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Dlabetes Melhtuslu Hastalarda Nétrofil
Fagosuoz Fonksiyonu, Notrofil Enerji
Metabollzma51 Ve Kan Sekeri Degisimi

Sinan BOYNUEGRI' Armagan TUGRUL?

OZET:

Amag:Diabetes mdhlushtlardakl infeksiyonlarin daha agwr seyretmesinin nedenlerinden birisi olarak
dzeﬂlkie lokosit fagositozundaki bozulma digtinilmektedir Bozulmuy fagositoz, intrensek defekie ve enerji
metabolizmasindaki degiyikiiklere baglanmaktadir

~ Gereg ve YOntem: Biz de caligmamizda 30-65 yaglarindaki 27 NIDDM 'lu hastadan ve 34-59 yaglarindaki
17 kontrol olgusundan alinan vendz kanlardan elde edilen ldkositlerin fagositoz fonksiyonlarin, fagositozun ortam
seker degeri degigikliklerini ve zamana karg: degisimlerini inceledik

- Bulgular:NIDDM lu hastalarda glisemi derecesi artisi ile fagositik indeksin azaldipim saptadik Izole
lt.'ikomfer kullandigimiz icin bunun diabetiklerin lokositlerindeki defekte bagl: olabilecegini distindiik

Taraaigma:Hasta ve kontrol grubunda denekierden izole edilen lokositlerde siireyve bagh olarak fagositozun
artugiri, ancak bunun kontrol grubundaki deferiere ulasamadigini saptadik. Farkliigin diabetik lokositlerdeki
enerjyi merabahzm: degisiklikleri ile hiicre igi kalsiyum iyon seviyesi degigikligine bagl olabilecegini diistindiik

Anahmr Sﬁzciiﬂcr: Diabetes mellitus, lokosit fagosi;ozu, hiperglisemi

SUMMARY: |
PHAGOC YTIC FUNCTION AND ENERGY METABOLISM OF NEUTROPHILS' AND ALTERATIONS OF
BLOOD GLYCOSE LEVEL IN DIABETIC PATIENTS

| Purpese:li is considered that the reason of serious development of infections in patients of diabeies
mellitus as the disturbance in phagocytosis. The impaired phagocytosis is dedicated to intrinsic defect and
alterations in energy metabolism.
| Material and Method: We evaluated the venous blood taken from 27 NIIDDM patients whose ages were

between 30 and 63, and 17 control healty persons whose age range was 34-59. In these evaluations we investigated
the phagocytosis functions of leucacwe.i the value of medium blood glucose,and their alterations throughout the
time.

- Results:We established the decrease of phagocyiosis index as a result of increase in the level of glycemy.
Because we had used isolared leucocytes, we mnsldered that this could be related to the intrensic defect in
leucocytes of diabetics.

Conclusion:We de:ermmeﬂ the increases of phagocytosis in isolated leucocytes of patients and control
groups, in respect of time, but this increase could not reach to the values in control group. We considered this
difference as a result of alterations of energy metabolism in leucocytes and level of calcium ion in intracellular.

- Keywords: Diabetes mellitus, phagocytosis of leucocvies, hyperglysemy.

- GIRIS ve AMAC:

cevrelerinde birikir, yutma ve 6ldiirme ile

Diabetes  mellituslu hastalarda etkisiz hale getirirler (2). Diabetik hastalarda
infeksiyon insidensinin saBhkli kigilerden daha viicut direncinde rol oynayan noétrofillerin
fazla oldufu ve  diabetli  sahislarda kemotaksisinde, vaskiiler endotele
infeksiyonlann komplikasyonlara ve Oltmlere vapismasinda, fagositozunda, hiicreigl
daha sik neden olduBu bilinir (1).Diabetes 6ldirmede, serum opsoninlerinde ve hicresel

mellitusta infeksiyonlar daha siddetli seyreder.
Polimorf niiveli 16kositler bakteriyel
~infeksiyonlara kam olan vilcut direncinde ilk
“basamapi olustururlar. Etken
‘mikroorganizmalara  dofru  hareketlenerek

immiinitenin cegitli basamaklarinda
bozuklukiar oldufu 8ne siiritimekte ve birbiri
ilé¢ celisen  sonuclar bildinlmektedir(1-6).
Caligmalar uzun slireli kan sekeri degerlen
yanisira, kisa silreli kan sekeri degistkliklen: 1le
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nitrofil fonksiyonlar: arasindaki iliskileri ve
diabetiklerin ndtrofillerindeki encrji
metabolizmas: degisiklikleri  ve molekiller
diizeydeki diger
vinelmistir,

Biz de kisa siireli kan sekeri degerlerini
ve bu stire igindeki diabetik notrofillerin
fagositoz  fonksiyonunu, ortamdaki seker
degigikliklerinin  fagositoza
arastirmay1 amagcladik. Bulgularimizi nétrofil
enerji metabolizmas1 ve fogositoz ytniinden
a¢iklamaya caligtik.

MATERYEL VE METOD:

Cahsmamiz Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi I¢ Hastahklari AD
Endokrinoloji BD Diabetes Mellitus
polikliniginde siirekli takip edilen, en az 3 sene
once klinik ve laboratuar olarak diabet tanis
konmus, yas ortalamalan 49.4% 7.2 yil (30-65
yvas) olan NIDDM'lu 27 hasta ve vyas

ortalamalari44.639.4 vyil (34-59 yas) olan 17
saglikh kontrol ile yapildi.
Hastalarin  18kosit  fonksiyonlarni

etkileyebilecek difer hastahkiarin oimamasina,
llag  kullaniminin  6zellikle kalsiyum kanal
blokerlerinin kullanilmamasina,  hastalarin
insiihin kuilanmiyor olmasina dzen
gosterildi.Ure, kreatinin diizeyleri normal
infeksiyonu ve hematolojik hastalif1 olmayan
Tip I diabetes mellituslular vaka olarak kabul
edildu.

Kontrol grubu yas ortalamalari hasta
grubuna uyan saglikl: goniillit kisilerden secildi.

Hasta ve kontrol grubundaki olgularin
24 saatlik normal diyet ile beslendikten ve 12
saatlik achk doneminden sonra vendz kanlar
alindi. Bir ve iki saat sonunda nétrofiller ayriid:
ve fagositoz yaptirtlarak fagositik indeks tayini
fakiiltemiz hematoloji laboratuarinda yapild.
Fagositik indeks tayini igin modifiye Miller-
Nilson metodu kullantldi (7).

Lokositlerin elde edilmesi:

Deney giinii hastalardan ve
kontrollerden 12  saatlik agliktan sonra
heparinize edilmig 10cc.lik plastik enjektdre 7cc.
kuru kan alindi, iizerine 3.5¢cc 70.000 mol
agirliginda dekstran (Makrodeks) cekildi, oda
sicaklifinda 45-60dak. bekietiidi. Eritrositler
dibe ¢Oktii ve listte acik sari renkte [dkositten
zengin plasma ve dekstran karigimi  kaldi.
Lokosit igeren ust bolimden 2ml materyel
alindi.Lokositleri  yikamak ve  dekstrani
uzaklastirmak amaciyla tizerine 2mi PBS
¢ozelusi(fosfat buffer salin) konuldu, karistirilds.

20)

degigiklikleri aragtirmaya

yansimalarint.

1000 devir/dk. da 10 dak. santrifiij edildi. Altta

~ kalan 16kosit ¢tkelegi 2 kez daha aym: sekilde

PBS ile yikand: ve igindeki eritrositler osmotik

- gok ile elimine edildiler. Lokosit gbkelegi 1ml

PBS llavem e lﬁknsn siispanmyunu haline

getmldl L
Fagositor ve fagw#ﬂ‘ indeiu myim
Kiictik silikonlu veya plastik tiipler
spora - iki sira” halinde hazirlandi.. Fagositoz
ortaminda opsonizasyon igin her deneyde aym
safhkll kisinin aghk vendz kanindan elde
edilen serum kullamldi. 9m! serum fizyolojik

Uzerine saglam serumundan Iml ilave edildi ve

karisgtimdan 0.1ml numarah tfiplere kondu.
Fagosite edilecek  partikil  olarak
mikrobiyoloji laboratuvarimizdan saglanan st
ile Oldiirilimis Candida albicans'in
1x10'mi’kik siispansiyonundan her tiip icin
0.lcc kullanildi.  Uzerlerine  6nceden
hazirlanmis olan l0kosit sspansiyonundan

- 0.2ml kondu. Elle kangtirilarak 37santigrad

derecelik etiivde % saat bekletildikten sonra
500 devirde S5dak. santriftj edildi. Ust kisim
doktildd. Kalan kisma bir damla past6r pipett
ile serum fizyolojik konup kanigtirildi.

Karigimdan 2aynn lama ler damla
damlatildi. Birinci lam (zerindeki damlaya
%]1'lik eozin yesilinden damlatildi. Uzerine
lamel kapatilarak 30dak. bekletildi. Isik
mikroskobunda 1mmersiyonla 100 notrofil
sayilarak kirmizi renge boyanan 8iti notrofiller
saptanarak __canlilik _oranlan tesbit edildi.
Hazirlanan ikinci lam yayilarak May-Griinwald
ve Giemsa ile boyandi. Igik mikroskobunda
immersiyonla 200 adet nétrofilin  kag adet
Candida albicans yuttugu saptandi. % fagositik
indeks hesabi i¢in bulunan say1 2’ye bdolindil
ve canlilik oranina gtire diizeltme yap:ildi. 1saat
sonra kalan lokosit sispansiyonlarindan ayni
islem ile ikinci fagositik indeks tayini yapild:.

Islemlere baglanmadan ve deksrtran
kanisiminin ¢tktiirlilmesi sonucu elde edilen
nétrofil stispansiyonu ortaminin 1. ve 2. saat
sonundaki ortam geker degerleri tayin edildi.

Elde edilen sonuglar Mann-Whitney U
ve Wilcoxon Matched Pairs ile karsilagtinldi.
p<0.05 anlamli olarak degerlendirildi. Hasta ve
kontrol grubunda zaman ile fagositik indeks
arasinda regresyon analizi yapilarak grafikleri
cizildi.

'BULGULAR:

Vaka ve kontrol grubu arasinda AKS,
l.saat ve 2.saat ortam jeker ortalama degerler:
arasinda istatistiksel olarak ¢ok anlamh fark
bulundu (p<0.001, Tablol).

Trakya Universitesi Tip F akli!tesi Dergfsi 15¢(1): 1998
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Vaka ve kontrol grubu AKS degerlen
ile 1.saat ortam geker degerleri arasinda anlaml:

fark vardi (p<0.05). Bu fark deneyin yapihigi
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G 2AKS b tagosii intieke2 (Fi 2) bagsus:

sirasinda venbz kanlara karstirilan dekstran
¢cOzeltisi katilarak olusturuldu. Vaka ve kontrol
grubu l.saat tle 2.saat ortam seker degerleri
arasmda anlamh fark yokw (p>0.05, Tablo 1).

'Tablo ID‘iabet ve kontrol grubunun zaman icindeki kan sekeri deperleri ve 15kosit sayimlarw

" Diabet Grubu N=27
o/dl | 215 + 69 |
1.sa. KS. mg/di 137246
(250 Kg. mg/dl | 133444

Vaka grubunun AKS degerlen ile
fagositik indeks 1(Fil) ve 2 (Fi2) degerlen
arasinda ¢ok anlamli negatif korelasyon saptandi
(p<0.001, Grafikl ve Grafik 2 ). Oysa kontrol
grubunda aynit depgerler arasinda korelasyon
bulunamad: (p>0.05)Hem vaka grubunda, hem
de kontrol grubunda fagosittk indeks | ve 2

‘Tablo 11: Diabet ve kontrol grubunun saatlikfagositik indeks deferleri

Diabet grubu n=27 | Kontrol grubu n=17
Fagositik Indeks /1 Saat

40 1 10

—_Anlamhik____p_ <0001

Grafik 3. Diabal va kartrol grubunun fegusith indaks
e zaman badrdin

L rakya Universites: 1:p Fakiiitest mfgm {3(1): 1998 |

" Kontrol Grubu N=17
87 +6
56+ 6
561+ 7

7024 + 1013 /mm

Anlamiilik (P) Anlamiihk (P |

< (0.001 .
0.001 <0.05

<

5

> 0.050 |

degerler arasinda ¢ok anlamh farkhhik saptand:
(p<0.001, Tablo 1II). Vaka ve kontrol
gruplarinin fagosittk indeks 1 ve 2dejerler
birbirleri ile karsilastiriidifinda  istatistiksel
olarak anlaml farklihk bulundu
(p<0.001,Tabloll)

|

Anlamitek (p) |

X9 +z5 <0001 |
7318 <0001 |

~ _J

Vaka ve kontrol gruplarinin her birinin
saate gore fagositik indeks degerlerinin degisimi
(artis seklinde)ile, vaka ve kontrol gruplarinin
saatlik olarak birbirlerine gore fagositik indeks
farkliliklan (artislar) Grafik 3’ te gosteriidi.

TARTISMA:

Diabetes mellituslularin infeksiyonlara
saghkli kisilerden daha yatkin oldufu ya da
infeksiyonlann daha siddetli ve komplikasyonlu
seyir izledigi bilinmektedir. Infeksiyonlara olan
eBilimin ¢egitli nedenleri arasinda {8kosit
fagositoz (yutma) kusuru Onemli bir yer
tutmaktadir (8,9).
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Yutma olay: metabolik enerji gerektiren
bir olaydir. Yapilan deneylerde 1.17 mikron
capinda bir adet lateks partikllin ndtrofil igine
taginabilmesi icin 2x10 mol ATPnin gerekli
oldugu gosterilmistir . (2). Notrofiller kuru
agirhklarinin %18’i kadar glikojen tagimakta
olup. glikojen fagositoz fonksiyonunun devami
icin enerji deposu gorevini yapar (2).

Calismammzda vaka ve  kontrol
grubunun 18kosit degerleri arasinda istatistiksel
anlamlt farklihk olmadigim gdrdilk (p>0.05,
Tablo 1 ). Bu sonug¢ diabetlilerde sayisal
degisiklifin  degil fonksiyonel bozuklugun
énemli oldugunu dilgiindiirmektedir.

Vaka ve kontrol grubunda AKS 1ile 1.
saat ortam seker deferi arasinda istatistiksel
olarak anlamlt farklihk saptand (p<0.05, Tablo I
).Seker degerindeki bu dligmeler ortama dekstran
gibi seker de@eri olmayan ¢ozelti karigtiriimasi
nedeniyle olugturulan seyrelmeye bagh idi.

Vaka ve kontro! grubunda ayn ayn 1.
ve 2. saat ortam sekerleri arasinda anlaml
farklihik saptanmadi (p>0.05, Tablo 1 ). Bu sonug
ortam sekerinin 2 saat sonunda l8kositler
tarafindan kullaniimadigini gdsteriyordu.

Fagositoz enerji gerektiren bir olay olup

., bu ozellikle yutma safhasi i¢in bilytik Bneme
sahiptir.  Notrofillerde  fagositoz  sirasinda
elikojenin enerji kaynagi olarak kullanildigi
gercektir ve glikojen depolart itk 30 dakikada
vartya inmektedir. Fagositoz sirasinda ayrica
ekstraselliiler ortamdaki glikoz da enerji
saglamak i¢in kullamimaktadir (5,10).

Cahismarmzda ). ve 2. saatler sonundak:
ortam seker degerleri arasinda ne vaka ne de
kontrol  grubunda  anlaml
olmamstir. Bu da 2 saat sonunda ekstraselitiler
ortamdan heniiz glikoz kullanimimin olmadigns,
muhtemelen glikojen depolannm kullanildigin
gostermektedir.  Nitekim  bir  ¢alismada
ckstrasellilier  ortamdan  glikoz  alimim
degerlendirebilmek i¢in deneye 4 saat devam
edilmesi gerektifi, 1 saatlik siire sonunda
ortamdaki gltkoz miktarunin fazla degismedigi,
1zole notrofillerin  bir saatlik stire sonunda
glikojen  depolarimin  %80’in1  harcadif
bildirtlmistir (5).

AKS ile fagositik indeks 1 ve fagositik
indeks 2 deZerleri arasinda vaka grubunda c¢ok
anlaml negatif korelasyon saptandi (p<0.001,
Tablo 1. Grafik Tve 2). Yani kan gekeri dilslince
fagositik indeks artiyor ya da kan gekeri artinca

fagositik indeks azahiyor idi. Callsmamlzda |zole-

|6kositler kullamidi:

22

degisiklikler

ve 1/10 oramnda seyreltilmis ayn: saglam serum
ortaminda fagositoz meydana getirildigi igin ,
lokosit fagositozundaki kontrol grubuna glre
olan

azalmanin tip II diabetes mellitusiy hastalarm_

|bkositlerindeki  intrensek  defekte  bafh
olabilecegi dugtintldu.

Yaptlan ¢aligmalar arasmda 16kosit .
fagositoz kusuru saptananlar (11) yaninda,
saptanmayanlar da (12) vardir. Hiperglisemi ile
hiicre igine girisi artan kalsiyum, mitokondriyal
oksidasyonu inhibe eder. Bbylece graniilositlerin
ATP icerigi diger. Buna bagh olarak Ca-ATPaz
ve Na-K-ATPaz enzim aktiviteleri diigliyor
olabilir (13,14). Ayrica hipergliseminin l6kosit
fagositozunu azalttifim: bildiren (2,3) caligmalar
da ¢ahgmamizi desteklemektedir. Yapilan bir
caliymada diabetlilerde 18kosit fag051tozu diisttk
bulunmus ve bunun normal serumu ile tamamen
dilzelmedigi saptanarak olay 10kosit i¢i intrensek
defekte baglanmistir (5). Bizim calismamiz da
lI6kositoz kusurunu intrensek defekte baglayan
bir kisim literatilr ile uyumliudur (2,5,9).

Intrensek defektin dnemli nedenlerinden
biri aktin ve miyozin gibi 16kosit fagositozunda
rol  alan proteinlerin nonenzimatik
ghikolizasyonudur  (8,9,15).  Nonenzimatik
glikozillenmeyi gdsteren HbA Ic, teknik nedenler
ile bakilamadif1 igin bu konuda yfo.ru-m'.
yapamiyoruz.

Normal kisilerde yapllar: ¢alismada siire
ife fagositik indeks arasinda pozitif korelasyon
saptanmigtir  (5).Diabeth  vakalarda yapilan
¢alismada benzer sonuglar elde edilmistir. 20.ve
30. dakikalarda kontrollere oranla fagositik
indeks tnemli oranda diistik iken, 60 ve 120,
dakikalarda  indeksin  yUkseldifii, ancak
kontrollerin seviyesine ¢ikmadigitesbit edilmistir

(2). Bizim de stireye baglt fagositik indeksin

artmas), ancak  kontrollerin  seviyesine
ctkamamas: sonucu literatiir ile uyumludur
(Grafik 3).

Sonug olarak; Diabetlilerde kan gekeri
yiiksekliklerinin 18kosit fasgositozunu olumsuz
etkiledigini, htcre igi kalsiyum artisi ile
glikojenin yeterli Kkullamilamamas: ve ortam
glikozunu da  yeterince  kullanamamas:
sonucunda fagositozun bozuldufunu, ancak geg
donemde glikojenini bitirdikten sonra az da olsa
ortam sekerini kullanarak ve ortam sekerinin
azalmasmin sonucunda lbkosit fagositozunu
arttirabilecegini, ancak hicbir zaman normal
siniriara ulagamayacagim dilglinflyoruz. Lo8kosit
fonksiyonlarinin  iyilegmesi, infeksiyonlara
egilimin azaltilmas: igin ¢ok iyi kan gekeri

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi 15(1): 1998
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ayarlamasi yapahlﬁa-mm gerekliligini bir kez daha yinelemek istiyoruz.
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