi 0,9480 ve % 95 guven araligi i¢in 0,8894 - 0,9760
degerleri elde edildi. Diyabetik grup icin bu analiz yapildidinda; sinif igi
korelasyon katsayisi 0,9528 ve % 95 guven aralgi i¢in 0,8992 -0,9782 degerleri
elde edildi. Calismamizda her iki yontem arasinda istatistiksel agidan gucli bir
uyumunun oldugu bulundu. Diger taraftan bu karsilastirmayla benzer olarak
Muslu ve arkadaglari tarafindan elde edilen degerlerin de bizim sonuglarimizla
oldukca uyumlu oldugu goértlmektedir.

Coskun ve arkadaslari % HbA1c dlgumini immuno turbidimetrik metot
(Olympus AU640) ile HPLC yontemleriyle (Agillent 1100 Series) yaptiklar
kargilastirmada, denek olarak alinan 178 diyabetik hasta 6rnegdi her iki yontemle
Olciimus ve korelasyon analizinde karsilastirilan iki yontemin sonuglari arasinda
pozitif ve gliclii bir korelasyon oldugu gériimistir (r= 0.934, p< 0.001)"%. Ayrica
Geng¢ ve arkadaglan tarafindan 103 ornek Uzerinden immuno turbidimetrik
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metot (Roche TINIA quant) ile HPLC (Adams HA-8160) yontemleri kullanilarak
gerceklestirilen bir bagka galismada da yontemler arasinda anlaml korelasyon
(r=0,98) oldugunu belirlemislerdir®®.

Calismamizda; saglikh ve Diyabetik gruplar igin bu analiz yapildiginda;
elde edilen degerler acisindan her iki yontem arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve guglu bir korelasyon oldugu bulundu. Bu agidan degerlendirildiginde
daha onceki c¢alismalarin sonuglarinin birbiri ile olduk¢a uyumlu oldugu
goOrulmektedir. Bu U¢ ¢alisma ve bizim sonuglarimiz birlikte degerlendirildiginde;
analiz beraberinde diger Hb alt tiplerinin de belirlenebiliyor olmasi HPLC
yontemi igin bir avantaj olustursa da; maliyet agisindan daha uygun, is gucu ve
ekipman gerekliligi daha az olan immun assay yontemin HPLC ydntemine gore
daha fazla tercih edilebilir oldugu sdylenebilir.

Avci ve arkadaslari®’ tarafindan rastgele alinan 34 kan érneginde HPLC
ve LC/ESI/MS yoOntemleri karsilastinimistir. Bu c¢alismada; o6lcim igin
LC/ESI/MS yonteminde IFCC tarafindan o6nerilen yontemden farkh olarak;
Endoproteinaz Glu-C enzimi yerine tripsin enzimini, kullanilan 23 dakikalik
gradiyent yerine 3 dakikalik farkli bir gradiyent ve farkh m/s degerlerinde iyonlari
kullaniimistir. Bu galismada glikozile oktapeptid 557,8 m/s ve glkozile olmayan
oktapeptitler ise 476,8 m/s'de tespit edilmis ve elde edilen degerlere gore
%HbA1c olcumleri yapilmigtir. Bizim calismamizda ise IFCC tarafindan tavsiye
edilen 6lgum prosedurt uygulanmig, yontemin modifikasyonu agisindan sadece
ornek hazirlama kisminda farklilik yapiimigtir (Tablo 14). Avci ve arkadaglarinin
yaptigi bu ¢alismada; her iki ydontemle elde edilen veriler arasindaki korelasyon;
Deming regresyon analizi yapilarak belirlenmis ve korelasyon katsayisi 0.980
olarak bulunmus. Calismamizda ise; HPLC yonteminin LC/ESI/MS yéntemine
gore uyumuna bakildiginda saglikli grupta; sinif i¢i korelasyon katsayisi 0,8972
ve % 95 guven araligi i¢in 0,7875-0,9518 degerleri elde edilmis ve guglu bir
uyumunun oldugu bulunmustur. Diyabetik grup i¢in bu analiz yapildiginda; sinif
ici korelasyon katsayisi 0.9243 ve % 95 guven arahdi igin 0.8411- 0.9648
degerleri elde edilirken benzer olarak guglu bir uyumunun oldugu belirlenmigtir.
Avci ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada; LC/ESI/MS yonteminde gun igi
tekrarlanabilirlik degeri %1,6 (ortalama + SD= 5,77 £ 0,09) ve gunler arasi
tekrarlanabilirlik degeri %3,8 (ortalama + SD= 5,83 * 0,22) olarak bulunmustur.
Calismamizda ise; LC/ESI/MS yonteminde gun ici tekrarlanabilirlik ve gunler
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arasl tekrarlanabilirlik saglikli ve diyabetik grupta yapilmigtir. Saglikh grupta gtn
ici tekrarlanabilirlik degeri %2,07 (ortalama + SD= 5,076+ 0,1053) ve gunler
arasi tekrarlanabilirlik degeri %2,3 (ortalama + SD= 5,024+ 0,1158) olarak
bulundu. Diyabetik grupta gun ici tekrarlanabilirlik %1,74 (ortalama £ SD= 8,078
+ 0,1406) ve gunler arasi tekrarlanabilirlik %1,9 (ortalama + SD= 8,084 +
0,1535) olarak bulundu’. Farkli enzim ve gradiyentler kullaniimasina ragmen
LC/ESI/MS yodntemi kullanilarak gerceklestirilien her iki ¢alismada gin igi ve
gunler arasi tekrarlanabilirlik degerlerinin uyumlu oldugu goérilmektedir. Bu
calismayla kiyaslandiginda, DM tanisi igin 6nerilen %6,5 HbA1c degerine gore
dusuk ve yuksek diuzeylerde olgum yapilmigs olmasi ve oOnerilen referans
yontemin kullaniimis olmasi bizim sonuglarimizi daha degerli kilmaktadir.

Nakanish ve arkadaslari tarafindan saglikli kontroller ve DM hastalar
arasinda 96 ornekle yapilan bir galismada HPLC, spesifik mouse monoklonal
antikor kullanimi ile gergeklestirilen lateks agglutinasyon metodu ve LC/ESI/MS
yontemleri kargilastinimistir. LC/ESI/MS yonteminde; glikozile alfa ve beta
zincirler 900-1500 m/z oranlarinda taranmis ve olusan pikler hesaplanarak
sonuglar verilmistir. HPLC ve LC/ESI/MS yontemleri arasinda elde edilen
korelasyon degeri 0,98 olarak bulunurken, lateks agglutinasyon metodu ve
LC/ESI/MS yontemleri arasinda elde edilen korelasyon degerinin 0,961 oldugu
belirlenmistir’®. Bu calisma LC/ESI/MS cihazi ile calisiimis olmasina ragmen,
IFCC tarafindan referans olarak kabul edilen yontemden oldukga farkh bir
yontemdir.

immin assay yonteminin LC/ESI/MS yoéntemine gére uyumuna
bakildiginda saglikh grupta; 0,8875’lik [0,7687- 0,9471], Diyabetik grup icin bu
analiz yapildiginda; 0.8588’lik [0,7143 -0,9331] bir korelasyonun oldugunu
bulundu.

HPLC, immun assay ve LC/ESI/MS yontemlerinin; gun ici ve gunler arasi
tekrarlanabilirlikleri hem saglikli grupta (sirasiyla gin ici - glnler arasi; 3.87, 4.4
/3.93, 4.22 | 2.07, 2.3), hem de diyabetik grupta (sirasiyla gun igi -gunler arasi
3.47, 3.9/ 3.34, 3.82 / 1.74, 1.9 ) belirlendi. Her iki yontemin de, HPLC/ESI/MS
yontemi ile uyumlu oldugu ancak; vyapilan gun i¢i ve gunler arasi
tekrarlanabilirlik calismalarinda HPLC ve Iimmin assay yontemlerinde,
HPLC/ESI/MS yontemine goére yuksek %CV degerleri elde edildigi belirlendi.
HPLC/ESI/MS yontemin tekrarlanabilirlik degerlerinin daha iyi oldugu gdzlendi.
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Kabul edilebilir CV degerleri % 2’nin altinda olmahdir’®. Calismamizda diyabetik
grupta LC/ESI/MS yontemi icin % CV deg@erleri % 2’nin altinda bulundu.

Onemli bir saglik sorunu olan ve olmaya da devam edecek olan DM, hem
insan yasam kalitesini etkilemekte, hem de ulusal saglik harcamalarini 6nemli
Olgude artirmaktadir. HbA1c, DM'nin tanisinda (referans metodlar ile),
izlenmesinde ve Ozellikle komplikasyonlarin  6ngorilmesinde yararhligi
kanittanmig  bir analittir. Ancak; HbA1c’nin diyabetin tanisinda ve
komplikasyonlarinin izlenmesinde yarar saglamasi igin laboratuvar ici ve
laboratuarlar arasi degiskenligin ve biasin en az dizeyde tutulmasi gereklidir.
Bunun igin de laboratuvarlararasi karsilastirma calismalari ya da dig kalite
degerlendirme programlari yapilandirilmal ve sonuglari hem egitim, hem kaliteli
diyabet bakimi, hem de ulusal saglik harcamalari agisindan yararl bilgiler elde

edilecek sekilde degerlendiriimelidir™ ®.
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SONUGC VE ONERILER

Sonu¢ olarak caligmamizda; HPLC ve immiin assay yontemlerinin,
IFCC tarafindan referans metod olarak kabul edilen LC/ESI/MS yontemiyle
kargilastirdik. LC/ESI/MS yontemi icin standart temin edilemediginden, HPLC ile
OlcimU yapilan diyabetik hasta 6rnegi standart olarak kullanildi. Calisma
sonucunda; LC/ESI/MS yonteminin gun ici ve gunler arasi CV degerlerinin daha
iyi oldugu belirlendi. Diyabetik hasta grubu icin yapilan dlgiimlerde; LC/ESI/MS
yontemiyle yapilan dlgiimlerin, HPLC ve immiin assay (sirasiyla ortalama
7,74/7,96/8,38) yontemlere gore dusuk oldugu belirlendi. Bunun nedeni olarak
da asetilasyon ve karbamilasyonun HPLC ve immun assay yontemlerinde
pozitif interferansa neden oldugunu digsunmekteyiz.

Oneriler;

e Ulkemizde standardizasyon calismalar igin referans metot ile HbA1c
Olcimunun yapilabildigi referans laboratuar olusturulmasi,

e Ulkemize ait cihaz ve kit tretimi olmadigi igin, laboratuarlarda siklikla
kullanilan HbA1c Olgim yontemleri ile genigs kapsamli c¢alismalar
yapilmasi; 6zellikle klinik karar dizeylerini iceren (HbAlc % 6/6,5/7/8) ve
bozulmus glukoz toleransi olan bireylerde yapilacak c¢alismalar daha
degerli sonuglar elde edilmesi,

e Standardizasyon c¢alismalarindan 6nce, internal ve eksternal kalite
kontrol programlari ile siki takibin yapilmasi,

e Laboratuar uzmanlarinin interferanslar konusunda bilgilendirilmesi,

e % HbA1c raporlamasinda; Olgumun vyapildigi cihaz ve yontemin
belirtiimesi (interferans durumlarinda daha onemli),

e Laboratuar ile klinisyen uyumunun artiriimasi; HbAlc 6lgim sonuglarinin
degerlendiriimesi daha verimli olabilir ve klinik kullanimda onemli katkilar
saglayacaktir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AACE: Amerikan Klinik Endokrinologlar Dernegi (American Association of
Clinical Endocrinologists

ADA: American Diabetes Association

CE: Kapiller Elektroforez

CN: Siyanopropil

CO2: Karbondioksit

DCCT: The Diabetes Control and Complications Trial
DM: Diabetes Mellitus

EDTA: Etilendiamintetraasetik asit

ESI: Elektrospray lyonizasyon

Fe*? Demir

H2CO3: Karbonik asit

Hb: Hemoglobin

HCN: Hidrojen Siyanar

HCOS3: Bikarbonat iyonu

HPLC: Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi

IDF: Uluslararasi Diyabet Federasyonu (International Diabetes Federation)
IFCC: International Federation of Clinical Chemistry
KCN: Potasyum Siyanur

LC/MS: Sivi Kromatografisi-Kutle Spektrometresi
m/z: kitle/yUk ( mass-to-charge ratio)

MES: Morfolino Ethan Siilfonik asit

ml: Mili litre

NaCl: Sodyum Klorur

NaOH: Sodyum Hidroksite

NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program
Nm: nano metre

pl: Mikro litre

02: Oksijen

SIM: Selected lon Monitorizing

TFA: Trifluoroasetik asit

75



UKPDS: The United Kingdom Prospective Diabetes Study
WHO: World Health Organization

a: Alfa

B: Beta

6: Delta

€: Epsilon

y. Gama

{. Zeta
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