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OZET

Diyabet hastalarinin tani ve tedavi takibinde 6nemli
bir rol oynayan HbA1C testi, klinik biyokimya labora-
tuvarlarinda cesitli metotlarla olctilebilmektedir. HPLC
(HPLC: High-performance liquid chromatography) ile
HbA1C olctimt gtintimtizde HbA1C ol¢timtintn alun
standard1 olarak kabul edilmektedir. Hastalarda hemog-
lobin varyantlarmin varhg giintimtizde hekimlerce en
cok tercih edilen testlerden biri olan HbA1C testinin
olcimunt etkilemektedir. Olgu sunumumuzda tedavi
takibinde ve tanida kullamlan HbA1Cnin 6lctim yon-
temlerinden biri olan iyon-exchange HPLC yonteminin
hemoglobin varyant ile olusmus interferansini goster-
meye calistik.

59 yasinda diyabet tanil erkek hasta HbA1C ve rutin
test dlctimit icin laboratuvarimiza basvurdu. Hastamn

HbA1C degeri cihazimizda ol¢tilemedi. HbA1C kro-
matogrami incelendiginde hastada anormal band varligi
tespit edildi. Hastadan tekrar numune alinarak hemog-
lobin elektroforezine génderildi. Sonucta hemoglobin D
(HbD) varhg tespit edildi.

HPLC ile HbA1C olctimit alun standart olarak kabul
edilmesine ragmen 6zellikle hastada hemoglobin varyan-
t1 varhg HbA1C sl¢timlerinde metoda bagh interferansa
sebep olabilmektedir. Metoda bagh interferanslarin bilin-
mesi glikozillenmis hemoglobinin uygunsuz sonuglarin
yorumlamada kolaylik saglayacakur, bu ytizden klinikle
uyumsuz HbA1C saptandiginda kromatogramlar ince-
lenmeli ve raporlama ona gore yapilmalidir.

Anahtar kelimeler: HbA1C, interferans, HPLC, he-
moglobin D, hemoglobin varyant. Nobel Med 2016;
12(2): 66-68

INTERFERENCE ON HbA1C MEASUREMENT BY
HPLC: HB D

ABSTRACT

HbAIC test having a significant role in the treatment of
diabetic patients can be measured by means of various
methods in clinical biochemistry laboratories. HbA1C
measurement by HPLC (HPLC: High-performance liquid
chromatography) is accepted gold standard of HbAIC
measurement today. The existence of hemoglobin variants
in patients affects the measurement of HbAIC test, which is
one of the tests most preferred by doctors today. In our case
report, we tried to show the interference of ion-exchange
HPLC method, which is one of HbPAIC measurement
methods used in monitoring and diagnosis, with hemoglobin
variant.

A 59-year-old diabetic male patient applied our laboratory

for HPAIC and routine test measurements. The patient’s

HbAIC value could not be measured in our device. Upon
examining his HbA1C chromatogram, abnormal band was
detected in the patient. We took sample from the patient
again and sent it for hemoglobin electrophoresis. In the end,
hemoglobin D (HbD) was detected.

Although HbA1C measurement by HPLC is accepted as
gold standard, hemoglobin variant can cause method-based
interference in HhA1C measurements. Recognising method-
based interferences can facilitate evaluating inappropriate
results of glycated hemoglobin, therefore if HbAIC
measurement is inconsistent with clinical presentation,
chromatograms should be studied and reported accordingly.

Keywords: HDAIC, interference, HPLC, hemoglobin D,
hemoglobin variant. Nobel Med 2016; 12(2): 66-68
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GiRiS

Son iki-ti¢ aylik bir zaman dilimindeki kan glukoz di-
zeylerini yansitan HbA1C, kronik hipergliseminin gos-
tergesi olarak yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Bu
test diyabet hastalarinin tani ve tedavi takibinde énemli
bir rol oynar, ¢tinkti mikrovaskiiler ve daha az oranda
olmak tizere makrovaskiiler komplikasyonlar ile iyi bir
korelasyona sahiptir ve glisemi tedavisinin yeterliligi
icin standart biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.!

Son yillarda HbA1C'nin tiim dtinyada standardizasyonu
yontndeki calismalar sonucunda HbA1Cnin de diya-
bet tan testi olarak kullanilabilecegi giindeme gelmistir.
Amerika Birlesik Devletlerinde tiim laboratuvarlarin
kullandiklart HbA1C analiz yonteminin, HbA1C icin al-
tin standart olan ytiksek performansh likid kromatografi
(HPLC: High-performance liquid chromatography) yon-
temine gore kalibre edilmesi sart kosulmaktadir.”

Diyabet tanisinda HbA1C kullanildigi zaman yas, 1rk,
anemi ve hemoglobinopatileri goz éntinde bulundur-
mak onemlidir. Hemoglobinopati ve anemi varhigmn-
da HbA1C dtizeylerinin yorumlanmasinda problem
olabilir. Amerikan Diyabet Birligi, orak hiicreli anemi
gibi normal eritrosit déniistimiinin olmadig anor-
mal hemoglobini olan hastalarda, HbA1C ol¢timun-
de anormal hemoglobinlerle interferans gostermeyen
metotlarin  kullanilabilecegini  énermektedir.> Olgu
sunumumuzda tedavi takibinde ve tamda kullanilan
HbA1Cnin 6l¢tim yontemlerinden biri olan iyon-degi-
sim HPLC yonteminde hemoglobin varyant varligimin
neden oldugu interferansi gostermeye calistik.

OLGU

59 yasinda diyabet tanih erkek hasta HbA1C ve rutin
test dlctimii icin laboratuvarimiza basvurdu. Hastamn
o glin calisilan rutin biyokimya ve hemogram degerleri
Tablo’dadir. Hastanin HbA1C testi ise laboratuvarmiz-
da kullandigimiz, katyon-exhange HPLC Adams A1C
HA-8160 Diabetes Mode (Arkray, Inc., Kyoto Japan)
cihaziyla calisildi. Hastanin HbA1C degeri cihazimiz-
da olctilemedi. Hastanin HPLC kromatogrami ince-
lendiginde anormal bant varh@ goriildt ve normal bir
hastanin kromatogramu ile karsilastinldi (Sekil 1). Kli-
nisyenle iletisime gecilip hastanin hemoglobin varyant
acisindan degerlendirilmesine karar verildi. Hastadan
tekrar numune alinarak hemoglobin elektroforezine
(minicap sebia Inc., Norcross GA) gonderildi. Sonucta
HbD varlig tespit edildi (Sekil 2).

TARTISMA

Cesitli faktorler kullanilan test metoduna gére HbA1C
olcim  dogrulugunu etkileyebilir ki Hb varyantlar
bunlardan biridir.** Binin tizerinde hemoglobin var-
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Sekil 1. A) Olgumuzun iyon-exchange HPLC ile calisimis kromatogram.
B) Normal bir bireyin iyon-exchange HPLC ile calisimis kromatogram

Tablo. Hastaya ait hemogram ve biyokimyasal parametreler

Sonug Birim Referans Aralifi
WBC 8,36 X107 3/uL 4511
RBC 544 K103/ L 45-59
HGB 168 g/dl 132-174
HCT 439 % 39-51
MCv 918 fl 76-96
MCH 909 ng 21-32
MCHC 337 g/dL 30-35.5
PLT 302 x1073 150-450
MPV 90 fl 8-12
Glukoz 164 mg/dL 74110
Ure 50 mg/dL 10:60
Kreatinin 124 mg/dL 06-12
Kolesterol 244 mg/dL 0-200
Trigliserit 594 mg/dL 0-200
HDL-Kolesterol 34 mg/dL 35-bb
AST 16 UL 0-41
ALT 14 UL 0-40

yanti tanimlanmistir ve bunlarin bircogu klinik olarak
belirti vermemektedir. Bu ytizden klinik bulgu verme-
yen Hb varyantlar nedeniyle ¢ikan ytiksek ya da dustik
HbAIC degeri hastalarin tan1 ve tedavisinde hatalara
neden olabilir.® Iyon-degisim HPLC elektrik ytiki fark-
lihgina bagh olarak Hb tiirlerini ayirir. Hb varyantlari ya
da glikozillenmis tiirevleri HbA'dan ya da HbA1C'den
ayrilamadiginda hatali HbA1C degerleri meydana ge-

lebilir.” Ulkemizde anormal hemoglobinlerle ilgili bir-
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HEMOGLOBIN ELEKTROFOREZi

Fractions % Ref. %

Hb A 58,1 T i
Hb D 38,8

Hb A2 31

Ratio : 1,00 TP.:

Sekil 2. Hastaya ait hemoglabin elekiroforezi.

cok toplum taramalari, klinik veya molekiiler calisma-
lar yapilmistir.® Anormal hemoglobinlerden iilkemiz

icin onemli olanlan sikhik sirasma gore HbS, HbD ve
HbE'dir. Hemoglobin D bircok c¢alismada HbSden
sonra en ¢ok gortilen varyant hemoglobindir.” Ayrica
HbA1C cihaz interferanslart NGSP sitesinde A1C icin
yapilan harmonizasyon calismasinda gosterilmistir.*

SONUC

Referans degerin alt sinirina yakin ya da referans de-
gerden daha diisitk sonuclar veya olctilemeyen HbA1C
oldugunda Hb varyant diistintilmelidir. Klinikle uyum-
suz HbA1C oldugunda kromatogramlar incelenmeli
ve raporlama ona gore yapilmalidir. fyon-degisim me-
todunun interferanslar bilinmeli ve tekrar sonuclari
bagka bir sistemde (boronat afinite, immunbiyokimya
vb.) yapilmalidir. HbA1C 6lctimlerinde kullanilan yon-
temin varyant hemoglobinin tiiriine gore interferans
durumunun goz éniinde bulundurulmas, klinik labo-
ratuvar uzmanlar ve calisanlar tarafindan post analitik
hatalar1 azaltmada rol oynayabilir.

* Yazarlar herhangi bir cikar iliskisi icinde bulunma-
diklarm bildirmistir.
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