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OZET

Diyabetes mellituslu hastalarin kan glikoz diizeyinin izlenmesinde, he-
moglobin A1c (HbA1c) dlgiimleri yaygin olarak kullanimaktadir. HbA1c
Olgimiinde degisik yontemler kullaniimaktadir. HbA1c 6lgtimlerinde farkl
interferanslar nedeniyle yanhs sonuglar elde edilebilmektedir. Bu makalede,
bir bebegde ait kan orneginde, yiksek basingh sivi kromatografi teknigiyle
yapilan HbA1c dlgimi esnasinda meydana gelen interferansa dikkat ce-
kilmek istenmistir.
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SUMMARY

Interference of HbF in HbA1¢c measurement by high performance liquid
chromatography method: a case report

Hemoglobin A1c (HbA1c) measurements are widely used in the monitoring
of blood glucose levels in patients with diabetes mellitus. Different methods
are used in the measurement of HbA1c. It is possible to obtain false results
in HbA1c measurement because of the effect of different interferences. In
this article, an interference which occured during measurement of HbA1c
using high pressure liquid chromatography in blood sample belonging to a
baby was emphasized.
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Girig

Hemoglobin Alc (HbAlc), hemoglobin (Hb) yapi-
sindaki B-zincirinin N-terminal (valin) amino gru-
buna enzimatik olmayan bir reaksiyon ile glikozun
geri dontistimsiiz olarak baglanmasiyla olusmaktadir.
HbAlc, ozellikle diyabetes mellituslu hastalarin kan
glikoz diizeyinin geriye doniik olarak izlenmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (1).

HbAlc ol¢iimiinde yapisal, kimyasal ve elektriksel
ytik ozelliklerine gore gelistirilmis 30’dan fazla degi-
sik yontem kullanilmaktadir (enzimatik ve immuno-
assay yontemler, iyon degistirici kromatografi, afinite
kromatografisi, kapiller elektroforez, kiitle spektro-
metresi, vb.) (1,2).

Gintmiizde HbAlc Ol¢timiinde hem ydntemlerin
farkli olmasi, hem de bu oOl¢iimleri interfere eden du-
rumlarin fazlaligi nedeniyle standardizasyon henitiz
tam olarak saglanamamuistir.

HbAlc 6l¢cimii GATF Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali laboratuvarlarinda yiiksek basing¢hi sivi kro-
matografi (HPLC) ile iyon degistirici kromatogra-
fi yontemiyle yapilmaktadir. HPLC teknigi, Ulusal
Glikohemoglobin Standardizasyon Programi
(“National Glycohemoglobin Standardization
Program”, NGSP) tarafindan sertifikalandirilmis bir
yontemdir (1,3).

Bu makalede epilepsi 6n tanisiyla tetkik edilen 4
aylik bir bebege ait 6rnekte, HPLC-iyon degistirici
kromatografi yontemiyle yapilan HbAlc Ol¢iimii es-
nasinda meydana gelen interferansa dikkat cekilmek
istenmistir.

Olgu Sunumu

Ug¢ ay 19 giinliik bir erkek bebekte HbAlc tetkiki
istenmistir. HPLC ile iyon degistirici kromatografi
yontemiyle yapilan Ol¢iimde sirasiyla HbA %48.0 ve
HbAlc %48.1 olarak bulunmustur. Hasta sonucuna
ait kromatogram Sekil 1'de sunulmustur. Asir1 yiiksek
HbAlc degeri nedeniyle hasta 6rneginden hemoglo-
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Sekil 1. HPLC yontemiyle yapilmis HbA1c 6lglimine ait kromatogram

bin elektroforezi yapilmis ve HbA %57.1, HbF %42.4
ve HbA2 %0.5 olarak bulunmustur. Hastaya ait he-
moglobin elektroforez sonucu Sekil 2’de sunulmustur.

HbAlc olctimleri, UV-1000 visible dedektorli
HPLC (Thermo Electron, Thermo finnigan (TSP) San
Jose, CA, USA) cihaz1 ve Recipe HbAlc kiti (Recipe
Chemicals-Instruments GmbH, Munich, Germany)
kullanilarak yapildi. HbAlc o6l¢imii icin kullani-
lan kontrol ve standartlar Uluslararasi Klinik Kimya
Federasyonu (“International Federation of Clinical
Chemistry”, IFCC) standartlarina uygundu. HbAlc

Hemoglobin Elektroforezi
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HB A 57.1

HB F 42.4

HB A2 0.5

Sekil 2. Hastaya ait hemoglobin elektroforegrami
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Ol¢timlerine ait glin i¢i ve giinler aras1 % CV degerleri
sirastyla %1.6 ve %2.4 idi. Hemoglobin elektroforezi,
Sebia Hydrasys (Sebia, Parc Technologique Léonard
de Vinci CP 8010 Lisses Evry Cedex, France) cihazi
ile Hydragel Hemoglobin (E) kiti kullanilarak yapildi.

Tartigma

Iki alfa ve iki delta zincirinden meydana gelen HbF,
fetal hayatin ana hemoglobinidir. Dogum esnasinda
da major hemoglobin olan HbF (%50-80) alt1 aydan
sonra yerini yetiskin hemoglobini olan HbA’ya birak-
maktadir. Yetiskinlerde HbF diizeyi %1’in altinda bu-
lunmaktadir (4).

HbAlc ol¢iimleri i¢in 30’dan fazla Ol¢iim yonte-
mi vardir ve bu Ol¢timler bir¢cok faktor tarafindan
interfere edilebilmektedir. HPLC teknigiyle yapi-
lan HbAlc Ol¢iimlerinde meydana gelen interferan-
sa dikkat ceken ¢alismalar mevcuttur. Weykamp ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada iiremiye bag-
I olusan karbamile hemoglobinin iyon-degistirici
bazli tim HPLC yontemlerinde, HbAlc Ol¢timiinde
yanlis yiiksek sonuglara sebep oldugu gosterilmistir
(5). Sickle cell hastaligi, homozigot HbC hastaligi ve
B-talasemili hastalarda, siklikla HbA2 ve HbF gibi he-
moglobinlerde yiizdesel bir artis gozlenir. Bu hasta-
lardaki HbA2 ve HDF artisinin hatali yiiksek HbAlc
sonuglarina sebep oldugu Bry ve ark. tarafindan ileri
strilmistir (6). Schnedl ve ark. da yiiksek HbF de-
gerleri olan hastalarda yaptiklar1 HbA1lc 6l¢timlerinde
benzer interferasyonu gostermislerdir (7). Bu ¢alisma-
daki vakanin HPLC kromatograminda, HbF pikinin
HbAlc pikiyle ist liste gelmesi nedeniyle, hatali ola-

Cayci ve ark.



rak yiiksek HbAlc degeri tespit edilmis ve bu sonug,
diger calismalardaki verilerle uyumlu bulunmustur.
Sonug olarak HbF ytiksekliginin eslik ettigi dogum
sonrasi ilk yil ile yine HbF yiiksekligine neden olan
bircok patolojik durumda (6zellikle talasemili diya-
bet hastalar1), HPLC ile yapilan HbA1lc Ol¢timlerinde
hatali yiiksek sonuglar vermemek icin dikkatli olmak
gerektigi aciktir. Bu durumun klinisyenler tarafindan
da goz oniinde bulundurulmas: énem arz etmektedir.

Kaynaklar

1. Jeppsson JO, Kobold U, Barr J, et al. Approved IFCC
reference method for the measurement of HbAlc in
human blood. Clin Chem Lab Med 2002; 40: 78-89.

2. Goldstein D, Little R, Lorenz RA, et al. Tests of glycemia
in diabetes. Diabetes Care 2004; 27: 1761-1773.

3. Thevarajah M, Nadzimah MN, Chew YY. Interference
of hemoglobin Alc (HbAlc) detection using ion-

Cilt 53 * Say1 3

exchange high performance liquid chromatography
(HPLC) method by clinically silent hemoglobin variant
in University Malaya Medical Centre (UMMC)--a case
report. Clin Biochem 2009; 42: 430-434.

. Fairbanks VF, Klee GG. Biochemical aspects of

hematology. In: Burtis CA, Ashwood ER (eds). Tietz
Textbook of Clinical Chemistry. 3rd ed. Philadelphia:
WB Saunders, 1999: 1642-1710.

. Weykamp CW, Penders TJ, Muskiet FA, van der Slik W.

Influence of hemoglobin variants and derivatives on
glycohemoglobin determinations, as investigated by
102 laboratories using 16 methods. Clin Chem 1993;
39:1717-1723.

. Bry L, Chen PC, Sacks DB. Effects of hemoglobin

variants and chemically modified derivatives on assays
for glycohemoglobin. Clin Chem 2001; 47: 153-163.

. Schnedl WJ, Krause R, Halwachs-Baumann G, Trinker M,

Lipp RW, Krejs GJ. Evaluation of HbAlc determination
methods in patients with hemoglobinopathies. Diabetes
Care 2000; 23: 339-344.

HbA1c dlgiimiinde HbF interferansi * 213



