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1.GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), pankreasin kan glukozunu diizenleyen insiilin
hormonunu yeterli tiretememesi ya da viicudun mevcut insiilini etkin bir sekilde
kullanamamasi ile meydana gelen ciddi, kronik bir hastaliktir (World Health
Organization, 2016). Diabetes mellitus, kelime kokeni bakimindan incelendiginde,
“diabetes”in Yunanca idrara gecen, “mellitus”un da Latince bal gibi tatli anlamina
geldigi goriilmektedir. “Diabetes” kelimesini ilk olarak Kapadokyali Arateus
kullanmis olup, kisaca “sifon” manasina gelmektedir. Diyabetli hastalarin idrarinin ve
kanmin tadinin tatli olmasma istinaden de 1675 yilinda ingiliz bilim adami Thomas
Willis “diabetes” kelimesinin yanina Latince tatli anlamina gelen “mellitus” kelimesini

eklemistir (MacCracken ve Hoel, 1997; Ahmed, 2002).

Kandaki glukoz seviyesi hormonlar tarafindan diizenlenmektedir. Bu hormonlar,
kandaki glukoz seviyesini diisiiren insiilin ve insiiline zit etki ederek kan glukoz
seviyesini arttiran glukagon, epinefrin (adrenalin), biiyiime hormonu, kortizol ve diger
hormonlardir (tiroksin, somatostatin). Bu hormonlardan en onemlisi insiilindir ve

pankreas tarafindan tiretilmektedir (Altinigik, 2010).

Pankreas, karin boslugunda midenin arkasinda yer alan hem ekzokrin hem de
endokrin salgi yapan bir organdir. Pankreas, gastrointestinal sistemin bir parcasi olarak
barsaga sindirim enzimleri salgilamanin yanisira endokrin sistemin bir pargasi olarak
da kana hormon salgilayarak enerji metabolizmasini kontrol eder. Pankreasin endokrin
boliimii ekzokrin bezlerin arasina dagilmis olan Langerhans adaciklarindan meydana
gelir ve bu adaciklar da alfa (o), beta (B), delta (8) ve gama (y) hiicrelerinden

olusmaktadir. Alfa hiicreleri glukagon, beta hiicreleri insiilin, delta hiicreleri



somatostatin ve gamma hiicreleri pankreatik polipeptitleri salgilamaktadir

(Longnecker, 2014).

Pankreatik polipeptit iireten y hiicreleri
Pankreatik kanal

Insiilin iireten P hiicreleri Somatostatin iireten & hiicreleri

Glukagon iireten a hiicreleri

Sekil 1.1. Ekzokrin ve endokrin pankreasin sematik gosterimi (Efrat ve Russ, 2012)

Diyabette olusan insiilin eksikligi ya da insiiline bagli meydana gelen
bozukluklar nedeniyle organizma karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince
yaralanamaz (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2016). Diyabetli
hastalarda, aglik kan sekeri 126 mg/dl veya iizerinde seyrederken, giiniin herhangi bir
saatinde olgiilen kan sekeri degeri ise 200 mg/dl veya iizerindedir. DM nin teshisinde

kullanilan ¢esitli tan1 kriterleri asagidaki tabloda 6zet halinde verilmistir:



Cizelge 1.1. Diyabetin tan1 Kriterleri (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2016)

Diabetes Boliu:::l‘us Bozulmus
Mellitus (DM) ¢ Glukoz Toleransi
Glukozu
Achik Plazma Glukozu N 100-125
(=8 saat aclikta) 2126 mg/di mg/dl <100 mg/di

Oral Glukoz Tolerans
Testi (OGTT) <140
2. saat plazma glukozu 2200 mg/di mg/dl
(75 g glukoz)

140-199 mg/dI

>200 mg/dl
Rastgele Plazma + )
Glukozu Diyabet
Semptomlari
Glikozillenmis >%6.5

hemoglobin (HbA1C) | (=48 mmol/mol)

1.1.1.Diyabetin Etiyolojik Olarak Siniflandirilmasi

» Tip 1 diyabet

» Tip 2 diyabet

» Gebelige bagl (gestasyonel) diyabet
» Diger spesifik diyabet tipleri:

-Beta hiicre fonksiyonlarmin genetik bozuklugu

-Insiilinin etkisinde genetik bozukluklar

-Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari

-Endokrinopatiler (i¢ salgi bezlerinin bozuklugundan kaynaklanan
hastaliklar)

-llag veya kimyasal ajanlar

-Immiin aracili nadir olarak gelisen diyabet formlari

-Diyabetle iliskili genetik sendromlar

-Enfeksiyonlar (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2016)



1.1.1.1. Tip 1 Diyabet:

Tip 1 diyabet, “insiiline bagimli diyabet”, “juvenil diyabet” ya da “cocukluk
caginda baglayan diyabet” olarak da adlandirilmakta ve viicutta yetersiz insiilin
iiretimine bagl olarak gelismektedir. Diyabetin bu tiirii, toplam diyabet hastalarinin
%5-10’unu olusturmaktadir. insiilinin glinliik olarak uygulanmasi gerekmektedir. Tip
1 diyabet, nedeni bilinmeyen bir hastaliktir ve 6nlenememektedir. Fazla idrara ¢ikma,
susuzluk, siirekli aglik, kilo kaybi, bulanik goérme ve yorgunluk tip 1 diyabetin
belirtileri arasinda yer almaktadir (American Diabetes Association, 2009; World
Health Organization, 2016).

1.1.1.2. Tip 2 Diyabet:

Tip 2 diyabet (insiiline bagimli olmayan diyabet) viicudun insiilini etkin bir
sekilde kullanamamasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. “Yetigkin diyabeti” olarak
da bilinen tip 2 diyabet, gegmiste sadece yetiskinlerde gériilmekteyken, giiniimiizde
cocuklarda da goriilmeye baslamistir. Diinyadaki diyabet hastalarinin %90-95’lik
oranla biiyiik bir gogunlugunu tip 2 diyabet hastalar1 olusturmaktadir. Tip 2 diyabetin
belirtileri tip 1 diyabetin belirtileriyle hemen hemen ayni olmakla beraber tip 2
diyabetin belirtileri, tip 1 diyabete gore daha az belirgindir ya da hi¢ yoktur. Bu
nedenle komplikasyonlar goriilene kadar tip 2 diyabet teshisini koymak zordur
(American Diabetes Association, 2009; World Health Organization, 2016).

1.1.1.3. Gebelige Bagh (Gestasyonel) Diyabet:

Gestasyonel diyabet hamilelikte goriilen gecici bir durumdur. Ancak uzun
vadede tip 2 diyabete doniisme riski bulunmaktadir. Ayrica hamilelik boyunca ve/veya
dogum sirasinda risk olusturabilecek bazi komplikasyonlar, gestasyonel diyabetli
kadinlarda ve bu kadinlarin bebeklerinde -normal gebelik yasayan kadinlara gore- artis

gostermektedir. Gestasyonel diyabette, kan glukoz seviyesi normalin tizerinde olmakla



birlikte tanis1 konmus diyabete gore daha diisiik seviyede ilerlemektedir. Bu tiir
diyabete rapor edilen belirtilerden ziyade prenatal (dogum 6ncesi) goriintiilemeyle tani
konmaktadir (World Health Organization, 2016).

1.1.1.4. Bozulmus Glukoz Toleransi ve Bozulmus Ac¢chk Glukozu:

Bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aglik glukozu, diyabet (6zellikle tip 2)
ve normal kan glukoz seviyeleri arasinda kalan bir durumdur. Ancak, bozulmus glukoz
tolerans1 veya bozulmus aclik glukozundan diyabete gec¢is miimkiindiir. Ayrica
bozulmus aglik glukozu ya da bozulmus glukoz toleransina sahip bireylerde kalp krizi
ve inme riski saglikli bireylere gore daha fazladir (World Health Organization, 2016).

1.1.2. Diyabetin Belirtileri

Diyabet, bireyler arasi farkli belirtiler gosterebilecegi gibi higbir belirti de
gostermeyebilir. Tip 1 diyabetin gelisimi ani ve dramatik olurken tip 2 diyabette
belirtiler ya hafiftir ya da yoktur (International Diabetes Federation, 2016). G6zlenen
bazi diyabet belirtileri:

Sik idrara ¢ikma (politiri),

Asir1 susama (polidipsi),

Istah artis1 (polifaji),

Kilo kayba,

Yorgunluk,

Konsantrasyon azligi,

Ellerde ve ayaklarda karincalanma ya da uyusma hissi,
Bulanik gorme,

Sik enfeksiyon gegirme,
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Yaralarin ge¢ iyilesmesi,



» Kusma ve mide agrisidir (American Diabetes Association, 2009; International
Diabetes Federation, 2016).

1.1.3. Diyabetin Risk Faktorleri

1.1.3.1. Tip 1 Diyabet Risk Faktorleri

Tip 1 diyabet icin risk faktorleri halen arastirilmaktadir. Ancak, aile liyelerinde
tip 1 diyabet hastaligi goriilen kisilerde, tip 1 diyabetli olma riski az da olsa
artmaktadir. Genetik faktorlerin yaninda, c¢evresel faktorler ve baz1 viral
enfeksiyonlara maruziyet de tip 1 diyabet i¢in risk olusturabilmektedir (International
Diabetes Federation, 2016).

1.1.3.2. Tip 2 Diyabet Risk Faktorleri

Tip 2 diyabet i¢in risk faktorleri:

Birinci ve ikinci derece yakinlarinda diyabet bulunan kisiler,
Asir kilo,

Sagliksiz diyet,

Hareketsizlik,

Artan yas,

Yiiksek kan basinci (Kan basinc1 >2140/90 mmHg),

Etnik koken,

Bozulmus glukoz toleransi,

vV V.V V V V V V VY

Gebelikte diyabet Oykiisii veya iri bebek (makrozomik fetiis) dogurmus

kadinlar,

A\

Hamilelik boyunca yetersiz beslenme,
Polikistik over sendromu (PKOS) olan kadinlar,

Y



» Kan yaglart normalden fazla olan kisiler (dislipidemikler) (HDL-kolesterol
<35 mg/dl veya trigliserid >250 mg/dl),

» Koroner, periferik veya serebral vaskiiler hastalig1 bulunanlar,

» Disilik dogum agirligiyla dogmus olan kisiler,

» Doymus yaglardan zengin diyet ve posa miktar1 diisiik beslenme aligkanliklari
olanlar,

» Sizofreni hastalar1 ve atipik antipsikotik ila¢ kullanan kisiler,

» Organ (6zellikle bobrek) nakli yapilmis hastalar,

» Insiilin direnci ile ilgili klinik hastaligi veya bulgulari bulunan kisiler
(International Diabetes Federation, 2016; Tirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi, 2016).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de kadin ve erkekte gbzlenen diyabetin prevalansi ve risk faktorleri (World
Health Organization, 2016)

Diyabetin Prevalansi ve Ilgili Risk Faktorleri
Erkek Toplam
Diyabet % 12,2 % 14,2 % 13,2
Fazla Kilo % 63,5 % 68,7 % 66,1
Obezite % 22,6 % 35,9 % 29,4
Hareketsiz Yasam % 27,1 % 37,1 % 32,3

1.1.4. Diyabete Bagh Komplikasyonlar

Diyabetli hastalarda siirekli yiiksek seyreden glukoz seviyesi, kalp ve damarlari,
gozleri, bobrekleri, sinirleri ve disleri etkileyen ciddi hastaliklara neden
olabilmektedir. Ayrica bu hastalar enfeksiyonlara karsi daha hassas olmaktadirlar.
Hemen hemen biitilin gelismis tilkelerde diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklara, korliige,
bobrek yetmezligine ve alt ekstremite ampilitasyonuna neden olabilmektedir

(International Diabetes Federation, 2016).



Kandaki glukoz seviyesini, tansiyonu ve kolesterolii normal seviyelere yakin
tutmak diyabete bagli komplikasyonlar1 6nleyebilir veya geciktirebilir (International
Diabetes Federation, 2016).

1.1.4.1. Akut Komplikasyonlar

» Diyabetik ketoasidoz

» Hiperozmolar hiperglisemik durum

» Ciddi hipoglisemi ve noroglikopeni

» Laktik asidoz (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2016).

1.1.4.2. Kronik Komplikasyonlar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (Kalp-damar hastaliklar)
Diyabetik nefropati (Bobreklerin hasar gormesi)
Diyabetik ndropati (Sinirlerin hasar gérmesi)

Diyabetik retinopati (G6zlerin hasar gérmesi)
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Gastrointestinal sistem komplikasyonlar1 (Yalgin ve Kara, 2015;
International Diabetes Federation, 2016)

1.1.4.2.1. Diyabet ve Gastroinstestinal Sistem Komplikasyonlari

Viicuttaki gastrointestinal sistem organlar1 da dahil olmak iizere pek cok organ
diyabet hastaligindan etkilenmektedir. Bu etkinin durumu hastaligin siiresi ve
siddetine gore degismektedir. Ozofagus, mide, bagirsaklar ve karaciger diyabet
hastaligindan etkilenen gastrointestinal sistem organlarindandir (Yalgin ve Kara,

2015).



1.1.4.2.1.1. Diyabet ve Karaciger

Glukoz homeostazisinde 6nemli bir role sahip olan karacigerin fonksiyonlarinin
diyabet hastaliginda degisime ugradigi cesitli ¢alismalarda gézlenmistir. Meydana
gelen bu degisimlerle beraber yaglh karaciger hastaligi, hepatoseliiler karsinom, siroz
ve karaciger enzimlerinde degisiklikler meydana gelebilmektedir (Tolman ve ark.,
2007; Aubert ve ark., 2011). Diyabete bagli olarak olusabilen karaciger hastaliklarinin
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir
(Schattenberg ve ark., 2005; He ve ark., 2015). Diyabette gozlenen oksidatif stres
durumunu agiklayan mekanizmalardan biri de CYP1Al ve CYP2EL enzimlerinin
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusmasim indiikleyebilecegi tizerinedir (Aubert ve
ark., 2011; He ve ark., 2015).

1.1.5. Diyabetin Epidemiyolojisi

Diinyadaki diyabetli hastalarin sayis1 1980°den itibaren neredeyse 4 katina
cikmistir. Diyabetin prevalansi ise 6zellikle diisiik ve orta gelirli iilkeler basta olmak
lizere tlim diinyada artis gdstermektedir. Diyabetin olugsma nedenleri karmagik olmakla
beraber son yillarda bu hastalikta goriilen artis, kilolu/obez insanlarin ve fiziksel
aktivite eksikliginin artis gostermesine baglanabilir (World Health Organization,
2016).

Diyabetin tim tiirleri viicudun cesitli bolgelerinde komplikasyonlara neden
olabildigi gibi erken Gliim riskini de arttirabilmektedir. 2012 yilinda diinyada 1.5
milyon kisinin 6liim nedeni diyabet olarak kaydedilmistir. Diyabet ve diyabete bagl
komplikasyonlar saglikli diyet, diizenli fiziksel aktivite, normal viicut agirliginin
korunmast ve tiitiin kullanimindan kaginarak biiyiik oranda 6nlenebilmektedir (World

Health Organization, 2016).

» Diyabet diinyada 6liim nedenleri arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
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goriilmektedir.

Tip 2 diyabet, tip 1 diyabetten ¢cok daha fazla goriillmektedir.
Diyabetli hastalar iyi kontrol edildiginde uzun ve saglikli yasayabilirler.

Erken tan1 ve tedavi diyabet hastaligiyla iyl yasamanin baslangi¢ noktasidir.

Diyabete bagli 6liimlerin biiyiik bir ¢ogunlugu diisiik ve orta gelirli tilkelerde

» Diyabet, korlik, ampiitasyon ve bobrek yetmezliginin énemli nedenlerinden

biridir.

» Tip 2 diyabet dnlenebilir bir hastaliktir. Saglikli diyet ve diizenli olarak yapilan

fiziksel aktivite, tip 2 diyabet gelisimini 6nemli l¢iide dnlemektedir (World

Health Organization, 2016).

1.1.5.1. Sayilarla Diinya’da Diyabet

2015 yilinda Diinya’da yaklasik 415 milyon olan diyabetli hasta sayisinin 2040

yilinda 642 milyon civarinda olmas1 beklenmektedir. Diinya’da 2015 yilinda goriilen

ve 2040 yilinda goriilmesi beklenen diyabetli hasta sayilari asagidaki tabloda

verilmistir (International Diabetes Federation, 2015):

Cizelge 1.3. Diinya’da 2015 yilinda goriilen ve 2040 yilinda goriilmesi beklenen diyabetli hasta sayilari

2015 2040
Kuzey Amerika ve Karayipler 44,3 milyon 60,5 milyon
Avrupa 59,8 milyon 71,1 milyon
Orta Dogu ve Kuzey Afrika 35,4 milyon 72,1 milyon
Giiney ve Orta Amerika 29,6 milyon 48,8 milyon
Afrika 14,2 milyon 34,2 milyon
Giiney Dogu Asya 78,3 milyon 140,2 milyon
Bat1 Pasifik 153,2 milyon 214,8 milyon
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» Ayrica 2015 yilinda her 11 kisiden 1 kisi diyabet hastasiyken, 2040°da bu
oranin 10 kiside 1 kisinin diyabet hastasi olmas1 beklenmektedir.

» Diyabet hastast her 2 kisiden 1 kisinin teshisi konulmamistir (diyabetli
oldugunu bilmiyor).

» Her 6 saniyede 1 kisi diyabetten dolay1 6lmektedir.

Y

2015’te 5 milyon kisi diyabet nedeniyle dlmiistiir.

» 2015 yilinda saglik harcamalarinin %12’si diyabet i¢in harcanmistir ve bu
miktar 673 milyar dolardir.

» Diyabetli hastalarin 3/4’i diisiik veya orta gelirli iilkelerde yasamaktadir

(International Diabetes Federation, 2015).

2015 yiinda Diinya'da 415 milyon diyabet hastas: vardi.

2040 yiinda bu saymm 642 milyona ¢ikmas: beklenmektedir.

Karayipler
2015 44.3 milyon

Kuzey Afrika
2015 35.4 milyon

Giiney ve Orta
iiney ve Orta Afrika

Amerika >
2015 29.6 milyon 2015 14.2 milyon

2015 2040
Her 11 yetiskinden biri diyabet hastasiydy, Her 10 yetiskinden birinin diyabet  Diyabet hastasi her 2 yetiskinden

hastasi olmasi beklenmektedir. birinin hastalig1 teshis edilmemistir.

Sekil 1.2. 2015 ve 2040 yilinda Diinya’da goriilen diyabetli hasta sayilarmin kitalara gore dagilimi
(International Diabetes Federation, 2015)
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1.1.5.2. Sayilarla Tiirkiye’de Diyabet

Diinya’da 415 milyon, Avrupa’da 59,8 milyondan fazla diyabet hastas1 vardir.
2040 yilima kadar Avrupa’daki diyabetli sayisinin 71,1 milyona artacagi
ongoriilmektedir. 2015°te Tiirkiye’de 6,3 milyonu askin kisiye diyabet tanisi

konmustur (International Diabetes Federation, 2015).

20-79 yas arasi yetiskin sayis1 50 648 000°dir.

20-79 yas arasi yetiskinlerde diyabetin prevalansi %12,5tir.
20-79 yas aras1 6 339 000 yetiskin diyabetli hasta vardir.
Yetigkinlerde diyabete bagli 6lenlerin sayis1 52 094’dir.

Diyabetli her hastaya harcanan ortalama miktar 846 Amerikan dolaridir.

YV V. V V V VY

Yetiskinlerde teshis edilmemis diyabetli sayis1 ise 2 731 000’ dir (International
Diabetes Federation, 2015).

Yasa Gore Yetiskinlerde Diyabet Prevalansi (2015)
Tiirkiye

65

= — Diinya
—— Avrupa
——— Tiirkiye

Prevalans (%)
30 3 40 4 50

25

15

10

20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79

Yas

Sekil 1.3. Tiirkiye’de yasa gore yetiskinlerde diyabetin prevalansi (International Diabetes Federation,
2015)
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Kardiyovaskiiler

%47

%22

Sekil 1.4. Tiirkiye’de hastaliklara gore 6liim oranlar1 (Her yasta toplam oliimlerin yiizdesi) (2016)
(World Health Organization, 2016)

35%

Populasyon (%)

10%

5% [em——

0%
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Sekil 1.5. Tirkiye’de kadin ve erkeklerde yillara gére goriilen diyabetin prevalansi (World Health
Organization, 2016)
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Cizelge 1.4. Tiirkiye’de erkek ve kadinlarda yiiksek seyreden kan glukoz seviyesine bagli olarak gelisen

mortalite degerleri (2016) (World Health Organization, 2016)

Tiirkiye’de Yiiksek Kan Glukoz Seviyesine Bagli Mortalite

Erkek
30-69 yas 4150 3200
70+ yas 8610 10300

Cizelge 1.5. Tiirkiye’de erkek ve kadinlarda diyabete bagli olarak gelisen mortalite degerleri (2016)

(World Health Organization, 2016)

Tiirkiye’de Diyabete Baghh Mortalite

Erkek
30-69 yas 1030 1210
70+ yas 2280 3790

1.1.6. Diyabet Tedavisi

Oral antidiyabetik (OAD) ve insiilinomimetik ilaglar,
Insiilin tedavisi,

Siirekli cilt alt1 insiilin infiizyonu tedavisi (SCII),

YV V VYV V

Dernegi, 2016)

Pankreas ve adacik transplantasyonu. (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
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1.1.6.1. insiilin Tedavisi

Pankreasin Langerhans adaciklarinda B hiicreleri tarafindan iiretilen insiilin
hormonu, disiilfit kopriileriyle birbirine baglanmis iki aminoasit zincirinden (A ve B
zincirleri) olusan bir polipeptittir. A zincirinde 3. bir disilfiir kopriisii daha

bulunmaktadir.

P A zinciri
®a)a s o

OO RCreCOEDS
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Sekil 1.6. insiilinin zincir yapist (Mayer ve ark., 2007)

Insiilin, glukozun yag ve kas dokularma alimim arttirarak depo edilmek iizere
glikojene veya yaga doniismesini saglamaktadir. Insiilin ayn1 zamanda karacigerde
glukoz sentezini inhibe ederken aminoasitlerden protein yapilmasini da saglamaktadir

(Laker, 1998; Carl AB, 2005; Smith ve ark., 2007; Altinisik, 2010).

Diyabet hastaliginda en giivenilir tedavi olan insiilinin dar terapotik indeksi, etki
derecesinde gozlenebilen tutarsizliklar, yapisinin oral kullanima degil de enjekte
edilmeye uygun olmasi ve fiziksel stabilitesinin kotii olmasi gibi etkenler kullanimina

kisitlama getirmektedir (Mayer ve ark., 2007).
Insiilinin kullamldig1 durumlari su sekildedir:
o Kilasik tip 1 diyabet ve latent otoimmiin diyabet (LADA) olgulart

o Hiperglisemik aciller

e Bazi durumlarda tip 2 diyabet

15



e Diyet ile kontrol altina alinamayan gestasyonel diyabet

Insiilinler, hizl1, orta ve uzun etkili olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilmaktadir.

Hizli etkili insiilinler, yag dokudan hizla emilip, kana karisirlar. Yemek ve

atistirma sirasinda yiiksek kan glukozunu kontrol altina almak i¢in kullanilirlar. Hizli

etkili insiilinler de ¢abuk etkili (Insiilin Aspart, Insiilin Lispro ve Insiilin Glulisin) ve

regular insan insiilini olmak tizere ikiye ayrilirlar.

Orta etkili insiilin de daha yavas emilime ugrar ve etkisi daha uzun siirer. NPH

insiilin bu gruba girer.

Uzun etkili insiilinler yavas emilime ugramanin yaninda kanda uzun siire ayni

seviyede bulunurlar. Glargine ve detemir insiilin uzun etki siireli insiilin analoglaridir

(Diabetes Education Online, 2017).

7 sl -
- .._ Lispro, aspart, glulisin insiilin
ol < el %
= s .
oy . = Regular
= 5 T-
E .
S o,
= 4 T . P
= . A -
S - -~
1<y 3 ” s v w— NPH
‘E = Ie ~
ko S - Detemir Insiilin
2 212 ’ - 3 :
5 - ./ '.’ . > i Glargine Insiilin
TR, g i s Lot
- ’ o~ .- = W
e -~
- I -3 } 3 -1
L L T T L) T
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Zaman (saat)

Sekil 1.7. Farkli insiilin tiirlerinin aktivite profilleri (Diabetes Education Online, 2017)
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1.2. Sitokrom P450 Monooksijenazlar (CYP450)

Sitokrom P450 monooksijenaz (CYP450) enzim sistemleri, ekzojen ve endojen
bilesiklerin oksidatif metabolizmasinda yer alan en eski ve en genis hem-protein siiper

ailesidir (Ozerol, 1996; Feyereisen, 1999; Werck-Reichhart ve Feyereisen, 2000).

Yagda Coziinebilen Ksenobiyotikler Suda Céziinebilen Atiklar

| I Reaksiyonlari —— Faz IT (Konjugas o)1) <) OV 11 £14]

Oksidatif Reaksiyonlar *Glukuronik asit konj T80\
(Glukuronidasyon)

*Rediiktif Reaksiyonlar
Eliminasyon
“Hidrolitik Reaksiyonlar

*Aminoasit Konjugasyonu
*Glutatyon Konjugasyonu
*Asetilasyon

*Metilasyon

Sekil 1.8. Metabolizma Reaksiyonlart

CYP450’lere dair onemli kesifler, P450’lerin Martin Klingenberg ve David
Garfinkel tarafindan ilk kez kesfedildikleri 1958 yilina kadar dayanmaktadir
(Garfinkel, 1958; Klingenberg, 1958). CYP450 enzimleri ilk olarak sican karaciger
mikrozomlarinda kesfedilmistir (Omura ve Sato, 1962). CYP450 genleri tarafindan
kodlanan enzimleri tanimlamak i¢in kullanilan P450 terimi, karbonmonoksit
varliginda UV spektrumunda 450 nm’de maksimum absorpsiyonu veren karaciger
mikrozomal pigmentinden gelmektedir (Omura ve Sato, 1962; El-garj ve Wajidi,
2013). CYP450’ler “polisubstrat monooksijenazlar (PSMOs), sitokrom P450
monooksijenazlar, mikrozomal oksidazlar, hem-tiyolat proteinler ve Kkarisik
fonksiyonlu oksidazlar (mixed function oxidases-MFOs)” gibi pek ¢ok isimle

adlandirilmislardir (Omura ve Sato, 1962).
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CYP450’ler, olgun alyuvarlar ve iskelet kasi hiicreleri hari¢ tiim memeli hiicre
cesitlerinde ve prokaryotlarda bulunmaktadir (Ozerol, 1996). Ancak en yiiksek
konsantrasyonlarda bulunduklar1 yerler karaciger (hepatositler) ve ince barsaklardir

(Ozerol, 1996; Werck-Reichhart ve Feyereisen, 2000).

Bu enzimler hiicre i¢inde, tasima ve protein islenmesinden sorumlu bir organel
olan endoplazmik retikulumda ve hiicrede enerji iiretim merkezi olarak calisan
mitokondride bulunurlar (El-garj ve Wajidi, 2013). CYP450’ler iki kategoriye
ayrilirlar. Birinci grup mitokokondriyal matrikste bulunan “mitokondriyal
CYP450’ler”dir. Ikinci grup, endoplazmik retikulumda bulunan “mikrozomal
CYP450’ler’dir. Bu iki CYP450 kategorisi, amino asit diziliminde farklilik gosterir.
Bu durum hiicre ici lokalizasyonu belirledigi gibi elektron verici (donor) sistemi de
etkilemektedir (Werck-Reichhart ve Feyereisen, 2000; Omura, 2010; El-garj
ve Wajidi, 2013).

Steroidler, vitaminler, yag asitleri ve prostaglandinler gibi endojen bilesenleri
metabolize eden CYP450’ler, ksenobiyotikler gibi ekzojen bilesenlerin de
metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu ksenobiyotikler, ¢evresel
Kirleticiler ve karsinojenleri de igeren kimyasal ve ilaglar1 kapsamaktadir (Simpson,
1997; Scott, 1999; Preissner ve ark., 2010). CYP450’ler, ilaglar ve karsinojenler
tizerinde detoksifikasyon ve aktivasyon oOzelliklerine sahiptirler (Simpson, 1997).
Ornegin, endojen ve ekzojen molekiillerin detoksifikasyonunda yer alan CYP450’lerin
(Guengerich, 2003; Niedowicz ve Daleke, 2005) bazi izoformlarinin, asetaminofen
gibi birtakim molekiillerin biyoaktivasyonunda ve toksisitesinde yer aldiklar
bilinmektedir. Bu enzimler, hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (O2")'e ayrisan
dioksijen (O2) ara maddelerini olustururlar (Loida ve Sligar, 1993; Niedowicz
ve Daleke, 2005).
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Sekil 1.9. Memelilerde CYP450’lerin Fonksiyonlar1 (Wolf, 1986)

CYP450’ler, bakteriden insana kadar hemen hemen biitiin organizma
genomlarmda bulunurlar. ilaglar da dahil olmak iizere cogu lipofilik ksenobiyotigin
oksidasyonunda gorev alan CYP450’ler biiylik enzim ailelerinden olusmaktadir
(Nelson, 2006; Guengerich, 2008). Bu proteinlerin gesitliligi nedeniyle CYP genleri
270'den fazla farkli gen ailesine ayrilmistir. Insanlarda en az 12 CYP450 gen ailesi, 20
alt familya ve 57°den fazla aktif gen oldugu tespit edilmistir (Nebert ve Russell, 2002;
Rodriguez-Antona ve Ingelman-Sundberg, 2006; Sigel, 2007; El-garj ve Wajidi, 2013;
Sim ve Ingelman-Sundberg, 2013).

Diger CYP450'ler

Sekil 1.10. Insan karacigerinde gesitli CYP450 enzimlerinin grafiksel gdsterimi (Almazroo ve ark.,
2017)
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Insanlarda en ¢ok bulunan sitokrom proteinleri, karacigerdeki sitokrom
enzimlerinin %30’unu ve gastrointestinal sistemdeki hiicrelerin %70’ini olusturan

CYP3A alt ailesinin iiyesidir (Kosuge ve ark., 2007; El-garj ve Wajidi, 2013).

Insanlarda gen polimorfizmlerinin -6zellikle CYP2 ailesinin iiyelerinde- bireyler
aras1 ksenobiyotik metabolizma yeteneklerinde muazzam bir fark olusturabildikleri

kanitlanmistir (Sigel, 2007; El-garj ve Wajidi, 2013).

CYPP450 enzimlerinin substratlar ve inhibitorler i¢in secicilikleri (selektivite)
farklilik gostermektedir. Bunun yaninda, iki enzim ayni substrati metabolize
edebilmektedir. CYP450’lerin genis yelpazede yer alan substratlarina karsin pek ¢ok
ortak yapisal 6zellikleri de bulunmaktadir (El-garj ve Wajidi, 2013).

1.2.1. CYP450 Enzimlerinin Isimlendirilmesi

Nomenklatiir sisteminde, P450 siiper ailesinin genlerinin tiim tiyelerinin isimleri
CYP ifadesi ile basglar (CYTOCHROME P450). Bu ifadeyi aile i¢in bir numara takip
eder. Bir harf alt aile i¢in ve bir rakam bireysel gen i¢in verilir. Ayni ailenin tiim tiyeleri
amino asit diziliminde %40’tan fazla benzerlik gosterirken ayni alt ailenin tyeleri
amino asit diziliminde %55°ten fazla icerik benzerligi gosterir. Ornegin, ailesi 27, alt
ailesi A ve geni 1 olan P450 geni CYP27A1 olarak isimlendirilir (El-garj ve Wajidi,
2013).

» CYP: Sitokrom P450 gen kokii sembolii
(—)\—\ I » Aile: Diger CYPI1 proteinlerle >%40 benzerlik
CYPI1A1 Gen Kodu/ Enzim

\—b Alt Aile: Diger CYP1A proteimleriyle =255 benzerlik

Sekil 1.11. CYP450’lerin isimlendirilmesi
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1.2.2. CYP450 Enzimlerinin Calisma Prensibi

CYP450’ler steroidler, yag asitleri, prostaglandinler 16kotrienler gibi endojen,
karsinojen ve ilaglar gibi ekzojen pek ¢ok bilesenin oksidatif metabolizmasinda yer
alan hem-tiyolat yapisinda olan bir enzim sistemidir (NC-IUB, 1991; Ozerol, 1996)

Bu enzim sisteminin yer aldig1 reaksiyon basit¢e asagidaki gibidir:

CYP450
NADPH + H* + O2+ SH — NADP* + H20 + S-OH

Yukarida CYP450’ler ile katalizlenen oksidasyon reaksiyonunda “S” substrati
simgelemektedir. Bu substrata iki oksijen atomundan sadece biri baglanmaktadir. Bu
nedenle yukaridaki reaksiyona “monooksijenasyon” reaksiyonu denilmekte ve bu
enzimler de “sitokrom P450 monoksijenazlar” olarak adlandirilmaktadir. Substratlarin
CYP450’ler tarafindan gergeklesen hidroksilasyonunda, elektronlar nikotin amid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) tan transfer edilmektedir (Sligar ve ark., 1979).

Sekil 1.12. CYP450’ler tarafindan gergeklestirilen O, aktivasyon ve substrat (R-H) oksidasyon
mekanizmasinin ana agamalarinin sematik gosterimi (Brunold, 2007).
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CYP450 proteinlerinde, demir protoporfirin 1X prostetik grubu bulunur ve
meydana gelen hem proteininde oksijen ve substratlarin baglanabilecegi yerler vardir.

CYP450’lerde bulunan hem demiri iki farkli spin durumunda bulunabilir:

1) Hekza yerlesiminde diisiik spinli demir

i1) Penta yerlesiminde yiiksek spinli demir

CYP450’lere bir substratin baglanmasi durumunda hemdeki demir atomu hekza
yerlesiminden penta yerlesimine geger. Substrata bagli haldeki penta koordine durum
(-170 mV), substrata baglanamayan hekza koordine duruma (-270 mV) gore daha fazla
pozitif indirgenme potansiyeline sahiptir. Buna gore penta koordine durumda CYP450
NADPH’tan elde edilen elektronla indirgenebilmektedir. Ayni zamanda meydana
gelen hidroksilasyon (monooksijenasyon) sirasinda hemdeki demir, ferrik (Fe*®)
formundan ferro (Fe*?) durumuna indirgenmesiyle birlikte oksijen hem demirine
baglanabilmektedir. Monoksijenasyon sirasinda toplam 2 elektron gereklidir ve bu
elektronlar CYP450’ye tek tek transfer edilmektedir. Ilk etapta molekiiler oksijen
baglanmaktadir. Daha sonra substratin reaksiyona girebilmesi i¢in aktif oksijen tiirleri

olusturarak ayrilmaktadir (Ozerol, 1996).

1.2.3. CYP1Al

CYP1 ailesi, 2 alt aile ve 3 fonsiyonel genden olugmaktadir. CYP1A1, CYP1A2
ve CYPIBI bu ailenin iiyeleridir. Yiiksek dl¢iide korunmus olan CYP1A1 ve CYP1A2

genleri 7 ekson ve 6 introndan olusur ve bu genler kromozom 15q24.1 iizerinde yer

almaktadir (Murray ve ark., 2001; Nelson ve ark., 2004; Zanger ve Schwab, 2013).
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Sekil 1.13. insan CYP1A1’inin genel yapist
“CYP1A1” gri-mavi serit yapisinda gosterilirken “segment A sekans1” pembe renkle vurgulanmistir.
“Hem” kirmizi1 bolgeyle gosterilmistir (Urban ve ark., 2014)

Embriyogenezisin erken evresinde ifade edilen CYP1A1 enzimi 6ncelikli olarak
karaciger dis1 dokularda bulunmaktadir (Ding ve Kaminsky, 2003; Dutheil ve ark.,
2008). Akciger epiteli, deri, gastrointestinal sistem dokular1 bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Bunun yanisira CYP1AL1 plasenta, fetiis ve embriyoda da goriilmektedir
(Shimada ve ark., 1992; Hakkola ve ark., 1996; Nishimura ve ark., 2003; Yengi ve
ark., 2003; van de Kerkhof ve ark., 2008; Walsh ve ark. 2013). CYP1A1’in
karacigerdeki miktar1 3 pmol/mg’in altindadir (Stiborova ve ark., 2005; Zanger
ve Schwab, 2013).

Cizelge 1.6. insanda CYP1A1’in karaciger ve karaciger disindaki ifade profili.

Insanda CYP1A1’in Karaciger ve Karaciger Disindaki ifade
Profili
Karaciger (pmol/mg) <3
Karaciger P450 Havuzu (%) <1
Adrenal R
Beyin (korteks) RP
Kalp R
Bobrek R
Akcigerler R
Yumurtahklar N.Q.
Plasenta R
Prostat R
Deri/Keratinositler R
ince Barsak RP
Testis R

R: gergek zamanli PCR ile RNA tespiti; N.Q.: ¢ok diisiik degerler/not quantifiable; P: Western blotla,
immiinohistokimya veya kiitle spektroskopisi ile protein tespiti (ortalama karaciger P450 havuzunun
0.4 nmol/mg mikrozomal protein oldugu varsayilmistir) (Zanger ve Schwab, 2013).
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CYP1A1l, endojen substratlarin ve ilaglar gibi ekzojen bilesenlerin
metabolizmasinda oldugu gibi baz1 toksinlerin ve ¢evre kirleticilerin de aktivasyonuna
katilmaktadir (Walsh ve ark., 2013). Prokarsinojenlerin biyoaktivasyonuna katilarak
reaktif metabolitlerin olusmasina neden olan CYP1A1, dolayli yoldan mutasyona ve
nihayetinde tiimor olusumuna neden olabilmektedir (Wogan ve ark., 2004; Rendic
ve Guengerich, 2012).

CYP1AI geni, aril hidrokarbon reseptorii (AhR) ligand1 olarak davranan pek ¢ok
ksenobiyotik tarafindan indiiklenebilir. Bunlara 6rnek olarak metilkolantren ve diger
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), dioksinler ve B-naftoflavon gosterilebilir
(Nebert ve ark., 2004). Bunun yanisira CYP1A1 geni, omeprazol ve primakin gibi
AhR’ye baglanmadan ayni yanit elemanlar1 iizerinden transkripsiyonu diizenleyen
atipik indiikleyicilerle de indiiklenebilir (Yoshinari ve ark.,, 2008). AhR
aktivasyonunun tipik ekzojen kaynaklar1, dogal yanma iiriinleri, diyet bilesenleri (Or:
brokoli) ve dioksinler gibi kimyasal iiretim yan {iriinleridir (Zanger ve Schwab, 2013).
Eikozanoidler gibi ¢ok sayida endojen ligandin da CYP1 genlerinin ifadesini
diizenledikleri diigiiniilmektedir (Nebert ve Karp, 2008). Ayn1 zamanda CYP1Al ve
CYP1A2’nin fenobarbital tarafindan da indiiklenebildigi gosterilmistir (Yoshinari ve
ark., 2010; Zanger ve Schwab, 2013).

Metabolizma

CYPl1A1 I Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Aktive olmus PAH'lar

(hidroksil ve epoksitler)

S ]

DNA katimi
Karsinojenisite | - ROT

Oksidatif Stres

Sekil 1.14. CYP1A1’in PAH’lar aracil1 oksidatif stres iliskisi.

PAH’larin CYP1AT1’i indiikledikleri bilinmektedir. CYP1Al enzimi de PAH’larin metabolizma ve
aktivasyonundan sorumludur. Aktive olmus PAH’lar ve oksitlenmis metabolitler artan ROT iiretimine
ve oksidatif strese neden olmaktadir (Rao ve Kumar, 2015)’dan modifiye edilip Tiirk¢elestirilmistir.
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Kontrol altina alinmamis diyabetin CYP450 enzim ifadelerini degistirdigi gesitli
calismalarda gozlenmistir. CYP1A1’in de diyabet gibi patofizyolojik sartlarda
siganlarda indiiklenebilecegini gosteren arastirmalar bulunmaktadir (Matzke ve ark.,
2000; Shankar ve ark., 2003; Sadi ve ark., 2015). Ornegin, Shankar ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada diyabetli sicanlarda CYP1A1 protein ve aktivitesinde
kontrol grubuna gore artis oldugu, ancak diyabetli farelerde diisiis oldugu gozlenmistir
(Shankar ve ark., 2003).

Ayrica, insiilinin ve CYPI ailesinin (dolayisiyla CYPIA1’in de) hiicre igi
oksidatif metabolizmada 6nemli rollerinin oldugu ve buna istinaden de CYP1 ailesinin
diyabeti ve onun vaskiiler komplikasyonlarmin gelisimine yol agan etmenlerden
oldugu diisiiniilmektedir (Matzke ve ark., 2000; Wang ve ark., 2002; Kim ve ark.,
2005; Wang ve ark., 2009)

1.2.4. CYP2E1

CYP2E alt ailesinin tek geni olan CYP2E1 geni, kromozom 10q26.3’de yer

almaktadir.

Sekil 1.15. insan CYP2E1’inin genel yapist (N-ucu mavi, C-ucu kirmizi renklendirilmistir.) (Cui ve
ark., 2015)
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Karacigerdeki ifadesi oldukca yiiksek olan CYP2EI, karaciger disinda az
miktarda beyin, nazal mukoza, bobrek korteksi, testis, yamurtaliklar, gastrointestinal
sistemde ve kardiyak dokuda bulunmaktadir (Lieber, 1997; Joshi ve Tyndale, 2006;
Thelen ve Dressman, 2009; Michaud ve ark., 2010; Ferguson ve Tyndale, 2011,
Zanger ve Schwab, 2013). Karaciger hiicrelerinde en ¢ok endoplazmik retikulum
tizerinde yer alan CYP2EIl’in, kemirgenler {izerinde yapilan ¢aligmalarda
mitokondride de kayda deger miktarda bulundugu belirtilmistir (Robin ve ark., 2001;
Robin ve ark., 2005).

Cizelge 1.7. insanda CYP2E1’in karaciger ve karaciger disindaki ifade profili.

Insanda CYP2E1’in Karaciger ve Karaciger
Disindaki ifade Profili

Karaciger (pmol/mg) 22-66
Karaciger P450 Havuzu (%) 5,5-16,5
Adrenal R
Beyin (korteks) RP
Kalp R
Bobrek R
Akcigerler R
Yumurtahklar R
Plasenta -
Prostat R
Deri/Keratinositler R
ince Barsak R
Testis R

R: gercek zamanli PCR ile RNA tespiti; P: Western blotla, immiinohistokimya veya kiitle
spektroskopisi ile protein tespiti (ortalama karaciger P450 havuzunun 0.4 nmol/mg mikrozomal protein
oldugu varsayilmstir) (Zanger ve Schwab, 2013).

CYP2EI ifadesine fetiis karacigerinde saptanmaz. Ancak dogumdan sonraki
birka¢ saat icinde- oldukca diisiik seviyede kalan mRNA’dan bagimsiz olarak-
CYP2EI protein ve aktivitesinin dnemli Ol¢iide artig gosterebilecegi de gozlenmistir

(Vieira ve ark., 1996).
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Sekil 1.16. CYP2EI proteininin insan karacigerindeki yasla iliskili varyasyonlari (s: saat; g: giin; y:
yil; h:hafta) (Vieira ve ark., 1996)

Pek ¢ok endojen ve ekzojen bilesigin metabolizmasina katilan CYP2E1, diisiik
molekiil agirlikli substratlar: tercih etmektedir. Bunlara 6rnek olarak etanol, aseton ve
diger organik solventler, halotan gibi narkotikler, klorzoksazon ve parasetamol gibi
bazi ilaglar verilebilir. Bilinen pek ¢ok endiistriyel kimyasal, mesleki ve g¢evresel
toksikanlar ve prokarsinojenler de CYP2E1’in substrati olabilmektedir (Bolt ve ark.,
2003; Lu ve Cederbaum, 2008). CYP2E1’in gesitli endiistriyel kimyasal ve kirleticileri
(kontominant) metabolize etmesi, toksik reaktif metabolitlerin olusmasina neden
olabilir (Hinson ve ark., 2010; Aubert ve ark., 2011). Laurik asit ve aseton da

CYP2E1’in endojen substratlarina ornek olarak verilebilir (Caro ve Cederbaum,

2004).

CYP2E!’in, alkol (etanol) tiiketimi, obezite, diyabet ve aglik durumlariyla
baglantili olabileceginin c¢esitli ¢aligmalarda gosterilmis olmasi, onu insan sagligina
olan etkileri agisindan 6nemli kilmaktadir (Raucy ve ark., 1991; Barnett ve ark., 1993,;
loannides ve Lewis, 2004; Li ve ark., 2011).
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CYP2E1’in pek cok subsratla oldugu gibi ¢esitli hormonlar tarafindan da
indiiklenebildigi gozlenmistir (Gonzalez, 2007). Ayrica CYP2E1’in, etanol ve
patofizyolojik rolii oldugu inanilan diyabet, obezite, aglik, alkol ve non-alkolik
karaciger hastaligi gibi durumlarda da indiiklenebildigi yapilan bazi caligmalarda
gosterilmistir (Takahashi ve ark., 1993; Caro ve Cederbaum, 2004; Aubert ve ark.,
2011). Diyabet durumunda goézlenebilen CYP2E1 indiiksiyonunun ise keton
cisimciklerinde meydana gelen artisa bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir (Miller

ve Yang, 1984; Shankar ve ark., 2003).

CYP2E1'e bagh oksidatif stres

Adapﬁf yﬂnlt \

Antioksidan savunmanin aktivasyonu
l ROT iireten sistemlerin baskilanmasi

(CYP2E1'in labilizasyonu, CYP2E1'in baskilanmasi)

Transkripsiyon faktoriinin aktivasyonu (Or: NF-kB, AP-1)

|

Antioksidan genlerin indiiksiyonu
(Katalaz, GCL, GST)

Sekil 1.17. Oksidatif strese adaptif cevaplar (GCL: Glutamat sistein ligaz; GST: Glutatyon S-transferaz)
(Caro ve Cederbaum, 2004)

Onemli miktarlarda ROT fiirettigi bilinen CYP2E1’in, katalitik siklus sirasinda
stiperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit iirettigi yapilan bazi ¢aligmalarda
gosterilmistir (Porubsky ve ark., 2008; Aubert ve ark., 2011). Olusan bu ROT’lar
nihayetinde doymamis yag asitlerine hasar vererek lipid peroksidasyonun olusmasina
neden olabilir. Meydana gelen lipid peroksidasyonun sonucunda da malondialdehit ve
4-hidroksinonenal gibi oldukca reaktif aldehitler olugsmaktadir. ROT lar ayn1 zamanda
niikkleik asit ve proteinlere de saldirabilir ve mitokondriyal membran
permeabilizasyonunu indiikleyerek hiicre oliimiiniin baslamasina neden olabilir
(Cahill ve ark., 2002; Demeilliers ve ark., 2002; Aubert ve ark., 2011). Ornegin,
CYP2EI1 ile gerceklesen etanol oksidasyonunun Onemli bir 6zelligi ROT’larin

olusmasidir. Olusan bu ROT lar da karaciger hiicrelerinin zarar gormesinde etkilidirler
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(Caro ve Cederbaum, 2004; Zanger ve Schwab, 2013). CYP2EI’in, muhtemelen
karacigerdeki lipid peroksidasyonunun artisina bagl olarak alkolik karaciger hastalig1
ve non-alkolik yagli karaciger hastaligina neden olabilecegini destekleyen arastirmalar

mevcuttur (Cederbaum, 2006; Aubert ve ark., 2011).

1.3. Serbest Radikaller

Hiicrelerde endojen ve ckzojen kaynakli olarak meydana gelebilen serbest
radikaller, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,
molekiil agirhigr diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanirlar (Mercan, 2004).

Serbest radikaller ti¢ farkli sekilde olusabilir:

1) Kovalent bag tasiyan normal bir molekiilin homolitik yikimi sonucu

olusabilirler. Bu yikim sonucunda her bir par¢ada ortak elektronlardan biri kalir.

A:B == A + B

i) Bir molekiiliin heterolitik olarak boliinmesi veya normal bir molekiilden tek
bir elektronun kaybi ile olusabilirler. Heterolitik bdliinme sonucunda kovalent bag:

olusturan elektronlardan ikisi de atomlardan birisinde kalir.

A : B w——— A4+ B

iii) Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile de olusabilirler.

A+e'— A'(+r_)

Biyolojik sistemlerde en cok elektron transferi ile olusan serbest radikaller

pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler (Altan ve ark., 2006).
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Biyolojik sistemdeki en dnemli serbest radikaller, oksijenden olusmaktadirlar.
Serbest radikaller, ROT’lardan meydana gelmektedirler. ROT’lar endojen kaynakli

olabilecekleri gibi ekzojen kaynakli da olabilirler (Mercan, 2004; Babusikova ve ark.,

2012).

Cizelge 1.8. ROT’larin endojen ve ekzojen kaynaklari (Babusikova ve ark., 2012)

ROT’larin Endojen Kaynaklari

ROT’larin Ekzojen Kaynaklari

Mitokondri

Sigara dumani

Peroksizomlar

UV 151k

Fagositler Iyonize radyasyon
CYP450’ler Kirleticiler
NADPH oksidaz Ozon

Nitrojen oksit sentaz

Kemoterapotik ajanlar

Ksantin Oksidaz

Pestisitler

Endoplazmik Retikulum

Organik ¢oziiciiler

Hem proteinleri

Alkol

Asiri fiziksel aktivite

Metaller

Metal Iyonlarmin reaksiyonlari

Diyabetteki oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller:

Siiperoksit anyon radikali (O27)
Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidroksil radikali (OH")

Nitrik oksit (NO)

Gegis metalleri (Memisogullari, 2005)

vV V V V VY

1.3.1. Siiperoksit Anyon Radikali

Stiperoksit anyon radikali, molekiiler oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesinde ara basamaktir. Olustugu yerden fazla uzaga diflize olamayan
stiperoksit, serbest radikal olmakla beraber kendisi direkt olarak fazla zarar vermez.
Siiperoksit radikalini onemli yapan hidrojen peroksit kaynagi ve gecis metal

iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit olusumu daha c¢ok mitokondri ig
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zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda spontan olarak
meydana gelir. Siiperoksit, ksantin oksidaz tarafindan olusturulabildigi gibi
lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri tarafindan da iiretilebilmektedir. Siiperoksit,
notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apoptozis, inflamasyon ve damar fonksiyonlarinin
diizenlenmesi gibi yararli etkilere sahiptir. Artan siiperoksit miktar1 siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksit ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir
(Nordberg ve Arner, 2001; Memisogullari, 2005).

1.3.2. Hidrojen Peroksit

Uzun Omiirlii bir oksidan olan hidrojen peroksit, siiperoksitin SOD ile
dismutasyonu sonucu ya da spontan olarak olusabilmektedir. Oksijen molekiilii baska
bir molekiilden iki elektron alinca peroksid olusur. Peroksid molekiilii de iki H ile
birlesirse H202 olusur. H»O> radikal olmamakla birlikte iiretildigi yerden fazla uzaga
difiize olamayan siiperoksitin aksine membranlar1 ge¢ip sitozole difiize
olabilmektedir. H2O>, siiperoksitle reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici olan
hidroksil radikali olusumuna neden olabilir. Bunun yaninda H,O,, serbest Fe*? ile
reaksiyona girerek de demiri oksitlerken hidroksil radikali olusumuna neden olabilir.
Hiicreici sinyal molekiilii olarak gorev alan H202, olustuktan sonra katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve peroksiredoksinler tarafindan sistemden uzaklastirilir
(Nordberg ve Arner, 2001; Memisogullari, 2005).

1.3.3. Hidroksil Radikali

En reaktif radikal olarak bilinen hidroksil radikali aminoasitler, niikleik asitler,
organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bircoguyla
reaksiyona girebilir. Canli hiicrelerde bulunan biitiin molekiiller ile reaksiyona
girebilen hidroksil radikali lipid peroksidayonununu baglatabilir, deoksiriboniikleik
asit (DNA) iplikciklerinde kirilmalara sebep olabilir ve hemen hemen her organik

molekiilii ayrim yapmadan okside edebilir (McCord, 2000; Memisogullari, 2005).
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1.3.4. Nitrik Oksit

Nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi sonucu
olusan nitrik oksit, damar diiz kaslarmin gevsemesinde 6nemli bir role sahiptir
(Cekmen ve ark., 2001; Memisogullar1, 2005). Bazi durumlarda antioksidan gibi
davranan nitrik oksit, siiperoksit diizeylerinin arttigi durumlarda siiperoksit ile
reaksiyona girerek bir prooksidan olan peroksinitrit olusturur (Vincent ve ark., 2004;
Pratico, 2005).

1.3.5. Gegis Metalleri

Fe™+ g mmmmm [et2

Yukaridaki ornek reaksiyondaki gibi bir elektronun alinmasi ve verilmesi
durumlarinda  olusan  serbest metal iyonlar1  radikal reaksiyonlarim
hizlandirabilmektedir. Lipid peroksidasyonu sirasinda rol oynayan metal iyonlari,
daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale getirebilirler. Ornegin, Fenton
reaksiyonunda Fe*? iyonlar1 H20’yi indirgeyip, OH- olusturabilmektedir
(Memisogullari, 2005).

Fe'? +Hy0, mmmmmmy OH™ + OH" +O; (Fenton reaksiyonu)

1.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal olusumu sistemin antioksidan savunma
kapasitesini astig1 zaman hiicresel sistemde meydana gelen bir durumdur. Eger
hiicresel antioksidanlar, serbest radikalleri yok edemezlerse bu radikaller proteinlere,
lipidlere ve niikleik asitlere saldirip, zarar verebilirler. Serbest radikallerin saldirisi
sonucu olusan oksitlenmis veya nitrozillenmis triinler biyolojik aktiviteyi azaltarak

hiicreler arast iletisimin, enerji metabolizmasinin, tasiyici (transport) sistemin ve diger
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onemli islevlerin kaybina yol acabilmektedir. Bu tarz hasarlarin birikimi de
nihayetinde hiicrelerin nekrotik ya da apoptotik mekanizmalarla 6liimiine neden

olabilmektedirler.

OKSIDATIF STRES

SERBEST RADIKAL OLUSUMU
I ] TAMIR SISTEMI

Sekil 1.18. Oksidatif stres

Serbest radikal hasarina karsi mikrobesinler (vitamin ve mineraller) ve
enzimatik antioksidan sistemler olmak tizere birbirine bagl iki savunma mekanizmasi
bulunmaktadir (Machlin ve Bendich, 1987; Opara, 2002). Diyabette olusan
komplikasyonlar, mikrobesin (vitamin ve mineraller) miktarinin azalmasi veya
enzimatik antioksidan sistemlerin radikal aracili inaktivasyonlarinin sonucu olarak
ROT’larin fazla iiretilmesi veya antioksidan savunmanin yetersizligi durumlariyla
baglantili olarak gelisebilmektedir (Godin ve ark., 1988; Opara, 2002; Memisogullari
ve ark., 2003).
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Sekil 1.19. Oksidatif stresin insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri

1.4.1. Oksidatif Stresin Sonuclari

Oksidatif stresin sonuglari su sekilde siralanabilir:

e Lipid peroksidasyonu

e Protein oksidasyonu

e [ileri glikasyon son iiriinleri

e Membran asimetrisinin kaybi

e Hiicre i¢i sinyal yollarinin aktivasyonu

e Siklooksijenaz ifadesinin indiiksiyonu (Niedowicz ve Daleke, 2005).

1.4.1.1. Lipid Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikalleri, tiim biyolojik maddelerle reaksiyona girebilmekle
birlikte, bu radikallerin ana hedeflerinden biri membran fosfolipitlerindeki doymamis

baglardir. Bu reaksiyonlarin  sonucu da “lipid peroksidasyon”  olarak
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adlandirilmaktadir. Cesitli ¢alismalarda, diyabetli hastalarin lipid peroksidasyon
seviyelerinde- nedenleri tam olarak belirtilmese de- artis olabildigi belirtilmistir
(Memisogullari ve ark., 2003).

Serbest radikallerin aktivitesi sonucu meydana gelen lipid peroksidasyonun,
yaslanma, aterosklerozis ve diyabetin ge¢c donem komplikasyonlarinda 6nemli bir rol

oynadigi diistiniilmektedir (Kesavulu ve ark., 2001; Memisogullari ve ark., 2003).
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Sekil 1.20. Lipid peroksidasyon siirecinin basamaklar1 (Mimica-Duki¢ ve ark., 2012)

Lipid peroksidasyonu neticesinde membran akigskanliginda azalma ve hiicre
lizisi goriilebilmektedir (Fantone ve Ward, 1982; Henson ve Johnston, 1987; Machlin
ve Bendich, 1987; Opara, 2002). Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag
asitlerinin - malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal, lipid hidroperoksitler
izoprostanlar ve konjuge dienler gibi iriinlere oksidatif olarak doniisiim siirecidir
(Niedowicz ve Daleke, 2005). Lipid peroksidasyonu seviyesinin oOlgiilmesi igin
genellikle malondialdehit testi yapilmaktadir. Malondialdehit testi de genellikle
tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS) ya da lipid peroksitlerin 6lgiimiiyle
gerceklesmektedir (Janero, 1990; Bakan ve ark., 2002; Memisogullari ve ark., 2003).
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Sekil 1.21. Lipid peroksidasyon sonucu olusan ikincil iiriinler (Niedowicz ve Daleke, 2005).

Diyabette gozlenen insiilin yetersizligi hiperglisemiye neden olur. Bu durumda
karaciger, glukozu yeterince kullanamadigi icin yaglari enerji kaynagi olarak
kullanmaya baglar. Olusan serbest yag asitlerinin oksidasyonuyla da kanda keton
cisimciklerinin miktarinda artis goézlenir (ketonemi). Yapilan bazi caligmalarda,
diyabet durumunda artan keton cisimciklerinin, kanda lipid peroksidasyon seviyesinde
artigsa neden olabilecegi ileri siiriilmistiir (Jain ve ark., 1999). Buna istinaden yapilan
bir ¢calismada keton cisimciklerinden olan asetoasetatin, fosfat tamponu ¢ozeltisinde
oksijen radikalleri iiretebilecegi ve diyabetli hastalarin kaninda lipid peroksidasyona
neden olabilecegi belirtilmistir (Jain ve ark., 1998; Jain ve ark., 1999).
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Sekil 1.22. Glukozla indiiklenen oksidatif stres, lipid peroksidasyonun artmasina sebep olmaktadir.
(Davi ve ark., 2005)’dan degistirilmistir.

Lipid peroksidasyonu veya oksijenin doymamis lipidlerle reaksiyonu sonucu
cesitli oksidasyon triinleri meydana gelir. Lipid hidroperoksitler (LOOH), lipid
peroksidasyonu neticesinde olusan baglica iriinlerdendir. Malondialdehit (MDA),
propanal, hekzanal, 4-hidroksinonenal (4-HNE) ve izoprostanlar lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan diger ikincil triinlerdendir (Niedowicz ve Daleke, 2005; Ayala ve
ark., 2014). MDA, lipid peroksidasyonunun en mutajenik iriiniiyken, 4-HNE bu
tirtinlerin en toksik olanidir (Esterbauer ve ark., 1990; Ayala ve ark., 2014).

1.4.1.1.1. Malondialdehit

Diyabet hastaliginda artis gosterdigi bilinen malondialdehit (MDA) hem ¢oklu
doymamig yag asitlerinin lipid peroksidasyonunun sonucu olarak hem de
prostaglandin ve tromboksan sentezinin yan iiriinii olarak meydana gelebilmektedir

(Kume ve ark., 1995; Slatter ve ark., 2000). MDA nonenzimatik olarak olusabildigi
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gibi siklooksijenaz aktivitesinin yan iiriinii olarak da olusabilmektedir (Slatter ve ark.,
2000; Niedowicz ve Daleke, 2005).

Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak diisiiniilen MDA, tiyobarbitiirik asitle
reaksiyona girerek tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS) olusmasina neden
olur (Yagi, 1994; Slatter ve ark., 2000).

MDA’nin toksisitesi ¢zellikle proteinlere ve DNA’ya karsi gostermis oldugu
yiiksek reaktiviteden kaynaklanmaktadir. Ugucu bir molekiil olan MDA, Schiff bazi
araciligiyla proteinlerin serbest amino gruplariyla, lipidlerle ve DNA ile reaksiyona
girebilmektedir (Slatter ve ark., 2000; Niedowicz ve Daleke, 2005). MDA’nin DNA
ile reaksiyona girmesi, MDA nin kolayca mutajenik ve kanserojen etki gostermesine
neden olabilirken, kardiyovaskiiler sistemdeki kolajenle reaksiyona girmesi ise bu
dokularda sertlesmeye neden olarak diyabette gzlenen ge¢ donem komplikasyonlar
(3 aydan sonra gozlenen) olusmasina yol agabilmektedir (Slatter ve ark., 1999; Slatter
ve ark., 2000).

MDA olusumunun, diyabet (Slatter ve ark., 2000) hastaliginin yanisira hepatit C
(Romero ve ark., 1998), Down Sendromu (Muchova ve ark., 2001), kanser (Marnett,
2002), Alzheimer gibi nérodejeneratif rahatsizliklar (Markesbery, 1997; Dib ve ark.,
2002) ve karaciger hasar1 (Tuma, 2002) gibi pek ¢ok hastalikla baglantili olabilecegi

gosterilmistir.

Insiiline bagimli diyabet hastalarinda MDA olusumunun yiiksek glukoz diizeyi
gibi hiperketonomi ile de baglantili olabilecegi rapor edilmistir (Jain ve McVie, 1999;
Jain ve ark., 1999). Bu veriler, keton cisimciklerinden olan asetoasetata maruz kalan
endotelyal hiicrelerde MDA’ nin olusmasiyla da desteklenmistir (Jain ve ark., 1998;
Niedowicz ve Daleke, 2005).

Oksidanlar tarafindan nonenzimatik iiretimle artan MDA diizeyinin, diyabetik

hayvanlarda, insanlarda ve glukozla muamele edilmis hiicrelerde antioksidan
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uygulanmasiyla baskilanabildigi gézlenmistir (Jain ve ark., 1996; Sharpe ve ark.,
1998; Jain ve McVie, 1999; Jain ve ark., 1999; Jachec ve ark., 2002; Yilmaz ve ark.,
2002; Niedowicz ve Daleke, 2005).

1.5. Diyabet ve Oksidatif Stres

Kronik ve metabolik bir hastalik olan diyabet, ayn1 zamanda artmis oksidatif
stres durumu olarak da tanimlanmaktadir. Diyabette gozlenen hipergliseminin
indiikledigi protein glikasyonu (proteinlerin amino gruplarinin glukoz ve diger
indirgeyici sekerlerle enzimatik olmayan kendiliginden gergeklesen tepkimesi) serbest
stiperoksit radikalleri olusturabilmektedir (Monboisse ve ark., 1990; Kiling, 2011).
Diyabet durumunda artan bu serbest radikaller de lipidler, proteinler ve niikleik
asitlerle etkilesime girerek membran biitlinliigiiniin bozulmasina, proteinlerde yapisal
ve fonksiyonel degisikliklere ve genetik mutasyonlara neden olabilmektedir.
Organizma, bu radikallerin zararlarindan korunmak i¢in bazi enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan savunma mekanizmalarin1 devreye sokar (Memisogullari ve
ark., 2003; Memisogullari ve Bakan, 2004; Vincent ve ark., 2004). Diyabette viicudun
kendi antioksidan savunmasinin yanisira ekzojen antioksidanlar verilerek de serbest

radikallerin etkileriyle basa ¢ikilabilecegi gozlenmistir (Vincent ve ark., 2004).

Karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz gibi dokularla karsilastirildiginda
pankreasin antioksidan kapasitesin oldukga diisiikk diizeyde oldugu bilinmektedir.
Oksidatif strese karsi hassas olan pankreas B hiicrelerinde meydana gelen hasarin,
diyabette gozlenen yiiksek kan sekeri seviyesinin toksik etkilerinden kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Beppu ve ark., 2003). Oksidatif strese maruz kalan B hiicrelerinde
insiilin ifadesinin diistiigii gozlenmistir. Bunun nedeninin ise insiilin ve glikokinaz gibi
karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan enzim ve hormonlarini
uyaran Pancreatic and Duodenal Homebox 1’in (PDX-1) DNA’ya baglanma

potasiyelindeki azalma oldugu iddia edilmistir (Kajimoto ve Kaneto, 2004).
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Sekil 1.23. Diyabet hastaliginda gézlenen glukoz toksistesinin f hiicrelerindeki molekiiler mekanizmasi

(Kajimoto ve Kaneto, 2004)

Diyabet hastaliginda olusan reaktif oksijen tiirlerinin, glikasyon reaksiyonu,
mitokondrideki elektron transport zinciri ve heksozamin yolu vasitasiyla olustuklari
diistiniilmektedir (Kajimoto ve Kaneto, 2004). Buna gore reaktif oksijen tiirleri
nedeniyle olusan oksidatif strese kars1 antioksidan tedavinin uygulanmasinin glukoz

tokisitesinin B hiicrelerinde olusturabilecegi hasari 6nleyebilecegi diisiiniilebilir.

Kisaca serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller
lehine bozulmasi olarak tanimlanabilen oksidatif stresin, diyabette makro ve
mikrovaskiiler komplikasyonlara neden oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan kabul
gormektedir (Memisogullari ve ark., 2003; Memisogullari ve Bakan, 2004; Vincent ve
ark., 2004). Hiperglisemiyle indiikklenen diyabette go6zlenen komplikasyonlar
aciklamak i¢in onerilen en 6nemli hipotezlerden biri oksidatif stresteki artistir. Ayrica
stiperoksit (O2¢7), hidroksil radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROT’ lar
diyabete bagli komplikasyonlarin baslangicinda oldugu gibi Alzheimer hastaligi,
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Parkinson hastaligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve iskemi reperfiizyon
hastaliklarinda da rol oynamaktadirlar (Pratico ve ark., 1998; Pratico, 1999; Roberts
ve Morrow, 2000; Hyun ve ark., 2002).

1.6. Diyabette Antioksidan Mekanizmalar

ROT’larin olusumunu ve olusan bu ROT’larin meydana getirdigi zarar1 dnlemek
i¢in viicutta ¢esitli antioksidan savunma sistemleri gelismistir (Altan ve ark., 2006).
Saglikli bireylerde serbest radikallerle antioksidanlar denge halindeyken, diyabet
hastaliginda bu denge serbest radikaller lehine bozulmustur. Diyabet hastaliginda
serbest radikallerde gézlenen artisin ise diyabetin komplikasyonlarina neden olabildigi
diisiiniildiginde antioksidanlar diyabet hastaliinin komplikasyonlartyla basa
¢itkmada Onem kazanmaktadir. Antioksidanlarin oksidanlar1 ¢esitli etkisizlestirme

mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar:

» Temizleme etkisi: Oksidanlar enzimler tarafindan zayif bir molekiile
cevrilmektedirler.

» Baskilama etkisi: Oksidanlara vitaminler ve flavonoidler tarafindan bir
hidrojen aktarilarak, oksidanlar etkisiz hale getirilir.

» Onarma etKisi

» Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini
engelleyen bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
yapilir (Pektas, 2009).

41



DIYABETTE ANTIOKSIDAN MEKANIZMALAR ]

Antioksidan Vitaminler Glutatyon /Diyabette Kullanilan Ekzoje“
N Antioksidan Maddeler

* E vitamini
*  Avitamini
* C vitamini

Antioksidan Enzimler

» Siiperoksid dismutaz

« Katalaz

* Glutatyon peroksidaz
* Glutatyon rediiktaz

+  Glutatyon S-transferaz

* Melatonin

* Anjiyotensin konvertaz
enzim inhibitérleri

+ Siilfoniliireler

*  Metformin

+ Lipoik asit

+ Allopurinol

\' Pentoksifilin /

Sekil 1.24. Diyabette antioksidan mekanizmalar

1.6.1. Antioksidan Enzimler

Antioksidan  enzimler oksidanlar1 tutarak daha zayif molekiillere

cevirmektedirler.

1.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, siliperoksit molekiilinii daha az reaktif olan hidrojen

peroksite doniistiiriir.

SOD
0+ 0 + 2H" w05 + H,0>

Hiicrede 2 ¢esit SOD bulunmaktadir. Bunlardan biri lizozomlarda, niikleer
kompartmanlarda ve sitozolde bulunan Cu, Zn- SOD, digeri mitokondride bulunan
Mn- SOD’dur. SOD, plazma, lenf, beyin omurilik sivis1 gibi hiicre disindaki
bolgelerde de bulunmaktadir (Niedowicz ve Daleke, 2005; Babusikova ve ark., 2012).
Diyabet hastaliginda, SOD diizeyinin arttig1, azaldig1 ya da degismedigini gosteren
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cesitli caligmalar mevcuttur (Aydin ve ark., 2001; Abou-Seif ve Youssef, 2004;
Komosinska-Vassev ve ark., 2005).

1.6.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, SOD’un meydana getirdigi hidrojen peroksiti katalaz peroksidazlarla su
ve oksijene pargalar.

CAT
2 HZOZ —) 02+ HZO

Alyuvarlar, karaciger ve bobrekler katalaz aktivitesinin yogun oldugu
organlardir (Memisogullari, 2005; Babusikova ve ark., 2012). Diyabet hastaliginda
katalaz aktivitesinin arttigina dair caligmalarin yaninda azaldigin1 gosteren
arastirmalar da mevcuttur (Memisogullari ve ark., 2003; Abou-Seif ve Youssef, 2004;

Komosinska-Vassev ve ark., 2005).

1.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPXs)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksiti suya indirger. Bunun yaninda

indirgenmis glutatyonu ytikseltger.

GPXs
2GSH + H20, =) GSSG + 2H20

Tanimlanmis 4 ¢esit GPX vardir. Bunlar: Hiicresel GPX, gastrointestinal GPX,
hiicredisi GPX ve fosfolipid hidroperoksit GPX’tir (Babusikova ve ark., 2012).
Yapilan bazi ¢caligmalarda diyabet durumunda GPX aktivitesinin azaldig1 gézlenmistir

(Memisogullari ve ark., 2003; Komosinska-Vassev ve ark., 2005).
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1.6.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, yiikseltgenmis glutatyonu indirger (Konukoglu ve Akcay,
1995). Diyabet durumunda glutatyon rediiktaz aktivitesinin azaldigina dair ¢aligsmalar

bulunmaktadir (Komosinska-Vassev ve ark., 2005).

1.6.1.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz, toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu
katalizleyerek toksik metabolitlerin detoksifikasyonunu saglar (Van Haaften ve ark.,
2001).

1.6.2. Glutatyon (GSH)

Hemen hemen biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenen glutatyon, organik
hiperoksitleri indirgeyen ve organlari lipid peroksidasyondan koruyan onemli bir
antioksidandir (Babusikova ve ark., 2012; Karabulut ve Giilay, 2016). Hiicre i¢inde
indirgen formda bulunan glutatyon endojen olarak iiretilen peroksitleri okside olarak
indirger. Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonu katalizleyen enzimdir. Glutatyonun
indirgen formda tutulmasini katalizleyen enzim ise glutatyon rediiktazdir. Ancak
glutatyonun, glutatyon rediiktazla indirgenme reaksiyonunun gerceklesmesi igin
NADPH’a ihtiyag vardir (Onat ve ark., 2002; Vincent ve ark., 2004; Cherubini ve ark.,
2005).
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Sekil 1.25. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyon (Memisogullari, 2005)

1.7. Diyabette ROT Kaynaklari

Diyabet hastaliginda olusan hiperglisemi durumu, ROT diretimini g¢esitli
kaynaklardan uyarabilir. Her bir kaynagm oOnemi hiicre ya da doku tipine gore
degisebilmektedir (Niedowicz ve Daleke, 2005).

Diyabet ve hiperglisemi durumunda, siiperoksit (O2¢"), hidroksil radikali (OH")
ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROT’lar pek ¢ok hiicresel kaynaktan ortaya
cikabilmektedir. Diyabette olusan ROT’larin kaynaklari:

Oksidatif fosforilasyon

Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz)
Glukoz otooksidasyon

Nitrik oksit sentaz

Ksantin oksidaz

Sitokrom P450 monooksijenazlar (CYP450’ler)

vV V V V V VYV V

Lipooksijenazlar olarak siralanabilir (Niedowicz ve Daleke, 2005).
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ROT lar ayn1 zamanda ileri glikasyon son iirlinlerin (AGE) {iretiminden ve AGE
reseptorlerinin  (RAGE) aktivasyonundan da kaynaklanabilmektedir (Niedowicz
ve Daleke, 2005). Glukoz gibi indirgen sekerler proteinlerin amino gruplariyla,
lipidlerle ve niikleik asitlerle non-enzimatik olarak etkilesime girip ileri glikasyon son
tirtinlerini (AGE) olusturabilirler (Raj ve ark., 2000; Singh ve ark., 2001).

ileri glikasyon son
iriinler: (AGE)

\
disar
| NADPH
oksidaz - .
iceri

=

Sitokrom P450 . .
G—lu.koz Lipooksijenaz Oks‘.lda‘tlf
otooksidasvon Ksantin olsidaz fosforilasyvon
Witrike olksit senta= /
Frenton 1 Glikoliz
reaksiyonu 4+

GLUKOZ

Sekil 1.26. Diyabette ROT {ireten kaynaklarin sematik gosterimi.
fleri glikasyon son iiriinleri (AGE: advanced glycation endproducts), ileri glikasyon son iiriinleri i¢in
reseptorler (RAGE: AGE receptors), PKC: protein kinaz C (Niedowicz ve Daleke, 2005).

Diyabette goézlenen hiperglisemi vaskiiler hasarin artmasina neden
olabilmektedir. Meydana gelen bu vaskiiler hasarlar sonucunda da retinopati, ndropati,
nefropati gibi mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar olugur (Friedman,
1999; Paul ve Bailey, 1999; Raj ve ark., 2000). Bu komplikasyonlara neden olan

mekanizmalar tam olarak bilinmemekle birlikte bununla ilgili 3 yol 6nerilmistir:

> Protein kinaz C izoformunun aktivasyonu
> Aldoz rediiktaz yolagi
> AGE olusumu (Boel ve ark., 1995; Friedman, 1999; Nishikawa ve ark.,

2000; Singh ve ark., 2001)

Hiperglisemi ROT larin iiretimini arttirarak oksidatif stresin olusmasina neden

olmaktadir (Ceriello, 1999; Singh ve ark., 2001). Olusan AGE de serbest radikal
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tiretimini indiikleyerek ve nitrik oksiti tiikketerek oksidatif strese neden olabilmektedir
(McCance ve ark., 1993; Ceriello, 1999). Bir vazodilator olan nitrik oksit, vaskiiler
diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etki gostermektedir. Bu nedenle AGE’nin

olusumu damarlarin elastikiyetini kaybedip kalinlasmasina ve hipertansiyona yol

acabilmektedir (Boel ve ark., 1995; Singh ve ark., 2001).

1.7.1. Diyabet ve Sitokrom P450 Monooksijenazlar

Diyabetin CYP450’ler tizerine etkisi izoforma gore degisiklik gostermektedir.
Yapilan ¢aligsmalarda sadece birkag izoformun aktivitesi ve ifadelerinin diyabette artis

gosterdigi gozlenmistir (Niedowicz ve Daleke, 2005).

Yapilan bazi ¢alismalara gore, genellikle cogu CYP450 izoformunun CYP2E1
ve CYP4A’larin aksine, diyabette ifadelerinin azaldigi gozlenmistir. Bu izoformlar
CYP1A2, CYP2C22, CYP2C40 ve CYP2C11 olarak siralanabilir (Iber ve ark., 2001;
Pass ve ark., 2002; Niedowicz ve Daleke, 2005). Bu izoformlarin azalan ifadeleri ROT
tretimini  etkilemese de, diger zararli molekiillerin  detoksifikasyonunu

etkileyebilecegi diistiniilmektedir (Niedowicz ve Daleke, 2005).

Diyabet ve CYP450 enzimleri arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalarin
bazilarinda da diyabet durumunda CYP1A1’in artig gosterdigi gézlenmistir (Matzke
ve ark., 2000; Sadi ve ark., 2015).

CYP450 enzimlerinin hiperglisemiye bagli olarak diizenlenebildikleri gibi
diyabetle alakali diger molekiiller tarafindan da diizenlenebildikleri diisiintilmektedir.
Bunun i¢in ¢esitli caligmalarda diyabet durumunda pek c¢ok izoformun, artan yag
asitleri ve keton cisimcikleriyle muamele edildiklerinde artis gosterdikleri

gozlenmistir (Zangar ve Novak, 1997).
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PN

CYP450’ler arasinda diyabette aktivitelerinin degistigi gézlenmis olan CYP1A1
ve CYP2El’in oksidatif streste rol alan Onemli enzimlerden olabilecekleri
diistiniilmektedir (Shankar ve ark., 2003; Wang ve ark., 2009).

1.8. Tezin Amaci

Calismamizin amaci, diyabette olusan ROT larin sonucu artan oksidatif stres ile
iligkili oldugu diisiiniilen CYP1A1 ve CYP2El enzim aktivitelerini ve lipid
peroksidasyon seviyesini Sprague-Dawley erkek sigan karaciger mikrozomlarinda
incelemektir. Kontrol, diyabetli ve insiilin tedavili diyabetli sigan karaciger
dokularinda CYP2E1 ve CYP1Al enzim aktivitelerinin ve lipid peroksidasyon

diizeyinin bu gruplar arasinda karsilastirilmasi amaglanmastir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Kullanilan Maddeler

>

A\

vV V VYV VY ¥V V¥V VvV ¥V V¥V Vv V VY

A\

Kullanilan Maddeler
7-Etoksirezorufin
2-Tiyobarbitiirik asit

Bakir stilfat

Demir (II) Stilfat Heptahidrat

Dipotasyum hidrojen fosfat
Etil alkol

Folin-Ciocalteu reaktifi
Gliserol

Glukoz-6-fosfat
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
Hidroklorik asit

Magnezyum klortir

Metil alkol

Nikotin amid adenin dintkleotid
fosfat

Perklorik asit
p—nitrofenol

Potasyum kloriir

Alindiklar1 Firma/ Ulke
» Sigma Aldrich — ABD

» Sigma Aldrich — ABD

» The British Drug House —
Ingiltere
The British Drug House —
Ingiltere

A7

Merck —Almanya

Sigma Aldrich — ABD
Sigma Aldrich — ABD
Sigma Aldrich — ABD
Sigma Aldrich —~ABD
Sigma Aldrich — ABD
Merck — Almanya

Merck — Almanya

vV WV Vv VvV ¥V VY ¥V V V

Merck — Almanya

Y

Sigma Aldrich — ABD
» Riedel — Almanya
» Sigma Aldrich — ABD

» Sigma Aldrich — ABD
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»  Sigir serum albiimini
» Sodyum hidroksit
> Sodyum potasyum tartarat

> Tris-baz

2.1.2. Kullanilan Aletler

Kullanilan Alet
Buz makinesi
Calkalayici
Derin Dondurucu

Hassas terazi

vV V VYV V V

Isiticili manyetik
karistirict

Matkap

Otomatik pipetler

pH metre

Sallamali su banyosu
Santrifiij

Santrifiij

vV V VvV V VYV V V

Sogutmali ultra
santrifiij

Y

Spektrofotometre

» Spektrofluorometre

» Spektrofotometre
kiiveti

> Terazi

> Vorteks

VvV Vv ¥V ¥V VY V¥V V¥V V ¥V VW ¥V V¥V V VYV VYV VY

» Sigma Aldrich— ABD
» Merck — Almanya
» Sigma Aldrich — ABD

» Sigma Aldrich— ABD

Alindig Firma/ Ulke
Hoshizaki — Japonya
Bellco— ABD
Scancool — Danimarka
Sartorius — Almanya
Torrey Pines Scientific — ABD
Black & Decker
Eppendorf
Hanna — ABD
Niive ST 400 — Tirkiye
Sigma Aldrich 4K15
IEC Centra MP4R
Beckman Optima LE-80K
Shimadzu UV — 160A, Japonya
Shimadzu RF — 1501, Japonya
Starna

Sartorius — Almanya

Whirlimixer Fisons Scientific
Apparatus
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2.1.3. Kullanmilan Deney Hayvanlari

Bu ¢aligmada Bilkent Deney Hayvanlar1 Arastirma Unitesi’nden temin edilen
280-300 g agirliklarindaki 6 haftalik Sprague-Dawley erkek siganlar kullanilmistir.
Deney hayvanlari, kilo alimlarin1 kontrol altina alabilmek i¢in enjeksiyondan 14 giin
oncesinde temin edilmis ve Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Unitesi kosullarina alistirilmalar1  saglanmustir. Deney hayvanlari tekli uygun
kafeslerde, 22-25 °C sicaklikta ve uygun nem kosullarinda barindirilmistir. Otenazi
islemi gergeklestirilene kadar sinirsiz su ve giinliik 2000-2500 kalori alinacak sekilde

yem verilmistir.

2.2. Kullanilan Deney Hayvanlarimma Uygulanan Protokoller

27 adet Sprague-Dawley cinsi erkek siganlar arastirmamizin amacina uygun
olarak 5’1 kontrol, 11°1 diyabetli ve 11’1 diyabetli ve sonrasinda insiilin tedavisi
uygulananlar olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Siganlarin laboratuvar kosullarina
alistirmalar1 saglandiktan ve kilo alimlarinin kontrolii gerceklestirildikten 2 hafta sonra
uygulamalar baglamigtir. Kontrol grubu siganlara tek doz sitrat tamponu (pH: 4,5)
kuyruk veninden intravendz injeksiyon ile uygulanmistir. Diyabet modeli
olusturulacak sicanlara, sitrat tamponu (pH 4,5) i¢inde c¢oziilerek hazirlanmis
streptozotosin, 40 mg/kg dozda kuyruk veninden intravendz enjekte edilmistir.
Enjeksiyondan 72 saat sonra siganlarin kan glukoz 6lgiimleri gergeklestirilmistir. Kan
sekeri 300 mg/dl ve iizerinde olan siganlar diyabetli olarak kabul edilmis ve
enjeksiyondan sonra 8 hafta diyabet komplikasyonlarmin izlenim siiresi
beklenilmistir. Diyabetli oldugu kabul edilen ve ardindan insiilin tedavisi
gerceklestirilmis olan gruba streptozotosin enjeksiyonundan 6 hafta sonra, 2 hafta
siireyle insiilin tedavisi yapilmustir. Insiilin tedavisi protokolii sabah regiiler (5-15 1U),
aksam ise NPH (10-20 IU) insiilin seklindedir. Tiim protokollerin ardindan siganlara
16 haftalik iken 6tenazi gergeklestirilmistir.
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2.3. Yontem

2.3.1. Dokularin Elde Edilmesi

Enjeksiyonlarin tamamlanmasindan sonra deney hayvanlarina yiiksek doz
anestezi altinda (ketamin/ksilazin) 6tanazi yapilmis, sonra karaciger dokular1 hasar
gérmeden alinmis ve saf su ile temizlenerek kanlar1 giderilmistir. Karaciger dokulari
tim doku olarak calisilmigtir. Temizlenen karaciger dokularinin agirliklart 0,001
grama kadar hassasiyetle 6lciilerek kaydedilmistir. Tiim bu islemler +4 °C” de, buz
banyosu i¢inde gergeklestirilmistir. En kisa siirede bu islemler tamamlanmis ve
tamamlandiktan sonra mikrozom elde edinceye kadar -80 °C” de giivenli bir sekilde

saklanmustir.

2.3.2. Dokularin Mikrozomal Fraksiyonlarimin Hazirlanmasi

2.3.2.1. Sprague-Dawley Sican Karaciger Mikrozomal Fraksiyonlarinin

Hazirlanmasi

Karaciger dokular1 -80 °C’den alinarak +4 °C’de steril bir makasla ufak parcalara
ayrilmistir. Pargalara ayrilmis karaciger dokular1 teflon cam homojenizasyon aletinin
buza yerlestirilen cam kismina koyulmustur. Uzerine 1 gram doku basina 5 ml olacak
sekilde % 1,15’lik KCI ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Homojenizatoriin teflon ucuna
takilan matkap 3 000 rpm’de dondiiriilerek 10-12 defa daldirma islemi ile dokular
homojenize edilmistir. Bu islemler sirasinda matkap takili ucun cam i¢inden daldirma
islemleri sirasinda ¢ok yukari ¢ekilmemesine ve dokularin olusturdugu homojenatin
kopiirtiilmemesine 6zen gosterilmistir. Homojenize edilen dokular alinmig ve santrifiij
tiiplerine koyularak homojenatlarin agirliklar tespit edilmistir. Bu islemden sonra +4

°C’de 11 000 g’ de 25 dakika santrifiij yapilmustir. 11 000 g’de olusan pellet (¢oken
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kisim) baslica mitokondri, lizozom, peroksizom gibi organelleri ve hiicre ¢ekirdegini
icermektedir. Siipernatant (siv1 kisim) ise diiz ve partikiiler endoplazmik retikulum

parcalar1 ve ¢ozlniir halde bulunan sitoplazmayi icermektedir.

Elde edilen 11 000 g siipernatanti, yani iist faz alinmis baska bir santrifiij tiipiine
aktarilarak pelletten ayrilmasi saglanmigtir. Alinan silipernatant Beckman sogutmali
ultrasantrifiijde 40 000 rpm’de (108 000 g’de) +4 °C’de 60 dakika santrifiij edilmistir.
Bu santrifiij sonunda olusan silipernatant pelletten ayrilmis ve mikrozom igeren
pelletler dikkatli bir sekilde alinarak doku agirliginin yarist kadar yani 1 gram doku
basina 0,5 ml olacak sekilde % 20’lik gliserol ile homojenizatorde 3-4 defa daldirma
islemi yapilarak homojenize edilmistir. Elde edilen mikrozomal fraksiyonlar kiiciik
hacimlerde ayrilarak eppendorf tiiplere paylastirilmis ve her ¢alisma sirasinda toplam
karaciger mikrozomunun siirekli ¢oziiliip donmasi1 engellenmistir. Elde edilen
mikrozomal fraksiyonlarin kii¢iik bir kismi1 protein tayini i¢in kullanilmis, geriye kalan

kism1 ise enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyon tayini icin -80 °C’de saklanmustir.

2.3.3. Protein Tayini

Elde edilen mikrozomal fraksiyonlarin protein miktarlart Lowry ve
arkadaglarmin (1951) (Lowry ve ark., 1951) yontemine gore tayin edilmistir. Deneyin
prensibi, alkali ortamda Cu*?, proteinlerdeki peptid baglar1 ile kompleks olusturur ve
boylece Cu*V’e indirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirlerinde yer alan
triptofan, tirozin ve sistein aminoasitleri Folin-Ciocalteau belirtecini (fosfomolibdo-
tungstik asit ¢ozeltisi) indirgeyerek renk olusturur. Olusan rengin siddeti protein
konsantrasyonu ile ilgilidir. Daha sonra 750 nm’de spektrofotometrik okuma ile

konsantrasyonlar tespit edilir.

Kristalize sigir serum albiimin proteini 0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,10 mg/ml,
0,20 mg/ml derisimler halinde standart olarak kullanilmistir. Her bir dokunun
mikrozomlari karaciger i¢in 1/200 ve 1/400 oraninda saf su ile seyreltilmistir. Reaktif

A olarak % 2’lik Na2CO3’ iin 0,1 N NaOH igindeki ¢ozeltisi, reaktif B olarak % 2’lik
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NaKC4H406.4H20, reaktif C olarak CuS04.5H20 kullanilmistir. Bu {i¢ reaktifin

karisimi reaktif D adiyla kullanilmistir.

Protein tayininden hemen Once taze olarak hazirlanan Reaktif D ¢ozeltisinin
hazirlanisi su sekildedir: 10 ml reaktif A, 0,1 ml reaktif B, 0,1 ml reaktif C karistirilarak
elde edilmistir. Ayn1 zamanda 2 N folin reaktifi 1:1 oraninda saf su ile seyreltilerek

reaktif D karisimindan sonra kuyucuklara tek tek ilave ilave edilmistir.

Protein tayini i¢in mikro yontem optimize edilmistir ve yontem 96 kuyucuklu
mikro tabakalarda yapilmistir. 0,025 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,10 mg/ml, 0,20 mg/ml
derisimindeki kristalize sigir serum albumininden 30’ar pl alinip mikro tabakaya
koyulmustur. Ayrica tabakadaki bir kuyucuga da kor deney i¢in 30 ul saf su
koyulmustur. Karaciger i¢in 1/200 ve 1/400 oraninda seyreltilen mikrozomal
fraksiyonlardan 30’ar pl c¢ekilip kuyucuklara koyulmustur. Her kuyucuga 150 pl
Reaktif D karigimi ilave edildikten sonra 10 dakika beklenmis ve ardindan seri bir
sekilde 20°ser ul folin reaktifi ilave edilmistir. Her bir kuyucuga folin reaktifi ilave
edilirken 9-10 saniye pipetle karistirma iglemi yapilmistir. Folin her kuyucuga
eklendikten sonra 37 °C’de 30 dakika mikro tabaka inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra 750 nm’de spektrofotometrik okuma yapilmistir. Cizilen standart egriden

kuyucuk absorbanslarina gore protein miktarlart ayr1 ayr1 hesaplanmustir.

0,3 -

o
N

o
=

Absorbans 750 nm

mg (BSA)/ml

Sekil 2.1. Standart Protein Egrisi

54



2.3.4. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP1A1 Enzim Aktivitesinin Tayini

Burke ve ark.’nin 1985 yilinda tarif ettikleri fluorometrik yontem modifiye
edilerek 7-etoksiresorfin-O-deetilaz (EROD) aktivitesi tayin edilmistir (Burke ve ark.,
1985). Mikrozomlara 2.3.3’te anlatildigi gibi protein tayini yapildiktan sonra 7-
etoksiresorfin-O-deetilaz  aktivitesinin  Ol¢iimiine  gegilmistir.  7-etoksiresorfin,
CYPIAT1’in bir substratidir ve enzim aktivitesi sonucunda olusan resorfin
spektrofluorometrik olarak Olglilmiistiir. Kofaktor olarak NADPH iireten sistem
kullanilmstir. Kofaktor kullanilmadan Once taze olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu

kofaktor 37 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

2.3.4.1. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP1A1 Aktivitesi icin Tepkime

Ortam

1 ml’lik tepkime ortamina 0,2 mg mikrozomal protein, substrat olarak 0,05 mM
7-etoksiresorufin, 10 mM albiimin, 50 mM pH: 7,8 tris. HCI tamponu, kofaktor olarak
2,5 mM glukoz-6-fosfat, 0,5 mM NADP*, 5 mM MgClz, 30 mM pH 7,8 potasyum
fosfat tamponu, 1 U glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi bulunmaktadir. Kofaktor
kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlanmis ve 37 °C’de 5 dakika inkiibe

edilmistir.

EROD enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde standart olarak resorufin kullanildi. Her
deneyde 0,5 mM resorufin ¢ozeltisi taze olarak hazirlandi. Dort farkl diizeyde (31.25,
62.50, 125, 250 nmol) reaksiyon ortamina ilave edildi. Elde edilen fluoresans degerleri
farkli resorufin miktarlarina karsi standart egrinin ¢iziminde kullanildi. Resorufin

standart egrisi ¢alisilan bu kosullarda dogrusal bulundu.

I ml’ lik tepkime ortamindaki tiim maddeleri iceren tilipler agizlar1 acik olacak
sekilde calkalama 6zelligi bulunan 37 °C’deki su banyosuna alindiktan sonra esit
zaman araliklarla tiiplere 150 pl NADPH iireten sistem ilave edilmistir. Tiipler bu

sekilde 5 dakika inkiibasyona tabi tutulmuslardir. inkiibasyonun ardindan her tiipe esit
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zaman araliklariyla 3 ml metanol ilave edilmis ve su banyosu i¢inde bulunan tiiplerde
5 dakika devam eden reaksiyon durdurulmustur. iginde gergeklesen reaksiyonlari
durdurulan tliplerdeki denatiire proteinleri kaldirmak i¢in Sigma 4K15 santrifiijde
5000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda ¢ozeltinin 3 ml’si
baska bir tiipe alinip ekstinksiyon 538 nm ve emisyon 587 nm’de fluorometrik 6l¢iim
ile her tiip igin floresan yogunlugu (fluorescent intensity/ Fl) belirlenmis ve aktiviteler

hesaplanmustir.

Cizelge 2.1. Sprague-Dawley karaciger CYP1A1l enzim aktivitesi i¢in kullanilan tepkime ortami
elemanlart.

Stok 1 ml Tepkime
Elemanlar iR ilave Edilen Hacim | Ortamindaki Son
Cozeltiler . .
Derisim
TrisTamponu
100 mM 500 pl
pH: 7.8 i 50 mM
Albiimin 100 mM 100 ul 10 mM
7-Etoksiresorufin 0,5mM 100 pl 0,05 mM
Mikrozomal Protein F - 0,2 mg
NADPH Ureten Sistem
Glukoz-6-fosfat 100 mM 25 ul 2,5 mM
NADP* 20 mM 25 pl 0,5mM
MgCl2 200 mM 25 pl 5mM
Glukoz-6-fosfat
Dehidrogenaz 500 U 0,3 pl 1U
Potasyum fosfat Tamponu
pH:7.8 400 mM 74,7 ul 30 mM
o o OCH, o o OH
2 S
—_—
T P4501A e
N T
Etoksiresorufin Resorufin

Sekil 2.2. CYP1A1 enziminin etoksiresorufin O-deetilaz aktivitesi 6l¢iim basamaklari
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2.3.5. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP2E1 Aktivitesinin Tayini

Reinke ve Moyer’in 1985 yilinda ve Basaran ve arkadaglarinin 2012 yilinda tarif
ettikleri  spektrofotometrik yontem modifiye edilerek p-nitrofenol hidroksilaz
aktivitesi tayin edilmistir (Reinke ve Moyer, 1985; Basaran ve ark., 2012).
Mikrozomlara 2.3.3’te anlatildigi gibi protein tayini yapildiktan sonra p-nitrofenol
hidroksilaz aktivitesinin Ol¢limiine geg¢ilmistir. p-nitrofenol, CYP2E1’in bir
substratidir ve enzimin aktivitesi sonucunda Tiriine doniisen substrat miktari
Ol¢iilmiistiir. Mikrozomal CYP2E1l enziminin aktivitesi, enzim ile p-nitrofenol
etkilesimi sonucu olusan 4-nitrokatekol’iin spektrofotometrik Gl¢limiine dayanan

yontemle tayin edilmistir. Kofaktor olarak NADPH {ireten sistem kullanilmistir.

2.3.5.1. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP2E1 Aktivitesi icin Tepkime

Ortam

1 mI’lik tepkime ortaminda 2 mg mikrozomal protein, substrat olarak 0,125 mM
p-nitrofenol, 280 mM pH: 6,8 tris tamponu, kofaktor olarak 2,5 mM glukoz-6-fosfat,
0,5 mM NADP*, 5 mM MgClz, 30 mM pH 7,8 potasyum fosfat tamponu, 1 U glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz enzimi bulunmaktadir. Kofaktoér kullanilmadan hemen 6nce

taze olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu kofaktor 37 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.
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Cizelge 2.2. Sprague-Dawley sigan karaciger CYP450 2E1 aktivitesi i¢in kullanilan tepkime ortami

elemanlari
Elemanlar Stok Cozeltiler flave Edilen Hacim 1 ml Tepkime
Ortamindaki Son Derisim
Tris Tamponu
pH: 6,8 400 mM 700 pl 280 mM
p-nitrofenol 2,5mM 50 ul 0,125 mM
Mikrozomal Protein - 2 mg
NADPH Ureten Sistem
Glukoz-6-fosfat 100 mM 25 ul 2,5mM
NADP* 20 mM 25 ul 0,5 mM
MgCl2 200 mM 25 ul 5 mM
Glukoz-6-fosfat
Dehidrogenaz 500 U 0.3 ul tu
Potasyum fosfat
Tamponu 400 mM 74,7 ul 30 mM
pH: 7,8

1 ml’lik tepkime ortamindaki tiim maddeleri iceren tiipler agizlar1 agik olacak
sekilde calkalama ozelligi bulunan 37 °C’deki su banyosuna alindiktan sonra esit
zaman araliklariyla tiiplere 150 ul NADPH iireten sistem ilave edilmistir. Tiipler bu
sekilde 30 dakika inkiibasyona tabi tutulmuslardir. 30 dakika sonunda her tiipe esit
zaman araliklariyla 500 pl 0,75 N perklorik asit ilave edilmis ve su banyosu i¢inde
bulunan tiiplerde 30 dakika devam eden reaksiyon durdurulmustur. I¢inde gerceklesen
reaksiyonlar1 durdurulan tiiplerdeki denatiire proteinleri kaldirmak igin Sigma 4K15
santrifiijde 5 100 rpm’de 45 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda buz i¢ine
alinan tiiplerden 1 ml siipernatant alinip {izerine 250 ul 2 M NaOH, reaksiyon sonucu
olusan 4-nitrokatekol’lin iyonizasyonunu tamamlamasi icin ilave edilmistir. Renk
degisimi gozlenmesinin hemen ardindan NaOH c¢okeltilerinin kaldirilmasi i¢in tekrar
5100 rpm de 15 dakika daha santrifiij yapilmistir. Son santrifiijden hemen sonra 546
nm’de spektrofotometrik 6l¢iim ile her tiip icin absorbanslar belirlenmis ve aktiviteler

hesaplanmustir.

58



/ / /
O—/N~ O=—=N" O=—N"*
CYP2EI +NaOH
+2e+0;
OH HO OH O'Na*  O'Na*
p-Nitrofenol 4-Nitrokatekol 2= 546 nm

Sekil 2.3. CYP2E1 enziminin p-nitrofenol hidroksilaz aktivitesi 6l¢iim basamaklari

2.3.6. Sprague-Dawley Sican Karacigerinde Lipid Peroksidasyon Seviyesinin

Tayini

Wills ve Bishayee’nin tarif ettikleri spektrofotometrik metod modifiye edilerek
tiyobarbitiirik asit kullanimiyla (TBA) lipid peroksidayon seviyesi 6l¢iilmiistiir (Wills,
1966, 1969; Bishayee ve Balasubramanian, 1971). Mikrozomlara 2.3.3’te anlatildig:
gibi protein tayini yapildiktan sonra lipid peroksidasyon seviyesinin dl¢iilmesi i¢in
MDA tayini yapilmistir. Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA, tiyobarbitiirik
asitle reaksiyona girerek 530 nm’de Olglilebilen renkli bir bilesik vermektedir.

Kofaktor olarak NADPH iireten sistem kullanilmistir.

2.3.6.1. Sprague-Dawley Sican Karacigerinde Lipid Peroksidasyon Seviyesinin

Tayini I¢in Tepkime Ortam

1 m1’1ik tepkime ortaminda 0,2 mg mikrozomal protein, 100 mM pH: 7,4 Kfosfat
tamponu, 0,02 mM demir, 9 mM KCI, kofaktor olarak 2,5 mM glukoz-6-fosfat, 0,5
mM NADP*, 5 mM MgClz, 30 mM pH: 7,8 potasyum fosfat tamponu, 1 U glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enzimi bulunmaktadir. Kofaktor kullanilmadan hemen 6nce taze

olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu kofaktér 37 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.
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1 ml’ lik tepkime ortamindaki tiim maddeleri i¢eren tiipler agizlar1 acik olacak

sekilde calkalama 6zelligi bulunan 37 °C’deki su banyosuna alindiktan sonra esit

zaman araliklariyla tiiplere 150 ul NADPH iireten sistem ilave edilmistir. Tiipler bu

sekilde 30 dakika inkiibasyona tabi tutulmuslardir. 30 dakika sonunda her tiipe esit

zaman araliklartyla 500 pl % 25°lik trikloroasetik asit (TCA) ilave edilmis ve su

banyosu i¢inde bulunan tiiplerde 30 dakika devam eden reaksiyon durdurulmustur.

Icinde gerceklesen reaksiyonlar1 durdurulan tiiplerdeki denatiire proteinleri kaldirmak

icin Sigma 4K15 santrifiijde 5 000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapilmistir. Santrifiij

sonrasinda buz i¢ine alinan tliplerden 1 ml silipernatant alinip iizerine 0,5 ml TBA

(tiyobarbitiirik asit) ilave edilip, 15-20 dakika kaynatilmigtir. Sonrasinda 530 nm’de

spektrofotometrik olarak Sl¢iim yapilmistir.

Cizelge 2.3. Sprague-Dawley karaciger lipid peroksidasyon i¢in kullanilan tepkime ortami elemanlari.

Elemanlar Stok Cozeltiler flave Edilen Hacim | * ™! Tepkime Ortamindaki
Son Derisim
KCL 90 mM 100 pl 9ImM
Fe 0,2 mM 100 pl 0,02 mM
Mikrozomal Protein - 0,2 mg
NADPH Ureten Sistem
Glukoz-6-fosfat 100 mM 25 ul 2,5mM
NADP* 20 mM 25 ul 0,5mM
MgCl2 200 mM 25 ul 5mM
Glukoz-6-fosfat
) 500 U 0,3 pul 1U
Dehidrogenaz
Potasyum fosfat
400 mM 74,7 wl 30 mM
Tamponu pH:7.8
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2.4. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi, Statistical Package for the Social Science (SPSS)
programinda (versiyon 23) one way analysis of variance (ANOVA) kullanilarak
yapildi. Orneklem sayilarimiz esit olmadig1 icin parametrik olmayan istatistik
testlerden olan Mann-Whitney U testi kullanmilmistir. Mann-Whitney U testi ile
orneklemlerimizin karsilagtirmasi ikili olarak yapilmistir. Ayrica esit veya farkli
sayidaki iki veya daha fazla 6rneklem grubunun karsilastirilmasinda kullanilan diger
bir non-parametrik test olan Kruskal-Wallis testi de ¢alismamizdaki gruplar arasi
karsilastirmanin yapilmasi i¢in kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma

olarak verildi. p< 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Streptozotosinle Indiiklenmis Diyabetik, insiilin Tedavili Diyabetik Ve

Kontrol Sprague-Dawley Sicanlarin Fiziksel Ve Biyokimyasal Ozellikleri

Kontrol, streptozotosin-indiikklenmis diyabetik ve insiilin tedavili diyabetik
sicanlarin 6lim an1 ortalama agirliklart ve kan sekeri degerleri (mg/dl) asagidaki

tabloda verilmistir:

Cizelge 3.1. Kontrol, diyabetli ve insiilin tedavili diyabetik sicanlarin 6liim an1 kan glukoz degerleri ile
viicut agirliklart.

Kontrol Diyabet Diyabet insiilin Tedavili
Kan glukoz degerleri 116,8 £ 9,1 445 +32,9%4 93,7+122
(mg/dl)
Viicut Agirhiklari 335,4 +£48,5 295,7 +30,72 344 £24.5
(gram)

*:Kontrole gore anlamh, p < 0,05
A: insiilin tedavili diyabetli gruba gore anlamli, p < 0,05

3.2. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP1A1 Enzim Aktiviteleri icin Gerekli

Optimum Kosullarin Saptanmasi

Karaciger CYP1A1 enziminin maksimum aktivitesi i¢in gerekli olan optimum
kosullar karaciger mikrozomal proteinleri kullanilarak belirlenmistir. Karaciger
CYP1A1l enzim aktivitesine protein miktari, substrat miktarr, pH ve inkiibasyon

stiresinin etkileri incelenmistir.
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3.3. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP1A1 Enzim Aktivitesinin Kontrol ve

Uygulama Gruplarindaki Sonuclar:

Karaciger icin belirlenmis olan optimum kosullarda CYP1A1 aktivitesi
dl¢iilmiistiir. Olgiilen karaciger CYP1A1 enzimi aktivite sonuglar1 cizelge 3.2°de

ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Sprague-Dawley siganlarda kontrol ve uygulama gruplarindaki karaciger CYP1A1 enzim
aktivitesi sonuglari

Kontrol Diyabetli Insiilin Tedavili Diyabetli
Karaciger CYP1A1
Enzim Aktivitesi 20,4+ 28,7 4731471554 1919£225
(pmol/mg/dk)
500 "

400

300

200

100

CYP1A1 Enzim Aktivitesi (pmol/mg/dk)

Kontrol Diyabetli insiilin tedavili diyabetli

Sekil 3.1. Sprague-Dawley sicanlarda kontrol ve uygulama gruplarindaki karaciger CYP1A1 enzim
aktivitesi sonuglari

*:Kontrole gore anlaml, p < 0,05

2; insiilin tedavili diyabetli gruba gére anlamli, p<0,05
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3.4. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP2E1 Enzim Aktivitesi icin Gerekli

Optimum Kosullarin Saptanmasi

Karaciger CYP2EL enziminin maksimum aktivitesi i¢in gerekli olan optimum
kosullar karaciger mikrozomal proteinleri kullanilarak belirlenmistir. Karaciger
CYP2EI enzim aktivitesine protein miktari, substrat miktari, pH ve inkiibasyon

stiresinin etkileri incelenmistir.

3.5. Sprague-Dawley Sican Karaciger CYP2E1 Enzim Aktivitesinin Kontrol ve

Uygulama Gruplarinda Sonuclari

Karaciger i¢in belirlenmis olan optimum kosullarda CYP2E1 aktivitesi
dl¢iilmiistiir. Olgiilen karaciger CYP2E1 enzimi aktivite sonuglari ¢izelge 3.3’de

ayrintili bir sekilde gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Sprague-Dawley siganlarda kontrol ve uygulama gruplarindaki karaciger CYP2E1 enzim

aktivitesi sonuglari

Kontrol

Diyabetli

insiilin Tedavili Diyabetli

Karaciger CYP2E1
Enzim Aktivitesi 0,099 +£0,012
(nmol/mg/dk)

0,186 0,027 %4 0,111 +0,012

0,20

0,15

0,10

0,05

CYP2E1 Enzim Aktivitesi (nmol/mg/dk)

0,00
Kontrol

Diyabetli

insiilin Tedavili Diyabetli

Sekil 3.2. Sprague-Dawley siganlarda kontrol ve uygulama gruplarindaki karaciger CYP2EL enzim

aktivitesi sonuglari
*:Kontrole gore anlamh, p < 0,05

A: Insiilin tedavili diyabetli gruba gére anlamh, p<0,05

3.6. Sprague-Dawley Sican Karaciger Lipid Peroksidasyonu i¢in Gerekli

Optimum Kosullarin Saptanmasi

Karaciger lipid peroksidasyonunun maksimum seviyeleri i¢in gerekli olan

optimum kosullar karaciger mikrozomal proteinleri kullanilarak belirlenmistir.

Karaciger lipid peroksidasyon seviyelerine protein miktari, substrat miktari, pH ve

inkiibasyon siiresinin etkileri incelenmistir.
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3.7. Sprague-Dawley Sican Karaciger Lipid Peroksidasyon Seviyesinin Kontrol

ve Uygulama Gruplarindaki Sonug¢lar

Karaciger icin belirlenmis optimum kosullarda lipid peroksidasyon seviyesi
dl¢iilmiistiir. Olgiilen karaciger lipid peroksidasyon seviyesi sonuglari gizelge 3.4’te

ayrintili bir sekilde gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Sprague-Dawley sicanlarda kontrol ve uygulama gruplarindaki karaciger lipid
peroksidasyon seviyesi sonuglari

Kontrol Diyabetli insiilin Tedavili Diyabetli

Karaciger Lipid

Peroksidasyon Seviyesi 2,61 +£0,22 2,67+0,102 2:40+0,11

(nmol/mg/dk)

N
o
o

2,00

1,50

1,00

Lipid Peroksidasyon (nmol/mg/dk)

o
[8)]
o

0,00 ————— = B
Kontrol Diyabetli insiilin Tedavili Diyabetli

Sekil 3.3. Sprague-Dawley siganlarda kontrol ve uygulama gruplarindaki karaciger lipid peroksidasyon
seviyesi sonuglari
*:Kontrole gore anlamh, p < 0,05

A: insiilin tedavili diyabetli gruba gore anlaml, p<0,05
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4. TARTISMA

Endokrin-metabolik bir rahatsizlik olan diabetes mellitus, viicutta insiilin
yokluguyla ya da azalmis insiilin seviyesiyle seyreden veya viicuttaki hiicrelerin
insiilini etkin bir sekilde kullanamamasiyla karakterize olan bir hastaliktir
(Thirunavukkarasu ve ark., 2007; Sadi ve ark., 2015). Sik idrara ¢ikma, asir1 susama,
artan aglik gibi belirtilerle kendini gosterebilen diyabetin kanda seyreden yiiksek
glukoz seviyesiyle beraber kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabetik noropati, nefropati,
retinopati gibi komplikasyonlara yol actigi bilinmektedir (International Diabetes
Federation, 2016). Bu komplikasyonlarin olusumunda ve diyabetin patolojisinde,
viicutta olugan asir1 oksidatif stresin rol oynadig1 diistiniilmektedir (Memisogullari,

2005; Thirunavukkarasu ve ark., 2007).

Diyabette olusan ROT’larin g¢esitli kaynaklari bulunmaktadir. Diyabet
durumunda ifade diizeylerinin degistigi bilinen CYP450’ler bu kaynaklar arasinda yer
almaktadir (Schenkman ve ark., 1989; Niedowicz ve Daleke, 2005). CYP450
enzimleri arasinda ise CYPIA1l ve CYP2El’in oksidatif streste rol alan 6nemli
enzimlerden olduklar1 6ne siirtilmistir. CYP1A1’in ¢evresel toksik maddelerin
metabolizmasina gore oksidatif streste rol oynadigi 6ne siiriiliirken (Kim ve ark., 2005;
Wang ve ark., 2009), diyabette gozlenen hiperketonomiye bagli olarak CYP2EI
protein seviyelerinde meydana gelen artigla beraber CYP2E1’in doku hasarina yol
acan hidroksil radikallerinin olusumunda da rol oynadigi ve oksidatif streste artisa yol

actig1 cesitli calismalarda gosterilmistir (Abdelmegeed ve ark., 2004; Lieber ve ark.,
2004; Abdelmegeed ve ark., 2005).

Viicutta olugan oksidatif stresin sonug¢larindan biri de lipid peroksidasyonudur
(Niedowicz ve Daleke, 2005). Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerinin,
tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) ile dlgiilen malondialdehite (MDA)
veya en ¢ok ¢alisilan ve biyolojik acidan 6nemli olan lipid peroksitlere oksidatif olarak
dontistiiriillme islemidir (Bakan ve ark., 2002; Memisogullari ve ark., 2003). Hiicresel

yapilarin lipid peroksidasyonu, serbest radikal aktivitesinin bir sonucudur ve bu
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durumun yaslanmada, ateroskleroziste ve diyabetin ge¢ donem komplikasyonlarinda
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Kesavulu ve ark., 2001; Memisogullari ve ark.,
2003).

Peptid yapili bir hormon olan insiilin pankreas adaciklarinda beta hiicreleri
tarafindan iiretilmektedir. Insiilinin viicuttaki gorevi 6zellikle kanda bulunan glukozun
yag dokusunda, karaciger ve iskelet kasinda depolanmasini saglayarak karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasini diizenlemektir. Glukoz bu dokularda glikoneojenezle
glikojene veya lipogenezle yaglara (trigliseritler) doniistiiriilmektedir (Stryer, 1995).
Insiilin ayn1 zamanda tip 1, tip 2 ve/veya gestasyonel diyabette seyreden yiiksek kan
glukoz seviyesini diizenleme amaciyla veya ketoasidoz ve hiperozmolar hiperglisemik
durum gibi diyabetik komplikasyonlarin tedavisinde de kullanilabilmektedir.
Genellikle subkutan olarak uygulanan insiilinin bazi formlar1 intravendz ya da
intramiiskiiler olarak uygulanabilmektedir. Insiilinin gdzlenen en sik yan etkisi
hipoglisemiye sebep olmasidir. Bunun yanisira insiilin enjeksiyonunun yapildigi
bolgelerde sislik, sertlik gibi belirtiler de olusabilmektedir (American Society of
Health System Pharmacists, 2017). Insiilin, domuz veya sigirlarin pankreaslarindan
iiretilebilecegi gibi insan versiyonlari, domuz versiyonlarin modifikasyonuyla veya
rekombinant teknolojiyle de elde edilebilmektedir. Esas olarak kisa etki siireli (Or:
regiiler insiilin), orta etki siireli (Or: NPH insiilin) ve uzun etki siireli (glarjin insiilin)

olmak tizere ii¢ ¢esit insiilin mevcuttur (British Medical Association, 2015).

Streptozotosinle diyabetin indiiklenmis oldugu siganlar iizerinde yapilan ¢esitli
calismalarda, insiilinin diyabete bagli olarak gelisen metabolik degisikliklerin biiytik
bir ¢ogunlugunu tersine ¢evirmesinin yanisira, CYP450 ifadelerini normallestirdigi de
gozlenmistir (Favreau ve Schenkman, 1988; Yamazoe ve ark., 1989; Raza ve ark.,
2000). Insiilinin diyabetik siganlardaki CYP450 enzim ifadeleri iizerindeki
normallestirici etkisinin muhtemel nedeninin biiylime hormonu aracili islemlerin
normallesmesiyle ilgili oldugu one siiriilmiistiir (Yamazoe ve ark., 1989; Shimojo ve
ark., 1993; Raza ve ark., 2000).
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Sicanlarda deneysel diyabet olusturmak igin segici olarak pankreas beta
hiicrelerinde hasar olusturan kimyasallar kullanilmaktadir. Sicanlarda diyabet
olusturmak i¢in en sik kullanilan kimyasallar streptozotosin ve alloksandir (Szkudelski
ve ark., 1998; Szkudelski, 2001). Streptozotosin (STZ, 2-deoksi-2-(3-(metil-3-
nitrozoiireide)-D-glukopiranoz) Streptomycetes achromogenes tarafindan
sentezlenmektedir ve insiiline bagimli olan veya insiilinden bagimsiz diabetes

mellitusun indiiklenmesinde kullanilmaktadir (Szkudelski, 2001).

Calismamizda kullanilan 8 haftalik Sprague-Dawley erkek siganlarda diyabet
olusturabilmek i¢in streptozotosin kullanilmistir. Sitrat tamponu (pH: 4,5) igerisinde
coziilerek hazirlanan streptozotosin, 40 mg/kg dozda kuyruk veninden intravendz
olarak sicanlara uygulanmistir. Insiilin tedavisi gérmiis olan sicanlarda ise insiilin, 6
haftalik diyabet siiresinin bitiminden sonra 2 hafta siireyle sabah regiiler (5-15 1U) ve
aksam NPH (10-20 IU) olacak sekilde uygulanmistir.

Yapmis oldugumuz calismada kontrol grubu, diyabet olusturulmus ve insiilin
tedavisi gormiis diyabetli Sprague-Dawley siganlarinin karacigerinde CYPIAI,
CYP2E1 enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon diizeyleri 6l¢iilmistiir. Bu
arastirmada, diyabetik durumun CYP1A1 ve CYP2E1 enzim aktivitelerinde artisa
neden oldugu ve insiilin tedavisinin de bu enzimlerin aktivitesini kontrol grubunun
degerlerine yaklastirdigi gézlenmistir. Bu da diyabette insiilin tedavisinin yiiksek
seyreden kan glukoz seviyesini normale ¢ekmesinin yani sira oksidatif strese bagli
olarak gelisebilecek komplikasyonlarin Oniine gegebilecegini diislindiirtmektedir.
Ancak bu c¢alisgmada kontrol grubu ile diyabetli si¢anlarin lipid peroksidasyon
seviyeleri arasinda anlamli bir fark olusmadigi gozlenmistir. Diyabetli ve insiilin
tedavili diyabetli siganlarin lipid peroksidasyon seviyelerine bakildiginda ise diyabetli
sicanlarin lipid peroksidasyon seviyesinde insiilin tedavili diyabetli sicanlara gore

istatistiksel anlaml1 bir artis gézlenmistir.

Kartik Shankar ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, erkek Sprague-
Dawley siganlarinda (250-300 g) streptozotosinle (60 mg/kg, 0,01 M sitrat

tamponunda pH: 4,3 hazirlanmis olan streptozotosinle) diyabet indiiklenmis olup,
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kontrollere gore diyabetli sican karacigerleri iizerinde yapilan analizlerde, CYP2E1
protein ifadesinde 5 kat indiiksiyon gozlenmistir. CYP2E1’in aktivite tayini ise p-
nitrofenol hidroksilaz aktivite Ol¢limiiyle yapilmis olup, 4 kat artis gozlenmistir.
Karaciger CYP1A1 protein ifadesi ise kontrol grubuna gore 2 kat artis gosterirken,
CYP1A1’in EROD’la yapilan aktivite testinde de artis tespit edilmistir (Shankar ve
ark., 2003). Arastirmacilar, CYP2E1’de gozlenen indiiksiyonun diyabette artan keton
cisimciklerinden kaynaklanabilecegini diisiinmiiglerdir. Bu ¢alismada gézlenmis olan
CYPIA1 ve CYP2EIl enzim aktivitelerindeki artis bizim yapmis oldugumuz

arastirmayla paralellik gostermektedir.

Timea Borbas ve arkadaslar1 da erkek Sprague-Dawley (160-170 g) sicanlarina
50 mg/kg veya 70 mg/kg dozlarinda intraperitoneal olarak streptozotosin (0,1 mol/Il
sitrat tamponu, pH: 6,0) uygulayarak bu sicanlarda diyabeti indiiklemislerdir. Keton
cisimciklerinin ve insiilinin CYP450 enzimleri {izerinde diizenleyici etkisi oldugunu
kabul eden Borbas ve arkadaslari bizim sonuglarimizi destekler nitelikte CYP1A
enzim aktivitesi belirteci olarak kullanilan etoksiresorfin-O-deetilaz aktivitesinde
diyabetik sican karacigerinde % 48 ve % 67’lik artig tespit ederken bu artisin insiilin
tedavisiyle normal diizeylere ¢ekildigi gézlemlemislerdir. Ancak bizim bulgularimizin
aksine CYP2EL1 igin spesifik olan p-nitrofenol aktivitesinde ise ID70 (insiilin tedavili
diyabetli) veya D70 (diyabetli) sican karacigerlerinde belirgin bir degisim tespit
etmemislerdir. Borbas ve arkadaglari bunun nedeninin insiiline karsi duyarliligin
bireyler aras1 degisim gostermesinden kaynaklanabilecegini ©One slirmiislerdir.
Diyabetli olmayan si¢anlara uygulanan insiilin tedavisinin sonucunda ise CYP2E1
aktivitesinde %73’liik istatistiksel olarak anlamli bir azalis gézlemlenmistir (Borbas

ve ark., 2006).

So Young Park ve arkadaslarinin diyabetik durumda CYP450 enzimlerinin
degisimini inceledigi arastirmada 5 ve 11 haftalik Zucker siganlar1 kullanilmistir. 5
haftalik sicanlarin prediyabetik, 11 haftalik sicanlarin diyabet hastasi oldugu tespit
edilmigstir. Diyabetli Zucker sicanlarinda (ZDF) ve kontrol grubu karaciger
mikrozomlarinda CYP1A1 protein tespiti yapilamamaistir. 5 haftalik ZDF si¢anlarinda
CYP2EL1 protein seviyesi kontrol grubuna goére daha diisiik seviyede oldugu tespit
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edilirken, 11 haftalik ZDF sigan karacigerinde CYP2E1 protein seviyesinde kontrol
grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamamistir. Kontrol grubundaki 5 ve
11 haftalik siganlarin CYP2E1 protein seviyeleri karsilastirildiginda, 11 haftalik
siganlarin karacigerindeki CYP2EI protein seviyesinin 5 haftaliklara gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. 11 haftalik ve 5 haftalik ZDF sicanlar karsilagtirildiginda, 11
haftalik sicanlarin CYP2EI protein seviyesinde diisiis gézlenmistir. 11 haftalik ZDF
siganlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda karaciger CYP2E1 protein seviyesinde
anlaml bir fark bulunmamistir. CYP2E1 aktivite tespiti i¢in kullanilan klorzoksazon
6-hidroksilaz aktivitesi ise 11 haftalik kontrol ve diyabetli grubunda karsilik gelen 5
haftalik gruba gore daha diisiik ¢ikmistir. Ancak sadece 5 haftalik diyabetli Zucker
sicanlarmin CYP2E1 aktivitesinde diisiis gozlenmistir. 11 haftalik diyabetli Zucker
sicanlarinin  CYP2E1 protein seviye ve aktivitesinde ise Onemli bir degisim
gozlenmemistir. Arastirmacilar diyabet hastaliginda CYP ifadelerinde meydana gelen
degisimlerin diyabet durumunda artan keton cisimciklerine, lipidlere, karbonhidratlara
veya insiilin, glukagon, leptin, biiyiime hormonu ve testosteron gibi hormonlardaki
degisimlerden kaynaklanabileceginden bahsetmislerdir. Ancak arastirmacilarin bir
diger bulgusuna gore beslenme durumunun viicuttaki keton cisimciklerinin diizeyinin
degistirebildigini bu nedenle 6zellikle CYP2E1 enzim ifadesinde meydana gelen
degisimi keton cisimciklerinin diizeyindeki degisimin agiklamaya yeterli
olmayabileceginden bahsetmislerdir. Kisacasi, bu ¢alismada 5 haftalik prediyabetik ve
11 haftalik diyabetli Zucker siganlarinda CYP izoformlarinin farkli sekillerde

diizenlendigi sonucuna varilmistir (Park ve ark., 2016).

Soo Jin Oh ve arkadaslari ise tip-2 diyabet olusturulmus 9- haftalik erkek Goto-
Kakizaki (GK) ve normal (non-diyabetik) Wistar si¢anlarinda CYP450’lerin
karacigerdeki ifadelerini incelemislerdir. Ancak iki tiirde de karacigerde CYP1Al
tespit edilememistir. Arastirmacilar bunun nedeninin kullanilan siganlarin yetigkin (9
haftalik) olmasma baglamiglardir. Ciinkii CYP1A1’in karacigerdeki ifadesinin
yetiskinlerde degil ama erken donemde go6zlendigine dair cesitli c¢aligmalar
bulunduguna deginmislerdir (Yun ve ark., 2010). CYP2EL protein seviyesi ise GK ve
kontrol grubu olarak kullanilmigs olan Wistar siganlarinda o6nemli bir fark

gostermemistir. CYP2E1’in karacigerdeki ifadesinde GK ve kontrol siganlar1 arasinda
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onemli bir fark gozlenmemistir. Ayrica 6zellikle CYP2E1 aktivitesinin belirteci olarak
kullanilan klorzoksazon 6-hidroksilaz karaciger mikrozomal aktivitesinde de fark
gozlenmemistir. Yapilan bazi ¢alismalarda, CYP2E1’in diyabet ve aglik durumlarinda
artis gostermesinin artan keton cisimciklerinden kaynaklanabilecegi rapor edilmistir
(Yun ve ark., 1992). Buna gore, arastirmacilar da CYP2E1’in aktivite ve ifadesinin
diyabetik durumdan etkilenmemesinin sebebinin GK si¢anlarinin diyabetli olmalarina
ragmen keton seviyelerinin normal olmasma baglamislardir. Bu nedenle, yapilan
calismada GK sicanlarinin obez olmayan ve keton cisimciklerinin seviyesi normal
diizeyde seyreden tip-2 diyabetli hayvan modeli olarak patofizyolojik ¢aligmalarda
kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Oh ve ark., 2012). So Jin Oh ve arkadaslarinin bu
bulgulari, bizim calismamizda diyabetli sicanlarda CYP2E1 enzim aktivitesinde
meydana gelen artisin diyabet hastaliginda artis gosteren keton cisimciklerine

baglanabilecegini diistindiirtmiistiir.

Haider Raza ve arkadaslarinin siganlarda streptozotosinle indiiklenmis diyabetin
uzun donem etkilerini inceledikleri ¢alismada, erkek Wistar siganlarinda (12 haftalik,
250-300 g) intraperitoneal yoldan uygulanan 60 mg/kg dozda streptozotosinle (0,1 M
sitrat pH: 4,5) diyabet indiiklenmistir. Uzun donem STZ-diyabetli siganlarin karaciger
mikrozomal lipid peroksidasyon diizeylerinde 6nemli bir diisiis (% 60) gozlenmistir.
Ancak kisa donemli STZ-diyabetli (5-7 hafta) sican karacigerinde lipid
peroksidasyonunda artis (MDA olusumunda artig) gozlenmistir. Streptozotosinin
karaciger mikrozomlarina in vitro eklenmesiyle yapilan incelemede ise lipid
peroksidasyonun belirgin sekilde degismedigi gézlenmistir. Arastirmacilar bunun
nedeninin rezidiiel STZ’nin ihmal edilebilir olmasina baglamislardir. Bu ¢alismada
Raza ve arkadaslari, STZ ile indiiklenen sigan karacigerinde farkli donemlerde lipid
peroksidasyon seviyesinde azalma, degisiklik olmamasi veya artis gézlenmesinin
nedeninin karacigerin oksidatif strese diger organlara gore daha az duyarli olmasindan
ileri gelebilecegini 6ne siirmiislerdir. Diyabetli sican karaciger mikrozomlarinda
CYP2E1 ve CYP1AL1 izoenzim seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis
tespit edilmistir. Ayrica bu g¢alismada bizim aragtirmamizla paralel olarak STZ-
diyabetli sigan karacigerinde CYP2EI tarafindan katalizlenen anilin hidroksilasyon

aktivitesinde ve etoksikumarin-O-deetilaz (ECOD) aktivitesine bagli olarak CYP1A1l
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aktivitesinde anlamli bir artis tespit edilmistir. Haider Raza ve arkadaslari 6zellikle
CYP2E1’de aktivitesindeki artis1 diyabet hastaliginda keton cisimciklerinin {iretim ve
dolasim sistemine saliminda meydana gelen degisikliklere baglamakla birlikte genel
olarak CYP450 ifade ve aktiviteleri meydana gelen degisimlerin, diyabet hastaliginda
farkli dokulardaki insiilin, tiroid ve biiyiime hormonlarindaki endojen substratlarin
degismis metabolizmasi ve degismis hormonal durum ile iligkili olabileceginden

bahsetmislerdir (Raza ve ark., 2000).

Haider Raza ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 diger benzer bir ¢alismada da
erkek Sprague-Dawley (150-200 g) siganlari kullanilmis olup, bu sicanlarda diyabet
tek doz streptozotosinin (0,1 mol/l sitrat, pH:4,5) intraperitoneal yoldan hayvanlara
uygulanmasiyla indiiklenmistir. Calismanin  sonucunda, diyabetli sicanlarin
karacigerinden elde edilen mikrozomal fraksiyonlarda lipid peroksidasyonun belirteci
olarak kullanilan TBARS’ta %10-20’lik bir artig tespit edilmistir. Bizim yapmis
oldugumuz calismada ise bu bulgunun aksine kontrol grubuna gore diyabetli sigan
karacigerinde, lipid peroksidasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gozlenmemistir. Ayrica karacigerden elde edilmis olan mikrozomal
CYP2E1’in kararli durum seviyesinin diyabetli sicanlarda 3-4 kat artis gosterdigini
tespit etmislerdir. Bulmus oldugumuz CYP2EI enzim aktivitesindeki artis1 destekler
nitelikte bu calismada da CYP2E1 aktivitesinin belirteci olarak kullanilmis olan
dimetilnitrozamin (DMNA) N-dimetilaz aktivitesinde karacigerden elde edilmis olan
mikrozomal fraksiyonda % 25-50 arasi artis gozlenmistir (Raza ve ark., 2004). Raza
ve arkadaglart CYP2E!1 ifadesinde gozlenen bu degisimin diyabette artig gosteren
keton cisimcikleri ve lipoliz kaynakli olabilecegini diisiinmiislerdir. Ayrica yapmis
olduklar1 ¢aligma, CYP2EI’in ROT d{iretiminde dogrudan rol oynayabilecegini
gostermistir. Meydana gelen ROT’larin oksidatif streste artisa neden olup lipid

peroksidasyonunda artisa neden olabilecegi bilgisine de deginilmistir.

Christopher R. Barnett ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptiklar1 arastirmada 4,
8 ve 12 haftalik diyabetli siganlarda uzun doénemde karacigerdeki CYP450’lerin
modiilasyonunu incelenmistir. Bu ¢aligmada kullanilan erkek Wistar siganlarinda

(180-200 g) diyabet, tek doz streptozotosinin (65 mg/kg; 1,1 M sitrat tamponu pH: 4,5)
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uygulanmasiyla indiiklenmistir. CYP1A alt ailesinin aktivitesiyle ilgili olarak diyabetli
siganlarda etoksiresorufinin O-dealkilasyonunda artis gozlendigi belirtilmis ve bu
artisin 4, 8 ve 12 haftalik siganlarda benzer oldugu gézlenmistir. Ancak arastirmacilar
onceki ¢alismalara atifta bulunarak etoksirezorufin-O-deetilaz aktivitesindeki artigin
CYPIA2 proteinindeki yiikselisten kaynaklanabilecegini, ©nceki immiinolojik
caligmalarda CYP1A1 protein seviyesinin degismedigine deginmislerdir. CYP2E1
aktivitesinin belirteci olarak kullanilmis olan p-nitrofenol aktivitesinde ise diyabet
durumunda artis gbzlenmekle beraber bu artisin diyabetin siiresi uzadikca azaldigi
belirtilmistir. Aynm1 sekilde diyabet siiresi arttikga keton cisimciklerinin seviyesinin
kontrol grubuna gore yiiksek olmakla beraber diyabet siiresi uzadik¢a azalma
gosterdigi belirtilmistir. Bu durum da CYP2E] ile keton cisimcikleri arasindaki paralel
iligkiyi diistindlirmiistiir. Barnett ve arkadaslarinin tizerinde durduklar1 diger bir konu
ise diyabet hastalifinda azalma gosteren biliyiime hormonunun CYP2E1L

indiiksiyonundan kismen sorumlu olabilecegidir (Barnett ve ark., 1994).

Severcan ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada ise Wistar siganlari (250-
300 g) kullanilmis olup, bu si¢anlarda diyabet intraperitoneal yoldan uygulanan tek
doz streptozotosinle (STZ, 60 mg/kg, 0,05 M pH 45 sitrat tamponunda)
indiikklenmistir. Arastirmacilar lipid peroksidasyon seviyelerini spektrofotometrik
olarak tiyobarbitiirik asit testiyle Olgmiislerdir. Bizim bulgularimizin aksine bu
calismada diyabetik sicanlarda kontrol grubuna goére karaciger mikrozomlarinda lipid
peroksidasyon seviyesinde artis gozlemislerdir. Lipid peroksidasyon seviyesinde
meydana gelen bu artig, diyabet hastaliginda normale gore yiiksek seyreden oksidatif

stres durumuna baglanmistir (Severcan ve ark., 2005).
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5. SONUC VE ONERILER

Diyabetin ve diyabete bagli komplikasyonlarin neden ve sonuglarinin
arastirildig1 ¢alismalarda endojen ve ekzojen bilesiklerin metabolizmasinda gorev alan
CYP450’ler onemli bir yere sahiptir. Diyabette meydana gelen komplikasyonlari
aciklamak i¢in Onerilen en 6nemli hipotezlerden biri oksidatif stresteki artistir. Cesitli
caligmalarda oksidatif streste meydana gelen bu artisin sebeplerinden birinin
CYP450’ler olabilecegi ileri siiriilmiistir. Diyabet hastaliginda, bazi CYP
enzimlerinin ifade seviyeleri ve aktivitelerinin degistigi bilinmektedir. Erkek Sprague-
Dawley sigan karacigerleri {izerinde yapmis oldugumuz arastirmada, karacigerde ifade
edildigi bilinmekte olan CYP1A1 (diisiik miktarda) ve CYP2E1’in diyabetik durumda
ifadesi ve enzim aktivitesinin yanisira diyabette artis gosteren oksidatif stresin bir
sonucu olarak meydana gelebilen lipid peroksidayonu diizeyi incelenmis olup, insiilin
tedavisinin CYP1A1 ve CYP2E1 enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon seviyesine

nasil bir etki olusturdugu arastirilmistir.

CYP1Al enzim aktivitesinin kontrol, diyabetli ve insiilin tedavili diyabetli
Sprague-Dawley sigan karacigerindeki degerleri ise sirasiyla su sekildedir: 220,41 +
28,7 pmol/mg/dk, 473,08 + 71,5 pmol/mg/dk, 191,94 + 22,5 pmol/mg/dk. Sprague-
Dawley sigan karaciger dokularinda karsilastirmali olarak baktigimizda, CYP1A1
enzim aktivitesinin diyabetlilerde kontrollere gore 2,14 kat daha fazla ve istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur. Diyabetlilerle insiilin tedavili olan diyabetli
sicanlar1 karsilagtirdigimizda da diyabetlilerdeki enzim aktivitesinin 2,46 kat daha
fazla ve istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir. Insiilin tedavili diyabetlilerle
kontrol grubunun CYPL1Al enzim aktivitesini karsilastirdigimizda ise kontrol
grubunda 1,15 kat daha fazla CYP1A1l enzim aktivitesi bulunmasma karsin

istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edilmistir.

Calismamizda CYP2EI enzim aktivitesi kontrol, diyabetli ve insiilin tedavili
diyabetli Sprague-Dawley sigan karacigerinde sirasiyla 0,099+ 0,012 nmol/mg/dKk,
0,186+ 0,027 nmol/mg/dk, 0,111+ 0,012 nmol/mg/dk olarak bulunmustur. CYP2E1
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enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda Sprague-Dawley erkek sican karaciger
dokusunda, diyabetlilerde kontrollere gore 1,88 katlik istatistiksel olarak anlamli bir
artis gOzlenmistir. Diyabetli sigan ile insiilin tedavili diyabetli si¢anlarin
karacigerlerinde CYP2E1’in enzim aktivitesi karsilastirildiginda ise diyabetlilerde
1,68 kat daha fazla ve istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edilmistir.
Insiilin tedavili diyabetliler ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise insiilin
tedavililerde 1,1 kat daha fazla aktivite bulunmakla beraber istatistiksel olarak anlamli

bir farkin olmadig1 gézlenmistir.

Sprague-Dawley sicanlariin karacigerlerinde lipid peroksidasyon seviyelerini
inceledigimizde ise kontrol, diyabetli ve insiilin tedavili diyabetlilerde sirasiyla 2,61 +
0,22 nmol/mg/dk, 2,67 + 0,10 nmol/mg/dk, 2,40 + 0,11 nmol/mg/dk olarak
Olglilmiistiir. Sprague-Dawley sigan karaciger dokularinda lipid peroksidasyon
seviyelerinin sonuglarina baktigimizda ise, diyabetlilerde insiilin tedavililere gore 1,11
kat daha fazla ve istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edilmistir. Ancak
diyabetlilerle kontrol grubunu karsilastirdigimizda, diyabetlilerde lipid peroksidasyon
seviyesi kontrollere gore 1,02 kat daha fazla bulunmasina karsin istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Kontrol grubuyla insiilin tedavili diyabetlileri
karsilagtirdigimizda da kontrol grubunda lipid peroksidasyon seviyesi insiilin tedavisi
gormiis diyabetlilere gore 1,09 kat daha fazla bulunmus olup, kontrole gore insiilin
tedavili diyabetli siganlarin lipid peroksidasyon seviyesinde istatistiksel olarak anlaml

bir azalig gozlenmistir.

Sonu¢ olarak yapmis oldugumuz ¢alismada, Sprague-Dawley sigan
karacigerinde kontrol ve uygulama gruplari karsilastirildigi zaman diyabetin CYP1A1
ve CYP2E1 enzim aktivitesinde artiga neden oldugu, buna karsilik insiilin tedavisinin
artan enzim aktivitelerini normallestirici etki gosterdigi gézlenmistir. Bu enzimlerin
aktivitelerinde meydana gelen artisin diyabet durumunda olugan ROT’larin artisina

bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir.

Lipid peroksidasyon seviyesinin kontrol grubuyla diyabetliler arasinda anlaml

bir degisim gostermedigi, ancak diyabetlilere insiilin tedavisi uygulandiginda bu
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seviyenin istatistiksel olarak anlamli bir azalig gosterdigi gozlenmistir. Diyabetli
sicanlarda gozlenen lipid peroksidasyon seviyesinin kontrollere gére anlamli bir fark
gostermeyisinin nedeninin ise diyabette artan ROT’larin lipid peroksidasyon

olusturacak seviyeye ulagmamis olabileceginden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Yapmis oldugumuz bu analizlerin yaninda diyabette meydana gelen oksidatif
stresteki artigin, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimlerinin karaciger aktivitelerinin 6lgiimiiyle daha net neden-sonug
iligkisi kurulabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica CYP1Al ve CYP2E1 enzimlerinin
protein diizeyi ve ifadelerinin diyabete bagli olarak degisimlerinin incelenmesi ileride

yapilacak olan ¢aligmalar1 zenginlestirecektir.
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OZET

Diyabetik sicanlarda CYP1A1 ve CYP2E1 enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonun
rolii

Diabetes mellitus (DM), kan glukozunu diizenleyen insiilin hormonunun yeterli
iiretilemedigi ya da iretilen insiilinin etkin bir sekilde kullanilamadig1 durumlarda meydana
gelen ciddi, kronik bir hastaliktir. Diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun 6nemli derecede arttigi ve oksidatif stresin; diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde onemli bir rolii olabilecegini bildiren arastirmalar mevcuttur. Biyolojik
sistemlerde 6nemli bir yer tutan serbest radikaller organizmada normal metabolik yollarin
isleyisi sirasinda olusabildigi gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Cok kisa yagam
stireli olan, ancak yapilarindaki diizensizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan serbest radikaller, tiim
hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ozelligi gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin
fonksiyonlarim yitirmesine sebep olmaktadirlar. Olusan bu serbest radikaller, aralarinda
ateroskleroz, kalp hastaliklari, kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar,
diyabetin de yer aldig1 patolojik durumlara neden olurlar. Diyabette olusan ROT ’larin cesitli
kaynaklar1 bulunmaktadir. Diyabet durumunda protein ifade diizeylerinin degistigi bilinen
CYP450 monooksijenazlar, ROT olusumuna neden olan kaynaklar arasinda yer almaktadir.
CYP450’ler arasinda ise CYP1A1 ve CYP2E1’in oksidatif streste rol alan 6nemli enzimlerden
olduklar1 6ne siiriilmiistiir. CYP1AT1’in g¢evresel toksikanlarla biyotransformasyonuna bagl
olarak oksidatif streste rol oynadigi 6ne stiriiliirken, diyabette gzlenen hiperketonomiye baglh
olarak CYP2EL protein seviyelerinde meydana gelen artisla beraber CYP2E1’in doku hasarina
yol acan hidroksil radikallerinin olusumunda rol oynadig1 ve oksidatif streste artisa yol agtig1
ongoriilmektedir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, diyabetin CYP1A1 ve CYP2E1 enzim aktiviteleri ile
lipid peroksidasyon seviyesi lizerine nasil bir etki olusturdugu sican karaciger dokusunda
aragtirtlmigtir. Bu amagla kontrol, streptozotosinle indiiklenmis diyabetli ve insilin tedavili
diyabetli Sprague-Dawley cinsi erkek siganlarin karaciger mikrozomlarinda inceleme
yaptlmustir. Bu incelemenin neticesinde CYP1A1 ve CYP2El’in enzim aktivitelerinin
diyabetik durumda artis gosterdigi ancak insiilin tedavisiyle bu artisin normal diizeye ¢ekildigi
tespit edilmistir. Lipid peroksidasyon seviyesinde ise kontrol ve diyabetli gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Anahtar Sozciikler: CYP1AL, CYP2EL, diyabet, insiilin, lipid peroksidasyonu.
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SUMMARY

The Role Of CYP1A1 And CYP2E1 Enzyme Activities And Lipid Peroxidation Levels
In Diabetic Rats

Diabetes mellitus (DM) is a serious, chronic disease that occurs when the blood sugar-
regulating insulin hormone can not be produced sufficiently or the produced insulin can not
be used effectively. It is known that free oxygen radicals and the levels of lipid peroxidation
increase significantly in diabetic patients and oxidative stress could play an important role in
the etiology and progression of diabetes. Free radicals, which play an important role in
biological systems, occur in the organism during normal metabolic pathways as well as
influenced by external factors. Free radicals, which are very short-lived but very reactive due
to irregularities in their structures, are able to interact with all cell components and cause the
functions of useful biomolecules to be lost. Those cause pathological conditions including
atherosclerosis, heart diseases, cancer, cerebrovascular diseases, neurodegenerative diseases,
diabetes. There are various sources of ROS in diabetic condition. CYP450 monooXxygenases
which are known to be alter their protein expression levels in diabetic state are among the
sources of causing ROS formation. Among the CYP450s, CYP1A1 and CYP2E1 have been
suggested to be important enzymes involved in oxidative stress. While CYP1AL has been
suggested to play a role in oxidative stress due to its biotransformation with environmental
toxins, it has been shown in a variety of studies that CYP2E1 may play a role in the formation
of hydroxyl radicals leading to tissue damage and oxidative stress increase, together with the
increase in the CYP2E1 protein levels due to the observed hyperketonemia.

In this study we have investigated how diabetes effects on CYP1A1 and CYP2E1 enzyme
activities and lipid peroxidation level was investigated in rat liver tissue. We studied on the
control group, streptozotocin-induced diabetic and insulin-treated diabetic Sprague-Dawley
male rats’ liver microsomes. As a result of this study, it was observed that the enzyme activities
of CYP1A1 and CYP2EL increased in the diabetic state, but retreated to normal levels with
the treatment of insulin. At the level of lipid peroxidation, no statistically significant difference
was found between the control and diabetic groups.

Key words: CYP1A1, CYP2EL, diabetes, insulin, lipid peroxidation
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