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‘Siganlarda, Diabetin Eritrosit Cap1,
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Gereg ve yontem: Bu ¢aligmada yaklagik 190 gram agirhginda olan erkek Wistar sicanlar kullamid:.
- pH 4.5 sitrat tamponda eritilmis 65 mg/kg streptozotocin (STZ) tek doz intraperitoneal enjeksiyonla
verilerek sicanlarda diabet ol usturuldu Eritrosit ozmotik frajilitesi 10 non-diabetik kontrol sigan ve 20 STZ
ile olusturulan diabetik siganda oSlgiildi. Kan glukoz diizeyi, glukoz oksidaz metodu kullammiyla olculdii
Hemoglobin diizeyi spektrofotometrede 450 nm'de 6liildii. Eritrosit ¢api mikrometrik metod ile olculdii.
 Bulgular ve Sonug: STZ ile olugturulan diabetik si¢an eritrosit ozmotik frajilitesinde kontrollerinkine
kiyasla artis  gozlemlendi. Non-diabetik sican eritrositlerine kiyasia, STZ ile olugturulan diabetik sican
eritrositlerinde eritrosit capinda artig gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Deneysel diabet, Eritrosit ozmotik frajilitesi, Eritrosit ¢ap

A UMMARY

EFFEC TS OF DIABETES ON THE ERYTHROCYTE DIAMETER,
HEMOGLOBINE LEVEL AND THE ERYTHROCYTE OSMOTIC
FRAG'ILI TY IN ST RE TOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS

Material and merhﬂd In rhzs study were used male Wmar rats weighing ~ 190 g Diabetes was induced
in rars by a single m;raperttoneal infection of 65 mg/kg streptozotocin dissolved in citrar buffer (pH
4.5). Erythrocyte osmotic fragility were measured in 10 non-diabetic control rats and 20 streptozotocin
induced diabetic rats. Blood glucose level was measured using a glucose oxidase metod Hemoglobin level
was measured in a spectmphammea‘ry at 450 nm. Ervthrocvte diameter was measured using a micromelric
metod. |
Findings and Cﬂncfusian iﬂ ervthrocyles from streptozotocin induced diabetic rats were observed
increasein the osmotic fragility as compared with erythrocytes from non-diabetic rats. In erythrocytes from
STZ indused diabetic rats were observéd increase in the erythrocyte diameter as compared with erythrocyles
Jrom non-diabetic rats. |
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Diabetes mellitus (DM) multihormonal bir
endokrinopatidir. Hem deneysel hem de  insan
diabetinde nsiilin azalmis, glukagon ve somatostatin
miktar: artmustir. Insiilin/ glukagon molar oran:
azalmistir (1-3). Alloxan ve STZ (Streptozotocin) ile
denevsel diabet yapilan sicanlarda pankreasmn Hmmii-
noreaktif somatostatin miktannin  arttifyn ve &
hiicrelerinde  hiperplazt oldugu  bilinmek-tedir.
IDDM  (insiline baginii  diabetes mellitus)'de
somatostatin -~ artisimin - glukagon  salgilanmasini
bastirmaya yonehk bir homeostatik mekanizma
oldugu diisiiniilmektedir (4).

Serbest radikaller bir veya daha fazia
eslenmemis elektronlar igeren bilesiklerdir (5) ve
DM'de serbest radikaller artmis olup; protemlerin
non-enzimatik glikosilasyonuna, monosakkarid oto-
oksidasyonuna, polyol ortak vyolu aktivitesine ve
antioksidan déniisiimiln azalmasina sebep olur (6,7).
Okside glutatyonun glutatyona rediiksiyonu igin
glutatyon rediiktaz tarafindan kullanilan NADPH
(Nikotinamid adenin dinikleotid fosfatin
indirgenmis sekli) polyol ortak yolu vasitasiyla
gliikozun sorbitole rediiksiyonu i¢in aldoz rediiktaz
tarafindan da kullantlir (8-10). Hiperglisemi polyol
ortak yolunu aktive eder ve diabetiklerde artan
sorbitol sentezt NADPH azalmasina sebep olur ve bu
da ylutatyon olusumunu azaltur (9,11). STZ ile
olusturutan diabetik sigan eritrositlerinde glutatyon
peroksidaz, katalaz ve superoksit dismutaz enzim
aktiviteler) azalmstir (12).

DM'de hipergliseminin eritrositierde yaptig:
degisikhgin biyokimyvasal mekaniz-mas1 tam olarak
bilinmemekie birlikte. hipergliseminin erntrosit hpid
peroksidasyonuna ve membranda peroksidatif hasara
vol ac¢tigr bilinmektedir (13). Ayrica glutatyon
azalmasimin  askorbik asit (AA) azalmasina,
membran proteinlerinin oksidatif hasarina ve eritrosit
membram1  zedelenmesine sebep oldugu ifade
edilmektedir (10,14). Eritrosit membraninda ortaya
¢tkan bitiin  bu degisimlerin  sonucu diabetik
eritrositlerde Na-pompa aktivitesinde (15), eritrosit
deformabilite  yeteneginde (16) ve membran
akicihginda azalma oldugu disiiniiimektedir (17).
Diabeuk hastalarda ve deney hayvanlarinda entrosit
membraninda Na'. K'- ATPazin ve eritrosit
membran akicthigimin azaldiy |, eritrosit vollimiiniin
artmis  oldugu  bildirilmistir - (18-21).  Eritrosit
membran iskeletinin esas komponenti olan -
spektrin - proteini ve membran elastikiye-tinden
sorumlu olan diger proteinlerden ankyrin ve protein
4 2'nin ghkosillenerek oksidatif hasara ugradig: ve

bunun da eritrosit deformabilite yeteneginde
azalmaya sebep oldugu ifade edilmektedir (22).

Plazma lipidleri ile eritrosit membran: lipid
komponentt arasinda bir denge bulunur ve
eritrositlerde yag asidi sentezi yoktur. Eritrositler
pasif defisim ve aktif ice alm vyollan ile
fosfolipidlerimi  yeniden diizenlerler. STZ ile
olusturulan diabetik sican eritrosit membrani total
fosfolipid ve fosfotidil kolin asilasyonunda azalma,
eritrosit membrani lipid metilasyonunda artma ve
bununla eszamanh olarak da Na' , K'- ATPazin
aktivitesinde azalma oldugu bilinmektedir ( 23-25).

Yapilan biitiin bu ¢alismalardan edinilen
bilgilerin 15181 altinda, diabetes mellitusun eritrosit
membran yapisini ve metabolizma-sini  etkiledigi
dilsiincest ile bu ¢alismada STZ ile olusturulan
diabetik sicanlarda, diabetin eritrosit ozmotik
frajilitesi, hemoglobin diizeyi ve eritrosit ¢apina
etkisini arastirmayi1 amagladik.

MATERYAL VE METOD |

Bu ¢alismada 10 adet saglikli, 20 adet STZ ile
olusturulan diabetik Wistar erkek sigan kullamld:.
Ortalama 190 g agirlifinda olan siganlara pH 4.5
sitrat tamponda eritilmis 65 mg/kg STZ tek doz ,
kontrollere ise sadace sitrat tampon intraperitoneal
olarak verildi. Aghk kan sekeri (AKS) diizeyi 250
mg/dl lizerinde olan siganlar ¢alismaya dahil edilds
(21). Hem STZ ile olusturulan diabetik siganlara
hem de kontrol siganlara hi¢cbir ek tedavi uygu-
lanmadi. STZ verildikten 5 giin sonra diastikle
idrarda seker dlzeyi pozitif olan siganlara
intrakardiak girilerek biri heparinli digeri heparinsiz
iki ayn enjekibre kan alindi. Heparinli kandan
eritrosit ozmotik frajilitesi, heparinsiz kandan AKS,

~ hemoglobin ve eritrosit ¢ap1 dl¢timleri yapilds.

Eritrosit ozmotik frajilitesi; ozmolalitesi NaCl
ite ayarlanan pH 7.2 fosfat tamponlu; 300, 200, 180,
160, 140, 120 ve 50 mosm/kg ozmolalitel
sollisyonlara egit miktar (hemoglobin pipeti ile 20 ul
) kan ilave edilip, 37 °C'de 30 dk inkilbe edildi.
Hemolize olmamis eritrositierin ¢bkmesi igin tiipler
10 dk 2000 devirde santrifiyj edildr. Her tiibiin ilst
kismindakt sivida hemoglobin  konsantrasyonu
spektrofotometreyle 430 nm'de o6lgildit ve standart
hemoliz egrisi ¢izilerek eritrositlerin ozmotik direng
sinirtan saptandi.

Serum glukoz dlizeyi; glukoz oksidaz metodu
tle belirlendi. Kor, standart ve drnek tilplerine 2'ser
mi reaktif kondu. Kor tilpline 20 pl distile su,
standart tOpiine 20 u! glukoz standart ¢tzeltisi ve
ornek tlipline 20 ui serum eklendi, 37 °C'de 10 dk
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inktibe edildikten sonra 510 nm dalga boyunda
absarbanslar 8icllerck, AKS hesapland.

~ Eritrosit ¢api mikrometrik ybntemle saptand.
{zotonik  NaCl soliisyonu igindeki eritrositlerin
birbirine dik iki ¢ap1 buyik bilyttme altinda
" taksimath okuler ile 8l¢itldii ve bulunan deger bir
aralifa uyan deferle carpilarak eritrosit c¢apt

belirlendi. Her deney hayvam igin 25 eritrositte

dicim yapilip ortalamasi alindi.

- Hemaglobin olcimi - spekt_rnfommetrik
yintemle yapildi.5 ml hemoglobin miyan {izenne
hemoglobin pipeti ile 20 w! kan ilave edildi,5 dakika
bekledikten sonra 450 nm’de okundu.Hemoglobin
miyari olarak % 0.4 NH,OH kullanilds.
 Istatistiksel analizde ortalamalarin farkhihgimn
degerlendiriimesinde Mann Whitney U testi ve basit
korelasyon analizi kullamildi. Deerler dagilim,
ortalama % standart sapma seklinde verildi, p<0.05
istatistiksel olarak anlamh kabu!l edildu.

BULGULAR

STZ ile olusturufan diabetik 20 sigan iizerinde
yapilan arastirmanin toplu sonuglan tablo I'de ve 10
kontrol sican ilzerinde yapilan arastirmanm toplu
sonuclan tablo II'de g6sterilmistir. Deney ve kontrol
grubu arasindaki AKS, hemoglobin ve eritrosit-¢ap!
degerleri tablo 11I'te, % hemoliz oranlari tablo 1V ve
sekil 1'de gosterilmistir. STZ -ile olugturulan diabetik
sicanlarda AKS daZihm 259-412 mg/dl olup.
ortalama 317.75+14.97 mg/dl olarak bulunmustur.
Kontrot grubunda ise AKS dagilimi 90-140 mg/dl
arasinda olup, ortalama 118.1+13.80 mg/dl olarak
bulunmustur. [ki grubun dagihmlan arasindaki fark
istatistiksel otarak dnemiidir (p<0.03).
Tablo 1:STZ ile olusturulan diabetik sigan grubunda

Slciilen parametrelerin mutlak degerlert
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T'ablﬁ I1:Kontrol sigan grubunda oigtilen
- parametrelerin mutlak deferleri
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STZ ile olusturulan diabetik siganlarda

hemoglobin dilzeyi dagilmm 14.83-17.28 g/di
olup,ortalama 16.3640.21 g/dl olarak bulunmustur.
Kontrol si¢anlarda ise hemog-lobin diizeyi dagilim:
15.93-17.04 g/dl olup, ortalama 16.63+0.16 g/dl
olarak bulunmus-tur. Tki grubun dagilim arasindaki
fark 6nemii degildir (p>0.05).

Deney ve kontrol grubu arasindaki eritrosi
¢apiyla ilgili degerter tablo IlI'te veriimigtir. STZ 1le
olusturulan diabetik siganiarda eritrosit ¢ap1 dagthimi
7.86-8.00 um olup, ortalama 7.944+0.06 um olarak
bulunmustur. Kontrol grubunda 1se entrosit ¢apt
dagilimi 7.82-8.00 um olup, ortalama 7.88% (.09 um
olarak bulunmustur. Iki grubun eritrosit ¢api
dagilimlan arasindaki fark istatistiksel olarak oneml;
bulunmustur (p < 0.05).

Tablo HI:iki grup arasinda eritrosit ¢api.a¢hk kan
sekeri ve hemoglobin degerlerinin kargilagtinilmas:

KONTROL (1) DLABETIK (i)
Diptn  OrslssmtsD Zgdm  OmbwuisD
Edpsd Cappe) 7RI THRMO9 745400 TORH06 ¢
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’ pmm Micn Diney-l tostine goe loomero) gruba ile anbengh farkh

STZ ile olusturulan diabetik sicanlarda aghk
kan seker! diizeyleri ile hemoglobin
konsantrasyonlarn  arasinda  istatistiksel  olarak
anlamh bir korelasyon bulunama-mistir ( r = -0.53,
= -13.25 ). Aynica STZ ile olusturulan diabetik
sicanlarda achk kan sekeri dilzeyleri ile entrosit
caplari arasinda da istatistikse! olarak anlamh bir
korelasyon bulunamamstir. (r=0.15,1=0.65).

Konrollere kiyasla STZ ile olusturulan diabetik
sicanlarda 120 mosm/kg ozmolaliteli ¢ozeltyde
%4 .06 oraninda; 140 mosm/kg ozmolaliteh ¢ézeltide

(ad
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%10 oraninda; 160 mosm/kg ozmolaliteli ¢bzeltide
°510.09 oraninda; 180 mosm/kg ozmolalitel
c8zeltide %06.04 oraminda; 200 mosm/kg ozmolaliteli
¢Ozelide %148 oranmda ve 300 mosm/kg
ozmolaliteli ¢Ozeltide %]1.62 oraninda daha fazla
hemoliz goriilmistir. STZ ile olusturulan diabetik
sican  eritrositlerinde  kontrollerinkine gdre en
belirgin hemoliz farki 140 ve 160 mosm/kg

ozmolaliteh ¢6zeltilerde saptanmustir (p<0.05).

Tablo IV:Iki grup arasindaki % Hemoliz oranlarinin
karsilagtiriimasi
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Sekil 1:Entrosit osmotik frajilitest

TARTISMA

Diabette etyopatogenez ne olursa olsun temel
patoloji instilin  eksikligi veya etkistzlifi sonucu
hiicre igine glukozun girememest ve hiicrelerde
veterince kullamlamamasidir. DM'de insiitin azalmus,
elu-kagon hiperglisemiye ragmen artmistir. DM'de
viriiflen  hipergliseminin = sebeb1  gliko-jenoliz,
glukoneojenez ve gastrointestinal sistemden emilen

olukozun yeterince kullanilamamasina
baglanmaktadir (14-16).
STZ ile deneysel diabet olusturdugumuz

sicanlarda ortalama AKS diizeyini 317.75+14.97

mg/dl. kontro! grubunda ise ortalama [18.1£13.80
mg/dl olarak bulduk ve istatistiksel degerlendirme

sonucunda aradaki farkin  anlamh  oldugunu
belirledik - (p<0.05).Bulgularimizin Jain ve
4

arkadaglarimin bulgulan ile tutarh olduguny saptadik.
Jain ve arkadaglart STZ ile diabetik yapilan
siganlarda ortalama AKS$ diizeyini 376128 mg/di,
kontrollerde ise 11319 mg/dl olarak bulmuslardir
(17). -
Temelde eritrosit sekli eritrositi gevreleyen
ortama, ylizey gerilimine, membran

esnekligine,eritrosit yagma ve metabolik durumuna,

ATP miktanina baghdir. Hipergliseminin eritrosit
membran yapisimnda ve metabolizmasinda birgok
degisiklige neden oldugu bilinmektedir.Hem insan
hem de deneysel diabette hipergliseminin eritrosit
membram lipid bilesiminde defisiklife yol agtif,
lipid ve protein peroksidasyonuna neden oldugu,
biittin bu depisimlerin sonucunda da diabetik
eritrositlerde Na-pompa aktivitesinde degisme,
eritrosit deformabilite yetenefinde ve eritrosit
membran akicithiginda azalma oldugu ifade
edilmektedir ( 15-19, 21-29).

STZ ile olusturulan diabetik ve kontrol sigan
grubumuzda eritrosit ¢apt dlglimlerini mikrometrik
yontemle yaptik. Diabetik siganlarda eritrosit ¢apini
ortalama 7.9410.06 pum kontrollerde 1se 7.8810.09

um olarak bulduk. Istatistiksel olarak aradaki farkin

anlamh oldugunu beliriedik (p < 0.05 ). Literatitirde
STZ ile olusturulan diabetik sigan eritrosit ¢apnin
mikrometrik yontemle dlciilmesine iligkin bir veriye
rastianamamistir.Bununla  birlikte Kowluru ve
arkadaslarmin  STZ iHe olusturulan diabetik
siganlarda yapuig1 bir ¢alismada, diabetik sigan
eritrositlerinde Na+t pompa  yetersizliginin
paketienmis hiicre volimiini % 11-29 oraninda

artirdigt  bildirilmis  olup, paketlenmis hiicre
volimiindeki artisin diabetin siddeti ile iligkils
oldugu ifade edilmistir (21).Aynica,Le Petit-

Thevenin ve arkadasiarmmin STZ ile olusturulan
diabetik sicanlarla yaptify bir ¢alismada MCV
54+1.5 fl (femtolitre) kontrollerde ise 53%1.0 fl
olarak bulunmus olup,aradaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigt bildirilmigtir (23).

Hem insan hem de deneysel diabette, eritrosit
membran; integral proteinierinden biri olan Na’, K’-
ATPaz aktivitesine iliskin literatiirde farkh veriler
vardir. Na', K*- ATPaz aktivitesinin azaldigin
bildiren bir¢ok vyayma karsin (15,19,21,25-27),
arttifina iliskin bilgiler de bulunmaktadir (28,29).

STZ ile olusturulan diabetik ve kontrol
sicanlarda  yaptiZumiz  eritrosit ozmotik frajilite
¢alismalarimizda, en belirgin ve istatistiksel olarak
anlamh  hemoliz farkim 140 ve 160 mosm/kg
ozmolaliteli ¢Ozeltilerde saptadik. STZ ile
olusturulan diabetik sican eritrositierinde %50
hemoliz 160 mosm/kg ozmolaliteli ¢bzeltide
meydana geld). Bulgularimz  Kowluru  ve
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arkadaglarinmm eritrosit ozmotik frajilite g¢ahgma-
larmmin sonuglar: ile tutarli olmakla birlikle, elde
ettigimiz degerler biraz daha farkliydi. Degerlerimiz
Kowluru ve arkadaslarinin deferlerine kiyasla daha
dusitktii. Kowluru ve arkadaglariun yapti) galismada
STZ ile olugturulan diabetik sican eritrositlerinde
%50 hemolizin 165 mosm/kg ozmolaliteli ¢6zeltide

meydana geldigi ve kontrollere kiyasla 3 kattan fazia

bir hemoliz oram elde edildigi bildirildi. Ayrica
artan ozmotik frajilite derecesinin Na' pompa
bozukiugunun = buyiklingt ite iliskili  oldugu
vurgulandi (21). Aynca, hem insan hem de
deneysel diabet ¢alismalarinda Na'K* -ATPaz
aktivitesine iliskin farkh veriler olmasina ragmen,
eritrosit ozmotik frajilitesinin arttif1 yOniinde gbrilg
birligi bulunmaktadir ve bunun insiilin tedavisi ile
normale dondugil ileri stirillmektedir ( 21,25,29).

Non-enzimatik glikosillenme protein
molekiillerinin yap1 ve fonksiyoniarim degisime
ugratir. Hiperglisemi non-enzimatik glikosillenme
olayini hizlandiran bir etken olup, diabette serum
proteinlerinin  ve  hemoglobinin  glikosilasyonu
artmistir. Hb A,c'nin ylizdesi eritrosit igi glukoz
konsantrasyonuna ve eritrosit yasam silresine
baglhidir. DM'de Hb A ,c konsantrasyonu normalin iki
kat: kadar artmistir (30-32).

STZ ile olusturdugumuz diabetik si¢anlarda
ortalama  hemoglobin  dlizeyini  16.3610.21

g/dlkontrollerde ise 16.630.16 g/d! olarak bulduk
ve istatistiksel degerlendirme sonucunda aradaki

farkin anlamh olmadigmni ( p > 0.05 ) belirledik.

Siganlarda normal hemoglobin degerleri 11.5-
17.5 g/dl arasinda olup (33)literatiirde STZ ile

olugturulan diabetik siganlarda hemoglobin degerine

iliskin bir veriye rastianamamistir. Bununla birlikte,
Le Petit-Thevenin ve arkadaglannmn yaptifa bir
calismada, STZ ile diabetik yapilan st¢anlarda MCH
18.51£0.6 pg, kontroflerde ise 191+0.5 pg olarak
bulunmus olup, aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamh olmadig bildirilmistir (23). Ayrica, Saynaip
ve arkadaslarmin diabetik hastalar-da yapug: bir
calismada, diabetiklerde ortalama hemoglobin
degerinin erkeklerde 14.5 g/di, kadnlarda 13.4 g/dl,
kontrollerde ise erkeklerde 15.1 g/dl, kadinlarda 13.7
g/dl oldugu bildiritmigtir ( 12 ).

Bu calismadan ¢ikardigumiz sonuca goére STZ
ile olusturulan diabetik sicanlarda diabetin eritrosit
¢apint ve eritrosit ozmottk frajilitesint artirdig,,
hemoglobin diizeyini etkilemedigi kanaatine vardik.
Ayrica, STZ ile olugturdugumuz diabetik siganlarda,
AKS diizeyleri ile hemoglobin konsantrasyonlan ve
eritrosit ¢aplari arasinda anlamh bir korelasyon
bulamadik.
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