Tip Il Diabetes Mellitus’lu Hastalarin Serumunda
Vitamin A ve E Miktarlarlnln_Yijksek Performansli
Sivi Kromatografisi (HPLC) lle Tayini

DETERMINATION OF LEVELS OF VITAMINS A AND
E IN THE SERUM OF TYPE Il DIABETES MELLITUS PATIENTS
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY(HPLC)

Fikret KARATAS*, Mustafa KARATEPE**, Bilal USTUNDAG***

*  Yrd.Dog.Dr., Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii,
**  Aras.Gor., Firat Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii, ELAZIG
**%Yrd Dog.Dr., Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya ve Klinik Biyokimya AD, ELAZIG

Ozet

Bu calismada yaslart 35-65 arasinda tip 1l diabetes mel-
litus hastasi 45 kisi ile yaslar: 32-55 arasinda 21 saglikh kiside
aclik glukoz, glikolize hemoglobin (HbA;c), A ve E vitamin
miktarlar tesbit edildi. Diabetes mellitus grubunda glukoz
168.69+£7.93 mg/dl, %HbA;- 7.80+0.16, A vitamini
671.42+42.66ug/L ve E vitamini 867.26+33.57ug/dl iken, kon-
trol grubunda, glukoz 94.86+2.80 mg/dl, %HbA ;¢ 4.04%0.05,
A vitamini 702.72+48.74ug/L ve E vitamini 765.57+44.70
ug/dl olarak belirlendi. Glukoz (p<0.001), %HbA ;¢
(p<0.001), A vitamini (p<0.001) ve E vitamini diizeylerinde
(p<0.01) Diabetes mellitus grubunda, kontrol grubuna gore is-
tatistiki olarak anlamly farkliiklar bulundu.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Tip II diabetes mellitus,
A ve E vitamini
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Summary

In this study, the amount of fasting glucose, glycated he-
moglobin (HbA;¢), vitamins A and E have been investigated
for 45 patients with type Il diabetes mellitus, aging between 35
to 65 and 21 healty subjects aging between 32 to 55. Glucose,
HbA %, vitamins A and E levels of patients were 168.69+7.93
mg/dl, 7.80+0.16, 671.42+42.66 ug/L, 867.26+33.57 ug/dl,
whereas those of control group were 94.86+2.80 mg/dl,
4.04+0.05, 702.72+48.74 ug/L, 765.57+44.70 ug/dl, respec-
tively. Glucose (p<0.001), HbA;c% (p<0.001), vitamin A
(p<0.001) and vitamin E (p<0.01) levels of patients group
were found to be significiantly different than those of the
control group.

Key Words: HPLC, Type II diabetes mellitus,
A and E vitamins
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Diabetes mellitus (DM), insiilin disfonksiyo-
nuna bagli, kronik seyirli, kalitsal kokenli, klinik
tablo ve patogenez agisindan heterojen karakterli
ve ciddi komplikasyonlarla seyreden multisistemik
bir hastaliktir. Bu hastalikta 6zellikle karbonhidrat
metabolizmast bozulmakla birlikte yag ve protein
metabolizmasinda da bozukluklar olur (1,2) ve iyi
kontrol edilemeyen diabette bu olay daha da artar.
DM'da oksidatif ve nonenzimatik protein glikoli-
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zasyonu neticesinde, glukoz gegis metallerinin
katalize ettigi otooksidasyon ile O,, H,0, H,0,, OH
gibi molekiillere doniisiir. Oksidatif aktivitenin art-
mas1 serbest radikal olusumunu ve proteinlerin
glikozillenmesini arttirir. Bu glikolizlenmenin tipik
bir 6rnegi glikozillenmis hemoglobindir (HbA ()
(3,4).

Artan glukoz ve glikozillenmis proteinler
otooksidasyona ugrayarak serbest radikal olustur-
makta ve bu da sonugta organizmada oksidatif
strese neden olmaktadir. Son zamanlarda
biyokimyasal ara iiriinler ve stres sonucu olusan
serbest radikallerin diabet dahil bir¢ok hastalikla il-
gisi oldugu belirtilerek, diabette serbest radikal
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olusumunun arttig1 ve radikal baglayici sistemlerde
azalma oldugu ileri stiriilmiistiir (5).

Hiicrelerin metabolik fonksiyonlar1 farkli
oldugundan, organizmada siirekli olarak serbest
radikal olusur. Fakat bu radikallere kars1 organiz-
mada giiglii savunma sistemleri vardir. Biyolojik
sistemleri etkileyen cesitli peroksidatif faktorlerle,
bunlara karsi gelen antioksidan sistem kapasitesi
arasinda bir denge olugmaktadir. Eger bu denge
serbest radikal lehine bozulacak olursa patolojik bir
durum ortaya ¢ikar (5,6). DM'da diabetik kompli-
kasyonlarin gelisimi ve oksidatif hasarin arttig1 ve
antioksidan korumanin 6nemli derecede bozuldugu
belirtilmektedir (7).

Organizmada siiperoksit radikalleri enzimatik
dismutasyonla temizlenirken, antioksidan olarak
bilinen bilesikler de oksijen radikallerinin yok
edilmesini saglarlar. Bu kimyasal bilesikler arasin-
da A, E ve C vitaminleri 6nemli bir rol oynamak-
tadirlar (8). Siganlar iizerinde yapilan ¢alismalarda
diabetik hastalarda etkili olan insiilin hormonu iize-
rine antioksidan vitaminlerin olumlu etkisi oldugu
belirtilmektedir (9).

Vitamin diizeylerindeki degisiklikler diabetin
bir 6zelligi olmamasina ragmen, yapilan arastir-
malarda diabetiklerde serbest radikal aktivitesinde-
ki artis bu hastalikta antioksidanlara daha ¢ok
ihtiya¢ duyulabilecegini gosterebilir (4). Serbest
radikallerin diabette etkin oldugunun belirtilmesi
dolayli olarak bu hastaliktaki komplikasyonlar1 6n-
leme ve tedavisinde radikal olusumunu 6nleyici an-
tioksidan vitamin kullanilabilecegi diisiincesinin
olusmasina neden olmustur. Bu ¢alismada diabetik
hastalarda antioksidan vitaminlerden A ve E vita-
min diizeyleri tesbit edilerek, bu iki vitamin arasin-
da bir korelasyon olup olmadig1 diabet hastaliginin
izlenmesindeki roliinii belirleyebilmek amaglan-
mistir.

Materyel ve Metod

Bu c¢alisma F.U. Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Dahiliye Poliklinigine miiracaat edip di-
abetes mellitus (DM) teshisi konulmus 45 diabetli
ve 21 saglikli kisi lizerinde yapildi. Diabet grubu
diizenli poliklinik takipleri yapilan; 6nceden tip II
diabetes mellitus tanist konmus, yas ortalamasi
51£5.9 olan (35-62 yil) 18 kadin ve yas ortalamasi
52+8.7 olan (36-65 yil) 27 erkek hastadan olus-
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maktadir. Kontrol grubu; yas ortalamasit 40+2.7
olan (32-53 yil) 10 kadin ve yas ortalamasi1 43+5.12
olan (34-55 yi1l) 11 erkekten olusmaktadir. Kontrol
grubu alkol ve sigara bagimlilig1 olmayan, ila¢ kul-
lanmayan, rutin biyokimya tahlilleri normal olan
ruhen ve bedenen hig bir problemi olmayan kisiler-
den olusturuldu.

Orneklerin Alinmasi ve
Analize Hazirlanmasi

Caligmada hasta ve kontrol grubuna alinan
kisilerin 10-12 saat agliktan sonra uygun sartlar
saglanarak 6 ml venoz aglik kanlar1 alindi. Alinan
kan ornekleri 4000 devir/dk'da 10 dakika
santrifiijlenerek serumlart ayrildi. Serumda rutin
biyokimyasal analizler hemen yapilirken elde
edilen serumlarim 1ml'si A ve E vitamini {i¢ giin
icerisinde c¢alisilmak {izere aliiminyum folyo ile
kapli polietilen tiiplere alinarak -70°C'de derin don-
durucuda bekletildi (10).

Derin dondurucudan alman serum ornekleri
karanlikta ¢oziildiikten sonra, serum Orneginden
200 uL bir tiipe alinarak tlizerine 400 pL etanol
ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Daha sonra
bunun iizerine 200 pL. n-hekzan ilave edilerek
vortekste karistirildi. Karigim 4000 devir/dk'da 3
dakika santrifiijlenerek {iistteki hekzan fazi ayrildi.
Her bir serum oOrnegi i¢in hekzanla ekstraksiyon
islemi en az iki defa tekrarlandi. Bdylece, serum
icindeki A ve E vitamininin tamami hekzan fazina
alindi. Ayrilan hekzan fazi azot gaz altinda kuru-
luga kadar uzaklastirildi. Daha sonra oOrnekler
tekrar 400 uL. % 100 metanolde ¢oziilerek analize
hazir hale getirildi. HPLC'de hareketli faz olarak
metanol: asetonitril: kloroform (47 : 42 : 11)
karisimi kullanildi. Vitamin A (retinol) 326, vita-
min E (a-tokoferol) ise 296 nm'lik dalga boylarin-
da tayin edildi (10,11).

Bu ¢alismada, HPLC cihaz1 (CECIL 1100 se-
ries Cambridge England) ve C18 kolonu kullanild:.
%HDbA ¢ ve glukoz degerleri ise Olympus AU 600
oto analizér (Olympus AU 600 Autoanalyser,
Olympus Corp. Tokyo, Japan) ile glukoz kitleri
(olympus kiti) kullanilarak 6lgiildii. Bulgular nor-
mal dagilim gostermekte olup asir1 u¢ degerler
degerlendirmeye alinmadi. Ortalama + standart de-
viasyon (SD) olarak verildi ve istatistiksel olarak
"Student-t testi" kullanilarak degerlendirildi.
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Tablo 1. Diabet ve kontrol gruplarina ait aghik glukoz, %HbA ¢, A ve E vitamin diizeyleri

Grup n Glukoz (mg/dl) %HDbA | Vitamin A (ug/L) Vitamin E (pg/dl)
Tip 2 DM 45 168.69+7.93 7.80+0.16 671.42+42.66 867.26+33.57
Kontrol 21 94.86+2.80 4.04+0.05 702.72+48.74 765.57+44.70

P P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.01

Tablo 2. Kontrol ve hasta grubu kadin ve erkeklerdeki A ve E vitamin diizeyleri

Kontrol Grubu n Vitamin A (pg/L) Vitamin E (pg/dl)
Erkek 11 691.344+37.32 751.56+30.64
Kadin 10 715.21436.29 780.924+29.30
P P>0.05 P>0.05
Hasta Grubu n Vitamin A (ug/L) Vitamin E (ng/dl)
Erkek 27 651.424+22.63 852.74£19.05
Kadin 18 701.36+12.74 889.07+11.76
P P<0.01 P<0.05
Bulgular lizlenen oksidasyon reaksiyonlarinin ve ortaya

Kontrol ve diabetik olmak tizere iki grupta da
kadinlarda A ve E vitamin diizeyleri erkeklerden
daha yiiksek gibi goziikmektedir. Bu nedenle cin-
siyete gore vitaminlerin farkliligini belirleyebilmek
icin Tablo 2 olusturuldu.

Ozellikle kontrol grubunda E vitamini diizey-
leri yiliksek olan kisilerin A vitamin diizeyleri de
yiiksek gibi bulundu. Bu nedenle grup icerisinde A
ile E vitamini arasinda bir korelasyonun olup ol-
madig1 belirlenmeye caligildi. Kontrol (Sekil 1) ve
hasta gruplarinda (Sekil 2) A vitamini degerlerine
kargi E vitamini degerleri grafige alinarak dogru
denklemleri ve regrasyon katsayisi belirlendi. Bu
dogru denklemler ve regresyon katsayilar1 kontrol
grubu i¢in y=256.0097+0.7281x R=0.71, diabetik-
ler i¢in ise y=734.7651+0.1979x R=0.29 olarak bu-
lundu.

Yaptigimiz bu calismada, ekstraksiyon islem-
lerinde geri kazanma (Recovery), A vitamini i¢in
%98, E vitamini i¢in %99.5 oraninda gergeklesti-
rildi.

Tartisma

Diabetes mellitusta goriilen vaskiiler patoloji-
lerin olusmasinda ge¢is metalleri tarafindan kata-
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cikan oksidatif stresin etkili oldugu ileri siiriilmek-
tedir. Oksidatif stresin biyolojik yapilar {izerinde
belirgin bir sekilde zarar verici potansiyeli vardir.
Diisiik molekiil agirlikli rediiktanlar (6rnegin
glukoz, askorbat ve poliansatiire yag asitleri) in-
vivo olarak gecis metallerinin katalizledigi oksi-
dasyon ile H,O, ve lipit peroksitleri olusturarak ok-
sidatif strese katkida bulunmaktadir (3). Diabetin
komplikasyonlar1 metabolik stresin bir sonucu
olarak gelismektedir. Metabolik stres ise, oksidatif
stresin artmasina neden olmaktadir. Bu durum dia-
bet komplikasyonlarinin gelisimini kolaylastiran
yapisal ve fonksiyonel hasar1 olusturmaktadir. Bu
hasar sonucu olusan HbA - kan glukozunun kisa
stireli degisimlerinden etkilenmedigi ve kanin alin-
masindan onceki ortalama 4-6 haftalik stirenin kan
glukoz diizeyini yansittig1 ve bu yiizden diabetik
hastalardaki glukoz regiilasyonunun bir gosterge-
sidir (3,12). Tablo 1'de goriildiigii gibi calismamiz-
da diabetiklerin HbA . diizeylerinin (7.80+0.16)
kontrol grubuna (4.04+0.05) gore daha yiiksek
oldugu tesbit edildi (p<0.001).

Yine kan glukoz diizeyleri diabetiklerde
(168.69+£7.93) iken kontrol grubunda bu deger
(94.86+2.80) olarak bulundu (p<0.001). Diabetik
hastalarin takiplerinde kullanilan ve tedavinin
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Sekil 1. Kontrol Grubu A ve E vitaminlerinin karsilastirilmasi (p<0.01).

910 7 y=734.7651 + 0.1979x R=0.29

900 - g
o O

890 - o

880

870

Vitamin E ;

860

850

840 - . : . .
620 640 660 680 700 720

Vitamin A

Sekil 2. Diabetiklerde A ve E vitaminlerinin karsilagtiriimasi (p>0.05).
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diizenini saglayan HbA,- diizeylerinin kontrol
grubuna gore anlamli olarak artmis olmasi diabe-
tiklerin iyi kontrol edilemediklerini diigiindiirmek-
tedir.

Glikozillenmis proteinler otooksidasyona
ugrayabilir ve bu sirada serbest radikaller tretilir.
Biyolojik sistemlerde hem normal metabolizmanin
yan Uriinii olarak, hem de yabanci maddelerin etki-
siyle meydana gelen serbest radikaller hiicre mem-
branlarina zarar verirler ve degisik hastaliklarla
etkilerini gosterirler. Organizmada bu bilesiklerin
zararli etkilerine karsi kiigiik molekiil agirlikli
radikal tutucular1 ve enzimlerden olusan savunma
sistemleri bulunmaktadir. Serbest radikallerin reak-
tif yapilar1 ve ¢ok kisa omiirlii olmalari dogrudan
tayinlerini giiglestirmektedir. Bu nedenle serbest
radikal reaksiyonlarmin iiriinleri ve savunma sis-
temlerinin incelenmesi pek ¢ok arastirmaci tarafin-
dan tercih edilmektedir (13,14).

Ceriello ve arkadaglar (15) yaptiklar ¢alisma-
da E vitamini uygulamasinin diabetiklerde protein
glikozillenmesinin azaltabilecegini belirtmis ol-
malarina ragmen, Shoff ve arkadaslar1 (16) ise, ak-
sine diabetiklerde E vitamini alimiyla glikohemo-
globin arasinda herhangi bir iliski gézlemediklerini
bildirmektedirler. Vatassery ve arkadaglar1 (17) dia-
betiklerin plazma total a-tokoferol diizeylerinin
saglikli kisilerden istatistiki olarak dnemli derecede
yliksek oldugunu bildirmiglerdir. Ceriello ve
arkadaglar1 (18) tip II diabetiklerin plazmalarinda
kontrol grubuna gore radikal tutucu antioksidan
parametreler ve vitamin A miktarinin anlamli bir
azalma gosterdigini vitamin E'nin ise anlamli mik-
tarda arttigini belirtmislerdir.

Caye-Vaugien ve arkadaglar1 (19) diabetik-
lerde kontrol grubuna gore, plazma o-tokoferol se-
viyesinin 6nemli derecede arttigini1 fakat trombosit
ve eritrositlerde ise 6nemli bir farklilik olmadigini
belirtmektedirler. Cinaz ve arkadaglar1 (20) dia-
betik cocuklarin ortalama plazma E vitamini
(870.80+£220.51 png/dL) ile kontrol grubu
(891£221.21 pg/dL) p>0.05 arasinda 6nemli bir
farklilik olmadigini belirlemislerdir.

Giirbilek ve arkadaslar1 (4), yaptiklari ¢aligma-
da diabetli hastalarda plazma E vitamini diizeyleri-
ni 472.6+£183 pg/dl, kontrol grubunda ise
422.7+145 pg/dl olarak bulmuslardir. Calismamiz-
da ise diabetiklerin vitamin E diizeylerinin
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(867.26£33.57 pg/dl) kontrol grubuna (765.57+
44.70 pg/dl) gore anlaml olarak yiiksek oldugu
tesbit edildi (P<0.01). Cogu arastirmalarda, dia-
betiklerde E vitamini diizeyinin kontrol grubuna
gore diisiik oldugu, bazi arastirmalarda ise E vita-
mini diizeyinde degisme olmadig1 belirtilmektedir.
Bir kisim arastirmacilar da E vitaminin diabetik-
lerde kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu
vurgulamiglardir. Bulgularimiz ise kontrol grubuna
gore diabetiklerde E vitamini diizeylerini daha yiik-
sek bulanlar ile uyusmakta ve 4, 17,18, 19, 22 nolu
literatiirlerle uyumluluk gdstermektedir.

A vitamini i¢in ise Martinoli ve arkadaglari
(21) geng diabetik hastalarin plazma retinol se-
viyesinde anlamli bir azalma, nefropatili diabetik-
lerin plazma a-tokoferol seviyesinin ise Onemli
derecede degistigini ileri slirmektedirler. Krempf
ve arkadaslar1 (22) kontrol grubuna gore tip I dia-
betiklerin kaninda A vitamini konsantrasyonunda
azalma olmasina ragmen tip Il de artma, E vita-
mininde ise her iki tipte de dnemli miktarda artma
oldugunu belirlemislerdir.

Granado ve arkadaglari (23) diabetik hastalarin
serumlarinda provitamin A karotenoidlerin daha
yliksek olmasina ragmen serum retinol diizeyinin
daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Rautalahti,
ve arkadaslar1 (24), B-karoten, A ve E vitamininin
serum konsantrasyonlarinin mevsimlere baglh
olarak degisimini inceleyerek, vitamin A, B-karo-
ten diizeylerinin mevsimlerdeki besin kaynaklarina
gore cesitli degerlerde degistigi halde, vitamin E
diizeyinin 6nemli derecede degismedigi ve ortala-
ma olarak 27.6 umol/L'de kaldig1 gdstermislerdir.
Canfield ve arkadaslar1 (25), farkli kronik hastalik-
larla karotenoidler arasindaki iligkiyi belirtmistir.
Yiiksek dozlardaki karotenoidler, bagisiklik siste-
mini uyarir. rutin biyokimya tahlilleri normal olan
vitamin A'nin da i¢inde bulundugu karotenoidlerin
biyolojik aktiviteleri olduk¢a karmagsiktir. Yapilan
bu ¢aligmada yine Tablo 1'de goriilecegi lizere dia-
betiklerin vitamin A diizeyleri (671.42+42.66) iken
kontrol grubunda bu degerler (702.72+48.74)
arasinda bulunmustur. Bulgularimiz 23 ve 24 nolu
literatiirle uyumluluk saglamaktadir. A vitaminin
diabetiklerde diisiik olmasinin nedeni diabet ile
iligkili olabilecegi gibi A vitamininin antioksidan
6zelliginin E vitaminine gore daha az olmasi ya da
A vitamininin mevsimsel beslenmelerdeki
degisimine de bagl olabilecegi ileri siiriilebilir.
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Calisma kapsamina alinan gruplarda Tablo
2'de goriilecegi tizere 6zellikle kontrol grubu erkek-
lerde A ve E vitamini sirasiyla (691.34+37.32),
(751.56+30.64) iken kadinlarda ise (715.21%
36.29), (780.92+29.30) olarak bulundu. Verilerden
de goriilecegi iizere kontrol grubunda cinsiyete
gore anlamli bir vitamin farkliligi (P>0.05) gozlen-
medi. Diabetiklerde ise erkeklerde A vitamini
(651.34+22.63) iken kadinlarda (701.36+12.74)
olarak belirlendi (P< 0.01). E vitamini ise erkek-
lerde (852.74+19.05) iken kadinlarda (889.07+
11.76) olarak bulundu (P<0.05). Verilerden de
goriilecegi lizere A ve E vitamini diizeyleri kadin-
larda erkeklere gore daha yiiksek oldugu tesbit edil-
di.

Menopoz donemindeki kadmlarin kan serumu
lipit peroksidasyon diizeyleri, Ostrojen salgilan-
masinin olmamasina bagl olarak, menopoz donemi
oncesine kiyasla yiliksek bulunmustur. Bilindigi
gibi kadinlarda Ostrojen hormonu salgilanmasi
erkeklerden yiiksektir. Buna bagli olarak da kadin-
larin kan serumu lipit peroksidasyon diizeyleri
erkeklerden azdir. A ve E vitamini ise antioksidan
ozelliklerinden dolay1 kanda lipit peroksidasyonla
ters iligkilidir (26). Bu c¢alismamizda Tablo 2'de
goriilecegi kontrol grubunda cinsiyete gore anlamli
bir fakliligin olmamas lipit peroksidasyonunun da-
ha az olmasina, diabetiklerde ise kadinlara kiyasla
erkeklerde kan serumu A ve E vitamin diizeylerini
daha diisiik olmasi kadinlarda &strojen hormo-
nunun erkeklerden daha yiiksek olmasina bagla-
nabilir.

Kontrol grubunda A ve E vitamini arasindaki
korelasyon Sekil 1'de r=0.71 olarak, diabetiklerde
ise Sekil 2'de r=0.29 olarak belirlendi. Bu veriler-
den de kontrol grubunda A ve E vitamini arasinda
daha iyi bir korelasyonun oldugu, diabetiklerde ise
bu korelasyonun bozulmus olabilecegi diisiiniile-
bilir.

Sonug olarak, uzun donem c¢aligmalar diabet
komplikasyonlarmin 6nlenmesinde A ve E vita-
mininin ve belki de diger antioksidan sistemlerin
yararinin saptanmasinda yardimci olabilir.

Calismada elde edilen verilerin 1s181nda dia-
betiklerde artmig olan E vitamini diizeylerinin bu
hastalarda olusan oksidatif hasar1i engellemek
amaciyla reaktif olarak yiikseldigi ve ancak diistik
dozlarda etki gosteren A vitaminin ise diabetiklerde
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kontrole gdre azalmasmin E vitaminin bu etkisini
stimule etmek amaciyla kullanilmasindan kay-
naklandigi sdylenebilir. Ayrica yapilacak ileri ¢alig-
malar ile diabetiklerde antioksidan vitaminlerin
disaridan verilerek etkinliginin aragtirilmasi ve DM
komplikasyonlarmin kontroliinde etkili olabilecegi
diistiniilmektedir.
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