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OzZET

Bu calismada, yaslari 36-70 arasinda olan 39 (20
erkek 19 kadin) tip Il diabetes mellituslu hasta ile yaglari
35-66 arasinda olan 40 (18 erkek, 22 kadin) saglikli
kiside eritrosit katalaz aktivitesi aragstirildi.

Hasta grubunda eritrosit katalaz aktivitesi saglikli
kontrol grubuna gére énemli derecede dlisiik bulundu
(p<0.05). Katalaz aktivitesindeki bu duslkligin, diya-
betlilerde eritrositlerin oksidatif hasara karsi hassas
olmalarinin nedenlerinden biri olabilecedi sonucuna
varildi.
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SUMMARY

In the present study, erythrocyte catalase activity ot
patients with type Il diabetes mellitus and healthy con-
trols were investigated. Patients consisted of 39 sub-
jects (20 male, 19 female) aged between 36 and 70
years and controls consisted of 40 subjects (18 male, 22
female) aged between 35 and 66 years.

Erythrocyte catalase activity of the patients was
significantly decreased compared to that of healty con-
trols (p<0.05). This significant alteration was thought to
be one of the reasons of the erythrocyte susceptibility to
oxidative damage.
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Serbest radikaller dig yérungelerinde bir veya daha
fazla ortaklanmamis elektronu olan atom veya molekiil-
lerdir. Bu tir maddeler reaksiyona son derece yatkin
olup lipid, protein, nikleik asit ve karbonhidratlar gibi
biyomolekiilleri etkileyerek birgok hastaligin
patogenezinde énemli rol oynarlar (1-3). Serbest radikal-
lerin dlzeylerini ve bunlarin meydana getirdikleri hasari
sinirlandirmak igin viicutta birgok savunma mekanizmasi
gelismistir. Bunlar antioksidanlar olarak bilinirler. Katalaz
(H202:H20, oksidorediktaz, EC 1.11.1.6) hidrojen pe-
roksidi su ve oksijene parcalayarak aerobik hicreleri
toksik oksijen metabolitlerine karsi koruyan antioksidan
bir enzimdir. Katalaz aktivitesi c¢esitli dokularda buyik
farklihklar géstermekle beraber en fazla miktarda eritro-
sitlerde bulunur (4-9).
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Serbest radikaller diyabetin olusumunda ve uzun
donem komplikasyonlarinda énemli rol oynarlar. Oksi-
datif aktivitenin (serbest radikal Gretiminin) artigi, antiok-
sidan savunma mekanizmalarinin yetersizligi ve pro-
teinlerin glikozilasyonu 6zellikle zayif kontrolli diyabetik-
lerde ateroskleroz, retinopati, nefropati, mikroanjiyopati
gibi diyabet komplikasyonlarina yol acar (10-12).

Diyabetik hastalarda eritrosit membrani lipid
peroksidasyonunun artmasi sonucu membran fosfolipid
asimetrisi degisir, eritrosit o6mri ve hicre flexibilitesi
azalir, membran rijiditesi, pihtilasma egilimi ve endotel
hicrelerine yapigsma egilimi artar. Oksidatif ajanlar SH
gruplarinin oksidasyonuyla da eritrosit membranina
zarar verirler. Eritrositlerde hemoglobinin oksidatif hasa-
rindan da serbest radikaller sorumludurlar (13-16).

Bu galismada tip Il Diabetes mellitus (DM)’lu has-
talarin eritrositlerinde gorilen serbest radikal kaynakli
hasarlarin gelisiminde antioksidan savunma sistemi-
nin bir elemani olan ve eritrositlerde yogun olarak
bulunan katalaz aktivite degisikliginin rolu arastirildi.
Diyabetik ve saglikli kisilerde eritrosit katalaz dizeyle-
ri karsilastirildi.
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MATERYEL VE METOD

Calisma Konya ve gevresinde yasayan 36-70 yas-
lari arasinda (x+SD:53.59+8.31) klinik ve laboratuvar
teshis metodlariyla Tip 1| DM tanisi konmus 39 hasta (19
kadin, 20 erkek) ile 35-66 vyaslan arasinda
(x+SD:49.25+9.01) 40 saghkl kisi (22 kadin, 18 erkek)
Uzerinde gerceklestirildi. Hastalarin bir kismi insdlin, bir
kismi oral antidiyabetik ile tedavi edilmekte bir kismi ise
yalniz diyet uygulamaktaydi.

Caligmaya alinan kigilerden 10-14 saatlik aghg ta-
kiben 10 mL ven6z kan alindi. Bunun 7 mL’si, icinde 14
mg EDTA bulunan tlipe aktarilp alt st edilerek karisti-
rildi ve eritrosit paketi elde etmek igin kullanildi. Geri
kalan 3 mL kan pihtilastiktan sonra serumu ayrilip AKS
tayini icin kullanildi.

Eritrosit paketi hazirlamak igin ayrilan 7 mL EDTA’h
kan enjektére gekildi, izerine 3.5 mL Dekstran 70 solls-
yonu eklenip alt Gst edildi. Enjektdr dik pozisyonda igne
ucu yukari gelecek sekilde oda isisinda 60 dk. bekletildi.
Bu surenin sonunda ignenin ucu egilerek Ust faz atildi.
Altta kalan faz bir tipe aktarildi. 3500 devir/dak.’da
+4°C’de 15 dk. santrifiij edildi. Olusan siipernatan ayrilip
atildi. Altta kalan kisim (zerine ayni miktarda soguk
serum fizyolojik eklenip 3000 devir/dak.’da +4°C’da 7 dk.
santriflij edildi, sipernatan atildi. Yikama iglemi 3 kez
tekrarlandi. Yikamadan sonra hematokrit tayini yapildi
ve eritrosit paketleri katalaz élgimi yapilana kadar -
20°C’de saklandi.

Katalaz tayininde, H>O, ile eritrosit hemolizatinin
inkibe edilmesinden sonra ortamda kalan hidrojen pe-
roksidin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olus-
turmasi ve bunun spektrofotometrik olarak dl¢imu teme-
line dayanan bir metod kullanildi (4).

Deneyin yapilisi: Fosfat tamponu ile 2000 kez dilie
edilmis eritrosit hemolizatinin 0.2 mL’si, 1 mL substrat
(60 pumol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu
icinde 65 mmol/mL H20,) ile 37°C’de 60 sn inkiibe edildi.
Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4
mmol/L) eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin
molibdatla olusturdugu sari renkli kompleksin absorbansi
405 nm’de distile suya karsi spektrofotometrede 6élguldi.
Asagidaki formile gére sonuglar hesaplandi ve dillisyon
faktorl olan 2000 ile garpildi.

. Ak6r1'ANumune

Katalaz aktivitesi (kU/L) = x271
N Arorz-Prsrs

1kU, 1 mmol hidrojen peroksidi 1 dk. parcalayan katalaz aktivi-
tesidir.
1 mmol/dak/L=2 mEqg/L=2.6 mEq/10 sn/L
Kory tlpl, 1 mL substrat, 1 mL molibdat ve 0.2 mL eritrosit
hemolizati, kor, tipl, 1 mL substrat, 1 mL bolibdat ve 0.2 mL
fosfat tampon, kors tipu 1 mL fosfat tampon, 1 mL molibdat ve
0.2 mL fosfat tampon eklenerek hazirlandi.
271 rakami enzimatik okuma igin hesaplanan g¢arpim faktoridir

(4)-

Sonuglar her numune igin eritrosit paketinin
hematokrit degerine bdlinerek mEqg/10 sn/mL erit cin-
sinden bulundu.

Bulgular “student t-testi” kullanilarak karsilastiril-
di.

BULGULAR

Diyabet ve kontrol grubuna ait bulgular Tablo 1’de
verilmistir. Tabloda gérudigu gibi DM grubunda eritrosit
katalaz aktivitesi kontrol grubuna goére anlaml olglide
(p<0.05) disuk bulunmustur.

TARTISMA

Serbest radikaller ¢cok reaktif ve toksik bilesiklerdir.
Lipid, protein, nlkleik asit ve karbonhidratlar gibi biyo-
molekillere zarar vererek birgok hastaligin pato-
genezlerinde énemli rol oynarlar. Diyabetin etiyolojisinde
ve uzun dénem komplikasyonlarinda da artmis oksidatif
stresin etkisinin oldugu kaydedilmigtir (10,11,17). Diya-
betik kisilerde plazma ve doku lipid peroksidasylon Gruin-
lerinin ayni yastaki saglikli kisilerden daha ylksek oldu-
gu tespit edilmigstir (10,13,15,18,19).

Diyabette antioksidan savunma mekanizmalarinda
da yetersizlik vardir. Diyabetik eritrositlerde superoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-PX) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin disik oldugu, E
vitamini, C vitamini glutatyon gibi dogal koruyucu antiok-
sidanlarin da yetersiz oldugu bildirilmistir (15,20-22).
Gupta ve ark. ratlarda yaptiklari ¢alismada antioksidan
sistemdeki bu etkilenmenin genc¢ eritrositlerde daha
belirgin oldugu bulmuslardir (23).

Tablo 1. Kontrol ve tip Il diyabetlere ait eritrosit katalaz aktivitesi bulgularinin karsilastiriimasi.

Parametre Olgu Sayisi Grup X*SD t p
40 Kontrol 97.937.77 10.2 p<0.001
AKS (mg/dL) )
39 Diyabet 207.62+67.89
. 40 Kontrol 34.67+12.95 1.97 p<0.05
Katalaz (mEqg/10 sn/mL erit) )
39 Diyabet 28.76+13.38
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Diyabetik hastalarin karsilastiklari dnemli problem-
lerden biri de trombotik bozukluklarin sik meydana gel-
mesidir. Diyabetik hastalarin eritrositlerinin fizikokimya-
sal Ozelliklerindeki anormallikler bu bozukluklara yol
acan faktdrlerden biridir. Membran 6zelliklerini etkileyen
poliansatiire yag asitleri biyolojik membranlarda bol
miktarda bulunurlar ve bunlarin  peroksidasyonu
membran butlnligine karsi ciddi bir tehlike olusturur.
Peroksidlerin olusumuyla membranlarin fizikokimyasal
ozellikleri etkilenir ve membran fonksiyonunda degisiklik-
ler olur.

Calismamizda hidrojen peroksidi pargalayarak hiic-
releri serbest radikallerin zararli etkilerine karsi koruyan
onemli bir antioksidan enzim olan katalaz aktivitesini
diyabetlilerin eritrositlerinde kontrollere goére Onemli
derecede diglik bulduk. Bu dusUklugin diyabetli kigilerin
eritrositlerinde oksidatif hasar sonucu meydana gelen
degisikliklerden sorumlu faktdrlerden biri olabilecegi
kanaatindeyiz.

Calismamizda buldugumuz saglikh kigilere ait erit-
rosit katalaz aktivitesi degerleri literatir bulgulariyla
uyum halindedir (4,24). Ancak hasta kigilere ait bulgular
arasinda 6nemli farkhliklar mevcuttur. Haggléf ve ark.
(21), 9 olgudan olusan IDDM'lu ¢ocuklarda eritrosit
katalaz ativitesinin kontrollere goére daha disik oldugunu
ancak aradaki farkin istatistiki agidan énemli olmadigini
bulmuslardir. Bu arastirmacilarin ¢alistiklari olgu sayisi
az oldugu gibi diyabetin tipi de bizim hastalarimizinkin-
den farklidir. Ote yandan Kaiji ve ark. (25) sadece diya-
betik kadinlarda, Carone ve ark. (26) ise diyabetik
gebelerde eritrosit katalaz aktivitesinin kontrollerden pek
farkli olmadidini bulmuslardir. Yine Godin ve ark. (17) ile
Bono ve ark. (27) gerek tip | ve gerekse tip Il
diyabetiklerle saglikli kisilere ait katalaz aktivitesi arasin-
da 6nemli bir fark bulmazken, Selvam ve Anuradha (15)
yeni teshis edilmis ve hicbir tedavi almamis tip Il
diyabetiklere ait katalaz aktivitesinin kontrollere goére
6nemli oranda yilksek oldugunu bulmuslardir. Gupta
diyabetik ratlarda kontrolden diisik eritrosit katalaz du-
zeyi tespit etmistir (23). Goruldigu gibi gesitli arastirma-
cilara ait bulgular arasinda énemli farkhliklar bulunmak-
tadir. Bu farkin gerek secilen olgular ile bu olgularin
go6rdukleri tedaviden gerekse diger gevresel faktérlerden
kaynaklanabileceg@i kanaatindeyiz.

Balashova ve ark.nin galismasinda tip | DM'li hasta-
larda insilin tedavisinin katalaz aktivitesini %41 arttirdigi
g6zlenmistir (28). Litvinenko’nun c¢alismasinda da kan
glukoz diizeyinin eritrosit antioksidan enzim duizeylerini
etkiledigi, invitro 20 mmol/L glukoz konsantrasyonunda
37°C’de 2 saat inkiibasyonun eritrosit katalaz ve SOD
aktivitelerini yariya indirdigi tespit edilmistir (29). Moser
ve ark.nin medikal tedavi yani sira balneoterapi uygula-
diklart DM’li hastalarda plazma katalaz aktivitesinde
nonspesifik olarak degderlendirdikleri bir artis goérdlmustir
(30).

Calismamizda dahil ettigimiz olgu sayisi istatistiki
acidan yeterli olup diger arastirmacilarin olgu sayilarin-
dan (Haggléf 9, Bono 19) daha fazladir. Bu da bulgula-
rimizi oldukga givenilir kilmaktadir. Ancak, tip Il diya-
betli kisilere ait eritrosit katalaz aktivitesindeki bu di-
sukligin diyabetik eritrositlerde artan oksidatif stresin
bir sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu bilinmemektedir.
Konunun bu yénu ile arastirlmasinin faydali olacagi
kanaatindeyiz.
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