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OZET

HbA1C OLCUMUNDE YONTEM KARSILASTIRMASI
Yasemin YILMAZ
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya AD

Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Stleyman DEMIR
Haziran 2022, 58 Sayfa

HbA1C dlgiimlerinde standardizasyon c¢alismalari diinya ¢apinda strmekte ve bu
konuda iyilesmeler saglanmaktadir. Bu cgalismada, tlrbidimetrik immunoinhibisyon
(TINIA) yontemini kullanan Roche Cobas 6000 cihazi ile HbA1C dlgimu igin referans
olarak yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemini kullanan Tosoh G8
cihazi karsilastiriimistir. Her iki cihazda yirmiser kontrol ve hasta érnekleri ile gin ici ve
gunler arasi tekrarlanabilirlik ¢calismasi yapildi. Her iki cihaz igin dogrusallik ve stabilite
¢alismalari yapildi. Rutin HbA1C 6lgim icin laboratuvara génderilen ve HPLC ydntemi
ile Olcllen altmis 6rnek rasgele alinarak Roche Cobas 6000 cihazinda olglldiu ve
sonugclar karsilastirildi. Kontrol serumlarinda guin ici ve gunler arasi CV'ler HPLC’de
<%0,45 ve <%0,80; TINIA yonteminde <%1,46 ve %1,79 olarak bulundu. HbA1C
duzeyleri HPLC’de %4,8-%13,3 (29 mmol/mol-122 mmol/mol) aralijinda olan taze tam
kan ornekleri ile yapilan yontem karsilastirmasinda TINIA yontemiyle %4,49-%12,01 (26
mmol/mol-109 mmol/mol)  araliinda dagildi. iki yéntemin korelasyon katsayisi
R?=0.987, p<0.05; regresyon denklemi, %HbA1C = 0,903*HPLC %HbA1C +0,159 idi.
HPLC (%6,55) ve TINIA (%6,07) yontemleriyle elde edilen %HbA1C dlzeyleri arasinda
anlamli bir fark bulundu (p<0.05). TINIA yontemi HPLC sistemi ile iyi korelasyon
vermekle birlikte %7,9’luk distuk HbA1C sonucu Uretmesi diyabet tani ve takibi agisindan
sorun olusturabilir

Anahtar Kelimeler: Glikozillenmis hemoglobin, HbA1C, turbidimetri, TINIA, HPLC.
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ABSTRACT

METHOD COMPARISON IN HbA1C MEASUREMENT
Yasemin YILMAZ
M. Sc. Thesis in Medical Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Siileyman DEMIR
June 2022, 58 Pages

Standardization studies in HbA1C measurements are continuing worldwide and
improvements are being made in this regard. In this study, we compared the Roche
Cobas 6000 device using the turbidimetric immunoinhibition (TINIA) method with Tosoh
G8 device, which uses high-performance liquid chromatography (HPLC) method, as a
reference for HbA1C measurement. Intra- and inter-day reproducibility studies were
performed with twenty control and patient samples on both devices. Linearity and stability
studies were performed for both devices. Randomly selected sixty samples which were
sent to the laboratory for HbA1C measurement and measured by HPLC method were
measured by Roche Cobas 6000 and these results were compared. Intra- and inter-day
CVs in control sera were <0.45% and <0.80% in HPLC; these CVs were found to be
<1.46% and 1.79% in the TINIA method. HbAlc levels ranged from 4.8% to 13.3% (29
mmol/mol-122 mmol/mol) in HPLC and ranged from 4.49% to 12.01% (26 mmol/mol-109
mmol/mol) with the TINIA method in the method comparison with fresh whole blood
samples. The correlation coefficient of the two methods was R?=0.987, p<0.05; the
regression equation was %HbA1C = 0.903*xHPLC %HbAlc +0.159. A significant
difference was found between %HbA1C levels obtained by HPLC (6,55%) and TINIA
(6,07%) methods (p<0.05). Although the TINIA method correlates well with the HPLC
system, producing a low HbA1C result of 7.9% may pose a problem in terms of diabetes
diagnosis and follow-up.

Keywords: Glycosylated hemoglobin, HbA1C, turbidimetry, TINIA, HPLC.
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1 GiRIS

Diabetes Mellitus halk sagligini olumsuz etkileyen, yiksek kan glukozu ile
seyreden kronik ilerleyici bir hastaliktir. Yiksek glisemi, glukozun serbest karbonil
gruplari ile hemoglobin zincirinin N-terminal valin kalintisinin amino ve lizin amino
asitlerinin € amino gruplarina non-enzimatik olarak baglanmasiyla yliksek HbA1C
olusumuna neden olur (Kurt 2003, Rohlfing vd. 2002).Glinumuzde diyabetik hastalarin
glisemik kontrollerinin takibinde kan glukozu ve HbA1C o&lgumleri kullanihr. Glisemik
kontrolun gunlik takibinde siklikla kan glukoz 6lgimu kullanilirken uzun dénem glisemik
kontrolun takibinde HbA1C 6lgimua kullanilir (Kurt 2003, Pandey vd 2015). Amerikan
Diyabet Dernegine (ADA) gore, diyabet tani kriteri amaciyla kullanilan HbA1C degerinin
2%6,5 olmasi gerekir (Nitin 2010).

HbA1C élgimu igin ¢ok sayida analitik 6lgiim ydntemleri bulunmaktadir. Ylksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), HbA1C’nin dlgulmesinde kullanilan en yaygin
analitik tekniklerden biridir. HPLC’de HbA1C'yi diger hemoglobin molekullerinden ayirt
etmek igin iyon degisimi veya afinite kolonlari kullanilir. immiinokimyasal ve enzimatik
yontemler glikozile ve glikozile olmayan hemoglobini yapisal farklarindan yararlanarak
ayirir. immunolojik testler, antijen ile antikor reaksiyonuna bagli analitin miktarinin
belirlendigi testlerdir (Gupta vd 2017). Farkl laboratuvarlardan alinan ayni kan érneginin
HbA1C sonuglari ayni yontemler ile dlgliimesine karsin farkli olabildiginden HbA1C
Olgim yontemlerinin standardize edilme geredi duyulmustur. Diyabet Kontrol ve
Komplikasyon Denemeleri (DCCT) ¢aligmasinda, diinyanin herhangi bir yerinde dlgulen
HbA1C degerinin DCCT ile ayni degerleri vermesi gerektigi konusunda fikir birligine
varilmistir (Leslie 2008). HbA1C testi, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon
Programi (NGSP) tarafindan onaylanmis ve Diyabet Kontrol ve Komplikasyon
Denemeleri (DCCT) ile standardize edilmig bir yontem kullanilarak yapiimalidir (ADA
2019). HbA1C odlgumlerini daha kolay ve ucuz yapma iddiasi ile birgok ydntem
geligtiriimistir. Bu yéntemlerin laboratuvarlarda kullaniimadan dnce referans yéntemle

karsilastiriimasi gerekmektedir.



1.1 Amag

Calismamizda HbA1C dlgimu igin referans ydntem olarak gosterilen YUksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemini kullanan Tosoh G8 cihazi ile
Turbidimetrik immiino-inhibisyon (TINIA) yéntemini kullanan Roche Cobas 6000 cihazi

ile elde edilen sonuglari karsilagtirmay1 amagcladik.



2 KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Hemoglobin

Erigskin insan vucudu glnde 500 g oksijen tuketir; ancak kalbin bir ginde
pompaladigi kan hacmi degerlendirildiginde plazma yolu vasitasiyla dokulara girebilen
oksijen miktari gunlik 30 gramdir. Bu da bir insanin gunlik gereksiniminin %6’sini
olusturur. Bundan dolay! oksijen transportu igin hemoglobin denilen 6zel bir molekile
ihtiyac vardir. Eritrositler icinde bulunan hemoglobin, akcigerlerden periferik dokulara
oksijen; periferik dokulardan akcigerlere karbondioksit ve proton tasir. Erkeklerde 100
mL kanda ortalama 15 gr, kadinlarda ise 13 gr hemoglobin bulunmaktadir (S6zmen
2006, Gurdol 2017).

2.1.1 Hemoglobinin Yapisi

Hemoglobin, iki farkli polipeptit zincirinden ikiser adet igeren tetramer yapida
globdiler bir proteindir. Hemoglobin, 5,5 nm ¢apinda ve 64,5 kDa molekll agirligindadir.
Hemoglobinin her zincirinde kendisine prostetik olarak bagh birer hem molekult bulunur.
Tam hemoglobin ¢esitlerinde hem molekilid ayni yapida olmasina karsin globin
zincirlerinin sayisi, sirasi ve cinsleri farkliik géstermektedir (Huisman 1993, S6zmen
2006).

2.1.1.1 Hem Grubunun Yapisi

Hem molekuld, dairesel dizilmis ve birbirlerine meten kdpruleri (= CH -) ile bagli
dort tane pirol halkasindan (tetrapirol halka) olusur. Bu yapi porfirin halka sistemidir ve
bu sistemdeki ¢ift baglar goérindr 151§1 absorbe ederek kanin kirmizi renkte gérinmesine
neden olur. Bir pirol halkasi dért karbon ve bir azottan olusur. Dért pirol halkasinin azot
atomlari i¢ kisimda kalacak sekilde dizilmigtir. Porfirin halka sistemindeki sekiz dis

kdseye dort metil, iki vinil, iki propiyonik grup baglidir (S6zmen 2006, Gurddl 2017,



Banach vd. 2019). Bu tetrapirol halka yapisinin merkezinde ferréz formda demir (Fe*?)
atomu yer alir. Bu Fe*? atomu, tetrapirol halka yapisindaki azot (N) atomlarina
baglanarak merkezde tutunur (Sekil 2.1). Hem molekulinin yapisinda bulunan bu ferréz
demir (Fe*?) atomu iki bagd daha yapar; bu baglardan biri demiri globin zincirinde bulunan
histidin amino asidinin yan zincirinde bulunan imidazol azotuna, digeri ise oksijene
baglar. Hem molekulinun oksijen ile yaptigi bag sayesinde hemoglobin molekuli oksijen
tasima kapasitesine sahip olur. Tetramer yapidaki hemoglobin molekuli dért molekdl
hem grubu icerdiginden bir molekil hemoglobin toplamda dért molekil oksijen tasir
(Huisman 1993, Banach vd. 2019). Hem molekuline oksijen baglanabilmesi icin demir
atomunun Fe*?formda olmasi gerekir. Clinkii ferrik (Fe*®) yapidaki demir atomu okside
oldugundan oksijen ile bag yapamaz (Huisman 1993, S6zmen 2006, Champe ve Harvey
2007).

Sekil 2.1 Hem molekulindn yapisi (Gurdol 2017).

2.1.1.2 Globin Zincir Tipleri

Hemoglobin molekiliinde dért adet globin polipeptit zinciri bulunur. Her bir zincirin
sentezi farkli gen bolgeleri ile gergeklestirilir. Alfa globin zincirini sentezleyen iki ayri gen
bolgesi 16.kromozom Uzerinde yer alirken, beta zincirini sentezleyen gen 11.kromozom
Uzerinde bulunur. Bu durumda alfa gen ailesi iki gen tasirken, beta gen ailesi tek genden
olusur. Ayrica 16.kromozom Uzerinde zeta, zeta benzeri globin ve alfa benzeri globin
genler; 11.kromozom Uzerinde ise epsilon, delta, beta benzeri globin geni ve iki adet
gama genleri bulunmaktadir (Dénbak 2005, Gurdél 2017).



HbA, erigkinlerde bulunan baslica hemoglobindir, total hemoglobinin %97’sini
olusturur. Bu hemoglobinin yapisinda alfa ve beta zincirleri (a2B2) bulunur. HbAZ2,
erigkinlerdeki hemoglobinin %Z2’sini olusturur, alfa ve delta zincirlerini (a232) igerir.
Erigkinlerdeki total hemoglobinin %1’ini ise HbF igerir. HbF, alfa ve gama zincirlerinden
(a2 y2) olusur (Berg vd. 2002, Champe ve Harvey 2007).

Hemoglobinin tetramerik yapisini olusturan globin zincirlerinin ¢esidi yasamin
farkli evrelerinde farklilik gésterir. intrauterin gelisim esnasinda alti farkli zincir (q, B, €,
Ay, Cy, Q) sentezlenir (Gurddl 2017). Embriyolojik dénemin 5.haftasindan itibaren
hematopoez, embriyo kesesinden fetlis karacigerine gecer. Hematopoez, 30.haftadan
sonra dalakta, dogumdan sonra ise kemik iliginde gerceklesir. Embriyolojik donemin ilk
iki ayinda sirasiyla Gower-| ({2€2), Gower - |l (az2€2) sentezlenir. Gebeligin 8.haftasindan
sonraki evrelerde sirasiyla Portland-l (C2y2) ve Portland-11 ({232) sentezlenir. Fetusta HbF
(a2 y2), gebeligin 13. haftasindan itibaren sentezlenmeye baslar, embriyolojik
hemoglobinler kaybolur. Yapisinda beta yerine gama zinciri bulunan HbF’nin oksijene
ilgisi HbA’ninkinden fazladir (Berg vd. 2002, Dénbak 2005, Gurdol 2017). Gebeligin
ilerleyen haftalarinda gama zincir sentezinde azalma gézlenirken, beta zincir sentezinde
artma gozlenir (Karlsson ve Nienhuis 1985, Donbak 2005, Manning vd. 2007).

Alfa ve zeta globin zincirleri 141, beta, gama, delta ve epsilon globin zincirleri 146
amino asit uzunlugundadir. Alfa ve beta globin zincirlerinin her ikisinde 64 amino asit
aynidir ve N-terminallerinde valin amino asidi bulunur. Beta ve gama globin zincirlerinin
uzunluklari esittir ve birbirlerinden 39 amino asit farklidirlar. Beta ve delta zincirlerinde
de 10 amino asitlik fark bulunur (Berg vd. 2002).

2.1.2 Hemoglobinin Fonksiyonlari

Hemoglobinin oksijen tasinmasi ve tamponlama olmak Uzere baglica iki

fonksiyonu vardir.

Hemoglobin, akciderlerden periferik dokulara oksijen ve ayrica periferik
dokulardan akcigerlere karbondioksit ve proton tagir. Hemoglobin molekulinde dort adet
hem grubu bulundugundan bir molekul hemoglobin dort molekul oksijen tagir (S6zmen
2006, Gurdol 2017). Ancak pratikte %100 doygunluk saglanamaz; hemoglobin igin
maksimum doygunluk orani %97°dir. Hem molekli ile bag yapmig ferr6z demir (Fe*?)
oksijen ile reversible (geri donusumll) olarak baglhdir. Hem halkasinin i¢ kisminin

hidrofobik olmasi suyun demirden uzak olmasini saglayarak demirin oksitlenmesini



engeller. Bu sayede demir oksijen ile reversible olarak bag yapabilir. Cinkl oksitlenmis
demir (Fe*®) oksijen ile bag yapamaz (Gulrdol 2017).

Hemoglobinin gergin ve gevsek formlari oksijen tasinmasi olayinda oldukga
onemlidir. Hemoglobinin gergin formda olmasi oksijene olan ilgisini dusurir, gevsek
formda olmasi ise oksijene olan ilgisini artirir. Hemoglobinin oksijene baglama yetenegi
ortamin parsiyel oksijen basincina (pO.), parsiyel karbondioksit basincina (pCQO>),
ortamin pH ve Isisina ve ayrica 2,3-bisfosfogliserat dizeylerine baghdir. 2,3-
bisfosfogliserat, en énemli diizenleyici mekanizmayi olusturmaktadir (Nelson ve Cox
2013, Rodwell vd. 2019).

2.1.3 Hemoglobin Bilesikleri

Hemoglobinin oksijen ile bag yapmasi sonucu oksihemoglobin (OzHb) olusur.
Oksijen bagh olmayan hemoglobine deoksihemoglobin (HHb) denir. Bunlarin diginda

eritrositlerde farkli hemoglobin tipleri de bulunabilir (Baranoski vd. 2012).

2.1.3.1 Karboksihemoglobin

Hemoglobine karbonmonoksit (CO) baglanmasi sonucunda olusur.
Hemoglobin molekilindeki ferr6z demire baglanan CO hemoglobinin oksijene olan
ilgisini azaltir. Hemoglobinin CQO’ya olan ilgisi oksijene olan ilgisinden yaklasik 220
kat fazladir. Dolayisiyla oksijen miktari CO miktari ile ayni olsa da hemoglobin CO

ile bag yaparak hipoksiye neden olur (S6zmen 2006, Champe ve Harvey 2007).

2.1.3.2 Karbaminohemoglobin

Hemoglobinin karbondioksit (CO2) ile geri donusumlu olarak baglanmasi
sonucunda olusur. Karbondioksidin hemoglobin ile bag yapmasi hemoglobinin
oksijene olan ilgisini azaltir. CO2, plazmada %7 oraninda ¢ézinmus olarak, %23
oraninda hemoglobine bagli sekilde ve %70 oraninda bikarbonat iyonu (HCO3)
halinde tasinir (S6zmen 2006, Champe ve Harvey 2007, Cox 2013).



2.1.3.3 Siilffohemoglobin

Hidrojen sulfirin hemoglobinin porfirin halkasina baglanmasi sonucunda
olusur. Hidrojen sulfurin Hb’ye ilgisi demire oranla azdir, ancak hidrojen salfurin
Hb’ye baglanmasi ile Hb’nin oksijene olan ilgisi azalir (Park vd. 1986). Hidrojen sulfur
hemoglobine geri donusimsuz olarak baglanir, bu nedenle vakalar nadir olarak

gorilse de genelde olumculdar (Park vd. 1986, S6zmen 2006).

2.1.3.4 Methemoglobin ve Siyanomethemoglobin

SiyanlUrdn vidcuda alinmasi ile birlikte oncelikle hemoglobinin yapisinda
bulunan Fe*?, elektron kaybederek Fe*3 formuna yani methemoglobin formuna
dondsir. Daha sonra siyanomethemoglobin olusur. Normal kosullarda Fe*?nin
elektron kaybederek Fe*3 formuna donisimi sitokrom b5 sistemi (methemoglobin
redUktaz enzimi) tarafindan engellenir. Vicutta hemoglobinin sadece %1 - 2’si ferrik
durumda bulunur. Olusan siyanomethemoglobin, sitokrom oksidaz ve birgok

solunum enzimini inhibe eder (Baranoski vd. 2012).

2.1.4 Hemoglobinin Glikozillenmesi

Karbonhidratlar enzimatik reaksiyonlar ile proteinlere kovalent olarak baglanirlar.
Olusan bu kompleks molekdillere glikoproteinler denir. Glikoproteinlerin karbonhidrat
kisimlari miktar ve yapisal olarak farklilik gésterir (Rohlfing vd. 2002, S6zmen 2006, Cox
2013). Glikozillenme, enzimatik ve non-enzimatik olmak Ulzere iki farkhh sekilde
gergeklesir. Enzimatik glikozillenmede glikozil transferazlar kullanilir ve proteinlerin
asparajin, serin, treonin ve hidroksilizin amino asitlerine N-glikozid ve O-glikozid baglar
ile glukoz, galaktoz, mannoz, fruktoz, N-asetil glukozamin, N-asetil mannozamin ve
siyalik asitlerin baglanmasi ile glikoproteinler olusur (Alici ve Dulger 2001). Enzimatik
olmayan reaksiyonlarla, glukoz, galaktoz, mannoz, fruktoz, riboz, siyalik asitler ve bazi
heksozlarin fosforillenmis sekilleri, serbest karbonil gruplari ile proteinlerin N-terminal
valin kalintisinin amino ve lizin amino asitlerinin € amino gruplarina baglanirlar (Alici ve
Dulger 2001, Kurt 2003). Enzimatik olmayan glikozillenmenin gosterildigi ilk protein
hemoglobindir (Bunn 1981, Kurt 2003).



ik kez 1958'de iyon degistirici kolon kromotografisi ile HoA1 komponentleri izole
edilmis ve elisyon sirasina gére HbA1A, HbA1B ve HbA1C olarak adlandiriimistir. Bu
HbA1 komponentleri, erigkin insan eritrositinin baglica hemoglobini olan HbA (HbAO)'dan
enzimatik olmayan glikozillenme ile olusur (Brownlee ve Cerami 1981). Diyabetik
hastalarda HbA1C komponenti diger komponentlere kiyasla 2-3 kat daha yuksektir
(Weykamp vd. 2009, Nitin 2010). 1978’de McDonald ve arkadaslari tarafindan HbA1A1,
HbA1A2 olmak (zere iki alt fraksiyonu tanimlamistir (McDonald vd. 1978). HbA1A1'de
beta zincirinin N-terminal ucuna fruktoz-1,6-bisfosfat, HbA1A2'de glukoz 6-fosfat,
HbA1B’de ise pirtivik asit baglanmistir. HbA1C’'de bir ya da her iki beta zincirinin N-
terminal valin kalintisina glukoz baglanir. HbA1C, HbA1’in %80’ini olusturur (Smith vd.
2007, Aydin 2014).

Eritrositlerdeki HbAQ'In aktivitesi eritrosit yasaminin ilk baslarinda oldukca
fazladir, ancak zamanla bu aktivite azalir. Aksine HbA1A, HbA1B ve HbA1C'nin
aktiviteleri eritrositlerin yasam slreleri uzadikca hemen hemen lineer bigimde artar
(Rohlfing vd. 2002). Bu hemoglobinin glikozilasyonunun yavas gerceklestigini,
eritrositlerin 120 gUnlik yasam sureleri boyunca devam ettigini gosterir. Yash
eritrositlerdeki HbA1C dizeyleri geng olanlara gére anlamli sekilde yluksek bulunmustur
(Bunn 1981). Eritrositlerde glukoz ve hemoglobin enzimatik olmayan reaksiyonla
kondanse oldugundan hemoglobinin glikozilasyonu yavas gelisir (Rohlfing vd. 2002).

HbAO, diger glikolize hemoglobinlerden (HbA1A, HbA1B ve HbA1C) afinite
kromografisi ile ayrilabilir iken yike bagl kromotografik yontemlerle ayrilamaz (Alici ve
Dulger 2001, Burtis ve Ashwood 2008).

HbAO molekdli iki a ve iki B olmak Uzere doért polipeptit zincirinde glikasyon
yapar. Bu glikasyon, zincirlerdeki N-terminal amino asidin (valin) amino grubu ile lizin
kalintilarinin tim serbest € amino gruplari arasinda saglanir. Temel glikasyon bolgesi 3
zincirlerinin N-terminalinde bulunan valin kalintilari olup, glukoz baglanmasinin yaklasik
%60’ indan sorumludur. Glukoz a zincirlerinin N-terminal valin kalintilarina da baglanabilir
(Kurt 2003).
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Sekil 2.2 Amadori diizenlenmesi (Horber vd 2020).

HbA1C olusumunda glukoz molekili, hemoglobinin B zincirlerinin N-terminal
amino grubuna enzimatik olmayan yolla baglanir. Bu baglanma sonucunda dnce aldimin
yapisi (Schiff bazi) olugur. Bu yapiya pre-HbA1C de denilmektedir. Bu reaksiyon hizl bir
sekilde gerceklesir ve cift yonludir; pre-HbA1C labil formdadir. Olusan pre-HbALC,
amadori yeniden duzenlenmesi ile stabil ketoaminler olusturur. Bu olay yavas ve geri
doénusimsizduar. Olusan bu stabil ketoaminler ileri glikasyon son uUrunleri (AGE'’s) olarak
adlandirihr (Burtis ve Ashwood 2008, Rodwell vd. 2019) (Sekil 2.2). lyi kontrol
edilemeyen diyabette ileri glikasyon son drinleri hem mikrovaskiler hem de

makrovaskuler hasara neden olabilir (Rodwell vd. 2019).

Gegici ve ani glukoz yukselmeleri glikozillenmis hemoglobin duzeylerine ciddi bir
etki yapmazken, uzun suren yiksek glukoz konsantrasyonlari HbA1C olugsumunu
hizlandirir (Dénbak 2005).

2.1.4.1 Glikozile Hemoglobinin Klinik Kullanimi

Plazmada bulunan glukoz, eritrosit membranindaki GLUT1 araciligiyla hicre
icerisine girer. Eritrosit icerisine giren yiksek miktardaki glukoz, eritrositte bulunan

hemoglobin ile geri ddnlslimsiiz bir reaksiyonla kondense olarak HbA1C'yi olusturur. Bu



nedenle eritrosit igerisindeki HbA1C ylzdesi plazma glukozunun belirli bir zaman
icerisindeki “kumdulatif” ortalamasini yansitir. Bu nedenle HbA1C, diyabetik hastalarin
tanisi ve takibinde kullaniimaktadir. Glikozillenmis hemoglobin degeri, kan glukozunun
kisa sureli degisimlerinden etkilenmez ve ayrica kanin alinmasindan 6nceki yaklasik 2-
3 aylik bir surenin ortalama kan glukoz duzeyini yansitir (Nitin 2010, Sherwani vd. 2016).
Diyabetli hastalarda dl¢ilen HbA1C'lerin %50'si alinan drnekten 6nceki ayda, %25'i
onceki iki ayda, %25'i ise 2-4 ay oncesinde olusmustur (Kurt 2003). Glikozillenmis
hemoglobin konsantrasyonu, plazmadaki glukoz diizeyine ve eritrosit yasam sulresine
baghdir (McDonald vd. 2007). Geng eritrositler olgun eritrositlerden daha disuk dizeyde
glikozillenmis hemoglobin icerirler. Bu nedenle HbA1C, diyabette daha 6nceki glukoz

dizeyini tahmin etmek icin kullanihr (Panzer vd. 1982).

Yapilan bazi calismalarda, eritrosit ve trombosit agregasyonunun artmasinin,
eritrosit deformabilitesi ve dmrinin azalmasinin, I6kosit adhezyonunun azalmasinin
diyabetik hastalarda glikozillenmis hemoglobin degerinin yukselmesi ile iligkili oldugu

belirlenmistir (Brownlee ve Cerami 1981).

Bazi calismalarda demir eksikli§i anemisinde tedavi dncesi ve tedavi sonrasi
HbA1C dlzeylerinin farkh oldugu bildiriimistir. Tedavi Oncesinde yuksek HbA1C
dizeyleri tespit edilmis ve tedavi ile HbA1C dlzeylerinde anlamli disme oldugu
gOsterilmistir (Brooks vd. 1980, Panzer vd. 1982).

Amerikan Diyabet Dernedi (ADA) 2007°den bu yana HbA1C’yi A1C olarak da
adlandirmaktadir (Nitin 2010). Diyabetin klinik baslangicindan 6nce glukoz ve A1C
dizeyleri artmaktadir. Kilavuza goére tedavi sonucu iyi ve stabil glisemik kontrol hedefine
ulagan diyabetli hastalarin yilda en az iki kez; tedavinin degistidi veya glisemik
hedeflerine ulasamayan hastalarin (¢ ayda bir HbA1C &lgiminl yaptirmalari
gerekmektedir. Kilavuz, diyabetli hastalar icin glukoz ile hemoglobin hedefinin <%7

olmasini 6ngérmektedir (Nitin 2010).

HbA1C testi, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi (NGSP)
tarafindan onaylanmig ve Diyabet Kontrol ve Komplikasyon Denemeleri (DCCT) ile

standardize edilmis bir yontem kullanilarak yapiimahdir (ADA 2019).

Olgllen HbA1C ve plazma glukoz diizeyleri arasindaki belirgin uyumsuzlugun en
onemli nedeni, HbA1C testinin hemoglobin varyantlarindan (hemoglobinopatiler)
etkilenmesidir. Bu durumda diyabet tanisi icin plazma glukozu kullaniimali veya
hemoglobin varyantlarindan etkilenmeyen bir 6lgim yontemi secilmelidir. Dolagsimda
eritrosit yagsam surelerini etkilemeyen hemoglobin varyantlarina sahip olan hastalarda

varyantlarin varligi HbA1C 6lgcimuni etkilemez. Ancak normal yagsam slresinden énce



eritrosit yikimina neden olan hemoglobin varyantlari HbA1C &lgiminin yanhs
cikmasina neden olur (ADA 2019).

Diyabetli hastalarda glisemik kontrolin belirlenmesinde her ne kadar HbA1C
kullanilsa da bazi nedenlerden 6tltri HbA1C dizeyleri hastaligin dogru yorumlanmasina

engel olabilir. Bu nedenler asagidaki gibidir.

e Akut veya kronik kan kaybi veya hemolitik anemi sebebi ile eritrositlerin sag kalma
orani azaldigindan HbA1C duzeylerinde azalma gozlenir.

e Hemoglobin varyantlari (HbS, HbC, HbF, HbE) A1C duzeylerini degistirebilir.

e Gebeligin ikinci trimester déneminde A1C dlzeyleri azalirken Uglincli trimester
sirasinda artar.

e Bobrek yetmezliginde artan karbamile Hb, A1C dizeylerini artirir.

e Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda hemoliz veya gastrointestinal kan kaybi
sebebi ile A1C duzeyleri duser.

e Metabolik asidoz ve Ure konsantrasyonundaki artis A1C dizeylerini artirir.

e Tahlil yontemleri A1C dizeylerini degistirebilir.

e Demir ve B12 eksikliginin A1C Uzerindeki etkileri net olarak belirlenememistir.

A1C degerleri yalnizca kan sekeri duzeylerinden etkilenmediginden A1C

konsantrasyonu olgulirken diger sasirtici faktorler dislanmahidir (Nitin 2010).

2.2 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), pankreasin yeterli miktarda insilin hormonu
Uretememesi ya da drettigi insuline hicrelerin etkin bir sekilde yanit verememesi
durumunda gelisir. DM, insdlin hormonunun miktarinda ya da etkisindeki azalma
sonucunda gelisen hipergilisemi ile karakterizedir. DM, organizmanin karbonhidrat, yag
ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi metabolik bir hastaliktir (Rohlfing vd 2002,
Arneth vd 2019, WHO 2011).

DM, diinyada halk sagligini tehdit eden dnemli hastaliklardandir. Dinya saglik
orgutd (WHO), dinya nifusunun %37 artacagini ve diyabetli insan sayisinin ise %114
artacagini tahmin etmektedir (Pandey vd 2015). DM’de mikro ve makrovaskiler
komplikasyonlar hastalarda morbidite ve mortaliteyi etkiler. Mikrovaskiler
kompliasyonlar olan retinopati, nefropati, ve néropatinin gelisme riski dogrudan glisemik
kontrol derecesi ile iligkilidir (Nathan vd 1993, Rohlfing vd 2002, WHO 2011).



2.2.1 Diabetes Mellitusun Tanisi

Diyabet Aclik Plazma Glukoz (APG) dederi, 75 g Oral Glukoz Tolerans Testi
(OGTT) suresince 2 saatlik plazma glukoz (PG) degeri veya A1C kriteri gibi plazma
glukoz kriterlerine bagl olarak teshis edilebilir. Bozulmus Aclik Glukozu (BAG) ve
Bozulmus Glukoz Toleransi (BGT) pre-diyabetik evrenin tanimlanmasi icin kullanilir.
ADA’ nin glincel DM tani kriterleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 Diyabet tanisi i¢in kriterler (ADA 2019).

(APG) = 126 mg/dL (7.0 mmol/L), en az 8 saat boyunca aclik durumu
Veya

OGTT, 2.saat PG i¢in 2200 mg/ dL (11,1 mmol/L), suda ¢dzlinen 75 g anhidroz glukoz

cOzeltisi hastaya verilir

Veya
A1C 2%6,5 (48 mmol/mol)

Veya
Hiperglisemik olan hastanin PG 2200 mg/dL (11,1 mmol/L)

Hastada belirgin hiperglisemi bulunmuyorsa ya ayni érnekten ya da farkli bir 6rnekten
iki test sonucunun anormal olmasi ile tani konulur.

Pre-diyabet, plazma glukoz dizeyi normal kabul edilemeyecek kadar ylksek;
fakat diyabet tanisi igin gerekli kriterden dusuk olan bireyler icin kullanilan terimdir. Pre-
diyabetli hastalarda %A1C degeri 5,7 ila 6,4 (39-47 mmol/mol) arasindadir. Pre-diyabet,
diyabet ve kardiyovaskuler hastalik icin artmis bir risktir. Pre-diyabet obezite, yuksek
trigliserid dislipidemi ve hipertansiyon ile iligkilidir (ADA 2019). Pre-diyabet i¢in tani

kriterleri Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 Pre-diyabeti tanimlayan kriterler (ADA 2019).

APG =100 — 125 mg/dL (5,6—6,9 mmol/L) (BAG)
Veya

2 saatlik PG suresince 75 g OGTT = 140-199 mg/dL (7,8-11,1 mmol/L) (BGT)
Veya

A1C = %5,7-6,4 (39-47 mmol/mol)




2.2.2 Diabetes Mellitusun Siniflandiriimasi

Diyabetes Mellitus igin siniflandirma baslangigta OGTT ile yapilmaktaydi. Ancak
daha sonra DM, insiline bagimli diabetes mellitus (IDDM) ve insuline bagiml olmayan
diabetes mellitus (NIDDM) olmak tzere iki sekilde siniflandiriimistir. Bu siniflandirma da
gOzden gegirilmis ve insuline bagimli ve insiline bagimh olmayan diyabet terimlerini
kaldirmigtir; sirasiyla tip 1 DM ve tip 2 DM isimleri verilmistir (Dingcagd 2011). Bazi
hastalar tip 1 DM ya da tip 2 DM olarak net bir sekilde siniflandirilamaz. Bu sebepten
ADA (2019) kriterlerine gore diyabet agsagdidaki gibi kategorize edilebilir:

1. Tip 1 Diyabet: Genellikle insulin eksikliine neden olan beta-hlicre yikimi sonucu
olusur. Vicutta insdlin hormonunun yokluguna bagli olarak kan sekeri hizla ylkselir.
Hasta enerji olarak glukoz yerine yaglari kullanmaya baslar ve kilo kaybi ¢ok
belirgindir.

e Tip 1A Diyabet: Hastalarin %90’ inda gorulur, otoimmun bir hastaliktir. Pankreatik
beta hucreleri virls, toksin, stres gibi cevresel kosullarda immun hUcreleri
tarafindan yikima ugrar.

e Tip 1B Diyabet: Hastalarin %10'unda goérallr, non - immuin bir hastaliktir.
Otoimmunite disindaki bazi nedenlerden dolayi insulin eksikligi gozlenir.

2. Tip 2 Diyabet: Hastalarda insulin direnci artar ve insilin salgilanmasinda azalma
g6zlenir. Tip 1 diyabete gore daha yaygindir ve genellikle ileri yaglardaki insanlari
etkiler. Yasam sekli degisikligi (diyet ve egzersiz) ve gerekirse ilag tedavisi ile
Onlenebilir bir hastaliktir.

3. Gestasyonel Diyabet: Gebelikte baslayan, dogumla sonlanan diyabettir. Kiside
genetik yatkinlik bulunur ve plasental hormonlar nedeniyle dekompanse hale gecen
insulin direnci vardir.

4. Spesifik Diyabet Turleri: Kriterlerin Tip 1 veya Tip 2 diyabet yoninde net olmadigi
durumlarda degerlendirilen diyabet tipleridir. MODY (Maturity Onset Diabetes of

Youngs), monogenik diyabet formlarindandir ve sik goérilendir.

DM’nin daha genis etyolojik siniflandirmasi Tablo 2.3’te verilmistir.



Tablo 2.3 Diyabette etiyolojik siniflandirma (Dingcag 2011, ADA 2019).

1. Tip 1 Diyabet: Genellikle insllin eksikliine neden
olan beta-hlcre yikimi sonucu olugur

immidin aracil

idiyopatik

Tip 2 Diyabet: insiilin sekresyon defekti ile
karakterizedir.

Gestasyonel Diyabet: Gebelik sirasinda olusan ve
genellikle dogumla sona eren diyabettir.

Spesifik Diyabet Tipleri

Monogenik Diyabet Formlari

insilin Etkisindeki Genetik Defektler

Pankreasin Ekzokrin Doku Hastaliklari
Endokrinopatiler

ila¢ veya Kimyasal Ajanlar

immiin Aracilikli Nadir Diyabet Formlari

Diyabetle Iliskili Genetik Sendromlar

SR

w

® 06 06 0 0 0

2.2.3 Serbest Radikaller ve Diyabetes Mellitus

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk olmasinin yani sira artmis bir oksidatif
stres durumudur (Memisogullari 2005). Oksidatif stres, serbest radikaller ile
antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller yoniinde bozulmasidir (Macit ve
Akbulut 2015). Bircok calisma oksidatif stresin diyabet ve bununla iliskili
komplikasyonlarin gelisimi ve ilerlemesinde anahtar bir unsur oldugunu gostermistir
(Chawla vd 2020). Artan serbest radikaller lipidler ile etkileserek membran butinlagundn
kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere ve nlkleik asitler ile
etkileserek genetik mutasyonlara yol acar (Memigogullari 2005, Ullah vd 2016).
Diyabette kan glukoz konsantrasyonunun surekli yikselmesi sonucunda oksidatif stres
artarak proteinlerin glikasyonu artar ve bu durumda hicre digi matrikste bulunan kollajen
ve diger proteinlerin Ozellikleri degisir. Kollajenin glikasyona ugramasi sonucunda
kollajen ¢apraz baglar artar. Capraz baglarin artmasi kan damarlarinin duvarlarinda
basta disuk yogunluklu lipoprotein (LDL) olmak Uzere ¢esitli plazma proteinlerinin
birikimine neden olur. LDL birikimi aterogeneze katkida bulunabilir (Yagmur 2010,
Rodwell vd. 2019). Serbest radikallerin olusumu sonucu meydana gelen oksidan
maddeler nitrit oksidin (NO) azalmasina yol acgarak vazokonstriksiyon ve hipoksiye
neden olur. Diyabetik retinopatide antioksidan olarak vitamin E kullaniminin retinal kan
akimini normallestirdigi gérdlmustir (Yagmur 2010).



2.2.4 Polyol Yolu

Polyol yolu, hiperglisemi durumunda glukozdan sorbitol ve friiktoz olusturan bir
yoldur. Sorbitol olusumunda aldoz rediktaz kullanilir. Normalde aldoz rediktaz enzimi
glukoz icin dusuk afiniteye sahiptir. Ancak hiperglisemi durumunda aldoz rediktaz
miktari artar ve bu enzimle glukoz sorbitole cevirir. Bu reaksiyonda kofaktor olarak
nikotinik asit adenin dinukleotid fosfat (NADPH) kullanilir. Sorbitol, kofaktor olarak
NAD*’y1 kullanan sorbitol dehidrogenaz (SDH) ile friiktoza oksitlenir (Giacco ve Brownlee
2010, Ighodaro 2018).

Aldoz reduktaz sinir, retina, lens, glomerulus ve vaskuller gibi dokularda
bulunur. Bu dokularin gogunda, dokulara glukoz alimina insdlinden bagimsiz GLUT'lar
araciligi ile olur. Bu nedenle hiperglisemiye paralel olarak bu dokularda hticre i¢i glukoz

konsantrasyonlari ylkselir (Giacco ve Brownlee 2010, Ighodaro 2018).

Glutatyon, reaktif oksijen tirleri (ROS) icin dnemli bir antioksidandir. Glutatyonun
hicrede etkinligini gerceklestirebilmesi icin redikte formda olmasi gerekir. Okside
glutatyonun redikte forma cevrilebilmesi icin NADPH gereklidir. DM’de hiperglisemi
nedeni ile artan sorbitol miktari ile birlikte NADPH miktari azalir. Azalmis NADPH’ye bagli
olarak glutatyon reduktaz aktivasyonu azalir. Redukte glutatyon miktarinin azalmasi
DM'nin vaskuler komplikasyonlarinin ortaya c¢ikisinda 6nemli rol oynar (Giacco ve
Brownlee 2010, Ighodaro 2018).

Toksik Aldehitler

»  inaktif Alkoller

{ Aldoz Rediiktaz

Artan Glukoz Sorbitol Dehidrogenaz

Glutatyon
Rediiktaz

Sekil 2.3 Polyol yolagi (Cetiner ve Rakicioglu 2020).



2.2.5 Diyabet Komplikasyonlari

Diyabet, eksik veya azalmis insllin dretimi veya etkisi ile karakterize edilen
metabolik bozukluktur. Ayrica plazmadaki yuksek glukoz duzeyi ile de iligkilendirilir.
Plazma glukoz konsantrasyonlarindaki kontroliin saglanamamasi sonucu organizmada
damarlar ile sinirler hasar gorlr. Diyabetin sebep oldugu bu hasarlara komplikasyonlar
denir. Diyabet komplikasyonlari hem tip 1 hem de tip 2 diyabetli bireylerde géraltr (Ullah
vd 2016).

Akut komplikasyonlar metabolik ve kisa sureli komplikasyonlardir. Diyabetik
ketoasidoz (DKA), hiperglisemik hiperosmolar sendrom (HHS), laktik asidoz ve
hipoglisemi gibi diyabetin akut komplikasyonlari bayuk 6lgude 6nlenebilir. Ancak yine de
diyabetli kigsiler arasinda yuksek morbidite ve mortaliteye neden olur (Marcovecchio
2017).

Diyabetik ketoasidoz (DKA) hayati tehdit eden ciddi bir komplikasyondur.
Plazmadaki glukozu hicre igine alacak insulin dizeylerindeki azalma sonucunda olusan
hiperglisemi ortamda gorilir (Ghimire ve Dhammon 2020). Beyin, kalp, iskelet kas
dokulari enerji icin yeterli glukoz alamadiklarinda vicutta serbest yag asitlerinin
oksidasyonu ve lipoliz gergeklesir. Sonucta keton cisimleri birikerek asidoz artar (EL-
Mohandes ve Huecker 2019).

Hiperglisemik hiperozmolar sendrom (HHS), DKA gibi insulin salgisinin azhgi ve
asiri hiperglisemi ile karakterizedir (Fayfman vd 2017). HHS, kisiyi komaya géturebilen
cok ciddi bir metabolik sendromdur. DKA'ya kiyasla keton cisimlerinin Uretimi azdir.
Plazmadaki asirn hiperglisemi kanin osmotik basincinin artmasina ve hicrelerden
plazmaya su tasinmasina sebep olur. Sonucta hicrelerde su kaybi gdzlenir ve ayrica
bdbreklerden suyun geri emilimi azalir. Bu da elektrolit dengesizliklerine sebep olur.
Kanin osmotik basincinin giderek artmasi beyin hicrelerinden su kaybina sebep olarak

kisiyi komaya kadar goturar (Baldrighi vd 2018, Adeyinka ve Kondamudi 2019).

Hipoglisemi, plazma glukoz konsantrasyonunun 70 mg/dL'nin altina digmesi
sonucu gozlenen metabolik bir sendromdur. Ancak belirtiler genellikle plazma glukoz
dizeyi 55 mg/dL'nin altina distince gdzlenir. Basta tip 1 DM olmak Uzere tip 2 DM ve
bobrek hastaligi olan diyabetik olmayan hastalarda gézlenir. insiilin tedavisi uygulanan
tip 1 diyabetli hastalarda sik gézlenir. Diyabetli olmayan bireylerde glukoz diizesi asiri
dustigunde insilin salgisi azalarak glukagon salgisi artirilir. Bu sayede hipoglisemi
dizeltilir. Ancak tip 1 diyabetli hastalarda tedavi i¢in alinan insllinin dizeyi

azaltilamadigindan hipoglisemi diizeltilemez (Mathew ve Thoppil 2019).



Laktik asidoz, vicutta laktik asit birikmesidir. Laktik asit Uretimi bircok hiicrede
g6zlenir; ancak en ¢ok cilt, eritrositler, beyin ve iskelet kasinda gerceklesir. Anormal
olarak kabul edilen duzeyi 22 mmol/L’dir, ancak bu duzeyin 24 mmol/L olmasi hastalarin
yuksek riskte oldugunu belirtir. Plazma laktat dlizeylerinin zamanla azaltilamamasi ¢oklu
organ yetmezlIigi ve mortalite olasihidini artirir. Laktat Gretimi metformin, etanol, karaciger
yetmezligi, tiyamin eksikligi, anaerobik metabolik durum gibi hastaliklarda artar (Foucher
ve Tubben 2019).

Plazma glukozunun uzun sure yuksek olmasi biylk ve kigik damarlar ile birlikte
noéronlarda hasarlara sebep olarak makro ve mikrovaskuler hastaliklarin gelismesine
sebebiyet verir. Makrovaskiler komplikasyonlar kardiyovaskiler, serebrovaskuiler ve
periferik arter hastaligini kapsar. Akut hiperglisemi, kronik hipergliseminin doku hasari

olusturucu etkisini artirabilir (Marcovecchio 2017).

Kardiyovaskuler hastalik, diyabetli bireylerde en énemli morbidite ve mortalite
nedenidir. Diyabetli bireylerde kardiyovaskuler hastaliklar diyabetli olmayanlara oranla
2-4 kat daha fazla goériulmektedir (Yiimaz vd 2018, Santulli 2019). Diyabetli bireylerde
endotel fonksiyon bozuklugu ve aterosklerozun kardiyovaskiler hastalik gelisimine
neden oldugu gosterilmistir (Cayir ve Turan 2015, Marcovecchio 2017). Hiperglisemi,
polyol ve heksozamin yollarinin aktivasyonu, diasilgliserol-protein kinaz C (DAG-PKC),
gelismis glikasyon son urinlerinin (AGE’s) aktivasyonu, bluylime faktorlerinin artan
sentezi, sitokinler ve oksidatif stres gibi c¢esiti mekanizmalarla vaskiler
komplikasyonlarin gelismesine katkida bulunur (Marcovecchio 2017). Ancak yine de DM
ile kardiyovaskiler hastaliklar arasindaki iligkinin altinda yatan molekuler mekanizmalar

tam olarak aydinlatilamamistir (Santulli 2019).

Serebrovaskuler Hastaliklar (SVH), inme olarak da adlandirilir ve beyne giden
damarlarin ttkanmasi ya da kanamasi sonucunda beynin kalicl ya da gegici olarak
etkilenmesi durumudur. Diyabetli hastalarda azalmis insulin salinimi, ateroskleroz riskini

artirdigindan inme riski bu hastalarda fazladir (Sahin vd 2015).

Periferik arter hastaligi kollara, bacaklara ve i¢ organlara kan akigini saglayan
atardamarlarin ateroskleroz nedeniyle tamamen veya kismen tikanmasi sonucu olusan
ciddi bir hastaliktir. DM, aterosklerotik hastalik icin énemli bir risk faktértdir. Diyabetli
hastalarda periferik arter hastaliginin ilerlemesi daha olasidir. DM ve periferik arter
hastalig birlikte bulunan hastalar i¢in kardiyovaskuler risk orani artar (Giannopoulos ve
Armstrong 2020).

Mikrovaskuler komplikasyonlar retinopati, nefropati ve néropatiyi kapsar.



Retinopati, diyabetin en 6nemli ve en sik gorulen komplikasyonu diyabetik
retinopatidir (Wang ve Lo 2018, Servat vd 2019). Kan glukoz konsantrasyonunun artmasi
ile diyabetik retinopati gelisimi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. DCCT’nin
yaptigi calismada siki glisemik kontrol ile Tip 1 diyabetli hastalarda yeni retinopati riskinin
%76 ve mevcut retinopatinin ilerlemesinin %54 azaldi§i gosterilmistir. Tedavi amagli
yapilan son ¢alismalarda HbA1C konsantrasyonunu %7,6'nin (60 mmol / mol) altinda
tutmanin Tip 1 diyabetik hastalarda diyabetik retinopati gelisimini 20 yila kadar 6énledigi
gOsterilmistir (Servat vd 2019).

Diabetes mellitusun mikrovaskiler komplikasyonlarindan birisi nefropatidir.
Diyabetik nefropatinin en erken belirtisi albiiminiridir. Ug-alti aylik zammanda yapilan (¢
tetkikten ikisinde albUmindrinin >300 mg/24 saat veya >20 pg/dk olmasi diyabetik
nefropati varliginin gostergesidir (Atasoy vd 2014).

Hayati tehdit eden bir komplikasyon olan diyabetik néropati, hem periferik hem
de otonom sinirleri igerir ve diyabetik populasyonun neredeyse yarisini etkilemektedir.
Diyabetik noéropatinin gelisme riski hipergliseminin suresi ve buyukligu ile dogru
orantihidir. Diyabetik néropatinin bir veya daha fazla makrovaskiler komplikasyon ile
iliskili oldugu bulunmustur. Periferik néropatiye sahip DM'li hastalarin néropatiye sahip
olmayan DM’li hastalardan daha yiksek kardiyovaskiiler ve periferik vaskuler hastalija
sahip olduklari belirlenmistir. Néropatiye sahip DM’li hastalarda felg gérilme orani da
artmaktadir (Chawla vd 2020).

Tip 2 DMli hastalarda makrovaskiler komplikasyon riskinin mikrovaskuler
komplikasyon riskinden 4 kat daha fazla oldugu yapilan calismalar ile gosterilmistir. lyi
glisemik kontrol ile néropati olusumunun ve ilerlemesinin azaldig1 sonucuna varilmigtir.
10 yil slire boyunca 5102 hasta ile yapilan genis ¢aph calismada iyilestiriimis glukoz
duzeyleri ile mikrovaskuler komplikasyonlarda %25, miyokart enfarktisu ve ani 6lum
riskinde %16 ve ayrica makrovaskuler komplikasyon insidansinin azaldigi rapor
edilmistir. UKPDS calismasinda, HbA1C duzeylerindeki her %1’lik dusus ile miyokart
enfarktiisi prevalansinda %14, kalp yetersizligi gelisiminde %16 ve inme gelisiminde

%12’lik risk azalmasi saglandigi gosterilmigtir. (Yagmur 2010).



2.2.6 Glisemik Kontrol ve Diabetes Mellitus

DM dinyada hemen hemen her toplumu etkileyen, hiperglisemiye neden olan bir
hastaliktir. DM’li hastalarda mikrovaskller (retinopati, nefropati, noéropati) ve
makrovaskuler hastaliklar (kardiyovaskuler hastaligi, inme ve periferik vaskuler
hastaliklar) ve hipertansiyon geligebilir. Kardiyovaskuler komplikasyonlar morbidite ve
mortaliteyi etkileyen en 6nemli unsurdur. DM’li hastalarda kardiyovaskuler hastaliklara
bagh 6lim orani diyabetik olmayan hastalara oranla daha fazladir (Pandey vd 2015,
Cannon vd 2018). DM’li hastalarin %90-95’i Tip 2 DM’li hastalardir ve bu hastalarin %60-

75’i makrovaskduler hastaliklar nedeniyle hayatlarini kaybetmektedir (Yagmur 2010).

Diyabet takibinde temel nokta glisemik kontrolddir. lyi bir glisemik kontrol ile mikro
ve makro komplikasyonlarin geligsimi ve ilerlemesi 6nlenebilir (Avci ve Selguk 2016).
Yapilan c¢alismalar insilin ve anti-diyabetik ilaglarin glisemik kontroli saglayarak
diyabetlilerin yasam surelerini uzattigini; ancak komplikasyon gortilme sikhgini

arttirdigini géstermistir (Yagmur 2010).

Diyabet Kontroli ve Komplikasyonlari (DCCT) calismasinda glisemik kontrol
saglanmis hastalarda mikrovaskuler komplikasyonlarin gelisme hizinin yavasladigi
bildirilmistir. Hedef duzey olan <%7 HbA1C dizeyine, standart tedavi yerine yogun
glisemik kontrol ile ulasiimasi ciddi hipoglisemi riskini artirmakta ve kilo artiglarina neden
olmaktadir (Yagmur 2010, Harris vd 2018). ingiltere Prospektif Diyabet Caligmasi
(UKPDS) galismasinda yagun tedavi ile mikrovaskuler ve néropatik komplikasyonlarda

anlamli azalmanin goruldugi belirtilmistir (Yagmur 2010).

2.3 HbA1C Olgiim Yoéntemleri

HbA1C dlgimu igin ¢ok sayida olgim yontemi bulunmaktadir. Baslarda
HbA1C’nin ayrimi igin yuk farkini temel alan yéontemler kullaniimistir. Bu ydéntemler iyon
degisim kromatografisi, elektroforez, kapiller elektroforez ve izoelektrik odaklamadir. Yuk
farkina dayali ydntemler diger hemoglobin tipleri ile interferans olusturabilmektedir. Bu
interferanstan kaginmak icin segiciligin artirldigi  diger yontemler kullaniimaya
baslanmistir.  Afinite kromatografisi, immuinokimyasal ydntemler ve enzimatik
yontemlerden olugan bu yontemler glikozile ve glikozile olmayan hemoglobinin yapisal

farklarindan yararlanir(Caligir 2019).



2.3.1 Elektroforez

Elektroforez, ortamin pH’ sine goére (+) veya (-) yukld molekullerin elektriksel bir
alanda farkh yerlere go¢ etmesi ve birbirinden ayrilmasi temeline dayanir. Bu yéntemde
biyomolekiller elektrik yUkleri ve blyuklUklerine gbére hareket ederler. Sivi veya kati bir
ortama elektrik akimi uygulanarak yuklu molekullerin ayrimi ve analizi yapilir. Pozitif
yukli molekuller (katyonlar) negatif yuklu elektroda (katoda), negatif yukli molekuller
(anyonlar) pozitif yukli elektroda (anoda) dogru ilerler. Gé6¢ sonunda molekdiller ayri

bantlar olugturarak birbirlerinden ayirt edilirler (Sénmez C ve Yurtarslan A).

Elektroforezde analizi yapilacak olan 6rnek bir destek ortamina bir leke ya da
bant seklinde uygulanir. Destek ortami olarak ¢ogunlukla jeller tercih edilir. En ¢ok
kullanilan destek matriks agaroz jeldir. Jeller, drneklerin ylklenmesi icin gézenekler
iceren ince bir kaliptir. Butin jel belirli bir pH’ye ayarlanmig olan bir tampon igerisine
daldirilir (Akar vd 2013).

Klinik laboratuvarlarda elektroforez, viicut sivi ve dokularinda bulunan proteinler,
peptitler, amino asitler, nukleik asitler, organik asitler gibi yukli molekullerin ayrimi ve
analizi igin kullaniimaktadir (Akar vd 2013).

Hemoglobin amfoterik bir molekiildiir. iginde bulundugu ¢dzeltinin pH’sine gére
pozitif veya negatif yuk alir. Genellikle negatif yikladar. Ortamin pH’si sellloz asetat agar
kullanildiginda 8,6; sitrat agar kullanildijinda 6,3’tlr. Hemoglobin molekilinin (HbAO)
izoelektrik noktada pH degeri 7,0’dir. Ancak amino asit kalintisinin amino grubuna glukoz
baglanarak meydana gelen HbA1C molekulinin sahip oldudu pozitif ylklerin sayisi
azaldigindan net yik negatife kayar. HbAO ve HbA1C arasindaki bu yik farkina bagli
olarak molekullerin ayrimi gergeklestirilir (Gupta vd 2017).

2.3.2 Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez, yuklia molekullerin genellikle 10-100 um i¢ ¢gapa sahip, 20-
200 cm uzunluklarda olabilen erimis silika kapiller borular igerisinden gecerek ayriimasi
prensibine dayanan tekniktir. Erimis silika kapiller borular tampon ile doldurularak, i¢cinde
elektrotlar bulunan iki tampon haznesi arasina yerlegtirilir. Analizi yapilacak 6rnek bir
uctan verilerek ayrimi gerceklesen molekiller diger uca gbcger, bu sirada dedektor
tarafindan okunur (Akar vd 2013).



Kapiller HbA1C elektroforezinde ortamin pH’sine ve ylksek voltajda uygulanan
elektrik akimina bagli olarak hemoglobin fraksiyonlari silika kapiller icerisinde farkh
bdlgelere hareket ederek birbirinden ayrigirlar. Eger kullanilan tampon hemoglobinin
izoelektrik noktasindan (pl) distk bir pH'ye sahipse katyonlar gibi davranir ve pozitif
yukli bir amino grubunun glukoz baglanmasi nedeniyle diger hemoglobinlerden
ayrilmasiyla HbA1C ayirt edilebilir. Alkali destek ortaminda ise bir anyon gibi davranir ve
bir borat anyonu ile HbA1C’nin glukoz biriminin etkilesimi ile duyarhlik artirihr (Akar vd
2013).

2.3.3 Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC, HbA1C’nin dlciimesinde kullanilan en yaygin analitik tekniklerden biridir.
HPLC’de HbA1C'yi diger hemoglobin molekullerinden ayirt etmek i¢in iyon degisimi veya
afinite kolonlari kullanilir (Gupta vd 2017).

HPLC, maddeleri kolondan c¢ikis zamanlarina goére analiz etmektedir. Test
edilecek biyomolekul uygun bir ¢dzliclide ¢ozdirilir, ¢ézinen karisim kolona enjekte
edilir. Sabit faz ym boyutundaki porlara sahip oldugundan hareketli fazdan olusan sivinin
hareket edebilmesi igin yuksek basing uygulanir. Enjekte edilen bilesenler kolon boyunca
ilerleyerek birbirlerinden ayrilirlar. Ayrimi gergeklesen ve farkli zamanlarda gikisa ulasan
bu bilesenlerin pikleri kaydedilir. Her bir bilesen icin alinan dedektdr cevabi, bilgisayar
ekraninda kromatogram olarak goérintulenir (Eser ve Dingel 2018). HbA1C’nin dlgim,
HbA1C pik alaninin toplam hemoglobin pik alanina oranina dayanarak o6l¢ulir (Gupta vd
2017). HPLC yontemi HbA1C'’yi 415-500 nm ¢ift dalga boyu ile dlger (Geng vd 2012).

Karsilastirma amach kullanilan Tosoh G8'in test prensibi su sekildedir:

Tosoh G8 Otomatik Glikohemoglobin Analizéri HLC — 723G8, HPLC ilkesine
dayanmaktadir. HLC, bir katyon degisim kolonu kullanir ve kandaki normal hemoglobin
bilesenlerini HbF, s—A1C, toplam HbA ve hemoglobin varyantlari olmak UGzere farkli
fraksiyonlara ayirir. Cihaz, ayirma iglemi icin hemoglobin bilesenleri arasindaki iyonik
etkilesim farkhliklarini kullanir. Ayirma iglemi, farkl tuz konsantrasyonlari iceren Ug¢

elusyon tamponunun agamali gradyan elusyonu ile saglanir.



2.3.4 Boronat Afinite Kromatografisi

Karbonhidratlar ile bag yapmis analitlerin ayriimasi ve analizi i¢in kullanilan
kromatografi teknigidir. Glikozillenmis hemoglobin ve plazma proteinleri borat baglayarak
kendine 6zgu olusturdugu 1,2-cis diol yapisi icermesi nedeniyle glikozillenmemis diger
proteinlerden farkllik gosterirler (Willey vd 1984). Boronat ile karbonhidratin diol gruplari
arasinda kovalent bag olusarak kovalent trliin meydana gelir. Olusan bu UrGne boronat
esteri denir. Karbonhidrat ile boronat arasindaki ester olusumu bazik pH’de gerceklesir
(Caligir 2019).

Boronat afinite kromatografi yonteminde hemoglobinlerin ayrimlari yalnizca
glikozillenmis ve glikozillenmis hemoglobin olarak iki ayri fraksiyonda gergeklestiginden
glikozillenmig hemoglobin, toplam hemoglobinle karsilastirilir ve sonuglar % HbA1C
olarak ifade edilir (Gupta vd 2017).

2.3.5 immiinolojik Test Yontemi

immiinolojik testler, antijen ile antikor reaksiyonuna bagh analitin miktarinin
belirlendigi testlerdir. Buradaki antijen genellikle test edilen analittir. Yarigsmali
immunolojik test, sinirl miktardaki baglanma bdlgesine sahip, oldukga spesifik antikora
(anti—analit) baglanmak icin sabit miktardaki etiketlenmis analit ile dedisken miktardaki
etiketlenmemis analit arasinda rekabeti icerir. Rekabetgci yaris reaksiyonunda reaktifler
inkibe edilir ve antikor—antijen kompleksi meydana gelir. Bu kompleksten fiziksel veya
kimyasal ayirma teknigi ile baglanmamis reaktif fraksiyonlari ayrilir. Antijen—antikor
kompleksinde antikordaki baglanma bdlgelerinin hepsi doymayacagindan antikorda
serbest fraksiyonlar bulunur. Bagli veya serbest fraksiyondaki etiket aktivitesi élciltr. Bu
dlglim radyasyon, floresan veya enzim etiketleme seklinde yapilabilir. Olglim sonucunda
koordinat duzlemi olusturulup elde edilen 6lgim dederleri konsantrasyonlarina gore
koordinat dizlemine yerlegtirilir. Konsantrasyonlar ve bunlara ait okuma degerlerinin
kesisme noktalari birlestirilerek kalibrasyon egrisi elde edilir. Bu kalibrasyon egrisinden

bilinmeyen analit konsantrasyonu belirlenir (Sivaraman 2020).

HbA1C icin immunolojik test, antijen molekdlleri (HbA1C) ile bu antijene 6zgu
antikor arasindaki etkilesime dayanir. Antikorlar, HbA1C’nin  zincirinin N—ucunda
bulunan glukoz baglanmig amino asitleri hedefler (Sivaraman 2020). Antikorlar ile
HbA1C arasinda gergeklesen capraz baglanmalar c¢ozeltide bulaniklik (tlrbidite)

olusturur. Bulanikhk HbA1C konsantrasyonu ile orantili olarak artar. HbA1C igin ticari



olarak temin edilen immunolojik testlerin cogunda kullanilan antikorlar, N-ucunda glukoz
baglanan ilk dort veya daha fazla amino asidini tanir (Horber vd 2020). HbA1C igin
immunolojik testlerin sayisi giderek artmaktadir. immiinolojik testler genellikle sivi
kromatografi veya enzimatik yontemlerle elde edilebilecek olandan daha yuksek

laboratuvarlar arasi % CV’ye sahiptir (Pentilla vd 2016).

e

. HbA1C Antijenleri

HbA1C Spesifik
Antikorlar

Sekil 2.4 imminolojik ydntemin sematik gésterimi (Gupta vd 2017).

Karsilastirma amacli kullanilan tlrbidimetrik cihaz olan Roche Cobas 6000’in test

prensibi su sekildedir:

HbA1C’nin tayini, hemolize tam kan igin turbidimetrik inhibisyon immunolojik
analizine (TINIA) dayanir. B-zinciri N-terminal kisminda glukozillenmis ve
HbA1C’ninkine 6zdes antikor tarafindan taninabilir bdlgeleri olan tim hemoglobin
varyantlari bu test ile tayin edilir. Bu sayede Uremisi olan hastalarin metabolik durumlari
ve en sik gorilen hemoglobinopatiler (HbS, HbC, HbE) bu test kullanilarak belirlenir
(Chang vd 1998).

Hemoliz edici reaktif icerisinde deterjan olarak Tetradesil trimetil amonyum
bromdr (TTAB) kullanihr. TTAB, l6kositlerin neden olabilecegi etkilesimi I6kositleri
pargcalamadan ortadan kaldirir. Bu ydntemde kararsiz HbA1C’nin uzaklastirilmasi igin 6n

isleme gerek yoktur.

Numune igindeki HbA1C’nin, anti-HbAL1C antikoru ile reaksiyona girerek
¢6zlnebilir antikor—antijen komplekslerinin olusmasi icin test edilecek numuneye R1
antikor reaktifi (tampon/antikor) eklenir. HbA1C antikor bdlgesi HbA1C molekull
Uzerinde yalnizca bir yerde bulundugundan ¢éziinmeyen kompleksler olusmaz. R1—
antikor reaktifi 0,025 mol / L MES tamponu; pH 6,2’ de 0,015 mol / L TRIS tamponu; =



0,5 mg/mL HbA1C antikoru (koyun serumu), deterjan, stabilizatérler ve koruyucu
maddeler icerir. Antikor-antijen kompleksi olusturmamis serbest anti-HbA1C antikorlari
ile polihaptenlerin reaksiyona girebilmesi icin numuneye R3-polihapten reakiifi
(tampon/polihapten) eklenerek ¢éztinmez antikor—polihapten kompleksleri olusturulur ve
bu sayede reaksiyon baslatilir. Bu antikor—polihapten kompleksleri tirbidimetrik olarak
tayin edilir. R3-polihapten reaktifi 0,025 mol/L MES tamponu; pH6,2’de 0,015 mol/L;
TRIS tamponu 28 mg/mL HbA1C polihapten; deterjan; stabilizator; koruyucu maddeler

icerir. R2 reaktifi distile su icerir.

Hemolize numunede serbest kalan hemoglobin, immdinolojik reaksiyonun
enkibasyon oncesi fazi (numune+R1) sirasinda bikromatik yéntemle dlgilebilen

karakteristik absorbsiyon spektrumuna sahip bir tireve donusturalir.

2.3.6 Enzimatik Test Yontemi

Enzimatik test yonteminde tam kan numuneleri proteolitik sindirime tabi tutulur.
Proteoliz sonucu 8 zincirinden ayrilan N-terminal glukoz baglanmis valinler rekombinant
teknolojiyle Uretilmis olan fruktozil valin oksidaz (FVO) enziminin substrati olur. FVO,
enzimatik deglikasyon denilen bir reaksiyon ile N—terminal valinden glukozu ayirir. Bu
reaksiyon sonucunda hidrojen peroksit (H202) olugur. Olusan H>O uygun bir kromojen
kullanilarak kolorimetrik test ile dlculir. Reaksiyonda olusan sinyal ile % HbA1C olarak
ifade edilen dogrusal kalibrasyon egrisi olusturularak numunedeki HbA1C yilzdesi

dogrudan raporlanir (Rhea ve Molinaro 2014, Liu vd 2008).
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Sekil 2.5 HbA1C dlciminde enzimatik ydontem (Rhea ve Molinaro 2014).

Enzimatik test yontemi hemoglobin varyantlarindan analitik olarak etkilenmez
(Rhea ve Molinaro 2014). Bu yo6ntem ayrica toplam hemoglobin 6élgiimine gerek
kalmaksizin % HbA1C degerlerini dogrudan bildirir ve dogruluk, kimya analizorlerine
uygulanabilirlik agisindan hem HPLC hem de immuinoanaliz ydntemlerinin tim
avantajlarina sahip olmasina ragmen uygun maliyetlidir. Enzimatik analiz diger analizlere
kiyasla daha basittir ve daha az midahale gerektirir. Enzimatik HbA1C deneylerinin en
onemli 6zelligi diger tim HbA1C deneylerine kiyasla en ylksek o6zgullige sahip
olmasidir. Dogrudan enzimatik HbA1C ydntemi, %4 ila %16 arasinda test lineerlik

araligina sahiptir (Liu vd 2008).

2.3.7 Biyosensorler

Biyosensorler, reaksiyondaki analite karsi segici 6zellik gdsteren, analitin
konsantrasyonu ile orantili sinyaller Ureterek biyolojik ve kimyasal reaksiyonlari dlgen
cihazlardir. Bu cihazlar ile 6lgllen analiter substrat, enzim, antikor, hormon, antijen,
mikroorganizma, nikleik asitler olabilir. Biyosensérler araciligiyla ayrica vicut

sivilarindaki hastaliga neden olan belirteclerin tespiti yapilabilir (Bhalla vd 2016).



Biyosensorlerde genel olarak elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve piezoelektrik
esasli sistemler kullanilir. Bu sistemler vasitasiyla biyoreseptor ve tespit edilecek analit

arasinda olusan etkilesim sonucunda meydana gelen sinyal dlglir (Bhalla vd 2016).

Elektrokimyasal biyosensdrler, enzim ile substrat arasindaki biyokimyasal
etkilesim sirasinda tuketilen veya Uretilen elektrokimyasal sinyali dlger (Fracchiolla vd
2013).

Optik biyosensoérler, biyokimyasal reaksiyonlarin sonucunda yayilan 1131 yiksek
Ozgullik ve hassasiyetle dlger. Klguk boyut ve disik maliyet avantajlari arasindadir
(Damborsky vd 2016, Fracchiolla vd 2013).

Kalorimetrik biyosensorler, ekzotermik reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan ya da
endotermik reaksiyonda tuiketilen isinin élgiminde kullanilirlar (Pearson vd 2000). Bu
biyosensoérlerde istenen enzimin sabitlendigi termal olarak yalitilimis sttunlar kullanilr.

Numunenin optik ve elektrokimyasal 6zelliklerine duyarsizdirlar (Fracchiolla vd 2013).

Piezoelektrik biyosensorler, kitle tabanli sensdrlerdir ve biyoreseptor ile kapli
kuartz kristaline sahiptirler. Kristal, ylizeyde analitlerin birikmesi ile kristalin rezonans
frekansindaki degisimin ol¢iimesini temel alarak ¢aligir. Kullanimi basit ve ucuzdur;

fakat 6zgullik, secicilik ve hassasiyetten yoksundurlar (Fracchiolla vd 2013).
Analit—biyoreseptér iliskisine gore biyosensoérler g farkli sekilde siniflandirilir:

1. Biyoafinite esasl biyosensoérler; transducer (dénustiricl) sistem Uzerinde
antikor/antijen imobilizasyonu ile antijen/antikor tayini yapilir.

2. Biyokatalitik esasli biyosensérler; doénlstlricl sistem Uzerinde enzim
immobilizasyonu ile substrat tayini yapilir.

3. immobilize hiicre esasl biyosensérler; doniistiriicii sistem (izerinde
hicrelerin immobilizasyonu ile o hicreler tarafindan metabolize edilen

maddelerin tayini yapihr (Li 2006).

Biyoreseptdrlerin genel olarak donustiricu sistem Uzerinde immobilizasyonu
(sabitleme) yapilarak reaksiyonun etkili sekilde calismasi, verimli sinyal aktarimi, yuksek
stabilite ve tekrarlanan deneyler gerceklestirme olanadi saglanir. immobilizasyon
yontemleri arasinda kimyasal veya fiziksel adsorbsiyon, jel icinde veya polimer matrikste
tutuklama, molekdullerin capraz veya kovalent baglanmasi yer alir (Dennison ve Turner
1995).

Analitin tespiti agisindan biyosensorler dogrudan ve dolayh olarak iki genel

kategoriye ayrilirlar. Dogrudan biyosensorler, etiketsiz biyosensoérler olarak da



adlandirilir ve bu sensdrler vasitasiyla reaksiyon sonucunda agiga c¢ikan sinyaller,
dogrudan analitin varhg ve miktarini belirtir. Ornegin; glukoz tayini dogrudan
biyosensorler ile yapilir.  Dolayli biyosensoérler ise etiketli biyosensorler olarak
adlandirilirlar ve bu sensdrlerde analitlerin varligi ve miktari etiketler vasitasiyla tespit
edilir. Etiketler yardimiyla biyoreseptérden dénistiriciye giden sinyaller guglendirilebilir
(Li 2006).

HbA1C biyosensorleri boronik asit tlrevleri, antikorlar ve enzimler olmak lzere
Uc ayn kategoriye ayrilir. Bu Ug¢ farkli HbA1C sensoru elektrokimyasal biyosensorleri

kullanir. En ¢ok tercih edileni ise boronik asit turevli biyosensorlerdir (Lin ve Yi 2017).
2.4 HbA1C’nin Standardizasyonu

Farkli laboratuvarlardan alinan ayni kan 6&rneginin HbA1C sonuglari ayni
yontemler ile Olciimesine karsin farkli olabildiginden HbA1C &lgim ydntemlerinin
standardize edilme geredi duyulmustur. 1993 yilinda Diyabet Kontrol ve Komplikasyon
Denemeleri (DCCT) ¢alismasi sonucunda, diinyanin herhangi bir yerinde 6l¢liilen HbA1C

degerinin DCCT ile ayni degerleri vermesi gerektigi onerilmistir (Leslie 2008).

HbA1C ydntemlerini standartlastirmak icin 1996'da Ulusal Glikohemoglobin
Standardizasyon Programi (NGSP) calisma grubu olusturuimus ve bdylece farkh
laboratuvarlardan gelen HbA1C sonuglarinin DCCT ¢alismasi ile karsilastirilabilir olmasi
hedeflenmistir. HbA1C yontemlerinin NGSP ile standardizasyonu ABD, Kanada,
Meksika, Guney Amerika, cogu Avrupa ulkesi ve ¢ogu Asya Ulkesinde kullaniimaktadir.
Japonya ve isveg'te ise farkli HbA1C standardizasyon programlari kullaniimaktadir.
Japonya’da Japon Diyabet Dernegi (JDS) ve Japon Klinik Kimya Dernegi (JSCC);
isveg'te Mono S katyon degisim kromatografi kolonu kullanarak ulusal referans
laboratuvar agdi olugturmustur. Bu ¢ standardizasyon programinin kullanimiyla HbA1C
testlerinin kalitesi artinimistir. Bununla birlikte, bu standardizasyon programlarinda
kullanilan ydntemler birincil referans yodntemleri olmayip dogrudan karsilastirma

yontemleridir ve farkli sonuglar vermektedir (Leslie 2008).

1994 yilinda, Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC)
binyesinde HbA1C standardizasyonu Gzerine bir ¢alisma grubu kurulmustur (Finke vd
1998). Bu ¢alisma grubu birincil referans malzemesi olarak saf HbA ve HbA1C'yi birincil
kalibrasyonda kullanan bir referans ydntemi gelistirmigtir. Referans yontemde,
endoproteaz Glu - C enzimi ile 8 zincirin N-terminal hekzapeptidleri elde edilmekte, daha
sonra elde edilen glikozile ve glikozile olmayan N-terminal hekzapeptidlerin ayrimi
yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile saglanmaktadir. Ardindan kutle

spektrometresi (MS) veya kapiller elektroforez ile miktar tayini yapilir. ikincil referans



materyaller kit Uretici firmalar tarafindan yéntemlerin kalibrasyonunda kullaniimaktadir.
Bu yontemde HbA1C sonuclari HbA1C’nin HbA’'ya mmol/mol olarak oranlanmasi ile
verilmektedir (Leslie 2008).

IFCC standardizasyonu kullaniimasi ile HbA1C élgiim yontemlerinde iyilesmeler
saglanmig ve laboratuvar igi varyasyon katsayilari (CV) ortalama %1,0-1,2 ve

laboratuvarlar arasi CV’leri %1,4-1,9 araligina disuralmuastur (Leslie 2008).

IFCC - HbA1C yontemi ile elde edilen degerler NGSP-HbA1C ydntemi ile elde
edilen de@erlerden yaklasik %2 daha disiUktir. Bu nedenle IFCC-HbA1C ve NGSP-
HbA1C arasinda bir dontsum form0lu geligtiriimistir. IFCC referans ydntemi ile NGSP
(ABD), JDS/JSCC (Japonya) ve Mono S (isveg) standartlastirma programlarinda
kullanilan dogrudan karsilastirma yontemleri arasindaki iliski asagidaki denklemlerde

verilmistir (Leslie 2008):

1. NGSP - % HbA1C = (0,915 x IFCC - % HbA1C) + 2,15 (r> = 0,998)
2.JDS / JSCC - % HbA1C = (0,927 x IFCC - % HbA1C) + 1,73 (r? = 0,997)
3. Isveg - % HbALC = (0,989 x IFCC - % HbALC) + 0,88 (r*> = 0,996)

HbA1C sonuglarinin klinisyenler ve hastalar igin kafa karigstirmamasi igin

%HbA1C yerine mmol HbA1C/mol Hb seklinde verilmesi dnerilmistir (Leslie 2008).

2008 yilinda Klinik Biyokimya ve Diyabet Calisma Grubu tarafindan dizenlenen
toplantida asagidaki kararlar alinmistir (Leslie 2008):

1. HbA1C, IFCC Referans Olglim prosediri kullanilarak standardize edilmelidir.

2. Laboratuvar raporlarinda ve klinik ortamda testin adi, A1C degil HbA1C olarak

verilmelidir.

3. HbA1C sonuglari hem IFCC’nin dnerdigi sekilde mmol/mol olarak hem de NGSP’nin

onerdigi sekilde % olarak rapor edilmelidir.

5. Cocuklarda, farkli etnik gruplarda ve hamilelikte hesaplanmis aclik glukozu (eAG)

kullanimi konusunda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.



Tablo 2.4 Herhangi bir NGSP - % HbA1C degerine kargilik gelen mg/dL ve mmol/L
olarak hesaplanmis aclik glukoz degerleri (Leslie 2008).

NGSP (%) ve IFCC
(mmol/mol) HbA1C Degerleri

Hesaplanan Aclik Glukoz

Ortalama (Aralik) mg/dL

Ortalama (Aralik)

mmol/L
%5 (31 mmol/mol) 97 (76 — 120) 5,4 (4,2-6,7)
%6 (42 mmol/mol) 126 (100 — 152) 7,0 (5,5-8,5)
%7 (53 mmol/mol) 154 (123 — 185) 8,6 (6,8 —10,3)

%8 (64 mmol/mol)

183 (147 — 217)

10,2 (8,1 — 12,1)

%9 (75 mmol/mol)

212 (170 — 249)

11,8 (9,4 -1 3,9)

%210 (86 mmol/mol)

240 (193 — 282)

13,3 (10,7 — 15,7)

%11 (97 mmol/mol)

269 (217 — 314)

14,9 (12,0 - 17,5)

%12 (108 mmol/mol)

298 (240 — 347)

16,6 (13,3 - 19,3)

2.5 Hipotezler

HO: Test ydntemi olan Turbidimetrik immiino-inhibisyon Analiz (TINIA) yéntemi
ile calisilan HbA1C olcim sonuclari referans yontem olarak kullanilan Yiksek
Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemi ile o6lgtlen HbA1C degerlerinden

farksizdir.

HO: Turbidimetrik immino-inhibisyon Analiz (TINIA) yéntemi ile 2,4 ve

24 saatlerdeki 6lciim sonugclar 0.saatteki 6lcim sonuglarindan farksizdir.



3 GEREG VE YONTEMLER

Pamukkale Universitesi Saglik Uygulama ve Arstrma Merkezi Merkez
Laboratuvari Biyokimya Biriminde yiiriitiilen bu calisma icin Pamukkale Universitesi Tip
Fakdltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 27/11/2019 tarih ve 84375 sayil etik onay
alinmigtir. Calisma 2020SABE002 proje numarasi ile Pamukkale Universitesi Bilimsel

Arastirma Projesi Koordinasyon Kurulu tarafindan desteklenmistir.

3.1 Kigiler

Yontem Kkarsilastirimasinda rutin olarak HbA1C 6&lcimu icin laboratuvara
gonderilen altmis hasta 6rnegi kullaniimistir. Rutin HbA1C 6lgimu icin laboratuvarimiza
gelen ve Olgumleri yapilan rastgele altmis ornek karsilastirma yapmak Uzere
Turbidimetrik immuno—inhibisyon (TINIA) yéntemini kullanan Roche Cobas 6000

cihazlarina verilerek HbA1C dlgtimleri yapiimistir.

3.2 Gereg

HbA1C dlgumleri Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemini
kullanan Tosoh G8 Otomatik Glikohemoglobin Analizérii HLC-723G8 ve Turbidimetrik
immiino—inhibisyon (TINIA) yéntemini kullanan Roche Cobas ¢501 modiilii, Cobas 6000
otoanalizérinde Roche Tina-quant® Hemoglobin A1C Gen.3-Hemoliz ve Tam Kan
Aplikasyon kiti (0105336163 190c 501V 11.0) kullanilarak yapildi.

Kontrol élgimleri icin Tosoh G8de HbA1C Control Level 1 (%5,0+0,3; 31+3
mmol/mol) ve HbA1C Control Level 2 (%10,0+0,5; 865 mmol/mol); Roche Cobas 6000
cihazi igin ise PreciControl HbA1C norm (%5,65+0,34; 38+3,4 mmol/mol) ve
PreciControl HbA1C path (%10,7+0,6; 93 £6 mmol/mol) kullanildi.



3.3 Yontem

Hasta o6rneklerinde tekrarlanabilirlik ve yontem karsilastirmasi igin EDTA igeren
tlplere alinan tam kan érneklerinin HbA1C o6lglimleri Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000
cihazlarinda yapildi. HPLC yontemi, élcimu yapilacak analiti 6nce HSI Hemolysis &
Wash Solution ile hemoliz eder. Hemolize olan tam kan kolona transfer olur, burada A1A,
A1B, HbF, LA1C, SA1C ve HbAO olarak farkl fraksiyonlara ayrilir ve 1,6 dakikada her
birinin piki elde edilir. Cihaz, HbA1C’nin pik alaninin toplam hemoglobinin pik alanina
oranini kalibrasyonda elde ettigi denklemde yerine koyarak HbA1C'’yi yuzde olarak
hesaplar. HPLC yontemi HbA1C’yi 415-500 nm ¢ift dalga boyu ile élcer.

TINIA yontemi ile HbA1C dlcimleri Roche Cobas 6000 cihazinda yapildi. Bunun
icin hasta 6rnekleri hemoliz edildikten sonra reaktifler ile 37°C, 10 dakika boyunca inkiibe
edildi. Hemoglobin absorbansi 376-660 nm, HbA1C absorbansi 340-660 nm dalga
boylarinda olglldi. Cikan sonuglar A1C/Hb*91,5+2,15 formilu ile ylzde olarak ifade
edildi.

3.3.1 Tekrarlanabilirlik Caligmasi

Arastirmanin birinci asamasinda analitik performans karakteristikleri acisindan

kontrol ve hasta drnekleri kullanilarak dogruluk ve tekrarlanabilirlik ¢alismalari yapildi.

3.3.1.1 Giin igi Tekrarlanabilirlik Galismasi

Guln ici tekrarlanabilirlik galismalar icin HPLC yontemiyle HbA1C hedef degeri
%5,0 (31 mmol/mol) olan dusuk duzey kontrol (kontrol 1) ve hedef degeri %10,0 (86
mmol/mol) olan yuksek dizey kontrol (kontrol 2) ginde yirmiser kez dlguldu. Duslk
dizey (%5,4; 36 mmol/mol) ve ylksek dizeyden (%7,4; 57 mmol/mol) olugan iki hasta

orneklerinin ayni gun icerisinde yirmiser kez 6lcimu de yapildi.

Tarbidimetrik immadno-inhibisyon yoéntemiyle HbA1C hedef dederi %5,65 (38
mmol/mol)olan dislk dizey kontrol (kontrol 1) ve hedef degeri %10,7 (93 mmol/mol)
olan yuksek dizey kontrol (kontrol 2) glinde yirmiser kez 6élgildi. HPLC yénteminde
Olgumu yapilan dusuk ve yuksek duzeyden olusan iki hasta Orneklerinin ayni gun

icerisinde yirmiser kez dlgumu TINIA yontemi ile de yapildi.

Serum ve hasta 6rneklerindeki matriks farklihginin tekrarlanabilirligi etkileyip
etkilemedigini kontrol etmek amaci ile hasta érneklerinde de tekrarlanabilirlik ¢calismasi

yapildi.



3.3.1.2 Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik Calismasi

Gunler arasi tekrarlanabilirlik ¢calismasi icin HPLC yontemiyle HbA1C hedef
degeri %5,0 (31 mmol/mol) olan disik dizey kontrol (kontrol 1) ve hedef degeri %10,0
(86 mmol/mol) olan ylksek diizey kontrol (kontrol 2) iceren HbA1C &rnekleri on farkli

glinde ikiser kez dlculdu.

Tarbidimetrik immudno-inhibisyon yoéntemiyle HbA1C hedef dederi %5,65 (38
mmol/mol) olan disuk dizey kontrol (kontrol 1) ve hedef degeri %10,7 (93 mmol/mol)
olan ylksek dizey kontrol (kontrol 2) iceren HbA1C 6rnekleri on farkh glinde ikiser kez

oOlgalda.

3.3.2 Dogrusallik Caligmasi

Dogrusallik ¢alismasi igin yuksek (%13,6; 125 mmol/mol) ve diusik (%5,7; 39
mmol/mol) HbA1C dizeylerine sahip iki hasta kaninin farkli oranlarda karistirilarak
%12,1 (109 mmol/mol); %10,2 (88 mmol/mol) ve %8,2 (66 mmol/mol) degerleri elde
edildi. Elde edilen bu bes farkh diizey her iki cihazda ikiser kez ol¢uldi. Dogrusalliktan

sapma degerlendirildi.

3.3.3 Stabilite Calismasi

Stabilite c¢alismasi igin 0O.saatte HbA1C d&lgimi yapilan distk (%5,5; 37
mmol/mol) ve yuksek duzeye (%10,7; 93 mmol/mol) sahip iki hasta 6rnegi her iki cihazda

2, 4 ve 24. saatlerde tekrar Olculdu.

3.3.4 Yontem Karsilastirmasi Calismasi

Calismanin ikinci asamasinda hastanemize basvuran ve rutin olarak HPLC ile
HbA1C dlgimu yapilmis havuzdan rastgele alinan altmis kan érneginin HbA1C dizeyleri

TINIA yontemi ile tekrar dlgulerek karsilastirildi.

3.3.5 istatistiksel Analiz

Her iki ydntem icin aritmetik ortalama (AO), standart sapma (SD), yuzde degisim
katsayilari (%CV), ortanca (Q2), Q1 ve Q3 hesaplandi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Simirnov testi ile incelendi. iki ydntemin ortalamalari arasindaki
fark non-parametrik test olan Wilcoxon testi ile degerlendirildi. Gruplar arasinda farkin

hesaplanmasinda Bland-Altman analizi yapildi, bias hesaplandi ve veriler grafikte



gosterildi. iki yontem arasindaki iligskinin sagihm grafigi cizildi; egim ve y—kesigim
hesaplandi. iki grup arasindaki iligkiyi degerlendirmek icin Spearman’s korelasyon
analizi ve Passing-Bablock regresyon analizi yapildi ve regresyon katsayisi
hesaplanarak regresyon denklemi elde edildi. Olgiilen HbA1C degerleri beklenen HbA1C
degerleri ile karsilastirilarak determinasyon katsayisi hesaplandi. HPLC bagimsiz

degisken, TINIA ise bagiml degisken olarak belirlendi.



4 BULGULAR

4.1 Tekrarlanabilirlik

Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000’de HbA1C dlgiimlerinin kontrol serumlarinda

gun ici tekrarlanabilirlik calismasinin sonuglari Tablo 4.1°de verilmigtir.

Tablo 4.1 Kontrol serumlarinda gin i¢i tekrarlanabilirlik calismasinin sonuglari.

Diizey % Kontrol 1 Kontrol 2
Olgiimler | HPLC TINIA HPLC TINIA
1 50 5,43 10,2 10,30
2 5,0 5,45 10,1 10,46
3 5,0 5,56 10,2 10,75
4 50 5,56 10,2 10,32
5 5,0 5,46 10,1 10,33
6 50 5,56 10,1 10,44
7 50 5,61 10,1 10,27
8 5,0 5,48 10,1 10,48
9 50 5,42 10,1 10,26
10 5,0 5,46 10,1 10,13
11 5,0 5,49 10,1 10,26
12 5,0 5,33 10,1 10,20
13 4,9 5,41 10,1 10,24
14 50 5,36 10,1 10,32
15 50 5,38 10,1 10,22
16 5,0 5,36 10,1 10,19
17 50 5,57 10,1 10,07
18 5,0 5,49 10,1 10,22
19 5,0 5,48 10,1 10,15
20 50 5,43 10,1 10,26
Ortalama 5,0 55 10,1 10,3
sSS 0,02 0,08 0,04 0,15
% CV 0,45 1,43 0,36 1,46

HPLC’de %HbA1C hedef degeri %5,0 (31 mmol/mol) olan kontrol 1 serumunun

gln ici tekrarlanabilirlik ¢calismasindan elde edilen ortalama, standart sapma ve %CV



degerleri sirasiyla 5,0; 0,02 ve %0,45 olarak hesaplandi. Hedef degeri %10,0 (86

mmol/mol) olan kontrol 2 igin bu degerler 10,1; 0,04 ve %0,36 olarak bulundu.

TINIA yéntemi kullanan Cobas 6000 cihazinda %HbA1C hedef degeri %5,65 (38
mmol/mol) olan kontrol 1 serumunun gun igi tekrarlanabilirlik caligmasindan elde edilen
ortalama, standart sapma ve %CV degerleri sirasiyla 5,5; 0,08 ve %1,43 olarak
hesaplandi. Hedef degeri %10,7 (93 mmol/mol) olan kontrol 2 i¢in bu degerler 10,3; 0,15

ve %1,46 olarak bulundu.

Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000'de HbA1C 6élglimlerinin hasta serumlarinda gun

ici tekrarlanabilirlik calismasinin sonuglari Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2 Hasta serumlarinda gun i¢i tekrarlanabilirlik galismasinin sonuglari.

Diizey % Hasta 1 Hasta 2
blgijmler HPLC TINIA HPLC TINIA
1 54 5,29 7,4 6,85
2 54 5,21 7,4 7,22
3 55 512 7,4 6,94
4 55 5,37 7,4 6,85
5 54 5,22 7,4 6,94
6 54 5,18 7,4 6,86
7 5,5 5,03 7,4 6,91
8 55 5,22 7,4 6,84
9 54 512 7,4 6,99
10 55 511 7,4 6,93
11 55 5,20 7,4 6,99
12 55 5,10 7,3 7,00
13 55 517 7,3 7,03
14 54 5,20 7,4 6,87
15 54 5,09 7,3 6,92
16 54 5,00 7,4 6,95
17 55 5,03 7,4 6,87
18 55 5,09 7,4 6,78
19 55 5,08 7,4 6,86
20 55 5,22 7,4 6,83
Ortalama 55 5,2 7.4 6,9
SS 0,05 0,09 0,04 0,10
% CV 0,92 1,79 0,50 1,39

HPLC’de dusik dizey HbA1C hasta sonuglarinin ortalama, standart sapma ve
%CV degerleri sirasiyla 5,5; 0,05 ve %0,92 olarak hesaplandi. Yuksek dizey HbA1C
hasta sonuglari igin bu degerler 7,4; 0,04 ve %0,5 olarak bulundu.



TINIA'da disik dizey HbA1C hasta sonuglarinin ortalama, standart sapma ve
%CV degerleri sirasiyla 5,2; 0,09 ve %1,79 olarak hesaplandi. Yuksek diuzey HbA1C
hasta sonuglari igin bu degerler 6,9; 0,1 ve %1,39 olarak bulundu.
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Sekil 41 HPLC ve TINIA yodntemlerinde kullanilan hasta serumlarinin gin igi

tekrarlanabilirlik grafigi.

Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000°de HbA1C olgtimlerinin kontrol serumlarinda

gunler arasi tekrarlanabilirlik galismasinin sonuglari Tablo 4.3’te verilmistir.



Tablo 4.3 Kontrol serumlarinda glnler arasi tekrarlanabilirlik calismasinin sonuglari.

Diizey % Kontrol 1 Kontrol 2
Olgiimler HPLC TINIA HPLC TINIA
1 5,0 5,39 10,1 10,22
2 5,0 5,50 10,1 10,33
3 5,0 5,44 10,1 10,28
4 5,0 5,38 10,2 10,25
5 51 5,36 10,2 10,27
6 5,0 5,40 10,2 10,09
7 5,0 5,44 10,2 10,15
8 5,0 5,35 10,1 10,20
9 5,0 5,40 10,1 10,10
10 5,0 5,38 10,1 10,05
11 50 5,40 10,2 10,20
12 51 5,53 10,3 10,28
13 5,0 5,44 10,3 10,33
14 51 5,37 10,3 10,28
15 51 5,50 10,2 10,28
16 5,0 5,43 10,2 10,68
17 5,0 5,91 10,2 10,93
18 5,0 5,69 10,2 10,43
19 5,0 5,67 10,1 10,51
20 5,0 5,60 10,1 10,68
Ortalama 5,0 5,48 10,2 10,33
SS 0,04 0,14 0,1 0,22
%CV 0,8 2,6 0,7 2,1

HPLC’de %HbA1C hedef degeri %5,0 (31 mmol/mol) olan kontrol 1 serumunun
gunler arasi tekrarlanabilirlik calismasindan elde edilen ortalama, standart sapma ve
%CV degerleri sirasiyla 5,0; 0,04 ve %0,8 olarak hesaplandi. Hedef degeri %10,0 (86

mmol/mol) olan kontrol 2 i¢in bu degerler 10,2; 0,1 ve %0,7 olarak bulundu.

TINIA yontemini kullanan Cobas 6000 cihazinda %HbA1C hedef degeri %5,65
(38 mmol/mol) olan kontrol 1 serumunun gunler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismasindan
elde edilen ortalama, standart sapma ve %CV degerleri sirasiyla 5,48, 0,14 ve %2,6
olarak hesaplandi. Hedef degeri %10,7 (93 mmol/mol) olan kontrol 2 igin bu degerler
10,33; 0,22 ve %2,1 olarak bulundu.

4.2 Dogrusallik

Dusuik (%5,7; 39 mmol/mol) ve ylksek dizey (%13,6; 125 mmol/mol) iki hasta

orneginin farkli derisimlerde karistiriimasi ile elde edilen drnekler (%8,2; 66 mmol/mol;



%10,2; 88 mmol/mol ve %12,1; 109 mmol/mol) dogrusallik galismasi i¢in Tosoh G8 ve
Roche Cobas 6000’de élculdu. Elde edilen sonuglar Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4 HbA1C dlgiminde dogrusallik calismasinin sonuglari

HPLC
Dijzey%
5,7 8,2 10,2 12,1 13,6
1
5,70 8,20 | 10,20 | 12,10 | 13,60
2
5,60 8,20 | 10,30 | 12,10 | 13,60
Ortalama
5,65 8,20 | 10,25 | 12,10 | 13,60
TINIA
Diizey %
5,7 8,2 10,2 12,1 13,6
1
4,40 7,18 | 8,98 | 10,45 | 11,65
2
4,56 7,24 | 8,81 | 10,42 | 11,35
Ortalama
4,48 7,21 | 8,90 | 10,44 | 11,50

Bes farkli dizeyin HbA1C degerleri HPLC ve TINIA yontemleri ile olgllerek
beklenen degerler ile kargilastirildi. HPLC yontemi ile elde edilen HbA1C degerleri
beklenen degerler ile karsilastirildiginda y=0,997*x+0,507 denklemi elde edildi ve
p>0,05 olarak bulundu. TINIA yéntemi ile elde edilen HbA1C degerleri beklenen degerler
ile karsilastirildiginda ise y=0,838*x+0,694 denklemi elde edildi ve p>0,05 olarak
bulundu. HPLC ve TINIA yontemleri ile olcllerek elde edilen degerler ile beklenen

degerlerin dogrusallik grafigi Sekil 4.2’de verilmigtir.
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Sekil 4.2 HPLC ve TINIA yontemlerinde kullanilan farkli derisimlerdeki &érneklerin
dogrusallik grafigi.

4.3 Stabilite

Dusuk (%5,5; 37 mmol/mol) ve yuksek duzeyde (%10,7; 93 mmol/mol) iki hasta
ornedi 0, 2, 4 ve 24.saatlerde Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000'de dlglldi. Olglim

sonugclari Tablo 4.5'te verilmistir.



Tablo 4.5 HbA1C dlgiimiinde stabilite galigmasinin sonuglari.

Duzey Dusuik Yuksek Duzey Dusuk Yuksek
% Diizey Diizey % Diizey Diizey
6Igﬁm|er HPLC | TINIA | HPLC | TINIA (")Igi.'lmler HPLC | TINIA | HPLC | TINIA
O.saat 4 saat
1 5,50 468 | 10,70 | 10,15 1 550 | 4,63 | 10,70 | 10,33
2 5,50 461 | 10,70 | 10,13 2 550 | 459 | 10,80 | 10,14
3 5,50 456 | 10,80 | 10,2 3 550 | 4,69 | 10,60 | 10,24
4 5,50 456 | 10,80 | 10,19 4 5,50 4.6 10,70 | 10,14
5 5,50 467 | 10,80 | 10,29 5 550 | 4,63 | 10,70 | 10,18
Ortalama | 5,50 | 4,62 | 10,76 | 10,19 | Ortalama | 5,50 | 4,63 | 10,70 | 10,21
2.saat 24.saat
1 5,50 474 | 10,60 | 10,20 1 560 | 4,66 | 10,60 | 10,19
2 5,50 462 | 10,60 | 10,17 2 550 | 4,68 | 10,70 | 10,22
3 5,50 461 | 10,70 | 10,22 3 550 | 4,63 | 10,70 | 10,15
4 5,50 466 | 10,70 | 10,26 4 550 | 4,64 | 10,70 | 10,05
5 5,50 466 | 10,70 | 10,15 5 540 | 4,66 | 10,80 | 10,03
Ortalama | 5,50 | 4,66 | 10,66 | 10,20 | Ortalama | 5,50 | 4,65 | 10,70 | 10,13

ki farkli dlizey hasta 6rneginin farkli saatlerde élgiilmesi ile elde edilen stabilite

grafigi Sekil 4,3'te gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Dusuk ve ylksek dizey HbA1C’ye sahip iki hasta 6rnedinin 0, 2, 4 ve

24 .saatlerde tekrar dlcimu ile elde edilen stabilite grafigi.

4.4 Yontem Karsilagtirmasi

Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000’'de altmis hasta 6rneginin HbA1C &lglimlerinin

sonugclari Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 Altmig hasta drneginin %HbA1C sonugclari.

Ornek No HPLC TINIA
1 5,7 5,37
2 7,9 7,25
3 6,8 5,70
4 6,6 6,20
5 9,8 8,96
6 6,4 5,79
7 6,5 6,36
8 6,1 5,81
9 8,7 8,29
10 8,1 7,34
11 5,8 5,26
12 7,0 6,38
13 7,0 6,49
14 7,8 7,22
15 8,6 7,88
16 5,8 5,43
17 6,8 6,28
18 5,5 5,05
19 5,9 5,65

20 8,4 7,73
21 7.4 6,85
22 9,4 8,79




Ornek No HPLC TINIA
23 8,2 7,64
24 5,3 5,05
25 8,6 7,70
26 7,2 6,62
27 10,7 9,67
28 7.8 7,14
29 5,8 5,01
30 5,0 4,68
31 5,7 5,43
32 5,7 5,63
33 6,1 5,73
34 5,4 4,57
35 4.8 4,49
36 7,7 7,20
37 6,4 5,85
38 6,1 5,83
39 5,8 5,39
40 12,1 11,33
41 7,7 7,22
42 5,8 5,45
43 8,1 6,98
44 8,1 7,50
45 6,3 5,47
46 11,7 10,66
47 13,3 12,01
48 8,2 7,58
49 55 4,96
50 5,7 5,39
51 6,7 6,29
52 8,3 7,72
53 5,1 4,74
54 5,3 4,91
55 6,1 5,58
56 6,4 5,93
57 6,0 5,51
58 7,2 6,83
59 6,3 5,90
60 5,7 5,47

Ortanca (Q2) 6,55 6,07
Q1 5,80 5,44
Q3 8,05 7,32

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Simirnov testi ile incelendi
ve degiskenlerin normal dagilima uymadigi gozlemlendi. Non-parametrik test olan

Wilcoxon test ile sonuglarin ortalamalari arasinda anlamli fark bulundu (p<0,05).

Yéntem karsilastirmasi calismasinda hasta 6rneklerinin  HPLC ydntemini

kullanan Tosoh G8 sonuglarina gére HbA1C dagilimi %4,8 ile %13,3 araliginda olarak



Olguldi. Hasta sonuglarinin ortanca (Q2), Q1 ve Q3 degerleri sirasiyla 6,55; 5,80 ve 8,05

olarak hesaplandi.

TINIA yéntemini kullanan Roche Cobas 6000 sonuglarina gére HbA1C dagilimi
%4,49 ile %12,01 arali§inda olarak 6l¢lldi. Hasta sonuglarinin ortanca (Q2), Q1 ve Q3
degerleri sirasiyla 6,07; 5,44 ve 7,32 olarak hesaplandi.

14}

13}
2} o o

1" Z

101 4.Ceyrekik

Sl e 4.Ceyreklik
. i 0 %25

-3¢ Q3

B8
N (8]
7L %25
i Ortanca |7
6 ac ofso Ortancalnz
T o3 Qi
| %25 o1
51 1.Ceyreklik

%25 1.Ceyreklik
4} %25

HPLC TINIA

Sekil 4.4 HPLC ve TINIA ydntemlerinde ol¢ilen HbA1C sonuglarinin medyan, %25 ve
%75 ceyrekliklerini gosteren kutu grafigi.

HPLC ydntemi ile 6lgilen HbA1C degerlerinin %25’inin en dislk dizey olan 4,8
ile 5,8 arasinda, %75’inin en digslk dizey olan 4,8 ile 8,05 arasinda dagildig
g6zlemlendi. TINIA yontemi ile dlcilen HbA1C degerlerinin %25’inin en dusuk duzey
olan 4,49 ile 5,44 arasinda, %75’inin en dusuk duzey olan 4,49 ile 7,32 arasinda dagildigi

g6zlemlendi.

Korelasyon analizi icin Spearman’s testi; regresyon analizi igin Passing-Bablock
testi yapildi. iki ydntem arasindaki korelasyon katsayisi r=0,982, regresyon denklemi
y=0,903*x+0,159 ve R?=0,987 olarak hesaplanarak iki yontemin sonuglari arasinda
anlamli fark olmadigi belirlendi (p>0,05) . Regresyon grafigi Sekil 4.5te verilmigtir.
Regresyon analizi ile elde edilen edimin given aralidi icin Ust sinir 0,933, alt sinir ise

0,881 olarak bulundu. Yontemler arasinda sistematik hata gozlemlendi.
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Sekil 4.5 HPLC ve TINIA yontemlerinde kullanilan hasta serumlarinin regresyon analiz
grafigi.
Ydéntem karsilastirmasinda HPLC ve TINIA ydntemlerinin ortalamalarina karsi

HPLC-TINIA yontem farkindan elde edilen sonuglarin yuzde degisimleri sacihm grafigi
olarak Sekil 4.6'da gosterilmistir.
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HPLC ve TINIA Ortalamalan

Sekil 4.6 HPLC ve TINIA yontemlerinde kullanilan hasta serumlarinin Bland-Altman

grafigi.



Blant-Altman grafigi incelendiginde HPLC-TINIA ortalamalarina karsilik gelen
HPLC-TINIA fark ylzde degisimlerin ortalamasinin %7,9 oldugu gézlemlendi. Bu %bias
degerlendirildiginde TINIA yéntemi ile elde edilen HbA1C degerlerinin HPLC ydntemi ile

elde edilenlere goére ortalama 0,56 daha dusiik sonug verdigi bulundu.



5 TARTISMA

HbA1C, hastalarin son Ug¢ aylik ortalama kan glukoz ge¢misini vermesinden 6tart
diyabetli hastalarda glisemik kontrolin degerlendiriimesi icin kullanilir (Leslie 2008).
HbA1C’nin dlgimi igcin otuzdan fazla ybntem laboratuvarlarda kullaniimaktadir.
Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi Federasyonu (IFCC), HbA1C igin
referans yontem olarak Yiksek Performansli Sivi Kromatografisini (HPLC) dnermigtir

(Kurt 2003). Biz de galismamizda referans yontem olarak HPLC yontemini kullandik.

Farkl laboratuvarlardan alinan ayni kan o6rneginin HbA1C sonugclari ayni
yontemle Olgclilmesine karsin farkh olabildiginden HbA1C dlgim yontemlerinin
standardize edilme geredi duyulmustur (Kurt 2003). HbA1C d&lgimi igin mevcut
yontemlerin timuU ¢ok gesitli sonuclar verdiginden ABD’de 1993 yilinda Diyabet Kontrol
ve Komplikasyonlar Calismasinda (DCCT) HbA1C sonuglarinin DCCT sonuglariyla
uyumlu hale gelmesi gerektigi yayinlandi (Leslie 2008). Farkli laboratuvarlardan alinan
HbA1C sonuglarinin DCCT c¢alismasinda bildirilenlerle karsilastirilabilir olmasi igin
HbA1C ydntemlerini standardize etmek adina Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon
Programint (NGSP) 1996'da Amerikan Klinik Kimya Dernegi (AACC) tarafindan
olusturulmustur (Leslie 2008). Uluslararasi Klinik Kimya ve Laboratuvar Tibbi
Federasyonu (IFCC) 1994 yilinda HbA1C'nin standardizasyonu igin kurulan galisma
grubu referans yontem olarak Yuksek Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Kitle

Spektrometrisi (MS) veya Kapiller Elektroforezi (CE) dnermigtir (Leslie 2008).

Biz galismamizda HbA1C dlciminde referans yontem olarak gésterilen HPLC'ye
gobre calisma kolayligi ve maliyet agisindan daha uygun bir yéntem olan Turbidimetrik

immino-inhibisyon Analiz (TINIA) ydntemini karsilagtirmay1 amagladik.

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) HbA1C odlcim degerlerinin kabul edilebilir
olmasi igin tum laboratuvarlarin NGSP tarafindan sertifikalandirilmis ¢alisma igi CV
degerinin %5’ten kiguk olan kitlerle ¢ahgiimasini énermistir. IFCC galisma grubu da
HbA1C standardizasyonu ic¢in referans laboratuvarlari icin kriter olarak CV degerinin
%2,5’ten kiiglk olmasini énermigtir (Aslan vd 2011, Demirezen vd 2016). Calismamizda

HPLC yonteminde gln igi ve gunler arasi tekrarlanabilirlik calismasinda CV degerini <%1



olarak bulduk. TINIA yénteminde ise gun ici tekrarlanabilirlik calismasinda CV degerini
<%1,8 ve glnler arasi tekrarlanabilirlik galismasinda CV degerini <%2,6 olarak bulduk.
HPLC igin gln ici ve glnler arasi tekrarlanabilirlik ¢calismasinda buldugumuz degerler
NGSP ve IFCC calisma gruplarinin 6nerdigi CV degerlerinin altinda oldugu igin
laboratuvarimizda kullanilan HPLC yontemini referans yontem olarak kabul ettik. TINIA
yontemi ile de tekrarlanabilirlik c¢alismasinda kabul edilebilir sonuglar elde ettik.
Demirezen ve arkadaslari 2016 yilinda yaptiklari katyon degisim kromatografisi ve
boranat afinite kromatografisi HPLC yontem karsilastirma ¢alismasinda CV degerlerini
<%2,5 olarak; Ustiindag ve arkadaslari 2011 yilinda yaptiklari imminotirbidimetrik ve
HPLC yoéntem karsilastirma calismasinda gin i¢i tekrarlanabilirlik icin CV degerlerini
%1,7-2,8 arasinda, gunler arasi tekrarlanabilirlik icin ise %4,0-4,8 arasinda bulmuslardir.
Geng ve arkadaslari Tina-quant ikinci nesil (TINIA) ile Adams HA-8160 (HPLC) cihazlar
ve Tina-quant tgunci nesil (TINIA) ile Adams HA-8160 (HPLC) cihazlari arasindaki
iliskiyi degerlendirdikleri bir calismada HPLC, ikinci nesil TINIA ve Ggtnci nesil TINIA
yontemleri ile gin ici CV’lerini sirasiyla <%1, <%1 ve <%1,6; gunler arasi CV degerlerini

ise sirasiyla <%1,3, <%0,96 ve <%2,1 bulmuslardir.

Biz dogrusallik calismamizda disik (%5,7; 39 mmol/mol) ve ylksek dizey
(%13,6; 125 mmol/mol) iki hasta 6rneginin farkh derigimlerde karistirarak beg farkli duzey
(%8,2; 66 mmol/mol; %10,2; 88 mmol/mol ve %12,1; 109 mmol/mol) elde ettik. Elde
edilen duzeyleri Tosoh G8 ve Roche Cobas 6000 cihazinda dlgerek beklenen degerler
ile karsilastirdik. HPLC ve TINIA yontemi ile elde edilen HbA1C degerlerinin beklenen
degerlerden anlamh bir sekilde farkl olmadigini gézlemledik (p>0,05). Altawallbeh ve
arkadaslarinin 2020 yilinda tam otomatik HPLC (The Adams™ HA-8180V) yontemi ile
HPLC yontemini kullanan Tosoh G8 ve turbidimetrik immuno-inhibisyon yoéntemini
kullanan Roche Cobas c501 yontemlerini karsilastirdiklari ¢alismalarinda %3,4 (14
mmol/mol) ile %18,1 (172 mmol/mol) arasinda degisen HbA1C degerlerine sahip
dogrusal egri elde etmiglerdir. Khashoggi ve arkadaslari ise 2018 yilinda yaptiklar
HbA1C igin kapiller elektroforez ve immunolojik test yontemi karsilastirmasinda yéntem
dogrusaliginin %3,5 (15 mmol/mol) ile %18.5 (176 mmol/mol) arasinda oldugunu

bulmuslardir.

HPLC ve TINIA ydntemiyle dusik duzey (%5,5; 37 mmol/mol) ve yuksek diuzey
(%10,7; 93 mmol/mol) iki kan 6rnegini 0, 2, 4 ve 24. saatlerde beser kez Olgerek
yaptigimiz stabilite calismasinda hem HPLC hem de TINIA ydnteminde 2, 4 ve
24 .saatlerde dl¢llen HbA1C degerleri ile 0.saatte dl¢ulen HbA1C degerleri arasinda fark
olmadigini gézlemledik. Buna gére HbA1C dlcimunidn 24 saat sireyle her iki ydbntemde

de stabil oldugu sonucuna vardik. Khashoggi ve arkadaslari da 2018 yilinda yaptiklar



HbA1C icin kapiller elektroforez ve imminolojik test yontemi kargilagstirmasinda stabilite
¢alismasi igin %3,8 (18 mmol/mol) ile %10,8 (94 mmol/mol) arasinda bes farkli numune
secerek bunlarin 0, 2, 4, 6, 8 ve 24.saatlerde dl¢cimlerini gerceklestirmisler ve bizim
calismamiz ile uyumlu olarak HbA1C degerlerinin 24 saat boyunca degdismedigini
bulmusglardir. Klingenberg ve arkadaslari ise bir haftaya uzayan bir stabilite ¢calismasi
yapmiglar ve HbA1C igin kapiller elektroforez ve immunolojik test ydntemi
karsilastirmasinda oda sicakliginda doért giin bekletilen érneklerin HbA1C degerlerinin
degismedigini, yedi glinlik depolamanin HbA1C degerlerini distirdiiginid ve 4 °C’de yedi
glin boyunca depolanan kan o&rneklerinin  HbA1C degerlerinin  degismedigini

gbzlemlemiglerdir.

Yéntem karsilastirmada referans yontem ile test edilen ydntem arasindaki kabul
edilebilir korelasyon 0,98 veya daha yiiksek bir R? degerine sahip olmalidir (Yicel 2014,
Clinlab Navigator, 2022). KuglUk bir araliyi kapsayan veriler i¢in korelasyon katsayisi
r=0,975 ve buylk bir arali§gi kapsayan veriler igin korelasyon katsayisi r=0,990 ise
regresyon denklemindeki egim ve y-kesisim oransal hata ve sabit hata hakkinda bilgi
verir. Egim 1’den énemli dlglide farkliysa oransal hatayi, y-kesisim 0’dan 6énemli dl¢lide
farkllysa sabit hatayr gosterir (Jensen ve Hansen 2008). Bu dogrultuda
gerceklestirdigimiz calismamizda %95 gliven araliginda korelasyon katsayisini r=0,982,
R?=0,987 ve regresyon denklemini y=0,903*x+0,159 olarak elde ettik. Elde ettigimiz
korelasyon katsayisinin ve determinasyon katsayisinin kabul edilebilir sinirlar igerisinde
oldugunu goézlemledik ve sonuglar ile yontemlerin birbiri ile uyumlu oldugunu belirledik.
Geng¢ ve arkadaslarinin 2012 yilinda ikinci ve uglncu nesil tirbidimetrik immino-
inhibisyon (TINIA) ile HPLC ydntemlerinin degerlendiriimesi galismalarinda Tina-quant
ikinci nesil (TINIA) ile Adams HA-8160 (HPLC) cihazlari arasindaki determinasyon
katsayisini R?=0,960 ve Tina-quant Gglncl nesil (TINIA) ile Adams HA-8160 (HPLC)
cihazlari arasindaki determinasyon katsayisini R?=0,980 olarak bulmuslardir.
Altawallbeh ve arkadaslarinin 2020 yilinda tam otomatik HPLC (The Adams™ HA-
8180V) yontemi ile HPLC yontemini kullanan Tosoh G8 ve tlrbidimetrik immuno-
inhibisyon yontemini kullanan Roche Cobas ¢501 yontemlerini kiyasladiklari
calismalarinda HPLC (The Adams™ HA-8180V) yontemi ile HPLC (Tosoh GB8)
yontemleri arasindaki determinasyon katsayisini R?=0,996 olarak buldular. Tirbidimetrik
immuno-inhibisyon (Roche Cobas ¢501) ydntemi ile HPLC (Tosoh G8) ydntemleri

arasindaki determinasyon katsayisini da R?=0,997 olarak buldular.

HbA1C igin izin verilebilir toplam hatanin (TEa) %3’'ten dusuk olmasi gerektigi
kilavuzlarda yer almaktadir (EFLM). Toplam hata rastgele hata (%CV) ve sistematik hata

(%bias) bilesenlerinden olusur ve toplam hata = 1,65*(%CV)+%bias denklemi ile



hesaplanir (Westgard vd 1974). i¢ kalite kontrol programinda iki farkl diizey kontrol

serumu kullanan bir laboratuvarin toplam analitik CV’sinin hesaplanmasinda CV =

JI(CV1)2 + (€V2)2]/2 formili kullanilabilir (Allen ve Crawford 2014). Biz de TINIA

yonteminde gln igi tekrarlanabilirlik calismasinda dusik ve yiksek dizeyden elde
ettigimiz HbA1C sonuglarinin CV toplamini bu formule gére hesapladik ve %1,60 olarak
bulduk. TUm bu bilgiler dogrultusunda bizim buldugumuz toplam hata %10,54 idi. Bizim
buldugumuz toplam hata izin verilebilir toplam hatadan (TEa) buyuk oldugu igin TINIA
yonteminin HPLC yontemi yerine kullaniimasinin diyabet tani ve takibinde sorun

cikartabilecegini sOyleyebiliriz.

Yontem karsilastirmasinda kullanilabilecek diger bir yontem de karsilastirmanin
biyolojik varyasyon temelinde yapilmasidir. Buna gore yontemler arasindaki fark (bias)
biyolojik varyasyonun Ugcte birinden daha dusiuk olmahdir (Coskun vd 2007, EFLM).
HbA1C icin birey ici biyolojik varyasyon EFLM’nin veri tabanina gére CV,=1,9'dur. Buna
gore iki farkli yontem ile g¢alisilan HbA1C degerleri arasindaki fark %0,63’ten dusuk
olmalidir. Calismamizda TINIA yontemi ile elde edilen HbA1C dlzeylerinin HPLC
yonteminden elde edilen dizeylerden 0,56 birim daha disik oldugunu bulduk. Bu
farkhhk %7,9a denk gelmektedir. Bu nedenle biyolojik varyasyon temelinde
degerlendirdigimizde de iki yontemin farkli sonuglar verdigini ve TINIA yontemindeki bu
dusuk sonuglarin diyabetli hastalarin takibinde sorun yaratabilecegini sdyleyebiliriz. Bu
sorun TINIA yontemini kullanan laboratuvarlarda g6z 6nine alinmasi gereken bir

husustur.

Coskun ve arkadaslari 2007 vyilinda vyaptiklart HPLC ve tdrbidimetrik
immunoinhibisyon g¢alismasinda HPLC ydntemiyle elde edilen HbA1C sonugclarini
turbidimetrik immanoinhibisyon ile elde edilenden 0,04 (%0,64) daha dusuk bulmalarina
karsin 2015 yilinda Tekge ve arkadaslarinin HbA1¢ Olgiimiinde HPLC (MQ-2000PT) ile
immuntirbidimetrik (Architect C 8000) sonuglarinin karsilastiriimasi ¢calismasinda HPLC
ile elde edilen HbA1C sonuglarini immadntirbidimetrik yénteme goére 0,37 (%5,7) daha

yuksek bulmuslardir. Bu ¢alisma bizim g¢alismamizla paralel sonug vermistir.



6 SONUGLAR

HbA1C olcimi icin Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve
Turbidimetrik immino-inhibisyon (TINIA) yéntem karsilastirmasinda gin ici ve giinler
arasi tekrarlanabilirlik galismasinda CV degerleri her iki yontemle de %2,7’nin altinda

bulundu.

Dogrusallik galismasinda disuk (%5,7; 39 mmol/mol) ve ylksek dizey (%13,6;
125 mmol/mol) iki hasta 6rneginin farkl derisimlerde karistirimasiyla elde edilen bes
farkh diizey (%8,2; 66 mmol/mol; %10,2; 88 mmol/mol ve %12,1; 109 mmol/mol) HPLC
ve TINIA yontemiyle olcildi. HPLC ve TINIA yontemleri ile elde edilen HbA1C

degerlerinin beklenen degerlerden anlamli sekilde farkli oimadigi gézlemlendi.

Stabilite calismasinda HPLC ve TINIA yontemiyle dusuk dizey (%5,5; 37
mmol/mol) ve ylksek dlizey (%10,7; 93 mmol/mol) iki kan érneginin HbA1C dlgimunin

24 saat slreyle her iki yontemde de stabil oldugu g6zlemlendi.

Yéntem karsilastirma c¢alismasinda TINIA yontemi ile elde edilen HbA1C
dizeylerinin HPLC ydnteminden elde edilen diizeylerden 0,56 birim daha disik oldugu
bulunarak bu farklihlgin %7,9’a denk geldigi gézlemlendi. %95 glven araliginda
korelasyon katsayisi r=0,982, R?=0,987 ve regresyon denklemi y=0,903*x+0,159 olarak
elde edildi.

HbA1C dlgumu igcin HPLC ve TINIA ydntem karsilastirmasinda %95 glven
aralig! kullanilarak elde edilen korelasyon katsayisinin yiksek oldugu gézlemlendi.
Determinasyon katsayisinin da 1'e yakin olmasindan dolay: iki yontemin birbiri ile
uyumlu oldugu goézlemlendi. Fakat iki yontem arasindaki farkin (biasin) 6nerilen

degerden ylUksek ¢cikmasindan dolayi sistematik hatanin varligi s6z konusudur.

TINIA yénteminde gln i¢i tekrarlanabilirlik ¢alismasinda disuk ve ylksek dizey
hasta drneklerinden elde edilen HbA1C sonuglarinin CV toplami %1,60; toplam hata ise
%10,54 olarak bulundu. Elde edilen toplam hatanin izin verilebilir toplam hatadan (TEa)

blylk oldugu gézlemlendi.



iki ydbntem arasindaki farkin biyolojik varyasyonun (igte birinden yilksek gikmasi
ve bulgularin izin verilebilir toplam hatadan blyuk olmasindan dolayi TINIA yontemi ile
elde edilen HbA1C sonuglarinin diyabet tani ve takibinde sorun olusturabilecegi

sonucuna varildi.
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