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OZET :

Bu ¢alismadu 10 suglikl (yas arahg 22-30: hensi erkek) ve 10 diabetli hasta
(vag araligi 20-40; 2’si erkek) igin, hemolizattc giikozillenmis hemoglobin ve cfinite
. kromatografisi ile saflasurden  karbonik —anhidrez ¢ozeltilerinde glikozillenmig
karbonik anhidraz degerleri tesbit edildi. Kontrol grubu: icin gllkoazllenmm hemoglobin
degeri X+ SD olarak 0,80+0,11 mikromo! fruktoz|g hemoglobin, glikozillenmis
karbonik anhidraz degeri ise 3,03x10™ 4;&;0 53x10™4 mg glukoz[mg protein bulunur-
ken, dicbetli hastal.r grubu igin bu degerler swrayla 2,2940,50 mikromol fruktoz[g
hemoglchin ve 6, 38x1074+£0,52x1074 mg glukoz[mg protein bulundu.

- Istatistik analizler, diabetli hastalar grubu ile kontrol grubunun glikozillenmis
hemoglobin ve glikozillenmis karbonik anhidruz degerleri arasindaki farkin 6nemli
oldugunu géstermistir (her ikisi igin P<<0,001). Kontrol grubu igin glikozillenmig
hemoglobin ile glikozillenmis karbonik anhidraz arasinda az énemli bir korelasyon
gozlenirken (r=- 0,64, P<<0,05), diabetli hastalar grubunda bir kOleIuS} ona rast-
Iamlma,ustzr (r=0,49, P\O .05).
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GIRIS :

Uzun siite yiiksek kan glukoz seviyesine maruz kalan dokular iizerirde
glikozillenme reaksiyonlarimin ¢ok Onemli fizyolo)ik etkileri bilinmektedir (1).
Diabetli hastalarda uzun siireli hiperglisemiden dclayr hemoglobin (Hb)in gli-
kozillendigi &teden beri bilinmekte olup, klinik bir tan1 olarak da kullanilmaktadir
(2). Hb’den baska bagka bazal membran proteinleri(3), kollagen(4), hiicre memb-
ranindaki proteinler(1), albumin (5), bazt kan proteinleri (6) ve keratinin (7) de
ayni sartlarda glikezillendigi bilinmektedir.

Fn onemli eritrosit proteini olan Hb’nin glikozilasyon iiriinleri; HbA 141,
HbA 1.5, HbAp, ve HbA dir. Bu iiriinler HbA’nin translasyon sonrast
nonenzimatik glikozillenmesi sonucu olugurlar. Glikozilasyon HbA’daki o ve
B zincirlerinin amino ucunda yer alan valin ve 18sin amino asitlerinin amino
gruplar1 ile olabilir. Ancak fizyoloik pH’da kromatografik veya elektroforetik
metotlarla tesbit edilebilen HbA {c’dir (2,8). Yapilan arastirmalarda glikozillen-
menin, kararsiz bir schiff baz iizerinden ketoamin bag ile kararli yap1 kazandig1:
gosterilmistir (9). -

Ik defa memeli eritrositlerinden elde edilen karbonik anhidraz enzimi(CA)
hiicrelerde CO,’nin hidrasyonuve HCO;™’1n dehidrasyonu reaksiyonlarini kataliz-
lemektedir. Dokularda metabolizma artif1 olarak olusan CO,, énce HCO3’a
cevrilerek akcigerlere tasinir. Alveollerde ise hemoglobinin biraktigi H+ ile
birleserek H,CO3’i ve ardindan CO;,’i olusturur ve CO;, de gaz halinde nefesle
disar1 etilir. Boylece CA, Hb ile birlikte solunum olayma katiln(10). Diabetli
hastalarin uzun siire yiiksek kan glukoz seviyesine sahip olmasi, en dnemli eritrosit
enzimlerinden olan CA’nin da glikozillenmis olabilecegi fikrini vermektedir.
Nitekim Kondo ve arkadaslari(11), diabetes mellituslu hasta eritrositlerinden
elde edilen glikozillenmis CA-1 miktarinin saglam sahislara gére fazla oldugunu
ve aktivitelerinin de diisiik oldugunu bulmuslardir. :

Bu ¢alismada diabetli hastalar ve kontrol grubundaki glikozillenmis Hb ve
glikozillenmis toplam eritrosit CA miktarlarinin tesbiti yapilmis ve aralarinda
bir korelasyonun bulunup bulunmadif: arastirilmigtir.

MATERYAL VE METOT

Kan Niimunelcrinin Ahnmest : Kontrol grubu clarak, hisbir klinik sikayeti
olmayan 22-30 yaslar1 arasindaki 10 erkek alird:. Hasta grubu olarak da Atatiirk
Universitesi Arastirma Rastanesi Dabhiliye servisinde yatmakta olan 20-40 yaslarmn- -
da diabetli 10 hasta (2’si erkek) alindi. Kan niimuneleri tok karsma EDTA’-
I1 tiiplere 10’ar ml halinde alindi. 4°C’da muhafaza edilip en fazla 1-2 giin iginde
kullanilds.
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Glikozillenmis Hemoglobin Miktarmn 6l¢iimii : Kan niimunelerinden plazma

ve 16kosit tabakalarinin uzaklastirilmasindan sonra elde edilen eritrositler, ha-
- cimlerinin 1,5 misli 0°C’daki suyla hemoliz edildi. Hemolizatin iizerine 1 ml
CCl, ilave edilerek vortex’de iyice karistirildi ve 1500 rpm’de yaklagitk 20 daki-
ka santrifii; edildi. Ust fazdaki berrak hemolizatta siyanmethemoglobin metoduna
gore (12) Hb tayini yapildi. Hemolizat. Hb degerleri 9 1 g olacak sekilde destile
“su ile seyreltildi. Hemolizatin 3 ml’si glikozillenmis Hb tayini igin deney yapilacagi
giine kadar -26°C’da sakland1. Daha sonra tekrar oda sicakligina getirilerek Par-
ker ve arkadaslari(13) tarafindan gelistirilen kolorimetrik metoda gore glikozil-
lenmis hemoglobin miktar1 belitlendi. Niimune ¢alismadan 6nce fruktoz kulla-
milarak standart bir egri hazirlandi (Sekil 1). Standart egriden niimuneler igin
p mol ftuktoz/litre degerleri bulundo. Hemolizat 10 g/litre Hb ihtiva ettiginden
bu degerler 10°a boliinerek p mol froktoz /g Hb degerleri elde edildi.

Glikozillenmis Karbonik Anbidraz Tayini : Yukarida anlatldifn gibi elde
edilen hemolizat, Whitney (14) tarafindan onerildigi sekilde hazirlanan afinite
kolonuna uygulanarak ayni metodla saflastirildi. CA aktivitesi gosteren
fraksiyonlar biraraya getirildi ve Sephadex G-25 kullanilarak derisiklestirildi (15).
Derisiklestirilmis CA ¢ozeltisinde coomasie blue metoduna gdre(16) protein miktari
ve Parker ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen Kolorimetrik metodla (13) gliko-
zlllenm1§ CA miktarlar: belitlendi. Sonuglar mg glukoz/mg protein olarak verildi.

Karbonik Anhidrat Aktivitesi Tayim + CA enziminin saflastirilmasi sirasinda
CA aktivitesi belirlenmesinde Rickli ve arkadaslar (17) tarafindan modifiye edilen
Wilbur-Anderson metodu kullanildi. Bu metod, COj’in hidiasyonu sonucu H+
iyonundan ileri gelen pH degisiminin bromtimol mavisi indikatorii 1le belirlenip,
gegen siirenin Olgiilmesi esasina dayanmaktadir.

BULGULAR

Bu calismada 10 saglikli (yas aralign 22-30, hepsi erkek) ve 10 diabetli hasta
(yas arahig 20-40,2’si erkek) sahislardan kan niimuneleri alinarak, énce hemolizat-
larda glikozillenmis Hb degerleri bulunmustur. Daha sonra CA, afinite kromatog-
rafisi metodu kullanilarak saflasirilmis ve glikozillenmis CA degerleri belirlenmistir.
Kontrol grubu glikozillenmis Hb’i ile diabetli hastalar grubunun glikozillenmis
Hb’i arasinda ve kontrol grubunun glikozillenmis CA’1ile diabetli hastalar- grubu-
nun ghkozﬂlenmxs CA’1 arasinda testi yapilarak sonuglar Tablo 1’de gosterilmistir.
Sonuglar her iki karsilagtirma igin onemlilik derecesinin -¢ok bilyiik oldugunu
gostermistir (P<<0,001).

Kontrol grubunun pglikozillenmis Hb’i ile glikozillenmis CA’1 ve diabetli
hastalar grubunun glikozillenmis Hb’i ile glike zillenmis CA’1 arasinda korelasyon
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hesab1 yapilarak elde edilen sonuglar Tablo 2°de verilmistir. Bu sonuglara gére,
diabetli hastalar grubvnun glikozillenmis Hb’i ile glikozillenmis CA'1 arasinda
korelasyon olmadigi, kontrol grubunda ise ayni1 parametrelerde az ¢énemli bir
korelasyonun oldugu anlasilmstir. ‘

030
025
Aun3
020
015

o1

005

140 160

100 120
pmol Fruktoz/ Litre

60 80

20 40

Sekil 1. Standart fruktoz grafigi.

Tablo ‘1. Kontrol grubl_mun glikozillenmis Hb’i ile diabetli hastalar grubunun
glikozillenmis Hb’i ve kontrol srubunun glikozillenmis CA’1 ile diabetli hastalar
grubunun glikozillemr;jg CA’1 arasinda t testi.

Parametre ' X + SD t P
Kontrol grubu igin ]

glikozillenmis Hb 0,804-0,11

(u mol fruktoz/g Hb) - :

Diabetli hastalar - 2,29-40,90 - —4,9 - <0,001
grubu igin glikozillenmis Hb : .
(p mol fruktoz/g Hb)

Kontrol grubu igin 3,03x1074 <+ 0,53x10"4
glikozillenmis CA ‘

(mg glukoz/mg protein) , 13,3  <0,001
Diabetli hastalar 6,38x10~4-+0,53x10"4

grubu igin glikozil-
lenmis CA (mg glukoz/
mg protein)

4

028




Tablo 2. Kontrol grubunun glikozillenmis Hb’i ile glikozillenmis CA’L ve
diabetli hastalar grubunun glikozillenmis Hb’1 ile glikozillenmis CA’s1 arasinda
korelasyon heseti.

Parametre ‘ r t P

Kontrol grubu igin ’
glikozillenmis Hb

-0,04 2,35 <0,05
Kontrol grubu igin
glikozillenmis CA
Diabetli hastalar igin
glikozillenmis Hb _
0,49 1,38 >0,05

Diabetli hastalar igin
glikozillenmis CA

TARTISMA :

Bu calismada saglam sahislarla diabetli hastalarda glikozillenmi§ Hb ve
glikozillenmis eritrosit toplam karbonik anhidraz enzimlerinin miktarlart belirlen-
misgtir. : '

Hemoglobinin glikozillendigi &teden beri bilinmekte oldugu halde (2),
karbonik anhidraz izoenzimlerinden olan CA-I'in glikozillendigi sadece tek ca-
hismada bildifilmi§tir (11). Diger. izoenzimlerle ilgili ve eritrositlerdeki toplam
CA hakkinda herhangi bir galismaya literatiirde karsilasmadik. Bundan hareketle
bu arastirmada, eritrositlerde bulunan toplam CA’nin diabetli hastalarda ve saglam
sahislarda tesbiti ve ayn1 gruplarda glikozillenmis Hb ve glikozillenmis CA arasinda
bir korelasyonun bulunup bulunmadigi hedeflenmistir.

Glikozillenmis Hb.ve CA tayininde Parker ve arkadaslari(13) tarafindan
gelistirilen kolorimetrik metot kullanilmistir. Bunun igin . izolelektrik odaklama
metodu(18) gibi degisik metodlar da Snerilmesine ragmen daha ucuz ve pratik ol-
mast bakimindan kolorimetrik metot tercih edilmistir. Kondo ve arkadaslari
(11) da CA-I’in glikozillenmesini ayn1 yolla belirlemislerdir.

Glikozillenmis Hb ve CA tayinleri i¢in kullanilan standart egrinin (Sekil 1)
hazirlanmasinda standart ¢ozelti olarak fruktoz ¢ozeltisi kullanildi. Ciinkil biitiin
heksozlarin okzalik asit gibi zayif bir asitle 1sitilmasi sonucu 5-hidroksimetil
furfurale doniistiigii bilinmektedir(19). Bu yiizden standart olarak fruktoz veya
glukozun kullanilmasi sonucu etkilememektedir. -

Glikozillenmis Hb birimi olarak diger arastiricilar gibi pmol fruktoz/g Hb
kullanild1. Glikozillemis CA birimi olarak ise mg glukoz/mg protein alind1. Kondo
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ve arkadaslar1 (11) CA-I igin birim olarak mg glukoz/ g Hb degerini kullanmis-
lardir. Ancak saflagtlrma strasinda CA’nin bir kismu kaybedildiginden dolayl
bu birimin kullanilmasi uygun bulunmamustir.

Hemolizatta elde edilen pmol fruktoz/g Hb degerleri (X4+-SD olarak kontrol
grubu icin 0,80+-0,11, diabetli hastalar grubu igin 2,294-0,90), Subramaniam ve
arkadaslar1 (20)’nin elde ettikleri degerler (kontrol grubu icin 1,67-+0,23; diabetli
hastalar grubu icin 2,93 + 0,95) ile Standefer ve arkadaslari (21) tarafindan elde
edilen degerler (kontrol grubu igin 0,70-0,92 diabetli hastalar grubu igin-1,04-3,10
stnirlar1 iginde)’le kiyaslandiginda birbirine nisbeten yakin oldugu goriilmektedir.

Kontrol grubu igin toplam glikozillenmis CA degerleri X4SD olarak
3,043x1044-0,53x10~4 mg glukoz/mg protein, diabetli hastalar grubu i¢in 6,38x
10-4.-0,53x10"4 mg glukoz/mg protein elde edilmistir. Kondo ve arkadaslari(11)
da 10 saghkl sahis ve 10 diabetli igin glikozillenmig CA-I degerlerini, toplam
CA-T’in yiizdesi olarak sirayla 3,44-1,9 ve 8,31+3,8 bulmuslardir. Elde ettigimiz
degerler, 1 mol CA’1n 1 mol glukoz bagladif1 nazara almarak (11) toplam CA’in
yiizdesi olarak ifade edildiginde 5,14-0,9 ve 10,74-0,9 olarak bulunur. Bu sonuglar
Kondo ve arkadaslarmca bulunan degerden bilyiiktiir. Bunun sebebi a.ra§t1rma- )
mizda toplam CA’nin sdz konusu olmasindandir.

Kontrol grubu igin ghkozﬂlenm1§ Hb ile glikozillenmis CA arasinda az onemli
bir korelasyon olmasina ragmen (P<0,05), diabetli hastalar grubu igin korelasyona
rastlanmamistir (P>0,05). Bu durum, normal sahislarda kan glukoz seviyesinin
belirli sinirlar icin de siirekli sabit olmas1 ve diabetli hastalarda glukoz seviyesinin
diizensiz yiikselip inmesinden kaynaklandigi seklinde izah edilebilir.

SUMMARY

THE DETERMINATION OF GLYCOSYLATED HEMOGLOBIN
AND CARBONIC ANHYDRASE IN PATIENTS WITH DIABETES
MELLITUS

In this study, glycosylated carbonic anhydrase values in carbonik canhydrase
solution purified by affinity chromatography and glycosylated hemoglobin values
‘were determined for 10 healthy control subjects (10 males, ages between 22- 30)
and 10 patients with diabetes mellitus (8 females and 2 males, ages between 20-40).
While the glycosylated hemoglobin value was found 0.80 £ 0.11 micromole fruc-
tose/g hemoglobin, glycosylated carbonic anhydrase value was 3.03x10744
0.53x10~ 4 mg glucose/mg protein in the control group. These values were 2.294
0.9 micromoles fructose/g hemoglobin and 6.38x10™44-0.53x10"4 mg glucose/mg
protein (mean + SD)in diabetic group, respectively.
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The results of the statistical analyses showed that the difference between gly-

cosylated hemoglobin and glycosylated carbonic anhydrase values for diabetic
and control groups was important (for both P<0.001). While there was less impor-
tant correlation between glycosylated hemoglobin and glycosylated carbonic
anhydrase (r=—20.64, P<<0.05) for the control group, there was no correlation
between these values for the diabetic group (r=0.49, P>0.05).
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