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TiP 11 DIABETES MELLITUSLU HASTALARDA
C VITAMINI ILE E VITAMINININ GLUTATYON VE
HbA1lc DUZEYLERINE ETKILERI

Salih CENGIZ' ve Miijgan CENGIZ®

THE EFFECTS OF VITAMIN C AND VITAMINE E ON GLUTATHIONE AND HbAlc
LEVELS IN PATIENTS WITH TYPE 11 DIABETES MELLITUS

Summary: Vitamins E and C are known to play an antioxidant role in the organisms. Oxidative stress plays an
important role in the creation of the complications of Diabetes Mellitus (DM). The aim of our study was to compare
glycosylated haemoglobine {HbA Ic) and glutathione (GSH) levels in 20 patients with rype Il DM who were given take
1000 mg of ascorbate and 400 IU of alpha-tocopherol daily at different periods with the same type Il DM patients who
take placebo. The amount of the glycosylated Hb and blood glutathione were measured at the first day just before
taking vitamins, first month and second month by using glyco-quick and capillary electrophoresis respectively. The
values of HbAlc were decreased and GSH levels increased significantly after vitamin treatment for the first and
second months. The values of both HbAlc and GSH levels after one and rwo months usage of placebo, were still
withour a significant difference (p=0.05). Comparison of the Vitamin taking group (n=20) with the plasebo receiving
group (n=20) showed that the glycosylated haemoglobine formation was decreased (p<0.001) and the glutathione
levels were increased (p<0.001). These findings and results  must be considered as additional support of the Vitamins
C and E 1o the diabetic patients in decreasing the complications of diabetes mellitus.
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Cizet: Glutatyon ile birlikte E ve C vitaminleri divabetle artan oksidatif hasara karst hiicreleri korumakiadirlar.
Obksidatif stres, Diabetes Mellitus hastaligimn  komplikasyonlarinin  olusumunda ok dnemli bir rol oynar.
Calismanuzda ginliik 1000 mg askorbat ve 400 IU alpha-tokoferol alan 20 adet tip Il diyabetli hastanin glikozile
hemoglobin ve glutatvon diizeyleriyle plasebo verilen 20 adet tip Il divabetli hastamn glikozile hemoglobin ve
glutatyon dizeylerinin karsilagtirdarak incelenmesi amagland:. Vitamin almadan hemen &nce, verildikien I ay sonra
ve verildikten 2 ay sonraki kan glikozile hemoglobin dizeyleri hzli ivon degistirme kromatografisiyle (glyco -quick) ve
glutatyon diizevleri kapiller elektroforez yontemivle 8lgiildii. E vitamini ile birlikte C vitamini kullanan diyabetik
hastalarda (n=20) vitaminleri kullanmadan Snceki duruma géire 1. ve 2. ay sonunda glikozile hemoglobin diizeylerinde
anlamilt bir azalma (p<0.001) ve glutatyon diizeylerinde anlamit bir artma bulunmugtur (p<0.001). Plasebo verilen
hastalarda {n=20) her iki paremetrede de anlamli bir fark girilmemistir (p=0.05). Sonugta bu  vitaminlerin
verilmesinin  glutatyon diizeyinde bir yiikselmeyi saglayarak antioksidan etkiyi arttrdign ve nonenzimatik
glikozillenmeyi azaltng: ve bu nedenle vitaminlerin koruyucu etkisinin oldugu fikri desteklenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellinus, © vitamini, E vitamini, HbAlc, Glutaivon

GIRIS bir antioksidan olan glutatyon ve antioksidan
vitaminler diyabetin komplikasyonlanindan olan

Diyabet Glukoz homeostazisinin bozulmasiyla serbest nadikal olugumunu engelleyebilimektedis.

ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Tip II diyabette dokulann

insiiline olan duyarlili azalir, kan Glukoz diizeylen Glikozillenmig hemoglobin (HbA l¢) diizeylerinin
yilkksck kalir (1). Antioksidan vitaminler insulin yiikselmesi diyabette gérilen komplikasyonlann en
salgisinda diizelmeyi saghyabilmektedirler (2). Dogal tnemlilerindendir, Proteinlerin nonenzimatik
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glikasyonlan proteinlerin  belli amino gruplarm
Glukoz ile schiff baz olugturup daha sonra daha
kararll ketoamin sekline doniismeleriyle meydana
gelir (3). Bu nedenle anormal fiziksel ozellik
gostericler (1,4, 5) Diyabetik  hastalarin
eritrositlerinde artan HbAlc oksijene karsi agin ilgi
gistermektedir.(linki diyabetik hastalarin
hemoglobinlerindeki 2,3 difosfogliserat baglayan
bolge glikozillenir ve ( +) yik azalir ve boylece
hemoglobinin 2,3 DPG  ile  baglanmas:
etkilenir. Béylece doku hipoksisi ortaya ¢ikar ve doku
harabiyeti meydana gelir (3,6).Bunun sonucu olarak
insamin  lensinde  katarakt  olusabilir,diyabetik
nefropati ve benzeri mikroanjiopatiler de olusabilir (7).

Diyabetik hastalarda lipid peroksidasyonunun
arthifi  ve  eritrosit  zarlannda  poliansatiire
peroksitlenebilir lipidlerin azaldif: belirlenmistir (5).
E vitamininin aym zamanda lipid peroksidasyonu
sonucu artan MDA dilzeylerini ve trigliserid
diizeylerini azalttifn belirlenmigtir (8).

Hiicrelerde olusan serbest radikallerin hiicreye
olan zararlanmin engellenmesi enzimatik olarak
bashica siiperoksit dismutaz enziminin yardimuiyla
olmaktadir (% ). Aynca bu radikallere kargt E ve C
vitaminleri gibi dier antioksidanlar da etkilidir,
Dogal antioksidanlardan olan glutatyonun, Glukoz
hemostazisinde ve serbest radikallerin tinlenmesinde
tnemli etkilerinin oldugu bildirilmektedir (2).

Bazi aragtincilanin yaptif galigmalarda diyabette
glikozillenmis Hemoglobin diizeylerinin  artisimn
lipid peroksidasyonunu arttirdagi (10 ), antioksidan
vitaminlerin, diyabette  artrmg  olan  Glukoz
diizeylerini ve diyabetle ortaya ¢ikan oksidatif
hasarlan azaltabilecegi belirlenmistir (11). Diyabetik
kigilerde eritrosit glutatyon diizeyleri azalmaktadir
(12). Ayrica diyabetiklerde glutatyon peroxidaz
azaldhfn ~wve  eritrosit  lipid
peroxidasyonunun arttifi (13 ), hepatik glutatyon
dilzeylerinin  de normal weya hafif azaldif
saptanmugtir (13 ,14).

aktivitesinin - de

Calismamizda tip 11 diyabetli hastalarda E ve C
vitaminlerinin verilmesi ile HbAlc ve glutatyon
diizeylerine  etkilerinin, plasebo verilmig hastalann

HbAle ve glutatyon diizeyleri ile karsilagtinlarak
incelenmesi amaglanmistir,

YONTEM VE GERECLER

Caligmamizda kullamlan kimyasal maddeler:
sodyum kloriir,perklorik asit, di sodyum tetraborat,
sodyum dodesil sillffat Merck Darmstadt Almanya
firmasindan saglandi. Standart GSH sigma-USA
firmasindan, HbAlc tayini igin iyon degistirici kolon
kiti ise Glyco-quick Column adi ile Helena-USA
den temin edildi.

Caligmaya alinan hastalar, yaglan 50£8 olan, tip I1
diyabetli olan, asin obez ve diger komplikasyonlan
clmayan (Vucut agirhk indeksi: 25&5), diyabet silresi
1022 w1l olan dilzenli ve tek tip oral antidiabetik
[gliklazid etkin maddeli diamicron (servier llag )
veya betanorm (Ali Raif llag) ] kullanan, aghk kan
sekerleri 130 mg/dL nin iizerinde olmayan kisilerden
segildi. Hastalar vitamin almaya baglamadan 10 ar ml
kanlan alind: ve bu O.nct giin olarak belirlendi daha
sonra. giinlitk 1000 mg askorbat ile birlikte 400 IU
alfa tokoferol verilen grubun 1. ve 2, aylarda HbAlc
ve glutatyon tayini igin 10 ar ml kanlann alindi.. Aymi
yag grubundan olusan kontrol grubundan Gnce kan
alindi, sonra  plasebo verildi. Bu hastalardan da
plasebodan  hemen tnce, birinci ve ikinei aylarda
HbAlc wve glutatyon tayini igin 10 ar ml kanlan
alinds.

Glikozillenmis hemoglobin tayininde “Helena
Glyco Hb Quik Column” kit kullamldi. Bu kit
hemoglobin Ay in  miktar tayini  igin
mikrokromatografik  yiintem  kullanmak  iizere
hazirlanmigtir. Burada kullamlan kromatografi tiiri
ivon degistirici kromatografidir (15 ). Kolondaki
negalif yiklh regine, pozitif yiikli hemoglobin
molekiiliine ilgi gsterir. Segici iyonik glic ve pH ta
HbAle, HbA dan daha az pozitif yike sahiptir. Bu
nedenle (-) yiikld regineye HbA'dan daha zayif olarak
baglanir. Bdylece HbAlc kolondan daha erken
aynlr, UV-Vis Spekirofolometrede 415 nm de
HbAlc dizeyi ile Total Hb duzeyi dlgilir. HbALc'
nin total Hb'ye oram % olarak hesaplanr.

Glutatyon  dlizeyinin  belirlenmesi  kapiller
elektroforez ydntemi ile gergeklestirildi; Kapiller
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elektroforeze uygulamak amaciyla 9 ce. EDTA'l kan
ornegi alimip plazmasi uzaklagtinldi., Eritrosit paketi
serum fizyolojik ile 3 kez yikand: ve supernatant
atildh., Eritrositler -70°C'de deney ginine kadar
saklandr., Calisma yapilacaf zaman omekler gizilip
lizat hazirlandr., Uzerine 1 mol/L perklorik asit ilave
edilip proteinleri ¢tktiiriildii., Supernatan alimip pH's:
8.5'% ayarlandi. Daha sonra filitreden gegirilerek
kapiller elektrotoreze uyguland: (16).

Kapiller elektroforezde ¢ahsma kogullar::

0.45 mikronluk filtreden gegirilen drnekler, 4 sn
miiddetle hidrodinamik olarak 44 ¢cm uzunlugunda ve
75 wm gapindaki kapillere injekte edildi, galigma
voltaji 12.000 volta ayarlandi, 30°C sabit sicaklikta,
13 dakika miiddetle elektroforez iglemi yiiriitiildi.
Tampon olarak Jellum E. tarafindan tarif edilen
miseller tampon kullamldi(16). Sonuglar, derigimi
bilinen GSH standart piklerinin alaniin  Srmek
piklerinin alanlart ile kargilagunimas: ile mg/dL
olarak hesaplandi,

Bu arastrmada C ve E vitaminleri kullanan hasta
grubu ile bu vitaminlerin yerine plasebo kullanan
kontrol grubunun 0-1. ay, 0-2. aylarda HbAle
diizeyleri ile glutatyon diizeylerinin
istatistiksel degerlendirmesinde Student-t

sonunda dlcilen GSH degerleri ilk Olglime gore
istatistiksel olarak ileri derecede anlamh
bulunmustur (p=0.001). Vitamin yerine plasebo alan
hasta grubunda 1. ve 2. aymn sonunda &lgilen
glutatyon diizeyleri ise ilk dlglimlere gore anlamh bir
fark  bulunamadi (p=0.05) Yukanda agiklanan
degerler de Tablo | de gorilmektedir

TARTISMA

Glikolize hemoglobin glukoz ile hemoglobin
arasindaki sabit bir ortalamay: gosterir. 4-8 haftalik
kan glukoz diizeyinin dolayl: él¢iilmesini saglar (17).
Diyabetik hastalanin eritrositlerinin  yasam  siiresi
azdir, asin  agregasyon gorilir (18). DM
komplikasyonlarimin  olusmasinda oksidatif stresin
roli  vardir.  Diyabetik  hastalarda lipid
peroksidasyonu ve doku hasan da artar.

insilline bafnmli olmayan (NIDDM) veya tip 1l
diyabet sik gorilen bir hastahkur. Glukozun
organizmaya ahnmasi sonucu plazma Glukoz
diizeyleri hiper glisemik olarak kalr. Glukoz
diizeyinin artmasina karsi  insiilin cevab azalr,
Glukoz diizeylerinin  yiiksck kalmasi HbAIC
diizeylerinin yikselmesine  neden olur. Diyabetli

Tablo 1. E ve C vitamini alan ve plasebo kullanan Tip Il diyabetli
hastalarin HbAlc ve glutatyon diizeylert

Testi uyguland.

E ve C vitamini Plosebo verilen
BULGULAR verilen hasta grubu hasta grubu
Tstatistiksel testlerin sonuglanna gore C n=20 n=20
ve L vitaminleri kullanan hastalarda o Glikozillenmis Hb 0. gln 11.67 £ 1.16 10,48 + 1.66
vitamin almaya baslamadan &nceki diizeyleri
duruma %ﬁre l.. ay ve ‘2. ay sonundaki e ey T 1 1. ay9.84+062 11334143
HbAlc diizeylerinde ileri diizeyde anlamli (p<0.001) (5>0.05)
hir azalma saptanmustir (p<0.001). Hasta ) i
grubuna 2 ay siireyle plasebo verildikien 2. ay9.05:049 10.83 £ 1.25
sonraki 1. ve 2. ay sonunda Slgillen HbAlc (p=0.001) (p=0.05)
defierleri kullanima baslamadan  Snceki Glutatyon diizeyleri 0. gun 17.00 £ 7.57 18.2 + 9,68
degerleriyle karsilastinldiginda anlamh bir (mg/dL)
fark gorilemedi (p=>0.05). Sonuglar Tablo 1. %
: . ay2063+732 18.84 £ 10.34
I de gésterilmigtir. urtalioos, . Sl
(p<0.001) (p>0.05)
C ve E vitamini kullanan diyabeth
; 96 8. j 28
hasta grubunda gerek 1. ayin sonunda A AN e
blgiilen GSH degerleri gerckse 2. aym (p<0.001) (p>0.05)
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hastalarda lipid peroksidasyon ve doku hasan da
artar.

Cahgmamizda tip Il diyabetli hastalarda
antioksidan olarak hastalara verilen C ve E
vitaminlerinin  nonenzimatik  glukozillenme  ve
glutatyona etkileri incelenmigtic,. Her giin C ve E
vitaminleri kullanan hastalarda vitamin almaya
baglamadan Onceki duruma gire 1. ay ve 2. ay
sonundaki HbAlc diizeylerinde ileri diizeyde anlamh
bir azalma saptannugtir. Buna karsilik hasta grubuna
2 ay sireyle plasebo verildikten sonraki 1. ve 2, ay
sonunda Olglilen HbAlce degerleri  kullamma
baglamadan dnceki degerleriyle karsilagtinldiginda
anlaml bir fark girilememistir.

C ve E vitamini kullanan diyabetli hasta
grubunda gerek 1. ayin sonunda &lgilen GSH
degerleri gerekse 2. avin sonunda &lgiilen GSH
degerleri ilk dlglime géire istatistiksel olarak ileri
derecede  anlamli bir artiy  bulunmustur. Vitamin
yering plasebo alan hasta grubunda 1. ve 2. aymn
sonunda Glgiilen glutatyon dizeylerinde  ise ilk
dlgumlere gore anlamh bir fark bulunamamistir.

Divabetik sicanlar lizerinde yapilan bir ¢calismada
askorbatin artrus kan Glukoz diizeylerini azalttif
(11) ve digier bir galigmada ise diyabette oksidatif
streste de ileri derecede bir dizelme safladifii
saptanmugtir (19).

E vitamini terapisinin retina kan akimm
normalize  etlifi ve bdbrek fonksiyonlanmda
diizelttigi saptanmustir, Ancak aym araghrmada
HbAlc diizeylerinin etkilenmedigi
bildirilmektedir(20). Tirk diabetik gocuklannda
eritrosit  vilamin E degerlerinin  kontrollara  gire
bilyilk farkhiliklar gosterdigi ve Vitamin desteginin
bu degerler goz Oniinde tutularak  yapilmasi
gerektifide  bildirilmektedir (21). E ve C
vitaminlerinin birlikte verildigi durumu aragtiran
galigmamiz, bu hayvan deneylerinden elde edilmis
sonuglar  ile uyum igindedir. Diger taraftan bu
sonucun, benzer hastalar {izerinde wapilan diger
galigmalarin vitamin desteginin gerekli oldugunu
savunan  sonuglan  desteklemekie oldugu da
gorilmiigtiir (22).

Glutatyon diizeylerinin tayininde kapiller
elektroforez yintemi kullandigimuzdan
deneylerimizin sonuglan hem hasta, hem de kontrol
gruplannda  belirlenen  glutatyon  diizeyleri  diger
galismalara gire daha disik olarak bulunmugtur.
Bunun nedeni bu yéntemde tayin yapilirken dedektér
tarafindan  belirlenen siilfidril gruplan sadece
glutatyona aittir. Elman yénteminde ise diger
proteinlerden gelen siilfidril gruplan da glutatyona ait
olarak degerlendirilmekiedir. Bu nedenle  Elman
vonteminin buldugu degerlerin CE ile bulunan
degerlerden yiiksek olmasi dogal sayilmahdir.

= Bu bulgulardan wvola qikilarak antioksidan
“vitaminlerin bu ozellikleri ile, proteinlerin belli

amino gruplarnimin Glukoz ile schiff bazi olusturmas
veya daha sonra bunu takip eden ardisik tepkimeler
sonucu daha kararh ketoamin sekline diéniigmelerinin
tnline gegilmesi ile, diabetin en nemli molekiller
irinlerden biri olan HbAlc nin  nonenzimatik
olusumunun  engellendigi  soylenebilir. Glutatyon
diizeylerinin artmas1 ise  diyvabetle ortaya ¢ikan
oksidatif hasarlanin azalmasinin en dnemli delillerden
biridir.

Sonug olarak C ve E vitaminlerinin, diyabetik
hastalar tizerine yararh ve koruyucu bir etkisi oldugu
stiylenehilir.
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