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OZET:

Hemoglobinin glukoz baglamasina glikozillenme denir. Beta zincirindeki birinci
amino asit valinin amino grubu ile glukoz arasmda nonenzimatik bimolekiiler bir
kondensasyon reaksiyonu sonucu kararsiz bir Schiff bazi olusur. Bu kararsiz yapt
Amadori diizenlenmesi ile kararl bir ketoamine doniisir. Bu ketoamin, hemoglobi-
nin kolon kromatografisinde HbA c fraksiyonunu olusturur. Bu ¢alismada modifiye
bir kolorimetrik metod kullanlarak 10 saghkh ve 10 diyabetli kiside glikozillenmis
hemoglobin tayin edildi. Diyabetlilerde (194-6) ve kontrol grubunda (4,94+1,9)
o HbAuc degerleri istatistik agidan onemli (P<0,001) fark gdstermektedir. Diya- E
betli hastalarda dghk kan glukozu ile HbAic arasindaki onemli korelasyon (r=
0,90; P<0,001) glikozilasyonun yiiksek kan glukozu ile ilgili oldugunu gosteriyor. .

 GIRIS

Normal hemoglobinin (HbA) glukoz baglamasina glikozillenme denir ve bu
glikozillenmis hemoglobin (GHb) veya HbAuc olarak (1) bilinmektedir. Glikozi-
lasyon reaksiyonu bimolekiiler bir kondensasyon reksiyonudur. Hemoglobinin
B-zincirindeki birinci aminoasit valinin- NH, grubu ile glukoz arasinda bir Schiff
bazi meydana gelir (2). Meydana gelen oldukga kararsiz bu aldimin, Amadori dii-
zenlenmesi ile (3) kararl bir yapt olan ketoamine (HbAic) doniisiir (4) (Sekil-1).
Biyokinetik bir model kullamlarak (5) aldimin olugumunun ketoamin olusumundan
60 kat daha hizli oldugu tesbit edilmistir. Enzimatik olmayan bu glikolizasyon
‘reaksiyonu ¢ok yavas yiiriir. Ancak HbAic sentezi eritrositin yaklagik 120 giinlik
omrii boyunca devam eder (2). :
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Normal bir insan eritrosiﬁnde bulunan Hb tipleri, yakla§1k ‘yiizde oranlar:
ile birlikte sekil-2 de verilmistir. Jel eletroodaklama metoduyla veya kolon kroma-
~ tografisi ile ayrildiklarinda cen izl yiiriiyen dért fraksiyona (HbA1c, HbAib,

HbA1a2, HbA1A1) *’hizlt hemoglobinler denir ve bunlar negatif yiiklidiirler. Bu -

hemoglobinlerden sadece HbAic nin yapist kesin olarak bilinmektedir. Glikozi-
lenmis hemoglobinlerle HbA arasindaki tek fark NH, ‘tastyan amino asidlerin
glukoz baglamis olmasidir. Hb Aic igin s6z konusu olan P-zincirindeki amino
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grup substltusyonu pH 7 civarinda miistakil bir kromatograflk fraks1yon olusg-
turabilecek pK degisimi gostermektedir (6). Bagka bir degisle bu amino grubu
Schiff baz1 kondensasyonu jgin niikleofilik bir ozellik kazandirir (7). '

Hb glikozilasyonundaki artma kan glukozu konsantrasyonundaki artmayl,
azalma da eritrosit émriiniin kisaligim gostekmektir (8). Bu bakimdan, kan glukoz
seviyesinin uzun siire yiiksek oldugu diyabetli hastalarda HbAic sentezi artmakta-
dir. Diger taraftan, eritrosit dmriiniin kisa oldugu durumlarda (hemolitik anemi)
GHb sentezi azalir (9). Geng eritrositlerde GHb yiizdesinin normale gore diigiik
olmas: (10) da bu digiinceyi desteklemektedir.

Bu ¢aligmada, Parker ve arkadaglarmm (11) kolorimetrik metodunda kiigiik
modlflkasyonlar yapilarak HbAic tayin edildi. Metodun esast kisaca sOyledir:
HbAic deki ketoamin 1-deoksi, 1-amino-, fuktoz kismu seyreltik zayif asitli (okza-
lik asit) ortamda hidroliz edilerek 5- hidroksimetil furaldehide (HMF) doniis-
tiiriiliir. Bu da 2-tiyobarbutirik asitle (TBA) renklendirilerek 443 nm’de absorbans
olgiiliir. Sonuglar, hazirlanan bir fruktoz veya HMF standart egirisinden deger-
lendirilir. »

MATERYAL VE METOD

Saglikli 10 kisiden ve diyabet tanist konmug 10 hastadan heparinize enjektorle
5 ml kadar aghk kani alindi. Aghk kan sekeri (AKS) glukoz okzidaz metoduyla
(Boehringer GOD-Perid, Lot no 640010 02 kiti ile) ve Hb siyanmethemoglobin
metoduyla tayin ed11d1 HbAlC tayini bu kandan izole edilen eritrositlerde yapilds,

A- Kullamlan Cozeltiler

Okzalik Esit (0,5 mol[L): 6,3 gr okzalik asit redistile suda eritilir, litreye ta-
mamlanr (oda sicakliginda iki hafta kararl).
TBA (0,05 mol[L): 0,271 gr 2—t1yobarbutmk asit redistile suda eritilir ve 100
ml’ye tamamlanir. pH’si 5 M NaOH ile 6,0 ayarlanir. Bu gozelti 4°C° da
3 ay kadar kararhdir.

Triklorasetik asit (TCA 400 gr/L): 40 gr TCA suda eritilir ve 100ml’ye ta-

mamlanir.
. Fizyolojik tuzlu su (FTS, 0,15 mol[L): 8,76 gr NaCl, suda eritilir, htreye ta-
mamlanir. - <

HMF (stok, 100 pmol[L): 12,6 mg HMF (Sigma. Chemical Co. H—9877)
FTS'da eritilir ve litreye tamamlamr (-20°C’da- 3 ay kararl). Bu stok
standart. 10-80 pmol/L ye FTS ile seyreltilerek bir seri standart hazirlanir.

Fruktoz (stok, 1 mmol[L): 0,18 gr fruktoz (Eastman Org. Chem. S. 0354),
FTS’da eritilir ve hacmi litreye tamamlanir (4°C’da bir hafta kararl)). HMF
standardinda oldugu gibi bu stoktan da ayni seyreltmeler yapilarak ¢alisma
standartlar1 hazirlanir.
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B- Hemollzat Hazu’lanmaSI

Yaklagik 2 ml kadar hepanmze kan santriftij edildikten sonra (800xg, 10 dak)
plazma uzaklagtirildi. Kalan eritrosit paketi tizerine 5 ml kadar FTS eklendi. altiist -
edilerek karistirild1 ve santrifiij edildi (800xg, 10 dak). Yikama sivisi atildi. Bu yika-
ma iglemi 2 defa daha tekrarlandi. Eritrositler, elde edilen paket hacminin iki katt
soBuk redistile su ile karistirilarak hemoliz edildi. Lipidleri uzaklastirmak icin (12)
0,5 ml karbontetraklsriir eklendi ve 1500xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Berrak
hemolizat dikkatlide alimarak bunda Hb tayin edildi. Bu emolizat, 10 gr/L Hb
igerecek sekilde su ile seyrcltildi. Seyreltik numune daha uzun siire saklanabildi-
ginden dolay1 2 ml seyreltilmis hemolizat, kapakl: tiipte ve -20°C’da, deney yapila-
cag giine kadar (yaklagik bir hafta) sakland: (13).

C- Glikozillenmis Hemogloloin Tayini

Dondurulmus hemolizat oda sicakligina getirildikten sonra iizerine 2 ml ok-
zalik asit ¢ozetisi eklendi. Tiip iyice‘ karigtirildi agzi sikica- kapatildiktan sonra
otoklava (Marsh Inst. Co., 0-150°C, 0-4 Ib/in2) yerlestirildi. Otoklavin sicaklig1
124°C (4:1)’a (124kPa) geldikten sonra bu sabit sigaklikta 60 dakika siireyle inkiibe
edildi. Bu hidroliz basamagindan sonra tiip oda sicaligina kadar sogutuldu, altsiitst
edildikten sonra 2 ml TCA eklendi. 5 dak. bekletildi (14). Coken proteinler, cam
yiinii ile doldurulmus 10x1 cm’lik cam kolondan gegirildi. Berrak olmayan siiziintii- -
ler santrifiij edildi. ki kolorimetre tiipiinden her birine bu siiziintiiden 1.5 ml
konuldu. Bunlardan birine 0,5 ml redistile (Numune kérii: NK), digerine (numu-
ne: N) 0,5 ml TBA renk reaktifi eklendi. Tiipler 37°C’da 30 dak. inkiibe edildi. Nu-
mune yerine 2 ml FTS konularak ve diger rektifler aynen eklenerek hazirlanan
ve her iki inkiibasyona da konulan bir kre karsi 443 nm de NK ve N tiiplerinin
optik dansiteleri tesbit edildi. N ile NK absorbanslar: arasindaki fark numunenin
gergek optik dansitesini gosterdi. : ‘

D- ‘Standart Egrinin Haznrlanmas1

B1r seri fruktoz iki seri HMF standard: daha énce anlatlldlgl sekilde hazir-
landi. Humune yerine 2ml standart alinarak diger islemler bunlar igin de uygulan-
di. Ancak HMF standartlarindan bir seri, otoklav inkiibasyonuna konulmadi.
Bu ¢aligma otoklavda saf HMF in ne oranda azaldigin1 gormek i¢in yapildi, Bu {i¢
seri standart icin grafik ¢izildi (Sekil-3).

E- Sonug;larm. Hesaplanmasn

Deney sartlarimizda 1 mol fluktoz 1 mol HMF e déniistiigiinder (11) hazirla-
lanan standart egri, sonuglari pmol HMF/L birimiyle vermektedir. Hemolizat 10
gr Hb/L icerdiginden bu degerleri 10°a bolmek suretiyle pmol HMF/gr Hb
(=HMF indeksi: HMFi) elde edlldl HbA nmn - ne oranda glikozillendigini bul-
mak igin
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formiili kullantldi. Bu formiilde, 32,000 hemoglobinin alfa-beta dimerinin molekiil
agirhgi; 100, 9, ye gevirme. faktoru, 106, mol’ii pmol’e gevirme faktoriidiir.

BULGULAR

Hasta ve kontrol grubuna ait AKS, Hb, HMFi ve % GH. sonuglar1 Tablo-
1°de verilmistir. Diyabetlilerde tesbit-edilen AKS ve %, GHb sonuglan1 normal ki-
silere oranla daha yiiksektir. Bu farklar istatistik agidan ok onemlidir (her iki pa-
rametre igin de P<: 0,001). Hb degerleri ise 6nemli bir fark gostermedi. HMFiile
Hb ve AKS tarasindaki iligki. her iki grup igin de aragtirildi. Soruglar Tablo-II de
gosteridi. Istatistik agidan &nemli korelasyon diyabelilerde AKS ile HMFi arasinda
(r= 0,90; P< 0,001) tesbit edildi. Bu, hemoglobin glikozilasyonun yiiksek

_kan glukozu konsantrasyonu ile arttigin1 gostermektedir. '

Fruktoz ve HMF standart galigmalari otoklava konulan saf HMF nin yag-
lagik % 35 oraninda pargalandigin gosteriyor. Otoklava konulan HMF ve fruktoz
standartlart arasindaki fark ise 74 12 civarmdadir.
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TARTISMA

Yiiksek kan glukozu konsantrasyonlarinin diyabetli hastalarda sebep oldugu
" komplikayonlar aragtirmak igin proteinlerin non-enzimatik glikolizasyonu tizerine
gesitli calismalar (2,15,16) yapilmistir. Buniarin arasirda Hb molekiiliiniin gliko-
. zillenmesi lizerinde ayrintih olarak galisilmus ve HbAuc gesitli yonleri ile arastiril
mistir. GHb nin 2 ay veya daha fazla 6nceki ortalama kan glukozu seviyeleri igin
bir indeks oldugu (17), kan glukozu seviyesi ile HbAic arasinda (18) ve HbAic
ile glisemi prametreleri arasinda (AKS, glukoziiri, serum trigliseritleri) (19) nemli
bir korelasyon bulundugu tesbit edilmistir.

Hemoglobinin glikozillenmesine kan glukoz konsantrasyonu, anormal hemog-
lobinler (HbF, HbS, HbH, HbC) (20), eritrosit émrii (2), aspirin (22), iiremi (23,
24,25) ve gebelik (26,27) etki etmektedir. Ayrica konu, kullarilan tayin metodu
agisidan da Ozellik arzetmektedlr GHb kolon kromatografisi (28,29) izoelektrik
odaklama (30,31), agar Jel elektroforezi (32) immunoassay (33), afinite kromatog—
rafisi (34), kolorimetri (11, 35,36) ve f lorimetri (37) ile tayin edilmistir. Bir metodun
ucuz, pratik, giivenilir, rutin klinik laboruvarlarda uygulanabilir ve tayin edilecek
" maddeye spesifik olmasi istenir. Ancak bir metodun biitiin bu 6zellikleri tagimasi

da miimkiin degildir. '

Hizl: hemoglobinler ilk defa kolon kromatografisi ile bulunmuslardir. Giive-
nilir olmasina ragmen uzun zaman almast, pH ve osmolariteye siki bagimlilig: (38),
sicakligin (39), anormal hemoglobinlerin (40) ve yiiksek dozda aspirin kullaniminin
sonuglara etki etmesi bu metodun sakincalar1 arasinda sayilabilir. Kolon kromatog-
rafisi ile izoelektrik odaklama arasinda HbAic aragisindan &nemli bir korelasyon
bulunmustur (41). Izoelektrik odaklama HbA1c yi HbF den ayirdedebildigi halde
aspirin sebebiyle asetillenmis HbA’1 HbAic diye olgup yanh§ pozitif -sonuglara
neden olmaktadir. '

Cahgmamlzda uyguladigimiz kolorimetrik metoda daha sﬂ(hkla bagvurulmak-
tadir. Bu metod, hemoglobin molekiiliiniin fiziksel 6zelliklerinin degismesine
degil, bu molekiiliin tagidigi katoamin yapisindaki heksozlarin tayin edilmesine -
dayanmaktadik (35). Bu, kolorimetrik metodun ketoamin bagma spesifik olmast
anlammna gelir. Sonuglarin tekrarlanabilirlii agisindan elestirilmisse de (15,42,
43), hidroliz ve renklendirme basamaklari iyi bir sekilde optimize edilirse bu sa- -
kincasi ortadan kalkar (36). Kaldi ki kolorimetrik metod hem pratik hem de ucuz-
dur. Diyabetli ve normal sahislar igin buldugumuz % HbAic degerlen literatiirle
(44) uygunluk gostermektedir.

_Son zamanlarda bu metodun rutin laborotuvarlarda uygulanabilesi igin ¢alis-

- malar yapilmistir. Ozellikle Parker ve arkadalarmimn (11) daha énceki arastirmacila-
rin kullandiklar1 3-16 saatlik hidroliz inkiibasyon zamanini, 124°C ve 124 kPa’da
otoklavda 1 saate indirmeleri deneye son derece pratiklik kazandirmigstir. Ancak bu
“sekliyle metodu standardize etmede iki nokta énemlidir (45): Hidrolizin tam ol-
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nﬂasnu saglamak ve numunedeki Hb konsantrasyonunun dikkatlice tayin edilmesi. -
Bunlar gergeklestirildigi takdirde TBA kolorinietrik metodun rutin laboratuvarlar
da uygulanabilecegi (13) kabul edilmektedir.

Kolorimetrik metodun kolon kromatografik metoda istiinliigii su sekide si-
ralanabilir: (a) Hemolizat 5°C’da 80 giin saklandigt halde kolorimetrik metod
dogru sonug verirken kromatografik yontem ayni1 sartlarda 10 giin siireyle saklanmig
Srneklerde dogru sonuglar vermektedir (46). (b) Kolorimetrik yontem normal he-
moglobinlerden etkilenmez (45); baska bir degisle HbAlc ye dzgiildiir. (c) Bu me-
tod diger glikozillenmis proteinlerin tayini igin de (47,48,49) kullanabilmektedir
(d) Hemoglobinin yapisindaki kararh katoamin gruplar1 TBA kolorimetrik y6n-
temle reaksiyon verdigi halde kararsiz Schiff bazlari aym reak31yonu vermezler
(50).

Hemoglobinin giikozillenmesinin non-enzimatik reaksiyonuna ait hiz, iki
reaktifin konsantrasyonuna bagmhdir: Glukoz ve Hb. Hemoglobin konsantras-
yonunun hemen hemen sabit kaldigi kabul edilirse, glikozilasyon hizinin uzun stire

yiiksek seviyede kalan glukoz tarafindan belirlendigi sdylenebilir. Gegici ve ani
" glukoz seviyesi yiikselmeleri ise HbA c sentez hizina etki etmez. Ditzel ve Kja-
ergaard (17), diyabeli bir hastanm kan glukozu kontrole alindiktan sonra GHb
diizeylerinde yavas yavas diisme oldugunu gostermislerdir.

Glikozillenmis hemoglobinin klinik énemi kendini simdilik diyabette goster-
maktedir.Bu hastaligin tedavisi, kan glukozunun kontrol altina alinmasma ve uzun
siire.sonra ortaya ¢ikacak mikro ve makrovaskular komplikasyonlarin 6nlenmesine
yoneliktir. Tyi bir glisemik kontroliin, mikrovaskular komplikasyonlari dnleyebile-
cei fikri gegerliligini korumaktadir(51). Genis prospektif ve retrospektif galisma-
lar (52, 53) iyi bir glisemi kontroliin diyabetik mikrovaskular komplikasyonlarini
énleyecegini veya bunlari iyilestirmede yararhi olabilecegini gbstermi§tir. Oteden
beri AKS ile glikoziiri kan sekerinin regiilasyonunda araci olarak kullanilmakta-
dir. Ancak idrar sekeri ile kan gekerinin de zaman zaman uyumsuzluk gosterdigi
tesbit edilmistir (54). Bu nedenle son zamanlarda diyabetlilerde kan glukozunun
kontrolil igin HbA jc diizeylerinin kullanilmasi {izerinde durulmaktadir.

Diyabetlilerde normal kigilere oranla daha fazla hemoglobin glikoziﬂenmési
eritrosit karbonhidrat metabolizmasindaki bir bozuklukla ilgili degildir. Ciinkii
normal bir kisiden alinan eritrositler diyabetli bir hastaya verildiginde hemoglobin
glikozillenmesi normalin 2,7 kat1 kadar artmistir. Diger taraftan, normal bir kisiye
"verilen diyabetli eritrositlerinde diyabetlilerdekine oranla daha az bir glikozilas-
yon tesbit edilmistir (55). Buna dayanarak, GHb olusumunda en dnemli fakt&riin.
kan glukozu konantrasyonu oldugunu séyleyebiliriz. Cerami (56), HbA ¢ nin
AKS ve tiriner glukozdan daha 6nemli bir glisemik kontrol vasitasi olabilecegini
6ne siirmiisiir. Ayn1 aragirmaciya gére, protein glikozilasyonu diyabetin néropati,
retinopati ve nefropati gibi koplikasyonlarini aragtirmada yardimei olabilir.
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"HbA ic, ilk kesfedildigi yillarda bunun diyabet igin genetik bir isaretci olabi-
lecegi zannedildi. Daha sonraki galigmalar (57,58), durumun béyle olmadigim
gosterdi. Idiopatik diyabetes mellitustu hastalarla Cuhing sendromuna bagh ola-
rak ¢ikan diyabetlilerde GHb seviyelerinin Snemli bir fark géstermedigi tesbit edil-
mistir (57). Trivelli ve arkadaglar (29), ketoasidozlu veya enfeksiyonlu diyabetli-
lerde HbA diizeyleri igin en yiiksek deger elde etmislerdir. Diyabetin tedavi siiresi,
bobrek, sinir, goz, periferal vaskular veya kardiyovaskular hastaliklar ve HbA ic
arasinda yine ayni arastirmacilar bir ilgi tesbit edememislerdir. Baska bir grup
aragtirmaci tarafindan ise (29,59), siddetli enfeksiyonu olan veya ketoasidozlu diya-
betlilerde- GHb yiiksek bulunmustur. Bunun daha énce metabolik kontroliin bo-
zulmasindan ileri gelebilecegi (13) 6ne siiriilmiistiir. Ancak anormal protein gliko-
zilasyonun diyabetin komplikasyonlarinin ortaya g¢ikmasina nasil sebep oldugu
agtkhik kazanmamis ve arastirmaya muhtag bir konudur.

Glikozilenmis hemoglobin tayini iyi bir metabolik kontrol indeksi olabilir
(60): Ancak glikozilasyon hizina daha 6nce bahsedilen faktorlerin etki etmesi prb-
lem olarak karsimizda durmaktadir. Diyabetlilerin giinliik takibi igin ise AKS
tayinlerinin yapilmasi gereklldlr

Yaptigimiz standart galismalar1 saf HMF 1 otoklavda inkiibe ed11mes1 halin
_de yaklagik 9 35 inin paragalandifini ve galisilacak standardin (ister HMF olsun
ister fruktoz olsun) mutlaka deney sartlarinda tutulmasini  (otoklavda inkiibasyonu)
gerektigini gdstermektedir.

Tablo-1: Hasta ve kontrol grubunda AKS, Hb, HMFi, % HbA c degerleri ve
bunlarin 1stat|st1k anlamt,

\ ~ AKS Hb  HMF % HbAc
Diyabetli . 312459 157414 62+1,8 19,946
(n=10) (210—396) (13,6—17) (3,6—8,5) (11,5—27)
Kontrol 83415  1554+1,5 1,440,6 49419
(0=10) (63—102). ' (13,5—16) (0,8—2,3) (2,5—7.3)

P<.3,901 = P<0,02 P<0,001 P<0.001

Tablo-II Hasta ve Kontrol Grubunda korelasyon .hesabi sonuglar

r ot s P
Diyabetli Hb-HMFi 0.50 1.66 » >0.05
AKS-HMFi 0.90 6.00 ‘ 4 _<0.001
Hb-HMFi 0.06 0.17 : >0.05

Kontrol AKS-HMFi  —0.30 0.99 - >0.05
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DETERMINATION OF HEMOGLOBIN GLYCOLYSATION BY COLORI-
METRIC METHOD

SUMMARY

That the hemoglobin binds gluose is known as glycosylation. A labile Schiff
base is formed as a result of nonenzymatic bimolecular condensation reaction -
between glucose and amino-group of the first amino acid valine in beta-chain of
" hemoglobin molecule. Then, the Schiff base is arranged into stable ketoamine form
by Amadori rearrangement. This constitutes the HbAlc fraction in column chro-
matography. In present study, by using a modified colorimetric method, HbAic
has been estimated in erythrocytes from 10 healthy and 10 diabetic subjects
HbA ;¢ % in (194-6) and control group (4,94-1,9) differers in statistics (P<< 0,001).
The correlation of fasting blood glucose levels to HbA jc has been found to be
significant (r= 0,90; P<C 0.001). This suggests that the high rate of glycosylation
in diabetics is related to high blqod glucose concentrations colosely.
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