Hemoglobin A;c

Diyabetes Mellitus, tim dinyadaki en 6nemli saabk
problemlerinden birisidir. Diyabetik hastalardaki mortalite ve
morbiditenin ¢goaundan uzun dénem icerisinde geliflen mikro
ve makrovaskuler komplikasyonlar sorumludur. Bu
komplikasyonlann gelifimesinin ve ilerlemesinin 6énlenmesi
de glisemik kontrolle direkt iliflilidir(1). Glisemik kontrol kan
glukoz dizeyi ve glikozillenmifl proteinlerin dl¢tlmesi ile
saalanr. Ancak kan glukozu diyabetik olmayanlarda giin
icinde 2 kat duflip yukselme gdsterirken kontrolsiiz
diyabetlilerde 10 kata kadar dewiflim gdsterir ve l¢tlduai
andaki glisemi diizeyini yanssbp ortalama glukoz dizeyi
hakkynda fikir vermez(2). Glikozillenmifl hemoglobin ve
fruktozamin guin-ici deriflim, acbk-tokluk, egzersiz yada kan

glukozundaki gegcici dexiflikliklerden etkilenmeden geriye
doéniuk olarak kan glukoz diizeyi hakksnda fikir veren
parametrelerdir(3). Diyabetik hastalarda anormal hemoglobinin
varbm ilk olarak 1960’ yllarda New York kan bankasnda
uzman olarak ¢abflan «anb S.Rahbar tarabndan tarmlanmfitr.
Asbnda hemoglobin A;c (HbAc) anormal bir hemoglobin
deril, hemoglobin elektroforezi ile dl¢ilen diyabetik hasta
kanlarnda daha yuksek oranda bulunan hemoglobin Al
fraksiyonudur. Diyabetik hastalarda yiiksek HbA;¢ diizeylerinin
varbey 1970’li ysllarn ortalarna kadar ceflitli araflbrmaclann
sadece diyabetli hastalarda dewil, hipergliseminin derecesi ile
orantl olarak yikseldizini saptayana kadar fazla dikkat
¢cekmemifitir(2).

Glikozillenmifl Hemoglobin (Ghb)

Hemoglobin non-enzimatik glikozillenmeye uarayan pek ¢cok
proteinden biridir(4). Eriflkin hemoglobininin %97’si Hb A,
%2.5’i Hb A,, %0.5’i Hb F'dir. Hb A, 2a, 23 zincirinden
oluflur. Hemoglobin A molekiiliindeki potansiyel glikozillenme
bolgeleri, 4 polipeptid zincirindeki N-terminal valin kabntsrn
amino gruplanr ve lizin kabntsrn tim serbest C - amino
gruplandsr. Hb Aq non glikozile Hb A fraksiyonudur. Hb A;
Hb A’ya gbre daha negatif yukludur ve katyon dewriflim
kromatografisinde kolondan daha erken aynbr. Hb A; de,
kolondan aynlma srrassna gore Hb Aja1, HbA 14, HbA, ve
HbA olarak adlandnbr(5). Hb A1,;’de (3 zincirinin N- terminal
ucuna fruktoz 1-6 difosfat, HbA.,'de glukoz- 6 fosfat,
HbA;’ de pirtivik asit baslanmsfibr. HbA;. Hb A;’in %80’nini
oluflturan major fraksiyondur ve glukoz Hb A’mn bir yada
her iki B zincirinin N terminal valin kabnts:na baalanr.
Bafllanggta unstable schiff baz (aldimine, pre HbA) oluflur.
Schiff baz aynlabilir yada irreversible Amadori diizenlemesine
girer ve stabil ketoamine oluflur(6) (flekil 1). Total glikozillenmifl
hemoglobin, glukozun hemoglobinin B zincirinin N- terminal
valin ucu dxfbnda, B zincirinin N- terminal valin kabnbsnn

amino gruplarna yada lizin kabnt:sn:n C - amino gruplarna
baslanmasyyla oluflan tim glikozillenmifl hemoglobin
formlandsr. Tablo 1’de Hemoglobinin yap»s» 6zetlenmektedir.

Tablo 1: Hemoglobinin yaps»

Hemoglobin Yap»

Hb A o532
Hb F oLYs
Hb A2 Q252
Hb Alal a2(B-N-Fruktoz-1,6 difosfat),

HbAla2 02(B-N-Glukoz-6 fosfat),
HbA1b 02(B-N-Pirtivik asit),
Labile HbAlc a2(B-N=Glukoz),

Stabil Glikozillenmifl Hemoglobin
Stabil HbAlc 02(B-N-Glukoz),
Hb A-Glukoz 02(B-Lizin N-Glukoz),
(a-Lizin N-Glukoz), 3,
(a-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
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H>zl Yavafl
HbA + Glukoz Pre- HbA{ HbA 1.
-— _

fiekil 1: HbA oluflumu

Kan Glukozu ile HbA. iflkisi

Eritrositler glukoza serbest gegirgen olduaundan HbA,, olufima
hyz), eritrositlerin dolafbmda bulundusu surece ortamda var
olan glukoz konsantrasyonuna ve maruz kalma suresine
baabd>r(1). Eritrositlerin yaflam stiresi yaklafbk 2-3 ay olduauna
gore HbA;; 2-3 ay boyunca maruz kabnan ortalama glukoz
diizeyini gosterir(2). Ancak bilinmelidir ki HbA;. son
haftalardaki glukoz diizeyleri ile daha yakon iliflkilidir. Son 1

Tablo2: Kan glukoz diizeyi ile HbA;. arasndaki iliflki

TR 07 Ortalama plasma glukozu
c %
mo/d
65 3.5

4
5 100 5.5
6 135 7.5
7 170 9.5
8 205 115
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 efldererdir. HbA;. diizeyi ile 2-3 ay dnceki

aydaki glukoz diizeyi HbA;.'nin %50’sini olufltururken 60-
120. glnler %25’ini, 30-60. gunler de dicer %25’ini
olufiturur(7). Kan glukozunda h>zh bir dewriflim olduaunda
HbA1c ilk 2 ayda hyzla dexiflir. 3.ayda ise daha kademeli bir
dexiflim gosterir(6). Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT)’nin yaynlad>@ normograma gore kan glukoz diizeyi
ve HbAlc arassndaki iliflki Tablo 2’de gdsterilmektedir(8).

Yorum

Non-diabetik arabk
Non-diabetik arabk
Non-diabetik arabk
Diabetik hastalarda tedavi hedefi (American Diabetes Association-ADA)
Diabetik hastalarda hedefin Gzeri
Diabetik hastalarda hedefin Uzeri
Diabetik hastalarda hedefin Gizeri
Diabetik hastalarda hedefin Gzeri
Diabetik hastalarda hedefin Uizeri

ortalama glukoz diizeyi aras:ndaki iliflki flu flekilde formalize
edilmifitir.

DCCT/NGSP standardizasyonunu gore (8)

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

Ortalama Plasma Glukozu(mg/dl) = 35.6x HbA1(%) -77.3

IFCC standardizasyonunu gore(8)

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

Ortalama Plasma Glukozu(mg/dl) = 31.2x HbA(%) +3.51

HbA;. 6lcim metodlar

Son 20 ylda pek ¢ok glikohemoglobin dl¢im metodu
gelifitirilmifitir. Bu metodlar, glikozile hemoglobin ile non
glikozile hemoglobin arassndaki yiik farkona dayal olanlar;
(“cation-exchange high performance liquid” kromatografi,
elektroforez ve izoelektrik fokuslama), yapssal farka dayal
olanlar; (boronat affinite kromatografisi ve “immunoassay”ler)
ya da kimyasal farka dayal> olanlar (elektrosprey kitle
spektrometrisi) fleklinde aynrbr(9). 1999 ysbnda CAP (College
of American Pathologists) taraf:ndan yapslan bir ¢abfimada

decerlendirmeye abnan laboratuvarlann % 50’den fazlasnn
boranat affinite kromatografisi, % 30’unun “cation” ya da
“ion exchange high performance liquid kromatografi, %
15’inin immunoassay metodlar, % 5’den aznyn da
elektroforetik yéntemleri kulland>klars géralmufitiir(2).
Laboratuanmszda HbA;. dizeyi NGSP tarafndan sertifiye
edilmifl boronat affinite kromatografisi ile dl¢ctlmektedir.

Farkl> 6lcum metodlar glikozillenmifl hemoglobinin farkl
fraksiyonlarn; farkl yollarla dl¢timtinden kullamlan metoda



barl olarak laboratuvarlar arassnda farkl> sonuglar bulunabilir.
Bu nedenle pek cok diyabet organizasyonu HbA;. duzeyi ile
ilgili standardizasyon yaplmasn> gerekli gormufitir. Ancak
standardizasyonun sarlanmas> c¢eflitli metodlarda var olan
interferans problemine ¢dziim getirmez. Sadece klinisyenlerin
farkl laboratuvarlardan ¢kan sonuglara ayn» decerlendirme
kriterlerini uygulayabilmelerini saslar. 1993 ybnda Amerika’da
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP)
kurulmufl ve cevre laboratuvarlann HbA1c dlgim metodlarn
DCCT’ye (Diabetes Control and Calibration Trial) gore kalibre
etmeleri istenmifitir(2). DCCT’nin kulland»a» prosediir pek ¢ok
6lcim metodunu standardize etmek icin kullarvlan karfblafibrma

metodu olsa da uluslararas> kabul edilmifl referans metod
dewildir(1). 2001 y:bnda International Federation of Clinical
Chemistry (IFCC) yeni iki metod olarak elektrosprey kutle
spektrometrisi (ES-MS) ve kapiller elektroforezi referans
metodlar olarak dnermifltir(10). IFCC metoduna gore kalibre
edilen metodlarn sonuglarn DCCT sonuglanndan %1.5-2
orannda daha diifliktir(2). Referans arabk, tedavi hedefleri,
HbA1c duzeyleri ile komplikasyon gelifime iliflkisini gosteren
decerler DCCT’ye gore verildizinden, IFCC dexerlerini
kullanmak karmaflaya yol agacaktr. Bunu engellemek igin
IFCC’ye gore kalibre edilmifl metodlarn dewerlerini DCCT
dizeyine donufltiren formul kullanyimaktadsr.

Klinik kullan>m>

Diinya Sasbk Orgiiti eriflkinlerde ylda 3-4 kez, American
Diabetes Association (ADA) stabil glisemik kontrol{ olanlarda
ylda en az 2, tedavisi deriflen yada glisemi hedefi
saalanamayanlarda y)lda 4 kez HbA dlgtilmesini dnermifitir(1).
Diyabetik gebelerde ve gestasyonel diyabette 1-2 ayda bir
HbA;. 6lcimi énerilir. 2 dlciim arasnda en az 2 hafta ideal
olarak 4-6 haftabk zaman fark> olmabdsr(3). ADA diyabetik
hastalardaki tedavi hedefini HbA;. <%7 olarak belirlemifitir.
Bu hedef sanland>mnda diyabetik hastalardaki mikrovaskler
komplikasyon riskinin anlaml flekilde azald>e» gozlenmifitir.
HbA;. >%8’in Uzerinde ise tedavi rejiminin yeniden
diizenlenmesi gerektizi bildirilmifltir(11). Bu diizeylerin DCCT’ye

gore kalibre edilmifl sistemlerde sonug veren laboratuvarlar
icin uygun olduau unutulmamabdsr. HbAlc'nin tan> yada
tarama amagl kullanbp kullarlamayacas hala tartfima
konusudur. ADA, tek bafbna HbA, testinin tan> yada taramada
kullamsimas:n» 6nermemektedir. Bunun en dnemli nedeni
Olcum metodlarmn ceflitliliai ve interferanslardan farkl
diizeylerde etkileniyor olmalandsr. HbA,. 6lcimu ile bozulmufl
glukoz tolerans tans da konamamaktadr(12). Baz ¢abfimaclar
achk plasma glukozu ile beraber HbA;. 6lgmenin aghk plasma
glukozu minimal yuksek yada non diabetik diizeyde olan
riskli kiflilerde daha erken dénemde diabet tans» koyabilme
flansny artbrdyany bildirmifllerdir.(13).

HbA:. dlzeyini etkileyen faktorler

HbA;. dizeyi normal yaflam suresine sahip eritrositlerde
decerlidir. Eritrosit yaflam siresini ksaltan tim durumlarda
6lcim metodundan bamms:z olarak HbA;. duzeyi azabr.
Hemolitik anemiler yada son dénemde ciddi kan kayb> gegiren
hastalarda genc eritrositlerin artmasna basl olarak HbA;.
duizeyi yanbfl olarak duflik bulunur(14). Fe eksikliei anemisinde
yalflly eritrositlerin oranymn artmas:na basl olarak yiksek
HbA;. diizeyleri bulunabilir. HbA;. diizeyi bu hastalarda da
glisemi moniterizasyonunda kullamlabilir ancak sonuglar
referans araboa gore dewril, hastann dnceki diizeyine gore
dewerlendirilir(6). Baflka bir hata kaynam, renal yetmezlikli
diabetlilerde Grenin hemoglobine barlanmasyla oluflan
karbamillenmifl hemoglobin yada fazla miktarda asprin
kullanan hastalarda oluflan asetillenmifi hemoglobindir.
Karbamillenmifl hemoglobin HbA;.'ye benzer bir izoelektrik
noktaya sahiptir bu nedenle yike dayab dlgtim yapan metodlan
(katyon exchange kromatografisi, elektroforez ve izoelektrik
fokuslama gibi) daha yuksek oranda interfere eder.
mmunoassay ve boranate affinite kromatografisinin
karbamillenmifl hemoglobinden etkilenmedizi gdsterilmifitir

(15).Vitamin C ve E’nin hemoglobinin glikozillenmesini
engelleyerek yanhfl duflik sonuclara neden olduau duflinalir.
Hipertrigliseridemi, hiperbilirubinemi, kronik alkolizm, opiat
kullanomyron bazy 6lgim metodlann: etkileyip yanbfl yiksek
sonuglara neden oldusau bildirilmifitir.

Orak hucre hastab=(Hb SS), homozigot Hb C hastaba(Hb
CC), HbSC hastabm, Hb F ylkseklizi ve B talaseminin de dahil
olduau pek ¢ok hemoglobinopatide HbA;. 6l¢im metodlan
farkl> oranlarda interfere olur. Ticari olarak mevcut metodlar
arasnda, boronate affinite kromatografisi Hb varyantlan ve
derivelerinin varbmndan kaynaklanan interferanslardan en
az dizeyde etkilenir.(15,16) Bu tip hastalarda varyant
hemoglobinin yannda artmfl transfiizyon gereksinimi, eritrosit
yaflam siresinin etkilenmesi gibi etkenler de 6lctimiin dezerini
kositlar(17). HbA, dlgimindn kst deaer tafbdya bu tir
durumlarda ve de diabetik gebelerde daha sk takip yap:lmas
gerektininden ortalama 2 hafta dnceki glisemi diizeyini
gosteren Fruktozamin 6lcimi gibi alternatif testlere gereksinim
duyulur.

Oneriler

HbA;. sonucunun en iyi flekilde dererlendirilebilmesi igin test
metodunun ve interferanslardan ne duzeyde etkilendizinin
iyi bilinmesi gerekir. Hastarn klinizi ile uyumsuz sonug
bulundurunda, HbA;. sonucunu etkiledizi bilinen hemolitik
anemi, Uremi, demir eksikliai anemisi, hemoglobinopati ve
benzeri hastabklar agp»ndan hastalar sorgulanmabdr. Sonucu
dererlendirirken laboratuvar ve klinisyen iletifim iginde
olmabdr. Laboratuvar HbA,. test metodunu segerken calsflacam
populasyonun 6zelliklerini iyi tansysp ona gére karar vermelidir.

Ornerin hemoglobinopati prevelans yilksek olan bir toplumda
varyant hemoglobinlerin varbmndan etkilenmeyen bir 6lgim
metodu se¢ilmelidir. NGSP tarafndan sertifiye edilmifl lgiim
metodlan kullanimalb, referans arabmn albnda yada %15’in
Uzerinde bulunan sonuglarda dlcim mutlaka tekrarlanmabdr.
GCabflima i¢i CV’si % 3’Un altnda olan élgim metodlan
kullansimaly, iki farkly diizeyde kontrol materyali ile 6lgimun
performans> her giin decerlendirilmeli ve mutlaka bir dfl
kalite kontrol program»na dahil olunmabd>r(18).
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