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Bu c¢ahismada, streptozotosin (STZ) ile diabet olusturulmus (STZ-Diabet)
ratlarda aspirin ve vitamin E’nin karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokularinda lipid
peroksidasyonu ve antioksidan sisteme ait bazi1 parametrelere etkisi arastirilmstir.
Calismada albino tiirii ratlar her grupta 10 adet olmak iizere dort gruba ayrilmistir:
Diabetik olmayan kontrol (Grup I), STZ-Diabet (Grup II), STZ-Diabet+Aspirin
(Grup III) ve STZ-Diabet+Vitamin E (Grup IV). Deneysel diabet, intraperitoneal
olarak 55 mg/kg STZ enjeksiyonu ile olusturulmustur. Enjeksiyondan 48 saat sonra
ratlara 10 giin siireyle E vitamini (500 mg/kg/giin) ve aspirin (200 mg/kg/giin)
intraperitoneal olarak verilmis ve doku homojenatlarinda lipid peroksidasyonun bir
gostergesi olan malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH), degerleri ile siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri olciilmiistiir.

Grup II’de kontrol grubuna gore biitiin dokulardaki MDA degerleri artmus,
GSH degerleri ise azalmistir. SOD ve GSH-Px aktiviteleri de karaciger, kalp ve
bobrekte artmis, beyinde ise azalmistir. Diabetik ratlara aspirin verilmesi sonucu
MDA degerleri Grup II’e gore, Grup III’te karaciger ve kalpte azalmis, beyin ve
bobrekte artmistir. Diabetik ratlara vitamin E verilmesi ile de MDA degerleri Grup
IV’te Grup Il’e gore karaciger, kalp ve bobrekte azalmig, beyinde artmistir. Aspirin
ve vitamin E etkisi ile Grup II’e gore Grup III ve Grup I'V’te GSH degerleri, SOD ve
GSH-Px aktiviteleri kalp, bobrek ve beyinde artmis, karacigerde ise azalmistir.
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Sonuc¢ta bu calismada aspirin ve E vitaminin diabetik ratlarda karaciger, kalp,
beyin ve bobrek dokularinda MDA, GSH, SOD, GSH-Px degerlerini etkiledigi
gorillmiistiir. Ancak bu etkiler dokudan dokuya degismektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Aspirin, Vitamin E, Malondialdehit,
Glutatyon, Siiperoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz
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In this study, effects of aspirin and vitamin E on lipid peroxidation and
antioxidant system parameters of liver, heart, brain and Kkidney tissues of
streptozotocin-induced diabetic rats were investigated. During this work Albino rats
were arranged into four groups, each group containing 10 rats: non-diabetic control
group (Group I), STZ-diabetes (Group II), STZ-diabetic given aspirin (Group III),
and STZ-diabetic given Vitamin E (Group IV). Diabetes mellitus was induced in rats
by the injection of 55 mg/kg STZ. 48 hours after the injection, vitamin E (500
mg/kg/day) and aspirin (200mg/kg/day) were injected to rats for 10 days. After that
malondialdehyde(MDA) and glutothione (GSH) levels and also superoxide
(SOD)dismutase and glutothione peroxides (GSH-Px) activities were measured in
these tissues.

In group II, MDA levels in all tissues were increased and GSH levels were
decreased compared to control group. SOD and GSH-Px activities were increased in
liver, heart and kidney, whereas they were decreased in brain tissues. As a result of
aspirin injection, MDA values of liver and heart tissues were decreased but were
increased for brain and kidney tissues in Group III compared to Groupll. With the
injection of vitamin E, MDA levels of liver, heart and kidney were decreased but they
were increased in brain tissues in Group IV compared to Group II. By the effects of
the aspirin and vitamin E in Group III and Group IV values of GSH, SOD, and GSH-
Px in heart, kidney and brain were increased but were decreased in liver, compared
to Group IV.
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As a result, in this stuy it was established that aspirin and vitamin E effected the
such parameters as MDA, GSH, SOD, GSH-Px in liver, heart, brain and kidney
tissues of diabetic rats. But this effect varies from tissue to tissue.

Key Words: Diabetes Mellitus, Aspirin, Vitamin E, Malondialdehyde, Glutathione,
Superoxide Dismutase, Glutathione Peroxidase
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ONSOZ

Diabetes Mellitus, yiiksek kan sekeri ile seyreden, mutlak veya kismi insulin
eksikligine bagl olarak gelisen, endokrin ve metabolik bir hastaliktir. Diinyada her yil
binlerce kisi diabet komplikasyonlarindan  6lmektedir.  Giinlimiizde diabette
antioksidanlarin etkileri yaygin olarak arastirilmaktadir. Vitamin E antioksidan 6zelligi ile
dikkati ¢eken bir vitamindir. Ulkemizde ve diinyada “aspirin” ad1 ile bilinen asetil salisilik
asit ve tiirevleri de olduk¢a sik kullanilmaktadir. Aspirin, piht1 olusumunu Onleyen, ates
disiiriici ve agr1 kesici bir ilagtir. Ayrica son zamanlarda aspirinin antioksidan
ozelliginden ve dolayisi ile diabette de olumlu etkilerinden sdézedilmektedir. Bu tez
caligmasi, aspirin ve vitamin E’nin streptozotosin ile diabet olusturulmus ratlarin kalp,
karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki antioksidan sisteme etkisini arastirmak amaci ile
yapilmistir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim,
calismalarimin yonlendirilmesinde ve devam etmesinde her tiirlii destegini benden
esirgemeyen degerli danisman hocam Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Naciye KURTUL
hanimefendiye en igten sayg1 ve tesekkiirlerimi arz ederim.

Deney hayvanlarinin saglanmasi konusunda yardimlarini gordiigim Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Saymn Dog. Dr.
Sadrettin Penge’ye ve Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Anabilim Dali
Ogretim tliyelerinden Sayin Prof. Dr. Ersin Akarsu’ya en icten saygi ve tesekkiirlerimi arz
ederim. Ayrica ¢alismalarim sirasinda yardimlarini gordiiglim Kimya Anabilim Dali
Ogretim elemanlarina, ozellikle Ars. Gor. Nuri Giiles¢i’ye ve yiiksek lisans arkadasim
Serdar Altintag’a, Biyoloji Anabilim Dali 6gretim elemanlarina, yiliksek lisans egitimim
boyunca manevi desteklerini esirgemeyen aileme ve ¢alismamin degisik asamalarinda bana
yardimci olan herkese sonsuz tesekkiir ederim.
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: Elektron

: Siilfidril
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: Adenozin di fosfat

: Yiizyll

: Diinya Saghk Orgiitii

: Diabetes mellitus

: Insulin bagimh diabet

: Insulin bagimsiz diabet

: Oral glukoz tolerans testi
: Katalaz

: Kardiovaskiiler hastalik
: 5,5°-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
: Trikloraasetik asit

: Tribarbiitik asit

: Nitro blue tetrazolium
: Milattan once
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1. GIRIS

Canlilar yasamlarin1 siirdiirebilmek igin oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bunun igin de
karbon ve hidrojence zengin besinleri okside ederler (Yanbeyi, 1999).

Oksijenin dis yoriingesine bir veya daha fazla eslesmemis elektron eklenmesiyle bu
molekiil giiclii bir toksine yani bir serbest oksijen radikaline doniisiir (Slater, 1984;
Oyanagui, 1991; Frei, 1994; Yanbeyi, 1999). Bu bilesikler de son yoriingelerinde
ortaklanmamis elektron igerdikleri i¢in kolayca diger molekiillerle reaksiyona girerek
onlar1 tahrip edebilen bilesikler olustururlar ve organizmada ¢ok etkili bir hasar meydana
getirirler (Ames ve ark., 1993; Holley ve Cheeseman, 1993; Yanbeyi, 1999).

Oksijen radikallerinin etkisiyle ortaya cikabilecek oksidatif hasarlari 6nlemek
amactyla canli sistem tarafindan gerceklestirilen pek ¢cok korunma mekanizmasi vardir.
Bunlar intraselliiler ve ekstraselliiler olmak {izere iki gruba ayrilir (Ames ve ark., 1993;
Halliwell, 1994; Yanbeyi, 1999).

Ilk ve temel antioksidan savunma, enzimatik olarak yapilmaktadir. En 6nemli
intraselliiler enzimlerin; SOD, GSH-Px, glutatyon rediiktaz (GSSG-R) ve katalaz (KAT)
oldugu bilinmektedir. Sonraki savunma hatt1 ise ekstraselliiler nonenzimatik antioksidanlar
tarafindan olusturulur. Bunlar; vitamin E, vitamin C, B-karoten, transferrin, seruloplazmin,
albumin, haptoglobin gibi bilesiklerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Bast ve ark., 1997;
Yanbeyi, 1999).

Serbest radikallerin etkisiyle ortaya c¢ikan bozukluklarin basinda gesitli zarlardaki
lipid peroksidasyonu (LPO) gelmektedir. LPO, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve
zarlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan kimyasal bir olay
olarak tanimlanmaktadir (Cakir, 1997).

Serbest radikaller ve oksijen tiirevi serbest radikaller niikleik asitler, serbest amino
asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri
de dahil olmak {izere, canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen hemen biitiin siniflara
dahil bilesiklerle reaksiyona girerek tersinir veya tersinmez hasar meydana
getirilebilmektedirler (Cross ve ark., 1987). Bunlarin iltihap (Merry ve ark., 1989), iskemi
ve reperflizyon, kanserogenez (Cerutti, 1985), yaslanma (Pasfici ve Davies, 1991) gibi
temel hastalik proseslerinde ¢ok biiylik 6neme sahip olduklari bu konulardaki ¢aligmalar
ilerledik¢e daha iyi anlagilmaktadir.

Diabetes Mellitus (DM), mutlak ya da bagil insulin eksikligi ya da insulin direnci
nedeniyle ortaya ¢ikan ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi bozuklugu ile
karakterize, endokrin ve metabolik bir hastaliktir. Hastaligin seyri sirasinda retinopati,
nefropati, noropati ve ateroskleroz gibi spesifik komplikasyonlar gelismekte ve diinyada
her yil binlerce kisi diabet komplikasyonlarindan 6lmektedir.

Diabette serbest oksijen radikali tiretimi ve LPO’nun artti§1, antioksidan savunma
sisteminin yetersiz oldugu bildirilmektedir. Serbest radikal iiretiminin artmasi ise diabet
komplikasyonlarinin baglamasina ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Diabette yiiksek
glukoz diizeyi nedeniyle oksidatif hasara yol acan reaktif oksidanlar meydana gelmektedir.
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Nonenzimatik glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yolu aktivitesi, inflamatuar
mediatorlerin diizeyleri, antioksidan savunma sistemindeki degisiklikler sonucu olusan
doku hasar1 diabette oksidatif stresi artiran mekanizmalardir (King ve Banskota, 1994;
Armstrong ve ark., 1996; Giugliano ve ark., 1996; Maxwell ve ark., 1997; Orei ve ark.,
2000).

Aspirin (asetil salisilik asit) antiinflamatuar, ates diisiiriici ve agr1 kesici bir ilactir.
Aspirinin  pithti  olusumunu Onledigi bildirilmekte ve bunlarla baglantili olarak
kardiovaskiiler hastaliktaki (KVH) olumlu etkileri ile kalp krizi riskinin azalmasina
yardimci olabilecegi ve kalp hastaligini onleyebilecegi goriisleri dnem kazanmaktadir.
KVH’mn diabette sik¢a goriilen bir komplikasyon olmasi nedeniyle diabetiklerde aspirin
kullanilarak KVH’1n 6nlenmesi de bu baglamda 6nem arzetmektedir (Montori ve ark.,
2003). Bunlarin yam sira, diabetin inflamasyonla iliskisinden sézedilmekte ve bu konu
yaygin olarak arastirilmaktadir. Bazi aragtirmacilar tarafindan diabetin gelismesi ile ¢esitli
inflamasyon markirlar1 arasinda bir iligskinin bulundugu belirtilerek, diabetin inflamasyonla
iligkili oldugu one siirlilmektedir (Festa ve ark., Duncan ve ark., 2003). Diger taraftan
aspirinin antioksidan 6zellikleri de bildirilmekle (Shi ve ark., 1999) birlikte bu durum
tartismalidir.

Bu caligmada, streptozotosin ile diabet olusturulmus farelerde, aspirin ve vitamin
E’nin dokularda LPO ve GSH diizeyleri ile SOD ve GSH-Px aktiviteleri gibi antioksidan
savunma sistemine ait bazi parametreleri Olgerek, antiinflamatuar bir ilag olan ve
antioksidan 6zelliginden de bahsedilen aspirinin diabette doku antioksidan diizeyine, lipid
peroksidasyonuna etkisini arastirmay1 ve bunu vitamin E ile kargilastirmay1 amagladik.

1.1. Serbest Radikaller

Atomlar, nétron ve protondan olusan bir ¢ekirdekle, bu ¢ekirdegin ¢evresinde donen
elektronlardan olusurlar. Atom ¢ekirdeginin ¢evresindeki, elektronlarin bulundugu bosluga
da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1)) olan iki elektron bulunur. Bu
elektronlara eslenmis veya ortaklanmis elektronlar denir (Dikici, 1999).

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yapt eslesmemis elektron
bulundurduklarinda bozulur (Halliwell, 1987; Basaga, 1990; Di Mascio ve ark., 1991;
Firat, 1997).

Serbest radikaller; bu sekilde atomik veya molekiiler yoriingesinde bir veya daha
fazla sayida eslesmemis “elektron” bulunduran basit bir molekiil, atom veya iyondur.
Baska bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin, pozitif yiiklii proton
sayist ile esit olmadigi molekiillerdir (Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

Serbest radikaller bu ortaklanmamus elektronlarindan dolay1 oldukga reaktif olup,
cevrelerindeki atom ve molekiillere adeta saldirirlar. Cok kisa omiirlii olmalarina karsin,
radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir dizi zincir
reaksiyonu baglatip, birgok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukga tehlikelidirler.
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Serbest radikaller, ortaklanmamis elektronunun belirtilmesi amaciyla iist kisimlarina
yazilan bir nokta (X') ile gosterilirler (Akkus, 1995; Dikici, 1999).

Biyomolekiillerin ¢ogu, atomlar1 birbirlerine kovalent baglarla bagli ve nonradikal
yapilardir. Atomlararasi kovalent baglar, elektron ciftlerinin paylasilmasiyla olustugundan
serbest radikallerde yarim bag olustugu diisiiniilebilir. Bu 6zellik onlar1 kimyasal olarak
reaktif yapar (Slater, 1984; Grisham ve Grander, 1989; Wheeler ve Salzman, 1990;
Maxwell, 1995; Firat, 1997).

Radikaller aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda veya
patolojik durumlarda birer yan {iriin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde tersinir ya da
tersinmez degisikliklere neden olabilirler. Bu degisiklikler oksidasyon, fragmantasyon,
kopriilesme (distilfit baglantisi, protein-protein baglantisi, protein-lipid baglantisi), protein
sarmalinda kesilme, floresans seklinde olur. Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya
organ hasar1 meydana gelebilir (Ames ve ark, 1993; Yanbeyi, 1999).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus,
1995; Bast ve ark., 1997).

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan
birisinin kalarak homolitik boliinmesi (Homolitik ayrilma ile radikal olugumu):

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi (Heterolitik ayrilma ile iyon olusumu):

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi veya transferi (Elektron
transferi ile radikal olusumu ):

1.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusmus radikallerdir
(Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995).

Oksijen atomunun dig yoriingesini olusturan p orbitalinde iki elektron eksik
olmasindan &tiirii “diradikal” olarak degerlendirilir. Bu 6zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha
yavag reaksiyona girer. Oksijen metabolizmada en son suya indirgenirken, kismi olarak
indirgenmesi ile de ¢ok sayida reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir (Cheeseman ve Slater,
1993; Akkus, 1995; Dikici, 1999).



GIRIS YASEMIN TEKKES

Oksijen bu kararsiz yapisim giderebilmek i¢in bagka bir oksijen atomunun dis
yoriingesindeki iki elektronu ortaklasa kullanarak “Oksijen Radikalleri’ni olusturur (Sekil
1.1) (Naqui ve Chance, 1986; Grisham ve Granger, 1989; Firat, 1997; Stahl ve ark., 2002).

Serbest oksijen radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu
cok kisa Omiirlii ve giicli oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir. Bunlar su sekilde
siralanabilir:

1. Siiperoksit radikali
2. Hidroksil radikali
3. Singlet oksijen
a. Delta singlet oksijen
b. Sigma singlet oksijen
4. Hidroperoksi radikali ve H,O,

O
Atjinin
= HO -
Siperokait
distmutaz
|
F atalaz
Hy) ~&——— Halg RO -
H+
x-ray ¥
SOl -OH + NOg-
Clz //’_\
LOO - -#—— L- N LH

Sekil 1.1. Serbest oksijen radikallerinin olusumu (Stahl ve ark., 2002).

Bu reaktif maddeler bazi biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Etraflarindaki
molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler (Frei, 1994;
Battal ve ark., 1995; Yanbeyi, 1999).

Oksijen serbest radikalleri sonlarma —i veya —il eki getirilerek isimlendirilirler;
Hidroksi/hidroksil, peroksi/peroksil gibi (Yanbeyi, 1999).

Reaktif oksijen tiirleri, maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre
fonksiyonlarini bozarlar (Battal ve ark., 1995). Oksijen serbest radikali teriminin O, ve
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OH: gibi radikallerin yaninda, H,O, ve 'O, gibi reaktif, fakat radikal olmayan tiirleri ifade
etmek icin de kullanilmas1 dogru degildir, bunun yerine daha genel olan reaktif oksijen
tiirleri teriminin kullanilmast uygun olur. Oksidan terimi ise H,O,, 'OH ve HOCI gibi
molekiiller i¢in gegerlidir. Oysa O, hem oksidan, hem rediiktandir (Di Mascio ve ark.,
1991; Bast ve ark., 1997; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

Cizelge 1.1. Reaktif oksijen tiirleri (Tiire, 1998; Yanbeyi, 1999).

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit radikal (Oy) Hidrojen peroksit (H,0,)
Hidroksil radikal (OH) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikal (ROO") Hipohaloz asit (HOX)
Alkoksil radikal (RO) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikal (HQ) Singlet Oksijen (‘0,)

Hemoproteine bagl serbest radikaller Ozon (O;)
Azotdioksit (NO,)

Cizelge 1.2. Reaktif oksijen iiriinlerinin tahmini yar1 dmiirleri (Rachmilewitz ve ark., 1994;
Dikici, 1999).

Reaktif oksijen iiriinleri Yar1 6mril (saniye)
0, Siiperoksit anyon radikali Enzimatik
H,0, Hidrojen peroksit Enzimatik
OH Hidroksil radikali 107
'0, Singlet oksijen 10°
RO Alkoksil radikali 10°
ROO Peroksil radikali 7
Q Semikinon radikali Giinler
NO Nitrik oksit radikali 1-10 (5,6) kalpte 0.1 sn
ONOO Peroksinitrit 0.05-1

1.2.1. Siiperoksit Anyon Radikali (O;)

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylagilmamis iki elektron igerir. Bu elektronlar
paylasilmadiginda, ayri ayri orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayn1 yonde oldugu
zaman en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden her biri birer elektron daha
kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit anyonu (siiperoksit
radikali, O,™), iki elektron almas ile de peroksi anyonu (O,>" ) olusur (Fridovich, 1975;
Cakar, 1997).

Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en cok ve en kolay olusan oksijen radikali siiperoksit radikalidir. Serbest
stiperoksit radikal anyonu (O,") hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir (Henry ve ark., 1976; Jialal ve Fuller, 1993;
Yanbeyi, 1999).

Stiperoksit radikali normalde mitokondriyal solunum esnasinda olusmaktadir.
Mitokondrilerde kullanilan oksijenin % 2’si siiperoksit haline gelir. Oksijen mitokondride
rediikte oldugunda primer {iriin sudur. Su, sitokrom oksidaz molekiiler oksijene 4 elektron
eklediginde olusan nontoksik bir molekiildiir (Del Maestro, 1980; Ferrari, 1991; Cakir,
1997).
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Stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali diger molekiillerden elektronlar1 ¢ekerek
enerji gereksinimlerini karsilayabildiklerinden, oksitleyici ajanlar olarak kabul edilirler.
Ayrica siiperoksit radikali aldigi elektronu bagka bir elektron alictya vererek tekrar
oksijene oksitlenebilir ve bdylece bir indirgeyici (rediiktdr) olarak davranabilir (Yanbeyi,
1999).

Hiicre membranindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri l0kosit
membranindaki, NADH oksidaz enzimi, sitoplazmadaki ksantin oksidaz ve triptofan
dehidrogenaz enzimleri araciligiyla da siiperoksit radikali olugmaktadir (Weisiger, 1986;
Cakir, 1997).

Canlilarda, siiperoksit radikallerinin olusumuna neden olan olaylar1 iki grupta
toplayabiliriz:

1. Cesitli gevresel etkilerle (fiziksel ve kimyasal) siiperoksit radikali olusabilir.
Ornegin, yliksek enerjili 1s1nlardan beta, gama ve X 1sinlart siiperoksit radikalleri
yaninda diger radikallerin olusumunu da gergeklestirirler (Klug, 1972; Cakar,
1997).

2. Canl sistemler radikal olusumuna neden olan ¢evre kosullarindan tiimiiyle izole
edilseler bile; eger molekiiler oksijeni metabolize ediyorlarsa, canli sistemdeki
yiikseltgenme-indirgenme tepkimeleri sirasinda siiperoksit radikali (O)
iiretebilirler.  Ornegin, hidrokinonlarin, 16koflavinlerin, katekolaminlerin,
tiyollerin, indirgenmis  boyalarin, tetrahidropteridin, ferrodoksin  ve
hemoproteinlerin otooksidasyonu tepkimelerinde oksijen radikalleri tiretilebildigi
gibi, ksantin oksidaz, thidroorolat dehidrogenaz, bir grup flavoprotein
dehidrogenaz, bazi oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin katildig1 tepkimelerde, ara
iirlin olarak oksijen radikalleri iiretilebilirler (Kiling, 1985; Cakir, 1997).

Aerobik organizmalar reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu toksisiteye karsi hem
kimyasal hem de enzimatik korunma sistemlerine sahiptir (Asada, 1978; Cakir, 1999).
Siiperoksit radikalleri, sulu ortamda oOnemli Ol¢lide birikmezler ve kendiliginden
dismutasyon ile ortamdan temizlenirler (Fridovich, 1975; Cakir, 1999).

Hemen tiim aerobik hiicrelerde olusan, indirgen ve orta derecede yiikseltgen olan bir
ajandir. Esas Onemi, hidrojen perokside kaynaklik etmesi ve gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Uzun bir yar1 émre sahip olup, lipofilik 6zellik gosterir. Bu
ozelliginden dolay1 da olustugu yerden uzak bélgelere difiizyonla yayilabilmektedir (Unal,
1999; Dikici, 1999). Ancak dogrudan dogruya hasar yapici etkisi ¢ok fazla degildir. En ¢ok
mitokondri, endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi hiicresel organellerde, elektron
transport zincirinin ¢esitli komponentlerinden O,’e elektron sizmasi ile olusur (Unal, 1999;
Dikici, 1999).

Mitokondriyal elektron transport zincirinden elektron iki yerde sizar. Birincisi,
NADH-dehidrogenaz basamagi, ikincisi ise koenzim Q ya da ubikinon basamagidir. En
son basamakta eclektronlarin O,’e tasinmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz enzimi
oksijenin % 97-99’unu harcayarak suya indirger. Fakat, O,’nin % 1-3’linden, transport
zincirinden sizan elektronlarla O,” olusur. Bu da yaklasik olarak insan viicudunda her yil
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iki kilogramdan fazla O," yapildig1 anlamina gelir (Mc Cord, 1984; Firat, 1997; Dikici,
1999). Siiperoksit radikali diisiik pH’larda daha etkili bir radikal olan HO, (perhidroksil)
radikali meydana getirir. Fizyolojik pH’larda ise sadece % 1 kadar1 protonlanmis haldedir
(Cheeseman ve Slater, 1993; Dikici, 1999).

O, ile HO;, reaksiyona girince, biri okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon
reaksiyonunda O, ve H,O, meydana gelir.

O," ayrica gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda da meydana gelebilir. Bu
reaksiyonlar redoks reaksiyonlar1 oldugu i¢in tersine de donebilir.

Fe™ + 0y o Fe™ 4 00 oot D

Fagositik hiicreler (nétrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofiller), c¢esitli
biyolojik hedeflerin parcalanmasina sebep olan ve enfeksiyona karsi hiicresel cevabi
baslatan hiicrelerdir. Solunumsal patlama esnasinda fagositik hiicrelerde diger reaktif
oksijen ftriinleriyle beraber siiperoksit radikali de olusmaktadir. Notrofillerde siiperoksit
radikali plazma membraninin dis yiizeyine yerlesmis bulunan NADPH oksidaz aracilig ile
olur. Uygun bir uyar ile fagositik hiicre uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive olur.
NADPH’tan iki elektron alinarak iki molekiil oksijene aktarilir. Boylece iki molekiil O,”
olusur (Winrow ve ark., 1993; Akkus, 1995; Dikici, 1999).

NADPH oksidaz
20, + NADPH + HY ——> 0O,  + NADP  + Hy ..o (I11)
SOD
20,7 + 2H 5 HyOp 4 On i (Iv)

1.2.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin c¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii de iki
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) olusturur (Cross ve ark., 1987;
Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995; Firat, 1997).

H,O,, sliperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu sonucu
ortaya c¢ikar. Iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni
olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden bu bir
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20 + 2H' —> HyO0s + O euiiiiiiiie e 1)

H,0,, membranlardan gecebilen uzun émiirlii oksidandir. Kendisi bir serbest radikal
olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli
bir rol oynar. Geg¢is metal iyonlar1 varliginda daha da hizla gerceklesen bir reaksiyonla
siiperoksit anyon radikali ile birlikte en reaktif radikal olan hidroksil radikalini olusturur
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(Bannister ve Bannister, 1980; Palmer, 1990; Akkus, 1995; Gutteridge, 1995; Dikici,
1999).

H,O, + Of ———» OH + OH  + Op i, (I1)

Bu reaksiyona Haber- Weiss reaksiyonu adi verilir. “Haber- Weiss” reaksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat, katalizorsiiz reaksiyon oldukc¢a yavas ilerler.
Katalizor olmayinca ortamdaki H,O, ve O, antioksidanlar tarafindan kolayca kaldirilir
(Unal, 1999; Dikici, 1999). Demir gibi gecis metalleri ile katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok
hizhidir (Akkus, 1995; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe™), stiperoksit tarafindan ferro demire (Fe™)
indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton Reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten
OH' ve OH' iiretilir. Reaksiyon mekanizmasi agagidaki gibidir.

O, + Fe* > 0, + Fe'

Fe? + H0, — " Fe” + OH + OH .....occoovviieeeeeiiii, (IV)
(Akkus, 1995; Bast ve ark., 1997; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

Tiroid hiicrelerinin apikal plazma membranlar1 {izerinde bulunan NADPH-oksidaz
tarafindan direkt olarak H,O, iiretilir. H,O, {liretimi, bircok bakteri tiirlinde, fagositik
hiicrelerde, spermatozooda oldugu gibi hiicrelerde de mitokondride, mikrozomlarda ve
kloroplastlarda olur. H,O,’nin reaktivitesi sinirlidir, ancak diger oksijen {irlinlerinin,
gecebilecekleri bir anyon kanali olmadikca ¢ok yavas gegebildigi biyolojik membranlardan
gecebilir. Eritrosit membrani, vaskiiler endotel hiicre membrani1 boyle bir kanala sahiptir
(Yanbeyi, 1999).

Peroksizomlar ¢ok onemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar. Bu organeldeki D-amino
asid oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil- CoA oksidaz gibi
oksidazlar siiperoksit liretmeden, bol miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar. Fakat,
peroksizomlarda katalaz aktivitesi ¢ok yiiksektir. Bu sebeple bu organelden sitozole ne
kadar H,O, gegtigi bilinmemektedir (Oyanagui, 1991; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

1.2.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo olusan
bir OH' radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu yerde de biiyiik hasara neden
olur. Nonradikal biyolojik molekiillerle zincirleme reaksiyonlar1 baslatir (Halliwell, 1987;
Cheeseman ve Slater, 1993; Jialal ve Fuller, 1993; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin ge¢is metalleri varliginda indirgenmesi ile
(Fenton reaksiyonu) olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen peroksitin
stiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda da (Haber-Weiss reaksiyonu) meydana gelir.
Bu reaksiyon katalizorsiiz cok yavas oldugu halde Fe™ katalizorligiinde ¢ok hizli olusur
(Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995; Dikici,1999).
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O, + Fe? —————— 05 + Fe™? oo, I
Fe” + H,0, ———— Fe” + OH + OH (Fenton reaksiyonu) ........ (II)
H,O, + O — > OH + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu) (III)

Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da
hidroksil radikali olusur (Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici,
1999).

Bir hidroksil radikali, yiizlerce yag asidini ve yan zincirini lipid hidroperokside
cevirebilir. Bu olusan hidroperoksitler birikerek membran biitlinliigiinii bozar ve hiicrenin
kollabe olmasina neden olur. Ayrica bu hidroperoksitlerden son iirlin olarak toksik ve
reaktif olan aldehitler de olusabilir. Bunlardan en 6nemlilerden biri de MDA dir (Uysal,
1998; Girotti, 1998; Dikici, 1999).

Hidroksil radikali, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transfer tepkimelerine
neden olur. Ancak normalde OH' radikali olusamaz. Cilinkii OH olusumu i¢in molekiiler
oksijenin ii¢ degerlikli olarak indirgenmesi gerekir ki, bu olduk¢a zordur. OH meydana
gelebilmesi icin O,” ve HyO, gereklidir. Bunlarda SOD, KAT veya GSH-Px sistemiyle
uzaklagtirilir. Boylece fizyolojik sartlarda fazla miktarlarda OH olusamaz. Bu {i¢ enzim
intraselliiler major antioksidanlardir (Wheler ve Salzman, 1990; Ames ve ark., 1993; Frei,
1994; Yanbeyi, 1999).

1.2.4. Singlet Oksijen ('O;)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yliksek enerjili ve mutajenik formudur (Yanbeyi, 1999).

Oksijenin eslesmemis elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu
orbitalden baska bir orbitale veya kendi spininin ters yoniinde yerdegistirmesiyle olusur
(Cross ve Halliwell, 1987; Ames ve ark., 1993; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

Singlet oksijen in vivo ortamda sitokrom Pys9, endoperoksit sentetaz ve myelo
peroksidaz reaksiyonlariyla olustugu gibi iyonize radyasyonla da olusabilir. Serbest radikal
reaksiyonlart sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da
sebep olur (Di Mascio ve ark., 1991; Kuzuya ve ark., 1993; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

Singlet oksijenin delta ve sigma olmak tizere iki sekli vardir (Akkus, 1995; Yanbeyi,
1999).

1.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda  gelebildigi gibi, organizmada bazi yabanci maddelerin (ksenobiyotikler)
metabolize edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis etkenlere maruz
birakilmasiyla da meydana gelebilir (Yanbeyi, 1999).
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Bu nedenle serbest radikal olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olarak ikiye
ayrilmaktadir (Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

Cizelge 1.3. Hiicredeki serbest oksijen radikali kaynaklari (Cross ve ark.,1987).

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
Mitokondriyal elektron transport zinciri Ilag oksidasyonlari (Or. Parasetamol, CCly,)
Kloroplast elektron transport zinciri Iyonize radyasyon
Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz Giines 15181
indolamin dioksijenaz X- 1s1nlart
Triptofan dioksijenez UV- 1sinlart
Galaktoz oksidaz Ist soku
Siklooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Lipooksijenaz Ortam havasi
Mono aminooksidaz Sigara duman
Fagositik hiicreler: Ozon
Notrofiller Kiikiirtdioksit
Monosit ve makrofajlar Egzos gazlari
Eozinofiller
Endotelyal hiicreler
Oto-oksidasyon reaksiyonlari (Fe"?, epinefrin)

1.3.1. Endojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Normal metabolizma sirasinda ¢esitli basamaklarda serbest radikal yapisina sahip ara
tiriinler meydana gelmektedir. Metabolik progesin ilerleyebilmesi i¢in bu bilesiklerin ara
iiriin olarak olugmalar1 kaginilmazdir (Freeman ve Crapo, 1982; Firat, 1997).

1.3.1.1. Kiiciik Molekiillerin Otooksidasyonu

Notral ortamda tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidrobiyopterin
gibi pek cok bilesik otooksidasyon ile serbest radikalleri olusturur (Freeman ve Crapo,
1982; Akkus, 1995; Marsden ve ark., 1996; Firat, 1997; Dikici, 1999). Tiim bu bilesikler
ile 6nce O;,", daha sonra O, ‘nin reaksiyonlari ile diger radikaller olusur (Freeman ve
Crapo, 1982; Akkus, 1995; Marsden ve ark., 1996; Firat, 1997; Dikici, 1999).

1.3.1.2.Enzimler ve Proteinler

Bir¢ok enzimin katalitik sikluslari sirasinda da serbest radikaller agiga ¢ikar. Ksantin
oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz bdyle enzimlerden olup, O," olugumuna
neden olurlar (Akkus, 1995; Dikici, 1999).

Ksantin oksidaz normalde NAD-bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi
bir serbest radikal iliretimine sebep olmaz. Fakat, in vivo olarak olusturulan iskemi,
enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna doniismesine ve siiperoksit radikalinin
tiretimine sebep olur. Ksantin oksidaz enzimi oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya
ksantini iirik asite oksitler. Bu reaksiyonda elektron alicis1 molekiiler oksijendir (Southorn
ve Powis, 1988; Firat, 1997).

Hipoksantin + H,O + 20, ——  Ksantin + 20,” + 2H ........ (D)

Ksantin + H,0 + 20, —— » Urikasit + 20,” + 2H ........... (I1)

10
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Ksantin oksidaz iskemik dokularin reperfiizyon hasarinda rol alir (Akkus, 1995;
Yanbeyi, 1999).

Hipoksantin- ksantin arasindaki bu tepkime sonucu olusan siiperoksitin yarattigi en
biiylik hasar vaskiiler sistemdedir (Ames ve ark., 1993; Yanbeyi, 1999).

Hipoksantin + H,0 + NAD' — Ksantin + NADH + H' ............... (I11)

Ksantin oksidaz ozellikle barsak, akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda yaygin
olarak bulunur ve ksantin dehidrogenaz (Tip D) olarak sentezlenir. Enzimin bu tipi, saglikli
bir dokuda total aktivitenin % 90’mi1 olusturur. Dehidrogenaz, siiperoksit veya hidrojen
peroksit olusturmak iizere elektronlar1 molekiiler oksijene transfer edemez (Bast ve ark.,
1991; Yanbeyi, 1999).

Iskemi sonrasi, dokularin ksantin oksidaz ve hipoksantinle perfiizyonu doku
zedelenmesini artirmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Guemouri ve ark., 1991;
Yanbeyi, 1999).

Aldehit oksidaz yap1 itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin ¢ogu ayni
olup, stliperoksit radikali iiretir. Benzer sekilde dihidroorotat dehidrogenaz, flavoprotein
dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz gibi enzimlerde radikal
olugmasina sebep olurlar (Halliwell, 1987; Hiraishi ve Terano, 1992; Prasad ve Lee, 1992;
Ames ve ark., 1993; Kuzuya ve ark., 1993; Yanbeyi, 1999).

1.3.1.3. Mitokondriyal Elektron Transferi

Mitokondriyal solunum zinciri sirasinda NADH; FADH, gibi indirgeyicilerin
elektronlarinin molekiiler oksijene aktarilmasi sirasinda, solunum zinciri tastyicilarinin
indirgenmesi sonucu serbest radikal yapisina sahip iirlinler olugmaktadir (Freemean ve
Crapo, 1982; Grisham ve Granger, 1989; Basaga, 1990; Firat, 1997).

Iskemi, hemorji, travma, enfeksiyonlar, radyoaktivite etkisi veya alerjik durumlarda
mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyon dengesi etkilenir ve elektron tagima sisteminden
elektron kacaklar1 daha fazla olur ve oksidan molekiillerin diizeyi artar (Huysal, 1999).

1.3.1.4. Mikromozal Membran Elektron Transferi Zincirleri

Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin yer aldigi mikrozomal membran
sistemi, birgok sentez ve yikim enzimleri yaninda, flavaprotein (NADH-sit ¢ rediiktaz ve
NADH-sit b5 rediiktaz) ve hemoprotein (sitb5, sit p450)’lerin rol aldigi iki elektron
transport sistemini igerir (Freemean ve Crapo, 1982; Firat, 1997).

Mikrozomlarda yer alan bu elektron transport sistemleri, bir yandan normal
metabolizma sonucu olusan nonpolar bilesikleri hidroksillenmis tiirevlerine doniistiiriip
bunlara daha polar 6zellik kazandirirken, diger yandan organizmaya yabanci maddeleri de
metabolize ederler (Grisham ve Granger, 1989; Firat, 1997).

11
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Elektron transport sistemlerinin aktivitesi sirasinda sadece oksijen tiirevi radikaller
meydana gelirken, ksenobiyotiklerin metabolizmasi sirasinda ek olarak yiiksek toksisiteye
sahip karbon merkezli radikaller de meydana gelebilir (Cheeseman ve Slater, 1993; Firat,
1997).

Niikleer membran kaynakli radikaller o6zellikle DNA hasarina neden olabilirler
(Halliwell, 1987; Akkus, 1995; Maxwell, 1995; Yanbeyi, 1999).

1.3.1.5. Peroksizomlar

Cok onemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar. Bu organeldeki D-aminoasid
oksidaz, irat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi acil- CoA oksidaz gibi
oksidazlar O," {iiretmeden, bol miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar. Ancak KAT
aktivitesi c¢ok yiiksek oldugu i¢in bu organelden sitozole ne kadar H,O, gectigi
bilinmemektedir (Freemean ve Crapo, 1982; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999).

1.3.1.6. Plazma Membram

Fagositik hiicre membraninin NADPH oksidaza bagl serbest radikal iiretimi serbest
radikallerin 6nemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi fosfolipaz ve protein
kinazin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asidin salinimina yol agar.
Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da gesitli serbest radikal ara iirlinler meydana
gelebilir. Mikrozomal ve plazma membrani tarafindan radikal, tiretiminin 6nemli enzimleri
olan lipoksijenaz ve siklooksijenaz (arasidonik asit metabolizmasi) aktivitesi, serbest
radikaller i¢in 6nemli bir kaynaktir (Akkus, 1995; Freeman ve Crapo, 1982; Huysal, 1999).

1.3.2. Ekzojen Serbest Radikal Kaynaklar:

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan, sadece dis etkenlerin varliginda olusan
reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller agiga ¢ikabilir. Bunlar su sekilde siralanabilir;

-Antineoplastik ajanlar

-Radyasyon

-Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular.

-Cevresel ajanlar: Ksenoniyotikler (Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler,
hiperoksi, pestisitler, sigara dumani, solventler, anastezik maddeler, aromatik
hidrokarbonlar).

-Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise serbest
radikal kaynagidir (Guemouri ve ark., 1991; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

1.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini astiklari
zaman c¢esitli bozukluklara yol acarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi
biyomolekiillerin tiim siniflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek
hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (Cheeseman ve Slater, 1993;
Akkus, 1995; Gutteridge, 1995; Yanbeyi, 1997; Dikici, 1999).
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Cizelge 1.4. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararh etkileri (Yanbeyi, 1999).
Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon

Lipidlerde gapraz baglanmalar

Organel ve hiicrelerde capraz baglanmalar

Karbonhidratlar Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Niikleik asit bazlar1 Hidroksilasyonlar

Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kiikdirtlii amino asitler Protein denatiirasyonu ve ¢aprazlanma
Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Peptid zincirlerinde kopma
Denatiirasyon

Niikleik asitler Tek ve ¢ift iplik¢ik kirilmalari

Proteinlerde capraz baglar
Baz igermeyen bolgeler
Hiyaluronik asit Sinovyal sivi akigkanliginda degisme

1.4.1. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin en belirgin etkileri, LPO’na neden olarak, DM’un da aralarinda
bulundugu bir dizi hastaligin komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda ve progresyonunda
rol oynamalaridir. Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan
etkilenirler, fakat lipidler en hassas olanlaridirlar (Yanbeyi, 1999).

Tim biyolojik zarlar, poliansatiire yag asitleri ile amfipatik lipidler ve zar
proteinlerinin birlesmesinden olusur. LPO, ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile
oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar1 seklinde uzayan, lipid
peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi iiriinlere ¢evrilmesi
seklinde sonlanan siirectir (Gutteridge, 1995; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999; Murray ve ark.,
1996).

LPO ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. LPO, membranlara
yakin bolgelerde ortaya ¢ikan ‘OH radikalinin membran fosfolipidlerinin yag asidi yan
zincirlerine saldirmasiyla olusur (Craig ve ark., 1986; Akkus, 1995;Yanbeyi, 1999).

Reaksiyon 'OH radikalini ortadan kaldirir, fakat membranda “C” merkezli lipid
radikali olusur. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiil ici ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dien yapilar1 ve daha sonra
lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana
gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitleri ile
reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga ¢ikan
H parcacidi ile birleserek lipid hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi kendine
katalizlenerek devam eder (Gutteridge, 1995; Dikici, 1999).

Lipid hidroperoksitlerinin membranlarda birikimi sonucu, membran fonksiyonlari
bozulur ve hiicre kollabe olur. Ayrica lipid hidroperoksitleri gecis metalleri katalizi ile
yikildiginda ¢ogu zararli olan aldehitler olusurlar. LPO sonucunda ortaya ¢ikan gesitli
aldehitlerden en iyi bilinenleri MDA ve 4-hidroksinonenal (HNE)’dir. MDA 6l¢iimii ile
LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize
olurlar ya da baglangicta etkili olduklar1 bdlgeden diffiize olup hasari hiicrenin diger
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boliimlerine yayarlar. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayis1 ile
reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve
aldehitler, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur.
Boylece membranlarda, reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle
membran proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. Iyon transportunu
etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve 0Ozellikle diisiikk dansiteli lipoproteinler de
oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina
aracilik edebilirler (Nair ve ark., 1986; Rice-Evans ve ark., 1991; Akkus, 1995; Dikici,
1999).

LPO reaksiyonu ya toplayici antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya otokatalitik
yayilma reaksiyonlar1 ile devam eder (Gutteridge, 1995; Dikici, 1999).

Cok Doymamis Yag Asidi \_/\_/\_/
-
Lipid Radikali \_ /\_ /\_ /
Dien konjugat \_ /\ /\_ /
H/
lroz
Lipid peroksil radikali _ /\ /\ /
/
NN/ \
Hoo” “H \ /\ AN__/
Hidroperoksid ) Endoperoksid
H H
o o
Malondialdehid

Sekil 1.2. Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu (Murray ve ark., 1996).
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Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmasi sonucu serbest radikal {iretimine
“enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu LPO’na ise ‘“non-
enzimatik lipid peroksidasyonu” ad1 verilir (Craig ve ark., 1986; Akkus, 1995; Gutteridge,
1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

1.4.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamig bag ve siilflir igeren amino
asitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gelmis
proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli radikaller ve siilfiir
radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden karbonillerin 6l¢iilmesi ile
proteinlerin oksidatif hasar1 Olgiilebilir. Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar
sonucunda proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu
meydana gelir. Yapilar1 bozulan proteinler normal fonksiyonlarini meydana getiremezler.
Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde degisiklikler meydana
gelir. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle
oksihemoglobin O," veya H,O; ile reaksiyona girerek methemoglobin olusur (Rice-Evans
ve ark., 1991; Akkus, 1995; Dikici, 1999).

0,” + Hb-Fe?-0, + 2H" —* Hb-Fe” + H,0;, + Os......... ()
H,0, + 2Hb-Fe?-0, + 2H" = > 2Hb-Fe™ + 2H,0 + O,....(I)
1.4.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir. Glukoz,
mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak, siiperoksit ve
hidrojen peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun, protein
capraz baglanmalarina yol acarak agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran
kalinlagsmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklar ileri
stiriilmektedir (Yanbeyi, 1999).

Serbest radikaller, bu kabil etkilerinden dolay1 ¢ok ¢esitli hastaliklarin patogenezinde
onemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastalig1,
hipertansiyon, psoriasis, romatoid artrit, behcet hastaligi, c¢esitli deri, kas ve goz
hastaliklari, kanser ve yaslilik gibi bir¢ok hastalikta serbest radikal liretiminin arttig1 ve
antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gdsterilmistir (Ames ve ark., 1993;
Halliwell, 1994; Maxwell, 1995; Yanbeyi, 1999).

Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda capraz baglar
olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma
olaylarinda rol oynarlar (Cross ve Halliwell, 1987; Holley ve Cheeseman, 1993; Halliwell,
1994; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

Glikozaminoglikan olan ve sinovyal sivinin viskositesinde onemli rol oynayan

hyaliironik asitin reaktif oksijen tiirleri ile etkilenmesi ile bag dokusu stabilitesi bozulur.
Hyaluronik asit parcalanmasi inflamatuar eklem hastaliklarinda sinovyal sivinin
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karakteristik bir 6zelligidir. Goziin vitreous humourunda da bol miktarda hyluronik asit
bulunur. Bunun da oksidatif hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunur (Firat, 1997;
Yanbeyi, 1999).

1.4.4. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona bagli hiicre oliimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin
reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen tiirleri DNA c¢ift sarmalinin
ayrilmasina veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuclanir (Halliwell, 1984; Ames ve ark., 1993; Frei,
1994; Halliwell, 1994; Yanbeyi, 1999).

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere
yol acar. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse piirin ve primidin
bazlarini atake edebilir ve mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde
doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya cift baglara katma tepkimeleri ile
sonuglanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi
daha sinirhidir. Siiperoksit anyonu gii¢lii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek
elektron yogunluklu bolgeler igeren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer (Halliwell ve
Gutteridge, 1984; Yanbeyi, 1999).

Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan kolayca
gecerek ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta
hiicre 6liimiine yol agabilir (Halliwell, 1987; Oguz, 1990; Ames ve ark., 1993; Halliwell,
1994; Akkus, 1995; Tasdemir, 1997; Yanbeyi, 1999). Reaktif oksijen tiirleri, DNA’ nin
oksidative hasar1 sonucu karsinogenesis, hastaliklar ve yaslanmada onemlidir (Winrow ve
ark., 1993; Frei, 1994; Yanbeyi, 1999).

1.5. Viicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismui serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus
serbest radikallerin zararli etkilerini onler. Bu iglevleri yapan maddelerin tiimiine birden
genel olarak antioksidanlar denir (Ames ve ark., 1993; Frei, 1994; Akkus, 1995; Bast ve
ark., 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

Etkilerini; lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini
temizleyip LPO’nun baslamasini Onleyerek, ge¢is metal iyonlarim1 baglayip
etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal iirlinlere doniisiimiinde etkin rol
oynayarak ve zincir reaksiyonlarina neden olan tiim radikallerle reaksiyona girip zinciri
kirarak gosteren antioksidanlar; intraselliiler ve ekstraselliiler olmak tizere iki grupta
incelenirler. En belirgin 06zellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir
(Halliwell ve Gutteridge, 1990; Yanbeyi, 1999).

Antioksidanlar, selliiler lokalizasyonlar1 yaninda fonksiyonlarina gore de

siiflandirilmaktadir. Genelde, radikal olusumunu 6nleyen (metal selatorler, SOD, katalaz,
glutatyon peroksidaz) ve olusan radikallerin dokudaki etkilerini 6nleyen (E vitamini,
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ubikinon, retinoik asit, betakaroten, glutatyon, iirat) antioksidanlar olarak iki kategoride
incelenirler. Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde de smiflandirilirlar. Hiicrelerin
hem s1vi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (Yanbeyi, 1999).

Cizelge 1.5. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (Yanbeyi, 1999; Dikici,

1999).
Enzimatik Nonenzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Alblimin
Katalaz (KAT) a-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tesbit edilebilen alt1 degisik mekanizma ile
gosterirler (Cross ve Halliwell, 1987; Halliwell, 1990; Gueumori ve ark., 1991; Ames ve
ark., 1993; Yanbeyi, 1999).

Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada isleyebilmektedirler.

1.

Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltabilirler.

. Hidroksil (OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek

yapidaki tiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baglamasini onleyebilirler.

. Membran lipidlerine direkt etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni ('O,)

baskilayabilir ya da temizleyebilirler (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Yanbeyi,
1999).

Metal iyonlarmi baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH, ferril ya da
Fe™?/Fe™/0, kompleksleri gibi) ve /veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil
radikallerinin olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda LPO’nun baslamasina
hangi reaktif iirlinlerin neden oldugu tartisilmaktadir, ancak hem baslangig i¢in ve
hem de olusan lipid peroksitlerinin dekompozisyonu i¢in transisyonel metal
iyonlarina ihtiya¢ oldugu konusunda genel bir kan1 vardir.

. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere cevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

. Zinciri kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle

reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu
salilmimin1 Onleyebilirler. Zincir kiricit antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik
aminler ve en yaygin olan1 a-tokoferol yer almakla birlikte baska lipid solubl
zincir kiric1 antioksidanlar da vardir (Halliwell, 1990; Yanbeyi, 1999).

Bir oksidatif zincirde antioksidanlar, farkli basamaklarda etki gosterirler.
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LPO’nu yukaridaki mekanizmalardan ilk dort tanesi ile Onleyenler “Koruyucu
Antioksidanlar” olarak kabul edilmektedir. Dordiincii mekanizma ile etki edenler reaksiyon
sirasinda tliketilemezler. Besinci mekanizma ile etki eden antioksidanlar ise koruyucu
olmakla birlikte reaksiyon sirasinda kimyasal karakterlerine gore, tiiketilebilir ya da
tiiketilemezler. Altinct mekanizma ile etki eden zincir kirict antioksidanlar ise zincir uzama
reaksiyonlarina neden olan radikallerle kompleks yaptiklarindan kirma reaksiyonu
stirecinde tiiketilirler. Burada, 6zellikle vurgulanmasi gereken nokta antioksidanlarin pek
cogunun tek bir mekanizma iizerinden etki etmedigi, birden fazla mekanizma ile asil
etkisini olusturdugudur. Ek olarak oksidatif hasarin hizli tamiri ki bu, peroksidize yag
asitlerinin membran lipidleri arasindan temizlenmesi seklinde olur, LPO’nu yavaslatabilir.
Membrandaki yapisal degisiklikler de peroksidabiliteye etki edebilir. Antioksidanlar
sadece lipidlerin degil, belki okside olmalar1 ¢ok daha zararli olabilen DNA ve proteinlerin
de korunmasinda etkindirler (Craig ve ark., 1986; Halliwell, 1987; Halliwell ve Gutteridge,
1990; Jialal ve Fuller, 1993; Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Maxwell, 1995; Yanbeyi,
1999).

Bu mekanizmalar normal biyokimyasal olaylar sirasinda az miktarda olusan
radikalleri notralize edebilirler. Ancak hiperoksi, iskemiden sonra reperfiizyon, dokularda
reaktif oksijen radikalleri olusturan ksenobiyotiklere maruz kalma ve bu radikalleri bol
miktarda olusturan aktive edilmis nétrofillerle diger fagositlerin dokuda toplanmasi gibi
durumlar oksidan/antioksidan dengesinin bozulmasina, antioksidan mekanizmalarin
titkenmesine (deplesyon) ve sonugta sitotoksik radikal etkinliginin artmasina bagli olarak
hiicre zedelenmesine ve 6liimiine yol acar (Yanbeyi, 1999).

Antioksidanlarin, Ames testinde genellikle mutajenik olmadigi; hatta bazi
kimyasallarin mutajenik etkisini inhibe edebildigi gosterilmistir. Antioksidanlarin belirli
karsinojenlerden 6nce veya ayni zamanda verildiginde ratlarin veya farelerin degisik
organlarinda kanser olusumunu inhibe ettikleri aciklanmistir. Bununla birlikte bazi
antioksidanlarin, karsinojenlere maruz kaldiktan sonra verildiginde, kemiricilerde, ikinci
evre kimyasal kokenli kanser olusumunu da artirdig1 gézlenmistir (Ito ve Hirose, 1989).

Antioksidanlar, yiyecek katkilar1 olarak, hiicresel komponentler veya plazma
bilesenleri olarak c¢ok Onemli rol oynamaktadirlar. Cok sayida yiyecek katkilarinin
giiniimiizde koruyucular, antioksidanlar, renk vericiler, tatlandiricilar, koyulastirici ajanlar,
besleyici olmayan sekersiz tatlandiricilar olarak kullanildig: agiklanmistir. Yiyecek katkist
olarak kullanilanlarin bazilarinin yiyeceklerde kullanilmasinin yasaklandigi ve bunlarin
mutajenik, karsinojenik ve toksik etkili oldugu belirtilmistir (Fujise, 1982).

Antioksidanlarin  oksidatif hasarlara karst dokulari veya hiicreleri koruyucu
ozellikleri goz oOniine alindiginda, yaslanmaya, doku hasarlarina ve toksik ajanlar ile
zehirlenmeye karsi koruyucu ajanlar olarak gosterilmektedir (Ito ve Hirose, 1989).

1.5.1. Enzimatik Antioksidanlar
1.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Antioksidan savunmanin ilk basamagi siiperoksitin H,O,’e¢ dismutasyonunu
katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimidir (Mc Cord ve Fridovich, 1969; Fridovich, 1975;
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Henry ve ark., 1976; Flohe ve Otting, 1984; Gonzales ve ark., 1984; Cerutti ve ark., 1988;
Wheeler, 1990; Bast ve ark., 1997; Cakir, 1997).

SOD
O, + O + 2H+ Or + HoOg oo, (I)

Stiperoksid radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bu enzim ilk olarak inek
eritrositlerinden saflastirilmistir. Bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz deney sistemine
eklendiginde sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe ettigini bulmuslardir (Mc Cord ve
Fridovich, 1969).

205 + 2H ————> HoOp oottt (1D
H+0,+H0, — 3 O+ OH+HO......coooooiiiiiinin, (I11)

SOD, II’'nin hizin1 énemli 6l¢iide artirir. III” iin ise olusumunu engeller (Yanbeyi,
1999).

SOD enziminin canlilardaki dagilimi KAT ile birlikte incelenmelidir. Ciinkii SOD ile
katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriin, oksijenin toksik tiirlerinden biridir ve KAT
tarafindan birikimi 6nlenmektedir (Breckta, 1984; Cakir, 1997).

SOD aerobik hiicrelerde oksijen radikalinin zararina karsi intraselliiler savunmada
biiyiik rol oynar. SOD’un aktivitesinde yaslanmaya bagli olarak bir azalma olmaktadir
(Criolo, 1991; Cakiar, 1997).

SOD enzimi kofaktor olarak icerdigi metal iyonu tipine gore li¢ sinifta toplanir
(Fridovich, 1975; Asada, 1976; Asada ve ark., 1980; Allen ve ark., 1984; Rousseau, 1990;
Smirnoff ve Palanca, 1995; Cakir; 1997; Yanbeyi, 1999).

Insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir; sitozolde bulunan, dimerik, Cu ve Zn igeren
izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn igeren izomerdir (Mn-
SOD). Prokaryotlarda bulunan ve Fe iceren bir izomeri daha vardir (Fe-SOD). Ayrica 1982
yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraselliler SOD (EC-SOD) tanimlanmistir
(Marklund, 1984; Dikici, 1999).

Cu-Zn SOD; ilk kez 1969 yilinda Mc¢ Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanmistir.
Cu-Zn SOD, hayvansal hiicrelerin sitozoliinde yer alan enzimin molekiil agirhig: yaklasik
olarak 32000 Daltondur. Birbirinin ayni olan iki alt tniteden meydana gelir. Her
subiinitede bir Cu atomu, bir Zn atomu atomu, bir zincir i¢i disiilfiir kdpriisii, bir siilfidril
grubu ve bir asetilenmis terminal amino grubu bulundugu tesbit edilmistir (Freeman ve
Crapo, 1982; Firat, 1997).

Mn-SOD; prokaryotik hiicreler molekiil agirligi 40000 olan, birbirinin ayn1 olan iki
alt birimden olusan ve enzimin alt birimi bagina birer atom Mn bagli olan bir dismutaz
icerirler. Mitokondri dismutaz1 da diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza benzer, ancak
80000 molekiil agirliginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlarin
dismutazlarinin pek ¢ok ortak 6zelligi primer yapilar1 da birbirine ¢cok benzer. Mitokondri
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dismutazinin bu 6zelligi, mitokondrinin prokaryotik orjinli olup, Okaryotik hiicre igine
girerek simbiyotik bir yasam olusturduguna kanit olarak kabul edilir. Ayni tepkimeyi
katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal 6zellik
yoktur (Halliwell, 1990; Yanbeyi, 1999).

Fe-SOD; bazi bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri biitlin
prokaryotlarda bulunan Mn-SOD olup, hiicre sitoplazmasinda bulunur. Bazi bakteriler
periplazmik bolgelerinde demir igeren bir SOD bulundururlar (Breckta, 1984; Cakur,
1997). Bu dismutaz kofaktorii disinda Mn-SOD’a benzer. Bu tip mikroorganizmalarda
matriks enziminin (Mn-SOD) endojen O, radikallerine kars1 demir igceren dismutazin ise
cevreden gelen radikallere karst koruyucu fonksiyon gordiigii kabul edilmektedir (Kiling,
1985; Cakir, 1997). Mn-SOD ve Fe-SOD enzimlerinin biri ya da her ikisi birden
prokaryotlarda bulunur (Fridovich, 1987; Cakir, 1997).

1.5.1.2. Katalaz

Katalaz (KAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort tane
hem grubu igeren bir hemoproteindir. Molekiil agirligi 248,000 Dalton’dur. Hidrojen
peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler (Tudhope, 1967; Palmer, 1990; Akkus,
1995; Yanbeyi, 1999; Dikici; 1999).

KAT
2H00 T 2HO F O oo (I)

Daha c¢ok peroksizomlarda lokalizedir. KAT’in indirgeyici aktivitesi hidrojen
peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii
lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve
bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Tudhope, 1967; Gonzales ve ark., 1984;
Rice-Evans ve ark., 1991; Rachmilewitz ve ark., 1994; Akkus, 1995; Bast ve ark., 1997,
Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

1.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir.
Molekiil agirligr ise yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayni dort subiinitten
olusan tetramerik bir enzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle
hiicreleri ¢esitli hasarlara karsi koruyan bir selenoenzim oldugu diistiniiliir (Paglia ve
Valentine, 1967; Mannervik, 1985; McMillan ve Stell, 1993; Akkus, 1995; Mungan, 1996;
Firat, 1997; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

Bu enzimin varligi ilk defa Mills tarafindan 1957 yilinda memeli eritrositlerinde
saptanmistir. Endotel hiicrelerinde 6zellikle akcigerde en etkili enzimdir (Mungan, 1996).

Enzim aktivitesinin % 60-75’1 6karyot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. % 25-40’1

ise mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir (Firat, 1997).
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GSH-Px, intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en &nemli
enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim
hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu korur (Necheles ve ark., 1968; McCray ve ark., 1976;
Beloqui ve Cederbaum, 1986; Michiels ve ark., 1994; Akkus, 1995; Firat, 1997; Yanbeyi,
1999).

GSH-Px, asagidaki reaksiyonlari katalizler (Paglia ve Valentine, 1967; Jones ve ark.,
1981; Flohe, 1988; Michiels ve ark., 1994; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999).

GSH-Px

HyOr + 2GSH — GSSG + HoO o (D
GSH-Px

ROOH + 2GSH —— GSSG + ROH + HyO oo, )

Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) da selenyum atomu igerir ve monomerik yapidadir.
Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana bagli antioksidan olan vitamin E’nin yetersiz
oldugu durumlarda PLGSH-Px membranin peroksidasyonuna karsi korunmasini saglar
(Necheles ve ark., 1968; Gonzales ve ark., 1984; Mannervik, 1985; Takahashi ve Cohen,
1986; Halliwell, 1990; Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

PLGSH-Px

Hy05 + 2GSH ——————  GSSG + HoO oo (I1T)
PLGSH-Px

ROOH + 2GSH > GSSG + ROH + HyO ..ooeeeeereceee. 1v)
PLGSH-Px

PLOOH + 2GSH ———> GSSG + PLOH + HyO ....c..oeevneenn, V)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazi
(GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a dontistir.

GSSG-R
GSSG + NADPH + H. —" 2GSH + NADP' ....ccccoovee..., (VI)

GSH-Px’1n, hiicredeki dagilimi, GSSG-R’a bagimlidir. Her iki enzim de sitozolde en
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (Yanbeyi, 1999).

1.5.1.4. Glutatyon S-Transferaz

“Selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak adlandirilir. Membran LPO’nu yalnizca
fosfolipaz A2'nin varhginda inhibe eder. Oncelikle arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak {iizere lipid peroksitlerine kars1 Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi
aktivite gostererek antioksidan etki gosterir (Mannervik, 1985; Akkus, 1995; Firat, 1997;
Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).
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GST
ROOH + 2GSH — 3 GSSG + ROH + HoO vveoooeveeeieeenei (I)

1.5.1.5. Glutatyon Rediiktaz

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), GSSG-R’in katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir.
Reaksiyonun gergeklesmesi i¢in NADPH’a ihtiya¢ vardir (Rice-Evans ve ark., 1991;
Akkus, 1995; Dikici, 1999).

GSSG-R
GSSG + NADPH + H —————— 2GSH + NADP' .......ccccoiviiinl. (D)

1.5.1.6. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.

40,7 + 4H 4+ de 5 DHiO oo, (D

Bu reaksiyon, fizyolojik sarlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji tiretimi saglanir
(Frei, 1994; Halliwell, 1994; Akkus, 1995; Smirnoff ve Palanca, 1995; Bast ve ark., 1997,
Yanbeyi, 1999; Dikici, 1999).

1.5.2. Nonenzimatik Antioksidanlar
Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin iceren bir tripeptit olup,
aktif bir siilfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiyiik boliimii karacigerde
genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan iki asamada sentezlenebilen bir tripeptittir (Beutler ve
Duron, 1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Champe, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

v -glutamil sistein sentetaz
L-glutamat + L-sistein +ATP ~ ——— » y-glutamil sistein + ADP + Pi ...... (I)

Glutatyon sentetaz
y-glutamil sistein + Glisin + ATP » GSH + ADP + Pi........... (II)

Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (Beutler ve Duron,
1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

En O6nemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH) indirgenmesi ile
rediikte formlarin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢ok
enzim digiik hizda fakat okside olarak ya da O,’nin direkt etkisiyle hizla aktivitelerini
yitirirler. Iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplarmi tekrar indirgeyerek bunlarin
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aktivasyonunu  saglar. Ozellikle H,O,’nin  elimine edilmesinde de GSH’m
oksitlenebilirliginden faydanilir (Calberg ve Mannervik, 1985; Akkus, 1995; Yanbeyi,
1999).

GSH + Prot S-S-Prot > GSS-Prot + Prot-SH ...............ceeen.. (I10)
GSSG + Prot-SH > GSS-Prot + GSH ... (Iv)
[ Coo
CHlisin (Gly) cl:Hz

|
1*|IH
- O=C|:

Sistein (Cys) «  H—C —CH,—SH

I3 Iutamm at (G1u) = CHa

|
H—CHNH5"
|
L Ccoor

Sekil 1.3. Glutatyonun yapisi (Champe, 1997)

Vitamin E (a-Tokoferol)

1925 yilinda Evans ve Bishop isimli arastirmacilar bazi lipidlerin eksikligine baglh
olarak iireme yetersizligi oldugunu kesfetmisler ve bu eksik olan maddeye de D
vitamininden sonra alfabetik siraya gore E vitamini admi vermislerdir (Evans, 1922;
Cakir, 1997).

1936 yilinda ise Evans tarafindan bugday tohum yagindan ekstrakte edildikten sonra
tokoferol olarak tanimlanmistir (Bjorneboe, 1990; Cakir, 1997).

Laboratuar denemelerinde E vitamini ile beslenmeyen fareler diinyaya canli yavru
getiremediklerinden dolay1 tocopherol kelimesi tocos:¢ocuk, phero:dogurtan, ol:alkol
(molekiiliin alkol yapisint belirtmek ig¢in) sozciiklerinden tiiretilmistir (Machlin, 1991;
Cakir; 1997).

E vitamini “Tokoferoller” ve “Tokotrienoller” olarak iki ana grupta toplanabilen, 6
kromonal tiirevleri olan 8 dogal bilesigi icerir. Bu bilesikler molekiiliin kromonal
halkasindaki metil gruplarinin say1 ve pozisyonuna gore a, B, y ve & tokoferoller olarak
adlandirilir (Fritsma ve ark., 1983; Yanbeyi, 1999).

Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin kimyasal
olarak aktif kismin1 olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir. a —Tokoferol
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dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E konsantrasyonlari,
mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre fraksiyonlarinda bulunur. E
vitaminini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini
ve diger radikal orneklerini indirger (Rice—Evans ve ark., 1991; Akkus, 1995; Tanakol,
1998; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999).

E vitamini dokularda en 6nemli zincir kirici antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna
kars1 ilk siradaki korunma mekanizmasidir (Horwitt, 1986; Schmidtmann, 1990; Ames ve
ark., 1993; Akkus, 1995; Cakir, 1997; Yanbeyi, 1999).

Sogukta preslenmis bitkisel yaglar, kuru fasulye, soya fasulyesi, aycicegi ¢ekirdegi,
badem, yerfistig1, ceviz, findik, misir yagi, kabuklu yemis, kepekli tahillarda ¢ok fazla
miktarda ve degisik oranlarda bulunur (Burton ve ark., 1983; Cakir, 1997).

E vitamini 6zellikle yagl bitkilerde bulundugundan, temel gorevi bitkilerdeki yaglar
oksidatif hasarlardan (yaglarin bozulmasi) korumaktir (Cakir, 1997).

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere kars1 birbirlerine tamamlayici
etki gosterirler. Enzim, tesekkiil etmis olan peroksitleri ortadan kaldirirken E vitamini
peroksitlerin sentezini engeller (Fritsma ve ark., 1983; Halliwell, 1987; Firat, 1997;
Yanbeyi, 1999).

Selliller ve subselliler membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag
asitlerinin peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattin1 olusturdugu ve bu nedenle bu
bolgelerde yogunlastigi diisiiniilmektedir (Yanbeyi, 1999). Vitamin E eksikligine bagl
hiicresel hasarlara, lipid peroksidasyonunun yol actig1 kabul edilmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1984; Riemersma ve ark., 1991; Yanbeyi, 1999).

E vitamininin emilimi bireyin emilim diizeyi ile dogrudan ilgilidir. E vitamini
besinlerden lipidlerle birlikte ince barsaklardan safra asitlerinin yardimiyla emilir. Daha
sonra lipoprotein ve silomikronlara baglanarak lenf sivistyla plazmaya taginir. Boylece tiim
organizmaya dagilir (Bieri ve ark., 1983; Bjorneboe ve ark., 1990; Cakir, 1997).

Vitamin C

C vitamini (askorbik asit) bir ketolaktondur. L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik
asit gibi iki aktif formu olan askorbik asit iyi bir rediiktan maddedir. Rediikleyici bir ajan
ve radikal siipiiriicii olarak askorbik asit, reaktif oksijen tiirlerine karst koruyucu etki
saglar. Bununla birlikte, askorbik asit; serbest radikal kaynag: gibi hareket edebilen cesitli
islevli bir bilesimdir (Yanbeyi, 1999).

Karotenler

Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada 6nemli gorevleri olan
pigmentlerdir (Bast ve ark., 1991; Yanbeyi, 1999). A vitamininin metabolik 6n maddesi
olan B-karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi
radikalleri ile direkt olarak etkileserek antioksidan vazife gordiigi tesbit edilmistir (Akkus,
1995; Frei, 1994; Firat, 1997; Di Mascio ve ark., 1991; Yanbeyi, 1999).
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Flavonoidler

Lipidlerde ¢oziinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler bitkilerdeki kirmizi,
mavi ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baslica besinsel kaynaklari elma,
portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi sebzelerdir. Sarap, {iziim suyu ve
cay gibi bitkisel kaynakli iceceklerde de bulunurlar (Dikici, 1999).

Flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir.
Fenolik antioksidan, lipid radikallere hizla H vermesi seklinde lipid oksidasyonu ile
etkilesir. Gérevi ROO" ve RO radikalini parcalamak ve bdylece LPO zincir reaksiyonunu
sonlandirmaktadir. Ayrica bakir iyonlartyla kompleks olusturabilirler; bu durum
antioksidan etkilerine baglanabilir (Feredioon ve ark., 1992; Avei, 2001).

Urat

Stiperoksit, hidroksil, peroksi radikallerini ve singlet oksijeni temizler. Demir ve
bakir iyonlarin1 baglayarak etkisizlestirir fakat lipid radikalleri lizerine etkisi yoktur. C
vitamini oksidasyonunu da engeller (Akkus, 1995; Dikici, 1999).
Bilirubin

Hem proteinlerinin yikim {iriinii olan bilirubin ayn1 zamanda ¢ok efektif bir lipid
antioksidandir. Bilirubinin mikromolar konsantrasyonlarda dahi peroksil radikalini
yakaladig1 ve zincir kiran antioksidan olarak davrandigi gosterilmistir (Gutteridge, 1995;
Krinsky, 1988; Firat, 1997).
Albiimin

Plazmanin zincir kirict antioksidan aktivitesine yol a¢an plazma siilfidril gruplarinin
major komponentidir. Plazmada hipoklor6z asitin gii¢lii bir temizleyicisidir (Halliwell ve
Gutteridge, 1990; Avci, 2001).
Seruloplazmin

Hem doku homojenatlari, hem de basit lipid emilsiyonlarinda giiglii bir serbest
radikal inhibitoriidiir (Winyard ve ark., 1984; Yanbeyi, 1999). Demirin transferrine
baglanmasini kolaylastirir ve ekstraselliiler SOD gibi davranir. Ayrica ferrik demiri ferro
demire yiikseltgeyerek fenton reaksiyonunu onler (Akkus, 1995; Dikici, 1999).

Transferrin

Dolasimdaki serbest demiri baglar (Akkus, 1995; Rice-Evans ve ark., 1991; Dikici,
1999).

Melatonin

En zararli radikal olan hidroksil radikalini ortadan kaldiran, giinlimiize kadar bilinen
en gliclii antioksidandir. Lipofilik 6zellige sahiptir. Boylece hiicrenin biitiin organellerine
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ve hiicre c¢ekirdegine ulasilabildigi gibi kan-beyin bariyerini de kolayca gecer. DNA
hasarim1 da cok etkili bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Yas artimi ile birlikte
melatonin iiretimi de azalmaktadir. Bu durumun yaglanma ve yaslanmaya bagh
hastaliklarin patogenezinde onemli olabilecegi diisiiniilmiistiir (Akkus, 1995; Dikici,
1999).

Sistein
Stiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir (Akkus, 1995; Dikici, 1999).
1.6. Aspirin

_ Aspirinin kokeni ashinda dogadan gelmektedir. Biitiin doktorlarin atasi Hipokrat
(M.O. 460-377), sogiit (Salix sp.) kabuklarindan elde edilen bir 6zsuyun agr1 yatistirict
etkisinden sozeder ( Cakir; 1997).

Ulkemizde ve diinyada “aspirin” adi ile bilinen asetil salisilik asit ve tiirevleri
tedavide oldukga sik kullanilmaktadir. Aspirinin kontrollii bir tedavi programi igerisinde
diisiik dozlarda kullanildiginda kalp krizi ve beyin trombozunu Onleyebildigi, yiiksek
dozlarda kullanildiginda ise (glinde 4-8 g) romatizmal ates, damla hastaligi ve eklem
iltihab1 gibi eklemlerde sisme yapan hastaliklar1 azalttigi rapor edilmistir (Weissmann,
1991; Sahin, 1994; Yanbeyi, 1999).

Bobrek fizyologlari, salisilatlarin diisiik dozlarinin bobrekler tarafindan iirik asit
salmmmin1 bloke ettigini, boylelikle kanda {irik asitin yiikseldigini, yliksek dozdaki
salisilatlarin bobreklerden {irik asit atilimimi hizlandirdigini, bdylece kanda iirik asit
seviyesinin diistiiglinii buldular. Salisilatlarin hem akut hem de kronik gut hastaliginda
yararli olabilecegi one siirlilmektedir. Farmokologlar salisilik asitin dokular iizerindeki
acity1 azalttigini ve duyarl sinirleri birlestirerek beyin iizerinde morfine benzer etkiler
yaptigini gostermislerdir. Fakat fizyologlar salisilik asitin ¢evreye etki etmeden dogrudan
dogruya hipotalamusun ates merkezinde calisarak atesi diiglirdiiglinii savunmuslardir
(Pederson ve FitzGerald, 1984; Sahin, 1994; Kilicoglu, 1996).

Aspirinin etki mekanizmasini agiklamada ilk tatminkar agiklama 1971°de John Vane
ve arkadaglart tarafindan yapilmistir. Vane, doku hasarlarinin birgok formunun
prostoglandinlerin salinimi ile ortaya ¢iktigini ifade etmistir. Prostaglandinler hormonlar
gibi hiicrelerde depolanmazlar. Ancak hiicreler hasar gordiiglinde veya diger hormonlar
tarafindan  uyarildiklarinda  salmirlar.  Kimyasal ve  biyolojik  arastirmalarda
prostaglandinlerin (E; ve E;) kizariklik ve ates de dahil olmak iizere, inflamasyonun
degisik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olduklar belirtilmistir (Vane, 1971; Sahin,
1994; Yanbeyi, 1999).

Yapilan ¢alismalarda aspirin verilen farelerde kandaki askorbik asit miktarnin arttigt
goriilmekte ve bu etkinin hiicre membrandaki gecirgenlikten kaynaklandigi ileri

stiriilmektedir (Sahin, 1994; Kiligoglu, 1996).

Ayrica aspirin erkek farelere intraperitoneal enjeksiyonla verildiginde; karaciger
mikrozomlarinda cyt P450, cyt b5 diizeylerinde % 45 ile % 23 oraninda azalmaya neden
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oldugu belirlenmistir (Jagota, 1989; Nietsch, 1989; Sahin, 1994; Kiligoglu, 1996; Yanbeyi,
1999).

Arastirmacilar aspirinin prostoglandin sentezlenmesini engelleyebildigi bulusundan
yola c¢ikarak aspirin ve benzeri bilesiklerin antiinflamatuar etkisinin sadece prostoglandin
inhibisyonundan kaynaklanmayip, ayn1 zamanda hiicre membranindaki etkileri bozma
yeteneginden de kaynaklandigini gostermislerdir. Laboratuvar ¢aligmalar1 aspirin benzeri
ilaglarin, akut inflamasyonunun ilk devresini baslatan hiicrelerin aktivasyonunu nasil
onledigini gostermistir (Nietsch, 1989; Weissmann, 1991; Cai ve ark., 1994; Sahin, 1994;
Yanbeyi, 1999).

Aspirinle ilgili bilesiklerin prostoglandin E, ve Fy,’nin sentezinin engellenmesini
gostermek i¢in radyoaktif igaretli element olarak arasidonik asit kullanilmis, istege bagl
olarak indomethacin ve aspirin verilen kisilerden alinan trombositlerin pihtilagsma faktorii
trombine kars1 prostoglandin yapamadiklar1 gézlenmistir. Bu sonuglara gdre aspirin ve
benzeri ilaglarin prostoglandin sentezini bloke ettigi sdylenmektedir. Prostoglandinlerin
nasil ve ne zaman kizarikliklara, sismelere, aciya neden oldugunu tayin etmek igin;
prostoglandin H sentetaz olarak bilinen ve arasidonik asitin prostoglandinlere doniisiimiinii
saglayan enzimin, aspirin tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (Vane, 1971; Nietsch,
1989; Weissmann, 1991; Sahin, 1994; Yanbeyi, 1999).

1.7. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), insulin salgilanmasi ya da insulinin etkisindeki tam veya
kismi yetersizlikle iliskili olarak ortaya g¢ikan kronik hiperglisemi; karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasindaki bozukluklar ve bu bozukluklar: takiben ileri dénemde ortaya
cikan cesitli komplikasyonlarla (anjiopati, kardiyomiyopati, norapati, nefropati ve
retinopati gibi) karakterize bir sendromdur (Avci, 2001).

Bu hastalik ¢ok eski yillardan beri bilinmesine ragmen, idrarda sekerin bulundugu
ancak 18. yy’da Dopson tarafindan saptanmis ve bu hastaligin pankreasla olan iliskisi 1889
yilinda Mering ve Minkowski’nin pankreatektomi yapilmis kdpeklerde diyabet olustugunu
gozlemlemeleri ile anlagilmistir. 1921 yilinda Banthing ve Best’in, insulini pankreastan
ekstre etmeleri sonucunda da bu iligkinin sekli kesin olarak ortaya ¢ikmistir (Avci, 2001).

1.7.1. Diabetes Mellitusun Tipleri ve Klinik Ozellikleri:

DM’un biitiin tipleri ya dolasimdaki insulin konsantrasyonlarimin azalmasindan
(insulin yetersizligi) ya da hedef dokularin insuline yanit verebilirliginin azalmasindan
(insulin rezistansi) kaynaklanmaktadir. Diinyada en c¢ok kabul gdren diabetes mellitus
siniflamasi Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 6nerilen ve DM u 3 ana baslik altinda
toplayan siniflamadir. Bu siniflamaya gore:

I. Bu ilk grup 4 alt basliktan olugmaktadir.

a. Tip-1 Diabetes Mellitus: insulin Bagimli Tip (IDDM)

b. Tip-2 Diabetes Mellitus: insulin Bagimsiz Tip (NIDDM)
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c. Malnutrisyonla iligkili DM

d. Bazi kosullar ve sendromlarla beraber olan DM

II. Bozulmus glukoz toleransi ile beraber olan Tip

III. Gebelik diabeti (Gestasyonel diabet) (Shuman, 1988; Huysal, 1999).
1.7.1.1. Tip-1 Diabet Mellitus

Insuline bagimli (IDDM) veya gen¢ tipi (juvenile onset) diabet olarak
anlatilmaktadir. Bu tip diabet total veya kismi insulin yetmezligi olarak da
tanimlanmaktadir. Polidipsi, polilire, zayiflama ve ketoasidoz gibi klasik diabet
semptomlart gosterir. Hiperglisemi ve ketoasidoz olusumunu engellemek ig¢in insulin
tedavisine gereksinim gosteren diabet tipidir. Bu tipte pankreasin insulin salgilayan f3
hiicrelerinin virlitik enfeksiyonlar veya otoimmiinitedeki degisimlerden dolayr tahrip
oldugu gosterilmistir (Huysal, 1999; Avci, 2001).

1.7.1.2. Tip-2 Diabetes Mellitus

Insuline bagimli olmayan (NIDDM) veya eriskin tipi (Maturity onset) diabet olarak
anlatilmaktadir. Bu tip diabetin obesite ve kalitimla iligkili oldugu bilinmektedir. Bu
hastaliklarin baslica karakteristikleri; insulinin sentez, salgi ve depolanmasinda bir
bozukluk olmadig: halde periferik dokularda insuline kars1 rezistans s6z konusudur. Insulin
rezistansi; hedef hiicrelerde insulin reseptér sayisinin azalmasi veya hiicre iginde
postreseptdr diizeyde insulin etkinliginin azalmasi ile direng gelismesi ile tanimlanabilir
(Avci, 2001).

1.7.1.3. insulin Rezistansi

Sisman nondiabetik hastalar ve NIDDM'’li hastalar insulin etkisine rezistansi
diistindiiren, dolasimdaki normal insulin diizeylerine azalmis biyolojik cevabi
gostermektedirler. Rezistanst olusturan iki mekanizma, reseptdér down regulasyonundan
dolay1 reseptor sayisindaki azalma ve heniiz acik¢a anlagilamamis olan reseptor sonrasi
anomalilardir. Insulin rezistansina sahip bircok insanda hastalik gelismemesi B hiicre
disfonksiyonunun diabet gelisiminde kritik bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir
(Shuman, 1988; Burtis ve Ashwood, 1998; Huysal, 1999).

1.7.1.4. Yetersiz Insulin Sekresyonu

Yetersiz insulin sekresyonu NIDDM gelismesinde onemlidir. Ciinkii saglhikli 3
hiicreleri insulin rezistansini kompanse edebilirler. Major defekt glukoza bagl insulin
salimmminin kaybi ve arjinine bagl insulin salinma fonksiyonundaki kayiptir.  hiicre
defektinin primer veya insulin rezistansina sekonder olup olmadigi bilinmemektedir
(Huysal, 1999).
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Sigsman eriskinlerde; insulin rezistansi, aclik ve postprandial (yemek sonrasi) insulin
konsantrasyonlarinda artma ve insulin reseptorlerinin sayisinda azalma siklikla
goriilmektedir. Insulin reseptdr sayisindaki azalmanmn, reseptorlerde down regiilasyon
olusturan insulin seviye artis1 nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Kilo kayb1 ve egzersiz bu
anormalliklerin hepsini tersine ¢evirebilmektedir (Huysal, 1999).

Bu hastalikta genetik faktorler de giiglii bir role sahiptir. Monozigotik ikizlerden
birinde diabet goriildiigii taktirde % 90 oraninda diger kardeste de diabete rastlanmaktir.
Bununla beraber NIDDM’nin HLA ile zayif bir iligkisinin oldugu tesbit edilmistir.
NIDDM’nin  patogenezi tam olarak bilinmemektedir. Etyolojisi muhtemelen
multifaktoriyel gibi goziikmektedir ve tek bir nedenin gdsterilmesi zordur (Shuman, 1988;
Burtis ve Ashwood, 1998; Huysal, 1999).

1.7.1.5. Malnutrisyonla iliskili Diabetes Mellitus

Bu klinik alt grup tropikal ve gelismekte olan iilkelerde geng eriskinler arasinda
goriiliir. Farkl klinik 6zellikleri, seyri ve belli bolgelerde ¢ok fazla sayida vakalarin olmasi
siniflandirmada diabete ayr1 bir sinifin girmesine yol agti.

Klinik ¢aligmalar bu alt grup icin en az 2 alt sinifi 6ne stirmektedir:
A. Fibrocalculous pankreatik diabet

B. Protein yetersiz pankreatik diabet (Shuman, 1988; Burtis ve Ashwood, 1998;
Huysal, 1999).

1.7.1.6. Bozulmus Glukoz Toleransi

Bozulmus toleransh kisilerin plazma glukoz konsantrasyonlari normal degerler ile
diabet icin tam1 koydurucu olan degerler arasinda seyreder. Bu gibi bireylerin plazma
glukoz konsantrasyonlar1 belli bir zaman periyodundan sonra agikar diabete dogru ilerler.
Ancak biiyiik bir kisminda aymi kalir. Bazilarinda ise glukoz konsantrasyonlar1 normale
doner (Huysal, 1999).

Bozulmus gukoz toleransi sadece oral glukoz tolerans testi (OGTT) ile belirlenir.
Bozulmus glukoz toleransi, OGTT’ de 2. saatteki plazma glukoz konsantrasyonunun 126-
200 mg/dL (7-11,1 mmol/L) arasinda olmasiyla belirlenir (Shuman, 1988; Burtis ve
Ashwood, 1998; Huysal, 1999).

1.7.1.7. Gestasyonel Diabet

Gestasyonel diabet, hamilelerin yaklasitk % 2’sinde olur. Eger bu durum
belirlenmezse perinatal morbidite ve mortalite riski artar. Daha 6nemlisi bu gibi hastalarin
sonraki yillarda diabetin gelisimi i¢in artmis riske sahip olduklar1 bilinmektedir.
Gestasyonel diabetli kisilerin dogumdan sonra glukoz diizeyleri genellikle normale doner
veya bozulmus glukoz toleransina sahip olurlar, ya da diabet olusur (Shuman, 1988; Burtis
ve Ashwood, 1998; Huysal, 1999).
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1.7.2. Diabet Olusumuna Etki Eden Faktorler

a. Genetik sendromlar (Tip A ve Tip B insulin diren¢ sendromlari, glikojen depo
hastalig1, wolfram sendromu, down, klinefelter ve turner sendromlari).

b. Endokrin hastaliklar1 (Agromegali, cushing sendromu, glukagonoma, hipertiroidi,
hiperparatiroidi, pankreatik kolera sendromu, biiylime hormonu yetersizligi).

c. Pankreatik hastaliklar (Pankreatektomi, pankreatit, hemokromatozis).
d. llaglar, kimyasal ajanlar, toksinler (Tiyazid grubu diiiretikler, beta adrenerjik

reseptor blokerleri, glukokortikosteroidler, psikoaktif ajanlar, antineoplastik ajanlar,
katyonlar) (Basaraner, 1999).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Cakar (1997), karacigerde 200 mg/kg dozunda verilen aspirin ve 500 mg/kg dozunda
verilen vitamin E’nin etkileriyle serbest radikal olusumunun engellendigini bu nedenle
radikal stipiiriicii olarak tanimlanan SOD ve KAT enzimlerinin sentezlerinin uyarilmamasi
sonucu bu enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu belirtmis ve bu
konuda yeni ¢aligmalarin gerektigini bildirmistir.

Basaraner (1999), STZ ile diabet olusturulmus ratlarda deri, bobrek, lens, kalp ve
karaciger proteinlerinin nonenzimatik glikozilasyon ve bdobrek, lens, kalp ve karaciger
dokularinin LPO degerinin arttigini bildirmistir.

Huysal (1999), tip 2 diabetlilerde eritrosit GSSG-R, GSH-Px, SOD, KAT aktiviteleri,
hemoglobin glikozilasyonu ve LPO’nu incelemistir. Bu ¢aligma sonucunda da DM da
serbest radikal iiretiminin artti§1 ve antioksidan savunma mekanizmasinin bozuldugunu
bildirmistir.

Schmidt ve ark. (1999), yaptiklar1 bir ¢aligmada orta yasl yetiskinlerde orosomukoid
ve sialik asit gibi inflamasyon markirlart ile diabet arasinda bir iliski oldugunu ve bu
durumun muhtemelen tip 2 diabetin patogenezini yansittigini bildirmislerdir.

Shi ve ark. (1999), aspirinin OH' radikalini yok etmek suretiyle antioksidant
ozelliginin bulundugu ve bu 6zelligin aspirinin bazi fizyolojik ve farmokolojik etkileri ile
ilgili olabilecegini belirtmislerdir.

Jang Y.Y ve ark. (2000), STZ ile diabet olusturulmus ratlarda MDA ve GSH-Px
seviyelerinin karaciger, bobrek ve mitokondrilerinde arttigin1 bildirmislerdir.

Zhang XF ve ark. (2000), diabetik ratlarin bobreklerinde MDA seviyelerinin arttigi
bildirmislerdir.

Avci (2001), diabet olusturulmus ratlarin bobreklerinde SOD ve KAT aktivitelerinin
diisiik, MDA ve GSH-Px aktivitesinin ise yiiksek oldugunu belirtmistir.

Hundal ve ark. (2002), tip 2 diabetik hastalarda (n=9) yiiksek doz (7g/giin) aspirin
tedavisi sonucunda aclik plazma glukozunun yaklasik olarak % 25, total kolesterol ve bir
inflamasyon markir1 olan C reaktif proteinin % 15 ve trigliseritin ise % 50 kadar diistiiglini
belirtmislerdir. Buna ilaveten aspirin tedavisinin hepatik glukoz yapimini % 20 kadar
azalttigini bildirmislerdir.

Du ve ark. (2003), aspirin, aminoguanidin ve vitamin E verilen diabetik ratlarda,
retinada, diabete (hiperglisemiye) bagli olarak goriilen siiperoksit iiretimindeki artisin
inhibe edildigini, bdyle bir uygulama sonucu, siiperoksit iiretiminin dnlenmesi suretiyle
diabetik retinopatinin gelismesinin 6nlendigini bildirmislerdir.

Duncan ve ark. (2003), diisiik dereceli inflamasyonun tip 2 diabet insidansini
gosterdigini bildirmislerdir.

31



ONCEKI CALISMALAR YASEMIN TEKKES

Grosser ve ark. (2003), insan endotelyal hiicre kiiltiirlerini aspirinle muamele ederek
yaptiklar1 bir calisma sonucunda inflamatuar sartlarda ve KVH’ta aspirinin hiicre
yaralanmasini-hasarini 6nledigini bildirmislerdir.

Sacco ve ark. (2003), diabetik hastalarda diisiik doz aspirin vererek aspirinin
kardivaskiiler hastalik (KVH) kanitlarinin 6nlenmesine etkisini arastirmislardir. Ancak,
aspirinin bu etkisinin diger KVH risk faktorli kisilere gore diabetik hastalarda daha diisiik
oldugunu goérmiisler ve bu konuda yeni ¢aligmalarin gerektigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Calismalar, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda
yetistirilip iiretilen albino tipi laboratuvar ratlari ile yapildi. Calismada ortalama agirliklari
20-30 gr olan disi ve erkek ratlar kullanildi. Deneyde kullanilan ratlar standart fare yemi ile
beslendi, su ise serbest olarak verildi. Bunlardan diabet olusturulacak ratlara bir gece ag
birakildiktan sonra intraperitoneal olarak 55 mg/kg streptozotosin (STZ) verildi. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra ratlarin kuyruklarindan alinan kanlarda glukoz diizeylerine
bakildi. Glukoz Ol¢imiinde “Accu-check (Roche)” cihazi ve test stripleri kullanildi.
Normal kan sekeri degeri 90-110 mg/dL olarak alindi. Kan sekerleri 250 mg/dL’ nin
tizerinde olanlar diabetik olarak kabul edildi. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra, yani
diabet olusumundan hemen sonra E vitamini ve aspirin tedavisine baslandi.

(Calismada kullanilan ratlar 4 gruba ayrildi:

Grup I: Kontrol Grubu (n=10; 5 erkek, 5 disi)
Grup II: STZ Diabet Grubu (n=10; 5 erkek, 5 disi)
Grup III: STZ Diabet + Aspirin Grubu (n=10; 5 erkek, 5 disi)

Grup IV: STZ Diabet + Vitamin E Grubu (n=10; 5 erkek, 5 disi)

Calismada E vitamini olarak dl-o tokoferol asetat (Evigen ampul) kullanildi. E
vitamini ratlara 500 mg/kg/glin seklinde intraperitoneal olarak 10 giin siireyle verildi.
Calismada % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisi igerisinde ¢Oziilen aspirin ise ratlara 200 mg/kg/giin
seklinde intraperitoneal olarak 10 giin siireyle verildi. Servikal diskolasyonla dldiiriilen
ratlardan kalp, karaciger, bobrek ve beyin dokular1 alinarak, derin dondurucuya birakildi.

Derin dondurucudan c¢ikarilan dokular buz ig¢indeki beherde ince ince dograndi.
Homojenizasyon islemi i¢in 5 mL fosfat tamponu (0.5 M, pH = 7.4) ile homojenizasyon
tiipline alinan dokular homojenizatoriin en yiiksek hiz durumunda (max. rpm) 30 sn stire ile
homojenize edildi. Tiim numuneler homojenize edildikten sonra homojenatlarda glutatyon
(GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri ¢alisildu.

Homojenizasyondan sonra dokular santrifiij tiiplerine bosaltildi. 3000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildikten sonra siipernatan ayrildi ve tekrar temiz numune tiiplerine konuldu.
Numunelerin siipernatan kisminda ise siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve total protein diizeyleri ¢aligildi.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

E vitamini (dl-a tokoferol asetat) (Sigma)

Aspirin (asetil salisilik asit) (Sigma)

Streptozotosin (Sigma)

Bakar (II) siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0) (Sigma)
Sodyum sitrat (Sigma)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Sigma)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma)
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Sodyum tungstat dihidrat (Na;,Wo4.2H,0) (Sigma)
Sodyum molibdat dihidrat (Na,M004.2H,0) (Sigma)
Fosforik Asit (H3PO4) (Sigma)

Hidroklorik Asit (HCI) (Sigma)

Lityum Siilfat (Li,SO4) (Sigma)

Brom (Sigma)

Glasiyel Metafosforik Asit (Sigma)

EDTA Naj; (Sigma)

Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma)
5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma)
Na,HPO4 (Sigma)

TCA (Sigma)

TBA (Sigma)

n-Biitanol (Sigma)

Ksantin (Sigma)

Nitro blue tetrazolium (NBT) (Sigma)

Albumin (Sigma)

Ksantin Oksidaz (Sigma)

(NH4)2S0O4 (Sigma)

CuCl; (Sigma)

GSH-Rediiktaz (Sigma)

GSH (Sigma)

NaNj; (Sigma)

NADPH (Sigma)

(NH4)2S04 (Sigma)

H,0, (Sigma)

KH,PO,4 (Sigma)

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Santrifiij (CN 180, Niivefuge)

Spektrofotometre (UV-160-A, Shimadzu)

Elektronik terazi (HR120, AND)

Vorteks (NM 110, Niivefuge)

Santrifiij (Niivefuge)

Derin dondurucu (Argelik)

Otomatik pipetler (5 mL, 1 mL, 100 pL, 20 pL)

Glukometre (Accu-check, Roche)

Homojenizator (Heidolp, 8-24000/dk devir)
3.1.3. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Total Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

- A Reaktifi: 0.5 g CuS0O4.5H,0 ve 1 g sodyum sitrat 100 mL bidestile suda ¢oziiliir.

- B Reaktifi: 20 g Na,CO3 ve 4 g NaOH 1L bidestile suda ¢oziiliir.

- C Reaktifi: 50 mL B ¢ozeltisine 1 mL A ¢ozeltisi ilave edilir (Taze hazirlanmalidir).

- D Reaktifi (Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi): 1500 mL’lik bir balona 100 g
Na,Wo4.2H,0, 25 g Na,M004.2H,0, 700 mL bidestile su, 50 mL % 85 H3PO4ve 100 mL
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HCI konulur. 10 saat geri sogutucu altinda yavasca 1sitilir. Soguduktan sonra iizerine 100 g
Li,SO4, 50 mL bidistile su ve 5 damla brom ilave edilir. 15 dk kaynatilarak bromun fazlasi
ucurulur. Bu kaynatma geri sogutucusuz olarak yapilir. Muhteviyat sogutulur ve 1L’lik
balona aktarilir. Distile su ile litreye tamamlanir. Koyu renkli sisede muhafaza edilir.
Uygun sartlarda reaktifin rengi saridir. Yesil renk, reaktifin bozuldugunu gosterir.
Kullanilacagr zaman 1 mL D reaktifinden alinip, iizerine 1 mL bidistile su ilave edilir

(1/1).
Not: Bu metot biiire metodunun gelistirilmis seklidir ve daha hassastir.
Glutatyon Tayininde Kullanilan Cozeltiler

- Coktiirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyel metafosforik asit, 0.2 g EDTA Na; ve 30 g NaCl
metal iyonlar1 igermeyen distile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlanir. Cozelti +4 °C’de 3
hafta dayaniklidir.

- % 1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi: 1 g sodyum sitrat destile suda ¢oziilerek 100 mL’ye
tamamlanir. Bu ¢dzelti belirtme reaktifi hazirlanirken kullanilir,

- Belirtme reaktifi: 40 mg 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) % 1°lik sodyum
sitrat ¢ozeltisinde ¢oziilerek, yine ayni ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlanir. Cozelti +4 °C’de
13 hafta dayaniklidir.

- Sekonder sodyum fosfat: 0.3 M Na,HPO, ¢6zeltisi hazirlanir. Bu ¢ozelti +4 °C’de
saklanir.

- Glutatyon standart ¢ozeltisi: Belli konsantrasyonlarda glutatyon standarti hazirlanir.

Lipid Peroksidasyonu Tayininde Kullanilan Cozeltiler

-1.22 M TCA (0.6 M HCI’deki)
- TBA ¢ozeltisi: 500 mg TBA, 6 mL 1M NaOH ve 69 mL bidistilesu ile ¢oziiliir.

Siiperoksit Dismutaz Tayininde Kullanilan Cozeltiler

- Calisma cozeltisi: Asagidaki maddeler (a,b,c,d,e) belirtilen molaritede hazirlanarak
karigtirtlir ve buzdolabinda +4 °C’de saklanur.
a. 0.3 mmol/L ksantin: 9.13 mg ksantin alinip, 200 ml bidistile suda ¢oziiliir.
Cozme iglemi birka¢g damla 1 M NaOH’l1 ortamda hafifce 1sitilarak yapilir.
b. 0.6 mmol/L EDTA Nay: 25 mg EDTA Na, alinip, 100 mL bidistile su ile
¢Ozilir.
c. 150 pmol/L NBT: 12.3 mg NBT alinip, 100 mL bidistile su ile ¢oziiliir.
d. 400 mmol/L Na,COs: 2.54 g Na,COj; alinip, 60 mL bidistile suda ¢oziiliir.
e. 1 g/L bovine serum albumin (BSA): 30 mg alinip, 30 mL bidistile suda
¢Ozilir.
- Ksantin oksidaz (167 U/L): 10 pL. ksantin oksidaz (U, spesifik aktivite) alinip, 1
mL buz gibi soguk 2 M (NH4),SOy ile karistirtlir. Enzim ¢ozeltileri deney esnasinda
hazirlanir.
-2 M (NHy4),SOy4 : 2.64 g (NH4),SO4 alinip, 10 mL bidistile suda ¢oziiliir. Buzlukta
saklanir.
- 0.8 mmol/L CuCl,: 10.8 mg CuCl, alinip, bir miktar bidistile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlanur.
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Glutatyon Peroksidaz Tayininde Kullanilan Cozeltiler

- GSH (150 mM): 50 mg GSH 1 mL tamponda ¢oziiliir.

- NaN3; (3 mM): 65 mg NaN; 1mL tamponda ¢oziiliir.

- NADPH (3 mM): 25 mg NADPH alinir, ImL tamponda ¢oziiliir.

- GSH-Rediiktaz: 3.2 M (NH4),SOy ile seyreltilerek kullanilir.

- HyO, (50 mM): 15 mL H,0, alinip, 5 mL tampona konulur.

- Tampon (pH 7, 50 mM fosfat tamponu):
A: Na,HPO4, 50 mM, 7.1 g/L B: KH,POy4, 50 mM, 6.8 g/L
600 mL A +400 mL B + 2.08 g Na,EDTA seklinde hazirlanir.

3.2. Metot
3.2.1. Total Protein Tayini
Prensib

Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusur. Bu kompleks D reaktifini rediikler
ve koyu mavi bir renk olusur. Burada rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonu
ile dogru orantilidir. D reaktifinin ilavesinde su 6nemli kaideye dikkat etmek gerekir. Bu
reaktif yalmz asit ortamda dayanikhidir. Tarif edilen bu rediikleme ise pH 10°da
ger¢ceklesmektedir. Bundan dolay1 D reaktifi alkali bakir-protein ¢ozeltisine hemen ilave
edilmeli ve derhal siddetle karistirllmalidir. Bu suretle D reaktifi pargalanmadan once
rediikleme olay1 gergeklesir (Lowry ve ark., 1951).

Metot
Cizelge 3.1. Total protein tayini i¢in iglem basamaklari
REAKTIFLER TUPLER
Kor Numune Standart
Numune (pL) - 10 -
Su (uL) 500 490 490
Standart (uL) - - 10
C Reaktifi (mL) 2.5 2.5 2.5
Karistirilir, 10 dk beklenir.
D Reaktifi (mL) 0.25 0.25 0.25

Tiiplerin agz1 parafinle kapatilarak 25 °C’de 20-30 dk beklenir ve 700 nm’de
numunenin absorbansi kére kars1 okunur.

Hesaplamada, numune ve standartin absorbansindan koriin absorbansi ¢ikarilarak net
absorbanslar bulunur. Standartin konsantrasyonundan yararlanilarak numunelerin total

protein degerleri hesaplanir.

3.2.2. Glutatyon Tayini
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Prensib

Dokuda glutatyon tayini i¢cin DTNB (5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit) metodu
kullanilir. Metotta Elman ayiraci ile siilfidril gruplarinin reaksiyonu sonucu olusan sari

renkli lirtin, spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Beutler, 1975).

Metot

Bir deney tiipiine 0.5 mL doku homojenizati kullanilir. Uzerine 0.75 mL ¢dktiirme
cozeltisinden ilave edilip, iyice karistirildiktan sonra 5 dk santrifiij edilir. Siipernatan

ayrilir, ¢okelti atilir.

Bu islemler tamamlandiktan sonra; numune, standart ve kor tiipleri asagidaki gibi

hazirlanir.

Cizelge 3.2. Glutatyon tayini i¢in iglem basamaklari

] TUPLER
REAKTIFLER

Numune Standart Kor
Siipernatan (mL) 0.5 _ _
Destile su (mL) _ _ 0.5
Caligma standart ¢ozeltisi (mL) _ 0.5 _
Sekonder sodyum fosfat (mL) 2 2 2
Belirtme reaktifi (DTNB) (mL) 0.250 0.250 0.250

Tiipler vortekste iyice karistirildiktan sonra oda 1sisinda 5 dk bekletilir. Kore karsi
412 nm’de absorbanslar okunarak kaydedilir.

Hesaplamada, numune ve standartin absorbansindan koriin absorbansi ¢ikarilarak net
absorbanslar bulunur. Standart konsantrasyonu ve glutatyonun molekiil agirligindan
yararlanilarak nmol/g doku cinsinden numunelerdeki glutatyon konsantrasyonlar
hesaplanir.

3.2.3. Lipid Peroksidayonu Tayini

Prensib

Baglica MDA gibi LPO iiriinleri ile TBA arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembe
kirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Yagi, 1984).

Metot
Numune, standart ve kor tiipleri asagidaki gibi hazirlanir.

Cizelge 3.3. Lipid peroksidasyonu tayini i¢in islem basamaklari
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] TUPLER
REAKTIFLER
Numune Kor
Doku Homojenizatt (mL) 0.5 _
TCA (mL) 2.5 2.5

Tiipler vortekste karigtirilip, 15 dk beklenir.

Bidestile su (mL) 0.5

TBA (mL) 0.75 0.75

Numune, standart ve kor tiipleri yukaridaki gibi hazirlandiktan sonra vortekste iyice
karistirilir. 30 dakika kaynar su banyosunda agizlarina bilye kapatilarak bekletilir. Daha
sonra sogutulup tlizerine 2 mL n-biitanol eklenip karistirilir ve 10 dk santrifiij edilir. 532
nm’de absorbans kore kars1 okunur.

Hesaplamada, korlin absorbanst numunenin absorbansindan ¢ikartilarak net
absorbanslar bulunur. MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki molar ekstinksiyon katsayisi
olan 1.56x10° M cm™’den faydamlarak ve diliisyon faktorii de dikkate alarak nmol/g
doku cinsinden MDA konsantrasyonlar1 hesaplanir.

3.2.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini
Prensib

Bu metodda siiperoksit dismutaz aktivitesi, ksantin-ksantinoksidaz sistemi ile tiretilen
stiperoksitin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi esasina dayanir. Olusan siiperoksit
radikalleri NBT’u indirgeyerek renkli formazanmi olusturur. Bu kompleks 560 nm’de
maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgenme meydana gelip,
mavi bir renk olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise indirgenme olay1 olmayip mavi-
mor renk meydana gelmemekte veya enzimin miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk
olugmaktadir (Sun ve ark., 1988).

Metot
Cizelge 3.4. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin tayini i¢in islem basamaklari
REAKTIFLER TUPLER
Kor Numune
Calisma Cozeltisi (mL) 2.85 2.85
Siipernatan (mL) - 0.1
Bidistile su (mL) 0.1 -
Ksantin oksidaz (mL) 0.05 0,05
25 9Csicaklikta 20 dk inkubasyon
CuCl, (mL) 1.0 1.0

Numune ve kor 560 nm dalga boyunda suya kars1 okunur.
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Hesaplama:
% inhibisyon=[ Absorbans(kor)- Absorbans(numune)]/Absorbans(kor)x100 ........ 1))
Aktivite (U/mL) = % inhibisyon / (50 X 0.1) ....oooiiiiii e (I1)
Spesifik aktivite (U/ mg protein) = (U/mL) / (mg/mL protein) ....................... (I1T)

Unite tarifi: Bir SOD iinitesi, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim
aktivitesidir.

3.2.5. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini
Prensib

Deney, ortamda bulunan GSH-Px enziminin kataliziyle H,O,’nin H,O ve singlet
oksijene ¢evrilmesi ve bunun da rediikkte GSH’1 okside GSH’a (GSSG) cevirmesi
prensibine dayanmaktadir. GSSG’nin olusum hizi deney ortamindaki NADPH’in
NADP’ye ¢evrilmesi nedeni ile optik dansitede meydana gelen azalmanin 340 nm’de
takibiyle hesaplanir (Paglia ve Valentine, 1967).

NADPH— NADP
2GSH + H)0, — y H0+GSSG — 2GSH .....ccovvvv.. )

Enzim tinitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol miktaridir.

Metot
Cizelge 3.5. Glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini i¢in islem basamaklari
REAKTIFLER TOPLER
Numune Kor
Fosfat tamponu (mL) 2.65 2.65
Rediikte GSH (mL) 0.1 0.1
NADPH (mL) 0.1 0.1
GSH-Rediiktaz (mL) 0.1 0.1
NaN; (mL) 0.01 0.01
Numune (siipernatan) (mL) 0.02 0.02
Karistirilip 25 °C sicaklikta 30 dk inkiibe edilir.
H,0, (mL) 0.1 0.1

5 dk boyunca 340 nm’de meydana gelen optik dansite azalmasi takip edilerek,
kaydedilir.

Hesaplama:
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NADPH (epsilon)= 6.22x10°M™'=6.22 mM™" ... ..o (11

AOD /dk = (AOD /dK)numune = (AOD /dK)ksr  «evveveneneeniiieeiieieieeeee e, (111)

umol/dk/L = U/L = [(AOD /dk) / 6.221x(10° pmol/L)x(Diliisyon Faktori) ...... (Iv)

U/L=A0D /dk x 24.75X10% ..ooiiiie e (V)

Spesifik aktivite (U/mg protein) = (U/L) / (mg/L protein) .........ccccocevveeneann... (VD
3.3. Istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgular istatistiki olarak degerlendirilerek, aritmetik ortalamalar1 (X) ve
standart sapmalar1 (SD) bulundu. Gruplar arasindaki farkin 6nemli olup olmadigini tesbit
etmek i¢in ANOVA (tek yonlii varyans analizi; one-way ANOVA) testi ve ikili gruplarin
kendi aralarinda karsilastirilmasi i¢in de POST HOC testlerden TUKEY HSD testi yapildi.

Anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 kabul edildi. Bu istatistiki islemler SPSS paket programu ile
gergeklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada STZ ile diabet olusturulmus ratlarda aspirin ve vitamin E’nin karaciger,
kalp, beyin ve bobrek dokularinda antioksidan sisteme etkisi arastirilmis ve elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri

tablolarda ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak X+SD seklinde verilmistir.

4.1. Karaciger, Kalp, Beyin ve Bobrek Dokularindaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px

Degerleri ve Istatistiksel Sonuclar

Calismamizda karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokularinda elde edilen MDA, GSH,
SOD ve GSH-Px degerleri Cizelge 4.1’de ve bu parametrelerin gruplar arasindaki
istatistiksel karsilagtirilmasina iligkin sonuglar da Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokularindaki MDA, GSH, SOD ve GSH-
Px degerleri

Grup Adi MDA GSH SOD GSH-Px
(nmol/gr doku) | (nmol/gr doku) | (U/mg protein) | (U/mg protein)

e |Orupl 42.55£15.12 | 2659.26+649.61 | 0.025+0.003 | 0.002+0.0002

’EDJ (Kontrol)

D | Grup I

@]

2 | (STZ Diabeo 107.84+45.66 | 22426+147.66 | 0.237+0.174 | 0.013£0.002
Grup 11

< (STZ Diabet--Aspirin) 73.89+33.03 | 158.46£31.56 | 0.179+0.016 | 0.003=0.0005
Grup IV
(STZ Diabet+Vitamin E) 55.11£25.71 | 100.82+27.42 | 0.152£0.041 | 0.011£0.0007
Grup I 55.27+17.83 |2096.361+194.45 | 0.145+0.074 | 0.010£0.003
(Kontrol)

Grup I1 575.924175.80 | 266.0824237.84 | 0342£0226 | 0.032+0.025

5 | (STZ Diabet) : : : : : : : :

S [Grup 462.17+149.55 | 654.6514239.49 | 1.096£0.379 | 0.070£0.016
(STZ Diabet+Aspirin) ) ' ) ' ' ) ) )
Grup IV 336.02492.83 | 618.472494.16 | 0.510£0.223 | 0.057+0.013
(STZ Diabet+Vitamin E) : : : : : : : :
Grup I 260.92498.78 | 960.47+184.54 | 0.978+0.562 | 0.032+0.016
(Kontrol)

2 |Grupll 299.71486.01 | 275.50+342.77 | 0.292+0.106 | 0.028+0.016

£ | (STZ Diabet) : : : : : : : :

& | Grup Il 461.42+175.66 | 447.23+150.54 | 0477+0219 | 0.044+0.019
(STZ Diabet+Aspirin) ) ' ’ ) ' ) ) )
Grup IV
(ST2 DiabetVitamin By | 376478073 | 321.60£97.76 | 0326+0.146 | 0.032:0.015
Grup [ 159.324126.91 | 1822.074608.56 | 0.279+0.175 | 0.009:£0.003
(Kontrol)

» | Grup II

5 | (ST Diabet) 240.44+7525 | 184.82£90.75 | 0.297+0.234 | 0.014+0.009

S |GrupIn 480.17495.12 | 599.32+148.52 | 1.02141.224 | 0.056£0.019

@ | (STZ Diabet+Aspirin) : : : : : : : :
Grup IV 193.65:69.98 | 391.42+168.63 | 0.83240.648 | 0.044+0.022
(STZ Diabet+Vitamin E) : : : : : : ' :
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Cizelge 4.2. Karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokularindaki MDA, GSH, SOD ve GSH-
Px’in istatistiksel sonuclar1 (p-degerleri)

Karsilastirilan Gruplar MDA GSH SOD GSH-Px

Eé I-11 0.001 0.000 0.000 0.000
% I-111 0.298 0.000 0.002 0.841
é -1V 0.961 0.000 0.019 0.000
i II-111 0.190 0.994 0.576 0.000
I-1v 0.010 0.923 0.207 0.438

I-1v 0.779 0.997 0.976 0.000

I-11 0.000 0.000 0.572 0.757

I-111 0.000 0.000 0.000 0.013

~ I-1v 0.000 0.000 0.059 0.093
;5 II-11IT 0.255 0.000 0.000 0.206
II-1v 0.000 0.001 0.718 0.659

MI-1v 0.207 0.998 0.000 0.971

I-11 0.955 0.000 0.000 1.000

I-111 0.001 0.000 0.000 0.960

E -1V 0.158 0.000 0.000 1.000
g II-11IT 0.006 0.114 0.280 0.848
II-1v 0.536 0.984 0.999 0.999

MI-1v 0.464 0.481 0.565 0.967

I-11 0.109 0.000 1.000 0.995

v I-111 0.000 0.000 0.005 0.000
gj -1V 0.898 0.000 0.077 0.004
;8 II-11IT 0.000 0.000 0.004 0.000
- II-1v 0.668 0.221 0.067 0.011
II-1v 0.000 0.268 0.937 0.770

Diabetes mellitus (DM), hiperglisemi, ve glukoziiri ile kendini gosteren, hem akut
hem de kronik komplikasyonlarla seyreden, diinyada ve iilkemizde giderek artan, siirekli
kontrol ve tedavi gerektiren bir hastaliktir. Komplikasyonlar1 ile kiside fiziksel
degisiklikler yaninda ruhsal ve sosyal sorunlara da neden olur. Diabetin siiresi arttik¢a
komplikasyonlarin goriilme siklig1 ve gesitliligi de artar. Bu yiizden erken tani ve tedavi
¢ok Onemlidir. Diabet tedavisinde diabetin tiirli, siddeti ve yasa gore diyet, oral
antidiabetikler ve insulin uygulamasi s6z konusudur. Son yillarda dogal ve bitkisel
kaynakli ilaglarin tedavide yardimci oldugu bildirilmekte (Yanardag ve Can, 1994;
Yanardag ve Colak, 1998; Basaraner, 1999) olup; bunlarin arasinda antioksidan vitamin ve
bilesikler dikkati gekmektedir. Ornegin, 1000 IU/kg vitamin E ile beslenen farelerde diabet
insidansinin azaldig: bildirilmistir (Hayward ve ark., 1992; Vannuchi, 1999). STZ-diabetik
ratlara vitamin C, vitamin E ve beta karoten verilmesinin sistemde iyilestirici etkiye sahip
olacagr vurgulanmistir (Mekinova ve ark., 1995; Vannuchi, 1999). Ayrica, STZ-
diabetiklerde vitamin E eksikliginin ratlarda dliimlere neden olabilecegi bildirilmistir (Vam
ve ark., 1988; Vannuchi, 1999).

Oksidatif stres, diabet ve diabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde
Oonemli gorev alir. Enzimatik olmayan glikozilasyon, sorbitol yolu aktivitesi, antioksidan
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savunma sistemindeki ¢esitli degisiklikler, hipoksi gibi nedenler diabette oksidatif stresi
artiran mekanizmalardir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron
ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan
dolay1 oldukca reaktiftirler (Akkus, 1995; Halifeoglu, 2005). Diabetik kisilerin plazma ve
dokularinda lipid peroksidasyon iiriinlerinde artis meydana gelmektedir (Akkus, 1995;
Halifeoglu, 2005). Diabette serbest radikal olusumunun arttigi ve radikal baglayict
sistemlerde azalma oldugu ileri stiriilerek, diabetiklerin antioksidanlara daha ¢ok ihtiyag
gosterebilecegi savunulmustur (Cheesman ve Slater, 1993; Langenstroer ve Pieper, 1992;
Halifeoglu, 2005). Serbest radikallerin diabette etkin oldugunun belirtilmesi indirekt olarak
bu hastaligin olusumunu 6nlemede ve tedavisinde radikal olusumunu 6nleyici antioksidan
vitaminlerin ve antioksidan etkili maddelerin kullanilabilecegi diisiincesinin olugmasina
sebep olmustur (Ceriello ve ark., 1988; Cengiz, 2000; Halifeoglu, 2005).

Bu calismada STZ ile deneysel diabet olusturdugumuz sicanlarin karaciger, kalp,
bobrek ve beyin dokularinda vitamin E ve aspirinin MDA, GSH, SOD ve GSH-Px
diizeylerine etkisini arastirdik. Calismamiz, bu dokularin hepsinde, hem aspirin ve hem de
vitamin E’nin antioksidan sisteme etkilerinin birlikte arastirildig: ilk ¢aligmadir.

Vitamin E antioksidan etkiye sahip bir vitamin olup (Murase ve ark., 1998; Sun ve
ark., 1999; Aksoy ve ark., 2005), son zamanlarda aspirinin de antioksidan 6zelliklerinden
sozedilmekle birlikte bu durum tartismalidir (Shi ve ark.,1999). Aspirinin prostaglandin
sentezini inhibe etmesi ve prostaglandin sentez reaksiyonu sirasinda da serbest radikal
tiretiminin sdzkonusu olmasi nedeniyle aspirinin antioksidan &zelligi disiiniilmektedir
(Kukreja ve ark., 1986; Manjula ve Devi, 1993; Durak ve ark., 2001).

Son zamanlarda vitamin E, vitamin C ya da melatonin gibi antioksidan etkili vitamin
ve bilesiklerin diabette antioksidan sisteme etkisi arastirilmaktadir. Ancak yapilan
calismalarda farkli sonuglarla karsilagilmaktadir. Bu farklilik gerek diabetin heterojen bir
etyopatogenezi olusundan, gerekse de kullanilan vitamin ya da ilacin dozu ve uygulama
stiresinin her bir ¢alismada farkli olmasindan kaynaklanabilir. Diger taraftan aspirinin de
antioksidan sisteme etkisinin arastirildig1 bazi ¢alismalar bulunmakla birlikte, diabette bu
konuda yapilmis ¢alismalarin sayisi ¢cok azdir.

(Calismamizda aspirin ve vitamin E’in dokularda antioksidan sisteme ait parametreler
olan SOD, GSH-Px, GSH ve MDA degerlerini etkiledigi goriilmiistiir. Ancak bu etkiler
dokudan dokuya degismektedir.

4.2. Karaciger Dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px Degerleri ve Istatistiksel
Sonuclar

Calismamizda karaciger dokusunda elde edilen MDA, GSH, SOD ve GSH-Px

degerleri Cizelge 4.3’de ve bu parametrelerin gruplar arasindaki istatistiksel
karsilastirilmasina iliskin sonuglar da Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Karaciger dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri

Grup Adi MDA GSH SOD GSH-Px
(nmol/gr doku) | (nmol/gr doku) | (U/mg protein) | (U/mg protein)
Grup |
o (Krﬁfltrol) 42.5515.12 | 2659.26+649.61 | 0.025+0.003 | 0.002+0.0002
2 [Grop i
5 (STE Diabe! 107.84+45.66 | 224.26£147.66 | 0.237+0.174 | 0.013£0.002
;5 Grup 111
(STZ Diabet+Aspirin) 73.89433.03 | 158.46+31.56 | 0.179+0.016 | 0.003:0.0005
Grup IV
(STZ Disbet-Vitamin By | 551152571 | 1008242742 | 0.152£0.041 | 0.01120.0007

Cizelge 4.4. Karaciger dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px’in istatistiksel sonuglari
(p- degerleri)

Karsilastirilan Gruplar MDA GSH SOD GSH-Px
% I-11 0.001 0.000 0.000 0.000
% I-11T 0.298 0.000 0.002 0.841
é I-1v 0.961 0.000 0.019 0.000
é II-111 0.190 0.994 0.576 0.000
II-1vV 0.010 0.923 0.207 0.438
HI-1V 0.779 0.997 0.976 0.000

Cizelge 4.3°de goriildiigii gibi karaciger dokusunda ortalama MDA degerleri, kontrol
grubunda diger gruplara gore istatistiki olarak énemli diizeyde daha diisiik bulunmustur.
Diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi MDA degerini azaltmistir, fakat bu aspirin
icin istatistiki olarak onemli degilken (p>0.05), vitamin E i¢in 6nemli bulunmustur
(p<0.01).

Cesitli  arastirmacilar  tarafindan  diabette  karaciger  dokusunda  lipid
peroksidasyonunun arttig1 bildirilmektedir (Rungby, 1992; Kakkar ve ark., 1998; Jang ve
ark., 2000; Zhang, 2000). Basaraner, diabetik ratlara 30 giin siireyle vitamin E, vitamin C
ve selenyumun birlikte verilmesi sonucu karacierde MDA degerlerinin azaldigim
bildirmistir (Basaraner, 1999). Diger baz1 arastirmacilar da STZ-diabetik ratlara vitamin E
verilmesinin karacigerde lipid peroksit diizeyini azalttigin1 bildirmislerdir (Garg ve ark.,
1996, Seven ve ark., 2004).

Bunlardan bagka, yine E vitamini ile ilgili yapilan c¢alismalarda, E vitamini
eksikliginde diabetik sicanlarda LPO diizeyinin arttig1 (Doilet ve ark., 1993; Wolf, 1993),
yiksek dozlardaki (600 mg/kg) vitamin E’nin glikozillenmis hemoglobin diizeylerindeki
artis1 baskiladigi (Ozden ve ark.,1989) ve LPO diizeyini azalttig1 rapor edilmistir (May,
1980; Urano ve ark., 1988).

Garg ve ark. tarafindan STZ ile diabet olusturulmus ratlarin karacigerinde lipid
peroksidasyonunun diabetik olmayan kontrol grubuna gore artigi ve 200 mg/kg-viicut
agirhigr ve haftada iki kez olmak lizere bes hafta siire ile vitamin E uygulamasi sonucu
MDA degerlerinin STZ-diabet grubuna gore istatistiki olarak onemli diizeyde azaldig:
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, diabetik ratlarda kontrollere gore GSH diizeyinin azaldigi,
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vitamin E uygulanmasi sonucu ise GSH diizeyinin yiikseldigi bildirilmistir (Garg ve ark.,
1996). Bulgularimiz MDA ile ilgili bu ¢alisma sonucunu desteklerken, GSH i¢in tamamen
desteklememektedir.

Calismamizda, ortalama GSH degerleri, diabetik gruplarda kontrol grubuna gore
istatistiki olarak onemli diizeyde daha diisiik bulunmustur (p<0.001). STZ-diabetik ratlara
aspirin ve vitamin E verilmesi GSH degerlerinin daha da azalmasina neden olmustur, fakat
bu azalma istatistiki olarak 6nemli degildir (p>0.05).

STZ ile diabet olusturulan sicanlarda doku antioksidan sistemleri incelendiginde,
karaciger dokusunda GSH diizeyinin azaldig1 bildirilmistir (Duncan ve ark., 1996). Bir
baska calismada ise, STZ ile diabet olusturulan ratlarin karaciger dokusunda GSH
degerlerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu goriilmiistiir (Basaraner, 1999).

Calismamizda, SOD aktivitesi, STZ ile diabet olusturulan grupta (Grup II), kontrol
grubuna gore istatistiki olarak 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.001). Diabetik
ratlara aspirin ve E vitamini verilmesi SOD aktivitesini azaltmstir, fakat istatistiki olarak
onemli degildir (p>0.05).

GSH-Px aktivitesi, STZ ile diabet olusturulan grupta (Grup II), kontrol grubuna gore
istatistiki olarak onemli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (p<0.001). Diabetik gruplara
aspirin ve vitamin E verilmesi sonucu GSH-Px aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir, ancak,
bu fark Grup III i¢in istatistiki olarak 6nemli iken (p<0.001), Grup IV i¢in 6nemsizdir
(p>0.05).

Yapilan bir ¢aligmada diabetik ratlarin karaciger dokusunda GSH-Px aktivitesinin
kontrol grubuna gore azaldig1 rapor edilmistir (Duncan ve ark., 1996). Bir baska calismada
da STZ ile diabet olusturulmus ratlarda karaciger SOD ve GSH-Px aktivitelerinin kontrol
grubuna gore azaldig bildirilmistir (Ramesh ve Pugalendi, 2006). Seven ve ark. tarafindan
yapilan diger bir ¢alismada da STZ ile diabet olusturulmus ratlarin karacigerinde LPO’nun
arttigl, GSH, SOD ve GSH-Px diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi bildirilmistir.
Ayni ¢alismada diabetik ratlara bir ay boyunca yaklasik {icer giinliik araliklarla 500 mg/kg
vitamin E verilmesi sonucu karacigerde LPO ve GSH diizeylerinin azaldigi, SOD ve GSH-
Px aktivitelerinin ise arttig1 belirtilmistir ( Seven ve ark., 2004). Karaciger dokusunda elde
ettigimiz sonuglarin literatiirdeki ¢calismalardan bazilari ile uyumlu, bazilar1 ile de uyumsuz
oldugu goriilmektedir.

4.3. Kalp Dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px Degerleri ve Istatistiksel
Sonuclar

Calismamizda kalp dokusunda elde edilen MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri
Cizelge 4.5’de ve bu parametrelerin gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirilmasina
iligkin sonuglar da Cizelge 4.6’de verilmistir.

45



BULGULAR VE TARTISMA YASEMIN TEKKES

Cizelge 4.5. Kalp dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri

Grup Adi MDA GSH SOD GSH-Px
(nmol/gr doku) | (nmol/gr doku) | (U/mg protein) | (U/mg protein)
g(“éfl éol) 5527+17.83 | 2096.361£194.45 | 0.145£0.074 | 0.010+0.003
S [Grup Il
= | (STZ Diabet) 575.92+175.80 | 266.082+237.84 | 0.342£0.226 | 0.032+0.025
Grup III 462.17+4149.55 | 654.6514239.49 | 1.096£0379 | 0.070£0.016
(STZ Diabet+Aspirin) ) ) ) ' ) ' ) )
Grup IV 336.02492.83 | 618.472494.16 | 05100223 | 0.057£0.013
(STZ Diabet+Vitamin E) ) ' ' ) ) ' ) )

Cizelge 4.6. Kalp dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px’in istatistiksel sonuglar1
(p- degerleri)

Karsilastirilan Gruplar MDA GSH SOD GSH-Px
I-II 0.000 0.000 0.572 0.757
~ I-11T 0.000 0.000 0.000 0.013
é I-1v 0.000 0.000 0.059 0.093
II-111 0.255 0.000 0.000 0.206
I-1v 0.000 0.001 0.718 0.659
I-1v 0.207 0.998 0.000 0.971

Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi kalp dokusunda ortalama MDA degerleri kontrol
grubuna gore diger gruplarda istatistiki olarak onemli diizeyde yiliksek bulunmustur
(p<0.001). Diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi MDA degerlerini azaltmistir,
ancak, bu fark aspirin (Grup III) igin istatistiki olarak 6nemsizken (p>0.05), vitamin E
(Grup IV) i¢in 6nemli bulunmustur (p<0.001).

Yapilan bazi calismalarda STZ ile diabet olusturulan ratlarin kalp dokusu LPO
diizeylerinde kontrol grubuna gore anlamli artiglar oldugu bildirilmistir (Volkovova ve
ark., 1993; Basaraner, 1999). Bir bagka calismada ise, bir haftalik diabetik siganlarin kalp
dokularinda LPO diizeyinde bir artisin goriilmedigi bildirilmistir (Rungby ve ark., 1992).

Calismamizda, ortalama GSH degeri, en yiiksek kontrol grubunda olup, diger
gruplarda kontrol grubuna gore istatistiki olarak onemli diizeyde daha diisiik bulunmustur
(p<0.001). En diisik GSH degeri Grup II’de olup, diabetik ratlara aspirin ve vitamin E
verilmesi GSH degerlerini istatistiki olarak dnemli diizeyde artirmistir (p<0.001).

STZ ile diabet olusturulan sicanlarin g¢esitli doku antioksidan sistemleri
incelendiginde, kalp dokusunda GSH diizeyinin artti1 rapor edilmistir (Duncan ve ark.,
1996). Bir bagka ¢alismada ise, GSH degerinin diabetik grupta kontrol grubuna gore diisiik
oldugu bildirilmistir (Volkovova ve ark., 1993; Basaraner, 1999).

Calismamizda, SOD aktivitesi, kontrol grubunda diger gruplara gore daha diisiik
bulunmugtur. Bu fark Grup III i¢in istatistiki olarak onemli iken (p<0.001), digerlerinde
onemsizdir (p>0.05). Diabetik ratlara aspirin ve E vitamini verilmesi SOD aktivitesini
artirmigtir. Bu fark, Grup III i¢in istatistiki olarak onemli iken (p<0.001), Grup IV ig¢in
onemsizdir (p>0.05).
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Calismamizda, GSH-Px aktivitesi, kontrol grubunda diger gruplara gére daha diistik
bulunmugstur. Diabetik ratlara aspirin ve E vitamini verilmesi ortalama GSH-Px aktivitesini
artirmistir, fakat bu fark istatistiki olarak dnemsizdir (p>0.05).

Yapilan bir ¢alismada diabetik ratlarin kalp dokusunda GSH-Px aktivitesinin kontrol
grubuna gore arttig1 rapor edilmistir (Duncan ve ark., 1996). Bulgumuz bu literatiir bilgisi
ile uyumludur.

4.4. Beyin Dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px Degerleri ve Istatistiksel
Sonuglar

Calismamizda beyin dokusunda elde edilen MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri
Cizelge 4.7°de ve bu parametrelerin gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirilmasina
iliskin sonugclar da Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Beyin dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri
Grup Adi MDA GSH SOD GSH-Px
(nmol/gr doku) | (nmol/gr doku) | (U/mg protein) | (U/mg protein)
Grup I
(Kontrol) 260.92+98.78 | 960.47+184.54 0.978+0.562 0.032+0.016
Z
& |Grpll 209.71486.01 | 275.504342.77 | 0.292+0.106 | 0.028+0.016
2 | (STZ Diabet) : : : : : : : :
Grup I1I
(STZ Diabet+Aspirin) 461.42+175.66 | 447.23+150.54 0.477+0.219 0.044+0.019
Grup IV 47+ 21.60+ 26+0.14 240,01
(STZ Diabet+Vitamin E) 376.47+80.73 321.60+97.76 0.326+0.146 0.032+0.015

Cizelge 4.8. Beyin dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px’in istatistiksel sonuglar1 (p-
degerleri)

Karsilastirilan Gruplar MDA GSH SOD GSH-Px
I-11 0.955 0.000 0.000 1.000
E I-111 0.001 0.000 0.000 0.960
g -1V 0.158 0.000 0.000 1.000
II-111 0.006 0.114 0.280 0.848
II-1v 0.536 0.984 0.999 0.999
II-1v 0.464 0.481 0.565 0.967

Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi beyin dokusunda ortalama MDA degerlerinin kontrol
grubuna gore diger gruplarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ancak aradaki fark Grup
IIT i¢in istatistiki olarak onemli iken (p<0.001), digerlerinde 6nemli degildir (p>0.05).
Diabetik gruba aspirin ve vitamin E verilmesi MDA degerlerini artirmistir, ancak bu artisin
Grup III i¢in istatistiki olarak 6nemli oldugu (p<0.001), Grup IV i¢in ise 6nemli olmadig1
goriilmiistiir (p>0.05).

Ratlarin beyin dokusunda artan LPO diizeyinin 8 haftalik 200 IU/kg vitamin E
uygulamas1 sonucu LPO’nun azaldig bildirilmistir (Meydani ve ark., 1985; Meydani ve
ark., 1988).
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Calismamizda, ortalama GSH degerleri kontrol grubuna gore diger gruplarda
istatistiki olarak onemli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.001). Diabetik ratlara aspirin ve
E vitamini verilmesi ortalama GSH degerlerini artirmistir, fakat, istatistiki olarak 6nemli
degildir (p>0.05).

Caligmamizda, SOD aktivitesinin, kontrol grubunda, diger gruplara gore istatistiki
olarak 6nemli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmistiir (p<0.001). Diabetik gruba aspirin
ve vitamin E verilmesi SOD aktivitesini artirmistir, fakat bu artis istatistiki olarak énemli
degildir (p>0.05).

Calismamizda, GSH-Px aktivitesi, Grup III’de, diger gruplara gore daha yiiksek
bulunmustur, fakat istatistiki olarak énemli degildir (p>0.05). Diabetik ratlara aspirin ve E
vitamini verilmesi ortalama GSH-Px aktivitesini artirdigr goriilmiistiir, ancak istatistiki
olarak dnemsizdir (p>0.05).

4.5. Bobrek Dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px Degerleri ve Istatistiksel
Sonuclar

Calismamizda bobrek dokusunda elde edilen MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri
Cizelge 4.9°de ve bu parametrelerin gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirilmasina
iligkin sonuglar da Cizelge 4.10°de verilmistir.

Cizelge 4.9. Bobrek dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px degerleri

Grup Adi MDA GSH SOD GSH-Px
(nmol/gr doku) | (nmol/gr doku) | (U/mg protein) | (U/mg protein)
Grup I 159.324+126.91 | 1822.07+608.56 | 0.279+0.175 0.009+0.003
| (Kontrol)
E Grup II
8 (STZ Diabet) 240.44+75.25 184.82+90.75 0.297+0.234 0.014+0.009
A | Grup III
(STZ Diabet+Aspirin) 489.17495.12 | 599.32+148.52 1.021+1.224 0.056+0.019
Grup IV
(STZ Diabet+Vitamin E) 193.65£69.98 | 391.42+168.63 0.832+0.648 0.044+0.022

Cizelge 4.10. Bobrek dokusundaki MDA, GSH, SOD ve GSH-Px’in istatistiksel sonuglari
(p-degerleri)

Karsilastirilan Gruplar MDA GSH SOD GSH-Px
v I-11 0.109 0.000 1.000 0.995
gj I-111 0.000 0.000 0.005 0.000
:8 I-1v 0.898 0.000 0.077 0.004
- II-111 0.000 0.000 0.004 0.000
II-1v 0.668 0.221 0.067 0.011
I-1v 0.000 0.268 0.937 0.770

Cizelge 4.9°de goriildiigli gibi bobrek dokusunda en diisiik ortalama MDA degeri
kontrol grubunda olup, diger gruplarda kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur. Bu
fark, Grup III i¢in istatistiki olarak 6nemli iken (p<0.001), diger gruplar i¢in dnemsizdir
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(p>0.05). Diabetik gruba aspirin verilmesi MDA degerini istatistiki olarak 6nemli diizeyde
artirmistir (p<0.001). Diabetik gruba vitamin E verilmesi ise MDA degerini azaltmistir,
fakat aradaki fark istatistiki olarak 6nemli degildir (p>0.05).

Cesitli arastirmacilar tarafindan deneysel diabet olusturulmus ratlarda MDA
seviyelerinin bobrek dokusunda 6nemli derecede arttigi bildirilmistir (Rungby ve ark.,
1992; Basaraner, 1999; Jang ve ark., 2000; Zhang ve ark., 2000). Basaraner, diabetik
ratlara vitamin E ve C ve Se’un birlikte verilmesi sonucu LPO’nun bir miktar azaldiginm
rapor etmistir (Basaraner, 1999). Yapilan bir arastirmada da diabetik ratlarda ortalama
MDA degerinin kontrol grubuna goére anlamli derecede arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada
diabetik ratlara 10 hafta siireyle ve 268 mg/kg/giin vitamin E uygulamasi sonucu bdbrek
dokusundaki ortalama MDA degerinin vitamin E almayan diabetik gruba gore istatistiki
olarak onemli olmayan diizeyde azaldigi bildirilmistir (Avei, 2001). Bulgumuz, bu
calismalarda elde edilen sonuglarla uyumludur.

Calismamizda, ortalama GSH degerlerinin, kontrol grubunda, diger gruplara gore
istatistiki olarak onemli diizeyde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Diabetik
ratlarda (Grup II) ortalama GSH degerleri kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde azalmigtir.
Diabetik gruba aspirin verilmesi ortalama GSH degerini Grup II’e gore istatistiki olarak
onemli diizeyde artirmistir (p<0.001). Diabetik gruba vitamin E verilmesi de GSH degerini
artirmigtir, fakat aradaki fark istatistiki olarak 6nemli degildir (p>0.05).

Bazi arastirmacilar tarafindan STZ ile diabet olusturulan si¢anlarda bdbrek
dokusunda GSH diizeyinin diabetik olmayan kontrol grubuna gore arttigi bildirilmistir
(Duncan ve ark., 1996; Basaraner, 1999). Basaraner diabetik ratlara vitamin E, vitamin C
ve Se’un birlikte verilmesi sonucu diabetiklerdeki artmis olan GSH diizeyinin azaldigim
bildirmistir (Basaraner, 1999). Bulgumuz bu ¢alisma sonuclarini desteklememektedir.

Calismamizda, SOD aktivitesinin, kontrol grubunda diger gruplara gore yiiksek
oldugu goriilmiistiir, fakat, bu fark Grup III icin istatistiki olarak onemli iken (p<0.01),
diger gruplar i¢in 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). STZ ile diabet olusturulan ratlarda SOD
aktivitesi azalmig, diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi SOD aktivitesini
istatistiki olarak 6nemli diizeyde artirmistir (siras1 ile p<0.01 ve p<0.05).

Volkovova ve ark. diabetik ratlarin bobrek dokularinda SOD aktivitelerinde bir
degisme olmadigini bildirmislerdir (Volkovova ve ark., 1993). Baska bir calismada da
diabetik ratlarin bobreklerindeki SOD aktivitesinin diabetik olmayan kontrol grubuna gore
azaldig1, vitamin E verilmesi sonucu ise vitamin almayan diabetik gruba gore kayda deger
bir degisme olmadigi belirtilmistir (Avct, 2001).

Calismamizda, GSH-Px aktivitesinin, kontrol grubunda diger gruplara gore diisiik
oldugu goriilmiistiir. Diabetik gruba aspirin ve vitamin E verilmesi kontrol grubuna gore
diabetiklerde artmis olan GSH-Px aktivitesini istatistiki olarak 6nemli diizeyde olmak
izere daha da artirmistir (siras1 ile p<0.001 ve p<0.05).

Bazi arastirmacilar tarafindan diabetik ratlarin bobreklerinde GSH-Px aktivitesinin

arttig1 bildirilmistir (Volkovova ve ark., 1993; Duncan ve ark., 1996; Jang ve ark., 2000).
Diger bir ¢caligmada da deneysel diabet olusturulmus ratlarda GSH-Px aktivitesinin kontrol
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grubuna gore arttig1, diabetik ratlara E vitamini verilmesi sonucu GSH-Px aktivitesinde az
da olsa bir artig oldugu kaydedilmistir (Avci, 2001). Bulgumuz bu ¢aligmalarin sonuglari
ile uyumludur.
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5. SONUC VE ONERILER

STZ ile diabet olusturulmus ratlarda aspirin ve vitamin E’nin karaciger, kalp, beyin
ve bobrek dokularinda antioksidan sisteme etkisinin arastirildigi bu tez calismasinda su
sonuglar elde edilmistir:

1. Calisilan dokularin hepsinde STZ-diabetik gruptaki ortalama MDA degeri, kontrol
grubuna gore yliksek bulunmustur. Bu, karaciger ve kalp dokusu igin istatistiki olarak
onemli diizeyde iken, beyin ve bobrek ig¢in istatistiki olarak onemli diizeyde degildir.

2. Karaciger ve kalp dokusunda diabetik gruba aspirin ve vitamin E verilmesi MDA
degerini azaltmistir, fakat bu aspirin i¢in istatistiki olarak 6nemli degilken (p>0.05),
vitamin E i¢in 6nemli bulunmustur (p<0.01).

3. Beyin dokusunda diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi MDA degerlerini
artirmigtir, ancak bu artisin Grup III igin istatistiki olarak 6dnemli oldugu (p<0.001), Grup
IV i¢in ise 6nemli olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05).

4. Bobrek dokusunda diabetik ratlara aspirin verilmesi MDA degerini istatistiki
olarak onemli diizeyde artirirken (p<0.001), vitamin E azaltmistir, fakat aradaki fark
istatistiki olarak 6nemli degildir (p>0.05).

5. Caligilan dokularin hepsinde STZ-diabetik ratlarin GSH degerleri kontrol grubuna
gore istatistiki olarak ¢cok 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur. Diabetik ratlara aspirin ve
vitamin E verilmesi sonucu Grup III ve Grup IV’teki GSH degerleri Grup II’e gore kalp,
bobrek ve beyinde artmis, karacigerde ise azalmistir.

6. Karaciger dokusunda, diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi GSH
degerlerinin daha da azalmasma neden olmustur, fakat istatistiki olarak onemli degildir
(p>0.05).

7. Kalp dokusunda, diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi GSH degerlerini
istatistiki olarak 6nemli diizeyde artirmistir (p<0.001).

8. Beyinde, diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi ortalama GSH degerlerini
artirmistir, fakat, istatistiki olarak 6nemli degildir (p>0.05).

9. Bobrekte diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi GSH degerini artirmistir.
Bu artis aspirin i¢in istatistiki olarak dnemli diizeyde iken (p<0.001), vitamin E ig¢in
istatistiki olarak 6nemli degildir (p>0.05).

10. SOD ve GSH-Px aktiviteleri karaciger, kalp ve bobrek dokularinda STZ-diabetik
grupta, kontrol grubuna gore artmis, beyinde ise azalmigtir. Diabetik ratlara aspirin ve
vitamin E verilmesi sonucu Grup III ve Grup IV’teki SOD ve GSH-Px aktiviteleri Grup
II’e gore kalp, bobrek ve beyinde artmis, karacigerde ise azalmstir.

11. Karaciger dokusunda diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi SOD
aktivitesini azaltmistir, fakat istatistiki olarak onemli degildir (p>0.05).

51



SONUC VE ONERILER YASEMIN TEKKES

12. Kalp dokusunda diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi SOD aktivitesini
artirmistir. Bu fark, aspirin icin istatistiki olarak 6nemli iken (p<0.001), vitamin E i¢in
onemsizdir (p>0.05).

13. Beyin dokusunda diabetik gruba aspirin ve vitamin E verilmesi SOD ve GSH-Px
aktivitelerini artirmistir, fakat bu artiglar istatistiki olarak 6énemli degildir (p>0.05).

14. Bobrek dokusunda diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi SOD ve GSH-
Px aktivitelerini istatistiki olarak 6nemli diizeyde artirmistir.

16. Karaciger dokusunda diabetik ratlara aspirin ve vitamin E verilmesi GSH-Px
aktivitesini azaltmistir, ancak, bu fark aspirin i¢in istatistiki olarak énemli iken (p<0.001),
vitamin E i¢in 6nemsizdir (p>0.05).

17. Kalp dokusunda diabetik ratlara aspirin ve E vitamini verilmesi ortalama GSH-Px
aktivitesini artirmistir, fakat bu fark istatistiki olarak 6nemsizdir (p>0.05).

18. Calismamiz, bu dokularin hepsinde ve hem aspirin ve hem de vitamin E’nin
antioksidan sisteme etkilerinin birlikte arastirildig ilk caligmadir.

Sonugta yaptigimiz bu c¢alismada diabetik ratlarda 10 giin siireyle intraperitoneal
olarak aspirin (200 mg/kg/giin) ve vitamin E’nin (500 mg/kg/giin) karaciger, kalp, beyin ve
bobrek dokularinda antioksidan savunma sistemi ilgili parametreler olan MDA, GSH, SOD
ve GSH-Px degerlerini etkiledigi ve bu etkilerin dokudan dokuya farkli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica aspirinin ¢alisilan dokularda 6zellikle GSH, SOD ve GSH-Px i¢in E
vitamini ile benzer etkiler gosterdigi dikkati ¢cekmistir. Ancak, aspirin ve vitamin E’nin
antioksidan savunma sistemine olan etkilerinin doza ve bu maddelerin uygulanma
stirelerine de bagl olacagi gz onlinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, her bir dokuda ayri
ayr1 yapilacak ve degisik doz ve farkli uygulama siirelerinde elde edilecek sonuglarin
karsilagtirilacagi c¢aligmalarin aspirin ve vitamin E’nin diabette antioksidan sisteme
etkisinin aydinlatilmasi konusunda yararli olacagini diisliniiyoruz. Bu baglamda yaptigimiz
bu calismanin ilerde yapilacak arastirmalara da 151k tutacagina inaniyoruz.
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