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Tip Il Diabetes Mellitusda Lipid Peroksidasyonu ve Eritrosit
Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Lipid Peroxidation and Erythrocyte Antioxidative Enzyme
Activities is Type II Diabetes Mellitus
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Ozet

Bu galigmanin amacy; diabetin patogenezinde rol oy-
nayan lipid peroksidasyonu ile entrosit antioksidan enzim
aktivitelerinin deffisimini incelemektir. Caligmada lipid
peroksidasyonunun son urind  olan malonildiatdehit
(MDA) ile antioksidan enzimlerden eritrosit glutatyon
peroksidaz (GPx) ve  silperoksit dismutaz (SO0  ak-
tiviteleri tayin edilmigtir. Sonugta;  plazma MDA dil-
zeylerinin diabetik grupta kontrol grubundan daha ylksck,
GPx ve SOD aktivitelerinin ise diabetik grupta kontrol
grubundan dsha dasik oldufu bulunmugtr. Bileiin bu de-
figimler istatistikscl olarak anlamb bulunmugtur {(p<0.001:
p<0.05). Sonug olarak Tip II diabelte vksidatil akiivitenin
arttifr sapranmagtir.

Anahtar Kelimeler: Diabel, glutalyon peroksidaz,
malonildialdehit, siperoksit dismutaz.

Abstract

The aim of this smdy is to examine the roles of eryth-
rocyle anlioxidalive enzymes activities and lipid per-
axidation in the pathogenezis of diabetes. In this study, the
activites of erythmcyte antioxidative enzymes glulathione
peroxidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) and
lipid peroxidation product malonildialdehit (MDA) were
determined. In conclusion, plasma MDA levels were found
10 be higher in the disbetic group than the control group.
On the ather hand, GPx and SOD levels were found to be
lower in diabetic group than those of control group. All
findings were statistically significant( p<0.001; p< 0.05).
As a result oxidative activity was increased in type II di-
abetes mellitus.
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GIRI§

Diabetes Mellitus, giddetli  insitlin  dis-
fonksiyonuna bagh olarak ortaya gikan karbonhidrat,
lipid ve protein metabolizma bozukluklan ile ka-
rekierize kompleks ve olduk¢a sik rastlanilan bir
hastalikur (1-4).

Bu hastalifin en belirgin ozclligi, zamanla ortaya
cikan retinopati, nefropati ve noropati gibi kronik
komplikasyonlanmn olmasidir (1.2.4-7). Ozellikle
iyi kontrol edilmeyen diabetde oksidatif aktivitenin
artmas: serbest radikal olusumunu arturmaktadir
(3.8.9-12). Diabetde, proteinlerin noncnzimalik glh-
kozillenmesinin artmasi ve bu glikozillenen pro-
teinlerin oksidasyonu sonucu serhest radikaller olug-
maktadir Diabetde serbest radikal olugumunun ar-
masma karsiik radikal tutucu sistemlerde azalma
oldupu ileri siirllmistir. Bu geliymeler diabet
komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynayan ser-
best radikallere olan ilgiyi arurmaktader (12,13).

Serbest radikaller kovalent baglan etkileyerck
protein, niikleik asit ve lipidierin yapr ve fonk-
siyonlarini bozmaktadir. Serbest radikaller membran
enzimlerine ve reseptirierine kovalent baglanarak
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onlanin  antijenik dzellik ve tagima  fonksiyonunu
bozar, poliansatiire yag asidi / protein oramm de-
gigtirir ve lipid peroksidasyonunu baglaur. Lipid pe-
roksidasyonuna bagh olarak organellerde fonksiyon
hozuklugu olugur, lizozomal frajilite arug ile mik-
rozomal enzimlerde degisiklikler meydana gelir,
hilcre dliimii ve kollajen olusumunda arug goruliir.
(13-16)

Bu galismada ; Tip Il Diabetes Mellitus'lu has-
talarda, plazma MDA dilzeyi ile intraselliiler en-
zimatik antioksidanlar olan eritrosit stiperoksit dis-
mutaz (SOD) ve glutatyon peraksidaz (GPx) ak-
tivitelerinde  gtriillen defiisikliklerin tarahimizdan
teyidi amaglanmugur.

GEREC VE YONTEM

Caligma; Haziran-Eylil 1996 tarihleri arasinda
Firat Tip Merkezi Diabet Poliklinigi'ne bagvuran
Diabeics Mellitus tanisi konulmug yaglan ortalama
35-70 arasinda degisen 57 (19 erkek, 38 bayan) Tip
I Diabetli ve 40 (20 erkek, 20 bayan) saghkh kigi
dzerinde yamlmigur.

Hasta ve kontrol giubundan 10-14 saat aghkian
sonra, Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) igeren
tiplere 5 mililitre (ml.) ventz kan alindr. Eritrosit
GPx  enzim aktivitesinin §lglimi, Paglia ve Va-
lentine(15) metoduna gire galigan, Randox marka
kitin Technicon BA-XT marka otoanaliziire uyar-
lanmasi ile vapldi . Hemoglobin tayini Drabkin
ybintemi ile tam kanda yapildi. GPx tayini yapilacak
tirnek asafidaki sekilde hazirland. 0.05 ml tam kan,
kit igerisinde bulunan dillisyon ajamimn lml'si ile 5
dakika inkiibe edildi. Uzerine 1 ml gift giiglu drabkin
ayiraci eklenerek iyice kangtnldi ve 20 dakika ige-
risinde lglim yapilds. Olglim sonucunda bulunan
degerler diliisyon faktsri ile garpilip hemoglobin de-
gerine biiliinerck L/gHb cinsinden enzim aklivitesi
bulundu. Tam kan drnefi 3000 rpm'de 10 dakika.
santrifiij edilerck sekilli eleman ve plazmasi aynldi.
Plazma MDA tayini igin kullamlirken altta kalan
hitcresel kisim 4 kez %0.9'uk serum fizyolojik ile
yikanarak eritrositler iyice saflaginldi. Eritrosit
SOD aktivitesi, Randox firmasimin enzimatik metotla
gahsan kiti  kullanilarak  spektrofotometrik olarak
dlgildit. Ornek olarak kullandigimiz eritrosit paketi
0.01 M fosfat tamponu (pH:7.0) ile 25 kez sey-
reltilerek yiizde inhibisyonu %30-60 arasina dii-
siiriildii. Kit igerifine uygun olarak hazirlanan stan-
dart egri kullanilarak, 8l¢lim yaptigimiz drneklerin

SOD aktivitelerinin logariumik degerlert bulundu.
Ters logaritmalan alinarck hesaplanan SOD ak-
tiviteleri (U/L) hemoglobin degerlering biliinerek
(UigHb) tiirinden enzim akuviteleri hesaplands.

Plazma trncklerinde, MDA tayini, Satoh (16) ve
Yagi'den (17) modifiye edilen bir ybntemle Shi-
madzu UV-1201V spektrofotometre kullamlarak ya-
pildi. Standart olarak 1,133 tetrametoksipropan
kullamildi.

Cahgmanin sonuglan , SPSS istatistik programi
kullamilarak Student’s ttesti ile degerlendiridi (18).

BULGULAR

Table I' de kontrol ve diabeuk gruptaki ortalama
plazma MDA uuzeyleri, eritrosit GPx ve SOD ak-
tiviteleri gérilmektedir.
Table I.  Saghkh kigilerde ve Tip II diabetli has-

talarda plazma MDA seviveleri ile eritrosit
SOD ve GPx aktiviteleri

Kobolgruby  TpllDabetGubu 1 p
PlagmaMDA 210405 79403° 573 <001
{rmaolimi) {red) (&M
EivostSOD 1085331915  A7741603° 929 00
{LigHp) (e} {ns7)
Fritrosit GPx WrME RBAIT 307 05
(Lifg Hb) (el (rdsT)

Kontrol grubu MDA diizeylen 2.10 £ 0.5 nmol/
ml iken Diabelik grubun MDA dilzevleri 2.92 £ 0.9
nmol/ml  olarak  bulunmugtur. Kontrol grubu  di-
abetik grup ile kargilugunldiginda diabetik grupta,
plazma MDA diizeylerindc istatistiksel olarak an-
lamli bir artig  saptanmuglir (p<0.001) Eritrosit
S0OD aktivitesi kontrol grubunda 1085.332191.5 U/
gHb diabetik grubda isc 877+169.3 U/gHb olarak
bulunmustur. SOD dikzeyleri gruplar arasi fark is-
tatistiksel olarak Gnemli bulunmugtur (p<0.0 01).
Eritrosit GPx diizeyleri kontrol grubunda 39.75£11.3
UfgHb , Diabetik grubda ise 32.84£10.3 U/g Hb
olarak saptanmustir. Eritrosit GPx dilzeylerinde gi-
riilen degisiklikler istatistiksel olarak anlamlidir
(P=0.05).

TARTISMA

Diabetes mellitus, gegis metalleri wrafindan ka-
talizlenen oksidanf stres sonucu olugmaktadir. Ok-
sidatil stresin biyolojik yvapilar dzerinde belirgin ok-
sidatif zarar verici potansiyeli vardir. Glukoz, os-
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korbat ve poliunsatiire yad asitleri v.b gibi dilsiik
molckiler afirhkh rediikianlar in vivo olarak gegis
metallerinin katalizledigi oksidasyon ile H202 ve
lipit peroksitleri olugturarak oksidatif strese katkida
bulunmaktadir. Peroksit mikianndaki kiigiik deigim
anjiyopatidcki  esansiyel ya@ asit metabolizmas
bozukluguna katkida bulunmaktadir. Bu ok
sidasyonun aldehit (rlinleri vzun Gmirld proteinler
lizerinde birikerck, pentosidin gibi fluoresent driinler
olusturmakta ve bu da oksidasyon hizinin kaba in-
deksini gostermektedir (3).

Glikozillenmis proicinler, olooksidasyona u-
grayabilir ve bu sirada serbest radikaller diretilir (8.9).
Gillery ve arkadaglan (21), diabenk serumdan ha-
zirlanan glikozile proteinlerin 7.4'ten diigik pH de-
gerlerinde  siiperoksit radikali olugturdugunu bul-
muglardir. Sonugta proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve
degradasyonu ile diabette molekiler diizeyde hasarlar
olusur (8.9).

Oksijeni metabolize eden tilm hiicrelerde bulunan
SOD ve GPx enzimleri serbest oksijen radikal tok-
sisitesine karst Snemli defans mekanizmalanm
olustururlar. SOD enzimi, toksik siiperoksit ra-
dikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandinr, Plazmada tretilen ve
eritrosit hiicre membramm gegebilen hidrojen pe-
roksil ve siiperoksit iyonlan eritrositler de toplamr,
Eritrositlerde hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu
saglayan GPx; hidrojen peroksit ve difer peroksitlerin
yikimim katalize eden dofial hir antioksidandir. Pe-
roksizomlarda lokalize GPx, hidrojen peroksit ve di-
ger peroksitlerin detoksifikasyonu igin katalaza al-
ternutif  bir enzim sistemi olarak rol oynamaktadir
(14,16,22).

Birgok arastirmada diabetik bireylerdeki plazma
ve doku lipid peroksidasyon driinleri (MDA dii-
zeyleri) karsilasomlmugur, TBA  metodu  kul-
lamlarak yapilan biitin bu gahgmalarda diabetik
hasta plazmalannda, eritrositlerinde ve doku ho-
mojenatlannda, saghkh bireylere gore MDA dil-
zevleri  belirgin olarak  yiiksek  bulunmugtur
(3,15,16,23-25).

Kaji ve arkadaglan{26), Tip Il diabetikli kadin
hastalarda plazma MDA dilzeyinin artigin, Gallou
(23} Blackman (27) ve Noberasco (28) adh arag-
unecilar da vaptuklan gahymalarda plazma MDA

dilzeylerinin diabetik hastalarda kontrol grubuna gire
belirgin derecede yilksek oldufunu bulmuglardir.
Parthiban, diabetin komplikasyonlanmin ~ ge-
ligmesinde diabetik  hastalann  eritrosit  hilcre
membranlaninda lipid peroksidasyonu iiriinlerinin
artmasimn rol oynadigin  belirtmigtir (29). Nor-
molipidemik tip II diabetli hastalar lizerinde Freitos
tarafindan  yapilan bir galismada da MDA di-
zeylerinde gdriilen artgin  serum lipid igerifinden
bafimsiz  oldufu agiklanmigur (30.31). Ga-
lismamizda diabetik hasta grubunda MDA dii-
zeylerinin yilkseldifi bulunmug olup bu bulgu, diger
araguncilanin sonuglan ile uyum gdstermekiedir,

(p<0.001).

Plazma lipit peroksitlerinin artmas: saglam doku
ve organlar iizerinde bozucu etkilere neden olur. Di-
abetik hastalarda olan birgok mikro ve makrovaskiiler
komplikasyondan lipit peroksidasyonun  sorumlu
oldufu disinilmektedir. Lipit peroksidasyon artist
diabetik hastalarda uzun siireli komplikasyonlarin bir
hazirlayic: fakidril olabilmekiedir. Losada tarafindan
yapilan bir galigmada da retinopatili ve retinopatisi
olmayan Tip I diabetli hastalarda serum MDA dii-
zeylerinin retinopatili  hastalarda  anlamh  olarak
artiis bulunmugtur (32). Diabetiklerde plazma lipit
peroksitlerinin artmas: bu birevlerde gozlenen re-
tinopatinin nedenidir. Bundan dolayr plazma lipid
peroksit  diizeyleri  diabetin prognozunu  de-
gerlendirmede faydali  bir kriter olabilir de-
nilmektedir (33-35).

Plazmada oksidatf stres sonucu dretilen ve erit-
rosit hilere membranimi gegebilen hidrojen peroksit
ve superoksit iyonlan eritrositlerde toplamir. Bu agi-
dan eritrositler onemli bir havuzdur. Eritrositlerde,
hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglayan GPx
ve katalaz (CAT), stiperoksit radikallerinin dis-
mulasyonunu saglayan CuZn-SOD ve aynca A,C ve
E vitaminleri gibi gegitli anucksidan savunma sis-
temleri bulunur. Bu savunma sistemlen sayesinde
toksik hidroksil radikallerinin olusmasi engellenir
{36). Tho ve arkadaglari (37), Uzel ve arkadaglan
{(38), Inal ve arkadaslan (39) diabetik hastalarda
eritrosit GPx akiivilesinde azalma oldufunu bil-
dirmiglerdir. Bizim bulgularmmizda bu galigmalar ile
uyum gostermektedir. Fakat Matsubara (40) ta-
rafindan yapilan hir ¢aliymada ise insdlin bagimh
diabetes mellitus hastalanmin eritrosit GPx  ak-
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tivitesinde dnemli bir artig oldufiu saptanmig ve glu-
tatyon redoks sisteminin diabet yada diabetin tedavisi
ile stimiile edilebilecefi ileri surilmugtir. Ca-
ligmamizda bulunan GPx dilzeylerindeki azalmanin
istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.05) ve bu
enzim aktivitesindeki azalmamn da enzimin no-
nenzimatik glikozilasyonu sonucu olabilecefi di-
gliniilebilir.

Selvam ve Anuradha (15), Tho (37), Fujiwara
(16), Alatag ve Inal (41) tarafindan yapilan qa-
hgmalarda da eritrosit SOD aktivitesinin diabellc
azaldign bildirilmigtir. Crouch (42) adh aragunei
yapmig oldugu in vitro bir caligmada, insan eritrosit
SOD aktivitesinin streptozosin uygulamasindan 10
dakika sonra, maksimum %40 oraninda inhibe
edildigini bildirmistir. Sakurai ve Tsuchiya (43) adh
arasuncilar  yiksck  glukoz konsantrasyonunda
CuZn-SOD'un enzimatik aktivitesinin  azaldiim
gostermiglerdir. Loven ve arkadaglan, diabetik rat-
larin eritrosit SOD aktivitesinin Snemli derecede
azalmadifini, bildirmiglerdir (44). Arai tarafindan
yapilan galigmada , ise CuZn-SOD'un gli-
tozilasyonunun enzim aklivilesinin azalmasina
neden  oldufiu;  ancak  diabetli  hastalann  erit-
rositlerindeki total SOD aktivitesinin degigmedigi
bulunmugtur. (45). Bu gahgmada Tip 11 diabet gru-
bundaki SOD aktvitesi kontrol grubuna gore anlamli
bir sekilde disgiik bulunmusgtur (p<0.001).

Diabetik kigilerde parilen SOD aktivitesindeki
azalmanmin SOD'un nonenzimatik glikozilasyonu ne-
deniyle oldugu ileri suriilebilinir. Nonenzimatik gli-
kozilasyon; L.DL, YLDL, hemoglobin, karbonik an-
hidraz ve Ca-Mg ATPaz gibi bazi protein ve en-
zimlerde de gosterilmigtir. Diabetik hastalann ent-
rositlerindeki nonenzimatik glikolizasyon dizeyinin
daha yilksek olmasiun nedeni eritrositlerin glukoz
transportu igin insiiline ihuyag duymamasi ve glu-
kozun kolayca sitoplazmaya diffize olabilmesidir,
Bundan dolayr eritrosit proteinlerinin nonenzimatik
glikozilasyonu hiperglisemi ile korclasyon gos-
termektedir (46,47).

Artmig glukoz ve ghkozillenmig proteinler oto-
oksidasyona ugrayarak serbest radikal olugturmakia
ve bu da sonugta organizmada oksidatif strese neden
olmaktacdir. Diabetin vaskiiler komplikasyonlannin
patogenezinde, oksidatil strese  bagh lipit  pe-

roksidasyonu artugi ve antioksidan savunma sis-
temlerindeki yetersizligin tnemli etkenler olabilecef
kamisina vanlmigur. Sonug olarak; hem diabetin
kendisi hem de komplikasyonlannin yapmug oldugiu
oksidatif stres oksidatif aktivitede bir artig ve an-
ticksidan kapasitede bir azalmaya neden olmaktadir.
Bu durum tarafimizdan yvapdan bu ¢aligma ile de
tespit edilmis olup bulgulariniz diger aragtincilarin
bulgulari ile tam bir uyum gostermekiedir.
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