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Seker hasﬁallgls fam veya nisbi bif inglilin eksigli-
ginden ileri gelme bir hastalikiir. Bu hastalik metabolik ve
anatomik bozukluikiar arasinde; lipemi, hiperkolesterolemi , a-
g1rlik kaybi, kangren, gbzde patarojik degismeler, koma ve bib-
rek hastaiiga vardir. Fakac her hakiki geker hagtaligi vakie-
zinda ditiin bunlear girilmeyebilir. )

Uzun slire kan giukoz kongantrasyonun neticesinde gil-
kowmillenme lrinii olan glikozililenmis hemoglobin, aormal nemog-

lobine glukoz baglanmasit -olarak biliumekbedir,
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Giikozillemnis hewmoglobinin klinik Onemil kKendind gim-
dilik seker hastaiarands gOstermektedir. Doleylsile lidemizde
son yiilsrda tip alapinda heximierimizin klinik fani ve teda—
vide isporatuvar calismflarina nem vermeleril agirsindan geker

hasta 1&11ndJ glikozilienmig hemoglobin degerinin tespiti ilerd:

gliko lenmig hemoglobin tayininin rutin olarak kurulmasi igi

bir zemin olacafl inancindaylsz,
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Bu caligmada, 48 geker nastasi ve 48 sazlikli gahis
i¢in hemolizatta, glikozillenmi§ hemoglobin, aglik kah gekerl

ve hemoglobin deferleri tespit edildi.

Glikozillenulsg henmoglobin tayini modifiye bir kolorimet-
rik metod, Aglik van gekeri glukoz oksidaz ydntemine gére, He-

moglobin sghli metcduna gore belirlendl,

Koq@rol grubu ig¢in glikozillenmig hemoglobin, aclik kan
sekeri ve hemogliobin deZeri ¥ 4SD olarak sirasiyla 1.82%0.36
mol fruktoz/g Bb, 82.0%+7.11 mg/100 ml, 15.3540.8 g /d1 bulu-
nurken - geker hasﬁalar grubu i¢in bu deferler girasliyla 5.56
4+1.25 Mmol rruktoz/g HD, >79.994 55.96 mg/100 ml ve 15.30%
1.88 g /dl olarak bulundu.

igtatistiki analizler diébetli nagtalar grubu ile kont-
rol grubunun glikoéillenmig hemoglobin Ve aclik kan $ekeri dege

leri arasindaki farkln snemli (P <0,001) oldugunu giabermigtir,



ABROTRACT

in present atudy,. Glyccaylated hemoglobin, Fasting blo-
od glurose and henoplovin cstimated in erythrocytes from 48 di--

abetes and 48 heslthy subjsct.

By using & modified colorometric methed, Glucose oksida-
ge snd Senli method, Glycosylated hemoglobin, Fasting blood glu-

come and hemoglelin esiimated in subject.

1p mon-digbetics the ¢iycosylated hemoglobin, fasting
bleood gluccge and nemoglobin were foumd to be 1.82+0,36 Mmol
feuetor/ g Hb, 07, 047.11 mz/ 200 mi, and 15.35ﬂ30,8 g /41, res-
pectively. In gigbatlos; these data were found tobe 5.56+1.25
Mmol frueton/g- Hb, 278 ‘»9_.-:%;55,96 mg/2100 ml and 15.30:121.88 g
/a1, }

when evalusted statisticaly diabetes withcontrols bet-
ween from this point of view glycosylated nemoglebin and fastir

bloed gluﬁwaa Aiffervs - in statistics (Péi0,00l),



1. GIRIS

Normal hemoglobine(HbA) glukoz baeglanmasina glikozil-
lenme denir. Bu glikozillenmig hemoglobin(GHb) veya HbAic ola-
ek bilinmektedir (1,2). Glikozilasyon reaksiyonu bimolekiler
bir kondensésyon reaksiyonudur., Hemoglobin beta zineirindeki
amino asit v&linin-NH2 grubu ile glukez arasinda biﬁ Schiff
bazi meydeana éelir (3). Meydansa gelen oldukga kararsiz bu al-
dimin, Amedori diizenlenmesi ile kararli bir yapi plan ketcami-
ne (HbAzc) doniigiir(2). Biyckinetik bir model xullanilarak(l)
aldimin olusumunun ketesmin olugumunden 60 kat deha hizli ol-
duju tespit edilmigtir, Enzimetik olmayen bu glikoziiasyon re-
aksiyemu ¢ok yavag ylrir, Ancsk HbAzc sentezi eritrositin 120

ginlik oSwril boyunca devam eder (4),

Uormal Sir insan eritrositinde bulunsn hemoglobinler:
Jjed elektrokodaklama metoduyla veya kolon kromotografisinde
egyrildiklarinda en hizli yoriyen dort freksiyona (Hbia, Hbab,
Hbia, Hbia2) hizli hemoglabinler denir. Bu hemoglobinlerden
sadeeé HbArc nin yapisi bilinwmektedir. Glikozillenmig hemog-
lobin (Hbiic) lerle normal hembglébin (HbA) arssindaki tek fark

NH2 tagiyan amino asitlerin glikoz baglenmig olmasidix (2).

Hemoglobin glikozilesyormndaki artma kan glukoz konsant
rasyondaki arimayx, azslma ise eritrosit Omriinin klsaldiélnl
géstermektedir (1).

Bu yizden kan glukcz seviyesinin uzun sire yiksek ol-



e

'-..—.—__., e

=

{1 hestalsrda HbALC gantezi artmaktadir.. Diger ta-

dugu gisbvetl

eritrcsit Omrit

alin kise oldugu dupurierda (hemolitik &

raftan
nemi) glikozillenmig hemsglevil gentezl ezalmarsadir (2). CGen
eritrasitlerﬁe glikxozillenne& yizdesinin normals girs diugiik o

masada bu ﬂﬁaﬁnceyi.deateklemekﬁedir (1)



2. LITERATUR 0ZBTL
Glikozillenmig nemoglobin (GHb) “tayininde 1ilk kullani-

lan ve en,eski'mqﬁgd,_dep@ kromatografisi SMITH ve arkadagla-

4

r1 tarafindan gelistiriimigtir (2).
Mayver ve arkadééiarl (5),-Koion kromatografik metodla
elde edilen sonuglari destekleyen izoelekirik odaklama metody;
1la hemoglobin aylrlmlni gerceklegtirmigtir,
Kunkell ve arkadaslari (6), Nigasta jel elektroforezi

ne hemoglobin ornekleri tatbik ederek, hem yavasg (HbA,) hemde
hizli hareicet eden (HbAzai, HbAib, HbAxra,, HbAic) frakgiyon-

lari gdsterdiler.

Allen ve arkadaglary (7), Hemoglobin ayiriminda Agar
jel elektroforezi kullanarak tespitine gitmighir.

Javid ve arkadaslari (8), Immunoassay metodunu, Malli
ve arkadaglari tarafindan snerilen bir bagka metod, Affinite
kromabografisidir (2),

Gellop ve arkadaglari (9), barafinden geligtirilen £

 pimetrik metod; glikozillenmisg proteinlerin periyodat oksida:

yonu sonucu meydana gelen formaldehid miktarinin tayinine da

nan-bir metoddur.

Baken ve erkadeslari (2), Bu caligmamizda kullandiga

miz metod olen kolorimetrix metoda uygun bazi degigiklikler

parak geligtirmiglerdir.
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‘Bakan ve arkadaslaeri (2) Erzurum ve gsvresinde saglam

o

gahislarda glikozillenmlis he }Lglqbln Gegerleri lzerine aragtiz

malarinda Hidroxsimetil furfuraldehid indeksi 2.79 Amol Fruk-

toz/g+. Hb olarak tespit edilmigtir.

Gllkoullienmls hddOgLGb*n Qagerl uzerindeki ¢eligma-

-5 w

lar daha ziyade. Dlabet&s mellituslu hastalerda yogunluk kazan-

migtir,.

led rim (1C) , Seker hasbalarlnaa ve sag-
lam gahiglardsa vaptlgl caligmada glikozillenmig h moglobin ve.
glikozillenmig karbonilk anhidrazin degerleri sirasiyle:0.80 %
0.11, 2.2%%0.90 mol Fruktoz/g ..Hb ve 3.03-10%04c.53 10%,

JRN ,
6.38 10°mg rruktoz/mg protein olarak bulmustur.

Bakan ve erkadaglaeri (11), Uzun sireli Hiperglisemia

ve gapiem sashislerin glikozlllieomig h 1obin ve glikozillen

i

mo

£
L
]

£

mig btairnak degsrleri rindeki aragtirmalsrinda hipergliseml
alarin 5.71l%-1.17 mol rruktoz/g . Hb ve 16.0z7.35 mol Fruk
toz/mg tirnak bulunurken kontrol grubu igin bu deZerler 2.24

420,45 _mui Fruktoz /g . Bb ve B.35£2.7 mol Frukteoz /mg tair

nak olarak bulunmugtur.

Bryilmaz ve srkadaglar: (12), biebetlerds glikozillen-
mig hemoglobin (HbAic) ve GOz iligkileri ¢caligmalarinda dia-
betlilerde glikozillenmig hemoglobin % 11.3=+4.6 koatrol gru-
bunda bu deZer p4 9 ? 3 mg- /Eb olarak bulunmugtur.

Yarat (lBk 977 ile diabet olugturulan sigealarda
Hbhic deperi %14.411:2.16 bulunurken keatrol grubu igin bu de

for %9.7131.76 olarak bulunmugtur.



Rahbar ve arkadaglari (1l4), yapmig olduklafl ¢alismalar-
da nadir hemoglobinlerin &zellikle glikozillenmig hemoglobin
(HbAlC) in azelliklerini tagidifi ve hastalarda normallere go-
re iki katlik bir artig meydana geldigini gisterdiler.

Bu literatir bilgilerden anlagildifyr gibi yapilan arag-

 tarmalarda yiksek kan glukosz konéaﬁtrasyoﬁunun gonucu olarak gli-

xozillenme Uriinli olan, g@likozillenmig hemoglobin deferinin nor-
mallere ordnla dana yilkeoek olduZu kerarina varilmistair,

Bu aragtirmenain amaci ¢ eker heastalerds kan gekeri ta-

kibindé glikozillenmig hemoglobinin bir $l¢i clup olmadigini a-

ragbirmak¥air,



3, GENEL BILGILER

3.1. Seker Hastalx
biéﬁetus mellitug, tam veya nlﬂbi bir insilin eksik-
liginden ileri gelme kronik hiperglisemi ve glukoziiri ile il-

. s
gili tir hastelzktir. Hastalik metabolil ve anetomik bozukluk-
larla agirlagabilen kronik bir hastalikiir. Bu metabolil ve
anatemik bozukluklar erasinda hiperkolesterolemi, sgirlik kay-
b1, kangren, gbzde patalojik degigmelsr, bibrek hastaligl ve
koma verdir. Ancak disbetlilerin ¢goZunde, haszte tedavi edil-
messeler bile bu komplikasyvonlsar gdrilmez, Bunlarde nastalik
hafiftir "ve gittikee dabs de hafifliyebilir. Fekat her haki-
ki hasuva vakiesinda infeksiyon, yara, sigmanlik, stres ve az
tavgil edi g diger arazalar yukaridaki komplikasyonlardan
vazilariny meydana getirirler ve bunlarda hastayi zayif veya
helsiz bir hale getirir ve &lime kadar gdtliriir. Bu da geker ha
t aiigr teghisinin, beli lerinin dnemsiz oldukleri zsamanda
da, neden &nemli oldufunu ve seglik hayet sigortalarinin neden
bu hestalifin teghisine bu kadar Onem verdiklerinin sebebini
gtstermektedir, Hastalik dlsl gebeblerden ileri gelen hipergl.
semil ve gliikozlri bu gegit patalojik hallere musailt bir durum
olugturmaz (15), |

3.2, Hemoglobin

Hemoglobin, metaloporfirin halkasina sanip bilegik
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hir kromobfoteindir. Prostetik grubu hem, ﬁroteini globindir.
Bir hemogloﬁin molekiilinde dért demir iyonu (yeklagak %33 ka-
deri demir) bulunur. Molekul airligs. yaklagik 68.000 dir. ¥a
Lat hemoglobin tek bir protein molekilinden ibaret degildir.

Her birisi 17000 molekil sgirliginda olan dbrt peptid zinci-

rinden meydana gelmigtir, Her peptid zinciri hem adi verilen

bir ferrdz demir ve proporfirin bllegigi (ferroteoporfirin) i-
le bagli haldedir, Ferrdz demir protoporfirin molekiillinda yer
alan dsrt pirol halkasinin azot atomlarli ile dort valansli bi
koordinasyon kompleksi meydana getirir. Halbuki ferrdz ve fer
ik haldeki demirin asltzi valansli bir koordinasyon'yapma egi-
14imleri verdir., Bu ylizden hem iki koordinasycen grubu ile dahe

baglame, yetenegindedir., Bagta OE,HCN, CO olmek Uzere oksijer

ve azotun elektriksel olarak néiral helde bulunan gruplara i-

1e birlegebilir.(16,17).

Hemoglcbindeki protein kisml olan ghobin, bagit prot
inlerden olan histenlar altsinifina ait olup fezla miktarda
bazik emino esit ler (Bzellikle higtidin) igerir. Hemoglobin
‘a2, B s % ve D olarak dort polipeptid zincirinden ibarett
(19,20).

Hemoglobin bu dore polipeptid zineiri birer hem gru-
bu ile birlegmigtir. Yeni bir hemoglobin molekiiliinde dort ta

ne hem vardair. su doért hem ve poiipeptid zigcirlg:i kovalent

olmayan beglar (Hidrojen baglari, diger Vender Waals kuvvet:

ri) ile bir arada tutularak belirli bir konformasyon meydane
gelir (16, 19). |

insan ‘wemoglobininde tlunan alfa, beta ve gemma
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zincirlerinin amiroc asit sayllérl ve giragl tespit edilmig-
tir. Alfe zincirinde 141 tane beta, ganmma ve delta zincirle-
rinde ise 146'gar tane emino asit mevcuttur. (esitli hemoglo-
bin tipleri arasindaki fark, amino asii zincirleri ve bu zin-
cirdeki amino asit cins ve sirasinde meydana gelen ufak degi-

gikliklerden ileri gelixr (16,20).

-Hemogliobinin yapisina giren hem porfirinler sinifina
dehildir, Porfirinler genel clarak, 4 tane metil grubu veya
meten kiUprusi ile birbirine bagli 4 piro}l halkasindan meyda-
na gelmiy porfirin halkesini ihtiva eder. Pirellerin hslka di
ginda kalan kdgelerindeki 8 karbon atomu porfirinin tirine g&
re farkli yen ziocirler bulunur. Her pirolde, bu yan zincirle
den biri kisa digeri 1se uzuadur (19).

Bu dort yan zincifim diziligine glre dort grup por-
T

firin heliesl buwlumnasi gerekir, Ancak kainatta L. wve IL. grut

a4

-

lar bulunmaktaedir {(19,20).

Baslica porfirinler sunlaxrdir:

&~ Koproporfirinler (L ve LI )

b~ Uroporfirinler (I ve IIL ).

¢~ Protoporfirin ( L[II )

Keproporfirin({I ve 1I), kiliglk takilari 4 metil grubu
ve biylk takileri ise 4 pircpiyernik asit iktive eder. Bu se-
beble koproporfirinler Urcporfirinlere gire daha az asiddir-
ler (20).

Uroporfirinler(I velll),pirollexdeki kiigiik takilara-
ni 4 agetik asit ve bvliylkliklerini 4 piropiyonik asit tegkil

eder. 8 Emrboksil yliziinden reaksiyonu en asidik olan bu porfi-

rindir(20).
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Protoporfirin(III) pirollerindeki tekilarinda kiigik-
jer 4 metilden ve bliylkler ilk iki pirelde vinil (-CH- CH,)"
1er ve digerinde propiyonik asidlerden yapilmigtir(20).

Normel insan iki vada ii¢ tirld hemoglobin vardir.Bi-
ri, eh bliylk miktarda (total hemoglobinin %85-90°1 kadar )
bulunan hemoglobin;A (hémoglobin A yada hemoglobin A1) ve di-
ger ikisi ise deha az miktardaxi hemoglobin A, (HbA,) (total
hemoglobinin %2-3'i) ve hemoglobin F (HoF) (totelin % 2-3 )
dir. Normal vetiskin hsmoglobini olan HbAx normal fetis he-
moglobini HbF ve yine normal insan hemOglobidi HbA, moleklli-
leri.dardor polipeptid zincirinden yapilmigtir(16,20,21,22).

Bu zincirler her hemoglobin tipinde hepsi birliikte
bulunmeyen ddrt ayri polipeptid zinciridir. « i, B » ¥ Ve
S adini alan bu zincirler hemoglobin tiplerine gire su ge-
¥ilde defrlmigtirT, o¢ zinciri, Bilitin ingsn hemoglobinlerinde
meveuttur. Bundan baska hemoglobin A (A1) da 2 tane, hemoglo-
bin F'de 2 tane A ve ¥ , hemoglobin A, de ise 2 tene 3 po-~
lipeptid zinciri meveuttur. Hulasa

Hba 2et 4+ 248

HbA, 284 + 3

HbF oo 4+ 285 (19, 20,24,25)

Bu ddrt zincirin tipik amino.asit dizilis sirelari ba-
Zl araétlrlcllarln gayretiyle tespit edilmigtir(16,19,20,23,
25 ).

o{~peptid zinciri: N-ucunda valin,ldsin ile baglar
141 aminoasit kalintisi kapsar. molekiil e@ariigi 15750 dir(20)

!ngeptid zineiris N~ ucunda valin,histidin, 10sin
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ile baglar.146 emino asit kalintisi ihtiva eder. Molekiil agir-
1121 16500 dir {(20).

Hemoglobin-A nin A - peptidinin ve hemoglobin A2 (Hb
A2) nin &~ peptldlabn bilegimlerl biyik bir benzerlik gtste-
rir. Baslics fark !?peatld zinceirinin 16. amino asidi gllsln,

s peptid zincirindeki ise arginindir,

Hemoglobin-F (Hb¥) nin ¥ -peptid zinciride, A-peptid

. zineirine benzer, yalniz 6. amino asidi ondan farkl:i olarsk,

1izindir¢

Hemoglobin-F nin % sinin 42 ayni yerdeki bir amino
agidi farkli 4iki tipi (136.da, birinde glisin birinde alanin)

bulunmug tur

fukarada ifade edilen bu gegitlerden bagka birde he-
moglobin AB (Hbﬂj) vardir, Bu hemoglobin AB in glutasyonla o-
lugturdugu bir komplekstir ihtiyarlaenmiz eritrositlerde rastla

nir. Demir eksikliginde ve diebetlerde artar (17,12,20, 23).
3.2:1. Hemoglobin Metabolizmasga

Hemoglobin, yetiskin insanda S8zellikle kemik iliginde
sentezlenir, halbukl fotlislerde; karacigerde ve bir kismida
bagka dokwlarda yapzlir (20),

Hemoglobin sentezinde, 1lk basamak prosteltik grubu o-
lan hem'in tegekkiliidiir. Hem sentezi eritroblastlards ve si-
nirla bir bigimde retikulgsitlerde olur, Olgun eritresitler-
de mitokondri olmadigi igin hem gentezil olmaz, Kemik iliginin
olgunlagmamig eritrositlerinin mltckonrllerinde clugmug proto-

iri z & ruye do im hicrelerin = -
porfirin ya dogrudan dogruya dolasimla bu hicrelerin zarlari



na kadar transferrinin getirdi§i demiri ferro halinde veya ay

‘n1 hiicrelerde depolanmls ferritin demirini dolayli olarak fer

- ro halinde alir., Demirin protoporfirinin igine yerlegmesi yir

mitokondride bulunan hem sentetaz yada ferro ketalaz yardimiy
le olur (20), |

Hulaga: hem éentezinin onciil maddeleri glisin ve sok-
ginil CoA dir. Bir ka¢ ara basamaktan sonra protoporfirin~IX
olugur. Protoporfirin-IX‘un Fe 1le veptigl komplekse "hem"

denir (20,25).

Hemoglobin gentezinde ikinci.basamask globin sentezi-
dir., Globin sentezi, hem sentezi ile senkron olarak geng erit
roblastlarda ve retikulusitlerde son bulwr. Globin fakir bazi
aminoagsidlerce zengindir(lizin %8~10, Histidin %7-6, arginin
%3-6 ve Losgin %2-56) izoelektrik noktasa pH 6.9~ 7.Carasinda~

d1r(19,21).

Globin hem sentezi igin géreklidir. Cinkld demirin pxv
toporfirine baglenmasi igin glebine ihtiyag vardir(5).

Tzotopla igaretlenmig emino asitlerle ve elektron mil
rogkobu altinda hemeglobin sentezi incelenmigtir, Buna gbre
sentez olan hemoglobinin striktirini ayarlayan bilgi gekirde
gZin DNA'sindadir., Bu genetik bilgi protein sentexz yeri olan
ribozomlarae - mRNA ile iletilir, mRNA ridozomlarla birleéerd
onlari protein sentezi i¢in yeterli hale getirir (18,20,26).

Hemoglobin olgunlagmasi dért devrede meydana gelir.

I. olgunlagme devresinde globin meydana geiir.
II. olgunlasma devresinde globin artarken niikleik a-

sit azalir; ' :
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III. olgunlasma devresinde hemoglobin sentezi baglar,

IV . devrede en yiikseye erigir (26);

Hemoglobin, erigkin insandsa hususen kemik iligin-
de, halbuki fotliste karscigerde ve bir kismida dalsk gibi bag-
ka dokularda yapilir. Yetighkin bir insanda hemoglobin olugpumu
jgin gerekli hem ve globin birbirine uyguan miktarlarda ginluk
olaerak yapilir. Her gun 8 gram gleobin 280 mg porfirin ve 27 ng
demirin yenilendiZi tespit edilmigtir. B8ylece mevceut globinin

%0,8-1"1 nerglin yenilenir demektir(20).

Hemoglobin sentezl eritroblastlarda bagliyarak retilu-
logit evresine kadar, hatte hafifde olssa bile bu evrede de de-
van eder. Retikulositler kemik diigini terkedip, dolegim kani-

na atildiktan gsonra bir yada deha wsun bir siire, az miktarda

hemoglabin yapimini giirdirirler{24).

Hemoglobin 4 tane "nem'1n demirleriyle bir globln mo-
lekiiliinin histidinlerinin imidezol azotlarinsa beglannalarin-
den olusur. Hemoglobin yapiminda egangiyel amino asitler ve
demirin seplenmasi esastir. Bakir, Vitamin-B,, Ve folik asit
de bu sentezde yardimci faktorler olarak gtrev alirlar (17,20,

23 ).

izotople izleme g¢aligmalarinde hemoglobinin hem bolu-
miintin, baglica agetik ssit ve glisinden sentez edildigi ve bu

sentezin biiylk Y¥isminin mitckondrilerde gegtizi bilinmekteddr
( 24).

3,2.,2, Hemoglobin yikimi
Hemoglobin eritrositler igerisinde kemik 41iginden do
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1ag1me gecisinden eritrositlerin Smri olan 120- 130 glin son-

" ra retikulo-endoteryal sistem hilcrelerinde yiklllrlar. Bu

pilcreler szellikle karacigerde, delakte ve kemik iliginde bu-
junurlar(16,20).
Hemoglobin zikredilen bu hiicrelerde, Gzellikle kara-

cigerde yikalirlar. Snce hemoglobinin hem kisma porfirin hal-

kasindaki o-metin (= ot-metin) koprisiiniin hemoksijenaz katali-

‘ziyle yikilmesi ve bunun 0- atomunun uzaklagmasl sonucu agl-

lir ve demir-biliverdinglobin'den olugmug yegil renkli bir

maddé'meydana gelir. Bu koleglobin:verdohemoglobindir(7).

Verdohemoglobinden demir asyrilir, bunun lzerine, glo-

bin ve biliverdin ecige gikarlar ( 20).

Razilarina gore ise, bir monoksijenaz yani karma fonk-
siyonlu bir cksidaz olan hem-cksijenez etkisiyle‘alfa metin
kgpriglinin oksitlenmeéi pirden ilerli gider. Alfa metin kopri-
giiniin karbonu COzhaline dsnerken hem'deki A ve B pircl halka-
+1'da hidroksillenir ve biliverdin Felglobin ayrilarlar(8).

Dahe sonre tedra pirol zincirinin ortasindaki ¢ -me-
ten (metin) koprisi bilirubin rediktaz (kofektori NADH yada

NADP) etkisiyle indirgenerek turuacu renkli bilurubin ortaya

Qlkal‘( 163 20) .

Yapilen hesaplara gore bir gram hemoglobinden ancak
35 mg kadar bilirubin olugur. Olugan bilirubin, anerobik bar-
gak bakterilerinin etkisiyle cesitli derecede indirgenmis Dbi-
legiklere doniiglirler. robilin, Sterkobilin, Urobilonojen, 5=

terkobilinojen vs dir(16,20}.
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3,2.,3., Hemoglobin Glikozilasyonu

Hemoglobinin glukoz baglanmig gekline glikozillenmig
hemoglobin veya HbAlce denir, HbAic de beta zincirinin NHz—ter-
minal valin amino asidine bir hekzozun (veya bir hekzoz fosfa-

tin ) bagli oldugu (4,8,27) tespit edilmigtir.

Uzun slireli yliksex kean glukoz konsantirasyonlarina ma-
ruz kalan deokularda ¢egitli proteinler glikozillenmektedir,
Bunlar arasinda hemoglobin, bazal membran proteinleri, kollo-
| jen, hiicre membranindeki proteinler, albumin ve dolagimdaki

diger proteinler sayilabilir(l2).

Yilksek kan glukoz seviyelerinin, geker hastalarinda
sebep oldufu komplikasyonlari aragtirmelk ig¢in protelnlerin non-
enzimatik glikozilasyonu tizerinde gegitli aragtirmalar yapil-
migtir (5). Yaprlen bu aragtirmalardan, Hemoglobinin glikozi-
lasyonu zon derece dasm arzetnekiedir, i1k olarak 1955 yilin-
da Xunkel ve Wallsnius nigasta Jjel elektroforezine hemoglobin
6rnekleri'tatbik ederelk hizli yiriyen mimor bir hemoglobin tes-
pit ettiler(6). Daha sonre Allan ve arkadaslari(7), 1958'de
hemoglobin A (HbA), heterojen hizli bir fraksiyon elde edecek
sekilde, katyon degistirici kullanarak bunlara Arae (HbiAia) ,-
hemoglabin A1b (HbAxib) ve hemoglobin Alc (HbAilc) olaerak isim-
lendirdiler. 1961 yilinda Schneck ve Scroeder Eu g hizla fj
raksiyon, hizli elektroforelik freksiyonda yer aldigini 1962
de Huisman ve Dozy ise karboksimetil selloliiz kolonlsrinin bu
hizli hemoglobini iig fraksiyone eyirabildifini gdsterdiler,

Bu hizli hemoglobinlerin herhangi bir &uneme sahip olup olmadi-

gini 1968'e kadar anlagilamamigtir(4).
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Bunlar normal gahisglardaki degerleri toplam hemoglobi-
nin %5'i olarak sirasiylas 0.2,0.2,0.4, 3 dir(8).
- Jel elekirotlame metoduna gore normal eritrositler

igerisindeki hemoglobin  gekil-2' de gdsterilmistir,

- /
Maemoplobiny a’iﬁl"jg ‘[«Msfu' jor1® /s

A (.82} 2 TTOMITITION

Fleta%y) <F

Al 8,) 90 "‘*‘ i ““-':. &
jrvcammun M.ﬂ?;‘ﬁ (X4 3

P N e M6 A8 <1 (0.4)
QLU L I T S— 7 Y £ F (0‘ 2.)
P R L0 o /-f’ é Py < f ( O-i)
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Bu frakgiyonlar; hemoglobinin (HbA) translasyon son-
rasl nonenzimatik glikozillenmesi gonucu tegeklkiil ederler. G-

likozilasyon Hb'nin « ve A zincirindeki bazl amino asitler

(valin,Lizin gibi)'in amino grublari ile olabilir, Ancek pH-
p

7 civarinda kromatografik bir fraksiyon helinde tegpit edile-

bilecek uygun pH deferine sahip olan HbAxe dir(8).

HbAic de bete zincirinin NH2 - terminal velin amino

.8gidine bir heksozwn(veyz bir heksez fosfatin) bagli oldugu
‘tespit edilmigtir(4,8,27). Beekin ve Gallop baglanan grupla-

Tin heksozlerdan ibarst oldufunu ve hemoglobin tetrameri ba-



gina iki molekiil baglandifini, yeni her o,8 dimeri baginae
bir heksozun ve bir heksoz fosfatin bagli oldugunu gistermig-

ler. Ayni ¢eligmalarla, glilikozillenmenin ketoemin bagiyla ke-

.- parla yepiyl kezandigl géaterilmistir (4).

Resksiyonda glikoz ile HbAi'in kararsiz bir Schiff ba-
z1 meydans gelir. Buda "Amederi doniigiimi" (28) ile kararli bir
yapl olan HbAic (keteamin)'yé ddnligimsiiz olarak ddnigilr. Toplu

reakziyon ve denge sabltleri gekil-? de gosterilmigtir (4,5,8).

G=0 H-C= N-R H,~¢-NHY R
3-CH kl H~G- OH 10 0=0 l~-amino
R—NH2+HO- -H ==y HQw- (-~ H ————p UOQ -~ H l~-édeoksi
HbA \fg_gg o g: - gg :;Egggz g: :gg fruktoz
- T 1 I
(A-valin OH HEOH d6niislmi . H2Od
Prae-ibAic HbAxe

eldimin (Kerarly ketoamin)

Glukoz (Kararaiz
Schiff bazi)

Jekil-3 Hemoglobinin Glikoczillenme reskgiyonleri (R-hemoglobin
A zinciri ; ky =0.096x107° 5
-6 5”1 ; k-2 = 1.?x10“65

BE Y ;Q.lxlo"3 5"15 £y =
-1 )

14,2X10
Bu reaekgiyon dizisinde birinci basemagin ikinci base-

maktan 60 kat dasha hizli oidugu bilinmektedir (8,27). Diger

taraftan biyekinetilk bir mcdel kulleailerak HbAlc olugum reak-

siyon hiz sabitine bir yeklasim saflanmigtair(4,8,28).

Hemogleobin Ax'in geker fogfatlari ile olan resksiyon-

larz (4,29,30) glukoez ile olan reaksiyonlarina ragmen daha

E hizlidir,., Lncsk bunlar dinigilimlUdirler ve HbAz, HbAia, ve Hb-

fi‘Alb yapasina girerlsr, Difer taraftan geker hastagy eritrosit-
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lerinde bu ig¢ hemegleobin tlriniin hi¢ bir zaman yikselmediZi

tespit edilmistir (4,8).

HbAic nin eritrogitlerin 120-130 glinliik omril boyunca
sentezlendiéi[59F% transferrin verilen bpir kisiden alinan ka,
grneklerinin analizleriyle anlasilmigtir(4,29). Seri halde
belli araliklarlia 120 gin sﬁfeyle alinan niimlnelerde devamli
olarak hemoglobin -Aic(HbAic)'in artmasi glikozillenme reaksi-
yonlarinin eritrogitlerin dmri boyunca yavag yavag dsevamll
non-enzimatik ve donligsimslz bir reaksiyon oldugu fikrine gé-
tﬁrmﬁgtﬂr. Bunu teyit eden bir bagka hususte geng eritrogit-
lerde Hbhic nin diglk bulunmasi ve hemolitik enemilerde dilsik

konsantrasyenlarda tespil edilmig olmasidar(8,29),

Hemoglcbin glikozilasyondakl artma kan glukozu Xonsan
ragycenundaki artmayi, azzlmade eritrogit dmrinlin kiseligini
gogtermektedir (2). Bu bakimdan, kan glukoz seviyesinin uzun
sﬁfe yiksek oldugu geker nagtalariada Hbdic sentezi artmak-

tadair. Diger taraftan, eritrosit Omriniin kisa oldugu durumlar

da (hemolitik anemi) glikozillenmis hemoglobin (GHb) sentezi

azalir (1). Geng eritrositlerde GHb ylizdesinin normale gore

digilk olmasi (2) da bu fikri teyit etmektedir,

Glikozillenmis hemoglobin (HbAic) normal gahislarda
total hemoglobinin %3-5'ini, diabetlilerde ise %15'ini tegkil
eder. Ayrica diabetin tipi ile ilgili olarak aragtirilmada
(12) insitiline bagimli ve ncrmal eriskin hastelarda yaklegik
elde edilmis olmegl yukardaki genel ifadegi teylt etmektedir.

Ayni zamanda hestaliga, 30 yagsindan sonra baglayanlarda

HbAic deferi ile diabeti 30 yagsindan sonra baglayanlar arasin
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. 4a Onemli bir fark gtzlenmemigtir (12),

3.2.4. Hemoglobin Glikczilasyonuna Etki Eden Fektdrpe

ler

Hemoglobin glikozillenmesine etki eden faktOrlerin
basinde glukoz konsantresyonu, Anormal hemoglobinler, Aspirin,

Hemoliz, Uremi ve Gebelik sayilebilir,
3.2.4.1, Glukoz Konsantrasyonu

Hemoglobin glikozilasyonu reaksiyonlarinda glukoz kon-
santrasyonun yiksekx olmasinin biyik etkisi vardir. Gegici ve
ani glukoz seviyesi ylikselmeleri, kararsiz aldimin yapisinda -
ki glikozillenmig hemoglobin (GHb); ylkselirken, uzua sireli
yiksek glukoz konsantrasyonu kararli keto amih fonmuna (HbAirc)

yikselmektedir (4,5,8).

3.2.4.2. hnormal Hemoglobinler

Difer hemoglobinler, glikozillenmis hemoglobin tayini-
nin dojru olarak yapilmasinda bazi yanligliklara sgebep olabi-
lir. Meseld bir ¢ok hematolojik hastaliklarda ve gebelikte
yiilkselen HbF (fotal hemoglobin), biitiin kromatografik metod-
larda, hizli hemoglobinler'le (HbAiai, HbAia,, HbAib Ve Hb-
Ai1c) birlikte yiriir. HbH, HbS ve Hbc igin'de ayni gey sdylene-
bilir., HbH glikolizilasyonunda yliksek degerler gosterirken,
HbH ve HbC dilgiik degerlerin tespit edilmesine yol agar. Gli-
kozillenmis hemoglobin (GHb) tayini, yikenmig eritrosit sus-
pansiyonundan hemolizat hazirlanarak yapilmaz ve numune ola-
rak total kan kullanilirsa, ssrilikla ka; ¢roekleri yanlig ne-

ticelere sebep olur. Clinky, bilirubin hazla hemoglobinlerle
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pirlikte ortak bir parga tegkil eder (4,5,8).

3.2.4.3, Aspirin

Aspirin hemﬁglobini agetiller, Asetillenmis hemeglobin
hizli hemoglobinlerle ayni elektroforetik hareket dlizeyine sa-
hiptir., Elektreforetik metodda ortaya g¢ikan bu yanliglik, has-
talerin ylksek dozda aspirin almelarili engellenerek onlenebilir

(4,5,8,12,31}).

3?2.4.4. Gebelik

Gebeligin 20, haftasindan senra glikozillenmig hemog-
lobinin normale gire azaldigi (8,12) ve gebelik sonuna ksdar
devam ettizi (5) tespit edilmistir. Normal gebelikteki glike-~
zillenmisg hemoglobin miktarindeki bu azalma gebelikte glulkoz
iiretimi azalar ve ikineci Ug aylik dénemde eritrosit (eritropo-
en) artar.Geng eritrositlerde glikcozillenmisg hemeglobinin di-

sik oclmasi'da bunu destekler (4,8).

3.2.4.5. Uremi

Bazi arestiricilar (5,32) itiremide glikohemoglobin ve
HbAil seviyeslerini yiiksek tespit etmiglerdir. Ancek yliksekligin
hemoglobin glikozillenmesinden ileri gelmedigini anlagilmig-
tir, Bu yiksek deger hemoglobin karbomilasyonundan ileri ge-
lir, ¢iinici bu hastalarda Ure spontan clerak amonyek ve siyona-

ta ayrilir (4,5,8).

3 020 4‘06'. HemOliZ
Eritrogit dmrinin kisa oldugu patolojik durumlarde diu-
slk hemoglobin glikozilasyonu gdzlenir, Bu nakilde verilen he=-

moglobin nispetinde glikozillenmegi arttirir, Tersine dalagy



¢gikarilmaya (Splenektomi) muteakip artan eritrosit omri ile

pirlikte HbAic konsantrasyonunda ylikselme gdrilir(4,32).

3.2,5, Glikozillenmis Hemoglobin ve Klinik Onemi

Hzun siire yliksek kan glukozu seviyelerine maruz kalan
dokular uzerinde glikozillenme reaksiyonlarinin ¢ok dnemli fiz
yolojik etkileri olmektaedir. Bu sesebten vucutta gok gegitli
proteinler glikozillenmektedir. Bazal membran proteinleri hiic-
re membranindeki proteinler, kollojen, albumin ve dolagimdaki
diger proteinlerdir :(29). Bu proteinlerin glikozillenmesi ile
diabetin mikro ve makro damar ihtilatlarl arasinda bir iligki
oldugu kabul edilmektedir. Ancek tem anlagilmemigtir ve arag-

tirmaya e¢ik bir kanudur,

Hemoglobin glikozilleamesinin non-enzimatik reeksiyon-
larana ait hiz iki resktifin konsantrasyonuna baglidir; Glukoz
ve hemoglobin, Hemoglobin konsantrasyonunun hemen hemen sabit
kaldigi kabul edilirge, CGlikozillenmig hemoglobin olugum hizi-
nin uzun giire degigen glukoz konsantrasyonu tarafindan belir-
lendigi s0ylenebilir, Gegici ve eni glukoz seviyesgi ylkselme-
leri ise glikozillenmig hemogleobin seviyelerine hemen hemen

hi¢ etki etmez (2,8).

Ditzel ve Kjaerdgaard (33), bir seker hastasinin kan
glukozu kontrol altina elindiktan sonre glikozillenmig hemog-
lobin (HbAlc) seviyelerinin yavas yevag dilistiiZiinii gbsterdiler,

Kan glukoz seviyeleri ile glikozillenmig hemoglobinin arasin-

da (2,4) ve glisemi (Aglik ken gekeri, serum trigliseridleri)

ile Glikozillenmig hemoglobin (29) arasinda Onemli bir kore-

lasyon tespit edilmigtir.
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' Bu g11k0311185ui$ hemoglodinin yur"ek kan glukozu konsantres-

yonlarizé cevep verdiZini gdstermzztedir.

6]

Svendsen ve erxzdssierl (34),geker csste
1ardan aldlkla:; kan: vedi saet sireyle degigix glukoz konsant-
rasyonl erinde 1nﬁhbe elerex, ertan glukoz :onzantresycnu ile

+

dogrs orentil: olarax 51150211Le —ig hemog obin ssntezinin a¢t~

-~

tlglﬂl ru.qah eia ettile:."-

Saz1 eragtiriciler (2,35), kan gluzozunun ylkselmesin-

n hemen socra glikozillenmis hezoglobin =23 riyalerinde cde yuk-
e 5

i

selne k‘“aed—J 2k ve binun Xarsrsic Schiff tzzinden ileri gelme-

mig oléujunu ve kareri: kstoemin srubundan dolay: olamayscagli-
n1 gostiardil=r.
Glikesillenmis hazeglsbin norral szhislerds, normal he-

moglobinin %5 1ai Gisretlilerde ize %15 ini clugturmeZtiediT (

4,8).

no asit sireszing saair oliugu He=quit ve Sehrcosder texefin-
den go~.,;1;u;§ ir, Buzn 7e er¥eszslary iss EzAzc nan glukosz
ucunun l-gmize-l-Gezoxsi-ITuktoz sldufunu neliriziglerdir (4,
29). |

Eazs*alerde: g_ikozillenmis hemoglotin sentzzi normal
kigilerietrinien 2.7 kzt ders nizoidar (11). ¢iixeozillenmis he~
moglobinéen sacece HDr2C, cisbetlilerde yuzseiir, Diger frak-

siyonle= eyzi kelar, -iger bir icede ile FrArc zliseminin bir

Blglisi clebilir (4).

Glikezillenmis nemczlebinin Ynemi ¥endini simdilik geker
hastala:;zda g“stermaktedi:. Esetslrgain telzavisi zen gluzu kontrel

1 ve normal sanis



bt

N
A

altlna alinmasina ve uzun sire sonra ortaye gikacak mikro ve
makro damar komplikassyonlarin Snlenmesine yoneliktir, Iyi vir
glisemik kontrolun, mikro damar komplikasyonlari Snlenebilece

g1 fikri halen korunmaktadir (4).

Iyi bir kan glukozu kontroli esastir, Kalitatif idrar
glukozu Gl¢imi gilnlik kontrol i¢in iyi bir vasita olmasina ra,
men, ayni anda alinan kan glukoz seviyeleri ile uygunluk gbs-
termeyebilir (29). Iyi bir kan glukoz kontrolu aglik kan seke-
ri, idrards kalitatif tayini ve 24 saatlik idrarda kantitatirf
tespiti ile gergeklegtirilmektedir (4). Artik son zamanlarda,
diabetlilerde kan glukozunun kontrolu 1¢in glikozillenmisg he-
moglobin dlg¢iimlinin kullanilmasi lizerinde durulmaktadir (4,8,

29 ).

Hiperglisemiye beZly olarak diZer doku proteinlerinin-
de glikozillendigi bilinmektedir (8,29)., Bu pretein glikozilas

al arizalary arastivoeda d= yardimel olabi

-

Jeker hastalarincda normal kigilere oranla dahs Ffazla
hemoglobin glikozillenmesi, eritrogit karbonhidrat metabolizma
sindaki bozukluk ile 1lgili degildir. Glinkil normal bir kisiden
allnan.eritrositler geker hastasimm verildiginde hemoglobin g-
likozillenmesi 2.7 kat artmigtir, Piger taraftan normal kigiye
verilen hasta eritrositlerinde seker hastalarina oranla daha
82 bir glikozillesyon tespit edilmistir., buna dayanarak gliko-
2illenmig hemoglobin olugumunda en Onemli faktorin kan glukoz
konsantrasyoau oldugunu sGylenebilir (36).

Hemoglobin -Azc ilk kegfedildigi yillerde bunun hasta-
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15? i¢in bir genetik igaretgi olabilecefi diigiintildii., Daha son-

raki ¢alismalar (29) durumun zannedildiéi gibi olmadigini gts-

termigtir,

Trivelli ve arkasdaslari (37), siddetli enfeksiyonu ola
geker hastalarinda glikozillenmig hemoglobin konsantrasyonunu
yilksek bulunpugtur. Bunun dahae Once metabolilk kontrolun bozul-

masindan ileri geldigzi duglinlilmektedir,

Glikozillenmis hemoglobin (HbArc), iyi bir metabolik
xontrol indeksi olabilecegi agiktir. Ancak, glikozillenmig he-
moglebin tegekkil hizi, eritrosit omri, Pre- HbAlc (Prehemoy-
lobin-A1¢) nin metoda bagli olaerak HbAzc diye tayin edilmesi,
anormal hemoglobinler, ila¢lar, lremi ve gebelik gibi cegitii
durumler glikozillenmis hemoglobinin teyin ve yorumunda bir di

zi problemler olarak kargimizda durmaktadir.
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4. MATERYAL Vi MZTOD
4.1, HATERYAL
Aragtirma materyalimizi Van merkezindeki hig¢ bir kliani)

gikayeti bulunmayan 48 saéllkll ve 48 geker hastasy olugturdu,

!
54- l.l. Numune Toplanmasi

Aragtirmamizda yer alan gahislardan %10'luk EDTA'11
thplere 3 ml kadar 96 (48 seke¢ hastasi 48 saglam gahis)

kigiden a¢laik kani, alindzi, Caligma materyelimizin dagilimx

agagidaki tebloda gosteriimigtir,

Vak'a gayisa

gzker hestas: 48
Kontrol grubu 48
TOPLAM 96

Alsnan bu kan Srneklerinde hemen Sehli metoduna gore
hemoglcbin tayini yapildi., Numuneler 800xg' de 10 dakika (8)
santrifiij edildi, Plazmalary eyrildi. Sigmanin klorimetrik g~
lukoz oksidaz (38), metoduna gore kan gekeri tayin edildi. E-
ritrosifler eda sicakliginda serun fizyolojik su ile ii¢ defa
Yikandi. Glikozillenmig hemoglobin (HbAic) bu kandan izole e~

dilen eritrositlerde yapilda.

4,2, METOD

Aragtiimamizds,Parker ve arkeadaglari(39) nin gelisti-



28

'rilip,'ﬁakan ve arkadaglari (2) tarafindan klcltk“modifikasyor
Iar yapllé;gk'géiistirilen"glikoéillenmis Bemoglobinin kilorimetr:
tay;niv.metéduﬁu kullanildi,.

4 .2,1, Kullanilan Kimyasal Madéeler

Aragtirmemizda kullandigimiz kimyesal meddeler, anal;
tik safliktadir, Bunlarin adldri, formiilleri ve temin edildil

leri firmelerx agagiye ¢ikarilmigtir,

Madde ada Kimvesal F, Temin edilen
Fruktez C6H1206 Sigma
Triklorcaeetik asit (1TCA) CClBCOOH Merck
Oksalilk asit 02H204 Sigma
Sedyum hidroksit KaOH Merck
5-Hidroksimetil furfurae-
dehid (HMRF) 06H603 Sigme
Karbon tetraklorir CCl4 dastiman
Sodyum klorir NaCl Sigma

Etilendiamintetraasetik

asit (EDTA) ClOH14N2Na2082H2O Yerli
2~ Tlyeo barbutirik esit- C4H4O2N28 Sigma

Glukoz Tayin Kiti (Klorimetrik) Sigma

4;2.2. Kullanilan G@zeltiler.

Kullanilan biitiin ¢gdzeltller, hazirlaniglariyla birlik
te burada verilecek. Deneyin yapildigi kisimda kisatilmig sek
linde bahsedilecektir,

a- Serum Fizyolojik (0,15 mol/1lt): 8,76 gram sodyum
klorlr bidistile suda ¢Uziilerek hacmi litreye tamamlandis (40)

b~ Karbon Tetrakloriir (0014): Orijinal gigeden alina-
rak kullanilda.
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o~ Oksalik Asit (0.5 mol/lt) 6.3 gram oksalik asit bir
miktar bidistile suda ¢6zlildii karigtirilarak haecmi 100 ml'ye
tamamlandi, Bu Qazelti.oda gicakliginda iki hafte stabildir.
Buz dolsbinda saklandigl zamen okselik asit kristelleri meyda-
ne gelir (40).

d- 2- Tiyobarbutirik Asit (TBA,0.05 mol/1t): 0.721 g&-
ram 2-tiyobarbutirik aeit bir miktar suda karagtirarak ¢oziil-
di, .Hacmi su ile 100 ml'ye tamamlandl Ve:pHél 5 mol/1lt sodyum

hidroksit (NaOH) ile 6'ya ayarlandi (39,40).

o Trikioroasetik Asit (TCA, 400ge/lt): 400 gram tri~
Kldroasetik asit bir miktar suda ¢tziildd. Heeml 1000 ml'ye ta-
mamlandz (39,40).

f- S5-Hidroksimetil furfuraldehid (BMF, stok, 100./mol
/1t): 12,6 mg 5-Hidroksimetil furfuraldehid, serum fizyolojik
su icerisinde ¢cbzildu. Hacmi 100 ml'ye tamamlandzi. Bu stoktan
gerum fizyolojik-ile seyreltilmek suretiyle 10,20,30,40;50,60,

70,80 2 mel/1t'1ik ¢alagma stendartlari hazirlandr (39,40).

g- Fruktoz (stok, 1 mmol/1%t): 0.18 gram fruktoz serum
fizyolojik su igerisinde cbziilerek hacmi 1000 ml'ye tamemlan-
d1. Bu stok serum fizyolojik ile seyreltilerek 10,20, 30,40,50
60, 70 ve 80 Mmo}/1t'lik atandartlar hezirlendx (39).

h- Etilendiamintetraasgetik Asit (10 g /100 ml): 10 g-
ram EDTA bir mikter suda ¢oziildii, Haemi 100 mltye tamamlaylp

pH 81 sodyum hidroksit ile 7.4'e ayarlandi (15).

4 . 2,3, Kullanilan Cihazlar
Bidistile su cihezl

Hagsas terazi
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pH metre

Karigtirica

Su banyosu

Santrifij

Spektrofotometre

Buharli sterilizator (Otoklav)
Buz dolaba

Sogutmall santrifiij

Sahlili metodu diizeneyi

4?2.4. Deneyin Yapilisa

4,2.4.1. sritrosit Hemolizetin hazirlanisi

2 ml kardan elde edilen eritrosit paket dzerine 2ml bi-
distile su, 0.5 ml kurboﬁtetra kloriir ilAve edilerek karigti-
ricida iyice karigtirildi. 1500xg'de yaklagik 15 dakika siirey-
le santrifi] edildi..serrak hemolizat dikkatlice ayrildi. har-
bontetra klorir dasha sonra temizlenerek kullanilmak iizere oa.;-
ka gisede toplandi. Bu hemolizat %l gram hemoglobin igerecek
gekilde su ile seyretildi. Seyreltik nwsune daha uzun siire suk-
~lanabildiginden dolayxr 2 ml seyretilinig hemolizat kapalklai tilp-
te ve -20'de deneyin yapllacagil gine kadar (1 hafta kadar) salk-

land1 (2,8).

4.2,4.2. Bitrositlerde HbAic Tayini
Galismamizda; numune, kor ve iki seri standart 5-tid-
roksimetil furfuraldehit ve fruktoz tlpleri agagidaki gibi ha-

zirlandai,
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BEumune TUplerin Hazirlanlst
rUP L ER

R E A K PTIPFLER  NUMUNE K O R
Hemelizat 2 m1 2= e—e————
Oksalik Asit 2 ml 2 ml
Serum Fizyolyjik ——- , 2 ml
;L.u&azi_Sianﬂ&zL_LEXBLEQEJ_EBR&EEQEin Hazairisnigl -
B R
REAKTiPLER o1 gz Vv VI VII VIII
Oxsalik Agit 2 ml 2 m) opl 2ml 2 ml oml 2 ml 2 ml
Standeri:
10 mol/lt 2 ml
20 " — 2 ml
30 n —_— —— 2 ml
40 g : | 2 ml
50 Z —— 2 m
60 1t 2 ml
70 " — — 2 ml —

- 80 " 2 ml

I. Seri Standart (BMP) Tiiplerinin Hazirlanlsl

| , T U P L B R
REAKTIFLER r 1r_ 1xx v _ ¥ VI YII VIII
Oksalik Asit om)l 2 ml 2mdl 2ml2ml 2ml 2 ml 2 ml
Standart:

10. Fmol/1% 2 ml

20  °© o]l e — — T T

30 " —,—om} —— — o/ T T

40 " — — oy - — —

50 n oml — —
- 69 " — 2wl — _—

7 " , . — o ml —

80 " PP PR JR——




Pablodeki gibi hazirlanén tipler (numune, stendart
ve kor) karigtiricide iyide kersgtirildi, Tlplerin agzl hava
almayacak gekllde asikica kapatildi. Otoklavdas bir saat milddet-
le 124%1 °C'de inkiibe edildi (8). Bu stirenin sonunde otoklav-
dan g¢ikarilan tliplerin gicakligi ods gicekligina gelinceye ka-
dar soéutuldu. Alt tst edilerek karigtirilda. Her tiipe %40'11l
Trikloroagetik 331t ilave edi1di. Magnetik kerigtiricida iyi-
ce karigtirildr. Icerigine cam yinl yerlegtirilmlg 18X2 cm e-
batindaki kolonlardan gsadece numune tipleri giliziildii. Berrak o
madig. zemen santrifil) cdildi. Stztntilerin 443 nm optik dancs

Awflers kore kargi okunup gaydedildai (2,8,39).

Numune ve standart tiiplerinden 1.5 mi alinarsk ilzeri-
ne 0.5 ml 2-Tiyobarbutirik esit (TBA) ilsve edildi. (29,40);
Magnetik xarigtirvicidae kerigtirilen bu tupler, 37 O¢ 1ik bir
su banyosunde 30 dakika middetle inklibasyona tabi tutuldu. In
inkﬁbasyon igleminden sonrea tiiplerin oda gicakligina gelmesi
igin 15 dakika bekletildi. TUpler 443 nm de optik dansiteler
tekrar okundu. 37 °¢ deki inkubasyondan Snceki ve sonraki op
tik dansiteler HMEF ve fruktoz cinsinden hazirlanen stendart
egride degerlendirildi (2,8).
4.,2.5 Standart Egrinin Hazirlenmasl
tx1 seri fruktoz, iki seri HMF stenderti daha Once
bahsedildigl gibl hazirlandi. Hemolizat yerine 2 ml standaxr”
(10,20,30,40,50,60,70 ,80 Mmol/lt) alingrak diger bltla isl
1er bunlaer ig¢inde uygulandi, Bir serl HMF (Hidrokeimetil fu
fursldehit ) otoklev inklUbasyonuna konulmadi. Bu otoklavda
HMF'nin ne oranda azaldigini tayin etmek igin kullanildl. B

¢ standart igin grafik ¢izildi (Sek-4).
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Sekil-4: HMF ve Fruktoz Standert EPrileri
(HHF] 1 Oloklavdy inkithe edilmeden)
(HMF, : Otoklavda inkite edilerok)

4,2,6, Sonuglarin Hesaplaninasi

Deney sartlarimizda bir mol fruktoz bir mol HMF ye db-
nligtiiglinden (1,2,8), hazirlanen standart egri sonuglari mikro
mol HMF (A mol HMF)/1t birimi cinsinden vermekxtedir. Hemoglobin
hemolizatys, 10 g /1t hemoglobin igerdifinden bu defZeri 10'a bdl-
mek suretijle mikro mol HMF/g hemoglobin (HMF indeksi HMF1i) el-
de edildi;‘ﬁemoglobin—A (Hb4) nin ne oranda glikozillenerek he-
moglobin -Aic (HbAic) ye dﬁnﬁgtﬁgﬁﬁu bulmak veya %HbAlC‘&i hesap-

‘lamak igin,

32000X100 . _
% HbAic = z X HMFi formilii ¥ullenildi., Bu for-

10 ‘
milde, 32000 hemoglobin o<, dimerinin molekiil airligi, 100, yuz-

deye gevirme, 10§ molu mikromola gevirme faktdridir.
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4,2,7. Istatistiki Analizler

Bulgular jstatistiki olarak xantitatif bulgularin orta-

jama degerleri (X) ve gtandart sapmalari (SD) bulundu.

4,2.7.1. Aritmetik Ortalama (43)

Aritmetik ortalamalarTi hesaplamada

_ i
X = formilit kullanildi. (1)
# N

:5.2.7.2. Standart Sapma (43)

. 5\
(S X,)
SD — Esz zo j.

N1 formiili kullanarek, standarst

gapmalari bulundu . {2}

4'-:0207-30 “t" Besgti (4.3)
Bu test grup orialamalari arasindaki farkin tnemll 0-
lup olmadigini gbatermek ig¢gin yapilmigbar,

(Nl"l)ql4ﬁ (N2.~ 1)02

: (3)
xi
Nl—+— N2 -2

oo

S P SX ( + ) (A)

Ortelamalara ait standart sapmanin hesaplamasil i¢in
(3) ve {4) cti formillerinden deferler bulunarak, formil (S) de

yerine xonularak "t,hesabi yapildi.
_ Xy - Xz_.
£ = 3 (5)
S.. —_
Xl - X2
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Bu formifllerde ;

Z ¢ Toplam igareti

w ¢t Analiz sayisi

t t Kritik

X; ¢ Her bir gozlem

SD ¢ Standart sapma

S‘xl_x2 : Or’calamal&rl arsindaki farkin hatasi

n : Serbestlik derecesi (Nl-h' No-2 } |

P ¢ Ihtimaliyet, "t testi hesabindan serbestlik dere-
cesine gdre bulunen deger

S;i : Her iki gazlemin ortak varyansinin ifadesidir.

4.2.7.4, Korelasyon Katsayinin Hesaplanmasi (44)

Bu hesaplamade, ayni grubun vasiflari arssindaki ilgipgi

ortaya c¢ikarmek igin yapaldi.

X

rixy) = e
7 R
(2 - 5250 2 - L0

Bu katsgyinin onem testi igin

— — 2
Sr = + 1-]-"-2-—-- t == X vaya t = r,-}
N-2 s¥ (1-r") /N=2

formiilleri kullanilda.

Bu formiillerde
r : Korelasyon katsayisi
Sr ¢ Korelasyon katsayisinin standart hatasa

4 Eritik oran (Korelasyon katsayisi igin)
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5 . BULGULAR Vi5 TARTIGMA

5.1, Bulguler

Toplam 48 saflam ve 48 hasta . gahista Hidroksimetil
furfuraldehit indeks (HWFi)' leri, % ulikozilleami.; hnowmoysdo-
bin (HbAac), Aglik kan sekeri (AK;), ve Hemoglobin (iib) dejier-
leri tespit edildi. Toplam 96 kigiden elde edilen HMIL, %ilbAac,
AK$'vé Hb degerierinin ortalamalari ve standart sapmalnri ya-

p1ldi(Tablo-1).

Tablo-1: llasta ve kontrol grubunda Hilki,%itbizc, oy,

GRUPYLAR B U L G U L A R
Selir hastasi  pupy % HbAle  _ AKY Hb
X 5.56 17.80 299.77 15.30
+5D 1.25 4.0 55.96  1.88
Kontrol |
X 1..82 5 .69 82.0 15.35
+SD 0.36 1.53 7.11 0.88
P <0.001 <£0.001 ° 0.001 >0.05
Galigmemizda, 48 saglam ve 48]hasta gahigta tes-

pit ettifimiz paremetreler arasinda yapilan korelagyon ve ig~

tatistiki s¢idan onemlilik derecesi toblo-2'de verilmigtir.
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lablo-2: Hasta ve konrol grubunda korelasyon hesap-

‘lari sonuglari

G RUPIL AR r t D

~ Jeker hastasi

Hb - HMFi 0,22 1.50 >0.05
AKS - HMFi 0.46 3.50 < 0:001
Keontrol

Ilb - IIP\"LE‘i 0003 0520 >0.0S

AKS - HMFi -C.14 0.95 > 0,05

"3

Tablodan gdériileceii gibi g eker hastalar grubunun
AKS~-HMFi arasinda igtetistiki acidan onemli bir korelasyon
bulunmugtur. Fakaet diger parameireler arasinda istetistiki

a¢idan dnemli bir korelasyon bulunmamigtir.

Pruktoz ve HMF standart ¢aligmalari, otoklavae konan

.ve konulmeyan saf HMF nin degigik miktaerlarda oldugunu goster-

_migtir. Buna gore, otoklava konan IMF konulmayena gdre %35 o-

raninda parcalanmaktadir. Otoklava konulan HMF ve fruktoz stan-

dartlary arasinda yaklasik %12 lik bir fark bulunmustur.
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5.2. Tartigma

5.2.1. Metod {le Il,;ili Tartigna

Tiksek kan glukozu konsantrasyonlarinin se ker has-
talarda sebep oldugu defisikliklery aragtirmak icin proteinle—
rin non-emzimatik glikolizasyonu tzerine cesitll raligmalar (
3,5) yapilmistir. Bunlarin arasinda hemoglobin molekiiliiniin £li-
kozillenmesi hzarinde ayrintili olarak caligilmig ve HbAic ce-
8it1li y¥nleri ile avagtzrllmlgtwr Glikozillenmia hemoglobin
(GHb) nin iki &y veya daha fazla ©nceki ortalama kan glukozu
seviyeleri igin bir inde¥s oldvgu (4}, kan glukozu geviyeleri
1le HbAic araginds ve HbAze 1le glisemi barzmetreleri arasinda
(A¢lik kan gekerd, Glukeozuri) (8), Onexli bir korslasyon bulun-

dugu tespit edilmigtir,

Hemoglobinin gitikozillenmesine kan #lukoz konsantras-
yonu, anormal hemoglobinler {UbF, Hu3, HbH, HbC), eritrogit Am
ri, aspirin, Uremi ve gebelik (4,5,8) etki etmektedir,

[

geker nastaliZi kontro linde bir 6lcH clarak kuilaniligin va-

o [

nisira HbAic Gloimleri, hastallx taramalari icinde Snemli bir me-

toddur. Bagka bir Snemli hususta, HbAyre seviyesinin, gliniin her-
hangi bir saatinde alinan tek bir numuneden ¢zligrlabilir ve or-

talama kan glukesz konsantrasyonu vermis olmasidir (8).
; Konu kullanilan tayin metodu yonunden de hususiyet ar-
zetmektedir,

Glikozillenmig hemoglobin tayininde ilk metod kolon
kromatografisidir (2), Islemleri kisaltic: yeniliklerle daha

g+ kullanigli hale fgetirilmis olmasina rafimen pﬁ, osmolarite, si-
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caklik, anormal hemoglobinler ve yilksek dozda agpirin hatali so-

¥ nuglara sebep olur.

Kolon kromastografi sonuglarini destekleyen izoelektrik

odaklama metodu ile HbAic, HDF den ayirabilir vasifta olmasina

. ragmen yliksek dozds aspirin HbAlc miktarina pozitif bir hata

meydana getirir (8).

Allan ve arkadaslérl (7), tarafindan geligtirilen "Agar
Jel Elektroforezi" dir. Bununla ilgili ticari kitler geligtiril-
mig olmasina rafmen fazla miktarda HbF varlizinda GH®S ve GHBLC!

vi HbAic den ayirg etmesi yanlis sonuglar verir {2).

HIbF hemoglobinlerin varlifina dayanan *"{mmunoassay" me-

todurki seker hastaligini taramalarindan ziyade gestasyon teyi-
ninde kullanilmigtir (41)
Mallia ve arkadaslari tarafindan Onerilen "Affinite Kro-

matografisi” 1le yiiksek deferler bulunmugtur (8).

Gellop ve arkadaglar: tarafindan geligtirilen"Florimeb-
rik metod glikozillenmis proteinler lerivodatla oksitlenerek

meydana gelen formaldehit miktarina dayanir. Kararii ketoamin

_grublarinin yanisirsa kararsiz Schiff bvazlarida tayin ettiginden

yiiksek sonuglar elde edilir. Dolayisiyle klinik uygulamasil aCl-

s1ndan hédlad tartisilmasi gerekir (8).

Gzellikleri ve sakincalarini sdyledifimiz butln bu me tod-
lar icerisinde laboratuvarimiz sartlarina dahs uygun buldugumuz
ucuz ve pratik bir metod olan "Kolorimetrik" metodu se¢tik. Di-
fer metodlars, ték tek snlatilirken belirtildifi gibi, pahalir ve
uygulama glglugl olan metodlardlr.'Rutin caligmalara yonelik bu

¢aligma i¢in higte uygun deZildir.
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Bu metod sonuglarinin tekrarlanabilirlifi agisindan ten-

kid edilmigsede (5), hidroliz ve renklendirme basamalklar: iyi

bir gekilde optimize edilirse bu sakinca ortadan kalkmaktadzir,

On galigmalar bunu desteklemigtir,

Son zamanlarda bu metodun rutin laboratuvarlardsa uygula-
nabilmesi i¢in ¢egitli ¢alaigmelar yapilmigtir., Ozellikle inkiibas-
yon siiresini indirmeleri deneye son derece pratiklik kazandirmis-

tir.

Kolorimetrik metocdun, yukarida Szelliklerine deXindiri-

a3 s 61

miz difer metodlara bir takim Usthiinliikleri vardirr.
Kolorimetrik metod, kolon kromatografik metoda gbre da-

ha avantajlidar, Ginki,

1 - Hemclizat SOG de B0 gin gaklandifyr zaman glikozil-
lenmede kolorimetrik agidan hig bir degi@me-olmadlﬁl halde kro-
matografik yéﬁtemle ayni gartliarda 10 giln bekletilen numuneler-

i de yaniis sonuglar elde edilmistir (8),.
; @ = Kolorimetrik metod sadece HbAic'ye spesifikbir, A-
normal hemoglobinlerden etkilemez (5).

3 ~ Difger glikozililenmig proteinler ic¢in de kullanila-
: bilir (8,41).

4 - Hemoglobin yapisindaki kararli ketoamin gruplari 2-
tiyobarbutirik asit kolorimetrik ydntemine gbire reaksiyon verir,
Kararsiz Schiff bazlari ayni reaksiyonu vermez (5).

Izoelektrik odaklama metodu, pahali, Szel ekipman iste-
yen ve yetigtirilmis elemani gerektirdifinden kullanilmasi pra-
tik degildin

Yine, Agar jel elektroforezi ©zel ekipman ve yetisti-
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rilmig eleman ister. Tampon, isa veipH degisiklikleri yvéntemin

duyarliligina buylk dezévatajdlr.

Ayni sekilde immunuassay ve affinite kromatografisinin
sarf malzemeleri dig memleketlerden temin edilmesi ¢ok gli¢tir ve

zaman Almaktadar,

Kolorimetrik metodu segerken gu Ustlin taraflarini goz
Snlinde tutularak tercih ettik:

1 - Stendartlarinin memleketimizde kolay bulunmasi

2 - Kolorimetrik metodun glivenilir ve tekrarlanabilir
olmasi |

3 = Mevcut laboratuvar imkanlarimiza uygun olmasi, Reak-
tiflerinin hazirlanmasinin ve saklanmasainain son derece hasit o-

lugu, fazla sarf malzemesl gerektirmemsi iistiin taraflaradar.

Aragtirmamizda kullandifaimiz kan Orneklerinde antikoagu-
lan olarak EDTA (15,26) kullanildai.

Total kani bazi argbtairicilar (40), tarafindan 1000%g 4°'
°C de 10 dakike gantrifu) etmlislersede biz bazi arastairicilarin
(8,11) verdigi 800xg 4° °C de 5 dakika santrifijii yeterli bul-
duk,

Santrifiij edilerek ayrilan plazma a¢glik kan gekeri ic¢in
numune alindiktan sonra uzaklastirildi. Eritrositler oda sicak-
liginda ii¢ defa serum fizyolojik (8.76 g#/1t) ile yikandi. Serum
fizyolojik ile yikamalarda gt fazin iyice berrak olmasina dik-
kat edildi. Elde edilen temiz eritfosit paketleri lizerine ¢alisgs-
ma hemolizatini saglamak i¢in iki kati kadar bidistile su ve or-
tamdaki lipidleri uzaklagtirmak i¢in 0.5 ml karbon tetra klorir

eklendi, 1500xg de 15 dakike santrifiij edildi. Berrak hemolizat
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ayrildi. Hemen g¢aligilmadifil takdirde hemoglobin konsantras-
yonu %1 1ik olacak gekilde seyreltilerek -20 °C de saklanaralk

deney yapilacafiy (bir hafta gecmeyecek) giune kadar bekletildi,

[

6.2.2. Bulgularla 1lgi1i Tartigma

galigmamizda 48 geker hastasi ve 48 saélﬁm gahista he-

moglobin, a§11k.kan gekeri ve glikozillenmig hemoglobinin orta-
lama ve standart sapmalari olarak Airasiyle 15.30 %1.88 gv/dl,
F279.99%55.96 mg-/100 ml, 5.5641.25 mol fruktoz/g Hb, kont
rol grubu ic¢in bu deferler; 15.3540.8 g'/d1, 82.0% 7.11 mg ;/

100 ml ve 1.8B2#0.36 mol fruktoz/g - Hb olarak bulunmugtur,

Caligmamizda elde edilen bulpgular arasinda yapilan iatn.-

R ]

tistiki analizler monucu g e ker hastalar grubunun aclik kan
gekeri 1le HMFi aramsindaki farkin dnemli (P <0.001) olduu huju.

nurken difer parametreler arnsinda énemli hir fark bulunmamiatir,

Eldeki literatir verilerine gore, geker hastasi srubun-
da belirttifimiz Fllkozillenmis hemoplobin defferleri asafi yukn-
Tl uygunluk géntermektedir. Caligmninrain defferleri nrasindak;

t  fark muhfemeldifki deney cartlnrindan ve rakamin farkli olusu ile

izah edilebilir,

Bu verilere dayanarak flikozillenmiz hemoplobin ntusu-
munda en Hnemli faktorin kan glukozu konsantrasyonu olduiunu

80yleyebiliz.

HbA1c nin AKS ve uriner glukozdan daha dnemli bir fline-

wik kontrol vasitasi olhbtleceﬁiﬁi, proteiﬁ rlikozilasyonu, §eker

hastaliga komplikasyonlarini aragtirmada yardimecl olabilecegini

soylenebilir.




Glikozillenmig hemoglobin tayini iyvi bir metabolik ko

rol indeksi olabilir (42). Ancak glikozilasyonun hizina daha i

ce bahgedilen fakitdorlerin etki etmesi probdlem olarak kargimiz

" durmaktadir. Haatalarin gunliik talcidi icin ise AKS tayinle

i nin yapilmasi gereklidir,

e




6.. SONU¢ VE ONERILER

Bu galigmada 48 geker hastasi ve 48 saflikli kigilerin hemo-
lizatinda glikozillenmis hemoglobin, aglik kan gekerl ve hemog-

Jobin degerleri tespit edildi.

Kontrol grubu i¢in glikozillenmig hemoglobin, aglik kan
gekeri ve hemoglobin X ve 4 SD olarek 31r531y1e %5,69%1.53 g
HbAi1c/d1l, 82.0+7.11 mg/100 ml ve 15,35+t 0.8 g Hb/dl bulunurken,
diabetli hastalar grubu igin bu deZerler sirasiyla %17.8%4 g
HbA1c/d1l, 279.77%55.96 mg/100 m1l ve 15,304 1.8 g- Hb/dl olarak
bulundu, fstatistiki analizler, ﬁastalar ile kentrol grubunun
glikozillenmis hemoglobin ve aglik kan gekeri aragindaki farkin

onemli (P« 0,.001) ocidugunu gostermigtir,

Vucut+ta protsin glikozilasyonun da esas dnemli faktor
uzun sUreli hiperglisemlidir, Jsker haztalariada glikezillenme-

nin yliksek oldufunu giosteren bir ¢ok ¢aligma vardar.

Hemoglobin glikozilssyonu konusunda daha d& ¢ok galisma
yeprlmigtir, Di¥er tarsften yapieal proteinlerds (keratin Zibi)
de glikozillenme yiksek bulunmugtur (8),

Mevcut leboratuvar imkanlarimizls ylirlittiiZimtiz bu galig-—
manin, hastanin deha seflikli bir bigcimde kontrolunde bir indeks
olabilecegi agiktir, Ancak HbAic tegekkiil hizi, eritroeit Hmri
Pre- HbAic'nin metodsa baZli clsrask libAic diye tayin edilmesi,
anormal hemoglobinler, liremi ve gebelik gibi ¢elitli durumlar
HbAic nin tavin ve yorumunde bir dizi problem olarak kargimizda

durmaktadir, Dolayisiyle hastalarin glinltik takibi icin aglik
kan gekeri tayinlerinin yapilmasi pgereklidir.
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OZBT

Hemoglobine glukoz baflanmasina glikozillenme denir.
Beta zincirindeki amino asit valinin amino grubu ile glukoz
arasinda non-enzimatik bimolekiiler bir kondensasgyon reeksiyo-
nu sonucu karar31z bir echiff bazi olusur. Bu kararsiz yapi
Amadori diizenlenmesi ile kararli bir ketoamine doniisiir, Bu ketg
aminin, heméglobin kolon kromatografisinde HbAxc fraksiyonu o-

lusgur.

"seker hastalarinda glikozillenmig hemoglobin (HbAxrc)
miktarinin tespiti, isimli bu ¢aligmanin birinei gayesi son
yrllarda glikozillenmig hemoglobin Olelimlerinin geker hastala-

g1 ve tedavisinin bir yeterliligin kontrolde, seker hastaliga

!
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Gliinl araztirmaikiin,

Bu gatismada modifiye bir kolorimetrik metod kullanala-
rax 48 gelcer hastasi ve 48 saglikliy kigide glikozillenmig hemo:
lobin tayin edildi. Seker hastalarinda 17.8%4 ve kontrol gru-
bunda ise bu deger 5.69:tl.53.olarak tespit edildx. % deZerle-~
ri istatistiki agidan Snemli (P¢0.001) fark gostermektedir.

geker hastalarinde ag¢lik kan glukozu ile Hbalc arasin-—

dalki onemli korelasyon (rz6.46 P <0,00L1) glikozilasyonun yiik-

sek kan glukozu ile ilgila oldugunu gﬁsteriyor.



Y

SUMMARY

That the hemoglobin binds glucose is known as glycoagy-

'3

lation, 4 labile Schiff base is formed a8 a result of non-ensy-
matic bimolecular condensation reaction between.glucone and n-
mino (NHQ) group of the first amino acid valine in bheta— chain
of hemoglobin molecule, Then, the Schiff baga iz arranged into
stable ketoamine form by Amadori rearrangement, This constitu-

tes the HbhAic fraction in column chromatography.

AIn this study titled " Determination of glycosylated
‘hemoglobin in disbetes mellitus n The principal aim is to find
out 1f the glycoesylated hemoglobin measurement are important

adequate indicators used in centrolling diabetes and in its

oy deon da . R B O S FL 1w [ = o PSR
treciment, in prevertiag discetic complicaticons aad in Usiio-~
T S N P e R or
Wlng T Langg wernt vrcod glucosa level,

in preseat study, by using a modiified colcrimetric met-

N

hod, the prasence of HbiAlc has besn estimated in erythrocytes
of 48 healthy and 48 diabetic subjects %Hbilc in (17.87%4) ang
tor coatrol group this value (5.69*1,53). % Hbalc values show

important statistical differences (P£0.001).

The correlation of festing blood giuvgose levels to Hb-
Arc has been found to be significent (r=o0.46, P<0.001). Thise
guggests that the high rate of glycosylation in diadbetics 4is

¢, losely related to high binod glugose concentrations.
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