Y.Y.U.Fen Bilimleri Enstitusu
1(2),(1992),51-55

SEKER HASTALARINDA GLIKOZILLENMIS
HEMOGLOBIN MIKTARININ TESBITI
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0ZET

Insanda nonenzimatik protein glikozillenmésinin en iyi
bir Brnegi olan hemoglobin glikozillenmesinin = (HbAic), bu
-molekilun fonksivenuna -ve miktarina Kan sekéri konsantrasyo~
nunun etkisini belirlemek icin bu. calisina yap11d1

... Bu. cam11smada mod1f1ye b1r kolor1metr1k metod kullan1—
larak 48. saglikli ve 48 seker hastasi. k151de gl1kozzllenmls
hemogiobin: tayin edildi. Seker hastalar1nda (17, 814) ' ve: kont—
rol gurubunda (5.69%1.53)% HbAic degerleri istatistiki’ acidan
- fark onemli (P<0.001) bulundu. Seker hastalarinda ac¢lik kan
glikozu ile glikozillenmis hemoglob1n (HbA1c) arasxndak1 dnem-
li korelasyon. {(r=0.46;P<0.001) gl1kozzlasyon yuksek kan
.glikozu ile ilgili oldugunu soster1yor : . *

Anahtar Kelimeler: Glikozillenmis hemoglobin, Hemoglo-
bin, Glikozilasyon.

GLAYCOSYLATED HEMOGLOBIN VALUES IN
DIABETES MELLITUS SUBJECTS

SUMMARY

) This study was carried out todetermine the effect ' of
high blood glucose concentration to the function' and the
quantity of HbAic which is the best example of nonenzmatic
protein glycosylation in human beings. : ‘

. In present study by using a modified ‘colorimentic
-methot,HbAi1c has been estimated in erytocytes from 48 healty
and 48 diabetic subjects.HbAic % in (17. 8+4) and control” group
(5.69+1.53) differs in statistics (P<0.001). The correlat1on
of fasting blood glucose levels to HbAic has beén‘faunt to be
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significant (r=0.46; P<0.001). This suggest that the high rate
of glycosylation in diabetics is closely related to high blood
glucose concentrations.

Key Words; Glycosylated hemoglobin, Hemoglobin,

Glycosylation.
GIRIS
Normal hemoglobin (HbA)'in glukoz baglamasina

glikozillennme denir ve bu glikozillenmis hemoglobin (GHb) veya
HbAic olarak bilinmektedir (t.2). Glikozilasyon reaksiyonu
bimolekliler bir kondensasyon reaksiyonudur. Hemoglobinin bata
sincirindeki birinci amino asit valinin-NH2 gurubu ile glukoz
arasindaki bir Schiff bazi meydana gelir(3). Meydana gelen ol-
dukca kararsiz bir aldimin, Amadori duzenlemesiyle kararl: bir
yap1 olan ketoamine {HbA1c)donuslir (1.4). Enzimatik olma-yan
bu glikozilasyon reaksiyonu c¢ok yavas yurur. Ancak HbAic
sentezi eritrositin 120 ginluk omru boyunca devam eder (3).

Normal bir insan eritrositinde bulunan hemoglobinler,
Jel elekroodaklama metoduyla veva kolon kromatografisinde
ayrildiklarinda en hizli yurUyen dort fraksiyon (HbAic,HbA1b,
HbAi1a1,HbA1a2)'a hizli hemoglobinler denir ve bu hemoglobin—
lerden sadece HbAic nin yapisl1 bilinmektedir. Glikozillenmis
hemoglobinlerle normal hemoglobinler arasindaki tek fark NH2
tasiyan amino asitlerin glukoz baglamis olmasidir (2).

Glikozillenmis hemoglobin saglam sahislarda, normal
hemoglobinin %5'ini seker hastalarinda ise %15'ini olusturmak-
tadir. Hemoglobin glikozilasyonundaki artma kan glukoz kon—
santrasyonundaki artmayi, azlatma ise eritrosit omrindn
ki1saldigini1 gostermektedir (5).

Bu calismada Paker ve arkadaslarinin (6) kolorimetrik
metoduda klcuk modifikasyonlar vapilarak Bakan arkadaslari
(2) 'nin gelistirdikleri “Glikozillenmis Hemoglobinin Kolori-
metrik Tayini" ile HbAic tayin edildi. Metodun e¢sasi kisaca
soyledir: HbAic'deki ketoamin l-deoksi l-amino, fruktoz kismi
seyreltik zayif asitli (Otsalik asit) ortamda hidroliz edile-
rek 5-Hidroksi-metilfurfural (HMF) 'a donusturulur. Bu da
2-Tiyobarbiturik (TBA) asitle renklendirilerek 443 nm
absorbans dlculir.

MATERYAL VE METOD

Arastirmamizda yer alan sahislardan %10'1uk EDTA'l1
tuplere 3 ml kadar 96 (48 seker hastasi, 48 saglam) kisiden
aclik kan: alindi. Aclik kan sekeri (AKS) sigmanin kolorimet-
rik glukoz oksidaz (7) metoduyla ve hemoglobin Sahli yontemine
gore tayin edildi. Clikozillenmis hemoglobin tayini bu kandan
izole edilen eritrositlerde yapild:.,

Hemolizat Hazirlanmasi:

Santrifugasyonla izole edilen eritrositler serun
fizyolojik ile uc defa yikandiktan sonra, 2 ml distile su ve
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0.5 ml CCI4+ (karbontetraklorUr) ilave edilerek hemoliz edildi.
Bu hemolizat 10g/ dl Hb icerek sekilde seyredildi. Ya hemen
deneye tabi tutuldu veya bir haftadan fazla olmamak kaydiyla-
20°C de deneyin yapilacagi gune kadar bekletildi (6).

HbAic Tayini:

Hazirlanan hemolizat, Bakan ve arkadaslarinin "Kolori-
metrik" metoduna gire deneye tabi tutuldu. Deneyin yapilisi
kisaca s@yledir: Numune ve kor diye isaretlenen iki tup alind:
numune tupine 2 ml seyreltik hemolizat, 2 ml oksalik asit, kor
tupuUne ise 2 ml oksalik asit, 2 ml serum fizyolojik konuldu.
Deneye paralel olarak standart (fruktoz) «calisildi. Standart
tuplerine 2 ml oksalik asit ve 10~80 mikromol/L'lik standart
solusyonlarindan konuldu. Hazirlanan bitin tHpler . magnetik
karistiricida iyice karistirildi. Ag1zla 11 iyice
kapatildi.0Otoklavda bir saat muddet 124%1°C da inkUbe edildi.
Muddetin sonunda oda sicakligina kadar sogutulan tuplere.2 ml
%40'11k TCA (Triklor asetik asit) ilave edildi,
Karsilastir:ld:, iclerine cam yunu yverlestirilmis. kolonlarda
sUzlldy.Berrak olmayanlar: santrlfuJ ediidi, SutUnler1n OD'lar1
443 nm de kore karsi okundu )

Numune, standart ve kior tuUplerinde 1.5 ml alinarak
Uzerine 0.5 ml 2- Tiyobarbiturik asit ilave edildekten sonra
30 dakika inkube edildi. Oda socakligina kadar sogutuldu. Kbtre
karsi tekrar 443 nm'de OD'ler okundu. Iki okuma arasindaki
fark bulundu.

. Deney sartlarinda. 1 mol fruktoz 1. mol HMF e
donustugunden (2)mikromotl EMF/g Hb (-HMF 1ndeks1) elde edilir.
HbA'nin ne,oranda glikozillendigini bulmak icin; ,

%HbA1c 32000x100 x NMF1

6
10
3.2xHMFi formuld kullanildi.

BULGULAR

Toplam 96 (48 saglam, 48 hasta) sahista Hidroksi metil
furfuraldehid indeksi (HMFi)'leri, %HbAic, AKS ve hemoglobin
(Hb} degerlerinin ortalamalari(X) ve standart sapmalari (£SD)
hesaplandi (Tab~10-1). ,

Tablo-!: Hasta ve kontrol gurubunda HMFi, %HbAic, AKS
ve Hemoglobin (Hb) degreleri.

GURUPIL AR - BULGULAR
Seker Hastas: HMFi %¥HbAic AKS 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
8D 0.36 - 1.53 7.11 0.88
P <0.001 <£0.001 <0.001 >0.05
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Calismamizda, 48 saglam ve 48 hasta sahista tesbhit
ettiginiz parametreler arasinda yapilan korelasyon ve istatis-
tiki ac¢idan tnemlilik dereceleri tablo-2'de verilmistir.

Tablo-2:Hasta ve kontrol gurubunda korelasyon hesaplar:
sonuclari ‘

GURUPLAR 'y t p

Seker Hastasy

Hb - HMFi 0.22 1.50 »>0.05

AKS -HMFi 0.46 3.50 <0.001

Kontrol '

Hb - HMFi 0.03 0.20 >0.05

AKS ~HMFi -0.14 0.95 >0.05
TARTISMA

Calismamizda elde ettigimiz degerler arasinda yapilan
istatistiki analizler sonucu seker hastalar gurubunun aclik
kan sekeri ile HMFi arasinda pozitif korelasyon (r=0.46) ve
fark onemli(P<0.00) bulunurken diger parametreler arasinda
tnemli bir fark bulunmamistair.

Sonu¢ olarak, wvucutta protein gl1kol1zasyonunda esas
6nem11 faktor uzun sUrel: hiperglisemidir. Seker hastalarinda
glikozillenmis hemoglobinin yUksek oldugu gisteren bir cok
calisma vardir. Heboglobin glikozilasyonu konusunda da bircok
calisma yapilmistir. Diger taraftan,Paisey ve arkadaslari (8}
seker hastalarin saclarinda, Bakan ve arkadaslari (9) seker
hastalarin tirmaklarinda protein glikozilasyonu kontrol grubu-
na nazaran daha yuksek bulunmustur.

HbAi1c nin AKS ve uriner glikozdan daha o©nemli bir
glisemik kontrol vasitasi olabilecegini, protein glikozilas-
yonu, seker hastalig: arastirmada yardimci olabileceginin
inancindayiz.
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