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OZET:

Bu derlemede hemoglobin glikozilasyonu, glikozillenmis hemolobin ve klinik
onemi, bu konuda yapinus aragtirmalarin isiginda tartigilnugtie,

A- Hizli Hemoglobinlerin Kesfi

1955 yunda Kunkel ve Wallenius (1) nisasta jel elektroforezine hemoglobin
Srnekleri tatbik ettiler. Hem yavas hareket eden (HbA ) hem de hizli hareket eden
fraksiyonlarin varligini gosterdiler. Allen ve arkadaslari (2) 1958 de hemoglobin
A (HbA) dan, heterojen hizli bir fraksiyon elde edecek sekilde, katyon degis-
tirici kolonu kullandilar. 256 saat gibi uzun bir siireyi gerektiren modifiye sartlar
altinda, ayni kolon hizli fraksiyonu ii¢ komponente ayirabilmektedir. Bunlara
HDbA ,1,HbA |,» ve HbA | adlari verilmistir. 1961 yilinda Schneck ve Schroeder,
bu ii¢ hizli fraksiyonun, hizli elektoforetik fraksiyonda yer aldigini (3), 1962 de’
Huisman ve Dozy ise karboksimetil seluloz kolonlarmin bu ’hizli”” hemoglobini
ii¢ fraksiyona ayirabildigini (4) gosterdiler

Bu hizli hemoglobinlerin herhangi bir 6neme sahip olup olmadig: 1968 e kadar
anlasilamamustir. 1968 de Rahbar (5), belli baslt diyabetik hastalardan alinan kan-
lardan hazirlanan hemolizatta nadir bir hemoglobin varliini gosterdi. Bu hemog-
lobin, sitrat agar jeli {izerinde hemoglobin F dekine benzer bir elezroforetik mo-
biliteye sahiptir. Ancak bu, Hemoglobir F’in aksine alkali tarafindan denatiire edil-
mistir. Ranbar ve arkadaslar1 (6), yaptiklart daha sonraki ¢aligmalarla, nadir he-
moglobinlerin, 6zellikle glikozillenmis hemoglobin (HbA ic)'in Ozelliklerini tast-
dig1 ve diyabetlilerde normallere oranla iki katlik bir artis meydana geldigini gos-
terdiler.

(x) Ars.Gor.Uz. A.U. Tip Fak. Biyokimya Anabilim Dali
(xx) Prof.Dr. A.U. Tip Fak. Biyokimya Anabilim Dali Bagkani.
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B- Hizli Hemoglobinlerin Kimyasal Tabiati

Hizli hemoglobinler, katyon degistirici kromatografisi yardimiyla uygun
bir gekilde ayrilabilir. Uygun sartlar secildigizaman, bunlar 4 fraksiyon halinde
ayrilacaktir. Ayrilan bu fraksiyonlara, HbA,;, HbA{,,. HbA, ve HbA ¢ ad-
lar: verilmistir (7). Bunlar, diyabetik olmayan sahislarda total hemoglobinin -si-
rastyla yaklagik % 0.2,0.2,0.4 ve 3 iinii meydana getirir.-Biitiin bu komtonentlerin,
HbA nin noenzimatik translasyon sonrast modifikasyonlardan kaynaklandigi
zannedilmektedir. Beta zincirinin terminal amino grubu, glukoz ile *’aldimin”
triinii olusturdugu zaman, HbA ;¢ meydana gelmektedir. HbA,; ve HbAq,»
de ise beta terminal aminleri ile sirasiyla fruktoz difosfat ve glukoz 6 fosfat arasin-
daki spesifik etkilesmeden meydana geldigi zannedilmektedir. Hemoglobin Ay,
-ise HbA (veya HbAo) in bir deaminasyon iiriinii olabilir.

- Jel elekroodaklama metoduna gore normal eritrositler igerisindeki hemogliobin
bilesenleri sekil 1- de gosterilmistir (7). Glikozilasyon, hemoglobinlin alfa veya beta
zincirindeki bazi amino asitler (valin lizin gibi) in amino gruplar ile olabilir. An-
cak pH 6 civarinda kromatografik bir fraksiyon halinde tesbit edilebilecek uygun
bir pK degerine sahip olan HbA ¢ dir. :
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C— Hemoglobin Glikozilasyonu Ve Glikozillenmis Hemoglobin

Hemoglobinin glikoz baglanmus sekline glikozillenmis hemoglobin veya
HbA ¢ denir. HbA | de beta zincirinin NH,-terminal valin amino asidine bir
heksozun (veya bir heksoz fosfatin) bagl oldugu (9,10,11) tesbit edilmistir. Booc-
kin ve Gallop (10), baglanan gruplarin heksozlardan ibaret oldugunu ve hemog-
lobin tetrameri basina iki molekiil baglandigini, yani her alfa-beta dimeri ba§ma
bir heksozun veya heksoz fosfatin bagh oldugunu gésterdiler.
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Ayni galigmalarla, glikozillenmenin ketoamin bagiyla kararli yapiyr kazandig
gosterilmistir. Reaksiyonda glikoz ile HbA ;’in Kararsiz bir Schiff bazi meydana
gelir (aldimin). Bu da ’Amadori Déniisiimii”> (12) ile kararlt bir yap1 olan HIA ¢
(ketoamin) ye doniigiimsiiz olarak doniigiir. Toplu reaksiyon ve denge sabitleri
Sekil-2 de gosterilmistir (13,14,15). Diger taraftan biyokinetik bir model kullanila-
rak HbA ¢ olusum reaksiyon hiz sabitine bir yaklagim saglannustir (15,16). Buna
dayanarak, sekil 2 deki reaksiyon dizisinde, birinci basamagin ikinci basamaktan
60 kat daha hizli oldugu bulunmustur. (8).

Hf-O Hf=N—R H2(I_‘-NH<L-R
HEOM HCOH " €=0
R~NH2 +HOCH —— HOCI‘H = HOCK
Hb A HéOH Ky | ey 2 amino
Ap-valin) | . HfOH Amadori  HCOH ;'ru::;:z”
HCOM HCoH  dnlpimi ey
|
CH20H £H20H CHQ_OH]
alukoz pre-HbA|c HbAIc
(kararsiz aldimin; Sc- .
hiff bazi) tkararli ketoamin)

gekil-2: Hemoglobinin glikozillenme reaksiyonlari,
(R=Hemoglobinin p zinciri; k =009 x 103 M~/ 57,
k,=0gx193 $1; ki 14.2x 106575 K ,= 1,7%106sT )

Hemoglobin A in serker fosfatlari ile olan reaksiyonlari (13,17) glukoz ile olan
reiaksiyonlaria ragmen daha hizlidir. Ancak bunlar, déniisiimliidiirler ve HbA
HbAl,, ve HbA, yapisina girerler (13). Diger taraftan, diyabetli hasta
eritrositlerinde bu ii¢ hemoglobin tiiriiniin higbir zaman yiikselmedigi tesbit edil-
migtir (18).

HbA i¢ nir eritrositlerin 120-130 giinliik 6mrii boyunca sentezlendigi 59Fe
transferrin verilen bir kisiden alinan kan &rneklerinin analizleriyle anlasimistir
(13). Seri halde belli araliklarla 120 giin siireyle alinan - numunelerde devamli
olarek hemoglobin A ¢ in artmasi, glikozillenme reaksiyonunun eritrositlerin &mrii
boyunca yavas, yavag devamli, non-enzimatik ve doniismiiz bir reaksiyon oldugu
fikrine gotlirmiistiir. Bunu. destekleyen bir bulgu da geng eritrositlerde HbA |
nin diisik bulunmasi ve hemolitik anemilerde diisiik konsantrasyonlarda tesbit
edilmig (13) olmasidir.

HbA ¢ nin eritrosit 6mriine baglt oldugu, bu hiicrelerin hayat siirelerinin
insanlardakinlerden daha kisa oldugu hayvanlarda, glikozillenmis hemoglobin
(GHD) yiizdesinin de diigiik olmasindan anlasilmistir (13). Bununla beraber, gli-
kozillenmis hemoglobin seviyelerinin yorumlanmasinda eritrosit dayanklikiliginim
(hemoliz dereceinin) g6z 6niinde buludurulmasi gerekir (13).
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D- Hembglobin Glikozillasyonuna Etki Eden Faktorler

Hb glikozillénmesine etke eden faktorler arasinda kan glukoz konsantrasyonu,
anormal nemoglobinler, aspirin, hemoliz, iiremi ve gebelik sayilabilir:

a- Glukoz: Hemoglobin glikozilasyonu reaksiyonlarina, glukoz konsantras-.
yonunun yiiksek olmasinin biiyiik etkisi vardir. Gegici ve ani glukoz seviyesi ylik-
selmeleri, kararsiz aldimin yapisindaki GHb’i yiikseltirken, uzun siireli yiiksek
glukoz konsantrasyonu kararli ketoamin formunu (HbAc) yiikseltmektedir
(13,19).

b- Anormal Hemoglobinler: Diger hemoglobinler, glikozillenmis hemoglobin
tayinin dogru olarak yapilmasinda bazi yanhshiklara sebep olabilir. Mesela birgok
hematolojik hastaliklarda ve gebelikte yiikselen HbF, biitiin kromatografik metod- '
larda, hizli hemoglobinlerle birlikte yiiriir. HbH, HbS ve HbC igin de ayni sey
soylenebilir. HbH glikolizasyon da yiiksek degerler gosterirken HbS ve HbC dii-
siik degerlerin tesbit edilmesine yol agar. Glikozillenmis hemoglobin tayini, ylkan-
mig erotrosit siispansiyonundan hemolizat hazirlanarak yapilmaz ve numune
olarak total kan kullanilirsa, sarilikli kan 6rnekleri yanlis neticelere sebep olur
Ciinkii, bilirubin hizli hemoglobinlerle birlikte ortak bir fraksiyon olusturur (13).

c- Hemoliz: Eritrosit dmriiniin kisa oldugu hastaliklarda diisiik hemoglobin
glikolizasyonu gozlenir. Eritrosit transfiizyonu, bu transfiizyonda verilen hemog-
lobin nisbetinde glikozillenmeyi artirir. Tersine, splenektomi’yi miiteakiben artan
eritrosit 6mrii ile birlikte HbA; konsantrasyonunda yiikselme goriliir (13,19).

d- Aspirin: Aspirin, hemoglobini asetiller {20). Asetillenmis hemoglobin,
hizli Hb lerle aym elekroforetik mobiliteye sahiptir. Elektroforetik metodda or-
taya cikan bu yanhshilik, hastalarin yiiksek dozda aspirin almalari engellenerek
onlenebilir (13,21). '

e- Uremi: Baz1 arastiricilar (13,22); iremide GHb ve HbA | seviyelerini yiiksek
tesbit etmislerdir. Ancak yiiksekligin hemoglobin glikozillenmesinden ileri gelmedigi
anlagilmustir. Bu yiikseklik Hb karbamilasyonundan ileri gelir. Ciinkii bu hastalar
da iire spontan olarak amonyak ve siyanata disosiye olur (13).

f- Gebelik: Gestasyonun 20. haftasindan sonra HbA ;¢ nin normale gore azal-
dig1 (23) ve gebelik sonuna kadar devam ettigi (13) tesbit edilmistir. Normal gebelik-
teki glikozillenmis hemoglobin miktarindaki bu azalma normal glukoz iiretiminin
azaldigina isaret edebilir. zaten gebelikte glukoz iiretimi azalir ve ikinci trimesterde
eritropoez artar. Geng eritrositlerde glikozillenmis hemoglobinin. diigiik olmasi
da bunu destekler (24).

E- Glikozillenmis Hemoglobin ve Klinik Oneml

Uzun siire yiiksek kan glukozu seviyclerine maruz kalan dokular uzermde gli-
zillenme reakmyonlarmm cok onemli fizyolojik etkileri olmaktadir (13). Bu sebep-

102



ten viicutta gok gesitli proteinler gliozillenmektedir. Bazal membran proteinleri
(24), kollagen (27,27). hiicre membranindaki proteinler (13), albumin (13;28) ve
dolagimdaki diger proteinler. Bu proteinlerin glikozillenmesi ile diyabetin mikro
ve makrovaskuler komplikasyonlar1 arasinda bir iligki oldugu kabul edilmekte-
dir. Ancak tam anlagilamamustir ve arastirilmaya agik bir konudur (13).

Hemoglobin glikozillenmesinin non-enzimatik reaksiyonlarina ait hiz iki
reaktifin konsantrasyonuna baghdir; glikoz ve hemoglobin. Hemoglobin konsant-
rasyonunun hemen hemen sabit kaldigi kabul edilirse, HbA ¢ olusum hizinin
uzun siire degisen glukoz konsantrasyonu tarafindan belirlendigi séylenebilir. Ge-
gici ve ani glukoz seviyesi yiikselmeleri ise glikozillenmis hemoglobin seviyelerine
hemen hemen hig etki etmez. Ditzel ve Kjaerdgaard (29) diyabetli bir hastanin
kan glukozu kontrol altma alindiktan haftalar ve hatta aylar sonra HbA ;¢ sevi-
yelerinin yavas yavag diistiigiinii gosterdiler. Kan glukoz seviyeleri ile HbA ¢
arasinda (30) ve glisemi parametreleri(AKS, glikoziiri, serum trigliseridleri) ile
HbA ;¢ arasinda (13) 6nemli korelasyon tesbit edilmistir. Bu, HbA | in yiiksek
kan glukozu konsantrasyonlarina cevap verdigini gostermektedir. Svendsen ve
arkadaslari (31) diyabetli ve normal sahislardan aldiklar1 kani 7 saat siireyle
degisik glukoz konsantrasyonlarinda inkiibe ederek, artan glukoz konsantrasyonu
ile dogru orantili olarak HbA ;¢ sentezinin arttigint gdsterdiler.

Bazi arastiricilar (32,33) kan glukozunun yiikselmesinden hemen sonra Hb
A ¢ seviyelerinde de yiikselme kaydederek ve bunun kararsiz Schiff bazindan ileri

gelmemis oldugunu ve kararli ketoamin grubundan dolayr olamiyacagini gésterdi-
ler.

Hemoglobin A i, normal sahislarda, normal hemoglobnm % S ini diyabetli-
lerde ise % 15 ini olugturmaktadlr (18).

" Hemoglobin A ;¢ nin, HbA ile ayn1 amino asit sirasina sahip oldugu Helm-
quit ve Schrooeder tarafmc}an gosterilmistir. Bunn ve arkadaslari ise HbAT ¢ nin
gluko ucunun 1-amino-1-dezoksi-fruktoz oldugun'u belirtmislerdir (13).

Diyabetik annelerden dogacak ¢ocuklarin agirligs ile glikozillenmis hemoglo-
bin arasinda miisbet bir korelasyon bulunmustur (34). Diyabetlilerde glikozillen-
mis hemoglobin sentezi normal kisilerdekinden 2.7 kat daha hishdir (35). Glikozi-
lenmis hemoglobinlerden sadece HbA ;, diyabetlilerde yiikselir Diger fraksiyon-
lar aynt kalir. Bagka bir ifayele HbA ;¢ gliseminin bir 6lgiisii olabilir (36).

Glikozillenmis hemoglobinin klinik 6nemi kendini simdilik diyabette goster-
mktedir. Dilabetin tedavisi, kan glukozunun kontrol altina alinmasina ve uzun siire
ortaya gikacak mikro ve makrovaskuler komplikasyonlarinin 6nlenmesine yonelik-
tir. Iyi bir glisemik kontroliin, bu komplikasyonlar1 onleyeceg1 fikri gegerhhgml
halen daha korumaktadir (13)
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Genis prospektif ve retrospektif ¢aligmalar (13,29) iyi bir glisemik kontroliin,
diyabetin mikrovaskuler komtlikasyonlarin: iyilestirmede yararli oldugunu gos-
termistir. Iyi bir kan glukozu kontrolii esastir. Bu, AKS, idrarda kalitatif glukoz '
tayini ve 24 saatlik idrarda kantitatif glukoz tesbiti ile yapilmaktadir. Kalitatif
idrar glukozu Slgiimii, glinliik glisemik kontrol igin iyi bir vasita olmasina rag-
men, ayni anda alinan glukozu seviyeleri ile uygunluk gostermeyebilir (13).
Artik son zamanlarda, diyabetlilerde kan glukozunun kontrolii igin HbA ;- 0l-
ciimiiniin kullanilmas: {izerinde durulmaktadir (13,27).

Diyabetlilerde normal kigilere oranla daha fazla Hb glikozillenmesi, eritrosit
karbonhidrat metabolitmasindaki bozukluk ile ilgili degildir. Clinkii normal bir
kisiden alinan eritrositler diyabetli bir hastaya verildiginde hemoglobin glikozil-
lenmesti 2.7 kat artmigtir. Diger taraftan, normal kisiye verilen diyabetli eritrositle-
rinde diyabelilerinkine oranla daha az bir glikozilasyon tesbit edilmistir (35,38).
Buna dayanarak, GHb olusumunda en 6nemli fakt6riin kan glukozu konsantrasyo-
nunun oldugunu sdyleyebiliriz (35), HbA ;cnin AKS ve iiriner glukozdan daha
anlaml bir glisemik kontrol vasitast olabilecegi ileri striilmustiir.

Hiperglisemiye bagli olarak diger doku proteinlerinin de glikozillendigi bilin-
mektedir (13,25,28,39,40). Bu protein glikolizasyonu, diyabetin néropati, nefropati
ve retinopati gibi komplikasyonlarmi arastirmada da yardimcr olabilir (35),
HbA (¢ ilk kesfedildigi yillarda bunun diyabet icin bir genetik isaretci olabilecegi
zannedildi. Daha sonraki ¢alismalar (13,41) durumun b&yle olmadigini gostermis-
tir. Idiopatik diyabetes melituslu hastalarda Cushing sedromuna bagli olarak ¢ikan
diyabetlilerde HbA ;¢ seviyelerinin 6nemli bir fark gostermedigi tesbit edilmistir (13).

Triwelli ve arkadaglari (42) ketoasidozlu veya enfeksiyonlu diyabetlilerde
HbA | seviyeleri igin en yiiksek degerleri elde etmislerdir. Aym arastiricilar tedavi
siiresi; bobrek, sinir, gdz, periferal vaskular veya kardiyoraskular hastaliklar ve
HbA(; bir iligki tesbit edememislerdir. Siddetli enfeksiyonu veya ketoasidozu
olan diyabetlilerde, HbA ;¢ konsantrasyonu yiiksek bulunmustur (13,43). Bunun,
daha 6nce metabolik kontroliin bozulmasindan ileri geldigi disiiniilmiistiir.

HbA, veya HbA ¢ nin gesitli glisemik parametreler (AKS, herhangi bir
anda alinan kan sekeri, ii¢ ay 6nceki kan glukozu seviyelerinin ortalamalari, 24
saatlik idrar glukozu, serum kolesterol ve trigliseridleri, HDL ve LDL fraksi-
yonlari) le korelasyon gosterdigi (13) bilinmesine ragmen glikozillenmenin, daha
sonra mikro veya makrovaskuler komplikasyonlara nasil sebep oldugu hala a¢iklik
kazanamamustir ve arastirilmaya muhtagtir.

HbA ¢ tayininin, iyi bir metabolikkontrol indeksi olabilecegi aciktir. Ancak,
HbA ¢ tesekkiil hizi, eritrosit 6mrii, Pre-HbA ;¢ nin metoda bagli olarak HbA ;¢
diye tayin edilmesi, anormal hemoglobinler, ilaglar, iiremi ve -gebelik gibi ¢esitli
durumlar HbA ;¢ nin tayin ve yorumunda bir dizi problem olarak karsimizda dur-
maktadir.
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THE GLYCOSYLATION OF HEMOGLOBIN, GLYCOSYLATED
HEMOGLOBIN AND ITS CINICAL IMORTANCE

SUMMARY

In this paper, the glycosylation of hemoglobin, glycocylated hemoglobin
- and clinical significance are discussed on the basis of the publications on this
subjects. ’ ‘
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