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OZET

Diabette  serbest oksijen radikallerinin —arttigi ve komp-
likasyonlarin  gelisiminden bu radikallerin ~ sorumlu oldugu  bilin-
mektedir. Ayrica hipergliseminin eritrositlerde membran lipid perok-
sidasyonuna, membran osmotik frajilitesinde artisa ve vitamin E
diizeylerinde azalmaya neden oldugu saptanmigtir. Bu c¢alisma-
da insiiline bagimli diabetes mellituslu (IDDM) 25 hasta ve 10
saglikli  gocuk da eritrosit glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
katalaz (CAT) aktivitesi, vitamin E diizeyleri ve plazma vitamin A
ve E dizeyleri élgildi. Eritrosit GSH-Px, vitamin E (p<0.05) ve
CAT (p<0.001) aktivitesi kontrole gbre 6nemli derecede diisiik
bulundu. Plazma vitamin E dizeyleri normal, vitamin A ise
(p<0.05) kontrolden anlamli derecede diisiikti.

Sonug olarak IDDM da artmis olan oksidatif stresin, erit-
rositler (zerinde etkili oldugu ve eritrosit antioksidan mekaniz-
masinda azalmaya yol actigi disdndldd.
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Son yillarda yapilan calismalarda diabetik hastalar-
da ve deneysel olarak diabet olusturulan ratlarda serbest
oksijen radikallerinin ve eritrosit membran lipid peroksi-
dasyonunun 6nemli derecede arttigi gosterilmistir (1-4),

Diabette oksidatif stresin artmasi eritrosit dmrindn
kisalmasina, agregasyonun artmasina, membran lipid
yapisinda degisikliklere ve endotelial hiicrelere yapiskan-
hgin artmasina neden olmaktadir (2,5).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT)
redikte glutatyonu okside forma donilstirerek suretiyle
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SUMMARY

It is known that free oxygen radicals increases in diabetes
and these radicals are responsible from development of compli-
cations. Also hyperglycemia causes membran lipid peroxidation,
increase of membran osmotic fragility and decrease in levels of
vitamin E in erythrocytes. In this study erythrocyte glutathione
peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) activities and vitamin
E levels and plasma vitamin A and E levels were determined in
25 children with insulin dependent diabetes mellitus (IDDM) and
10 healthy children.  Erythrocyte GSH-Px, vitamin E levels
(p<0.05 ) and CAT (p<0.001) activities were found significantly
lower than control. Plasma vitamin E levels were normal but vi-
tamin A levels (p<0.05) were lower than control.

As a result it is thought that increased oxidative stress in
IDDM is effective on erythrocytes and causes to a decrease of
erythrocytes  antioxidant mechanism.

Key Words: Insulin dependent diabetes mellitus,
Glutathione peroxidase, Catalase,
Vitamin E, Vitamin A

T Klin J Pediatr 1997, 6:5-8

H,O0, in indirgenmesinde rol alan, hiicre proteinlerini ve
hiicre membraniarini oksidatif hasara karsi koruyan
6nemli antioksidanlardir (6).

Vitamin E de hicre membranlarinin stabilizasyo-
nunda rol alan fizyolojik bir antioksidandir. Vitamin E
yetersizliginde eritrosit 6mrinin azaldigi ve oksidan
bilesiklere karsi duyarlihigin arttigi bilinmektedir (7,8).

Literatirde diabette antioksidan enzimler ve vitamin
E dlzeyleri ile ilgili calismalar olmakla birlikte hepsinin
birlikte yer aldigi bir calismaya rastlanilamamistir. Ayrica
insiline bagimh diabetes mellitus da (IDDM) eritrosit vita-
min E dlzeyi ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle galismamizda IDDM da eritrosit GSH-Px, CAT
ve vitamin E ve plazma vitamin E ve A dlzeyleri 6lgl-
lerek antioksidan mekanizmadaki degisiklikler incelendi.

GEREG-YONTEM

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gocuk Saghgi ve
Hastaliklari boéliminde tani konan 25 IDDM Ilu ve 10
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saglikh cocuk galisma kapsamina alindi . Hasta grubu 7-
16 (12.29+3.24), kontrol grubu ise 8-16 yaslari (11.34%
2.44) arasindaydi. Hasta grubunun ortalama diabet siire-
si 3.45+2.91 yildi. Hasta ve kontrol grubundan 12 saat
acliktan sonra heparinli kan drnekleri alindi ve 3500 x g
de 10 dakika santrifijlenerek Ustten plazma kismi ayirt
edildi. Eritrositler ¢ defa serum fizyolojik ile yikandiktan
sonra 0.5 ml eritrosit GUzerine 2 ml serum fizyolojik ek-
lenerek eritrosit paketi hazirlandi.

GSH-Px aktivitesi: GSH-Px aktivitesi Paglia ve
Vallentinanin yéntemine goére o6lguldu (9), GSH-Px ak-
tivitesi, dakikada bir umol NADPH m kullanimini
saglayan miktar olarak tanimlandi. NADPH m molar ab-
sorbsiyon katsayisi 6.22 x 10 M- cm- olarak alindi ve
sonuglar U/g Hb olarak degerlendirildi.

CAT aktivitesi: Katalaz aktivitesi Aibei' nin 6nerdigi
yonteme goére olgildi (10). H,0,'in molar absorbsiyon
katsayisi 43.6 M- cm- olarak alindi ve enzim aktivitesi
dakikada bir mol H,0,'in yikimini saglayan miktar olarak
tanimlandi. Sonuglar U / g Hb olarak degerlendirildi.

Hemoglobin &lgcimi Drabkins ydntemine gore,
HbA1c 6lgimi ise mikrokolon kromatografisi (Biorad) ile
yapildi.

Vitamin E ve A Olgiimii

Eritrosit vitamin E ve Plazma vitamin E ve A miktar-
lari High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ile
olguldi  (11). Eritrosit slspansiyonu pyrogallol ile
muamele edildikten sonra -70 °C de donduruldu ve bir ay
icerisinde analiz edildi. Kromatografik analizlerde Waters
marka HPLC kullanildi . Kromatografik ayristirmalar 300
x 3.9 mm ID C,, kolon ve % 95 metanol kullanilarak 290
nm dalga boyunda ve 25 °C de gergeklestirildi. Standart
olarak a-tokoferol ve retinol, internal standart olarak ise
a-tokoferil asetat ve retinil asetat kullanilarak vitamin E
ve A dizeyleri standart egriden hesaplandi. HPLC ile
ayristirilan a-tokoferol , retinol ve internal standartlara ait
kromatogram Sekil 1'de gosterilmistir.
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Sekil 1. Retinol, u-tokoferol, u-tokoferit asetat ve retini; asetata
ait kromatogram

Tablo 1. IDDM ve kontrol grubuna ait eritrosit antioksi-
dan enzimleri ve vitamin E duzeyleri

Parametreler Kontrol IDDM 2}

GSH-Px

(0/gHb) 13.82+3.68* 11.15+2.52* <0,05

CAT

(U/gHb) 0.269+0.113*  0.137+0.037* <0.001

Vitamin E

(ng/dl) 246.9168.24*1 83.52+62.58* <0.05
SD

Tablo 2. IDDM ve kontrol grubuna ait plazma vitamin A,
E ve HbA1c dlzeyleri

Parametreler Kontrol IDDM )

870.8+220.5* >0.05
26.83 £7.16*  <0.05
9.28+2.69* <0.001

Vitamin E (ug/dl)
Vitamin A (ug/dl)
HbA1c(%)

891.1+221.2*
35.46+11.50"
5.51+1.2*

SD

BULGULAR

IDDM da eritrosit GSH-Px aktivitesi (11.15+2.52)
kontrole goére (13.82+3.68) anlamli derecede disik bu-
lundu (p<0.05). Hasta grubunun CAT aktivitesi de
(0.137+£0.037) kontrol (0.269+0.113) grubuna gére énem-
li 6lglide dusuktd (p<0.001). Eritrosit vitamin E kon-
santrasyonu IDDM da (183.52+62.58) kontrol (246.9+
68.24) grubuna gore anlamli derecede azalmisti (p<0.05)
(Tablo 1).

Plazma vitamin E dlzeyleri IDDM'da normal, vita-
min A dlzeyleri (26.83+7.16 ) ise kontrole (35.46+11.50)
goére anlamli derecede dusuk bulundu (p<0.05 ) .IDDM Iu
gocuklarin HbA1c duzeyleri (9.28+2.69) kontrole (5.51 +
1.2) gére 6nemli 6lgude yuksekti (p<0.001) (Tablo 2).

IDDM da eritrosit GSH-Px ve CAT aktiviteleri arasin-
da regresyon analizi yapilarak, bu enzimler arasinda
pozitif bir iliskinin oldugu saptandi (r: 0.530, p<0.01).
Eritrosit vitamin E ile GSH-Px ve CAT aktiviteleri arasin-
da 6nemli bir iligki bulunamadi. Ayrica plazma vitamin E
ve A duzeyleri ile eritrosit GSH-Px ve CAT aktiviteleri
arasinda da herhangi bir korelasyon saptanamadi.

TARTISMA

Diabette nonenzimatik glikozillenme ve otooksidatif
glikozillenmenin arttigi ve bunun da serbest oksijen
radikallerinin Uretiminde artisa neden oldugu bilinmekte-
dir. Bununla beraber diabette, enerji mekanizmasindaki
ve sorbitol yolu aktivitesindeki degisikliklerden, antioksi-
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dan savunma sistemindeki ve infiammatuar ajanlarin
dizeylerindeki degisikliklerden ve hipoksi ve iskemik
reperfiizyona bagli iokal doku harabiyetierinden olusan
metabolik stres de oksidatif stresin artisina yol agan
mekanizmalar arasindadir(1,5,12,13).

Diabette artmis olan serbest oksijen radikalleri uzun
omurlu ekstraselliler proteinlerin (kristallin, kollajen,
elastin, laminin ve myelin kilifi gibi) yapisinda modi-
fikasyonlara neden olmakta ve bu proteinlerce zengin
olan lens, vaskiier duvar, baza! membran gibi dokularda
yapisal degisikliklere yol agmaktadir. Dokularda olusan
bu vyapisal degisiklikler diabette goérilen katarakt,
mikroanjinopati, ateroskleroz ve nefropati gibi komp-
likasyonlarin gelisiminden sorumludurlar (12).

Son yillarda yapilan galismalarda diabette eritrosit
GSH-Px aktivitesi ile ilgili farkli bulgular yer almaktadir
(4,6,14-16).Gupta ve arkadaslari alloxan-diabetik raflar-
da GSH-Px aktivitesini dusik, glutatyon reduktaz ak-
tivitesini ise yuksek bulmuslar (6), Uzel ve arkadaslari da
diabetik hastalarda lipid peroksidasyonunun arttigini,
GSH-Px aktivitesinin ise azaldigini belirtmiglerdir (4).

Streptozotosin-diabetik raflarda yapilan bir calisma-
da eritrosit CAT aktivitesinde artig, stperoksit dismutaz
aktivitelerinde ise azalma oldugu g6zlenmis, ayrica
karaciger ve bobrek CAT ve GSH-Px aktivitelerinde
6nemli derecede azalma oldugu bildirilmistir (17).
Hagglof ve arkadaslari ise insuline bagimh diabetik
cocuklarda eritrosit stperoksit dismutaz ve GSH-Px ak-
tivitesini dustk bulurken, eritrosit katalaz ve superoksit
dismutaz aktivitelerinde degisiklik saptamamislardir(15).

Biz de IDDM da eritrosit GSH-Px ve CAT ak-
tivitesinin kontrol grubuna goére 6nemli derecede dusuk
oldugunu saptadik. Bu bulgularimiz serbest oksijen
radikallerinin, antioksidan sistemde rol alan bu enzimlerin
inaktivasyonuna neden oldugunu veya artmis olan
serbest oksijen radikallerine kargi savunmada bu enzim-
lerin daha fazla kullanildigini disundurmektedir.

Diabette vitamin E ve A ile ilgili ¢ok az galisma bu-.

lunmaktadir. Vatassery ve arkadaslari IDDM ve insiline
bagimli olmayan diabetes mellitusta (NIDDM) plazma ve
platelet vitamin E dizeylerini kontrole gére ylksek bul-
muslar, ancak diabette vitamin E nin artisina neden olan
temel mekanizmayi ac¢ikliyamamiglardir (18). Jain ve
arkadaslari da diabetik raflarda eritrosit vitamin E dizey-
lerinin duslik, plazma vitamin E dlzeylerinin ise kontrole
g6re anlamli 6lglide yiksek oldugunu gdéstermislerdir (7).

Diger bir galigmada ise streptozotosin-diabetik raf-
larda kalp ventrikiliinde lipid peroksidasyonunun ve vita-
min E-kinon duizeylerinin arttigini , vitamin E dizeylerinin
ise azaldigini saptamiglar ve insilin tedavisi ile lipid pe-
roksidasyonunun ve vitamin E-kinon olusumunun én-
lenebilecegini vitamin E dizeylerinde ise degisiklik ol-
madigini ileri stirmuslerdir ( 19 ).

Biz de calismamizda IDDM da eritrosit vitamin E
diuzeylerini kontrole gére anlamli derecede disuk bulduk.
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Onemli bir membran stabilizatérii ve antioksidan olan vi-
tamin E duzeylerindeki bu disus, artmis olan serbest ok-
sijen radikallerine karsi daha fazla miktarda vitamin E
kullanildigini disindirmektedir. Hasta grubunda plazma
vitamin E dlzeyi normal, vitamin A ise dusuk bulundu.
Plazmada vitamin E ve A nin haricinde seruioplazmin,
glutatyon, sistein ve askorbik asit gibi birgcok antioksidan
bilesik bulunmaktadir. Hasta grubunda eritrosit vitamin E
dizeyinin dusik olmasina kargsin plazma vitamin E
dizeyinin normal olmasi, plazmada diger antioksidan-
iarin daha fazla kullanildiginin bir gdéstergesi olabilir.
Nitekim plazma vitamin A duzeylerindeki azalmada bunu
agiklamaktadir.

Sonug olarak IDDM da eritrosit antioksidan enzim-
lerinde ve vitamin E dizeylerinde dislis oldugu ve bu
azalmadan artmis olan serbest oksijen radikallerinin so-
rumlu oldugu saptanmistir.

KAYNAKLAR

1. Pitkanen OM, Martin JM, Hallman M,et al. Free radical activity
during development of insulin dependent diabetes mellitus in
the rat. Life Sci 1992 ; 50: 335-339.

2. Jain SK, McVie R, Duett J, et al. Erythrocyte membrane lipid
peroxidation and glycosylated hemoglobin in diabetes.
Diabetes 1989 ; 38:1539-43.

3. Mullarkey CJ, Edelstein D, Brownlee M. Free radical genera-
tion by early glycation products: A mechanism for accelerat-
ed atherogenesis in diabetes. Biochem Biophys Res
Commun 1990 ; 173: 932-939.

4. Uzel N, Slvas A, Uysal M, et al. Erythrocyte lip'd peroxidation
and glutathione peroxidase activities in patients with diabetes
mellitus. Horm Metabol Res 1987 ; 19: 89-90.

5. Jain SK. Hyperglycemia can cause membrane lipid peroxida-
tion and osmotic fragility In human red blood cells. J Biol
Chem 1989 ; 21340-21345.

6. Gupta BL, Azam M, Baquer Z. Changes in erythrocyte glu-
tathione peroxidase and glutathione reductase in alloxan di-
abetes. Biochem Int 1990; 21: 725-731.

7. Jain SK, Levine SN, Duett J, et al. Reduced vitamin E and in-
creased lipofuscin products in erythrocytes of diabetic rats.
Diabetes 1991; 40:1241-44.

8. Machlin LJ, Bendich A. Free radical tissue damage: protective
role of antioxidant nutrients. FASEB J 1987; 1:441-45.

9. Paglia DE, Valentine WN. Studies on the quantitative and
qualitative characterization of erythrocyte glutathione peroxi-
dase. J Lab Clin Med 1967; 70:158-69.

10.Aebi H. Catalase in vitro. Methods in Enzymol 1984;
105:121-126.

H.Bieri JG, Toiliver TJ, Catignani GL. Simultaneous determina-
tion of a-tocopherol and retinol in plasma or red cells by high
pressure liquid chromatography. Am J Clin Nutr 1979 ; 32:
2143-49.

12.Baynes JW. Role of oxidative stress in development of com-
plications in diabetes. Diabetes 1991; 40: 405-12.



BIBEROGLU ve Ark.

INSULINE BAGIMLI DIABETES MELLITUSDA ERITROSIT ANTIOKSIDAN ENZIMLERI VE VITAMINLER

13.Saxena AK, Srivastava P, Kale RK.etal. Impaired antioxidant
status in diabetic rat llver.effect of vanadate. Biochem
Pharmacol 1993;45(3): 539-42.

14.Stahlberg MR, Hietanen E. Glutathione and glutathione me-
tabolizing enzymes in the erythrocytes of healthy children
and in children with insulin-dependent diabetes mellitus, ju-
venile rheumatoid arthritis, coellac disease and acute lympho-
blastic leukaemia. Scand J Clin Lab Invest 1990; 50: 125-130.

15.Hagglof B, Marklund SL, Holmgren G. CuZn superoxide dis-
mutase, catalase and glutathione peroxidase in lymphocytes
and erythrocytes in insulin dependent diabetic children. Acta
Endocrinol 1983;102: 235-39.

16.Bono A, Calmi G, Catania A, et al. Red cell peroxide metabo-
lism in diabetes mellitus. Horm Metabol Res 1987; 19: 264-66.

17.Sekar N, Anumanthan K, William S, et al. Antioxidant effect
of vanadate on experimental diabetic rats. Acta Diabetol Lat
1990; 27: 285-93.

18. Vatassery GT, Morley JE, Kuskowski MA. Vitamin E in plas-
ma and platelets of human diabetic patients and control sub-
jects. Am J Clin Nutr 1983; 37:641-44.

19.Jain SK, Levine SN. Elevated lipid peroxidation and vitamin
E-quinone levels In heart ventricles of streptozotocin treated
diabetic rats. Free Radic Biol Med 1995; 18:337-41.

T Klin Pediatri 1997, 6



