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GIRIS

Obezite, viicutta asin yag depolanmasi sonucu -ortaya ¢ikan ve glintimiizde
Tiirkiye dahil birgok iilkenin en Onemli besinsel hastaliklarindan biridir. Geligmig
{ilkelerin orta ve az gelirli kesimlerinde, orta geligmislik derecesinde olan iilkelerin ise
ekonomik geliri orta ve yiiksek olan tabakalarmda yaygm olarak gorilmektedir. Yas
ilerledikge sikifn artmakta ve kadmnlarda erkeklerden daha sikga goézlenmektedir.
Kisa ve orta boylu olanlar, uzun boylu olanlardan daha fazla sismanlama egilimindedir.
Obezite, sadece bir gériiniiy kusuruna ve bedensel faaliyet yeteneklerini kisitlamaya
yol agmakla kalmayip, 6mrii kisaltan en 6nemli faktdrlerden biridir (13, 20, 22, 24,
56).

Kisinin fazla kilolu olduguna karar verirken, genellikle iki 6l¢iit kullanilmaktadir
(56). Bunlardan birisi A.B.D. Metropolitan Hayat Sigortas: Sirketinin en uzun &miir
beklentisine gore hazirlanmug yasa, boya, cinse, viicut yaplslﬁa gore ideal viicut
agirhgim gosteren tablolar, ikincisi ise deri kivimm kahmhifina gbre hazirlanmig
listelerdir. Bunlar diginda bircok indeksler (sismanlik indeksi, ponderal indeks gibi)
Onerilmig aﬁaa kullanilma alam bulamamugtir. Ornegin kaslarm ¢ok geligtirmis bir
sporcu ile spor yapmayan bir kimseyi boy-kilo cetvellerine gére degerlendirmek zor
olabilmektedir. Sporcularda da yag depolarinin durumupun deri kivrim kalinli$
Olciilerek degerlendirilmesi Onerilmektedir. Bunun disinda kisinin viicut agirhg
indeksi (BMI) belirli bir yiizdeyi agarsa obes olarak kabul edilmektedir (13, 56).

Erken c¢ocukluktaki obesite ¢ogu zaman gegici olmakta, ¢cocukluk ve ergeniik
cagindaki gismanhklarm bir kismu erigkin yasta da stirmektedir. Kadmnlarda
obeziteye sik rastlanmasmin en Onemli nedeni; gebelikte ahman agirn kilolarn
dogumdan sonra verilememesi ve kadinhk ﬂormonu Ostrojenin yag dokusunu arttiric
dogal etkisinin olmasidir. Ev kadmlarﬁnn ew} dis1 yasamlarinm azhg ve bedensel
faaliyetlerinin kisith olmas: da rol oynamaktadir (13, 24, 56, 65).

Ayrica i§ adamlari, yoneticiler, yiiksek diizey memurlar arasinda da obezite
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sikca goriilmektedir. Bu kisilerin sedanter yasami, siirekli karar verme durumunda
olmanin yarattify gerginlik ve sik alkol alma obezite nedenlerindendir.

Obezitenin etyolojik simiflandirmasi; genetik, hipotalamik, endokrin kaynakl
faktorler ve ahgilmig obezite seklinde yapilmaktadir (13, 56). Genetik faktorler;
dogmalik makrosomia adipositas, Laurence-Moon Biedl sendromu, Hiperostosis
frontalis interne ve Von-Gierke hastahii ile birlikte olan gigmanlik, Prader-Willi
sendromu, Ailevi hipoglisemi sendromu, alfa hiicrelerinin yoklugu, Rothmund
sendromundaki sismanlik vb. gibi faktdrlerdir (56).

Hipotalamik kaynakli faktOrler; Adipozo-genital distrofi, Eréhlich sendromu,
Kleine-Levin sendromu gibi faktorlerdir.

Endokrin kaynakh faktorler; Insillinomada, Stein-Leventhal sendromunda ve
menapoz sonrasinda goriilen gismanlik, Hipotiroidi, Erkek hipogonadizmi, Hipotalamo,
Hipofizer ciicelik ve Cushing sendromu gibi faktérlerdir. _

‘ Ahgilmig obezite de ise toplumsal ve ailevi gelenek-gorenekler, psisik faktorler,
hareket azligi, beslenme bozuklufu, egitim eksikligi, gebelik ve dogumlar gibi
faktorler etken olmaktadir.

Obezitenin komplikasyonlar: ve riskleri olarak sunlan sirahyabiliriz: Psikolojik
bozukluklar ve toplumsal uyumsuzluklar, solunum sikintisi, mekanik giigliikler,
endokrin ve metabolik komplikasyonlar, kardiovaskiiler komplikasyonlar, deri alt1 yag
dokusunun artmastyla deri enfeksiyonlarimin kolaylagmasi, safra taglann ve tagh
kolesistit, glukoz intoleransi’ dir (56).

Diabetli olgularda yag dokusu hiicrelerinin geniglemesi; insiilin reseptorlerinin
yogunlugunun ' azalmasma ve dolayis1 ile zamanla glukoz intoleransma yol
acgabilmektedir. Glukoz intoleransmin arastirilmasinda bilinen analizler glukoz,
OGTT, Glikozil hemoglobin ve Fruktozamin diizeylerinin Olctilebildigi analizlerdir.
Ancak glukoz intoleransin ¢ok erken evrelerinde bu testler, tam koydurmada yeterli

olmiyabilmektedirler. Glukoz intoleransinn erken dénemlerinde glukoza karsi (FFA)



3

serbest yag asitlerinin yamiti, intolerans tamsi agisindan c¢ok daha yararl
olabilmektedir. Obezite tek basina kardiovaskiiler risk faktérii olusturabildigi gibi
ayrica glukoz intoleransi olusturarak da bu risk faktériinde etkili olabilmektedir.

Bu 6n bilgilerin 1g1§1 altinda amacimiz; obez olgulardaki glukoz intolerans
riskini ve kardiovaskiiler riski aragtirmak olmustur. Caliygmamizda bu amagla obez ve
nonobez olgularda glukoz, OGTT (Oral glukoz tolerans testi), glikozil hemoglobin,

fruktozamin, serbest yag asitleri, T-Kolesterol, HDL-Kolesterol diizeylerini aragtirdik.
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GENEL BILGILER

OBEZITE ve BMI (4, 13, 20, 56)

Viicut kitle indeksi (BMI) normal olan birgok bireyin uzun ve saghkl bir dmiir
siirdiigli bilinmektedir. Bu bireylerde hemen hemen hi¢ metabolik ya da damar
hastahklan gézlenmemektedir.

Buna kargin sisman bireylerde metabolik ve vaskiiler 'komplikasyonlarm
belirtileri izlenmektedir. Genellikle bireylerin normal ya da kilolu olduklarina karar
verirken, onlarin viicut kitle indeksleﬁne bakilmaktadir.

Yiizyilldan fazla bir siire &nce Belgikali astronom Quetelet normal erigkinlerde,
agirligin bojrun karesine bdlimiiniin (W/Hz) kabaca sabit oldugunu ve bu oran
ylikseldikge kiginin gigman sayilabilecegi ileri stirmiistiir (Quetelet indeksi-QI).

Keys ve ark. 1972’ de bu oram viicut kitle indeksi olarak (body mass index-BMI)
tekrar tammlamglardir. dbezite derecelendirmesinde obezitenin yol actift saglik
sorunlant g6z Oniine almarak QI veya BMI i¢in 1981° de Garrow agagidaki
sumflandirmayr yapmugtir.

0. derece BMI 20-24.9

1. derece BMI 25-25.9

2. derece BMI 30-40

3. derece BMI > 40
Bu indeks hastaya gigman oldugunu ve kaybetmesi gereken kilolar1 tammlamada da
yararhi olmaktadir. W kilogram olarak aguhg, H ise metre olarak boyu
belirtmektedir. QI veya BMI 30 oldugunda yaklastk % 30’ luk bir kilogram fazlahg
s6z konusudur. Bu o kiginin saghfma % 25-30° luk bir risk artign yiiklemektedir.
BMI>40 olanlar ¢ok yiiksek riske sahip olmakla birlikte normal kilolarina gére 11 misli
ekstra risk tagimaktadirlar. Genelde BMI’ in, viicut yag oram ile en uygun
korelasyona sahip formiil oldugu kabul edilmektedir. Bu indeks; yas, cinsiyet ve kemik

yapisindan etkilenmemektedir. Tedavide iyi bir rehber olmaktadir.
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Yayg ilerledik¢e mortaliteyi etkiliyecek BMI diizeyi artmaktadir. Ornegin, 20-29
ya§fannda erkekler i¢in 21.4 minimum mortalite diizeyi iken bu deger 60-69 yaslarinda
26.6 ya kadar cgikabilmektedir. Kadinda ise bu sayilar sirastyla 19.5 ve 27.3 tiir.
Sigara icen ve igmeyenler karsilastirildifinda igenlerde genel indeksler daha diisiik,
ancak her indekste mortalite oram i¢gmeyenlerden daha yliksek bulunmaktadir.

40 yag lizeri kadinlarda 20’ nin altinda BMI ¢ok nadiren gozlenmistir. Oysa 16~
20 yaslarinda erkek ve kadnlarmn {igte birinde indeks 20’ nin altinda olmaktadr.
Birinci derece obezite, kadinda 16 yagindan 64 yasina kadar linear artmakta, erkekte
ise tam agiklanamayan bir nedenle 40 yagina kadar hizli daha sonra yavaslamakta
oldugu 6ne siiriilmektedir.

Ikinci-iiglincii derecedeki obezite kadinlarda daha sik goriilmektedir. BMI 30’ un
lizerine giktiginda Ozellikle hipertansiyon, kardiovaskiiler sistem hastaliklari, iskelet
kas hastaliklar ile morbidite artmaktadir.

BMI 20-25 diizeylerinde ise kisinin hiperkolesterelemi, hipertansiyon, DM ve safra
kesesi hastalif riskleri s6z konusu olurke.n, sigara kullanmas1 da BMI kadar hatta
daha yiiksek oranda kardiovaskiiler hastalik ve erken Gliimde rol oynamaktadir.

OBEZITE ve CINSIYET (7, 13, 20, 65)

Yag dokusunun cinsel farklilasmasi bir¢ok hayvan cinsinde gdzlenmemekie
birlikte, insana en yakin antropomorflarda bile ¢ok belirgin degildir. Yaklagik 2 milyon
- yil Once baghyarak gerek erkek gerekse kadm cinslerinde ir'lsanlara Ozgii deri alt1 yag
tabakasi belirmeye baglamugtir. Insanlarda yag dokusunun cinsel farkhlagmasi 5
yagindan itibaren baglamaktadir. Cinsel farklilagma aym zamanda deri alt yag
- dokusunun dagiimnda da belirgin hale gelmektedir. Ergenlik éncesi geng kiz ve
erkek gocuklarda, yag dokusu viicudun alt boliimlerinde daha belirgin olmaktadir.

Kadmnlarda gebeligin mekanik gereksinimleri ve de fotal gelisim igin gerekli
rezervler nedeniyle yag dokusu, hareket yetenegini en az sinirlayacak sekilde viicudun

alt tarafinda pelvik bolgede toplanms durumdadir. Kadinlar erkeklere goére iki kat
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daha fazla yag kitlesine sahiptirler. Sisman kadinlarda yag dokusunun dagilim jinoid
nitelifini korudufu siirece risksiz olup, android hale gectiginde ise risk tegkil
etmektedir.

Erkeklerde yag dokusunun daha az gerekli olmasi nedeniyle miktan yar
yartya azalmistir. Hareket yetersizligini ve fiziksel niﬁcadeleyi engellemiyecek sekilde
viicudun iist béliimlerinde birikim géstermektedir. Bu fiziksel hareket yetenekleri de
testesteron etkisi ile omuzlarn geniglemesi, pelvisin daralmasi sonucu daha da
belirginlesmektedir. Testesteron ve kortizol ya§ hiicrelerinin sayr ve hacimlerini
etkileyerek yag dokusunun viicudun iist bdliimlerinde yerlesmesini saglamaktadir.
Artmus kortizol diizeyleri ise her sismanlikta s6z konusu olmaktadur.

Sismanhikta adrenal korteksin ACTH’ a artmug yaniti yag kitlesinin fazlalifn
ile degil, yag dokusunun viicudun {ist bdlimlerinde toplanmus olmastyla ilgili
bulunmaktadir.

Giincel klinik deneyimler diabetojenik ve aterojenik nitelikteki android
sismanhfin kalitsal bir nitelik tagidify yOniinde olup, genlerdeki calismalarda
siirmektedir. _

OBEZITEDE DIiABET ve ATEROSKLEROZ (7, 13, 18, 20, 22, 46, 47, 56, 64)

Obezite, son yillarda endokrinoloji ve kardiovaskiiler haétaliklar alanminda
dogurdugu komplikasyonlar nedeniyle estetik olmaktan ¢ok klinik bir konu olarak
agirhgimi duyurmaya baglamugtir. Obezite eger bir hastaliga eslik eden tipie degil
ise primer sorun olarak ele alimmaktadir. Obezite tedavisi estetik amaclar diginda en
fazla koroner hastalify ve diabet riskini azaltmak igin yapilmaktadir.

20-40 yas arasindaki obezlerde azai£h1§ glukoz tolerans: (latent diabet) % 8.7
oraninda iken 40 yag iizerindeki obezlerde latent diabet gorilme oram % 24.4
olmaktadir. Sismanligm artmas: ile diabet insidensi paralel gitmektedir. Viicut
agirhfn % 10. fazla olanlardadiabet insidensi normallerden 1.5 misli, % 20- fazla
olanlarda 3.2 misli ve % 25" den fazla olanlarda 8.3 misli olmaktadir. Viicut agirhf
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% 25’ den fazla olan diabetiklerde 6liim, normal agirhikta olan diabetiklerden 8 muisli
fazla olmaktadir. Q

Sisman diabetikler insiiline karsi az hassas olup, direng géstermektedirler.
Glukoz ile uyanldifi zaman insiilin salimmi, normal bireylere goére ¢ok yiiksek
olmaktadir. Fazla insilin, yag dokusunda trigliserid sentezini arttirmakta, bu yolla yag
dokusunda asir1 yag birikimi olmaktadir.

Bozulmug glukoz tolerans: aterosklerozu hizlandiran bir etken olmaktadir.
Diabet, tiim arter yata§i boyunca vaskiiler komplikasyonlara yol agmaktadir. Biiyiik
damarlann tutulmasi (makroanjiopati) spesifik olmiyan fakat kalpte (koroner kalp
hastalift), beyinde (serebrovaskiiler) ve alt ekstremitelerde (kesik topallama) Snemli
etkileriyle erken ateroskleroza neden olmaktadir. Ateroma diabet icin spesifik
olmasada diabetiklerde kardiovaskiiler olaylar iki kat daha sik goriilmektedir. Diabetik
niifusta olimlerin % 75’ ini olusturmaktadir.

Obezite de diabetin bir sonucu olarak gorillen lipid metabolizmasindaki
degisiklikler kardiovaskiiler hastalik riskini artirmaktadir. Obezite durumunda kanda
esterlegsmemiy (serbest) yag asitleri (FFA), kolesterol ve trigliserid dﬁzeyi de
yikselmektedir. VLDL diizeyleri artmakta, bu artiy anormal oksidasyon nedeniyle
Ozellikle endotel hiicreleri iginf sitotoksik olmaktadir. Damar duvarinda lipid birikimine
neden olduklarina dair bilgiler bulunmaktadur.

Diabette LDL glikozilasyonu ve birlesimi degismektedir. HDL’ nin kolesteroli
temizleme fonksiyonunun diabette bozuldugu ve glikozile-HDL' nin daha cabuk
metabolize oldugu 6ne siiriilmektedir. |

GLIKOZILE HEMOGLOBIN

Yapis: ve Bivosentezi;

1958 yimmda Allen, hemoglobin yapisinin  homojen olmadigim total
hemoglobinin % 90’ mm olusturan hemoglobin A;’ in yam sira farkli elektroforetik

nitelikler gésteren hemoglobinlerin de var oldugunu gostermistir (33, 41, 42, 43, 59).
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Aralarmdaki farkliigin ise zincirlerinin amino uglarma (valin) bagh bloke edici
gruplardan_ kaynaklandigim, bu gruplarin hemoglobinin cinsine gore degistigini
bildirmislerdir (33, 41, 42, 43, 59).

HbA,,,” in bloke edici grubu Fruktoz-1, 6 bolifosfat, HbA,,,” nin Glukoz-6-
fosfat, HbA,. nin ise Glukozdur. Bloke edici gruplarn hepsi bir -0z yapisindadir.
HbA,,’ nin ise yapis: heniiz aydinlatilmamg olup HbA,’ in deaminasyona ugramig
bir tiirevi oldugu kabul edilmektedir (33, 41, 42, 43, 59).

Eritrositlerde hemoglobin A’ in invivo biyosentezi eritrositin yagami boyunca
siiren oldukca yavé§ bir reaksiyonla olusmaktadir. Bu sentez hemoglobin A, sentezinin
enzimden anndirilmigy invitro  ortamlarida olu§abileceginin gosterilmisiyle
kamtlanmi§ nonenzimatik bir reaksiyondur. Bu biyosentez belli bir diizeyde
gergeklegip, hicbir kogulda HbA, diizeyleri total hemoglobinin % 23 i
agmamaktadir (33, 41, 42, 43, 59).

HbA,’ in zincir yapis1 2a-28, HbA,’ nin 2a-28, HbF’ nin ise 2e-§ seklindedir.
Bu polipeptid zincirlerinin sentezi ayri ayn genlerin kontrolii altinda olmaktadur.
Normal erigkin hemoglobini % 97-99 HbA, icermektedir (33, 41, 42, 43, 59)

Holmquist ve Schroeder hemoglobin A,/ nin behrlenemeyen bir grubu d1§mda
hemoglobin A’ nin bir benzeri oldugunu ve bu grubun baglanmasmm sodyumbrohidrit
ile engellenebildigini, bu bafn ise muhtemelen bir Schiff baz oldugunu
gOstermiglerdir (5, 6).
| Bookchin ve Gallop hemoglobin Alc’ nin her iki B zincirinin NH, terminal
grubunun bir hegzos molekiiliine baglanmadifimi agiklamislardir. Daha sonralarl‘
Bunn ve ark. hemoglobin A, de beta zincirinin NH, terminalindeki Valin ké}h’ntlsma
bir glikoz molekiiliintin Schiff bazi seklinde baglandifimi ortaya gikarmuslardir (5,
6). '

Koenig ve ark. hemoglobin A, ’ nin yapisim proton niikleer magnetik rezonahs

ile incelemislerdir. Hemoglobin A, ’ yi sodyumbrohidrit ile reaksiyona sokarak NH,
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terminal dipeptidin (R-Glikovalil-Histidin) izole edildigini gostermiglerdir. Aym
aragtirmacilar daha ileri ¢aligmalarinda sorbitol ve Mannitol-Valil-Histidin bile§ik1e1:ini
elde etmiglerdir. Sonugta ise zincirin serbest NH, grubu bulunan ucundaki maddenin
1-deoksi (N-Valil) Fruktoz oldugunu gostermislerdir (5, 6).

Enzimatik olmayan glikozillenme depolanmig besin maddelerinde gida
kimyacilan tarafindan gozlenmig bir olaydir (10). Bu olay hemoglobin yaplslndé iki
asamada olugmaktadir. [lk agsamada glikoz ile polipeptidin serbest amino grubu
arasinda enzimatik olmayan hizhi bir reaksiyon olmaktadir. Bu reaksiyonun ilk iiriini
labil aldimin bilesigidir. Reaksiyonun ikinci basamag ise daha yavag gelismekte; sabit,
dayanikli, stabil ve proteine ba;gh bir ketoamin bilesigi olugsmaktadir (5, 6, 33, 41,
44). |

Protein rediikleyici seker sistemleri iizerinde yapilan in vitro caligmalarda,
ketoaminin ileride dehidrasyona ugrayip, amadori reaksiyonu olarak isimlendirileﬁ
yeniden diizenleme reaksiyonlarina girmekte oldugu bilinmektedir. Bu reaksiyonlar
Browing reaksiyonu olarak adlandimimistir. Reaksiyon fiiriinlerinin invivo olarak

olusup olugsmadi$1 heniiz bilinmemektedir.

HbA-Val-NH, HbA-Val- N HbA-Val-NH
H‘{cho ch!* | (I:H2
H(\ZOH | HC'IOH | é:=o
HOCIH . _ HOClH - HO(!?H
HCOH | H(lOH 7 ncon
H({OH | | HC’OH HgiOH
CH,OH | éHZOH <i:H20H
Glukoz+HbA. Stabﬂ olmayan Séhiff Ketoamin Stabil HbA,

bazi (labil)
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|
HC“,NR
C=0C

H(:ZOH HGZ-::E HOHCI lc ~NR—HOCH, { l|C+Proteln(R)

HCOH
| Schlff bazi
H(lJOH 5-HMF
HZ‘C,.OH
Ketoamin
(HbA, )
O N - S
NP
HC -
5 HMF + NH —_— Renkli Urlin
H,C, g (Colored Adduct)
2-TBA

Glikozilasyonun diizeyi; ortam glikoz yogunlufu ve analiz yOnteminin yani sira
eritrositin yagsam siiresini ve gegirgenligini de yansitmaktadir.

Total heméglobin icinde: HbA,,’ nin pay1 eritrositin yasami boyunca maruz
kaldign glukoz dﬁzcyiyle dogru orantil olmaktadir. Yash eritrositlerde, geng
eritrositlere gére HbA,  daha yogun olup hemolitik anemili kisilerde eritrositin yasam
stiresi distik 'oldugundaﬁ HbA1c diistik bulunmaktadir.

Glikohemoglobin diizeylerinin periyodik olarak izlenmesi, kan glukozunun uzun
dénemlerde regiilasyonunda degerli olmaktadir. Glikozile Hb’ nin §lgiimii gegmise ait

objektif bir glisemik kontrol indeksi ortaya koymaktadir. Bunun yaninda hemoglobinin
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tek basma olmadi§ ve nonenzimatik glikozilasyonun aslinda birgok viicut proteininde
oldugu ortaya gikmugtir. Glikozilasyon glukoz ile protefndeki amino gruplan arasinda
olugan direkt bir kimyasal reaksiyondan kaynaklanmaktadir (5, 6, 33, 41, 44).

Proteinler amino asitlerin kondenzasyonu ile olugmus biiyiik molekﬁllerdir.
Miktar yoniinden organizmanin en biiyiik organik bilesikleridir. Binlerce protein bilesigi
olup, glikoproteinler bu protein bilesikleri arasinda Bilegik Proteinler grubunda yer
almaktadir (16). Genel olarak proteinlerin biosentezlerinden sonra yapilarinda
meydana gelen farklilagmalar bazi degisik tiirevlerin olusumuna neden olmaktadir.
Proteinlerin bu sgekilde tiirevlerine doniigebilmeleri daha ¢ok karbonhidratlarn
baglanmasi sonucu olmaktadir. Olusan bu degisiklikler proteinlerin ¢Oziiniirlik ve
stabilitelerinde de degisime neden olmaktadir (6, 16, 41). Bazi proteinler ortamda
yiksek diizeyde glukoz bulunmasi halinde veya fizyolojik olmayan enkiibasyon
sartlarinda enzimatik olmayan bir glikozilasyona ugramaktadirlar. Non-enzimatik
glikolizasyon sonucu olusan glikozile proteinlerin fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri
degiskendir (8, 30, 35, 36, 41). Bu 6zellikle;' yapisuun biiyiik bir kismu protein olan
hemoglobin iginde s6z konusudur. Normal sartlarda insan eritrositlerinde bulunan
hemoglobinin % 5 kadan kovalent baglar ile bagh gﬁkoz molekiillerini tagimaktadir.
Bu yapilar normal HbA, in posttransiasyonel glikozilasyonu sonucu olusan
glikohemoglobinlerdir (5, 41).

Ik olarak 1961 yilinda Schnek ve Schroeder hemoglobin A’ in mindr
fraksiyonlarim kolon kromatografi ile ayirmuglardir. Bu mindr hemoglobinler major
hemoglobine oranla daha negatif yiiklidiirler. Bu nedenle insan hemolizati katyon
degistirici resin kromatografisine tabi tutuldugunda minérhemoglobinlerin daha dnce
ayrildifi gbzlenmektedir. Ayrilan en 6nemli ve en yiiksek diizeyde bulunan glikozile
fraksiyonun hemoglobin A, oldugunu ifade etmiglerdir. HbA, ,, minér komponenti

total hemoglobinin % 0.2’ sini, HbA,,, % 0.2’ sini, HbA,,, % 0.4’ tind, HbA,, % 3’ inii
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olusturmaktadirlar (35, 37, 59).

Glikozillenmis hcmoglobiﬁlerin labil ve labil olmayan fraksiyonlar1 bulunup; labil
fraksiyonlar kan glukoz miktarinin ani degisimlerine gére hizh degisiklik gOsterirken
labil olmayan fraksiyonlar ise ¢ok yavas degismektedir (5, 6, 17, 33, 41).

Diabet kontroliinde glikozillenmis hemoglobin miktarmn tayin edilmesi, bir
yandan Ozellikle deneysel sartlarda ve deney hayvanlarinda bir antidiabetik ilagla
tedavinin bagar1 gOstergesi olarak da yararh olabilmektedir.

Glikozilasyonun hemoglobin fonksiyonlarina etkisi

Hemoglobinin spesifik bir bolgede glikozillendiginin saptanmasi hemoglobin
tiirevlerinin yapi-fonksiyon iligkilerinin agiklanmas: icin iyi bir olanak saglanmugtir.
Daha 6nce belirtildigi gibi minér hemoglobinlerde beta zincirinin NH, terminal grubu,
normal hemoglobine gére degisiklige uframistir. Normalde bu bdolge organik fosfat
baglartyla iligkilidir. Yine bilindigi gibi 2-3 difosfogliserat, eritrosit i¢cinde hemoglobin
fonksiyonlari igin énemli bir diizenleyicidir. Insan vieh', memeli eritrositlerinde 2-3 DPG
deoksihemoglobine, oksihemoglobine oranla daha’: kuvvetle baglanmaktadir. Sonugta
2-3 DPG artarsa hemoglobinin oksijene affinitesi azalmaktadir. 2-3 DPG’ m negatif
yiiklii gruplan hemoglobinin merkezine girdiklerinde 2 beta zinciri iizerindeki pozitif
yiklii artiklar ile amino terminal gruplarm igine alan tuz baglarnm
olugturmaktadirlar. Eger bu baglanma hegzos, asetil, karbonil gibi herhangi bir grup
ile - bloke edilmigse 2-3 DPG ile hemoglobin arasindaki reaksiyonda azalma
goriilmektedir (5, 14, 35, 41, 42, 54).

Mc Donald ve arkadaglan hemoglobin A,, hemoglobin A, hemoglobin A,
hemoglobin A;, ve hemoglobin A, nin oksijen affinite egrilerini incelediklerinde;
HbA,,; ve HbA,,’ nin digik bir affinite gisterdigini bulmuglardir (42). Ayrica
HbA,  de oldugu gibi bu fraksiyonlarinda organik fosfatlarla etkilegiminin zayif
oldugu gdzlenmigtir. In vitro olarak HbA,’ nin degisken oksijen satiirasyon egrilerine

sahip oldugu ve organik fosfatin allosterik etkilerine karsi azalmig sensitivite
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gosterdigi ortaya koyulmugtur. HbA, ./’ nin primer glikozilasyon yeri olan B zincir
terminalindeki valin kalintisi, aym zamanda Hb-oksijen affinitesinin fizyolojik
regiilatorii olan 2-3 DPG’ inda baglanma bdlgesidir. Buna kargin in viva olarak Hb’
nin diabetik hastalarda yiiksek oksijen affinitesine sahip olmasi, Hb glikozilasyonundan
bagimsiz gibi gériinmektedir. Diabetik ve normal popiilasyonlarda tiim viicut oksijen
satiirasyon egrileri birbirine estir. Yani hemoglobin glikozilasyonunun herhangi bir
patolojik etkisi olmamaktadir. Diger taraftan, viicuttaki en uzun Omirli plazma
membran proteini olan alyuvar membran proteinlerinin de nonenzimatik glikozilasyona
bagh olarak anormallikler gﬁéterdigme dair bir kanit bulunmamaktadir (35, 41, 42).

Glikozil Hemoglobin Ol¢iim Yéntemleri (2,12,16,23.33,34.36.41,45,48,49.53):

. Kolorimetrik Y6ntemler

. Kolon Kromatografik Yéntemler
. Agar jel Elektroforezi

. HPLC

1
2
3
4
S. Isoelektrik focusing
6. Immunassay
7. Affinity separation .
8. Immiinotiirbidimetrik
Glikozil hemoglobin diizeylerinin kolorimetrik olarak tayininde ¢esitli ydntemler
geligtirilmistir. Fluckiger ve Winterhalter’ in gelistirdikleri yontemde hemoglobine bagl
hegzoslar kuvvetli 1s1 ve asit etkisi ile furfurol ve tiirevlerine dontigmektedir. Bu
furfuroller ¢esitli organik reaktiflerle renk tepkimesi vermektedirler. Bu yontemin esasi;
2-TBA ile olusan renkli lirlintin absorban51mn 6l¢limesine dayanmaktadir.
Asit
D-Glikoz ——————> Hidroksimetil furfurol + H,0
Asit
Riboz ——————> Furfurol + 3H,0
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H H
\\ ©O \ O -
C C CH,-OH
o“ @ 0P N/ ?
Furfurol HMF

Kolon Kromatografisi iyon degistirici reginelerle &zellikle Bio-Rex 70 katyon
degistirici kullamildify y6ntemin esasimt Trivelli ve ark. min gelistirdi§i yontem
olusturmaktadir. Bu yénteme gore hemoglobin A, , A, A;., hemoglobin A’ dan daha
az pozitif ylk tasidiklarindan negatif yikli recine icinde daha kolay eliie
olmaktadirlar. Bu nedenle bazi arastrmacilar bunlara fast (¢cabuk hemoglobinler)
adim vermiglerdir. Gilintimiizde bircok firma tarafindan temelini bu y@ntemin
olusturdugu mini-kolon kitleri_tretilmistir. HbA, Slglimiinde hizli, ucuz bir yéntem
olan kromatografik ydntem tampon ve 1s1 gibi birgok faktdrden etkilenebilmektedir.
Is1 yiikseldikge iyon degisimi yavaslamaktadir. Buna engel olmak i¢in kromatografi
yapilan ortamm ve kullamlan tamponlarin 20-22°C arasinda sabit olmasi
gerekmektedir.

Elektroforetik yontemde ilke; agar-jel lizerine uygulanan hemolizatta siiratli
hemoglobin fraksiyonlarinin elektroendoosmosis ile ayrilmasidir.

Yiiksek basingh sivi kromatografisi olan HPLC yontemi {i¢ ayr1 boliimden
olusan bir sistem gerektirmektedir. Bu yontemde 6rnekler kolona uygulandiktan sonra
tzerlerinden peristaltik pompa yardimu ile eliisyon tamponu gegirilir. Sonuglar bir
kaydedici yardimiyla grafik haline getirilir. Bu yontem rutin olarak kullanilabilecek bir
yontem degildir.

Isoelectrofocusing yontemi; hemoglobin komponentlerinin poliakrilamid jel
tzerinde isoelektrik pH’ larina gore aynimas: ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde
ince tabaka veya disk elektroforezi teknikleri kullanilir. Hemoglobin A Ay A 2na

hemoglobin fraksiyonundan daha asidik pH’ da toplanirlar. Bu yontemin az zaman
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gerektirme, kiiciikk miktarda kan Grnegi ile caliyma ve jel lzerinde hemoglobin F
band1 ile karigmama gibi Ustiinliikleri vardir. Ancak rutin kullammmda O6zel alet,
yetismis eleman ve parasal kaynak gerektirdifinden ilkemiz kogullarinda kullanim
gli¢ bir yontemdir.

Immunoassay yontemi glikokemoglobinler {izerinde yapilan immiinolojik
caliymalar ve HbA, 0Olglimi i¢in gelistirilmigtir. Bu y6ntem ile insan hemoglobinin
yapisinda tek bir amino asid degisikligini bile taniyan yiiksek spesifik antiserumlar
hazirlanabilmektedir.

Affinite Kromatografi yontemi son zamanlarda pek ¢ok arastirmaci tarafindan
glikohemoglobin 6lgﬁﬁ1ﬁnde uygulanmaktadir. Bu yontem, boronik asitlerin HbA,  gibi
glukozla degisiklige ugramug cisglikolleriyle etkilesimine dayanmaktadir. Affinite
yénteminiﬁ orta derecede 1s1 ve pH dalgalanmalarmn  sonuglarda  anlaml
degisikliklere nedén olmadan tolere edebildigi de saptanmustir.

Immiinotiirbidimetrik yéntemde, HbA, EDTA’1i, heparinli veya kapiller kanda
TINIA teknolojisi ile saptanmaktadir. Hemoglobin A, ye spesifik olan antikor
polyhapten igeren dekstranin bulundugu ortamda bir immiinkompleks olugturur.
Antikorun polihaptene baglanmasi ise agregatlan meydana getirir. Bu agregatlar 340
nm de turbiditeyi arttirdiklan igin 61gﬁlébi1mektedirler. Boylelikle cizilen kalibrasyon
kurbu, HbA,  saptanmas: igin tipik bir kompetitiv 6lgiim kurbunu géstermektedir.
Total hemoglobin 6lgiimleri yapildiktan sonra HbA, , icerigi THb nin %’ si olarak
hesaplanir. THb 6l¢limii bir CN gree metod ile yapilir.

FRUKTOZAMIN (3, 8, 9, 19, 30)

Fruktozamin, Diabetes Mellitus’ un kisa dénem kontroliinde bir belirteg olup,
albumin ve diger proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonu ile olugmaktadir. Bu
proteinlerin glikozilasyonu baglica lizin aminoasidinin S-amino yan zincirinde
blmaktadlr.

Serum fruktozamin konsantrasyonlar, son 2-3 haftada: olusan kan glikoz
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degisimlerinin ortalamasim yansitmakta ve konsantrasyonlar kan glikoz yiikseliginin
derecesine bagh olmaktadir. Diabetik hastalarda, fruktozamin diizeyleri daha yiiksek
oldugundan, nondiabetik kontrol grubuna goére daha iyi tayin edilmektedir. Yine
diabetik hastalarda fruktozaminin, aghk glikoz konsantrasyonu ve glikozile hemoglobin
diizeyleri ile korele oldugu goriilmektedir. Ancak glikozile hemoglobin 2 aylik glisemi
diizeyini belirtirken Fruktozamin Olgiimleri ¢ok daha kisa siireli glikoz diizeyleri
hakkinda fikir vermektedir. Ciinkii serum albumini 2-3 haftalik bir yann dmre sahip
iken hemoglobin 2 ayhk yar1 O6mre sahip olmaktadir. Proteinlerin daha hizh
turnoveri, daha kisa bir periyodun kontroliinii saglamakta ve kan glukoz
konsantrasyonunun normal diizeylerde devam etmesi i¢in tedavinin daha hizli
diizenlenmesine olanak vermektedir. Kisa yan Omiirli proteinlerin nonenzimatik
glikozilasyonu, Schiff bazi olugumu ile glikozun amino gruplarma baglaﬁma&yla
baglamaktadir. Labil Schiff bazi, hizla yeniden yapilanma ile stabil ama kimyasal
olarak reversibl bir seker-protein bilesimi olan Amodori {iriiniine donistiirmektedir.
Bazi aragtiricilara gére fruktozamin tayinini etkileyen Gnemli faktdrlerden biri
de protein konsantrasyonudur. Orneklerin giiniin degisik zamanlarda alimmasinin,
fruktozamin konsantrasyonlarmm degistirebilecegi ve protein konsantrasyonundaki
diizeltmelerin bu degisimleri azalttif1 gosterilmistir. Fruktozamin konsantrasyonundaki
degigimler, serum proteinlerindeki modifikasyonlafdan sorumiu baz klinik durumlarda
tamimlanmugtir. Nefrotik sendromlu ve agir hipoalbuminemi’ li hastalarda fruktoz
amin degerleri 6nemli dl¢tide diismektedir. Benzer gekilde fruktozamin, hemodilusyon’a
bagli olarak hamilelikte de diigmektedir. Yine bazi ¢abgmalarla; hipotiroidizmde
serum fruktozamin konsantrasyonlarmin yiikseldigi bulunmugtur. Bu durum serum
albumin turnoverindeki bir azalma ile agiklanmaktadir. Diger taraftan, hipertiroidizm’
de albumin turmwver’ inin artmasi ile plazma konsantrasyonunda tneydana gelen

diiglistin fruktozamin konsantrasyonunda bir diigliy meydana getirdigi kamitlanmustir.
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Fruktozamin Olciim Yéntemleri ve Standardizasyonu(3.26,30.31,39,52,55.57.60.62)

Giiniimtizde diabetik kontroliin bir géstergesi olarak, serum gﬁkozﬂ, proteinlerinin
yani fruktozaminin Sl¢iimleri yapilmaktadir.

Johnson fruktozaminlerin bazik c¢6zeltide indirgeyici ajan rolid oynama4
Ozelliklerine dayali basit, hizli ve ucuz bir kolorimetrik yontem gelistirmistir. Bu
yontemde glikozile proteinlerin  ketoamin gruplann alkali pH da, NBT
(nitrobluetetrazolium) u indirgemektedir. Bu yOntemin farkli tiplerdeki analiz
aygitlarma kolayca transfer edilebilme yetenegine sahip oldugunu bildirmislerdir. Eger
santrifiijsel analiz aygitiyla Gl¢lim yapilirsa saatte 75 Ornegin incelenebildigini ve
miyar giderinin maliyetinin déisiik oldugunu One siirmiiglerdir. Miyarin stabﬂitesi
bozulmayip, 6rnekler dondurulmus olarak 4 ay boyunca saklanabilmektedir. Yalmz bu
yontemi albuminin etkiledigini, klinik olarak fruktozamin degerlerinde yanhglk
olmamasi igin bir tiir albumin diizeltmesi gerekebilecegini,vurgulaml§lard1r.'

Yakin zamanda Shima ve ark. Boronat kolonunun kullanidi§i karmagik bir
HPLC islemi bildirmislerdir. Nondiabetik bir grup hasta igin ortalama % 20.2’ lik bir
glikozﬂasyon‘degeri bulmuglardir. Bu bulgu klasik mini kolon yontemlerinde glikozile
serum proteinlerinin baglanmasimn yetersiz oldugunu gostermektedir. [nsan serum
5meklerinaeki proteine bagh ketoaminler igin gergek degerler sunmamaktadlr.ﬁ

Farkl yontemlerle fruktozémin olgtimiinde farkli degerler elde edildigi igin bir
standardizasyona gidilme geregi duyulmustur.

Johnson ve ark. Amadori tepkime iriinlerinin indirgeyici etkinliine dayal
fruktozamin Sl¢iim ydntemleri igin standart olarak 1-deoksimorfolino fruktozu (DMF)
tamtmglardir.  Bir glikozile segonderamin olan bu diisiik kﬁtleﬁ standart aym
zamanda iﬁdirgeyici ozellige sahiptir. ’

Diger bir yaklagimda standardizasyon icin S-aminofruktozlizin kullamilmigtir.
Bu diigik molekiiller kiitleli sentetik bilesigin kimyasal- yapisimn, proteihlerdéki

nonenzimatik olarak glikozile olmug lizinlerin kimyasal yapisiyla aym oldugu
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bildirilmistir.
SERBEST YAG ASITLERI ve YAG DOKUSU METABOLIZMASI
(25,29,40,47,64)

Serbest yag asitleri (esterlesmemis yag asitleri, esterifiye olmamus yag . asitleri)
cok Snemli bir enerji kaynagidirlar. Total plazma lipidinin ¢ok kii¢lik bir fraksiyonunu
olusturup, plazmaya albumin ile kompféks bir sekilde transport olmaktadir.

Yag dokularmnda bulunan lipidler, trigliserid seklindedirler. Bu trigliserid
depolart1 devamli bir sekilde lipoliz ve esterlesmeye ugramaktadirlar. Lipoliz ve
esterlesme olaylan besinsel, hormonal ve metabolik faktdrlerin etkisi altindadirlar.

Yag dokusunda acil koA ile a-gliserofosfat birleserek trigliseridleri meydana
getirirler. Bu trigliserid de hormona duyarh trigliserid lipazinm etkisi ile gliserol ve
serbest yag asitlerine (FFA) pargalénmaktadlr. Agiga cikan gliserol, yag dokularinda
gliserokinaz aktivitesi diisiik oldugu i¢in acil koA ile esterlesmede tekrar kullamlmaz.
Eski gliserol plazmaan sahinmakta ve aktif gliserokinaz aktivitesine sahip olan karaciger,
‘bébrek, bagirsak ve siit veren meme bezleri tarafindan alinip kullamiimaktadir.
Lipoliz ile agifa ¢ikan serbest yag asitleri metabolize olmaktadir. Esterlesme olay:
lipolize kiyasla daha az oranda meydana geliyorsa, plazma FFA diizeyi artmakta, yeterli
besin alindiginda glukoz yag dokusu tarafindan yeterince kullaniliyorsa plazma FFA
diizeyi azalmaktadir. Bu temel bilgilere gore aglik, diabet ve yagh diyet fazla miktarda
ahndiginda plazma FFA’ s1 artmaktadir.

Plazma " silomikronlarimin :ve VLDL’ nin yapisindaki trigliseridler; kapiller
duvarimn lipoprotein lipaz bdlgesinde bulunan LPL enzimi ile gliserol ve FEA’ ya
pargalanmaktadir. Plazmaya salinan serbest yag asitleri ise ekstra hepatik dokularda
kullanilmaktadir. |
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ARAC GEREC ve YONTEMLER

I- ARAC-GEREC

A. Hettich sogutuculu santrifiij.

B. Heidolph manyetik karistirici

C. Mettler hassas terazi

D. Gllson otomatik pipet (20 plt, 50 ult, 100 wlt, 1000 pit)

E. Hitachi 704 otoanaliz6r

F. LKB II Novaspec spektrofotometre

G. Kotterman su banyosu

H. pHM 63 Digital pH metre

I. Heildolph-Heizbad/51702 kaynatma cihazi

II. KIMYASAL MADDE ve REAKTIFLER

A. Glikohemoglobin 6l¢iimiinde kullamlan madde ve reaktifler

1. Kolorimetrik yontemde:

a. Orto-fosforik asit (15 mol/L): 43.23 ml o-fosforik asit alinip, distile su ile 50
ml’ ye tamamlanur.

b. Triklor asetik asit (2.5 mol/L): % 100’ lik TCA’ dan 40.84 cc almip, distile
su ile 100 ml’ ye tamamlanir.

c. 2-Tiobarbitiirik asit (60 mmol/L): 0.8649 gr 2-tiobarbitiirik asit tartilip, 100
ml distile suda ¢oziiliir.

d. Sodyum kloriir (9 gr/L): 9 gr sodyum kloriir bir miktar suda ¢oziildiikten
sonra 1000 m!’ ye tamamlanir.

e. Standart (0.050 mmol/L): 0.0063 gr 5S-HMF tartilip, 1 It % 0.9’ luk sodyum
kloriir i¢inde ¢oziiliir.

f. Drabkin soliisyonu: 50 mg potasyum siyaniir, 200 mg Ferrisiyoniir, 1 gr sodyum
bikarbonat 1000 ml distile suda eritilir.

g. Hemoglobin standarti (Gibson ve Harrison” wun): 11.61 gr
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Krompotasyumsiilfat, 13.1 gr Kobaltsiilfat anhidraz, 0.69 gr potasyumdikromat tartilip,
500 ml distile su ile ¢oziiliip hazirlanur. '

Kimyasal maddeler Merck ve Sigma’ dan temin edilmistir.
2. Kolon kromatografik yéndemde G-Hb Quick Column 5344 Heléna kitinden
yararlahlhmgtlr.

B. Fruktozamin Ol¢iimiinde kullanilan madde ve raktifler:

1. NBT reaktifi (0.25 mmol/L): 0.2044 gr nitrobluetetrazolium tartihp- 100 cc
Na,COj5 tamponu iginde ¢oziliir.

2. Sodyum karbonat tamponu (0.1 mol/L, pH=10.35, 25°C): 10.8 gr sodyum
karbonat 1 It distile suda ¢oziiliir. pH ayarlanmasinda 1IN HCI kullanulir.

3. Standart (8 mmol/L): 0.19944 gr DMF tartilip, 100 cc distile suda eritilir.
Kimyasal maddeler Merck ve Sigma’ dan temin edilmistir.

C. Serbest Yag Asitleri Ol¢iimiinde kullanilan madde ve reaktifler:

1. Titrimetrik yontemde:

a. Ekstraksiyon kangimi: 40 voliim izopropil alkol, 10 voliim heptan, 1 volim
(IN)H,SO, kangimindan olugur. Bu kariggm hepsinin ayr ayn distile edilmesinden
sonra hazirlanir.

b. Titrasyon kansimi: % 0.1’ lik Timolblue ve % 90’ Lk etil alkolden olusur.
0.1 gr tim6lbld 100 mil distile suda eritilir. 1 kisim timolblue, 9 kisim etil alkol ile
kanstirilir.

c. Titrasyon alkalisi (0.018 N/L): 0.72 gr sodyum hidroksit bir miktar distile suda
eritildikten sonra 1 1t’ ye tamamlamr. Titrasyon yapilacagi zaman 0.018 N NaOH on
kez sulandimlip kullanilir.

d. Standart (1 mEq/L): 12.8 mg palmitik asit, 50 ml heptanda eritilir. .
Kimyasal maddeler Merck, Sigma ve BDH’ dan temin edilmistir.

2. Kolorimetrik Yéntemde:

a. Bakir nitrat (% 6.45 gr): 6.450 bakir nitrat, 100 ml distile suda eritilir.
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b. Ttietanolamin: 14.920 gr trietanolamin, 100 ml distile suda eritilir.

c. Asetik Asit (1IN): 5.9 glesiyal asetik asit, 100 ml’ ye distile su ile tamamlamnr.

d. Dietil-ditiyokarbamat (Tiyokarbamat): 20 mg tartiip, 20 mi segonder biitil
alkolde ¢Oziliir.

e. Standart (% 25.6): 25.640 mg palmitik asit tartiip, 100 ml kloroformda
¢ozilir.

Kimyasal maddeler Merck ve Sigma’ dan temin edilmistir.

III. CALISMA MATERYELI

Calismamizin ilk boliimiinde Glikolize Hemoglobin, Fruktozamin, Serbest Yag
Asitleri Ol¢lim yOntemlerini kiyaslamak ve - Laboratuvarimiza uyarlamak amaciyla
laboratuvara bagvuran, rastgele segilen olgular arasmmdan toplam 67 hasta
degerlendirmeye alinmistir.

Galismamizin ikinci bélimiinde ise Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Dahiliye béliimii Obez poliklinigine bagvuran 17-68 yaglar1 arasinda 18’ i kadm 1’ i
erkek obeznondiabetik bireyleri hasta grubu olarak; laboratuvarimiza gelen 22-52
yaglan arasinda 8’ i kadin 2” si erkek nonobez-nondiabetik bireyler ise kontrol grubu
olarak degerlendirmeye alinmstir.

Olgulardan, kan 6rnekleri bir gecelik agliktan sonra (12-14 saat) alinmugtir.
Kan 6rneklerinden elde edilen serumda glikoz, fruktozamin, FFA (kolorimétrik yontem
ile), kolesterol ve HDL kolesterol, plazmada FFA (Titrimetrik yontem ile) ve
hemolizatta da glikohemoglobin 6lgiimleri yapilmugtir.

Qahgmaya alman olgularin boy ve kilolarina gére asafida bildirilen formiil
uygulanarak BMI (viicut kitle indeks)’ leri hesaplanmistir, BMI” i 25° in i{izerinde olan
olgular obez, altindaki olgular ise nonobez olarak degerlendirmeye alinmugtir.

BMI = W / H?

Viicut kitle indeksi = Agrlik (kg) / Boy (m)?
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IV. YONTEMLER

A. Serum glukoz degerleri, Glukoz-Oksidaz Kolorimetrik yontemi kullanilarak
otoanaliz6rde tayin edilmigtir.

B. Glikozile hemoglobin degerleri, kolorimetrik ve kolon kromatografik
yontemler ile tayin edilmistir. |

1. Kolorimetrik yontem olarak Hemoglobine Glycosylee A,. Colorimetrik
Manual Method ySntemi kullamimigtir. Bu yontem, glikozile hemoglobinin 8-globin
zincirlerinin N-terminal kalmtisina baglh glikozun, zayif asidik ortamda kuvvetli 1s1
etkisi ile 5-HMF formuna déniismesi ve bu {riiniin 2-TBA ile verdigi rengin optik
dansitesinin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde
caliyma materyali olarak kullamilacak olan hemolizat, agagida belirtildigi sekilde
hazirlanmustir:

EDTA'’ It kan 6rnegi 1500 devirde 10 dakika santrifiije edildikten sonra plazma
kismu pipet yardimyla atilmustir. Kalan sekilli e‘lemanlardan 1 ml almarak 4 ml
distile suda hemoliz edilmis ve elde edilen hemolizat buzdolabinda (2-8°C) en ¢ok 7
glin olmak tizere saklanmugtir.

Kolorimetrik yéntemin teknigi: Analiz tiiptine 1.5 ml hemozilat, standart tiipline
1.5 5S-HMF c¢ozeltisi, kor tiipline ise 1.5 ml distile su konulduktan sonra her birine 0.25
ml ortofosforik asit ilave edilmigtir. Tiipler kaynar su banyosunda 30 dakika hidrolize
birakilmigtir.  Kaynar su banyosunun ¢ikanlan tiipler ¢esme suyunun altinda
sogutulmugtur. Her tiipe 0.5 ml triklorasetik asit reaktifi ilave edilerek, bu kansimiar
3500 devirde 5 dakika santriﬁij edilmistir. Her birinin siipernatantindan 1’ er ml analiz,
standart ve kor tiiplerine ahinarak {izerlerine 0.5 ml 2-tiobarbitiirik asﬁt renk reéktiﬁ
eklenmigtir. Tipler 40°C deki su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometrede 443 nm dalga boyunda kore karyi analiz ve standartin

absorbanslann  okunmustur. Asafidaki formile gbére % HbA, ~ degerleri

hesaplanmustir.
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O.D.Analiz 14
% HbA,, = X -
O.D.Standart THb (mmol/L)

Hesaplamada gerekli olan total hemoglobin degerleri, siyanamethemoglobin yontemiyle
hemolizatta Glgllmiistir.

2. Kolon Kromatografi yonteminde Helena G-Hb Quick Column 5344 kitinden
yararlamlmgtir. Bu yOntemdeki metod; katyon degistirici kromatografi metodudur.
Kolondaki negativ yiikli reginede Hb komponentleri tutulurken, HbA, siiziintiye
gegmekte ve spektrofotometrik okumadan sonra HbA,’ in total fraksiyona oranindan
% HbA, hesaplanmaktadir. ’

Bu yOntemde c¢aliyma materyeli olarak kullanilacak olan hemolizat, asagida
belirtildigi sekilde hazirlanmustir:

EDTA’ I kan 6rneginden 50 plt almp 200 ult hemozilat reagentinde hemoliz
edildikten sonra 30 dakika beklemeye birakimstir. EDTA’ L kan 6rnegi (+4°C)
buzdolabinda en ¢ok 5 giin saklanmustir.

Kolon Kromatografi yonteminin teknifi: Her analiz igin ayr ayn kullamlacak
olan kolonlarm agwzlan acilip, kolonda bulunan siipernatont regine igerigi pastor
pipeti yardimyla iyice kanstirlmistir. Kolonlar temiz tiiplere oturtulup, alt
kapaklar agilarak igeri§inin tiiplere bosalmasi saglanmistir.Bundan sonra kolonlar
bagka tiiplere alinarak iglerine, hazirlanan hemolizattan 50 ult pipetlenmistir. 2 dakika
beklemeden sonra kolonlarm iclerine 4’ er ml developer reagenti konmustur. Kolondan
gegirilme iglemi tamamlandiktan sonra elde edilen siiziintiiniin optik dansitesi 415 nm’
de spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir.

Asafidaki formiilden yararlanilarak % HbA, hesaplanmustir.

O.D.Analiz

= % HbA,
O.D.THbxS

Hesaplamada gerekli olan total hemoglobin degerleri su sekilde tespit edilmigtir:
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Ttiplere 10’ ar cc distile su konulup, {izerlerine 25” er plt hemozilat pipetlendikten sonra
karigtiriip, bu kanigimlarin 5-10 dakika iginde optik dansiteleri 415 nm dalga
boyunda spektrofotometrede Glglilmigtir.

C. katozamin'degérleri kolorimetrik yontem ile tayin edilmistir. Bu yéﬁtem,
alkali ortamda fruktozaminlerin NBT” a kary indirgeyici bir rol oynama 6zelliklerine
dayanmaktadir. Deney temperatiiriinde formazan olusum orami, glikozillenmis
proteinlerin (fruktozaminlerin) konsantrasyonlarn ile orantili olmaktadir.

Bu yontemde ¢aligma materyali olarak serum kullaniimustir.

Kolorimetrik yontemin teknigi: Analiz tiiptine 100 ult serum, standart tiipiine 100
ult DMF ¢ozeltisi pipetlendikten sonra her birine 1’ er ml NBT ¢ozeltisi konulmugtur.,
Tiipler, 37°C deki su banyosuna birakildiktan sonra 10. ve 15. dakikalarda analiz ve
standartm optik dansiteleri spektrofotometrede 530 nm dalga boyunda distile suya
karst okunmustur. Sonuglar, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

A A

[mmol/L] = x Std konsantranyonu

A Asttl
A Atest - A2test F Altest

VAN Agtg = Aggrq - Atsta
D. Serbest Yag Asitlerinin degerleri Titrimetrik ve Kolorimetrik Yontemler ile
tayin edilmistir.

1. Titrasyon yOntemi olarak, Dole Metodunun Trout tarafindan modifiye edilen
yontemi kullamlmigtir. Yontem, ekstraksiyon ve titrasyon esasina dayanmaktadir.

Bu yontemde ¢ahgma materyeli olarak 5-6 ml heparinli kan alnip, santrifij
edildikten sonra ayrilan plazma kullamimustir. Analizler bekletilmeden cahgilmistir.
YoOntemin teknigi: |

Cah§mada kapakh tipler kullambp, analiz tiipine 1 ml plazma, standart

tiiptine 1 ml palmitik asit ¢Ozeltisi ve kor tiipiine 1 ml distile su konmustur. Her birine
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5 er ml ekstraksiyon kangmindan konulup, kapaklari iyice kapatilip
karigtirildiktan sonra 10 dakika beklemeye birakilmustir. Bu sire sonunda tiiplere
3’ er ml heptan ve 2 ser mi distile su ilave edilip 2 dakika daha beklenmistir. Temiz
tiiplere 3 ml {stte olugan berrak (heptan) fazdan almup, herbirine 1 ml titrasyon
karigimi pipetlenmistir. Titrasyon esnasinda karmgimdan kilcal pipet yardimiyla N,
gazi gecirilmigtir. Yesil-sar1 (limon kiifii veya yag yesili) renk gozleninceye dek
titrasyona devam edilip, her analiz igin sarfedilen NaOH miktar1 saptanmustir.
Asagidaki formiil yardimm ile sonuglar hesaplanmistir.

A-B/C-B = mEqL

A: Analiz i¢in sarfedilen NaOH miktarn (cc)

B: Kor igin sarfedilen NaOH miktar1 (cc)

C: Standart igin sarfedilen NaOH miktar (cc)

2. Kolorimetrik yontem olarak Haury’ nin yontemi kullamlmustir. Bu ydntem,
serumdaki serbest yag asitlerinin bakir nitrat ile klorbforrnda coziilebilen bakir tuzlar
haline ¢evrilmesi.ve kloroform ekstraksiyonundaki bakirin tayin edilmesiyle serumdaki
FFA ekivalanlarinm saptanmas: esasimna dayanmaktadir.

Bu y6ntemin teknigi: Analiz tiiptine 0.2 ml serum, standart tiipiine 2 ml palmitik
asit ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 3 ml kloroform konulmustur. Analiz ve standart tiiplerine
3’ er ml kloroform konulduktan sonra Cu(NOj;), ¢Ozeltisinden tiim tiiplere 1’ er ml
pipetlenmistir (Bakir nitrat ¢ozeltisi taze hazulanip, 9 kisim trietanolamin, 1 kisim
IN asetik asit, 10 kisim bakir nitrat geklinde kangtirmugtir). Tiplerin kapaklar:
kapatilip, 2 dakika calkalandiktan sonra 3-5 dakika santrifiij edilip, Ustteki yesil-mavi
1(151111 atitmigtir. Kalan kloroform fazindan 1.5 ml temiz tiiplere almp, lizerlerine
0.5 ml tiokarbomat soliisyonu konulup kangtirimistir. Oda temperatiiriinde 15
dakika bekletildikten sonra optik dahsiteler, 440 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak tayin edilmigtir. Renk, bir saat stabil kalabilmektedir. Sonuglar, A/Std x 25.6 =

% mg formiilii ile hesaplanmustur.
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E. Kolesterol 6l¢limii, Kolesterol-Oksidaz Kolorimetrik yontemi ile otoanalizérde
yapilmustir.

F. HDL-Kolesterol 6lglimi, Kolesterol-Oksidaz kolorimetrik y6ntemi ile
otoanalizérde yapilmugtir. Yontem; fosfotungustik asit ve magnezyum iyonlarindan
olusan bir ¢dzeltinin eklenmesi ile serumda mevcut silomikron, VLDL ve LDL’ lerin
¢oktiiriilmesi ve bunun santrifiigasyonunun ardindan siipernatantda kalan HDL’ nin

kolesterol igerifinin saptanmasi esasina dayanmaktadir.
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BULGULAR

Caliymamizin ilk bolimiinde; Glisemi diizeylerinin uzun siireli izlenmesinde
yararlamlan  Glikozile hemoglobin ve Fruktozamin 6lglim  y&ntemlerini
laboratuvarimiza uyarlamayr ve diger yOntemlerle kiyaslamayr amagladik. Bu
nedenle Tablo-1, 2, 3, 4 ve 5’ de belirtilen olgularda parametreleri kiyasladik. Ayrica
FFA (serbest yag asitleri) tayin yOntemlerinden olan kolorimetrik ve titrimetrik
yontemleri karsilagtirdik (Tablo-8).

L. Tablo-1, 2 ve 4 deki toplam 27 olgudaki Glukoz, Fruktozamin ve ayrica
Hidroksi metil furfurol (HMF) ve kolon kromatografi yontemleri ile Slgiilen glikozile
hemoglobin diizeyleri arasindaki iligkiyi arastirdik.

a. Aclik glukoz diizeyi ile fruktozamin diizeyleri arasmdaki korelasyon katsayisi
r=0.390, p<0.05 olarak bulundu.

b. Aclik glukoz diizeyi ile Hidroksimetilfurfurol yonteminden elde edilen
glikozile Hb diizeyleri arasindaki korelasyon katsayisi r=0.568, p<0.01 bulundu.

c. Aghk glukoz diizeyi ile kolon kromatografisi yontemiyle elde edilen glikozile
hemoglobin diizeyleri arasindaki korelasyon katsayis1 r=0.518, p<0.01 olarak bulundu.

d. Hidroksimetilfurfurol ve kolon kromatografi yontemlerinden yararlanilarak
tayin edilen glikozile hemoglobin diizeyleri arasindaki korelasyon katsayisi r=0.620,
p<0.001 bulundu.

¢. (Hidroksimetilfurfurol yontemi ile dlgiilen) glikozile hemoglobin diizeyleri ile
fruktozamin arasindaki korelasyon katsayis1 r=0.709, p<0.001 bulundu.

f. (Kolon kromatografi yontemi ile olgiilen) glikozile hemoglobin diizeyleri ile
fruktozamin arasindaki korelasyon katsayis1 r=0.905, p<0.001 olarak saptandu.

II. Tablo-1, 2 ve 3" deki toplam 27 olgudaki glukoz, fruktozamin ve
hidroksimetilfurfurol y6ntemi ile dl¢iilen glikozile hemoglobin diizeyleri arasinda iligkiyi

arastirdik.

a. Aghk glukoz diizeyi ile hidroksimetilfurfurol yéntemi’ kullanilarak Olgiilen
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glikozile hemoglobin diizeyleri arasindaki korelasyon katsayisi r=0.696, p<0.001
bulundu. -

b. Aglik glukoz diizeyi ile fruktozamin diizeyleri arasindaki korelasyon katsayisi
ise r=0.722, p<0.001 olarak saptandi.

c. Fruktozamin ve (HMF yontemi ile Olglilen) glikozile hemoglobin diizeyleri
arasmndaki korelasyon katsayisi r=0.544, p<0.01 bulundu.

[II. Tablo-1, 2, 4 ve 5’ de toplam 52 olgudaki hidroksimetilfurfurol (HMF) ve
kolon kromatografi yontemleri ile Gl¢iilen glikozile hemoglobin diizeyleri arasindaki
iliskiyi arastirdik. Korelasyon katsayis1 r=0.579, p<0.001 bulundu.

IV. Tablo-8" de toplam 15 olguda, serbest yag asitleri tayin yontemierinden olan
kolorimetrik ve titrimetrik yontemler arasindaki iligkiyi arastirdik. Korelasyon

katsayisi olarak; r=0.803, p<0.001 bulundu. Istatistiksel agidan bu korelasyon énemli
idi.

Tablo-1: Yontem gelistirmede yararianilan olgulara ait bulgular:

Vaka No AKS %mgr JoHDbA, . mmol/L
Fruktozamin
Kolon HMF

1 71 5.5 6.5 1.41

2 78 6.8 5.8 1.23

3 74 6.4 4.7 1.29

4 92 7.1 4.8 1.98

5 87 6.1 4.9 1.21
MV 80.40 6.380 5.340 1.424
SD 8.85 0.622 0.783 0.320
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Tablo-2: Yontem gelistirmede yararlanilan olgulara ait bulgular:

Vaka No AKS %mgr PoHDbA, . mmol/L
Fruktozamin
Kolon HMF
1 214 81 10.2 2.98
2 137 8.7 9.7 292
3 176 7.4 9.0 2.38
4 235 8.8 8.7 2.10
5 156 7.9 8.9 2.55
6 174 16.0 11.1 4.15
7 151 14.3 10.4 4,15
MV 177.6 10.17 9.714 3.033
SD 353 3.47 0.897 0.821

Tablo-3: Yontem gelistirmede yararlamlan olgulara ait bulgular:

Vaka No AKS % mgr HMF (% HbA, ) mmol/L
Fruktozamin

1 60 4.1 1.688
2 91 4.2 2.075
3 74 39 1.980
4 74 4.3 2.232
5 86 4.5 1.461
6 187 49 3.710

7 231 7.1 4.180"
8 158 4.5 3.710
9 284 9.9 3.94
10 95 5.0 2.86
11 90 6.1 1.61
12 93 6.2 1.94
13 129 7.0 2.02.
14 86 5.6 2.55
15 92 4.7 1.98
MV 122.0 5.497 2.530
SD 65.0 1.592 0.917
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Tablo-4: Yontem gelistirmede yararlanilan olgulara ait bulgular

Vaka No AKS % mgr % HbA,, mmol/L
Fruktozamin
Kolon HMF
1 174 16.0 9.19 4.150
2 151 14.3 9.42 4.150
3 92 7.1 4.82 1.982 .
4 87 6.1 4.96 1.211
5 71 5.5 6.50 1.410
6 214 8.1 9.20 1.980
7 156 9.0 8.90 2.550
8 137 8.7 9.70 1.920
9 78 6.8 5.80 1.230
10 74 6.4 4.70 1.290
11 121 94 5.20 1.980-
12 176 7.4 9.00 1.380
13 235 8.8 8.70 2.100
14 384 6.0 7.59 2.350
15 124 8.3 5.29 2.350
MV 151.6 8.527 7.266 2.136
SD 81.7 2.961 1.975 0.925
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Tablo-5: Yontem Gelistirmede yararlamilan olgulara ait bulgular

Vaka No % HbA, .
HMF Kolon K.
1 7.5 6.0
2 6.5 5.5
3 8.7 8.8
4 5.8 6.8
5 11.1 16.0
6 104 - 143
7 4.9 6.1
8 4.8 71
9 4.7 6.4
10 9.7 8.7
11 7.5 6.0
12 52 8.3
13 11.1 16.0
14 10.4 14.3
15 4.8 7.1
16 4.9 6.1
17 6.5 5.5
18 10.2 8.1
19 8.9 9.0
20 9.7 8.7
21 5.8 6.8
22 4.7 6.4
23 5.2 9.4
24 9.0 7.4
25 8.7 8.8
MV 7.483 8.544
2.317

1o
o

3.182
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Tablo-8: Serbest yag asitleri dl¢iim ydntemlerinin kargilagtirildigr olgulara ait

bulgular
Vaka NO Serbest Yag Asitleri
mEq/L Titrasyon % mg Kolorimetrik
Yontemi Yontem

1 7.5 5.5
2 8.5 6.1
3 9.4 9.7
4 8.7 5.5
5 8.3 6.2
6 12.8 7.9
7 189 10.4
8 20.8 11.9

9 23.6 . 14.4

| 10 203 227
11 15.2 11.4
12 8.0 7.4
13 19.3 154
14 14.2 11.1
15 10.6

8.6
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Tablo-9: Ac¢hk kan glukozu korelasyonlari.

(Tab.1,2,4) (n=27) r P
Fruktozamin 0.390 <0.05
GHb (HMF) 0.568 - <0.01
GHb (Kolon) 0.518 <0.01
(Tab.1,2,3) (n=27) r P
Fruktozamin 0.722 <0.001
GHb (HMF) 0.696 <0.001

Tablo-10: Fruktozamin korelasyonlari.

(Tab.1,2,4) (n=27) r p
GHb(HMF) 0.709 <0.001
GHb(Kolon) 0.905 <0.001

(Tab.1,2,3) (n=27) r p
- GHb(HMF) 0.544 <0.01

Tablo-11: Gliko-Hb 6l¢iim yontemlerinin korelasyonlari.

(Tab.1,2,4) (n=27)" r : p
HMF :
0.620 <0.001
Kolon
(Tab.1,2,4,5) (n=52)
HMF
0.579 <0.001

Kolon
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Tablo-12: Serbest yag asitleri dl¢iim yontemlerinin korelasyonu

(Tab.8) n=15 r p
Kolorimetrik
0.803 <0.001
“Titrimetrik

Tablo-13: Kolon kromatografi ile dlgiillen normal ve abnormal kontrol serumlarina
ait degerler

Normal (n=5) Abnormal (n=5)
Mean % 7.2 15.5
Range % 5.0-8.0 14.1-17.1

Calgymamizin ikinci bolimiinde de obez, nonobez olgulardaki glukoz
intoleransimt ve kardiovaskuler riski aragtirdik. Tablo-6 ve 7’ de 19 obez, 10 nonobez
olguda; aglik glukozu, 1. saat glukozu, glikozile hemoglobin (HMF ve Kolon
kromatografi yontemleri ile Olgiilen), fruktozamin, serbest yag asitleri (aglikta ve
tokluktaki) diizeyleri, T.Kol/HDL-Kol orani, BMI parametrelerini ve her parametrenin
birbirleriyle olan korelasyonlarim saptamaya galstik.

1. Aclik Kan Glukozu (Tablo-6 ve 7’ deki olgularda):

a. Aghik kan glukozu ve OGTT nin 1. saatindeki degerler: Obez grupta
aghiktaki glukoz degerleri % (92.89+12.89) mgr, kontrol grubundaki degerlerden %
(81.30+12.74) mg istatistiksel agidan anlamh derecede farkh bulunmad: (p>0.05).

OGTT’ nin birinci saatindeki glukoz degerleri obez grupta % (115.89+15.24) mg,
kontrol grubunda % (120.0£18.94) mg bulundu. Istatistiksel olarak bu iki grup arasinda
birinci saat glukoz diizeyleri bakimindan anlamh farklilik saptanmads (p>0.05j.

Obez grubun agliktaki glukoz degerler ile 1. saatteki glukoz degerlerindeki artig
farki ortalamalan yiizdesi % 23 olarak bulundu.
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Kontrol grubunda ise bu artiy farki ortalamalan yiizdesi % 39 olarak
hesaplandi.

b. Obez grupta aghk glukoz diizeyi ile glikozile hemoglobin (HMF yontemi ile
dlglilen) diizeyi arasindaki korelasyon katsayisi r=0.654, p<0.05 olarak bulundu.

Kontrol grubunda ise korelasyon katsayis1 1=0.794, p<0.05 olarak saptandi.

c. Obez gruptaki aghk kan glukozu diizeyi ile glikozile hemoglobin (Kolon
kromatografi yontemi ile Glgiilen) diizeyi arasindaki korelasyon katsayisi r=0.457,
p<0.05 olarak saptandi. Kontrol grubunda ise r=0.632, p<0.05 olarak bulundu.

d. Obez grupta aglik kan glukozu diizeyi ile fruktozamin diizeyi arasindaki
korelasyon katsayisi r=0.472, p<0.05, kontrol grubunda ise r=0.650, p<0.05 olarak
bulundu.

e. Obez grupta acghk kan glukozu diizeyi.ile T.Kol/HDL.Kol oram arasmdaki
korelasyon katsayis1 r=0.427, p>0.05, kontrol grubunda ise r=0.168, p>0.05 olarak
bulundu.

f. Obez grubun aglik kan glukozu ile BMI (viicut kitle indeksi) arasindaki
korelasyon katsayst r=0.236, p>0.05, kontrol grubunda ise r=0.354, p>0.05 bulundu.

Tablo-14: Achk kan glukozu korelasyonlan

Obez (n=19) Nonobez (n=10)
r p r | p
GHb (HMF) 0.654 <0.05 0.794 <0.05
GHb (Kolon) 0.457 <0.05 0.632 <0.05
F.amin 0.472 <0.05 0650 <0.05
T.Kol/HDL.Kol 0.427 >0.05 0.168 >0.05
BMI 0.236 >0.05 0.354 >0.05

2. Glikozile Hemoglobin (Tablo-6 ve 7’ deki olgularda)
a. Obez grupta glikozile hemoglobin diizeyleri (HMF yontemi ile dlgiilen) %
(4.575+0.686) kontrol grubundaki glikozile hemoglobin diizeylerinden % (5.583+0.585)
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anlamli derecede farkli bulunmadi (p>0.05).

b. Obez grupta glikozile herr-loglobin diizeyleri (Kolon kromatografi ile Slgiilen)
% (5.639+0.663), kontrol grubundaki glikozile hemoglobin diizeylerinden
%(5.320+0.842) istatistiksel olarak anlamh derecede farkh bulunmad: (p>0.05).

¢. Obez gruptaki gliko hemoglobin (HMF ve Kolon kromatografi ydntemleri ile
Olgiilen) diizeylerinin korelasyon katsayisi r=0.663, p<0.001 olarak bulundu.

d. Obez grupta glikozile hemoglobin (HMF y6ntemi ile Slgiilen) diizeyleri ile
fruktozamin diizeyleri arasindaki korelasyon katsayisi r=0.456, p<0.05, kontrol
grubunda ise bu deger r=0.655, p<0.05 bulundu.

e. Obez grupta glikozile hemoglobin (HMF yontemi ile dlgiilen) diizeyleri ile
serbest yag asitleri, T.Kol/HDL.Kol oram ve BMI arasmnda istatiksel agidan anlamh

bir iligki bulunamadi. Bu degerler agisindan kontrol grubunda da istatistiksel acidan

anlaml bir iligki bulunamadi.

Tablo-15: Glikozile Hb (HMF yontemi ile‘ Olgiilen) korelasyonlar1 -

Obez (n=19) Nonobez (n=10)
r P - p
GHb (Kolon) 0.663 <0.001 0.721 <0.01
F.amin 0.456 <0.05 0.655 <0.05
FFA v N.S. N.S.
T.Kol/HDL.Kol . N.S. N.S.
BMI N.S. N.S.

f. Obez gruptaki glikozile hemoglobin (Kolon kromatografi yontemi ile &lgiilen)
diizeyleri ile Fruktozamin diizeyleri araﬁindaki korelasyon katsayis1 r=0.459, p<0.05,
kontrol grubunda ise r=0.652, p<0.05 olarak bulundu.

g. Obez gruptaki glikozile hemoglobin (Kolon kromatografi yontemi ile dlgiilen)
diizeyleri ile serbest yag asitleri diizeyleri, T.Kol/HDL.Kol orami ve BMI degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki g6zlenmedi.
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Tablo-16: Glikozile Hb (Kolon kromatografi yontemi ile dlgiilen) korelasyonlar:

Obez (n=19)  Nonobez (n=10)
r p I p
Fruktozamin 0.459 <0.05 0.652 <0.05
FFA N.S. N.S.
T.Kol/HDL.Kol N.S. N.S.
BMI N.S. N.S.

3. Fruktozamin (Tablo-6 ve 7° deki olgularda

a. Obez grubun fruktozamin degerleri (1.8627+0.2834) mmolL™}, kontrol
grubundaki degerlerden (2.6560+0.2239) mmol.L! anlaml derecede disiik bulundu
(p<0.01).

b. Obez grubun fruktozamin degerleri ile serbest yag asitleri diizeyi,
T.Kol/HDIL.Kol oram ve BMI degerleri arasinda istatistiksel olarak negatif bir iligki
saptandi. Kontrol grubunda iSe fruktozamin degerleri ile serbest yag asitleri diizeyi
TKol/HDL.Kol orani arasinda negatif bir iliski gozlenirken, BMI degerleri arasinda
istatistiksel olarak pozitif iliski saptandi (r=0.437, p>0.05). Ancak bu pozitiflik
istatistiksel agidan yeterli diizeyde bulunamadi. |

4. Serbest Yag Asitleri (Tablo-6 ve 7’ deki olgularda)

a. Obez hastalarda aclhiktaki FFA degerleri (1.1442+0.3437) mmol.L"!, kontrol
grubundaki degerlerden (1.333+0.374) mmol. L' istatistiksel olarak anlamh derecede
farkli bulunmad: (p>0.05). .

b. Obez grublin OGTT nin birinci saatindeki FFA degerleri (0.709910.3743)
mmol.L! ile kontrol grubunun degerleri (0.7740+0.2749) mmol.L™! arasmda anlamh
fark saptanmadi (p>0.05). | | |

c. Achktaki FFA degerleri ile tokluktaki FFA degerleri arasmda; obez
hastalarda (r=0.545, p<0.05) ve kontrol grubunda (r=0.614, p<0.05) pozitif korelasyon
goézlendi. Her iki grupta da agliktaki FFA degerleri, tokluktaki FFA degerlerinden
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anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05).

d. Obezlerde aclik glukozu ve aghk FFA degerleri ile OGTT’ nin 1. saatindeki
glukoz ve FFA degerleri arasinda negatif bir ili§ld saptand1 (r=-0.356, r=-0.197).

Kontrol grubunda da bu degerler agisindan istatistiksel olarak negatif iligki
gozlendi (r=-0.242, r=-0.095).

e. Obez grupta serbest yag§ asitleri degerleri ile TKol/HDL.Kol oram arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmadi (r=0.221 p>0.05). Kontrol grubunda ise
bu deger r=0.593, p>0.05 bulundu. '

f. Obez grupta FFA degerleri ile BMI degerleri arasindaki iligki istatistiksel
olarak anlamli bulundu (r=0.607 p<0.01). Kontrol grubunda ise anlamh bir iligki

saptanamadi.
Tablo-17: FFA Korelasyonlari.
Obez (n=19) nonobez (n=10)
L P I P
TKo/HDLKol  NS. 0.593 >0.05
BMI 0.607 <0.01 NS

5. T.Kol/HDI..Kol (Tablo-6 ve 7" deki olgularda):

a. Obez grupta T.Kol/HDL.Kol degerleri (4.167+1.231), kontrol grubundaki
degerlerden (3.110+0.731) anlaml derecede yiiksek bulundu (p<0.05).

b. Obez grupta TKol/HDL.Kol oram ile BMI degerleri arasindaki korelasyon
Onemli bulundu (r=0.546, p<0.001). Kontrol grubunda ise anlamh bir iligki

saptanmadi.



Tablo-18: TKol/HDL.Kol Korelasyon

Obez (n=19)

nonobez (n=10)

T

p

1%

BMI

0.546

<0.01

NS




Hemoglobin degerleri



Serum Fruktozamini {(mmol/L)
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Grafik-3: Obez grupta BMI ile serum fruktozamin konsantrasyonu arasindaki iligki
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Grafik-5: Obez ve nonobez ¢aligma gruplarinda glukoza kars1 serbest yag
asitlerinin yaniti
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TARTISMA ve SONUC

LYONTEM TARTISMASI

Giinlimiize dek, hemoglobinin nonenzimatik glikozilasyonu sonucu olusan
glikozile hemoglobin dilizeyleri, klinisyenler tarafindan diabetiklerin metabolik
kontroliinde gercek bir biyolojik gosterge olarak kabul edilmistir. Son yillarda
proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonu sonucu olusan fruktozamin (glikozile protein)
diizey Olglimleri de bu alanda klinik 6nem kazanmistir.

Yakin zamanda obezlerin diabete yatkinhfi gdz Oniine almarak, obezite de
glikozile hemoglobin ve fruktozamin O&l¢limlerinin klinik 6neminin olup olmadif
aragtirilmaya baglanmigtir.

Daha 6nceleri metafaolik olarak inert oldugu diisiiniilen adipoz dokunun
giniimiizde viicuttaki en aktif dokulardan birisi oldugu ve insiilin aktivitesi ile
karbonhidrat-lipid etkilegiminin buradé gergeklestigi - anlagilmigtir. Adipoz doku
kitlesinin fazlahginda yani obezite de glukoz intolerans: olustugu, glukozun serbest
yag asitlerine yamtimin degistigi dikkati ¢ekmuistir.

Gahsmamizda bu bilgiler 1gifinda obez nondiabetik ve nonobez-nondiabetik
olgularda glukoz tolerans testleri, glikozile hemoglobin, fruktozamin, serbest yag asitleri
yatu sira TKol/HDL-Kol oraniart da arastinlmigtir. Glikozile hemoglobin ve serbest
yag asitleri Olglimlerinde farkhi yOntemler kullamlérak birbirleriyle kiyaslama
yapilmistir.

Bircok klinisyen tarafindan analizi istenen glikozile hemoglobin diizeylerini
tlgmek amaciyla yapilan caligmalarda degisik yontemler kullanilmustir.

Mortensen ve ark. isoelektrik fucosing yontemi ile labil glikozile fraksiyonun
anoda yakin olarak zayif bir band halinde hemoglobin A,. bandma dogru
uzandigim bildirmiglerdir. Bircok arastirici HbA, .’ nin hatali- kantitasyonuna yol

acabilecek bu labil fraksiyonun eritrositlerin serum fizyolojik ile bir siire
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inkiibasyonundan sonra elimine edilebilecegini gostermiglerdir (44).

Yiiksek basingh likid kromatografi yéntemi kullamlarak yapilan cahgmalarda
eger hemolizatta HbF, HbS veya difer degisik hemoglobinler var ise HbA
fraksiyonunun tam olarak aynlamadigi ve dolayisiyla sonuglarin  dogru
degerlendirilemedigi bildirilmistir (23). Bu nedenle gebelik esnasinda gézlenen yiiksek
HbA,, dizeyleri, kromatografik ayrimda HbF’ nin HbA,  ile birlikte hatal
degerlendirilmesine neden olabilir (23).

Mary Ellen King vyaymladifi cahsmada glikozile hemoglobinin' Olgiim
metodlarim ve her bir metod ile 6lgiilebilen glikohemoglobin tiplerini bildirmistir (33).
Kolorimetrik mini kolon metoduyla affinite kromatografisi uygulandifinda ayrilan
hemoglobin kompanentinin, A; + Non-A, glikohemoglobin oldugunu gézlemigﬁr.
Elektroforez metoduyla yiik ayrimlarma gore ve minikolon metoduyla ion-degigsim
kromatografisi yapidifinda aynlan komponentin A; + Labil A o'ldugunu
bildirmigtir. Yiiksek performansli likid kromatografisi metoduyla iyon degisim
kromatografisi yapildifinda ise ayrilan glikohemoglobin komponentinin A, + Labil
A, oldugunu One stirmiigtiir. Ayrica bu yontemlerin referans dagilimlanmin farkl
oldugunu belirtmistir (33).

Birgok aragtirmaci metodolojiler arasindaki farkhiliklar nedeniyle referans
dagihmlanmin  farkh oldugunu ve bunun standardizasyon islemleri yapilarak
giderilebilecegini 6ne stirmiiglerdir (33, 55).

Son zamanlarda hem glikozile Hb hem de plazma proteinlerinin Sl¢imiinde
affinite kromatografisi uygulanmaktadir (19). Affinite kromatografi yontemi boronik
asidin  HbA, gibi glukozla degisime ugramg cis-glikolleriyle etkilesimine
dayanmaktadir. Bu teknifin sensitiv, kesin, pH ve 1s1 degisikliklerine direngli hayvan
tirleriyle yapilan galiymalara kolayca uygulanabilecek Szellikte oldugu 6ne siiriilmiigtiir
(19). Hayvanlardaki hemoglobin heterojenliginin insaninkine benzemesinden dolay: bu

yontem, hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢aliymalara rahathkla uygulanabilmistir.
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B.J.Gould ve ark. diabetli ve istenmeyen hipoglisemili hayvan modellerinde
glikozile hemoglobin ve glikozile plazma proteinleri, affinite krofnatografisi yontemiyle
dlgmiiglerdir. Glikozile hemoglobinleri yiiksek bulmuglardir (19).

Somani ve ark. affinite kromatografisinin NBT” un ve baska bir ¢aliimada da
TBA’ in kullamidin kolorimetrik yontemler ile iyi korelasyon g6sterdigini
bulmuglardir (60).

Dennis C. Klenk ve ark. affinite kromatografisiniy TBA’ in kullanildig
kolorimetrik, iyon-degiy tokus kromatografisi, HPLC yOntemleriyle kiyaslamglardir.
Affinite kromatografi yonteminin hizli, basit, kesin ve sensitiv oimasiyla giiniimiizde
kullamilan birgok yonteme alternatif olusturdugunu ileri siirmiiglerdir (36). |

Son aylarda Cully M. ve ark. HbA,/ vi Immiinotiirbidimetrik yontem ile
saptanmiglardir. Bu metodun kullammm  i¢in  oldukga uygun oldugunu
savunmaktadirlar. Ornek (EDTA’ L, heparinli veya kapiller kan) yeni bir hemoliz
reagenti ile hemoliz edilir. Bir klinik otoanalizére yer16:§tiﬁlir. Hb ve HbA, slglimii 10
dakika icinde % HbA; olarak yazdinhr. Yiksek antikor spesifiklifi ile diger
glikozillenmis Hb’ ler ve interferans yapan (HbF, Karbomoillenmis ve asetillenmis Hb’
ler) maddelerin interferansii Snleyerek HbA, . iceri§inin dogru olarak saptadigim
ileri stirmiiglerdir (12, 49).

Immiinotiirbidimetrik yontem bu &lgiim igin ¢ok yeni tamimlandigindan bu
y6ntem ile bircok laboratuvar g¢alhismalarimin yapilip, giinlimiize kadar kullanilan
diger yontemlerle korelasyonun incelenmesinin yerinde olacagi kamsindayiz. |

Bircok arastirmac: glikozile hemoglobin Sl¢iimiinde pekgok engel nedeniyle bu
hedefe ulasmanin giigliikleri oldugunu 6ne slirmiigler ve bunlan soyle siralamiglardir
(26, 36).

1. Labil fraksiyopa bagh olas1 bozukluklar ve baz1 yontemlerin 1s1 ve pH’ ya
asinn duyarhliklar: biiyiik hatalara yol agabilir.

2. Herkesin kullanabilecegi kabul edilebilir standartlarin bulunmamasi,
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laboratuvarlar arasinda veya aym laboratuvarda sonuclarin kiyaslanmasini, yeni
yontemlerin degerlendirilmesini giiglestirmektedir.

3. Bu analiz icin tanumlanmig ¢ok sayidaki teknikler, glikozile hemoglobinlerin
aymi grubunu Slgmemekte ve olas: etkilegimlerinden ayni derecede etkilenmemektedir.

Bu bilgiler géz 6niine alinarak ¢aliymamizda glikozil hemoglobin diizeylerinin
Olciilmesinde iki ayrt yontem kullanildi. Ekonomik olmasi nedeniyle TBA’ in
kullanildi@n  kolorimetrik yontem az zaman ahct ve uygulamasimn kolaylifi
bakimmdan da kolon kromatografisi yontemleri kullanildi. Kolon metodunda Helena-
Gliko Hb Quick Column 5344 kitinden yararlamld.

Daha Once yapilan ¢aligmalar da glikozil Hb &l¢limlerinde interferans yapan
bazi maddelerin oldufu one sirilmistiir. HbF, Salisilat, Karbonat, Galaktoz ve lipemi
yanhs pozitif degerlere, eritrosit turnoverindeki bir artis, HbS ve HbC’ nin yanhg
negativ degere yol actig1 bildirilmistir -(33).

Bizim ¢aliymamizda da interferans yapan maddeler goz 6niinde bulundurularak
calisildi. Elde ettiimiz sonuglarin, daha Once bu konuda yaplan cabgmalarin
sonuclan ile uyumlu oldugu goérildi.

Fluckiger ve Winterhalter tarafindan gelistirilen kolorimetrik yontemin (17)
modifiye edilmis sekli olan bizim yontemimizde asid hidroliz basamaginda 100°C’ de
30 dakikalik bir inkiibasyon islemi uygulandi. Standefer ve ark. min yaptiklari bir
calismada asit ile hidroliz basamag 100°C’ de bes saat gibi uzun bir siire almaktadir
(62). TBA reaksiyon basamag ve difer iglemler diigtiniildiigiinde bu yontemin alti
saatten fazla zaman alacafy ortadadir. Subramaniam ve ark. nin kullandiklan
yontemde asid hidroliz basamag 100°C’ de 16 saat gibi ¢ok uzun bir zaman
gerektirmektedir (61). Saibene ve ark. hidroliz iglemini 100°C’ de 60 dakika (53), Nayak
ve ark. 100°C’ de 4 saat gibi bir stire igersinde tamamlarmglardir (45). Ancak hidroliz
sliresinin bu derece uzun tutulmasi kuvvetli bir hidrolize ve dolayisiyla hidroliz:

asamasmda olusan 5-HMF yikimini artnraeaémdan biz ¢ahsmamizda hidroliz
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agamasmin daha kisa tutuldugu Fluckiger ve Winterhalter’ in modifiye kolorimetrik
yontemini tercih ettik. '

Aragtirma konumuz Oncelikle yontem gelistirme ve bu yOntemi rutin klinik
caligmalar da kullanma amacim giittiifinden hasta grubunu segerken bireylerin
klinik ayrintilar1 fazla g6z Oniinde bulundurulmadi. Ancak son yillarda ob\ezite
konusunun 6nem -kazanmas: dikkatimizi ¢ektigi igin ¢aliymamizin ikinci bélimiinde
obez-nondiabetik ve nonobez-nondiabetik olgular segildi.

Tiobarbitiirik asitin (TBA) kullamldi§i kolorimetrik yontem ile olgularn
glikozile hemoglobin diizeyleri 6lglildiikten sonra koion kromatografi yontemi ile
kargilagtirildi. Kolon kromatografi ydntemi tampon soliisyonun iyonik gﬁcﬁnde ve pH’
inda ortam 1sisinda olabilecek kiigiik degismelerden, interferans yapan maddelereden
¢ok etkilendigi igin bu etkenler g6z Oniinde bulundurularak g¢alisildi.

| - Kolon kromatografi yonteminin islerli§i ise normal, abnormal kontrol serumlari
gahisilarak kontrol édildi. Kontrol serumlarmin her ikisinden beser érnek hazirlanip,
kromatografi yapildi. Buldugumuz degerlerin literatiirdeki degerler ile uyumlu oldugu
gozlendi (66). Rena R. Wing ve arkadaglari kolon kromatografi yontemi ile ‘glikozile
hemoglobinlerin diigiik, orta, yiiksek kontrol serumlarmi 22°C’ de calsmislar ve
sonuglar1 uyumlu bulmuglardir (66).

Cahsmamizda glikozile hemoglobin Sl¢iimleri igih kullandigmmiz iki y&ntemin
sonuglari kargilagtinidiyinda aralarinda iyi bir korelasyon oldugu g&zlenmistir
(Table-11, 15). Kolon kromagograﬁ yonteminin kolorimetrik yonteme gore daha kolay
uygulanabilir oldugu ve daha kisa siirede sonuglandi: dikkatimizi gekmi§tif. Ancak
klinik rutin cabgmalar igin ekonomik olmadifi gergegi gozlenmistir. Elimizdeki
kaynaklarda bu kromatografik yonteminin kullanimimn yaygin olmasi yam sira rutin
kullamimlar igin pahali bir test oldugu belirtilmektedir. Buna kargin TBA’ nmn
kullanildih kolorimetrik yontem ¢ok daha ucuz olmasi ve ayrica kolon kromatograﬁ

yontemi ile iyi bir korelasyon gdstermesi nedeniyle rutin laboratuvar ¢aligmalarda tercih
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edilmistir. Ayrica giiniimiizde hemen hemen biitiin klinik rutin ¢ahgmalar otomatik
cihazlar ile yapilmaktadir. Yapilan arastirmalarda kullanilan ydntemlerin otomatik
analize uygulanabilir olmasi gerektigi dikkati ¢ekmistir. Yakin zamanda Somani ve ark.
HbA,> i Olgmek i¢in asetonla Hem’i ayrigtirip bu yodntemi otomatik analize
uygulayabilmeyi tasarlamuglardir (26, 60). R.P. Hill bu yontemi modifiye ederek,
glikozile hemoglobin ile NBT arasindaki tepkimeyi incelemistir. Otomatik analiz aygit1
i¢in optimum hale getirilmig ve yeniden formiile edilmig bir miyar tammlanmugtir (26).

Kaynak incelemelerimizde glikozile hemoglobin &l¢iimii i¢in birgok ydntem ve
bu yontemlerin avantajlarindan bahsedildigi gézlenmistir. Ancak kolorimetrik yontem
diginda  otomatik analize uyarlanabilir yontemlere rastlanmamugtir. Bdylece
kolorimetrik yontemin bir tstfinliifiiniin de otomatik analize uyarlanabilir oldugudur.
Bu nedenle kalorimetrik yontemin kullamildi§i daha ileri ¢ahgmalarin yapimasi
gerektigi diisiincesindeyiz. -

FRUKTOZAMIN:

Dolagimdaki glikozile hémoglobin (HbA, ) dizeylerinin l¢iim, stabil glisemiyi
degerlendirmek igin objektif bir test olup, diabetin erken tamsinda yararh oln.laktadlr.

Son zamanlarda kisa siireli glisemi kontrolde kullamigh, sagaltimdaki ani
degisikliklere duyarh bir parametre ve bunun 6l¢limii i¢inde ucuz, az zaman alan, basit
bir kolorimetrik yontem tanimlanmistir. Johnson tarafindan tanimlanan bu ydntem,
serum glikozil proteinlerinin 6l¢iildiigli Fruktozamin testidir (8). Fruktozamin degerleri
postprandial glisemiden ¢ok az etkilenip, temel olarak bazal veya aghk
konsantrasyonunu yansitmaktadir. Diabetik kontroldeki sapmalar: belirlemede yiiksek
duyarhiliga ve 2-3 haftalik bir yar1 dmre sahip olmas: fruktozamine ¢ok dnemli klinik
Ozellikler katmaktadir (3, 8, 30). |

Elimizdeki kaynaklara gére Fruktozaminin 6l¢iildigi ¢aliymalarin pek ¢ogunda
standart madde olarak DMF’ un, renk reaktifi olarak da NBT’ un kullanildig:

kolorimetrik y6ntem uygulanmustir. Aynca bir ¢ok arastirmaci bu ydntemi otomatik
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analiz cihazlarina uyarlyabilmek icin ¢aliymalar yapmislardir. Bizim g¢aligmamizda
da aym kolorimetrik yontem kullanildi ve klinik rutin galigmalar igin
laboratuvarimiza uyarlanmaya calsildi. Calismamizin itk béliimiinde bu amac
giittiigimiizden hasta grubunu secerken bireylerin klinik ayrntilan {zerinde
durulmadi. Ancak ¢ahsmamizin diger boélimiinde obez nondiabetik olgular hasta
grubu, nonobez nondiabetik olgularda kontrol grubu olarak segildi. |

Johnson ve ark. ilk deneylerini oda sicakliginda ve alkali pH’ da gerceklestirip,
DMF’ un baz tetrazolizm tuzlanim indirgeme yetenegin de oldugunu g6zlemislerdir
(30). Test ettikleri maddeler arasinda DMF’ nin en ¢ok NBT’ a karg: reaktif oldugunu
vurgulanmugtir. Bu indirgeme olaymm ise pH, sicakhk ve NBT konsantrasyonuna
baglamglardir. 30°C ve pH 10 veya asafisnda hemen hemen hi¢ bir tepkime
olmadigimi, pH 11-13 arabmin {izerinde aktivitede biiyllk bir artiy oldugunu
gozlemislerdir. Sicakhk ve NBT konsantrasyonu arttifinda tepkimenin giddetli
gerceklestigini izlemiglerdir. Bu arastirmacilar albuminin yiiksek konsantrasyonda her
bakimdan DMF’ a benzer bigimde reaksiyon gosterdigini, sadece pH 13’ de
tepkimenin bifazik olarak gergeklestigini saptamiglardir. DMF’ da gériilmeyen erken
bir hizli fazm ardindan uzamu ikinci bir faz geldigini, bu fazm 30 dakika sonunda
hala tamamlanmadigim go6zlemiglerdir. Ortama p-kloromerkiiribenzoat ve N-
etilmaleimidin eklendiginde bu fazm bozuldugunu gé’)zledikten sonra hizh fazin
proteinin -SH gruplarindan ileri geldigini digiinmislerdir. Yavag fazda belirli bir
sonlanma noktasin bulunmamasinm karektetistik bir 6zellik oldugunu séylemislerdir
(30). Glukozun pH 11’ in iizerinde NBT’ da anlamh bir indirgemeye neden oldugunu,
pH 10.5-11.0 arasinda bu etkinin ortadan kalktifim gézlemislerdir (30).

Johnson ve ark. NBT kullanilarak serum fruktozaminini Slgerken, S ve 20
dakikalar arasinda birbirini izleyen 5 dakikabk siireler icinde 530 nm deki emilim
degigimlerini izlemislerdir. NBT indirgemesinin DMF konsantrasyonu ile dogrusallik
gosterdigini gozlenmislerdir. Bu dogrusalligin 8 mmol DMF/L’ ye kadar korundugunu
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izlemiglerdir. 5 ve 10. dakikalarda elde edilen degerler 10 ve 15. dakikalardakinden
anlamh bicimde daha yiiksek Glglilmiis ve 15-20 dk. da daha bilyiikk degisimler
olmamigtir. Baglangigtaki yiksek degerlerin Gzgiil olmayan indirgeyicilerden
kaynakland1§1’kabul edilip, fruktozamin Olglimiinii 37°C’ de en azindan 10 dakika
geginceye kadar enelemi§lerdir (30). ‘

Bizim ¢aliymamizda standart madde olarak kullamilan DMF konsantrasyonu
8 mmol/L idi. 10 ve 15. dakikalarda 530 nm dalga boyunda optik dansiteler kaydedildi.
15. dakikadaki olgiimler 10. dakikadaki degerlerden anlamh derecede yliksek Bulundu.
Inkiibasyon 37°C’ de su banyosunda gergeklestirildi. Bazi aragtrmacilar serum
fruktozamin konsantrasyonunun protein konsantrasyonundan etkilendigini 6ne siirerek
sonuglarda albumin veya serum protein konsantrasyonu igin bir diizeltme yapilmasi
gerektigini ileri siirmiiglerdir. Baz1 arastirmacilar serum albumin konsantrasyonunun
% 3 gr' m altina distigli durumlarda fruktozamin degerlerinin beklenenden daha
diigiik oldugunu gozlemiglerdir. Bu nedenle serum fruktozamin konsantrasyonunun
serum protein konsantrasyonundan etkilendigini 6ne stirerek sonuglarda serum protein
ve albumin degerlerine gére bir diizeltme yapilmas: gerektigini ileri stirmiislerdir (30,

31, 38). )

| Bazi' aragtirmacilarda bdyle bir diizeltme yapidifinda normal ve diabetik
serumlar arasmdaki ayrimm daha belirsiz hale geldigini gdrmiiglerdir (30). Buna
dayanarak fruktozamin sonuglarimizda albumin veya protein konsantrasyonu igin bir
diizeltme  yapilmamugtir. Ancak, hemoliz, -iirik asit, lipemi, bilirubin,
hipertrigliserideminin interferans yaparak fruktozamin konsantrasyonunu etkilemekte
oldugu; Ozellikle yontemin otoanalizére uyarlanh:asx durumunda irikaz kullamlarak
interferansin Onlenebilecegi bildifilmi§tir (8, 52, 57). Davit Lloyd ve ark. albumin
konsantrasyonu 35-53 gr/L. oldugunda interferans yapmadigim saptamuslardir (39).
Baz literatiirlere gbre fruktozamin Ol¢iimiiniin yapilacagi serum ornekleri 7 giin

+4°C’ de (31), 45 giin -20°C’ de (38), 4 ay -20°C’ de (39) saklanabilmektedir.
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Literatiirlerin bdyle bildirmesine ragmen bizim ¢aligmamizda serum Ornekleri aymi
giin ¢ahsildi.

Mainwaring Burton ve ark. glikozile proteinlerin Olgiimii igin kullamlan
kolorimetrik y6ntemde standart olarak DMF’ un kullanildifi ancak bu materyelin
eldesinin zor oldugunu bu nedenle alternatif olarak DMF yerine glikozile polizinin
kullanilabilecegini Snermiglerdir (38). |

Erwin D. Schleicher ve ark. (C14) glukozla in vitro glikozillenmis albumin ve
polilizin Grneklerini kullanip ikinci bir serum protein standarti elde etmiglerdir.
Standart madde olarak S-amino fruktozlizin’ i ve diger isaretli albumini kullanarak
6lgiim yaptiklarinda sonuglarin birbiriyle iyi bir uyum gésterdigini bildirmiglerdir (55).

Joachim Siedel ve ark. fruktozamini otoanalizérde ve HPLC yontemleriyle
6lgmiiglerdir. Sonuglarm birbiriyle ¢ok iyi korelasyon oldugunu bulmuglardir (57).

Davit Lloyd ve ark. serum proteinlerinin kolorimetrisini santrifiijsel analiz aygiti
ile Olgmiislerdir. Bu y6ntem ile fruktozamin Ol¢limiinlin oldukg¢a duyarli ve basit
oldugunu tanimlamiglardir. Yine bu arastirmacilar otoanalizérde kalibrasyon,
Linearite, Recovre, Precision, Referans intervallerini sonuglandlrm1§1ard1r (39). h

Mainwaring Burton ve ark. glikozillenmis albumini affinite kromatografisi ve RIA
-ile (38), Erwin D. Schleicher ve ark. furozin/HPLC yontemiyle dlgmislerdir (55).

Kaynak aragtirmalarimiza gére fruktozamin -6l¢lim yontemi olarak genellikle
NBT un kullamildigi kolorimetrik yoéntem Onerilmektedir. Bu yontemin diigik
maliyetli, hassas, basit olmasi yam$1ra otomaﬁk, analize uyarlanabilir olmastyla da
digerlerinden iistiin oldufu kansindayiz. Giinéimiizde diabet kliniklerinde rutin olarak
fruktozamin 6Igﬁmlerinin yapildifn laboratuvarlarin (30) oldugu ve obesite de klinik
dneminin ara§tirlld1g1 bu denli 6nemli bir parainetrenin Sl¢iimiinde yeni yontemlerin
u‘yarlanabilmési igin ileri cahismalarin yapﬂmém gerektigi kanisindayiz.

FFA (SERBEST YAG ASITLERI):

Giiniimiizde = klinik ¢ahgmalarda glukoz intoleransi agismndan glikozile
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hemoglobin ve fruktozamin Onemli birer biyolojik gostergedir. Ancak glukoz
intoleransimin erken evrelerinde bu testler, tam koydumada yeterli olamayinca,
glukoza kargi serbest yag asitlerinin yamiti intolerans agisindan ¢ok daha yararli
olmaktadir.

Galiymamizda serbest ya§ asitlerinin diizeyi iki ayrnt yontem ile Olgiildi.
Oncelikle, Titrimetrik ve Kolorimetrik yéntemleri kargilagtirmay: amagladigimiz igin
olgulanin segiminde klinik ayrmtilar tizerinde durulmadi. Calgmamizin ikinci
boliimiinde obez-nondiabetik ve nonobez-nondiabetik olgularda serbest yag asitleri
diizeyi leiildii. "

Plazma FFA’ nin diizeyini Slgebilmek i¢in Dole Metodunun Trout tarafindan
modifiye edilen yontemi Titrimetrik yontem olarak segildi. Standart madde palmitik asit,
indikatér Thymol blé ve titrasyon alkalisi olarak da sodyum hidroksit kullanildz.
Sonuglar sarfedilen NaOH miktarm tespit etmekle hesaplanabildi. Titrasyonunu sona
erdigini ortammun, nil yesiline veya yag yesiline dondiigiinii an olarak belirlendi (27).
Kolorimetrik yontem olarak da Haury’ nin yontemi secildi. Bu yontemde de standart
olarak palmitik asit kullamldi. Serumdaki serbest yag asitleri Cu(NOy), ile kloroform
da coOzilebilen bakir tuzlari haline c¢evrilmektedir. Kloroform ekstratindaki bakir
tayini ile serumdaki FFA ekivalanlani tayin edilebilmektedir. Sonuglar
spektrofotometrik okumadan sonra hesapland: (21).

Iki farkh ydntemi birbiriyle kargillagtirmayr amagladifimiz  ¢aligmada,
Titrimetrik ve Kolorimetrik y6ntemih sonuglari bakimmdan ¢ok iyi bir korelasyonu
olduBu tespit edildi.

Titrimetrik yontemin zaman alici ve zahmetli olmas nedeniyle kolorimetrik
yontemi, bu yoénteme {stiin kilmaktadir. Elimizdeki kaynaklarda rutin klinik
laboratuvarlarda plazma FFA diizeylerinin Olgiimleri igin Haury ve Duncombe’ nin
kolorimetrik teknifinin hizh ve basit oldugu ileri siiriilmiistiir (15, 27). Bununla birlikte

titrimetik yGntemler zincir uzunluklarina bakmaksizin plazmadan ekstrakte edilen tiim
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FFA’ n 6lgerken, kolorimetrik y6ntemin Cm-Cls zincirli yag asitlerini daha hassas bir
sekilde ol¢tiigt ileri stirfilmdstiir (15, 27). Bu nedenlerle ¢aliymamizda kolorimetrik

yontemin kullamlmasmun daha yararli olacag kamsimna vardik.
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II. BULGU TARTISMASI

Obezite ile diabet arasinda siki bir iligki oldugu willardir bilinmektedir.
Obezite; diabetin ortaya gikmasini kolaylagtirmakta, obezite ortadan kalkinca diabet
gerilemektedir (56). Nondiabetik obezite durumunda kanda insiilin diizeylerinin
yiikselmesiyle birlikte cevresel dokularda glukoz kullamilmasmn giiglestigi, glikoz
toleransimuin ¢evresel dirence bagh olarak azaldifi kabul edilmektedir. Eriskin tip
diabetiklerin % 60 veya daha fazlasi obez olmaktadir (22). Diabet insidensi ile obezite
paralel gitmektedir (7). Vicut agirh§t % 10 fazla olanlarda diabet insidensi
normallerden 1.5 misli, % 20 fazlalikta 3.2 misli, % 25’ den fazla olanlarda ise 8.3 misli
bulunmusgtur. Viicut agurhfn % 25 ten fazla olan diabetiklerde Oliim, normal
agirhkta olan diabetiklerden 8 misli fazla oldugu 6ne siiriilmektedir (7).

Calismamizin hasta grubunu olusturan obezlerde aglik kan glukozu degerleri
ile nonobez kontrol grubundaki glukoz degerleri anlamhi farkhihk gGstermedi
(p>0.05). OGTT’ nin birinci saatindeki glukoz degerleri ile aglik glukozu arasindaki
signifikant farklilik, obezlerde ve nonobezlerde anlamli bulundu (p<0.05). Her iki
grupta birinci saat glukoz degerleri agisindan anlamh farkhilik gézli&emedik
(p>0.05). Ancak obez olgularda agliktaki glukoz degerleri ile birinci saattaki glukoz
degerlerindeki artiy farki ortalamalan yizdesi % 23 olarak bulundu. Kontrol
grubunda ise bu artiy farki ortalamalan yiizdesi % 39 olarak hesaplandi. Bu
bulgulannmiz obesitede glukoz intoleransimn olugtugu izlenimini birakmugtr.

Kissebach, iist veya alt viicut kisimlarinda obezite olanlarin oral glukoz
ylklenmesine, glukoza ve insiiline yamtlarimin farkli oldugunu bildirmistir (65). Yine
aym kigi obezite ile iligkili risk faktSrlerinin degerlendirilmesinde glukoz intoleransi,
hiperinsiilinizm, yliksek trigliserid konsantrasyonlari ve hipertansiyon parametrelerini
incelemis; bu degerlerin obez erkeklerde obez kadinlardan ¢ok daha fazla belirgin
oldugunu bildirmigtir (65).

Ohlson, abdominal viicut yag fazlahgimn glukoz intoleransina egilim
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yaratabildigini fakat daha bir¢ok mekanizmanmn var oldugunu belirtmistir (65).

Bir¢ok kaynakta kan glukoz diizeyleri ile glikozile l;emoglobin diizeyleri arasimnda
pozitif bir iligkinin oldugu bildirilmektedir. Bizim gabgmamizda da kolorimetrik ve
kolon kromatografik yéntemlerle Glgiilen glikozile hemoglobin diizeyleri ile aghk kan
glukozu dﬁze&leri arasinda boéyle anlamh bir iligki gozlenmistir (Tablo-9). Bu
bulgularimiz kan, glikozile hemoglobin diizeylerinin Ol¢limiiniin, glukoz intoleransimn
erken tamsinda yararli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bazi aragtirmacilar azalmug
glukoz toleransin saptanmasmda OGTT’ nin givenilir tek test oldugunu kabul
ederek, glikozile hemoglobin ve glikozile proteih diizeylerinin ancak OGTT’ ni
desteklemek amac ile kullamlabilecegini ileri siirmektedirler (1). Christiane Broussolle
ve ark. obezlerde yaptiklan gahgymada HbA, ve kan glukoz konsantrasyonunun
normal oldugunu izlemislerdir (8).

Elizabeth Barrett Connor ve ark. aghk kan glukozu ile glikozile hemoglobin
dlizeyleri arasmdaki korelasyonlann diabetik ve nondiabetiklerde arastirmuslardir.
Korelasyon katsayisim1 diabetik erkeklerde r=0.73, diabetik kadinlarda r=0.88,
nondiabetiklerde r=0.14 olarak bulmuslardir (p<0.01) (11). B.J. Gould ve ark. glukoz
diizeyleri ile glikozile hemoglobin diizeyleri arasindaki korelasyonu siganlarda r=0.90,
farelerde r=0.91 olarak bulmuslardir. Streptozotocin ile diabet baslattiklarinda
farelerin plazma glukozunun 2.5-3.4 kat, glikozile hemoglobinin 7.2-8.2 kat, viicut
afirhfimn . 1.5-1.9 kat arttifim gozlemislerdir. Bu ¢alijmanm sonuglarini 0., 2.,
8., 15. ve 22. ginlerde kaydetmislerdir. Glikozile hemoglobinlerin 8. giine 'dek
yikselmedigini gozlemiglerdir (19). "

Aghk kan glukozu ile kisa ve orta siireli glisemi diizeylerini yansittifn igin
metabolik kontroliin degerleﬁdirﬂmesinde yararh oldugu One siiriilen glikozile plazma
protein diizeyleri arasinda anlamh bir korelasyonun oldugu gozlendi (p<0.001).
Ayrica aglik kan glukozu ile fruktozamin arasindaki b&yle anlamh bir iligki obez ve
nonobez ¢alisma gruplarmmzda da izlendi (p<0.05). Aghk kan giukozu ile
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TKol/HDL-Kol oranlann ve BMI degerleri obez ve nonobez olgularda pozitif bir
korelasyon gostermesine ragmen bu pozitiflik istatist_iksel anlamda yeterli degidi
(p>0.05).

Birgok aragtirmaci glikozile hemoglobin diizeylerini farkli yontemler ile
Olgmiisler ve bu yOntemler arasindaki korelasyonlan gozlemislerdir. Bizim
cahsmamuzda glikozile hemoglobin diizeyleri kolorimetrik ve kol;m kromatografik
yontemlerle Slglildii ve bu iki yontem arasinda anlamh bir iligki gézlendi (p<0.001).
Bu anlamh korelasyon, ¢alismamizin her iki boéliimiindeki olgularda arastirilarak
izlendi. ‘ |

Dennis C. Klenk ve ark. glikozile hemoglobin Olciimi igin kolorimetrik, affinite
kromatografik ve ion degig-tokugu kromatografisi yontemlerini kullanmuslardir.
Kolorimetrik ve affinite kromatografik yéntemler arasindaki korelasyon katsayisi
r=0.97, ion degis-tokusu ve affinite kromatografisi yontemleri arasindaki korelasyon
katsayisim r=0.98 bulmuglardir. Bu yontemlerle olgiilen glikozile hemoglobinlerin
referans arabgmm % 5.3-7.3, ortalama % 6.36, SD % 0.55 oldufunu saptamislardir
(36).

Fluqkiger ve ark. HbA, , degerlerini kolorimetrik yontem ile dlgmiigler ve % 4-
6.5 olarak, GHb/THb oranmm ise <% 7.2'bulmu§lard1r (17). Rena R. Wing ve ark.
kolon kromatografi ile glikozile hemoglobinlerin normal kontrol scruméln 22°C’ de
calgip, ortalama olarak 6.5+0.5 bulmuglardr (66). Bizin; calismamizda glikozile
hemoglobinlerin normal ve abnormal kontrol serumlari kdlon kromatografi ile
galigildi. Normal kontrol serumlarinda glikozile hemoglobin diizeyi 26°C’ de % 5.0-
8.0, ortalama 7.2, abnormal kontrol serumda ise 26°C’ de %14.1;17.1, ortalama 15.5
bulundu. Sonuglarmmizin kaynaklarda belirtilen sonuglarla uyumlu oldugu tespit edildi.

A. Ardizz1 ve ark. glikozile hemoglobin diizeylerini DM’ lu obez deneklerde,
saglikli grupta ve glukoz toleransi normal obez kisilerde aragtirrmglardir. Anlamh
fark go6zlemislerdir (p<0.01). ‘Obez DM’ lu kigilerde anlamh derecede yiiksek
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bulunurken, digerleri arasinda pek fazla farkh bulunmamusgtir (1).

(Galiygmamizda obez ve nonobez deneklerde her iki yéntefn ile Olgtigimiiz
glikohemoglobin diizeyleri anlamlh farkhlik géstermedi (p>0.05).

Nondiabetik erigkinlerde temperatiir kontrollii kolon kromatografi yontemi ile
Olgiilen HbA, diizeyi % 4.5-8.5, elektroforez yontemi ile % 5.0-7.6, HPLC yOntemi ile
% 4.5-3.2, affinite kromatografi ile % 5.3-7.5, kolorimetrik (TBA) yontemde ise 10 mg
Hb igin 20-22 nmol arasinda bulunmustur (33). Bu aragtirmada kolon yOntemi ile
Olgillen % HbA, degerlerinin yaga bagh oldugunu, diger yontemler iginde bunun
gegerli olabilecegini, glikozile hemoglobinin cinsiyet ve irka ;bagh olmadigini
bildirmislerdir (33). Cahymamizda obez ve nonobez olgularda kolon ydntemiyle lgiilen
glikozile hemoglobin diizeyleri ile yas arasinda pozitif korelasyon izlendi. Ancak bu
pozitiflik istatistiksel acidan yeterli diizeyde degildi (p>0.05). Kolorimetrik yéntemi ile
Olgillen glikozile hemoglobin diizeylerinin anlamli bir korelasyonu olmadigim

gozledik.

4 Elizabeth Barret-Connor ve ark. glikozile hemoglobinin total kolesterol ve LDL-
Kol ile korale oldugunu, erkeklerde trigliserid ve VLDL-Kol ile korelasyon gosterdigini
izlemiglerdir. Glikozile hemoglobinin kadmn ve erkek de HDL-Kol ile iliski
gostermedigini 6ne siirmiglerdir. Lipid ve Lipoproteinler arttigimnda GHb (glikozile
hemoglobin)’ nin bu artistan etkilenmesi hem diabetik hem de nondiabetiklerde
iskemik kalp hastalifn riski ile iligkisi olabilecegi fikrini ortaya koydugunu
sOylemiglerdir (11).

Caliymamizda kolorimetrik (HMF) ve kolon kromatografik yontemlerle &lciilen
glikozile hemoglobin diizeylerinin TKol/HDL-Kol orani, BMI degerleri ve serbest yag
asitleri ile anlamli bir korelasyon gdstermedi. Bunun yam sira glikozile plazma
proteinleri (fruktozamin) ile korelasyonunun pozitif oldugu saptandi (p<0.05).

Hayes ve ark. glikozil hemoglobin diizeyleri ile trigliserid ve kolesterol arasidaki

iligkiyi inceleyen bir ¢aliymada trigliserid ile GHb arasinda kiigiik ancak anlamh iligki
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saptamuslar, kolesterol ile anlamli bir iligki bulamamuglardir (23).

L. Kennedy ve ark. in vitro olarak_glikozile homoglobinin degisken oksijen
satiirasyon egrilerine sahip oldugunu ve organik fosfatin allosterik etkilerine karsi
azalmug sensitivite gosterdigini 6ne stirmiiglerdir (35). HbA, ' nin primer glikozilasyon
yeri olan B zincir terminalindeki valin kalmtisi, aym zamanda Hb-Oksijen affinitesinin
fizyolojik regiilatdrii olan 2.3 DPG’ inda baglanma bdlgesi olmaktadir. Buna kargin
in viva olarak hemoglobinin diabetik hastalarda yiiksek oksijen affinitesine sahip oldugu
ve diabetik-normal popiilasyonlarda tiim viicut oksijen satiirasyon egrilerinin birbirine
esit bulundugu bu nedenle hemoglobin glikozilasyonunun herhangi bir patolojik
etkisinin olmadigim One stirmiiglerdir (14, 35).

Gabsmamizda kan glikozile hemoglobin diizeylerinin aglik kan glukozu ve
fruktozamin diizeyleriyle olan anlamli korelasyonu; glikozil hemoglobinin glisemi
dlizeylerinin = kontroliinde yararh  olabilecegi izlenimini birakmigtir. Baz
aragtirmacilar  glikozile hemoglobin Olgiimlerinin yam sira glikozile plazma
proteinlerinin Ol¢limiiniin de kisa siireli glisemik kontrolda yararh oldugunu &ne
sirmislerdir (3, 8, 9, 31, 58, 60).

Gahgmamizda glikozile plazma proteinlerinin  (fruktozamin) diizeyleri
kolorimetrik yontem ile Olgiildii. Kendi laboratuvar kosullanimizda elde ettiimiz
fruktozamin degerleri 1.86-2.65 mmol.L™! clarak bulundu.

Bazi aragtirmacilar fruktozamin Slgiimiinde kullamlan kolorimetrik yontemde
Linearite Limiti 8 mmol/lL olan DMF’ u standart olarak kullandiklarinda serum
fruktozamin normal degerlerini 2.0-2.8 mmolL™' olarak hesaplamuslardir (31, 38).
Johnson ve ark. fruktozamin Gl¢iimiinde standart madde olarak DMF kullandiklarinda
2.7 mmol/L, modifiye metot ile modifiye reagent kullandiklarinda 290 pmol/L olarak
Olgmiiglerdir. Bu iki metod arasinda fruktozamin degeri agisindan korelasyon
katsayisimi r=0.58 p<0.01 olarak elde etmiglerdir (30). Ayrica fruktozamin diizeylerini
5-10. dakilarda 2.35 mmol.L'l, 15. dakikada 2.10 mmol.L’l, 20. dakikada 2.07 mmol/L
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olarak oOlgmiiglerdir (30). B.L. Somani ve ark. normoglisemiklerde fruktozamin
degerlerini 1.42 mmol/l, diabetiklerde 2.26 mmol/L. bulmuglardir (60).

Davit Lloyd ve ark. nondiabetik kontrol grubunda, glukoz toleransi bozuianlarda,
tedavi edilmeyen diabetiklerde ve insiilin ile tedavi edilen diabetiklerde fruktozamin
diizeylerini Slgmislerdir. Tedavi edilmeyen diabetiklerde fruktozamin diizeylerinin
bilinmesiyle % 84’ iinii belirlemislerdir. % 8 inde yanhg bilgi verdifini gérmiislerdir
(39). Bir bagka c¢aliymada fruktozaminin tek bagna sadece % 70’ lik bir oranla
diabetik hastalari metabolik kontrolde dogru kategoriye koydugunu 6ne silirmiiglerdir.
Fruktozamin diizeylerinin diabetik hastalarda yiiksek bulunmasi, nondiabetiklere gbre
daha iyi tayin edilebilecegini gostermektedir (8).

A.B.Roberts 28-30 haftalik gébelikte' fruktozamin ile aghk kan glukozu arasinda
¢ok belirgin bir korelasyonun oldugunu, 36 haftalik gebelikte bu korelasyonun (r=0.29)
daha zayif hale geldigini izlemiglerdir. Bu ¢ahymada gestasyonel diabetin belirlenmesi
i¢in bir tarama testi olarak serum fruktozamini Gl¢menin yarah olabilecegini Gne
siirmiiglerdir (50).

B.J.Gould ve ark. diabetli ve hipoglisemili hayvan modellerinde glikoz ile
glikozile plazma proteinlerinin korelasyonunu aragtrmuglar ve iligkinin anlamh
oldugunu 6ne siirmiiglerdir (19). Bir baska calijmada serum fruktozamini ile aglik
kan glukozu korelasyonunu r=0.87 p<0.001 bulmuslardir (39). Roger N.Johnson ve
ark. diabetiklerin olusturdugu grupta fruktozamin konsantrasyonunu normallere gore
daha yiiksek bulmuglardir. Kii¢iik bir deger aralifinda yer alan normal érneklere gore
diabetiklerin degerlerinin daha geni§ bir dagilim gosterdifini g6zlemislerdir. Ayrica
fruktozamin ile aglik kan glukozu arasindaki korelasyonun (r=0.72) ok anlamh
oldugunu ileri siirmiiglerdir (30).

Plazma proteinlerinin glikozilasyonunun diabetik nefropati gelisiminde rolii
oldugu disiliniilmekte ancak kesin kanit bulunamamaktadir. Bu diigiince- ile 12 hafta

boyunca normal farelere non-enzimatik olarak glikozillenmis plazma proteinleri IV
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olarak enjekte edilmig ve glomeriiler bazal membran kalinlagmasi oldugu gézlenmistir
(35). Nefrodik sendromlu, agir hipoalbuminemililerde ve hemodillisyona bagli olarak
hamilelikte diiglik bulunan fruktozamin diizeyleri, hipotroidizmde yiiksek bulunmustur.
Bu durum serum albumin turnoverindeki bir azalma ile agiklanmaktadir. Diger yandan
hipertroidizmde albumin turnoverinin artmasi ise plazma konsantrasyonunda fneydana
gelen diisiisiin  fruktozamin konsantrasyonunda da bir diisiiy olusturdugunu
kanitlamuglardir (8, 35, 50, 52, 38).

Kaynak aragtirmalarimiza gore fruktozamin Ol¢limiiniin genellikle diabetik
alanda yogunlagtifi goriilmektedir. Ancak son yillarda obezitenin klinik Sneminin
artmasiyla birlikte obezitede fruktozamin Olglimlerinde Gnem kazanmaya bagladig
dikkatimizi ¢ekmistir.

Christiane Broussole ve ark. obezitede fruktozamin testini ve diabette post-
glisemik kontrollerin degerlendirilmesi ile ¢ikan sonuclan bildirmiglerdir (8).
Nondiabetik obezlerde fruktozamin diizeylerini, nondiabetik zayif kontrol grubun_dan.
O6nemli Ol¢iide diisiik bulmuslardir. Diabetik obezlerde de fruktozamin diizeylerini
nonobez diabetiklere gére diigiik oldugunu izlemiglerdir. Buna kargilk hem obez
diabetiklerde hem de. nonobez diabetiklerde daha yiksek fruktozamin diizeyleri
Slgmiglerdir (8). Bizim gahémamlzda fruktozamin diizeyleri - obez-nondiabetik
olgularda, nonobez-nondiabetik olgulara gore diisiik bulundu. Kaynaklara goére
obezlerdeki bu azalmanin kan sekeri ve protein konsantrasyonlan ile iligkili olmadig,
ancak protein turnoverinin arttif: diigiiniilmektedir (8). Ancak protein turnoverinin
arttigma dair bir kamt bulunmamaktadir. Son zamanlarda obez kigilerin serumda
fruktozamin olugumuna bir inhibitoriin etkisinin oldugu ileri siirtilméstiir. Bu olaymn
dogrudan glikasyon mekanizmasmdaki bir degisime baglh olabilecegi s6ylenmektedir
(58). In vitro c¢ahsmalarda C14-gli1koz ile glikasyon olusturuldugunda obez
nondiabetiklerde kontrol grubuna gére énemli bir diisis izlenmistir (8). Obez hastalarda

isaretlenmis glukozun proteinlere yapilasma hizinin (degigik glukoz
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konsantrasyonlarimn  varhifinda) ve fruktozamin formasyon hizinin azaldi
gozlenmistir. pH, 1s1, protein konsantrasyonu, glukoz konsantrasyonu, amino gruplari,
enkiibasyon siiresi gibi in vitro degigskenler nonenzimatik glikasyon miktarim tayin
ettigini bildirmislerdir (8).

Jan Skrha ve ark. serum fruktozamini ve sigmanhk konusunda yaptiklari
gahgmada ortalama fruktozamin konsantrasyonlarini obezlerde, obez olmayanlara
oranla ¢ok diigiik bulmuglardir (0.74+0.13° e karsi 0.95:+10 mmol.L'l).' Serum
fruktozamin konsantrasyonu ile BMI arasinda ters oranti saptamuglardir (S8).
Galismamizda obez olgularda fruktozamin konsantrasyonu ile BMI degerleri
arasmndaki iligkinin negatif oldugu bulundu.

A.Ardizz1 ve ark. fruktozamin diizeylerini DM’ lu obezlerde, glukoz tolerans:
normal ve bozuk obezlere gdére anlamli yiiksek bulundugunu bildirmiglerdir (1).
Saghkh kontrdl grubu ile diger iki grup obezlerde fark gozliyememislerdir (1).
Trigliserid diizeylerinin fruktozamin kons.da 0.01 mmol/L’ lik bir artig olugturabilecegi
One sitirtilmiistiir. Diger taraftan 0.11 mmol/L diigiirebilecegi de savunulmaktadir (8).

Sonug olarak fruktozamin kisa ve orta siireli glisemi diizeylerini yansitti$1 igin
metabolik kontroliin degerlendirilmesinde yararh olacagina inanmaktayiz. Kronolojik
olarak glisemi diizeyleri ile glikozile hemoglobin diizeyleri arasinda yer alabilecegini
diiginmekteyiz. Fruktozamin diizeyleri sismanlikta diigiik olarak tayin edilmektedir.
Obez hastalarda glisemik kontrol yorumlanirken, serum fruktozamin konsantrasyonlar
dikkate alinmas: gerekir kanisindayiz.

Glukoz intoleransi arastirmalarinda glukoz tolerans testleri, glikozile
hemoglobin, fruktozaminin yam sira serbest yag asitlerinin (FFA) glukoza yamtimn
aragtirtlmasi, tam agsindan 6nemli olmaktadir. Caliymamizda metabolik olaylarin
degerlendirilmesinde Snemli bir parametre olan FFA, titrimetrik ve kolorimetrik
yontemlerle dlgiildii. Bu iki ydntemin korelasyonu (r=0.803 p<0.001) ¢ok anlaml idi.

PJN. Howorth ve ark. bizim kullandiimiz Duncombe’ nin kolorimetrik
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yontemi ile yine yararlandigimizTrout’ un titrimetrik yontemini kullanarak nondiabetik
133 olguda plazma serbe;t yag asitleri diizeylerini Ol¢miiglerdir. Bu iki ySntemin
korelasyon kat sayisim r=0.833 bulmuslar ve iligkinin anlamli oldugunu ileri
stirmislerdir (27).

Caliymamizda serbest yag asitlerini iki farkli yontem ile ¢ahstiktan sonra obez
ve nonobez olgularda achkta ve tokluktaki diizeyleri 6lgiildi. Her iki grup olguda
aghk FFA diizeyleri tokluk FFA diizeylerinden anlamh derecede yiiksek bulundu
(p<0.05). Glukoz ile FFA degerleri arasmdaki korelasyon negativ bulundu. Kan
glukozu azalirken yﬁksek serbest yag asitleri, OGTT’ nin birinci saaﬁnde kan glukozu
artarken azalmi§ serbest yag asitleri diizeyleri 6l¢iildi. Obez olgularda aghkta FFA
konsantrasyonunun artmasi, toklukta azalmasi nonobez kontrol grubuna gére daha
yavag olmakta idi. Bu azalma, obez olgularda ortalama yiizdesi olarak % 43 bulunurken,
nonobez olgularda bu deger % 56 olarak hesaplanmstir. Bu bulgularimiz obezitenin
glukoz intoleransi yaiattlgl izlenimini birakmistir.

Galismamizda dikkatimizi ¢eken bir konuda obez olgularda serbest yag
asitlerinin viicut kitle indeksi (BMI) ile gok anlamhi bir korelasyon géstermesiydi
(r=0.607 p<0.01). Bu anlambh iliskiyi nonobez kontrol olgularimizda gézleyemedik.

Ayrica serbest yag asitleri diizeyleri ile TKol/HDL—Kol orami arasinda pozitif
korelasyon izlendi. Ancak obez ve nonobez olgulardaki bu olumlu liski istatistiksel
acidan yeterli diizeyde degildi. Obez olgularda TKol/HDL-Kol oram nonobez olgulara
gore anlamh yiiksek bulundu (p<0.05). Yine obezlerde TKol/HDL-Kol oram ile BMI
(viicut kitle indeksi) iligkisi anlamli iken (p<0.01) nonobez kontrol grubunda anlamh
bir korelasyon géstermedi. ‘

Obezitede glukoz intolerans: arastirmalarinda glukoz ve serbest yag asitlerinin
kargihkl iligkilerinde hormonlarn da etkili oldugu dikkati ¢ekmektedir. Ozellikle
insiilin yag dokusu ve kas gibi dokular i{izerinde glukoz almup-tutuluy hizim

arttirmaktadir. Serbest yag asitleride insiilin saliverilisine neden olan maddeler
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arasmda yer almaktadir. Glukagon hormonuda insiilin kadar 6nem tagimaktadir (13,
29, 46). Obezite de karbonhidrat ve lipid metabolizmalari incelenirken hormonal
yoniide igine alan ¢ok y6nli ve daha ileri klinik arastirmalar yapilmasinin, bunlarmn

laboratuvar ¢aligmalariyla belirlenmesinin yerinde olacag kanisindayiz.
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OZET

Gﬁ-nﬁmﬁzde klinik 6nemi gittikge artan, diabet ve kardiovaskiiler riske zemin
hazirlayan obezite bu c¢alisgmann konusu olarak secildi. Caliymaya 19 obez-
nondiabetik olgu hasta grubu olarak ve 10 nonobez-nondiabetik olgu da kontrol grubu
olarak alindi.

Aghk kan glukozu, OGTT yam sira diabetin metabolik kontroliiniin birer
gostergesi olarak glikozile hemoglobin (GHb) ve Fruktozamin diizeyleri 6lgiildii. Ayrica
diabetin erken tamisinda bu parametreleri destekledigi 6ne siriilen serbest yag asitleri,
TKol/HDL-Kol oranlanida arastirildi. Rutin analizler agisindan kullanilabilir en iyi
yontemi belirlemek amaciyla glikozile hemoglobin, fruktozamin ve serbest ya§ asitleri
Olgiimleri farkli yontemler kullamlarak, birbirleriyle kiyaslandi. Glikozile hemoglobin
Olgiimiinde kullamlan Kolorimetrik (HMF) ve Kolon Kromatografik yéntemler
birbirleriyle kargilagtiriidifinda, her ikisi arasmda olduk¢a anlamh bir korelasyon
saptandi (p<0.001). Ekonomik ve duyarli olmasi nedeniyle kolorimetrik yéntemin rutin
laboratuvar kullanimi agisindan en uygun y6ntem oldugu saptandi.

Serum fruktozamin diizeyleri 6l¢iimiinde basit, ucuz ve hizli oldugu 6ne siiriilen
kolorimetrik ydntem kullamidi. Obez kisilerde serum fruktozamin diizeylerinin diisiik
oldugu belirlendi.

Serbest yag asitleri diizeyleri, Titrimetrik ve Kolorimetrik yontemlerle 6lgiildii
ve her iki yontemin de birbirleriyle anlamli korelasyon gosterdigi gézlendi (p<0.001).
Ancak Titrimetrik yonteme goére daha kolay, daha hizli ve de daha duyarli olan
Kolorimetrik yontemin rutin laboratuvar kullanimi igin uygun oldugu saptand.

Obez olgularda aghkta FFA diizeylerindeki art, toklukta (OGTT in birinci
saati) FFA diizeylerindeki azahg kontrol grubuna kiyasla daha diigiik olarak saptand.
Toklukta FFA diizeylerindeki azalma; obez olgularda ortalama % 43 bulunurken,
nonobez olgularda % 56 olarak bulundu. Bu sonuglar obezitede glukoz intoleransinin

olugtugu izlenimini birakt:.
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SUMMARY

The subject of this study was chosen to be obesity, due to its effect in
predisposing the patient to develop diabetes and cardiovascular risks.

The patient group consisted of 19 obese nondiabetics, while the control group
included 10 nonobese nondiabetics cases.

First of all; we determined fasting blood glucose, oral glucose tolerance test
(OGTT), glycasylated hemoglobin (GHb) and fructosamine levels which are the
indicators of metabolic control of diabetes. Besides these parameters, free fatty acids
(FFA) and total cholesterol/HDL cholesterol ratios which support these parameters in
the early diagnosis of diabetes were also investigated.

Various methods were compared to determine GHb, fructosamine and FFA in
order to select the best method for routine analyses. GHb measurements were
compared using colorimetric (HMF) and colon chromotographic methods; the
correlation between these two methods was significant (p<0.001). Colorimetric method
was chosen for routine labarotory usage because of its high sensitivity and cheapness.

Serum fructosamine levels were measured with colorimetric ihethod, which is
thought to be cheap, fast and simple and found to be lower in obese cases. FFA levels
were determined by titrimetric and colorimetric methods. The correlation between these
methods were significant (p<0.001). For routine analyses, the colorimetric method was
found to be appropriate, because it is much more faster, simple and sensitive compared
to titrimetric method. It was observed that in obese cases the increase of FFA levels
in fasting and the decrease of FFA levels in the first hour of OGTT was lower than the
results in nonobese cases. The decrease of FFA levels in the first hour of OGTT was .
lower than the results in nonobese cases. The decrease of FFA levels in the first hour
- of OGTT was approximately 43% in obese cases while it was 56% in nonobese cases..

From these results, it was-concluded that gluéosc intolerance occurs in obesity.
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