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OZET

Bu arastirmada Tip II Diabetes Mellitus'lu hastalarin eritrosit igi Siiperoksit
Dismutaz (Cu,Zn-SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktiviteleri 6lgiildii. Arastirma grubu, komplikasyonlar1 bulunmayan Tip I
Diyabetli 50 kisi ve goniillii saglikli 50 kisiden olusturuldu. Kontrol grubu eritrosit
ici Cu,Zn-SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri sirastyla 1071,7+331,5 U/gHb, 175,4
+ 38,8 K/gHb, ve 1381,8 +690,6 U/gHb iken, Tip Il Diabetes Mellitus'lu hastalarda
ayni1 enzimlerin aktiviteleri sirastyla 653,2 £215,5 U/gHb, 196,3 £53,3 K/gHb, ve
1236 £478,6 U/gHb bulundu. Kontrole gore hastalarm SOD aktivitesi anlamli
sekilde diismiisken, CAT aktivitesi ise anlamli sekilde yiiksek olarak tespit edildi
(p<0,05). Kontrol ve hasta grubu GSH-Px enzim aktivitesi arasinda anlamli bir
fark gozlenmedi. Bu verilerin 15181 altinda, Tip Il Diabetes Mellitus gibi glukoz
toleransinin bozuldugu durumlarda serbest oksijen radikallerinin asir1
tiretilebilecegi ve boylece eritrosit i¢i oksidan/antioksidan dengede bozulma
olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Tip Il diabetes mellitus, eritrosit, SOD, CAT, GSH-Px.

THE INVESTIGATION OF ERYTHROCYTE Cu,Zn-SOD, CAT AND GSH-Px
ANTIOXIDANT ENZYME LEVELS IN PATIENTS WITHTYPE I DIABETES
MELLITUS

ABSTRACT

In this study, the activities of Superoxide Dismutase (Cu,Zn-SOD), Catalase
(CAT) and Glutathione Peroxidase (GSH-Px) were measured in the erythrocyte
of the patients with type II Diabetes Mellitus. The research group included 50
type II diabetic patients without complications and 50 healthy volunteers. The
activities of erythrocyte enzymes Cu,Zn-SOD, CAT and GSH-Px from control
group were determined as 1071.7+331.5 U/gHb, 175.4+38.8 K/gHb, and 1381.8

" Bu ¢alisma 18-21 mayis 1998 tarthinde, Kayser1 Erciyes Universitesinde yapilan Uluslararasi Katilimlt XVI. Gevher
Nesibe Tip Giunleri I. Deneysel ve Klinik Arastirma Kongresi ve Workshop'unda poster olarak sunulmustur.
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+690.6 U/gHb respectively. In the patient with type 11 Diabetes Mellitus activity
of the same enzymes were 653.2 £215.5 U/gHb, 196.3 +53.3 K/gHb, 1236 +478.6
U/gHb . While the SOD activity of patients was significantly lower, the CAT
activity was determined to be significantly higher than that of control group
(p<0.05). No significant difference between the GSH-Px enzyme activity of patients
and control group was observed. Considering these results, we conclude that
the conditions where the glucose tolerance impaired such as Type Il Diabetes
Mellitus may cause in excessive production of the oxygen radicals and the
oxidant/antioxidant balance in erythrocytes may be disturbed.

Key Words: Type Il diabetes mellitus, erythrocyte, SOD, CAT, GSH-Px.

1.GIRIS

Diabetes Mellitus; pankreasin salgiladigi iki hormondan biri olan insulinin salgilanmamasi, yetersizligi
veya etkisizligi sebebi ile kan seker diizeyinin normalin iizerinde bulunmasi ve idrarda seker ¢ikmasi
sonucu teshis edilen bir hastaliktir. Juvenil; Tip [ ve Adult; Tip Il olmak iizere iki tipi vardir (1-3). Her
iki tip diyabette de hastaligin iyi kontrol edilmemesi ve ilerlemesi durumunda bobrek yetmezligi,
korliik, koroner kalp hastaligi ve iskemik beyin hasari gibi 6nemli komplikasyonlar ortaya
cikabilmektedir (4). Diyabetli bir bireyin, normal bir bireye gére kor olma riski 25 kat, bobrek

yetmezligine yakalanma riski 20 kat, koroner kalp hastaliklarina yakalanma riskide 2 ile 4 kat daha
fazladir (1, 5, 6).

Tip I Diabetes Mellitus'taki hiperglisemik durum serbest radikal olusumunu artirmaktadir. Glukozun
otooksidasyonu sonucu, son yoriingelerinde bir veya daha fazla ¢iftlenmemis elektron igceren yiiksek
reaktif bilesikler olan serbest radikaller agir1 miktarda olugmakta ve oksidan/antioksidan denge
bozulmakta, boylece oksidatif stres artmaktadir (1,4, 5, 7). Hiperglisemideki asir1 oksidatif stresin
vaskiiler duvarlarda ve plazmada lipid peroksidasyonunu artirmasiyla aterosklerozis olusumu arasinda
iligkiler bulunmustur (6). Ayrica Tip Il Diabetes Mellitus'ta vaskiiler ve diger komplikasyonlarin
sebebi olarak sigara i¢imi, hipertansiyon ve dislipidemi gibi faktorler gosterilmektedir. Bazi arastiricilar
bu risk faktorlerinin oksidatif stresi artirarak diyabetin patofizyolojisine ve komplikasyonlarmn gelisimine
katkida bulundugunu bildirmektedirler (8-10). Oksidatif stresin artmasi serbest radikal olusumunda
bir artis1 da beraberinde getirmektedir. Serbest radikallerin biyolojik etkileri vitamin A ve C,
karetonoidler, glutatyon gibi antioksidanlar ve antioksidan enzimler tarafindan kontrol edilmektedir.
Bu enzimler arasinda SOD; hidrojen peroksitin siiperoksit anyonuna dismutasyonunu katalizlerken,
GSH-Px ve CAT ise hidrojen peroksidin detoksifiye olmasinda gorevlidir (11, 12).

Bu arastirmada; Tip Il Diyabetli bireylerin eritrosit i¢ci Cu,Zn-SOD, CAT ve GSH-Px enzim
diizeyleri dlgiilerek, diyabetin oksidan/antioksidan sistemi nasil etkiledigi incelenmeye ¢alisiimustir.

2. MATERYAL ve METOT
Materyal

Arastirmamiza; inonii Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Diyabet Klinigine tedavi amaci
ile gelen, yaslar1 40- 60 yas arasinda degisen (51,245,9 y1l), diyabetlilik siiresi 2-4 y1l (2,9£0,71 y1l)
arasinda olan, klinik incelemeler ve laboratuvar test sonuglari neticesinde higbir komplikasyonu
bulunmayan, HbA C %'leri 8,24 + 0,59, kan glukoz oran1 155,14+21,7 mg/dL, idrar mikrototal
proteinleri 28,82+7,53 mg/dL arasinda degisen degerlere sahip ve ketoasidozisleri olmayan, herhangi
bir antidiyabetik ilag, sigara, alkol ve benzeri maddeleri kullanmayan 21'i erkek, 29'u kadin toplam
50 Tip II Diabetes Mellitus'lu kisi secilmis ve hasta grubunu olusturmustur. Kontrol grubunu ise
dahiliye poliklinigine kontrol amaciyla gelen, yaslar1 40-60 arasinda degisen (49,1£6,1 yil), klinik
incelemeler ve laboratuvar test sonuglarinda saglikli ¢ikan, HbA1C %'leri miktar1 5,30 £ 0,42 olan,
kan glukoz oran1 89,74+7,14 mg/dL, idrar mikrototal proteinleri 27+6,74 mg/dL arasinda degisen
sigara, alkol ve benzeri maddeleri kullanmayan, 29'u kadin, 21'i erkek toplam 50 kisi olusturmustur
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(Cizelge 1).

Cizelge 1. Hasta ve kontrol grubu biyokimyasal parametreleri

Kontrol (n=50) Diyabe
X 45D X 45D
Glukoz (mg/dL) 8974+ 7 14 155,14+ 21 7%
HbAC %) 5,30+ 042 8,24+ 0,59%
Idrar mikrototal proteini (mg/dL) 27,0 +674 28,82+7 53

*Kontrol grubu ile karsilastirilmis ve istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).
Metot

Hasta ve kontrol grubunu olusturan kisilerden alinan ven kani eritrosit hemolizatlarinin hazirlanmasi
icin kullanilmistir. Alinan ven kanlari Na-EDTA'l1 CBC tiiplerine konmus ve +4 °C'de 1500xg'de, 10
dakika santrifiij edilerek plazmalari ayrilmigtir. Daha sonra eritrositler % 0,9'luk NaCl ile 3 defa
yikanarak plazma artiklart uzaklagtirilmistir. Enzim analizi i¢in saf eritrosit paketinden bir miktar
numune alinmis, alinan bu numune +4 °C'de sogutulmus distile su ilavesi ile hemoliz edilmistir. Daha
sonra +4°C'de, 1500xg'de, 15 dakika santrifiij edilerek hiicre partikiilleri ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen
siipernatantlar, hemoglobin ve enzim analizinde kullanilmistir.

Cu,Zn-SOD aktivitesi 560 nm'de Sun ve ark. (13), ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen
siiperoksit anyonlarinin nitro blue tetrazolium'n (NBT) indirgemesi esasina dayali metodu ile
Ol¢iilmiistiir. Bir {inite SOD, %50'lik NBT inhibisyonu meydana getiren enzim miktar1 olarak
belirlenmistir. Sonuglar hemoglobin basina iinite olarak verilmistir (U/gHb). GSH-Px aktivitesi Paglia
ve Valentine (14) metoduna gére NADPH'in 340 nm'deki oksitlenmesinin takibiyle dl¢tilmiistiir. 1
Unite enzim, dakikada okside olan mikromol cinsinden NADPH miktar1 olarak tayin edilmistir.
Sonuglar hemoglobin basina iinite olarak verilmistir (U/gHb). CAT aktivitesi ise Aebi' nin (15)
metoduna gore 240 nm'de, enzim tarafindan yikilan hidrojen peroksidin izlenmesi esasina gore

Ol¢iilmiistiir. Sonuglar hemoglobin basina saniyede yikilan hidrojen peroksitin orani olarak verilmistir
(K/gHb).

Sonuglarm istatistiki analizinde Student's t testi kullanilmistir.

3. BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunun eritrosit i¢i ortalama Cu, Zn-SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktiviteleri
Sekil 1'de ve Cizelge 2'de verilmistir. Bu aragtirmada Tip Il Diabetes Mellitus'lu hastalarin eritrosit
ici ortalama Cu, Zn-SOD aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli bir azalma
(p<0,05), CAT aktivitesinde ise anlaml1 bir artig tespit edilmistir (p<0,05). GSH-Px aktivitesinde ise
istatistiki agidan anlamli bir fark bulunamamustir.
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Sekil 1. Hasta ve kontrol grubu enzim aktiviteleri

Cizelge 2. Hasta ve kontrol grubu eritrosit ici SOD, CAT ve GSH-Px enzim diizeyleri.

Cu,Zn-50D AT G Px
(U/gHb) K X+
(X+ X +
Ko trol r (n=50) 10717 £331,5 1754 £ 38,8 1381.8 £ 6906
iva et r p (n=50) 6532 +£215,5* 1963 + 53 3% 1236 4786

*Kontrol grubu ile karsilastirilmis ve istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir (p<0,05).

4. TARTISMA ve SONUC

Tip Il Diyabet'li hastalar vaskiiler ve diger komplikasyonlarm gelisiminde artan bir riske sahiptirler.
Oksidatif stres bu komplikasyonlarin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (8-12, 16-18). Artan
oksidatif stres nedeniyle olusan radikallerin zararli etkileri antioksidan enzimler (SOD, CAT, GSH-
Px) ile yok edilmektedir. Diabetes Mellitus'ta en dnemli problem glukozun metabolize edilememesi
sonucu kanda birikmesi, enerji tiretiminde lipidlerin kullanilmast ile zararli serbest radikallerin artmasidir.
Bu hastalikta, glukozun otooksidasyonu hizlanmakta ve okside olan glukoz, glukoz asitlerine doniisiirken
bir taraftan da serbest radikalleri olusturmaktadir (7, 19). Diyabette serbest radikallerin iiretiminin
artmasina yol acan diger 6nemli bir etkide, antioksidanlarin miktarinin azalmasi sonucu oksidan/
antioksidan dengenin bozulmasidir. Poliol yolunda glukozun sorbitole metabolize edilmesi sonucu
NADPH miktarinin azalmasi, okside glutatyonun rediikte forma doniisiim hizin1 yavaslatarak
antioksidan kapasiteyi negatif yonde etkilemektir (20, 21). Ayrica sorbitoliin fruktoza oksidasyonundaki
artig, prostaglandin G _'nin H_'ye indirgenmesi araciligi ile siperoksit anyon olusumunu artirmaktadur.
Her iki durumda da, yani serbest oksijen radikallerinin olusumunun artmasi ve/veya antioksidan
sistemin kesintiye ugramasi diyabetli hastalarda oksidatif stresin artmasina yol agmaktadir (7).

Arastirmamiz neticesinde Tip Il Diabetes Mellitus'lu hastalarin eritrosit i¢i Cu,Zn-SOD
aktivitesinde kontrole gore anlamli bir azalma, CAT aktivitesinde ise anlamli bir artma tespit edilmistir.
GSH-Px aktivitesinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamasa da diyabetli grupta, GSH-Px
aktivitesinde bir azalma gézlenmistir. Diger arastirmalar incelendiginde bizim sonuglarimizla benzerlik
veya farkliklar gostermektedirler. Inuaki vd.(22) Tip Il diyabetlilerin polimorfnuklear lokositlerinin
SOD aktivitesinde bir azalma gozlemislerdir. Bale1 vd. (23) alloksan vererek deneysel diyabet
olusturduklari ratlarin lenslerinde diisiik SOD aktivitesi tespit etmislerdir. Sekeroglu vd. (11), S6zmen
vd. (24), diyabetlilerin serum SOD aktivitelerinin anlamli sekilde kontrole gore azaldigini bildirmislerdir.
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SOD enzim aktivitesindeki bu azalma artan oksidatif stres nedeniyle olabilir. Artan oksidatif stres
oksidan/antioksidan dengeyi bozacaktir. Bir ¢ok ¢alismada diyabette oksidatif stresin asir1 arttig
bildirilmistir (5, 11, 19, 25). Artan oksidatif stres, Cu,Zn-SOD aktivitesindeki degisikligi beraberinde
getirebilir. Arastirmamizda Cu,Zn-SOD aktivitesinde goriilen azalma, artan serbest oksijen
radikallerinin bu enzimi oksitleyerek denatiire etmesinden veya uzun siireli hiperglisemide SOD'un
glikolize edilerek inhibe olmasindan kaynaklanmuis olabilir (26). Ayrica diyabette goriilen hiperglisemiden
dolay1 bagirsak ¢inko emiliminin bozulmasi ve idrarla agir1 ¢inko atilmasi, enzimi inaktive etmis
olabilir (27). Bununla birlikte Cho vd. (19), streptozosin ile deneysel olarak diyabet olusturduklari
ratlarin hepatik SOD aktivitelerini artmis olarak bulmuslardir. S6zmen vd. (20) ise, diyabetli hastalarin
serum SOD aktivitesinde kontrole gére her hangi bir fark bulamamislardir. Arastirmamizla zit gibi
goriinen bu sonuglarin nedeni diyabetin siiresi ile ilgili olabilir. Kronik diyabette artan oksidatif stres
nedeniyle olusan serbest radikaller, SOD enzimini inaktive edebilirken akut dénemli olusturulan
diyabette bu durum goriilmeyebilir. Nitekim Cho vd. (19), kisa siireli deneysel bir diyabet
olusturmuslardir. Diyabetin baslangi¢ sathalarinda artmig SOD aktivitesi ile karsilasmak miimkiin
olabilir. Cho vd. ayn1 ¢alismada diyabetli grupta artan CAT aktivitesi ve azalan GSH-Px aktivitesi
bulmuslardir. S6zmen vd. (20), diyabetlilerin serum CAT aktivitesinde bir artma oldugunu bildirmislerdir.
Yine Sekeroglu vd. (11), diyabetik hastalarin serum ve eritrosit GSH-Px aktivitelerinde kontrole
gore anlamli olmayan bir azalma bildirmislerdir. Aragtirmamizda gézledigimiz artan CAT aktivitesi;
GSH-Px enzim aktivitesinin diisiik olmasina paralel bir kompenzasyon mekanizmasindan
kaynaklanabilir. GSH-Px aktivitesinin diismesi, glukozun kullanilamamasi sonucu yavaslayan pentoz
fosfat metabolik yolunun, daha az NADPH iiretmesi nedeniyle olabilir (28). Bu durumda, olusan
hidrojen peroksit ortamdan GSH-Px yerine, CAT tarafindan ayn1 hizla uzaklastirilacaktir ve boylece
CAT enzimi aktivitesini artirmak zorunda kalacaktir.

Sonug olarak; Tip Il Diabetes Mellitus gibi glukoz toleransinin bozuldugu durumlarda, serbest
oksijen radikallerinin asir1 olusumuna cevap olarak eritrosit i¢i antioksidan kapasitede onemli
degisiklikler meydana gelebilir. Ancak, diyabetli hastalarda kan glukoz diizeylerinin iyi kontrol
edilemedigi uzun siireli hiperglisemi durumlarinda, SOD ve GSH-Px aktivitelerinin oldukg¢a azalacagi,
serbest oksijen radikallerinin tam olarak detoksifiye edilemeyecegi ve bunun sonucunda da eritrosit
membrani ve diger hiicresel yapilarda ciddi hasarlanmalar meydana gelebilecegi kanaatindeyiz. Bu
durumun asir1 ve kontrolsuz gelisimi ise vaskiiler ve diger komplikasyonlar1 da beraberinde getirebilir.
Diyabette artan oksidatif stres ve buna bagli olarak antioksidan kapasitenin azalmasi bu hastaligin
tedavisinde antioksidan sistemin giiclendirilmesini gerektirmektedir.
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