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PEROXIDE HAEMOLYSIS OF ERYTHROCYTES IN  CHILDREN WITH DIABETES

MELLITUS

F. ROMÁN, A. SÁNTA, К .  DOBÁK, L .  PATAKI 

C h i l d r e n ' s  H o s p i t a l ,  Szeged

R e c e iv e d  13 June  1988

P e r o x i d e  h a e m o l y s i s  o f  e r y t h r o c y t e s  i n  c h i l d r e n  w i t h  
d i a b e t e s  m e l l i t u s  was d i s c u s s e d .  The p e r o x i d e  
h a e m o l y s i s  t e s t s  o f  e r y t h r o c y t e s  o f  32 h e a l t h y  and 35 
d i a b e t i c  c h i l d r e n  were c o m p a r e d .  The e r y t h r o c y t e s  o f  
d i a b e t i c s  were  h a e m o l y z e d  t o  a s m a l l  e x t e n t  when 24 
H9 O2  was u s e d .  I f  5 and 10 m m o l / 1  g l u c o s e  w ere  a d d e d ,  
t r i e  p e r o x i d e  h a e m o l y s i s  o f  t h e  c o n t r o l s  d e c r e a s e d  b u t  
t h a t  o f  t h e  d i a b e t i c s  d i d  n o t  c h a nge .  The r e s u l t s  o f  
t h e  e x a m i n a t i o n s  p e r f o r m e d  w i t h  pH 6 . 8  were co m p a r e d  t o  
t h o s e  o f  pH 7 . 4  and b o t h  i n  t h e  d i a b e t i c s  and c o n t r o l s  
a s l i g h t  h a e m o l y s i s  was o b s e r v e d .

INTRODUCTION

Our a t t e n t i o n  was d rawn t o  t h e  p e r o x i d e  h a e m o l y s i s  t e s t  

(PHT) i n  d i a b e t e s  f o r  s e v e r a l  r e a s o n s .  I t  i s  w e l l  known t h a t  

t h e  s u l p h y d r y l  g r o u p s  o f  t h e  membrane  t a k e  p a r t  i n  t h e  g l u c o s e  

t r a n s p o r t  and i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e f f e c t  o f  i n s u l i n  / 2 2 / .  

I t  i s  a l s o  a c c e p t e d  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e tw e e n  t h e  

s u l p h y d r y l  g r o u p s  and t h e  d o u b l e - b o n d s  o f  t h e  l i p i d s  may p l a y  a 

r o l e  i n  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  mem bra ne ,  i n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  

t h e  membrane s t r u c t u r e  and t h e  c e l l  d e f o r m a b i l i t y , and i n  t h e  

a u t o o x i d a t i o n  o f  t h e  c e l l s  / 2 2 ,  2 6 ,  2 7 / .  I n  d i a b e t e s ,  where

d i s o r d e r s  o f  t h e  s u l p h y d r y l - r e l a t e d  f u n c t i o n s  a r e  p r o b a b l e  

( d i s o r d e r s  o f  t h e  g l u c o s e  t r a n s p o r t ,  t h e  d e f o r m a b i l i t y  o f  t h e  

e r y t h r o c y t e s  / 5 / ,  e t c . ) ,  t h e  q u e s t i o n  a r i s e s  w h e t h e r  t h e  

i n t e r a c t i o n s  w i t h  s u l p h y d r y l  r e a g e n t s  a r e  a l s o  c h a n g e d .

We have  e x a m i n e d  t h e  PHT i n  c h i l d r e n  w i t h  d i a b e t e s .  V i a  i t s
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e f f e c t  on t h e  membrane l i p i d s  and s u l p h y d r y l  g r o u p s ,  H2 O2  g i v e s  

r i s e  t o  h a e m o l y s i s ,  t h e  e x t e n t  o f  w h i c h  depends  on t h e  

c o n c e n t r a t i o n  a p p l i e d  and t h e  a n t i o x i d a n t  c a p a c i t y  o f  t h e  

e r y t h r o c y t e s  / 2 6 / .  I t  was assumed t h a t  i n  d i a b e t e s  t h e  r e s u l t  

o f  t h e  PHT may be c h a n g e d .

PATIENTS AND METHODS

3 - 1 4 - y e a r - o l d  c h i l d r e n  n o t  s u f f e r i n g  f r o m  any c h r o n i c  
d i s e a s e ,  m a l a b s o r p t i o n  o r  h a e m o l y t i c  d i s e a s e  were e x a m i n e d  as 
c o n t r o l s .

Of  t h e  d i a b e t e s  p a t i e n t s  r e c e i v i n g  c a r e  i n  o u r  d e p a r t m e n t ,  
we e x a m i n e d  t h o s e  h a v i n g  n e i t h e r  k e t o a c i d o s i s  o r  o t h e r  s e r i o u s  
c o m p l i c a t i o n ,  n o r  a c c o m p a n y i n g  d i s e a s e .

Our  d i a b e t i c  p a t i e n t s  d i d  n o t  r e c e i v e  i n t e n s i f i e d  i n s u l i n  
t r e a t m e n t .  Thus ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  t h e  r e m i s s i o n  p h a s e ,  a 
n o r m o g l y c a e m i c  s t a t u s  c o u l d  be a c h i e v e d  o n l y  i n  th e  m i n o r i t y  o f  
c a s e s  and f o r  o n l y  a s h o r t  p e r i o d .  A s t a t e  o f  l a b i l i t y  was 
c h a r a c t e r i s t i c  f o r  o u r  p a t i e n t s .  A t  t h e  t i m e  o f  t h e  
e x a m i n a t i o n ,  one h o u r  a f t e r  t h e  mea l  f o l l o w i n g  t h e  m o r n i n g  
i n s u l i n  do se ,  t h e  a v e r a g e  g l u c o h a e m o g l o b i n  l e v e l  was 8 . 0 9 % ,  t h e  
b l o o d  s u g a r  l e v e l  was 1 6 . 6 9  m m o l / 1 ,  w h i l e  t h e  2 4 - h o u r  a v e r a g e  
u r i n e  s u g a r  s e c r e t i o n  was a r o u n d  3 4 . 0 4  g .

The ages of  t h e  p a t i e n t s  l i k e w i s e  v a r i e d  be tween  3 and  14 
y e a r s .  The a v e r a g e  d a i l y  i n s u l i n  dose  was 1 . 0 0  U/ kg  ( 0 . 4 4 - 1 . 6 6  
U / k g ) .  A c t r a p i d  MC and  M o n o t a r d  MC i n s u l i n s  were a d m i n i s t e r e d  
t w i c e  a day .  The PHT d e s c r i b e d  by G y ö r g y  and Rose / 8 , 9 ,  2 1 /  
h a s  been  used by s e v e r a l  a u t h o r s  / 1 5 ,  1 6 ,  1 7 / .  We a p p l i e d  t h e  
PHT v e r s i o n  r e p o r t e d  by  L u b i n  / 1 2 / .

The PHT e x a m i n a t i o n  was p e r f o r m e d  on t h e  d i a b e t i c  r e d  b l o o d  
c e l l s ,  on n o rm a l  r e d  b l o o d  c e l l s  and i n  a s ys te m  w h e re  t h e  
g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  was 5 o r  10 m m o l / 1 .  I n  t h i s  c a s e  t h e  
w a s h e d  r e d  b l o o d  c e l l s  were p r e i n c u b a t e d  i n  g l u c o s e  f o r  5 - 1 0  
m i n  a t  37°C b e f o r e  t h e  r e a c t i o n  w i t h  H2 O2 . The i n v e s t i g a t i o n s  
w e r e  a l s o  c a r r i e d  o u t  a f t e r  p r e i n c u b a t i o n  w i t h  i n s u l i n .  The r e d  
b l o o d  c e l l s  were p r e i n c u b a t e d  i n  b u f f e r  s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  
1 0 0 ,  10 o r  1 n g / m l  i n s u l i n  , f o r  2 h o u r s ,  b e f o r e  t h e  PHT. The 
PHT was a l s o  ex am in ed  a t  pH 6 . 8 .

The b l o o d  s u g a r  l e v e l s  i n  t h e  d i a b e t i c  p a t i e n t s  w e re  
d e t e r m i n e d  by t h e  o r t o - t o l u i d i n e  m e t hod ,  and t h e  
g l u c o h a e m o g l o b i n  l e v e l s  by t h e  m e th od  o f  D a v i s  and N i c o l  / 4 / .  
The  m i c r o - c o l u m n s  f o r  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  me asu re m en ts  w e re  
p r e p a r e d  as d e s c r i b e d  / 4 / .  The n o r m a l  e x a m i n a t i o n  r e s u l t s  w e re  
6 . 6 5  — 0.97%,  e x p r e s s e d  as a p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l  
h a e m o g l o b i n .

F o r  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  r e s u l t s ,  t h e  means and t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  (SD)  were c a l c u l a t e d .  S t a t i s t i c a l  
s i g n i f i c a n c e  o f  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  ex am in ed  g r o u p s  was 
a s c e r t a i n e d  w i t h  t h e  t w o - t a i l e d  t - t e s t .
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1.  The r e s i s t a n c e  o f  d i a b e t i c  e r y t h r o c y t e s  t o  H2 O2 , as 

e x a m i n e d  w i t h  t h e  PHT, p r o v e d  t o  be s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  

t h a n  t h a t  o f  t h e  n o r m a l  e r y t h r o c y t e s .  T h i s  was r e v e a l e d  by 

t h e  l o w e r  p e r c e n t a g e  v a l u e s  i n  t h e  PHT, b o t h  a t  pH 7 . 4  and 

pH 6 . 8  ( F i g .  1).

F i g . 1 . E x t e n t s  o f  h a e m o l y s i s  i n d u c e d  by H2 O2  i n  d i a b e t i c  and 
c o n t r o l  c h i l d r e n  a t  d i f f e r e n t  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  and 
pH v a l u e s  ( i n d i c a t e s  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s ) .

2 .  I n c u b a t i o n  w i t h  g l u c o s e  (5  mmol/1  o r  10 m m o l / 1 )

s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  n o r m a l  

e r y t h r o c y t e s  t o  H2 0 2 . The PHT r e s u l t s  were  l o w e r  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  g l u c o s e ,  b o t h  a t  pH 7 . 4  and pH 6 . 8  ( F i g .  1 ).

3 .  N e i t h e r  5 n o r  10 mmol/1 g l u c o s e  i n  t h e  b l o o d  i n c r e a s e d  t h e  

r e s i s t a n c e  o f  the d i a b e t i c  e ry th ro cy te s  t o  H2Û2- The PHT r e s u l t  

was n o t  l o w e r  e i t h e r  a t  pH 7 . 4  o r  pH 6 . 8 . ( F i g .  1 ) .

4 .  A t  pH 6 . 8 , t h e  r e s i s t a n c e  t o  H2 O2  was h i g h e r  i n  b o t h  n o r m a l  

and d i a b e t i c  c a s e s , i . e .  t h e  PHT r e s u l t s  were  l o w e r  ( F i g . l ) .
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5 .  I n  d i a b e t i c  p a t i e n t s  t h e r e  was no s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  

b e tw e e n  t h e  PHT r e s u l t  and t h e  b l o o d  s u g a r  l e v e l  a t  pH 7 . 4 ,  

o r  between t h e  PHT r e s u l t  and t h e  g l u c o h a e m o g l o b i n  l e v e l  
( F i g .  2 ) .

F i g • 2 .  B lo o d  s u g a r  l e v e l  ( p o s t p r a n d i a l ) ,  e x t e n t  o f  h a e m o l y s i s  
i n d u c e d  by H9 O2 , and g l u c o h a e m e o g l o b i n  l e v e l  i n  
d i a b e t i c  p a t i e n t s  a t  pH 7 . 4  ( i n d i c a t e s  no s i g n i f i c a n t  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  r e l e v a n t  v a l u e s ) .

6 . A t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  shown i n  F i g .  3 ,  i n s u l i n  added t o  t h e  

medium d i d  n o t  i n f l u e n c e  t h e  r e s u l t  o f  th e  PHT i n  e i t h e r  

d i a b e t i c  o r  n o r m a l  e r y t h r o c y t e s .

F i g . 3 .  E f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  i n s u l i n  c o n c e n t r a t i o n s  on PHT 
r e s u l t s  o f  p a t i e n t s  w i t h  d i a b e t e s  m e l l i t u s  and c o n t r o l s  
( i n d i c a t e s  no s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  a t  t h e  > 0 . 0 5  
l e v e l ) .
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DISCUSSION

The r e s u l t  o f  t h e  PHT on n o r m a l  e r y t h r o c y t e s  may be e i t h e r  

i n c r e a s e d  o r  d e c r e a s e d .  I n c r e a s e d  h a e m o l y s i s  ( i n  m a l a b s o r p t i o n ,  

o r  i n  p r e m a t u r e  i n f a n t s )  can be o b s e r v e d  i n  t h e  e v e n t  o f  

d i s t u r b a n c e s  o f  t h e  a n t i o x i d a n t  s y s t e m  o r  a v i t a m i n  E 

d e f i c i e n c y .  I n i t i a l l y  we e x p e c t e d  s u c h  an e l e v a t i o n .  H o w e v e r ,  

t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t s  r e v e a l e d  l o w  r e s u l t s  o f  t h e  PHT i n  

d i a b e t e s ,  when n o r m a l  e r y t h r o c y t e s  w ere  i n c u b a t e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  g l u c o s e ,  and when n o r m a l  and d i a b e t i c  e r y t h r o c y t e s  

were  i n c u b a t e d  a t  pH 6 . 8 . E v a l u a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  l e a d s  t o  a 

number o f  q u e s t i o n s  w h i c h  can n o t  be a n s w e re d  u n a m b i g u o u s l y .

The f i r s t  q u e s t i o n :  w ha t  i s  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  r e s u l t  o f  t h e  PHT i n  d i a b e t i c  and  n o r m a l  e r y t h r o c y t e s ?  I t  

may be assumed t h a t  t h e  membrane c h a n g e s  and o t h e r  a l t e r a t i o n s  

/ 1 ,  5 ,  10 ,  19 ,  2 5 /  c h a r a c t e r i s t i c  o f  d i a b e t i c  e r y t h r o c y t e s  a re  

c o n n e c t e d  w i t h  t h e  i n c r e a s e d  H2 O2  r e s i s t a n c e  o b s e r v e d .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s m a l l e r  am oun t  o f  u n s a t u r a t e d  l i p i d s  

i n  d i a b e t i c  membranes i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  / 3 / ,  b e c a u s e  t h e  

u n s a t u r a t e d  l i p i d s  can  be p e r o x i d i z e d  more e a s i l y  / 6 / ;  how ever ,  

o t h e r  membrane c h a n g e s  may s i m i l a r l y  be c o n n e c t e d  w i t h  t h e  

above  d e v i a t i o n .

I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  h i g h e r  c a t a l a s e  a c t i v i t y  / 1 3 ,  1 4 /  

i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l o w e r  PHT r e s u l t s ,  b u t  t h e  p r e s e n c e  o f  

added H2 O2  i n  an e x c e s s  o f  24 does  n o t  make t h i s  p r o b a b l e .

T h e o r e t i c a l l y ,  t h e  f a c t  t h a t  t h e  c e l l u l a r  m e t a b o l i c  a c t i v i t y -  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  a n t i o x i d a t i v e  e f f e c t  i s  d i f f e r e n t  i n  n o r m a l  

and i n  d i a b e t i c  s u b j e c t s  may l i k e w i s e  be an e x p l a n a t i o n .  

N e v e r t h e l e s s ,  an i n c r e a s e  i n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  g l u c o s e -  

d e p e n d e n t  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  i n  d i a b e t e s ,  w here  t h e  g l u c o s e  

u t i l i z a t i o n  i s  p o o r e r  t h a n  n o r m a l ,  i s  d i f f i c u l t  t o  c o n c e i v e .

The n e x t  q u e s t i o n :  wha t  i s  t h e  r e a s o n  f o r  t h e  i n c r e a s e  o f  

t h e  p e r o x i d e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  e r y t h r o c y t e s  by g l u c o s e  i n  

n o r m a l  c a s e s ,  w h i l e  t h e r e  i s  no s u c h  e f f e c t  i n  d i a b e t i c  

p a t i e n t s ?  T h e re  a r e  a number o f  w e l l - k n o w n  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  

t h e  r e s u l t  o f  t h e  PHT / 2 6 ,  2 7 / ;  one o f  them i s  g l u c o s e  / 2 6 / ,  

b u t  i t s  e x a c t  mec han i sm  o f  a c t i o n  i s  n o t  y e t  c l e a r .

I t  may be p re su m ed  t h a t  a d i r e c t  " a n t i o x i d a t i v e "  membrane
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e f f e c t  p l a y s  a r o l e  i n  t h i s  p r o c e s s ,  when t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  

g l u c o s e ,  s u l p h y d r y l  g r o u p s ,  and l i p i d s  o r  o t h e r  membrane 

e l e m e n t s  would  e x p l a i n  t h e  phenomenon / 3 ,  5 / .

P e r r i s  /20 /  f o u n d  d e c r e a s i n g  h y p o t o n i c  h a e m o l y s i s ,  i . e .  t h e  

s l o w  i n v a s i o n  o f  w a t e r  i n t o  t h e  c e l l ,  and t h i s  o b s e r v a t i o n  

p o i n t s  t o  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  g l u c o s e  and o t h e r  s u g a r s  w i t h  t h e  

n o r m a l  r e d  b l o o d  c e l l  me mbrane .  Su g a rs  a l s o  i n t e r a c t  w i t h  o t h e r  

m e m b r a n e s .  I n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  Crowe d e s c r i b e d  t h e  

d e h y d r a t i o n  o f  t h e  p o l a r  main g r o u p s  o f  t h e  p h o s p h o l i p i d s  i n  

t h e  m i c r o s o m a l  mem bran es  i n  r e s p o n s e  t o  t r e h a l o s e ,  w h i c h  was 

f o l l o w e d  by a phase t r a n s f o r m a t i o n  i n  t h e  membrane / 2 / .

K l o s e ' s  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  g l u c o s e ,  e f f e c t i n g  p a r t i a l  

d e h y d r a t i o n  o f  t h e  p h a s e  s u r f a c e  o f  t h e  l i p i d  d o u b l e - l a y e r ,  

g i v e s  r i s e  t o  a p h a s e  t r a n s f o r m a t i o n ,  and t h i s  i s  f o l l o w e d  by 

c h a n g e s  i n  th e  p r o p e r t i e s  / 1 1 / .

I t  i s  also p o s s i b l e  t h a t  t h i s  i n t e r a c t i o n  has o c c u r r e d  e a r l i e r  

i n  t h e  d i a b e t i c  e r y t h r o c y t e s  and hence  can  n o t  be i n c r e a s e d  by 

t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e .  The membrane changes  and o t h e r  

a l t e r a t i o n s  o f  t h e  e r y t h r o c y t e s  i n  d i a b e t e s  have been d i s c u s s e d  

i n  n u m e r o u s  p a p e rs  / 1 ,  5 ,  10 ,  2 9 / .

Th e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  g l u c o s e  e f f e c t  may a l s o  be c o n n e c t e d  

w i t h  t h e  c o n s e q u e n c e s  o f  th e  i n t r a c e l l u l a r  d i a b e t i c  g l u c o s e  

m e t a b o l i s m .  G l u c o s e  a d d e d  t o  th e  medium d u r i n g  i n c u b a t i o n  may 

be  a more  e f f e c t i v e  i n t r a c e l l u l a r  s u b s t r a t e  i n  r e d  b l o o d  c e l l s ,  

w h i c h  wou ld  have  a more f a v o u r a b l e  i n f l u e n c e  on t h e  

a n t i o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m  o f  t h e  n o r m a l  r e d  b l o o d  c e l l s  t h a n  on 

t h a t  o f  th e  d i a b e t i c  o n e s .  Such a m e t a b o l i c  p r o t e c t i v e  e f f e c t  

o f  g l u c o s e  was p o s t u l a t e d  by Se lw yn  and O ac ie  / 2 4 / ,  who 

o b s e r v e d  a d e c r e a s e  o f  t h e  2 4 - h o u r  a u t o h a e m o l y s i s  o f  n o r m a l  

e r y t h r o c y t e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e .  A p r o t e c t i v e  e f f e c t  

was l i k e w i s e  s u g g e s t e d  by S t o c k s  and Dormandy / 2 6 /  i n  

c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  p e r o x i d e  h a e m o l y s i s  o f  t h e  e r y t h r o c y t e s ,  

t h o u g h  i t  was n o t  w e l l  e x p r e s s e d  q u a n t i t a t i v e l y .

An a d d i t i o n a l  p r o b l e m  i s  t h e  a l t e r a t i o n  i n d u c e d  i n  t h e  

o x i d a t i v e  h a e m o l y i s  o f  t h e  e r y t h r o c y t e s  by t h e  change  o f  t h e  

pH.  A t  low pH, a d e c r e a s e d  a u t o h a e m o l y s i s  o f  t h e  r e d  b l o o d  

c e l l s  was o b s e rv e d  by G r i m e s  and Young / 7 ,  3 0 / .
S t o c k s  and Dormandy / 2 6 /  r e p o r t e d  t h a t  a t  l o w e r  pH t h e  PHT
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e f f e c t  can be a v o i d e d  more e a s i l y  t h a n  a t  h i g h e r  pH. I n  

c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  phenomenon i n d u c e d  by t h e  pH d e c r e a s e ,  two 

p o i n t s  a r e  w o r t h  m e n t i o n i n g :  / а /  d u r i n g  a c i d o s i s  t h e  g l u c o s e  

u t i l i z a t i o n  o f  t h e  c e l l s  d e c r e a s e s ,  w h i l e  i t  i n c r e a s e s  d u r i n g  

a l k a l o s i s ;  / Ь /  on t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  change  o f  t h e  pH, 

t o g e t h e r  w i t h  many o t h e r  f a c t o r s ,  may be i n v o l v e d  i n  t h e  

a l t e r a t i o n  o f  t h e  membrane f l u i d i t y  / 1 9 ,  2 9 / .

P r e s e n t  e x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d e c r e a s e  o f  t h e  pH 

f r o m  7 . 4  t o  6 . 8  i n c r e a s e d  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  e r y t h r o c y t e s  

t o  H2 O2  i n  b o t h  n o r m a l  and d i a b e t i c  p a t i e n t s .  A t  t h e  same t i m e ,  

i n c u b a t i o n  i n  a med ium c o n t a i n i n g  a f i n a l  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

o f  5 o r  10 m m o l / 1  d i d  n o t  i n c r e a s e  t h e  r e s i s t a n c e  o f  d i a b e t i c  

e r y t h r o c y t e s  t o  H2 O2  a t  e i t h e r  pH 7 . 4  o r  6 . 8 , w h e re a s  i t  d i d  

i n c r e a s e  t h e  r e s i s t a n c e  o f  h e a l t h y  r e d  b l o o d  c e l l s  ( F i g .  1 ) .

This observat ion s u g g e s t s  t h a t  t h e  change  i n d u c e d  i n  t h e  

r e s i s t a n c e  t o  H2 O2  by t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e ,  and t h e  change  

i n d u c e d  i n  t h e  r e s i s t a n c e  by d e c r e a s e  o f  t h e  pH may t a k e  p l a c e  

by d i f f e r e n t  m e c h a n i s m s .

To d e c i d e  w h e t h e r  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e d  H2 O2  r e s i s t a n c e  i s  

c o n n e c t e d  w i t h  t h e  enha n ce d  g l y c o s i l a t i o n  o f  t h e  h a e m o g l o b i n  o f  

d i a b e t i c  r e d  b l o o d  c e l l s ,  we c a r r i e d  o u t  a c o r r e l a t i o n  a n a l y s i s  

o f  t h e  PHT and t h e  Hb-A^  r e s u l t s .  The l a c k  o f  any c o r r e l a t i o n  

i s  i n d i r e c t  e v i d e n c e  o f  t h e  r o l e  o f  t h e  membrane a l t e r a t i o n  i n  

t h e  i n c r e a s e d  H2 0 2  r e s i s t a n c e  i n  d i a b e t i c  r e d  b l o o d  c e l l s .

O t h e r  a u t h o r s  h a v e  a l s o  s t r e s s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  membrane 

a l t e r a t i o n s ,  as c o n c e r n s  t h e  d e v i a t i o n s  i n  t h e  d i a b e t i c  r e d  

b l o o d  c e l l s  / 1 8 / .  Our e x p e r i m e n t s ,  t o o  t e n d  t o  i m p l i c a t e  t h e  

membrane e f f e c t .

I t  may be p re s u m e d  t h a t  i n  d i a b e t i c  e r y t h r o c y t e s ,  i n  h e a l t h y  

r e d  b l o o d  c e l l s  i n c u b a t e d  i n  g l u c o s e ,  and i n  r e d  b l o o d  c e l l s  

i n c u b a t e d  i n  a c i d i c  med ium,  a c e r t a i n  number o f  t h e  f u n c t i o n i n g  

membrane g r o u p s  ( w h i c h ,  i n  f a c t ,  g i v e  r i s e  t o  h a e m o l y s i s  i n  

t h e i r  r e a c t i o n  w i t h  H2 O2 ) a re  i n a c t i v a t e d  o r  b l o c k e d ;  t h u s ,  

t h e y  do n o t  r e a c t  w i t h  H2 0 2  > and c o n s e q u e n t l y  t h e  h a e m o l y s i s  i s  

l e s s  e x t e n s i v e .

The o b s e r v e d  e f f e c t  ( p r o b a b l y  n o t  s p e c i f i c )  i n  d i a b e t e s  i s  

p r e s u m a b l y  due t o  g l u c o s e ,  and m i g h t  be c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  

e f f e c t s  o f  membrane s t a b i l i z e r s  / 2 3 / .
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I n  o u r  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s ,  t h e  r e s u l t i n g  e l e v a t e d  

r e s i s t a n c e  can h a r d l y  be comp ar ed  w i t h  t h e  i n c r e a s e d  h a e m o l y s i s  

i n  p a t i e n t s  w i t h  s e v e r e  d i a b e t e s ,  w here  t h e  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n  i s  h i g h e r ,  and k e t o n e  b o d i e s  and o t h e r  f a c t o r s  

may a l s o  be r e s p o n s i b l e  f o r  i n d u c i n g  h a e m o l y s i s .  From t h e  

a s p e c t  o f  d i a b e t i c  c o m p l i c a t i o n s ,  h o w e v e r ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  

s i m i l a r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  g l u c o s e  and t h e  membrane i n  o t h e r  

c e l l s  may r a i s e  t h e  q u e s t i o n  o f  a more g e n e r a l  i m p o r t a n c e  o f  

t h e  o b s e r v e d  e f f e c t .

The  i d e a s  c o n c e r n i n g  t h e  p r o b l e m s  and q u e s t i o n s  r a i s e d  need 

f u r t h e r  c o n s i d e r a t i o n .

The  a u t h o r s  t h a n k  D r .  K r i s z t i n a  Boda o f  t h e  C o m p u t i n g  C e n t r e ,  

S z e n t - G y ö r g y i  A l b e r t  U n i v e r s i t y ,  Szeged ,  f o r  h e l p f u l  a s s i s t a n c e  

i n  t h e  c a l c u l a t i o n s .
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