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1. GiRIS 4 , |
Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektronu olan atom veya molekilierdir. Bu tir maddeler reaksiyona son derece
yatkin olup, kanser, ateroskleroz, inflamasyon ve diabetes mellitus gibi hastaliklarin
patogenezinde ve yaslanmada 6nemli rol oynarlar. Serbest radikaller metabolik
olaylar sonucu sentezlendikleri gibi disardan da hava kirliligi gibi kaynaklardan
alinabilirler. En &nemli serbest radikaller oksijen radikalleri olup lipid
peroksidasyonuna sebep olurlar. Bdylece hiicre zarinin normal‘yapiSI bozulur ve
birgok hastaliga zemin hazirlanmis olur.
' Organizmada radikallerin zararh etkilerini engelleyen- birgok madde ve
venzir‘n vardir. Bunlara antioksidanlar adi verilir. Onemli antioksidanlar E vitamini, C

vitamini, B-karoten, glutatyon, dUrat, albumin, seruloplazmin gibi maddelerle
sUperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleridir. Saglikh
kisilerde serbest radikal Uretimi ile antioksidan savunma mekanizmasi denge
halindedir. Bu dengenin bozulmast durumunda radikallerin zararli etkileri ortaya
cikar. _ ' |

Serbest radikaller fagositozda mikroorganizmalarin 6ldiriimelerinde de
kultanilirlar. Bu olayda kullanllan serbest radikaller daha sonra antioksidan
savunma sistemleri tarafindan ortadan kaldirilirlar. Ancak savunma sistemlerindeki
bir yetersizlik sonucu organizmanin lehine olan lokositteki serbest radikal Gretimi
- bagta lokositler olmék Uizere organizmaya zarar vermeye baslar.
Calismamizda IDDM'li ¢ocuklarda plasma, eritrosit ve lbkositlerin serbest

radikallerden -etkilenme dereceleri ile antioksidan savunma sistemlerinin
arastinlmasini amagladik. '



2.GENEL BILGILER
2.1.DIABETES  MELLITUS

Diabetes Mellitus insulin salgilanmasinin tam veya kismi eksikligi' veya
degisik derecede insulin direnci sonucu olusan karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasi bozuklugudur ( 1,2,3,4).

Insan instlin geni 11. kfomozo’mun’kls‘a kolunun p15 bandinda yerlesmistir.

instllin, pankreas B hucrelerinin kaba endoplazmik retikulumunda preproinsulin
olarak sentezlenir. Preproinsiilinin parcalanmasi sonucu tek bir polipeptid
zincirinden ibaret olan‘proinsUlin meydana gelir. Proinstlinde 33 aminoasitten
ibaret olan C peptid isimli fazla bir peptid bulunur. Bu peptidin hidrolizle

ayrilmasindan sonra o(21 aminoasit) ve B(30 aminoasit) zincirlerinden olusan
instlin meydana gelir. A¢igda c¢ikan instlin sitoplazmik grantllerde depolanir.
insiilin salgifanmasi sirasinda her molekill insilin ile birlikte bir molekiil C peptid
aciga ciktigindan kan C peptid duzeylerinin 6lgimi endojen insilin salgilanmasina
iliskin bilgi verir. Saglikl bir kigide pahkreastan ortalama 10-15 pU /ml ‘lik kan
dlzeyini saglayacak miktarda bazal insulin salgilanir. Beélenme uyarisinda buna
ek insulin salgilanir (1,2,3,4,5,6). '

2.1.1.TiP | DIABET

Tipl diabete Instlin dependent (Instline bagimli) diabetes mellitus(IDDM)
adi verilir. Cocukluk ¢agdinin en sik rastlanan endokrin metabolik héstallg“n olan tip |
diabetes mexl'lv'itus, genetik olarak yatkin kimselerde viruslar ve bazi simik ve toksik

etkenler gibi gevresel faktdrlerin § adacik hicrelerine antijenikb’iellik kazandirarak
otoantikorlar olugturmas'l ve béylece adaciklann glukoz uyarisina insulin salgilama
cevabinin bozulmasi sonucu meydana Vgelen bir hastalktir (2,4,7)..

'WHO siniflamasinda insiiline bagimli diabet A ve B tiplerine ayriimissa da
klasik terminolojide Tip | diabet , Tip | A ile es anlamli kullanilir. Tip | B ise ileri
yaslarda goérulmekte ve pediatti kapsamina girmemektedir (1).

Tip | diabet, tim diabetiklerin %10-15’ini olugturur. Her yagta gorilebilmekle
birlikte daha ¢ok ¢ocukluk ve'genglik 'gagmm hastaligidir (1,4).

2.1.1.1. Etyolojisi | o

_ Tip | diabetin etyolojisinde kalitsal faktdrlerin yanisira gevresel faktorler de
rol oynarlar (1,2,6) . | | |

2



Diabetiklerin anne, baba ve kardeglerinde diabet '_slkllgmm diabetik
olmayanlara oranla daha yiksek erhasn, biri diabetik olan tek yumurta ikizlerinden
- digerinde %50’ye yakin bir ihtimalle hastalik gelismesi, kalitimin etkisini gbsterén»
drneklerdir. Hastaligin, polijenik (birden fazla genle ilgili-miltifaktoryel) kalitimla
" gectigi duglnalar. Tip | diabetin kalitimla ilgili oldugunun diger kaniti hastaligin 6.
kromozom (izerinde yer alan histokompatibilite antijenleri(HLA) ile iligkili olmasidir.
HLA-BS, BW15, B18, A1, CW3, DW4 ve dzellikle DR3 ve DR4 antijenlerini
tasiyanlarda tip | diabet sikhigi fazladir. Buna karsilik bu hastalarda DW2 ve B7
doku tipinin gériilme ihtimali azdir (1,2,6). j ' |

Bazi viral infeksiyonlar ve kimy_asal madde etkisi gibi edinsel gevfesel
- faktorler otoimmiin reaksiyonlara ve bunlarin sonucu olarak  hucrelerinde
harabiyete sebep olurlar (1,2,4,6).

Diabetin okul ¢agi ¢ocuklarinda ve sonbahar ve ilkbahar aylarinda ortaya
¢tkmas! viral infeksiyonlara baglahlr. Kabakulak infeksiyonundan 2-4 hafta sonra
gelisen diabet bildirilmistir. Yeni tani konan diabetik ¢ocuklarin %30'unda IgM-
Coxsackie antikorlarinin artmasi tip | diabet gelisiminde bu infeksiyonun rol
alabilecegini gdstermektedir. Konjenital rubella infeksiyonu gegiren ve dzellikle
HLA-DR3 ve DR4’lin doku tipini tastyan bebeklerde yiksek oranda IDDM gelistigi
gozlenmistir.Deney hayvahlarlnda' rubella, reov‘irUs, coxsackie B gibi
ensefalomyokardit yapan ¢esitli viruslarla diabet gelistigi gosterilmistir (1).

Kimyasal maddelerden alloxan ve streptozotosin(STZ) ile deney
hayvanlarinda f hiicre hasari ile diabet olustugu bildirilmigtir. 'D'iger bir diabet
nedeni fare zehiri Vacor N’-p nitrofenilire’dir. Pneumocystis cafini tedavisinde
kullanilan pentamidin ve akut lenfoblastik [6semi tedavisinde kullanitan
asparajinaz ile diabét gelistigi gézlenmistir (1). |

- |DDM patogehezinde timér nekrozis faktorler, interferonlar, interldkin 1 ve
2’nin de etkileri vardir (8).

Sonu¢ olarak IDDM, genetik, ¢evresel ve otoimmin faktérler sonucu
meydana gelen oldukga heterajen bir hastaliktir (1,7,8).

2.1.1.2. Sikhk

IDDM ‘sikhigi cesitli tlkelerde farkliik gosterir. Ornegdin kuzey Avrupa’da
giney AVrupa’ya gobre daha siktir (1). |

Sat ¢ocuklugu d(’jn_eminde nadir olan diabet 11-14 yaslarinda en siktir. Bu
durum, puberteye baglt hormonal ve ruhsal degisikliklerin etkisi ile aglklanlr; Okul
¢aginda gorulen artisinin sebebinin,‘gocugu'n infeksiyon ajanlariyla artan temasi



- oldu@una inaniimaktadir. Hastallk her iki cinste esit siklikta gorulur (1 2)

2.1.1.3. Flzyopatolousu

Tip | diabet, instlin eksikligine bagl metabolik dizensizligin en belirgin
olarak gelistigi diabet tipidir. Diabetes melhtus da metabolik bozuklugun primer
sebebi olan insllin eksikligine ilave olarak stres hormonlari (epinefrin, kortizol,
biylme hormonu, glukagon) salgllanmasmda da artis olur. Bu hormonal
bozukluklar gluko?un periferde kullaniimasinin azalmasina , karacigerde
glikojenoliz ve glukoneogenez artmasina sebep olur ve sonunda hiperglisemi
gelisir (1,2,9). | |

Karbonhidrat metabolizmasinda saf insdlin yetmézliginin etkisi bellidir.
Kandan instllin gekilmesinden sonra insan glukoz seviyesi hizla yikselir. Buna
glukozun hepatik kullaniminda da hizh artig e§l|k eder, Boylece kan glukoz dlzeyi
tekrar duser. Sonra kortizolde gorilen artis periferik glukoz kullanimini inhibe eder.
instlin yoklugunda glukoneogenez ve hepatik glukoz Uretimini kontrol
eder.Katekolaminler ketoasidozda yukselir, glukoz Uretimini artinir ve perlferlk
kullanimini azaltirlar (8,9).

instilinin normal etkisi karacigerde glikojenezi ve glukolizi artirir. insilin
eksikligi ve glukagonun nisbi fazléh@n fosfofruktokinaz 2'nin fosforilasyon nedenidir
ve fruktoz 2,6 difosfat seviyesini azaltir. Purivattan glukoz 6 fosfata akimi artirir
(3,8,10). -

Glukagon glikojenolizi artirarak hepatik glikojen depolarml hizla azaltir.
Extrahepatik dokularin glukoz alimi instlin eksikligi ve kortizol ve katekolamin
fazlaligina bagh olarak azahr. Glikojen sentaz ve plrivat dehidrogenazin
aktivasyonu azalir. Bdylece glikojen depolari ve glukoz oksidasyonu azalir (3,8,10).

insdlin eksikliginde lipid metabolizmasindaki defekt, artmig lipoliz ile adipoz
dokudan yag asidi saliniminin artmasidir. Major glukojenik aminoasidlerin plazma
konsantrasyonlari diger. Bu erken diisus, glukoneogenez icin artmig hepatik atima
baglidir (3,8). | |

Siddetli insilin yetmezliginde elektrolit, su ve asid metabolizmasinda
karigiklik vardir. BUyUk su kaybi osmotik ditireze, diabetik ketoasiddeki kusmaya ve
hipervantilasyona baglidir.. Poliliri sonucu artmis sivi ve elektrolit kaybr agir
elektrolit bozukluguna ve dehidratasyona yol agarak susama hissi sonucu polidipsi
ile ko/mpan'se edilir. Metabolik asidoz sonucu vicut hipervantilasyon ile(Kussmal
solunumu) asirt COz2 ‘i atmaya ¢aligir, plazma bikarbonat ve pCO2 diizeyleri dlger.
Artmig keton cisimleri idrarla atilirken (keton(iri) katyonlar da siirkler, su ve



elektrolit kaybi daha da _anrléglr. Artm|§ aseton riedeniyle' hastanin nefesi kokar.
Asidoz baslica organik 'k‘etoasidle'rin birikimine bagh olmakla birlikte
hipoperflizyona bagli laktik asidoz bu durumu artiran diger bir sebebtir. Hastada
ilerleyen dehidratasyon,' hiponatremi,'asidoz, hiperosmolarite ve serebral oksijen
kullaniminda azalma ile biling giderek bozulur ve koma gelisir (1,2). |

Diabetik ketoasidozda total viicut potasyumunda disme en dnemii elektrolit
boZukIuQudur. Diabetik hastada fosfat kaybi da olmaktadir. Fosfat eksikliginde
* enerji igin gerekli ATP yépiml azahr.'Ayrlca' 2,3 difosfogliserat diizeyi duser.2,3-
DPG eksikliginde hemoglobinin”oksijene afinitesi artar. Diger yandan asidoz daha
fazla oksijenin dokulara gitmesini saglayarak 2,3 DPG eksikligihi kKismen
‘kompanse eder. Tedavide fosfat verilmesi 2,3 DPG olugsumunu ve daha fazla
oksijenin dokulara gitmesini éaglayarak asidozun duzeltiimesini kolaylagtlrlr (1,2).

Tip IB Diabetes mellitus

2. tip inslline bagimli diabetes fnellitus(tiplB) tim IDDM vakalarinin yaklasik
%10 nunu olusturur. Bu tip diabetin patogenezinde primer otoimmunite Gzerinde
durulmaktadir. Bu- hastalarda diabet diger otoimmin hastaliklarla birlikte
bulunmaktadir. Bu hastalarda primer otoimmuniteyi dustnduren bulgu tipl
diabetten farkl olarak pankreas adacik hiicre antikorlarinin yagsam boyu devam
etmesidir. Tip IB kizlarda daha fazla goérilir ve semptomlar 30-50 yaglari arast geg
ortaya gikar. Agir insilin eksikligine karsi bu tip diabet genellikle daha hafif klinik
gidis gosterir. Bunlarda DRS3 antijeni daha siktir (1).

2.2.SERBEST RADIKALLER

Prooksidan olarak bilinen reaktif oksijen molekillerinin (ROM) meydana
¢tkmast normal aerobik yagsamin bir sonucudur. Prooksidanlarin dizenli tesekkili
ve enzimatik veya nonenzimatik antioksidanlarin etkileri dengededir. Oksidatif
stres,A prooksidan-antioksidan dengesinde prooksidanlarin lehinde bir dengesizlik
meydana getirir. Oksidatif stres, birgok hastaliyin basta gelen
sebebidir.Homeostaziste antioksidan kapasitenin devamli :regenerasyonuna
~ihtiyag vardir. Bu olmaz ise oksidatif hasar sonucu patofizyolojik olaylar ¢ogalir
(11,12,13). o |

‘Serbest radikal,eslenmemisg elektronu bulunan molekill veya atomlardir
(12,14,15,16,17). |

Atomlarda elektronlar orbital olarak bilinen bblgélerde yer alir. Her orbital
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" maksimum karsi yénde donen ki elektron tasir. Cogu biyolojik molekul ¢ift
elektron ihtiva edip radikal degildir. Eslenmemis elektronlar atom veya molekulin
kimyasal reaktivitesini degistirir ve aktif yapar. Bu ylzden radikallerin kimyasal
reaktivitesi asiri derecede ylksektir (14,18). ‘ A
Radikaller degisik yollarla diger molekdlier ile reaksiyona girerler.Eger iki
radikal karsilagirlarsa tek elektronlarini birlestirebilirler ve bir kovalent bag
yaparlar.@rnegih bir hidrojén‘atomu'tevk bir elektron ile radikaldir ve iki hidrojen
atomu kolaylikla birleserek diatomik hidrojen molekiline 'dbntlgebilirler (12,16,18).

H +H— S H2

Radikaller cesitli yollarla nbnradi'kal bilesikler ile reaksiyona girebilirler.Bir
radikal ¢cift elektronlu bir molekilden elektron alabilir veya elektron verebilir.Bir
radikal bir nonradikale katilabilir.Bu ug tip reaksiyondan hangisi olursa olsun
nonradikal radikale déntsur. Bdylece bir radikal bir digerini meydana getirir (12).

Yanma,boyanin eskimesi vekurumasi bir serbest radikal reaksiyonudur (12).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri |

Biyolojik sistemlerdeki en dnemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar roli oynayan
maddeler oksijenin kendisi, sliperoksid, hidrojen peroksid, geg¢is metallerinin
iyonlar ve hidroksil radikalidir. Bunlardan ilk dérdinin cesitli reaksiyonlar ile
sonuncusu meydana gelir . _

Oksijenin elektronlari o sekilde dagiimislardir ki bu elektronlardan iki tanesi
eslesmemistir. Bu ylzden oksijen bazen bir “diradikal” olarak da ‘deger'lendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini
saglar. Oksijen en son suya indirgenir Bu arada, klsml redukswonla cok sayxda
ylUksek derecede reaktif Grlinler olu§abxhrler (13,19).

Stiperoksid Radikali:

‘Hemen tim aerobik hlcrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest sliperoksid radikal anyonu (O2-.) meydana gelir. (12,15,16,17 ).

O2 + e- : s O2--

Stiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direk olarak fazla
zarar)l degildir. Asil dnemi, hidrojen perok31d kaynagl olmasi ve gegis metalleri
iyonlarinin |nd|rgey|CISI olmasidir (17,19). ' :

Superoksid, distk pH degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil
radikali (HOz2.) olusturmak Uizere protonlanir. Fizyolojik’ pH’dav protonlanmis formu
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- % t'den azdir (17,19).
Superoksid anyonu, hem redukley|0| hem de oksntleyucn 6zellije sahiptir.
Siperoksid ile perhidroksil radikali b|rb|rlenyle reaksiyona glrlnce biri okside olur

ve dideri indirgenir. Bu dlsmutasyon reaksiyonunda oksijen ve hldI’Ojen peroksnd
‘ OIU§UI’ (17,19).

HO2: + Oz + H* ‘ > 02 + H202

indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da sliperoksid meydana

getirebilir. = Fe2t+ + O2 > Fe3t + O2~

Cut + 02 >~ Cu2t 4+ Oz~

Bu reaksiyonlar geri déntsumladir (20).

Hidrojen peroksid:

Molekiler oksijen’in ¢evresindeki molekillerden 2 elektron almasi veya
~stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur.Peroksit molekili 2
hidrojen atomu ile birlegerek hidrojen peroksidi (H202) meydana getirir (19,20).
H202 membranlardan kolayca gegebilen, uzun 6marlG bir  oksidandir (21).

O2-- + e +2H* > H202 -

O2 + 2e” + 2HT | ‘ > H202

Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil Gretimi stperoksidin
“dismutasyonu ile olur. iki stiperoksid mo'lekClIiJ, iki proton alarak hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal OImayah ardnler
meydana geldiginden bu bir diémutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

202 + 2 Ht > H202 + O2

Bu disrhutasyon ya spontandir ya da stperoksid dismutaz enzimi tarafindan
katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8'de en hizlidir. Superoksidin
dismutasyonu sliperoksid dismutaz tarafindan genis bir pH aralifinda katalizlenir.
Ozellikle spontan d|smutasvonun mspeten yavas oldugu notral ya da alkali

pH'da en2|mat|k dismutasyon daha belirgindir (19,20).
' Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmad:igi halde, reaktif oksijen turlerl
icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Gunku
slUperoksid ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali
olan hidroksil radikali olugturmak Uzere kolaylikla yikilabilir.



H2O2 + O2~- >'-OH + OH" + 02

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu
ya katalizor varliginda veya katalizorstiz cereyan edebilir. Ancak, katalizoérsiiz
reaksiyon oldukga yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli‘ise ¢ok hizlidir. Bu

reaksiyona "Fenton reaksiyonu” adi verilir. Demir bu reaksiyonu asagidaki sekilde
katalizler (11,15,17,19,20,21,22). = |

O2- + Fe3+ 02 + Fe2t
Fe2+ + H2O2— S Fe3t + OH- + -OH
O + H.O2 —— S -OH + OH™ + O2

Etilendiamin tetraasetik asid (EDTA) gibi baz gelatlaylm ajanlar hidroksil
radikal olusumunu, Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla stimile ederken,
dietilentriamin pentaasetik asid (DTBA) gibi bazilari inhibe ederler. EDTA, demir
iyonlarinin lipid peroksidleri ile reaksiyon hizini ise dustrar (19).

Hidroksil radikali :

Hidroksil radikali (-OH), gégi§ metallerinin varhiginda hidrojen peroksidin

indirgenmesiyle (Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir.Suyun ylksek enerijili
iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu da olusur.

H-O-H > H- +-OH

Son derece reaktif bir oksidan radikaldir. Yarilanma omri ¢ok kisadir.
Olustugu yerde bdyL’]k hasara sebep olur (11,16,17,20,21).

Singlet Oksijen: |

Singlet oksijen (102) , ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal
olmayan reaktif oksijen molekalidir. Serbest radikal reaksiyonlart sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da sebeb olur .
Oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yéninde olan
bagka bir orbitale yer degistirmesiyle olusur. Delta ve sigma olmak Uzere 2 sekli
vardir (Sekil 1). Singlet oksijen |, uyarllrmg elektronlarin daha dulsuk enérji
seviyelerine inmesiyle 1sik yayar. Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle etkilesimi
sonucu kemiluminesans meydana gelmesi ve bunun 6élgtilmesiyle reaktif oksijen
turlerinin direk tayini yapilabilmektedir (11,17,19,20,21,23).
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Sekil 1. Tabii oksijen ile diger oksijen radikallerinin elektron dagilimi
Serbest oksijen radikalleri dx§mda’ karbon merkezli radikaller (R.), peroksil
radikalleri (ROO.), alkoksil radikalleri (RO.), thiyl radikalleri (RS.) gibi 6nemii
serbest radikaller de vardir (20). Peroksil radikali poliansatire yag asidlerinden
meydana gelen yar|‘ émri uzun olan bir radikaldir (11).
2.2.2.Hiicrelerde Serbest Radikal Olusumu
Serbest Radikallerin Kaynaklari:
1. Serbest radikallerin biyolojik kaynaklar
- Aktive olmus fagositler (Respiratory Burst)
- Antinedplastik ajanlar (adriamisin, doksorubisin)

- Radyasyon
-Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular
. Gevresel ajanlar ( hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi,

pestisidler, sigara dumani, solventler , anestezikler, aromatik hidrokarbonlar )

2. Serbest radikallerin intraselliler kaynaklari

- Kticlik molekllerin otooksidasyonu ( tioller, hidrokinonlar, 'katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler , antibictikler )

- Enzimler ve proteinler ( Ksantin oksidaz, triptofan dioksigenaz, Hb )

- Mitokondrial elektron transportu




- Endoplazmik retikulum ve nikleer membran elektron transport sistemleri
( sitokrom P450, sitokrom b5 )

- Peroksizomlar ( oksidazlar, flavoproteinler )
- Plazma membrani ( lipoksigenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde

- NADPH oksidaz , lipid peroksidasyonu ) ( 18 ).

lyonize radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar diginda serbest radikaller
genellikle hucrelerde- elektron transfer reaksiyonlariyla meydana gelir. Bunlar
enzimlerin etkisiyle ya da nonenzimatik gegis metallerl |yonlarmm redoks kimyasi
aractligi ile cereyan ederler.

Birgok enzimin katalitik sikluslar swasmda serbest radikaller agiga ¢ikar. Bu
enzimlere drnek: Ksantin oksidaz , aldehid oksidaz , dihidroorotat dehidrogenaz,
flavoprotein dehidrogenaz, triptofan dioksijenaz (18,20,24).

Aktive olmus fagositler, bakterisidal rollerinin sonucu olarak sUperoksid
uretirler (16,19,22,25).- | | |

Normalde , hicrelerde en -buylk serbest radikal kaynagi, elektron
transport zincirinden elektron sizintisidir. Ig mitokondrial membranda lokalize
oksidatif fosforilasyon zinciri komponentleri blylk oranda indirgendigi zaman
mltokondrlal stiperoksit radikal agija ¢ikisi artar, Endoplazmlk retikulum ve
nikleer membra_nda serbest radikaller, membrana bagl sitokromlarin
oksidasyonundan meydana gelirler. Peroksizomlardaki flavin oksidazlar gibi diger
enzimler de sﬂperoksid ya da hidrojen peroksid retebilirler. Hayvan hicrelerinde
SUperoksidin baska bir kaynadi da, askorbik asid, tioller ( glutatyon, sistein gibi ),
adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bile§iklerin otooksidasyonudur (18,20,24).

Hucrelerde serbest radikal Uretimi , bazi yabanci toksik maddeler
tarafindan biylk oranda arttirilabilir. Bunun tipik bir 6rnedi karbontetraklor(r
toksisitesidir (20). | |

~ Arasidonik asid metabolizmasi da reaktif oksijen tdrlerinin onemli bir
kaynagidir. Fagositik hUcrelerin‘ uyarilmasi fosfolipaz ve protein kinazin
aktivasyonuna, plazma membranindan arasidonik asidin salinimina yol agar.

Aragidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla serbest radikal ara Grlnleri olugur
(Sekil-2) (21,18).
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Peroksidaz.~ |
S M
Tromboksanlar Prostaglandinler Hidroksieikosatetraenoik asid

Sekil 2. Arasidonik asid met_aboliimasnnda oksijen radikallerinin olugumu

2.2.3 Fagosifoz ve Respiratdry Burst |

Fagositik I6kositler gesitli biyoloj'ik hedeflerin pargalanmasina ve hasarina
neden olabilen, enfeksiyona karst viicudun hiicresel cevabini baglatan hicrelerdir
(21). | |

Fagositik lokositler ¢oézlnebilir ya da partikiler bir stimulusla ( opsonize
mikfo_Organizmalar, kompleman fragmani C5a, l6kotrien B4, bakteriel orijinli N-
formylated oligopeptidler gibi ) uyarildiktan sonra lizozomal komponentleri disar
vermeye baslarlar ve reaktif oksijen metébolitleri olugumuyla birlikte, mitokondri
disindaki oksijen tiketiminde bir patlama (respiratory burst) gdsterirler: Fégosite
edilmis bakteri, respiratory burst Granlerinin toksik etkisiyle olduralar. Bu oksidan
urinler  slperoksid anyonu, hidrojen peroksid , hidroksil radikali ve halid
oksidasyon Urinleridir (19,21,22,23,25,26,27,28).

2.2.4. Antimikrobial Aktivitede Serbest Radikaller

(MyeloperdksidazéHidrojen peroksid-Halid sistem)

Respiratory burst’in amact fagositler tarafindan mikroorganizmalarin yok
edilmesinde kullanilabilecek oksidan ajanlar saglamaktir. Bu oksidan ajanlari
kullanan mikrobisidal sistemlerden biri myeloperoksidaz sistemidir. Nétrofil ve
monositler, primer lizozomal grandllerinde bir hem enzimi olan myeloperoksidaz
ihtiva ederler (21 ,22',23,28,29,.30). Notrofilde, antimikrobial bir ajan olarak sorumlu
tutulan ilk oksidatif metabolizma driini hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksidin
myeloperoksidaz ve bir halid ile kombinasyonu gigli antimikrobial aktivite gosterir.
Bu reaksiyonda myeloperoksidaz, halid’den hidrojen perokside iki elektron
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transferi yapar, okside halid meydana gelir.

Myeloperoksidaz
HoO2 + X + Ht ‘ >~ XOH + H20

(Cl,InBr-) ,

Hypohalous asitler olan hipoklorit (HOCI), hipoiyodit (HOI} ve hipobromit
(HOBr), ile bunlarin tuzlari glcli oksidanlardir ve biyolojik olarak énemli
molekullerle reaksiyona girerler (22,23,25,28,30).

2.2.5. Serbest Radikallerin Etkileri

2.2.5.1. Membran lipidlerine etkileri: Serbest radikaller, savunma
mekanizmalarinin kapasitesini a§écak oranlarda olustuklari zaman organizmada
cesitli bozukluklara yol acgarlar. Biyomolekillerin tim bayuk siniflari serbest
radikaller tarafindan etkilenir, fakat lipidler en hassas olanlaridiriar (20).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olugan bir serbest radikal etkisi sonucu
membran yaplsmda bulunan poliansature yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu
uzaklagtiriimasi ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi
kazanir. Olusan lipid radikali day&mksnz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekul i¢i ¢ift bagdlarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlari ve daha
sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali
meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatire
yag asidlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken,l kendileri
de agida c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksidlerine donlsirler.
Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder (Sekil-3) (15, 24,31).

Lipid perokSIdasyonu toplayici reaksiyonlarla sonlandnrtlabmr ya da
otokatalitik yayilma reaks:yonlanyla devam edebilir (18).

Plazma membrani ve organel lipid peroksndasyonu, daha énce bahsedilen
serbest radikal kaynaklarinm hepsiyle stimule edilebilir ve metallerin varhginda
artar. (10,32). o

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gecis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksidleri yikildiginda - c¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehidler olusurlar. Bu bilesikler , hiicre diizeyinde
metabolize edilirler veya baglangictaki etki alanlarindan diffize olup hiicrenin
diger bolumlerine hasari yayabilirler (20,24,31). Ug ya da daha fazla gift bag ihtiva
eden yag asitlerinin peroksidasyonu, malondialdehid (MDA) meydana getirir ki bu
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sekil 3. Linoleik asidden malondialdehid ve diger peroksidasyon Grinlerinin
olusumu. A: Bag;lama B: Dien konjugasyonu ve serbest radikal stabilizasyonu. C:
Molekiler oksuen saldirist. D: Lipid peroksil radikali. E: Lipid endoperoksi radikali.
F: Molekil igi dizenleme. G: Radikal zincir reaksiyonu (ilerleme) H: Lipid
hidroperoksi pargalanmasi. I: Lipid alkoksil radikali. J: Malondialdehid. K: Alkil
radikali L: Lipid aldehid.
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- da tiobarbitirik asitle ‘blgﬂlebilir.'_ Bu yoéntem lipid peroksid ddzeylérinin’
dlcllmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatori degildir ama .Iipid peroksidasyonunun derecesiyle
korelasyon gosterir (18,24,31). |

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararl bll’ zincir reakswonudur Dlrek olarak
membran yapisina ve indirek olarak reaktif aldehidler Ureterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir (20).' Peroksidasyonla olusan MDA, membran
komponentlerinin'gapr'az’baglanma' ve polimerizasyonuna s'ebep olur. Bu da
deformasyon, iyon'transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylzey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran dzelliklerini degigtirir. Bu etkiler, MDA nigin
- mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar (18).

2.2.5.2. Proteinlere etkileri: Proteinler serbest radikal etkisine karsi,
PUFA’'dan daha az hassastirlar, baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla
ilerleme ihtimali daha azdir. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne derece
etkilenecegdi aminoasid kompozisyonlarina baghdir. Doymamis bagd ve sUlflr iceren
molekullerin serbest radikallerle reaktivitesi ylksek oldugundan triptofan, tirozin,
fenil alanin, histidin, metionin, sistein g'ibi aminoasidleri iceren proteinler serbest
radlkallerden kolaylikla etkilenirler. Sitoplazmik ve membran proteinleri ozon ve
protoporfmn IX gibi okside edici ajanlara maruz kaldiktan sonra dimerlere veya
daha buyUk agregatlara gapraz baglanabilirler. Prolin ve lizin, sGperoksid radikali,
hidrojen peroksid ve hidroksil radikali treten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler (18,21,24).

2.2.5.3. Niikleik asidler ve DNA’ a etkileri : lyonize edici
radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'yi etkileyerek hiicrede mutasyona ve
6lume vyol acarlar. Sitotoksisite, blylk oranda, nikleik asid’ baz
modifikasyOnIarmdan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger
bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve degisikliklere yol acgar . Aktive olmus notroflllerden kaynaklanan hidrojen
peroksid membranlardan kolayca gegerek hicre g¢ekirdegine ulasarak DNA
hasarina, hicre disfonk_siyonuna ve hatta hilicre dlumine yol agabilir. Bu
yUzdenDNA serbest radikallerden kolay zarar gorebilir 6nemli bir hedeftir.
(16,20,21). | | -

2.2.5.4. Karbonhidratlara etkileri: Serbest radikalle‘r_in karbonhidratlar
lizerine de dnemli etkileri vardir. Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu
hidrojen peroksid, peroksidler ve okzoaldehi’dler meydana gelir. Bunlar diabet ve
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sigara i¢imi ile iligkili kronik-hastahkla"r gibi patolojik proseslerde dnemli rol
oynarlar (21). o o " |
Serbest radikaller cesitli hastaliklarin patogenezinde énemili rol oynarlar.

Diabet ve diabetin kdmplikasyonlarmm gelisimi, koroner kalp hastahi§i |,

hipertansiyon, psoriasis , romatoid artrit , ¢esitli deri, kas ve goz hastaliklarinda,
kanserde, yaglshkfa serbest radikal Uretiminin artti§1 ve antioksidan savunma

mekanizmalarmln yetersiz oldugu gosterilmistir (33-42). Ancak, serbest radikallerin
bu hastaliklarin sebebi mi oldugu yoksa hastaliklarin bir sonucu olarak mi

meydana geldikleri tam olarak bilinmemektedir.

2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Reaktif oksijen tlrlerinin dizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasari
sinirflandirmak igin vicutta birgok savunma mekanizmasi geligmigtir. Bunlar
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve /veya reaktif
oksijen turlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar,
dogal ( endojen kaynakli ) ve eksojen kaynakli antioksidanlar blmak Uzere baglica
iki ana gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydéna gelisini Emieyenlervve
mevcut olanlar etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye aynlabilirler. Ayrica enzim
ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Hicrelerin hem sivi hem de
membran kisimlarinda bulunabilirler (18,20,43,44 ).

A-Dogal Antioksidanlar (Endojen) -

1. Enzimler : Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, Stperoksid dismutaz
Katalaz, Glutatyon Peroksidaz

2. Enzim olmayanlar:

a - Lipid fazda bulunanlar: a-tokoferol , f-karoten =~
b -Sivi fazda(yani hiicre sitozollinde veya kan plazmasinda bulunanlar):
Askorbik asit, Urat, sistein, seruloplazmin, transferrin , laktoferrin , miyoglobin,
hemoglobin, ferritin, 'albumin, bilirubin, glutatyon
B-Eksojen Antioksidanlar
-Ksantin Oksidaz inhibitérleri: Allopurinol, oksipurinol, folik asit, pterin
aldehid, tungsten | ' |
- Soya fasulyesi inhibitorleri (ksantin dehidrogenazin proteolitik etki sonucu
ksantin oksidaza déniistimiinii inhibe ederler).
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- NADPH Oksidaz inhibitérleri : Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, Non-steroid antiinflamatuar ilag'lar, cetiedil, diphenylihe iodonium
| - Stiperoksid dismutaz | |
- Katalaz .
- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilari: Mannitol, albumin, DMSO
- Demir redoks dénglisinin inhibitérieri: Desferroksamin, seruloplazmin
- Nétrofil adezyon inhibitdrleri |
C-Gida Antioksidanlari o |
-Butylated hydroxytoluene (BHT) , Butylated hydroxyanisole (BHA),Sodium
benzoat, Ethoxyquin, Propyl galate, Fe-superoxyde dismutase |
Antioksidan etki tipleri; | |
Antioksidanlar dort ayri sekilde etki ederler:
1. Toplayici etki ( scavenging etki )
2. Bastirici etki ( quencher etki )
3. Onarici etki ( repair etki )
4. Zincir kirici etki ( chain breaking )

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlarn tutma veya ¢ok daha zayif
yeni bir moleklle g¢evirme islemine toplayici etki denir. Serbest oksijen
radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif
sekle donulstiren olaya bastirici etki denir. Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin ve
antosiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler. .

Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini kirnp
fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin
ve minaf8ller zincir kirici etki gbsterir_lef (44). |

Antioksidanlarin lipid peroksidasyon basamaklarindaki etkileri Sekil-4 da
gosterilmistir, |
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2.3.1. Sﬁperokéid Dismutaz | -

ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan
stiperoksid dismutaz ( EC 1.15.1.1 , EC- SOD ) enzimi superoksidin, hidrojen
peroksid ve molekiler oksijene doénasimini katalizler. Seluler bdlmelerdeki
sUpefoksid dizeylerini kontrol etmede énemli bir rol oynar ( 16,45,46, 47).

2 02" + 2H* — ;Hzoz + O2

Bu reaksiyon spontan olarak da meydana gelebilir. Fakat SOD tarafindan
katalizlendiginde reaksiyon hizi 4000 kat artar. insanda SOD’nin iki tipi
bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn ihtiva eden izomer

_ (C'u'-Zn SOD ) ile mitokondride bulunan tetramerik, Mn inhtiva eden izomerdirler |

(MnSOD ). Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’ dir.
Cu-Zn SOD 21 nolu kromozomda, Mn-SOD 6 nolu kromozomda lokalizedir (48,49).
Sitozolik Cu-Zn SO'D siyanidle inhibe edilirken, mitokondrial Mn SOD inhibe olmaz.
Her iki SOD’nin katalizledigi ,reaksiydn aynidir (50).

Sliperoksid dismutazin, slperoksid anyonuna olan etkisi su sekildedir.

Superoksid anyonu , Cu2+ ve bir arginin rezidiistinin guanido grubuna baglanir.
Bu baglanma sonucunda stiperoksidden bir elektron. Cu2t’a transfer olurken

Cul+* ve molekiler oksijen meydana gelir. ikinci bir stperoksid anyonu Cul+’ dan
bir elektron, baglanma ortadindan ise iki proton alarak hidrojen peroksidi

olustururken, enzim tekrar Cu2+* formuna dénmis olur (13,51).

SOD-Cu2t + Q2 , <SOD-Cutt + O2

SOD-Cult + Q2= + 2 H* : >SOD-Cu2t + H202

Cu-Zn SOD'nin spesifik aktivitesi Down sendromliu  hastalarin
eritrositlerinde yiiksek bulunmustur (47,52). Buna karsilik Cu-Zn SOD aktivitesi
prematurelerin ve yashlarin eritrositlerinde, psoriasisli hastalarin Iokositlerinde
diglk bulunmustur (34,47).

2.3.2. Glutatyon Peroksidaz
~ Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. GSH-Px ( glutatyon: H202 oksidorediktaz,EC 1.11.1.9 ) ‘in molekdl

. agirhig yaklagtk olarak 85.000.D.'dur. Tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden

sitozolik bir enzimdir. Birgok dokuda bulunan major sitozolik selenyumiu “enzimdir
(14,21,53). |
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GSH-Px asagtdaki réaksiyonu katalizler.
GSH-Px

H202 + 2 GSH — > GSSG + 2H20

- GSH-Px
ROOH + 2 GSH — > GSSG + ROH + H20

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz ( PLGSHPx ) molekil agirig
20.000 dalton olan, monomerlk selenyum atomu ihtiva eden s:tozohk blr enzimdir.
Membran fosfolipid hidroperoksidlerini alkollere indirger (54).

En dnemli membrana bagl antioksidan olan vitamin E smlrll oldugu zaman,
PLGSHPx membranin peroksidasyona kérg:l korunmasini saglar (54).

GSH-Px'in selenolat formu ( E-Se- ) peroksid substratini alkole indirgerken,
kendisi okside selenik aside doénisir ( E-Se-OH ). Glutatyon, bu evrede reaksiyona
katilarak selenosiilfit'i ( E-Se-S-G ) blugturur. [kinci bir glutatyonun selenosiilfite

baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna ddnerken, glutatyon
okside hale dénU§Ur'($ekil-5).

E-Se~

Selenolate -

GSSG + H* RODH, + H*

GSH. ROH!

E-Se- 5S-G A E-SeOH

Selenosullida Selenenic acid

H,0 - GSH -

Sekil 5. Glutatyon Peroksidazin katalitik mekanizmast
_ Hidroperoksidlerin redlkte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon
rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH'a déniisir.
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: Glutaty_on Redtiktaz -

GSSG + NADPH + Hf— .2 GSH + NADP+

GSH-Px'in, fagositik hicrelerde dnemli fonksiyoniari vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamas! sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin  zarar gérmelerini engeller. GSH-Px
aktivitesi duglik olan  makrofajlarda zimosanla baslatilan solunum patlamasini
takiben, hidrojen peroksid saliniminin aﬂtlgl gosterilmistir ( 54 ). Eritrositlerde de
GSH-PX oksidan strese kars! en etkili antioksidandir ( 55 ). GSH-PX aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hﬂcre-hasarma—yol agar (56).

' 2.3.3. C Vitamini | |

C vitamini (askorbik asid), kapal formuli C6H806 olan bir ketolaktondur.
Suda eriyebilir vitaminlerden olan askorbik asid, 6zellikle yesil renkli taze sebze,
meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur (21, 57-60).

Gok'gUgIU bir indirgeyici ajan olan askorbik asid semidehidroaskorbat
radikal ara GrGna Gzerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur ($Sekil-6).
Gucll indirgeyici aktivitesi nedeniyle ayni zamanda gugli bir antioksidandir.
Siperoksid ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girer,'C vitamini ayrica
antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller, tokoferoksil

radikalinin , o-tokoferole rediklenmesini saglar(21,59). C vitamininin bitkisel ve

hayvansal yaglari , balik, margarin ve sit gibi yag ihtiva eden yiyecekleri oksidatif
bozulmaya karsi korudugu bilinmektedir (60).

OH " OH

| | % |
0=° C—CHOH .~ O \~C—CH, O
—{ H ) H
HO”  “oH . d o

Ascorbic acid Dehydroascorbic acid

Sekil 6. Askorbik asid ve dehidroaskorbik asid
C vitaminin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de
gostermesidir. Gtnkl C vitamini, ferri demiri ferro demire indirgeyen, sliperoksid
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radikali disindaki tek seliler ajandir (21).

Asc: + Fe3+;proteini : - > DHAsc + Fe2+ '+ protein

Fe3+ 4vitC — Fe2t + VitC- + 2H*

Saglikh kisilerde ve topluluklarda C vitamini durumunu anlamak i¢in plazma
veya lokosit askorbat konsantrasyonlar kullanilir. Plazma konsantrasyonlari
askorbatin metabolik turnover'nin ya da en son diyetle ahiminin bir géstergesi iken,
[6kosit konsantrasyonlarinin  C vitamininin doku depolarini yansittigina
inaniimaktadir. Lokosit askorbik asit (Asc) dizeyleri plazmadakinden 25-80 kat
daha yiksektir (58,61,62,63,64).

Doku askorbat eksikliginin diabetes mellitusta doku patolojisini arttirdigi ve
bu ylzden fazla miktarda C vitamini alinmasi gerektigi kaydedilmistir (65).'

2.3.4. E Vitamini o

E vitamini tokoferol yapisindadir. Dogal "olarak husule gelen, alfa, beta,
gama, delta, eta ve zeta gibi gegitliA tokoferoller bulunmaktadir. Bunlarin hepsi,
izoprenoidlerin substitue edildigi 6-hidroksi kromanlar veya tokollerdir. D-o-
tokoferol en genis dogal dagilimi ve en blylk biyolojik aktiviteyi gosterir (66).

Cok guglu bir antioksidan olan E vitamini, hicre membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatire yag asidlerini serbest radikal etkisinden koruyarak ilk
savunma hattini oI’U§turur. E vitamini, sUperoksid, hidroksil radikallerini, singlet
oksijen, lipid peroksi radikallerini ve diger radikal érneklerini indirger (18,66,67).

E vitamini, zincir kirici bir antioksidandir (14). ' ’

2.3.5. Diger antioksidanlar _

Katalaz: Katalaz (H202:H202 oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) 4 tane hem
grubu bulunan bir hemoproteindir. Gdérevi, hidrojen peroksidi oksijen ve suya
pa'rgalam'aktlr. Peroksidaz aktivitesine sahip olusuna ek olarak, bu enzim bir
molekll hidrojen peroksidi elektroh verici bir substrat olarak, digerini de oksidan
veya elektron alicisi olarak kullanabilir. Peroksizomlarda lokalizedir (15,68).

Katalaz

2H202 - —— 2H20 + O2

Karotenoidler: A vitamininin metabolik 6nculi olan B-karoten, bitki
pigmentlerinden olan karotenoid familyasinin bir Uyeéidir.B-’karotenin, singlet
oksijeni bastirabildigi, siperoksid radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile
direk olarak etkileserek antioksidan vazife gordiga uzun zamandir bilinmektedir.
(11,69,70). | |
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~ Urat: Normal pylazma konsantrésyonunda hidroksil, superoksid, peroksi

radikallerini ve singlet oksijeni temizlemektedir. Fakat lipid radikalleri Gzerine etkisi
yoktur. Ayrica C V|tamm|mn oksndasyonunu engelleyici etkisi de bulunmaktadir
(11,14,15).

Sistein: Superoks:d ve hldrokSII radikali toplawaSIdlr (14 70).

Albumin: LOOH ve HOCI toplay1013|dtr (14,70).

Bilirubin: Stperoksid ve hidroksil radikali toplaylmsudlr (14,70).

Seruloplazmm Muhtemelen SOD'e benzer mekanizma ile etki gosterir
(14). Demiri ylkseltgeyip Fenton reak3|yonunu inhibe ederek koruyucu bir ajan
- olarak rol oynar (15). o
Transferrin ve Laktoferrin: Dolasimdaki demiri baglarlar (12,14,17).
Ferritin:. Dokudaki demiri baglar (14).

2.4.DIABETES MELLITUS VE SERBEST RADiKALLER

- Diabetes mellitus’da peroksid regulasyonundaki ve gecis metalleri
metabolizmasindaki anormallikier, hastahiyin olugsmasinda ve uzun dénem
komplikasyohlarmd_a onemli rol oynarlar (71,72). Oksidatif aktivitenin (serbest
radikal Gretiminin) artisi, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersizligi ve
proteinlerin glikozilasybnu ozellikle zayif kontrolli diabetlilerde ateroskleroz,
retinopati, hipertansiyon gibi diabet komplikasyonlarina on acar (73).

2.4.1. Diabet Etyolojisinde Serbest Radikallerin Roli
Serbest radikaller daha sonraki komplikasyonlarinda oldugju kadar diabetin

kendisinin olusumunda da etkilidirler. Serbest radikallerin etkisiyle olug.én B-hicre
hasari IDDM’e neden olur. Diabetin baglamasinda oksidasyonun rol oynadi§ina
dair bulgularin gogu deney hayvanlarinda diabeti olugturan 2 |Iag olan, alloksan
ve streptozotosm (STZ) ile yaptlan gallgmalardan elde edllmlgtlr Bu kimyasal
maddelerin her ikisi de cksidan madde meydana getirerek Langerhans
adaciklarini selektif olarak tahrip ederler . Bunlardan alloksan, intraselller
redUktanlar olan askorbat ve tiollerle reaksiyona girerek onlarin antioksidan
etkilerini engeller ve bdylece oksidan Uretimine sebep olur. Bir glukon nitrosourea
olan STZ'nin etki mekanizmasi ise daha az anlagiimistir. Ancak, STZ'nin uygun
olmayan NO cevaplari meydana getirerek diabete 4sebep oldugu tahmin
edilmektedir. Alloksan toksitesi in vitro ve in vivo metal selatlayici ajanlar, SOD,
katalaz, hidroksil radikal pargalayicilari ve lipidde ¢dzlnebilir antioksidanlarla

22



\

inhibe edilebilir. Desferroksamin, disik dozlarda tekrarlanan streptozotosinin
sebep oldudu diabeti 6nler. Bu da, gégig metallerinin katalizledigi serbest radikal
reaksiyonlarinin STZ toksisitesine katkida bulundugunu gdsterir (71,74,75,76 ).

IDDM'un baglanglcshda siklikla pankreas adacik hiicrelerinde inflamasyon
vardir. Insiilitis, serbest radikaller tireten fagositlerin infiltrasyonuyla karakterizedir.

Ayrica sitokinler de B hUcrélerinde serbest radikallerin olusumuna yol acarlar (77).
Duguk doz STZ ile meydana getirilmis deneysel instilitis sirasinda adaciklar infiltre
eden ilk inflamatuar hiicreler makrofajlardir. Aktive makrofajlar sitotoksik serbest

radikaller tretirler. Ozellikle hidroksil radikalleri B hicrelerine karsi sitotoksiktir (78).

in vitro deneylerde dihidrolipdik asid belirgin gekilde makrofajlarin neden oldugu
| adacik hticre yikimini inhibe ederken, bu antioksidan yoklugunda uygunsuz NO
cevabinin neden oldugu adacik hiicre yikiminin arttigi gésterilmigtir ( 79).

Pankreasta antioksidan enzimlerin aktivitelerinin diger dokulardan daha
digik olmasi da pankreasi oksijen radikallerinin etkilerine karsi hassas hale getirir
(74, 76). '

2.4.2. Diabette Lipid Peroksidasyonu

Diabetik kisilerle. plazma vé doku lipid peroksidasyon urUnlerinin. ayni
yastaki saglikli kisilerden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Retinopatili ve
anjiopatili NIDDM'lU hastalarda TBA reaktivitesinde (lipid peroksidasyon
uranlerinde ) komplikasyonu olmayan hast(alardan' daha fazla artis goérulmastir
(71,73,77, 80, 81,82,83 ). Diabetik hayvanlarda da benzer bulgular elde edilmistir.
Streptozotosin ile diabet meydana getirilmis ratlarda bébrek ve retinada lipid
" peroksidasyonu ydksek bulunmustur (71). _

‘Diabette, 0zellikle vaskiler komplikasyonlari _'olah hastalarda lipid
metabolizmasi ve yapisinda belirgin degisiklikler olur. Ozellikle LDL’' nin
oksidasyona egilimi artar, Bu kisilerde, plazma lipoproteinleri ile hicre
membranindaki lipid oksidasyonuna yaygin vaskiler hastalik eslik eder. Bununla
beraber, yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gore, plazmadaki lipid peroksidieri
dlzeyi diabetten ¢ok dogrudan vaskUler'hastath kendisi ve hipertrigliseridemi ile
ilgilidir.

Diabette; plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipidlerinde ve cesitli
dokularda lipid peroksidasyonunun arttigina dair gok sayida galisma bulunmakia
beraber bu artista enzimatik (arasidonik asid yolu) ve nonenzimatik (otooksidatif)
lipid pequsidasyonundan hangisinin daha ¢ok sorumlu oldugu bilinmemektedir.
Ancak, hem aragidonik asidin enzimatik oksidasyonu ile hem de siiperoksid ve
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~ hidrojen perok5|d etk151 sonucu non-enzimatik yolla diger lipidlerden lipid

perok51dlermm meydana geldigi samlmaktadlr Enzimatik yol, yaygin vaskuler
inflamasyon sonucu aktiflesir. Stiperoksid, hidrojen peroksid ve metal iyonlarinin
etkisi sonucunda da dolagimda, ekstravaskiler boglukta veya ehdotelyal ve
fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan lipidlerden non-enzimatik yolla lipid
peroksidleri meydana gélebilirler.  Daha sonra enzimatik yol Urlnleri non-
enzimatik yolu, non-enzimatik yol Urlinleri de enzimatik yolu aktive ederek lipid
peroksidlerinin Gretimini artirirlar. Sonugta, her iki yol kargilikli olarak birbirlerini

_etkilemis olurlar.

Aspirin verilmesinden sonra birkag saat iginde tavsan plazmasinda total lipid

“peroksitlerinde belirgin azalma oldu@u gosterilmigtir. Aspirin insan icin terapétik

dozun Ustinde kullanildiginda etkiliyken diger antiinflamatuarlar ( naproksen,
indometasin) terap6tik dozda etkilidirler.

Artmig lipid peroksidasyonunun, diabet komplikasyonlarinin bir sonucu ya
da sebebi olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, lipid
peroksidasyonunun, devamli bir siklus olan oksidatif stres ve hasarin bir pargasi
olduguna inaniimaktadir. Yani,lipid peroksidasyonu doku hasarini doku hasart da
lipid peroksidasyonunu arttirir (42,72).

2.4.3. Proteinlerin Nonenzimatik Glikasyonu _

Proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonu, posttranslasyonel protein
modifikasyon reaks;yonudur Diabette hemoglobin, kollagen, membran proteinleri,
plazma proteinleri, tubulin ve lens kristallini gibi proteml_erm} nonenzimatik
glikozilasyonu artmistir. ‘Nonenzimatik glikozilasyonun ilk asamasinda
proteinlerdeki serbest amino gruplari (N-terminal ve €- amino gruplan) ve acik
zincir geklindeki glukozun serbest aldehid grubu arasinda bir Schiff bazi olusur,
sonra daha stabil ketoamin haline gelmek Uzere bir Amadori diizenlenmesine
ugrar. Boylece proteinin yikiu ve konformasyonu degigir. Proteinlerin artmig
glikozilasyonu ve bunu izleyen reaksiyonlar normal yaglanma sirasinda meydana

gelen, diabetin hizlandirdig: vicud protemlermdekl yapusal ve fonksnyonel
dedigikliklerden sorumludur (71, 84, 85)

Glukoz, difer a-hidroksialdehidler gibi enolize olarak gegis metallerinin
katalizérligiinde molekiler oksijeni indirgeyerek ketoaldehid, hidrojen peroksid ve
okside edici ara trlnler olugturur (71, 83, 79, 80 ). |

Amadori GrGniundn kendisi de okside olarak, eritronik asid agida gikisina ve
karboksimetillenmis lizin kalintilarinin (CML) olugumuna sebep olur. CML duzeyi,
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diabetiklerin deri kollageninde diabetik olmayanlardan iki kat daha yiiksektir ve
'retin'opati ve nefropati varligi ile pozitif korelasyon gdsterir. CML, gok disuk
konsantrasyonlarda olmésma ragmen (total lizin gruplarinin %1'inden daha az)
gegis metalle’rinin katalizledigi reaksiyonlarin in vivo meydana geldigi hipotezinin
glgli bir géstergesidir. Bu yuzden CML birikimi, hem okside olabilen bir substratin
birikimini (.diabette ve yaglanmada Amadori Grlnndn birikmesi gibi) hem de
oksidasyonu katalizleyebilir formdaki gegis metali diizeyindeki artisi gosterir. Ne-
karboksimetil Iizin;‘ Ne-karbdksimetilhidroksilizin ve pen’tozidin,‘ indirgeyici §ekerler'
ve proteinler arasindaki bir dizi gli’kasyo'h ve oksidasyon reaksiyonlar ile meydana
gelirler. Pentozidin; pentoz, arginin ve lizinden kollagen tzerinde olugan yuksek
derecede floresans , ¢apraz bagh bir bilesiktir. Ribozdan bagka, gecis metalinin
katalizledigi bir dizi oksidasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlari sonucu, glukoz,
fruktoz ve hatta askorbattan da olusabilir. Bu bilesiklere glikoksidasyon Grinleri
denir. Bunlar doku kollageninde yaslanmayla birlikte birikirler ve diabette bu
birikme daha da artar. Glikoksidasyon Urlinleri diabetik kollagende bile gok disuk
konsantrasyonlarda olmakla birlikte model proteinlerin oksidasyonu ve glikasyonu
Uzerine yapilan in vitro galismalar bu Grinlerin daha yogun glikatif ve oksidatif
protein hasarinin biyomarkiri olduklarini gostermistir. Diabetik hastalarda deri
kollagen pentozidini retinopati ve nefropati varligi ile péiitif korelasyon gosterir ve
lensdeki nontriptofan floresansin yaklasik %40'n1 olusturur. Sonug OIarak,
diabetteki oksidatif stres ve protein hasarinin kaynaél, $ekerlerin otoksidasyon
reaksiyonlari ve plazmadaki doymamis lipidlerle membran proteinlerinin
otoksidasyonu sonucu méydané gelen serbest radikallerdir (71,73,42,80,85,86 ).
2.4.4. Diabet Ve Hizlanmis Yaglanma

Diabette oksijen radikallerinin etkisiyle kollagen yapisinda meydana gelen
degisiklikler sonucu kbllagenden zengin dokularda morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikler meydana gelir.' Bazal membranlarda kainlasma, damar
gegirgenliginde .degigiklikler, eklem hareketliliginde azalma ve yara iyilesmesinde
bozulma gériliir .Diabette arterler ve eklemler erken sertlesirler. Akcigerlerin hem
vital kapasitesi hem de elastikligi erken azalir. Kollagenden kaynaklanan floresans
yasla arttig gibi diabetle daha da artar. Komplikasyonu olan hastalarda bu artis
hizlanir. Bu de§i§ikliklerin ylksek kan glukozunun in vivo kollagenle reaksiyonu
“sonucu oldugu ileri strllmagtir. CUnkd in vitro, kollagen glukozla inkibe
edildiginde, rengi esmerle‘gir', floresans olur, yapisinda g¢apraz baglar meydana
gelir ve gerilme ozellikleri degisir. Bu olaylarda' gecis metallerinin  katalizledigi
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oksidatif réaksiyonla‘_r, 6nemli rol oynarlar (71,42).

' 2.4.7. Diabette Eritrosit Hassaswetl
- Diabetik hastalarin kar§|la§t|klarl 6nemli problemlerden biri trombotik
bozukluklarm stk meydana gelmeS|d|r Diabetik hastalarln erntrosntlermln
f|2|kok|myasal ozelliklerindeki anormaliteler bu bozukluklara yol agan faktorlerden
biridir. Membran &zelliklerini etkileyen poliansatire yaglar biyolojik membranlarda
bol mlktarda bulunurlar ve bunlarin peroksidasyonu membran batanltgune kars:
ciddi bir tehlike olusturur. Diabetik hastalarda eritrosit membrant lipid
peroksidasyonunun artmasi sonucu eritrosit émril, hiicre deformabilitesi azalir,

membran rijiditesi, pihtilagsma egilimi ve endotel hiicrelerine-yapisma egilimi artar,
membran fosfohpld asimetrisi degisir (80, 87, 88).

2.4.8. Diabette Bozulmug L6kosit Fonksiyonu Ve Enfeksiyon-

Diabetlilerde enfeksiyonlarnin sik ve siddetli oldugu genel olarak kabul
edilmektedir (89,90,91). Lokositlerin mikrobisidal fonksnyonlarmda bozukluk oldugu
da pek ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (90,91,92,93,94 ).

Respiratory burst'deki bozukluk diabetik Idkositlerin intraseliiler oldirme
yeteneklerinin azalmasina yol agar ve diabetli hastalardaki enfeksiyonla birlikte
artmig mortalite ve morbiditeyi kismen agiklar(95).Fagositozda gérillen metabolik
aktivite patlamasi igin gerekli olan enerji, glukoz metabohzmasmdan saglanir.
Diabet hastalarinin I6kositierinde glukoz kullanimi ve enerji Gretiminin bozuk
oldugu ve bu yiizden fagositik fonksiyonun yetersiz oldugu kaydedilmistir (90, 96).

2.4.9. Diabette Antioksidatif Tedavinin Rolii ,

Normal sartlar altinda organizmémn intrinsik savunma mekanizmalari
serbest radikallerin zararlarini dnlemede yeterlidir. Bu serbest radikaller endojen
kaynakli ya da eksojen kaynakli olabilirler. Serbest radikallerin olugumu belli bir
duzeyin Gzerinde arttiinda savunma mekanizmalari yetersiz kalir. Diabette iki
mekanizma nedeniyle oksidatif stres artmigtir. Bunlardan biri, artmis glukoz
otoksidasyonu sirasinda serbest radikallerin Uretilmesi digeri, E vitamini, C
vitamini, - glutatyon gibi dogal koruyucu antioksidanlarin rejenerasyonlarinin
bozulmasidir. Bu dogal radikal toplaylcllarlmn indirgenmis sekillerinin
rejenerasyonu lgln yeterli mlktarlarda NADPH olmalidir. Diabette NADPH glukozun
yUksek oldugu durumlarda instiline bagh olmayan dokularda glukozun sorbitole
donugumu sirasinda tuketlldlgmden yeterli miktarda degildir.

Dogal antuokmdanlardan olan ubikinoller, E vitamini ve karotenoidler

membranlari ve lipoproteinleri koruyan en énemli lipofilik ajanlardir. Sivi fazdaki en
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onemli antioksidanlar C vitamini ve glutatyondur. Alfa-lipoik asid normalde alfa-
ketodehidrogenazlar gibi enzimlere baghdir fakat ayni zamanda bir antioksidan
olarak da gdrev yapar.

E vitamini bir radika! ile etkilestiginde, kendisi bir radikale dénistr. LDL'nin

dig ylzeyinde lokalize E vitamininin azalmasini 6nlemek igin bu radikal C vitamini

gibi sivi faz rediktanlarla reaksiyona girerek rejenere olur.

" Diabette glukozun hucre igine alinmasi bozulmustur. Yiksek glukoz
dizeyleri dehidroaskorbik”asidin (C vitamininin okside gekli) uptake'ni de bozar.
Dehidroaskorbik asid, glukoz tarafindan kullanilan transport sistemi ile hiicre igine
alinir. Buna bagl olarak diabette askorbik asid plazmada diisiik, bunun primer
oksidasyon Grlini olan dehidroaskorbat ytksektir. Diabetik 1dkositlerde ve bazi
dokularda da askorbik asid dUzeyleﬁ dustktlr. Eger lipoik asid verilirse hem lipoik
asid hem de dihidrolipoik asid diizeyleri ylkselir. Glinkii bu antioksidan diabetteki
glukoz yiksekliginden etkilenmeyen yag asidi transport sistemini kullanir. Bdylece
C vitamini ve E vitamininin etkinligi arttinlabilir. -

Alfa-lipoik a‘sid, D-alfa-tokoferol, C vitamini, sodyum selenit gibi
antioksidanlarin yukaridaki bilgiler 1siginda Tip 1 Diabetes mellitus baslangi¢
déneminde, Tip 2 Diabetes mellitus komplikasyonlari olusum ve ilerlemesinde
faydali olabilecekleri distnulebilir. Bu antioksidanlarin diabetli hastalarda lipid
peroksidasyonu, proteiniiri ve albuminiiriyi azalttigi, mikroanjiyopati ilerleyisini
durdurdugu tesbit edilmigtir (71, 79).
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3.MATERYAL VE METOD

3.1. 'MATERYAL

3.1.1. Vaka Segimi - .

Bu calisma, Konya ve gévresinde yasayan, 3-27 yaglari arasinda (ortalama
12.82) , klinik ve laboratuvar teshis metodlariyla Tipl Diabetes Mellitis tanisi
konmus olan 34 (20 kiz, 14 erkek ) hasta ve 3-18 yaslar arasinda ( ortalama
10.19), higbir klinik sikayeti ve bulgusu olmayan 29 (13 kiz, 16 erkek) saglikli kisi
Uzerinde gergeklestirildi. , e .

~ Diabet grubuna alinan hastalar tedavi altinda olan kisilerdi. Bunlarin hepsi
insdlin tedavisi gormekte idi.

Calismaya alinan kigilerin 6nce ayrintili anamnezleri kaydedilip, 10-14
saatlik aghg takiben kan 6mekleri alindi. Uygun sartlar altinda, 20 ml. kadar venéz
kan alindi. Bunun 10 mi. si, iginde 20 mg EDTA olan plastik tilpe aktanidi. Bu
kandan 0.5cc HAic igin geri kalani daha sonra I6kosit siispansiyonu ve eritrosit
suspansiyonu elde etmek icin kullaniidi. Geri kalan 10 ml. kan pihtilagtiktan sonra,
3000 devir/dak’da 10 dakika santriftj edilerek serumu aynlidi. Bu serumdan AKS,
lipid peroksidasyonu , C vitamini tayinleri yapildi. C vitamini tayinleri ayrilan taze
serumlar kullanilarak ayni gin vapildi.

Calismaya alinan vakalarin yag ve cinsiyete gore dagilimlarl Tablo 1'de
verilmistir. | |

Tablo 1. Diyabetli Hastalarin ve Kontrol Vakalarinin Yas ve Cinsiyete Gore
Dagihimlari

n Yas ortalamasi Yas aralis
Kontrol kiz 13 . 9.85+4.26 3-18
Kontrol erkek 16 10.47+ 299 4.5-16
Diabetli kiz 20 13.00 + 3.42 4-19
Diabetli erkek 14 12.57 + 6.81 3-27
Toplam kontrol 29 1019+ 3.56 3-18

Toplam diabetli 34 12.82 £ 4.93 3-27
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3.1.2. Kullanllan Cihazlar :

1- Sogutmal Santriftij : Hettich Universal 30 RF (Almanya)
2- Hassas Terazi : Bosch-$-2000 , D-7455 (Almanya)
3- Derin dondurucu : Esersan (Turkiye )

4- Otoanalizdr : Technicon RA-XT (A.B.D. )

5- Vorteks : Nive-NM 110 ( Turkiye )

6- Spektrofotometre : Sequoia-Turner-Model 390, Seri no: 000035 (A.B.D.)
7- Mikroskop, . : Olympus, Seti no: 640978 ( Japonya )

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Madde ve Reaktifler

1- SUperoksit Dismutaz tayini icin kullanilanlar:

- Superoxide Dismutase kiti: Randox-Ransod

2- Glutatyon Peroksidaz tayini icin kullanilanlar:

- Glutathione Peroxidase kiti: Randox-Ransel

- Potasyum siyantir, KCN, Merck (Almanya)

- Potasyum ferri siyanuir,KaFe(CN)s, Merck (Almanya)

- Sodyum bikarbonat, NaHCO3 , Merck (Almanya)

3- Lipid peroksidasyonu tayini igin kullanilanlar:

- - Sodyum klortir NaCl, Merck 508 K 49900 (Almanya)

- Sodyum monohldrOJen fosfat, Na2HPO4, Merck 743 K 0066662876
(Almanya) _ _ _

- Sodyum dihidrojen fosfat, NaH2PO4, Merck 401 K 3481045 (Almahya)

- Butylated-hydroxytoluene (BHT), CsH240, B-1378 Sigma (ABD) .

- Triklorasetik asid (TCA), CCl3-COOH, Merck 409 K-3779910 (Almanya)

- Etilendiamin tetraasetik asid, dlsodyum tuzu, CtoH14N2Na20s8.2H20 ,

~Sigma 86 F-0380 (ABD)

- 2-Tiobarbitlirik asid (TBA), C4H4N2028 Sigma, T-5500 (ABD)

- Sodyum hldrokSIt, NaOH, Merck, 535 C 549562 (Almanya)

4- C vitamini i¢in kullanilanlar: .
- Meta-Fosforik asid (MFA) (HPO3)n, %42 (aglrllk/aglrhk), Merck, Art. 546,

135645 (Almanya) | '
- Trisodyum sitrat C5H5Na3075H20 Merck, 540 K 967432 (Almanya)
- 2-6- leloromdofenol sodium salt hydrate , Aidrich, 11, 981-4 (ABD)
- L(+) Ascorbic as:d CeHsOe Merck, 216 F 561127 (Almanya)
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5- Lokosit stispansiyonu igin kullanilanlar: ‘, |
_ - Dekstran-70, % 6 izotonik sodyum kloriir soliisyonunda( Macrodex)
( Eczacibag! (Trkiye) - '
h - Potasyum klorir, KCI, Merck (Almanya)
- % 0.9'luk izotonik s’odyum klorr solisyonu, Haver (Ti]rkiye)
- Triton X-100, Sigma (ABD)
6-Eritrosit suspansiyonu igin kullanilanlar:
-Serum fizyolojik :%0.9 luk izotonik NaCl sousyonu, (Haver)
7- Glukoz kiti, Biotrol (Fransa).
8- Protein Urinaires kiti, AO1217-Biotrol (Fransa) " =~
8-HbAuc kiti,HAic micro column test,Biorad
3.1.4. Kullanilan Cézeltiler
1- GSH-PX tayini igin kullanilanlar B
- Drabkin ¢dzeltisi (iki kat konsantre): 50 mg potasyum siyanir, 1 gr sodyum
bikarbonat, 200 mg potasyum ferri siyanir tartilip bir miktar delyonlze suda ¢6zalda
ve son hacim 500 ml'ye tamamlandi.

2- L|p|d peroksidasyonu tayini igin kullanilanlar

- Fosfat tamponu: 8.1 gr NaCl, 2.302 gr Na2HPO4 ve 0.194 gr NaH2PO4
tartilip bit miktar distile suda eritildi, son hacim bir litreye tamamlandi, pH 7.4'e
ayarlandi.

- BHT gézeltiéi: 88 mg BHT tartilip, 10 ml mutlak alkol iginde eritildi.

- TCA ¢dzeltisi (%30'luk): 30 gr TCA tartiip bir miktar distile suda eritildi ve
son hacmi 100 ml'ye tamamlandi.

- EDTA c¢ozeltisi (0.1 M). 37.224 gr EDTA-Naz2H20 tartilip distile su ile
1litreye tamamlandr.

- TBA ¢dzeltisi(%1’ lik):1 gr TBA tartlllp, 100 ml 0.05 N NaOH'de eritildi.

- NaOH ¢ozeltisi (0.05 N): 2 gr NaOH tartilip bir miktar distile suda eritildi v e
son hacmi 1 litreye tamamlandi.

3- C vitamini tayini igin kullanilanlar:

- MFA ¢ozeltisi (%10'luk): %42’lik MFA'dan 23.8 gr tartilip bir miktar distile

suda eritildi ve son hacmi 100 ml'e tamamlanarak %10 ‘luk MFA c¢ozeltisi
hazirlandi.

- Sodyum sitrat ¢ézeltisi (% 4.37'lik) : 4.37 gr. sodyum sitrat tamhp bir miktar
distile suda eritildi ve son hacim 100 ml'e tamamland.

- Diklorofenol-indofenol  stok ¢ozeltisi (%10 mg) : 10 mg diklo‘rofenol-
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indofenol tartilip bir miktar distile suda eritildi ve son hacim 100 ml'ye tamamlandh.
- Diklorofenol-indofenol ¢alisma soliisyonu (%1 mg): Stok cézeltiden 10 kez
sulandinlarak ¢alisma sollisyonu elde edildi.

- Askorbik asit standarti (%1 mg) : 20 mg askorbik asid tartilip, bir mlktar
distile suda eritildi ve son hagim 100 ml'ye tamamlandi. Bu ¢dzelti 20 kat
sulandirilarak %1 mg'lik standart elde edildi.

4- Lokosit sUspansiyonu igin kullantlaniar:

- KClI ¢bzeltisi (0.6 M): 44.73 gr KCl tartilip bir miktar distile suda ¢ozilda ve

son hacmi 1 litreye tamamlandi. |

- Lokosit sayma ¢ozeltisi: 1 litre distile suya 20 ml asetlk asid ve 5-6 damla
metllen mavisi eklenerek hazirlandi.

- Triton X-100 ¢ozeltisi %0.2 lik: 200 pl Triton X-100 Gzerine distile su
eklenerek son hacim 100 mPe tamamlandh.

3.2. METOD

3.2.1.L6kosit silispansiyonunun hazirlanmasi:

Bu islem, temel olarak dekstran sedimentasyonu ve kontamine eritrositlerin
parcalanmasi olmak (zere iki asamada gergeklestirildi. ilk asamada 20 ml.lik
plastik enjektore 20 mg EDTA igeren yaklasik 10 ml taze vendz kan gekildi.
Uzerine, alinan kanin yarist kadar (5 ml.) Dekstran 70 solusyonu eklenip alt st
edildi. Enjektor d|k_p02|syonda oda Isisinda 60 dakika bekletildi. Bu sUrenin
sonunda Ignenin ucu egilerek I6kositleri iceren (st faz bagka bir plastik tipe
aktaridi. 100 g’.de, 40C’de 12 dakika santrif()j edildikten sonra stipernatdn atildi.
Boylece Iokosit pelleti elde edildi. Bu pellet I6kositlere zarar vermeden dagitildu.
ikinci agsamada kontamine eritrositleri pargalamak igin osmotik sok uygulandi. Bu
amagla, I6kosit pelleti Gzerine 3 ml. soguk distile su eklendi. Cok yavas bir sekilde
karistinlarak suspansxyon haline getirildi. 30 saniye sonra 1m| soguk 0.6 M'lik KCl
eklendi. 4°C’de, 160 g'de 4 dakika santrifij edilerek lokosn pelleti elde edildi.
Slpernatan atilip, I6kosit pelleti (izerine tekrar distile su, KC eklenerek osmotik sok
tekrarlandi. Tekrar 49C’de '160 g'de, 4 dakika santriftj edildi. Lokosit pelleti
Uzerine 1 ml. serum flzyolopk eklenip, suspanSIyon haline getirildi. Bu
sUispansiyondan I6kosit sayimi yapildi.-Bu islemler sonunda elde edilen l6kosit siis
pansiyonundaki hicrelerin % 90-92'sinin PMNL oldugu gériildd (65,97,90,100).

Lipid peroksidasyonu ve C vitamini tayini i¢in, hazirlanan siispansiyondan
200'er ul alinip ayni giin  galiildi. Bu her iki ¢alismada deney sirasinda asid
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kullanildiindan  I6kositleri  pargalamak igin bagka herhangi bir isleme gerek
duyulmadan I6kosit siispansiyonu dogrudan kullanildi. :
~ Enzim tayinleri igin numuneler asagidaki sekilde hazirland:. 400 pl Iokosit
slispansiyonu alinip i]ze}rine 200 pl % 0.2'lik Triton X-100 ¢bzeltisi eklendi. 6 kez
dondurma ¢bzme islemi yapilarak 16kositler pargalandi. Daha sonra santrifij edilip
enzim tayini igin stipernatanlar aynldi. Bu sliperatanlar galigma ginine kadar -
200C’de dondurularak saklandi (34,98,99). )
- Enzim tayini yapilan ayni numunelerden ticari kit (Biotrol,' Protein Urinaires)
kullanilarak protein tayinleri yapildi. Enzim aktivitesi mg protein basina hesaplandi.

Nétrofiller frajil hiicreler olduklarindan bitiin islemlerin nazik bir sekilde
yapilmasina ve kullanilan malzemenin gok temiz olmasina 6zen gosterildi (100).

3.4.2.Eritrosit suspansiyonunun hazirlanmasi: ‘

Lokositleri igeren Ust faz yukarida anlatildigr sekilde alindiktan sonra ,altta
kalan eritrosit igeren faz bir tipe aktarildi.2000 devir / dk.’d.a 7 dk santrifuj
edildi.Olusan siipernatan ayrilarak atlldl,Alttaki kisma yaklasik 1 kati kadar soguk
serum fizyolojik eklendi ve altiist edildi, yine 2000 devir / dk da 7 dk santrif(
edildikten sonra tst kismi atildi.Bu iglem ¢ kez tekrarlandi ve boylece saf eritrosit
paketi elde edildi (101).

Yikanmis eritrosit paketinden 50 pl kadar alinarak, hematoloji
laboratuvarinda Hb tayini yaptlrlldl.Numunenin |6kositlerden ne derece
arindirildigint anlayabilmek igin yapilan |okosit saylmlndan'sonra I6kositlerin
tamamen uzaklagtlfllml.‘;‘, oldugu goéruldd. _ _

Numuneden 200ul alinip aynt .giJn lipid peroksidasyonu t;allglldl. Geri kalan

numune iki pargaya ayrilip GSHPx ve SOD enzim aktivitesi tayinleri yapilmak tzere
derin dondurucuda saklandi. ' '

3.4.3. Glutatyon Peroksidaz Tayini

Glutatyon Peroksidaz tayini Randox marka ticari kit kullanilarak yapildi.
Deneyin prensibi Paglia ve Valentine’nin metoduna dayanmaktadir (102).

Prensip: Glutatyon peroksidaz, Cumen Hidroperoksid tarafindan
Glutatyon’un oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon NADPH varliginda,
~ glutatyon rediiktaz tarafindan indirgenir. Bu arada NADPH, NADP'’ye oksitlenir.

| GPX |
2 GSH + ROOH > ROH + GSSG + H20
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| GR _
GSSG + NADPH + H* >NADP+ + 2 GSH

NADPH’In aialmasma bagl olarak 340 nm'de meydana gelen absorbans
degisimi oélgulerek enzim aktivitesi hesaplanir. U/L cinsinden bulunan enzim
aktivitesi l6kosit igin litredeki protein miktarina béliinerek U/mg protein cinsinden
eritrosit igin litredeki gHb degerine béilinerek U/gHb cinsinden hesapland:.
Okumalar Technicon RA-XT marka otoanalizérde, kit prospektiisiine uygun bir
sekilde yapildi. '

3.2.4. Siiperoksid dismutaz tayini

Siiperoksid dismutaz tayini, Randox marka ticari kit kullanilarak ya'plldl.

Deneyin prensibi: Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyonla ksantinden
Grik asid ve slperoksid radikali olusur. Olusan stiperoksid radikali kirmizi renkli
formazon bilesidi olusturmak igin 2-(4-iodophenyl) -3-(4-nitropheno|)-5-phenyl‘ )
tetrozolium chloride (INT) ile reaksiyona girer. Siiperoksid dismutaz aktivitesi , bu
reaksiyonun inhibisyon derecesiyle dlgulir.

XOD
Ksantin ‘ s> Urik asid + O2"-
Oz~
INT ————— Formazon renkli bilesigi
SOD
O — o 02+ H202

Calisma kit prospektiisiine uygun bir sekilde Technicon RA-XT marka
otoanahzorde yapilip, sonuglar asagidaki formiile gére hesaplandi.

A A (numune) / dakika x 100
100 - ' = % inhibisyon
A A kér /dakika - |

A A (standart) /dakika x100
100 - _ = % inhibisyon
AAKkor / dakika - _ 33




Her bir standartm konsantrasyonuna karsi, ylzde mhlblsyonu ||e
_egnden enzim aktivitesi U/L olarak bulundu. Bu degerler Iokosn lgm.htr
protein miktarina béliinerek, sonuglar U/mg protein cinsinden, entrosnt icin htr d
gHb degerine boliinerek U/gHb cinsinden hesapland..

3.2.5. C Vitamini Tayini :
Deneyin Prensibi: Metafosforik asidle deproteiniz'e edilmis taze serumdaki
askorbik asidin 2-6-diklorofeholindofenoll’] indirgeyip renksizlégtirmesine ve 520
nm de absorbanstaki azalmanin élgilmesine dayanir(58,59,103).

Deneyin Yapiligt: 500 pl. serum Uzerine, 750 'ul. %10'luk MFA eklenip
santrifdj edildi. Numune tiipiine siipematandan 400 pl. konup Uzerine 60 pl. distile
su, 40 pl.sodyum sitrat eklendi. Kér tipine, 160 pl. distile su, 240 pl. metafosforik
asit, 100 pl. sodyum sitrat eklendi. Standart tiipiine 400 pl. %1 mg'lik standart, 100

ml. sodyum sitrat eklendi. Tupler karistirildiktan sonra, 200 ul. diklorofenol-
indofenol eklenip, karigtirthp, 520 nm. de distile suya karsi absorbanslari okundu.
Ayni numuneler Gzerine birkag askorbik asid kristali eklenerek renkli madde
tamamen renksiz hale getirilerek absorbanslari okundu. Bu degerler her numune
igin kor olarak kabul edildi. Numunedeki askorbik asid tarafindan renkli maddenin
indirgenmesiyle meydana gelen absorbans degisimi (AA) asagidaki esitlikten
hesaplandi. » :

AA=(RB-RBb)-(N-Nb)

RB: Reaktif kérinin absorbansi

RBb: Reaktifin askorbik asidle renksizlegtiriidikten sonraki absorbansi
- N: Numune absorbansi

Nb: Numunenin askorbik asidle renksizlestirildikten sonraki absorbansi
AA, askorbik asid konsantrasyonuyla lineer olarak degisir. Numune AA'l

standardin AA’1 ile kargilagtirilarak numunedeki askorbik asid konsantrasyonu
bulundu.

Lokosit C vitamini tayini igin lokosit siispansiyonundan 200 pl alinarak

Uzerine 300 pl MFA gézeltisi ilave edildi Santrifuj "edildikten sonra 400 ul
supernatan alinarak C vitamini taymlnde kullanildi. Diger |§Iem|er serum lgm
uygulananlara benzer §ektlde uygulandi.
3.2.6. Lipld Peroksldasyonu Tayini
Lipid peroksidasyon {rinlerinden olan MDA, tiobarbitirik asit reaktivitesi
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metodu kullanilarak 6lguldd (31,79).

Deneyin Prensibi: Yag asidi peroksidasyonunun bir son drini olan

malondialdehid ( MDA ), TBA ile reaksiyona girerek, 532 nm. de maksimum
absorbans veren renkli bir kompleks olugturur. o

HS N\ OH CH
. = o N
A | . 5%(\ OH HO_NS_SH
2 N CH,. \(
X [ B Na CH—CH == CH—_ L + 2H0
CHO _ ‘\,/

TBA S . OH

Sekil 7. Malondialdehidin tiobarbitiirik asidle reaksiyonu.

Deneyin Yapiligi: 0.2 ml. 16kosit sispansiyonu, serum, eritrosit suspansiyonu
(izerine 0.8 ml. fosfat tamponu, 0.025 m!l. BHT ve 0.5 ml. % 30’luk TCA eklendi.
Thpler vortekste karistirildi ve iki saat buzda bekletildi. Daha sonra 2000 devir/dak’
da 15 dakika santrifij edildi. Her bir sipernatandan 1'er ml. bagka bir tipe aktariidi.
Uzerine 0.075 ml. 0.1M’hik EDTA ve 0.25 ml. %1'lik TBA eklendi. Ttpler kanstirildi
ve kaynar su banyosunda 15 dakika bekletildi. Oda isisina sogutulduktan sonra
spektrofotometrede 532 nm.de absorbanslari okundu.

MDA-TBA kompleksinin 532 nm.deki ekstinksiyon katsayisindan ( 1.56 . 105
cm-1. M-1) yararlanarak nanomol / ml cinsinden MDA degerleri bulundu.

Bir antioksidan olan BHT, dlgim sirasinda hatali yuksek TBA reaktivitesiyle
sonuglanabilecek MDA olusumunu dnlemek.igin kullanildi. _

Sonuglar asagidaki sekilde hesaplanarak nmol / mi cinsinden bulundu.

1. dilisyon: 0.2 ml+ 0.8 ml+0.025 ml + 0.5 ml =7.625

0.2
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2.diltisyon: 1 ml + 0,075 ml + 0.25 ml =1.325
. |
Toplam dillisyon: 7.625 x 1.325 = 10.103125 = F

A=axbxc
c=A/ab
c=Amolcm_ x 1 x 10g9nmol x L
156x10sL om mol 103 ml
c=Ax_1 xFx10 ‘

1.56

¢ (nmol/ml) = A x 64.7636

A : Absorbans

a : Ekstinksiyon katsayisi

b : Isik yolu, cm ’

C: Konsantrasyon A

Sonuglar serum igin nmol/mi dlarak bulundu.Ldkosit icin mililitredeki protein
miktarina bélinerek nmol / mg protein cinsinden MDA degerleri bulundu. Eritrosit

icin mililitredeki gHb miktarina bélintrek nmol / gHb cinsinden MDA degeri
bulundu. ' '

3.2.7.Glukoz tayini ,

Glukoz tayini Biotrol marka ticari kit kullanilarak, glukoz oksidaz metoduna
dayanan rutin metodlarla gerceklestirildi.

3.2.8. Protein tayini

Biotrol marka ticari kit (Proteines Urinaires ) kullanilarak yaplldl.

Deneyin Prensibi: Asid ortamda molibdat iyonlarinin varliginda proteinler

pyrogallol red ile mavi renkli bir ko‘mpleks olustururlar. Mavi renkli kompleksin optik
dansitesi 600 nm de olgulir.

3.2.9. Hemoglobin Aic
Biorad marka kit kullanilarakmicro column test metoduyla 6I§UId0.

3.3. ISTATISTIKI ANALiz |
" Bulgular, “ Student’s t - testi “ kullanilarak degerlehdirildi. Bulgularin
birbirleriyle olan korelas'yonlarl “ Spearrh’an Korelasyon Testi” ile arastirildi.
Student’s t - testi ve Spearman korelasyon testi, “ Macintosh Classic” marka

bilgisayarda “Stat'Works” paket istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR .

Diabetli hasta ve kontrol grubuna ait bulgularin t-testi ébnuc;laf;‘t’éblo~2?de<’
toplu halde veriimigtir. . | ‘

Tablo 2'den goéruldigu gibi diabetli hasta grubunda serum , eritrosit ve
I6kosit lipid peroksidasyonu kontrol grubundan hafif yliksek, eritrosit SOD, GSHPx,
I6kosit SOD, GSHPx aktiviteleri ile, serum C vitamini ve l6kosit C vitamini dizeyleri
hafif dustk bulunmusgtur. Ancak her iki gruba aid bulgular arasindaki farklar
istatistiki agidan anlamli degildir.

Tablo 3'de géri]ldtlgj'u gibi diabetli ¢ocuklar 14 yasdan kiglk ve buylk
olmak Uzere ikiye ayrilarak serum lipid peroksidasyonu_yeniden incelendi. 14
ya§dan kiglkler ile kontrol arasi fark ¢ok aza inmekle birlikte 14 yasdan
blylklerde istatistiki agidan anlamli olmamakla birlikte fark artmaktadir. Serum lipid
peroksidasyonu ile yas arasinda zayif bir korelasyonun varligi bu fark artigini
desteklemelktedir.

Hastalarin AKS, HbAic, diabet siresi ve yaslar ile diger parametreler
arasindaki korelasyon hesaplamalar tablo 4'de, kontrol vakalarina aid korelasyon
hesaplamalari tablo 5'de verilmistir. ,

Bu tablolardan gérildigi gibi hasta grubuna aid hicbir parametre arasinda
onemli korelasyon bulunmazken, kontrol grubunda AKS-eritrosit LP, AKS-l6kosit C
vit, AKS-I0kosit SOD ile HbAic-eritrosit LP ve HbAic-eritrosit GSHPx arasinda
istatistiki acidan snemli negatif korelasyon, AKS-eritrosit SOD ve HbAic-lokosit
SOD arasinda 6nemli pozitif korelasyon bulunmustur.
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Tablo 2. Kontrol ve diabet grubuna ait bulguiarlﬁ kargilastiriimasi. -

parametre ° vaka | . grup | X+ SD t D
sayisi ‘
29 kontrol 78.07 £ 11.29
AKS (mg/dl) o _ 7.6 p<0.05
34 diabet 247.97 £ 119.82
29 kontrol 451 + 1.66
HbAic 1041 p<0.05
34 diabet 11.43 + 3.28 '
29 kontrol 2.617 + 0.984 A
Serum LP (nmol / ml) , 0:63 p>0.05
34 diabet 2.817 £ 1.410 :
29 kontrol 6.225 £ 4.106
Erit LP (nmol / gHb) ' 0.07 p>0.05
32 diabet 6.300 £ 4.934
27 ~ kontrol 12.10 + 5.82
L6k LP (nmol / mg protein) o » 4 0.07 p>0.05
27 : diabet 12.28 £13.06
29 . kontrol 27.33 + 0.04 : .
Erit GSH-PX (U / g Hb) . -0.31 p>0.05
34 diabet 26.47 £ 10.52
27 : kontrol 4.857 + 4.587
Lok GSH-PX (U / mg protein) -0.041  p>0.05
28 ' diabet - 4.805 £ 4.565
, 29 kontrol 1487.7 + 355.9
ErtSOD (U / g Hb) -0.997 p>0.05
34 -7 diabet 1406.4 + 280.4
27 kontrol 1.437 £ 0.872 |
Lék SOD (U/mg protein) -0.991  p>0.05
1.226 + 0.704

30 diabet -
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parameire vaka - arup . X+ §D t P
sayls! ’ ‘
o8 | kontrol 0.925 + 0.299

Serum C vit (mg/dl) ’ ’ -0.483 p>0.05
29 - . diabet 0.883 + 0.347
27 kontrol 30.76 £ 14.36

Lok C vit (ug /108 16k) ‘ -0.102  p>0.05

21 diabet 30.37 £ 11.05

Tablo -3 Serurh lipid peroksidasyohunun yas dagilimina gore incelenmesi

parametre vaka grup_ "X+ SD . ot p
sayisl :
26 ~ kontrol 2.625 + 1.049 ,
Serum LP(nmol/ ml) ( < 14 yas) ' . 0.037 p>0.05
24 diabet 2.639 £ 1514 :
SerumLP (nmol /ml ) (14< yas) ' 1.149  p>0.05
10 diabet 3.245 £1.053



Toblo 5: Kontro! grubuna ait gesitli parametreler arasindaki korelasyon.

r AKS HbAIC - jistm

Serum Lb - -o.bs -0.01 | 0.19 0.1
Erit LP . 0.27 1 0.05 -0.016 -0.05
Lok LP . 0.17 0. 244 0.012 -0.087
|Erit GSHPx 0.1 0.172 0.25 0.098
Lok GSHPx 0.14 -0.28 6.05 1 0.0087
Erit SOD 0.052 0.4 -0.08{ -~ --0.046|
Lok 0D 014 .0.28 -0.093 0.27
Serum C vit 0.32 0.045| 0.13 -0.16|
Lok C vit 024 0016 -0.129 -0.28

AKS HbAIC Yas
r=-0.22 r=-0.15 ) r=-0.04
Serum LP
r=-0.52 r=-0.59 1r=0.13
t=3.16 - t=3.8 '
Erit LP p<0.005 p<0.001 .
r=-0.36 r=-0.15 r=-0.15"
t=1.96
Lokp - - |p<0.1
r=-0.26 =-0.49 r=0.01 -
S . t=1.4 t=2.92
Erit GSHPx p<02 p<001 '
r=0.02 r=0.11 r=-0.17
Lok GSHPx
- |r=0.45 r=0.31 r=0.095
t=2.62- t=1.69
Erit SOD p<0.025 p<0.2 ,
r=-0.58 r=0.52 - r=0.38
t=3.56 t=3.04 - t=2.05
Lk SOD p<0.005 p<0.01 ' p<0.1
r=0.12 r=0.13 . r=0.008
Serum C vit
r=-0.45 r=0.02 r=0.08
. t=2.55 '
Lok C vit p<0.025




‘5. TARTISMA

5.1. METODLARIN TARTISILMASI

5.1.1. Lipid peroksidasyonu:

Serbest radikallerin etkisini arastirmada serbest radikallerin direk 6lcima,
lipid peroksidasyon driinlerinin dlgim, lipid hidroperoksitlerinin élgiimii, konjuge
dienlerin 6lg"umu ve ugucu hidrokarbonlarin élglimi  gibi gesitli teknikler kullanl- |
maktadir. Bu tekniklerden herbirinin kendine gére avantajli ve dezavantajli taraflari
vardir. Bunlardan lipid hidroperoksitlelrinin Slcimi en gﬂvehilir metod olmakla
birlikte ileri diizeyde geligmis cihazlar gerektirmesi dezavantajli tarafidir. Bu ve
benzeri dezavantajlarindan dolayi serbest radikal etkisini aragtirmada yukaridaki
metodlar yerine gogunlukla lipid peroksidasyonunun son Griinti olan MDA &l¢ciimii
tercih edilmektedir (21,31,104,105,106 ).

MDA' nin 6lgimi gayet basit ve elde edilen sonuglar dijer metodlarla
yapilan olgim sonuglart ile gayet iyi korelasyon gostermektedir. Bizde
calismamizda bu metodu tercih ettik. Béylece bu metodun gerektlgmde rutin
cahsmalarda da uygulanabilmesini amagcladik.

TBA testinin bazi deneysel sistemlerde esas olarak MDA'nin kendisini
oletiga gosterilmistir. Bazilarinda ise bu test MDA igin spesifik olmadigindan metod
Tiobarbutirik asit ile reaksiyon veren maddeler (TBARS)'in  élgimi seklinde ifade
edilir. |

MDA, biyolojik materyailerde serbest ve bagl sekillerde bulunur. Normalde
serbest gekli gok azdir..Bagli MDA sicak asid ya da alkali ortamda Serbeétlegtirilir
Klasik TBA prosedurunde MDA- TBA kompleksmn olusturmak - ve bagl formdan
MDA serbestlegtlrmek icin TBA ile numunenin TCA ile isitilmasi gereklidir (104).

Numunede mevcut ya da reaksiyon sirasinda aglga ¢ctkan pigmentler
kolorimetrik élclimil interfere edebilirler. Ayrica MDA disindaki aldehidler de TBA
ile renkli kompleks olusturmak Uzere reaksiyona girebilirler. MDA, PUFA'nin
oksidasyonu ile ve numunedeki okside lipidlerin dekompozisyonu ile deney
sirasinda da olugabilir. Islemden &nce reaksiyon karisimina BHT eklenerek
PUFA'nin oksidasyonu azaltilir (104) |

- Serbest MDA'nin direk tayml en guvenlllr §ekllde HPLC ile yapilir. Bu metod
gok hassas ve hizlt bir metod olup az miktarda numune ile ¢aligilir. Ancak gok
dikkatli numune haznrllgl gerekhrdngmden bazen hatall sonuglar elde edilmektedir.
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5.1.2. Siiperoksit Dlsmutaz _

SOD) aktivitesinin direk dlgimii mimkindar fakat 6zel cihazlar gerektlnr ve
her IabL@tuvar icin uygun degildir. Bu nedenle genellikle SOD t_aylm igin kullanilan
metodiar SOD’nin, -sliperoksidin baglattigt bir reaksiyonu inhibe etme yetenegine
dayanir. SOD'nin reaksiyon hizini azaltma miktarl, enzim aktivitesinin bir dlgts
olarak alinir. Superoksidin“meydana gelmesi icin enzimatik 'ya da enzimatik
olmayan sistemler kullanilir. Daha sonra 6lglim icin luminometrik, polarografik ya
da kolorimetrik teknikler uygulanir (107). SOD'nin izoenzimleri de, Cu-Zn SOD'’nin
siyanid ile inhibe edilmesiyle ayr ayri éigulebilir (108).

- SOD'nin enzimatik aktivitesinin dlgimiindeki asil zorluk,"SOD substrati olan
stiperoksit radikalinin, sadece Olcim ortami iginde Uretilerek saglanabilmesidir.
Ayrica sUperoksit anyonu, geleneksel metodlarla kolayca &l¢ilemez (109). SOD
aktivite digumlerinin ¢odu, superoksit radikali icin, SOD ve indikatér bir madde
arasindaki yarisma prensibine dayanir (‘110). Superoksit ile reaksiyona giren ve
kolaylikla olgulebilir bir indikatér iceren test ortaminda enzimatik ya da
nonenzimatik olarak siperoksit Uretilir. Numunedeki SOD igerigi, indikatér

~ reaksiyonundaki degisiklikten hesaplanir (109).

Calismamizda lékosit SOD 6lgimu Randox marka ticari kit kullanilarak, kit
prospektlstne uygun sekilde speftrofotometrik olarak gerceklestirildi. Testin
prensibi asagidaki sekildedir. Stperoksid , kirmizi renkli formazon bilegigi
olusturmak igin, 2-(4-iodophenyl) -3-(4-nitrophenol)-5-phenyl tetrazolium chloride
(INT) ile reaksiyona girer. Stperoksid kaynadi olarak ksantin-ksantin, oksidaz
kullanihir. Stperoksid dismutaz aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesiyle
élgular. | |

5.1.3. Glutatyon Perok5|daz :

Glutatyon peroksidaz tayini yapmak igin degisik metodlar vardir. Bunlardan
biri, sabit zamanda GSH tiiketimini élgen metoddur. Bu metodda, hidrojen peroksit
ile GSH'in, enzimin katalizledigi ya da spontan reaksiyonlari, gigli bir asit
eklenmesi ile belli zamanda durdurulur ve polarografi ile GSH icerigi dlgulur. Hiz!s
ve pahali olmayan bir metod olmakla birlikte, GSH'in polarografik tayininde birgok
inorganik ve organik bilesikler interferansa yol agabil'irler. }

- Sabit zamanda hidrojen peroksit tiiketimini dlgen metodda, sabit zaman
araliklarinda glutatyon peroksidaz reaksiyonu asidifikasyon ile durdurulur,
metabolize olmamis GSH, civa tuzlan ile pargalanir, soIUsyoh nétralize edilir ve
kalan hidrojen peroksit, horseradish peroksidaz varliginda floresan scopoletin
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boya |y|a reaksnyona sokulur. Bu prosediir, GSH PX tayml icin bagarlyla .
kullanitabilir. Fakat rutin élglimler igin gok komplikedir (109).

Calismamizda GSH-PX, Paglla ve Valentine’nin metoduna dayanan
‘Randox marka ticari kit kullanarak tayin edildi. Yuksek spesifiteye sahip bu
metodda GSH-PX, cumen hidroperoksid araciligi ile glutatyonun oksidasyonunu
katalizler. GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda indirgenerek sabit
diizeyde GSH sAaQIanlr. Buna eslik eden NADPH'in oksidasyonu fotometrik olarak
izlenir (102,109).

5.1.5. C Vitamini:

_ Askorbik asit tayini igin ¢ok sayida metod vardir.: Bunlar genel olarak
indirgenmis formunu tayin edenler ve okside formunu tayin edenler olmak Ulzere
ikiye ayrilirlar. llk grup analizler genelde askorbik asidin oksidasyon-rediiksiyon
6zelliklerine dayanir. Bunlar, C vitamini dlguminde yaygin olarak kullanilan temel
reaksiyonlardir. Ikinci grup analizler askorbik asidin oksidasyonuna ve bunu
takiben bir hidrazon ya da florofor olusumuna dayanir. En iyi sonuglar, eger
numuneler 6zellikle plazma ve serum, TCA ya da MFA ile hemen stabilize edilir ve
hemen analizleri yapilirsa elde edilpektedir. Azalan pH'da, laktonun hidrolize
eg@iliminin azalmast nedeniyle asid sollisyonda askorbik asidin stabilitesi daha
fazladir (58). g

Plazma, serum ve I6kosit askorbik asit diizeyleri, askorbik asit aliminin en
glivenilir gdstergeleridir. Plazma ve serum askorbik asit de@erleri genellikle en son
diyetle alinan C  vitaminini yansitirlar , diyete bagh hizl degisiklikler
gosterirler. Lokosit askorbik asit konsantrasyonlari ise dokulardaki vitaminin daha
iyi gbstergesidir. Bununla birlikte, I6kosit askorbik asit tayihi tqknik olarak zordur, ve
fazla miktarda kan gerektirir (61,63). Homojen hicre fraksiyonlarinin elde
edilmesindeki gigliik, 16kosit askorbik asit Slgimlerinin kesihlik ve dogrulugunda
azalmaya yol agar. Plazma ve serum askorbik asit tayinleri basit ve glvenilirdir.
Kronik olarak askorbik asit alimi diigtik olan kigilerde askorbik asid eksikliginin olup
olmadigint géstermede tercih edilirler (61). Bu nedenle calismamizda hem serum
hem de lokositte askorbik asit tayini yapildi.

C vitamini téyini ivgin. son zamanlarda spesifikligi ve hassasiyeti fazla olan
HPLC proseddrleri gelistiriimigtir. Fakat bunlar her laboratuvar igin uygun degildir.

Galigmamizda C vitamini tayini igin, en gok kullanilan metodiardan birisi
olan, 2-6 Diklorofenolindofenolqn inditgenmesine dayanan metodu kullandik
(58,103). |
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.2.BULGULARIN TARTISILMASI ;

Oksidatif stres, diabet ve diabetin daha sonrakl kompllkasyonlarlnln
patogenezinde 6nemli bir rol oynar.Nonenzimatik glikozilasyon, otooksidatif
glikozilasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stres, sorbitol yolu aktivitesi, inflamatuar mediatérlerin diizeyleri ile antioksidan
savunma sistemindeki degisiklikler, hipoksi ve iskemik reperflizyon hasari oksdatif
stresi artiran mekanizmalardir (14,42,71). :

Galismamizda IDDM’li gocuklara aid serum, eritrosit ve l6kosit lipid
peroksidasyonunun yiiksek, buna karsilik eritrosit SOD, GSHPx I6kosit SOD,
GSHPx ve serum ve I8kosit C vitamini diizeyinin hafif diigiik bulunmas! IDDM'I
gocuklarda az da olsa oksidatif stres artisina dogru bir meyil oldugunu
gostermektedir. Dinu ve ark. (111) IDDM'li hasta grubunda plazma lipid
peroksidasyonunu Kkontrollere gére ylksek GSH miktarini ise diisik
bulmuglardir.Boylece IDDM patogenezinde reaktif oksijen metabolitieri (ROM)'nin
rol oynadiklarini ileri sirmiglerdir. _

Pitkanen ve ark. (76) 45-90 giinlik IDDM'li ratlarda solunum havast ile
atilan  pentan miktarini dlgmek suretiyle kantitatif olarak lipid peroksidasyonunu
Olgtikleri galismalarinda ratlarda endojen IDDM gelisiminin artmis serbest radikal
aktivitesi ile iligkili oldugunu géstefmiglerdir. Yikselmis pentan atiliminin IDDM’nin
'baglanglg perioduna sinirlt olmayip tum periodlarda ytksek oldugunu
bulmuslardir. Serbest radikaller, fagosit i'nfiltrasyonu ile karakterize insilitis sonucu
meydana gelirler.

Galigmamizda her iki gruba aid bulgular arasindaki  farkin istatistiki acidan
onemli bulunamamasi hastalarin yasi, diabet siresi ve insiilin tedavisi gibi
faktorlere bagh olabilir.Nitekim, hastalarimizi 14 yasindan kigiik ve 14 yagindan
biylk olmak Uzere ikiye ayirdigimizda, lipid peroksidasyonunun 14 yagindan
b(]y(]klerde gerek kontrollere ve gerekse 14 yagindan kiigiik hastalara gére daha
da arttlgi goruldd.Hastalarimizda lipid peroksidasyonu ile yas arasinda hafif bir
pozitif korelasyon (r=0.19) bulunmus olmasi da yukaridaki bulguyu
desteklemektedir.Yas arttikga diabet siiresi de artar ki bu da komplikasyonlarin
gelismesine sebeb olur. Benzer bir caligmada Richard ve ark. (112) IDDM'i

~ hastalarda serum MDA diizeyinin kontrollere gére 6nemli (p<0.001) oranda

ylksek oldugunu bulmuslardir.Bu aragtirmacilarin hastalarinin yas araligi 3411 yil
ve plazma lipid peroksidasyonu 2.96+0.19mol/L, kontrol grubunun yas araligi 20-
40 yil ve lipid peroksidasyonu 2.510.25umol/L’dir.

Gallou ve ark. (80) da Tip | ve Tipll' den olusan 117 diabetik hastada lipid
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peroésyonunu kontrollere gbre olduk¢a yuksek bulmu§|ard|r Bu gahgmadam o
Tip | hastalarin yag araligr 25-65'dir.Tipl ve Tlpll hastalara aid bulgular arasinda -
herhangi bir fark bulunamamistir. :

Naberasco ve ark. (113) 53£1.2 ya§lar| arasinda 20’si tipl ve 47'si tipli'den
olusan 67 diabetik hastada lipid peroksidasyonunu kontrollere gére &nemli
oranda yiksek bulmuglardir. Bitiin bu bulgular diabetiklerde yas ve dolayisi ile
diabet siresi arttlnkg:a lipid peroksidasyonunun arttigini gostermektedir.
| Ote yandan, Asayama ve ark. (114) ise 29 IDDM'li hasta ile kontrol grubuna
aid serum lipid peroksidasyonu arasinda énemli bir fark bulamam|§lard|r.

. Erigkin tipi olan Tipll diabetiklerde de serum MDA duizeyi kontrollere gére
daha ylUksek bulunmustur. Ancak yetiskinlerde de olsa insllin tedavisinin
oksidasyonu énleyici yénde etki ettigi kaydedilmistir (115).

Altomare ve ark. (115) kétl kontrollii Tip Il diabetik hastalarda plazma lipid
peroksidasyonunu iyi kontrolli hastalara ve kontrol grubuna gére anlamh oranda

'yuksek bulmuslardir. Ayni aragtirmacilar 5 kétd kontrolll diabetige 7 gin uygun
" insdlin tedavisi uygulandiktan sonra plazma lipid peroksidleri dizeyinin glisemik
kontroliin diizenlenmesi ile normale déndagini bulmuslardir.Ote yandan, ketotik
durumdaki ratlarin izole hepatositlerinde artmig lipid peroksid Gretiminin insilin
inflzyonu ile baskilandigi da goéralmustar (116). Hem bu bulgular hem de bizim
bulgularimiz, inslin tedavisinin lipid peroksidasyonunu dnleyici yonde etki ettigini
gdstermektedir. | |

Insilin, pentoz fosfat yolunun aktivitesini artirarak bu yolda NADPH sentezini
saglar.NADPH asagida gosterildigi gibi redlkte glutatyon (GSH) sentezini
saglayarak antioksidan etki gosterir (115). |

Glutatyon reduktaz
GSSG+NADPH : ~2GSH+NADP+

Portal ve ark. (117) 8-19 yas grubu arasindaki saghkli ¢gocuklarda plasma
lipid peroksidasyonunu 2.41+£0.3 umol / L olarak bulmuslardir. Bu bulgu bizim
kontrol grubumuzdaki bulgularimizi desteklemektedir.

Calismamizda hasta grubunda lipid peroksidasyonu ile AKS, HbAic ve
diabet slresi arasinda dnemli biAr korelasyon bulunamadi. Bu sonugiar,
diabetiklerde lipid peroksidasyonunun diabetin kendisinden ziyade bagka
faktorlere bagli olabilecegini gdstermektedir.Nitekim, Gallou ve ark. (80) da
diabetiklerde lipid  peroksidasyonu ile glisemik kontrol (HbAic ve AKS) arasinda

45




koregyon bulamamiglardir. Lefkowith ve ark. (118). esansiyel ya§ asid eksik|i§inin
(6zellikle omega 6 poliunsatiire ya§ asidleri) ratlari diabetten korudugunu
bulmustur. Omega 6 poliunsatiire yag asidi eksikligi arasidonat eksikligine sebeb
olur. Boylece lipid mediatér Grlnlerinin Gretimi azalmis olur. Pltkanen ve ark. (76)
lipid- peroksidasyonunun hiperglisemi, ketozis , instlin yoklugu veya insilin ile
tedaviye atfedilemiyecegini bildirmislerdir. |

Ote yandan bU sonuglara uyrhayan bulgular da vardir. Naberasco ve ark.
(113) HbAic ve AKS ile Ii-pid peroksidasyonu arasinda pozitif bir korelasyon
bulmuslardir. Bu arastirmacilara gére, bozuk glukoz kontroli. artmis lipid
peroksidasyonunun direk sebebidir. Insilin eksikligi sonucu gesitli metabolik
yollardan serbest radikal salinimi artar veya hiperglisemi lipid peroksid sentezine
yol agan platelet agregasyonunu stimile eder. Dokuda antioksidatif enzimatik
aktivitenin azalmasi da artmis lipid perdksidasyonunun diger bir sebebidir. Kotu
kontrollii diabetik hastalarda artmig lipid peroksidasyonu diabetik mikroanjiopati ve
mékroanjiopati gelisiminde rol oynar. .

Ote yandan saglikh cocuklarda buldugumuz AKS-eritrosit LP, AKS-l6kosit C
vit, AKS-l6kosit SOD ile HbAic-eritrosit LP ve HbAic-eritrosit GSHPx istatistiki
agidan 6nemli negatif iliski ile AKS-eritrosit SOD ve HbAic-lokosit SOD arasindaki
onemli pozitif iliskiyi izah edemedik. |

Tablo -2' den gorlldigu gibi calismamizda IDDM'li hastalara aid I&kosit lipid
peroksidasyonu hafif yiiksek SOD ve GSHPx duzeyleri ise dugik bulunmustur.Bu
bulgu diabetik Iokositlerin de az da olsa serbest radikallerden etkilendigini
gostermektedir. . |

Rister ve ark. (119) yas araligini belirtmedikleri saglikli coguklarda PMNL
SOD aktivitesini 1.45+£0.05 U / mg protein GSHPx aktivitesini ise 3.91+1.1 nmol
. NADPH/ min/ mg protein olarak bulmuslardir. Bu degerler bizim bulgularimizla tam

bir uyum halindedir. (Tablo-2) :
' Hl'ramatsu ve ark. (86) Tip! ve Tipll diabetik hastalar ile saglikh kigilere aid
PMNL stperoksid Gretimi arasinda anlamhi bir fark olmadigini bulmuslardir. Ayrica
sliperoksid Uretimi ile AKS ve HbAic arasinda herhangi bir korelasyon
bulamamiglardir. Bu bulgu bizim bulgumuzu desteklemektedir.

Nath ve ark. (120) 40-55 yaglari arasinda instlin ile tedavi edilmeyen
diabetik hastalarda lékosit sitoplazmik ve mitokondrial SOD aktivitesinin kontrole
gore o6nemli oranda disik oldugunu insilin tedavisinin ise bu dusukligu
duzelttigini bulmuslardir. ' |
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Diabetik hastalarda eritrosit lipid peroksidasyonu ile enzim aktivitesi
hakkinda gesitli galismalar yapllmlg ve tablo 6 ve 7'de gortidagu gibi genelde
birbirine uymayan sonuglar elde edilmistir.

Balashova ve ark. (121) 20-43 yaslarn arasindaki tipl diabetik hastalann
eritrosit lipid peroksidasyonunun kontrollere gére arttigini antioksidan enzim
aktivitesinin ise degdismedigini ve peroksidasyon durumunun y-a§, hastalik sUresi
ve kormplikasyon ile iligkili olmadigini bulmuslardir. Ayni arastirmacilar, 35 yasin
altinda olup diabet siiresi 10 yildan az olan anjiopatili hastalarda 12 haftalik
dizenli insulin tedavisinin lipid peroksidlerini tamamen_d,tl_Zelttigini 35 y‘a§1n
tstinde ve 10 yildan fazla diabetik olan anjiopatili hastalarda ise insulin
tedavisinin lipid peroksid dizeyini azalttigr ancak yinede kontrollerden 1.5 kati
fazia oldugunu gdstermiglerdir. Ayni hastalarda eritrosit SOD ve GSHPx seviyesi
tedavi slresince dusuk bulunmustur.

Jain ve ark. (88) 2 ve 4 ayhik diabetik ratlarda eritrosit lipid
peroksidasyonunu kontrollere gére anlamli olarak yUksék bulmuslardir. Insilin
tedavisi bu artist anlamli olarak distrmustir. Bu arastirmacilar lipid
peroksidasyonundaki artist hiperglisemiye baglamislardir.

Jain ve ark. (79) IDMM'li hastalarda eritrosit.lipid peroksidasyonunun
arttigint ve HbAIc ile dnemli korelasyon gdsterdigini bulmuslardir.

Matsubara ve ark. (122) geng .yastaki (14+ 6.7) tipl diabette (inslin

tedavili) GSHPx aktivitesini kontrol grubuna gére daha duguk oldugunu ve GSHPx
aktivitesinin yasla azaldigimni bulmuslardir,

Stahlberg ve ark. (123) IDDM'li gocuklarla saglikli gocuklarin eritrosit GSHPx

. aktivitesi arasinda anlamli bir fark bulamamislardir. Ayrica GSHPx aktivitesinin
cinsiyet ile ve yas ile degismedigini tesbit etmiglerdir. '

" . Yine, Bono ve ark. (124) da diabetik hasta ve kontrol grubuna aid eritrosit

SOD ve GSHPx dlzeylerinin hastalarda kontrollere gore bhiraz dusik oldugunu

~ ancak aradaki farkin istatistiki bakimdan anlamli olmadigini bulmuslardir. Bu

bulgular bizim bulgularimiza uymaktadir..

Watala ve ark. (125) eritrosit SOD aktivitesinin diabet stresi ile degistigini
uzamig diabette aktivitenin arttiini tesbit etmislerdir. | Kontrol grubu ile
karsilagtiriidiginda hastalarda eritrosit SOD aktivitesinin azaldigini GSHPx
aktivitesinin ise arttigint bulmuslardir. GSHPx diizeyi ile yas ve diabetik kontrol
arasinda korelasyon bulamamisiardir. .

Hagglof ve ark. (75) diabetli cocuklarda eritrosit SOD aktivitesinin
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Tablo-6. Eritrosit GSHP-X bulgularimizin literatiir bulgulari ile kar§lla§tlrllma5|

Literattr

Yas Kontrol Hasta
122 03.7+4.2 20.6+6 |
U/ gHb 14.£6.7 15.2£4.9
- 123 2-5 4.73+£0.34
pmol min-1g-1Hp 6-9 4.7620.25
>9 4.00£0.37
11.4(2-15) 4.52+0.34
133 8-14 8518.8+1887.1 A
U/ gHb 7-18 ' 9259.7+1668.8
125 22-50 20.48x2.28
U / gHb 11-50 20.21+1.52
75 8-16 20.616
U/ mgHb 8-16 16+4.5
132 <20 19.8-59.5
pumol/NADPH/min/gHb
133 1-11 6.1+£2
pmol/NADPH/min/gHb | 11-25 7.7£1.6
73 _ 14.35+2.06
umol/NADPH/min/gHb 14.4+2.53
Bizim Galigmamiz | 3-18 27.33+£0.04 :
3-27

U/ gHb

26.47 £10.52
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5 |

Tablo-7. Eritrosit SOD bulgularimizin Iiteratﬂr.bulgulan ile karglla§tl'rllmas;|

Literatlr Yas Kontrol ~ Hasta
132 4-10 15.8-57.3
- U/mgHb 10-14 17.7-46
14-20 ©19.2-44.6
125 8-14 2069.0+140.1 _ -
U/ gHb 7-18 1845.7+154.1
124 22-50 3708.75+£1025.31
U/gHb 11-50 ’ - | 73014.26+725.30
75 8-16 57.6+4.1
U/mgHb 8-16 51.1+2.5
126 4-18 58.613.9 |
U/ mgHb 4-18 ' 50.5+2.4
133 1-11 1.84£0.3
U/ mgHb 11-25 1.6+0.2
73 15914202
U/gHb 20571425
Bizim ¢alismamiz 3-18 1487.66+£355.86 . |
U/gHb 3-27

1406.35+280.42
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kontrollere goére istatistiki agldan anlamli oranda GSHPx aktlwtesmm lse anlar
derecede dugik oldugunu bulmU§lard|r Kawamura ve ark (126) da dlabethlerde

eritrosit SOD dizeyini kontrole gore daha duslik bulmuslardir.Jos ve ark. (127) 2 e

25 yaglar arasinda 214 gen¢ IDMM'li hastada eritrosit SOD ve GSHPx}
aktivitesinin kontrol_lerdven farklt olmadigini, retinopatili hastalarda ise GSHPx
aktivitesinin azaldigini bulmuslardir.Bu aragtirmacilara gore serbest radikal birikimi
ile diabetin mikrovaskuler komplikasyonlarinin gelisimi arasinda bir iligki vardr.
Strange ve ark. (82) 17-69 yaslari arasindaki 15 IDDM’li hastada eritrosit

GSHPx ve SOD dﬂieyinin kontrollere gére dedismedigini ortaya koymuslardir.

~ Arastirmacilarin bulgulart arasindaki bu farkhitiklar hastalarin yas, diyet ve
tedavi sekli arasindaki farkliliktan kaynaklahmng olabilir. Dolayisi ile konunun tim
parametrelerin standardize ve iyi kontrol edildigi daha genis bir popllasyonda
arastiriimasinin faydali olacagi kanaatindeyiz.

GCalismamizda diabetik hastalara aid serum ve Ibkosit Asc dizeyleri
kontrollere gore hafif disik bulunmustur.Ancak aradaki fark istatistiki agidan
anlamli degildir. Bu konuda yapilmis calismalarda da farkli sonuglar elde
edilmistir.Ancak cogunlukla gerek IDDM'li ve gerekse NIDDM'li hastalarda serum
Asc dlzeyi dU§uk bulunmustur.Bu distkiagan bozuk depolama veya artmisg
oksidatif stres altinda hizli tiiketimden kaynaklandigina inanilir. Inslin tedavisi ise
bu azalmayi dl'JzeItir’:(128).

Jenings ve ark. (129) diabetik hastalarada serum Asc seviyesinin anlamli
olarak diisiik oldugunu ve IDDML’li ve NIDDM'li gruplar arasinda énemli fark
bulunmadigini tesbit etmiglerdir.Stankova ve ark. (65) diabetik cocuklarda plazma
Asc seviyesini Cunningham ve ark. (62) ise IDDM’li hastalarda I6kosit Asc
seviyesini disitk buimuslardir.Bu bulgular bizim bulgularimizi destekler
mahiyettedir. Ote yandan Schorah ve ark. (130) NIDDM'li ve IDDM’li hastalarda
Asc dizeylerinin kontrol grubuna gére farkli olmadigini ve Asc’in plazma ve beyaz
hiicreler arasindaki dagtiiminda bir fark olmadl.gml bulmuslardir. Asayama ve ark.
(131) ise IDDM’li gocuklarda serum Asc dlzeyini kontrollere gére daha yilksek
bulmuslardir. '

~ Sonug olarak, IDDM'li cocuklarda oksidatif streste bir artisla birlikte
antioksidatif savunmada bir azalma meyli oldugu , eritrosit ve I0kositlerin az da
olsa bundan etkilendikleri | insdlin tedavisinin bu bozuklugu diizeltici yonde etki

ettigi ve bu bulgularin dogrudan diabetin kendisinden ziyade baska faktorlere bagl
* olabilece§i kanaatine varild.
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6.SONUC

Calismamizda IDDM'un patogenezi, gidisi ve komplikasyonlarinin geligimi
agisindan ROM'larin etkisini aragtirmak amaciyla IDDM'li hastalarin serum, eritrosit
ve lokosit lipid peroksidasyonu ile eritrosit GSHPx, SOD ve I5kosit GSHPx, SOD
ve serum ve lokosit C vitamini tayinleri yapildi. '

Hasta grubuna aid serum, eritrosit, Idkosit lipid peroksidasyonu ile eritrosit
GSHPx, SOD ve l6kosit GSHPx, SOD ve serum ve lokosit C vitamini dizeyleri
sirastyla 2.817 +1.41nmol / ml, 6.300+4.934 nmol / gHb, 12.28+13.06 nmol / mg
protein , 26.47+10.52 U / gHb, 1406.4+280.4 U / gHb, 4.805£4.565 U / mg protein,
1.226+0.704 U / mg protein, 0.88310.347 mg /dl, 30.37+11:05 g /108 16k, kontrol
grubuna aid ayni degerler sirasi ile 2.617+ 0.984nmol / ml, 6.225+ 4.106 nmol /
gHb, 12.10+5.82 nmol / mg protein, 27.33+ 0.04 U / gHb, 1487.7+355.9 U / gHb,
4.857+ 4.587 U / mg protein, 1.437+ 0.872 U / mg protein, 0.925+ 0.299 mg / dI,
30.76+ 14.36 pg / 108 16k olarak bulundu.

Boylece IDDM'li hasta cocuklara aid serum, eritrosit ve |6kosit lipid

- peroksidasyonunun hafif arttigi, eritrosit GSHPx, SOD ile 16kosit GSHPx, SOD ve
serum ve I6kosit C vitamini diizeylerinin hafif azaldig: tesbit edilmistir.

C)te yandan diabetik hasta grubunda lipid perdksidasyonu ile diger
parametrelerin hicbiri arasinda énemli bir korelasyon bulunamamisgtir.

Sonug olarak, IDDM’li gocuklarda oksidatif streste bir artigla birlikte
antioksidatif savunmada bir azalma meyli oldugu , eritrosit ve lokositlerin az da
olsa bundan etkilendikleri , insiilin tedavisinin bu bozuklugu dizeltici yénde etki
ettigi ve bu bulgularin dogrudan diabetin kendisinden ziyade bagka faktdrlere
bagl olabilecegi kanaatine varildi. '
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7.0ZET

Bu calismada diabetik hastalarda serum, eritrosit ve I6kositlerin serbest
radikallerden etkilenme derecelerini aragtirmak amactyla 3-18 yaslari arasinda
(ortalama 10.19) 29 saglikli gocuk (13 kiz, 16 erkek) ile 3-27 yaslar arasinda
(ortalama 12.82) instilin depedent diabete mellitus (IDDM)'li 34 ¢ocukta (20 kiz, 14
erkek ) serum, eritrosit ve lokosit lipid peroksidasyonu ile eritrosit glutatyon
peroksidaz(GSHPXx), sliperoksid dismutaz(SOD) ve I6kosit GSHPx, SOD ile serum
ve I6kosit C vitaminleri tayinleri yapildi.

Lipid peroksidasyonu, peroksidasyonun son Grlinii olan MDA cinsinden
olguldu | e ,
Hasta grubuna aid serum, eritrosit ve I8kosit lipid peroksidasyonu ile
eritrosit GSHPx, SOD ve |8kosit GSHPx, SOD ile serum ve l6kosit C vitamini
dizeyleri sirastyla 2.817 +1.41nmol / ml, 6.300+4.934 nmol / gHb, 12.28+13.06
nmol / mg protein , 26.47+10.52 U / gHb, 1406.4+280.4 U / gHb, 4.805+4.565 U /
mg protein, 1.226+0.704 U / mg protein, 0.883+0.347 mg /dl, 30.37£11.05 ug /108
16k, kontrol grubuna aid ayni degerler sirasi ile 2.617+ 0.984nmol / ml, 6.225+
4.106 nmol / gHb, 12.10+5.82 nmol / mg protein, 27.33+ 0.04 U / gHb,
1487.7+355.9 U / gHb, 4.857+ 4.587 U/ mg protein, 1.437+ 0.872 U / mg protein,
0.925+ 0.299 mg / dI, 30.76+ 14.36 g /108 Igk olarak bulundu.

Her iki gruba aid bu parametrelerden higbiri arasinda istatistiki agidan
anlamli fark bulunamad:.

Ote yandan, caligilan parametrelenn higbiri ile hastalarin AKS, HbAIC yasl
ve diabet slresi arasinda anlamli bir korelasyon olmadigi gériildii.

Sonug olarak IDDM'li gocuklarda oksidatif streste bir artigla birlikte
antioksidatif savunmada bir azalma meyli oldugu , eritrosit ve I6kositlerin az da
olsa bundan etkilendikleri , insilin tedavisinin bu bozuklugu dizeltici yénde etki

ettigi ve bu bulgularln dogrudan diabetin kendisinden ziyade bagka faktorlere
bagll olabilecegi kanaatme varidi.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF SERUM ERYTHROGCYTE AND LEUKOCYTE LIPID
PEROXIDATION AND ANTIOXIDANT SYSTEMS IN PATIENTS WITH INSULIN-
DEPENDENT DIABETES MELLITUS(IDDM)

In the present study serum, erythrocyte and leukocyte lipid peroxidation
and some antioxidant systems of 34 children (20 F, 14 M) with IDDM and 29
healtly children (13 F, 16 M) have been investigated in order to determine the
effect of free radicals in these patients.

Lipid peroxidation was investigated in terms of malondialdehyde which is an
end product of peroxidation. o

Serum, erythrocyte and leukocyte IIpId peroxidation and erythrocyte and
leucocyte GSHPx and SOD activities and serum and leukocyte vitamin C levels of
the patients were 2.817 £1.41nmol / ml, 6.300+4.934 nmol / gHb, 12.28+13.06
nmol / mg protein , 26.47+£10.52 U / gHb, 1406.4+280.4 U / gHb, 4.805+4.565 U /
mg protein, 1.226+0.704 U / mg protein, 0.883+0.347 mg /dl, 30.37+11.05 pg /108
leu, whereas those of the controls were 2.617+ 0.984nmol / ml, 6.225+ 4.106 nmol
/ gHb, 12.10+5.82 nmol / mg protein, 27.33+ 0.04 U / gHb, 1487.7+355.9 U / gHb,
4.857+ 4.587 U / mg protein, 1.437+ 0.872 U / mg proteln 0.925+ 0.299 mg / dl,
30.76+ 14.36 ng / 108 leu, respectlvely

The differences between , the parameters were not statistically significant.
Also, there was no correlation between fasting blood glucose, HbAic, age and
the duration of diabetes and any of the above parameters. | !

It was concluded that, there was at least, a tentency toward an increase in
lipid peroxidation and a decrease in antioxidant systems in children with IDDM
which is corrected by insulin treatment. Also, these disturbances were concluded
lo be due to some other factors rather than diabetes itself.
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