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1.0ZET

Ratlarda Diyabetik Noropatide Rol Oynayan Oksidatif Hasarin Onlenmesinde
Likopenin Etkinligi

Diyabet, tim diinyada hizla artmakta olan kronik bir metabolizma bozuklugudur.
Diyabetin ve komplikasyonlarinin patogenezinde pek ¢ok mekanizma ileri siirlilmiigtiir.
Bunlar icinde en fazla kabul goéreni ise artan serbest radikallerin neden oldugu oksidatif
hasardir.

Bu calismada, dogada yaygin olarak bir¢ok besinde bulunan likopenin, diyabetik
noropatinin olusumunda rol oynadigi bilinen oksidatif hasarin Onlenmesindeki etkinligi
arastirildi.

Calismada, deneysel diyabet modelinin olusturulmasi igin ratlara streptozotosin
enjeksiyonu (45 mg/kg, i.p.) yapild1 ve 48 saat sonra yapilan ol¢iimlerde, 300 mg/dL ve tizeri
aclik kan sekeri degerine sahip olan ratlar diyabetli olarak kabul edildi. Kontrol ve diyabet
grubu ratlara normal besleme uygulanirken, diyabet+likopen ve likopen gruplarina agizdan
giinlik 4 mg/kg canli agirlik dozunda likopen 8 hafta siireyle verildi. Bu siire igerisinde
haftalik kan sekeri ve canli agirlik 6l¢iimleri yapildi.

Calisma sonunda hayvanlardan alinan kan ve beyin orneklerinde nitrik oksit (NO) ve
malondialdehit (MDA) miktar ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri Ol¢iildii. Ayrica antioksidan enzimlerin beyin dokusunda
mRNA ekspresyon diizeyleri reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
analiz edildi. Plazma insiilin hormonu 6l¢iimleri ELISA teknigi ile yapildi.

Diyabete bagl olarak kan glikoz diizeylerinde meydana gelen artisin, 8 hafta siireyle
likopen verilmesiyle diistiigii belirlendi (p<0,001). Diyabetin neden oldugu canli agirlik kaybi
izerine likopenin etkisinin olmadig1 gézlendi. Diyabet nedeniyle azalan (p<0,001) plazma
insiilin konsantrasyonunu likopenin arttirdig1 goriildii (p<0,001). Diyabetin plazma ve beyin
dokusunda artisina neden oldugu lipid peroksidasyonunun, beyinde likopen tarafindan
diisiiriildigi (p<0,001), plazmada ise degismedigi tespit edildi. Plazma NO seviyesi ve beyin
dokusu GSH diizeylerinin tedavi grubunda hasta gruba gore anlamli (p<0,001) bir sekilde
azaldig belirlendi. Tedavi grubunda hemolizat SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin diyabet
grubuna gore anlamh bir sekilde yiikseldigi (p<0,05); beyin dokusu SOD ve CAT
aktivitelerinin degismedigi, GSH-Px aktivitesinin arttig1 (p<0,001) goriildii. SOD, CAT ve
GSH-Px gen ekspresyonlarinin diyabet grubunda kontrole gore baskilandigi, likopen verilen

tedavi grubunda ise uyarildiklar1 belirlendi.
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Calisma sonucunda diyabetin beyin dokusunda neden oldugu oksidatif hasar ile
lipid peroksidasyonunun ve diisiik plazma insiilin seviyesinin likopen tarafindan biiyiik
oranda diizeltildigi ortaya kondu. Elde edilen sonuglarin, likopenin diyabetin
komplikasyonlarinin dnlenmesinde etkili bir besinsel unsur olabilecegini gdstermesi ve ileride
yapilacak calismalara zemin olusturulmasi acisindan Onemli katki saglayacagi
diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, streptozotosin, noéropati, likopen, oksidatif stres
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2.ABSTRACT

Preventive Action of Lycopene on Oxidative Damage Involved in Development of
Diabetic Neuropathy

Diabetes is a chronic metabolic disorder that the incidence has been increasing all
around the world. Several mechanisms are involved in the pathogenesis of diabetes and its
complications. One of them which are the most accepted belief is that oxidative damage
which is caused by free radicals. In this study, the protective effect of lycopene which is
commonly found in many foods in nature was studied on the overcoming oxidative damage in
diabetes which plays an important role in development of diabetic neuropathy.

In the present study, diabetes was induced by single dose streptozotocin (45 mg/kg,
i.p.) to the rats and blood was taken 48 hours after administration. The rats having fasting
blood glucose > 300mg/dl were considered as diabetic. The rats of control and diabetic groups
were fed without any supplements; however 4 mg/kg/body weight lycopene was orally
administrated into diabetic+lycopene and lycopene groups for 8 weeks. Plasma glucose levels
and the body weight of the animals were measured weekly through study.

Nitric oxide (NO), malondialdehyde (MDA) levels and activities of superoxide
dismutase (SOD), katalaz (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px) were measured in blood
and brain homogenates which were removed at the end of the experiment. mRNA expression
levels of antioxidant enzymes were analyzed in brain tissue by reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR). Blood plasma insulin levels were measurement by
ELISA method. Diabetes-increased blood glucose level was suppressed by lycopene during 8
weeks period (p<0,001). However there was no significant effect of lycopen on body weight
loss caused by diabetes. Diabetes decreased plasma insulin concentration was enhanced by t-
lycopene treatments (p<0,001). Lipid peroxidation level which was caused by diabetes was
decreased by lycopene in brain tissue (p<0,001), but not in plasma. Plasma NO levels and
brain GSH levels in treatment group were lower (p<0,001) than in diabetic group. The
activities of SOD, CAT and GSH-Px in diabetic+lycopene group were increased
(p<0,05).Although SOD and CAT activities were not changed, GSH-Px activity was
significantly increased (p<0,001) in brain tissues. Diabetes down-regulated SOD, CAT and
GSH-Px transcripts were up-regulated by the lycopene.

It was demonstrated that diabetes mellitus caused to oxidative damage and lipid peroxidation

in brain tissue and decreased plasma insulin levels. However, these effects were significantly
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ameliorated by lycopene administrations. It is concluded that lycopene may be useful for the
protection against diabetic complications and promising for the future diabetes studies.

Keywords: Diabetes, streptozotocin, neuropathy, lycopene, oxidative stress



3.GIiRIiS ve GENEL BIiLGILER

3.1.Diabetes Mellitus

Seker hastaligimin bilimsel adi olan diabetes sozciigli, Yunanca’da gecip gitmek
anlamina gelmektedir ve ilk olarak M.S. 1. yiizyilda Kapadokya’da yasayan ve Roma’li bir
hekim olan Arateus tarafindan kullamilmistir. Ortacag Avrupasi’nda, hastanin idrarindaki
sekerden dolay1 hastaliga balli seker anlamina gelen mellitus adi verilmistir. Seker
hastalarinin idrarinin seker igerdigini tadarak belirleyen Thomas Willis 1764’de bu
hastaliga ilk kez Diabetes mellitus adin1 vermistir. 1921 yilinda Kanada’li Dr. Frederick
Banting ve yardimcist Charles Best, pankreasin Langerhans adaciklarindan insiilin

salindigini bulmuslardir.

Hastalik cagimizin en ¢ok rastlanan, morbidite ve mortalitesi en yiiksek olan
hastaliklardan birisidir. Diinya niifusunun yaklasik % 2,5-3’ti bu hastaliktan muzdariptir.

Bazi iilkelerde oran % 7’yi dahi gegebilmektedir (Seghrouchni ve ark 2002).

Diabetes mellitus; insiilin salgilanma yetersizligi ve hedef dokularda insiilinin
metabolik etkisine karst gelisen direnc hali ile karakterize, genetik kokenli kronik bir
metabolizma hastaligidir (Walter ve ark 1991, Baydas ve ark 2002). Hastalikta glikoz
kullanim1 bozulur. Bu durum, basta kan damarlar1 ve sinirler olmak iizere ¢ogu viicut
sistemlerini ciddi bicimde hasara ugratan kan seker diizeyinin artmasina (hiperglisemiye)
neden olur (Phillips ve ark 2004).

Diabetes mellitus’un olusumundaki temel neden insiilin yetersizligi veya insiilinin
etkili olamamasidir. Hastaligin ortaya ¢ikmasini kolaylastiran diger etmenler ise kalitim,
sismanlik, gebelik ve sik dogum, uzun siire ila¢ kullamimi (diiiretik, kortikosteroid, vs.),
enfeksiyonlar, psikolojik ya da fiziksel travmalar ve bazi pankreas hastaliklardir
(pankreatit, pankreas timorii).

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) niin de biiyiikk 6nem verdigi ve takip ettigi
hipoglisemik etkili bitkisel ilaclar giiniimiizde dikkatleri {izerine c¢ekmis durumdadir.
Diinya genelinde ¢ok sayida ticari bitki diyabetin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Diyabetin
tedavisinde bu noktaya gelinmesinin temel dayanaklarindan birisi ve belki de en onemlisi
bitkisel ilaclarin sentetik olanlara gore daha az zararli ya da daha az yan etkilere sahip
olmalaridir. Kullanilan bitkisel ilaglarin ¢ogu saponinler, alkaloidler, taninler ve quinovik

asit gibi etken maddeleri icermektedir (Sheweita ve ark 2002, Wang ve Ng 1999).



Diyabetin tedavisine yonelik yapilan arastirmalarin diger bir kismi1 da hastalikta
bozulan oksidan/antioksidan dengenin diizeltilmesine yonelik ¢alismalardir. Bu calismalar
ya diyabetik karacigerin antioksidan savunma sistemini gii¢clendirmeye ya da peroksidatif
strese bagli karaciger hasarim1 azaltmaya yoneliktir (Baydas ve ark 2002b, Cho ve ark
2002).

Bu calismada, kuvvetli bir antioksidan olan likopenin kullanilmasi suretiyle,
diyabetin 6nemli komplikasyonlarindan biri olan noropatinin altinda yatan oksidatif
bozukluklarin 6nlenmesi amaglanmistir. Deneysel diyabet modeli icin deney hayvani
olarak ratlar kullamlmistir. Calismada sadece lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar
belirteclerinin kan ve beyin dokusundaki diizeyleri degil ayn1 zamanda ilgili enzimlerin
mRNA transkripsiyon diizeyleri de incelenmistir. Diyabetik noropatide antioksidan
enzimlerin beyin dokusundaki gen ekspresyonlarinin analiz edilmesinin, bozuklugun
genetik agidan ele alinmas1 bakimindan 6nemli bir veri saglayayacagi diisiiniilmektedir.
Bunlara ilaveten likopenin, diyabette gerek kan glikoz diizeyleri ve gerekse plazma insiilin
hormonu diizeyleri iizerine etkilerinin de ortaya konulmus olmasi ¢alismanin Onemini
artirmaktadir.

Diyabet hastaliginin anlagilabilmesi agisindan, 6ncelikle viicudun islevlerini yerine
getirirken ihtiya¢ duydugu enerjinin tedariki siirecine deginmek gerekir. Enerjinin tedariki
islemlerinde sirasiyla; yenilen besinler glikoza parcalanir, glikoz, kan dolagimui ile viicudun
doku ve hiicrelerine taginir ve viicudun ana besin kaynagi olan glikoz enerji saglayabilmek

icin, kandan viicut hiicrelerine (kas hiicreleri, beyin hiicreleri vb.) alinir.

Glikozun hiicre i¢ine alinmasinda, pankreasin Langerhans adaciklarinin f hiicreleri

tarafindan iiretilen insiilin 6nemli rol oynar.
3.2. insiilinin Etki Mekanizmasi

Saglikli bireylerin kas, yag ve karaciger doku hiicrelerindeki glikoz transportu,
doku hiicrelerine spesifik protein yapidaki glikoz tasiyicilarin rol aldigi kolaylastirilmis
difiizyonla gergeklesir. Bu mekanizmadan ©nce insiilin, hiicre yiizeyindeki reseptore
baglanarak tirozin kinaz1 aktive eder. Reseptoriin B alt iinitesinin tirozin birimleri
otofosforilasyona ugrar. Reseptor, tirozin kinaz reseptor substrat 1’i (IRS1) fosforile eder.
Fosforile edilmis IRS1, diger protein kinaz ve fosfatazlarin aktivasyonunu destekler.
Aktive olmus reseptor, spesifik glikoz tagiyicilarmin (GLUT-4) translokasyonla hiicre igi
havuzdan hiicre membranina hareket etmesine neden olur (Champe ve Harvey 1997, Quinn

2002). Bu tasiyicilarin, glikoz baglayan bolgesi hiicre disimna yonelmistir. Glikoz buraya



baglaninca, olusan yapisal degisiklige bagli olarak, glikoz baglayan bdlgenin yonii
stoplazmaya dogru doner ve glikoz tasiyicidan ayrilip iceri girer. Plazma insiilin diizeyi
diisiince glikoz tasiyicilari, hiicre membranindan hiicre i¢i depo havuzlarina hareket
ederler. Kisaca, insiilinin glikoz transportundaki gorevi, glikoz tasiyicilarinin yon
degistirmesini ve konsantrasyonlarmin artmasim saglamaktir (Murray ve ark 1996,

Champe ve Harvey 1999, Quinn 2002).

3.3. Diyabetin Tipleri
Diabetes mellitus gelisimi itibariyle baslica ikiye ayrilir; Tip I ya da insiiline

bagimli tip (IDDM) ve Tip Il ya da insiiline bagimli olmayan tip (NIDDM).

3.3.1. TiP I diabetes mellitus (insiilin bagimh diyabet = IDDM)

Genel olarak Tip I diyabet insiilinin salinamadig1 diyabet sekli olarak ifade edilir
(Guyton ve Hall 2001, Quinn 2002, American Diabetes Association 2005). Bu tip
diyabette pankreas ¢ok az insiilin sentezler ya da hic insiilin iiretemez. Kanda insiilin
reseptorlerini doldurmaya yetecek kadar insiilin olmayinca kan sekeri diizeyi yiikselir.
Diyabetin bu tipi daha cok geng yaslarda ortaya ¢ikar ve mutlak insiilin eksikligi vardir. Bu

hastalar kjetoasidoz komasina girme potansiyeli tasirlar.

Tip I diyabetin olusum nedenleri hala giiniimiizde arastirilmakta olup, sadece
genetik faktorlerin rol oynamadigi bilinmektedir. Cesitli otoimmiin hastaliklarla birlikte
goriilmesi nedeniyle Tip I diyabetin etiyolojisinde otoimmunite sorumlu tutulmaktadir.
Bagska faktorler de vardir ancak bunlarin tamami konusunda kesin bilgi heniiz yoktur. Tip I
diyabetin belirtileri arasinda ¢ok fazla acikma, asirn miktarda idrar yapma ve ani kilo kaybi

olarak sayilabilir. Bu belirtiler genellikle aniden baslar.

Tip I diyabetli hastalarda ¢olyak hastaligi, graves hastaligi, hipotiroidi, pernisiyoz

anemi ve addison hastaliginin goriilme oran1 artmaktadir (Ozata 2005).

3.3.2. TiP II diabetes mellitus (insiilin bagimh olmayan diyabet = NIDDM)

Tip II diyabet, pankreasin insiilin iirettigi ancak miktarinin yeterli olmamasi ve/veya
reseptor duyarliliginin azalmasiyla insiilinin kullanilamamasi sonucu olusur (Guyton ve
Hall 2001, Quinn 2002, American Diabetes Association 2005). Diyabetlilerin % 90’1ndan
fazlas1 Tip II diyabetli olup, genellikle 40 yagsin iizerinde ve kilosu fazla olan kimselerde
goriiliir. Burada insiilin iiretiminin eksikliginden ziyade, tiretilen insiilin gerektigi sekilde

etki gosterememektedir. Ciinkii insiilin hiicrede bulunan reseptorlere baglanamaz. Bunun



nedeni genellikle sismanlarda goriilen insiilin direncidir. Bu hastalar mutlak insiilin
eksikligi olmadigr i¢in ketoasidoz degil nonketotik hiperozmolar komaya girme potansiyeli
tagirlar. Ayrica yatkinligr olan kisilerde, gebelikte iiretilen baz1 hormonlara ve metabolik
yiikteki artisa bagli olarak gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve gebelik (gestasyonel) diyabeti
adi1 verilen bir diyabet ¢esidi daha vardir. Bu tip diyabette, kan sekeri hamilelik sonrasinda
genellikle normale déner. Ancak bu kisilerin yaklasik % 40'inda, sonraki 15 yil igerisinde
Tip II diyabet gelisir (Sentiirk 2004). Tip II diyabet, genetik duyarliligin ve cevresel
faktorlere maruziyetin etkilesmesinin bir sonucu olarak goriilmektedir (Bennet ve ark.

1992).

Diyabetin primer belirtisi hiperglisemidir; ardindan glikoziiri, poliiiri, polifaji ve
polidipsi gelir (Bulut ve ark 2001, Sailaja ve ark 2003, ADA 2005). Tip II diyabetin
belirtileri arasinda sik enfeksiyona yakalanma, ciltteki kesik ya da yaralarin zor iyilesmesi,
sik idrara ¢ikma, aclik ve susuzluk hissinin artmasi, bulanik gérme ve yorgunluk hissi yer

alir. Bu belirtiler uzun donemde ortaya cikar.

Diyabetin goriilme sikligi, hem ¢ocuk hem de erigkin niifusta son 20-30 yil i¢inde
siirekli olarak artmaktadir. Hastalarin 6zellikle kardiyovaskiiler ve renal sistemlerinin
yakindan izlenmesi gereklidir. Hipertansiyonlu diyabetik hastalar otonomik ndoropati
acisindan ayrintili olarak degerlendirilmelidirler. Hipertansif hastalar kan basinci normal

olanlara gore daha yiiksek otonomik noropati insidansina sahiptirler (Cosar 2003).

3.4. Diyabetin Tanis1

Herhangi bir zamanda o6l¢iilen kan sekerinin 200 mg/dl'nin iizerinde olmasi veya
aclikta 126 mg/dl’nin iizerinde bulunmasi (hastada ¢cok yeme, ¢ok su i¢me ve ¢ok idrara
yapma gibi diyabetin klasik semptomlar1 goriilsiin veya goriilmesin) veya iki degisik
zamanda Olgiilen tokluk kan sekerinin 140 mg/dl iizerinde bulunmasi, ya da siipheli
durumlarda yapilan seker yiikleme testi sonucunda, ikinci saatte alinan kan drneginde 160
ve test esnasinda diger orneklerden herhangi birinde kan sekerinin 200 mg/dl {izerinde
olmasi, seker hastalifinin tanisinda onemli ipuglaridir. Hasta asir1 susuzluk ¢ekiyor, sik
idrara c¢ikiyor ve yorgunluktan sikayet ediyor ise bu kandaki glikoz oraninin arttiginin

(hiperglisemi) bir gostergesi olabilir (Govindarajan ve ark 2006).



3.5. Diyabetin Komplikasyonlari

Diabetes mellitus’da karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinda meydana
gelen bozukluklar sonucu doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel
bazi degisiklikler meydana gelmektedir (Palmer 1993, Yilmaz ve Ustiindag 2002).
Hastaligin komplikasyonlar1 arasinda tikayici damar hastaligi (angiopati = ateroskleroz),
sinir hasar1 (noropati), bobrek fonksiyon bozuklugu (nefropati), goérme bozuklugu
(retinopati) ve ayak lezyonlar siralanabilir. Diyabetin tiim komplikasyonlar1 uzun siirede

ortaya ¢ikar ve yavas bir seyir izler (Altindas 2001).

3.5.1. Tikayic1 damar hastalig (ateroskleroz)

Diyabetli hastalarda insiilin direnci s6z konusu oldugu icin yag metabolizmasi bozulmakta
ve damarlarda daralmalar veya tikanmalar meydana gelmektedir (Koyuer Yorganci 2005)
(Sekil 3.1.). Ateroskleroz diyabete baghi Oliimlerin % 75’inden sorumlu olup,
diyabetiklerde diyabetik olmayanlara gore 2-3 kat daha fazladir. Ayn1 zamanda koroner ve
serebrovaskiiler hastaliklar 2-3 kat daha fazladir (Steiner 1981, 1985). Sigara i¢cmenin
ozellikle diyabetiklerde ateroskleroz riskini onemli ol¢iide artirdigini gosteren deliller
vardir (Mulhauser 1990). Idrarla albumin
attmi 30 mg/24 saatten fazla olan klinik
nefropatili kisilerde vaskiiler hastalik riski
onemli Olctide artmaktadir (Borch-Johnsen
1989, Jensen 1992). Oksidatif stresin, erken
ateroskleroz olusumunun etiyogenezinde
onemli bir rolii oldugu distinilmektedir

(Koken ve ark 2004).

T

Sekil 3.1. Aterosklerozis (Kaynak: www.nbgh.org/cardiology.html)

3.5.2. Kardiyovaskuler sistem bozukluklari

Son yillarda insanlarda her iki tip diyabetteki artisa paralel olarak kalp damar
hastaliklarinda da artis goriilmektedir. Tip II diyabet genellikle obez hastalarda olustugu ve
bunlarda insiilin direnci s6z konusu oldugu i¢in yag metabolizmasi bozulmakta ve koroner

kalp damarlarinda daralma veya tikanmalar olusarak enfarktiis gelismektedir (Sekil 3.2.).



Aynmi durum Tip I diyabetli hastalarda gen¢ yasta ortaya ¢ikmaktadir (Schalkwijk ve
Stehouwer 2005).

Sekil 3.2. Kalp kasi infarktiisii: http://www.med.ualberta.ca/lmp/)

3.5.3. Beyin damarlar1 hastalig

Beyin dokusu sekerle beslenen bir organdir ve seker hastalarindaki devamli kan
sekeri degisimleri bu orgami etkilemektedir. Kan sekerinin asir1 yiiksekligi kadar, ani
hipoglisemiler de beyin fonksiyonlarin1 bozan 6nemli bir olaydir. Ayrica beyine giden
boyun kan damarlar1 daralmalar1 ve tikanmalar da hastalarda cesitli sikayetlere neden olur.
Bas donmesi, denge bozukluklari, unutkanliklar, ileri donemlerde kortikal atrofi denen

beyin dokusunun azalmasi gelisir (Karaman 2006).

3.5.4. Bacak ve ayak lezyonlar:

Diyabetik hastalarin her iki tipinde de en sik rastlanan sorunlardan biri olup % 60-
75 oraninda goriiliir. Orta ve biiyiik ¢ap arterleri tutan
ve ateroskleroz (damar tikanikligi) denilen bozukluk
. seker hastalifinin siiresi ve siddetiyle paralel olarak
~artis gosterir (Schalkwijk ve Stehouwer 2005). Bacak
ve ayak lezyonlarinin onde gelen nedeni periferik
noropatidir. Noropatiye ugramis sinir hiicreleri ayakta

F hissizlige neden olur. Diyabetik ayakta vurma, carpma,

- ~ batma veya yanma gibi bir fiziksel etkenin yaray1

; =
= baslattigi saptanmistir. Hasta erken donemde yarayi

Sekil 3.3. Periferal noropati (www.cic.nic.in/teleconsultation/ak_verma.ppt)



fark etmez ve ayakta kalmaya, yilirimeye devam etmesi durumunda kalict doku hasarina
sebep olur. Duyu ve motor sinirlerin dejenerasyonu sonucu hastanin ayagi duyarsiz ve
deforme hale gelir (Altindas 2001).

Otonom ndoropati sonucu terleme azalir, ayak kuru hale gelir, deri incelir, kolay
catlar ve nasirlar ¢ikar. Damar civarinda otonom sinirlerin bozuklugu kan akimini olumsuz
etkiler. Kan arteriovendz santlar yoluyla kisa yoldan geri déner ve dokularin beslenmesi
bozulur. Bu sekilde ayak dokular1 daha az oksijen ve besin alir (Sekil 3.3.) (Altindas 2001).

Motor noropati ayak kaslarinda zayiflama ve erimelere yol acar. Hastanin ayak
parmaklar1 kivrilir ve pence ayak deformitesi ortaya cikar. Bagparmak disa dogru doner,
metatarsofalengeal eklem baslar ayak tabaninda daha ¢ikintili hale gelir. Sonug olarak bazi

bolgeler agirlik nedeniyle daha fazla miktarda basinca maruz kalir (Altindas 2001).

3.5.5. Gorme bozukluklari (retinopati)

Diyabet retina tabakasinda kanamalar ve siv1 toplanmasi ile gelisen, gérme azalmalari ve
gorme kayiplari ile sonlanan ve bazi hastalarda korliige kadar giden bozukluklara neden
olur. Geng¢ vyasta baslayan hemen hemen biitiin diyabet vakalarinda hastaliin
baslangicindan 20 yil sonra diyabetik retinopati gelisir (Klein 1991). Ileri yaslarda
baslayan insiiline bagimli olmayan Diabetes mellitus vakalarinin yaklasitk % 60’inda
diabetik retinopati olusur.

Diyabetik retinopatinin temelinde kapiller duvarinda bazal membran kalinlagmasi
ve endotel hiicre hasar1 yer alir. Eritrosit ve trombosit agregasyonundaki artis, yiiksek
fibrinojen diizeyi de damar tikamikligina yardimci olur. Boylece gelisen kapiller ve
arteriyoler okliizyon retina hipoksisine bu da retinadan anjiogenik faktorlerin salinimina

yol acar, bu faktorler goziin ¢esitli bolgelerinde (retina, optik disk, iris, 6n kamara agisi)

yeni damarlarin olugsmasina neden olur. Bu damarlar kolay kanayan anormal damarlardir

(Sekil 3.4.) (Karagorlu 1997).

Sekil 3.4. Diyabetik retinopati

(www.opt.indiana.edu/ecco/abc_com_eng.ppt)




3.5.6. Diyabette katarakt olusumu

Katarakt, goz lensinin saydamligin1 kaybetmesi ve buna bagli olarak gérmenin

azalmasi ile sonuclanan bir goz hastaligidir.

Diyabette hiperglisemiyle birlikte lensin

. icinde biriken glukozun miktann artinca

sorbitol olusumu hizlanir ve osmotik basing

artar. Lensin icine su girisi hizlanir. Sonucta

Duru 2005).

Sekil 3.5. Diyabetik katarakt (www.opt.indiana.edu/ecco/abc_com_eng.ppt)

3.5.7. Bobrek fonksiyon bozuklugu (nefropati)

- subkapsiiler katarakt gelisir (Sekil 3.5.) (Urlu-

Bobrekler diyabet sonucu filtrasyon fonksiyonunu yitirir. Bunun sonucunda idrarda

albiimin, kanda iire ve kreatin miktar1 artar (Armagan 2002). Diyabetik hastalarda, bobrek

hastaligr goriilme riski 17 kat daha fazladir (Kofoed-Enevoldsen 1990). Diyabetik

nefropatinin temel mekanizmasi asagidaki sekil 3.6.’da verilmistir.
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Sekil 3.6. Diyabetik nefropatinin mekanizmasi (AGE: Ileri glikolizasyon iiriinleri).



Diyabet sonucu olusan hiperglisemi, glikozun otooksidasyonuna ve proteinlerin
glikolizasyonuna bagli olarak, serbest radikallerin olugmasina neden olur. Serbest
radikaller, son ydriingelerinde bir ya da birden fazla paylasilmamig elektron iceren reaktif
molekiillerdir. Serbest radikaller, mitokondriyal solunum, fagositlerin aktivasyonu ve bazi
enzimlerin (nikotinamid diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH) oksidaz ve ksantin oksidaz
gibi) ve/veya Fe ve Cu gibi metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda
olusurlar. Olusan bu radikaller, 6zellikle reaktif oksijen tiirleri (ROT), I6kositlerin yabanci
maddeleri yok etmeleri sirasinda, biyolojik olarak aktif olan 6nemli arac1 molekiillerdir ve
yangi ile ilgili temel bilesiklerin olusmasinda da rol oynarlar. Bununla beraber asirt
tiretilmeleri halinde toksiktirler ve hiicrelerdeki lipidleri, proteinleri ve DNA’y1
oksitleyerek peroksidasyona ve modifikasyonlara neden olabilirler. Bu prooksidanlarin,
ozellikle ROT lerin birikmesine “oksidatif stres” denir. Son yillarda oksidatif stresin, basta
diyabet olmak iizere koroner kalp hastaliklari, kanser, katarakt gibi bir¢ok hastaligin
patogenezinde yer aldig1 saptanmistir (Basu 1999).

Oksidatif stres Tip I diyabette, 6zellikle pankreatik  hiicrelerinin apoptozuna, tip II
diyabette ise insiilin salgilanmasini uyaran mekanizmanin inhibe edilmesine neden olarak
(Bonnefont-Rousselot ve ark 2000), protein glikolizasyonu, ateroskleroz, retinopati,
nefropati, norolojik disfonksiyonlar gibi diyabetik komplikasyonlar olusturur (Griffin ve

Ojeda 1992, Jain ve ark 1999, Gumieniczek ve ark 2002).

3.5.8. Sinir harabiyeti (ndropati)

Noropati, kan seker seviyesinin uzun siire yiiksek kaldigi durumlarda goriilen ve
tedavisi heniiz tam olarak yapilamayan bir rahatsizliktir. Diyabetik noropatinin sistemik
distal polindropati, otonom noropati ve asimetrik noropati gibi cesitleri vardir (Yildirim
2005).

Noropati, diyabette en sik goriilen organ hasar1 olup ekstremiteleri, goz, kalp ve
sindirim sistemini etkilemektedir. Noropati, diyabetli hastalarin yarisindan fazlasinda
vardir ve hastaligin siiresi uzadikca gelisme olasiligi artar. Noropatinin kesin sebebi
bilinmemekle birlikte, kan sekerinin yiiksek seyretmesi veya insiilin yetersizligine bagh
olabilecegi diisiiniilmektedir. Diyabetik komplikasyonlarin olugmasinda iki metabolik

olayin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar;



¢ Nonenzimatik glikozillenme

¢ Polyol yollarindaki bozukluklarla birlikte intraselliiler hiperglisemidir (Ozdogan ve

ark 2002).

Genel olarak glikozillenmis hemoglobin (HbAlc) degerlerinin yiiksek seyretmesi
ve sinir hiicrelerinde sorbitol birikmesinin noropati gelismesinde etken olabilecegi
diisiiniilmektedir. Noropati, genellikle eriskin donemde goriilmesine ragmen mental
retardasyon (zeka geriligi) ve metabolik bozukluklarin eslik ettigi olgularda da goriildiigii

bildirilmistir (Banitahmaseb ve ark 2005).

Diyabetik noropatinin patogenezinde pek cok etmenin rolii vardir. Bunlar arasinda
genetik yatkinlik, endondral hipoksi veya iskemi, artmis oksidatif stres, miyoinositolde
azalma, polyol yolu asir1 aktivitesi, glikolizasyon son {iriinlerinin artmasi, growth
faktorlerinin eksikligi veya immiin mekanizmalar sayilabilir. S6zii edilen mekanizmalara
kars1 tam bir goriis birligi yoktur, ancak yine de uzun siiren kan sekeri diizeyi birinci ¢ikis
noktasidir. Yiiksek kan sekeri diagilgliserol ve inositol trifosfatin ikincil haberci roli
oynadig1 yolda miyoinositol azalmasina ve bu da Na, K-ATPaz’in azalmasi ve sonugcta ileti
bozukluklarina yol acar. Buna paralel bir siire¢ de seker alkollerinin artarak polyol yolunun
asir aktivitesine sebep olmasidir (Kiziltan 1997).

Bir bagka yol glikolizasyon son iiriinlerinin (AGE) fazlaca ortaya ¢ikmasi ve bunun
da kiiciik damar arterogenezini artirmasidir. Yiiksek kan sekeri ayn1 zamanda sinir kan
akimini diisiiriir ve sinir i¢i hipoksiye sebep olarak noropatiye sebep olur. Bu noktada
oksidatif stresin etkisi pro-oksidan durum ve serbest radikal korumaciligi arasindaki
dengeye baghdir (Kiziltan 1997, Brownlee 2005).

Norofizyolojik tetkikler sirasinda motor ve duyusal iletilerde hizin yavasladig ve
iletim yetmezligi gozlenir. Noropati olusumunda diger komplikasyonlarda sozii edilen
kronik hipergliseminin olumsuz etkileri (polyol ve miyoinositol yollarini ac¢ilmasi, akson

iletisinde bozukluk, nonenzimatik glikozillenmis proteinler) s6z konusudur (Yapic1 2004).

3.5.8.1. Polyol yolu bagimh mekanizma

Sinir hiicreleri ve kapiller membranlar insiilin bagimsiz glikoz transportuna
sahiptirler. Yiiksek glukoz konsantrasyonu, polyol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur.
Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanildigindan hiicre igi
NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve nitrik oksit (NO)
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sentezi i¢in NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonucta
NADPH’1n yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir
(Maritim ve ark 2003a). Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO
sentezinin azalmas1 diabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya cikisinda rol oynar (Dac
ve Chainy 2001). Vazodilator mediatorlerin kayb1 endonoronal kan akiminin azalmasina
dolayisiyla endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin sonucunda
noronal hiicrelerde hasar meydana gelmektedir (Cameron ve Cotter 1995, Cameron ve
Cotter 1999). Glukozun sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu
hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim
aktivitesinde azalma oldugu gozlenmistir bu enzim aktivitesi sinir iletim hizi i¢in 6nem
tastmaktadir (Grene ve ark1987, Grene ve ark 1990). Sorbitolun kendisi bir doku toksini
gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve kalp hastalig
patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Karasu ve ark 1990, Bukan ve ark 2004).
Glikoz seviyesindeki asir1 artis sinir hiicrelerinde glikozun aldoz rediiktaz
enziminin etkisiyle sorbitole doniistiiriilmesine neden olur; sorbitol membranlar1 gecemez
ve hiicre icinde birikir. Yiiksek sorbitol konsantrasyonu sinir hiicrelerinde ozmotik hasar,
serbest radikal iiretiminde artis meydana gelir ve bunun sonucunda oksidatif stres artar

(Brownlee 2005).

3.5.8.2. Trioz fosfatlarla iliskili mekanizma
Yiiksek hiicre i¢i glikozu, trioz fosfatlarin {iretimini artirir. Diagil gliseroller protein
kinaz C’yi aktive eder, permeabilite ve kontraktilite degisikliklerine bagli kapiller hasar ve

sinir fonksiyonu bozuklugu meydana gelir (Brownlee 2005).

3.6. Diyabette Oksidatif Degisiklikler ve Antioksidan Uygulamalari

Diyabette meydana gelen oksidatif stresi baslatan etmen hiicre i¢i ve dist glikoz
konsantrasyonunun artmasidir. Hayvanlarda olusturulan deneysel diyabette ve diyabet
hastalarinda, oksidatif stres olusturan bircok mekanizmadan séz edilmektedir. Bunlar
arasinda; glikozun otooksidasyonu, protein glikolizasyonu ve ileri glikolizasyon son
tiriinlerinin agiga ¢cikmasi bulunmaktadir (West 2000, Anderson ve ark 2001, Gumieniczek
ve ark 2002, Maritim ve ark 2003a).

Glikoz otooksidasyonu, gecis metallerinin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda
glikozun kismen radikal olan anyonlarini olusturmasi ile meydana gelir. Bu radikaller,

O,’yi indirgeyerek siiperoksit (O,") anyonunu meydana getirirler. Bu da diger ROT lerin
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olusumunu tetikler (Bonnefont-Rousselot ve ark 2000, Robertson ve ark 2003).
Proteinlerin glikolizasyonu, glikozun proteinlerin amino grubuna baglanmasiyla baslar.
Bunun ardindan bir seri kimyasal modifikasyon gegirerek, daha kararli bir yapr olan
protein-glikoz kompleksine doniisiir. Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda olusan
glikolize proteinler ise Cu ve Fe varliginda O;’ye elektron vererek ROT’larin olusmasina
neden olurlar (Bonnefont-Rousselot ve ark 2000, Robertson ve ark 2003).

Oksidatif stresin diger bir hedefi, insiilin sentezinden ve salgilanmasindan sorumlu
olan f hiicreleridir (Ohly ve ark 2000). B hiicrelerinin disfonksiyonunun yiiksek kan glikoz
diizeyine veya serbest yag asitlerinin artmasina ya da kombinasyonlarina bagli oldugu
bildirilmektedir (Evans ve ark 2003). Oksidatif stres diizeyindeki artisin, hiicrede ROT
iretiminin artmasina ve buna bagh olarak da toksikasyona neden oldugu ifade edilmektedir
(Quinn 2002, Evans ve ark 2003).

Diyabette, serbest radikallerin fazlaca yiikselisi ve buna bagli olarak antioksidan
savunma sisteminin azalmasi, yalnizca hiicresel organellerin ve enzimlerin hasarina degil,
lipid peroksidasyonunun artmasina ve insiilin reseptorlerinin insuline kars1 duyarliliklarinin
azalmasina neden olmaktadir (Maritim ve ark 2003a).

B hiicrelerinin ROT’lara kars1 duyarli olmalarinin nedeni; SOD, GSH-Px ve CAT
gibi 6nemli antioksidan enzimler bakimindan yetersiz olmalaridir. ROT’lar nedeniyle artan
lipid peroksidasyonu Langerhans ada hiicrelerindeki glikozun oksidasyonunu artirir,
insiilin salintmim ve insiilin mRNA’sinin transkripsiyon faktoriine baglanmasini inhibe
eder (Evans ve ark 2003).

Oksidatif stres tip I diyabette sitokinlerin tetikledigi oksidasyon ajanlar1 ve kismen
serbest radikaller tarafindan olusturulan f hiicrelerindeki hasarin, tip II diyabette ise insiilin
tiretimi fonksiyonlarinin ve salimminin bozulmasimin nedenidir. Streptozotosin veya
alloksan deneysel diabetes mellitus olusturmak amaci ile yaygin olarak kullanilan diabetik
etkenlerdir. Hayvanlarda travma, cerrahi uygulama, neoplazmalar yaninda streptozotosin
ve alloksan gibi diyabetojenik etkenler ile pankreas B hiicrelerinin zarar gérmesi sonucu
diabetes mellitusun olusabilecegi bildirilmistir. Streptozotosin hem pankreatik insiilin
saliniminin hem de tirozin kinaz aktivitesinin inhibisyonuna neden olan hedef doku
hiicrelerindeki insiilin reseptorlerinde azalma ile etkisini gostermektedir (Feldman 1983,
Pilkis ve ark 1988).

Son caligsmalardaki bulgular diyabetle beraber artan ROT iiretiminin antioksidan
savunma sistemini baskilayarak, enzim sistemlerinde degisikliklere neden oldugunu, buna

bagh olarak da endoteliyal, vaskiiler ve norovaskiiler disfonksiyonlar meydana getirdigini
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acikca gostermektedir (Aragno ve ark 1999, Ramanathan ve ark 1999, Gumieniczek ve ark
2002). Gerek diyabetli kisiler, gerekse deneysel olarak diyabet olusturulan deney
hayvanlar1 lizerinde yapilan cok sayida c¢alismada, antioksidan karotenoidler, cesitli
vitaminler (vitamin C, E) aspirin, stobadin ve cesitli bitkisel ekstraktlarin da icinde yer
aldig1 degisik ajanlar kullanilmistir (Cengiz ve Cengiz 2000, Ulusu ve ark 2003, Kaga
2006, Tekkes 2006).

Bu calismada antioksidan amacli kullamilan likopenin diyabetteki etkileri
arastirilmistir.  Likopen, insan  plazmasinda  yiikksek  diizeylerde  bulunan
karotenoidlerdendir. Likopen en fazla domateste olmak iizere karpuz, pembe greyfurt gibi
meyve ve sebzelerde bulunur ve onlara kirmizi rengini verir (Stahl ve Sies 1996, Yaping
ve ark 2002). Domates domates suyu, sos, sal¢a veya ketcap seklinde islendigi zaman,
likopenin kimyasal yapisi 1s1ya bagl olarak degismekte; bu da viicut tarafindan daha kolay
absorbe edilmesini saglamaktadir. Buna gore islenmis ya da pisirilmis domates
tiriinlerindeki likopenin biyoyararliligi, ham domates iiriinlerinden daha fazladir (Stahl ve
Sies 1996, Caene-Adams ve ark 2005). Likopen antioksidan, serbest radikal temizleyici,
yang1 giderici ve antikanserojen Ozelliklere sahip bir maddedir (Rao ve Agarwal 1999,
Pellegrini ve ark 2000). Yapisindaki cift baglarin eslesmemis elektronlarla baglanmasi
sonucu antioksidan aktivitesi goOsterir.  Yiiksek konsantrasyonlarinda lipidleri
peroksidasyon zararindan korur (Mortensen ve ark 2001). In-vitro sistemlerde antioksidan

olarak radikal toplama aktivitesine sahiptir (Stahl ve Sies 1992).

3.7. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistemler

Serbest radikaller son yoriingelerinde paylasilmamis elektron iceren molekiil ya da
atomlardir (Woods ve ark 2001). Elektronlarin bu dizilimi kararsiz oldugundan radikaller
hizli bir sekilde diger molekiillerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararli bir
konfigiirasyon olusturmaya calisirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olugan en etkili serbest
radikaller reaktif oksijen tiirleridir (ROT). Organizmalardaki en aktif ROT iireticileri
fagositoz hiicreleridir. Uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali, hidrojen
peroksit ve siiperoksit gibi ROT lerini olustururlar. Biyolojik sistemlerde en 6nemli serbest
radikaller oksijenden olusan radikallerdir ve serbest radikallerin bir¢ok kaynagi vardir. Bu
kaynaklardan birisini olusturan aktive edilmis fagositler gorevleri sirasinda siiperoksit
radikalini dretirler. Diger ROT kaynaklar1 yine oksijenin katildigi mitokondriyal elektron
tasima zincir reaksiyonlar1 doymamis yag asitlerinin ve katesolaminlerin oksidasyonu ile

NADPH bagimli oksidazlardir (Thomas 1995).
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Kuantum kimyasina gore ancak iki elektron bir bagin yapisina girebilir. Ayrica iki
elekronun ters doniis dogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariya dogru donen bir
elektronun esi asagiya dogru donen bir elektrondur. Elektron ¢iftleri olduk¢a kararlidir ve
insan viicudunun neredeyse tiim elektronlar1 elektron cifti halinde bulunur. Bir bag
koptugunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bir atoma katilir) ya da ayrilirlar (biri bir
atoma, digeri digerine). Eger birlikte kalirlarsa olusan atom bir iyon olur, eger ayrilirlarsa
da serbest radikaller olusur (Sekil 3.7.). Bu eslesmemis elektronlar yiiksek enerjilidir ve
eslesmis elektronlan ayirip islerine engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri hem tehlikeli
hem kullamigh yapar (Giimriik¢iioglu ve Onur 2004). Serbest radikaller yasam igin

gereklidir. Elektron transferi, enerji iiretimi ve pek cok diger metabolik islevde temel

olusturur.
:0=H ‘O=H 0=0; :0=0- :N=0O:
hidrolesit hidrolesil alesyen siperolostt nitrile olesit

Sekil 3.7. Serbest radikallerin molekiiler yapilari.

Serbest radikaller asin tiretilmeleri halinde toksiktirler ve hiicrelerdeki lipidleri,
proteinleri ve DNA’y1 oksitleyerek peroksidasyona ve modifikasyona neden olabilirler. Bu
olaya “oksidatif stres” denir (Basu 1999). Ayrica viicutta yangi, bagisiklik sistemine ait
hastaliklar, yaslanma, ateroskler6z, iskemik hasar, hipertansiyon, norolojik hastaliklar,
akciger ve karaciger hastaliklari, géz hastaliklari, mutajenezis, karsinojenezis, infeksiyoz
hastaliklar ve iirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da neden olabilirler (Kaneko ve ark

1980, Zima ve ark 1995).

Serbest radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran molekiillerdir.
Antioksidanlar da bu serbest radikallerin etkilerini notralize eden, kanser, kalp hastaliklar
ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarim1 engelleyen molekiillerdir.
(Zima ve ark 1995). Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak oksijen
kaynakli metabolitler, (siiperoksit anyonlar1 O, hidrojen peroksit H>O,, hidroksil radikali
OH) hipoklordz asit, kloraminler, azot dioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir (Basu 1999).
Serbest radikal olusumuna sigara, herbisit ve pestisitler, coziiciiler, petrokimya {iriinleri,

ilaclar, giines 1smlar;, X-1s1nlar1, hatta yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler neden olur.
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Egzersizler de oksijen kullammmindaki artisla beraber serbest radikal olusumuna neden olur

(Conn ve ark 1991).

3.7.1. Siiperoksit radikali (O;)
Molekiiler oksijen (O,) bir elektron alarak indirgenir ve siiperoksit (O,) radikali

olusur. Bu radikal kararsizdir.
02 +e 02_

Siiperoksit radikali hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da
oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusur. Siiperoksit radikali siiperoksit

dismutaz (SOD) ad1 verilen bir enzimle notralize edilir.

3.7.2. Hidrojen peroksit radikali (H,O,)

Siiperoksit anyonuna bir elektron eklenmesi veya dogrudan indirgenmesiyle
hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Superoksit dismutaz (SOD) araciligi ile katalize edilebilir
(Desideri ve Falconi 2003).

20, + 2H" —> 0+ H,0,

3.7.3. Hidroksil radikali (OH)

Hidroksil radikali birka¢ yolla olusur. Suyun hidroliziyle ya da parcalanmasiyla
hidrojen radikalleri ve hidroksil radikalleri olusturabilir. Ayn1t zamanda hidrojen peroksit
ve demirin birlesmesiyle olusabilir (Fenton reaksiyonu). Bir diger yol da Haber-Weiss

reaksiyonudur.

Hidroksil radikali en reaktif serbest radikaldir ve viicuttaki serbest radikal hasarinin
en Oonemli sorumlusudur. Hidroksil radikalinin en etkili radikal olmasinin sebebi hiicre
niikleusundaki bariyerleri kolayca ge¢mesi ve mutajenik olarak DNA’y1 etkilemesidir

(Parke 1999).

3.7.4. Singlet oksijen ('O-)

Diger bir énemli radikal olan singlet oksijenin (‘O;) yar1 omrii kisadir ve son
yoriingesindeki paylagilmamis elektronun bir iist enerji seviyesine ¢ikmasi sonucu olusur

(Giardino 2005).
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3.7.5. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit, diiz kaslarin gevsemesi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi,
norotransmisyon ve vazodilatasyonu iceren cesitli fizyolojik siire¢lerde rol alan onemli bir
pro-oksidatif ve antioksidatif sinyal molekiiliidiir (Bergendi ve ark 1999, Aldetron ve ark
2001). Nitrik oksit molekiilii bir atom oksijen ile azotun ciftlesmemis elektron vererek
birlesmesinden olugmast itibariyle radikal tanimina uymaktadir. Nitrik oksit, damar endotel
hiicrelerinde nitrik oksit sentetaz (eNOS) enzimi tarafindan L-arjininden sentezlenir
(Ghafourifar ve Cadenas 2005), beyin hiicrelerinde ndronal (nNOS) ve bir¢ok dokuda
degisik etkenler sonucu transkripsiyon ve translasyona ugrayan indiiklenebilir nitrik oksit
sentetaz (iINOS) enzimleri tarafindan da iiretilir.

Yangi siirecinde oksidatif stresin baglamasiyla O, anyonu ve NO bagisiklik sistem
hiicreleri tarafindan iiretilir. Bu sartlar altinda birbirleri ile etkilesime girerek 6nemli
diizeyde giiclii oksidatif bir molekiil olan peroksinitrit (ONOQO") anyonu meydana gelir. Bu
serbest radikal lipitlerde peroksidasyonlara ve DNA kirilmalarina neden olabilir (Carr ve

ark 2000).
NO + Oy — ONOO

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide ©nemli bir rol oynayan c¢oziinebilir.
Vazodilatér mesaj1 endotelyumdan diiz kasa tasiyan bir enerji aktaricis1 olarak, sentral ve
periferal sinirsel aktarimda ve bagisiklikta aktif rol alir. Sonugta hiicrede ve hiicre disinda

taginan NO miktar1 ¢cok hassastir.

3.7.6. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari

Molekiiler oksijen diradikal olarak tanimlanmistir. Bu 6zelligi, sivi haldeki
oksijenin manyetik kutuplarinda c¢ekimi ile ilgilidir. Bu ylizden, oksijenin suya

doniigebilmesi icin elektron tagima zincirinin dort elektrona ihtiyaci vardir.

Molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle O, olusur. Ikinci elektronun
indirgenmesiyle, daha sonra H,O,’yi olusturacak olan peroksit radikali olusur. Ucgiincii
elektron, demirin katalizledigi Fenton reaksiyonu sonucunda, H,O,’yi indirgeyip OHi

olusturur (Reddy ve Yao 1999).

Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit (H,O,), Fe™* ve diger gegis elementleri (Co,

Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Zn) ile indirgenerek OH radikali olusur (Leonard ve ark 2004).
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Fe*? +H,0, Fe Fe" + HO + OH

_
(Fenton Reaksiyonu)

Haber-Weiss reaksiyonu: H;O,, O, ile reaksiyona girer ve OH radikalini

olusturur. Bu reaksiyon Cu ve Fe tarafindan katalizlenir (Liochev ve Fridovich 2002).

O, + H,O, + H — 0, + H,O + OH

Su yiiksek enerjili radyasyona (X veya y 1sinlar1) maruz kalirsa da OH" olusur.

H,O — H+OH

H,0,’nin UV 15181na maruz kalmasi ile OH olusabilir.

H,O, — 20H

Oksidanlarin 6zellikle ROT’lerin asir birikmesiyle olusan oksidatif stres membran
lipitlerindeki doymamis yaglardaki baglar1 koparip membran viskozitesini ve
gecirgenligini artinr. Ayrica membran segiciligini degistirir. ROT’lerin olusumunun
baslangicinda yer alan O,, proteinleri boliimlere ayirarak enzim aktivasyonlarinda
bozulmaya ve iyon transferinde aksakliklara neden olurken, Fe iyonu ile reaksiyona girip
proteoliz olusturur (Giles ve ark 2003). DNA’da ise sakkarit halkalarinda kopmalar sonucu
mutasyonlar, bazlardaki modifikasyonlara bagli translayon hatalar, zincir kirilmalan ile
proteosentezde inhibisyonlara neden olur. Boylece hiicre Oliime gider (Gutteridge ve

Halliwell 1994, Evans ve ark 2003, Giles ve ark 2003, Patockova ve ark 2003).

3.7.7. Peroksil radikali (ROQO") ve lipit peroksidasyonu

Biyomembranlar, hiicre i¢i organeller ve membran fosfolipidlerinde bulunan
doymamis yag asitleri oksidatif ataklara biiylik oranda duyarhidirlar (Esterbauer ve ark
1991). ROT, hiicre hasar1 meydana getirirken lipidlerden farkli radikaller ve lipit
peroksitler de olusmaktadir.

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller ile baslayan, membranlarda bulunan
fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve bdylece
membran lipit yapisim1 degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir
olaydir (Halliwell ve Gutteridge 2001). Lipit peroksidasyonunda zincirleme reaksiyonlarin

baslatilmasi i¢in tetikleyici faktor gereklidir. Bu faktoriin OH™ radikali oldugu kabul
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edilmektedir. Lipit peroksidasyonu, ¢coklu doymamis yag asitlerinin zincirleme bir radikal
reaksiyonudur ve ii¢ asamadan olusur (Nyska ve Kohen 2002). Baslama safthasinda OH
radikali, bir yag asitinin (LH) metilen molekiiliinden bir hidrojen atomu (H") kopararak bir
lipit radikali (L") olusturur. Bu reaksiyon hem membran lipitleri hem de besinsel yaglar

icin gecerlidir.

OH +LH — H,O + L~

[lerleme ve yikim safhasi zincirleme reaksiyona ugrayan lipit radikaline O, ilavesi

ile devam eder ve lipit peroksil radikali (LOQO") ile lipit peroksit olusur.

L'+ O — LOO
LOO+LH — LOOH + L~

Tek elektron iizerinden yeniden yapilanma lipidin pargalanmasi ile sonuglanir. Ug
veya daha fazla cift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu malon dialdehit
(MDA) olusmaktadir. MDA plazmada ¢6ziiniir oldugundan idrarda da saptanabilir. A¢iga
cikan diger iirlinler ise, 4-hidroksinonenal ve 4- hidroksi-2,3-transnonenaldir. Bu yikim
tiriinleri mutajeniktirler ve DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilirler (Tekkes 2006).

Sonlanma safhasi: Zincir reaksiyonu antioksidanlar tarafindan sonlandirilabilir.

LOO + L +2H' — LOOH + LH

3.7.8. Hipokloroz asit (HOCI)

HOCI radikal olmamasina ragmen ROT arasinda yer almaktadir. Bakterilerin
fagositik hiicreler tarafindan yok edilmesinde oOnemli rol oynar. Aktif hale gecen
monositler, nétrofiller, makrofajlar ve eozinofiller O, radikalini iiretirler. Radikal iiretimi
fagositik hiicrelerin bakterileri oldiirmesinde biiyiikk 6nem tagir. Ozellikle nétrofiller
icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligi ile O, in dismutasyonuyla olusan H,O,’1 CI
iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCL’e doniistiiriir (Carr ve ark

2000).

H,0, + CI' — HOCI + OH

3.7.9. Antioksidan sistemler
Serbest radikaller somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirirlar.

Antioksidanlar da bu serbest radikallerin etkilerini nétralize eden kanser, kalp hastaliklart
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ve erken yaslanmaya neden olabilecek zincir reaksiyonlarin1 engelleyen molekiillerdir

(Sekil 3.8.).

."-'

(0‘

i

\ Antlc:kmdan

o

\‘

SC

Elektron \ /

Serbest radikal

Sekil 3.8. Antioksidanlarin serbest radikalleri nétralize etmesi.

Antioksidanlar genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmiglardir (Powell 2000). Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢ci ve hiicre dist
olarak ikiye ayrilir. Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlarn siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir. Enzimatik
olmayan hiicre i¢i antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), membranlara baglanabilen a-
tokoferol ve o-karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubin bulunur
(Brezezinska-Slebodzinska 2001, Kogyigit ve ark 2002, Kleczkowski ve ark 2003). Hiicre
digt savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yok edicileri ve iz

elementlerden olusur (Armstrong 1998).

3.7.10. Antioksidan mekanizmalar
Oksidanlar inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Normal saglikli
kisilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir. Diyabette ise bu denge serbest
radikaller lehine bozulmustur (Memisogullari ve ark 2003, Memisogullari ve Bakan 2004).
Bu da diyabetin komplikasyonlarina neden olmaktadir. Antioksidanlar 4 farkli mekanizma
ile oksidanlar etkisizlestirirler.
1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢cevirme seklinde
olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.
2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale

getirme seklindeki bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
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3. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiiller onarilir.
4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklindeki bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan

yapilir (S6zmen 2002, Taysi ve ark 2002a, Cherubini ve ark 2005).

3.7.11. Enzimatik antioksidanlar
3.7.11.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Antioksidan enzimlerden en Onemlisidir. SOD eritrosit, hepatosit ve beyin
hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. Superoksiti H,O,

ve O, ceviren reaksiyonu katalizleyen bir metalloenzimdir (McIntyre ve ark 1999).
20, +2 H — H,O, + Oy

Siiperoksit anyonunun iiretimi ile serbest radikal reaksiyonlar1 tetiklenir. SOD
hiicresel kompartmanlardaki O,  diizeylerini kontrol altinda tutar. Bu enzimlerin aktif
merkezlerinde bulunan aminoasitlerin cesitliligi, kofaktor ve diger baz1 6zelliklerine gore
farkli izoformlar1 bulunmaktadir. Ug farkli izoformu vardir (Landis ve Tower 2005).
Bunlar;

Mitokondriyal SOD (Mn-SOD ). Kofaktorii mangandir.

Sitoplazmik SOD (Cu-Zn SOD): Kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Bu enzimin
aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise ¢inko sorumludur.

Ekstraselliiler SOD (EC-SOD): Tetramerik yapidadir. Heparin ve heparin siilfat
gibi glikozaminoglikanlara egilim gosterir. Bu enzim de aktivitesi i¢cin bakira, stabilitesi
icin cinkoya ihtiya¢ duyar (Mates ve ark 1999). Ancak yapilan arastirmalarda genellikle

tiimiinii kapsayan enzim (total SOD) aktivetesi Olciiliir.

3.7.11.2. Katalaz (CAT)

Eritrositlerin sitoplazmasinda ve hepatositlerin mitokondrisinde bulunurken, diger
hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir (Armstrong 1998) ve H,O,’i HO ve O;’e ¢evirerek
etkisiz hale getirir (Mclntyre ve ark 1999). Karaciger ve eritrositler katalazin en yiiksek
aktiviteye sahip oldugu yapilardir. CAT hiicreyi respiratuvar patlamalara kars1 da koruyucu
olarak hizmet eder. Katalazin indirgeyici aktivitesi H,O, yam sira metil-, etil-

hidroksiperoksitler gibi kii¢iik molekiillii lipit hidroperoksitleri de i¢ine alir.

2H,0, — 2 H,0+ O,
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3.7.11.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px antioksidan enzimlerin en aktif olamidir. Hiicre i¢i hidroperoksitleri yok
etmekle sorumludur (Armstrong 1998). H,O,’i suya cevirerek methemoglobin olusumunu
engeller (Kalaycioglu ve ark 1998) ve membran lipidlerini peroksit anyonuna karsi
koruyarak hiicre membraninin biitiinliigiinii korur. E vitamini ile sinerjik etkilesimi soz
konusudur. GSH-Px ayrica biiyiime, gelisme ve iireme i¢in gerekli bir iz element olan
selenyumu yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin aktivitesini azalttig

bilinmektedir (Brigelius-Flohe 1999).
(ROOH) H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,O (ROH)

GSH ise o6nemli bir hiicre ici antioksidandir. Rediikte edilmis sekli, serbest
radikallerinin inhibisyonunda (Boehme ve ark 1992), indirgenmis siilfidril gruplarinin
stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir (Armstrong

1998). Ayrica GSH-Px’in kofaktorii olarak da gorev yapar (Boehme ve ark 1992).

3.7.12. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Organizmalarda enzimatik antioksidanlarin gibi vitaminler de serbest radikallerin
zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol alir. Vitaminler non-enzimatik
antioksidanlar kisminda yer alir. Bunlar igerisinde vitamin C, karotenoidlerden kdken alan

vitamin A ve vitamin E en basta gelen antioksidan vitaminlerdir.

3.7.12.1. Vitamin C
Vitamin C, akcigerler ve goz lensi gibi su igerigi yiiksek organ ve dokularda
bulunan giiclii bir antioksidan sistemi olusturur. Vitamin E ile birlikte lipoproteinlerde ve

hiicre membraninda bulunan a-tokoferoksil radikalinin a-tokoferole rediiklenmesini saglar

(Carr ve Frei 1999, Kojo 2004).

3.7.12.2. Vitamin E

Vitamin E, tokoferol yapisinda olup a, B, v, 6 olmak tizere dort farkli tipin karigim
seklinde bulunabilir ve yagda ¢oziiniir 6zellige sahiptir. Vitamin E’nin en aktif formu olan
a-tokoferol ¢ok kuvvetli bir antioksidandir ve hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan
coklu doymamus yag asitlerini serbest radikal etkilerinden korur. Vitamin E, O,", OH’, lipid
peroksil radikallerine ve diger radikallere bir elektron vererek zararsiz formlara

dontigiimlerini saglar. Lipid peroksil radikallerini yikarak lipid peroksidasyon zincir
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reaksiyonlarini sonlandirdigi icin zincir kirict bir antioksidan olarak da gorev goriir
(Burton ve Ingold 1989, Priyor 2000). Yapisinda bulunan fenolik OH gruplu aromatik
halka vitaminin aktif kismini olusturur ve antioksidan ozelligi bu gruptan kaynaklanir
(Burton ve Ingold 1989).

LOO™ + a-tokoferol-OH —> LOOH + a-tokoferol-O
(tokoferoksil radikali)

3.7.12.3. Karotenoidler

Karotenoidlerin en 6nemli kaynag: bitkiler olup dogal pigmentlerin bilyiik oranda
dagilmis gruplarindan biridir. Genellikle kirmizi, turuncu ve sari renklidir. Olgun bitkilerde
klorofil igeriginin azalmasiyla domates, karpuz, portakal gibi ¢ogu meyvenin renkleri
ortaya c¢ikar. Karotenoidler bitkilerin fotosentezi icin 151k toplama, oOzellikle de yikict
fotooksidasyona kars1 koruyucu olarak gereklidir. Karotenoidler ticari gida maddelerine
kimyasal sentezle iiretilen saf bilesikler ya da dogal ekstraktlar seklinde renklendirici
olarak eklenirler (Cadenas ve ark 1996). Karotenoidler tetraperten ailesinden olup dogada
600’den fazla c¢esidi bulunur. Bitki, alg, mantarlar ve bakteriler tarafindan
sentezlenebilirken, insanlar ve hayvanlar viicutlarinda sentezleyemeyip besinlerle disaridan
alirlar. Insan ve hayvanlarda, karotenoidler, diger antioksidanlarla beraber veya onlari
tetikleyerek peroksil ve singlet oksijen radikallerinin etkisi ile olusan fotooksidatif siirece
kars1 gorev alirlar. Karotenoidlerin, hayvan denemelerinde (Giron ve ark 1997, Kim ve ark
1998, Okajima ve ark 1998) ve insanlarda in vitro kanser hiicrelerinin inhibisyonunda
(Pastori ve ark 1998, Amir ve ark 1999) rol aldig1 saptanmgtir.

Karotenoidlerin 6zellikleri ve fonksiyonlar1 onlarin kimyasal yapisina baghdir.
Fotosentezde oldugu gibi enerji transfer reaksiyonlarinda en 6nemli faktoriin 6zellikle tekli
ve konjuge c¢ift bagh bir sistemle 40 C’luk iinitinin (C=C) kuyruk kuyruga baglanmas ile
sekillenen tetraterpen yapisinda uzamalarinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Molekiiliin bu 6zelligi singlet oksijen toplamalarina izin verir. Karotenoidlerin bu radikal
toplama GOzellikleri sayesinde, c¢ogu epidemiyolojik caligsmalarda, kanser, kalp
rahatsizliklari, dejeneratif goz hastaliklar1 gibi ciddi rahatsizliklara kars1 koruyucu etkileri
oldugu gosterilmistir (Stahl ve Sies 2005, Kucuk ve ark 2002, Kozuki ve ark 2000). Son
yillarda deneysel verilerden saglanan delillere gore insanlar 50 den fazla diyete bagh
karotenoidi absorbe ve metabolize edebilme yetenegindedir. a-karoten, B- karoten, -

kriptoksantin, lutein ve likopen insan kaninda en bol bulunan karotenoidler arasindadir.
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Yiiksek oranda likopence sebze ve meyve alinimi insanlari en yaygin goriilen akciger,
mide, kolon, gogiis ve prostat kanserlerinin olusumunu engelledigi bir¢ok arastirici
tarafindan ortaya konulmustur (Van Poppel 1993, Van Poppel ve Gooldbohm 1995,
Giovannucci 1999, Dorgan ve ark 2000, Erhardt ve ark 2003). Karotenoidler, yapilarindaki
cift baglarin eslesmemis elektronlarla baglanmasi sonucu antioksidan aktivitesi gosterirler.
Yiiksek konsantrasyonlarinda lipidleri peroksidasyon zararmdan korurlar (Mortensen ve
ark 2001). Bu ailenin 6nemli iiyelerinden biri olan likopen, diiz bir sira halinde
diizenlenmis cok sayida cift bag iceren hidrokarbon zincirin agik formundan olusur. a-
karoten zincirinin sonunda acik bir - halkas1 bulunur. Kimyasal reaksiyonlarda yiiksek ve
diisiik enerjilerde bu baglar trans formundan mono veya poli cis izomerizasyonuna maruz
kalabilir.

Kandaki yiiksek likopen konsantrasyonu prostat kanseri (Liu ve ark 2001), sindirim
sistemi kanseri (De Stefani ve ark 2000), pankreas kanseri (Burney ve ark 1989), uterus
kanseri (VanEenwyk ve ark 1991) ve kalp krizi (Clinton 1998) riskinin diisiiriilmesinde
etkilidir.

Bu calismada antioksidan olarak kullanilan likopen ayr1 bir baslik olarak genis bir

sekilde asagida ele alinmistir.

3.7.12.4. Likopen

Likopen, diiz bir sira halinde diizenlenmis 11 adet ¢ift ve 2 adet tekli bag igceren
hidrokarbon zincirin agik formundan olusur. a-karoten zincirinin sonunda agik bir B-
halkas1 bulunur (Sekil 3.9.). Kimyasal reaksiyonlarda yiiksek veya diisiik enerjide bu

baglar trans formundan mono veya poli cis izomerizasyonuna maruz kalabilir.

ch GHB

CHa GHa CHs

S Lw”“*«x/vw S

CHsy CHg CHg

CHs

Sekil 3.9. Likopenin yapisi.
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Likopen insan plazmasinda en yiiksek diizeylerde bulunan karotenoidlerdendir.
Kuvvetli bir antioksidan olan likopen, ayn1 zamanda yangi giderici ve antikanserojen
ozelliklere sahip bir vitamindir (Rao ve Agarwal 1999). Hiicreleri serbest radikal
hasarindan korumasinin yani sira, hiicreler arasindaki baglar1 giiclendirmekte ve hiicre
metabolizmasimi gelistirmektedir. Yagda coziinen, yag miktar1 fazla doku ve organlarda
etkinligi artan likopenin, yag icerigi oldukca fazla bir organ olan ciltte de antioksidan-
koruyucu etki gosterdigi saptanmustir. Likopen, cilt hiicreleri arasindaki baglarn
kuvvetlendirmektedir. Diger bir yararli etkisi, ultraviyole isinlarina karsi koruma
saglamasidir. Likopen aymi zamanda kolesterol disiiriicii ozellige de sahiptir. Gogiis,
rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyan, kalp damar hastaliklari, kemik ve cilt
saglhigr agisindan koruyucu etkisi bulunan likopen, antioksidan oOzelligiyle yaslanma
siirecini yavaslatmaktadir (Rousseau ve ark 1992, Boileau ve ark 2001, Mashima ve ark
2001). Yarilanma omrii 2-3 giindiir. Likopen dogal lipofilik karakterde oldugu i¢in diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL) ve ¢ok diisiikk dansiteli lipoprotein (VLDL) yapilarinda yer
alirken yiiksek dansiteli lipoproteinlerde (HDL) bulunmaz (Stahl ve Sies 1996). Likopenin
baslica kaynaklar1 domates ve bundan elde edilen ketgcap, sos ve domates suyu gibi
tiriinlerdir (Rao ve Agarwal 1999, Hadley ve ark 2003). Karpuz, pembe greyfurt ve pembe
kavun likopen iceren diger besin kaynaklaridir ve onlara kirmizi rengini verir (Nguyen ve

Schvartz 1999, Edwards ve ark 2003).

3.7.12.4. Likopenin antioksidatif etkisi

Stres faktorleri etkisi ile agiga ¢ikan ROT ve nitrojen tiirleri proteinler, lipidler ve
DNA gibi hiicresel biyomolekiillere etki ederek kardiyovaskiiler, osteoporoz ve kanser gibi
kronik hastaliklara yatkinhigi artirmaktadir. Bu nedenle antioksidanlarin diyetle
alimmasinin stratejik molekiillerin korunmasi ve oksidatif zarardan korunmada 6nemli
derecede rol oynadig belirtilmistir (Halliwell 1994, Ames ve ark 1995, Pincemail 1995).

Karotenoidlerin insan lenfositlerini O, nin zararindan korudugu, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve bazi kanser cesitlerini iceren bazi dejeneratif bozukluk risklerini azalttig
bildirilmistir. Likopen, yapisinda yer alan B-siklik halkanin ag¢ilmig olmasi nedeniyle daha
yiiksek kapasitede antioksidan etkiye sahiptir (Mayne 1996, Miller ve ark 1996).
Likopenin sigara kullananlarda meydana gelen azot dioksit (NO;) ve H,O,’e kars1 hiicresel
korumada [-karotenden daha etkili oldugu bildirilmistir (Bohm ve ark 2001).
Karotenoidler diger serbest radikallerin olusumuna sebep olan O,’i ortadan kaldirmada

etkilidir (Conn ve ark 1991). Singlet oksijenin giderildigi siirecte enerji likopen
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molekiiliine transfer edilir. Degisim sirasinda enerji bakimindan zengin bir bilesik olusur.
Bilesikteki likopen fiziksel sonme veya 1s1 seklindeki enerji dagilmasi ile eski haline doner
ve baska serbest radikalleri ortadan kaldirmak icin hazir bir sekilde bilesikten ayrilir.
Likopenin ratlarda in vivo sartlarda ve hiicre kiiltiirlinde oksidatif DNA hasarimi azalttig
saptanmistir (Matos ve ark 2000). Likopenin antioksidan 6zelliginin yan1 sira
antikanserojen, gelisim faktorleri, bazi hormonlar ve sitokinlerin sinyal iletimi, hiicresel
haberlesme ve hiicre Sliimlerini regiile etme gibi onemli biyolojik siireclere etkileri de

bulunmaktadir (Wertz ve ark 2004).
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4.MATERYAL ve METOT

4.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar asagidaki tablolarda (4.1. ve

4.2.) verilmistir.

Tablo 4.1. Calismada kullamlan kimyasal maddeler.

Kimyasalin Adi Markasi Katalog No
First-strand cDNA sentez kiti Fermentas K1612
(MLV reverse transcriptase)

TRI-Reagent RNA izolasyon kiti Sigma T 9424
DNA marker ve Loading dye Fermentas SM 1318
Agarose (low melting temperature) Merck 1.01236
Tris-baz Merck 1.08387
EDTA Merck 1.08421
Borik asit Merck 1.00165
Na,HPO,.2H,0 Riedel — de Haen | 04272
K,;HPO, Merck 1.04871
Na,COs Riedel — de Haen | 13418
2XPCR Master Mix Fermentas 1414
DEPC (diethyl pyrocarbonate) Fermentas 00016835
Kloroform Merck 1.02445
n-butanol Merck 1.00988
Sodyum sitrat Merck K00964032
CuSOq4 Carlo Erbaa 364757
Glisin Merck 5.00190
NaOH Merck 1.06462
ZnSO, Merck 1.08881
Siilfanilik asit Merck 8.22338
N-Naftiletilendiamin Merck 1.06237
HCl Merck 1.00314
KCl Riedel — de Haen | 12636
NaCl Riedel — de Haen | 13423
DTNB Merck 1.03291
H,SO, Merck 1.00713
TCAA Merck 1.00807
TBA Merck 1.08180
H,0, Merck 1.08597
Ksantin Sigma X 7375
Ksantin Oksidaz Sigma X 1875

B Actin primerleri (SE14, SE15) Thermo

GSH-Px, CAT ve SOD primerleri Tontek

Insiilin ELISA kiti Linco EZRMI-13K
GSH-Px kiti Randox Ransel RS 505
SDS Merck 8.22050
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Ethanol Merck 1.00983
2-propanol Merck 1.00995
Brillant Sybr Green QPCR Master Mix Stratagene 600548
O’Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus Fermentas 00015082
K;3Fe(CN)g Sigma P-3289

KCN Fluka 60180
NaHCO; Sigma S7795
Streptozotocin Sigma S0130

Tablo 4.2. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Adr Markasi Modeli
Spektrofotometre Shimadzu UVmini-1240
Hassas Terazi Shimadzu AW 320
Sogutmali Santrifiij Kubota 3500

Mikro Santrifiij Stratagene Picofuge

Su Banyosu (0-80°) Grant Fe 15
Kaynar Su Banyosu Grant 5,3A

Vortex Labart MVS-1

Real Time PCR Cihaz Stratagene Mx3005P
Elektroforez Tanki (7x7) Owl BI1A
Elektroforez Tanki (10x10) Owl B1

Gii¢ Kaynagi Thermo Electron 57090ECA-LVD
Distile Su Cihazi Millipore Rios-Di UV3
Buz Makinesi Hoshizaki FM-70GE
Magnetik karistiric Stuart SM1

pH metre WTW pH340/I0ON
Jel goriintiileme sistemi UVP TFM-26
Fotograf makinesi Olympus DC6V

Kan Glikoz Olgiim Cihazi ve Stripleri ACCU-CHEK GO | CR2430

4.2. Hayvan Materyali

Bu arastirmada agirliklart 150-250 gram olan 2 aylik erkek Wistar cinsi ratlar
kullanildi. Ratlar 6zel rat kafesleri igerisinde ortalama 25°C oda sicakliginda ve standart
ticari rat pelet yemi ile beslendi. Ratlarin 6nlerinde daima yem ve su bulundurulmustur. 10
giinliik bir adaptasyondan sonra tesadiifi 6rnekleme ile hayvanlar 6’sarli 4 gruba ayrildi.
Gruplar sirasiyla kontrol (K), diyabet (D), diyabet + likopen (D+L) ve likopen (L) grubu

seklinde diizenlendi.

4.3. Diyabet Modelinin Olusturulmasi ve Likopen Verilmesi
Deneysel olarak diyabet olusturmak icin streptozotocin (STZ) kullanildi. Diyabet
olusturulacak ratlar STZ verilmeden bir giin (24 saat) dnce a¢ birakilmistir. 0,1 M sodyum

sitrat tamponunda (pH=4.5) c¢ozdiiriilen STZ, tek enjeksiyonla 45 mg/kg dozunda (i.p.)
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uygulanmistir (Latha ve Pori 2004). 48 saat sonra aclik kan sekeri l¢iimiinde, 300 mg/dL
ve lizeri kan sekeri diizeyine sahip olan ratlar diyabetli olarak kabul edilip calismaya
alimmuslardir. K ve D gruplara gavaj yoluyla giinliik 250 pl aycicegi yagr verilmistir. D+L
ve L gruplarina 8 hafta boyunca, aycicek yag ile siispanse edilen likopen 4 mg/kg/giin
dozunda gavaj ile verilmistir (Cohen 2002, Jonker ve ark 2003, McClain ve Bausch 2003).

4.4. Achk Kan Glikoz Diizeylerinin Olciimii

STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra ve haftalik olarak tiim caligma boyunca ratlarin
aclik kan glikoz diizeyleri olciildii. Bu amacla hayvanlar bir gece ac¢ birakilmis ve aseptik
kosullar altinda glukometrenin ignesi ile deriye punksiyon yapilip, ¢ikan bir damla kan test
cubuguna alinarak kan sekeri ol¢iim cihazinda islem yapilmistir. Alman haftalik veriler

kaydedilip istatistiki degerlendirmesi yapilmistir.

4.5. Ratlarin Anestezisi
Ratlar ¢alisma sonunda ketamin (50 mg/kg i.p.) ile genel anestezi altina alinmig ve

anestezi altinda 6rnekleme islemleri yapilmistir.

4.6. Kan ve Beyin Doku Orneklerinin Alim

Kan ornekleri anestezi altindaki ratlarin kalbinden enjektorle yeteri kadar (5 ml)
alimmistir. Beyin dokulan ratlarin kafatas1 agilarak alinmis ve buz soguklugundaki salin ile
yikandiktan sonra analiz edilinceye kadar -20°C’de saklanmustir. Kan Ornekleri santrifiij
edilerek (3000 rpm, 20 d) plazmalar ayrilmis, dipte kalan eritrositler fosfat tamponu ile
(pH 7.4) yikama isleminden sonra ayni1 tampon icerisinde analiz edilinceye kadar -20°C’de

saklanmustir.

4.7. Doku Homojenizasyonu

Dondurulmus doku o6rnekleri 0.5 g olacak sekilde tartilmis ve icerisinde 50 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA ve proteaz inhibitor kokteyli (Sigma) bulunan buz soguklugundaki
fosfat tamponu (pH 7.4) kullanarak (1:10, agirlik:hacim) teflon homojenizator ile buz
icerisinde homojenize edilmistir. Homojenatlar 15 000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek kati
partikiiller coktiiriilmiistiir. Ayrilan siipernatant, yapilacak biyokimyasal analizlerde
kullanilmak iizere alinmistir. Siipernatantlarda protein diizeyi, standart olarak sigir serum
albuminini kullanan Bradford metodu ile 6l¢iilmiis ve biyokimyasal analizler i¢in -20°C’de

dondurulmustur (Bradford 1976).
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4.8. Spektrofotometrik Yontemler
4.8.1. Hemolizat hemoglobin (hb) konsantrasyonunun él¢iimii

0.198 g K3Fe(CN)6, 0.052 g KCN ve 1 g NaHCO3 1 L distile suda eritilerek
drabkin ¢ozeltisi hazirlanir. Her deney tiipiine 5ml drabkin ¢6zeltisi konulduktan sonra
tizerine 20 pl hemolizat konulur ve 10 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra
spektrofotometrede 540 nm’de olgiiliir. Olgiilen absorbans degerleri yapilan standart

grafigine gore hesaplanir (Drabkin 1946).

4.8.2. Nitrik oksit (NO) analizi

Nitrit (NO2-) ve nitrat (NO3-) miktari, deproteinizasyondan sonra Griess
reaksiyonu ile belirlenmistir. pH 9.7°deki glisin tamponunda bakir kapli kadmiyum
graniilleri deproteinize numune (homojenat, plazma) siipernatanti ile 90 dakika inkiibe
edilip nitratin rediiksiyonu saglanmistir. Uretilen nitrit miktar: siilfanilamid ve buna bagl
N-naphthylethylene diamin (NNDA) diazotizasyonuyla reaksiyon sonucu olusan pembe
rengin 545 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasi ile belirlenmistir. Sonugta
elde edilen nitrit konsantrasyonu ilk konsantrasyondan cikarilarak nitrat miktar
belirlenmistir (Cortas ve Wakid 1990). Elde edilen veriler kan plazmasi i¢in pmol/L, doku

ornekleri icin ise pmol/g protein cinsinden hesaplanmaistir.

4.8.3. Malondialdehit (MDA) analizi

MDA ol¢iimii Yoshioka ve ark (1979)’nin bildirdigi metodla, 2-thiobarbitiirik asit (TBA)
reaksiyonu kullanilarak yapilmistir. Kisaca triklor asetik asit ile deproteinize edilen plazma
orneklerindeki MDA, TBA ile 950C’deki su banyosunda reaksiyona sokulmustur. Olusan
renkli iiriinler n-butanol fazina alinarak spektrofotometrede optik dansiteleri okunmustur.
Plazma MDA degerleri pmol/L, doku ornekleri icin umol/g protein cinsinden

hesaplanmstir.

4.8.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ol¢iimii

Olciim ksantin/ksantin oksidaz reaksiyonu ile iiretilen O, radikalinin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir (Sun ve ark 1988). Kisaca bir kisim
plazma iizerine bir kisim kloroform/etanol (5/3, v/v) karisimi ilave edildikten sonra vorteks
ve santrifiij islemleri sonucunda istteki etanol fazi test icin kullanilmistir. Stipernatant,
icinde ksantin, NBT, bovine albumin bulunan reaktif karigim1 ve ksantin oksidaz enzimi ile

25°C’deki su banyosunda 20 dk siireyle inkube edilmistir. Inkubasyon sonunda reaksiyon
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CuCl; ile durdurulmus; test ve blank (kor) tiiplerinin absorbanslart suya karsit 560 nm’de

okunmustur.

4.8.5. Katalaz (CAT) aktivitesi tayini
Spektrofotometrik olarak yapilmistir. Metotda, ortamda bulunan H202‘in katalaz etkisiyle
yikilmasi sonucu 240 nm’de verdigi absorbans degerinde meydana gelen azalmanin hizi

katalaz aktivitesi ile orantilidir. Bu oranti esas alinarak enzimin aktivitesi Olciilmiistiir

(Luck ve ark 1965).

4.8.6. Glutatyon (GSH) diizeyi 6l¢iimii

Indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin 6l¢iimii, Sedlak ve Lindsay (1968)’in
spektrofotometrik yontemine gore gerceklestirilmistir. Bu yontemin prensibi, reaksiyon
ortamina ilave edilen 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB)’in, glutatyonun siilfidril
gruplart tarafindan indirgenmesi sonucu, 1 mol siilfhidrile karsilik 1 mol 2-nitro-5-

merkaptobenzoik asit olusumuna dayanmaktadir.

4.8.7. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi ol¢iimii

Paglia ve Valantine (1967) nin bildirdigi metoda gore yapilmistir. Deneyin prensibi
GSH-Px’1n cumene hidrojenperoksit ile glutatyonun oksidasyonu esasina dayanir. Metotta
H,0, varliginda GSH-Px’in olusturdugu okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardim ile rediikte glutatyona (GSH) indirgenir. NADPH’In NADP"ya
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de tespit edilmesiyle GSH-Px

aktivitesi ol¢iilmiistiir.

4.8.8. insiilin analizi

Calisma sonunda ratlardan elde edilen kan plazmasi Orneklerinde insiilin
konsantrasyonu Ol¢iilmiistiir. Bu amacla ticari insiilin-ELISA kiti (Linco) kullanilmis, 96
kuyucuklu pleytde gerekli pipetlemeler yapildiktan ve uygun siire inkubasyondan sonra,
meydana gelen renk degisimleri ELISA okuyucuda (528 nm) okutulup ve standartlardan
hazirlanan grafikten faydalanilarak Orneklerdeki insiilin diizeyleri ng/ml olarak

belirlenmistir.
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4.9. RNA izolasyonu ve Reverse Trankriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR)
Beyin dokusu oOrneklerinde GSH-Px, CAT ve SOD enzimlerinin mRNA

transkripsiyon diizeyleri reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
tespit edilmistir. Bu amagla oncelikle beyin dokusunda yapilacak RNA izolasyonu i¢in
hazir ticari kitler (Sigma TRI-Reagent) kullanilarak elde edilen total RNA’nin miktar1 ve
saflig1 spektrofotometrede (260 ve 280 nm’de) belirlenmistir. OD-260/0D-280 oram 1.7
ve tizeri olanlar ¢calismada kullanmilmistir. Ayrica her bir izolattan 2.5 pg alinarak %1’lik
agarozda ylriitiilmiis ve total RNA’nin varligt UV lamba altinda gozlemlenmistir.

PCR reaksiyonunda kalip olarak kullamilmak iizere her bir 6rnege ait RNA’dan 1
pug alinarak once reverz transkriptaz (RT) ile komplementer DNA (cDNA) sentezi
yapilmistir. Daha sonra her bir 6rnege ait cDNA’den 1 pl alinarak iizerine taq polimeraz,
tamponlar ve bir ¢ift primer (oligoniikleotid) konulmustir. Primerler her bir transkripsiyon
analizi i¢in spesifik olup CAT, SOD (Zangen ve ark 2006) ve GSH-Px (Bhor ve ark 2003)
icin belirtilen baz dizgelerinin sentezi yaptirilmis ve reaksiyonda yaklasitk 100 ng
diizeyinde kullanilmistir (Tablo 4.3.). Kontrol geni olarak B-aktin kullanilmistir (Kostic ve
ark 1997). Denatiirasyon, primer yapismasi ve zincir uzatma olmak iizere ii¢c basamaktan
olusan amplifikasyon PCR yontemi ile termal sayklir kullanilarak yapilmistir. PCR
iriinleri DNA markirt mevcudiyetinde % 1,5’lik agaroz iizerinde yiiriitiilmiis ve ethidium
bromide varliginda UV lamba altinda fotograflanarak goriintiilenmistir. Ayrica elde edilen
dijital goriintiiler bilgisayar ortaminda Digi Doc-It imaj analiz programinda
degerlendirilmis ve kontrol gene gore normalizasyon islemi yapilarak semi-kantitatif

olarak mRNA transkripsiyon diizeyleri belirlenmistir.
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Tablo 4.3. PCR analizlerinde kullanilan primer dizileri ve PCR kosullari.

Transkript ~ Primerler PCR progami =
sSa 2
S < 5
a
B-Actin F-CATCGTCACCAACTGGGACGA 466 Basl. 95 10d/95 1d-55 70s-72 100s 35
R-CGTGGCCATCTCTTGCTCGAAG
Son. 72 10d
F-CTCTCCGCGGTGGCACAGT Basl. 94 5d/94 30s-60 60s-72 30s 32
GSHPx 290
R-CCACCACCGGGTCGGACATAC Son. 72 5d
CAT F-GGCAGCTATGTGAGAGCC 16 Basl. 94 5d/94 30s-55 30s-72 15s 35
R-CTGACGTCCACCCTGACT Son. 72 5d
F-GTTCCGAGGCCGCCGCGCGT Basl. 94 5d/94 30s-55 30s-72 20s 35

SOD 192
R-GTCCCCATATTGATGGAC

Son. 72 5d

F: {leri primeri R: Geri primeri d: Dakika s: Saniye

4.10. istatistiksel Degerlendirme

Arastirmadan elde edilen sonuglar SPSS 9.05 (1999) istatistik paket programinda

tek yonli ANOVA testi uygulanarak yapilmustir. Istatistiksel fark bulunan sonuglara

Duncan testi uygulanmais, veriler ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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S. BULGULAR

5.1. Likopen Uygulamasimn Achk Kan Sekeri (AKS) Uzerine Etkisi

Diyabet grubu ratlarda AKS diizeylerinin 3. giinden 8. hafta sonuna kadar dnemli
diizeyde yiiksek oldugu goriilmiistiir. Likopen uygulamasi ile birlikte yiiksek olan AKS
degerlerinin 1. haftadan baglayarak 8. hafta sonuna kadar istatiksel anlamli diizeyde
distiigi tesbit edilmistir. Kontrol ve likopen gruplart arasinda istatistik bakimdan anlaml

bir farkin olmadig1 gézlenmistir (Tablo 5.1. ve Sekil 5.1.).

Tablo 5.1. Gruplara gore haftalik AKS degerleri (mg/dL).

Zaman Kontrol Diyabet Diyabet+Likopen Likopen
1. giin 129,3 +8,7 113,8 4,7 112,2+5,0 133,5+238
3. giin 1372+75 4482 +18,7° 469.4 + 12,0 127,3 35,9
1. hafta 89,3 + 8,4 384,8 +28,2° 392,4 +20,5° 90,0 +2,8
2. hafta 107,7 12,6 432,0 + 46,6 408,4 +36,3° 114,0 + 6,7
3. hafta 1152 +5,6 407,2 +58,5" 336,2 + 58,0° 118,0 +5,6
4. hafta 94,8 +4,5 398,2 +50,6° 251,4 +27,0° 99,17 +5.8
5. hafta 103,0+7,2 386,4 +46,7° 2442 +15,5° 104,0 £5,2
6. hafta 97,342 408,4 +28.4" 274,8 +23,5° 97,0 + 3,8
7. hafta 81,8 +16,2 408,2 +52,2° 2498 +35,8" 96,3 + 5,0
8. hafta 103,5+3,3 4242 +37,5" 331,2 +38,6° 94,7 +3,5

* Aymi satir iginde kontrol gruba gore farklidir (p<0,001).
® Ayni satir iginde diyabet grubuna gére farklidir (p<0,001).
* Aym satir iginde diyabet grubuna gore farklidir (p<0,05).

500 +
400 -
% 300 - —@— Kontrol
? —a— Diyabet
é 200 - —a— Diyabet+Likopen
—e&— Likopen
<
100 - MA
0
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 5.1. Likopen uygulamasinin diyabetik ratlarda AKS iizerine etkisi.
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5.2. Likopenin Plazma insiilin Diizeyine Etkisi

Diyabet olusumu plazma insiilin diizeyi dl¢iimleri ile ortaya konulmustur. Diyabet
grubu insiilin diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik tesbit edilmistir
p<0.001). Likopen verilen diyabetik ratlarda ise plazma insiilin diizeylerinin kontrol
degerlere ulasmamais olsa da anlaml bir sekilde yiikseldigi goriilmiistiir (p < 0.001) (Sekil
5.2)).

Insiilin (ng/ml)

K D D+L L

Sekil 5.2. Likopen uygulamasinin plazma insiilin diizeyi tizerine etkisi.

5.3.Likopenin Diyabetik Ratlarda Canh Agirhk Uzerine Etkisi
Diyabet grubunda 5. haftadan itibaren canli agirlik degerlerinin kontrole gore
anlamlh bir sekilde diistiigli goriilmiistiir. Diyabetli ratlara likopen verilmesi ise canl

agirlik tizerinde herhangi bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 5.3. ve Tablo 5.2.).

200 -

180 ~
= 160
4 —@— Kontrol
E.o 140 - —&— Diyabet

—a— Diyabet+Likopen
120 + —e— Likopen
100
1 2 3 4 5 6 7 8
Hafta

Sekil 5.3. Likopen uygulamasinin diyabetli ratlarda canli agirlik iizerine etkisi.
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Tablo 5.2. Haftalik canli agirlik degerleri (g).

Zaman Kontrol Diyabet Diabet+Likopen Likopen
1. hafta 134,33+2,82 143,60+8,80 140,40+2,99 148,00+3,07*"
2. hafta 144,67+2,59 143,20+7,42 137,80+1,96 159,67+3,88%
3. hafta 146,33+3,02 140,40+7,90 134,00+2,55 163,50+3,18%
4. hafta 147,67+3,07 139,60+5,61 135,20+2,03* 170,00+2,86 ™"
5. hafta 153,83+2,73 139,20+6,72* 133,20+2,58* 170,67+2,75**
6. hafta 159,33+2,29 130,20+7,17° 130,20+2,76* 174,50+2,88*
7. hafta 161,50+3,02 132,00+7,01° 131,80£2,76*  178,50+2,49"
8. hafta 170,00+2,93 137,4046,02° 135,60+0,68* 184,17+2,55*"

* Ayni satir icinde kontrol grubundan farkli degerleri gosterir (p < 0,001).
¥ Aymi satir icinde kontrol grubundan farkli degerleri gésterir (p < 0,05).
* Ay satir iginde diyabet grubundan farkli degerleri gosterir (p < 0,05).

5.4.Likopenin Plazma ve Beyin Dokusu MDA Diizeylerine Etkisi

Diyabet grubu ratlarda beyin dokusu homojenatlarinda (p < 0.001) ve kan plazma
orneklerinde (p < 0.001) (Sekil 5.4.) MDA diizeylerinin kontrol gruba gére anlamli bir
sekilde arttigr tesbit edilmistir. Likopen uygulamasi sonucunda ise beyin doku
homojenatlarinda MDA konsantrasyonunun 6nemli diizeyde (p < 0.001) (Sekil 5.5.)

azaldigr (Sekil 5.4.), buna ragmen plazma MDA diizeyi iizerinde herhangi bir etki

olusturmadig (Sekil 5.5.) belirlenmistir.

MDA (umol/ml)

30

25 -

20 -

15

10 -

225%;

K

D

D+L

Sekil 5.4. Likopenin beyin homojenatt MDA konsantrasyonu iizerine etkisi.
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MDA (umol/mg)

K D D+L L

Sekil 5.5. Likopenin plazma MDA konsantrasyonu iizerine etkisi.

5.5. Likopenin NO Diizeylerine Etkisi
Diyabet plazma NO diizeyinde onemli bir artisa neden olmustur (p < 0.001). Bu
artis likopen uygulamasi ile istatistik olarak anlamli diizeyde (p < 0.001) baskilanmistir

(Sekil 5.6.).

80
70

60

50 -
40 -

30

NO (mmol/L)

20
10 |

0 ]
K D D+L L

Sekil 5.6. Plazma NO konsantrasyonu.

5.6. Likopenin Diyabetli Ratlarin Plazma ve Beyin Dokusu GSH Diizeyine Etkisi
Plazma GSH diizeylerinin hem diyabet grubunda kontrol grubuna gére hem de

tedavi grubunda (likopen verilen) diyabet grubuna gore istatistik anlamh diizeyde farklilik

gostermedigi belirlenmigstir. Sadece likopen verilen normal ratlarda diger gruplara gore

anlamli diizeyde artig gostermistir (Sekil 5.7.).
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Sekil 5.7. Ratlarda plazma GSH konsantrasyonu.

8 haftalik deneysel diyabet sonucunda beyin dokusu homojenatlarinda GSH miktart
kontrol gruba gore artmis (p<0.05); likopen verilen tedavi grubunda ise 498,8 nmol/g
protein degerine ulasarak, diyabet grubuna gore onemli diizeyde (p<0.001) arttig1 tesbit
edilmistir (Sekil 5.8.).

510
505 -
500 + T
495 ~
490 -
485 -
480 -
475 - = o
470 +
465 -
460 -
455

GSH (nmol/g protein)
i

K D D+L L
Sekil 5.8. Ratlarda beyin homojenatt GSH konsantrasyonu.

5.7. Likopen Uygulamasinin Eritrosit ve Beyin Doku Homojanati GSH-Px Aktivitesi
ile Beyin Dokusu GSH-Px mRNA Transkripsiyonu Uzerine Etkisi

Diyabet sonucunda eritrosit GSH-Px aktivitesi kontrol grubuna gore anlamli bir

sekilde diiserken (p < 0.001), diyabet+likopen verilen grupta ise enzimin aktivitesinin
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arttigr tesbit edilmistir (p < 0.001) (Sekil 5.9.). Beyin dokusu homojenatlarinda yapilan
aktivite ol¢iimlerinde diyabet grubunda GSH-Px enzim aktivitesi 1.37+£0.045 U/mg protein
olarak olciilmiis olup kontrol grubunun degerinden (0.94+£0.039 U/mg protein) istatistik
anlaml1 diizeyde daha yiiksek oldugu tesbit edilmistir (p < 0.001). Likopen verilen ratlarda
ise beyin dokusu GSH-Px aktivitesinin (1.77£0.06 U/mg protein) degerine yiikseldigi ve
bu farkin diyabet grubuna gore istatistik anlamli diizeyde oldugu tesbit edilmistir (p <

0.001) (Sekil 5.10.).

o
o]
I

GSH-Px (U/g Hb)
o o
SN (o))

o
N
I

K D D+L L

Sekil 5.9. Eritrosit hemolizati GSH-Px aktivitesi.

GSH-Px (U/mg protein)

K D D+L L

Sekil 5.10. Beyin dokusu homojenatlarinda GSH-Px aktivitesi.
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mRNA transkripsiyonlarinin normalizasyonunda kullanilan -aktin genine ait PCR
tiriinlerinin agaroz jel lizerindeki goriintimleri Sekil 5.11.°de verilmistir. Beyin GSH-Px
genine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel iizerinde elde edilen bantlarina ait (Sekil 5.12.)
dansitelerden yola cikilarak elde edilen sonuclara gére, mRNA transkripsiyonunun diyabet
grubunda % 16.8 oraninda baskilandigi, tedavi grubunda ise diyabet grubuna gore % 335
oraninda uyarildigi tesbit edilmistir (Sekil 5.13.).

-aktin (466 bp)

L D+L D K M

Sekil 5.11. Beyin orneklerinde elde edilen beta aktin genine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
gorinimii (L: Likopen grubu, D+L: Diyabet + Likopen grubu, D: Diyabet grubu, K: Kontrol grubu, M:
Marker = O’Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas).

GSH-Px (290 bp)

- D e S - G - S

- Wy

D K M L D+L M

Sekil 5.12. Beyin orneklerinde elde edilen GSH-Px genine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel lizerindeki
goriinimii (D: Diyabet grubu, K: Kontrol grubu, L: Likopen grubu, D+L: Diyabet + Likopen grubu, M:
Marker= O’Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas).
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GSH-Px (Orantisal Gen ifadesi)
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Sekil 5.13. Beyin dokusu GSH-Px orantisal gen ifadesi (Normalizasyon isleminde PCR iiriinlerinin agaroz jel
tizerinde elde edilen bantlarimin dansite degerleri esas alinmig ve hedef genin dansitesi kontrol gene
oranlanmistir. Normalizasyon sonucunda GSH-Px geni diyabet grubunda % 16.8 baskilanmis, tedavi
grubunda ise diyabet grubuna gore % 335 oraninda uyarilmistir).

5.8. Likopenin Eritrosit ve Beyin Dokusu Katalaz Aktivitesi ile Beyin Dokusundaki
mRNA Transkripsiyonu Uzerine Etkisi

Diyabetin katalaz aktivitesini kontrole gore eritrosit hemolizatinda yaklasik 2 misli
(p < 0.001), beyin dokusu homojenatinda ise 1.5 misli diizeyde (p < 0.001) artirdig1 tesbit
edilmistir. Likopen verilen diyabetli ratlarda ise enzimin eritrosit hemolizatindaki
aktivitesinin istatistik anlaml diizeyde (p < 0.001) daha da yiikseldigi; buna ragmen beyin

dokusunda ise degisiklik gostermedigi belirlenmistir (Sekil 5.14. ve Sekil 5.15.).
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Sekil 5.14. Eritrosit hemolizatt CAT aktivitesi.
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Sekil 5.15. Ratlarin beyin dokusu homojenatlarinda CAT aktivitesi.

RT-PCR analizlerinde, beyin dokusu CAT genine ait PCR {iriinlerinin agaroz jel
tizerindeki  goriintiilerinin ~ (Sekil 5.16.) analizi sonucunda, katalaz mRNA

transkripsiyonunun diyabet grubunda % 7.6 oraninda baskilandigi, likopen verilen

diyabetli ratlarda ise diyabet grubuna gore % 187.2 oraninda uyarildigi tesbit edilmistir
(Sekil 5.17.).

CAT (116 bp)

=« 1000 bp
=« 500 bp

D K M L D+L M

Sekil 5.16. Beyin orneklerinden elde edilen CAT (katalaz) genine ait PCR {iriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriinimii (D: Diyabet grubu, K: Kontrol grubu, L: Likopen grubu, D+L: Diyabet + Likopen grubu, M
(Marker): O’Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas).
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Sekil 5.17. Beyin dokusu CAT geninin orantisal ifadesi (Normalizasyon isleminde PCR iiriinlerinin agaroz
jel tizerinde elde edilen bantlarimin dansite degerleri esas alinmis ve hedef genin dansitesi kontrol gene
oranlanmugtir).

5.9. Likopenin, SOD Aktivitesi ile Gen ifadesi Uzerine Etkisi

Eritrosit hemolizati ve beyin dokusu SOD aktivitesi kontrol grubuna gore istatistik
onemli diizeyde (sirasiyla p < 0.001 ve p < 0.005) artis gdstermistir. Likopen verilen tedavi
grubunda ise, enzimin eritrosit hemolizatindaki aktivitesinin p < 0.003 6nemlilik diizeyinde
arttigr (Sekil 5.18.); buna ragmen beyin dokusu hoojenatinda ise herhangi bir degisiklik
gostermedigi belirlenmistir (Sekil 5.19.).
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Sekil 5.18. Eritrosit hemolizatt SOD aktivitesi.
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Sekil 5.19. Beyin dokusu homojenatinda SOD aktivitesi.

RT-PCR analizlerinde diyabet grubu beyin SOD geninin ortalama % 12.4 oraninda
baskilandigi, likopen verilen diyabetli ratlarda ise % 170.1 oraninda uyarildigi tesbit
edilmistir (Sekil 5.20. ve Sekil 5.21.).

SOD (192 bp)

S8 <— 1000 bp

S le— 500 bp
<«— 300 bp

“— 100 bp

L D+L D K M

Sekil 5.20. Beyin SOD genine ait PCR iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki goriiniimii (L: Likopen grubu,
D+L: Diyabet + Likopen grubu, D: Diyabet grubu, K: Kontrol grubu, M: Marker = O’Gene Ruler 100 bp
DNA Ladder Plus, Fermentas).
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Sekil 5.21. Beyin dokusu SOD geninin orantisal ifadesi (Normalizasyon isleminde PCR iiriinlerinin agaroz
jel itizerinde elde edilen bantlarinin dansite degerleri esas alinmig ve hedef genin dansitesi kontrole

oranlanmustir).
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, deneysel diyabet modeli olusturulan ratlara 8 hafta siireyle likopen
verilmesinin, beyin ve kan antioksidan enzim aktiviteleri ve mRNA transkripsiyon
diizeyleri ile lipid peroksidasyonu, aclik kan sekeri ve canli agirlik iizerine etkileri
arastirilmastir.

Diyabette hiicrelerin ihtiya¢ duydugu glikozun elde edilebilmesi icin meydana
gelen lipolizis ve glikoneogenezis, viicut agirhiginda azalmaya neden olmaktadir. Bu
nedenle kilo kaybi1 diyabette en sik ratlanan bulgulardandir (Sindhu ve ark 2004, Quinn ve
ark 2002). Bu arastirmada, diyabet grubunda diyabete bagli olarak asir1 kilo kaybinin
oldugu gozlemlenmistir. Likopen uygulamasinin diyabete bagl olarak meydana gelen canli
agirhik artisinda etkili olmadigi belirlenmis; Mellert ve ark (2002) tarafindan degisik
dozlarda likopen kullanarak yapilan calisma sonuglar ile benzerlik gostermistir. Ancak
Uchiyama ve Yamaguchi (2005) ile Maritim ve ark (2002)’nin farkli karotenoidlerle (j3-
kriptoksantin ve -karoten) yaptiklari ¢alismalarda canli agirliklarda anlamli artiglar tespit
edilmistir.

Gomez ve ark (2001) ile Wu ve ark (2002) yaptiklar1 ¢alismada diyabet grubunda
plazma insiilin konsantrasyonunda diisiis meydana geldigini gozlemlemislerdir. Yapilan bu
calismada da benzer sekilde diyabet grubunun plazma insiilin diizeyinde kontrol grubuna
gore biiyiik oranda diisiis gozlendi. Diyabetik hayvanlarda diisiik insiilin diizeyi ve
pankreasin azalan insiilin igeriginin nedeninin STZ’nin sitotoksik etkisinin yaninda B
hiicrelerinde meydana getirdigi oksidatif strese de bagli olabilecegi bildirilmektedir
(Novelli ve ark 2007). Bu calismada, likopen verilen tedavi grubunda plazma insiilin
diizeylerinin yiikselmesi, STZ’nin B hiicrelerinde olusturdugu sitotoksik hasar ve serbest
radikal artisina bagli hasarin likopen tarafindan Onlenmis ya da azaltilmis olabilecegi
seklinde yorumlanabilir.

ROT doku ve plazma konsantrasyonuna paralel olarak artis gostermektedir
(Brownlee 2001). Serbest radikal kaynakli doku hasart pankreatik [- hiicre
disfonksiyonuna neden olmakta ve insiilin sekresyonunu azaltarak cevresel dokularda
glikoz kullanimimi engellemektedir (Evans ve ark 2003, Ceriello ve ark 2004). Likopen
antioksidan 0zelligi ile serbest radikalleri yakalayarak oksidatif stres ve lipid, proteinler ve
DNA gibi hiicresel bilesenlerin hasarimi azaltmaktadir (Agarwal ve Rao 2000). Yapilan
denemenin ilk haftalarinda diyabet gruplarinda goriilen yiiksek aclik kan glikoz diizeyleri
ilerleyen haftalarda likopen verilen diyabet grubunda anlamli olarak azalmistir (p < 0,05).

Bu bulgular likopen ilavesinin diyabetik hiperglisemiye kargi anlamli koruyucu etkisini
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gostermektedir. Benzer sekilde Uchiyama and Yamaguchi (2005) diger bir karotenoid f3-
kriptoksantin ilavesinin STZ verilen ratlarda plazma glikoz diizeyini azalttigini
bildirmislerdir.

Diyabete bagli olarak serbest radikallerin artmasinin en onemli yollarindan biri
glikoz otooksidasyonudur. Artan glikozun diyabetik hastalardaki plazma ve eritrositlerde
lipid peroksidasyona hangi mekanizma ile neden oldugu tam olarak bilinmese de; in vitro
calismalar glikozun enolize olduktan sonra molekiiler oksijeni indirgedigi ve fizyolojik
sartlarda o-keto aldehitleri, hidrojen peroksiti ve serbest radikal iiriinleri olusturdugunu
tespit etmislerdir (DeFronzo 1998). Diyabetle beraber artan reaktif oksijen tiirlerinin,
dokulara yonelik meydana getirdikleri oksidatif hasarin en 6nemli sonuglarindan biri,
hiicre membranlarindaki lipid peroksidasyonudur. MDA, doymamis yag asitlerinin
yikimlanmasi sonucu olusan dokulardaki lipid peroksidasyonunun son iiriiniidiir (Karahan
ve ark 2006). Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde en sik kullanilan yol, MDA’ ’nin
TBA ile tepkimesinin Olciilmesidir (Yarsan 1998, Jain 1999, Devasena ve ark 2001).
Yapilan bu calismada, beyin dokusu homojenatlar1 ile kan plazmasinda diyabete bagl
olarak MDA degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde (p < 0,001) yiikseldigini
gostermistir. Yapilan diger calismalar (Faure ve ark 1993, Celik ve Yilmaz 2003,
Duzguner ve Kaya 2007) diyabete bagli olarak lipid peroksidasyonunun ve MDA
diizeylerinin arttigim agikca ortaya koymaktadir. Hiperglisemi kaynakhi glikoz
otooksidasyonunun ve glikolize proteinlerin lipid peroksidasyonunu arttirdigi da
bildirilmistir (Anderson ve ark 2001, Meral ve ark 2001, Sailaja ve ark 2003). Likopen
genel olarak hiicre membranlarinda lokalize olarak membran lipidlerinde meydana gelen
okdidatif stresi Onlemede Onemli role sahiptir. Bu etkisini kalinhiga dayamklilik ve
akiskanhigina etki ederek gerceklestirdigi bildirilmektedir (Dixon ve ark 1998).
Giintimiizdeki calismalar karotenoidlerin, 6zellikle likopen, LDL oksidasyonunu ve lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermektedir (Steinberg ve Chait 1998, Agarwal ve
Rao 1998, Bub ve ark 2000). Ayrica karotenoid bakimindan eksik diyetlerin tiikketiminin
MDA diizeylerinde anlamli artisa neden oldugu rapor edilmektedir (Dixon ve ark 1998).
Yapilan caligmada likopen verilen diyabet grubunda beyin dokusu MDA diizeylerinin
diyabet grubuna gore diistiigii tespit edilmistir. Bu durumda likopenin antioksidan etkisini
gosterdigi kanisina varilmistir.

Diyabetin CAT, SOD ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerine etkisi
konusunda ortak bir fikre ulasilamamigtir. Baz1 caligmalar hiperglisemi sonucu glikozun

otooksidasyonuna ve protein glikolizasyonuna bagli olarak olusan serbest radikallerin
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antioksidan enzimlerin aktivitelerini inhibe edebilecegini ya da etki etmeyecegini
bildirmislerdir (Meral ve ark 2001, Sindhu ve ark 2004). Bazi arastiricilar (Strange ve ark
1992, Hannon-Fletcher ve ark 1999, Ruiz ve ark 1999), diyabetik hastalarda veya diyabet
olusturulmus hayvanlarda yaptiklar1 calismalarda, hemolizat ©rneklerinde GSH-Px
diizeyinin azaldigimm ancak SOD ve CAT enzim aktivitelerinin degismedigini
saptamiglardir. Bu calismada, plazma ve beyin dokularinda SOD ve katalaz aktivitelerinin
diyabet ve diyabet + likopen gruplarinda arttifi, GSH- Px diizeyinin ise diyabet grubunda
azaldig, likopen verilen diyabet grubunda ise arttigi tespit edilmistir (P<0,01). Tek basina
verilen likopenin GSH-Px aktivitesine etki etmedigi goriilmiistiir.

Likopen ilavesinin antioksidan enzim aktivitelerini anlamli bicimde arttirdigini
bildiren ¢aligmalar (Rao ve Agarwal 1999, Breinholt ve ark 2000, Chandra Mohan ve
Nagini 2003) yaninda; Briviba ve ark (2004)’'nmin saglikli insanlarda likopenin ve diger
karotenoidlerin oksidatif strese ve LDL oksidasyonuna kars1 koruyucu etkilerinin
olmadigin1 ve antioksidan enzimlerde degisiklik gbzlenmedigini bildirmislerdir. Ayrica
likopenin ve B-karotenin in vitro olarak oksidatif DNA hasarina etkisini incelemek i¢in
yapilan bir caligmada, her iki karotenoidin diisiik dozlarda (1-3 pM) ilavesinin
ksantin/ksantin oksidaz kaynakli oksidatif DNA hasarini azalttigini, daha yiiksek dozlarda
(4-10 uM) ise hiicreleri oksidatif strese kars1 koruma 6zelligini yitirdigini géstermislerdir
(Lowe ve ark 1999). Bu caligsma sonunda likopen verilen diyabetli ratlarda plazma MDA
diizeylerinin arttigi, buna ragmen GSH diizeylerinin ise diiserek kontrole yaklastigi tespit
edilmistir. Duzguner ve Kaya (2007)'min yaptiklarni deneysel diyabet calismasinda
antioksidan enzimler ve GSH diizeyindeki anlamli azalisin, diyabette goriilen
hipergliseminin neden oldugu glikolizasyon sonucunda olusan serbest radikaller ve lipid
peroksitlerin, antioksidan enzimleri inaktif hale getirmesinden kaynaklandigini ifade
etmektedir.

Ulusu ve ark (2003), diyabetik ratlara vitamin E ve Stobadine vermisler; SOD
aktivitesinin kalp ve beyin dokusu homojenatlarinda degismedigini fakat bobrek dokusu
homojenatlarinda diistiigiinii gdzlemlemislerdir. CAT enziminin aktivitesi, kalp ve beyinde
artarken bobrekte azaldigim1 gormiislerdir. Beyin ve kalpte MDA degerlerinin diistiigiinii
belirtmislerdir.

Maritim ve ark (2003b), antioksidan savunma sisteminin zayiflamasi ve oksidatif
stresteki artisin diyabetin patogenezinde ve ilerlemesinde ©nemli faktorler oldugunu

belirtmiglerdir.
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Sugiura ve ark (2005) yaptiklar1 caligmada diyabet olusturduklari ratlara mandarin
meyve ekstraktini denemislerdir. Tedavi grubunun karaciger dokusunda SOD enzim
aktivitesi ile GSH degerinin diyabet grubuna goére yiikseldigini fakat CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin degismedigini belirlemislerdir. Tekkes (2006)’in yaptig1 caligmada
tedavi gruplarinda hasta gruba gére GSH degerleri, SOD ve GSH-Px aktiviteleri kalp,
bobrek ve beyinde arttigini, karacigerde ise azaldigimi gormiislerdir. Cengiz ve Cengiz
(2000) yaptiklar1 ¢alismada tip II diyabetli hastalarda C vitamini uygulamasinin eritrosit
glutatyon diizeylerini vitaminin kullanim siiresiyle dogru orantili olarak arttirdigini
gozlemlemislerdir. Yapilan bu calismada ise, diyabet grubunun CAT ve SOD enzim
aktiviteleri ile GSH diizeyleri, hem hemolizat orneklerinde hem de beyin dokusu
homojenati orneklerinde kontrol grubuna gore artifi, GSH-Px enzim aktivitesi, beyin
dokusu orneklerinde artig, hemolizat 6rneklerinde ise azaldigi goriilmiistiir (P<0,01).

Nitrik oksit ROT’lerinin 6nemli vaskiiler hedeflerinden biridir. Siiperoksit nitrik
oksiti notralize ederek peroksinitriti meydana getirir. Peroksinitrit endoteliyal hasara neden
olan hidroksil radikalinin ana kaynaklarindandir (Elliott ve ark 1993). Diyabette,
bulgularimiza paralel sekilde, NO diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir (Astaneie ve ark
2005). Artan NO diizeyinin B hiicrelerinin yikimlanmasinda 6nemli role sahip oldugu
bildirilmistir (Corbbet ve ark 1993, Welsh ve ark 1994). Oksidatif stres bu yiizden endotel
kaynakli gevsemeyi azaltmaktadir. Endotel kaynakli gevsemede goriilen aksakliklar kronik
diyabetik hayvanlarda ve tip I ve tip II diyabetik hastalarda daha iyi anlasilmaktadir
(Ahmed ve ark 2005, Seckin ve ark 2006) ve antioksidan uygulamalarin énemli hedefidir
(Ramakrishna ve Jailkhani 2007). Yapilan calismada beyin dokusunda NO o6l¢iimlerinden
sonug¢ alinamazken, likopen verilen diyabet grubunda kontrol grubuna benzer degerler elde
edilmistir (P<0,001). Duzguner ve ark (baskida)’nin yaptiklar1 kisa siireli diyabet
caligmasinda artan NO diizeyinin likopen verilen diyabet grubunda kontrol grubu
degerlerine ulastifin1 gostermislerdir. Bu arastirmada, plazmada yapilan NO diizeyi
Olctimii degerlerine bakildiginda kontrol grubuna gore diyabet grubunda bir artis ve
diyabet+likopen grubunda ise bu artisin kontrol grubu degerlerine yaklastigi belirlenmistir.
Beyin dokusu homojenatlarinda NO diizeylerinin 6l¢iimii i¢in yapilan analizlerde ise sonug
alinamamustir.

Sadi ve ark (2007), diyabetik ratlarada Cu-ZnSOD ve CAT enzimlerinin mRNA
exspresyonunda baskilanma oldugunu; Koya ve ark (2003) ise diyabetik ratlarda bobrek
glomeruluslarinda ayni enzimlerin exspresyonunda oOnemli bir degisiklik olmadigini

belirtmislerdir. Bhor ve ark (2004), STZ enjekte edilmis diyabetik ratlarin ince
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bagirsaklarinda SOD ve CAT seviyelerinde degisiklikler bulmalarina ragmen, bu
enzimlerin mRNA exspresyonunda bir degisiklik olmadigini gbzlemlemislerdir.

Limaye ve ark (2003), STZ ile diyabet olusturduklan ratlarin bobrek korteksinde
hem Cu—Zn SOD enzim mRNA exspreyonunda hem de SOD enzim aktivasyonunda artig
varken; CAT mRNA exspresyonunun artmasina karsin enzim aktivitesinde azalma
meydana geldigini saptamiglardir. Yine Limaye ve ark (2003)’'min yaptiklari calismada
diyabetik ratlarin bobrek korteksi GSH-Px aktivitesinde artig sekillenirken, bu enzim
kodlamadan sorumlu genlerin mRNA exspresyon seviyelerinde de artis sekillendigini
gozlemlemislerdir. H,O,’in 6zellikle yikimindan sorumlu olan CAT’dan farkli olarak,
GSH-Px’in lipid peroksidasyonunu indirgemede daha genis bir spektruma sahip oldugunu
ve ROT’lara kars1 savunmada 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir.

Oksidatif stres veya hiicrede rediiksiyon ve oksidasyon arasindaki dengesisizlik,
cekirdekte redoks-duyarli transkripsiyon faktorlerinin translokasyonunu da etkiler (Sen ve
Packer 1996). Bu nedenle, diyabet sonucu antioksidan enzimlerin mRNA sindaki
azalmanin nedeni antioksidan enzimlerin transkripsiyon siire¢lerindeki baslangic
mekanizmasindan sorumlu transkripsiyonel faktorlerin oksidasyonu olabilir. Ayrica
mRNA larin ekspresyonunda tespit edilen azalma, mRNA larin yar1 6miirlerinin azalmasi
ile ilgili de olabilir. Literatiirde, artan oksidatif stresin mRNAnin kararsizligin tetikledigini
acikca belirten makaleler bulunmaktadir (Mayo ve ark 2002, Maritim ve ark 2003b).

Bu c¢alismada diyabet grubunun SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin mRNA
transkripsiyonlarinda kontrole gore sirasiyla % 12,4, % 7,6 ve % 16,8 oranlarinda
baskilandig1 tespit edilmistir. Ilgili enzimlerin mRNA transkripsiyonlarinin diyabette
baskilanmis olmasinin muhtemel nedeni, yukaridaki literatiir bildiriminde de ifade edildigi
gibi, transkripsiyonel faktorlerin oksidasyonu olabilir. Likopen verilen diyabetli ratlarda
SOD, CAT ve GSH-Px mRNA transkripsiyonlarinin diyabetik gruba gore sirasiyla %
170,1, % 187,2 ve % 335 gibi yiiksek oranlarda uyarildigi belirlenmis; bunun, likopenin
transkripsiyonel faktorlerin radikal iliskili oksidasyonunu engellemelerine bagh olabilecegi
diistiniilmiistiir. SOD ve CAT enzim genlerinin mRNA expresyonu Sadi ve ark (2007)’nin,
GSH-Px enzim geninin mRNA expresyonu ise Limaye ve ark (2003)’nin ¢alismasiyla
uyumluluk gostermektedir.

Diyabet giiniimiiziin en onemli metabolizma hastaliklarindan biridir. Hastaligin
tedavisine yonelik calismalar bir¢cok acidan ele alinmakta ve yiiriitiilmektedir. Hastaligin
kesin tedavisine yonelik cok ileri diizeyde yapilan calismalar yaninda, diyabetin degisik

organ ve sistemler iizerine olan ciddi yan etkilerini onlemeye ya da azaltmaya yonelik
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aragtirmalar da yapilmaktadir. Bu calisma, hastaligin beyinde meydana getirdigi ve 6nemli
komplikasyonlarindan olan diyabetik ndropatinin olusumunda etkili oldugu bir¢ok ¢alisma
ile ortaya konulan oksidatif hasarin 6nlenmesine ya da azaltilmasia yonelik bir caligmadir.

Projede 8 hafta boyunca siirdiiriilen diyabet modelinde, ratlarin beyin dokusunda
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu biyokimyasal (enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar, malondialdehit ve nitrik oksit) analizler ile antioksidan enzimlerin mRNA
transkripsiyon diizeylerinden yararlanarak ortaya konulmustur. Diyabet modelinin olusumu
ve siirekliligi haftalik aclik kan glikoz seviyelerinin ve calisma sonunda yapilan plazma
insiilin 6l¢timleri ile desteklenmistir.

Elde edilen sonuglar, diyabetin 6nemli komplikasyonlarindan olan ve diyabetik
neuropatinin temelinde yer alan oksidatif hasarin likopen tarafindan énemli denilebilecek
diizeyde baskilandigim gostermektedir. Insiilin salinimindan sorumlu olan pankreas
Langerhans adacig1  hiicrelerinin harabiyeti sonucu olusturulan bu diyabet modelinde
azalan insiilin hormonu salimimi, likopen uygulamalar ile artirilmis; aynt zamanda kan
glikoz seviyesi onemli diizeyde diisiiriilmiistiir. Diyabet, beyin antioksidan enzimlerinin
(SOD, CAT ve GSH-Px) mRNA transkripsiyon diizeylerini degisen yiizde oranlarinda
baskilarken, likopen uygulamasi ile bu baskilanmanin durduruldugu ve hatta onemli
oranlarda uyarildigi ortaya konulmustur.

Elde edilen sonuglarin, likopen ve benzeri antioksidanlarin diyabetin
komplikasyonlarinin 6nlenmesinde etkili besinsel unsurlar olabilecegini gostermesi ve
ileride yapilacak calismalara zemin olusturulmasi agisindan bilime ©Onemli katkilar

saglayacag diistiniilmektedir.
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