Hemoglobin Aqc

Diyabetes Mellitus, tim dunyadaki en dnemli saghk
problemlerinden birisidir. Diyabetik hastalardaki mortalite ve
morbiditenin cogundan uzun dénem igerisinde gelisen mikro
ve makrovaskller komplikasyonlar sorumludur. Bu
komplikasyonlarin gelismesinin ve ilerlemesinin ®nlenmesi
de glisemik kontrolle direkt iliskilidir(1). Glisemik kontrol kan
glukoz duzeyi ve glikozillenmis proteinlerin dlgtlmesi ile
saglanir. Ancak kan glukozu diyabetik olmayanlarda gin
icinde 2 kat dusUp ylUkselme gosterirken kontrolstz
diyabetlilerde 10 kata kadar degisim gosterir ve 6lculdugu
andaki glisemi dizeyini yansitip ortalama glukoz dizeyi
hakkinda fikir vermez(2). Glikozillenmis hemoglobin ve
fruktozamin gln-ici degisim, aglik-tokluk, egzersiz yada kan

glukozundaki gecici degisikliklerden etkilenmeden geriye
donik olarak kan glukoz duzeyi hakkinda fikir veren
parametrelerdir(3). Diyabetik hastalarda anormal hemoglobinin
varligi ilk olarak 1960l yillarda New York kan bankasinda
uzman olarak calisan Iranli S.Rahbar tarafindan tanimlanmistir.
Aslinda hemoglobin A;c (HbA;c) anormal bir hemoglobin
degil, hemoglobin elektroforezi ile dlglilen diyabetik hasta
kanlarinda daha yuksek oranda bulunan hemoglobin A1
fraksiyonudur. Diyabetik hastalarda yiksek HbA;c diizeylerinin
varligi 1970’li yillarin ortalarina kadar ¢esitli arastirmacilarin
sadece diyabetli hastalarda degil, hipergliseminin derecesi ile
orantil olarak yukseldigini saptayana kadar fazla dikkat
cekmemistir(2).

Glikozillenmis Hemoglobin (Ghb)

Hemoglobin non-enzimatik glikozillenmeye ugrayan pek cok
proteinden biridir(4). Eriskin hemoglobininin %97'si Hb A,
%2.5'i Hb A,, %0.5'i Hb F'dir. Hb A, 2a, 2 zincirinden
olusur. Hemoglobin A molekilindeki potansiyel glikozillenme
bolgeleri, 4 polipeptid zincirindeki N-terminal valin kalintisinin
amino gruplari ve lizin kalintisinin tim serbest C - amino
gruplandir. Hb Ay non glikozile Hb A fraksiyonudur. Hb A,
Hb A'ya gore daha negatif yukludar ve katyon degisim
kromatografisinde kolondan daha erken ayrilir. Hb A; de,
kolondan ayrilma sirasina gére Hb Ay, HbA; 5, HbA, ve
HbA. olarak adlandirilir(5). Hb A,;'de B zincirinin N- terminal
ucuna fruktoz 1-6 difosfat, HbA;,,'de glukoz- 6 fosfat,
HbA;y'de pirlivik asit baglanmistir. HbA;. Hb A;'in %80 nini
olusturan major fraksiyondur ve glukoz Hb A'nin bir yada
her iki B zincirinin N terminal valin kalintisina baglanir.
Baslangicta unstable schiff baz (aldimine, pre HbA;) olusur.
Schiff baz ayrilabilir yada irreversible Amadori diizenlemesine
girer ve stabil ketoamine olusur(®) (sekil 1). Total glikozillenmis
hemoglobin, glukozun hemoglobinin ( zincirinin N- terminal
valin ucu disinda, B zincirinin N- terminal valin kalintisinin

amino gruplarina yada lizin kalintisinin C - amino gruplarina
baglanmasiyla olusan tum glikozillenmis hemoglobin
formlanidir. Tablo 1'de Hemoglobinin yapisi 6zetlenmektedir.

Tablo 1: Hemoglobinin yapisi

Hemoglobin Yapi

Hb A o3
Hb F 0LYs
Hb A2 (26253
Hb Ala1l 02(B-N-Fruktoz-1,6 difosfat),

HbA1a2 02(B-N-Glukoz-6 fosfat),
HbA1b 02(B-N-Pirivik asit),
Labile HbA1c 02(B-N=Glukoz),

Stabil Glikozillenmis Hemoglobin
Stabil HbA1c 02(B-N-Glukoz),
Hb A-Glukoz 02(B-Lizin N-Glukoz),
(a-Lizin N-Glukoz), B,
(0-N-Glukoz); B,




Aldimine Amadori Ketoamine
NH2 H-C=0 H-C=N-BA  duzenlemesi  H,C-NH- BA
I + | —_— —_— I
BA H-C-OH H-C-OH C=0
I |
Hizli Yavas
HbA + Glukoz Pre- HbA ¢ HbA ¢
-— _—

Sekil 1: HbA; olusumu

Kan Glukozu ile HbA, iliskisi

Eritrositler glukoza serbest gecirgen oldugundan HbA ¢ olusma
hizi, eritrositlerin dolasimda bulundugu strece ortamda var
olan glukoz konsantrasyonuna ve maruz kalma suresine
baglidir(1). Eritrositlerin yasam siresi yaklasik 2-3 ay olduguna
gore HbA;. 2-3 ay boyunca maruz kalinan ortalama glukoz
dlzeyini gosterir(2). Ancak bilinmelidir ki HbA;. son
haftalardaki glukoz diizeyleri ile daha yakin iliskilidir. Son 1

Tablo2: Kan glukoz diizeyi ile HbA ;. arasindaki iliski

YN Ortalama plasma glukozu
C
" [ mg
65 3.5

4
5 100 55
6 135 7.5
7 170 9.5
8 205 11.5
9 204 13.5
10 275 15.5
11 310 17.5
12 345 19.5

HbA diizeyindeki her %1'lik artma ortalama kan glukozunda
35 mg/dl artmaya esdegerdir. HbA . diizeyi ile 2-3 ay dnceki

aydaki glukoz diizeyi HbA;/nin %50’sini olustururken 60-
120. glnler %25'ini, 30-60. glnler de diger %25'ini
olusturur(7). Kan glukozunda hizli bir degisim oldugunda
HbA1c ilk 2 ayda hizla degisir. 3.ayda ise daha kademeli bir
degisim gosterir(6). Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT)'nin yayinladigi normograma goére kan glukoz dizeyi
ve HbA1c arasindaki iliski Tablo 2'de gosterilmektedir(8).

Yorum

Non-diabetik aralik
Non-diabetik aralik
Non-diabetik aralik
Diabetik hastalarda tedavi hedefi (American Diabetes Association-ADA)
Diabetik hastalarda hedefin tzeri
Diabetik hastalarda hedefin Gzeri
Diabetik hastalarda hedefin Gzeri
Diabetik hastalarda hedefin tzeri
Diabetik hastalarda hedefin Gzeri

ortalama glukoz duizeyi arasindaki iliski su sekilde formdilize
edilmistir.

DCCT/NGSP standardizasyonunu gore (8)

Ortalama Plasma Glukozu(mmol/L) = 1.98x HbA;(%) -4.29

Ortalama Plasma Glukozu(mgldl) = 35.6x HbA(%) -77.3

IFCC standardizasyonunu gore(8)

Ortalama Plasma Glukozu(mmol/L) = 1.73x HbA;(%) +0.20

Ortalama Plasma Glukozu(mgldl) = 31.2x HbA;(%) +3.51

HbA . 6lciim metodlari

Son 20 yilda pek ok glikohemoglobin 6I¢im metodu
gelistirilmistir. Bu metodlar, glikozile hemoglobin ile non
glikozile hemoglobin arasindaki yUk farkina dayali olanlar;
(“cation-exchange high performance liquid” kromatografi,
elektroforez ve izoelektrik fokuslama), yapisal farka dayali
olanlar; (boronat affinite kromatografisi ve “immunoassay”ler)
ya da kimyasal farka dayali olanlar (elektrosprey kutle
spektrometrisi) seklinde ayrilir(9). 1999 yilinda CAP (College
of American Pathologists) tarafindan yapilan bir galismada

degerlendirmeye alinan laboratuvarlarin % 50'den fazlasinin
boranat affinite kromatografisi, % 30'unun “cation” ya da
“ion exchange high performance liquid kromatografi, %
15'inin immunoassay metodlari, % 5'den azinin da
elektroforetik yontemleri kullandiklari géralmustr(2).
Laboratuarimizda HbA,. dizeyi NGSP tarafindan sertifiye
edilmis boronat affinite kromatografisi ile dlgtlmektedir.

Farkh 6lcim metodlari glikozillenmis hemoglobinin farkl
fraksiyonlarini farkl yollarla élgtiginden kullanilan metoda



bagli olarak laboratuvarlar arasinda farkli sonuglar bulunabilir.
Bu nedenle pek ¢ok diyabet organizasyonu HbA . dizeyi ile
ilgili standardizasyon yapilmasini gerekli gdrmustir. Ancak
standardizasyonun saglanmasi gesitli metodlarda var olan
interferans problemine ¢6zim getirmez. Sadece klinisyenlerin
farkli laboratuvarlardan ¢ikan sonuglara ayni degerlendirme
kriterlerini uygulayabilmelerini saglar. 1993 yilinda Amerika’da
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)
kurulmus ve cevre laboratuvarlarin HbA1c 6lcim metodlarini
DCCT'ye (Diabetes Control and Calibration Trial) gore kalibre
etmeleri istenmistir(2). DCCT'nin kullandigi prosedir pek ok
Olciim metodunu standardize etmek igin kullanilan karsilastirma

metodu olsa da uluslararasi kabul edilmis referans metod
degildir(1). 2001 yilinda International Federation of Clinical
Chemistry (IFCC) yeni iki metod olarak elektrosprey kutle
spektrometrisi (ES-MS) ve kapiller elektroforezi referans
metodlar olarak dnermistir(10). IFCC metoduna gore kalibre
edilen metodlarin sonuclari DCCT sonuclarindan %?1.5-2
oraninda daha dusuktir(2). Referans aralik, tedavi hedefleri,
HbA1c dizeyleri ile komplikasyon gelisme iliskisini gdsteren
degerler DCCT'ye gore verildiginden, IFCC degerlerini
kullanmak karmasaya yol acacaktir. Bunu engellemek igin
IFCC'ye gore kalibre edilmis metodlarin degerlerini DCCT
dizeyine donustluren formul kullaniimaktadir.

Klinik kullanimi

Diinya Saglk Orgliti eriskinlerde yilda 3-4 kez, American
Diabetes Association (ADA) stabil glisemik kontrol olanlarda
yilda en az 2, tedavisi degisen yada glisemi hedefi
saglanamayanlarda yilda 4 kez HbA 8lctlmesini dnermistir(1).
Diyabetik gebelerde ve gestasyonel diyabette 1-2 ayda bir
HbA . 6lctimi 6nerilir. 2 dlciim arasinda en az 2 hafta ideal
olarak 4-6 haftalik zaman farki olmalidir(3). ADA diyabetik
hastalardaki tedavi hedefini HbA;. <%7 olarak belirlemistir.
Bu hedef saglandiginda diyabetik hastalardaki mikrovaskuler
komplikasyon riskinin anlamli sekilde azaldigi gbzlenmistir.
HbA . >%8'in Uzerinde ise tedavi rejiminin yeniden
duzenlenmesi gerektigi bildirilmistir(11). Bu diizeylerin DCCT'ye

gore kalibre edilmis sistemlerde sonug veren laboratuvarlar
icin uygun oldugu unutulmamalidir. HbA1c'nin tani yada
tarama amagli kullanilip kullanilamayacagi hala tartisma
konusudur. ADA, tek basina HbA . testinin tani yada taramada
kullanilmasini énermemektedir. Bunun en énemli nedeni
olcim metodlarinin cesitliligi ve interferanslardan farkli
diizeylerde etkileniyor olmalaridir. HbA; dlciimii ile bozulmus
glukoz toleransi tanisi da konamamaktadir(12). Bazi calismacilar
aclik plasma glukozu ile beraber HbA ;. 6lgmenin aclik plasma
glukozu minimal ytksek yada non diabetik dizeyde olan
riskli kisilerde daha erken dénemde diabet tanisi koyabilme
sansini arttirdigini bildirmislerdir.(13).

HbA.. diizeyini etkileyen faktorler

HbA . dizeyi normal yasam slresine sahip eritrositlerde
degerlidir. Eritrosit yasam suresini kisaltan tim durumlarda
6lcim metodundan bagimsiz olarak HbA;. dizeyi azalir.
Hemolitik anemiler yada son dénemde ciddi kan kaybi gegiren
hastalarda geng eritrositlerin artmasina bagl olarak HbA .
duzeyi yanlis olarak dustk bulunur(14). Fe eksikligi anemisinde
yash eritrositlerin oraninin artmasina bagl olarak yuksek
HbA . dlzeyleri bulunabilir. HbA diizeyi bu hastalarda da
glisemi moniterizasyonunda kullanilabilir ancak sonuglar
referans araliga gore degil, hastanin énceki diizeyine gore
degerlendirilir(6). Baska bir hata kaynad, renal yetmezlikli
diabetlilerde Urenin hemoglobine baglanmasiyla olusan
karbamillenmis hemoglobin yada fazla miktarda asprin
kullanan hastalarda olusan asetillenmis hemoglobindir.
Karbamillenmis hemoglobin HbA'ye benzer bir izoelektrik
noktaya sahiptir bu nedenle ylke dayali 6lcim yapan metodlari
(katyon exchange kromatografisi, elektroforez ve izoelektrik
fokuslama gibi) daha ylksek oranda interfere eder.
Immunoassay ve boranate affinite kromatografisinin
karbamillenmis hemoglobinden etkilenmedigi g&sterilmistir

(15).Vitamin C ve E'nin hemoglobinin glikozillenmesini
engelleyerek yanls distik sonuglara neden oldugu dustndlur.
Hipertrigliseridemi, hiperbilirubinemi, kronik alkolizm, opiat
kullaniminin bazi 6lcim metodlarini etkileyip yanhs ylksek
sonuglara neden oldugu bildirilmistir.

Orak hicre hastaligi(Hb SS), homozigot Hb C hastaligi(Hb
CQC), HbSC hastaligi, Hb F yuksekligi ve B talaseminin de dahil
oldugu pek cok hemoglobinopatide HbA . 6lciim metodlari
farkli oranlarda interfere olur. Ticari olarak mevcut metodlar
arasinda, boronate affinite kromatografisi Hb varyantlari ve
derivelerinin varligindan kaynaklanan interferanslardan en
az duzeyde etkilenir.(15,16) Bu tip hastalarda varyant
hemoglobinin yaninda artmis transflizyon gereksinimi, eritrosit
yasam suresinin etkilenmesi gibi etkenler de 6lcimin degerini
kisitlar(17). HbA. dlgiminin kisith deger tasidigi bu tar
durumlarda ve de diabetik gebelerde daha sik takip yapiimasi
gerektiginden ortalama 2 hafta dnceki glisemi duzeyini
gosteren Fruktozamin olcimi gibi alternatif testlere gereksinim
duyulur.

Oneriler

HbA . sonucunun en iyi sekilde degerlendirilebilmesi igin test
metodunun ve interferanslardan ne diizeyde etkilendiginin
iyi bilinmesi gerekir. Hastanin klinigi ile uyumsuz sonug
bulundugunda, HbA ;¢ sonucunu etkiledigi bilinen hemolitik
anemi, Uremi, demir eksikligi anemisi, hemoglobinopati ve
benzeri hastaliklar agisindan hastalar sorgulanmalidir. Sonucu
degerlendirirken laboratuvar ve klinisyen iletisim icinde
olmalidir. Laboratuvar HbA test metodunu secerken calisacagi
populasyonun &zelliklerini iyi taniyip ona gore karar vermelidir.

Ornegin hemoglobinopati prevelansi yiiksek olan bir toplumda
varyant hemoglobinlerin varligindan etkilenmeyen bir 6lcim
metodu secilmelidir. NGSP tarafindan sertifiye edilmis 6lcim
metodlari kullaniimali, referans araligin altinda yada %15'in
Uzerinde bulunan sonuclarda dlciim mutlaka tekrarlanmalidir.
Galisma ici CV'si % 3'Un altinda olan 6lgim metodlar
kullanilmali, iki farkl diizeyde kontrol materyali ile 6lctimiin
performansi her gin degerlendirilmeli ve mutlaka bir dis
kalite kontrol programina dahil olunmalidir(18).
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