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OZET

HBA1C Testi Ol¢iimleri Icin HPLC ve Immiinotiirbidimetri

Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Esma TIRYAKI

Kimya Anabilim Dal1
Analitik Kimya Programi
Yiiksek Lisans Tezi

Danigman: Prof. Dr. Sevgi KOCAOBA

Glikozlanmis hemoglobin (HbAlc) uzun vadeli glisemik kontroliiniin bir gdstergesidir.
Klinik testlerde glikozlanmis hemoglobin 6lgiimleri son 90 -120 giin i¢indeki glisemik
kontrolii yansitir. Bu caligmada HPLC ve immiinotiirbidimetrik analiz yontemleriyle

Olciilen HbA 1c degerlerinin kiyaslanmasi amaclandi.

Bu caligmada her iki cihazda onar kontrol ve hasta 6rnekleri ile giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik calismalar1 yapildi. Her iki cihaz i¢inde linearite ve stabilite ¢alismalari
gergeklestirildi. Rutin HbA lc 6lgiimii i¢in laboratuvara gelen numunelerden rastgele 60

ornek alinarak ilgili ¢alismalar yapildi.

HbAlc 6l¢timii icin HPLC ve immiinotiirbidimetrik yontem arasinda anlamli bir farka
rastlanmadi. Her iki cihazinda kalite kontrol degerlerinin karsilagtirilmasi anlamli bir fark
ifade etmemektedir. Yapilan calismalarda her iki yonteminde HbAlc sonucu igin

giivenilir ve diyabetli hastalarin takibi i¢in 6nerilebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: HbAlc, HPLC, immunotiirbidimetrik yontem, diyabet, kan sekeri

YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Comprasion of HPLC and Immunoturbidimetry Methods for
HBA1C Test Measurements

Esma TIRYAKI

Department of Chemistry

Master's Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Sevgi KOCAOBA

Glycated hemoglobin (HbAlc) is an indicator of long-term glycemic control. In clinical
testing, glycated hemoglobin measurements reflect glycemic control over the past 90-120
days. This study aimed to compare HbAlc values measured using HPLC and

immunoturbidimetric analysis methods.

In this study, intra-day and inter-day repeatability tests were performed on both
instruments using ten control and patient samples each. Linearity and stability studies
were also conducted for both devices. Sixty random samples from routine HbAlc

measurements in the laboratory were selected for these analyses.

No significant difference was found between the HPLC and immunoturbidimetric
methods for HbA 1c measurement. Additionally, the comparison of quality control values
for both devices did not indicate a significant difference. The study concluded that both
methods are reliable for HbAlc measurement and can be recommended for monitoring

diabetic patients.

Keywords: HbA1lc, HPLC, immunoturbidimetric method, diabetes, blood sugar
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1

GIRIS

1.1 Klinik Kimya

Klinik kimya glinlimiizde bir bilim dali, bir hizmet sektdrii ve bir endiistri alani
olarak kabul goriir. Bir bilim dali olarak klinik kimya; genel kimya, organik kimya,
analitik kimya ve biyokimya bilgisini, insan fizyolojisini anlamak i¢in kullanir.
Hizmet sektorii agisindan ise klinik tibbi laboratuvarlar insan hayati i¢in 6nemli
tibbi kararlarin alinabilmesini saglayan somut veriler sunar. Bir endiistri alani
olarak ise ticareti yonlendiren diizenlemeler ve uygulamalarla faaliyet gosteren
isletmelerdir. Klinik kimya laboratuvarlar1 saglik durumu veya hastalik siire¢lerinin
bir belirteci olarak biyokimyasal bilesiklerdeki degisimi izler. Bu degisimler
hastaliga yamit olarak doku ve organlarda siradan olmadigindan belirli
biyokimyasal belirteglerin Olglimii hastalik siirecinin takip edilmesini saglar.
Ornegin kanda iire azotu konsantrasyonundaki artis bobrek yetmezligini, kan
kolesteroliiniin artan konsantrasyonu kalp rahatsizliklar1 riskinin arttigini

gosterebilir.
1.1.1 Klinik Kimyada HbAlc

Diinya giderek artmaya baslayan diyabet hastaliginin tani ve tedavisi i¢in yontemler
gelistirmeye devam ediyor. Giiniimiizde 220 milyondan fazla kisiye diyabet teshisi
konuldu fakat Tip 2 diyabetin sinsi baslangici nedeniyle diyabetli kisilerin gercek
sayisinin daha yiiksek olmasi muhtemeldir. Bozulmus glukoz toleransi olan bir¢ok
birey tam1 konulan hasta havuzuna dahil degildir. Tip 2 diyabet tiim diyabet
tanilarinin % 90-95’ini olusturur [1]. Ayrica Tip 2 diyabetin kalp rahatsizliklar1 ve
felg riskini ciddi oranda arttirdig: belirlenmistir [2]. Diyabetli bireylerin % 50’sinin
kalp damar rahatsizliklarindan dolay1 hayatlarini kaybettikleri bilinmektedir.

Uluslararast uzman komitesi 2009 yilindan itibaren % 6,5’tan biiyiik diabetes
mellitus’u (DM) teshis etmek i¢cin HbAlc kullanimini 6nerdi. Ancak bu tani testi
Diyabet Kontrol ve Komplikasyon Calismalari (DCCT) referans testine veya
Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP) tarafindan onaylanmis

bir metoda gore standardize edilmis olmalidir [3].



HbAlc’nin diyabet tami testi olarak kullanilabilmesi i¢in yaklasik otuz yillik
ayrintili incelemelerden gegmesi gerekti. Arastirmacilar tarafindan uzun zamandir
diyabet taramast ve tanmist icin kullanilabilecek, kronik glisemik kontrolii
saglayabilecek glisemi testi arantyordu; ¢iinkii bu tiir bir test komplikasyonlarin
baslangicin1 da belirleyebilirdi. Glikozile hemoglobin (hb) daha az kisisel
degiskenlige sahip ve aglik plazma glikozu (FPG) ve oral glikoz tolerans testi
(OGTT) ile karsilastirildiginda kardiyolojik risklerin daha iyi Ongdrebilir. Bu
sebeple glisemik kontroliin testi olarak 6nem kazanir. Ek olarak diyabetli hastalarin
glukoz diizeyinin takip edilmesi i¢in kullanilan bir testtir. Baska bir ¢alismada

HbAlc ve FPG’ nin kardiyovaskiiler hastalikla stirekli bir iliskisi oldugu belirtildi.

Glikosile hemoglobin klinik ¢alismalarda detayli bir sekilde arastirildi. HbAlc’ nin
oldukca tekrarlanabilir oldugunu ve glikoz toleransindaki degismelere hassas

oldugu belirlendigi i¢in glisemik kontrolii saglamakta énemli rol oynar.

Akut olarak hastaneye yatirilan hastalarda HbAlc degeri % 4-6 arasinda olan
glisemik kontrol agisindan saglikli teshisi konuldugu gibi, % 6’dan yiiksek

sonuglara ise diyabet tanis1 konabilir.



2

LITERATUR VERILERI

2.1 Diyabet

Diyabet, viicudun insiilin salgilamasinda veya insiilinin etkisinde meydana gelen
bozukluklar nedeniyle ortaya cikan ve yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile
karakterize edilen bir metabolik hastalik grubudur. Yiiksek kan sekeri seviyelerinin
uzun siire devam etmesi halinde, viicudun ¢esitli organlarina, 6zellikle gozlere,
bobreklere, sinirlere ve kalp damarlarina ciddi zararlar verebilir. Zamanla, bu
organlarda fonksiyon kaybi1 ve yetmezlik gelisebilir. Bu durum, organlarin diizgiin

calismasini engelleyerek, sagligi 6nemli dl¢iide olumsuz etkileyebilir [1].

Diyabet hastaliginin siirecinde ¢ok fazla etken vardir. Ornegin; pankreasta insiilin
salgilayan [ hiicrelerinin bagisiklik sistemine saldirmasi neticesinde instilin miktari
diisiikliigii veya insiilin hormonuna verilen yanitin zayiflamasi gibi olaylar s6z
konusu olabilir. Diyabet hastalifinda protein, karbonhidrat ve yag yapisinin
bozulmasinin temel nedeni, insilinin hedef dokular iizerindeki etkisinin
yetersizligidir. Bu durum, insiilinin yeterince salgilanmamasi veya dokularin
insiiline yeterince yanit vermemesi gibi farkli mekanizmalarla ortaya c¢ikabilir.
Cogu zaman, hastada hem insiilin salgilanmasinda hem de insiilin etkisinde
bozukluk bir arada bulunur ve hipergliseminin temel sebebinin hangisi oldugu net

olarak belirlenemez.

Yiiksek kan sekerinin (hiperglisemi) etkilerinden bazilar1 sunlardir; giin iginde
stirekli idrara gitme (poliiiri), ag1z kurulugu sonucu asir1 su i¢gme istegi (polidipsi),
asir1 zayiflama, bazen asir1 yemek yeme istegi (polifaji) ve goriisiin net olmamasi.
Uzun siireli yliksek kan sekerine bagli hormon diizensizligi ve bazi enfeksiyonel
hastaliklara da egilim goriilebilir. Diyabeti kontrol altinda tutulamayan hastalar,
hizla koétiilesen ve hayati tehdit eden durumlarla karsi karsiya kalabilir. Bu tiir
durumlardan en tehlikeli olanlar1 arasinda, diyabetik ketoasidoz ve nonketotik
hiperozmolar sendrom yer alir. Bu saglik sorunlari, kan sekerinin agir1 ylikselmesi
ve viicutta dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikar, tedavi edilmediginde ciddi

sonuglar1 olur. Diyabetin uzun vadede etkileri ise su sekilde siralanabilir:



e Retinopati: Gorme kayb1
e Nefropati: Bobrek yetmezligi
e Periferik noropati: Ayak iilseri, uzuv kaybi ve Charcot eklemi

e Otonomik néropati: Sindirim, idrar yolu, kardiyovaskiiler sistem ve cinsel

islev bozukluklarina sebep olabilir [4].

Ayrica, diyabetli bireylerde genellikle hipertansiyon ve lipoprotein

metabolizmasinda bozukluklar da goriilmektedir.

Diyabet hastalarinin ¢ogu hastaligin nedenleri ve stireglerine gore 2 gruba ayrilir.
Bunlardan ilki, halk arasinda Tip 1 diyabet seklinde adlandirilan ve insiilinin yeteri
kadar salgilanmamasindan kaynakli gelisen diyabettir. Tip 1 diyabet olusma riski
yiksek olan kisiler, genelde pankreas hiicrelerinde olusan bagisiklik sistemi

bozukluklarinin belirtileri ve birkac genetik faktor ile teshis edilebilir.

Bir baska diyabet ¢esidi ise daha sik goriilen Tip 2 diyabettir. Tip 2 diyabetin asil
sebebi, insiilin direnci ile yeterli hassasiyete sahip olmayan insiilin salgilama
tepkisinin birlesimidir [1]. Tip 2 diyabette, ¢esitli hedef dokularda patolojik ve
islevsel degisikliklere yol acabilecek diizeyde hiperglisemi bulunabilir. Ancak,
klinik semptomlar ortaya ¢ikmadan 6nce uzun bir siire boyunca diyabet fark

edilmeden kalabilir.

Bu belirteglerin goriilmedigi zamanlarda, aglik kan sekeri 6l¢iimii veya oral glikoz
tolerans testi ile karbonhidrat yapisindaki bozukluklar tespit edilebilir. Yiiksek kan
sekeri dilizeyi, esasinda buna sebep olan esas hastaligin ilerlemesine veya
gerilemesine gore siireg dahilinde farklilik gdsterebilir. Diyabet gelisimi igin
gerekli esik seviyeye ulasmamis bir hastalik siireci, bozulmus a¢lik glikozu (IFG)

ve/ veya bozulmus glikoz toleransi (IGT) gibi durumlara neden olabilir.

Bu nedenle bazi Tip 2 diyabetli bireylerde zayiflama, egzersiz yapilarak ve/ veya
oral glikoz diisiiriicii ilaglarla yeterli glisemik kontrol yapilabilir. Bu bireyler insiilin
tedavisine gerek duymayabilir [1]. Metabolik bozulmanin siddetinin zamanla
ilerleme, gerileme veya sabit kalma gibi durumlar1 s6z konusu olabilir. Yiiksek kan
sekeri (hiperglisemi) diizeyi, sadece bu siirecin gelisimini degil, ayn1 zamanda
viicutta var olan metabolik bozulmanin ne kadar ciddi oldugunu ve tedaviye nasil

bir yanit verildigini yansitan bir gostergedir. Yani, hiperglisemi, temeldeki



diizensizligin bir yansimasidir ve tedaviye ne kadar etkili bir sekilde yanit
verildigini gosterir.

Bir kisiye diyabet tanist koymak, o anki saglik durumuna baghdir ve birgok kisi
belirli bir diyabet tiiriine tam olarak uymaz. Ornegin, gebelik diyabeti (GDM)
gegciren biri, dogumdan sonra da kan sekeri yiiksek kalabilir ve aslinda Tip 2 diyabet
oldugu ortaya cikabilir. Benzer sekilde, yliksek dozda steroid kullanan biri, bu
ilaglar kesildiginde kan sekeri normale donebilir. Ancak yillar i¢inde tekrarlayan
pankreas iltihaplar1 (pankreatit) sonrasi tekrar diyabet gelisebilir. Bir bagka 6rnek
ise, idrar soktiiriicii ilaclar (tiyazidler) kullanan ve ilerleyen yillarda diyabet tanisi
alan kisilerdir. Tiyazidler genellikle tek basina diyabete neden olmaz, ancak bazi

kisilerde var olan Tip 2 diyabeti tetikleyebilir [18].

Bu yiizden, doktorlar ve hastalar i¢in diyabetin belirli bir tiiriinii adlandirmaktan
cok, kan sekerinin neden yiikseldigini anlamak ve bunu dogru sekilde tedavi etmek

daha Onemlidir.

2.1.1 Tip 1 Diyabet

Genellikle Mutlak Insiilin Eksikligine Neden Olan B (Beta) — Hiicre Kayb1 olarak

bilinen diyabet tiiriidiir.

Diyabetli hastalarin sadece % 5-10"u bu tiir diyabete sahiptir. "Tip 1 diyabet" ya da
"¢ocukluk ¢agi diyabeti (juvenil baslangigli diyabet)" olarak da bilinen bu diyabet
tiirli, pankreastaki B-hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan zarar gérmesi sonucu

ortaya cikar.

Bagisiklik sistemi bu hiicreleri yok ederken, bu durumunun bazi belirtileri ortaya
cikar. Bunlar, adacik hiicrelerine karsi ve insiiline kars1 olan antikorlardir. A¢lik
kan sekeri yliksekligi ilk tespit edildiginde, bu antikorlarin bir veya birkag1
hastalarin % 85-90’1nda bulunabilir.

Bu diyabet c¢esidinde B-hiicrelerinin  yok olma hizi sabit olarak
degerlendirilememektedir. Ozellikle bebek ve gocuklarda, hiicre yikimi hizli
olurken, yetigkinlerde bu siire¢ daha yavas ilerler. Cocuklar ve ergenlerde,
hastaligin ilk belirteci olarak ketoasidoz goriilebilir. Ketoasidoz; viicutta yeterli

insiilin bulunmadiginda ortaya ¢ikan ciddi bir durumdur. Hiicreler enerji igin



yeterince glikoz kullanamayinca, viicut yaglarin1 yakmaya baslar. Bu siiregte keton
ad1 verilen asidik maddeler {iretilir ve kanda birikir. Keton seviyeleri ¢ok
yiikseldiginde, kanin asidik hale gelmesine neden olur ve bu durum diyabetik
ketoasidoz (DKA) olarak adlandirilir. Belirtileri arasinda asir1 susama, sik idrara
¢ikma, mide bulantis1 ve kusma, karin agrisi, aseton kokulu nefes, biling bulanikligi
vardir [5]. Ketoasidoz, ozellikle Tip 1 diyabet hastalarinda goriiliir ve acil tibbi
miidahale gerektirir. Diger hastalarda ise enfeksiyon veya strese bagli olarak orta
diizeyde aglik hiperglisemisi hizla siddetli hiperglisemiye ve/veya ketoasidoza

doniisebilir.

Baz1 yetiskinlerde ise B-hiicrelerinin islevi yillarca devam edebilir ve bu kisiler,
ketoasidozu 6nlemek i¢in yeterli insiilin liretmeye devam eder. Ancak, bu bireyler
bir noktada insiiline bagimli hale gelir ve ketoasidoz riski tasir. Hastaligin ileri
asamalarinda, plazma C-peptit seviyeleri diisiik veya tespit edilemez hale gelir ve

bu da ¢ok az ya da hig insiilin salgilanmadigini gosterir.

Tip 1 diyabet cogunlukla ¢ocukluk veya ergenlik doneminde baslar, ancak herhangi
bir yasta da teshis edilebilir. Pankreastaki B-hiicreleri, bagisiklik sistemi tarafindan
saldirtya ugrayarak yok edilir. Bu durum, genetik yatkinlikla baglantilidir ve tam

olarak bilinmeyen bazi ¢evresel faktorler de etkili olabilir.

Tip 1 diyabetli hastalarin ¢ogu genellikle zayiftir, ancak bazilar1 kilolu olabilir.

Yani, obez olmak bu diyabet tiiriinii diglamaz.

Bu diyabet tiirii var olan bireyler, diger baz1 otoimmiin (bagisiklik sistemine bagli)
hastaliklara da yatkin olabilir. Bunlar arasinda sunlar bulunur: Graves hastahigi
(Bagisiklik sisteminin tiroit bezine saldirmasi sonucu asir1 hormon iiretimine neden
olan bir hastalik), Hashimoto tiroiditi (Bagisiklik sisteminin tiroit bezine
saldirarak tiroit hormonu iiretimini azaltmasi), Addison hastahig1 (Bobrekiistii
bezlerinin yeterince kortizol ve aldosteron hormonu iiretememesi), Vitiligo
(Bagisiklik sisteminin ciltteki melanin iireten hiicrelere saldirmasi sonucu deride
beyaz lekeler olusmasi), Colyak hastaligi (Bagisiklik sisteminin glutene kars1 asir1
tepki vererek ince bagirsaga zarar vermesi), Otoimmiin hepatit (Bagisiklik
sisteminin karacigere saldirarak iltihaplanmaya ve hasara yol agmasi1), Miyastenia

gravis (Bagisiklik sisteminin sinirler ve kaslar arasindaki iletisimi bozarak kas



giicsiizliigline neden olmasi), Pernisiyoz anemi (Bagisiklik sisteminin B12

vitamini emilimini engelleyerek kansizliga yol agmast).
2.1.2 Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, diyabet hastalarinin % 90-95’ini olusturur ve genellikle eriskinlerde
goriilse de her yasta ortaya c¢ikabilir. Bu diyabet tiirii, viicudun insiiline direng
gostermesi ve insiilin liretiminin zamanla yetersiz kalmasiyla gelisir. Baslangicta
pankreas yeterli insiilin liretmeye caligsa da hiicreler instiline gerektigi gibi yanit
vermez. Zamanla pankreas yorulur ve insiilin tiretimi azalir. Tip 2 diyabeti olan
hastalarin bir¢ogu obezdir. Obezlik durumu, insiilin direncine sebep olusturan
onemli bir etkendir. Fazla kilosu olmayan bazi1 bireylerde de Ozellikle karin
bolgesinde yaglanma goriilebilir, bu da insiilin direncine katkida bulunur. Tip 2
diyabet genellikle yavas ilerler ve belirtileri hafif oldugu i¢in uzun yillar fark
edilmeyebilir. Bu nedenle bir¢ok kisi hastaligmi ancak kan sekeri testleriyle
Ogrenir.

Bu diyabet tiiriine sahip kisilerde kalp-damar hastaliklari, bobrek sorunlar1 ve sinir
hasar1 gibi komplikasyonlarin gelisme riski daha yiiksektir. Kan sekeri seviyeleri
genellikle normal veya yiiksek insiilin seviyelerine ragmen yiiksektir. Bunun sebebi
pankreas, insiilin hassasiyetini dengelemek adina olmasi gereken miktarda instilin

hormonu tretemez.

Bireylerde yas ilerledik¢e, Tip 2 diyabet hastaligi gelistirme ihtimali de artar.
Obezite, fiziksel aktivite eksikligi, gebelik diyabeti (GDM) 0ykiisii, yiiksek
tansiyon ve kolesterol gibi faktorler riski artirir. Ayrica bu diyabet tiirii, genetik

yatkinlikla da iliskilidir, ancak genetik yapis1 heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Tip 2 diyabet genellikle yasam tarz1 degisiklikleri (saglikli beslenme, kilo kontrolii,
diizenli egzersiz) ve baz1 durumlarda ilag tedavisi ile kontrol altina alinabilir.
Ilerleyen asamalarda insiilin ihtiyac1 dogabilir, ancak hastalarin ¢ogu hayatlarinin

biiyilik boliimiinde insiiline bagiml degildir.
2.1.3 Tip 1 ve Tip 2 Disindaki Diyabet Cesitleri

B- Hiicresinin Genetik Bozukluklar

Baz1 diyabet tiirleri, pankreastaki [ hiicrelerinin genetik bozukluklarindan

kaynaklanir. Bu tiir diyabetler genellikle erken yasta (25 yasindan dnce) ortaya



cikar ve genclerde goriilen olgunluk baslangicli diyabet (MODY) olarak
adlandirilir. Bu hastalarda insiilin direnci olmadan insiilin salgilama bozuklugu

goriiliir. Ayrica, bu durum genetik gecisli olup, aileden aktarilabilir.

Insiilin etkisindeki genetik bozukluklar; baz1 kisilerde insiilinin viicutta dogru
sekilde caligmasini engelleyen genetik mutasyonlar olabilir. Bu durum hafif kan
sekeri yiiksekliginden siddetli diyabete kadar degisebilir. Genetik bozukluklara
sahip bazi bireylerde ciltte koyu lekelenmeler (akantozis nigrikans) goriiliir.
Kadinlarda ise hormon dengesizlikleri nedeniyle adet diizensizlikleri ve kistik

yumurtaliklar ortaya ¢ikabilir.

Pankreas hastaliklarina bagli diyabet; pankreasa zarar veren hastaliklar da diyabete

yol agabilir. Ornegin:
o Pankreatit (pankreas iltihabi)
e Travma (pankreasin yaralanmasi)
o Enfeksiyonlar
e Pankreas kanseri
Ozellikle pankreasin biiyiik bir kismi zarar gordiigiinde diyabet gelisme riski artar.

Hormonlarla ilgili hastaliklar (Endokrin hastaliklar); bazi hormonlar, insiilinin
etkisini zayiflatarak kan sekerini ylikseltebilir. Eger bu hormonlar normalden fazla

salgilanirsa, diyabet ortaya ¢ikabilir. Ornegin:
e Biiylime hormonu fazlalig1 (akromegali)
o Kortizol fazlaligi (Cushing sendromu)
e Glukagon fazlalig1 (glukagonoma)
e Adrenalin fazlalig1 (feokromositoma)
Eger bu hormon fazlalig1 tedavi edilirse, kan sekeri genellikle normale doner.

[laglara bagh diyabet; baz1 ilaclar insiilin iiretimini veya etkisini bozarak diyabete

neden olabilir. Bunlar arasinda:
e Steroidler (kortizol igeren ilaglar)
¢ Nikotinik asit

o Bazi kanser ilaglari



Bunlar genellikle insiilin direnci olan bireylerde diyabeti tetikleyebilir, ancak

herkes i¢in ayni1 etkiyi gostermeyebilir.

Bazi enfeksiyonlar da diyabete neden olabilir; ozellikle dogum Oncesinde

kizamikg¢ik geciren bebeklerde diyabet riski daha yiiksektir. Ayrica:
e Coxsackieviriis B
o Sitomegaloviriis
o Kabakulak viriisii

Bu enfeksiyonlar da diyabet gelisiminde etkili olabilir.

2.2 Diyabet Kosullar:

Yillarca diyabet teshisi FPG veya 75 g OGTT olmak iizere glukoz kriterlerine
baglanmistir. 1997 de Diyabet Mellitus teshisi ve gruplandirilmasi iizerine ilk
uzman komitesi glikoz seviyesinin esik degerini belirlemek icin temel faktor olarak
FPG seviyeleri ile gorme kayb1 varlig1 arasindaki gozlemlenen iliskiyi kullanarak
tan1 kriterlerini giincelledi. Komite retinopatiyi fundus fotografciligi veya dogrudan
oftalmoskopi ile degerlendiren ve glisemiyi FPG, 2 saatlik PG ve HbA1C olarak
Olcen ti¢ kesitsel ¢calismadan elde edilen bulgular1 inceledi. Bu ¢alismalar, retinopati
goriilme siklhiginin diisilk oldugu glisemik seviyeleri ve retinopati goriilme
sikligiin belirgin bir sekilde dogrusal olarak arttig1 glisemik seviyelerin iizerinde
oldugunu gosterdi. Diyabete bagl géorme bozuklugunun goriilme sikliginin arttigi
bu {i¢ farkl 6l¢timiin sinir degerleri, her toplulukta ayni sekilde oldugu goriildii.
Ayrica, retinopatinin gelistigi kan sekeri seviyeleri, farkli toplumlar arasinda
benzerlik gosterir. Bu sonuglar, FPG i¢in 126 mg/dL (7 mmol/L) degerinde yeni bir
tan1 sinirinin belirlenmesine yardime1 olurken, uzun zamandir gegerli olan 2 saatlik

aclik PG smirmin 200 mg/dL (11,1 mmol/L) olmas1 gerektigini dogrulamis oldu
[1].

Kronik gliseminin yaygin olarak kullanilan belirteci A1C testidir. Kan glikoz
seviyelerinin 2-3 aylik ortalamasini gosterir. A1C testi hastaya diyabet tanisinin
konabilmesi ve devaminda tedavisi i¢in gerekli ve kritik bir testtir. A1C testi insan
viicudunda biiyiik ve kiiglik saglik sorunlartyla ilgili etkili bir iligski gostererek
glisemik kontrol yonetiminin yeterliligi i¢in standart biyobelirteg olarak yaygin bir

sekilde kullamlir. Onceki uzman komiteleri testin standardizasyonun kismen
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yetersiz oldugu diisiincesiyle diyabet tanisi i¢in A1C testini dnermemistir. Ancak,
giiniimiizde HbA1C analizi neticesinin hem zamana hem de popiilasyonlara esit
sekilde uygulanabilmesi i¢in oldukc¢a standardizedir. Uluslararasi uzman komitesi
hem yerlesik hem de ortaya c¢ikan epidemiyolojik bulgularin kapsamli
incelemesinden sonra yakin tarihli raporlarinda % 6,5 lik esik degeriyle diyabet
tanist i¢cin A1C testini onermistir ve ADA bu karar1 onaylamaktadir. A1C’nin %
6,5’lik sinir degeri FPG ve 2 saatlik PG i¢in tanisal esik degerleri gibi, retinopati
prevelansi i¢in bir doniim noktas1 ile iliskilidir. HbA1C analizi Ulusal
Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP) tarafindan kabul gormiis ve
Diyabet Kontrol ve Komplikasyonlar Caligsmalar: referans analizine gore standart

haline getirilmis veya takip edilebilir bir yontem kullanilarak gergeklestirilmelidir
[1].

Diglisemiyi tanimlarken daha kronik bir belirte¢ kullanmanin 6zellikle de A1C’nin
klinisyenler arasinda yaygin olarak glisemik kontroliin bir gostergesi oldugu
diisiintildiiglinde mantiksal bir temeli vardir. A1C testinin achik gerektirmemesi,
yliksek preanalitik stabiliteye sahip olmasi ve stres ile hastalik donemlerinde giinliik
degisimlerden daha az etkilenmesi gibi avantajlari, aclik plazma glikozuna (FPG)
gore daha fazla avantaj saglar. Fakat bu durumlar, yiiksek maliyet hesaba
katildiginda gelismeye calisan birgok kesimde HbAIC testinin sinirli erisilebilir
olmasi ve bazi bireylerde HbA 1C ile ortalama glukoz arasindaki tam olmayan iligki
gibi etkenlerle beraber diisiiniilmelidir. Bunun yan1 sira, HbA1C, baz1 bireylerde,
ozellikle belirli etnik gruplara veya cografi bolgelere ait olan kansizlik hastaliklari
ve hemoglobin bozukluklari gibi durumlardan kaynaklanan yaniltict sonuglar
verebilir. Orak hiicre 6zelligi gibi hemoglobinopatisi olan ancak alyuvar doniisiimii
normal olan hastalar i¢in anormal hemoglobinlerden etkilenmeyen bir A1C testi
kullanilmalidir. Hemoliz ve demir eksikligine bagli olarak anemi gibi anormal
kirmiz1 kan hiicresi dongiisii olan durumlarda diyabet tanis1 i¢in yalnizca glikoz

kriterleri kullanilmalidir.

FPG (aglik plazma glukozu) ve 2 saatlik PG (postprandiyal glukoz) testleri arasinda
tam bir uyum olmadig1 gibi, A1C ve glukoz bazli testler arasinda da % 100 uyum
yoktur. Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmast (NHANES) verilerine goére tani
koyulmamis kisilerin evrensel olarak tarandigini varsayarsak, > % 6,5 A1C esik

degerinin > 126 mg/dL (7 mmol/L) aclik glukozu esik degerine gore tani
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koyulmamis diyabet vakalarinin iicte birini daha az tespit ettigini gostermektedir.
Fakat pratikte Tip 2 diyabetli bireylerin biiylik ¢ogunlugu durumlarinin farkinda
degildir. Bu sebeple belirlenen esik degerdeki A1C testinin duyarliliginin daha az
olmasi diyabet i¢in yapilan diger testlere gore daha pratik ve daha genis uygulama
alaniyla tolere edilebilir. Aslinda bu sebepten dolay1 daha fazla tan1 konmasina

sebep olabilir.

Glisemik durumlart iki farkli testle (6rnegin FPG ve AIC) farkli sonuglarla
kategorize edebilecek hastalar1 daha net karakterize etmek i¢in daha fazla arastirma
gerekir. Bu tiir uyumsuzluklar 6l¢iim degiskenliginden, zaman i¢indeki degisimden
veya glukoz yiiklemesi sonrast A1C ve FPG’ nin her birinin farkli fizyolojik
stirecleri Olgmesinden kaynakli olabilir. A1C’nin yiiksek oldugu durumlarda
diyabetsiz FPG sonucu alinabilir. Tersi senaryoda miimkiin olabilir. Cogu tani
testinde oldugu gibi diyabet tanisini veren bir test sonucu i¢inde klasik hiperglisemi
veya hiperglisemik kriz semptomlarinin tam net olmadigi durumlarda klinik agidan
laboratuvar hatasini izole etmek i¢in test tekrarlanmalidir. Cilinkii bu durumda testin
giivenilirligi ve dogru tan1 koyma ihtimali artar. Orn; HbA1C degeri % 8,0 ise ve
tekrarlanan sonu¢ % 7,8 ise diyabet teshisi konulabilir. Fakat ayni1 hasta icin iki
farkli testin (6rn. FPG ve A1C) sonuglarinin mevcut oldugu durumlarda vardir.

Boyle vakalarda 2 tiir testte esik degerinin iizerindeyse diyabet teshisi konulabilir.

Bir diger acidan ayni kiside 2 farkli test degeri varsa ve degerler tutarsiz ise degeri
esik degerinin iistiinde olan testin tekrarlanmasi gerekir ve teshis tekrarlanan teste
gore koyulmalidir. Yani bir hastanin A1C testinin 2.tekrarida % 6,5 lizerinde ancak
FPG’ si 126 mg/dL (7 mmol/L) karsilamiyorsa veya bu durumun tam tersi de
goriilebilir, o kisinin diyabet hastasi oldugu diistiniilmelidir. Kabul edilmelidir ki
cogu durumda “diyabetsiz” testin diyabetin tanimlandigi esige cok yakin bir

aralikta olmast muhtemeldir.

Tiim testlerde oldugu gibi preanalitik ve analitik degiskenlik oldugundan sonucu
tan1 esiginin iizerinde olan bir test tekrarlandiginda ikinci degerin tani esiginin
altinda olmasi da olas1 bir ihtimaldir. Bu ihtimal HbA1C igin ¢ok diisiik, FPG i¢in
biraz daha yiiksek olasilig1 ve 2 saatlik PG i¢in en olas1 ihtimaldir. Laboratuvar
kaynakli bir hata olmadigi diisiiniildiigiinde, bu tiir hastalarin tani i¢in esik

degerinin yakininda test sonuglarina sahip olma olasilig1 yiiksektir. Bu durumda
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profesyonel saglik uzmanlar1 bireyi yakindan izlemeli ve testi 3 - 6 ay sonra

tekrarlamayi tercih edebilirler [1].

Bir hastay1 diyabet agisindan degerlendirmek i¢in hangi testin kullanilacagina dair
nihai karar saglik uzmanlarinin takdirinde olmali ve bireysel olarak hastay1 veya
hasta gruplarini test etmenin kullanilabilirligi ve pratikligi dikkate alinmalidir.
Aslina bakilirsa hangi tani testinin kullanildigindan daha ziyade testin tam olarak
yapildig1 zaman daha 6nemlidir. Tehdit grubundaki bir¢ok kisinin bu yayginlagan
hastalik veya siklikla eslik eden kalp damar hastaliklar1 risk faktorleri igin yeterli
test ve danigmanlik almadigini gosteren kanitlar bulunmaktadir. Diyabet teshisi i¢in

mevcut tan1 kosullar1 asagidaki Tablo 2.1 de gosterildi.

Tablo 2.1 Diyabet Tan1 Kriterleri

Diyabet Teshisi icin Olas1 Kosullar

1. AIC > % 6,5. Bu test NGSP sertifikali ve DCCT testine standardize edilmis bir
yontem kullanilarak laboratuvarda yapilmalidir. *

2. FPG > 126 mg/dL (7 mmol/L). En az 8 saatlik a¢lik olmas1 gerekir. *

3. OGTT sirasinda 2 saatlik plazma glukozu 200 mg/dL (11.1 mmol/L) . Bu test Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan tarif edildigi sekilde suda ¢oziilmiis 75 g susuz glukoza es
deger bir glukoz yiikii kullanilarak yapilmalidir. *

4. Klasik hiperglisemi belirtileri olan veya hiperglisemik kriz yasayan hastada rastgele
oOl¢iilen plazma glukozu 200 mg/dL (11,1 mmol/L). *

*Acik bir hiperglisemi yoklugunda, kriterler 1-3 tekrar test edilerek

dogrulanmalidir.
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2.3 Hemoglobin

Kirmizi kan hiicrelerinde bulunan hemoglobin, viicut boyunca O2 (oksijen) ve CO»
(karbondioksit) molekiillerini tasiyan halkasal bir yapiya sahip proteinlerdir. Her
bir hemoglobin proteinin yapisi; iyonik baglar, hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler ve Van der Waals kuvvetleri ile bir arada tutulan dort polipeptit alt
biriminden ve her bir alt biriminde birer tane olmak iizere toplam dort hem
pigmentinden olusur [6]. Bu hem gruplar1 oksijen molekiillerine tersinir bir sekilde
baglanabilen ve bunlar1 viicudun ¢esitli bolgelerine tastyabilen pozitif ytiklii demir

(Fe™) molekiilleri igerir.
2.4 Hemoglobin Proteini (Pigmenti)

Eritrositlerin oksijen tastyan pigmenti olan hemoglobin, bir hem kismindan (demir
iceren selat) ve dort globin zincirinden olusur. Yetigkinlerde iig, fetiislerde ti¢ farkl
tir olmak tizere toplamda alti normal hemoglobin tiirii bulunur. Hemoglobin
molekiiliiyle iligkili globulinler (hem embriyonik asamada hem de dogumdan
sonra) alfa (a), beta (B), gama (y), delta (3), epsilon (¢) ve zeta ({) zincirini igerir
[9]. Embriyonik siiregte hemoglobin Gower ve Portland olarak bulunur fakat bunlar
fetliste hemoglobin F (HbF: 2a ve 2y zinciri) ile degistirilir. Garip bir durum olark
HbF yetiskin hemoglobinden daha yiiksek bir oksijen ilgisi vardir ve hipoksik fetal
ortamda periferik dokularda oksijen tasiyabilir. Uciincii trimesterde beta ve gama
globulin sentezinden sorumlu genler aktive olur ve bunun sonucunda hemoglobin
A (HbA: iki alfa zincir, iki beta zinciri) ve hemoglobin A, (HbA.: iki alfa zincir ve
iki delta zinciri) gibi yetiskin hemoglobinde yeni doganlarda bulunabilir; ancak
HbF hala ana bilesendir. Yenidogan bebekler ve 6. aya kadar olan bebekler HbA
iretimine bagimli degildirler. HbF’den HbA’ ya gecis yaklasik iic aylikken
gerceklesir. Bu nedenle orak hiicre hastaligi gibi beta zinciri kusurlarindan
kaynaklanan bozukluklar klinik olarak 6 ayliktan sonra ortaya ¢ikabilir. Fakat alfa
zinciri kusurlarindan kaynaklanan hastaliklar rahim i¢inde veya dogumdan sonra
ortaya ¢ikar [9]. Dogal olarak olusan embriyonik, fetal ve yetiskin hemoglobinin
farkli tipleri, ligandlanmis (karboksihemoglobin veya oksihemoglobin) durumda

tetramer-dimer alt birim arayiiz giicii (stabilitesi) bakimindan farklilik gosterir.
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Yetigkinlerde normal hemoglobin (HbA) iki alfa zincir ve iki beta zinciri igerir. Her
alfa zinciri 141 amino asit ve her beta zinciri 146 amino asit i¢erir. Hemoglobin A>
(HbA>) iki alfa iki delta zinciri igerir. Yetigskinlerde ¢ogunlukla HbA ve az miktarda
HbA:> (< % 3,5) ve HbF (< % 1) bulunur. F hiicreleri ad1 verilen kii¢iik bir hiicre
klonu nedeniyle yetiskinlerde az miktarda fetal hemoglobin kalir. Hemoglobin
eritrositlerle birlikte dolagirken globin zincirlerinin glikolizasyonu gergeklesebilir.

Bunlara X1c denir (X: herhangi bir hemoglobin. Orn: HbAlc) [10].

Sekil 2.1 Hemoglobin (Hb) Proteininin Yapisi

(Strastyla kirmizi ve mavi globin alt birimleri, Kirmizi; o ve Mavi; B igeriginde

demir bulunduran hem gruplari ise yesil renkle ifade edilmistir)

Hemoglobin, tamami a-heliks yapisinda katlanms iki a ve iki B globin zincirinden
olusan dort alt birimli bir protein kompleksidir. Her bir zincir, merkezinde demir
iyonu tasiyan ve azot atomlariyla ¢evrelenmis halkasal bir yapiya sahip, ancak
protein yapida olmayan bir hem grubunu igerir. Genellikle cesitli alt birimler i¢inde
gizlenen hem grubu, yakindaki bir histidin grubuna ait olan farkli bir azot atomuna
kovalent olarak baglidir. Bu histidin zinciri diger hidrofobik etkilesimlerle

birleserek, her bir alt birim i¢indeki hem grubunu stabilize eder [7].

HOOC

COoH

Sekil 2.2 Hem molekiili
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Hem molekiilii (Merkezinde demir (Fe*") iyonu tasiyan diizlemsel bir porfirin
halkasidir. Bu yapi, basta hemoglobin olmak iizere bir¢ok proteinde oksijen ve
elektron tagima, ayrica katalitik reaksiyonlarda gdrev alir. Hem’in biyolojik 6nemi,
demir iyonunun gegici olarak gaz molekiillerine baglanabilme yeteneginden
kaynaklanir). 4 Azot molekiilii, halkasal yapilar ile kapli demir atomuyla

reaksiyona girer.
2.4.1 Hemoglobinin Gorevleri

Hemoglobinin (Hb) temel goérevi kandaki oksijeni ¢esitli dokulara iletmek ve
ortamin tamponlanarak gerekli reaksiyonlar i¢in hazir hale gelmesini saglamaktir.
Hemoglobin, periferik dokulardan akcigerlere oksijen tasirken ayrica akcigerlere
karbondioksit ve proton tasinmasini da saglar. Akcigerler de ve dokularda oksijenin
hemoglobine baglanmas1 ve serbest birakilmasi hemoglobinin formlarina bagh
olarak degisiklik gosterir. Diisiik oksijen afinitesi durumu siki form ile yiiksek
oksijen afinitesi durumu gevsek form ile iligkilidir. Ayrica oksijenin hemoglobine
olan ilgisini ortam kosullarina bagh olarak pH, sicaklik, parsiyel oksijen basinci
(pO2) ve parsiyel karbondioksit basinci (pCO3) kosullar1 da etkiler. Oksijenin Hb’
ye olan afinitesi algak pH, 2,3 BPG (2,3-Bifosfogliserik asit) tarafindan
etkilenebilir. Dokularda bulunan diisiik pH, yiiksek BPG ve pCO; hemoglobinin
sik1 formunu destekler ve oksijen salinir. Fakat alveollerde bulunan yiiksek pH,
diisiik BPG ve pCO» derisimi nedeniyle hemoglobinin gevsek formu desteklenir ve

bu durum neticesinde oksijenin hemoglobine baglanmasi gerceklesir [8].
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2.4.2 Hemoglobin Bilesikleri

Karbonilhemoglobin / Karboksihemoglobin

Karboksihemoglobin (COHb — HbCO), karbon monoksit ile temas ettiginde
alyuvarlarda meydana gelen karbon monoksit ve hemoglobinin kararli bir
kompleksidir

Karbaminohemoglobin

Karbaminohemoglobin (CO;Hb), hemoglobin ve karbondioksitin bir bilesigidir ve
karbondioksitin (CO.) kanda bulunan ¢esitlerinden birisidir. Karbondioksitin % 23’
i kanda bu sekilde tasmir. % 70’ 1 ise karbonik anhidraz tarafindan bikarbonata
dontstiiriiliir ve akabinde plazmada taginir, % 7’ si ise plazmada ¢6zlinmiis serbest
karbondioksit (COz ) olarak tasinir.

Oksihemoglobin

Oksijenin alyuvarlardaki hemoglobin proteinin hem bilesenine baglanmasiyla
fizyolojik solunum sirasinda oksihemoglobin molekiilii olusur. Bu siireg
akcigerlerin alveollerine bitisik pulmaner kilcal damarlarda gerceklesir.
Deoksihemoglobin

Oksijensiz  hemoglobin, yapisinda bagli oksijeni bulunmayan hemoglobin
formudur. Oksihemoglobin ve deoksihemoglobinin absorbans spektrumlari
farklidir. Oksihemoglobin 660 nm dalga boyunda deoksihemoglobine gére 6nemli
Olciide daha diisiik absorbans verir, 940 nm’ de ise absorbansi biraz daha yiiksektir.
Bu fark bir hastanin kanindaki oksijen miktarinin nabiz oksimetresi adi1 verilen bir
cihazla Olgiilmesi i¢in kullanilir. Bu fark ayrica dokularin hipoksi sirasinda
gelistirdigi mavi ila morumsu renk olan siyanozun ortaya ¢ikmasini da agiklar [9].
Siilfohemoglobin

Alyuvarlarda hemoglobine anormal ve geri doniisiimsiiz olarak kiikiirt baglanmasi
sonucu oksijen tagima yetenegini kaybetmesiyle sonuglanan siilfohemoglobin
bilesigi olusur. Bu durum nadir olarak goriilse de oliimciil sonuglar1 olabilir. Bu

stire¢ asetanilid ve fenasetin gibi ilaclarin kronik kullanimindan kaynaklanabilir.
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Methemoglobin ve Siyanmethemoglobin

Hem molekiiliindeki demirin hemoglobinin Fe' (ferréz) formunda degil, Fe*’
(ferrik) formunda oldugu metalloprotein durumunda bir hemoglobindir.
Methemoglobin oksijen tutamaz, bu da dokulara oksijen (O2) iletemeyecegi
anlamina gelir. Mavimsi c¢ikolata kahvesi rengindedir. Kanda methemoglobin
normal kosullar altinda kendiliginden iiretilir ancak asir1 miktarda var oldugunda
oldugunda kan fazla bir sekilde koyu mavimsi kahverengi olur.
Siyanmethemoglobin, hidrojen siyoniir (HCN) gibi inorganik siyaniir bilesiklerinin
solunmasi sonucu olusan bir bilesiktir.

2.5 Glikozlanmis Hemoglobin

HbAlc, glukozun hemoglobine baglandig: ve enzimatik glikozilasyonla meydana
gelmedigi nonenzimatik olarak gerceklesen bir kimyasal reaksiyon sonucu olusur.
Kimyasal tepkimedeki birinci asama kararli olmayan (labil) bir aldimin olusmasidir
[11]. Bu duruma kararlilik saglayan ve reaksiyonu kararli glikozlanmig
hemoglobine baglayan Amodori diizenlemeleri olarak adlandirilir. Normoglisemi
durumundan glikozlanmis hemoglobin oran1 % 6’dan diisiiktiir. Glukoz
konsantrasyonu ne kadar fazlaysa ve yiiksek kan sekeri ne kadar uzun siire devam

ederse glukozlanmis hemoglobin miktar1 o kadar fazladir.

NH; H—'C—.0 H—C— N— pA H,C—NH —BA

pA H —C— OH H —C— OH cC=o

Hemoglobin-A +  Glucose —— Labile (pre-Hb A;;)) ——  Glycated hemoglobin (HbA,,)

Sekil 2.3 Hemoglobin A (HbA) ve glikoz arasinda glikozlanmis hemoglobin

(Alc) liretmek icin enzimatik olmayan reaksiyon (glikasyon).

Birinci asama, Amadori yeniden diizenlenmesinin devaminda kararli hale getirilen,

degisken bir araci iireten hizli bir aldimin Schiff baz reaksiyonudur.

Bir hemoglobin molekiilii glukozlandiginda o sekliyle kalir. Bu sebeple kirmizi kan
hiicreleri icinde glikozlanmis hemoglobin birikimi hiicrenin yasam dongiisii
boyunca maruz kaldig1 ortalama glikoz seviyesini gosterir. Glukolize hemoglobin

Olgiilmesi uzun vadede serum glikoz seviyesinin takibi yapilarak tedavinin
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etkinliginin degerlendirilmesine yardimci olur. Alc 6l¢limii i¢in ¢esitli yontemler
mevcuttur. Bu yontemler igerisinde kromatografi ve immunoassay temelli
yontemler bulunur. Laboratuvarlar NGSP tarafindan DCCT referansina izlenebilir
olarak onaylanan HbA1c analizlerini kullanmali ve laboratuvarlar yeterlilik analiz
(ic kalite, dis kalite) programlarina katilmalidir [11]. DCCT ve UKPDS
caligmalarinin neticesinde, HbAlc ile 6l¢iilen glisemik kontrol ile diyabetle iliskili
hastalik riski arasindaki baglanti dogrulanmistir. Alc, bireydeki onceki 3 aylik
donemde glisemik kontrolii 6lgmek icin kullanilan standart yaygin olarak kabul
edilmistir ve hastalarin retinopati, nefropati ve noropati gibi diyabetle iligkili
komplikasyonlar gelistirme riskiyle iligkilidir. HbAlc testinin olgiimii diyabetli
bireylerde glisemik kontroliin takip edilmesinde ©Onemli rol oynar. Glikoz
degerlerinin sik¢a degistigi klinik kontrolun zor oldugu durumlarda glisemik
kontroliin objektif olarak degerlendirilmesini saglar. Ek olarak degisen glikoz
degerlerine sahip hastalarda DM tanisi koymak i¢in onaylanmistir. Diyabetik
reaksiyonlarmn gelisme riski bunlarin ilerlemesi ve iyilesmesi Alc ile
iligkilendirilmistir. Bobrek yetmezligi olan ve idrarinda fazla miktarda albiimin
olan hastalarda daha diisiik Alc seviyeleri daha olumlu bobrek sonuglariyla
iligkilidir. Benzer sekilde diyabetik gorme bozuklugu gelisme riski hem diyabetin

stiresi hem de HbAlc¢ diizeylerinin orani ile baglantilidir [26].
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3

HbAlc OLCUM YONTEMLERI

3.1 HbAlc Olciimii

Glisemik kontrol ile HbAlc arasindaki iliski agiklandiktan sonra HbAlc 6l¢iimii
icin bircok farkli yontem gelistirildi. Bu yontemler Ulusal Glikohemoglobin
Standardizasyon Programi (NGSP) calismalarina uygun olarak Ulusal Klinik
Kimya Programi (IFCC) Referans Olgiim Prosediiriine (RMP) gore standardize
edilmelidir. Yontemin kullanilabilirlik ag¢isindan uzun 6miirlii olmasi, laboratuvar
akreditasyonu, 6zel bir i¢ kontrol tasarimi, harici bir dis kalite programinda yeterli
olmasi, yontemin analiz 6ncesi ve sonrasinin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi
dahil olmak {iizere siki bir kalite yonetimi gerektirir. HbAlc konsantrasyonun
belirlenmesini optimize etmek i¢in performans hedefleri tanimlanmistir. Kan sekeri
kontroliiniin bir belirteci ve bir risk belirleyicisi olarak HbAlc diizeyi diyabet

siirecinin 6nemli faktorlerinden biridir.

HbAlc analizinde 2 temel analitik metot vardir; biri hemoglobin (Hb)
fraksiyonlarinin ayristirilmasina gore digeri ise kimyasal etkilesimlere dayalidir.
Bu yontemlerde farkli maddeler Olgiilse de analizler Uluslararas1 Klinik Kimya
Federasyonun (IFCC) Referans Olg¢iim Prosediiriine (RMP) gére standardize
edilmelidir [12,13]

‘ HbAlc methodologies |

|

Immuno
assays

Separation

Differences
charge

HPLC
ion exchange

Capillary
electrophoresis

Affinity
chromatography

Enzymatic
assays

\ IFCC standardization |

Sekil 3.1 HbAlc 6l¢iim yontemlerinin analitik kavramlar1 ve IFCC — RMP’ ye

gore izlenebilirlikleri
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3.2. HbAlc Analiz Yontemleri

Glikolizasyon, proteinlerin amino gruplariyla glukozun enzimatik olmayan
reaksiyonu sonucunda olusur [14]. HbAlc, glukozun hemoglobinin B zincirindeki
N-terminal valinine 6zel olarak baglandig1 glikozlanmis bir hemoglobin tiiriidiir.
Hemoglobinlerin ¢ogunlugu HbAlc’den olusur. Diger glukozlanmis hemoglobin
tirlerine gore, HbAlc’nin net ylikteki farkina gore rahatga ayristirma islemi
gerceklestirilebilir. Elektroforez, Kapiler Elektroforez, izoelektronik odaklanma ve
iyon degisim kromatografisi gibi yontemler yiik farkinda yararlanilarak uygulanan
yontemlerdir. Total GHB, tiim glukozlanmis hemoglobin tiirlerini tanimlamak i¢in
kullanilir. HbAlc analizinde genel olarak sik¢a kullanilan 4 temel metot vardir:
immiino assay, iyon degisim yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC),

boronat afinite HPLC ve enzimatik metotlardir.
3.2.1 iyon Degisim Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, analitin karisimdan ayrilmasi ve miktarmin belirlenmesi i¢in kullanilan
analitik bir yontemdir. Bu yontemde siv1 bir mobil fazin (genellikle bir ¢oziicii)
sabit bir fazdan gecirilerek karisimdan analitin karisimdan ayrilmasi saglanir.
Detaylandirmak gerekirse analiz edilecek madde uygun bir ¢6ziiciide ¢ozdiiriilerek,
¢dziinen karisim igerisinde sabit faz bulunan kolona enjekte edilir. ierisinde analit
bulunan mobil fazin sabit faz kolonundan gecebilmesi i¢in yiiksek basing uygulanir.
Maddelerin kolondan ¢ikis zamanina ve verdigi piklere gore analiz edilmesi
saglanir. Her bir madde i¢in olusan dedektdr cevab1 monitorde kromatogram olarak
goriintiilenir. Bu kromatogramlarda pik alanlar1 6nemlidir. HbAlc analizinde ise
HbAlc pikinin alaninin toplam hemoglobin (Hb) pik alanina oranlanmasidir.
HPLC yo6ntemi HbAlc’yi 1. Dalga boyu; 415 nm ve 2.dalga boyu; 500 nm olmak
iizere ¢ift dalga boyuyla dl¢lilmesini saglar [15].

3.2.2 Elektroforez

Elektroforez yontemi laboratuvarlarda molekiillerin fiziksel 6zelliklerine, 6z kiitle
ve saflik derecesine gore ayristirilmasina dayanan bir yontemdir. Genellikle canli
biliminde protein yapilarini veya DNA’ y1 ayristirmak i¢in kullanilan bir yontemdir.
Molekiillerin cinsine ve fiziksel 6zelliklerine gore farkli siireclerde gerceklestirilir.

Bu siireclerde birkag yonden degisiklik olsa tlimii bir elektrik yiikii kaynagi, bir
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destek ortam1 ve bir tampon ¢ozeltisine ihtiya¢ duyar. Elektroforez oldukca basit
bir yontemdir. Bu islem i¢in 6zel bir jel kullanilir. Jel, ya sentetik (poliakrilamid)
ya da dogal (agaroz) maddelerden yapilir ve sivi tampon ¢ozeltileriyle birlikte
calistirma sistemine konulur. Numune, jelin bir ucuna yerlestirildikten sonra bir
elektriksel yiik uygulanir. Molekiiller, elektrik yiikleri sayesinde jel i¢inde hareket
etmeye baglar. Ancak hareket hizlari farklidir:

o Kiigiik ve yiiksek yiiklii molekiiller jelin i¢inde daha hizli ilerler.
o Biiyltik ve diisiik ytiklii molekiiller ise daha yavas hareket eder.

Bu siireg, belirli bir siire boyunca devam eder. Ayirma islemi ya voltaj
kapatildiginda ya da molekiiller izoelektrik noktalarina (yani elektriksel olarak
dengelendikleri noktaya) ulastiginda sona erer. Boylece, molekiiller boyutlarina ve

yiiklerine gore siralanmus olurlar.

Hemoglobin amfoterik bir molekiil olup bulundugu ortamin pH’ina gére negatif
veya pozitif yiiklii olabilir. Cogunlukla negatif yiiklii olan hemoglobin, seliiloz
asetat agar kullanilan ortamlarda pH 8,6, sitrat agar kullanilan ortamlarda ise pH
6,3 degerine sahiptir. Hemoglobin molekiiliiniin (HbAO) izoelektrik noktas1 pH 7.0
olarak belirlendi. Ancak glikozun hemoglobinin molekiiliiniin amino asit
kalintilarindaki amino gruplarina baglanmasi sonucu olusan HbA1C molekiiliinde
pozitif yiik tasiyan gruplarin sayisi azalir ve net ylik daha negatif bir hal alir. HbAO
ile HbA1C molekiilleri arasindaki bu yiik farkiyla molekiillerin birbirinden

ayrilmasi saglanir.
3.2.3 Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez yiik tasiyan pargaciklarin elektrik alani altinda hareket ederek
ayrilmasi esasina dayanan bir diger analitik yontemdir. Bu yontem ince bir kapiler
tiip (genellikle silika bir tiip) icerisinde gerceklestirilir. Tiipiin cap1 genelde 25-100
pum arasinda degisir. Bu da yiiksek yiizey alani ve hizli ayrilma saglar. Tiipiin iki
ucunda elektrotlar yer alir. Tlipe uygulanan elektrik alan1 yiik tagtyan molekiillerin
hareket etmesini saglar. Kapiller elektroforezde kullanilan tampon ¢ozeltisi, pH,
iyonik gii¢ gibi etkenler molekiillerin hareketini ve ayrimimu etkiler. Ornegin farkli

pH degerleri, molekiillerin yiiklerini degistirebilir ve ayrim yetenegini arttirabilir.
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Molekiillerin ayrilmasi tamamlandiginda genellikle UV-vis. spektrofotometre veya
floresan dedektor gibi algilayicilar kullanilarak molekiillerin yogunlugu 6l¢iiliir. Bu
Olgtimler belirli dalga boylarindaki 1s18in emilimi veya yayilimi temeline
dayanilarak gergeklestirilir. Bu dl¢limler neticesinde elde edilen veriler bilgisayar
ekraninda grafiksel olarak goriintiilenir. Bu grafikler her bir molekiiliin ayrildig: pik
noktalar1 temsil eder. Piklerin alanlari molekiillerin konsantrasyonunu belirlemek
icin kullanilir. Bu yontem bir¢ok biyomolekiiliin analizi, ilaglarin ve toksik
maddelerin ayrilmasi, gida giivenligi testleri gibi bircok alanda kullanilir. Ozellikle
HbA1C ol¢liimii gibi klinik uygulamalarda, bu yontem yiiksek hassasiyet ve hizli

sonuglar gosterir.
3.2.4 Boronat Afinite Kromatografisi

Boronat Afinite Kromatografisi 06zellikle glikozilasyon (seker eklenmesi)
ozelliklerine bagli olarak belirli molekiillerin ayrilmasi ve 6l¢iilmesi i¢in kullanilan
bir teknik olup HbAlc 6l¢iimiinde de onemli bir yontemdir. Bu yontemin temel
prensibi boron asidi veya boronat bilesikleri igeren bir ayrim ortami (kolon)
kullanilmasidir. Boron, seker gruplaria (6rn.: glikoz) spesifik olarak baglanabilen
bir molekiil oldugundan, bu yontem glikozilasyon modifikasyonlar1 gosteren

proteinlerin (HbAlc gibi) ayrilmasinda etkilidir.
3.2.5 immiinolojik Testler

Immiinolojik testler sayesinde belirli maddeler veya patojenler (mikrop vb.) tespit
edilebilir. Bunlar arasinda mikroorganizma (viriis vb.), kimyasal sinyal iletici
(hormon vb.) ve kan pigmenti hemoglobin (hb) bulunur. Viriis kaynakh
enfeksiyonlar1 tespit etmek, birinin herhangi bir maddeye alerjisinin var olup
olmadigini belirlemek, kolorektal kanseri erken teshis etmek veya bireyin gebe olup

olmadigini belirlemek vb. birgok degisik boliimde kullanilir.

Immiinolojik analizler bedenin otoimmiin (bagisiklik) sisteminden faydalanar.
Otoimmiin sistemde mikrop vb. yabancit maddelere karsi viicut icerisinde antikor
iretimi gerceklesir. Bunlar “saldirganlar’” yakalayip bagisiklik sistemine zarar
vermelerini engelleyebilen proteinlerdir. Bir kilide uyan anahtar gibi her mikrop
veya yabanci madde i¢in farkli 6zel antikorlar iiretilir. Gilinlimiizde laboratuvarda

kullanilan immiinolojik tani testleri, yabanci madde ya da mikropla tam olarak
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eslesebilen dogal olmayan antikorlar iiretilerek yapilir. Bu antikor molekiilleri,
eslesebilen madde veya mikrop igeren bir kan, mukoza zari, idrar veya digki
numunesiyle temas ettiginde, ona baglanir. Bundan dolay1 analiz sonucu, belirli

mikrop veya maddenin var oldugunu gosterir [24].

Bazi analizlerde, reaksiyon sonucu sadece bakarak goriilebilir. Ornegin; kan
grubunu tespit etmek igin bir test kartinda kanin birbirine yapigmasi. Diger
analizlerde, tepkime 1sikla parlayan (fluoresan) boya veya bir enzim kullanilarak
goriiniir hale getirilir. Laboratuvar testlerinde, hassas cihazlar baglanan antikorun
sayisin1 Olgebilir. Isik veya renk reaksiyonunun diizeyi, testteki belirli maddenin
miktarini belli eder. Laboratuvar testleri diger hizli testlerden daha ¢ok zaman alir,

ancak daha dogru 6l¢iim sonucu verir.

HbAlc 6l¢iimii ise immiinolojik analizde antijen-antikor reaksiyonuna baglidir.
HbAlc molekiiline 6zgii antikorlar kullanilarak, glikolize olmus hemoglobin
miktar1  belirlenir.  Bu yontem genellikle immiinotiirbidimetri  veya
immiinonefelometri ile gerceklestirilir. Numunede HbAlc, spesifik antikorlarla
baglanir. Antijen-antikor kompleksi olusturur. Antikorlar, HbAlc’nin B zincirinin
N ucunda bulunan glukoz baglanmis aminoasitleri yakalar. Bu komplekslerin neden
oldugu bulaniklig1 (tiirbiditeyi) olgerek calisan bir yontemdir. Komplekslerin
olusumu ¢ozeltinin  bulanikligimi arttirir. Bir 151k kaynagi bu c¢ozeltiden
gecirildiginde 151k bu kompleksler tarafindan sagilir veya absorbe edilir. Sagilan
151k miktar1 (veya bulaniklik derecesi) bir dedektor tarafindan algilanir. Sagilan
15181n yogunlugu, antijen miktar1 ile orantilidir [16]. HbAlc igin ticari olarak
kullanilan bu testlerin ¢ogunlugunda kullanilan antikorlar N ucunda glikoz

baglanan ilk dort veya daha fazla amino asidin taninmasini saglar.
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Sekil 3.2 HbA1c i¢cin immiinolojik yontemin sematik gosterimi
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Karsilastirma i¢in kullanilacak olan Beckman Coulter AU680 cihazinda kullanilan

Kinetik markali HbA1c kitinin ¢alisma prensibi ise su sekildedir:

Lateks destekli immiinotiirbidimetrik kullanima hazir siv1 reaktiflerdir. Cok noktali
kalibrasyon yoOntemi ile oto-analizérde kalibre edilir. Tam kandaki toplam
hemoglobinde bulunan hemoglobin Alc oranim1 Olgen lateks agliitinasyon
yontemidir. Hemolizat numunesi duyarl lateks pargaciklarina eklenir ve lateksin
ylizeyi numunedeki toplam hemoglobini absorbe eder. Anti-insan HbAlc fare
monoklonal antikor kompleksi agliitinasyonu, anti-fare IgG antikoru ile. Bu sirada
olusan agliitinasyon miktari, lateksin yiizeyini absorbe eden HbAlc miktarina
baghdir, bu agliitinasyon bulaniklik olarak o&lgiiliir. Ornekteki HbAlc (%)
konsantrasyonu, seyreltilmis standart ¢ozeltilerin aymi testiyle elde edilen

kalibrasyon egrisine bakilarak belirlenir.
3.2.6 Enzimatik Analizler

Enzimatik yontemle gerceklesen testlerde hemolizat 6zelligi olan tampon
cozeltideki parcalayict maddeler diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli sinyal bozucu
maddeleri ortadan kaldirmak i¢in numuneyle tepkimeye girer. Daha sonra tam kan
ornekleri Bacillus sp proteazlari ile kapsamli proteolitik sindirime tabi tutulur. Bu
islem glukozlanmis valinlerde dahil olmak tizere, hemoglobin f zincirinden amino
asitleri serbest birakir. Glikozlanmis valinler Escherichia coli' de 6zel bir yeniden

diizenlenmis fruktozil valin oksidaz (FVO) enzimi i¢in substrat iglevi yapar [25].
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Yeniden diizenlenen FVO, secici ajanlarin varliginda 6zel olarak N terminal
valinleri ayirir ve hidrojen peroksit (H20.) iiretir. Bu da sirasiyla yaban turpu
peroksidaz (POD) katalizli bir tepkime ve hemoglobinin dogal emiliminden
yeterince uzak bir dalga boyunda ol¢iim yapabilen uygun bir renk pigmenti
kullanilarak ol¢iiliir. Reaksiyonda iiretilen sinyal, % HbAlc olarak ifade edilen
uygun bir dogrusal kalibrasyon egrisi kullanilarak numunenin dogrudan % HbAlc

degerini tespit eder.

(a) (b)
P5
Protease  FPOX Hb B-chain i E6
’ »F-VH \ POD Adye, Haem - k
HbA1c H,0, colourimetric *Q{? o 4 Ta
Chromogen detection LSl - n A
4 . O vi_ T he

N-terminus

Sekil 3.3 HbAlc 6l¢limii i¢in enzimatik yontemin sematik gosterimi

(a) HbAlc enzimatik metodunun reaksiyonunda, kirmizi ok mevcut enzimatik
yontemin, HbAlc'nin proteolizi ve ardindan serbest kalan fruktozil valil
histidinin (F-VH) fruktozil peptit oksidaz (FPOX) tarafindan oksidasyonu
olmak tizere spesifik iki art arda enzimatik tepkimeden olustugunu gosterir.
Genel tespit yontemine gore, tiretilen hidrojen peroksit (H202) daha sonra
bir pigment liretmek icin peroksidaz varliginda bir kromojen ile reaksiyona
tabii tutulur. F-VH konsantrasyonu, boyanin spesifik absorbansi dl¢iilerek
miktar olarak tespit edilebilir. F-VH miktar1 HbAlc miktarin1 orantisal
olarak belirler [23].

(b) Hemoglobinin B-zincir yapist bir yiizey modeli olarak ve hem grubu turuncu
renkli model olarak gdsterilmistir. HbAlc'nin glikozilasyon bolgesi olan N-
terminal valin kirmizi renkte gdsterilmistir. N-terminalin bagli oldugu 6
amino asit bir ¢izgi modeli olarak gdsterilmis ve Hemoglobinin B-zincirinin
yiizey modeli {izerine yerlestirilmistir. Sag tarafta , Hb B-zincirinin N-
terminal 6 amino asidinin biiyiitiilmiis yapisi. N-terminal turuncu valinin bir
amino grubundaki turuncu besgen, fruktozil parcasini gosterir ve makul bir

F-6P yapisina isaret eder [23].
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4

DENEYSEL VERILER

4.1 Kullanilan Cihazlar ve Kitler

Bu calisma Kinetik Bilisim Diagnostik A.S. biinyesinde bulunan biyokimya
laboratuvarinda gergeklestirildi. Immunotiirbidimetrik yontem i¢in Beckman
Coulter AU680 biyokimya oto-analizorii, Arkray markasinin Adams HA-8160 tam
otomatik HbAlc cihazi ise HPLC yontemi i¢in kullanildi. Kit olarak Beckman
Coulter AU680 cihazinda B21175 referans no’lu KINETIC markali HbA 1c¢ reaktifi
kullanildi. Adams HA-8160 cihazinda ise Arkray marka kit kullanildi.

4.2 Deneysel Siirec

HbAIc 6l¢timii igin EDTA igeren hemogram tiiplerine alinan tam kan numuneleri
kararlilik ve yontem karsilastirilmasi i¢in B.C. AU680 ve HA-8160 cihazinda
calisildi.

HPLC yonteminde numunedeki analit ilk olarak hemolizat ve yikama tamponu
kullanilarak hemolize edilir. Hemoliz islemi tamamlandiktan sonra tam kan 6rnegi
kolona gonderilir. Burada farkli fraksiyonlara ayrilmasi saglanir. Her bir
fraksiyonun piki yaklasik 1,5 dakikada 6l¢iiliir. HPLC cihazt HbA1c¢’nin pik alaninm
toplam hemoglobin pik alanina oranlayarak kalibrasyon esnasinda olusturulan
denkleme gore HbA 1c degerini yiizde olarak ifade eder. HPLC yonteminde HbAlc
Olctimii 415-500 nm olmak {izere ¢ift dalga boyunda gerceklesir.
Immunoturbidimetri ise tam kan 6rnegindeki toplam hemoglobin i¢cindeki HbAlc
oranin1 Olgmeye dayali bir lateks agliitinasyon yontemidir. Analiz esnasinda
hemoliz edilmis kan 6rnegi cihaz icerisinde otomatik olarak lateks partikiilleri ile
karsilastirilir.  Lateks partikiillerinin  yiizeyi numune de bulunan toplam
hemoglobini baglar. HbAlc’yi taniyacak sekilde iiretilmis olan anti insan HbAlc
fare monoklonal antikoru, anti fare IgG antikoru ile etkilesime girerek
agliitinasyona neden olur. Ortaya ¢ikan agliitinasyon miktari, lateks partikiillerine
baglanan HbAlc miktar1 ile dogru orantilidir. Bu olusan agliitinasyon bulaniklik
derecesi Olciilerek degerlendirilir. Ornekteki HbAlc (%) derisimi ise 660 nm de
Olgiilerek seyreltilmis standart c¢ozeltilerle hazirlanan kalibrasyon egrisi

kullanilarak belirlenir.
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4.2.1 Dogrusallik ve Tekrarlanabilirlik Caliymasi

Caligmanin ilk asamasinda dogru 6l¢lim yapilabilmesi icin cihazlarin kalibrasyon
ve kontrol islemleri gergeklestirildi. Devaminda kontrol ve hasta numunelerinin
analitik performans gereklilikleri agisindan linearite (dogrusallik) ve stabilite

(tekrarlanabilirlik) calismalar1 yapildu.

Giin I¢i Stabilite (Tekrarlanabilirlik)

HPLC yontemiyle HA-8160 cihazinda HbAlc % 5.0 olmasi gereken kontrol 1 ve
% 10.0 olmas1 gereken kontrol 2 numuneleri giinde onar kez 6l¢iildii.
Immunoturbidimetri yonteminde ise B.C AU680 cihazinda HbAlc % 5.0 olmasi
gereken kontrol 1 ve % 11,6 olmasi gereken kontrol 2 numuneleri giinde onar kez
olciildii. Degeri % 5,4 ve % 7,5 olan 2 hasta numunesinin ayn1 giin i¢erisinde onar
kez 6l¢iimii saglandi.

Giinler Arasi Stabilite (Tekrarlanabilirlik)

HPLC yonteminde HA-8160 cihazinda HbAlc degeri % 5.0 olmasi gereken kontrol
1 (diisiik seviye) ve HbAlc degeri % 10.0 (yiiksek seviye) olmasi gereken kontrol
2 numuneleri on giin boyunca her giin diizenli olarak ¢alisildi.

Beckman Coulter AU680 cihazinda ise HbAlc degeri % 5.0 olmasi gereken diisiik
seviye kontrol ve HbAlc degeri % 11,6 olmasi1 gereken yiiksek seviye kontrol
numuneleri on giin boyunca her giin diizenli olarak calisildi.

Linearite (Dogrusallik) Calismalari

Dogrusallik ¢alismasi i¢in; HbAlc degeri % 13,6 ve % 5,7 olan hasta numuneleri
farkli oranlarda karnistirilarak % 12,1, % 10,2 ve % 8,2 degerleri elde edildi. Elde
edilen bu 5 farkli HbAlc degeri olan numuneler her iki cihazda da ikiser kez
olciildii.

Stabilite (Tekrarlanabilirlik) Calismasi

Tekrarlanabilirlik ¢alismasi yapilirken ilk 6l¢iim aninda diisiik deger olarak % 5,5
ve yliksek deger % 10,7 olarak belirlenen HbAlc hasta numuneleri 0, 2, 4 ve
24 saatlerde her iki cihazda 6l¢iildii.
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Yontem Kiyaslamasi
Caligmanin bu asamasinda hasta havuzundan rastgele alinan altmis kan 6rneginin

HPLC ve immiinotiirbidimetri yontemleri ile karsilikli 6l¢iimii saglandi.
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SONUC

5.1 Linearite ve Tekrarlanabilirlik Calismasi

Linearite ve tekrarlanabilirlik ¢calismasina gegmeden dnce HPLC ve B.C AU680

cihazinin kalibrasyon grafikleri asagidaki gibidir.

Absorbans(AU)

300

275

N
N
v

200

Pik Alani (mAU-s)
v

150

125

100

1.0r

0.8

0.6

0.4¢f

0.21

0.0F

HPLC ile HbAlc Kalibrasyon Egrisi

5 6 7 8 9
HbALc (%)

Sekil 5.1 HPLC cihaz1 i¢in HbA ¢ kalibrasyon grafigi

Immiinotiirbidimetrik Yontemle HbA1c Kalibrasyon Egrisi

3 6 8 10 12 14 16
HbA1c Konsantrasyonu %

Sekil 5.2 B.C AU680 cihazi i¢in HbA1c¢ Kalibrasyon Grafigi
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HbA 1¢ kontrol numunelerinin cihazlardaki giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik

sonuglari sirasi ile Tablo 5.1 ve Tablo 5.2 de verildi.

Tablo 5.1 HbAlc Kontrol 1 ve 2 numunelerinin giin i¢i tekrarlanabilirlik

sonuglar1
Giin I¢i Tekrarlanabilirlik
Diizey % Kontrol Seviye 1 Kontrol Seviye 2
Tekrar Beckman Coulter Beckman Coulter
Sayisi HPLC AU680 HPLC AU680
1 5,0 5,1 10,1 11,6
2 5,0 5,1 10,2 11,4
3 4,9 5,2 10,1 11,5
4 5,0 5,1 10,0 11,7
5 4,9 5,0 10,0 11,5
6 5,0 5,0 10,1 11,6
7 5,0 5,0 10,0 11,6
8 5,0 5,0 10,0 11,5
9 5,0 5,1 10,2 11,6
10 5,0 5,2 10,0 11,7
Ortalama 5,0 5,1 10,1 11,6
SD 0,04 0,07 0,08 0,09
%CV 0,80 1,47 0,78 0,78

Tablo 5.2 HbAlc Kontrol 1 ve 2 numunelerinin her iki cihaz i¢cinde gilinler arasi

tekrarlanabilirlik sonuglar1

Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik
Diizey % Kontrol Seviye 1 Kontrol Seviye 2
Tekrar Beckman Coulter Beckman Coulter
Sayisi HPLC AU680 HPLC AU680
1 5,1 5,1 10,2 11,5
2 5,0 5,1 10,2 11,4
3 4,9 5,2 10,1 11,3
4 5,0 5,2 10,0 11,7
5 4,9 5,0 10,1 11,5
6 5,0 5,1 10,1 11,6
7 5,0 5,0 10,2 11,7
8 5,1 5,1 10,1 11,5
9 5,0 5,1 10,2 11,6
10 5,0 5,2 10,0 11,7
Ortalama 5,0 5,1 10,1 11,6
SD 0,06 0,07 0,07 0,13
%CV 1,26 1,37 0,74 1,11

HbAlc diisiik deger % 5,4 ve yiiksek deger % 7,5 olan 2 hasta numunesinin

tekrarlanabilirlik sonuglari sirasi ile Tablo 5.3 ve Tablo 5.4 te verildi.
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Tablo 5.3 Diisiik ve yliksek degerli hasta numunelerinin giin i¢i tekrarlanabilirlik

sonuglari
Giin I¢i Tekrarlanabilirlik
Diizey % Hasta 1 (Diisiik Deger % 5,4) | Hasta 2 (Yiiksek Deger % 7,5)
Tekrar Beckman Coulter Beckman Coulter
Sayisi HPLC AU680 HPLC AU680
1 5,4 5,5 7,4 7,5
2 5,5 5,4 7,5 7,4
3 5,5 5,3 7,4 7,6
4 5,4 5,5 7,4 7,5
5 5,5 5,6 7,4 7,3
6 5,4 5,4 7,5 7,5
7 5,5 5,3 7,5 7,5
8 5,4 5,4 7,5 7,4
9 5,5 5,5 7,4 7,4
10 5,4 5,5 7,4 7,6
Ortalama 5,5 5,4 7,4 7,5
SD 0,05 0,09 0,05 0,09
%CV 0,92 1,65 0,66 1,20

Tablo 5.4 Diisiik ve yiiksek degerli hasta numunelerinin gilinler arasi

tekrarlanabilirlik sonuglari

Giinler Aras1 Tekrarlanabilirlik
Diizey % Hasta 1 (Diisiik Deger %5.,4) Hasta 2 (Yiiksek Deger %7,5)
Tekrar Beckman Coulter Beckman Coulter
Sayisi HPLC AU680 HPLC AU680
1 5,4 5,4 7,5 7,5
2 5,3 5,4 7,6 7,5
3 5,4 5,5 7,4 7,6
4 5,5 5,3 7,5 7,4
5 5,4 5,4 7,3 7,5
6 5,3 5,5 7,5 7,4
7 5,4 5,3 7,5 7,6
8 5,3 5,3 7,6 7,5
9 5,5 5,4 7,4 7,5
10 5,6 5,5 7,5 7,4
Ortalama 5,4 5,4 7,5 7,5
SD 0,09 0,08 0,09 0,07
%CV 1,74 1,43 1,17 0,93

Dogrusallik ¢calismasi i¢cin HbA 1c degerleri % 5,7, % 8,2, % 10,2, % 12,1 ve % 13,6

olan hasta numuneleri her iki cihazda ikiser kez Olgiildii. Sonuglar Tablo 5.5 de

verildi.
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Tablo 5.5 HPLC ve B.C. AU680 cihazinda 5 farkli HbAlc degerinin dogrusallik

Ol¢limii
HPLC

Deger % 5,7 8,2 10,2 12,1 13,6

1 5,7 8,2 10,3 12,1 13,6

2 5,6 8,2 10,2 12 13,5

Ortalama 5,65 8.2 10,25 12,05 13,55

Beckman Coulter AU680

Deger % 5,7 8,2 10,2 12,1 13,6

1 5,6 8,1 9,9 11,8 13,2

2 5,5 8 10,1 11,9 13,3

Ortalama 5,55 8,05 10 11,85 13,25

DOGRUSALLIK CALISMASI
& HPLC BECKMAN COULTER AU680
BEKLENEN Dogrusal (HPLC)
Dogrusal (BECKMAN COULTER AU680) Dogrusal (BEKLENEN)

16
14
12
10
8
6
4
2
0

2 4 6 8 10 12 14 16

Sekil 5.3 HPLC ve B.C AU680 cihazlarinda 5 farkli HbAlc degerinin 6l¢iim

sonuglariin grafigi
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5.2 Stabilite Calismasi

Tablo 5.6 Diisiik ve yiliksek deger (% 5,5 ve % 10,7) olarak belirlenen HbAlc

hastalarinin 0, 2, 4 ve 24. saatlerdeki 6l¢tim sonuglari

Deger % | Diisiik Deger | Yiiksek Deger | Deger % | Diisiik Deger | Yiiksek Deger

BC BC BC BC
HPLC | AU680 | HPLC | AU680 HPLC | AU680 | HPLC | AU680

0. Saat 2. Saat

1 5,5 5,5 10,7 10,6 1 5,5 5,5 10,7 10,6

2 5,4 5,4 10,7 10,7 2 5,5 5,4 10,6 10,7

3 5,5 5,5 10,6 10,5 3 5,4 5,4 10,7 10,7

4 5,5 5,4 10,7 10,7 4 5,5 5,5 10,6 10,6

5 5,5 54 10,7 10,7 5 5,5 5,5 10,6 10,7
Ortalama| 548 | 5,44 | 10,68 | 10,64 |Ortalama| 548 | 5,46 | 10,64 | 10,66
Deger % | Diisiik Deger | Yiiksek Deger | Deger % | Diisiik Deger | Yiiksek Deger

BC BC BC BC
HPLC | AU680 | HPLC | AU680 HPLC | AU680 | HPLC | AU680

4. Saat 24. Saat

1 5,5 5,4 1,7 10,6 1 5,5 5,4 10,7 10,6

2 5,4 5,4 10,7 10,7 2 5,5 5,4 10,6 10,5

3 54 5,5 10,6 10,5 3 5,4 5,3 10,6 10,6

4 5,5 5,4 10,6 10,6 4 5,5 5,5 10,6 10,6

5 5,5 5,4 10,7 10,7 5 5,5 5,4 10,6 10,7

Ortalama| 5,46 5,42 | 10,66 | 10,62 |Ortalama| 5,48 5,4 10,62 | 10,6
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5.3 Yontem Kiyaslamasi

Tablo 5.7 Rastgele alinan 60 hasta numunesinin HPLC ve B.C AU680

cihazlarinda karsilikli olarak ¢alismasinin sonuglari

Hasta No HPLC BC AU680 Fark
1 5,5 5,6 0,98
2 7,5 7,7 0,97
3 5,8 5,6 1,04
4 5,2 5,1 1,02
5 5,0 5,1 0,98
6 5,3 5,4 0,98
7 4,5 4.6 0,98
8 8,0 8,3 1,04
9 6,5 6,4 1,02
10 6,9 7,0 0,99
11 7,2 7,1 1,01
12 5,5 5,4 1,02
13 5,1 5,2 0,98
14 9,8 10,0 0,98
15 9,1 9,2 0,99
16 8,3 8,4 0,99
17 4.6 4.4 1,05
18 8,6 8,7 0,99
19 6,3 6,3 1,00

20 5,4 5,5 0,98
21 7,8 7,9 0,99
22 4,2 4.3 0,98
23 5,8 5,9 0,98
24 6,3 6,4 0,98
25 11,4 11,6 0,98
26 12,8 13,0 0,98
27 5,5 5,6 0,98
28 5,2 5,4 0,96
29 8,2 8,1 1,01
30 12,4 12,0 1,03
31 5,4 5,5 0,98
32 6,5 6,3 1,03
33 9,5 9,4 1,01
34 10,5 10,2 1,03
35 43 4,1 1,05
36 8,4 8,5 0,99
37 6,3 6,1 1,03
38 5,3 5,4 0,98
39 5,4 5,2 1,04
40 4.6 43 1,07
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Tablo 5.7 Rastgele alinan 60 hasta numunesinin HPLC ve B.C AU680

cihazlarinda karsilikli olarak ¢aligsmasinin sonuglari (devami)

Hasta No HPLC BC AU680 Fark
41 4,6 4,4 1,05
42 8,2 8,1 1,01
43 9,5 9,3 1,02
44 13,3 13,0 1,02
45 5,4 5,5 0,98
46 7,5 7,3 1,03
47 6,6 6,4 1,03
48 8,5 8,6 0,99
49 9,5 9,3 1,02
50 6,4 6,2 1,03
51 5,5 5,3 1,04
52 5,5 5,3 1,04
53 5,3 5,1 1,04
54 7,7 7,5 1,03
55 8,5 8,2 1,04
56 9,2 9,0 1,02
57 6,4 6,2 1,03
58 5,9 5,7 1,04
59 8,5 8,3 1,02
60 7,8 7,6 1,03

Ortanca (Q2) 6,5 6,4 1,00
Ql 5,4 5,4 1,02
Q3 8,5 8,4 1,01

Verilerin olmasi gereken dagilima uygunlugu Kolmogorov/Simirnov testiyle analiz
edildi ve sonuglarin normal dagilima uygun olmadig1 goriildii. Bunun neticesinde
normal dagilim varsayimi karsilanmadigi i¢in parametrik olmayan Wilcoxon

istatiksel analizi kullanildi.

Yontem kiyaslamasi sirasinda ADAMS HA-8160 cihazinda HPLC ydntemi ile
hasta sonuglar1 dagilimimin % 4,2 - % 13,3 araliginda oldugu goriildii. Numune

sonuglarinin ortanca Q2, Q1 ve Q3 degerleri sirast ile 6,5, 5,4 ve 8,5 bulundu.

Beckman Coulter AU680 cihazinda ise hasta sonuc¢lariin % 4,1 - % 13,0 arasinda
dagildig1 goriildii. Bu yontemde ise ortanca Q2, Q1 ve Q3 degerleri sirasi ile 6,4,
5,4, ve 8,4 bulundu.
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Sekil 5.4 HPLC ve B.C AU680 cihazlarinda kiyaslanan hastalarin sonuglarinin
Q1, Q2 ve Q3 degerlerinin dagilimim gosteren box-plot (kutu) grafigi.

Spearman’s testi ile korelasyon sayisi incelemesi yapildi. Bu test iki degisken
arasindaki iligkiyi inceleyen parametrik olmayan bir istatistik testidir. Devaminda
regresyon analizi i¢in Passing Bablock testi uygulandi. Bu test sonucunda iki metot
arasindaki korelasyon kat sayisi r = 0,992 regresyon esitligi ise y = 0,9913x-0,0016
R? = 0,994 seklinde bulundugu igin iki yontem arasinda anlamli bir fark olmadig

gbzlemlendi.
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Passing Bablok Regression Fit

Passing Bablok RegressionFit (n=60)
— 0.10 + 1.00 * Method1
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Sekil 5.5 Iki yontemin sonuglarinin Passing Bablok Regresyon Analiz Grafigi

HPLC & BC AU680  vy=0,9913x-0,0016
R?=0,994
14,0

12,0 e
100 ,.'_‘....
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Sekil 5.6 HPLC ve B.C AU680 cihazlarinda kiyaslanan hastalarin sonuglarinin

regresyon grafigi

Iki 6l¢iim arasindaki sonuglari daha net yorumlamak amaciyla Deming Regresyon
analizi yapildi. Deming Regresyonu her iki Ol¢iim sonucunda Ol¢iim hatasi
olabilecegini kabul ederek iki metot arasindaki dogrusallik iliskisinin daha net

goriilmesini saglar.
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Deming Regresyonu ile Olciim Yontemi Karsilastirmasi

Olguim ciftleri

Deming Regresyon
T Y =0.99X + -0.02
12k Y = X referans cizgisi

10

BC AU680

HPLC

Sekil 5.7 Deming Regresyon Analizi Grafigi

Analiz sonucunda elde edilen regresyon denklemi asagidaki gibidir;
y= 0,99 x — 0,02 bu esitlige gore iki 6l¢lim yontemi arasindaki iliskinin giiglii bir
dogrusallikta oldugu goriildii. Bulunan 0,99 degeri egim katsayis1 Slgiimlerin
sonuglarin birbirine yakinligin1 gostermektedir. y ekseni kesisimi olan -0,02,

metotlar arasinda 6nemsiz sistematik bir fark oldugunu gostermektedir.

Iki 6l¢iim sonucunun birbirine olan uyumlulugunun degerlendirilmesi amaglanarak
Uyum Katsayis1 (Concordance Correlation Coefficient, CCC) hesaplandi. Bu deger
0,997 olarak bulundu. Bu deger 6l¢limler arasindaki dogrusal iliskinin ne kadar
giiclii oldugunu gostermenin yani sira 6lglim degerlerinde yiiksek eslesmenin de
oldugunu gostermektedir. Bu sonu¢ yontemlerin birbiri yerine kullanilabilir

oldugunu da ifade eder.

Olgiim sonuglarmin giivenilirligini daha net agiklanmasi icin sonuglarin Sinif igi
Korelasyon Katsayist (Intraclass Correlation Coefficient, ICC) hesaplandi. Bu
deger birden fazla gozlemci yontem veya Ol¢lim arasindaki giivenilirligi ve
tutarlilig1 Slgen bir istatistiksel bir yontemdir. Bu hesaplamalar neticesinde % 95

giiven araliginda ICC= 0,981 olarak bulundu.

Yontemler arasindaki kiyasi degerlendirmek amaciyla yontem sonuglarina Bland

Altman analizi yapildi. Olgiim sonuglar1 4,2 ile 13,3 arasinda degismektedir.
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Sonuglar arasindaki farklarin ortalama degere gore degiskenlik gosterdigi goriildii.
Bu sebeple farklarin goreceli biiytikliiklerinin daha net anlasilmasi i¢in bu analiz
yiizdelik farklara gore yapildi. Yiizde farklarla elde edilen Bland Altman analizi
metotlar arasindaki sistematik farklarin ve 6l¢iim sonuglarina bagli varyasyonlarin

daha iyi sekilde goriilmesini saglar.

Bland-Altman Grafigi (Yizde Farklarla)

-=- Ortalama yiizde fark: 0.93%
=== +1.96 SD: 5.87%
L e e -1.96 SD: -4.00%

Yazde fark (%)

B
s s s L

iki 6lgimin ortalamasi

Sekil 5.8 iki metottun lgiim sonuglarinin Bland Altman grafigi

Grafikte verilerin ortalamasi x ekseni (yatay), aralarindaki % fark ise y ekseninde
(dikey) gosterildi. Gri kesikli ¢izgi ortalama % farki (bias), kirmizi ve mavi ¢izgiler
ise % 95 giiven araliginda + 1,96 standart sapma limitlerini gostermektedir. Bu
grafik incelendiginde HPLC 6l¢iim sonuglarinin iki 6l¢iimiin ortalamasina kiyasla
% 0,31 daha diisiik oldugu tespit edildi. Bu deger sifir degerine ¢ok yakin oldugu

icin orantisal agidan sistematik farkin ¢ok diisiik oldugu sdylenebilir.

Bu calismada, HbAlc Olgiimiinde kullanilan iki farkli yontem olan yiiksek
performanslt sivi  kromatografisi (HPLC) ve immiinotiirbidimetrik analiz
yontemleri i¢in kalibrasyon egrileri olusturularak, her iki yontemin duyarlilik
diizeyleri karsilasgtirilmistir. Immiinotiirbidimetrik yontem icin elde edilen
kalibrasyon egrisi denklemine gore (y = 0,0763x — 0,2524, R = 0,998), yontem
oldukca giiclii bir dogrusal iligki goOstermistir. Bos ornek yerine en diisiik
konsantrasyona karsilik gelen absorbans degeri (0,0007) kullanilarak yapilan
hesaplamada, bu yontem i¢cin LOD degeri 0,028, LOQ degeri ise 0,092 olarak

hesaplanmuigtir.

39



Benzer sekilde, HPLC yontemi i¢in olusturulan kalibrasyon dogrusu (y = 0,991x —
0,002, R* = 0,994) dogrusal ve yiiksek korelasyon gostermektedir. Diisiik
konsantrasyonlu Ol¢timlerin standart sapmasi temel alinarak yapilan hesaplamada,

HPLC yo6ntemi i¢in LOD degeri 1,51, LOQ degeri ise 5,04 olarak bulunmustur.

Bu sonuglar, immiinotiirbidimetrik yontemin HPLC'ye kiyasla daha diisiik LOD ve
LOQ degerlerine sahip oldugunu, dolayisiyla bu yontemin diisik
konsantrasyonlardaki HbAlc diizeylerinin saptanmasinda daha duyarh
olabilecegini gostermektedir. Ancak, her iki yontemin de yiiksek dogrusal uyum
katsayisina sahip olmasi, klinik uygulamalarda giivenilir sonuglar verebileceklerini

ortaya koymaktadir.

F testi, iki ya da daha fazla grubun varyanslarim karsilastirmak i¢in kullanilan

istatistiksel bir testtir. Verilere uygulanan f testi sonucunda:

HPLC ve BC AU680 yontemleriyle elde edilen HbA 1c 6l¢iimlerinin varyanslarinin
karsilagtirilmasinda Levene testi uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore, F
istatistigi 0,002 (p = 0,961) olarak bulunmustur. Elde edilen p-degeri, istatistiksel
olarak anlamli kabul edilen 0,05 diizeyinin olduk¢a iizerinde oldugundan, iki
yontem arasinda varyans bakimindan anlamli bir fark olmadigi sonucuna
varilmistir. Bu bulgu, her iki yontemin 6l¢iim sonuclarinin degiskenligi agisindan

istatistiksel olarak benzer oldugunu gostermektedir.

Tim bu sonuglarin son bir degerlendirmesi olarak yapilan analizlere Bagimh

Gruplar t-Testi (Paired Samples) uygulandi.

Testin Amaci: HPLC ve BC AU680 ile yapilan Olgiimlerin ortalamalarinin

arasinda istatistiksel bir fark olup olmadigini belirlemektir.

Sifir Hipotezi (Ho): HPLC ve BC AU680 cihazinda yapilan o6l¢iimlerin
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Yani gercekte iki
yontemin ortalamasi esittir veya esite yakindir ve bizim buldugumuz kiiciik fark

Onemsizdir).

40



Alternatif Hipotez (Hi): HPLC ve BC AU680 sonuglar1 arasinda anlamli bir fark

vardir.

e Ortalama Fark (HPLC- BC AU680): -0,035
e Farklarin Standart Sapmasi: 0,231

o t-degeri (t-statistic): -1,176

o Serbestlik Derecesi (df): 59 (n-1 yani 60-1)
e p-degeri (2-yonlii): 0,244

Sonuglar igerisinde en onemli deger p degeridir. Testin kuralina gore istatistiksel
analizlerde p degeri genellikle 0,05 olan anlamlilik diizeyi ile kiyaslanir. Eger p <
0,05 ise Sifir hipotezi reddedilir ve sonug istatistiksel olarak anlamli kabul edilir.

Bu calismanin sonucunda ise p degeri 0,244 yani p > 0,05 oldugu i¢in Ho hipotezini
reddetmek i¢in yeterli kanit yoktur. Dolayisiyla hem bu 6l¢lim sonuglari hem de
yapilan istatistiksel analizler neticesinde sonuglarin birbirileriyle uyumlulugu ve

yontemlerin birbirleri yerine kullanilabilecegi sonucu ortaya ¢ikt.
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6

TARTISMA

HbA ¢ dlglimiinde farkli teknikler kullanilmasi istenmeyen varyasyonlarin ortaya
cikmasina sebep olabilir. Bu sebeple farkli laboratuvarlarda kullanilan yontemlerin
karsilastirilmast biliylik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada her iki 6l¢iim yontemi
stabilite, tekrarlanabilirlik, dogrusallik ve korelasyon analizi ag¢isindan
degerlendirildi. Cikan sonuclar dogrultusunda HbAlc’ nin immiinotiirbidimetrik
yontemle Ol¢iilmesinde elde edilen sonuglarin HPLC ile elde edilen sonuglar ile
uyumlu oldugu go6zlendi. IFCC tarafindan onaylanan immunotiirbidimetrik
yontemde kullanilan antikorlar HbAlc’ nin labil bilesenlerini ve glikolize
hemoglobinin diger varyantlar1 olan HbAla ve HbAlb’ ye karsit secicidir.
Dolayisiyla 6l¢iim esnasinda bu varyantlarin varligindan etkilenmez. Ayrica bu
yontem HbF, HbS, HbA: ve karbamile hemoglobinden etkilenmez. Bu yiizden
immunotiirbidimetrik yontemde yiiksek 6zgiillilk ve dogruluk mevcuttur. HbAlc
degeri HPLC ile 6lgiilen numunelerde HbAlc sonucunun HbA ¢ varyantlarindan
etkilenme olasiligit daha yiliksek oldugu i¢in sonuglarin giiven araligi,
immiinotlirbidimetrik yonteme gore daha diisiik olacaktir. Giinlimiiz teknolojisinde
laboratuvarlarda yapilan testlerde maliyet ve zaman en 6nemli faktorlerdir. HPLC
normal olmayan hemoglobin varyantlarinin tespitinde 6nemli rol oynarken, pahali
bir sistem olmasi, diger hizli yontemlere kiyasla analiz siiresinin daha uzun olmasi,
sonuglarda farkli hemoglobin varyantlar1 ve interferanslar nedeniyle elde edilen
kromatogramlarin yorumlanmasinin zor olmasi zaman ve personel ihtiyacini
arttirmaktadir. Ayrica HPLC ile yapilan dlgiimlerde yiiksek duyarlilik, ancak diisiik
spesifiklik riski yanlis HbAlc sonuglarina neden olabilir. Ancak giiniimiiz
teknolojisinde klinik kimyada kullanilan biyokimya oto-analizérlerinde ¢ok sayida
testin c¢alisilmas1 daha az sayida personel ve daha diisiik maliyet gerektirdiginden
daha avantajlidir. Elde edilen sonuglar iki yontem arasinda anlamli bir fark
olmadigin1 ve bu durumun standardizasyon ve izlenebilirlik siireclerine bagh
olabilecegini gosterdi. Bu iki yontem Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon
Programi (NGSP) ve Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu
(IFCC) tarafindan kabul edildi.
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