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1. GIRIS VE AMAG

Diyabette en dnemli mortalite ve morbidite sebebi vaskuler komplikasyonlardir.
Bu komplikasyonlarin ortaya cikisin cinsiyet, fiziksel aktivite, sigara igilmesi, etnik
ek olarak hastahdin siresi de etkiler (1). Hastahgin erken evrelerinlerinde geg¢
evrelerdekinin tersine, vaskuler yapilarda refaksasyon, periferal gerilimde azalma
ortaya cikar (2). Diabetes mellitutaki vaskiiler komplikasyonlarin patomekanizmasi
oldukga karigtk bir durumdur. Diyabetik vaskuler hastaligin baslamasinda ve
hastaligin ilerlemesinde damar endotelinin kritik duzenleyeci bir roli vardir (3).

Vasktler komplikasyoniarin ortaya cikisina neden olan endotel disfonksiyonun
sebeplerinden biri de oksidatif strestir Oksidatif stres serbest radikal Gretiminin
artmas: vefveya antioksidan savunma sistemlerinin azalmast sonucu ortamda
reaktif oksijen turerinin duzeyinin artmast olarak tanimlanabilir. Endoteide
stiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit kaynaklarindan biri Ksantin Oksidazdir
(3,4). Ortaya cikan stperoksit anyonu endotelde nitrik oksit (NO) ile etkileserek,
NO’nun vaskuler diz kas Uzerindeki vazorelaksasydn etkisinin inhibe olmasina
neden olur. Biz yapti§imiz ¢alismada diyabetin erken (8 glin, Akut Diyabet, AD) ve
ge¢ (8 hafta, Kronik Diyabet, KD} evrelerinde diyabetik vaskiler komplikasyoniarin




A

nispeten daha gok géruldugu beyin, kalp ve bdbrek dokularinda Ksantin Oksidaz
ve Dehidrogenaz (XO, XD) aktivitelerini tespit ettik Burada hipergliseminin XO ve
XD uzerine etki ederek oksidan stres olusturma potansiyelini tespit etmeyi
amacladik Yine ayni dokularda ayrica antioksidan enzimier olan glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), superoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) aktiviteleri ile
NO’nun bir metaboliti olan nitrit dizeylerini, sistem icinde koordinasyonu kurmak
amac! ile saptadik Vaskuler komplikasyonlarin gortimedigi ve glukoz
metabolizmasinda organizmanin duzenleyici rolini Ustlenen karaciger dokusunda
da ayn parametreleri referans doku olarak tespit ederek diyabetin bu parametreler
Uzerine olan etkisini arastirmak istedik

A = .
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2. GENEL BILGILER

2.1. DIYABETES MELLITUS

Diyabetes Mellitus, pankreasin insulin salgisinin mutlak veya kismi yetersizligi
veya insllin etkisinin yetersizligi (insulin resiztans)) ile olusan, karbohidrat, lipid ve
protein metabolizmasindaki bozukluklar ile karekterize endokrin ve metabolik bir
hastaliktir. Bazi utkelerde yapilan ¢aligsmalarda, toplum igindeki prevalansinin %1-2
oldugu tahmin edilen diyabet, akut ve gec komplikasyonlar: ile insan yasamini
tehdit eden dnemili bir hastaliktir (5).

Diyabetes Mellitus siniflandirmasi:
Dunyada en g¢ok kabul goren diyabet siniflandirmasi, Dunya Sadhk Orgitu
tarafindan belirlenen asadidaki siniflandirmadir:

A. Primer
1 insufine bagiml Diyabetes Mellitus (IDDM, tip 1)
2. Instline bagimsiz Diyabetes Mellitus (NIDDM, tip 1)
a) Sisman olmayan insulin badimsiz Diyabetes Mellitus (NIDDM, tip iI)
b) Sisman insuline bagimsiz Diyabetes Mellitus (NIDDM , tip 1I)



c) MODY (Maturity-onset diabetes of the young = Geng¢ hastada
g6zlenen erigkin tipi diyabet)
B. Sekonder
Pankreas hastaliklar
Hormona! anormallikler

ilag veya kimyasal maddelerin neden oldudu Diyabetes Mellitus

AW N =

Cesitli Genetik sendromlar

Siniflandirmadan da anlasilabilecedi gibi Diyabetes Mellitus teme! olarak primer
ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer ve sekonder diyabet de kendi arasinda
subgruplara ayrniimigtir. Diyabet olgulannin buyltk kismint primer diyabetdeki iki
ana grup (Tip | insuline bagimh diyabet, Tip Il insulinden bagimsiz diyabet)
olusturur.

A) Primer Diyabetes Mellitus:

1- Tip | Diyabet: Insuline Bagimli diyabet, genglikte baslayan diyabet, juvenil
diyabet veya ketoza yatkin diyaBet diye de adlandirilir. instlin salgilayan Beta
(B) hucrelerinde harabiyet vardir ve dodal olarak insulin salgilanmasi hastaligin
Ik evreleri hari¢ yoktur. Glisemiyi kontrol altina almak, ketozu Gnlemek,
hastanmn yasamin strdurmek igin disandan insulin verilerek mutiak insufin
eksikliginin giderilmesi gerekir Tip | Diyabet, genel populasyonda %0,5
oraninda bulunurken diyabetik populasyonun %10-20'sini olusturur. Genellikie
kalitimla yakn bir iliski gostermez.

2- Tip H Diyabet: Insulinden bagimsiz diyabet, veya ketoza direngli diyabet olarak

da isimiendirilir. Diyabetin bu tipinde (B) hicrelerinde insulin yapiimasi ve



depolanmasi genellikle bozulmamistir. Insiilin salinimi hafif azalmig, normal
veya artmis bulunabilir Temel bozukiuk insulin reseptér sikhgimin azalmasi
(receptor down regulation) veya hicre ici reseptdr sonras) insulin etkinliginin
azalmasidir Tip I Diyabet , obez (sigman) ve obez clmayan insuline bagimsiz
diyabet olarak iki buytuk gruba ayrilir ( 5,6).

B) Sekonder Divabetes Mellitus:

1

2)

3)

4)

Pankreas hastaliklarina bagdh diyabet: Genelde alkoliklerde goérultir. Kronik
pankreatit nedeni ile (B) hiicre harabiyeti temel etyolojik sebeptir.

Hormonal anormalliklere bagli diyabet: Diyabetojenik hormonlarin  asin
salinmasi ile gorulen diyabet turidir Ornedin; Cushing Sendromu,
feokromasitoma, glukagonoma ve pankreatik somatostatinoma durumlarinda
bu tur diyabet goruiar

llag veya kimyasal maddelere bagl diyabet: Diyabetojenik etkili ilaclar (tiazid
grubu dilretikler, fenitoin, glukokortikoidier, oral kontraseptifler, beta blokérler,
]

kalsiyum antagonistleri gibi) ile tedavi esnasinda ortaya ¢ikan diyabettir.

Genetik sendromlara bagh diyabet: Diyabetik durum yaratan bir cok sendrom
vardir., Bu sendromiar kendi karakteristik hastalik &zelliklerinin  yaninda
prereseptdr, reseptdr, post reseptdr dlzeyde insilin rezistansi nedeniyle
hiperglisemiye neden olurlar (5,6)

AT



2.1.1. DIYABETES MELLITUSUN PATOGENEZI

2.1.1.1. Tip | Diyabetin Patogenezi:

instiine bagimli  diyabette hastahk belirtiteri (B} hucrelerinin  buylk
cogunlugunun harap olmasiyla ortaya cikar. {B8) hucrelerindeki bu tahribatin
detaylari hentiz buyluk &lglide anlasitamamigtir. Buna ragdmen otoimmun bir
hastaltk olarak kabul edilen Tip | diyabet basamaklanimn su sirayr izledigi
distnolur,
Genetik Hassasiyet
(Gevresel Fakidrier
Insiilitis
Otoimmunitenin aktivasyonu
Beta hucrelerine karst immun saldiri
Tip | Diyabetes Mellitus

Tip | Diyabetin olugsmasinda kalitmin rolu oldugu dusunuliyorsa da bu kahitimin
mekanizmasi henliz tam olarak ortaya cikanlamamishr (6,7) Son yillarda
diyabetin bu tipine yakalanma riskinin genetik olarak 6 Kromozomun kisa kolu
Uzerindeki MHC geni ile iligkii oldugu yo6ninde bulgular elde edilmisgtir
(9,10,11,12,13,14,15).

Genetik yatkinlifa cesitli cevresel faktorlerin de katthmiyla hastalk gelisimi
daha kolay tetiklenebilir Genetik ve cevresel faktorlerin beraberligi tip | diyabet
geligiminde en dnemli olaydir Tip | diyabetin etyolojisinde cevresel faktorierin

varhgr monozigot ikizlerde gérilen uyusmaziik sonucu ileri strilmastiir Bu




cevresel faktorlerin B hucrelerini enfekte edebilme yetenegine sahip virusler
olduguna inantir (5,16,17,18,19)

Ayrica cesitli nitroso bilesikleri ve guglu bir sigan zehiri olan vacor gibi beta
sitokinlerin, diyabet olusturdugu gézienmigtir (20,21). Tip | diyabetin otoimmun bir
hastalik oldugunun bir diger kaniti da teshis konulmasi ile beraber ylksek
yuzdelerde bulunan adacik huicre antikorlandir. Saptanabilmis énemli antikoriar
asagida siralanmistir.

a) Adacik hucre antikorlan (ICA= Isiet Ceil Antibodies)

b) Insulin antikorlar

¢) Glutamik asit dekarboksilaz (GAD) antikorlari

d) insulin reseptdr antikorlar

e) Karboksipeptidaz antikorlari

Ayrica yeni caligmalarda proinsulin, 38000 kilo daltonluk instlin sekretuvar
granul membran proteini, GLUT-2, yuzey proteini P69, i1s1 soku proteini 65'in de
otoantijen g6revi yaptiklari ve bunlara kargi antikor gelistidi tespit edilmistir
(7,22,23,24,25,26,27 28).

2.1.1.2. Tip Il Diyabetin Patogenezi:

Tip Il diyabet hakkinda bilinenler hentz oldukga azdir. Genetiksel bir gecis
dzelligi varsa da, tip Il diyabetin nadir gérillen ve genetik bir bozukluga bagh MODY
(Maturity-onset diyabetes of the young= gen¢ hastada gézlenen erigkin tipi diyabet)
tipt gibi bazi ézel turleri harig, bu genetiksel gecigin 6zellikleri belli degildir(5,29,30)

1) Hedef dokuda instline diren¢ (instlin direnci): Tip Il diyabette genel bir
bulgudur. Tip Il diyabette plazma insulin duzeyi genellikle normal bireylerden

yiuksek duzeylerde olmasina ragmen plazmanin yikselmis glukoz duzeyini



normale indiremez. insuline olan rezistans ¢zellikle iskelet kasi, yag dokusu ve
karacigerde gbzlenir Insulin rezistansi temel olarak ug duzeyde gozlenir.
a) Reseptér dncesi
b} Reseptér duzeyde
c) Reseptdr sonras) duzeyindedir (31,32,33,34,35).
2) Normal olmayan insliin sekresyonu (36,37,38)

2.1.2. DIYABETES MELLITUS KOMPLIKASYONLARI

Diyabetes Mellitus komplikasyonlarim akut ve kronik olarak 2 buyuk gruba
ayirabiliriz.
2.1.2.1. Akut Komplikasyonlar:
1) Diyabetik ketoasidoz 2)Hiperosmolar hiperglisemik nonketotik koma 3) Laktik

asidoz 4) Hipoglisemi

2.1.2.2. Kronik Komplikasyonlar:
1) Vaskuler komplikasyoniar: a) Mikrovaskiler komplikasyonlar,
b) Makrovaskuiar komplikasyoniar
2) Diyabetin g6z komplikasyonlar . a) Konjonktivit
b) iridopati
c) katarakt
d) diyabet retinopatisi:1) Basit (nonproliferatif)
retinopati 2) proliferatif retinopati
3} Diyabet noropatisi: a) Monondropati
b) Simetrik periferik ndéropati

c) Otonom néropati



4) Diyabet nefropatisi: - a) Diffiiz glomeruloskleroz
b) Noduier glomeruloskleroz
c) Eksudatif lezyon
5) Diyabetik ayak
6) Diyabet dermopatisi
7) Diyabet gastroenteropatisi (5,7,34)

Divabetik hastalarda meydana gelen doku hasarinin temeli 'vaskwer.
dedisikliklerdir (39) Diyabetik vaskiler komplikasyonlar bir takim spesifik
anormallikler kombinasyonudur ve hem metabolik hem de hormonal degisikiikler
patogenezine katkida bulunur (40).

'2.1.3. DIYABET KOMPLIKASYONLARININ PATOGENZZINDEKI
MEKANIZMALAR:

Diyabetes mellitusun cesitli komplikasyoniarinin geligsminden sorumlu bir ¢ok
mekanizma vardir Bunlardan Snemiilert:

1) Proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonu: Enzimatik dlikozilasyon,
proteinlerin translokasyon sonrash gegirdikleri normal fizyolojik suregtir Eger bir
protein yuksek glukoz konsanirasyonu ile karsdasirsa, glukoz bir enzime ihtiyag
gostermeksizin proteine baglanabilir (41). Yarilanma émri kisa olan proteinler (gln
veya haftalar gibi), ylksek glukoz yoduniugunda kimyasal olarak geri dénustmils
giikasyon UrUnlerine cevrilirler. Bu olay, giukozun proteindeki NH. gruplan ile
reaksiyona girmesi ile baglar. Hizli olan bu birlesmenin neticesinde, labil Schiff
bazlar olusur. Bu bazlar haftalar icerisinde yavas olarak stabil bir bilesik olan,
Amadori (Ketoamin tirevi) Grlinine doner. Bu reaKsiyonlar kan glukozu yiksek
oldugu middetce devam eder ve kan glukozunun normale indirilmesi bu Uriinlerin
de azaimasina neden olur {8,34,38,41).



Myelin, tubulin, kollajen gibi uzun Smurlli yapisal proteinier ise daha yavag
olarak, Amadori sonrast glikasyona udrayarak llert Glikasyon Son Urinierine
(Advanced Glycosylation End Product = AGE) donusurler (42). AGE'ler
hiperglisemi siresince giderek artarak, damar endoteli, ekstraselller matriks,
glomeriler bazal membran gibi, cesitli yerlerde birikerek patolojik surecleri
baglatirlar (43). AGE’ler her tur endojen proteazlara karsi direnclidirler, ézeflikie de
glikayona maruz kalmig glomeruler bazal membran pepsin, tripsin ve birgok
endojen proteaziara kars! direng gosterir (44,45,46).

AGE'ler farkh hucrelerde bulunan spesifik reseptérieri ile cesitli patolojik =

sUreclerin baslamasinda etkilidirler Bu reseptérlerin bulundugu en énemli hucreler
monosit-makrofaj ve endotel hucreleridir. AGE'lerin  makrofajlardaki  spesifik
reseptdru ile iliskiye gegmesi makrofgjlardan Tumdr Nekrozis Faktér-alfa (TNF-
alfa), interlékin-i (IL-1) ve insulin-like Growth Faktér (IGF) gibi sitokinlerin sentezi ve
sahmimint arttirir. Bu sitokinler de Tip IV koliajen sentezini, endotel, mezengial ve
duz kas hucre proliferasyonunu arttirir. AGE'lerin endoteldeki reseptéru ile
etkilegsmesi ise, endotel hucrelerinde koagulasyon ydnunden 6nemli uyartarin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu etkilesme sonucu koagulasyon faktdrierinden 1X,
X ve Vlla duzeyi artar ve buna paralel olarak da trombomodulin aktivitesinde
azalma goértitr. Trombomodulin, antikoagulan Protein Kinaz C aklivasyonunu
Onieyen onemli bir doku fakidrudlr Bdylece damar endotelinde antikoaglian
aktivitenin azalmas! koagulasyon riskinin artmasina neden olur. Ayrica AGE’lerin
endoteldeki reseptérine baglanmas endotelden, bilinen en potent vazokonstriktor
alan olan Endotelin salinimina neden olur Neticede vazokostriksiyon ve fokal
tromboz vaskuler tikanmay daha da arttirr,

AGE’lerin DNA ve diger nikleer proteinierie de baglanma bélgeleri olabilir.
Nitekim yapilan calismalar da, diyabetli hastalarin endotel ve lenfosit DNA'larinda
Kiriimalar saptanmig olup, AGE’lerin DNA ile formasyonu neticesinde, mutasyon
hizinin arthi§i fleri srlimistur (34,47).
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2) Anormal Polyol-inositol Metabolizmasi: Hiperglisemiye bagii olarak sorbitol ve
myoinositol metabolizmasinda ortaya ¢tkan degisiklikler, diyabette geligen cesitli
komplikasyonlardan sorumlu tutulmaktadir (48). Sorbitol bir aftkol-geker bilegigi
olup, periferik sinirler, lens, perisitler, bébrek papillasi gibi ¢esitli dokularda bulunan
Aldoz Rediktaz (AR) ile glukozdan sentezlenir. Sorbitol Dehidrogenaz (SDH)
tarafindan fruktoza donustiriiur (1,34, 49, 50).

AR

Glukoz - —p Sorbitol —S2 Fruktoz

Myoinositol ise bir siklik hekzohidroksi-hekzanol olup sorbitol gibi glukozdan
sentezlenebilecedi gibi besinlerle de alinabilir Hucre iginde digina gére daha fazla
bulunan myoinositol ayrica hucre iginde glukoz-6-fosfattan da sentez edilebilir
Yuksek glukoz konsantrasyonunda Aldoz Reduktaz aktivitesi artarken, Sorbitol
Dehidrogenaz aktivitesi azalir. Bunun sonucunda hicre i¢i sorbitol dizeyi artarken
myoinozitol duzeyi azalir. Cok yuksek su ¢ekici 6zelligi olan sorbitol, biriktigi
dokularda hiicre 6demi ve hasarina neden olur (5, 34, 51).

Glukoz ve myoinozitol yapisal olarak birbirlerine benzerier, bu benzerlik nedeni
ile glukoz htcrelerdeki myoinoz‘itof tagiyicis! icin, myoinozitol ile yarigarak,
myoinozitolin hucre icine gegmesini 6nler ve hucre myoinozitol dlzeyi
hiperglisemiye paralel olarak duser Hucre i¢i myoinozitol duzeyinin diusmesi,
fosfoinositid metabolizmasint  bozarak fosfotidilinozitol-4-fosfat  (PIPs) ve
fosfotidilinozitol-4,5-bifosfat duzeylerini azaltir. Hucre i¢i sinyal iletiminde 6nemili
olan bu metabolizmanin bozulmasi, protein kinaz C aktivitesinde ve Na*/K" ATPaz
aktivitesinde azalmaya neden olur. Na'/K' ATPaz &zellikle sinirlerde enerji
ihtiyacinin kargilanmasinda énemii bir enzimdir. Bu enzimin aktivitesinin azalmasi
hem bu ihtiyacin gideriimesinde bir sorun yaratirken, hem de hiicreye, Na* bagimh
miyoinozitol transportunun azalmasina neden olur  Azalmis Na'/K* ATPaz

aktivitesi sinir hlcresinde Na artisina neden olur ki bu da sinir hucresi

Il



uyariimasinin glicleserek ileti hizinin yavaglamasi aniamina gelir. Ayrica hicre igi
diizeyi artan Na bir yandan da lokal 6deme neden olarak aksoglial ayrilmaya
(axoglial disjunction) sebebiyet verir. Sinir sistemi diginda retina, glomeril ve
aortada da sorbitolln arttidi, myoinozitol azalisina bagii olarak Na'/K* ATPaz

aktivitesinin azaldidi rapor edilmigtir (5, 34, 52, 53, 54).

Ayrica diyabette hiperglisemiye bagh olarak Néronal Blyume Faktori-I (NGF-
1), Instfin Benzeri Buylme Faktéri-l (IGF-1) gibi sitokinlerin sentez, salintm ve
bunlara sinir sisteminin verdigi cevaplar da bozulmustur Bu buyime faktdrleri
" Schwan hicrelerinin gelisimi ve yenilenmesi icin gerekli oldugu gibi ~organdan
ndrona retrograd aksonal transport icin de gereklidir Hiperglisemi bu bluyume

faktérlerinin islevierini bozarak normal buyUmeyi clumsuz yonde etkiler (34),

3} Hemodinamik degisiklikler: Diyabetik mikroanjiopati komplikasyonlaninmn
gelismesinde ileri sUrulen bir mekanizma da Hemodinami hipotezine dayanir. Tip |
diyabetin ortaya ¢ikmasindan kisa bir sure sonra kan akimi artmaktadir. Bu
hastalarda kan basinci normal oldugundan, kan akiminin artmas! damar direncinin
azalmasina bagh olabilir Bu sekilde kapiller yatakta artan hidrostatik basing
proteinlerin, makromolekutllerin  ve immun komplekslerin  damar disina
filtrasyonunun artmasina nedeh olur. Bu durum mezengial ve bazal membran
elemanlaninin sentezlenmesi i¢in uyan niteligi tagimaktadir, bu da giderek kapiller
gecirgenligin artmasina, kapiller gecirgenli§in artmas) ise bahsedilen olumsuz
gelismelerin devam etmesi anlamina gelmekiedir (55).

4) Otoimmunite: Son yillarda diyabet néropatisinin gelisiminde, otoimmunitenin
agirhkh oldugu gorusit 6nem kazanmistir. Diyabette gelisen néropati her ne kadar
klasik bir otoimmun bir stire¢ gibi gérinmese de ¢esitli bulgular bu patolojik siirecte
immtinitenin 6nemli rol oynadigini géstermektedir(8,22,23,24, 2528, 34, 56, 57).
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2.2. DIYABETES MELLITUS VE SERBEST RADIKALLER

Diyabete mellitusta serbest radikaller énemii bir rol oynarlar (58,59). Yalnizca
diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde degil diyabetin ortaya ¢ikiginda da serbest
radikallerin rolli hakkinda cesitli hayvan deneylerinden elde edilen bulgular vardir
(60). Ornegin non-stabil bir madde olan alloksan deney hayvanlarina verildiginde,
hizli bir sekilde dialurik aside dénmekte, bu da ofookside olarak stperoksid
anyonu, hidrojen peroksid ve hidroksil radikallerini olugturmaktadi (58). Tum
vicutta artan serbest radikal diizeyi selekiif olarak, antioksidan savunma sistemi
zayif olan pankreasin 8 hlcrelerini tahrip etmekte ve sonug olarak deneysel tip |
diyabet gelismektedir (61,62). Bu da insanlarda sebebi ne olursa olsun artmig
serbest radikal dizeyinin tip 1 diyabete neden olabilecegini dugindurmektedir.
Nitekim bu deney hayvaniarina c¢esitli antioksidan terapilerin  uygulanmasi
pankreas B hicrelerini alloksanin toksik etkisinden korumakta ve deneysel alloksan
diyabetini tamamen engellemektedir (63,64,65).

Organizmanin varliinin ve butinludunun korunmast saghikl bir homeostatik
duzeniemeye badhdir Hicresel homeostasis de bunun bir parcasidir Aerobik
organizmalarda reaktif oksijen Urlnleri dnemli bir tehdit unsurudur. Normal oksijen
metabolizmas: esnasinda olusan bu urlnler, vital hiicresel yapilar ve fonksiyoniar
(izerinde onemli hasarlar meydana getirebilirler. Fakat aerobik organizmalar
oksijenin metabolizmast esnasinda olugan bu zararll urlnlerin etkilerinden
kendilerini koruyacak savunma mekanizmalan gelistirmiglerdir Bu koruyucu

mekanizmalara antioksidan defans sistemi denir (58).

Serbest radikaller, basitce bir veya daha fazla eglesmemis elekiron
bulundurabilen herhangi molekul (O;, RS, CClLs) olarak tanimlanabilir (66).
Elektronlar atomlann yéringelerinde buiunur ve s6zu edilen eslesmemis elektron
ise bir orbitalde tek basina bulunan elektronu simgelemektedir. Serbest radikallerin
bu gekilde agik bir bad icermeleri kendilerini oldukca reaktif kilar. Bir serbest
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radikalin reaktivitesi yart émrinden anlagua'biiir‘ Bilindigi gibi en potent oksijen
radikali olan hidroksil radikali (OH) en kisa yari émre sahiptir Tablo Fde bazi
oksijen radikallerinin yarilanma émri verilmigtir

Tablo I: Bazi serbest oksijen radikallerinin yari Smdirleri (saniye)

Stperoksit Oy 1 X 10°
Hidroksil OH 1X10°
Alkoksil RO 1X10°
Peroksil ROO 1 X 107
Tekil oksijen '0, 1 X108
Molekuler oksijen 0, > 10?

Oksijenin aerobik hUcreferde‘ metabolizmasi esnasinda olusan en &nemli
serbest oksijen radikalleri; superoksit anyonu (Qy), hidroksil radikali ( OH),
hidrojen peroksit molekiit (H20;), hidroperoksit (HOz), ve tekil (singlet) oksijen
('0,)dir . Ayrica atmosferik bir bilesik olan Ozon (Og), nitrik oksit radikali (NO') ve
hipoklorik asit (HOCI) gibi g¢esitli molekiller de giglu oksidan etkiye sahip
molekillerdir. Bu radikaller organizmada hem normal metabolizmanin yan Urini

olarak hem de iyonlasgtirici radyasyon, ilaglar ve baz) toksikolojik ajanlarin etkisiyle
olugabilmektedir (58,67,68)

Serbest Radikallerin Hicresel Kaynaklari:
* Cevresel etkenler: Radyasyon, ilaglar, toksik maddeler, hava Kirletici ajanlar

* Plazma membrani: Lipoksijenaz, Prostaglandin sentetaz, NADPH oksidaz
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* Enzim ve proteinter: Hemoglobin, Ksantin Oksidaz, Triptofan dehidrogenaz

* Mitokondriler: Ubikinon, NADH dehidrogenaz, Dihidrooratat dehidrogenaz

* Peroksizomiar: Oksidazlar, Flavoproteinier

* Endoplazmik retikulum: Sitokrom P- 450, Sitokrom b-5

* Kuciik molekulier: indirgenmis flavinler, tiol bilesikieri, iki degerlikli metailer,

epinefrin (67).

2.2.1. ONEMLI OKSIJEN RADIKALLERI:

a) _Superoksit radikali_{O2) : Molekuler oksiien (Q.) dis orbitalierinde
eslesmemis iki elektron iceren ve bu sekli itle zararll etkisi oilmayan bir molekuldur.

Bu molekuldeki orbitallerden birinin herhangi bir sekilde elektron almasi ile
superoksit radikali { O7) olugsur Her iki orbitali de elekiron alirsa yine bir serbest
radikal olan peroksil anyonu (022') olusur. Superoksit anyonu elekiron faziasini bir
bagka elektron alicisina vererek tekrar molekiller oksijene (O) oksitlenebilir yani
bir oksitleyici (redukidr) gibi davranabilir Ya da énceden bahsedildigi gibi bir
elektron daha alarak peroksil anyonunu ( 0% olusturur, bu da ortamdan iki proton
atarak {(H") hidrojen peroksit (HgOg‘) olusumuna neden olur (58,66,69)
10y ——p Oat+e
2) Oy +e ——p O% +2H
Oksijenin metabolizmnasi esnasinda ilk olusan serbest radikal olan superoksit

- 02

anyonundan, hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit {H20»), hidroperoksitler
(HO, ) gibi diger zararii oksijen metabolizmasi Urunleri olugur. Superoksit anyonu
hiGcre membranlarindan, , muhtemelen iyon kanallarint kullanarak ¢ok az ¢ikiyor
oisa da, membraniar kolayca gecemedidi igin zara‘rh- etkisi oldukca dusik duzeyde
bir radikaldir (58) Coguniukla reduktif ve H.02 kaynadi olarak goérev yapar.
Stperoksit anyonu asafida belirtilten cesitli reaksiyontara girerek ortamdan

temizienir, Bu temizleme olayina dismutasyon adi veritmektedir. Siperoksit
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anyonu ortamdan spontan dismutasyon denilen, enzimatik olmayan bir yo! ile
temizlenebilecedi gibi,
O+ O + 2HY ————p HoOo+ O2

stperoksit dismutaz (SOD) enzimi e enzimatik olarak da dismutasyona ugratilir.

Oy + Oy + 2H" 590 o H02+ Oz

Stperoksit anyonunun enzimatik olarak temizienmesi, spontan olarak

temzilenmesinden yaklasik 10* kez daha hizlidir. Superoksit radikalinin her iki
sekilde de H;O;'ye ddnmesinin diginda, ayrica stiperoksit radikali ile H,O, Haber
Weis reaksiyonu adi verilen bir reaksiyon ile daha potent bir radikal olan OH
radikalini olusturur (58,70).

Oy + HaOz—pp Og + HO + OH (Haber Weis Reaksiyonu)

b) Hidroksil radikali { OH) ; Bu radikal ilk olarak 1934 yilinda Haber ve Weis adl!

aragtirmaciiann g6sterdikleri, kendi adlani lle amian, reaksiyon ile ortaya

konmustur. Bu radikal biyolojik sistemlerde rastlanilan en potent oksidan olarak
bilinir. Yuksek bir reakliviteye sahip olan hidroksii radikali, gesitli molekilier ile
kolayca reaksiyona girer Hidroksil radikali hiicrede gesitli yollaria olusuyor ise de,
yaygin olarak iki dnemii biyolojik kaynagr vardir Buniardan itki H>O7' nin, ortamdaki
iki degerlikii demir (Fe*?) katalizériugunde Fenton reaksiyonu ile ayrismasindan
olugur (71).
Fe+H,0, 5 Fe”+ OH+OH (Fenton Reaksiyonu)
{kincisi ise daha 6nce bahsedilen Haber Weis reaksiyonu iledir.

Qs + H20; p 02+ H0+ OH (Haber Weis Reaksiyonu)
Ayrica radikal tepkimesi sonucu olusmug organik bir radikal de, H»Q, ile

tepkimeye girerek OH radikali olugsumuna neden olabilir (58).
COOH + HO, —— CO,+ HO0+ OH
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¢) Hidrojen peroksit (H,Q): Daha énce bahsedildigi gibt H,02 temel olarak iki
stiperoksit anyonunun spontan veya enzimatik dismutasyonu sonucu olusur.
Oksijen metabolizmas! esnasinda olusan bir ara Urundir. Genellikle tek bagina
organik molekulleri okside etmek icin yeteri kadar bir reakfivitesi olmasa da
biyolojik olarak ¢énemli bir oksidandir. Superoksit anyonuna nazaran, biyolojik
membranlardan, dusuk elektriksel yukd ve non iyonize ozelliklerinden dolay! daha
kolay gegebilmesi (mitokondrial H.Q, sizmasinda oldugu gibi) ve direkt kendisinin
sitotoksisitesinden ziyade OH radikalleri gibi daha reaktif radikallerin tretimine
katkida bulunmasindan dolayi énemli bir oksijen metabolizmasi ara Urunudiir (58,
72)

d) Singlet oksiien (1AgQ,) : Eslesmemis elektron igermedidinden singlet

oksijen serbest radikal dedildir Ancak oksijenin oldukca reaktif bir formudur.
Burada spin kisitiamas: (paralel spinlerde iki eslesmemis elektron bulunmasi)
durumu ortadan kalkmig ve bu da okside edici yetenegini arttirmigtir. Singlet
oksijenin olusumu fotokimyasal reaksiyonlarda énemlidir (73).

e) Ozon (Qs) . Ozon gunes isinlarina karsi énemli bir stratosferik koruyucu
kalkandir. Ancak ozon, toprak duzeyinde toksik ve istenmeyen oksidize edici bir
gjandir. Ozon kirli sehir havasinda ve bazi bilimsel cihazlarla, fotokopi
makinelerinde kullanilan asin 11k kaynaklan tarafindan olusturulur. Akcigerleri asini
derecede tahrip eder. DNA, lipid ve proteinleri kolayca okside etmektedir (73).

f) Hipokloréz Asit (HOCI). Hipokloréz asit vlcutta aktive nétrofiller tarafindan

Uretilen guglU bir oksidandir Fagosit sitoplazmasindaki hem iceren bir enzim olan
myeloperoksidaz sayesinde, H,O, ve Cl iyonlarindan sentezlenebilir (73).
Hy0;+ ClF+H —— 3 HOCI+H,0

q) Nitrojen Oksitleri: Nitrik oksit (NO') ve nitrojen dioksit (NO ;) tek sayida

elekron igerirler, bu nedenden serbest radikaldirler. Zehirli bir gaz olan NO', guglu



bir oksidize edici ajandir. Invivo ortamda salinan NO', nitrit (NO 2) veya nitrata

(NO 3) otookside olabilir NO';, ise zayif redukte edicidir NO' endotel kdkenli

vazodilatér faktorie aynt maddedir ve bir reaktif ara Urtin ofan peroksinitrit (ONOG )

olusturmak uzere, bir difer endojen serbest radikal olan superoksitle reaksiyona

girebilir. ONOO  gugclu oksidandir. Pekgok biyolojik molekull zedeleyebilir ve asit

pH'da, kuguk miktartarda hidroksil radikali salivererek dekompoze olabilir (73).
ONOQ +H" —— OH+NO;

2.2.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ HUCRELERE ETKISi:

Serbest radikallerin hiucre yap ve fonksiyonlarina zararli etkileri oldudu bilinen
bir gercektir Lipidler, proteinter, karbohidratiar, ntikleik asitler serbest radikaller igin
hedef teskil eden yapilardir.

2.2.21. Lipidiere Olan Etkileri: Lipid peroksidasyonu, poliansature lipidlerin
oksidatif bozulmasi reaksiyonudur (Sekil 1) (73,74) Serbest radikaller ¢esitli
substratlar ile kimyasal reaksiyonlara girerler Bu reaksiyon basglama, ¢ogalma ve
sonlanma seklinde u¢ basamakta ge;rgek!egir (75)

1)Baslangic_basamadi. Peroksidasyon, serbest radikallerin poliansature yag

asitlerinin yan zincirindeki metilen grubundan (-CHy) bir hidrojen (H') atomunu
ctkarmasiyla baglar Bu atak sonucu karbon atomu uUzerinde eslesmemis bir
elektron olustugundan karbon merkezli bir radikal (L') olusur Bu lipid radikalinin
aerobik hucrelerde en sik gérulen akibeti, bu radikalin molekiler dizenlenme ile
konjuge dien sekline cevrildikten sonra molekuler oksijen ile reaksiyona girerek
peroksill radikalini (LOO ) olugturmasidir (76)



2) CoJalma basamadi. Olusan peroksi radikali, diger bir peroksi radikali ile

birlesebilir ya da membran proteinteri ile etkilesebilir. Fakat en énemlisi peroksii
radikallerinin - membrandaki komgu vyan zincirlerden hidrojen atomlarin
gikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu yaymalandir. Bdylece yan
zincirlerden hidrojen atomiarinin ¢ikariimasi ile her defasinda lipid hidroperoksitleri
(LOOH) ve yeni peroksi radikali (LOO") olugmaktadir Peroksidasyon bir kere
bagladiktan sonra otokatalitik olarak yayillabilmekte ve yuzierce yag asidi zinciri

lipid hidroperoksitlerine gevrilebiimektedir (67,76).

IH+R ——%» L +RH
L+02 —» LOO (peroksi radikali)
LOO +IlH ———>» [OOH+ L (zincir reaksiyonu)

RHA_N=N/

-H*
R /\:/\l_—_/\;—/

I Yeni molekiiier

) diizenlenme

RN N\=\—~/

l O, tutulumu !

Roznx =

Sekil 1: Lipid peroksidasyonu
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Lipidhidroperoksitler de (LOOH) yikilarak LO', LOO gibi radikaller ve
aldehitlerin (6. Malonildialdehit=MDA gibi) olugsmasma neden olurlar.
Lipidhidroperoksitlerin yikilmas! ile olusan bu aldehit de oldukga toksik ve biyolojik
olarak aktif molekullerdir Omegin MDA, membran komponentierinin
polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmalarina neden olmakta ve deformabilite, iyon
transportu, enzim aktivitesi gibi ic membranin bazi dzelliklerini degistirmektedir
Ayrica diffuze olabildidinden, DNA'min nitrojen bazlari ile reaksiyona girerek,
mutajenik ve karsinojenik etki gosterebilmektedir (67,77,78,79).

3) Sonlanma. Demir ve bakir iyonlari ya da bu iyonlarnin fosfat esterleri ile
olusturdugu basit selatlari (Fe*2-ADP), hem, hemoglobin ve myoglobini de igeren
baz demir proteinleri, lipidperoksitierini bozarak peroksidasyonu
sonlandirmaktadir. Bu kompleks bozunma reaksiyonlarinin pentan, etan gibi
hidrokarbon gazlari, ROOH, RCOOH, ROH ve RCHO grupiari igeren kisa zincirli
yag asitleridir (67,76).

2.2.2.2. Proteinlere Olan Etkileri: Reakif oksijen turleri direkt ya da indirekt olarak
proteinlerde  hasar olusturabilidler  Reaktif oksijen tdrlerinin olusum
mekanizmalarindan biri metallerle katalizienen oksidasyon reaksiyonlaridir. Uygun
bir elektron vericisi varhiinda (NADHM, NADPH, askorbat) metailerie olan bu
reaksiyonlar H,O, olusturma ve hem superoksit bagimh hem de bagimsiz
mekanizmalar yoluyla Fe (It} ve Cu {il)'yi indirgeyebiime yetenedindedirler. Bu
reaksiyonlaria olugan Fe (I) ve Cu (Iyin proteinler Uzerindeki metal baglayic
kisimlara baglanmas:, OH" olusumuna yol acar. Bu hidroksil radikalleri metal
baglayict amino asitlere 6zeliikle saldirir. Oksidatif olarak modifiye olmusg proteinier
proteolitik yikim icin hedeftirler: ancak, bazi okside protein formlari sadece
proteclize direngli olmayip ayni zamanda diger proteinlerin okside formlarinin

yikimini saglayacak proteaziari da inhibe edebilme yetenegindedir (80)
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2.2.2.3. Karbohidratlara Etkileri: Calismalar, alfa-hidroksialdehit yapiya sahip
karbohidratlarin metal iyonlarinin varliginda radikallerin etkisi ile ketoaldehitlere
dontstugini gostermistir. Ayrica bir hidroksil radikal temizleyicisi glukozun da
dahil oldugu bir gok monosakkaridin hizli bir sekilde otooksidasyona ugradidini
gostermistir (58)

2.2.2.4. Nukleik Asiflere Olan Etkileri: Oksidan stresten DNA ve mitokondriyal
DNA zarar gérmektedir. Hiperglisemi DNA'nin glikolize olmasini ve DNA'nin tamir

progeslerinin azaimasina neden olur (1,58).
2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Antioksidan, ortamda ¢ok diguk konsantrasyonda bulundugu halde okside
edilebilen bir substratia karsilastiQinda, substratin okside olmasini belirgin bir
sekilde geciktiren ve énleyen madde anlamina gelmektedir (73)

Antioksidanlar, oksidatif peroksidasyonun farkh asamalarinda islevlerini
gorebilirler. Bu agsamalarda;

a) Ortamdaki oksijeni uzaklagtirabilir veya konsantrasyonunu azaitabilirler

b) Katalitik metal iyonlarint ortadan kaldrrabilirler.

c) Superoksit ve hidrojen peroks‘it gibi 6nemli reaktif oksijen turlerini ortadan

kaldirabilirler.

d) Hidroksil, alkoksii ve peroksil turleri gibi baglatici serbest radikalleri

yakalayabilirler

e) Baslamis bir zincir reaksiyonunu kirabilirler

f) Singlet oksijeni yakalayabilirler

Antioksidan savunma mekanizmalart yontemlerine (koruyucu, zincir kirict),
yverine (hucre ici, hiicre disi, hicre lmembram), etkisinin tipine (enzimatik, non-
enzimatik) gére siniflandirilabilir (81).
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2.3.1. HUCRE iGi ANTIOKSIDANLAR:
Hucreler, oksidatif hasara karsi oldukga iyi savunmaya sahiptirler. Hucre icinde

antioksidan savunmas farkli sekiillerde gerceklegebilir;

a) Radikal olusumunun engellenmesi,

b) Olusmus radikallerin uzaklagtirimast,

c) Radikaller tarafindan olusturulan oksidatif hasarin tamiri,

d) Hasarli moiekulierin eliminasyonunun arttiriimasi.

Oksijen hucre icinde metabolize edildigi esnada olusan oksijen ara urunleri ile

antioksidanlar enzimatik olarak hizl ve spesifik bir sekilde etkilesirler (Tablo H)(73).

SOD, Katalaz ve GSH-Px toksik oksijen molekillerine karst primer enzimatik

savunma sistemlerini olustururlar (75).

Tablo II: Hicre icl antioksidanlar ve fonksiyontan

Antioksidan Fonksiyonu

SOD Katalitik olarak "O2"i ortadan kaldirir

'Katalaz Yiksek konsantrasyonlardaki H202'yi  ortamdan
uzaklastirir.

GSH-Px Dustk kararlt konsantrasyoniardaki H.Oy'yi ortadan

kaildirir, bunun yaninda organik hidroperoksitleri de

ortadan kaldirabifir,

Sitokrom Oksidaz

OJnin  H.0sya indicgenmesi esnasinda  aktif
oksijenlerin salinmasii engeller. Cu*? tarafindan Oy,

H,Op OH'nin olusturulmasini énler,

G6PD

Ortamda NADPH variiginda GSSGnin GSH'a

dénustminy saglar.

Proteolitik Enzimler

Okside edilmig proteinleri ortadan kaldirir
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2.3.2. MEMBRAN ANTIOKSIDANLARI

Membraniarin hidrofobik lipid ic kisimlarinda, lipofilik radikaller olugur. Buntarin
kaldirimas: icin hucre igi ortamdakinden daha farkh tip antioksidanlar kuilanilir
(tablo I} (73).

Tablo lIl: membran antioksidantari ve fonksiyoniari

Antioksidan Fonksiyenu

E Vitamini Lipid-solubl, zincir kirict &ir antioksidandir. Hlcrelerdeki

membran lipid tabakalarinin stabilizasyonunu da saglar.

3- Karoten ' Lipid-solubl, radikal yakalayicisir ve 'O, durdurucusu olarak
islev gdrur
Koenzim-Q Enerji metabolzimasindaki esas rolline ilaveten bir antioksi-

dan olarak da hareket eder

Membran yapt orga-|Membran veya organellerin bitlnliguind korumadan

nizasyonu sorumiueur,

2.3.3. HUCRE DiSl ANTIOKSIDANLAR:

Vicut ekstraseliler sivilarinda, intraseluler antioksidanlar olan enzimleri
icermemelerine ragmen, Glutatyon Peroksidaz ve Slperoksit Dismutaz
enzimierinin  glikozillenmig farkli  proteinleri bulunmaktadir. Bu enzimier
ekstraseluler sivilarda, 'O;” ve HyO, gibi reaktif oksijen tlrlerinin yan dmrinG
kisaltir (Tablo IV)(73).
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~ Tablo IV: Hiicre disindaki antioksidanlar ve fonksiyoniari

Transferrin Proteinin her mol( iki ferrik iyon bagdlar.

Laktoferrin Proteinin her mol( distk pH'da iki ferrik iyon baglar.
Haptoglobin Hemogiobini baglar.

| Hemopeksin Hem'i bagtar.

Albumin Bakir ve Hem'i baglar, HOCl'yi yakalar.

Seruloplazmin

Ferrooksidaz aktivitesi ile "Oo yakalayicisidir, nonspesifik
bakir iyonlarini badlar, bakirlarin reoksidasyonu icin HzO»

kullanir.

| Ekstraseliler SOD

‘057"yi katalitik olarak ortamdan uzaklastirir,

Ekstraseliler GSH-Px

Katalitik olarak H.O2'yi ve hidroperoksitleri ortadan kaldinir.

Plazmada az miktarda GSH meveuttur
Biluribin Peroksil radikailerini yakalar.
Mukus "OH radikallerini yakalar
Urik Asit Radikal yakalayicist ve metal badlayicisidir
Giukoz OH radikal yakalayicisidir.
Askorbik Asit OH radikal yakalayicisidir.

2.3.4. ANTIOKSIDAN ENZIMLER:

2.3.4.1.

SUPEROKSIT DISMUTAZ

(SOD): SOD (SOD; EC1.151.1.

superoksid:stperoksid oksidoreduktaz) aerobik hucreierde yaygin olarak bulunan

ve 'Oz 'nin dismutasyonunu katalizieyen bir enzimdir (83)

Or + 'O5 + 2H" __S8ob

» Ox+ H02

lyonoforez ydntemiyle SOD'un yapist anlasilmistir. SOD %16,53 oraninda

nitrojen, %1,05 oraninda kukurt ve az miktarda karbohidrat icermektedir. Protein
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Tablo 1V: Hucre digindaki antioksidanlar ve fonksiyontari

[Transferrin Proteinin her molu iki ferrik iyon baglar.

Laktoferrin Proteinin her moll distk pH'da iki ferrik iyon baglar
Haptoglobin Hemoglobini baglar.

Hemopeksin Hem'i baglar.

AlbGmin Bakir ve Hem'i bagdlar, HOC!'yi yakalar.

Seruloplazmin Ferrooksidaz akfivitesi ile Oz yakalayicisidir, nonspesifik

bakir iyonlarimi bagiar, bakirlarin reoksidasyonu igin HO-
kultanir

Ekstraseliler SOD 0. yi katalitik olarak ortamdan uzaklastinr

Ekstraseliler GSH-Px | Katalitik olarak H,O2'yi ve hidroperoksitieri ortadan kaldinr
Plazmada az miktarda GSH mevcuttur.

Biluribin Peroksii radikallerini yakalar.

Mukus "OH radikallerini yakalar.

Urik Asit Radikal yakalayicisi ve metal badlayicisidir.
Glukoz OH radikal yakalayicisidir

Askorbik Asit OH radikal yakalayicisidir

2.3.4. ANTIOKSIDAN ENZIMLER:

2.3.4.1. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD): SOD (SOD; EC:1.1511.
superoksid:stperoksid oksidorediiktaz) aerobik hticrelerde yaygin olarak bulunan
ve 02" 'nin dismutasyonunu katalizleyen bir enzimdir (83).

O + 0y +2H" -—-vE-Q--D—b O+ H-0-
iyonoforez yéntemiyle SOD'un yapisi anlasiimistir. SOD %16,53 oraninda
nitrojen, %1,05 oraninda kukirt ve az miktarda karbohidrat icermektedir. Protein
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kisminda metionin yoktur. Yapisinda heksoz, heksozamin ve siyalik asit cok duguk;
aspartik asit, glutamik asit ve glisin ise buyuk miktarlarda yer almaktadir (84).

Yap! bakimindan ve aktif merkezindeki gecgis metal iyonlari yéniinden enzimin
hiucre iginde iki degisik formu vardir ancak bu farklt formlar ayn reaksiyonu
katalizler
1) _Cu_ve Zn igeren SOD (Cu/Zn-SOD). Primer olarak okaryotik hicrelerin
plazmasinda bulunur. Bunun vanisira mitokondride de yer almaktadir. 32000 (d)

Dalton (d) molekil adirhiginda bir enzimdir. Disulfit kdprusi ile baglanms, birbirinin
ayni olan iki alt Uniteden olugmustur. Her bir alt Unitede birer adet Cu*? ve Zn*?
icermektedir (85). Enzim aktivitesi icin Cu'? mutlaka gereklidir Zn*? ‘nin ise
olasilikla enzimin stabilitesini sagladidi, yerine kobalt (Co™), Civa (Hg™), ve
kadmiyum (Cd*?) gegmesi durumunda da enzimin aktivitesini kaybetmedigi
gosterilmistir. Superoksit anyon dismutasyonu Cu*? ile saglanir (86,87).

CulZn- SOD ocldukga kararh bir enzimdir. Saflagtiriimas) esnasinda kullanilan
organik ¢dztcUlere (Ure ve sodyum dodesil sulfat gibi) ile aktivitelerini
kaybetmedikleri gdsterilmistir.

CufZn- SOD siyanid {(KCN) (5 mM) tarafindan tersinir olarak inhibe edilir
Siyanidin C atomu, enzimin Cu™ atomuna baglanarak enzimi inhibe etmektedir

H,0, ise enzimi Cu* °

yu redikleyebilir Ancak 10 pMin Uzerindeki H,0-
'

konsantrasyonlarinda enzim irreversible olarak inhibe olmaktadir. Invivo kosullarda

superoksit radikalinin kendisi H>O- ile yariga girerek bu inhibisyonu &niemektedir

(88,89)

2)_Mn Igceren_SOD (Mn-SOD): Okaryotik hucrelerin mitokondri matrikslerinde ve
gesitli bakterilerde bulunan bir enzimdir. Bakteriyel enzim egit buyuklukte iki alt
birimden olusur ve her alt birim bir Mn*? icermektedir Molekdl agirhi§ 40000 d
civarindadir. Mitokondriyal enzim ise dért alt birim i(;:eren ve molektl agirligi 80000
d olan bir tetramerdir (90).

Enzim kloform, etanol ve %2'lik sodyum dodesil siifat tarafindan inhibe olur
Siyanur ise bu tur bir etki géstermez (91).
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2.3.4.2. KATALAZ (CAT): CAT ( EC:1 11 1 6. Hidrojen peroksit: hidrojen peroksit
oksidorediktaz) dodada vyaygin olarak bulunur ve hem icerir Yuksek
konsantrasyonlardaki H>O2'nin, su ve molekuler oksijene dénustimunu katalizier
(92).

Hi02+ H0, A 21,0 + 0,

H20,. urat oksidaz, glukoz oksidaz ve D amino asit oksidaz gibi bir ¢ok enzi.min
katalizledigi reaksiyonlar sonucunda oksijene iki elektron transfer edilmesi ile
olusur (92, 93}

CAT dort sublnitten olugan bir hemoproteindir. Mo! basina 4 atom gram Fe
icerir. Protohem aktif bolgenin temel komponentidir. Fe* iceren her alt birimde bir
protoporfirin IX bulunmaktadir. Bu enzim peroksidaz aktivitesi diginda bir molekul
hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya
elektron alicist olarak kullanabilir. invivo kosullarda baskin olan peroksidaz
aktivitesidir (92, 94).

Memeli dokularinda CAT aktivitesi farkli duzeylerde bulunur. En yiuksek
konsantrasyonlarda karaciger ve eritrositte rastlanmaktadir. Bébrek dokusunda da
hayli yUksek oranda bulunmaktadir (84).

Enzimin inhibitdrleri; asetat, gskorbat, azid, siyanid, sivanojenbromid, 2,4-
diklorofenol, etanol, florid, formik asit, hidroksifamin, metanol, monokloramin, ve
nitrittir (95).

2.3.4.3. GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px): (EC: 111 1.9, Glutatyon: H20,
oksidorediktaz) Dokularda ve vucut sivilaninda HxOxnin ve  lipid
hidroperoksitlerinin, redukte GSH ile reduksiyonunu katalizler ve hucrenin oksidatif

zedelenmeye kargi korunmasini saglar (93).

2GSH+H,0, X . GSSG +2H,0
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2GSH+ ROOH —Z8HPX . GSSG +H,0+ROH

Selenyum (Se) bagimli GSH-Px, aktivitesi icin Se’ye ihtiyag duyar. 23 kd'lik
tetramerik bir proteindir. Mol basina 4 atom Se icermekte ve aktif bolgesinde de
selenosistein bulunmaktadir. Enzimin selenolat formu aktiftir. Peroksitleri alkole
reduklerken, kendisi selenenik aside oksitlenir RedlUkte glutatyonun reaksiyona
girmesi ile enzim, selenosulfit sekline déntigur. Ikinci bir glutatyonun selenostilfite
eklenmesi ile glutatyon okside formuna gecger ve enzim aktif durumuna geri déner.
Uzun siireli Se eksikli§i tum dokularda GSH-Px aktivitesinin dusmesine yol acar
(96,97).

Fosfolipid hidroperoksit GPx (PHG-Px) bir diJer selenoproteindir Molekit
agirhg 20000 d'un (zerinde olan monomerik bir enzimdir. Aktif bélgesinde bir Se
atomu tagsimaktadir Membran bilesiklerinin hidroperoksitlerinin reduksiyonunda
primer gérev yapan sitozolitk bir enzimdir. Fosfolipidlerin hidroperoksit derivelerini
alkol derivelerine redukte eder (98).

Hem PHG-Px'in hem de GSH-Px'in lipid peroksidasyonunu inhibe edebilmeleri
icin membranlarda fizyolojik duzeylerde E vitamini bulunmasi gerekmektedir. E
vitamini PHG-GPx'in eksiklijinde lipidlerle birlikte okside olur Bununla beraber
ortamda E vitamini yoksa PHG-GPx serbest radikailerin ¢odalma hizint sadece
yavaglatabilir (98)

Plazmada bulunan GPXin hiucre iginde bulunan GPx'ten farkli oldugu
sOylenmisti. Bu enzim de Se iger;nektedir ancak glutatyona olan afinitesi on kat
daha azdir Cu*?, Hg*? ve Zn *? bu enzimi tamamen inhibe eder. Bu enzimin gérevi
ekstraseluler H2O2've karsi koruma ve glutatyon transportunu saglamaktir (99)

Bunlarin disinda karaciger, iskelet kasi ve renal kortekste yodun olarak Se
bagimsiz GPx bulunmaktadir Daha kicuk molekul agihkh olan bu enzim bir
selenoprotein degildir ve H.0O, disinda diger organik hidroperoksitleri substrat
olarak kullanabitir (100).

GPx enzimi inhibitdrieri: adenozin, adenozin 5'-tetrafosfat, ADP, AMP, ATP, Ca,
Co, CTP, Hg, NAD®, NADP*, NADPH, Ni, D-penisiiiamin, ve Zr'dir
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2.4, DIYABETIK VASKULER KOMPLIKASYONLAR VE OKSIDATIF STRES

Divabetli hastalarin mortalite ve morbiditesinin en buyUk nedeni makro- ve
mikrovaskiiler komlikasyonlardir Bu komplikasyonlar, koroner kalp hastaligr,
hipertansiyon, serebrovaskuler hastalik, nefropati, retinopati, trombosiz, iskemi ve
ndropatidir (3,101) Hipergliseminin baslattidi vaskuler degisiklikler zamana bagls
bir fenomendir Diyabetin erken dénemlerinde periferal resiztansta azalma ve kan
akiminda artis gbzlenirken, daha geg¢ donemlerde kan damari relaksasyonunda
azalma izlenmektedir (2).

Diyabetik vaskuler hastaigin basglangicinda ve hastahigin ilerlemesinde damar
endotelinin kritik duzenleyici bir rolu bulunmaktadir. Vaskuler endotelin diz kas ile
kan arasinda bariyer olma fonksiyonuna ek olarak; vaskuler gerilim ve kan
akiminin  dizenlenmesinde, kan akimi ve trombosizin duzenlenmesinde,
perivaskuler sinirlerinin kontrolunun  duzenlenmesinde ve damar duvari
htcrelerinin buytmesinde rol oynar ( 3,102).

Endotelin _Fizyolojisi: Endotel hucreleri; cesitli mekanik etkenler ve cesitli
relaksasyon ya da kontraktil 6zellikieri olan nérohumoral mediyatérler aracihdi ile
vaskuler gerilimi ve vaskuler reaktiviteyi dzenler (3).

¢ Endotelden kaynaklanan relaksasyon faktoérieri (Endothelium-Derived
Relaxing Factors, EDRF); Endotelde olusturulan relaksasyon faktdrieri; nitrik oksit
(NQ), prostasiklin (PGly) ve endotel kaynaklt hiperpolarizasyon faktéru
(Endothelium-Derived Hiperpolarization Factor, EDHF ) dur,

NO, yarn émru birka¢ saniye kadar kisa, kolayhkla diftize olabilen vazoaktif bir
ajandyr  L-arjininin iki basamakl bir reaksiyonla, N-hidroksi-L-arjinin (izerinden, L-
sitrllliine donuslrken olugmaktadir. Endotel hucrelerindeki sentezi Nitrik Oksit
Sentaz (NOS)'In Tip Il izoformu ile olmaktadir. Bazal kosullarda, dusik seviyede
surekli bir NO sentezi ve sahimmi olmaktadir. Endotelial reseptdrierin cesitli
vazoaktif ajanlar (bradikinin, asetilkolin), kan akimi stresi, dusuk arteriyel oksijen
basinct gibi birgok situmiilasyonu takiben NO sentezinde artis meydana gelebilir
NO, vaskuler duz kas hiicresinde solubl guanilat siklaz aracii§ ile 3',5'-guanozin
monofosfat (cGMP) olusumuna neden olarak relaksasyona yol acar (102,103).
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PGl,, akis stresi, hipoksi ve bazi substratlar (asetilkolin, serotonin) ile
endotelden salinimi gergeklesir. Vaskuler duz kas hicresinde 3',5'-adenozin
monofosfat (cCAMP) dizeyini arttirarak relaksasyona neden olur. PGly platelet
agregasyonunu inhibe edici rollj de vardir (103).

EDHF, yapilan caligmalarda endotel badimii relaksasyona olan katkisi daha

sinirll dizeyde bulunmustur (3).

¢+ Endotelden kaynaklanan kontraksiyon faktorleri (Endothelium-Derived
Contracting Factors, EDCF): 21 aminoasitli bir peptid olan Endotelin 1 (ET 1),
Tromboksan A, ve Prostaglandin H, vazokonstrikiér prostanoidier ve Anjidtensin I |
bu grupta yer alan faktérierdir (103).

Diyabette Endotel Bagimli Vazodilatasyonun Bozulma Mekanizmalan:

a) Sinyal jletiminde mevydana gelen bozuklukiar. Diyabette insulin ile tedaviye

ragmen G ptoteinlerinin sentezinde azalma ve yapisal degisiklikler tanimianmistir

b) Ortamda NO Uretimi icin veterli miktarda arjinin bulunmamasi; Normal sartlarda

L-arjinin gereksinimi NO sentezinde hiz kisitlayici fakidr olmasa da, diyabetik
damarlarda, L-arjinin miktarinin azalmasi ya da transportunun bozulmas! veya
metabolizmasinin artisi endote! disfonksiyonunun nedeni olabilir. Diyabetik ratiarn
serum L-arjinin seviyelerinde belirgin bir dusme gdzienmistir. Bu da NO sentezinin
artisindan dolayi L-arjinin kutaniminin fazla oldugunu dustndurmustur.

c) EDRFs yikiminin artisi; Diyabetiklerde endote! bagimli vazodilatasyonun miktari

azalabiimektedir Bu miktarin normal oldugu diyabetiklerde vazodilatasyon
sltresinin kisaldigi gézlenmig. SOD verilerek yapilan calismalarda, relaksasyon
suresinin duzelmesi, EDRFs'nin serbest oksijen radikalleri tarafindan inhibe
edildigini dustundurmustur.

d) EDCF'lerin fazla uretiimesi; Diyabette endotel disfonksiyonunun patofiz-

yolojisinde 6zellikle prostanoidler olmak lzere EDCF artigini yeri bulunmaktadir.
e) Vaskuler diz kasin EDRF’'ve yanitinin_azaimast; Endotelden bagimsiz yanitin

devamini saglayan endotel badimii agonistierin sadladidi vazodilatasyon bozuk

bulunmustur. Diabetin baslangi¢ evrelerinde diz kasin EDRF’ye olan duyarliifinda
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azalma olmaz. Diyabetin ¢zellikle gec evrelerinde vazodilatatdrler ile olan yanit
azalr (3).
fy Ortamda Tetrahidrobiopterin ve  NADPH gibi NOS akiivasyonu icin_gereken

kofaktorlerin_bulunmamas); Tetrahidrobiopterin enzimin L-arjinini baglamasini

saflar Eksikliginde enzim elektronlarnt molekiler oksijene transfer eder ve
sUperoksit anyonu Gretir. Bu kofaktérun dnemli bir ézellidi oksijen radikallerinin
hem dretimesinde hem de bertaraf edilmesinde akiif olmasidir Diyabet ve
hiperkolesterolemide Tefrahidrobiopterin diizeylerinde azalma oldugu gézlenmis.
NOS enzimi kofaktdr olarak NADPH da kullandigindan bu kofaktérin eksikliginde
NO sentezinde azaima izlenebilir. Diyabette Polyol-inozito! yolunun aktivasyonu ile
NADPH kullanan bir enzim olan Aldoz Reditktaz aktivitesinin artigt sonucu ortamda
bulunan NADPH duzeyi azalir (102,104).

a) Oksidatif Stres; Diyabetik endoteliyal disfonksiyonda oksidatif stres énemli bir

etkendir. Oksidatif stres; reaktif oksijen turlerinin duzeylerinde artis ya da
antioksidan savunma sistemlerinde bir azalma seklinde ortaya gikabilir. Yapilan
bazi deneysel ve klinik ¢alismalarda diyabette plazma ya da SOD, CAT, glutatyon
ve askorbik asit konsantrasyonlarinda digme gdsterilmistic. Bunun yam sira
diyabetik aortun normal aorta gére daha duyarli oldudu saptanmistir. Diyabette
oksijen tUrevi serbest radikallerin dizeyinin artig! da séz konusudur. Diyabetteki
reaktif oksijen turlerinin kaynaklari; glukozun oksidasyonu, AGE olusumu, polyol-
inozitol yoluna giren substrat miktarinin artisi, Eikanozoid metabolizmasinin artigini
kapsar. Ayrica vaskuler duvarda bulunan U¢ enzim sistemi, reaktif oksijen turlerinin
uretimine katkida bulunur. Bunlar; NADM/NADPH oksidaz, Ksantin oksidoreduktaz,
Endoteliyal nitrik oksit sentazdir (3,4) Vaskuler reaktif oksijen turleri arasinda,
superoksit anyonu diger bircok reaktif oksijen turlerinin kaynadi oldugu igin kritik
énem taswr. Siperoksit anyonu NO'nun fizyolojik inaktivasyonu ile iligkilidir.
Boylelikie NO'nun vaskuler diiz kas uzerine olan vazodilatasyon etkisi sinirlanmis
olur. NO, superoksit anyonu ile reaksiyona girmek igin SOD ile varigir ve bu
reaksiyonla peroksinitriti (ONOOQO) tretir. ONOO olusturdugu reaktif araurtnler ile
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DNA ve proteinleri okside ederek cgesitli modifikasyonlara yol acabilir. Ayrica
sUperoksit anyonu Prostaglandin Hy/ trombaksan A; reseptdérind uyararak
vazokonstruksiyona neden otabilir {1,105)

2.5. KSANTIN OKSIDOREDUKTAZ (XOR)

Bakteriden insana kadar uzanan bir yayginikta tum tlrlerde bulunan bir
enzimdir. Insan XOR’ un en ¢ok bilinen gérevi nikieik asit degradasyonunun son

iki basamaginda gérev almasidir.

\XD/‘ VD / :
Hipoksantin \ » Urik Asit

Sekil 2: XO ve XD'in purin metabolizmasindaki rofieri

Fizyolojik kosullar altinda enzim esas ofarak, NAD™ 1 elektron alicisi olarak
kullanan dehidrogenaz (XD) (EC1.1 1 204) formunda bulunur ve metabolitieri
zararh degildir. iskemik dokularda X-D, oksidaz formuna dénusir (XO) (EC1.2.3.2)
ki bu form oksijeni elektron ahcisi olarak kullanir ve siiperoksit (O2) ve hidrojen
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peroksit (H>02) olusturur. [skemiden bagka XD'nin XO dénusimini saglayan
kosullar sunlardir: proteolizis, 1s1 (37 °C), bazi organik solventler, subseliler
fraksiyonlaria inktibasyon, sulfhidril reajanlandir D formunun labilitesi kimyasal
ozelliklerinin, O formuna doénusumunin ve bu dénusumiin invivo oynadii rolln

karakterizasyonu ¢alismalarini guglestirmistir

Enzimin D formunun arastinimasi esnasinda rastianan bir zorluk da memeli
dehidrogenaz preperatlarinda tum uzakiastirma ¢abatarina ragmen persistant bir
oksidaz aktivitesinin mevcut olmasidir. Bu oksidaz aktivitenin, transformasyon
progesi ile dehidrogenazdan derive edilen oksidazla identik oldugu
stylenilmektedir Bu enzim hem oksijeni hem de NAD" 1 elektron alicisi olarak

kullanabilen bir oksidaz formudur

Proteoliz
Dehidrogenaz S, intermediate
formu (D) U — form (D/O)
Tl T . i
T \r'lyouer Tiyolier ! Proteoliz
~. |
“\.\ \"‘"—--...___ [
\\\ ""'---..._"_‘_-‘-.."h
"™ Oksidaz-Reversible form
Proteoliz ~- ! (O)
(MW 150.000)

“2h Oksidaz-lrreversible form
(©O)
(MW 130.000)

Sekil 3: XOR'un D formu ve O formu arasindaki dénusumier
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XD bir cok elekiron alicist ile birlikte NADH'In oksidasyonunu etkin bir sekilde
katalizleyebilme yetenegine sahiptir D formunun molekiler agirhd (MA) 303000
dailtondur. Bu blyuk protein ~150000 dalton adirhdinda iki subunite ayriabilir, Her
subunit 1 atom molibdenyum, 1 moleklf FAD, 4 adet non-hem demir sulfur grubu
icerir

XD, kendisi igin optimum pH olan 85ta 14000 cal/mol aktivasyon enerjisine
sahiptir. NAD" ile birlikte effektif bir aktivite gésterir. Oksijen varhginda D formunun
aktivitesi artmamaktadir

Reversible tip O formunun aktivasyon enerjisi 13500 cal/mol'dur  Subunit
blyUktagu tip D ile aymdir (150000). Fakat bu form higbir sekilde NADH'1 okside
edememektedir ve o kadar fazla aerobik aktiviteye sahiptir ki NAD" eklenmesi ile
ksantinin oksidasyon hizi etkilenmemektedir

Tip D/O, tip D ve reversible tip O arasinda bir ara formdur. D/O formunun
aktivasyon enerjisi 20600 cal/mof'diur. Bu formun NAD"ya olan afinitesi O,'ye gére
daha yluksekfir,

Kaminski ve Jezewska (1979) NAD" konsantrasyonunun arttinimasi ile oksidaz
aktivitesinde bir azaima oldugunu gostermislerdir Bu da NAD" * nin molekUlin ayni
tarafi icin Oz ile yanghdini géstermektedir. O, ve NAD' ‘ye elektron transferi
sadece FAD' den oldugu icin; D formunun G formuna dénusiimiu esnasinda flavin
tarafindaki degisikliklerin enzimin farkh formiannin NAD" ya da O, ile, veya her ikisi
ile de reaksiyona girebilmesinin sebebi olabilecedini aciklayabilir.

XD formu ksantinin, NADH ve ik aside oksidasyonu esnasinda NAD™yi bir
elektron alicisi ofarak kullamr ve NADH konsantrasyonu yikselirken tip D'nin
aktivitesi inhibe olur. NADH konsantrasyonu O formunun  aktivitesini
etkilememektedir D/O formunun aktivitesinin inhibisyonu D formuna gore oldukea
dugliktir. Bu da enzimin bir ara formunun mevcudiyetini desteklemektedir.

irreversible O formu, reversible O formundan 20000 daiton agirhigindaki bir
polipeptid kisminin subunitlerden birinden ayrlﬁrhaSI ile olusur Ayrilan bu kisim
oksidaz aktivitesi icin gerekli degildir. Bu enzim kisminin NAD" ile baglanma ve
uygun etkilegime girebilmesi icin gereken enzim konformasyonunu saglar.
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D formunun O’ya déniisumunun bir agiklamasini da Waud ve Rajagapolon (1976)
Yapmistir,. XOR; predominant olarak her subunitinde 14 sulfhidril igeren D
formunda bulunur. Bu suffhidri! gruplan, distlfittere okside olunca dehidrogenaz
aktivitesinde kayip olur Disulfitlerin sayisi yikselirken enzim konformasyonu
degisir, D aktivitesi azalir ve reversible O formu meydana gelir D/O formu; D ve O
formlari arasinda sahip oldugu stifhidrilierin sayilarina gére olusan bir ara formdur.
Reversible O formunun bir subunitinden, dehidrogenaz icin gerekli olan
konformasyonu stabilize eden, 20000 dalton adiriigindaki polipeptid uzakiastirhinca
irreversible form olusur. Uzaklastirilan bu polipeptid zincir yakiasik 10 adet serbest
sulfhidril icermektedir  Tiol modifiye bilegikler, redukte glutatyon, ve sufhidril
Oksidaz'in dehidrogenaz formunu oksidaz formuna dénusturmesini destekler
Niteliktedir Burada dehidrogenaz molekilundeki serbest sulfhidrillerin stifhidril
badlarina okside olmas: ile oksidaz formu olusmaktadir. Bu sulfhidril gruplarinin
belirli sayida olan bir kismi dehidrogenaz igin krittk &nem tasir ve ancak
molekuldeki diger sulfhidriller okside olduktan sonra okside olabilirler

Barsaklar digindaki tum organiarda D formunun O formuna konversiyonu; tiyol
bilesikleri, dithiocerythritol ve dithiotretiol ile geri dénusturiilebilir. Bu geri dénusiim,
Muhtemelen disulfit baglarinin sulfhidril gruplarina déniusmesi ile  dehidrogenaz
aklivitesi icin gerekli konformasyonu saglar Barsaklardaki XO aktivitesi dider
Organlardan daha farklidir Normal blarak hipoksi esnasinda meydana gelen O
formunun D'ye dénusimunun dithioerythritol tarafindan, O —% D dénuguminin
Soya fasulyesi tripsini tarafindan inhibe edilmesi yukaridaki goérusu destekler
hiteliktedir. Yapilan ¢alismalarda karaciger ve barsak XOR’ nun bir ¢ok
karakteristik zeliigi (molekil agirtigs, elektroforetik mobilite, fluoresans emisyonu,
allopurinol tarafindan inhibisyon yuzdesi, O, ve Urik asit olusturma yetenegi) ayn
bulunmustur. Ancak bazi Szellikler ise (A280/A450, spesifik aktivite, Fe*? igin
Km'leri, ksantin ve hipoksantin icin Km'leri) farklidir,

XOR; bir gok substrati okside edebilme yetenegine sahiptir Elektron alma
Ozelligi tirden ture farklihk gosterir. Bakterilerde, XO ferrisiyanidi okside ederken,

O, zayif bir elektron alicist olarak davranir ve NAD* ise okside olmaz Bakteriler



icin elektron ahcisinin ferridoksin oldugu dusunulmektedir Vertebrali canlilarda
ferrisiyanid relatif olarak daha az etkilidir, NAD* ve O, elektron alicisi olarak gok
fazla degiskenlik gdsterir ki filogenetik bir iliski saptamak zordur Memelilerde
eletron alicisi olarak O, ya da NAD" * yi tercih etme durumu, sadece turden ture
dedil , dokudan dokuya bile degismektedir.

Molekiler oksijen mevcudiyetinde Sitokrom C de XO'dan elektron alma
ozellidini gosterir Cesifli pUrin ve pirimidin benzeri bilesikler, pteridinler,
azopurinler, heterosiklik bilesikler XO tarafindan oksitlenebilir.  Aldehitlerden ture-
mig biyolojik aminier XO igin substrattiriar

Tum memelilerde karaciger ve barsaklar en yuksek oranda XO aktivitesine
sahiptirler. Insanlarda bu dokulardaki-XO aktivitesi diger tirlerle karsilastinldiginda
nispeten daha dusuktir. Serumda XO aktivitesi olmasa da, bazi turlerde (tavuk)
gosteriimigtir.  Eritrositelerde bu enzim saptanacak duzeyde bulunmanmugtir
Nikleuslu eritrositiere  sahip canlilarda (kuslarda ve stirdngenierde) bu enzimin
aktivitesi eritrosit iginde ve serumda saptanmustir.

Yapilan immuinhistokimyasal calismalarda, XO' a Kkargl olusan antikorlar
gosterilerek enzimin hucresel lokalizasyonu saptanmaya calistimistir  Sdt
salgilayan epitel hucreleri; meme bezlerinin, karaciderin, kalp, akciger, bébrek
toplayici kanal hicreleri ve barsak endotel hicrelerinin sitoplazmalarinda aktivite
gosterilmistir Ayrica biiyuk damarlarin endotel hucreleri, nétrofiller ve makrofajlar
nispeten ¢cok daha az oranda XO antikoru igerdikleri gdsterilmisgtir
Ksantin Oksidazin Fizyolojik fonksiyvonlar::

Purin Metabolizmasi: XO’'nun en iyi bilinen rol( hipoksantin ve ksantine plrinlerini

okside etmesidir

Hipoksantin + O+ H,0 - X°___ 5 ksantin + HyOp + O’
Ksantin+ Ox+ Ho0 X2 o Urik asit + H02+ O,
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Nukleik asit yikiimininda XO hiz kisitlayicr enzimdir. Ksantinin Urik aside
dénisumu irreversible oldugundan, purin yikiimi Urinlerinin nikleik asit sente-
zinde tekrar kuilamlip kullandmadidi urik asit sentezinin 6lguimesi ile saptanir.
insanlarda, trik asit plirin yikthminin son trinadur. Bazi turlerde (nonprimatiar) Grik
asidi allantoin’e oksitieyen Urat oksidaz enzimi vardir.

XO’nun fizyolojik dnemi gut ve ksantinlri hastaliklarinda ag¢iga cikmaktadir. Gut
Urat birikimi ile karekterize bir hastaliktir ve allopurino! ile etkin olarak duzelilir,
Ksantinuri de ise XO enzimi eksikligi s6z konusudur, nadir olarak gdriilen,

ekstraseluler olarak ksantin biriken bir durumdur

Fe Absorbsivonu ve mobilizasyonu: ince barsaktan Fe emiliminde ve karacigerden

Fe mobilizasyonunda rol alir.  Diyetle alinan Fe ferréz durumda absorbe edilir ve
barsak mukoza hucresinde X0 tarafindan ferrik duruma okside edilir Enzim, demiri
mukoza hucresinden tastyacak olan transferrine aktarir XO aktivitesinin azalmasi
Fe transportunun azalmasina da neden olur. Enzimin D formu karacierde Fe
metabolizmasinda rol almaktadir Karacierde XD demirin ferritinden reduktif
salinmint sadlar Hemoraji ve intravenéz purin verildigi durumlarda, hepatik
demirin plazmaya salinimina araciitk ettidi disunulmektedir.

Oksidasyon: XO genig bir yayginliktaki substratlari okside edebilme yetenedine
sahiptir Karacigerde asetaldehitin asetat oksidasyonunu katalizler Pteridinleri ve
dier heterosiklik bazlan ve aldehitieri okside eder. Ayrica glutatyon, vag asitleri ve
fosfolipidierdeki sulfhidril gruplarini, etano! ve dider alkolleri, triptofani ve epinefrini
de oksitier. Proteinlerin inorganik iyot ile iyodinasyonunu sagiar, XO'nun
katalizledigi tim reaksiyonlar sonucunda hidrojen peroksit ve superoksit olustugu

icin bu enzim bir oksidan ajan kaynagi olarak gérev alir,

XO Inhibitdrleri; Prin substratiarin yapisal analoglan olan allopurinol, oksipurinol

(alloksantin), pteridinler, bazi aromatik halkali yapilar ve bazi pirimidinlere ek
olarak, enzimle yapisal iliskisi olmayan siyanid, arsenit, formaldehit ve metanol gibi
fizyolojik inhibitérleri vardir ( 106,107,108).
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3. MATERYAL VE METODLAR

Bu calisma icin agiliklar 200-250 gram arasinda degigsen 40 adet erkek
albino rat kullanddi. Hayvanlar her kafeste 5 rat olacak sekilde muhafaza edildiler.
Bu stire boyunca hayvanlar ticari rat yemi ve musluk suyu ile besiendiler

Hayvanlar rasgele olarak;

1. grup, Kontrol (K)

2 grup, Akut Diyabet (AD)

3. grup, Kronik Diyabet {KD) olmak uzere g gruba ayrildi. 2. ve 3.
gruplarda asagida belirtilen ydntemle diyabet olusturulmustur Diyabet
olusturulduktan sonra, 2. grup 8 gun, 3. grup ise 8 hafta boyunca
kafeslerinde takip edildi

3.1. DIYABETIN OLUSTURULMASI : Diyabet olusturulacak ratlar 24 saatlik
achg takiben eter anestezisine alindi ve kuyruk venlerinden 5 mg/100 gram
dozunda alloksan (Sigma Chemical Company No: A-8128) enjekte edildi
Enjeksiyondan 1 saat sonra hayvaniara 2 mi %5'lik glukoz oral olarak verildi, 24

saat boyunca kafesteki siselere normal su yerine, %10'luk sukroz ¢ézeiltisi konuldu
(109).
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Hayvanlar, eter anestezisi ile uyutularak biyokimyasal parametreler igin doku
srnekleri ve aclik glukozu igin kan érnegi alindi. Kan 3000 devirde santrifij edildi
ve ayrilan serumdan aglik kan glukozu Roche/Hitachi 911 otoanalizérunde Glukoz
Oksidaz yontemi ile dlcuidi.

Dokular calisilana dek sivi azot igerisinde muhafaza edilmigtir. Calisma
gunts dokular derin dondurucudan alinarak, Tri- R Sti- R marka mekanik
homojenizatdr ile dakikada 10000 devir olacak gekilde ve pH=7.4 olan 50 mM
potasyum fosfat tamponu icinde 5 dakika boyunca homojenize edildi. Bu
homojenatlar ikiye ayridi Bir kismi 4 °C’ de 40000 rmp devirde 30 dakika boyunca
GSH-Px, SOD, Ksantin Oksidaz ve Dehidrogenaz akiiviteleri ve nitrit tayini igin,
diger kistm ise Katalaz aktivitesi dlcimu icin 700 g'de 15 dakika boyunca santrifiij
edildi. Elde edilen her iki tip sUpernatanda protein tayini yapiidi.

3.2. PROTEIN TAYINI ( 110):

¢ Prensip: Proteinler alkali ortamda Cu*? ile reaksiyona girerek kompleks
olustururiar. Bakir-protein kompieksi bir elektron vericisi olarak hareket edebilir ve
ortama eklenen Folin Ciocalteu reaktifini (polifosfomolibdik ve polifosfotungustik
asit), yogun renkli molibdenyum ve tungsten mavisine indirger Olusan rengin

absorbansi 750 nm’de Sl¢ulur.

+ Reaktifler:

1) Protein Standarti; Bunun icin Bovine Serum Albumin (BSA) kullaruid.
2) NaOH; 1N
3} D Reaktifi: a} % 2'lik Na2C03 anhidr {10 ml)

b) % 1’lik CuS04 (0,1 mi)

c) % 2’lik Na-K tartarat (0,1 mi)
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4) Folin-Ciocalteu-Fenol (FCF) Reaktifi : Sigma'dan hazir olarak temin ediidi. 1
kisim distile su/1 kisim FCF reaktifi olacak gekilde diliie edilerek kullanild.

+ Prosedir: Eide edilen sUpernatanlar distile su ile 1/20 oraninda dilile edilerek

protein tayini icin kullaniidr,

Kér Standart Numune
Distile Su (mL) ' 0,1 __ _
Standart (mL) — 0,1 _
Dilie numune (mL) L _ C,1
NaOH (mL) 0,1 0.1 0,1
D Reaktifi (mL) 1 1 1
o 20 dakika oda isisinda karanlikta inkibasyondan sonra
Diliie FCF Reakiifi (mL) 0,1 0,1 0,1
30 dakika oda isisinda karantikta inkibasyondan sonra
Distile Su (mL) 2 2 2

Numunelerin ve farkh konsantrasyonlarda hazirlanan standartlarin absorbansiari

750 nm’de kére kargi élculd.

39



absorhans

0 100 200 300 400 500
konsantrasyon (uglmL)

Sekil 4: Protein standart grafigi

3.3. KSANTIN OKSIDAZ VE DEHIDROGENAZ TAYINI ( 111) :

¢ Prensip: Ksantin oksidazin pterin (2-amino-4-hidroksipteridin)'i fluoresans veren
bir Urtin olan izoksantopterine oksidasyonunu saglamasina dayanan bir ydntemdir.
Deney ortamina bir elektron alicist olan metilen mavisi eklenerek bir sonraki

agsamada ksantin oksidaz ve dehidrogenaz aktivitelerinin toplami diculur.

+ Reaklifler:

1) Fosfat Tamponu (50 mmol/L, pH=7,4). KH:PO4 ve KoHPO4 kullanifarak, icinde
0,1 mM EDTA icerecek sekilde hazirland:.

2} Fosfat Tamponu (50 mmol/l., pH= 7,4). KHPO4 ve K;HPO,4 kullaniiarak, iginde
0,25 M sikroz, 10 mM DTT (dithiothreitol), 0,2 mM PMSF(phenyimethylsulfonyl
fluoride) ve 0,1 mM EDTA olacak sekilde hazirland.

4) Pterin (1 mM)

5) Metilen Mavisi (1 mM)
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6) Allopurinol (1 mM)
7) izoksantopterin (10 M)

+ Prosedur: Homojenizasyon ve saniriflij istemlerinden sonra elde edilen karacider,
bébrek ve kalbe ait sUpematalarda bagka bir islem yapmadan enzimatik aktivite
dlclilrken , beyin dokusundan elde edilen supemnataniar Sephadex G-25 ile
doldurulan koionlardan stzlidikien sonra enzim aktiviteleri diguldi

Stpernataniar pH= 7,4 olan fosfat tamponu ( beyin dokusuna ait stipernatan
stizUntistt 1 numarali fosfat tamponu; karaciger, bébrek ve kalp dokusuna ait
‘supernataniar 2 numarall fosfat tamponu ) ile final volim 2 ml olacak sekilde dilte
edildi. Eksitasyon 345 nm, emisyon 390 nm olan 37 °C’ ye ayarl
spekirofluorometre kiivetine bu sUpernatan kondu ve bazal fluoresans Olguldi.
Kivete 20 pL pterin eklenerek 0 ve 1. dakikalarda elde edilen fluoresanslar
kaydedildi. Daha sonra kuvete 20 pL metilen mavisi ekienerek yine 0 ve 1
dakikalardaki fluoresanslar dlclldu. Ksantin oksidaz inhibitGri olan ailopirinol 20
HL eklenerek reaksiyon durduruldu ve bu esnadaki fluoresans kaydedildi. Son
olarak kuvet i¢indeki final konsantrasyonu bilinen izoksantopterin internal standart

olarak eklenerek fluoresans: dlcuidu.
Enzim aktivitesi asagidaki formu‘lde yerine konarak hesaplandi.

U= { AF x [iIXPT}/Fixpt } x 0,001 x Ve {Vs x T)
U . Enzim aktivitesi
AF : Fluoresansta bir dakikada elde edilen degisikiik
[IXPT] : Eklenen izoksantopterin konsantrasyonu
Fuet : Izoksantopterin eklendikten sonra elde edilen fluoresans
Ve : Kivet voltimi
Vg : Klivete konan stpernatanin volimi
T : g/mL protein
AKDENIZ (oo

e
Ry

Bggo: o ‘!?m‘;,,-“
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+ 0,1 yM
tzoksantopterin

Fiuoresans
- XO + XDH + 10 uM
o aktivitesi Allopirinol
Zaman
X0 +10 uh Metilen
+ 10 pM Pterin
numune

Sekil 5: Spektrofluorometre ile yapilan XO ve XO+XDH élgumuniin agsamalari

¢+ _ Metodun dederlendiriimesi: Beyin dokusu homojenatindan hazirianan

sUpernatanda arka arkaya yapilan 10 dlgcum sonucu yontemin C V. degeri XO igin
% 7,23 ve XD i¢in % 9,18 olarak bulundu.

Ortalama % standart sapma C.V. (%)
X0 20,347 £ 1,470918 % 7,23
XD 16,656 1 1,528777 % 9,18

3.4. GSH-Px TAYINI (112) :

¢ Prensijp: GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentina'nin birlesik enzimatik yontemi
modifiye edilerek tayin edildi Birinci asamada redtikte glutatyon (GSH), GSH-Px
tarafindan katalizienen bir reaksiyonia t-butil hidroperoksid (t-BuOQOH) kullanilarak
okside edildi. ikinci asamada ise ortama eksojen olarak eklenen glutatyon reduktaz
(GR) yine ortama eksojen olarak eklenen NADPH'y: kullanarak okside glutatyonu
yeniden redtikledi, Bu sirada 340 nm’'de NADPH absorbansindaki azalma olguldit.
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¢ Reakdtifler:

1) Fosfat tamponu (50 mM, pH=7,2): KoHPO4 ve KH2PO4 kullanilarak hazirlandi.
2) Reaksiyon karisimi:

EDTA (0,3 mM)

NADPH (C,1 mM)

GR(0,5U)

NaNsz (0,5mM)

Bu maddeler uygun miktarlarda tartitarak, fosfat tamponu igerisinde ¢ézuldi.

3) Rediikte glutatyon: 0,0015 g glutatyon 2 mL tamponda ¢ozulerek hazirlandt.
4) t-BUOOH: 54.78 pl/100 mi olacak sekilde distile su da hazirland.

+ Prosedir. Tum dokulardan elde edilen sUpernatanlarin herbiri igin , bir GSH
iceren (GSH +) ve bir de GSH icermeyen (GSH -) olmak (zere iki tup hazirlandi.

GSH {(+) numune tiipii | GSH () numune tiipi
Reaksiyon karigimi (ui) 750 750
Doku stpernatan: (ul) 50 50
GSH (ui) ' 100 L
Distile su (ul} __ 100
t-BuOOH (ul) 100 100

t-BuOOH eklenmesi ile birlikte 340 nm'de hem GSH (+) hem de GSH (-)
numunelerin 3'er dakikalik digimleri yapiid.

s+Aktivitenin Hesaplanmasi; GSH (+) ve GSH (-} numunelere ait dlcumlerin AOD’si
bulundu. ‘

GSH-Px Aktivitesi (U/g protein) = [ GSH (+) AOD - GSH (-) AOD x 10°] / [311x
protein {g/dL) ]
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3.5. SOD TAYINi (113):

¢+ Prensip: Epinefrinin  otooksidasyonu sonucu adrenokrom ofusur. Bu
otooksidasyonun, SOD ile inhibisyonunun ylzdesine gdre enzim miktari
hesaplanir. Adrenckromun maksimum absorbans verdidi 480 nm'deki absorbans
degisikligi SOD inhibisyonu ile iligkilidir.

+ Reakdifter:

1) NazCO4/NaHCOs tamponu (0,3 M, pH=10,2)

2) EDTA (0,75 mM)

3) Epinefrin (1,8 mM)

¢ Prosedur: Santrif(j isleminden sonra elde edilen siipernataniar tamponla 20 kat

diliie edilerek dlguim yapildi.

Kontrol Numune
Tampon (L) 550 550
EDTA (ul) 400 400
Supernatan (pl) e 750
Distiie su (uL) 750 .
Epinefrin (ui) 500 500

QOrtama en son ekienen 500 L epinefrinden sonra deney tipl hemen kanstirilir ve
+ Standart Hazirlanmasi:20 mM potasyum fosfat tamponu (p=7,4) i¢inde 0.0625,
0.0125, 0.25 ve 0.5 ug/mbL konsantrasyoniarinda hazirlanan Cu/Zn-SOD (bovine
eritrosit SOD, Sigma) standartlari numune gibi calisildi. Tum standarilar gift

calisarak ortalamalart alindi Konsantrasyon absorbans {% inhibisyon) degerleri
arasinda yapilan regresyon analizinde:
Konsantrasyon (pg/mL) = [ {% inhibisyon x 0,0202)-30.18)/35.11
seklinde bir iligki saptandi; korelasyon : r=0,98 olarak bulundu.
+ Aktivitenin Hesaplanmasi: Kontrol tispiinde inaktif enzim kullanildidi icin, epinefrin

kolayca nonenzimatik olarak adrenokroma oksitlenir. Bu nedenle kontrol tliptndeki
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inhibisyon yuzdesi sifirdir Standart ve numune tuplerindeki inhibisyon yUzdesi

Cu/Zn-SOD konsantrasyonuna bagll olarak degigir.

Kontro! tupunun AOD/dak 100 aktif birim
Standardin AOD/dak X

X=[ (AOD standart/ dak) / (AOD kontrol/dak)] x 100

Standardin % inhibisyon degeri= 100 — X

Kontrol tupunin AOD/dak 100 aktif birim
Numunenin AOD/dak Y

Y= [{AOD numune/dak) / (AOD kontrol/dak) } x 100

Numunenin % inhibisyon degeri =100-Y

Numunenin % inhibisyon degeri bulunduktan sonra standart caligmasi ile elde

edilen formulde yerine konur Sonu¢ % g protein cinsinden verilecedi igin

numunenin son hacmindeki protéin degeri hesaplanir ve orant! kurularak % 1 ¢

protein icin enzim aktivitesi bulunur.

3.6. CAT TAYINI (94):

& Prensip: H207' nin CAT tarafindan Oz ve H.O' ya pargalanmasi sirasinda

reaksiyon kangimindaki absorbansin azalmasinin 240 nm'de &lgimu esasina

dayanana bir yontemdir. (€,4= 0 00394 + 0,0002 mmol™ mm™).
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+ Reaktifler:

1) Fosfat tamponu (50 mmol/L, pH=7 0). KH,PO4 ve Na,HPO4H,0O kullanitarak
haziriandi.

2) H202 (30 mmol/L): Fosfat tamponu kullanilarak taze olarak hazirlanir.

¢ Prosedur: Supernataniar fosfat tamponu ile 100 kat dille edildikten sonra

asagidaki prosedir uyguland:

Kor Numune
Fosfat tamponu (ul) 500 _
LDiliJee stpernatan (uL) 1000 1000
H02 . 500

Reaksiyon H20O, eklenmesiyle baslatihr. 0. ve 15 saniyelerde 240 nm’deki
absorbanslar kaydedilir,

¢ Aktivitenin Hesaplanmast;

k= 2 3/At x log (Ao / Ass)

k=2 3/15 x log (Ao / Ais)= 0.153x log (Ac/ Ass) 87 (mL)

Litredeki k dederi hesaplanacadi icin gikan sonug 1000 ile garpildy;

K=153 x log (Ao ! As) s* L \

Numuneler 100 kat dilie edildidi icin bulunan deder 100 ile ¢arpildi.

K=15300x log (Ao / Ass) s L

Cikan sonug supernatanlarin protein degerine bdlunerek, CAT ‘in ki/g protein

de@eri bulundu.
Anormal kineti§i nedeniyle CAT tnitesi icin “ first order reaksiyon sabiti (k)

kullanildi ve siipernatanin protein degeri ile iligkilendirilmis olarak verildi



3.7. NITRIT TAYINI (114):
¢ Prensip: Asit ortamda, nitritin sUifanilamid ve N-(1-naftil)Etilendiamin (NED) ile
reaksiyona girerek olusturdugu azo bilesidinin 540 nm’deki absorbansinin

Slgulmesi esasina dayanan bir yéntem olan Griess reaksiyonu kullaniids.

+ Reaktifler:

1) Solusyon A : %51k fosforik asit icerisinde (viv); %11k (g/v) Sulfonilamid

2) Solusyon B : %0,1lik NED (distile su icinde, g/v)

3) ZnS04.7H,0 : %5 (distile su icinde, giv)

4) Ba(OH).8H20: 0,15 M

5) NaNOQ; (standart olarak kullaniimak Uzere degisik konsantrasyonlarda
haziriandi),

+ Prosedur: 1 mlL supernatan Uzerine 0,2 mL ZnSO4 ve C,2 mL Ba(OH); eklendi.
15 dakika 1000 g’ de santrifyj edilerek protein ¢okturuldt. Bu islemden sonra elde

edilen sUpernatanlarda agagidaki yontemie nitrit Slguldu.

Kér Numune
Proteini ¢éktGralmas s&perna‘tan {(1b) _ 500
Distile su (uL) 500 _
Solusyon A . 500 500
5 dakika oda 1s1sinda inkibe edildi
Solusyon B ~ 500 500

5 dakika oda isisinda inkibe ediltikten sonra 540 nm'de kore kargt absorbansiar|
Olgtldu. Elde edilen dederler daha énce ayni yontemle galigilan standart grafigine
gore degerlendirilerek nitrit miktarlar tayin ediimis oldu.
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+ Metodun

degerlendirimesi: Beyin dokusu

homojenatindan  hazirlanan

supernatanda arka arkaya yapilan 10 élgum sonucu yéntemin C V. degeri icin %

8,54 olarak bulundu

Ortalama * standart sapma

CV. (%)

Nitrit

0,001256 + 0,000107

% 8,54

' Absorbans

Sekil 6: Nitrit standart grafigi

10 15

Konsantrasyon (umolil)
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3.8. KULLANILAN LABORATUVAR MALZEMELERI:
3.8.1.Geregler:
1) Fotometreler:
a) Boehringer-Manheim Fotometre 4010
b) Schimadzu UV 1601
2) Spektrofluorometre: Schimadzu RF-5000
3) Santrif(y:
a) Beckman Optima TL Ultrasantrifuge
b) Heraeus Sepatech Biofuge 15R
4) Hassas terazi: Sartorious 2472
5) Su banyosu: Nuove BM 100
3.8.2. Kimyasal malzemeler: Tum kimyasal maddeler "Sigma” ve "Merck” ten

temin edildi

3.9.iSTATIKSEL iSLEM

istatistiksel degerlendirme SPSS 8.0 paket programi kullarilarak yapildt.
gruptarin normal dagilima uygun olup olmadi§ Varyanslarin homojenite testi ile
belirlendi. Varyanslar homojen gruplarda gruplar arasindaki farkliliklan saptamak
icin Tek Yonllu Varyans Analizi uygulandi. Varyanslian homojen olmayan gruplarda
ise Kruskal Wallis testi yaplldl“Farklzhgan hangi gruptan kaynaklandigmi saptamak
iginse Mann-Whitney U Testi ve Posthoc-LSD (Least Significant Difference, En
Onemsiz Fark) yontemi kullanild.
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4. SONUGCLAR

4.1. Kan glukoz diizeyleri;: Kontro! (K) grubunda 136,5113,65 mg/dL. iken Akut
Diyabetik grupta (AD) 2575 £ 40,73 mg/di. ve Kronik diyabetik (KD) grupta
527,36+61,17 mgldL olarak bulundu Ug gruba ait dederler, yani AD grubu K ile,
KD grubu K ve KD ile AD gruplan karsdastinididinda fark anlamh bulundu
(p<0,001) (Sekil 7).

600 —— - L S P .
500

400 -
300 -
200 1

Glukoz (ma/dL}

LT E—

Sekil 7: Deneye alinan hayvanlarn kan giukoz duzeyleri
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4.2. KARACIGER DOKUSUNA AIT BULGULAR:
4.2.1. Karaciger GSH-Px Aktiviteleri: AD ve K gruplan arasinda anlaml bir fark
bulunmazken (p>0,05); KD grubuna ait GSH-Px aktivitesinin diizeyleri hem K hem

de AD grubundan belirgin olarak disiik bulundu (p<0,05) (TabloV ve Sekil 8).

Tablo V: Karaciger dokusuna ait GSH-Px aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
GSH-Px 1,204£0,482 1,398+0,397° 0,409+0,146°°
(U/G protein)
% aktivite 100 116,11 33,97

4 Kontrol ile karsifagtinidiginda, p>0,05
®: Kontrol ile karsilagtirildiginda, p<0,05
% Akut diyabetik grup ile kargilastinidi§inda, p<0,05

1,5 e e —
= |
g
o & e —
g 1 '[:1 K
Ly
-} 5 B AD
& 05 - ll KD
0% | Bl | O
I
O gi—— L =

Sekil 8: Karaciger GSH-Px aktiviteleri
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4.2.2. Karaciger SOD Aktiviteleri: SOD aktivitelerinde kontrole gére ne AD ne de
KD aniamli farkliik gdstermedi (p>0,05). Ayrica KD ile AD arasinda da belirgin

farkhlik bulunamad: {p>0.05) {Tablo Vi ve Sekil 9).

Tablo VI: Karaciger dokusuna ait SOD akfiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
SOD (U/g protein) | 32561, 5+6248,6 |33233,815174,8° |30338,8+8839,3%°
%aktivite 100 102.,6 93,17

% Kontrol grubu ile kargilastiridiginda, p>0,05
P. Akut diyabetik grup ile karsilastinldiginda, p>0,05

35000 ;-
r=)
£ 30000 o
=]
£ 25000 - K
5 B AD
35 20000 - m KD
S 15000 -
w

10000

Sekil 9: Karaciger SOD akfiviteleri
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4.2.3. Karaciger CAT Aktiviteleri: K, AD ve KD gruplan arasinda karacider
dokusunun CAT aktiviteleri arasinda anlamhi bir farklilik saptanamadi (p>0.05)

(Tablo VIl ve Sekil 10).

Tabio VII: Karaciger dokusuna ait CAT aktiviteleri {(ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
CAT{(kig protein) |180,494+85,994 |154,013+78,891% |206,182166,544°"
% aktivite 100 85,33 114,23

% Kontrol grubu ile kargilagtiritdi§inda, p>0,05
b Akut diyabetik grup ile kargilastirildiginda, p>0,05

250 e
— 1
£ 200
2 150 oK
=) = AD
= 100 - m KD
E PPR .
< 50

0 SRR S » x4 ot : - © -

Seki 10: Karaciger dokusuna ait CAT aktiviteler
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4.2.4. Karaciger XO ve XD aktiviteleri: XO ve XD aktiviteleri bakimindan,
karaciger dokusunda her {ic grup arasinda anlamit bir farkliik gézienmedi (p>0,05)
(Tablo Vill ve Tablo X, $Sekil 11 ve 12)

Tablo VIli: Karaciger dokusuna ait XO aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
X0 4919,58+1288,2 |4026,28+964,67° {4647,78+12183°
(nmoll/dak/g protein)
% aktivite 100 81,84 94,47

2 Kontrol grubu ile kargilastiridiginda, p>0,05
®: Akut diyabetik grup ile karsilastinldiginda, p>0,05

G O
Q O
Qo o
o o
I
[

‘DK

& AD
s

L A
Q
=]
o

000

N
Q
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o

1000 |
L

X0 {nmol/dak/g protein}

Sekil 11: Karacig"j;r dokusuna ait XO'aktiviteleri
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Tablo IX: Karaciger dokusuna ait XD aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
XD 5603,54+1573,97 |{4818,29+783,18° |4320,67+750,07%°
{(nmolidak/g protein)
% aktivite 100 85,98 77,10
?: Kontrol grubu ile karsilastiriidiginda, p>0,05
b- Akut divabetik grup ile karsitastinidiginda, p>0,05
T 6000 , -
4‘23 5000 -
g, 4000 - 1K |
s 3000 - BAD
S 2000 - KD
E_ 1000 - B
2 0L .4
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4.2,5. Karaciger Nitrit Diizeyleri: Karacijer dokusuna ait nitrit duzeylerine
bakiidijinda AD ve KD grubunun dederleri K grubuna gére farkliik gdstermiyordu
(p> 0,05). Buna karsin KD grubunun degeri ise AD grubuna gére anlaml: olarak
diistik bulundu (p<0,05) (Tablo X ve Sekil 13).

Tablo X: Karaciger dokusuna ait nitrit dizeyleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
Nitrit (umol/L) 0,00498+0,00246 }0,00841+0,00357% | 0,00445+0,001433°
% 100 168,87 89,36

 Kontrol grubu ile karsilastirddiginda, p>0,05
b, Akut diyabetik grup ile karsilastiriidiginda, p<0,05

D01 o
.. 0,008
g 0,006 - 0K
2 EAD
;.-::- 0,004 mKD
< 0,002 '
4] \4 - a . e

Sekil 13: Karaciger dokusuna ait nitrit diizeyleri
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4.3. BEYIN DOKUSUNA AIT BULGULAR:

4.3.1. Beyin GSH-Px Aktiviteleri: K grubu ile kargilagtiridiginda hem AD hem de
KD gruplarinda belirgin olarak diisme goézlendi (p<0,05). Aynca KD grubunun

degerleri AD grubuna gére belirgin olarak yliksekti (p<0,05) (Tablo XI ve Sekil 14).

Tablo XI: Beyin dokusuna ait GSH-Px aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
GSH-Px 58782 + 1,5392 |{1,9722 + 0,7824% |3,7737 + 1,3751%°
(U/g protein)
% aktivite 100 33,55 64,19

2 Kontrol grubu ile karsilagtinidijinda, p< 0,05

b Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p< 0,05
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4.3.2. Beyin SOD Aktiviteleri: AD ve KD gruplani K ile, KD grubu AD ile
karsgilagtirildi§inda aralarinda anlamii bir farklilik bulunamadi (p>0,05) (Tablo Xl ve

$ekil 15).

Tablo XlI: Beyin dokularina ait SOD aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

T K AD KD
T n 10 8 12

SOD {Uig protein) | 14633,77+7956,06 | 17629153405 537 | 12477,38+5100,70°0
T’iffktivite 100 120,47 85,26 H

% Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, p>0,05
®: Akut diyabet grubu ile karsilastinildiinda, p>0,05

i

20000 -—-—m -

15000 -

10000 -

5000 -

SOD {U/ g protein)

0

Sekil 15:Beyin ddku-ianna ait SOD aktiviteleri
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4.3.3. Beyin CAT Aktiviteleri: Her ic grup arasinda arasinda anlami bir fark
yoktu (p>0,05) (Tablo Xl ve $ekil 16).

Tablo XIil; Beyin dokusuna ait CAT aktiviteleri (ortalama  standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
CAT(k/g protein) 10,222647,3598 11,6465118,3325° | 9,466314,8673%°
% aktivite 100 113,93 92,60

& Kontrol grubu ile kargilastirildiinda, p>0,05
®. Akut diyabetik grup ile kargilagtinidiginda, p>0,05

o e
3 12 .
210 e
g s -
D g L B AD
2 o B KD|
- 4 T
S 2

0 A —_ = n S —

Sekil 16 : Beyin dokusuna ait CAT aktiviteleri
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4.3.4. Beyin XO ve XD Aktiviteleri: XO aktivitesi AD grubunda K grubuna gdre
belirgin olarak diisik bulunurken (p<0,01); KD ve K gruplars arasinda anlamh bir
fakliik g&zlenmedi (p>0,05). Ayrnica KD grubunun akftiviteleri AD grubuna gére
anlamii olarak yiksekti (p<0,01) (Tablo XiV ve Sekil 17).

Tablo XIV: Beyin dokusuna ait XO aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
X0 21,752+2,497 14,11244,765% |24,329+6,171°°
(nmol/dak/g protein)
% aktivite 100 64,87 111,84

2 Kontrol grubu ile karsdastinldiginda, p<0,01
®- Kontrol grubu ile karstastinildiginda, p>0,05
¢ Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p<0,01

N W
(& TR o ]
i
i
t
|
I
i
I

e
]

-
o

XO (nmol/ dak/ g protein)
&

Low B & ]

Sekil 17: Beyin dokusuna ait XO aktiviteleri
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Beyin dokusunda XD akfiivitesine bakildiginda AD ve K arasinda anlamli bir
farkliik yokken (p>0,05), KD grubunda aktivite hem K (p<0,05) hem de AD
(ps0,01) grubuna gére yiiksek bulundu (Tablo XV ve $ekil 18).

Tablo XV: Beyin dokusuna ait XD aktiviteleri (ortalama  standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
XD 16,95+4,11 12,838+3,699° 26,738+8,075°°¢
(nmol/daklg protein)
% aktivite 100 75,74 157,74

# Kontrol grubu ile karsiastiridiginda, p>0,05
P- Kontrol grubu ile karsilagtiriidiginda, p<0,05
° Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p< 0,01

-
L6 ) B -

o
i

.E 30

q)

8 25 |

g .
o 20 - oK

2 15 & AD
= M KD/
o]

S |®

£

0

»

Sekil 18: Beyin dokusuna ait XD aktiviteleri
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4.3.5. Beyin Nitrit Diizeyleri: AD grubunda K grubuna gdre anlaml olarak yiksek
bulundu (p<0,05). KD grubunda K grubuna go6re anlaml bir farkhlik yokken
(p>0,05) AD grubuna gdére ise anlamli olarak daha diigitk bulundu (p<0,05) (Tablo
XVi ve Sekil 19).

Tablo XVI: Beyin dokusuna ait nitrit dlizeyleri (ortalama * standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
Nitrit (pmol/l.) 0,00121+0,00043  [0,001942+0,00038° | 0,00081810,00030"°
% miktar 100 160,49 67,60

& Kontrol grubu ile karsilastinidiginda, p<0,05
P. Kontrol grubu ile karstlagtinldiginda, p>0,05
¢ Akut diyabetik grup ile karsilastinldiginda, p<0,05

0,0025 - — —
. 0,002 -
5l ——
2 0,0015 oK
=2 FAD
£ 0,001 mKD
< 0,0005

ol L + S

Sekil 19: Beyin dokusun ait nitrit dizeyleri
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4.4, KALP DOKUSUNA AIT BULGULAR:

4.4.1. Kalp GSH-Px Aktiviteleri: Hem AD hem de KD gruplarinda K grubuna gbre
anlamii bir aktivite disukligl izlendi (p<0,05). AD ve KD gruplarn arasinda ise
anlamli bir farklthik yoktu (p>0,05) (Tablo XVIi ve Sekil 20}

Tablo XVII: Kalp dokusuna ait GSH-Px aktiviteleri (ortalama * standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
GSH-Px 5,7892+2,133 3,137810,9008% |2,155610,8344>°
(U/g protein)
% aktivite 100 54,21 37,23

#: Kontrol grubu ile karsilastinidiyinda, p<0,05
b Akut diyabetik grup ile karsilastinldiginda, p>0,05

I
=
g6
2 5 .
j= 5
=4 ] OK
=2 & AD
< 3
A o5 =KD
Q
T -
5 | .
o o R — s IR

Sekil 20: Kalp dokusuna ait GSH-Px aktiviteleri

63




4.4.2. Kalp SOD Aktiviteleri: AD ve KD grubu K ile karsilastiriidiginda belirgin
olarak diigtik bulundu (p=0,051, p<0,05) KD ile AD karsilagtirildiinda ise antamii
bir farklilik bulunamadi {p>0,05) (Tablo XVl ve Sekil 21).

Tablo XVill; Kalp dokusuna ait SOD aktiviteleri (ortalama * standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
SOD (U/g protein) |28938,47+7485,06 |20076,62+5297,99° [20092,12+5008,88°°
% aktivite 100 69,37 69,43

% Kontrol grubu ile kargiastirildiginda, p=0,051
b- Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p>0,05
¢ Kontrol grubu ile karsilastiriidiginda, p<0,05
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4.4.3. Kalp CAT Aktiviteleri: AD ve KD gruplarinda akfiviteler K grubuna gore
anlamh olarak yitksek bulundu (p<0,05). AD ve KD gruplari arasinda anlaml bir

fark yoktu (p>0,05) (Tablo XIX ve $ekil 22).

Tablo XIX: Kalp dokusuna ait CAT aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
CAT(k/g protein) |8,4231+19735 14,5814+3,3713% |16,8494+7,5312%°
% aktivite 100 173,11 200,04

& Kontrol grubu ile karsilastirldiginda, p<0,05
b Akut diyabetik grup ile karstlastinidi§inda, p>0,05

CAT (k/ g protein)

20 - —
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4.4.4. Kalp XO ve XD Aktiviteleri: XO aktiviteleri bakimindan K, AD ve KD
gruplari arasinda bir farklihik bulunamadi (Tablo XX ve Sekii 23).

Tablo XX:Kalp dokusuna ait XO akftiviteleri (ortalama * standart sapma}

K AD KD
n 10 8 12
XO 41,402+8 711 ]36,011%5,561° 49 467+14,0956%°
(nmoli/dak/g protein)
% aktivite 100 86,98 115,48

% Kontro! grubu ile karsilastinldiginda, p>0,05
B Akut diyabetik grup ile karsilagtiriidiginda, p>0,05

)
3

X0 (nmolidak/g protein

Sekil 23: Kalp dokusuna ait XO aktiviteleri
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Kalp dokusunda XD aktivitesi bakimindan AD grubunda K grubuna gére anlaml
bir fark yoktu {p>0,05). KD grubunda ise K grubuna ve AD grubuna goére ise XD
aktivitesi belirgin olarak yiksek bulundu (p<0,01 ve p<0,05) (Tablo XXI ve Sekil
24).

Tablo XXI: Kalp dokusuna ait XD aktiviteleri {ortalama % standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
XD 57,36+16,28 68,05+17,96° 103,04+19,95°¢
(nmoll/dakig protein)
% aktivite 100 118,64 179,64

2 Kontrol grubu ile karsilastirldiginda, p>0,05
®. Kontrol grubu ile karsitagtinldiginda, p<0,01
® Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p<0,05

1
|
|

420 o e e
100 -
80
60 -
40 -
0 o e e .

XD {nmolidakig protein)

$éki| 24:“Kalp dokusiuﬂné ;é\it XD aktiviteleri

67

T e e e

- AT

e .- -




4.4.5. Kalp Nitrit Dizeyleri: Kalp dokusunda nitrit dizeyleri her ¢ grup arasinda
farklilik gostermiyordu (p>0,05) (Tablo XXII ve Sekil 25).

Tablo XXH: Kalp dokusuna ait nitrit dizeyleri (ortalama % standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
Nitrit (umol/L) 0,0003610,000068 | 0,0003+0,000053° {0,000459+0,000172°
% miktar 100 83,33 127,50

& Kontrol grubu ile karsilagtinldi§inda, p>0,05
b Akut diyabetik grup ile karsilastirildiginda, p>0,05

0,0005

__0,0004

g [
g 0,0003 oK
2 ®AD
= 0,0002 mKD
< 10,0001

0 ..... e |__,.,,_;,_.,, ;:-':'-. _ _

Sekil 25: Kalp dokusuna ait nitrit duzeyleri
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4.5. BOBREK DOKUSUNA AIT BULGULAR:

4.5.1. Bébrek GSH-Px Aktiviteleri: AD grubu K grubu ile kargtastirildiinda

Tablo XXH|; Bobrek dokusuna ait GSH-Px aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
GSH-Px 50794+1,2697 |2,450840,5267° 0,5232:+0,1944%"
(U/g protein)
% aktivite 100 48,25 10,30
# Kontrol grubu ile kargilastiriidiginda, p<0,01
b Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p<0,01
]
-, 6 B
£
25
S -
o 4 1 oK
3 3 ®AD
»
a2 mKD
S, B
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4.5.2. Bobrek SOD Aktiviteleri: Her {ic grup arasinda SOD aktiviteleri
bakimindan fark yoktu (p>0,05) (Tablo XXIV ve Sekil 27).

Tablo XXIV:. Bdbrek dokusuna ait SOD aktivitesi duizeyleri {ortalama 1 standart

sapma)
K AD KD
n 10 8 12
SOD {U/g protein) |12533,82+2867 85 |10727,41+2150° 1282342175 47%°
% aktivite 100 85,69 102,31

2 Kontrol grubu ile kargtlagtiniidiginda, p>0,05
b Akut diyabetik grup ile karsilastinidiginda, p>0,05

18000 |~ - o
13000 -
11000 R - I G -
9000 “

7000
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1000 |-~ -

SOD (U g protein)

Sekil 27: Bobrek dokusuna ait SOD aktiviteler
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4.5.3. Bobrek CAT Aktiviteleri: AD ve KD gruplarinin her ikisinde de K gru.buna
gére aktivitelerin ylksek oldugu bulundu (p<0,05). Buna kargin KD ve AD gruplari
arasinda anlamli bir tespit edilemedi (p>0,05} (Tablo XXV ve Sekil 28).

Tablo XXV: Bobrek dokusuna ait CAT aktiviteleri (ortalama 1 standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
CAT(k/g protein) 232 8845+53,3556 |364,172487,5964° |397,1117194,0285%°
% aktivite 100 156,37 170,55

% Kontrol grubu ile kargilastinidiginda, p<0,05
b Akut diyabetik grup ile karsilastiridiginda, p>0,05

OO oo

§ 400 o
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£ 300 oK
o 0 B AD
22 m KD
£ 100 B
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Sekil 28: Bobrek dokusuna ait CAT aktiviteleri
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4.5.4. Bobrek XO ve XD Aktiviteleri ;: KD ve AD gruplarina ait XO akiivitesi
degerleri K grubuna goére anlamli olarak yiksekti (p<0,01). Ayrica bu enzimin KD
grubu degerleri de AD’ye gore yiiksek bulundu (p<0,01) (Tablo XXVI ve Sekil 29).

Tablo XXVI: Bébrek dokusuna ait XO aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
X0 4,482+1,872 |97,846135588° |53 94841 7,927‘"“
(nmol/dak/g protein)
% aktivite 100 2183,09 1203,6

2 Kontrol grubu ile karsilastinidiginda, p<0,01
®- Akut diyabetik grup ile kargilastinldiginda, p<0,01
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Bobrek dokusunda AD ve KD gruplanimin XD aktiviteleri bakimindan fark
bulunmazken (p>0,05), bu her iki grubun degerleri K grubuna gére yuksek bulundu
(p<0,05) (Tablo XXVII ve Sekil 30).

Tablo XXVII: Bobrek dokusuna ait XD aktiviteleri (ortalama + standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
XD 41,91+14,92 143,62+32,59° 154,87+14,25%°
(nmol/dakig protein)
% aktivite 100 342,69 369,53

2 Kontrol grubu ile karsilastinldijinda, p<0,05
b Akut diyabetik grup ile karsitastiridiginda, p>0,05
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Sekil 30: Bdbrek dokusuna ait XD aktivitesi dizeyleri
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4.5.5. Bobrek Nitrit Dizeyleri: Bobrek dokusunda AD ve KD gruplanmin nitrit
duzeyleri K grubuna gore anlamh olarak ylksekti (p<0,05). AD ve KD gruplan
arasinda ise anlamh bir farkhilik yoktu (p>0,05) (Tablo XXVIIi ve Jekil 31 ).

Tabio XXVII;: Bébrek dokusuna ait nitrit dizeyleri (ortalama * standart sapma)

K AD KD
n 10 8 12
Nitrit (umol/L) 0,00338+0,00153 0,0055840,00143% |0,00539+0,00305%°
% miktar 100 165,09 1589 47

2 Kontrol grubu ile kargiiastinidiginda, p<0,05
®- Akut diyabetik grup ile karsilastirildigiinda, p>0,05

0,005
-
"g 0,004 - BK
3 0,003 g AD
£ 0,002 o mKD
& ,

3 J P ' e

Sekil 31: Bébrek dokusuna ait nitrit duzeyleri
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5. TARTISMA

Yaptigimiz bu ¢alismada diyabetin vaskuler komplikasyonlarina bagh doku
hasarinin nispeten daha ¢ok gdrildudu beyin, kalp ve bébrek dokularinda, bu tip
hasarin daha az géruldugl karaciger dokusunu referans doku alarak cesitli anti
oksidan enzim aktiviteleri, serbest oksijen radikali kaynadi olan XOR enzim
aktiviteleri ve nitrit diizeylerini inceledik (Sekil 32).

Gergekten de karaciger dokusu akut ve kronik dbéneme  ait buigular
incelendiginde, X0, XD, SOD ve CAT aktivitelerinde gruplar arasinda farklilik
saptanmamigtir. Literatir bulgulan ise birbiri ile geligkili gdrunmektedir. Ornegdin
Mathews ve ark. Farelerde CAT aktivitesini bizim gibi bulurlarken SOD akiivitesini
dustk bulmusiardir (115). Ratlarda yapilan diger ¢alismalarda akut ve 12 haftalik
kronik dénemde CAT ve SOD aktivitelerini dusuk (116,117,118), buna karsin 0-6.
Haftalarin kargtlagtinldid: diger bir ¢aligmada ise tam tersine SOD ve CAT
aktivitelerinin arttid: soylenilmektedir (119) Bu sonuglar 1sidinda bu dokuda
oksidatif stresin ortaya ¢ikmadigini distnebiliriz. Cunki karacidere giren glukozun
buyuk bir ¢ogunlugu karaci§erin fonksiyonu geredi, normalde  glikojene
dénustlrileceginden doku glukoz konsantrasyonu artmayacaktir. Dolayisi ile doku
iginde bir oksidan stres yaratiimamis olacaktir. Ayrica barsak ve karaciger dokusu
XO'lan arasinda bulunan benzerlik ve barsak XO'nin tekrar XD'a dénustugu
dikkate alinacak olursa, karaciger XO'mninn da XD‘a tekrar donusiimi s6z konusu
olabilir (107). Bu nedenie XO aktivitesi diigebilir Fakat karacijerde sadece KD
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grubu GSH-Px aktiviteleri K ve AD gruplari ile karsilastirildiginda anlamii olarak
dustik bulunmustur (p<0,05). Rat karaciger GSH-Px ile ilgili galigmalar sonuglar
da diger enzimier gibi ¢eligkilidir. 0-6. haftalar arasi GSH-Px aktivite degisiminin
arth@inin (119} aciklanmasinin  yanisira aktivite dagustnu de bildiren (118)
caligmalar bulunmaktadir. Bizim GSH-Px aktivitesini disuk bulmamiz
hiperglisemiden dolay! karacigere surekli glukozun girmesine paralel olarak GSH-
Px'in non-enzimatik glikasyonunun (120) séz konusu olmasindan dolayi, GSH-
Pxin glikasyonunun artmasi ile inhibe olma olasti§i acgiklanabilir Ayrica AD
grubunda nitrit dlizeyinin artmasi NO saliniminin arttidinin bir géstergesidir. NO ve
urunt hidroperoksit de GSH-Px'e baglanarak bu enzimin aktivitesini inhibe eder
(121')‘ GSH-Px aktivitesinin azalmasi bu enzimin substratt olan HxO2'nin
konsantrasyonunu arttiracaktir ve Km’si yiksek olan CATIn aktiflenmesi s6z
konusu oclacaktir (122). Gergekten her ne kadar istatistiksel yénden anlamii olmasa
da karacierde KD grubu CAT aklivitesinde %14 civarinda bir artig

gézlenmistir. Dolayisi ile bizim sonugtarimiz birbirini destekler mahiyettedir.

Sonug olarak, akut ddnemde yuksek glukoz dizeyine maruz kalan karaciger
dokusunda NO salimimi artmaktadir. Kronik dénemde ise hem glukozun hem de
NO ve Wrunu nitroperoksitin - GSH-Px'e baglanmasindan dolayi aktivite kaybi
gézlenmistir. Hipergliseminin karacigere olan etkisi her ne kadar istatistiksel aniami
olmasa da akut dénemde GSH-PxXin % 16'si, SOD'un %2 gibi bir akfivite artisi
gostermesi oksidan stresin az da olsa varliini fakat bu dokunun ozelligi geredi
kompanse oldugunu sSylemek mumkundur. Ayrica XO aktivitelerinin akut {%19) ve
kronik (%5,5) dénemde aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamsiz olarak azalmast,
yuksek NO diizeyi ile aciklanabilir.
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Sekit 32: XO ve antioksidan enzimler arasindaki iligki

Beyin dokusunda XO aktiviteleri AD grubunda K grubupa gére daha distk
olarak bulundu {p<0,01). KD grubu ise K grubundan farklilik gdstermiyordu. Fakat
KD grubunda AD grubuna gére aktivite daha.yi‘jksek bulunmustur (p<0,01). XO
diizeylerine bakarak bu enzimin beyin dokusunda diyabetin erken ve geg¢
dénemlerinde slperoksit anyon radikali tUretimine katkisi bulunmadi§i sonucuna

varabiliriz. Akut dénemde bu enzimin aktivitesindeki disis soyle agikianabilir.
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Peroksinitrit bir taraftan XD'nin XO'va dénusumuni arttirirken diger taraftan da
XO'in stlfhidril gruplarini okside ederek enzim aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir
(105) Yu ve ark Gore streptozosin diyabetik ratlarin beyin dokusunda NOS
aktivitesinin dlustugi bildiriimistir. Buna karsgin bizim deney sonuglanimiza gore ise
AD grubunda artmis olan nitrit duzeyleri (p<0,05), ortamda NO Uretiminin ve buna
bagh peroksinitrit ve dider nitrojen radikallerinin neden oldugu maodifikasyonla XO'l
inhibisyona udratmaktadir XD’in  akfivitesindeki dustis de, XD'nin peroksinitrit
varliginda XO’a dénusuminun artmasi ile olabilir KD grubunda NO Gretiminin AD
ddéneme gore dusmesi ile XO uzerindeki inhibisyon etkisi azalmis gbérunmektedir.
Kronik grupta NO duzeyinin akut gruba gore azalmasi (p<0,05), NO sentezi icin
gerekli olan arjinin ve diger kofaktdrlerin (tetrahidrobiopterin, NADPH gibi)
duzeylerinin azalmasina bagh olabilir Kronik hipergliseminin NO’yu indirekt olarak
azalttit bagka bir mekanizma da bu grupta NO duzeylerinin azalmasini
actklayabilir Cunku endotel tarafindan salinan NO vaskuler duz kas hucresine
varmadan subendoteliyal kollajen tabakasinda olusmug olan AGEs tarafindan
parcalandigi bilinmektedir (1)

Yine bu dokuda antioksidan savunma sistemi enzimierine bakildiginda, SOD ve
CAT aktivitelerinin dizeylerinde fa‘rk gézlenmezken, GSH-Px enzim aktivitesi hem
AD hem de KD grubunda K grubuna gére daha dusuk bulunmustur (p<0,05).
Ayrica KD grubu deg@erleri de AD grubuna gére anlamli olarak yuksek bulunmustur.
Bu konuda yapilan arastirmalar incelendidinde SOD ve CAT aktivitelerinin azaidid
(116, 123) veya CAT aktivitesinin arthdr (124,125) ve SOD aktivitesinin
degismedigi(125), bildiriimektedir. GSH-Px aktivitelerine bakildidinda yine normal
duzeylerde (124,125) veya 1 Ayda dusus (125) izlenmistir  Tartigmali -bulgular
sergilenmesine karsin bizim bulgulanmizin yorumu sdyle yapilabilir Bilindigi gibi
beyin dokusuna glukozun girmesi instiline bagdmli olmadifindan (126),
hiperglisemi durumunda beyine giren glukoz miktar: fazla olacaktir Ayrica beyinde
glikojen sentezi karacifer hucresindeki gibi olmayacagindan, beyin hicresi iginde

glukoz miktarimin artmast bir gergektir Bu nedenle GSH-Px'in aktiviteleri akut ve
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kronik diyabette kontrole gére antamii olarak dustk bulunmasi yukaridaki neden ile
aglklanabilirﬁ. Bulgularimizda akut dénemde %67'ye yakin, kronik ddnemde ise
%36 civarinda GSH-Px aktivitesinin kaybi dlsiincemizi dedrulamaktadir. Bu
dokuda nitrit duzeylerine bakildiginda AD grubunda K grubuna goére yuksek
bulunurken (p<0,05), KD grubunda ise AD grubuna gdére anlamii olarak disik
bulunmustur (p<0,05). AD grubunda GSH-Px aktivitesinin dusuk ve nitrit dizeyinin
yuksek bulunmasi birbiri ile Higkili olabilir. Artmis olan NO, oksitlenerek nitrit ve
nitratlara dénastr. Olusan bu araUrunier hidrojen peroksitle birleserek peroksinitriti
olustururlar. Ayrica NO'nun Kendisi de superoksit anyonu ile direkt olarak
reaksiyona girerek peroksinitrit olusturabilir. Olugan peroksinitrit ve diJer oksidan
ajaniar proteinlerdeki degisik amino asitler ile (sistein, metiyonin, triptofan, tirozin
gibi) reaksiyona girebilirler. Bu sekilde ortaya ¢ikan aminoasit modifikasyonian yer
aldiklan proteinierin  yapisim  ve fonksiyonunu  bozan bir neden olarak
gorulmektedir. NO'nun bu enzim Uzerindeki fonksiyone! tyrosil radikali ile direkt
etkilegimi sonucunda da  GSH-PXin  inakiivasyonu  olabiimekiedir
(127,128,129,130). Bizim calismamizda da AD grubunda ortaya ¢ikan GSH-Px
inhibisyonuna ortamdaki NO artiginin da katkist oldugu dusUnuiebilir.  Ayrica
hipergiisemi durumunda GSH-PX’in non-enzimatik olarak glikasyonu da bu enzimin
aktivitesinin azalmasinda etken olabilir (120). KD dénemde nitrit dizeylerinin
dusmesi ile NO artisindan kaynaklanan GSH-Px aktivitesi AD gruba gére nispeten
artrmis gérunmekiedir

Diyabetik rat kalp dokusuna ait kaynak bulgular SOD, CAT ve GSH-Px
aktivitelerinin akut ve kronik dénemlerinde farkiiliklar géstermektedir. Ornegin, akut
dénemde Volkovova ve ark. SOD ve CAT aktivitelerinde artis gézlerlerken (131),
Yadav ve ark SOD aktivitesinin azaldi§ini, CAT .aktivitesinin arttidini (132); kronik
dénemde ise CAT aktivitesinin artis goOsterdigini ve SOD aktivitesinde Dbir
degisiklidin oimadigini (118) vurgulamiglardir. GSH-Px aktivitesinin ise dedismedigi
yayinlanmigtir  (131,118).  Antioksidan enzimlere ait bizim sonuglarimiz
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incelendiginde ise, GSH-Px aktivitesinin AD ve KD gruplarinda K grubuna gére
(p<0,05) ve SOD enzimi KD grubunda K ve AD gruplarina gére (p<0,05)'beiir'gin
olarak dustik bulunmasi, bu enzimlerin inhibisyonunu dugindirmektedir. Ancak bu
dokuda nitrit diizeylerinin gruplara gére degisiklik gdstermemesi, NO artisina bagh,
peroksinitrit ve diger reaktif nitrojen radikallerinin sebep oldudu bir inhibisyonu
dustndurmemektedir. Fakat kalp dokusunda GSH-Px ve SOD'un non-enzimatik
olarak glikasyonu da bu enzimierin aktivitelerini inhibe etmis olabilir
dustincesindeyiz (120,133)

Kalp dokusunda AD ve KD gruplarinda CAT aktivitesi K grubuna gére belirgin
olarak artmis bulundu (p<0,05) Bu enzimin aktivitesindeki artis, AD ve KD
gruplarinda GSH-Px aktivitesinin inhibe olmasina baglanabilir. Bazal kosullarda ve
XD aracili§i ile uretilen hidrojen peroksit, GSH-Px aktivitesi inhibe oldugu igin
duzeyi artmis ve CAT aktivasyonu meydana gelmis olabilir diistincesindeyiz CAT
aktivitesinin artmasi, SOD ve GSH-PXin inhibisyonuna bagh olarak beklenilen bir
sonuctur. Kalp dokusunda XO aktiviteleri incelendiginde her ug grup arasinda
antamli bir farkin olmayigt, bu dokuda bu enzimden kaynaklanabilecek bir
stperoksit anyon radikali uretimi olamayacadini dustindirmektedir. Diyabetik
ratiarin kalp dokusunda XO ve XD aklivitelerini inceleyen bir kaynaga
rastlaniimadigindan karsgilastirma yapamamaktayiz. Bilindigi gibi (121) NO ve
metabolitlerinin XO/XD Uzerine etkileri dikkate alinacak olursa, bizim NO
sonuglanmiz her iki evrede de kontrole gore degisiklige ugramamasina paralel

olarak X0 aktivitelerinin de degisikliGe ugramamasi birbiri ile uyumlu sonuglardir

Galismamizdan elde edilen bébrek dokusuna ait bulgular incelendiginde; AD ve
KD gruplarinda XO aktivitesi K grubuna gore yiksek bulundu (p<0,01). KD
grubunda bu enzimin aktivitesi AD grubuna gére daha dusguktu (p<0,01). Bébrek
dokusunda diyabette suUperoksit anyon radikali kaynaklarindan biri olarak bu
enzimin oksidatif strese katkida bulundugu sonucunu g¢ikarabiliriz. Yine bu enzimin
bébrek dokusunda, diyabetin ge¢ ddnemlerinde erken déneme gére daha dugtik bir
aktiviteye sahip olmasini, bu enzimin ©&zellikle diyabetin erken déneminde
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stiperoksit anyon radikali Oretimine daha fazla katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Diyabetik rat XO ve XD akfivitelerinin calisildidi bir kaynak
puiunamamasi nedeni ile kargilagtirma yapma sansina sahip degiliz. Ancak nitrit
diizeylerinin hem AD hem de KD gruplarinda Kya gdre ylksek dizeyde
bulunmalari, NO metabolitierinin XO ve XD zerine bilinen negatif etkilerin (105) bu
dokuda tersine dbénmesi ancak doza badimh olabilece§i gorisunu
kuvvetlendirmektedir.

Bébrek dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri incelendiginde ise GSH-Px
aktivitesinin AD ve KD gruplarinda K grubuna gére ve KD grubunda ise AD
grubuna gore daha dusUk dizeylerde (p<0,01) oldugu saptanmistir. Ayrica CAT
duzeyleri AD ve KD grubunda K grubuna goére artis bulunmustur (p<0,05). Yine bu
dokuda AD ve KD gruplarnnda nitrit dizeyleri K grubuna gére yuksek (p<0,05)
bulunmustur. AD ve KD arasinda ise fark yoktu. Bu dokuya ait bulguiar birlikte
dederlendirildiginde, beyin dokusunda oldugu gibi, GSH-Px aktivitesinin disuk ve
nitrit duzeyinin yuksek bulunmas birbiri ile iligkili olabiiir. Artmis olan NO, direkt ve
indirekt olarak peroksinitrit olusumunu arttinr. (128,129). Olusan peroksinitrit ve
diger oksidan ajaniar proteinlerde aminoasit modifikasyonlarina neden olur
(127,129,130). Bobrek dokusunda AD ve KD gruplarinda ortaya ¢ikan GSH-Px
inhibisyonuna ortamdaki NO artisinin  katkisi oldudu dusunulebilir.  Ayrica
hiperglisemi durumunda GSH-PX'in non-enzimatik olarak glikasyonu da bu enzimin
aklivitesinin azaimasinda etken .olabilir (120). Bobrek dokusunda AD ve KD
gruplaninda CAT akiivitesi K grubuna gore belirgin olarak artmig bulundu. Bu
enzimin aktivitesindeki artts, AD ve KD gruplarinda GSH-Px aktivitesinin inhibe
olmastna bagianabilir, Bazal kosullarda ve XD aracthidi ile uUretilen hidrojen
peroksit, GSH-Px aktivitesi inhibe oldugu icin duzeyi arimis ve CAT aktivasyonu
meydana gelmis olabilir diye dusinmekieyiz. Anticksidan enzimierle ilgili kaynak
bilgiler akut ddénemde GSH-Px'in artmasina kargin CAT ve SOD aktivitelerinde
dedismenin olmadidint (131), kronikte ise yine GSH-Px aktivitelerinde artigin
yanisira CAT ve SOD akiivitelerinde disme veya degisimin izlenmedidi
yonundedir (118,134,131).
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Kaynak bilgiler ile bizim bulgulanimizin kargitfagtinimasindan ¢ikan tablo
degeriendirildiginde  bir ¢ok faktoriin rol oynayabilecegi dustnilebilir. Bunlar
caligmalara arasi kan glukoz duzeylerinin farkhihgi, diyabet modellerinin streleri ve
diyabet olusturma ybntemi yani alloksan veya streptozosin kullamimi, doku NO
gretim kaynaklannmin farkihdi gibi degisik faktérlerden dolayl farkhi sonuglann
bulunabilecedi bekienebilir. Bu nedenlerden dolay: farkli doz veya farkh diizeylerin
farkh etkiler gostermesi kaginilmazdir. Sonug olarak hipergliseminin dokudan
dokuya farkh etkilerinin oldudunu sdyleyebiliiz. Karaciger, beyin ve Kkalp
dokularinda hipergliseminin etkisi birbirine benzer goériinimde olmasina karsin
bébrek dokusunda farkll gérinmektedir. Karaciger, beyin ve kaipte sanki
kompansatuar mekanizma daha gugll, bdbrekie ise daha az etkili veya bdbredin
fonksiyonu geregi (glukoz reabsorbsiyonu) bu dokuda glukoz diizeyinin belki daha
da artig gdstermesinden dolay: kompansatuar mekanizma yetersiz kaimaktadir. Bu
yonde en hassas dokunun ise bébrek oldudu bir gergektir.

Onerimiz ise hiperglisemili dokularda enzim aktivitelerinin tespitinin beraberinde
bu enzimlerin bagka yoéntemlerle (immiinohistokimya, DNA PCR gibi) farkl tipte
hiicrelere sahip organlann hiicre tiplerine gére aktivite degisikliginin tespit ediimesi
gerekmektedir. Béylece parametrelerde varsa degisikiidin kaynadi daha kolay
belirlenebilir gérisiindeyiz.
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6. OZET

Diyabetik hastalarin mortalite ve morbiditesinde mikro- ve makrovaskiler

""-:komplikasyontar temel sebeptir. Diyabetes mellitusun neden oldugu vaskiler

- degisiklikler zamana bagh bir fenomen olarak ortaya ¢ikar. Bu hastalikta vaskular

komplikasyonlarin patomekanizmasi oldukga karigiktir. Oksidatif stres diyabetik

endoteliyal disfonksiyon i¢in dnemli bir patolojik faktérdir. Ksantin oksidorediiktaz
memlilerde reaktif oksijen thrleri lireten kompleks bir flavoproteindir. Stperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz oksijen serbest radikallerinin neden
oldgu hasara karsi primer enzimatik savunma sistemini olugtururlar Bu calismada
diyabetin erken (8 gtin) ve ge¢ (8 hafta) dénemlerinde farkli dokularda oksidatif
stress artiginin ksantin oksidorediktaz ile baglantist aragtinidi. Kontrol (K), Akut
diyabetik (AD) ve kronik diyabetik (KD) gruplarda karaciger, beyin, kalp ve bobrek
dokutarinda XO ve XD, antioksidan enzimlerin (GSH-Px, SOD, CAT) aktivitelerive
nitrit diizeyleri élcildii.

Karacigerde, K, AD ve KD gruplarn arasinda SOD, CAT, XO ve XD
aktivitelerinde bir degisiklik saptanamadi. Bu dokuda GSH-Px aklivitesi KD
grubunda AD ve K gruplanna gére diigik olarak izlendi. Nitrit dizeyi ise AD
grubunda K ve KD gruplarina gére yiksekti.

Rat beyinlerinde, SOD ve CAT aktivitesi bakimindan her {i¢ grup arasinda
degisiklik yoktu. GSH-Px aktiviteleri ise AD ve KD gruplaninda K grubuna gére
diisiik bulundu. AD grubunda XO aktiviteleri K ve KD gruplarina gére dusiikti. XD
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aktiviteleri ise KD grubunda K ve AD grupiarina gére yiksek olarak bulundu. AD
-_'é"-r'utgta nitrit diizeyleri yiksek ofarak izlendi.

. Kalp dokusunda GSH-Px ve SOD aktiviteleri AD ve KD gruplarinda K grubuna
'gére diismis olarak bulundu. Yine AD ve KD gruplarinda CAT aktivitesi K' ya gdre
artmigtt. XD aktiviteleri kalp dokusunda KD grubunda diger iki gruba gére artmig
bulundu. Bu dokuda XO aktiviteleri ve nitrit diizeyleri dedisiklik géstermedi.

| - Bébrekte, AD ve KD gruplarinda GSH-Px aktiviteleri diismus olarak bulundu.
:':' CAT, XO, XD aktiviteleri ve nitrit diizeyleri AD ve KD gruplannda K'ya gére
artmigti. SOD aktivitesi bakimindan her {i¢ grup arasinda farklilik yoktu,
Sonugtarimiz bébrek dokusunda akut ve kronik diyabetik grupta XO'in oksidatif

dokularinda ise oksidan ajan kaynag: olarak rol alamayacagdini diisindtirmistir.
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7. ABSTRACT

Micro- and macrovascular complications are the main cause of morbidity and
mortality in diabetic patients. Diabetes-meilitus ~initiated changes of vascular
reactivity represent a time dependent phenomenon. The pathomechanism of
vascular complications in diabetes mellitus is very complex. Oxidative stress is an
important pathogenic element in diabetic endothelial dysfunction. Xanthine
oxidoreductase is a complex flavoprotein generating reactive oxygen species in
mammals. The primary enzymatic defence mechanisms against the damage
caused by oxygen free radicals are siiperoxide dismutase, glutathione peroxidase
and catalase. In this study, we investigated whether there is an increase in
oxidative stress related to xanthine oxidoreductase early (8 days) and later (8
weeks) stages of diabet in different tissues of diabetic rats. We measured the
activities of XO and XD, antioxidant enzymes (GSH-Px, SOD, CAT) and nitrite
levels control (K), acute diabetic (AD) and chronic diabetic (KD) groups in liver,
brain, heart and kidney.

There were no changes SOD, CAT, XO and XD activities in AD, KD and K
groups in liver, In the same tissue GSH-Px activities in KD were found lower than
AD and K. Nitrite levels in AD were higher than the AD an K groups in liver.



-.ﬁ.-.'in the brain, there were no changes CAT and SOD activities in AD, KD and K
"ig'fSUps. GSH-Px activities in AD and KD brain were found to be lower than the
“control group. XO activities in AD were observed to be decreased compared with K
i and KD XD aciivities were found higher in the KD than the AD and K. Nitrite levels
_?_._;'i'riCreased in AD.
© - GSH-Px and SOD activities were found decreased in AD and KD compared
“with K in heart. There were an increase the CAT activities AD and KD in this tissue.
In the KD group, XD activities were found to be increased compared with AD and

. K. XO activities and nitrite levels were not alter in all groups.

In the kidney, GSH-Px activities were observed to be decreased in AD and KD.
CAT, XO and XD activities and nitrite levels were found to be increased in AD and
KD compared with K. There were no changes SOD activities in all groups.

Our data suggest that XO contribute the oxidative stress in kidney acute and
chronic diabetic rats. This enzyme may not a source of oxidizing agents in the liver,
brain and heart.
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