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TESEKKUR

Yuksek lisans @timim boyunca dgerli bilgi ve deneyimlerinden yararlargim,
calismalarimin  yonlendiriimesinde ve devam etmesinde i@l destgini benden
esirgemeyen derli dangman hocam Sayin Prof. Dr. S. Simin ROTA'ya en ictayg! ve
tesekkirlerimi arz ederim. Ayrica Pamukkale Universit€ip Fakiiltesi Biyokimya A.D.'da
egitim veren ve Uzerimde erpebulunan her hocamagekkir ederim.

Calsmalarim sirasinda benden deggsteve bilgi birikimini hicbir zaman esirgemeyen
Aysen Kardglere ve Semih Tan’a, yuksek lisangitenim boyunca manevi desteklerini
esirgemeyen aileme ve gahamin dgisik asamalarinda bana yardimci olan herkese sonsuz
tesekklr ederim.



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yurutilmesigtamémalarinin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel g& ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu ¢alsmanin dgrudan birincil Grind olmayan bulgularin, verilexia
materyallerin bilimsel efle uygun olarak kaynak gosterigthi ve alinti yapilan
calismalara atfedildiini beyan ederim.
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OZET

DENEYSEL OLARAK DiYABET OLU STURULMU S SICANLARDA
VITAMINLER IN OKSiDASYONA ETKISi

Bostancl, H. Eren
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya ABD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. S. Simin ROTA
Eylul 2014, 53 Sayfa

Bu calismada, streptozotosin (STZ) ile diyabet olsturuimus (STZ-diyabet)
sicanlarda vitamin E ve C’nin bobrek dokularinda lipid peroksidasyonu ve antioksidan
sisteme ait bazi enzim aktiviteleri aratirilmi stir. Erkek wistar albino cinsi sicanlar her
grupta 8 adet olmak Uzere bg gruba ayriimistir. Gruplar diyabetik olmayan kontrol
grubu (K), diyabetik grup (D), diyabetik + E vitamini grubu (E), diyabetik + C vitamini
grubu (C), diyabetik + E vitamini + C vitamini grub u (EC) olarak ayriimistir. Deneysel
diyabet 55mg/kg streptozotosinin intraperitoneal (ip.) olarak enjeksiyonu ile
olusturulmu stur. Diyabet olusturulduktan sonra dort hafta boyunca, her gun i.p yolla
268 mg/kg E vitamini, gavaj yolu ile 250 mg/kg C wamini verilmi stir. Bobrek doku
homojenatlarinda lipid peroksidasyonunun bir gostegesi olarak malondialdehit (MDA)
degerleri olculmis, antioksidan enzimlerden ise superoksit dismutazSOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleridlctImustr.

Yapilan calisma sonucu D grubunun MDA deerleri K (p=0,004), E (p=0,008), C
p=0,032) ve EC (p=0,008) gruplarinin MDA dgerlerinden anlamli derecede ylksek
bulunmustur. CAT enzimi dizeyleri ise gruplar arasinda istdistiksel olarak anlamli bir
fark gostermemistir (p>0,05). SOD enzimi dizeyleri ise D grubunda Kgrubuna gére
artmis (p=0,004), EC grubunda C grubuna (p=0,032) ve D gbuna goére (p=0,008)
anlamli derecede dgik bulunmustur. GSH-Px enzim dizeyleri, D grubunda (p=0,004)
ve C grubunda (p=0,017) K grubuna gére belirgin birartis olmustur. E (p=0,008), C
(p=0,008), EC (p=0,008) gruplarinin GSH-Px duzeyler ise D grubu ile
karsilastirildi ginda anlamli olarak disik, EC ve C grubu karsilastirildi ginda ise EC
grubu anlamli derecede digiik bulunmustur (p=0,008).

Sonu¢ olarak bu calsmada E ve C vitaminlerinin diyabetik si¢canlarda arimis
olan lipid peroksidasyonunu azalttgl ve buna bali olarak da artmis olan SOD, GSH-Px
duzeylerinin dismesine neden oldgu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Vitamin C, Vitamin E, Siperdkddismutaz,
Malondialdehit, Glutatyon peroksidaz, Katalaz, tozotosin



ABSTRACT

EFFECTS OF VITAMINS TO THE OXIDATION OF THE RATS ES TABLISHED
EXPERIMENTAL DIABETES

Bostanci, H. Eren
M. Sc. Thesis in Med. Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. S. Simin ROTA

September 2014, 53 Pages

In this study, the effects of vitamin C and vitaminE on lipid peroxidation and
antioxidant enzyme activities in kidney tissue of teeptozotocin-induced diabetic rats
were investigated. Male wistar rats, were groupednio five each consisting 8 rats as
(non-diabetic control (K), diabetic (D), diabetic Mtamin E (E), diabetic Vitamin C (C),
and diabetic Vitamin E and C (EC). Diabetes mellits was induced in rats by
intraperitoneal injection of 55mg/kg STZ. After the injection, i.p. 268mg/kg. vitamin E,
250 mg/kg vitamin C by gavage were administrated fofour weeks. As an indicator of
lipid peroxidation malondialdehyde (MDA) levels, atioxidant enzymes as superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and and glutothionperoxides (GSH-PX) activities
were measured in kidney tissue homogenates.

In the study, MDA level of group D was significanty higher than groups K
(p=0,004), E (p=0,008), C p=0,032) and EC (p=0,008tatistically significant difference
was not observed in CAT levels among the groups (p705). SOD enzyme levels in group
D was higher compared to group K (p=0,004), and logr in group EC compared to
groups C (p=0,032), and D (p=0,008). GSH-Px enzynvels in group D (p=0,004) and
group C (p=0,017) were significantly higher comparé to group K. Group D GSH-Px
levels were significantly lower whwn compared to goup E (p=0,008), C (p=0,008) and
EC (p=0,008), GSH-Px levels of EC group was lowep£0,008) compared to goup C.

As a result, in this study it was demonstrated thavitamin C and vitamin E have
positive effect on lipid peoxidation and as a restildecreased the highr levels of MDA,
SOD, GSH-Px levels of diabetic rat kidney tissues.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) toplumumuzda ¢ok sik gorgl&alitimsal ve cevresel
etkenlerin birlgimi ile olusan ve kan glukoz dizeyinin yikselmesi ile sonugiana
metabolik bir bozukluktur. Okan metabolik bozukluk uzun vadede bircok rahagazli
sebep olmaktadir. Hipertansiyon, nefropati (b6bsekmezIgi), retinopati (gérme
bozukluyzu), periferik noropati (sinir bozuk$iw) bunlardan yalnizca birkacidir (Kok
2011).

Diabetes mellitus, kan glukoz dizeyinin yikselmésiinstlin sekresyonunun
bozulmasi sonucu getinektedir. Insilin sekresyonunda ki bozulmalar serbest radikal
dizeyinin bdtin vlcutta artmasina sebep olmaktabwedurumda dokulara zarar
vermektedir. Olgan serbest radikalleri ortamdan uzakianak icin vicut stperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon perokgid GSH-Px) gibi antioksidan
enzimler sentezler. Sentezlenen bu enzimler, rédika indirgenmesini sgayarak
dokularla etkilgime girmesini engeller ve ortamdan uzaklar. Ancak diabetes
mellitus durumunda sentezlenen enzimler yeterlimalamakta ve dokular hasar
gormektedir (D6nder 2012, Kok 2011, Tekkes 2006).

Enzimlerin radikalleri uzakkirmada yetersiz oldiw durumlarda antioksidan
sisteme katkisi oldiu disintlen vitamin E, vitamin C, likopen, benfotiamgibi
yapilar vicuda alinarak destek verilir. Bu yapraantioksidan enzimlere katkida
bulunarak aktivasyon seviyelerine iteici etkileri olduklari belirtiimitir (Donder
2012, Kok 2011, Tekkes 2006).

Bu amacla 40 adet wistar albino cinsi sican 5 grapalmi ve gruplardan
dordine STZ verilerek diyabet gturulmuwstur. Diyabet olgturulan sicanlara 30 gin
boyunca vitamin E ve vitamin C verilergniardindan bébrek dokularindaki antioksidan
enzim duzeyleri (SOD, CAT, GSH-Px) ve oksidatikestgostergesi olan malondialdehit
(MDA) dizeyi 6lgulmigtar.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus tim dunyada hizla yayilan, yiksektalite ve morbidite riski
tastyan bir hastaliktir (Altan vd 2006). 1921 yilingestlinin bulunmasi ile diyabetin
tum tiplerinde tedaviye yakjan desismis ancak kesin bir tedavisi bulunamatm
Kaltimsal olarak aktarilg bilinen diyabetinsismanlarda ve ileri ygi insanlarda
digerlerine gbre daha sik gorulglii belirlenmgtir (Ahima 2009, Bgnacgik 1997,
Petrofsky 2008).

Diabetes mellitus, insulin eksikli ile organizmanin protein, ya ve
karbonhidrattan yararlanamgdive sonucta c¢#tli sistemleri etkileyen kronik bir
hastaliktir. Kanda bulunan glukozun dokular tarddm kullanilamamasi sonucu serum
glukoz dizeyinin artmasina hiperglisemi denir. @t&s mellitus, insulin salinimi veya
islevindeki bozukluk nedeni ile ojan hiperglisemi sonucunda g&li Hiperglisemi
sonucu gelien oksidatif stres, prooksidan ve antioksidanlaasendaki dengenin
bozularak prooksidan yoniinde kaymasi ilesotuInsulin salinimindaki yetersizlik
sebebi ile ileri dbnemde alan kronik anjiopati, kardiyomiyopati, noropati ve
retinopati gibi komplikasyonlar hastgin 6nemini artirmaktadir (Kok 2011,
Ozkorkmaz 2008).

2.2.  Tani ve Siniflama

Son 17 yilda diyabet tani ve siniflamasindgigldikler yapiimistir. Amerikan
diyabet Birligi (ADA), 1997 yilinda diyabet tani ve siniflamatkrierini yayinlamgtir.
Ardindan 1999 yilinda Diinya 8l& Orgiitli (WHO) kucuk dgsikliklerle bu kriterleri
kabul etmgtir (Baskal 2003).

Diabetes mellitus ve glukoz metabolizmasinipedibozukluklari igcin 2003 ve
2010 yili revizyonlarini da kapsayan yeni tani ektdri Tablo-1.1'de gorulmektedir
(Tarkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dergie2013).



Tablo 2.1. Diyabetes mellitus tani kriterleri (Turkiye Endotoloji ve Metabolizma

Dernesi 2013)

A Clxxx]

(=48 mmol/mol)

. i P DM Riski
13 3]
Asikar DM Izole IFG Izole IGT IFG + IGT Yiiksek
e =126 mg/dl 100-125 mg/dl | <100 mg/dl | 100-125 mg/dL .
(=8 st acliktal -
OGTT 2.5tPG _ i : .
175 g glukoz) >200 mg/dl <140 mg/dl | 140-199 mg/dl | 140-199 mg/dl
Rastgele PG =200 mg/dl + Diyabet . ~ ~ B
semptomlari
=%6 5 %5 V-6 4

(39-46 mmol/mol)

olcdlmelidir

H*Glisemni venidz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile “mg/dl” olarak élcilir. "Asikar DM~ tamisi icin dort tani kriterinden herhangi
birisi yeterli iken “lzole IFG", “lzole IGT " ve "IFG + IGT " icin her iki kriterin bulunmasi sarttir. **2006 yili WHO/IDF Raporunda
normal APG kesim noktasinin 110 mg/dl ve IFG 110-125 mg/dl olarak korunmasi benimsenmistir. ***Standardize metotlarla

DM: Diabetes mellitus, APG: Aclik plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozil-
lenmis hemoglobin A, , IFG: Bozulmus aclik glukozu limpaired fasting glucose), IGT: Bozulmus glukoz toleransi [impaired glucose
tolerance), WHO: Dunya Saglik Orgutu, IDF: Uluslararasi Diyabet Federasyonu.

Diabetes mellitus siniflandirmasinda dort klingk yer almaktadir. Bunlarin tgu

primer iken (tip 1, tip 2, Gestasyonel diyabet (GPMligeri sekonder diyabet (spesifik

diyabet tipleri) olarak bilinmektedir (Turkiye Enkiinoloji ve Metabolizma Derng

2013).

2.3.

Tip 1 Diabetes Mellitus

Her yata gorulebilen Tip 1 diyabet, cocuk ve genclerdeadsik gorilmektedir.

Diyabet hastalarinin % 5-10’luk kismini giuran Tip 1 diyabet pankresta bulun@n

hicrelerinin harabiyeti ile obur ve insiline bamhdir. Hiperglisemik bulgular aniden

ortaya cikar, @iz kurulyu, achk hissi, kilo kaybi ve yorgunluk gibi semptiar

gorular.

Kan sekerinin evde dizenkiekilde o6lctlerek dizgin beslenme, fiziksel aktivite

ve insulin ile hastagnn etkileri gideriimeye cajilir (Turkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Derng 2013).

2.4.

Tip 2 Diabetes Mellitus

Organizmanin Uregi insdlinin, hicre reseptorlerince algilanamayipcrel

icerisine alinamagdi durumda htcre icerisinde absorbe edilen glukoerjemlarak

kullanilamaz, bu da tip 2 diyabete sebep olur. Bkt tlrinde periferik dokularda

(6zellikle kas ve ya dokusunda) insulinin etkisi yetersizdir ve glukiozulumu azdir
(Tarkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Derie2013).




Tip 2 diyabet genellikle 30 yasonrasinda ve obez insanlarda gorulir. Obezite
nedeni ile daha erken gtarda da ortaya cikabilir. Genetik yatkinlikla nésh nesile
gecme ihtimali yuksektir. Genetik gonluk arttikca sonraki nesillerde diyabet riski
artar ve hastalik daha erkerghgda gorilmeye btar. Baslangicta semptomlari yoktur
bu yuzden belirli aralklarla kontrol yaptiriimalrd (Ttrkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Derng 2013).

Diyet ve kilo kontroll, hastalik konusundgsitem, fiziksel aktivite, oral
antidiyabetik ilaclar ile hastalik kontrol altindirebilir (Turkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Derng 2013).

2.5. Deneysel diyabet ve Streptozotosin

Beta hicre kimesinin kimyasal ajanlar ile tahritsinucu deneysel diyabet
olusturmak mumkindir. Streptozotosin  (STZ) ve alloksaeneysel diyabet
olusturmada en ¢ok kullanilan ajanlardir (West 200@taBhticre kiimesini secici olarak
tahrip eden bu ajanlardan STZ, alloksana orgnllaiicre kimesi igin daha spesifik
oldugundan genellikle deneysel diyabet gglirmada tercih edilir §ekil 2.1). Ajanlar
viicuda girdginde oksidatif dgisikliklerden cabuk etkilenerf hicre kimelerinde
toplanarak bu hicrelerde oksidatif stresten kaynakima sebep olurlar (Kok 2011,
Peschke 2000). Beta hucreleri sk antioksidan kapasiteye sahip olduklari igin
cevresindeki oksidatif ggsikliklerden etkilenirler (Peschke 2000).

OH CHa
H |
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Sekil 2.1. Streptozotosin’in kimyasal yapisi

Bir bakteri tlri olan Streptomycetes achromogeteafindan sentezlenen
streptozotosin, intraventz ya da intraperitonalayta verilebilmekte ve 40-60 mg/kg
aralginda verilecek tek doz deneysel diyabetstltmak icin yeterlidir (Kok 2011,
Szkudelski 2001).

STZ metabolizmasi sirasinda metil katyon ve nratlikaller gibi alkillenmg

ajanlar ve reaktif oksijen turleri (ROS) gibigigk toksik aracilar tretilmektedir.



Hidroksil radikali bu reaktiflerden en zararlisanldir ve DNA'nin butin yapilar ile
reaksiyona girebilme 6zedline sahiptir. Bu radikallgpirin ve pirimidin bazlarinin yani

sira deoksiriboz cati yapisinda da hasagtotabilmektedir (Valko 2006).

0 (0]
L T AJIX e M H-on
IS A HN"SN” N H HNT Sy N
HEN N H 2 H 2 H
Guanin Radikal ekli guanin 8-Hidroksiguanin (8-OH-G)

Sekil 2.2. Guanin’in hidroksil radikali ile reaksiyonu
2.6. Serbest radikaller

Reaktif oksijen turlerinin (ROS) ve nitrik oksid{NO) olusumunu tetikleyen
STZ, pankreatik adalarin tahribatina sebep dlkranda beta hiicrelerinin glukoza olan
tepkisi ortadan kalkar, ardindan gecici olarak itep&rir duruma gelen pankreas
hiicreleri sonrasinda kalici olarak hasageau GLUT-2 glukoz taiyicisi ile B hticre
kimelerine gig yapan STZ, DNA'nin alkillenmesine sebep olur. STi@’ alkilleme
aktivitesi, 6zellikle guaninin ®pozisyonunda, nitroziiri parcasi ileskilendirilmistir.
Poli ADP-ribolizasyona sebep olan bu alkillenme,cregel dizeyde ATP’nin
tukenmesine neden olur. Artan ATP defosforilasydsantin oksidaz igin substrat
salar ve bu da superoksit radikallerinin glumuna sebep olur (Kok 2011, Szkudelski
2001).
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Sekil 2.3. B hiicrelerinde gergelden STZ metabolizmasi (MIT : mitokondri, XOD : ksiant
oksidaz) (Szkudelski 2001)



Kimyasal bglar, farkli atomlar iceren ve ayni yoringeyi pagiak zit yonde
donen cift elektronlardan almus yapilardir. Dg yoringesinde gesmems elektronu
bulunan molekll veya iyonlara “serbest radikal” adrilir. Fizyolojik veya patolojik
reaksiyonlar sirasinda ghbilen serbest radikallerdelesmemi olan bu elektronlar
genelde reaktiftir ve di yoriingelerindeki elektronu skestirebilmek icin dger
molekdllerle etkilgerek reaksiyona girer ve kararli bir yapi gplumaya cakir.
Organizmada ¢#tli reaksiyonlarla oksijen ve nitrojen kaynakh ugabilen bu
radikallerden oksijen kaynakli reaktif tGrlinlerin@8) metabolizmaya 6énemli 6lctide

olumsuz etkisi vardir (Cheeseman ve Slater 1998/iD2011).

Hava kirliligi, sigara, ilag, yganma, @&ir egzersiz, radyasyona maruziyet gibi
durumlarda organizmadaki Uretimi artan ROS normetukarda metabolizmada

yaklasik %1 oraninda bulunur.
Serbest radikaller t¢ yolla meydana gelirler (Geeean ve Slater 1993);

1- Kovalent b&h bir molekulin aygmasi ile bg olusturan elektronlarin her
birinin bir atomda kalarak awmasi ile;
X:Y = X+Y

2- Kovalent bgh bir molekilin aygmasi ile bg olusturan elektronlarin
tumundn bir atomda kalarak aymasi ile;
XY — X7+Y'

3- Molekule bir iyon transferiyle;

X+e—> X

Biyolojik sistemlerde olgan serbest radikaller elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Okan serbest radikaller organik veya inorganik yambddilmekle
beraber elektrik yukleri (+) veya (-) olabilir. RBifojik dokularla etkilgen radikaller
elektronlarini bu yapilara aktararak veya alarakutirinda yapisini bozmakta ve

zincirleme bir bozulma reaksiyonugtemaktadirlar.



2.7. Superoksit radikali

Oksijenin bir elektron alarak redikte olmasi sanotusan stperoksit radikali
organizmada en c¢ok Uuretilen radikaldir. Fizyolojdtarak uretilebilmekle beraber
fagositler tarafindan mikroorganizmalari  6ldurmekmagli  da dretilebilirler

(Kuyvenhoven ve Meinders 1999).
O+e — O

Superoksit radikali dgada genellikle indirgendir ve hidrojen peroksit Ra
olarak gegi metal iyonlarini da indirger. Stiperoksit radikgiri (Fe™) yapiyi ferro
(Fe€') hale getirerek gegimetal iyonu aracili hidroksil radikali meydana mgekine
katkida bulunur.

O, + — FE2+ 0,
0, +Cu?— Cu +0,
Fe? + HO, — F€® + OH + OH

Superoksit anyonu hem orta derecede oksitleyieh tae iyi derecede
redukleyici Ozellge sahiptir. Ferrositokrom C, kinonlar, gegmnetal iyonlari gibi
maddeleri redikler iken, askorbik asit, tetrapenll hemoprotein ve tioller gibi
maddelerin oksidasyonuna neden olur. Lipofilik tizel sahip oldgundan uzun yari

omure sahiptir ve organizmanin farkl bolgeleriiféide olabilmektedir (Unal 1999).

Mitokondride gercekken elektron transfer zinciri (ETZ) sirasinda alinan
oksijenin ¢ok az bir kismi elektronstgcilarindan sizan elektronlar ile indirgenerek
superoksit radikalini okturur. Mitokondri matriksinde bulunan ubikinon-ditom b
bdlgesi superoksit radikal tretiminin en 6nemli dedidir. Burada ubisemikinon ile

etkilesen oksijen molekdlleri superoksiti glururlar (Valko 2006).
Ubikinon + & —» Ubisemikinon + @ —» Ubikinon + Q’

Superoksit ve perhidroksil radikalleri birbirlele reaksiyona gir@inde biri
okside olurken dieri rediikte olur ve bu dismutasyon reaksiyonu sonda oksijen ve

hidrojen peroksit meydana gelir (Freeman ve Crdi821Bingdl vd 1993).



2.8. Hidrojen Peroksit (H0O,) : iki elektronun dier molekullerden ayrilip bir
oksijen molekiiliine kganmasi ile veya iki siiperoksit radikalinin iki* Hbrotonu ile
birlesmesi sonucu hidrojen peroksit radikali @lu. Oksidan bir ajan olan hidrojen
peroksit reaktif dgldir (Freeman ve Crapo 1982, Bing6l vd 1993).

02+2é+2H+ — H,O,
20, +2H —> HO, + O,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit genellikiiperoksit radikalinden
olusur. Serbest radikal olmayan hidrojen peroksit, tiéaksijen turlerinin olgumunda
ve doku zarlarina etki egii icin 6nemlidir. Bunun yaninda hicre igerisindenysil
molekill olarak da gorev yapar (Freeman ve Craig2,1Bingol vd 1993).

2.9.Hidroksil radikali (OH") :

Uzun omdarld bir oksidan olan hidrojen peroksit igegnetal iyonlari
varhginda hizli birsekilde reaksiyona girerek en reaktif ve hasar veadikal olan
hidroksil radikalini (OH) olusturur (Freeman ve Crapo 1982, Bingdl vd 1993).

Geck metalleri varlginda hidrojen peroksitin indirgenmesi ile g
hidroksil radikali (OH) en reaktif radikaldir. Hidrojen peroksit ve siglesit radikalinin
tepkimeye girmesi ile okan hidroksil radikali (Haber-Weiss reaksiyonu) deen{Fe?)
katalizlenir ise ¢ok daha hizli gercefte(Fenton reaksiyonu) (Freeman ve Crapo 1982,
Bing6l vd 1993).

Haber-Wei ss reaksiyonu;

HO, + O — OH+OH+ O

Fenton reaksiyonu;

Fe?+ H,0, — Fe®+ OH + OH

Hidroksil radikali, cok reaktif olmasinin yani syari 6mrt ¢ok kisa ve ¢ok
kararsizdir. Olgtugu yerde, elektron transferi, proton gymi, proteinler ve lipidler
aras! capraz lgar olusturma gibi bircok énemli d#siklige sebep olur (Freeman ve
Crapo 1982, Bingdl vd 1993).



2.10. Diger radikaller ;

Bu radikaller dyinda nitrik oksit (NO, perferil radikali, peroksinitrit
(ONOQ), alkoksil radikali (RO, sulfonil radikali (RSQ gibi radikaller de bulunur ve
bu radikaller genellikle stiperoksit ve hidroksitikalinin tlrevleri ya da ara Granleridir
(Freeman ve Crapo 1982, Bingdl vd 1993). Biyolojikemi olan reaktif oksijen
artnleri (ROS) ve reaktif azot Urtinleri (RNS) Tak®2.) de verilmgtir (Avcl 2001).

Tablo 2.2.Biyolojik dGnemi olan reaktif trtin érnekleri (Av2001)

Tip Serbest radikal Non radikal
RO5 Supercksid, 02 Hidrojen peroksid H202
Hidmokesil, OH Hidroklomouws asid, BOO
Peroksil, ROZ
Hidropemksil, HO2
NS Nitrik oksid, NQ Peraksmmatrit, CONC
Mitrojen dioksid, NO2 Mitrosoksid, HNO2

2.11. Serbest Radikal Olwturan Baslica Mekanizmalar

Oksijenle oldukca hizl bigekilde reaksiyona giren serbest radikaller igin

bircok olisum mekanizmalari tanimlansgtir

2.11.1.0tooksidasyon;

Otooksidasyon, katalizor olarak oksijenin kullangl bir serbest radikal
zincir reaksiyonudur (Nawar 1996). Otooksidasyaaksgyonu sirecinde odan ilk ana
arintn hidroperoksit (ROOH) drtnleri olglu distindlmektedir (Porter 1985).
Hidroperoksitler ile gercekien bu zincir reaksiyonlar icin 3 temel mekanizmae 6n

surdlmdtar. Bunlar;

Hidroperoksitin bgka bir kaynaktan gelen radikal ile (X) reaksiyomaegek
peroksi radikalini (ROQO) okiurmasi ve zincir reaksiyonuna katmasi,

ROOH+ X — ROO+ XH

Hidroperoksidin indirgenerek alkoksi radikalini@R olusturmasi ve dsiik

ihtimal de olsa (OH radikali olusmasi.
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Diger mekanizmalar ile ksutastinldiginda daha az olmakla birlikte oda
sicaklginda hidroperoksitteki O-O Baparcalanarak alkoksi ve hidroksi radikallerine
donimesidir.

Fosfolipidler ve coklu doymamiyag asitleri otooksidasyonaggimli olan
yapilardir (Porter 1985).

Lipid oksidasyonu t¢samada incelenebilir;

. Baslangic
. flerleme
. Sonug

Oksidasyonun b#angicinda radikal (X ve yas asidi (LH) reaksiyona girerek H atomu
transferi ile bir lipid radikali () olusturmaktadir. Olgan (L) ilerleme aamasinda
oksijen ile reaksiyona girerek peroksi radikalibDQ’) olusturmakta ve olgan (LOO)

bir diger ya asidi molekulinin (LH) hidrojen atomu ile bigéek yeni lipid
radikallerine ve hidroperoksitlere ddmiektedir. Sonu¢c kisminda ise ortaya c¢ikan
radikaller birbirleri ile reaksiyona girerek ketomdehit, ester, eter ve alkol gibi stabil
bozunma urunlerine dogitnektedir (Koca ve Karadeniz 2005).

% T
Droymamis yag asidi S e N

Lipid radikali N, M S

Konjuge

Lipid perochksil radikali xx__ R ;'*‘-1_ A

D 22

‘/I*/ -
L . 4 N \
1

b A i, /-

B} N
N ; N N

Hidroperoksid

Sekil 2.3. Malondialdehit olgum mekanizmasi
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2.11.2 Gecks Metal Iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarn (Fe, Cu, Zn ,Co, Mo, Mn, Cr vb..) auita oksidatif
reaksiyonlarl katalizleyebildi gibi selat olgumlari antioksidan savunma sistemine
katkida bulunabilmektedir. Cainalar gostermtir ki patolojik durumlarda (diyabet,
katarakt vb.) metal iyonlari zararli formlarda bulwakta ve oksidasyona sebep
olmaktadir (Lavelli vd 2000).

Geck metallerinden olan Fe ve Cu iyonlari canli sisenheki en guclu
oksidatif katalist yapilardir.

ATP U(retimi, DNA sentezi, oksijen ggmmasi gibi 6énemli gorevleri
bulunan demirin serbest formlari (Be Fe™) biyolojik sistemlerde toksik etk
yaratabilmektedir. Okan bu toksisite ile ortaya c¢ikan aktif oksijen nkaikeri
DNA’nin yapisina etki edebilmekte ve lipid oksidasynu tetikleyebilmektedir. Canli
yapilarin timinde demirin toksik etkisini giderea demiri toksik olmayan formda
depolayan mekanizmalar mevcuttur (Miller 1996). deyonlarini busekilde b&lama
yetengi olan sitokrom, klorofil, hemoglobin, vitamin B1@ibi organik molekillere
selat formu denir ve sadece demirgdebircok metal vicutta bu formda bulunur ve
kullantlir. Hemoglobin ve miyoglobinin porfirin Hedsinda veya ferritin gibi
proteinlerde bulunan demir iyonu, 6nceden de liigi gibi fenton tipi reaksiyonlar
ile hidroperoksitlerin hidroksi radikallerine d&mie reaksiyonlarini katalizler. Gian
reaktif hidroksi radikali de lipid peroksidasyoninar reaksiyonunu bgatarak lipid
radikallerini olgturur (Lindsay 1996). Yuksek diizeyde oksijene gutiyduyan beyin,
Fe? ve diger divalent katyonlari da icermektedir. @m fenton tipi reaksiyonlar,
reaktif oksijen tdrlerini ortaya cikararak oksidastrese kan zayif olan beyinin
noronlarina zarar vermektedir. Vicudurgati dokularina oranla dik antioksidan
savunma sistemine sahip beyin dokusu doymgayag asitlerini de icermekte ve bu
durum radikaller ile rahatlikla etkganini sgslamaktadir. Beyinde okan oksidatif
stresin Alzheimer, Parkinson gibi bircok hastalldtkili oldugu distintlmektedir
(Meydani 2001).

Enzimlerin yapisina girerek etkisini gosteren bagenu (Cu*, Ccu™),
bircok metalloenzimin ve bazi gal pigmentlerin yapisinda bulunur. Sitokrom oksidaz
ve superoksit dismutaz (SOD) bu enzimlere érneka&laerilebilir. Bununla birlikte,
ototoksidasyon ile indirgenme reaksiyonlarina gkestperoksit okumunu katalizler
(Seymen vd 1999).
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2.11.3 Fotooksidasyon

Fotokimyasal iz yollari, oksidasyon di@ngici icin gerekli olan peroksitlerin
olusumunda etkilidir. Bu mekanizma ilgigl absorbe eden molekll stiperoksit anyon
olusumunu tetikleyecek elektron transferlerine sebepbithektedir. Fotosensitize
denilen glemde ise sensitizer (Sens) olarak adlandirilambiekul, dolayli yoldansigi
absorbe ederek gkr molekillere etki eder ve oksidasyona sebep OBur. tir
reaksiyonlarda Sens molekllu kendisini tiketmedeh absorbe ederek aktif forma
donismekte (Sens*) ve oksidasyona sebep olmaktadir éFbag5s).

Sens —» Sens*

Reaktif oksijen ureten fotosentizirler arasinda atporfirin, kolorofil-a,
feofitin-a, miyoglobin, hemoglobin gdsterilebiliNawar 1996).

Fotooksidasyon reaksiyonlari ile proteinlerin Heliaminoasitleri zarar
gorurler. Bu aminoasitler arasinda histidin, trfptg metiyonin, sistein ve tirozin vardir
(Foote 1985).

2.11.4 Enzimatik oksidasyonlar

Miyeloperoksidaz, sitokrom P-450, ksantin oksidasklooksijenaz ve
lipoksijenaz gibi enzimler vicutta reaktif oksijearlerinin ollsumuna sebep olurlar
(Meydani 2001).

2.11.4.1. Ksantin oksidaz (XOD)

Reaktif oksijen tdrlerini olgturan balica enzim kaynaklarindan biridir.
Pirinin katabolik reaksiyonlarinda NADe elektron transferini ggarken bir ara
bilesik olan hipoksantini ksantine, ksantini de Urikdesicevirici 6zellgi vardir. Stres
ortaminda tiyol gruplarini okside eden enzim buisetkle superoksit anyonu ve
hidroperoksit radikallerini okiurur. Yapilan argirmalarda ksantin oksidazin damar
gecirgenlginde deiskenlik, iskemi, beyinde ddem gibi oksidatif hasealaebep oldgu
ve ayrica beyin timoérl, hepatit gibi hastaliklakdantin oksidazin serum dizeyinin
arttigl belirlenmitir (Lavelli vd 2000).
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Sekil 2.4. Nukleotid defosforilasyonu ve ksantin glumu (Lavelli vd 2000)

o

drik asit

Sekil 2.5. Hipoksantinden urik asit ojumu

2.11.4.2. NADPH oksidaz

Notrofillerin plazma zarinda bulunan NADPH serbesdikal olgturan bir
diger enzimdir. Mitokondriye gecen oksijenin yaklka% 1-4'0 superoksit anyonunu
olusturur ve olgan siuperoksit anyonunun %20’si hicrelere gecer. RiADbksidaz
enzimi, monosit ve makrofaj iceren fagosit hicrelde G aliminin artmasi ile aktif

hale gelir ve alinan fazla oksijeni suiperoksit anywa dongttrdr (Duthie vd 1989).
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2.11.4.3. Notrofil miyeloperoksidaz (MPO)

Notrofilik miyeloperoksidaz enzimi gucli oksidan ykeaklarindan biridir.
Hidrojen peroksit tarafindan klorit (CKQ iyonlarinin oksitlenmesi ile ofan hipoklorik
asit Uretimini katalize eder. Qlan bu reaksiyon ilel-antiproteinaz inaktive edilerek
salikh doku zarara gratilmakta ve iltihaplanmaya yol agmaktadir. Buryaninda
reaksiyonun toksisitesi sayesinde bakteriler olghigk savunma sistemine Kkatki

salamaktadir.

2.11.5.Halojenlenmis hidrokarbonlar

Yapilan aratirmalar goéstermstir ki bromotriklorometan (CBrG) ve
karbontetraklorir (CG) gibi hidrokarbonlar biyolojik sistemlerde oksidahasarin
baslamasinda etkilidirler. Sitokrom P-450 monooksijerenzim sisteminin doymami
yaglar ile ve c¢aitli aminoasitler ile hizh reaksiyonu sonucu tokbmetil ve
triklorometil peroksil radikalleri olgmakta ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonu

ile protein denattrasyonu gercektesktedir (Chen ve Tappel 1996).

Glutatyon

Reduk G536

NADPH Oksidar
Elektron

Transport
Zinciri

NO Sentaz

Sekil 2.6. Serbest radikallerin ojumu ve enzimatik detoksifikasyonu (Mexmgullari 2005)
2.12. Oksidatif Stres

Canli organizmalarda alinan besinlerin oksijen &ullarak enerjiye
donsUmU sirasinda ogan reaktif molektllere serbest oksijen radikal[@OR) denir.
Serbest oksijen radikallerinirgia Uretimi veya yetersiz indirgenmesi hicreninalesl

durumunda dgsiklige sebep olur. Kicuk boyutlari ve yiksek enerjiiti hiicresel
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makromolekulleri okside edebilen SOR, reaktif vetabelik reaksiyonlar olmak tzere
iki ana mekanizma ile gercekle Metabolik reaksiyonlar en 6nemli SOR kagnalup
aerobik organizmalarda afan bu molekiller protein, lipid ve DNA gibi hicre
bilesenlerine zarar verir. Bu zarari engellemek ve radidusumunu kontrol altinda
tutmak icin organizmalarda antioksidan savunmaesistgelgmistir. Bu savunma
sisteminin radikallerin etkisini tamamen Onleyengedre radikallerin organizmada
arttigl durumlarda oksidatif stres goriliur ve doku hasdgur (Oksante 2012, Yiimaz
2010, Koken vd 2002, DervR011). Serbest radikallerin glum hizi ile bu radikallerin
ortadan kaldiriima hizi oksidatif denge olarak adlalir. Vicutta oksidatif denge
surdiglu surece organizma radikallerden etkilenmemektéditan vd 2006). Sekil
3.1’de SOR ve reaktif nitrojen turi olan nitrik oks olusum yerleri ve

antioksidanlarin bu radikallere etkisi gosterilmeskt.

Nitrik oksit

NG

Nitrik oksit sentaz

A

Peroksinitrit

QMO0

X

Hidroksil iyonu

Mitokondrial ETZ

OH*
Endoplazmik retikulum
MNADPH oksidaz S Siiperoksit & Hidrojen peroksit —_— U
0, H.O, H,0
SitP450 T T
Vits Cand E Tioredoksin

siiperoksit dismutaz Katalaz

Ksantin oksidaz
Glutatyon peroksidaz

Sekil 2.7. Reaktif oksijen drtinleri ve detoksifikasyon yoll@ksante 2012).

Serbest radikaller radyasyon, stres, alkol, sigalaglar, UV sinlari,
immunolojik ve biyokimyasal reakiyonlar gibi bircololla oluabilirler (Oksante
2012).
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Tablo 2.3.Serbest radikal kaynaklari ve antioksidan molek{Altan vd 2006)

Serbest Radikal Kaynaklari Antioksidan Molekiiller
Asir alkol tiketimi Enzimler (SOD, Katalaz, GSH-PX)
Sigara kullanimi Proteinler (Albumin, seriloplazinin
Elektromanyetik radyasyon Selenyum
Gunsg isinlari (UV) Askorbik asit (C vitamini)
Kronik inflamasyonlar Tokoferoller (E vitamini)
Asirt demir yuklemesi Karotenoidler
Asiri fiziksel egzersiz Flavonoidler
Yaslanma Glutatyon ve tiyoller
Dogum kontrol haplari Koenzim Q, ubikinon ve tirevleri

Oksidatif stres sonucu hicrede gyaasitlerinin  oksidasyonu, protein

karbonillerinin olymasi ve DNA zincir kirllmasi gibi durumlar goéraltr.

Yag asitlerinin metilen gruplarindaki hidrojen atomanadikal bir molekul
tarafindan koparilmasi ile ¥aasidi oksidasyonu gercekle Karbon merkezli
radikallere molekuler oksijenin pnmasi ile meydana gelen lipit hidroperoksitleri
lipit peroksidasyonunun ilksamasini olgturur. Olwan lipit hidroperoksitlerinin yikimi
ile malondialdehit (MDA), hidroksialkenler gibi bgktif aldehitler olgur. Distk
molekdl &irhiklh MDA molekuld lipit peroksidasyonunun indekelarak kabul edilir
(Oksante 2012, Kéken vd 2002).

Oksidatif stres sonucu proteinler, peroksitleri peotein karbonillerini
olustururlar. Proteinlerin yapisindaki belirli amindidesii hedef alan radikaller proteinin
uc boyutlu yapisini degstirerek slevsiz hale getirir. Doymamibgslar, -SH iceren
molekdller, triptofan, tirozin, fenil alanin, metgin, histidin ve sistein gibi
aminoasitler radikallerden kolaylikla etkilenen yaplir. Reaktif oksijen tdrlerinin
proteinlere etki ederek hidrojen atomlarinin kolpaasi sonucu karbon merkezli
radikaller olgur (Oksante 2012).

DNA'ya etki ederek zincir kirilmalarindan da sorwndlan serbest oksijen
radikalleri kanser ogumunda araci gorevi gorurler. DNA’nin oksidatif aes gramasi
sonucu DNA hasar drini olarak modifiye nikleotid@usur. Olwsan modifiye

nikleotidler serumda ve idrarda 6lctlebilen oksfdstes belirtecidir (Oksante 2012).
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2.13. Antioksidanlar
2.13.1. Antioksidanlarin tanimi

Canli organizmalarda ajan oksidan yapilarin lipid, karbonhidrat, protdiiNA
gibi okside olabilecek yapilara etki etmesini elgan veya geciktiren yapi ve
enzimlere antioksidanlar denir (Ertirk 2006). Aksmlan molekulleri htcrelere
saldirmadan serbest radikalleri deaktive ve stabittme yeterigne sahiptir.lyi bir
antioksidan; kolayca absorbe olabilmeli, serbestlikedlerin etkilerini ortadan
kaldirabilmeli, hem sivi ortamda hem zar ortamihalaksiyonel birsekilde slevini
yerine getirebilmeli, redoks metalleriyelat olgturabilmelidir (Derv 2011). Endojen
veya eksojen yollarla ofan radikaller antioksidanlar sayesinde reaksiyonlar

yavaglatilarak etkisiz hale getirilir veya olumsuz eétilazaltilir (Gutteridge 1995).
2.13.2.Antioksidanlarin siniflandiriimasi

Antiokidanlar enzimatik ve enzimatik olmayageklinde siniflandirilirlar.
Enzimatik antioksidanlar superoksit dismutaz (SORtalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediktaz (GR) vekgh 6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) dir (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (lik/d 2002).

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Transferrin ve Laktoferrin ~ Urik asit

Katalaz (CAT) Vitamin C Albumin Mannitol

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Vitamin A Haptoglobulin Lipoik asit

Glutatyon S-Transferaz (GST) Vitamin E Sistein Hemopeksin

Glutatyon rediiktaz (GR) Flavonoidler Seruloplazmin Ubikinon
Melatonin Bilirubin Oksipurinol
Selenyum Ferritin

2.13.2.1.Superoksit Dismutaz (SOD)

Vaskiler endotelde bulunan SOD enzimi en Onentibksidan enzimlerinden
biridir. Lipid peroksidasyonunu ve ateroskleroz igelini engelleyen SOD enzimi
endotel hicreleri ile diz kas htcreleri arasindanbi&tarda bulunur. Serbest oksijen
radikallerini hidrojen peroksite ceviren SOD enzimiicre icindeki ilk savunma
sistemidir (Gutteridge 1995).

20, + 2H————» H0,+ O
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Aerobik organizmalarda sitozolik ve mitokondriaDB olarak bulunmaktadir.
Mitokondrial SOD’un yapisinda iki Mn varken sito#olSOD yapisinda Cu ve Zn
bulunmaktadir. i ve dg§ mitokondrial membran ara, cekirdek, lizozom ve
peroksizomlarda yapisinda ise bakir ve c¢inko bulur@OD (Cu-Zn) enzimi
bulunmaktadir (Gutteridge 1995).

2.13.2.2 Katalaz (CAT)

Urat oksidaz, D-aminoasit oksidazlar, ksantin d&gi veya SOD un katalize
ettigi reaksiyonlar ile HO, olusur. Olisan bu HO, katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri ile su, oksijen ve ara Urlnlere détiililerek hidroksil radikali olgumu
engellenir. Elektronlarini, mitokondride bulunan Zje aktaran flavoproteinler,
peroksizomlarda © ile tepkimeye girerek FD, olusturmaktadir. Mitokondri ve
peroksizomlarda okan ygzun hidrojen peroksit (HD,) molekiill, katalaz ve glutatyon

peroksit enzimleri ile etkisiz hale getirilir (Gatidge 1995).

Tum organlarda bulunan katalaz kagecide ygun olmakla birlikte 6zellikle
peroksizomlarda bulunur. Doért alt hem birimindenusah katalaz enzimi hem
gruplarina bgli ferri demir (F&2) icerirler. Ferri demir her bir alt grupla kovaten
olmayan bdglar olustururlar ve dar kanalli bir yapi! afturarak hidrojen peroksitten
biyuk molekullerin protein yapisina girmesini Ofder Ayrica alt gruplarin her birinde
NADPH bulunmaktadir (Gutteridge 1995).

2H,O0, —» 2H,0 + O,
Katalaz-F&® + 2H,0,— Ara (iriin + bD
Arairin+HO  —  Katalaz-F& + H,0 + O,
2.13.2.3. Glutatyon peroksidaz

Lipid peroksidlerin ve hidrojen peroksitin inding@e reaksiyonunu katalizleyen
GPx, ik olarak 1957 yilinda hayvan dokularindamleeledilmgtir. Sitozolde bol
miktarda bulunan GPx, mitokondri matriksinde dedazolsa bulunmaktadir. Hidrojen
peroksidin suya dostiigu reaksiyonu katalizleyen GPx, glutatyonun silfthigiubunu

disulfid hale getirerek ytkseltgemektedir (GuttgedL995).

2GSH + HO; ——» 2H,0 + GSSG



19

Hidroperoksitlerin ortamdan uzaktaasini sglayan glutatyon peroksidaz dort
subinitten olgan tetrametrik bir enzimdir. Her sublnit bir selenmyicerir ve bu ylzden

selenoenzim olarak da adlandiriimaktadir (Gutteritig95).
2.14. EVITAMINI

Besinlerde bulunan bir grup tokoferolin bgrhai olarak tanimlanan E
vitamininin en aktifsekli a-tokoferol’diir. Tokoferol yapilarinin timinde 6-Gdoman
halkasi ve bu halkaya @aizoprenoid zinciri vardir. Sekiz farkl stereoimeribulunan
a-tokoferolin her izomeri g antioksidan aktivitesine sahiptir (Traber ve \®&fies
2011).

F=

HO—, —0

Sekil 2.8. E vitamini kimyasal yapisi
2.14.1. Kaynaklar ve Emilimi

Karacger, bitkisel yglar, yumurta gibi besinler E vitamini yoninden dida
zengin besinlerdir. Retina ve eritrositler gibi p&s (O,) basincinin yiksek olgu
dokularda dier dokulara gére daha fazla bulunur. Vicuda girepnthms yag asidi
miktari arttikca E vitamini ihtiyaci da orantiliasbk artar. Gebelikte ve bebeklerde E
vitamini ihtiyaci fazla iken yegkinler icin gunluk gereksinim erkeklerde 10 mg,
kadinlarda ise 8 mg'dir (Gurddl 2013).

Diyetle ve deriden emilimle viicuda girebilen E witai plazmada lipoproteinler
vasitasl ile tanir. Besinlerle alinan E vitamini paisaklarda emildikten sonra lenf

sistemine, oradan da kan yolu ile kagate gecmektedir (Gurddl 2013).
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2.14.2 islevi

Hucre membranlarinda bulunan E vitamini gucli bntigksidandir. Lipid
peroksidasyonu ile ofan serbest radikallerin membrana ve plazma lipepitetrine
yayllmasini 6nleyerek hicre membranint hemolizdeorurk Olwan peroksil
radikallerinin tokoferol ile reaksiyona girmesi smuo tokoferil radikali olgur (Vit E-
O*). Olusan tokoferil radikali ise C vitamini ile reaksiyomgrerek indirgenir ve tekrar
tokoferoli olygturur. Bu sekilde hicre membrani peroksil radikalinin zararli

etkilerinden korunmgiolur (Traber ve Stevens 2011, Traber ve Atkinson72.

askorbil radikali
askorbat

.D\ -

/ D\F T CoH | o
11 |
/ A " .— % SN s s [
HO— /=0 " gtokoferol —7 " 0= 4o -— o={ ®-o0
- f | — =/
[ 4 '
LOOH
Log’

Sekil 2.9. C vitamini ile E vitamininin indirgenmesi

Bunun dginda koenzim Q'ya elektron aktariminda gorev alasskunum
zincirine de katkida bulunan E vitamini A vitamimn biyolojik aktivitesini

kolaylastirici bir etki de gosterir (Traber ve Stevens 20lrhber ve Atkinson 2007).
2.14.3. Eksiklgi ve toksisitesi

Vitamin E eksiklgi ile olusan hasarlar arasinda oksidatif stresglibmembran
ve sinir dokusunun zarar gérmesi 6nemli bir yemiittadir. Eritrosit membranlarinda
olusan peroksidasyona $la artan kirllganlikla eritrosit yam suresinin kisalmasina
sebep olan E vitamini eksikli ayni zamanda duyu sinirlerinin akson uclarinda
dejenerasyona da sebep olmaktadir. Bunun yaninggtedbgli gelisen E vitamini
eksikligi kistik fibrozis, ya& malabsorpsiyonu, kronik karger hastaliklari gibi
rahatsizliklarda gortlmektedir (Traber ve StevediEl).
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Yagda c¢Ozunen vitaminler arasinda en az toksik vitawlgwrak bilinen E
vitamini vicuda fazla alin@i durumlarda vicuttan gk ve idrar ile uzaklgtirihr.
Yuksek dozda alinginda bulanti ve ishale sebep gidwbilinmektedir. Yapilan hayvan
deneyleri ile kaslari zayiflag, buyimeyi durdurdgu, kemiklgmeyi yavalattigi ve
eritrosit sayisini azalg gorulmtar (Gurdoél 2013).

2.15. C VIiTAM iNi

Askorbik asid olarakta adlandirilan ve guclu Imdirgeyici olan C vitamininin
kimyasal yapisi glukoza benzer. Suda eriyen C vitamolekuler oksijen, sitokrom a
ve ¢, nitrat gibi bilgiklerin indirgenmesinde rol oynar. Glan oksidan ajanlara kar
plazmada ilk antioksidan savunmayi gilurur ve oksidasyonu Onleyerek bircok
yukseltgenir ve askorban denilen dehidroaskorbikdiaslusturur. Organizmada
birbirine donigebilen bu iki form biyolojik olarak gt aktivite gosterir (Mensiogullari
2005, Savran 2011).

2.15.1. Kaynaklar ve Emilimi

Bircok sebze ve meyvede bolca bulunan C vitamaxz tbitki ve hayvanlarda
glukozdan sentezlenebilirinsan sutinin C  vitamini icermesine gmeen  L-
gulonolaktonu  askorbik aside c¢eviren L-gulonolaktoroksidaz  enzimi
sentezlenemeginden insanlarda C vitamini sentezi gerceklez. Suda ¢Ozinen C
vitamini insan vicudunda depolanamaz. Bu ylzdenglier alinmasi gereklidir. €i
besinlerde inaktif halde bulunan askorbat oksidaznei kesme veya soymalemleri
sirasinda aktif hale gelerek askorbik asidi oksitBununla birlikte besinlerde bulunan
askorbik asit hava ile temas gitanda oksidasyonagtar ve etkisini kaybeder ( Traber
ve Stevens 2011, Gurddl 2013, Savran 2011).

Bagirsaklarda sodyuma Bl transport sistemi ile emilen C vitamininin ermii
100 mg ‘a kadar yuksek verimle gercelle Vicuda giren vitamin miktari arttikca
emilim azalir. Fazla alinan C vitamini idrarla olegahalinde atilir (Traber ve Stevens
2011, Gurdél 2013, Savran 2011).
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2.15.2.islevi

Hidroksilasyon reaksiyonlarinda spesifik roli olaskorbik asidin enzimatik
reaksiyonlarda elektron verici 0zgilivardir. Stperoksid ve hidroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek ortamdan uzakfasinda rol oynayan C vitamini, ayni zamanda
tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole dégriesini s@layarak E vitamininin bir
dongu igerisinde kullaniimasini@ar. C vitamini eksikiginde tokoferoksil radikalleri
glutatyon rediktaz (GSH) enzimi ile indirgenir, Bu@SH dlzeyinde azalmaya sebep
olur. Epinefrin ve norepinefrin sentez yolunda goyapan ve bakir iceren dopanfin
hidroksilaz enziminde C vitamini elektron vericiachk goérev yapar ve bakirin tekrar
Cu'* deserlige dénmesini sgar. (Girdsl 2013).

Bunlarin dginda askorbat vaginda calgan bircok enzim ve reaksiyon vardir.
Lizil ve prolil hidroksilaz enzimleri askorbat vatinda calgir. Bu ytzden kemik, @a
dokusu olgumunda ve yara iyikknesinde C vitaminine ihtiya¢ duyulur. Kollajen
sentezinde kofaktér olarak goérev alir. Demirin ndideindirgenerek absorbsiyonuna

yardimci olan C vitamini folik asit kullanimini art.
2.15.3. Eksiklgi ve Toksisitesi

Eksikligi durumunda, demir emiliminde azalmaya ghaanemi, d§ eti
kanamalari, eklemlerdgisme ve anormal kollajen sentezineghaskorbit hastafi
gorultr. Gunde 10 mg C vitamini verilerek skorbigtkileri giderilebilir (Gurdol 2013,
Savran 2011).

Hastallk durumunda alinan yuksek dozda C vitanmnitoksik olmamakla
birlikte nezle ve grip gibi hastaliklari iygerici etkisinin olup olmadii tartsmalidir.
Bununla beraber fazla C vitamini alinim durumundezibyan etkiler gortlmgidr.
Bunlar arasinda katabolizmanin azalmasi sonucsaolgereksinim, demir emiliminin
oldugundan kolay gercekjeesi, oksalat ogumunun artmasi ile bobrek ve safra

kesesinde kalsiyum oksalat birikmesi gosterilelffiavran 2011).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calsma, Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Biyoya Anabilim
Dali Laboratuvari ve Cumhuriyet Universitesi Dengyayvanlari biriminde
gerceklgmistir. Calisma 03/09/2013 tarih sayili etik kurul karari ve 88froje
numarali, Pamukkale Universitesi Bilimsel Anama Projeleri Bgkanligi tarafindan
desteklennitir.

3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan aletler ve malzemeler

Hassas terazi (Sartorius, Almanya)

UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu, Avusturalya)
Su banyosu (Nuve, Turkiye)

Saosutmali santriftj (Hettich, Almanya)
Homojenizator (Art micra, Almanya)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

Vorteks (Biosan, Turkiye)

Derin dondurucu (Arcelik, Turkiye)

Glukometre (Accu chek, Turkiye)

3.1.2. Kullanilan kit ve kimyasallar

Superoksit Dismutaz ELISA kiti (Cayman, A.B.D.)
MDA tani kiti (OxisResearch A.B.D.)

Glutatyon Peroksidaz ELISA kiti (Cayman A.B.D.)
Katalaz ELISA kiti (Cayman A.B.D.)

NaCl (Sigma, Japonya)

KCI (Merck, Almanya)

NaHPO, (Sigma, Japonya)

KH,PO, (Sigma, Japonya)
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Tris-HCI (Merck, Almanya)

EDTA (Sigma, Japonya)

DTT (Dityotretiol) (Merck, Almanya)
HEPES tamponu (Merck, Almanya)
EGTA(Sigma, Japonya)

Mannitol (Merck, Almanya)

Sukroz (Sigma, Japonya)

BHT (butylated hydroxytoluene) (Sigma, Japonya)
Potasyum fosfat (Merck, Almanya)
Cvitamini (Redox-C, Bayer)

E vitamin (Evigen, dk tokoferol asetat)
Streptozotocin (Sigma, Japonya)
Ketamin HCI (Ketalar)

Ksilazin (Alfazin)

3.2. YOntem
3.2.1. Deney hayvanlari

Calsmada Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari Binden sglanan 40
adet @irliklar 200-300 g arasinda gigen (ortalama 250gq), sekiz haftalik erkek Wistar
Albino sicanlar kullanilmgtir. Sicanlar rastgele secilerek her grupta 8 sigarolgan
kontrol (K), diyabetik (D), diyabetik ve E vitamifE), diyabetik ve C vitamini (C),
diyabetik ve E ve C vitamini (EC) olmak Gzere Sgolusturulmustur.

3.2.2. Diyabet olgturma

Diyabet olgturmak icin kullanilacak olan streptozotocin pH'64s@uk sitrat
tamponu icinde ¢6zduraldu. D, E, C ve EC grubundatanlara STZ tek doz 55 mg/kg
intraperitoneal (i.p) yoldan uygulandi. Kontrol funa ise ayni miktarda serum
fizyolojik (SF) aynisekilde verildi. STZ enjeksiyonunun ardindan 2 gieklbndi ve
hayvanlarin kuyruklarindan alinan kan orneklerindglkkoz duzeyleri glukometre ile
Olculerek not alindi. Kagekerleri 300 mg/dl ve Gzerinde olan hayvanlar detaddarak
kabul edildi.
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Diyabet olgturulduktan sonra dort hafta boyunca, her gin Ebgna i.p yolla
268 mg/kg E vitamini (Avci 2001), C grubuna gavajwyile 250 mg/kg C vitamini
(Savran 2011), EC grubuna ise i.p yolla 268mg/kgitBmini ve gavaj yolu ile 250
mg/kg C vitamini verildi. Sicak@n 22 + 2 C olan 12 saat karanlik/aydinlatma
uygulanmg odalarda, yeteri kadar su ve yem (Yem Kurumu Sten8ican Yemi) ile

beslendiler.
3.2.2. Doku orneklerinin alinmasi

Dort haftalik sure¢ sonunda sicanlar gruplar ldi@inntramuskuler olarak
uygulanan %10’luk ketamin HCI ve %2’lik ksilazin estezisi altinda sakrifiye edilerek
bobrek dokulari alindi. Alinan bobrek dokulari P&&ponu (137 mM NacCl, 2,7mM
KCIl, 10mM NaHPQ, 1,8 mM KHPQ,) ile yikanarak 4 parcaya ayrildigidiklar

tartildi ve ependorf tlplere konularak 280’ de 6lcimler yapilana kadar saklandi.
3.2.3. Malondialdehit (MDA) ol¢imu

Olcum OXIS (A.B.D.)marka ticari kit ile Gretici firmanin belirtrgioldusu
sekilde calsildr.

3.2.3.1. Prensip

Lipid peroksidasyonunun son Urlnlerinden olan MRaidik ve alkali ortamda
45° C’lik su banyounda isitilarak serbestiglir. Ardindan 2 molekil N-metil-2-
fenilindol (NMPI) ile bir molekil MDA reaksiyona merek renkli bir kompleks
olusturur. Bu kompleksin 586 nm dalga boyundaki absasbalculir ve konsantrasyon
hesabi yapilir. 4-hidroksialkenal 586nm dalga balgubelirgin bir renk tretmegliicin
bu dalga boyu caima icin idealdir. 1 g dokuya 10 ml tampon kullac#k sekilde

dokular tartilarak tiplere tamponlar ile berabemiddu ve cakma busekilde yapildi.

o o = e
+
W I j , @
N N L] L] N o
h L] ] | x
CH; CHj CHi

Malondialdehit MMPI Karbosiyanin boyas:

Sekil 3.1.NMPI'nin MDA ile reaksiyona girmesi sonucu gan karbosiyanin boyasi
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Hazirliklar sonunda yapilan ¢ggha Tablo 3.1.’de go6steriltir.

Tablo 3.1.MDA ¢alisma tablosu

Kor Standart Ornek
Probucol 10 pl 10 pl 10 pl
Ornek - - 200 pl
Standart - 200 pl -
Distile su 200 pl - -
Sulandiriimis R1 640 pl 640 pl 640 ul
Tupler vortekslenerek karistirilir.
R2 150 pl 150 ul 150 pl
Tupler vortekslenerek karistirilir.
45 C del saat boyunca inkiibe edilir. Ardindan 5000rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir
ve siipernatan alinarak 586nm’de okunur.

3.2.3.2. Hesaplama

Hazirlanan standartlarin absorbangetteri 586 nm dalga boyunda 6lculdikten
sonra kor absorbans ghri tim konsantrasyon gerlerinden cikartilarak dizeltilsi
absorbans derleri bulundu. Lineer denklemin katsayilari veasulirma katsayisi da

kullanilarak MDA konsantrasyonu bulundu.

(ﬁr‘nekﬂ korr.) — b “
a

[MDA] =

af
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S = 0.00347376
r =0.99985913

Y Axis (units)
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Sekil 3.2. MDA Standartlarinin absorbansgdelerinin konsantrasyonlarina kagrafigi

3.2.4. Superoksit Dismutaz (SOD) 6lcuimu

Olgiim Cayman (A.B.D.) marka ticari kit ile Gretiirmanin belirtmg oldugu

sekilde calgild1.

3.2.4.1. Prensip

Ksantin oksidaz enzimi ile ksantinden Urik asitsolmunu katalizler. Bu sirada
olusan siiperoksit (§), siiperoksit dismutaz enzimi ile oksijen ve hidrojperoksiti
olusturur. Oluan stperoksit, SOD enziminin yetmgddurumda tetrazolyum tuzu ile
reaksiyona girerek formazan boyasini sthour ve SOD aktivitesi bu reaksiyonun

inhibisyon derecesi ile ol¢ulur.



Ksantin

Y4

Ksantin oksidaz

- 3“_« Formazan boya

/

H.O, _j \*JD\" Tetrazolyum tuzu

Urik asit

S0D

¥

0,+H,0,

Sekil 3.3. Tetrazolyum tuzun okwmu
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20 mM HEPES tamponu, 1 mM EGTA, 70 nM sukroz kulak doku

homojenat tamponu hazirlandi ve pH'1 7.2'ye ayatlai g dokuya 10 ml tampon

kullanilacaksekilde dokular tartilarak ttplere tamponlar ile dm#r konuldu. Dokular

tuplerde homojenize edildikten sonra 1500g’de 5ildakboyunca santrifuj edilerek

supernatanlari alindi ve galmaya balandi. Calsma boyunca yapilaglemler tabloda

gOsterilmitir.

Tablo 3.2.SOD calsma tablosu

Kor Standard Ornek
Radikal - 200l 200l
saptayicl
Standard 10ul -
Ornek - - 10 ul
Ksantin oksidaz - 20 ul 20ul

20 dakika galkalandiktan sonra 440 nm de okundu
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3.2.4.2. Hesaplama

Korun absorbansi, standartlarin ve drneklerin dizswslarina bolindi. Fousal
oranlar (LR) elde edildi ve ofturulan bu yeni dgerler ile grafik olgturuldu. Elde
edilen grinin degerleri ile drneklerin SOD konsantrasyonu (U/ml) dqdandi.

Ornek dog. oran — Yyesisim,  0,23ml

U\ .
SGD( H'rmi) =[( cmm I ﬂjﬂlmﬂ] % diliisyor

Denklemde dgrusallatiriimis deserler (sample LR) kullanildi. Odturulan
grafigin sabit dgeri (y-intercept) ve @mi (slope) kullanildi. 0.23ml kuyu@a konulan
toplam hacim, 0.01ml ise 6renk hacmidir. Sulandirkedlaniimadgi icin dilisyon

katsayisi ile son sonug carpilmatmi

S =0.45157847
r =0.98488193

®
&
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Sekil 3.4.SOD Standartlarinin absorbangekerinin konsantrasyonlarina kagrafigi
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3.2.5. Katalaz (CAT) 6lgum

Olgcum Cayman (A.B.D.) marka ticari kit ile uretifirmanin belirtmi oldusu
sekilde calgildi. 1 g dokuya 10 ml tampon kullanilacgdkilde dokular tartilarak ttplere

tamponlar ile beraber konuldu ve gata busekilde yapildi.
3.2.5.1. Prensip

Katalaz enzimi reaktif oksijen Uriinleri ile gan hidrojen peroksit ($D-)
molekilini oksijen ve suya cevirerek dokular icararsiz hale getiririki molekul
hidrojen peroksit, katalaz enzimi ile reaksiyonaeggk bir molekul oksijen (&) iki
molekilde su (BO) oluturur. Ayni zamanda katalaz enzimi peroksidatikiatietye
sahiptir. Diguk molekal &irhkh alkolleri elektron vericisi olarak kullanmasini
sgglamaktadir. Kullanilan bu kit peroksidatik aktiwte kullanarak CAT enzim
aktivitesini 6lcmektedir. Metod hidrojen peroksibkjugunda CAT enziminin metanol
ile reaksiyona girmesi ileslemektedir. Bu reaksiyon sonucu sdm formaldehit

kromojen gorevi gdormekte ve pembe bir renkstaltmaktadir.
(Katalitik Aktivite ) 2H0, —» Q + 2H,0
(Peroksidatik aktivite)  #0, + AH, —> A+ 2H,0

Calisma sirasinda izlenilen yol tabloda gosterskmi

Tablo 3.3.CAT calisma tablosu

Kor Standart Kontrol Ornek
Belirteg - 100 pl 100 pl 100 pl
tamponu
Methanol - 30 pul 30 ul 30 ul
Standart - 20 pl - -

Ornek - - - 20 ul

Kontrol - - 20 pl -
Hidrojen - 20 pl 20 pul 20 pl
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peroksit
20 dakika oda sicaldinda calkalandi
Potasyum - 30 pl 30 pl 30 ul
hidroksit
Katalaz - 30 ul 30 ul 30 ul

Plak kapatilarak 10 dakika oda sicgkida calkalandi.

Ardindan butin kuyucuklara 10 ul katalaz eklendielear plak kapatilarak oda
sicaklginda calkalayicida 5 dakika inkibe edildi.

540 nm de dgerler okunarak absorbanslari bulundu.

3.2.5.2. Hesaplama

Kit  dahilinde verilen standartlarin  optik  dansitele olcllerek
konsantrasyonlarina kargrafik olwturuldu ve olgturulan grafgin egim deserleri
alinarak dokularda bulunan katalaz enzim aktiviigisi hesaplamalar yapildi.

ornek absorbans1— {}-‘km;im} 0,17m!
egdim 0,02m!

Formaldehit (uM) = [

uM drnek

CAT aktivitesi (nmol / dk / ml) = 50 dic

% diliisyon

Olgulen absorbans gerlerinin yaninda grafik ile bulunargien deseri ve sabit
deger kullanilarak formule yerd@rildi. Formulde bulunan 0.17ml kuyuga konulan
toplam hacmi, 0.02ml ise koyulan hidrojen peroksiktarini gostermektedir. Verilen
degerler ile formaldehit miktari bulunduktan sonralmdn dger 20’ye bolinerek CAT
aktivitesi (nmol/dk/ml) olculmgtir. 20 dakikalik inklbasyon slresi ofgundan
formaldehit miktari bu sayiya bélungiherhangi bir dilisyonsiemi uygulanmadi

icin dilisyon katsayisi ile carpiimagtr.
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S = 0.02608044
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Sekil 3.5. CAT Standartlarinin absorbansgdéerinin konsantrasyonlarina kagrafigi

3.2.6. GSH-Px (Glutatyon Peroksidaz) 6lgcimu

Olgcum Cayman (A.B.D.) marka ticari kit ile tretifirmanin belirtmi oldusu
sekilde calgildi. 1 g dokuya 10 ml tampon kullanilacgdkilde dokular tartilarak ttplere

tamponlar ile beraber konuldu ve gata busekilde yapildi.

3.2.6.1. Prensip

Glutatyon peroksidaz enzimi hidrojen peroksitin se singlet oksijene
cevrilmesini ve bunuda redikte GSH’I okside GSHESEG) cevrilmesi ile katalizler.
Okside GSH'In (GSSG) ofum hizi GSH-Px enziminin aktivitesini gostermektedi
Glutatyon rediktaz enzimi GSSG'nin yukseltgenesddar GSH’a dondimunu sglar.
Buda NADPH ile gerceklgr. Ortamdaki NADPH'In oksidasyonu 340nm dalga
boyundaki absorbansi giriir ve bu absorbans farki ile GSH-Px aktivitedirlsir.

GSH—Px
ROOH + 2G5H

ROH + G55G + Hp0

GR
GSS5G + NADPH+ H* —— 2GSH + NADP*
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Tablo 3.4.GSH-Px ¢cayma tablosu

Kor Standart Kontrol Ornek
Belirtec 120 pl - 100 pl 100 pl
tamponu
Co-substrat 50 pl - 50 pl 50 pl
karisimi
Sulandiriimg - - 20 pl -
GH-Px (kontrol)
Ornek
Cumene 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Hydroperoxide

Her dakikada bir absorbansggeleri 340nm’de okunarak 5 dakika boyunca not edi

3.2.6.2. Hesaplama

Kor ve kontrol dgerlerinin yaninda homojenatlarin absorbanslaridaikada

bir olmak tzere 5 kere okunarak kaydedilir. Ardimdeydedilen absorbans gleri

d

kullanilarak aradaki absorbans farki bulunur ve dager ile GSH-Px aktivasyonu

hesaplanir.

|Azgp(Zaman 2) — Azgo(Zaman 1)|
(Zaman2) (dk.) — (Zaman 1)(dk.)

Adgyo/dl.=

GSH — Px aktivitesi (nmaifdic) Azsn/dk 0,19ml

_ e
mi 0.00373uM 1~ 0,02mi  “HHOm

340nm dalga boyunda NADPH'In ekstinksiyon katsay@€00373 pN“dir.
0.19ml kuyucuktaki toplam hacim, 0.02ml ise drnekinidir.
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4. iISTATISTIKSEL ANAL iz

Istatistik incelemede, SPSS for Windows istatistikkgt programinin 15.0
versiyonu kullanildi. Bamsiz grup kanlastirmalarinda Kruskal Wallis Varyans
Analizi; farklihk olan gruplarda ise ikili karlastirma icin Mann Whitney testi

kullaniimistir.  Surekli dgiskenler arasinda ki #kiyi incelemek icin Spearman
korelasyon analizi kullanilngtir.
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5. BULGULAR

Calsmaya her bir grupta 8 sican bulunmak Uzere topldmsian dahil
edilmistir. Sicanlarin diyabet ofturulmasinda sonra vitaminlerin verilmesamasinda
kontrol grubundan iki, diyabet, diyabet E vitamidiyabet C vitamini ve diyabet E,C
gruplarinin her birinden ucer sigcanin 6lmesi Uzegalgmaya toplam 21 sican (K=6,
D=5, E=5, C=5, EC=5) ile devam edildi.

Tablo 5.1.Her dengin CAT, SOD, GSH-Px, MDA dgerleri

CAT SOD MDA
(nmol/dk/ml/gr | (U/ml/gr GSH-Px aktivitesi (nM/gr
doku) doku) (nmol/dk/ml/gr doku) doku)

K1 27,77 1,60 218,40 7,41
K2 28,40 1,83 227,95 6,84
K3 29,36 1,98 219,03 8,31
K4 27,55 1,45 254,05 7,17
K5 23,45 1,88 222,22 6,31
K6 29,75 2,05 217,76 6,39
D1 28,97 2,37 302,45 9,26
D2 29,40 2,30 310,72 8,44
D3 29,89 2,54 315,82 9,83
D4 32,87 2,14 340,01 8,40
D5 27,63 2,35 317,09 9,46
El 28,23 2,66 255,97 7,86
E2 32,41 2,45 228,59 7,12
E3 23,80 2,44 196,75 6,84
E4 25,54 1,41 248,32 7,33
E5 25,25 2,50 233,68 5,49
C1 28,12 2,45 248,96 7,04
C2 20,86 2,10 266,79 7,82
C3 29,64 1,84 260,42 7,70
C4 29,50 2,77 259,79 8,31
C5 24,37 1,52 245,78 8,89
EC1 27,73 1,57 234,95 6,59
EC2 26,31 1,41 213,30 7,04
EC3 23,30 1,74 213,94 7,17
EC4 26,63 1,52 234,95 7,29
EC5 28,05 1,45 238,14 7,12
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Tablo 5.2.Gruplarin ortalama CAT, SOD, GSH-Px, MDAgdesleri

Diyabet + E | Diyabet + C| Diyabet + E +

Grup Kontrol Diyabet Vitamini Vitamini C vitamini | P degeri

MDA a,b,c,c
(uM/gr doku) 7,07+0,75 | 9,08+0,64 6,93+0,89 7,95+0,69 7,04+0,27 | 0,007
CAT
(nmol/dk/mL/gr

doku) 27,7142,26 | 29,75%1,94 27,0413 /4 26,5+3,8 26,41+1,880,238
SoD®'¢
(U/ml/gr doku) | 1,8+0,23 2,34+0,14| 2,29+0,5 2,14+0,49 1,54+0,13 0,02
GSH_PXh,|,j,k,I,m
(nmol/dk/ml/gr
doku) 226,57+13,98 317,22+13,98 232,66+22,89 256,35+8,71 227,06+12,34| 0,001

(a: K ve D arasindaki fark p=0,004, b: D ve E ardaki fark p=0,008, c: D ve C arasindaki fark
p=0,032, d: D ve EC arasindaki fark p=0,008, e:eKDv arasindaki fark p=0,04, f: D ve EC
arasindaki fark p=0,008, g: C ve EC arasindaki far0,032, h: K ve D arasindaki fark
p=0,004, i: K ve C arasindaki fark p=0,017, jvB E arasindaki fark p=0,008, k: D ve C
arasindaki fark p=0,008, I: D ve EC arasindakk fax0,008, m: C ve EC arasindaki fark
p=0,008)

MDA diizeyi 6lcimlerinde K grubu D grubuna géreaml olarak (p=0,004)
disik bulunmgtur. D grubu dizeyi, E (p=0,008), C (p=0,032) ve K8>0,008)

gruplarina gore anlaml derecede yuksek bulutanu

Yapilan ikili kagilastirma sonuglarina gore katalaz (CAT) enzimi 6lcinmige

5 grup arasinda istatistiksel olarak farklilik butamstir (p>0,05).

SOD enzim dgerleri kagllastinldiginda, K grubu D grubuna gore anlamh
sekilde diguk bulunmgtur (p=0,004). D grubu (p=0,008) ve C grubu (p=@)03
degerleri EC grubuna anlamjekilde ylksek bulunmyur.

GSH-Px enzim dizeyleri incelerghde ise, K grubunun @erleri D (p=0,004)
ve C (p=0,017) gruplarinin gerlerine gore anlamlgekilde diik bulunmugtur. D
grubu duzeyleri de E (p=0,008), C (p=0,008) ve RED(008) gruplarina gére anlamh
sekilde yuksek bulunmgur.

Ayni zamanda her grup icgin korelasyonlara da lakie sadece D (diyabet)
grubunun MDA ve SOD dgrleri arasinda istatistiksel olarak anlamlgkili saptandi
(p=0,037, r=0,9). Diyabet grubunda MDA ve SO@Zeiteri arasinda istatistiksel olarak
anlamh pozitif yonde kuvvetli igki oldugu goraldu Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. MDA ve SOD dgerleri arasindaki istatistikselgki

I
10,00




38

6. TARTISMA

Dunyada ve ulkemizde giderek artan diyabet, konaglonlari ile bircok
hastalga sebep olmaktadir. Bu nedenle surekli kontrol edavi gerektiren bir
hastaliktir. Erken tgis ile bircok komplikasyonun dnlenebil@t@liyabet, uzun vadede
viucutta kalici hasarlar birakabilmektedir. Yapibargok ¢alsma E ve C vitaminlerinin,
diyabet ile olgan oksidatif strese kg antioksidan etkiye sahip olgunu gosternstir
(Van vd 1998).

Diyabet, oksidatif stresi tetikleyen bir hastalkive kisilerin plazma ve
dokularinda lipid peroksidasyon urinlerinin artrmassebep olur. Lipid peroksidasyon
arint olan serbest radikaller oldukga reaktiftiu Beaktiflerin dokularda meydana
getirdigi degisiklikler, hasar mekanizmalari ve bu hasari Onlelgglek vitaminler ile
ilgili birgcok calisma yapilmg ve yayinlanmytir (Halifeoglu vd 2005, Avci 2001, Tekkes
2006).

Diyabet sonucu okan en o©nemli komplikasyonlardan biri de bobrek
yetmezlgidir (nefropati). Ichikiawa ve ark. diyabet sonuclusan serbest oksijen
radikallerinin nefropatiyi tetikle@ini ve antioksidan yapidaki enzimlerin bu tetiklgrme
engelledgini gostermgtir (Ichikawa 1994).

Bu calsmamizda STZ ile deneysel diyabet g@uulmus sicanlarin bobrek
dokularinda olgabilecek oksidatif hasar ve bu hasari engelleméyelk verilen E ve
C vitaminlerinin etkili olup olmadiklari agariimistir. Bu amacla alinan bobrek
dokularinda MDA dizeyinin yani sira SOD, GSH-PxGAT enzimlerinin aktiviteleri
OlcUlmustar.

STZ-diyabetik sicanlarin CAT, SOD ve GSH-Px gibitiaksidan enzim
dizeyleri Uzerine belirlenmibir fikirde uzlgilmams, ancak diyabetin bu enzim
dizeylerinde cgtli degisikliklere neden oldgu saptanmtir. Olusan serbest

radikallerin antioksidan enzimlerin aktivitelerimhibe ettgi gibi inhibe etmediini
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veya tam tersine bu enzimlere aitgdderin yukseldiini gosteren ggtli calismalar
mevcuttur (Meral vd 2001, Sindhu vd 2004).

Reaktif oksijen Urdnlerinin okimasina neden olan STZ, ayni zamanda DNA
kirlmalarina ve hicrede istenmeyen gidikliklere sebep olmaktadir. Yapilan
calismalarda STZ kaynakli sUperoksit Uretiminin hem kwtadri Gzerinde hem de
ksantin oksidazin artpiaktivasyonu sonucu ajtugu belirtilmistir. Streptozotosinin
krebs dongusunu inhibe gitive sonugta mitokondride oksijen kullanimini azedk
ATP dretimini sinirlandirdgn gosterilmgtir. Artmis ATP defosforilasyonu ksantin
oksidaz icin substrat g&amakta ve ATP’ nin yikiminin son Grini olan Urikita
dretimini artirmaktadir. Ksantin oksidazin katadidizi reaksiyon ile stiperoksit anyonu,
buna bgl olarak da hidrojen peroksit ve hidroksil radikeal olusmaktadir (Szkudelski

2001).

Son yillarda yapilan bircok camma, E ve C vitaminlerinin antioksidan etkili
vitaminler old@gunu gdsterngi, ancak farkli sonuclar elde edigdigortlmisttr (Murase
vd 1998, Sun vd 1999, Aksoy vd 2005). Bu farkldiiyabetin olgturulmaseklinden,
diyabet tipinden veya vitaminlerin verilme konsastyonlarindan kaynaklanabilir.
Calismamiz sonucunda E ve C vitaminlerinin bobrek dokdsuantioksidan sisteme ait

parametreler olan SOD, GSH-Px, ve MDAsdderine etki etiii goralmuistur.

Streptozotosin verilmgi sicanlarin pankreatik3 hicrelerinin kalici hasara
ugradl bilinmektedir. Bu ylzden STZ, hayvanlarda tip iyatbet olgturmak tzere
kullaniimaktadir. STZ-diyabetik sicanlarda E vitamin antihiperglisemik etkisi
oldugu ve boébreklerde hiperglisemi ile @an oksidatif strese kgr koruyucu bir
etkisinin old@gu gosterilmgtir.  Calismanin diyabetik sicanlarda E vitamininin
antihiperglisemik etkisini destekleglive vitamin E’'nin insan ¢caimalarinda gosterilen
insulin etkisini iyilestirdigi yonindeki veriler ile uyumlu oldiu belirtiimistir. Ayrica
calsmada E vitamini verilen sicanlarda glukoz salinganbelirgin bir azalma
gozlendgi, diabetik sicanlarda tubller hasar godstergesraklaprotein ve glukoz
atilimimnin arttgini ancak vitamin E verilen diyabetik sicanlardaabdimlarin azaldiini

gostermglerdir (Cojocel vd 2005).

Diyabetik nefropati bircok patojenik mekanizma il@usabilmektedir ve

oksidatif hasar bunlardan birisidir. STZ diyabetiganlarin renal kortekslerinden alinan
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ornekler incelenmgtir. Primer antioksidan olarak GSH-Px, oksidatifest gosterici
olarak ise MDA odlctuimleri yapilngtir. Calsma sonucunda diyabetik sicanlarin MDA
duzeyi kontrol grubuna gore ytiksek, E vitamini hearidiyabetiklerde ise diyabetiklere
gore diguk bulunmytur. GSH-Px dizeyi kontrol grubu sicanlara gorgi@ibulunmy,

E vitamini verilen diyabetiklerde ise GSH-Px duz&gntrol grubuna yakkmistir. Bu
sonuclara gore oksidatif hasarin diyabetik nefrogatisiminde etken olabilegg ve
vitamin E’nin renal korteksi antioksidan etkisi lpid peroksidasyonundan koruglunu
gostererek, vitamin E’nin erken koruyucu etkisimintihiperglisemik etkisine ve/veya

serbest radikal yakalama etkisinggbalabilecesini belirtmislerdir (Cojocel vd 2005).

Diger bir calsmada Rauscher ve ark. STZ-diyabetik si¢canlarddiliipdenol
bilesigi olan izodgenolin oksidatif stres yollarina etkasgtirarak karagier, bobrek,
beyin ve kalp dokusundaki antioksidan dizeyleritgmistir. Calsma sonucunda
diyabetik sicanlarda bébrek dokusunda GSH-Px ve 8@iim aktivitelerinde kontrol
grubuna gore agtigorulirken CAT dizeyinde anlamli bir @gklik saptanmanytir.
Diyabetik sicanlara izodgenol verilmesi ile SOD elinin diyabetik sicanlara gore
distigli, GSH-Px dizeyinin ise diyabetik sicanlara gorbadarttgl belirtiimistir. Bu
sonuclar ile STZ-diyabetik sicanlarin dokularindagnzim aktivitelerinin farkh
mekanizmalar ile artabilegeya da azalabile@ belirtilerek, antioksidan etkiye sahip
izodgenalin, artan veya azalan aktiviteyi normateadie yaklatirdigi belirtilmistir. Bu
calismadaki enzim duzeyleri katastirildiginda diyabetik sicanlar ile kontrol grubu
arasinda ki enzim agti calsmamizla paralellik gostermive ayni sonuglar elde
edilmistir. (Rauscher vd 2001).

Jang Y.Y. ve ark. ise STZ-diyabetik sicanlara tkabid olan boldin vererek
antioksidan diuzeye olan etkisini gttamislardir. Karacger, pankreas ve bobreklerde
yapilan cayma sonucunda MDA, MnSOD ve GSH-Px dizeyindeliigmler ortaya
konulmutur. MDA duzeyinde diyabetik sicanlarda kontrol lguna gore gézle goralur
bir artis g6zlenirken boldin tedavisi uygulanan diyabetidkeicok az bir ditis oldugu
gorulmistar. Diyabetik sicanlarda MnSOD ve GSH-Px enzimiwtederi kontrol
grubuna kiyasla astigostermgtir. Boldin verilen diyabetik sicanlarda ise MnSOD
dizeyi diyabetiklere gore dik gostermy, GSH-Px dizeyinde ise bir gigiklik
olmamstir. Bozulmy metabolizma ve tehlikeli detoksifikasyonlar, kirsgh olarak

modifiye olmu proteinlerin olgmasina onculik etmektedir. Bu da oksidatif strese v
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doku hasarina sebep olarak komplikasyonlarignelisina yol agmaktadir. STZ'nin 15
dakikalik bir yarilanma 6émriu olg@u icin antioksidan enzim aktivitesine direkt olarak
etki etmedgi ancak olgan diyabetin enzim aktivitesindeki gigimin dncelikli sebebi
oldugu belirtiimektedir. STZ'nin enzim dizeyindeki glgime ikincil olarak etkili
olabilecgi 0ne surtlmektedir. Bu ¢amada siperoksit anyonlarinin fazla tretiminden
kaynakli olarak MNnSOD enziminin aktivitesi karger, bobrek ve pankreasta argtm
GSH-Px enziminin aktivitesi ise ayni sebeplerdefayiopankreas ve bdbrekte argmi
sekilde bulunmstur. Calsmamizda diyabet grubunda bulunan SOD ve GSH-Pxrenzi
aktivite duizeyleri (Jang vd 2000).

Dut yapraklarinin STZ-diyabetik sicanlarin antiaks1 dizeyine etkisinin
argtinldigit  bir diger calgmada, diyabetik sicanlarin  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda SOD, GSH-Px enzim diuzeylerindsia CAT enzim dizeyinde ise
yukselme gortlmgitr. Calsmada diyabet ile okan kalici hipergliseminin, enzimatik
olmayan glukasyona sebep opdy bununda antioksidan enzimlerin deaktivasyonuna
sebep oldgu belirtilmistir. Ayni ¢alsmada SOD ve GSH-Px in hidrojen peroksitin
indirgenmesinde 6nemli rol oynadi ve hiicre proteinleri ile hiicre membranini

oksidatif strese kar korudysu belirtilmistir (Andallu ve Varadacharyulu 2003).

Beshay ve Carrier (2004), yaptiklar galada diyabet okiurulan sicanlarin
karacger ve kalp dokulari ile serum CAT duzeyinde betirbir arts gorulirken bobrek
dokusunda d{iis oldusunu, SOD diizeyinde ise dokularda istatistiksel addaanlaml
bir fark olmadgini belirtmitirler (Beshay ve Carrier 2004).

Dehidroepiandrosteron’un STZ-diyabetik sicanlardatioksidan etkisinin
incelendgi bir baska calsmada diyabetik sicanlarin karger dokusunda GSH-Px, CAT
ve SOD duzeyleri dlculmyiir. Diyabetik sicanlarda CAT ve GSH-Px aktivit@han
kontrol grubu ile kanlastirildiginda arttgr, SOD duizeyinin ise dtiigt belirtilmistir
(Aragno vd 1999).

Buna benzer bir der calsmada karager dokularinda olcilen SOD ve CAT
enzim aktivitelerinin diyabetiklerde kontrol grubaugore artgini gosterirken, GSH-Px
aktivitesinin digtagu gosterilmgtir. SOD dizeyindeki agi CAT aktivitesi nedeni ile
hiicre icindeki hidrojen peroksit konsantrasyonurdigist ile iliskilendirilmistir.

Diyabetin ilk evrelerinde gercellen oksidatif stresin SOD aktivitesini artigdibne



42

surtlm ve bu durumun der enzimlerde de ayngekilde gerceklgebilecesi
belirtiimistir (Lee 2005).

Haidara ve ark. (2009) sican modelinde diyabetikopatinin olgumunda
ROS’un 6nemli bir rol oynag@ini gostermitir. Ayrica insulin tedavisi ile birlikte E
vitamini verilmesinin renal fonksiyon kaybini enigehede insuline ilave bir etki
olusturdusunu da gostermgierdir. Bunu da diyabetik sicanlarda agnserum ve
kreatinin duzeylerinin vitamin E verilmesi ile koot dizeylerine inmesi ile
gostermglerdir (Haidara vd 2009). Vitamin E’nin, STZ-diyabke sicanlarda
nefropatinin ilk @amasi olan glomeruler hiperfiltrasyonu engeliedve artan
albumintriyi 6nledgi gosterilmitir (Koya vd 2003). Cajmada glutatyon peroksidaz
aktivitesinin diyabetik sicanlarda azadve vitamin E verilmesi ile normal diizeylere
geldigi gosterilmitir. Cssitli arastirmacilar hipergliseminin hicrelerdeki glutatyon
peroksidaz aktivitesi Uzerine olan olumsuz etkilgriinflamatuvar bir sitokin olan
nikleer faktor kapa B (NF-B)'nin agtna ba&l oldugunu 6ne surmyglerdir. ROS’larin
sinyal yollarint (PKC, MAPK, and JAK/STAT) ve traagsiyon faktorlerini (NF-B
gibi) aktive ettikleri bilinmektedir. ROS’un ortad&aldirilmasinin NF-B’de azalmaya
neden olacga bunun da diabetik hayvanlarin bobrek dokularigldgatyon diizeylerinin
normal dizeylere gelmesi ile sonuclanmanadne surmglerdir (Haidara vd 2009).

Diger bir calsmada STZ-diyabetik sicanlarda lipid hidroperoksidia arttigi
gosterilmitir. STZ-diyabetik sicanlarin plazma, kargsi ve bobreklerinde C vitamin
duzeylerinde azalma gorulgtiir. Bu azalmanin nedeni ise, diyabetglbalusan lipid
peroksidasyonu ile astigosteren oksidatif strese kalC vitamini kulaniminin artngi
olmasidir (Sun vd 1999).

Lipid peroksidasyonunun bir goéstergesi kabul edilsfDA'nin, diyabet
olusturulmus sicanlarda gger lipid peroksidasyon Urinleri ile birlikte konkrgrubuna
g6re anlamli derecede agini gosteren caimalar bulunmaktadir (Oztirk 2007, Kuru
2009, Zhang 2000)insilin ve boldin gibi yapilar bu dizeyleri belitiokularda
dizeltebilse de bazi dokulara etki etmemektedingJae ark. Yapfii calsmada
boldinin karacter ve pankreasta enzim aktivitesini duzgiti, fakat bobrekte
diuzeltmediini gostermglerdir (Jang vd 2000).
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Ulusu ve arkadgarinin yaptgl bir diger calgmada STZ ile diyabet ojturulan
sicanlara vitamin E ve stobadin verilerek kalp, ibepobrek dokularinda ki MDA,
SOD ve CAT duzeyleri oOlculngiiir. Calsma sonucunda STZ-diyabetik sicanlarin
MDA duzeylerinin kalp ve beyinde yuksefigorulirken, bébrekte MDA dizeylerinin
azda olsa diiigt gorulmigtar. SOD ve CAT enzim dizeylerinin ise kontrol garpile

(Ulusu vd 2003).

Yapilan bir dger calsmada STZ-diyabetik sicanlara gavaj ile 10 hafta@érE
vitamini verilmis ve bobrek dokusundaki antioksidan parametrelekdrbatir. Bunun
sonucunda MDA'nin diyabetik gruplarda kontrol gralbugdre anlamli derecede aitt
gozlenmgtir. Ancak diyabet olup E vitamini verilengbr grupta E vitamininin oksidatif
strese kan herhangi bir etkisinin olmagh gézlenmgtir. Bunun yani sira GSH-Px
aktivitesi diyabetik gruplarda agtigosterirken SOD aktivitesi diyabetli sicanlarda
kontrol grubuna gore guk bulunmgtur (Avci 2001).

Tekkes (2006), yaptl calsmada STZ-diyabetik sicanlara aspirin ve E vitamini
vererek karager, kalp, beyin ve bobrek dokularindaki lipid pesimlasyonunu ve enzim
aktivasyonlarini dgerlendirmgtir. Calismasi sonucunda STZ-diyabetik sicanlarin MDA
dizeyinin dger butln gruplara gore yiksek ofaly verilen E vitamininin ise bu dizeyi
diyabetik sicanlara gore glirdigu belirlenmgtir (Tekkes 2006). Diyabetik sicanlarda
artms MDA duzeylerinin artmy superoksid radikal dretimini yansgti ve MDA
dizeylerinin azalmasinin alan radikalleri vitamin E tarafindan yakalanmasiaglib
olabilecgi belirtiimektedir (Haidara vd 2009).

STZ ile diyabet olsturulmus sicanlarda GSH-Px diizeyinin kontrol grubuna
gore diyabetiklerde arfii goralmistir (Kok 2011).

Kamalakkannan ve Prince’in (2006) yapttalsmaya gore ise STZ ile diyabetik
yapilan sicanlara E ve C vitamini verilerek kagacj bobrek ve beyinde SOD, GPx
duzeylerine bakilmgtir. Diyabetik sicanlarin enzim dizeylerindesiki goraltrken,
rutin vitamin verilen gruplarda dizelme meydanagelbelirtiimistir (Kamalakkannan
ve Prince 2006).
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Bir diger calsmada ise diyabetik siganlardaki SOD aktivitesiromtkol grubuna
gore diguk oldusu gosterilmgtir. Ayni calsmada E vitamininin bu dizeye bir etkisinin
olmadgl, GSH-Px aktivitesinin kontrol grubuna goére &ittiE vitamininin ise
diyabetik sicanlarda ¢ok az bir GSH-Px enzimsarsigladigl gosterilmgtir (Avci
2001).

Bu bilgiler siginda calymamizda, diyabet grubunda gorilen MDA diuzeyindeki
artis lipid peroksidasyonunun aftugu ve dolayisi ile serbest radikallerin diyabet ile
birlikte organizmada argi gosterilmgtir. Vitamin E ve vitamin C’nin verilmesi ile de
bu dizeylerin d§tigl ve lipid peroksidasyonuna vitaminlerin olumlu ieéktigi de
gosterilmitir. Bu olumlu etkinin sebebi ise vitamin E ve witan C'nin caitli
mekanizmalar ile radikallerin ortamdan uzagkialmasi ile MDA olgumunun

engellendgi gorisiindeyiz.

Antioksidan savunma sistemi enzimleri olan SOD G8H-Px enzim
duzeylerinde ise STZ-diyabetik sicanlarda kontnalbgina gére agigorilmitir. Bu
artisin sebebi muhtemelen diyabeteghartmis olan radikallerin ortadan kaldiriimasi
icin antioksidan savunma sisteminin aktive olmasiBiyabetik gruba Vitamin E ve
vitamin C verilmesi ile artnyi olan enzim dulzeylerinin dtiigh gorulmdtar.
Vitaminlerin antioksidan etkileri ile radikallerirortadan kaldiriimasi sonucu bu

enzimlerin aktivasyonunda diyabetiklere gore azabhdagu disunulmistar.

Antioksidan savunma sistemi enzimlerinden olan Cédzim dizeyinde ise
anlamh bir farkhlik goérdlmenstir. Bu durumun organizmadaki mekanizmalarin

farkhliklarindan kaynaklangi distuntlmstir.
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7. SONUC

Calsmamizda 21 STZ-diyabetik sicanlarin (K, D, E,C,lBGbrek dokusu CAT,
SOD, MDA, GSH-Px duzeyleri 6lculngtiir.

MDA dizeyi, artan lipid peroksidasyonundan dolayl dfubuna goére D
grubunda anlamlisekilde arts gostermgtir (p=0,004). Bununla birlikte uygulanan
vitamin tedavisi ile EC grubu, D grubuna gore arladerecede diils gostermgtir
(p=0,008). Aynisekilde E ve C gruplari D grubuna goresiigostermgtir (p=0,008,
p=0,032). Bunun dinda dger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark

gorulmemgtir.

CAT duzeyleri dgerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarakaami bir fark

(p>0,05) saptanmasiir.

SOD aktivitesinde gruplar arasinda istatistikselidan anlamli farklilik
saptanmygtir (p<0,05). D grubunun SOD aktivitesinde K grubumdre anlamli
(p=0.004) bir ary oldugu gorulmtir. EC grubunun D grubuna goére (p=0.008), ve C
grubuna goére (p=0,032) SOD aktivite duzeysiaki bulunmgtur. Diyabetik sicanlara
vitamin E (p=0.421) ve vitamin C (p=0.548) nin agwiri veriimesi SOD dgerlerinde
anlamh farklihk yaratmangtir.

GSH-Px aktivitesi dgerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel acidan
anlamh farklihklar gordlmgttr (p<0,05) GSH-Px duzeyi D grubunda K grubuna
(p=0.004)gore yuksek saptarytm. Diyabetiklere verilen C vitamini bu durumu cak
degistirerek digurmis, fakat yine C grubu ve K grubu arasinda anlamh fark
kalmstir (p=0,017). D grubu ise E, C ve EC gruplar kiasilastiriidiginda anlaml
farkhliklar goralmistar. Vitamin verilen ¢ grubun GSH-Px aktivitesi gdubundan
disik ve istatistiksel olarak anlamli bulungwr (p=0,008). C ve EC gruplan
karsilastirildiginda ise EC grubunun enzim aktivitesi kontrogeléne yaklamis ve bu
durumda istatistiksel olarak anlamli bulungtuxr (p=0,008).
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Sonug olarak yapilan bu gahada MDA dizeyinin diyabetik grupta oksidatif
stresten kaynakli radikallerin artmasindan kaynakikseldgi dusundlmistir. STZ-
diyabetik sicanlarin antioksidan enzim dizeylerikdetrol gruplarina gére CAT hari¢
bir arts s6z konusudur. Radikallerin artmasi antioksidarireraktivitesini de artirngi
ve bu nedenle kontrol grubu ile kdastirildiginda diyabetik grupta enzim duzeyleri
yuksek bulunmgtur. Vitamin E ve C verilmesi ile artan enzim dulsgnin distigu
gorulmistir. Bunun sebebi olarak da vitaminlerin etkisiolesan radikallerin ortamdan
uzaklatiriimasi ve enzim aktivitesinin de bu uzagtlema sonucu dimesi olarak

yorumlanabilir.

EC grubunun SOD ve GSH-Px enzim duzeylerine bakrida sadece vitamin C
verilen grubuna goére anlaml derecedestdii bulunmgtur yani sadece C vitamini
verilmesine gore iki vitaminin birlikte verilmesimidaha etkin oldgu gorind ortaya
koymustur. Bunun sebebi olarak da C vitaminin E vitaminidirgedigi ve boylece E
vitamininin tekrar oksidatif stresi engellemek amée kullanilabilir hale getirdii ve
bu sonuclara gore her iki vitaminin birlikte kullimasinin daha etkin olabilege

kanaatine varilngtir.
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