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OZET

Bu calismada tip 2 diyabet teshisi almis 60 kisi ile kontrol grubu olarak saglik
problemi olmayan 21 kisinin eritrosit, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon
reditkktaz (GSH-Rd) enzim aktivitesi UV-spektrofotometresi kullanilarak belirlenirken
eritrosit yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) ve indirgenmis glutatyon (GSH) miktarlar1 ise
yiiksek performansh sivi kromatografisi ( HPLC ) ile belirlendi.

Tip 2 diyabet teshisi almis kisilerin GSSG miktarlar1 kontrol grubuna gore yiiksek
iken, GSH miktarlarinin ise diisiik oldugu gozlendi (p<0.005).

Ayni sekilde diyabetiklerin hem eritrosit GSH-Px hemde GSH-Rd aktiviteleri kontrol
grubuna gore diisiik oldugu tespit edildi (p<0.005).

Sonu¢ olarak tip 2 diyabetiklerin GSSG miktari, GSH-Px ve GSH-Rd

aktivitelerindeki artis ile GSH miktarinda ve azalma oksidatif stres ile aciklanabilir.

Anahtar Kelimeler: GSH, GSSG, GSH-Px, GSH-Rd, Tip 2 diyabet
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF AMOUNTS OXIDE AND REDUCTE GLUTATHIONE AND
RELATIONSHIP BETWEEN GLUTATHIONE REDUCTASE AND PEROXIDASE

In this study, erythrocyte glutathione peroxidase (GSH-Px) and glutathione reductase
(GSH-Rd) enzymes activity of 60 people diagnosed with type 2 diabetes and 21 healthy
persons as control group were determined using UV-spectrophotometer and erythrocyte
oxidized glutathione (GSSG) and reduced glutathione (GSH) amounts were determined by
high performance liquid chromatography (HPLC).

While GSSG amounts of people diagnosed with Type 2 diabetes were higher than
control group, amounts of GSH were found to be lower than the control group (p<0.005).

In the same way, both GSH-Px and GSH-Rd activities in erythcrocytes of type 2
diabetes were found to be lower than the control group (p<0.005).

In conclusion, it can be said that, increase of GSSG amount, GSH-Px and GSH-Rd
activities with decrease of GSH amount of type 2 diabetics can be expressed by oxidative
stress.

Keywords: GSH, GSSG, GSH-Px, GSH-Rd, Type 2 diabetes



SEKILLER LiSTESi

Sayfa No
SekKil 1. GIUtatyOnUN YaPIST....ceeiiutiieiiiiiieiiiiee ettt ettt eetie et e et e e s st eeesbbeee e e 3
Sekil 2. Glutatyon dONGUST .....cccoruutiieiiiieieiiiiee ettt e 5
Sekil 3. Yiikseltgenmis Glutatyon Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi..........c......cc....... 14
Sekil 4. indirgenmis Glutatyon Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi .......................c....... 14

VI



TABLOLAR LISTESI

Sayfa No

Tablo 1. Tip 2 diyabetli hastalardan alinan kan érneklerindeki bazi parametreler............. 20
Tablo 2. Kontrol gruplarindan alinan kan drneklerindeki bazi parametreler ..................... 22
23

Tablo 3. Kontrol grubu ve diyabetik gruba ait parametrelerin genel tablosu.....................

VII



ADP
AKS
ATP
CAT

CD

DNA
EDTA
FAD
GSH
GSH-Px
GSH-Rd
GSSF
GSSG
H;PO4
Hb

HCl
HC1O4
HPLC
K;3Fe(CN)s
KCN
KH,PO4
Na,HPO,
NaClO;,
NADPH
NaHCO3;
ROS
SOD

KISALTMALAR LiSTESI

: Adenozindifosfat

: Aclik Kan Sekeri

: Adenozintrifosfat

: Katalaz

: Konjuge Dien

: Deoksiriboniikleik Asit

: Etilendiamin Tetra Asetikasit
: Flavin Adenin Diniikleotit

: Indirgenmis Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz

: Glutatyon Rediiktaz

: Glutatyon Disiilfit

: Yiikseltgenmis Glutatyon

: Fosforik Asit

: Hemoglobin

: Hidrojen Kloriir

: Perklorik Asit

: High Performance Luquid Chromatography
: Potasyum Ferrosiyaniir

: Potasyum Siyaniir

: Potasyum Dihidrojen Fosfat

: Sodyum Monofosfat

: Sodyum Perklorat

: Nikotinamid Adenin Diniikleotit
: Sodyum Karbonat

: Reaktif Oksijen Uriinleri

: Siiperoksit Dismutaz

VIII



1. GIRIS

Oksijenli solunum yapan canlilarda, metabolik olaylar sirasinda oksijenin kullanimi
sonucu serbest oksijen radikalleri dogal olarak olusmaktadir. Aktif oksijen radikalleri
olarak bilinen siiperoksit (O,.-), hidrojen peroksit (H,O,), serbest hidroksil radikali (HO.)
ve bunlarin etkisiyle olusan lipid peroksitleri ve diger benzer tiirevler, hiicrenin farkli
kisimlarinda bulunan protein, karbonhidrat, lipid ve DNA gibi 6nemli yapisal ve
fonksiyonel molekiilleri etkileyerek 6nemli degisikliklere neden olurlar. Ozellikle hiicre
zarinda bulunan doymamis yag asitleri, serbest radikaller icin ¢ok iyi birer hedeftir [1,2].
Serbest radikallerin ve lipit peroksidasyonunun organ ve dokularda meydana getirdigi
hasar ve hastaliklarin patogenezi arasindaki iligkiler yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
Reaktif oksijen radikallerinin fazla olugmasi veya hiicrede tahrip edilememesi kanserde
gozlemlendigi gibi hiicre molekiillerinde ve yapisinda ciddi bir tahribata yol acar [3-5].

Biitiin hiicreler giiclii savunma sistemlerinin varligi ile oksidan strese karsi
savasmaktadirlar. Savunma sistemlerini serbest radikal tutuculari ve bazi enzimler
olusturmaktadir. Savunma sisteminde Oncelikle enzim sistemi etkili olmaktadir. SOD,
GSH-Px ve katalaz serbest radikallerin birikmesini ve lipit peroksidasyonunun baglamasini
onleyen enzimlerdir. SOD, siiperoksit anyonunun H,O, e dismutasyonunu katalizler.
Birbirine kenetli enzim sistemi GSH-Px ve GSSG-Rd glutatyon harcayarak H,O;’nin
rediiksiyonunu katalizler. Bu enzimlerin aktif olmasi1 hidroksil radikali gibi daha zararh
radikallerin olusmasim1 Onler. Enzimsel savunma yeterli olmayip lipit peroksidasyonu
baslarsa diisiik molekiil agirlikli serbest radikal tutuculart GSH, E vitamini, askorbik asit,
bilirubin, karotenler, iirik asit gibi, yag asitleri yerine kendileri yiikseltgenerek reaksiyonun
devamim engellerler [6,7]. Reaktif oksijen radikallerinin ve oksidan stresin karsinogenez
ile iliskisi bilinmektedir. Tiimoriin gelisimi siirecinde serbest radikallerin etkili oldugu 6ne
siiriilmiistiir [8-10].

Oksidasyon-antioksidasyon potansiyeli organizmanin tiimor gelismesine yatkinligim
belirler. Oksidan bir ortamin tiimor gelismesini artirdigi bilinmektedir. Oksidanlarin bir
dokudaki hiicrenin cogalmasimi uyardigi, aktif oksijen radikallerini ve olusan reaktif
aldehid ve peroksitlerin spesifik hiicrelerin biiyiimesini ve ¢ogalmasini kontrol eden
genlerde hasara neden olarak tiimoriin gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir [9-11].

Antioksidan savunma mekanizmalari canlilardan normal metabolik isleyis sirasinda siirekli



olusan serbest radikalleri yok eden veya zararli etkilerini azaltan sistemlerdir. Serbest
radikallerin olusumu ve antioksidan savunma sistemleri arasindaki dengenin serbest
radikaller yoOniinde bozulmasi oksidatif stres olarak tamimlanir ve sonugta lipitler,
proteinler, karbonhidratlar ve DNA gibi biyolojik molekiillerde oksidatif hasar meydana
gelir [12-14].

Artan oksidatif stresle beraber plazma ve membranlarda bulunan -SH gruplari serbest
radikal etkisi ile okside olmakta ve rediikte formunda azalma tespit edilebilmektedir.
Okside haldeki tiyol gruplarimin tekrar rediikte hale gelmesi ve oksidatif hasara karsi
kullanilabilmesi icin GSH gereklidir. Oksidatif stresle azalan GSH ise, tiyol gruplarinin
okside durumdan rediikte hale getirilmesinde yetersiz kalmaktadir [15-19]. Karsinogenez,
yaslanma, inflamasyon, postiskemik reperfiizyon hasari, diyabet, norolojik, immiinolojik,
kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklarinin patogenezinde ve ilerlemesinde oksidatif
hasarin 6nemli rolii oldugu kamitlanmistir [12,20,21]. Hiicre i¢i ortamin en Onemli
antioksidan molekiilii olan rediikte glutatyonun antioksidan savunma sisteminde gorev
almaktan bagka ksenobiyotiklerin  zehirlestirilmesi, aminoasitlerin  transportu,
proteinlerdeki siilfidril gruplarinin rediikte halde tutulmasi, bazi enzimatik reaksiyonlarda
koenzim gorevi gormesi gibi bircok fizyolojik fonksiyonu vardir [12,22,23].

Glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla rediikte formdaki
glutatyon (GSH) hidrojen peroksit veya lipit peroksitlerle reaksiyona girerek bu
molekiillerin detoksifikasyonunda yer alirken kendisi baska bir glutatyon molekiiliiyle
disiilfit kopriisii olusturarak okside glutatyon (GSSG) formuna doniisiir. Hiicre iginde
serbest radikallerin detoksifikasyonunun siirdiiriilmesi i¢in okside glutatyonun rediikte
formuna geri doniigmesi gerekir. NADPH nin kullamildigi bir reaksiyonla glutatyon

rediiktaz enzimi ile tekrar GSH formuna cevrilir [12,24]. ( Sekil 2)
1.1. Glutatyon
1.1.1 Glutatyonun Yapisi ve Onemi
Tabiatta cok yaygin bir sekilde bulunan bir siilfiirlii bilesik olan glutatyon 1921

yilinda HOPKINS tarafindan kesfedilmistir. Once glutamil-sistein’den ibaret bir dipeptit
oldugu zannedilmistir. Fakat 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin



tripeptit oldugu anlasilmistir. 1935 yilinda ise HARRINGTON ve MEAD tarafindan y-L-
glutamly-sisteinly-glisin halinde sentez edilmistir [25].

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu iceren, diisiik molekiil
agirlikli 6nemli bir tripeptiddir [26,27]. Yapisini1 olusturan 3 amino asit sirasiyla glutamik
asit+sistein+glisin’dir. Bunun isimlendirmesi serbest amino grubu tasiyan aminoasit
artiginin isminin sonundaki —in takist —il olarak degistirilir. Sondaki aminoasitin —-COOH
grubun adi aynen yazilir. Buna gore glutatyonun isimlendirilmesi glutamil-sisteil-glisindir

[28].

.
(] g—JﬁL—CHz
g—dﬂﬁ—%H éOOH
(lle . (IjH 5 Glisin
T2 e

CH — INH,
I
COOH

Glatamik asit

Sekil 1. Glutatyonun Yapisi

Dokularda yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinda ©6nemli rol oynayan
glutatyon gliseraldehit fosfat dehidrprostetik grubudur. Glutatyon dokularda oksijen
tasimakta rol oynayan glioksalaz adindaki koenzimde bulunan bir tripeptitdir [29].
Glutatyon kolaylikla hidrojen verebilen ve alabilen bir yapiya sahiptir. Bu 6zelligiyle ile
cesitli redoks olaylarina katkida bulunur. Bazi enzim sistemlerinin iginde yer alir, ayrica
erotrositlerde hemoglobinin doniisiimsiiz oksidasyonunu engeller ve bagirsaklardan demir
emilimini kontrol eder [28].

Glutatyonun DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre
ici ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlart disinda baslica antioksidan olarak hiicre
savunmasinda da onemli rolii vardir [26,30,31]. Glutatyon, hiicresel islevler icin gerekli
olup; beyin kalp bagisiklik sistemi hiicreleri, bobrekler, goz, karaciger, akciger ve deri
dokularimi oksidatif hasara kars1 korur. Yaslanmayi geciktirici etkisi vardir. Glutatyonun en

zengin kaynagi ise sogan ve sarimsaktir [32].



1.1.2. Glutatyon Sentezi ve Dongiisii

GSH tiim memeli hiicrelerde bol miktarda ( 0.5- 10 mM) sentezlenir. Bu sentez iki
basamakta gerceklesir. Birinci basamakta y-glutaminsistein sentetaz isimli enzim GSH’1n
onciil aminoasitleri olan glutamat ve sisteinde y-glutaminsisteinin olusumunu katalizler.
Ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamin sisteinden glutatyonu
olusturur. GSH negatif geri besleme ile glutamin-sistein olusum hizin1 ve bdylelikle kendi
sentezini de denetler. Bu sentezde 1 molekiil GSH i¢in 2 molekiil ATP’nin hidrolizi gerekir
[33,34] (Sekil 2). GSH siirekli olarak hiicreler tarafindan kullanildigindan, sentezinin
inhibisyonu hizl tiikenmesine yol agabilir [27,30,35].



Sistein Glutamat

ATP

’) v—Glutamil zistein sentetaz
ADP+P

v

v— Glutamil sistein
Glizin

ATP

’) Glutatyon sentetaz
ADP+P

v

Indirgenmis Glutatyon

NADP Szl 2H,0,
Glutatyon Rediiktaz Glutatyon peroksidaz
O
NADPH GSSG O+ O,

Yiilseltgenmis Glutatyon
{Glutatyon disiilfit)

e

ATP

Pentoz Fosfat Yolu

ADF+F

v

Salgilanma

Sekil 2. Glutatyon dongiisii

Oksidatif stres sonucunda artan ROS olusumunun hiicre hasarlarindaki etkileri

bilinmektedir. Bu {iriinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun indirgenmis formunun (GSH)
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oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile saglanmaktadir. GSH-Px’1n katalizledigi
bu reaksiyonda, GSH'1n enzim aktivitesi i¢in gerekli oldugu aciktir. Oksidasyon sonucunda
olusan GSSG (Glutatyon disiilfit) ise glutatyon rediiktaz isimli enzim aracilifiyla ile geri
donen bir ¢cevirimle GSH'a doniismektedir [33,36].

GSH’1n hiicresel seviyesi y-glutamil transpeptidaz, aminoasit tagiyicilari, glutatyon
sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi iceren ¢oklu bir enzim sistemi
tarafindan korunur [37].

Hiicre yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik
sinirim1 agmakta ve oksidatif stres olugmaktadir. Detoksifiye olamayan oksidanlar membran
lipidlerinin ve hiicrenin cesitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden
olmaktadir [34,36]. Ayrica GSSG'nin kendisi de, proteinlerin siilfhidril gruplarniyla (-SH)
reaksiyona girerek kalic1 zararl etkiler meydana getirmektedir [36,38]. Bu son olaya bagl
hiicre ici GSSG birikiminin, ATP'ye bagimh bir tasiyici mekanizmanin varlig ile
onlendigi bildirilmistir [39]. Diger taraftan gastrik mukozada glikojen depolarimin az

oldugu ve devaml glikoz ihtiyacinin karsilanmasi gerektigi bilinmektedir [40].

1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hiicre i¢i bir enzim olup aktif merkezinde sellenosistein icerir
ve viicutta dogal olarak bulunan bir antioksidandir (GSH-Px); iki adet tiyol grubu ihtiva
eden glutatyonu, glutatyon disiilfite yiikseltgerken hidroperoksitleri ve H,O,’yi indirger
[41,42].

ROOH +2GSH —%-2* 5 ROH + GSSG 2.1
HOOH +2GSH —%* 52H 0 + GSSG

GSH-Px enzimi, karaciger, bobrek eritrositler, damar endoteli ve goziin lens
metabolizmasinda biiyilk onem tasir [43]. GSH-Px peroksitlerin alkollere doniisiimiinii
katalize ederek; eritrosit, zar lipitleri, hiicre zar selliiler ve subselliiler membranlarin
oksidatif etkisinden korunmasim saglar [44]. GSH-Px selenyuma bagimli ve bagimsiz
olmak iizere iki sekli mevcuttur [45]. Selenyum bagimli enzim hem H,0O, hem de
hidroperoksitlere etki eder. Selenyuma bagli GSH-Px, glutatyon ile hidrojen peroksidin

rediiksiyonunu katalizler ve hiicre membraninin oksijen radikalleri tarafindan hasara
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ugratilmasim engeller. Hem lipooksijenaz hem de siklooksijenaz yollarinda ilk baslangic
olarak gerekli olan eser peroksit diriinlerinin temizlenmesini saglayarak da etki
gosterebilmektedir [46].

Selenyuma bagimli olmayan GSH-Px ise H,O, yikimim katalize etmez, ancak lipit
hidroperoksitlerin yikiminda goérev alir. GSH-Px karaciger, bobrek korteksi ve iskelet
kasinda bulunur. GSH-Px enziminin katalize ettigi reaksiyon ile membran lipitlerinin ve
hemoglobinin peroksitler tarafindan oksidasyonu onlenir. Bu reaksiyon hemoglobinin
methemoglobine oksidasyon oranini azaltarak eritrositin dmriinii uzatir [47]. Radikal hasar
karsisinda organizmayi daha etkili korumak amaci ile antioksidan enzimlerin beraber
calistigr bilinmektedir [48]. SOD ve GSH-Px’in sinerjistik etki gosterdikleri ve C ve E

vitaminlerinin de antioksidan enzim sistemleri ile sinerjistik calistiklart bildirilmistir [49].

1.3. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz Se icerir; GSSG (okside glutatyon) yi hizla GSH’a (rediikte
glutatyon) cevirerek hiicreyi peroksitlere karst korur [39]. Glutatyon her hiicrede
bulunmaktadir ve hiicrenin fonksiyonel proteinlerini oksidan ajanlara kars1 korudugu kabul
edilmektedir. Ozellikle eritrositleri peroksitlere kars1 korur ve Glutatyon peroksidaz da bu

reaksiyonda rol oynar [50].

GSH-Rd
GSSG + NADPH + H" 2GSH + NADP* 2.2)

1.4 Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon Rediiktaz Okside ve Rediikte Glutatyon ile Igili

Baz1 Calismalar

Glutatyon bitkiler tarafindan oksijen alinmasinda 6nemli rol oynamaktadir [25]. Son
yillarda yapilan calismalarda, cesitli stres modellerinin reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS)
olusumunu hizlandirdig1r ve lipit peroksidasyonlarina yol actigi gosterilmistir [36, 51].
ROS'un olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidan stres
ile GSH diizeylerinin azaldig1 bilinmektedir. /n vivo ve in vitro yapilan deneylerde,

endojen GSH'1in ¢esitli hasarlarda mide mukozasi biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli bir



mediatdr olabilecegi goriisii ileri siiriilmektedir. Diger yandan stres ilserine bagl
iskeminin, hasara karg1t savunmada 6nemli bir faktor olan mukozal enerji metabolizmasini
azalttig1 da gosterilmistir [52,53].

Gogiislerindeki lenf bezlerinde tiimor ve lenf bezlerinin sismis oldugu hastalarin
antioksidan durumlar1 ve lipit peroksidasyonlar1 arastirilmig, kontrol grubuna gore
hastalarin antioksidanlarinin (SOD, CAT, GSH, GSH-Px, askorbik asit, Vitamin E)
azaldig1 ve lipid peroksidasyonunun arttig1 belirtilerek (p<0.05) bu tiir hastalarda redoks
durumlarinda bir dengesizlik oldugu rapor edilmistir [54]. Pal ve Dandiya (1994)
tarafindan yapilan bir calismada, stres ile indiiklenen depresyonlu farelerin beyin glutatyon
diizeylerinde belirgin azalma oldugu gosterilmistir [53].

Kronik bobrek hastalari ve kontrol gruplarinda glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, GSH-
Rd, GSH-Px seviyeleri ve glutatyonun oksidatif durumlar incelenmistir. Hastalarin
eritrositlerinde GSH seviyesi, GSH-Px ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerinde
azalma gozlenmistir. GSSG seviyelesinde ve GSSG/GSH oranlarinda ise artig
belirlenmistir. Bu sonuglara gore glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitelerindeki
azalmalarin diisiik GSH ile ilgili oldugu, diisik GSH ve diisiik GSH-Px aktivitesinden
dolay1 peroksitlerin indirgenmesinin azaldigi ileri siiriilmiistiir. Ayrica artan GSSG,
eritrositlerdeki proteinin sebep oldugu birikimle ve hemoglobinle reaksiyona girerek
hemolize sebep olabilecegi ve hemodiyalizli hastalarin anemisinde hasatalik yapmada rol
oynayabilecegi diisliniilmiistiir [55].

Friedreich‘in bozukluklu hastalardaki glutatyon metabolizmasinin arastirildigi
calismada serbest radikal sitotoksitesiyle ilgili oldugu &nerilen Friedreich’s bozuklugunda
glutatyon metabolizmasinin bozuldugu kanitlanmistir [56].

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin
patogenezinde Onemli gorev alir. Enzimatik olmayan glikozilasyon, otooksidatif
glikozilasyon, sorbitol yolu aktivitesi, antioksidan savunma sistemindeki cesitli
degisiklikler, hipoksi gibi nedenler diyabette oksidatif stresi artiran mekanizmalardir.
Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya
molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga
reaktiftirler. Diyabetik kisilerin plazma ve dokularinda lipit peroksidasyon iiriinlerinde artis
meydana gelmektedir [24].

Diabetes mellitus (DM) ise insulinin tamaman veya kismu eksikligine bagh olarak

gelisen ve yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize bir hastaliktir. Insiilin



eksikliginin yan1 sira insiiline karsi gelisen direng, diabetes mellitus gelisiminde rol
oynamakta ve karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasin1 da etkilemektedir [57,58].
Kontrol altina alinmamis ve yiiksek seyreden kan sekeri uzun vadede ¢esitli
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Sismanlik (obesite) sikca tip-2 ile
birlikte olup kalp-damar hastaliklari, bobrek yetmezligi ile sonuclanan nefropati, sinir
sistemi hastalig1 noropati, korliige kadar gotiiren retinopati ve ayak iilserleri gibi uzun vade
komplikasyonlar1 sonucu felg, gangren veya koroner hastaliklarin meydana gelmesi riskini
artirmaktadir [59].

Diyabette serbest radikal olusumunun arttig1 ve radikal baglayici sistemlerde azalma
oldugu ileri siiriilerek, diyabetiklerin antioksidanlara daha cok ihtiya¢ gosterebilecegi
savunulmustur [4,60]. Serbest radikallerin diyabette etkin oldugunun belirtilmesi indirekt
olarak bu hastaligin olusumunu oOnleme ve tedavisinde radikal olusumunu O6nleyici
antioksidan vitaminlerin kullanilabilecegi diisiincesinin olugsmasina sebep olmustur
[61,62]. Diyabette, proteinlerin enzimatik olmayan yollarla glikoz baglanmasi
(glikozilizasyon) ve bunun diyabette artmis olmasi, glikozillenen proteinlerin oksidasyonu
sonucu serbest radikaller meydana gelmektedir [61,63].

Tip 2 diyabetli hastalarda C vitamini uygulamasi glutatyon miktarinin artmasini
saglayarak antioksidan etkiyi arttirdigi ve nonenzimatik glikolizlenmeyi azalttigt ve bu
nedenle C vitamininin koruyucu etkisi kanaatine varilmistir [61].

Oksidatif stres hipotezinde reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin olusum hiz1
ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik diyabetin  kronik
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir baska deyisle hiperglisemi oksidatif strese yol
acmaktadir. Lipid hidroperoksidler, konjuge dienler, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
(TBARS) ve isoprostanlar gibi oksidatif stres gostergelerinin diizeylerinin arttifi diyabetli
hastalarda E ve C vitaminleri, glutatyon, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan parametrelerin miktarinin azalmasi diyabetin kronik komplikasyonlarinin
patogenezinde oksidatif stresin 6nemli bir rolii olabilecegini gostermektedir [64-69]

Oksidanlan inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Normal saglikli
kigilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir. Diyabette ise bu denge serbest
radikaller lehine bozulmustur [64,65]. Bu da diyabetin komplikasyonlarina neden
olmaktadir. Iste bu antioksidan mekanizmalar1 daha aktif hale veya bozulmus bu dengeyi
antioksidanlar lehine artirabilinirse diyabetin komplikasyonlariyla basa ¢ikilabilir [12,70-
73].



1.5.Amac¢

Bu arastirmada kontrol grubu ile tip II diyabet hastalik grubuna ait hastalarin
kanlarinda eritrositler ayrilarak yikanacaktir. Yikanan eritrosit orneklerinde indirgenmis
glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) miktarlart HPLC ile belirlenecektir.
Ayrica aym eritrosit drneklerinde Glutatyon-rediiktaz ve Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktiviteleri ise spektrofotometre ile belirlenecektir. Daha sonra GSH ile GSSG
miktarlarindaki degisim ile bu iki enzim aktivitesi arasinda bir iliski olup olmadigi
belirlenmeye calisilacaktir. Yani spektrofotometre kullanmaksizin HPLC ile miktarlar
belirlenen GSH ve GSSG yardimlariyla Glutatyon-rediiktaz ve GSH-Px enzim

aktivitelerinin indirekt olarak belirlenebilmesi arastirilacaktir
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Arastirma materyali olarak secilen kisiler, alkol ve sigara bagimliligi olmayan, ilag
kullanmayan, rutin biyokimya tahlileri normal olan ruhen ve bedenen de higcbir saglik
problemi olmayan kisilerlerden, ancak hasta grubunda ise diyabet sikdyeti olan kisilerden
secilmesine 6zen gosterildi.

Calisma icin Firat Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisiinden 06.01.2010 tarihinde
yapilan 07 toplant1 sayil1 07 karar numarasi etik kurul onay1 alinmistir. Kan alinan kisilere
arastirma ile ilgili bilgi verilmistir. Hasta grubu F.U. Arastirma Hastanesi Dahiliye
Boliimiiniin  Endokrinololji servisine basvuran sigara ve alkol kullanmayan ayrica
diyabetten baska belirgin bir hastalii olmayan 20-65 yaslar arasinda yas ortalamasi
58,56+ 9,65 yil olan (23 erkek, 37 kadin) toplam 60 kisiden olusturuldu. Kontrol grubu
olarak secilen kisilerin ise hicbir saglik problemi olmayan alkol ve sigara kullanmayan yas
ortalamasi 35,06+7,69 yil olan (13 erkek 8 kadin) toplam 21 kisiden olusturuldu. Hasta ve
kontrol grubu kisilerden alinan kanlar ikiye ayrilarak EDTA’l1 ve EDTA’s1z tiiplere alindu.

2.1.1. Kan Orneklerinin Alinmasi

GSH ve GSSG ile yapilan islemler esnasinda GSH’1n oksidasyonunu ve bozunmasini
onlemek i¢in; kan aliminda kan hemolizini en aza indiren bir kelebek ignesiyle biyokimya
ve EDTA’lL tiiplere kan Ornekleri alinmali. Yukarida belirtilen durumlar g6z Oniine
aliarak; kontrol grubu ve tip 2 diyabetli hastalarda yaklagik 5 mL kan alindi. Alinan kan
orneklerinin her birinde GSH-Px ve GSH-Rd enzim aktivitesi calismak lizere 2 mL
EDTA’L tiiplere geri kalan 3 mL ise GSH ve GSSG calismak iizere biyokimya tiiplerine
alindi. Biyokimya tiiplerine alinan kanlar GSH ve GSSG ¢alismalarim yapmak i¢in 4500
devirde 5 dakika santifiiriijlenerek serumlarindan ayrildi. Ayrilan serum 6rneklerinde GSH
ve GSSG miktarlarimi belirlemek {iizere giinliik calisildi. EDTA’l tiiplere aliman kan
ornekleri 4500 devirde 10 dk santifiiriijlendi GSH-Px ve GSH-Rd enzim aktivitesi

calismak iizere kan 6rnekleri serumdan ayrildi. Serumdan ayrilan ornekler de GSH-Px ve



GSH-Rd enzim aktivitesi calismak icin hemolizat hazirland1 ve hazirlanan hemolizatlar

giinliik caligildi.

2.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar
karsilarinda belirtilmistir.

e GSH-Rd (Sigma)

e GSH (Merck)

e NaN; (Merck)

e NADPH (Applichem)

e H,0, (Merck)

e Na,HPO4 (Merck)

e KH,PO, (Merck)

e NaEDTA (Merck)

e KCN (Sigma)

e  K;Fe(CN)g (Merck)

e NaHCO; (Merck)

e TRIS-Base (Merck)

e TRIS-Asid (Merck)

e FAD (Fluka)

e  GSSG (Sigma)

e NaCIO4H,0 (Merck)

e H;PO4 (Merck)

e HCIO4 (Merck)

e Sodyum hidroksit, (Sigma)

2.1.3. Kullanmilan Alet ve Cihazlar

o Ultrasantrifiij : Beckman optima-L-70 K ultracentrifuge
e Spektrofotometre  : Secomam S. 750
® pH metre : Jenway 3010 pH Meter
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Magnetik karistirici : ARE Heating magnetic stirrer

e Hassas terazi : Chyo JL-189

e Karistirici :NM 110 Vorteks

¢ Otomotik pipet : Eppendrof 50-1000 pl

e HPLC : CE 1100 Series Merck Hitachi UV Detector L-4000
e HPLC kolonu : SGE Walkosil 11 5CI8 RS peptid kolonu

2.2. indirgenmis ve Yiikseltgenmis Glutatyonun Tayini

GSH ve GSSG miktarlarinin belirlenmesi i¢in biyokimya tiiplerine alinarak 3 mL
kan orneklerinden serumlar ayrildiktan sonra bu serum Orneklerinin 0.5 mL almip her
birinin tizerine 0.75 mL 0.5 M HCIO, ilave edilerek vortekslendi. Vortekslenen bu
orneklere 2.75 mL saf su ilave edilerek 4500 devirde 10 dk santiifiiriijlenip proteinler
cOktiiriildii. Santrifiijlenen siiziintiiniin iist kismindan dikkatlice 20 uLL alinarak HPLC‘ye
enjekte edildi. HPLC de Nucleosil (120 C18, 5 pm 15 x 0.46) kolonu ve mobil faz olarak
da c¢oziicli olarak 0.1% H3;PO, kullanilarak hazirlanmis olan 50 mM NaClOy4 ¢ozeltisi
kullanildi. Mobil fazin akis hiz1 0.7 mL/dk ayarlanark 215 nm’de 5,7 dk’da indirgenmis
glutatyon ve 22 dk’da ise yiikseltgenmis glutatyon tayin edildi [74].

Standart indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon cozeltilerinin hazirlanmasi:
Bes mL’lik balon jojeye 15 mg indirgenmis glutatyon ve iizerine 1 mL 0.5 M HClO, ilave
edilerek coziildii. Daha sonra saf su ile toplam hacmi 5 mL’ye tamamlanarak, 3000 pg/mL
indirgenmis glutatyon c¢o6zeltisi hazirlandi. Bu 3000 pg/mL stok c¢ozeltiden uygun
seyreltmeler yaparak 1.5, 3, 6, 12, 15 pg/mL indirgenmis glutatyon ¢ozeltisi hazirlandi.
Standart stok yiikseltgenmis glutatyon c¢ozeltisinde 5 mL’lik balon jojeye 10 mg
yiikseltgenmis glutatyon ve {izerine 1 mL 0.5 M HCIOy ilave edilerek ¢6ziildii. Daha sonra
saf su ile toplam hacmi 5mL’ye tamamlanarak, 2000 pg/mL indirgenmis glutatyon
¢ozeltisi hazirlandi. Bu 2000 pg/mL stok c¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yaparak 2.5, 5,
10, 15, 30 png/mL yiikseltgenmis glutatyon ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu ¢6zeltilerin
HPLC’de pik yiikseklikleri belirlendi. Bu pik yiiksekligine kars1 konsantrasyonlar grafige
almarak, calisma grafikleri ¢izilip, dogru denklemleri olusturuldu (Sekil 3 ve Sekil 4).
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Her calismada yeni bir calisma grafigi cizilerek o calismanin indirgenmis ve
yiikseltgenmis glutatyon verileri o giinkii calisma grafiginin dogru denkleminden

hesaplandi.
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Sekil 3. Yiikseltgenmis Glutatyon Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi
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Sekil 4. indirgenmis Glutatyon Calisma Grafigi ve Dogru Denklemi
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2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

Prensip: GSH-Px H,0, varliginda indirgenmis glutayonun (GSH) yiikseltgenmis
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. H,O,’in bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, GSH-Rd ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir.

2GSH+ H,0, _ G5t 2H,0 +GSSG (3.1)
NADPH+H+—>NADP+
2H,0 +GSSG 2GSH (3.2)
GSH-Rd

GSH-Px aktivitesi NADPH ‘in NADP’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkinin 340 nm’de okunmastyla olg¢iiliir [75].

2.3.1. Hemolizat Hazirlanmasi

EDTA’L tiiplere alinan 2 mL’lik kan ornekleri 2000 devirde 5 dk santifiijlenerek
serumlarindan ayrildi. Daha sonra kan serumlarindan ayrilan kan 6rnekleri 3 defa soguk %
0.9 ‘luk NaCl ile yikandi. Olusan hiicre siispansiyonundan 0.2 mL alinip iizerine 0.8 mL
soguk saf su ilavesiyle lizat elde edildi ve 15 dk derin dondurucuda eritrositlerin tamamen
parcalanmasi i¢in bekletildi. Bu lizat diger peroksidazlarin pozitif inhibisyonunu 6nlemek
icin esit miktarda cift giiclii drapkin cozeltisi ile karigtirildi. Bu karigtmin 0.1 mL’sine
icerisinde 0.005 M EDTA bulunan pH:7’de 0.05 M fosfat tamponundan 2.58 mL eklendi

ve boylece enzim kaynagi hazirlanmis oldu.

Deneyde Kullanilan Reaktifler

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

NaN; (1M) : 65 mg sodyum azid 1mL tamponda ¢oziildii.

NADPH (3 mM) : 10 mg NADPH 2 mL tamponda ¢oziildii.

GSH-Rd : Ticari preparattan (U/mL, spesifik aktivite ) direk olarak

seyreltme yapilmaksizin kullanildi.

H,0, (50 mM ) :15uL. H,O; alinip hacim 5 mL ye tamponla tamamlandi.
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Tampon (pH :7.5), 50 mM fosfat tamponu =600 mL. A+ 400 mL B+ 2.08 gr
NaEDTA ile hazirlandu.
A:Na,HPO,4 50 mM, 7.1 gr/L. B:KH,PO450 mM, 6.8 gr/L.

Deneyin Yapilisi Numune Kor
Fosfat tamponu (mL) 2.66 2.68
GSH (mL) 0.1 0.1
NADH (mL) 0.1 0.1
GSH-Rd (mL) 0.01 0.01
NaNj3 (mL) 0.01 0.01
Numune (eritrosit) (mL) 0.02

Tiipler iyice karistirilarak oda sicakliginda 25°C 30 dk inkiibe edildi ve siirenin
sonunda absorbansi okunacak her tiipe 0.1 mL H,0, ilave edilerek reaksiyon baslatildi.
Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede 5 dk siire ile takip edildi. ilk

absorbans-son absorbans degeri alinarak 5’e boliindii.

Hesaplama

GSH — Px Aktivitesi (U/ml) = =C0io= x ToELAN 3.3)
Rt ORNEK

AOD = Optik Dansite Degisimi

6,22 = 1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
VrtorLam= Toplam hacim

Vornek= Hemolizat hacmi

GEH —Px Aktivitesi

GSH — Px Spesifik Akliviiesi — —
Hb Lageri

3.4)

2.3.2. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) Ol¢iim Yontemi
Prensip: Glutatyon rediiktaz GSSG‘nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini

katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yiikseltgenen NADPH 1n 37 °C de 340

nm dalga boyunda absorbans farki ile belirlenir [76].
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GSH-Rd
NADPH + H' + GSSG NADP" + 2GSH 3.5)

Deneyde Kullamlan Reaktif

1. IM Tris tamponu ( pH: 8,0)

Tris asit 8,8 g

Tris baz 5,4 g

EDTA 0,14 g

Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2. 10 uM FAD

100 mM stok FAD hazirlmak i¢in 0,8 mg FAD saf su ile 10 mL’ye tamamlanir. Bu
stok FAD cozeltisi 1:10 seyreltilerek 10 mM FAD hazirlanir.

3.0.033 M GSSG

210 mg GSSG saf suile 10 mL’ye tamamlanir.

Kullanilacak olan miktar giinliik olarak hazirlanir

4. 2 mM NADPH

17 mg NADPH saf su ile 10 mL’ye tamamlanir. Kullanilacak olan miktar giinliik

olarak hazirlanir.

Deneyin Yapilisi
Ayiraglar 1 mL’lik tiiplere tablodaki gibi ilave edilir.

Kor (uL ) Ornek( plL)

IM TRIS tamponu 50 50
Hemolizat - 100
Saf su 790 690

10 uM FAD 100 100
37°C de 10 dk inkiibasyon

0.033 M GSSG 100 100

37 °C de 10 dk inkiibasyon

2 mM NADPH 50 50
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Hesaplama

GSH — Rd Aktivitesi (U/ml) =22 X ﬁ (3.6)
AOD = Optik Dansite Degisimi

6,22 = 1 mM NADPH nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

V1oplam = Toplam hacim

V6mek = Hemolizat hacmi

GSH — Rd Spesifik Aktivitesi = S0 _—2 Aktivites 3.7)
Hb Dageri

2.3.3. Hemoglobin Tayini

Hemoglobin miktar1 Drabkin yontemiyle 6lgiildii. Bu yontemde ferrisiyaniir
hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli demiri ii¢ degerlikli demire cevirerek
methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben potasyum siyaniir ile kararli bir
pigment olan siyanmethemoglobin meydana gelir. Siyanmethemoglobinin absorbansi

spektrofotometrik olarak 546 nm’de okundu [77].

Deneyde Kullanilan Reaktifler
1.Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN + 200 mg KsFe(CN)g + 1,01 gr NaHCO 3 alinarak

distile su ile 1 litreye tamamlana c¢ozelti renkli sisede ve oda 1sisinda 1 yil siireyle

saklanabilir.
2. hemoglobin standarti: 18 g/dL
Deneyin Yapihisi Kor (mL) Standart (mL) m (mL)
Drapkin ¢ozeltisi 5.0 5.0 5.0
Hb standart1 (mL) - 0.02 -
Hemolizat (mL) - - 0.02
Distile su (mL) 0.02 - -

Tiipler iyice kanstirildi ve oda 1si1sinda 20 dk bekletildikten sonra 546 nm’de kore

kars1 absorbanslari okundu [78].
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Hesaplama

18 gr/dL. Hb= 0.49 absorbans degerini verir.

Urrek absorbans

Hemoglobin (g/dl) =

% Standart Kensantrasyon 3.8)

Standart absorbans
esitliginden

Standart konsantrasyonu=18g/dL

Standart absorbans = 0.49

Standart Konsantrasyonu 18

Faktdr = —
Standart Absorbans 0,49

= 3673

3.9
Hemoglobin( g/dL) = Ornek absorbans x 36.73

2.4. Istatistiksel Degerlendirme
Calismadaki tiim istatistiksel degerlendirmeler SPSS 17.0 bilgisayar programi ile

yapildi. Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verildi. Independent-Samples

T-testi kullanildi. P < 0.05 anlamlilik diizeyi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
Uygulama sonunda elde edilen sonuglardan tip 2 diyabetli hastalarin ve kontrol
grubunun Yas, AKS (aclik kan sekeri), HbA1C, GSH, GSSG miktarlart GSH / GSSG orant

ile GSH-Px ve GSH-Rd aktiviteleri tablo 1 ve tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Tip 2 diyabetli hastalardan alinan kan 6rneklerindeki bazi1 parametreler

Ornek | Yas GSH GSSG GSH-Px | GSH-Rd
no (Yil) AKS HbAIC (ng/mL) (ng/mL) GSH/GSSG (U/g Hb) (U/g Hb)
1 53 169 8,90 7,08 7,94 0,89 9,30 1,49
2 57 158 9,20 10,83 9,16 1,18 15,28 3,66
3 53 152 8,00 9,58 8,55 1,12 8,35 1,61
4 36 220 10,60 11,53 10,38 1,11 13,89 1,42
5 62 120 6,90 10,00 11,82 0,84 14,58 1,53
6 42 173 9,00 8.33 10,59 0,78 15,43 2,75
7 50 208 11,40 9,87 10,56 0,93 11,39 2,74
8 49 198 10,40 10,41 9,72 1,07 17,63 1,59
9 70 162 11,60 12,91 13,04 0,99 21,31 1,10
10 60 125 7.80 8.33 11,59 0,71 13,87 1,33
11 54 188 10,30 9,58 11,69 0.81 15,85 2,99
12 57 137 6,80 10,65 9,06 1,17 22,10 3,09
13 52 230 8,60 11,66 9,15 127 7,47 1,83
14 69 170 7,60 10,41 8,06 1,29 6,67 1,00
15 53 266 6,50 12,08 10,50 1,15 8,27 1,49
16 70 198 10,60 12,50 8,94 1,39 15,50 3,55
17 57 142 6,80 13,87 9,72 1,42 15,81 1,39
18 68 276 10,80 12,67 11,28 1,12 16,52 2,47
19 66 207 10,90 9,65 8,06 1,19 11,17 1,44
20 55 164 8,60 9,16 7,50 122 16,23 2,33
21 54 247 10,10 9,16 7,94 1,15 15,39 2,20
22 37 153 7,00 7,65 8,67 0,88 7,30 3,75
23 44 114 8.80 13,75 12,16 1,13 22,41 1,86
24 55 90 8,10 7,08 6,72 1,05 14,23 1,16
25 73 183 7,40 11,87 11,60 1,02 11,68 191
26 52 154 9,70 10,88 10,26 1,06 10,09 1,70
27 56 158 8,80 11,58 9,94 1,16 14,19 1,93




28 71 172 7,70 12,08 11,26 1,07 19,90 1,75
29 46 128 9,60 12,91 14,04 0,92 18,69 1,23
30 62 182 14,20 13,50 9,94 1,35 12,23 1,79
31 76 222 9,90 14,17 13,72 1,03 14,24 3,70
32 75 189 10,90 12,08 11,28 1,07 16,36 2,47
33 62 104 9,70 11,25 10,50 1,07 15,31 3,26
34 44 142 13,50 8,75 7,28 1,20 12,58 1,37
35 64 190 11,10 12,00 11,76 1,02 13,50 2,52
36 62 191 10,70 13,25 13,16 1,01 11,78 2,23
37 55 202 10,00 9,58 8,72 1,09 11,83 1,98
38 69 203 11,00 11,25 11,60 0,97 16,32 1,37
39 59 285 11,80 11,25 10,37 1,08 16,94 3,67
40 55 172 9,60 10,00 8,50 1,17 11,90 2,35
41 62 198 12,00 8,67 7,28 1,19 14,98 3,25
42 64 267 11,80 12,68 11,25 1,12 14,01 1,85
43 50 371 11,40 11,00 8,06 1,36 15,37 1,01
44 60 382 14,80 13,33 9,16 1,45 16,25 1,84
45 61 323 13,70 1,17 6,89 1,04 15,27 1,39
46 56 265 10,30 8,33 6,72 1,24 17,16 1,47
47 60 243 9,50 7,50 6,50 1,15 16,19 1,04
48 34 229 9,30 8,75 7,50 1,67 13,54 2,20
49 69 203 11,00 12,50 9,93 1,26 8,11 1,12
50 71 438 15,40 13,75 11,28 1,21 10,17 1,45
51 60 298 10,50 12,92 12,50 1,03 10,95 1,71
52 65 314 15,70 7,08 6,50 1,09 14,68 2,52
53 50 257 9,80 8,58 8,50 1,01 11,71 2,45
54 70 173 10,70 7,08 6,06 1,17 15,74 1,90
55 59 273 10,90 8,75 7,09 1,23 17,51 1,93
56 72 127 12,20 8,75 7,50 1,17 10,84 3,33
57 56 426 15,30 9,58 8,50 1,13 15,38 1,80
58 62 316 14,90 7,67 7,50 1,02 13,32 3,37
59 59 216 16,50 8,33 6,72 1,24 10,98 2,04
60 70 485 10,50 12,92 11,96 1,08 14,54 1,82
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Tablo 2. Kontrol gruplarindan alinan kan 6rneklerindeki bazi parametreler

Omekno | 0 AKS | HbAIC osH GSSG 1 GsHygssg | OORTx | OSHRd
(Y1) (ug/mL) (ng/mL) (U/g Hb) (U/g Hb)
1 46 96 4,80 16,67 0,88 19,00 2,94 4,82
2 36 102 5,30 17,50 0,68 25,77 3,31 5,88
3 42 100 5,20 16,25 0,79 21,16 3,95 4,00
4 37 105 4,40 16,68 0,88 19,03 2,62 4,17
5 44 103 4,60 18,75 0,66 28,49 3,59 2,64
6 28 92 5,20 17,50 0,76 22,88 3,21 6,74
7 23 96 5,40 14,92 0,76 19,50 3,46 3,63
8 21 91 5,60 17,58 0,87 20,14 3,46 5,89
9 27 90 4,90 15,00 0,98 15,19 3,70 3,89
10 39 94 4,70 24,16 1,04 23,19 2,20 2,60
11 40 82 4,90 16,25 1,28 12,69 4,34 5,30
12 34 89 5,30 17,92 1,50 11,93 2,60 5,16
13 42 87 5,60 20,42 1,28 15,95 3,20 3,82
14 30 83 4,80 20,92 1,06 19,71 2,08 6,66
15 37 97 4,30 16,25 1,06 15,32 2,96 6,36
16 36 94 4,60 15,38 0,99 15,58 3,12 6,32
17 42 98 4,80 17,61 0,87 20,31 2,90 5,23
18 46 96 4,90 16,98 0,79 21,28 3,98 6,02
19 44 97 5,00 17,21 0,97 17,79 3,02 4,12
20 45 88 5,20 16,43 0,87 18,95 3,02 3,41
21 39 87 5,40 16,420 0,798 20,57 2,89 5,12
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Tablo 3. Kontrol grubu ve diyabetik gruba ait parametrelerin genel tablosu

Parametreler Kontrol Grubu Diabetik Grup P

Yas (y1l) 37,05 +7,45 58,57 £9,65 P<0.005
AKS (Aclik kan sekeri) (mg/dL) 93,67 £ 6,31 215,80 = 83,37 P<0.005
HbA1C 4,96 £ 0,37 10,45 £2,38 P<0.005
GSH (ug/mL) 17,47 £ 2,15 10,51+ 2,09 P<0.005
GSSG (ug/mL) 0,94 £ 0,211 9,57 £2,04 P<0.005
GSH / GSSG 19,26 £ 4,02 1,12+ 0,16 P<0.005
GSH-Px (U/g Hb) 3,17 £0,56 14,00 + 3,48 P<0.005
GSH-Rd (U/g Hb) 4,85 + 1,27 2,08 +£0,78 P<0.005

21,58 O Kontrol Grubu
& Diyabetik Grup

Yagx10  AK$x10 HoA1C GSH GSSG  GSH/GSSG ~ GSH-Px GSH-Rd

Sekil 5. Kontrol grubu ve diyabetik gruba ait parametrelerin siitun grafigi

Yas ve AKS degerlerini diger parametreler ile ayni siitiin grafiginde gostermek igin
bu iki deger 10 ¢ a boliinerek siitun grafiginde gosterildi. Gergek degerlerini bulmak icin

hem yas hemde AKS 10 ile ¢carpilmalidir.
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4. TARTISMA

Tip 2 diyabet insulinin tamamen veya kismen eksikligine bagl olarak gelisen kanda
sekerin normal degerlerin iizerinde oldugu bir hastaliktir. Toplumun %5-10’unda gériilen
ve hastalarin %80’inden fazlasinin 40 yas1 distii oldugu tip 2 diyabette, insiilin salgisi
normal veya normalden fazla oldugu halde, glukozun organizmaya alinmasi sonucu artan
plazma glukoz diizeylerine insiilin cevabinda azalma olmaktadir [61]. Tip 2 diyabet 40 yas
ve lizerinde ortaya ciktigindan dolayi, diyabetik hastalarin yas1 58,57 £ 9,65 yil iken,
konrol grubunun yas1 37,05 + 7,45 yil olarak tespit edilmistir.

Aym sekilde diyabetik hastalarin AKS degerleri 215,80 + 83,366 mg/dL iken,
kontrol grubunun AKS degerleri 93,667 * 6,319 mg/dL olarak bulunmustur. Bu
sonuclardan diyabetiklerin AKS degerleri kontrol grubundan yiiksek oldugu belirlendi
(p<0.005).

Metabolik stres sonucunda diyabetin komplikasyonlar1 olusmakta ve bu metabolik
stres  oksidatif olaylarin artmasina neden olmaktadir. Bu durum diyabet
komplikasyonlarimin  gelisimini  kolaylastiran  yapisal ve  fonksiyonel hasar
olusturmaktadir. Normalde ¢ok diisiik olan HbA1C diizeyinin kan konsantrasyonu, yiiksek
kan glukozu ile seyreden kisilerde total hemoglobinin %12 kadarina veya daha iizerine
cikabilmektedir. Ortalama eritrosit omrii 120 giin oldugundan HbA1C diizeyleri son dort
aylik siireyi kapsayacak sekilde dolasimdaki kan seker diizeyi icin iyi bir gosterge
olmaktadir [79-81].

HbAI1C diizeyleri son dort aylik siireyi kapsayacak sekilde dolasimdaki kan seker
diizeyi icin iyi bir gosterge oldugundan calismamizda kontrol grubunun HbAI1C
miktarlarinin (4,995 + 0,371) diyabetiklerinkinden (10,452 + 2,378 ) daha diisiik oldugu
belirlendi (p<0.005).

Antioksidan savunma sistemi, normal metabolizmanin isleyisi sirasinda koruyucu
roliinii yerine getirmektedir. Fakat asil etkisini hastalik veya organizmada herhangi bir
sebeple serbest radikal olusumundaki artis durumunda, artirmakta ve bu durumu
etkisizlestirmeye caligmaktadir. Viicutta serbest radikallerin olusumu ve uzaklastirilmasi
sirasindaki denge bu antioksidan savunma sistemi ile siirdiiriilmektedir. Eger denge radikal

olusumu tarafina bozulursa viicut bircok hastalikla kars1 karsiya kalabilir [82].



Diyabette antioksidan sistemin durumu ile ilgili yapilan c¢alismalarda degisik
sonuclara ulasilmistir. Mc Lennan ve ark [83] yapmis olduklarn ¢alismada deneysel
kosullarda olusturulan diyabetik ratlarda hepatik glutatyon konsantrasyonunu dl¢miisler ve
normal ratlara gore bir fark bulamamuslardir. Ayni sekilde Stankova ve ark [84]
granulositlerde GSH diizeyini diyabetik ve kontrol grubuna goére karsilastirmiglar ve bir
farklilhik olmadigin1 belirtmisler. Tip 2 diyabet hasta gruplart ve kontrol gruplarin
titkiiriiklerinde yapilan calismada lipid peroksidasyonu ve GSH diizeyleri kontrol grubu ile
benzer oldugu rapor edilmektedir [85].

Thomas ve ark [86] komplikasyonlu ve komplikasyonsuz Tip I ve Tip 1I
diyabetlilerde trombosit GSH diizeyini 6l¢miisler; kontrol grubuna gore biitiin gruplarda
GSH diizeylerini anlamli bir sekilde diisiik bulmuslardir. Nuttall ve ark [87] yaptiklar
arastirmada Tip II diyabetli hastalar kullanmislardir. Yagh hastalarla, geng ve yash kontrol
gruplarim karsilastirmiglar ve yash gruba gore plazma GSH’1 farkli olmamasina ragmen
geng kontrol grubuna gore yash Tip II diyabet hastalarinin plazma GSH seviyelerini
anlamli sekilde diisiik bulmuslardir. Eritrosit GSH seviyeleri ile diyabet arasindaki iligkiyi
inceleyen arastirmalarda da farkli sonuclara ulagilmistir. Diabetes Mellitus (DM)’li
hastalarda eritrosit GSH degerlerinin degismedigini savunan ¢aligmalari [88-91] yaninda,
diyabetle beraber bir¢ok sistemin etkilendigi ve GSH seviyesinin eritrositlerde dogrudan
veya dolayli olarak azaldiin1 savunan arastirmalar da vardir [18,92,93].

Deneysel ortamda yapilan calismalarda, Kashiwagi ve ark [94] endotel hiicre
kiiltiirlerinde yiiksek glukoz konsantrasyonu sonucunda glutatyon redoks siklusunun
bozuldugunu ve GSH diizeyinin anlamli bir sekilde diistiiglinii gozlemislerdir. Yapilan
baska bir ¢calismada diyabette GSH diizeylerinin saglikli kisilerden anlamh sekilde diisiik
oldugu rapor edilmektedir [61].

Tablo 3. ve sekil 5.’de goriilecegi iizere diyabetik hastalarin GSH miktarlarinin
(10,510 = 2,093 pg/mL) kontrol grubuna (17,466 + 2,151 pg/mL) gore diisiik oldugu
belirlendi (p<0.005). Bulgularimiz GSH miktarimin azaldigimi belirten literatiirlerle
uyumludur.

Tip 2 diyabetli hastalarda glutatyon ve glutatyonla ilgili antioksidan enzimlerin
oksidasyona duyarliliginin incelenmesi amaciyla hastalarin GSH-Px, GSH-Rd aktiviteleri
ile GSH ve GSSG seviyeleri 6lciilmiistiir. Olciimler sonucunda eritrositlerdeki glutatyon ve
glutatyonla ilgili antioksadan enzimlerin oksidasyona duyarli oldugu ve 6zellikle GSH-Px

ve GSH-Red’in oksidasyona daha ¢ok duyarli oldugu bulunmustur [95].
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Calismamizda diyabetik hastalarin GSSG degerleri (9,569 + 2,041 ug/mL) kontrol
grubuna (0,941 £ 0,211 pg/mL) gore yiiksek bulundu (p<0.005). (Tablo 3 ve Sekil 5).

Glutatyonun redoks diizeyi, indirgenmis ve oksitlenmis diizeylerinin oranina
(GSH/GSSG) baghdir. Bazal diizeyde GSH/GSSG orant 100’{in iizerindedir, ancak bir¢ok
oksidatif stres modelinde bu oran 1-10 arasinda degisim gostermektedir [88].

Bulgularimizda ise diabetiklerde GSH/GSSG oran1 (1,119 £ 0,166) kontrol grubuna
gore (19,260 + 4,022) daha diisiik oldugu godzlenmistir.

Yapilan baz1 calismalara gore kontrol ve tip 2 diyabet hasta gruplarinda GSH-Px
enzim aktivitesi arasinda alamli bir fark bulunmasa da diyabetli grupta GSH-Px
aktivitesinde bir azalma gozlenmistir [96].

Yine baz1 ¢aligmalarda diyabetli hastalarda serum glutatyon peroksidaz aktivitesinin
azalmis oldugu rapor edilmektedir [12,67-76,97].

Tip 2 diyabetlerde yapilan baska bir caligmaya gore ise akut egzersiz sonrast GSH-
Px aktivitesi kontrol grubuna goére 6nemli dl¢giide arttigr belirtilmektedir [98].

Bulgularimizda diyabetiklerin GSH-Px enzim akivitelerinin (14,005 + 3,485 U/g Hb)
kontrol grubuna (3,174 = 0,565 U/g Hb) gore daha yiiksek oldugu gozlendi (p<0.005).
(Tablo 3 ve Sekil 5). Goriilecegi lizere bulgularimiz GSH-Px aktivitesinin arttigini belirten
literatiirlerle uyumludur.

Yapilan ¢aligmada diyabette glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin azalmis oldugu
belirtilmektedir [98]. Bulgularimizda da aym sekilde diyabetiklerin eritrosit GSH-Rd
enzim aktivitelerinin (2,078 £ 0,781 U/g Hb) kontrol grubundan (4,850 £ 1,275 U/g Hb)
daha diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.005). (Tablo 3 ve Sekil 5).

Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan
FAD’ye transfer edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfid
kopriisiine transfer edilmek siiretiyle okside glutatyona aktarilmis olur [73].

Bulgularimiza gore diyabetiklerde GSH miktarinin azalmasi1 ve GSSG miktarinin
artmasi, GSH-Px aktivitesinin yiiksek olmasi ve GSH-Rd aktivitesinin diisiik olmas1 ile
aciklanabilir. Ciinkii Sekil 2 incelendiginde GSH’1 GSSG’ye doniistiiren GSH-Px
enzimidir. Aym sekilde GSSG’yi GSH’a doniistiiren GSH-Rd enzimidir. Diyabetiklerde
GSH-Rd enzim aktivitesinin diisik olmast hem GSSG’nin yeterince GSH’a
doniistiiriilememesi, hemde diyabetiklerde pentoz fosfat yolunda yeterli miktarda NADPH

tiretilememesi ile agiklanabilir.
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GSH ve GSSG ile GSH-Px ve GSH-Rd enzim aktiviteleri arasinda bir korelasyon
olup olmadigin1 belirlemek amaciyla, GSH / GSSG oraninda oldugu gibi hem kontrol
grubu hemde diyabetiklerin GSH-Px / GSH-Rd enzim aktiviteleri belirlendi.

Kontrol grubunda GSH-Px / GSH-Rd orani1 0,70 +0,24 iken, diyabetiklerde bu oranin
8,64 + 8,29 oldugu belirlendi.

Normal saglikli kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halinde iken,
diyabetiklerde ise bu denge serbest radikaller lehine bozulmakta ve diyabetin
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Iste bu antioksidan mekanizmalar1 daha aktif hale
veya bozulmus bu dengeyi antioksidanlar lehine artirabilinirse diyabetin komplikasyonlart
en aza indirgenebilir.

Tiim bu sonuglardan diyabetiklerde GSH miktarinin azalirken GSSG miktarinin
arttigi, hem GSH-Px hemde GSH-Rd enzim aktivitelerinin artig1 belirlenmistir. Tablo 1 ve
Tablo 2 tek tek incelenmis, fakat GSH-Px ve GSH-Rd enzimlerinin aktiviteleri ile GSH ve
GSSG arasinda net bir iligki belirlenememistir. Saglikli bir iliski veya korelasyonun

belirlenmesi icin ileriki ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

27



5. KAYNAKLAR

[1] Bianchi G, Solaroli E, Zaccheroni V et al. Oxidative stress and anti-oxidant metabolites
in patients with hyperthyroidism: effect of treatment. Horm Metab Res 1999;
31: 620-4.

[2] Diplock AT. Antioxidant nutrients and disease prevention: an overview. Am J Chim
Nutr 1991; 53: 1895-935.

[3] Buege JA. Aust SD.(1978)Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol, 12: 302-
10.

[4] Cheeseman KH, Slater TF. (1993)An introduction to free radical biochemistry. Br
Medical Bulletin, 49(3): 481-93.

[5] Dormandy TL.(1983)An approach to free radicals. Lancet, October 1010-1014.

[6] Freeman BA, Crapo JD.(1982) Biology of disease free radical and tissue injury. Lab
Invest, 47: 412-26.

[7] Halliwell B, Gutteridge JMC.( 1989)Free radicals in biology and medicine.Oxford,
Clarendon Pres, 177-8.

[8] Burdon RH, Gill V, Rice-Evans C. (1989)Cell proliferation and oxidative stress. Free
Radic Res Commun, 6: 345-58.

[9] Burdon RH. Gill V, Rice Evans, C.( 1990)Oxidative stress and tumor cell proliferation.
Free Radic Res Commun, 11: 65-76.

[10] Goldstein BD, Czerniecki B, Witz G. (1986)The role of free radicals in tumor
promotion. Environ Health Perspect, 81: 55-7.

[11] Dizdaroglu M. (1991)Chemical determination of free radical-induced damage to
DNA. Free Radic Biol Med, 10: 225-42.

[12] S6zmen EY. (2002)Yaslanma biyokimyasi. In : Onat T, Emerk K, S6zmen EY .
InsanBiyokimyasi. Ankara: Palme Yayincilik; 665-74

[13] Cross CE, Halliwell B, Borish ET, pryor WA, Amos BN, Saul RL, et al.
(1987)Oxygen radicals and humar disease. Ann Intern Med,107: 526-45

[14] Chappey O, Dosoquet C, Wautier MP.(1997) Advanced glycation end products,
oxidant stress and vascular lesions. Eur Clin Invest, 27: 97-108.

[15] Giugliano D, Paolisso G, Ceriella A. (1996) Oxidative stress and diabetic vascular
complications. Diab Care, 19: 257-67.

28



[16] Baynes JW.(1991) Role of oxidative stress in development of complications in
Diabetes. Diab, 40: 405-12.

[17] Wolff SP.(1993)Free radicals, transition metals and oxidative stress in the aetiyology
of diabetes mellitus and complications. Brit Med Bull, 49: 642-52.

[18] Fujiwara Y, Kondo T, Murakami K, Kawakami Y.(1989) Decrease ofthe inhibition of
lipid peroxidation by glutathione—dependent system in erythrocytes of non-
insulin dependentdiabetics. ClinWoch, 67: 336-41.

[19] Murakami K, Kondo T, Ohtsuka Y, Fujiwara Y, Shimada M,Kawakami Y.(1989)
Impairment of glutathione metabolism inerythrocytes from patients with
diabetes mellitus. Metab; 38: 753-8.

[20] Stohs SJ.(1995) The role of free radicals in toxicity and disease. J Basic Clin Physiol
Phrmcol, 6: 205-28.

[21] Halliwell B.(1987) Oxygen radicals and human disease Ann Int Med , 107: 526-45.

[22] Esterbauer H, Gebicki J, Puhl H, J.gens G.(1992) The role of lipid peroxidation and
antioxidants in oxidative modification of LDL. Free Radic Biol Med, 13: 341-
90.

[23] Arrick B, Nathan C. (1984)Glutathione metabolism as determinant of the therapeutic
efficacy: a review. Cancer Res, 33: 4224-32.

[24] Akkus U.(1995) Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri. Konya: Mimoza Yay

[25] Goziikara, E. (2001) “Biyokimya”, cilt 1, sf: 709-712

[26] Meister A, Anderson ME.(1983) Glutathione. Ann Rev Biochem, 52: 711-760.

[27] Meister A. (1994) Glutathione, ascorbate and cellular protection. Cancer Res Suppl,
954: 1969s-1975s

[28] As1,T., ‘Tablolarda Biyokimya’ , 1996 , cilt 1, syf : 222.

[29] Emerk , K.,Onat, T.temel biyokimya, 2. Baski , Saray Medikal Yaymncilik ve
Tic.Ltd.Sti, 19997 , izmir—Tiirkiye

[30] Deneke SM, Fanburg BL.(1989) Regulation of cellular glutathione. Am J Physiol,
257: L163-L173.

[31]Meister A.(1983) Selective modification of glutathione metabolism. Science, 220: 472-
477

[32] www.google.com.tr\www.sabah.com.tr

29



[33] Mutoh H, Hiraishi H, Ota S, et al. (1990) Protective role of intracellular glutathione
against ethanol-induced damage in cultured rat gastric mucosal cells.
Gastroenterology, 98: 1452-1459

[34] Cochrane CG. (1991) Cellular injury by oxidants. Am J Med, 3C23S-3C30S .

[35] Ambrosio G, Santoro G, Tritto I, et al.(1992) Effects of ischemia and reperfusion on
cardiac tolerance to oxidative stress. Am J Physiol, 262: H23-H30

[36] Goldin E, Ardite E, Elizalde JI, et al.(1997) Gastric mucosal damage in experimental
diabetes in rats: role of endogenous glutathione. Gastroenterology, 112: 855-
863

[37] Cnubben N.H.P, Rietjens .M.C.M, Wortelboer H, Zanden J., Bladeren P.J. The
interplay of glutathione-related processes in antioxidant defense.
Envorimental Toxicology and Pharmacology. 2001; 10:141-152.

[38] Scherer NM, Deamer DW. (1986) Oxidative stress impairs the function of the
sarcoplasmic reticulum by oxidation of sulphyrdryl groups in the Ca++-
ATPase. Arch Biochem Biophys, 246: 589-601

[39] Ishikawa T, Zimmer M., Sies H. (1986) Energy-linked cardiac transport system for
glutathione disulfide. FEBS Lett, 200: 128-132.

[40] Menguy R, Desbaillets L, Masters YF. (1974) Mechanism of stress ulcer: influence of
hypovolemic shock on energy metabolim in the gastric mucosa.
Gastroenterology, 66: 46-55.

[41]Acan NL, Tezcan EF. (1992) Glutatyon rediiktaz. Biyokimya Dergisi, 17(2): 67-83.

[42] Gutteridge JMC, Halliwel B. (1988) The Deoxsiriboz Assay: An assay both for free
radical and for sitespecific hydroxyl radical production. Biochem, 253-953.

[43] Underwood EJ. (1997) Trace elements in human and animal nutrition. Acedemic Pres
NewYork, pp:302-346.

[44] Oldfield SE. (1987) The two faces of selenium. J. Nutrition, 117, 2002-2008

[45] Kutsky RJ. (1981) Hand book of vitamins, mineral and hormones. 2th Ed. VMR, 157-
207, New York.

[46] Pearson DJ, Suarez-Mendez VIJ. (1990) Abnormal platelet hydrogen peroxide
metabolism in aspirin hypersensitivity. Clin Exp Allergy, 20, 157-63.

[47] Halliwell B.(1994) Free radical antioxidants in human disease. Curiosity, cause or

consequence. Lancet, 344, 721-724.

30



[48] Wayner DDM, Burton GW, Ingold KU, Barclay LRC, Locke SJ. (1987) The relative
contributions of vitamin E, urate, ascorbate and proteins to the total peroxyl
radical-trapping antioxidant activity of human blood plasma. Biochim
Biophys Acta, 924, 408-419.

[49] Adam B, Yigitoglu R. (2008) Biyokimya & Klinikbiyokimya, sf : 580.

[50] Géziikara, E. (2001) Biyokimya, cilt 2, sf: 710.

[51]Das D, Banerjee RK.(1993) Effect of stress on the antioxidant enzymes and gastric
ulceration. Mol Cell Biochem, 125: 115-125.

[52] Menguy R. (1981) Role of gastric mucosal energy metabolism in the etiology of stress
ulceration. World J Surg, 5: 175-180.

[53] Pal SN, Dandiya PC. (1994) Glutathione as a cerebral substrate in depressive
behavior.PharmacolBiochem Behav, 48:845-851

[54] Kumaraguruparan , R., Subapriya , R.,Kabalimoorthy , J., Nagini,S ‘Antioxidant
profili in the circulation of patients with fibroadenoma and adenocarcinoma
of the breast’, Chinical biochemistry , 2002 , 35:275-279

[55] Pasaoglu H.muhtaroglu, S.,Giines M ., Utas C., ‘The role of oxsidative state of
glutathione and glutathione -related enzymes in anemia of hemodialysis
patients’ Chinical Bio. Chemistry , 1996 , 29(6) : 567-572

[56] Piemonte,F., Pastore , G.tagliacozzi ,D., Santorelli FM., Carrozzo ,R.,Casali,
C..Damiano, M., Federici ,G., and Bertini ,E.’Glutathione in blood of patients
with friedreich’s otaxia’ , European journal of clinical investigation , 2001 ,
31:1007-1011

[57] Hasselbaink DM, Glatz JFC, Luiken JJFP, Roemen THM, Vusse GJV. Ketone bodies
disturb fatty acid handling in isolated cardiomyocytes derived from control
and diabetic rats. Biochem J 2003; 371: 753-760.

[58] Abou-Seif MA, Youssef AA. Evaluation of some biochemical chenges in diabetic
patients. Clin Chim Acta 2004; 346: 161-170

[59] Sacks DB. Carbohydrates. In: Burtis CA, Ashwood ER, Editors. Tietz Textbook of
Clinical Chemistry, 2nd ed. Philadelphia. Saunders 1994; 928-1001

[60] Langenstroer P, Pieper GM. Regulation of spontaneous EDRF rebase in diabetic rat
aorta by oxygen free radical. Am J Physiol 1992; 263: 257-265

31



[61] Cengiz M, Cengiz S. Tip 2 diyabetli hastalarda C vitamini uygulamasinin eritrosit
glutatyon ve HbA1C diizeyleri iizerine etkisi. Cerrahpasa Tip Dergisi 2000;
31: 211-215

[62] Ceriello A, Giugliano D, Quatraro A, Dello Russo P, Torello R. A preliminary note on
inhibiting effect of *-tocopherol on protein glycation. Diabet Metab 1988; 14:
40-52

[63] Akgiil E, ilhan N, Ilhan N, Halifeoglu I. Tip II Diabetes mellitusta lipid
peroksidasyonu ve eritrosit antioksidan enzim aktiviteleri. Tiirk Biyokimya
Dergisi 1999; 3: 28-33

[64] Memisogullari R, Taysi S, Bakan E, Capoglu I: Antioxidant Status and Lipid
Peroxidation in Type II Diabetes Mellitus. Cell Biochem Func. 21: 291-296,
2003

[65] Memisogullann R, Bakan E: Levels of ceruloplasmin, transferrin, and lipid
peroxidation in the serum of patients with Type 2 diabetes mellitus. Journal of
Diabetes and Its Complications. 18: 193— 197, 2004.

[66] Alper G. Diyabet. In: Onat T, Emerk K, S6zmen EY, (eds). Insan Biyokimyasi.
Ankara, Palme Yayincilik, pp: 248-257, 2002.

[67] Ostenson, C. G: The pathophysiology of type 2 diabetes mellitus: an overview. Acta
Physiologica Scandinavica. 171: 241- 247, 2001.

[68] Lipinski, B: Pathophysiology of oxidative stress in diabetes mellitus. Journal of
Diabetes and Its Complications. 15: 203-210, 2001.

[69] Memisogullart R. Plazma Homosistein Diizeyleri ile Tip 2 Diyabet,
Komplikasyonlar1, Kontrolii ve Siiresi Arasindaki iliskinin Arastiriimasi.
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, Uzmanlk Tezi,
Erzurum, 2003

[70] Cherubini A, Ruggiero C, Polidori MC, Mecocci C: Potential markers of oxidative
stress in stroke. Free Radical Biology & Medicine. 39: 841 — 852, 2005.

[71] Young IS, Woodside JV. Antioxidants in health and disease. J Clin Pathol 54:176-
186, (2001)

[72] Taysi, S., Polat, F., Gul, M., Sari, RA., Bakan, E: Lipid peroxidation, some
extracellular antioxidants, and antioxidant enzymes in serum of patients with

rheumatoid arthritis. Rheumatology International. 21 (5): 200-204, 2002

32



[73] Taysi S, Kocer I, Memisogullari R, Kiziltunc A: Serum oxidant/antioxidant status in
patients with Behcet's disease. Ann Clin Lab Sci. 32(4):377-82, 2002.

[74] Dawes P, Dawes E. (2000) SGE Chromatography Products Catalog, pg: 182.

[75] Ilhan, N.,”’Deneysel olarak karaciger iskemi reperfiizyon hasar1 olusturan kobaylarda
oksidan ve antioksidan sistemin incelenmesi’’ F.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Doktora Tezi, 1998, Elaz1g.

[76] Beutler E:Red Cell Metabolism. A manual of biochemical methods. 3th Ed. Grune
&Stratton.Orlando.1984:72-73,74-75,105-106.

[77] Tietz N.W.(1986) Textbook of Clinical Chemistry W.B. Saunders Company, 1532-
1534.

[78] Fairbank ,VK., and Farias, RN.,”’Biochemistry Aspects of Hemotology’’.
Ed.NW.Tietz N.W.(1986) Textbook of Clinical Chemistry W.B. Saunders
Company, 1532-1534.

[79] Davidson VL, Sittman DB. Biyokimya. Giiner G (Ceviren).1.Baski, Istanbul: Nobel,
2000

[80] Akgiil, E. Tip II diabetes mellituslu hastalarda oksidan ve antioksidan mekanizmalarin
incelenmesi. Uzmanlik Tezi. Elazig: Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dal1, 1996

[81] Wolf SP, Dean RT. Glucose autoxidation and protein modification: The potential role
of autoxidative glycosylation in diabetes Biochem J 1987; 245: 243-250

[82] Yaprak M. Akut Miyokart Enfarktiisiinde Biyokimyasal Parametreler ve Antioksidan
Sistemle Iligkisi (Doktora Tezi). Cukurova Un. Tip Fak. Biyokimya A.B.D.
Adana. 1998

[83] Mc Lenan SV, Heffernan S, Wright L, Rae C, Fisher E, Yue DK, Turtle JR.(1991)
Changes in hepatic glutathione metabolism in diabetes. Diab, 40: 344-348

[84] Stankova L, Riddle M, Larned J, Burry K, Menashe D, Hart J,Bigley R.(1984) Plasma
ascorbate concentrations and blood celldehydroascorbate transport in patients
with diabetes mellitus. Met, 33: 347-353

[85] Al-Rawi NH ‘Oxidative stress, antioxidant status and lipid profile in the saliva of type
2 diabetics’. DiabVascDisRes 2011 Jan ;8(1):22-8

[86] Thomas G, Skrinska V, Lucas FV, Schumacher P.(1985) Platelet glutathione and
thromboxane synthesis in diabetes. Diab,34: 951-954.

33



[87] Nuttall SL, Dunne F, Kendall MJ, Martin U.(1999) Age-independent oxidative stress
in elderly patients with non-insulin-depentent diabetes mellitus. QJ Med, 92:
33-38.

[88] Som S, Basu S, Mukherjee D, Deb S, Choudhury PR, Mukherjee S, Chatterjee SN,
Chatterjee IB.(1981) Ascorbic acid metabolism in diabetes mellitus. Metab,
30: 572-7.

[89]Sedlak J, Lindsay R. (1968) Estimation of total, protein—bound and nonprotein
sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s reagent. Anal Biochem, 25: 192-
205.

[90]Caren R, Carne HO.(1951) The blood glutathione level and its response to insulin in
diabetic and non diabetic patients and a case of insulin resitance. Am J Med
Sci, 221: 307-17..

[91] Banerjee A. (1982) Blood dehydroascorbic acid and diabetes mellitus in human
beings. Ann Clin Biochem, 19: 65-70.

[92] Brownlee M, Vlassara H, Cerami A.(1984) Non enzymatic glycasylation and the
pathogenesis of diabetic complications. Ann Intern Med, 101: 527-37

[93] Seltzer HS. (1957) Blood glutathione in mild diabetes mellitus before treatment and
during sulfonylurea induced hypoglycemia. Proc Soc Expt Biol Med, 95: 74-
6.

[94] Kashiwagi A, Asahina T, Ikebuchi M, Tanaka Y, Takagi Y,Nishio Y, Kikkawa R,
Shigeta Y.(1994) Abnormal glutathione metabolism and increased
cytotoxicity caused by HyO, in human umbilical vein endothelial cells
cultured in high glucose medium. Diabet, 37: 264-269

[95] Dinger , Y., Alademir, Z., flkova, H., Akcgay ,T., © Susceptibility of glutatione
peroxide in patient with type 2 diabetes effect of glycemic control’ ,Clinical
Bio .,2002, 35:297-301

[96] Cigremis Y,Kose M,Ozugurlu F,Turkoz Y,Egri M, Tip Il Diabetes mellitus’lu
hastalarin eritrosit i¢i Cu,Zn,SOD,CAT ve GSH-Px atioksidan enzim
diizeylerinin arastirilmas1’ G.U fen Bilimleri dergisi 16(2):239-244,2003

[97] Komosinska-Vassev K, Olczyk K, Olczyk P, Winsz-Szczotka K. Effects of metabolic
control and vascular complications on indices of oxidative stress in type 2

diabetic patients. Diabetes Research and Clinical Practice 68 (2005) 207-216

34



[98] Kostic N,Caparevic Z,Marina D,Ilic S,Radajcovic J,Cosic Z,Celic V ‘Clinical
Evaluation of Oxidative Stres in Patients With Diabets Mellitus Type II-
Impact of Acute Exercise’ Vojnosanitetski Pregled.Strana 459 :66,6 (2009)

35



OZGECMIS

19.04.1983 Malatya dogumluyum. 1k ve orta 6grenimimi Malatya’da tamamladiktan
sonra 2003 yilinda Inonii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinde Yiiksek
O0grenimime basladim 2007 yilinda bu bdéliimden mezun oldum.2008 yilinda Firat
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali (Biyokimya) yiiksek lisansa

basladim, halen yiiksek lisans egitimime devam etmekteyim.

36



