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KISALTMALAR

ROT: Reaktif Oksijen Tiirleri
MDA: Malondialdehid

SOD: Superoksit Dismutaz
CAT: Katalaz

GPx: Glutatyon peroksidaz

* GSH: Glutatyon

Fe: Demir

Cu: Bakir

Zn: Cinko
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1. OZET |

Deheysel Olarak Diyabet Olusturulan Tavsanlarda Cinkonun Lipid
Peroksidasyonu ve Antioksidan Sistem {Uzerine Etkisi

Bu galigma, deneysél‘ olarak diyabet olusturulan tavsanlarda, igme suyuna ginko
(Zn) ilave edilmesinin, lipid pel’oksidasyonuna ve bazi antjioksidan enzimler ﬁzerine‘
etkilerini aragtirmak amaciyla yapildi. Bu amagla, bir yagh, ortalama 2.5 kg aglrllgtnc;a, 45
adet erkek Yeni Zelanda taysgm kullanlidl. Tavsanlar, kontrol, diyab;et,‘ diyabet + Zn olmak
tizere rastgele 3 gruba aynildi. Diyabet ve diyabet + Zn grubundal;i hayvanlara 80-90 mg
kg alloksan monohidrat enjekte edildi. Tim tavsanlar, tavsan yemi ile ad-libitum olarak
beslendi. fgme suyu oiarak ¢esme suyu verilirken,. diyabet + Zn grubundaki tavsanlarin
igcme sularina 3 aylik deneme siiresi boyunca giinde 150 mg L' Zn siilfat (ZnSOj) eklendi.

Deneme sdﬁunda, bir gece Oncesi ag blrakxlar: tavsanlardan alinan - kan
orneklerinden elde edilen. plazmada, fnaloridialdehid (MDA) ve seruloplazmin
konsantrasyonlan tespit edildi. Zn, demir (Fe), ve bakir (Cu) dﬁzeyléri serumda
Blgiildi. Ayrica eritrosit hemolizaunda superokside dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), ve tim kanda glutaty'on (GSH) analizleri yapildi.

Diyabetli gruplardaki A"yem ve su titketiminin, saghkl tavsanlarmkindeﬁ daha fazla

oldugu (p<0.05) gozlendi. Sadece diyabetli gruptaki tavsanlarin beden agirlikiarinin,

kontrol grubundakilerden daha az oldugu belirlendi. Deneme boyunca &lgiilen aglik. kan
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glikozunun ortalama degeri, diyabetli gruplarda kontrol grubundaki verilere gore yiiksek
bulundu. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan plazma MbA diize‘yinin, diyabet
grubunda diger gruplarda _Glgtilen diizeylerden daha fazla oldugu tespit edildi (p<0.01).
Bununla birlikte antioksidanlardan SOD, CAT, GSH, GPx ve serf;loplazminin diyabet
grubundaki tavsanlarda, diyabetin etkisiyle azaldifr (p<0.01), Zn verilen diyabeth
tavsanlardz{ki diizeylerinin ise kontrol grubundan farkll olmadig anlagildi.

Serum Zn diizeyinin, Zn verilen diyabetli tavsanlarda, kontrol grubunda 6lgiilen Zn-
diizeylerine benzer oldugu (p>0.05), diyabet grubunda ise diger gruplara gére azaldig
(p<0.01) goruldii. Fe ve Cu’in serumdaki diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel
bir fark bulunamadi.

Sonug o]érak; diyabetli t'avsanlarm sularina giinlitk olarak Zn ilave edilmesi (150
mg L), lipid peroksidasyonunu azaltirken, antioksidan enzimleri ve seruloplazmini
arttirdi. Bu nedenle, diyabetliierde oral Zn uygulamasinin oksidatif stresin meydana

getirdigi olumsuz etkileri azaltabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Cinko, Tavsan, Lipid Peroksidasyonu, Antioksidanlar.
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2. ABSTRACT

The Effect of Zinc on the Lipid Peroxidation and the Antioxidant Defence
Systems of the Alloxan-Induced Diabetic Rabbits
This present study was conducte(li to evalute the effects of oral zinc (Zn)
supplementation on lipid peroxidation and:antioxidant defence system of alloxan induced
diabetic rabbits. Forty-five, New Zealand male rabbits, one year old, weighing
approximétely 2.5 kg, were allocated randomly into 3 groups as control (n=15), diabetic
(n= 15) and Zn supplemented diabetic (n =15). Alloxan monohydrate was injected
intraveno’ﬁsly at a single dose 80-90 mg kg™ to both diabetic and Zn supplemented diabetic
groups to induce diabetes. All groups were fed ad-libitum. 150 mg L' Zn suppler;lented as
zinc sulphate (ZnSO4) into tap water of Zn supplemented diabetic rabbits for 3 months.
The blood samples were taken from over night fasted rébbits at the end of the
experiment. The antioxidant enzymes such as superoxide dismﬁtase (SOD), ’catalase
(CAT), glutathione peroxidasé (GPx) in erythrocyte hemolysates, glutathione (GSH) in
whole blood and ceruloplasmin in plasma were analysed. Also maiondialdehyde (MDA)
levels in plasma and Zn, iron (Fe) and copper (Cu) cgncentrations in sera were measured.
The feed aﬁd water consumption were“‘ higher in diabetic and Zn supplemented
diabetic éroups than (p<0.01) healthy rabbits. The body weight was lower in diabetic
rabbits when compared to control. The mean fasting blood glucose levels, estimated during
experimental peﬁod, was higher in diabetic groups than controls. The elevated  plasma
MDA levels, the index of lipid peroxidation, were determined in diabetic rabbits (p<0.01).
The GPx,‘ CAT, SOD, GSH and ceruloplas;fnin levels in diabetic gfoup were decreased by
the effect of diabetes but there was .nodifferenc_e between Zn supplemented diabetic and

control rabbits.
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Serum Zn concentrations were lower in diabetic rabbits than the other groups
(p<0.01).Fe ve Cu levels in sera were not different among the groups.
As a result, lipid peroxidation was decreased and antioxidant enzymes and
ceruloplasmin were increased by oral Zn treatment (150 mg L") in diabetic rabbits. So, it

was concluded that daily Zn supplementation could reduce the harmfull effects of

oxidative stress in diabetics.

Key Words: Diabetes, Zinc, Rabbits, Lipid Peroxidation, Antioxidants.



3. GIRIS

Diyabet, instilin salinmasinin veya etkisinin );a da hiicrelerde insiilin reseptor
duyarhhglhm azalmasi sonucu olusan bir hastaliktir. Insiilinin salinamadig1 diyabet sekli
Tip I diyabet olarak ifade edilirken, insiilin azlif1 ve/veya reseptor duyarhiligimin azhig
sonucu olusan diyabet, Tip II diyabet olarak adlarlxdmlmaktac'llr (Guyton ve Hall 2001,
Quinn 2002, American Di‘abetes Association 2005). 1nsiilinin yoklugunun veya insiilin
re;eptér duyarhhgni;n azalmasinin glikoz meitaboli‘z‘masma ‘bashca etkisi, glikozun birgok
hiicre tarafindan alimi ve kullaniminin engellenmesidir. Bu durumda, kan glikoz
konsantrasyonu artar, glikozun kullanimy giderek azalir ve hiicreler enerji kaynag: olarak
yaglari ve proteinleri kullanmaya baslar (Guyton ve Hall 2001, Murray“ve ark 1996).

Diyabet sonucu olugan hiperglisemi, glikozun otooksidasyonuna ve proteinlerin
glikolizasyonuna bagl 'o]arak, .serbest radikaller'in olugmasina neden olur. Serbest
radikaller, son yt')riiﬁgelerinde bir ya da birden fazlé paylasiimamis 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 reaksiyonlart sonucunda
olusurlar. Olusan bu serbest radikaller, 6zellikle reaktif oksijen tﬁrléri (ROT), lokositlerin
yabanci maddeleri ,yoketme;leri sirasinda, biyolojik olarak aktif olan ©nemli araci
molekiillerdir ve yangs ile ilgili temel bilesiklerin olusmasinda da rol oynarlar. Bununla
‘beraber asirt (retilmeleri halinde toksiktirler ve |hucrglerdeki liéidleri, proteinleri ve
DNA’y1 oksitleyerek peroksidasyona ve *modifikésyonlafa neden olabilirler. Bu pro-
oksidanlarin, 6zellikle ROT lerin birikmesine “oksidatif stres” denir. Son yillarda oksidatif -
stresin, basta diyabeﬂ_t olmak tizere koroner kalp rahats1zhklar1,“ kanser, katarakt gibi daha

birgok hastaligin patogenezine neden oldugu saptanmigtir (Basu 1999).



Oksic'latif stres, tip I diyabette, 6zellikle pankreatik B hiicrelerinin apoptozisine, tip
II diyabette ise, insiilin salgilanmasini uyaran mekanizmanin inhibe edilmesine neden
olarak (Bonnefont-Rousselot ve ark 2000), protein glikolizasyonu, atcroskleroz, retinopalli,
nefropati, nérolojik disfonksiyonlar gibi diyabetik komplikasyonlar olusturur (Griffin ve
Ojeda 1992, .Jai‘n ve ark 1999¢, Gumieniczek ve ark 2002).

Organizmada oksidatif stres olustu;an degisik o.ksidanlara’ karst antioksidan
savunma sistemi vardir. Bu antioksidan savunma sistemi; serbest radikallerin asin
tiretilmesini engelleyerek,. oiusan serbest radikalierin etkisini azaltarak veya olusan
oksidatif haéan ya azaltarak ya da onararak etkisini gosterir. Bu sistemler, SOD, CAT ve
GPx gibi endojen anfioksidan enzimleri, GSH’1, seruloplazmin ve transferrin gibi metal
baglayici proteinleri, Zn ve Cu gibi antioksidan 6zelv'l~ikte.ki bazi elementleri ve A,.C, E gibi
antioksidan vitaminleri icermektedir (Basu 1999, Devasena 2001)

Zn, biyomembranlar igin 6nemli bir bilesen, membran yapisi, fonksiyonlari ve
birgok enzimin aktivasyonu igin temel bir elementtir. Plazmada serbest halde bulunan Zn
hiicrelerde membran stabilizatdrii olarak gorev yapmaktadir (O’Dell 2000). Cesitli protein
ve fosfolipitlere baglanan in, Fe ve Cu‘mn bunlara bixglanmasml ve dolayistyla yapacaklars
oksidatif hasar onlemektedir. Bu nedenle antiperoksidatif etkiye sahip bir element olarak |

tantmlanmaktadir  (Powell 2000, Zago ve Qteiza 2001). Ayrica Zn, instilin .
metabolizmasinda dogrudan yer alan temel bir elementtir. Tip I ve Tip II diyabet sonucu
olusan hiperglisemi, Zn’nin emiliminin azalmasina ve idrarla atilmasina neden olmaktadir.
Olusan Zn kayb, diyabeti ve-komplikasyonlarini daha da arttirmaktadir (Chausmer 1998,
Brandao-Neto ve ark 2003). Diyabet kaynakli oksidatif streste, Zn ozellikle hiicresel
antioksidatif savunmada 6nemli gbreve sahiptir. Eger organizmadaki Zn yeters‘izse hiicre

hasart geri doniisiimsiiz olarak devam eder ve diyabetin klasik ikincil komplikasyonlarinin

olusumuna neden olur (Chausmer 1998).



4. GENEL BiLGI
4.1. DIYABET

Karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde etkili olan insiilinin salinmasi,
Langerhans adaciklarindaki B hiicrelerine glii<ozun girisi-ile baslar. Glikoz B hiicrelerine
girdikten sonra glikoz -6- fosfata doniistirtiliir. Glikbz -6- fosfattan olugturulan ATP, ATP
- kaplll potasyum kanallarini uyararak potasyumun hiicre dlsyna ctkmasini saglar. ATP -
kapih potasyum kanallarinin kapanmasi ile meydana gelen dépo]arizasyon, voltaj kapili
kalsiyum (Ca) kanallarinin agilmasina ve hiicre i§ine Ca girisine‘ neden olur. Bu olay,
insiilin vezikiillerini membrana dogru hareket ettirir ve insiilin hiicre digina salinmis olur

(Sekil 4.1) (Champe ve Harvey 1997, Quinn 2002).

Glikoz insiilin ®g
T Glikoz tastyic o ® ®
- protein L4 ,
/ . B hiicresi \
R e
Glikoz

i Glikokinaz @ @
v r
S @@

Glikoz-6-fosfat ® @
Metabolizma Instilin
vezikiilleri

TATP:ADP . . ?
\ V \(9\% —_— e AY ——@-b-

Potasyum
kanallar1

Voltaj kapili
Ca kanallan

|
t

Sekil 4.1, Instlininin B Hilcrelerindeki Salgxlanfn‘a Mekanizmasi (Norman ve Litwack 1997)
Saghkli bireylerin, kas, yag ve karaciger doku hiicrelerindeki glikoz transportu,
doku hiicrelerine spesifik protein yapisindaki glikoz tagtyicilarin rol aldigi kolaylastiritmis

diffiizyonia gerceklesir. Bu mekanizmadan Once insiilin, hiicre yiizeyindeki reseptore



baglanarak' tirozin kinazi aktive eder (Sekil 4.2). Reseptoriin B alt {initesinin tirozin
birimleri étofostrilasyona ugrar. Reseptdr, tirozin l(linaz insiilin reseptor substrat 1°i
(IRSI)‘ fosforile eder. Fosforile edilmis IRSI, éﬁl‘ger protein kinaz ve fosfatazlann
aktivasyonunu destekler (Sekil 4.2). Aktive 61mu$ res%(ieptﬁr, Vs(,pesifik glikoz tasiyicilarinin,
translokasyonla hﬁcfe i¢i havuzdan hiicre membranina hareket etmesine neden olur (Sekil
4.3) (Champe ve Harvey 1997, Quinn 2002). Bu'ta$1y1(_:ﬂa1‘1n, glikoz baglayan bolgesi
hiicre disina yonelmistir. Glikoz buraya baglaninca, olusan yapisal degisiklige bagli olarak,
glikoz baglayan bolgenin yonii sitoplazmaya dogru doner ve glikozlt‘aslyimdan ayrilip iceri
girer. Insiilin diizeyi dilsiince glikoz tagiyicilari, hiicre membrampdan hiicre i¢i depo
havuzlarina hareket ederler (Sekil 4.3). Kisaca, insii]inin glikoz transportundaki gorevi,
glikoz tasiyicilarinin yon ‘degi$tirmesit'1i ve konsaintrasyonlannm' artmasini saglamakur
(Murray ve ark 1996, Champe ve Harvey 1997, Quinn 2002).

Diydbet ise, pankregtik bir hormon olan insiilinin. yetersiz salinmasi ya da hig
sahﬁamamam (Walter ve ark 1991, Baydas ve ﬁrk 2002, ADA 2005) veya etkisinin
azalmasina bagli olarak, metabolik bozukluklar ve multi - si.stemik rahatsizliklara neden
olan endokrin bir hastaliktir (Murray ve ark 1996, Celik ve ark 2002). Prirﬁer belirtisi
hiperglisemidir,*ardlﬁdan glikoziiri, poliliri, polifaji ve polidipsi gelir (Bulut ve ark 2001,
Sailaja ve ark 2003, ADA 2005).

Glikoz, yag, karaciéer ve kas hiicrelerine - giremedigi ve kullanilamadigr icin kan
glikoz diizeyi yiikselir. Glomeruler filtrat i¢inde bdbrek tiibilislerine gelen glikoz miktan,
geri emilebilen diizeyi astifinda, glikozun fazlasi idrarla atilir. Bu olay, kan glikoz
konsantrasyonunun 180 mg/dl tizerine ¢iktig1 durumlarda gbfﬁlur ve glikozuiri adint alr.
Idrara gecen glikoz idrarin ozmotik bastncini arttirir. Ozmotik basing artinca glikoz asirt

olglide su tutar. Bu durumun genel etkisi, politiri olarak ifade edilen, glikozla beraber

suyun kiitle halinde kaybidir. Agirt idrar gikartimast dehidrasyona, ve bazi elekirolitlerin
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kaybedilmesine neden olur. Dehidrasyon - ve dolaylslyla kan hacminin asirt azalmasi,
susuzluk merkezinin uyarilmasini saglar. Buna bagl olarak birey fazla su tiiketmeye

(polidipsi) baslar (Murréy ve ark 1996, Guyton ve Hall 2001).

reseptdr tirozin kinazim
~aktlve edeor.’

B-Subiunitinin tirozin
birimieari .
otofogforilasyona udgrar.

Reseptdr tirozin kinaz
diger proteinleri
fosfariller, Srn; Insdlin

ras'eptér substrati (IRS).

r

Foastforitlenmig IRS, diger
protein kinaz ve
fosfataziarin

aktivasyonunu destekler.

Sekil';l.Z. Insiilin Reseptoril, Insiilin Reseptor Substrat 1 (Champé ve Harvley 1997)

Diinya Saghk Orgiitiine gore, diyabetin iki esas tipi ‘bulunmaktadir. Bu ayrim,
diyabet hastalarinin hastaligin herhangi bir asamas1pda insﬁliﬁe ihtiyaci olup olmadigini,
bu gereksinimin ne diizeyde oldugunun belirlenebilmesini ve diyabetin klinik olarak

ayrintil1 bir sekilde tanimlanmasini saglar (ADA 2005). .‘



4.1.1. Tip I diyabet: Bu tip diyabet genellikle cocuklarda ve genglerde gorildiigi
i¢in “juvenile diyabet” adin1 alir. Bu tip diyabette, Il,angerhans adaciklarindaki 8 hiicreleri
immun kaynakli yikima ugrad1g1ndan sayilari azal;r. Bunun sonucunda insiilin salinimi
diiser ya da durur (O.berley‘1988). Bu yiizden bu tip diyabetin diger bir adi “insiiline
bagimli diyabet”tir. Insiilin olmadaﬁ glikoz, kas, yaé ve karaciger hiicrelerine giremez. Bu
nedenle hiicresel enerji ihtiyaci yaglardan kargilanmaya baglar (Murray ve ark 1996,
’ Chgusmer 1998, Jaih ve McVie 1999b). Insiilin yoklugunda, yag yikimlanmasi artarken
buna paralel olarak serbest yag asitlerinin, 6zellikle asetoasetik asit ve B hidroksibiitirik
asit gibi ketoasitlere doniigiimi de artar (Murray ve ark 1996). Hipergliseminin kontrol
altina alinamamasi ve ketoasitlerin birikmesi sonucp)olusan metabolik !asidoz, daha sonraki

durumlarda diyabetik komayla hatta 6liimle sonuglanabilir (Murray ve ark 1996, Chausmer

1998, Guyton ve Hall 2001, Quinn 2002).

Instilinin reseptore baglanmasiyla vezikiiller plazma
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4.1.2. Tip II diyal;et: Genellikle yptiskin]e‘rde gorlildigii icin “yetiskin diyabeti”
adini alir. Diyabetin en sik goriilen seklidir ve ﬁzéllikle genetik faktorlere baglidir. Tip II
diyabette, hastaligin baglangicinda insiilin olusumu, sahnimi, depo edilmesi veya B
hiicrelerinin sayisi normaldir (Champe ve Harvey 1997, West 2000). Tip II diyabette, artan
kan glikoz konsantrasyonuna ragmen hiicrelerin glikozu kullanamamasi, insiilin tiretimini
artinr.  Artan insiilin miktan, reseptdr yikiminda artisa ve dolayisiyla reseptorlerin
sayisinin azalmasina neden olur (Champe and Harvey 19:97, Chausmer 1998). Bu durumda
instilinin hiicresel diizeydeki‘ etkinligi azalip, 6z¢lli!k]e yag hiicrelerinde, lipolizise bagh
olarak serbest yag asitlerinin olugumunu arttirr (Q’ui!nn 2002). Kas liflerindeki trigliserit ve
diger yag usidi metubolitlerindeki art1s da insiilin rezistans! olusumu i‘le ilgilidir. Bu durum,
instilin salintmin: stimiile eden protein kinaz C’nin, diagilgliseroliin etkisiyle, aktivitesinin
artmasina neden olur (McCalt;/ ‘2005). Insiilin artigtmin yani sira hipertansiyon, obezite,
fiziksel inaktivite gibi etkenlerde insiilin rezistansi olusturmaktadir (Chausmer 1998, Low
Wang ve ark 2004, Quinn 2002).

Tip II diyabetin kronik etkileri igerisinde; gorme kaybiyla sonuglanabilen
retinopati, bobrek yetmezlifine neden olan nefropati, gastrointestinal, genitoiiriner,
kardiyovaskiiler ve seksiiel disfonksiyonlar olusturlan otonomik noropati yer alir. Ayrica
Tip Il diyabetli hastalarda uferosklerot‘ik periferal ve serebrovaskiiler hastaliklara duyarlilik

oldukga fazladir (Quinn 2002, Sailaja ve ark 2003, ADA 2005).
4.2. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

Seibest radikaller, son yriingelerinde paylasilmamis elektron igeren 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 g¢alisirlar. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan en etkili serbest



radikaller ROT lerdir (Bas{J 1999, Thannickal ve 'Fanburg 2000, Seshiah ve ark 2002,
Woods ve ark 2001).

Organizmalardaki en aktif ROT ureticileri fagositoz huicreleridir. Cesitli metabolik
yangilarla uyarildiklarinda, oksijeni indirgeyerek hidroksil radikali (OH), hidrojen peroksit
(H20;) ve superoksit (Oy7) gibi ROT’lant olugtururlar. Diger ROT kaynaklar; yine
oksijenin kattldigr mitokohdn’yal elektron tagima !zinciri, doymam1§ yag asitlerinin ve
katesolaminlerin oksidasyonu ile NADPH ,bag1mh oksidazlardir (Basu 1999, Thannickal
ve Fanburg 2000, Seshiah ve ark 2002); | .

Molekiiler oksijen (O,) diradikal olarak tanllmlanmlgtlr. Bu o6zelligi, sivi oksijenin
manyetik kutuplarindaki cekimi ile ilgilidir. Buna bagh olz;rak, oksijenin suya
indirgenebilimesi i¢in elektron tagima zincirinin 4 eiektrona ihtiyaci vardir.

Molekiiler oksijenin bir elektron indirgenmesiyle O, ‘i olusur. Ikinci elektronun
indirgenmesiyle, daha sonra H,O,’yi olusturacak olan peroksit radikali olusur. Uglincii
elektron, Fe’in kalalizlediéi Fenton reaksiyonu so;lucunda, Oy ile H;O;’ nin reaksiyona
girip OH"i olusturdugu sirada indirgenir (McIntyre ve ark 1999, Reddy ve Yao 1999).

Fe

|

e O, + H;0, — > OH + OH + O, (Fenton Reaksiyonu)

Hidroksil radikalinin en etkili radikal olmasinin nedeni hiicre niikleusundaki membran
bariyerleri kolayca gegmesi ve mutajenik olarak DNA’yi1 etkilemesidir (Parke 1999). Diger
bir 6nemli radikal olan singlet oksijenin ise yar1 Omril kisadir ve son yoriingesindeki
paylasilmamis elektronun bir {ist enerji seviyesine ¢ikmasi sonucunda olusur (Maytin ve
ark 1999, Robertson ve ark 2003, Giardino 2005). |

Hipoklorit iyonu (OCI’), lokositlerin yabanci mikroorganizmalart o6ldiirmeleri

sirasinda tiretilir (Parke 1999). Alkilperoksil radika]i (O0CR), O{ ve OH' ile birlikte lipid



peroksidasyonunu baslatan oksijen radikalidir (Woods ve ark 2001, Patackova ve ark

2003).

;

Oksidanlarin 6zellikle ROT’lerin asiri biriklr;esiyle olusan oksidatif stres (Opara ve
ark 1999). membran lipidlerindeki doymamis yaglardaki baglann koparip membran
viskozitesini ve gegirgenligi arttirir, ayrica membran segiciligini de degistirir (Prasad ve
ark 1989). ROT’lerin olusumunun ba$lang1cmda.yer alan Oy , proteinleri boliimlere
ayirarak enzim aktivasyonlarinda bozulméya ve iyon transferinde aksakliklara neden
olurken, ayrica e iyonu ile reaksiyona girip proteolizis olusturur (Giles ve ark 2003).
DNA’da ise; sakkarit halkalarinda kopmalar sonucu mutasyonlar, bazlardaki
modifikasyonlara bagh translasyon hatalari, zincir - kirilmalan ’_.i]e proteosentezde
inhibisyonlara neden olur. ﬁﬁylcce hiicre 61iime gidIer (Gutteridge ve Halliwell 1994, Jain
1999a, Evans ve ark 2003, Giles ve ark 2003, Patockova ve ark 2003).

Serbest radikaller; viicutta ayrica yangi, bagisikhik sistemine ait hastaliklar,
yaslanma, norolojik hastaliklar, ateroskleroz, hipertémsiybn, iskemik hasar, karsinojenezis,
mutajenezis, infeksiydz hastaliklar, karaciger hastaliklari, akciger hastaliklari, goz
hastaliklari ve iirolojik hastaliklar gibi hastaliklara da neden olabilir (Kaneko ve ark 1980,

Zima ve ark 1995). '
4.2.1. ANTIOKSIDANLAR ;
Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal ‘(;lusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmiglardir (Powell 2000). Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hicre digi
olarak ikiye ayrihr.
Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT ve GPx’tir
“(Sekil 4.4). Enzimatik qlmayan hiicre i¢i antioksidanlar, GSH, membranlara baglanabilen

a- tokoferol ve B karoten, askorbat, transferin, seruloplazmin ve bilirubindir (Brzezinska -

Slebodzinska 2001, Kogyigit ve ark 2002, Woods ve ark 2002, Kleczkowski ve ark 2003).



Hiicre dist savunma sistemi ise; metallotionin gibi serbest radikal yokedicileri ve
T

Zn gibi iz elementlerden olusur (Armstrong 1998).

Antioksidan enzimlerden en onemlisi olan' SOD, hepatositlerin, eritrositlerin ve

beyin hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararl bir yaptya sahiptir. Oy i

H,0,’ye doniistiiren reaksiyonu katalizler (Armstrong 1998, Mclntryre ve ark 1999).

SOD

|

L4 205 + 2H+__._.'—___> H,0, + 0O, (pH 4|5-95)
CAT enzimi ise, hepatositlerin mitokondrisinde ve éritrositlerin sitoplazmasinda
bulunurken, diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir (Armstrong 1998) ve H,0O,’i su ve

oksijene ¢evirerek etkisiz hale getirir (Drapper 1990a, Chan ve ark 1999, MclIntyre ve ark
1999).

CAT
e 2 H;0, -———l——b 2H,0+20,;

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olanidir. Hiiore igi hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sommludur.(ArmStrong 1998). H,0,’i suya cevirerek methemoglébin
olusumunu engeller (Kalaycioglu ve ark 1998) ve membran lipidlerini peroksit anyonuna
kars: koruyarak hiicre membtranimin biitiinliigiinii korur. E vitamini ile sinerjik etkilegimi
soz konusudur. GPx, ayrica biiylime, gelisme ve ﬁreme icin gerekli bir iz element olan
selenyumu yapisinda bulundurur. Selenyum eksikliginin, bu enzimin aktivitesini azalttig
bilinmektedir (Brigelius — Flohe 1999, Karagiil ve‘ark 2000).

GSH ise Onemli bir intraseliiler antioksidandir. Okside edilmis sekli, serbest
radikallerinin inhibisyonunda (Boehme ve ark 1992), indirgenmis siilfidril gruplarinin

stabilizasyonunda ve tokoferol ile askorbatin rejenerasyonunda gorevlidir (Armstrong

1998). Ayrica GPx’in kofaktorii olarak da gorev yapar (Boehme've ark 1992).
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e 2GSH + H;0, — GSSG + 2 H,0

Hemoglobin katabolizma iiriinli ve safra pigmenti olan bilirubin hiicre dig1 savunma
elemamidir. Diisiik yogunluklarda peroksil gruplarinin uzaklagtirilmas: ve singlet oksijen

grubunun vikimlanmasinda etkili bilinmektedir (Yarsan 1998, Basu 1999).

HQ+1/2 0,

Katalaz /
SOD /'+Fe2,*

0,° > . . }'+.Fe3++ OH™
Fenton o ,

reaksiyonu

NADPH + H* 2 GSH-

GPx

NADP* GSSG

Sekil 4.4, Enzim Savunma Mekanizmasi (Amstrong 1998)

Spesifik metal-baglayici proteinler, H;O, ve. OH’ olugumunda etkili olan metalleri
baglayarak serbest radikal olusumunu dnlerler (Chan ve ark 1999). Bunlara 6rnek verecek
olursak; transferrin plazmadaki serbest Fe’i baglayarak (Guyton ve Hall 2001), ferroksidaz
aktivitesi olan seruloplazmin ise, iki degerlikli Fe iyonlarin1 daha az reaktif olan ug
degerlikli Fe iyonlarina doniistlirerek (Brezinska- Slebodzinska 2001, Noyan 2003) serbest
radikal dltlsumunu dolayisiyla lipid peroksidasyonunu Onler. Albumin ise, antioksidan
etkisini yapisindaki siilfidril g‘rubu aracthfgiyla Cu iyonlanni sikica baglayip, OH’

olusumunu engelleyerek yapar (Neuzil ve Stocker 1994, Brezinska- Slebodzinska 2001).
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4.3. CINKO

Cini(o, biyolojik sistemlerde sadece +2 degerlikli olarak bulunur (Milne 1999) ve
hiicresel proteinlere baglanir. Zn’nin amino asit zincirlerindeki elektronlara kars1 yitksek
affinitesi vardir. Ozellikle, sistein ve histidin gibi aminoasitlerin yapisina’ giren siilfiir ve
azot atomlarna baglanarak, proteinlerin tetramer yapilarini ve fonksiyonlarini olugturmak
i¢in polipeptidlerin arasina ve gapraz baglanti bdlgelerinin igerisine girer (Shankar ve

Prasad 1998, Tang ve Shay.2001).

— 'RIBOZOM .. «— tRNA

o »éooﬂ. 3
nitkleotit 1

PRE-PROINSULIN 11.5 kDa

an-\- i
MIKROKRISTALLERi

PRO-INSULIN 9kDa

C PEPTIT

Sekil 4.5, insiilin Biyosentezi ve Zn’nin Insiilin Yapisina Katilmas1 (Anonim 2 2005).

Cinko, insulinin fonksiyonlarinda ve glikoz metabolizmasinda yer alan Onemli
bilesenlercden biridir. Oncelikle insiilin molektiliinde, kismi olarak da insiilin sentezinde
(Sekil 4.5), proinsiilin ve insiilinin graniillerdeki depo formu olan hekzamerlerin

stabilizasyonunda ve insiilin sekresyonunda gérev alir (Brandao-Neto ve.ark 2003).
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Aynca Zn, DNA polimeraz, DNA bagimli RNA polimeraz ve aminoagil tRNA
sentetaz gibi replikasyondan ve transkripsiyondan sorumlu olan enzimlerin aktivitesinde de
etkilidir (Shankar ve Prasad 1998, Tang ve Shay 2001).

Zn; birgok metalloenzimin (Milne 1999), yapisal proteinin ve transkripsiyon
faktoriiniin bilesenidir. Ayﬁca hiicre farklilagmasi, [nérotransmisyon, hormon salinimi ve
DNA sentezini igeren fizyolojik stireglerde yer alir (O’Dell 2000, Tang ve ark 2001,
Trindade 2()05). Yapisina katildigs eﬁzimlerin aktivas&on‘una bagli olarak protein,
karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda gerekli temel bir elementtir. Bunun yani sira
immunite, biiytime, tireme ve periferal sinir fonksiyonlart agisindan da énemlidir (Aragno
" ve ark 1999, Bediz ve ark 2003, Griingreiff ve Reinhold 2005, Trindadé 2005).

Bu nedenle Zn eksikliginin, gelisme geriligi, istahsizlik, deri lezyonlarn, tat kaybs,
yaralarda iyilesmenin gecikmesi, hipogonadizm, seksiiel matufasyOnun gecikmesi ve
bagisikliktaki problemlerle iligkili oldugu bildirilmektedir (Whittaker 1998).

4.4. DIiYABET, OKSIDATIF STRES VE CINKO

Diyabette meydana gelen oksidatif stresi baslatan, hiicre i¢i ve dist glikoz
konsantrasyonunun artmasidir. Hayvanlarda olusturulan deneysel diyabette ve diyabet
hastalarinda. oksidatif stres olusturan birgok mekanizmadan sz edilmektedir. Bunlar
icinde; glikozun otooksidasyonu, protein glikolizasyonu ve gelismis glikolizasyon son
{irlinlerinin oluSumu bulunmaktadlr (West 2000, Ar}derson ve ark 2001, Gumieniqzek ve
ark 2002, Maritim ve ark 2003).

Glikoz otooksidasyonp, tastyict metallerin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda
glikozun kismen radikal olan anyonlari olusturmasi ile meydana gelir. Bu radikaller, daha
sonra Oy’i indirgeyerek O anyonunu meydana getirirler. Bu da diger ROT’lerin

olusumunu tetikler (Bonnefont- Rousselot ve ark 2000, Robertson ve ark 2001).
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Proteinlerin glikolizasyonu, glikozun proteinlerin amino grubuna baglanmasiyla
baglar. Bunun ardindan bir seri kimyasal modifikasygn gecirerek, daha'kararl1 bir yap1 olan
protein-glikoz kompleksine dontisiir. Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda olusan
glikolize proteinler ise, Cu ve Fe varllg;nda, Oz’ye elektron vererek ROT’larin olusmasina
neden olurlar (Bo;mefont—Rousselot ve ark '2000, Robertson ve ark 2001).

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

Diyabette, serbest radikallerin fazlaca yiikselisi ve buna bagh olarak antioksidan
savunma sisteminin azalmasi, yalmizca hiicresel organellerin ve enzimlerin hasarina degil,
lipid peroksidasyonunun artmaéma ve insiilin reseptorlerinin insuline kargi duyarliliklarinin
azalmasina nedfan olmaktadir (Maritim ve ark 2003).

B hiicrelerinin, ROT’lara karsi duyarli olmalarinin nedeni, SOD, GPx ve CAT gibi
onemli antioksidan enzimler bakimindan yetersiz olmalandir. ROT lar nedeniyle artan
lipid pero'ksidasyonvu, Langerhans ada hﬁ;:relerindeki glikozun okéidasyonunu artirir,
insiilin salinimimi ve instilin. mRNA’sinin transkripsiyon faktoriine baglanmasimi inhibe
eder (Evans ve ark 2003).

Oksidatif stres; tip I dfyabette, sitokinlerin tetikledigi oksidasyon ajanlar ve kismen
serbest radikaller tarafindan olusturulan P hiicrelerindeki hasarin, tip II diyabette ise,
insiilin Uretiminin, fonksiyonlarinin ve salintminin bozulmasinin nedenidir. Bu durum
kemirgenlerde"alloksan veya streptotozin kullamlarak olusturulan deneysel diyabette daha

iyi agiklannustir. Alloksanin, ROT larin son yoriingelerindeki paylasilmamis elektronu
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indirgeyerck oksidatif stres o]usturdugu ve buna bagh olarél; 3 hiicrelerinin
yikimlanmasina neden oldugunu bildirilmistir (Chausmer 1998, West 2000).

Son caligmalardaki bulgular; diyabetle beraﬁer artan ROT iiretiminin, antioksidan
savunma sistemini azaltarak, enzim sistemlerinde degisikliklere neden oldugunu, buna
bagl olaruk da endoteliyal, vaskiiler ve norovaskiiler disfonksiyonlar meydana getirdigini

actkca gostermektedir (Aragno ve ark 1999, Ramanathan ve ark 1999, Gumieniczek ve ark

2002).

Sekil 4.6, Cinko - Insulin Hekzamer Yapisi (Blundellz1995)

Cinko ve insiilin arasinda biyokimyasal bir bag oldugu bilinmektedir. Zn’nin,
insiilin molckiiliiniin hekzamer yapisina katilmast (Sekil 4.6) ve insiilin sentezinde gﬁrex}
almast, lﬁicreyi insitlinle beraber terk etmesine neden olur. Hiicre insiilini tekrar
tiretebilirken. Zn’nin miktart hiicrede artmaz. Bunun nedeni, Zn’nin geri emiliminin
azalmasi ve idrarla fazla miktarda atjlmasidir. Zn’nin geri doniisiimsiiz olarak kaybi, bir
stire sonra instilinin aktivitesinin azalmasina ve bunun sonucunda diyabet gelisimine ve
komplikasyonlarina neden olur (Chausmer 1998, DiSilvestro 2000, Brandao-Neto ve ark
2003). ‘ |

Cinko, proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak ya da lipidlerdeki, proteinlerdeki

ve DNA’duki Fe ve Cu baglanma bolgelerini isgal ederek, ROT’lerin olugmasini ve hiicre
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bilesenlerini okside etmelerini engellemektedir (Zago ve Oteiza 2001). Zn, oksidasyon ve
indirgenme tepkimelerine dogrudan katalizdr olarak katilmaz sadece enzimin yapisal
biitiinliigtiniin  korunmasindan sorumludur (Yarsan 1998, Singh ve ark 1999). Ancak
antioksidan enzimlerden SOD’un ve CAT’in yapisina katilarak, serbest radikal zincir
reaksiyonunu inhibe eder (Pacifici ve Davies 1991, Ophir ve Chevion 1992, Powell 2000).
Bu fonksiyonlar1 sonucu membranlarin oksidatif hasara karsi daﬁa dayanikli olmalarim
saglar (Armstrong, 1998, Hennig ve ark 1999, Powell 2000).

Diyabetik hastalarda yapilan bazi gal'lsmalarda, Zn eksikliginin giderilmesinin, lipid
peroksidasyonunu azalttifimi  ve glikoz homeostazisini diizelttigi  bildirilmektedir
(DiSilvestro 2000, Anderson ve ark 2001, Roussel ve ark 2003).

Yapilan bu tez projesinde; alloksanin intravensz uygulanmasi (80-90 mg kg™ ile
diyabet olusturulan tavsanlarin igme sularina ilave edilen ZnSO4’1n (150 mg L") oksidatif

strese olan ctkisinin, lipid peroksidasyonunu ve antioksidan enzim diizeylerinin dlgtimii ile

incelenme=-i amaglanmisgtr.,
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. MATERYAL ‘ ‘

{

5.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

‘Potasyum Ferrosiyaniir (CqFeK4Ng.3H;0), Potasyum Siyantir (KCN), Sodyum
Kloriir (NaCl), Di Sodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO,.2H,0), Potasyum Hidrojen Fosfat
(KHPO4), %30’luk Hidrojen Peroksit (H,O0,), Sodyum Azide (NaNj), Xylene
(CsH4(CHy),), Triklor Asetik Asit (CCI3COOH), 2-Thiobarbutirik Asit (C4HaN,0,S),
%96’ ik Etanol, Glutatyon (reduced) (C;gH;7N3O¢S), Di Potasyum EDTA
(C1oH12K5N,06.H,0), Cinko Stilfat Heptahidrat (ZnS0O4.7H,0), Al}oksan Monohidrat
(C4H2N,04.H,0), 2,2°- Dinitro-5,5-Dithio-Bis-Dibenzoik asit (C14H3gN;05S5) , Glasiyal
Metafosforik Asit, p-Fenilen Diamin Substrat (C¢HgN3), Sodyum Hidroksit (NaOH),
Potasyum Kloriir (KCI), Glasiyel Asetik Asit, Sodyum Asetat, Sodyum Bikarbonat
(NaHCO), Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,ZPO‘;), Disodyum Fosfat Dihidrat
(NayPO4 2H,0), Nitrik Asit (HNO3).
'5.1.2. Kullamilan Cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre (Schimadzu UV-1208), ICP-AES (Liberty Series- II;
Varian, USA), Soguiuculu Santriftij (Hettich Universal 32 R), Mikro Santrifiij (Heraeus
Biofuge pfco), Hematokrit ‘Santrifiij (Hettich Haema%okrit 24), Seker Olgilim Cihazi (Roche
-Accu-Check go), Distile Su Cihazi (Niive NS 108), Kurutma Dolabi (Niive KD 200), Su
Banyosu (Grand Fel5), Hassas Terazi (d=0,1mg, Precisa 125 A), Buzdolabr (Argelik 5006
NF), Vortex (Vespa Scientifica), Kaba tarti (AD-10 CAS Elektronik), Isiticili Manyetik
Kangtirict.

5.1.3. Hayvan Materyali

Bu caligmada yaklasik 2.5 kg agichginda, bir yaginda, 45 adet erkek Yeni Zelanda

tavsant kullanildi. Tavsanlara denemeye alinmadan tnce antibiyotik ve antiparaziter, ilag
: i
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uygulamalart yapildi. Tavsanlar bireysel olarak galvanize paslanmaz sagtan yapilmis
kafeslere konuldu. Bulunduklart oda, merkezi hayalandlrma ile havalandirilirken, oda
1s1sinin optimum 15- 20°C olmasi saglandi. Hayvanlar, her grupta 15 tavsan olacak sekilde
kontrol, diyabet, diyabet + Zn olmak lizere rastgele 3 gruba aynldi. Tiim tavsanlar tavsan
yemi ile ad-libitum olarak beslendi. Tavsanlara igme suyu olarak gesme suyu, verildi.
5.1.3.1. Diyabet Olusturulmasi ve Cinko Uygulamasi

Tavsanlar, 35 mg .kg'l xylazil ve S0 mg kg ketaminin kas i¢i uygulanmas: ile
anesteziye alindi. Anestezi edilmis tavsanlara kulak venasindan 80-90 mg kg atloksan
monohidrat diyabet olugturulmak iizere enjekte edildi. Alioksan enjeksiyonunun ardindan,
hipoglisemiyi onlemek i¢in 10 ml % 10’luk glikoz intraven®z olarak ve’zx;ildiklen sonra igme
sularina 24 saat boyunca % 5’lik glikoz eklendi (Miranda 2002). Diyabetin olugmaya
basladig: ilk haftada, birkag tavsani bireysel duyarhihk sonucu hiperglisemi ve ketozise
bagli komplikasyonlanin diizeltilememesi nedeniyle kaybederken, bazi tavsanlardaki bu
komplikasyonlar sivi tedavisi uygulanarak diizeltildi ve kan glikoz diizeyi normal diyabet
sinirma getirildi. Bu sivi_tedavisi uygulamasinda; bir saatte 50 ml olacak sekilde 10
dakikada bir 5 mt % 0.9’luk serum fizyolojik, bunun ardindan agir1 kloriir yliklememek
icin serum fizyolojik yerine 15 dakika araliklarla 3 saat boyunca 7.5 ml laktatli ringer
sollisyonu enjekte edildi (Efe 1992). Ancak bir tavsan diginda laktatli ringer uygulama
agamasina gegilmeden, diyabet normal sinirina getirildi. Bir haftanin sonunda aclik kan
glikoz degeri 11 mmol L' tizerinde olanlar diyabetli kabul edildi ve stabilizasyon igin bir
hafta beklendi. Uygulama esnasinda kaybedilen tavsanlar nedeniyle, n sayisimin esit
olmasml saglamak icin, gruplardaki tavsan sayisi 10 olacak sekilde ayarlandiktan sonra, 3
aylik deneme siiresi baslatildi. Diyabet + Zn grubundaki tavsanlarin i(;'me sularina deneme

siiresi boyunca giinde 150 mg ¢inko L olacak sekilde ZnSOy eklendi.
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5.1.3.2. Orneklerin Toplanmasi

Deneme sonunda bir gece Oncesi ag brrakilan tavsanlarin kulak venasindan alinan
10 ml kan; GPx, SOD analizleri i¢in heparinli, CAT, seruloplazmin ve MDA o6lglimleri igin
EDTA’ll, GSH igin Na- sitrat’li, Fe, Zn ve Cu analizleri igin antikoagulansiz tiiplere
aynldi. Seruloplazmin ve~ MDA o&l¢timleri igin plazma kullanildi. GPx, SOD, CAT
enzimleri ise eritrosit hemolizatinda olgtildii. Antikoagulansiz kanlardan Fe, Zn ve Cu
analizleri i¢in serumlar aynildi. Ayrica yem, normal igme suyu ve Zn katilmig igme

suyundan, Fe ve Zn analizleri i¢in numuneler alindi.
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5.2. METOT
5.2.1. Plazma MDA Analizi ‘
5.2.1.1. Kullanilan Cozeltiler
e %10’luk Triklor Asetik Asit (TCA): 10 g TCA tartilarak 100 ml’lik balon jojeye
alinds ve 100 ml distile su i¢inde g(’jzd[iriildti.'
e % 0.675’lik Thiobarbutirik Asit (TEA): 0.675 g TBA tartilarak 100 mI’lik balon
jojeye konuldu ve 100 mi distile su igerisinde ¢ozdiriildii.
5.2.1.2. Testin Prensibi
MDA, aerobik sartlarda TBA ile 90°C’de inkiibasyonu sopucu pembe renkli
kompleks o]ustu1'111'. Bu ko.mpleksin absorbansi spek}rofotometrede 532 nm dalga boyunda
okunur. Analizler ve analize ait hesaplamalar, Draper and Hadley 1990 ve Hommouda ve
ark 1995’ ya gore yapildi.
5.2.1.3. Testin Yapilis1
Her deney tiipline 2.5 ml % 10’luk TCA {izerine de 0.5 ml plazma konuldu.
Vorteksle karistirildiktan sonra, tiiptin agzi ‘kapatlhp 90°C’ deki su banyosunda 15 dakika
bekletildi (Tablo 5.2.1.1).
Su banyosundan alinan tiipler, buz igerisinde 15 dakika bekletildikten sonra, oda
sicakligina gelmesi saglan;ll. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant elde
edildi.

Tablo 5.2.1.1. Plazmada MDA Analizinin Yapihsgt.

Kor Ornek

% 10’luk TCA 2.5 mi 2.5 ml
Plazma - 0.5ml

Distile su 0.5 ml
90°C su banyosunda 15 dakika bekletildi.
15 dakika buz icerisinde bekletildi.
Siipernatant 2 ml 2 ml
% 0.675’lik TBA 1 ml | ml

90°C su banyosunda 15 dakika bekletildi.

15 dakika buz icerisinde bekletildi.
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2 ml siipernatant alinarak baska tiipe aktarildi ve tizerine % 0.675’lik TBA’dan 1 mi
ilave edilerek, 90°C’deki su banyosunda (5 dakika bekletildi. Ornekler tekrar buz dolu kap
icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra, oda sicakligina gelmesinin ardindan
spektrofotometrede 532 nm’de kor tiipiine kargt absorbanslar okundu.

Kor tiipt hazirlanirken, deney baslangtcindaki plazma yerine 0.5 ml distile su alimip
diger islemlerin aynisi uyguland.
5.2.1.4. Testin Hesaplamﬁasn

MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki ekstinksiyon katsayisindan (n = 1.56*10°
cm™ M) yararlanilarak nmol/ml cinsinden MDA degerleri hesaplandi.
Ornek absorbansi = axbxc
a = ekstinksiyon katsayist (1.56*10° cm” M) bu sabit bix; degerdir.
b = 1 cm 151k yolu spektrofotometrik analiz igin kullandigimiz kiivetin 1s1k yolunun 1 cm
olmas1 gerekir.
¢ =0rnek konsantrasyonu
Matematiksel iglemden asaé1d21ki denklemi buluruz:
Konsantrasyon = Absorbans / 1.56*10° cm™* M x 1 cm
Daha sonra analize ait dilusyon fukt(’irii ile yukandaki denklem carpildi.
Konsantrasyon = Absorbans / 1.56%10% cm™ M x 1 ¢cm x dilusyon faktorii
Bu analizdeki dilusyon faktortimiiz: 9'dur. Soyleki; 1. dilusyon: (2.5 +0.5)/ 0.5=6
2. dilusyon: 2 +1)/2=1.5
Toplam: 6x 1.5=9
Dilusyon faktoril, analizde kullanilan reaktiflerin ve{: omegin ilave edilen ml degerlerine
gore hesaplanir.

Elde edilen degeri nmol / ml’ye doniistiiriirsek

Konsanlrasyon (mol/l) = [Absorbans / 1.56*10° cm"_l M'1x9
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¢ Konsentrasyon (nmol/ml} = Absorbans x 57.69 em™ M
¢ Plazma MDA snalizinde standart kullanstmads,
5.2.2. Hb ve CAT Anslizleri igin Eritrosit Hemelizatimn Hamrilanmeass
5.2.2.1. Kellanglan CEzeltiler
¢ PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Ctzeltisi): 8.06 g Nall (138mM), 0201 g KCI (2.7
mhD), 1.15 g NgHPG, (8.1 mM) ve 8.2 g KHPC, (1.47mM) balen joje igerisinde bir

miktar bidistile su ile ¢8zdlirtildiikten sonra 1 litreye tamamland: ve pH's1 7.4%

ayarlands.

5.2.2.%. Hemolizatm Hamrlanmas:

Deneme ve kontrol gruplarindan EDTA igeren tiplere alman ken &mekleri, 3000
rpm’de 15 dakika sentrifly edildi. Ustteki plazma ependorflara almdiktan sonra Ikosit
tabekas: otornatik pipetle uzaklagtinlds, Thipin dibine ¢Skmily olan eritrositler bagka bir
tipe aktartldiktan sonre, pastSr pipetl yardumyle PBS ile dig kez yikands. Her defasinda
3000 rpm’de S’er dakika santrifly edildi. Son yikems ve santriffii sonres: dipte bulunan
eritrositlerden, 0.4 m! alimp ependorf tiplere aktanidi, Uzerlerine aym: miktar PBS ilave
edilerek analiz zamanma kadar — 20°C’de derin dondurucuda saklandr (Winterbourn ve ark
1975).

5.2.3. Ferrosiyanomethemoglcbin Metodu ile Hb Tayini

Eritrositler analiz 8ncesi 3.2 ml buz sofuklugunda (0°C) deiyonize su konularak
hemoliz edﬂdz
5.2.3.1 Kullamlan Cizeltiler

Drapkin Cozeltisi: 0.198 g KsFe(CN), 0.052 g KCN, 1 g NaHCO ayr: ayr: hasses
terazide tartildiktan somra 1 litrelik balen joje igine konuldu. Bir milktar distile su ile

¢Ozdtrildikten sonra 1 litreye tamamlands,
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o



5.2.3.2. Testin Prensibi
Hemoglobindeki F(_3+2, ferrisiyaniir ile Fe*>’e okside edilir ve potasyum siyaniir
eklenmesiyle stabil siyanmethemoglobine. doniigiir. Siyanmethemoglobinin 540 nm’de

Olclilen absorbansi hemoglobin ile dogru orantilidir (Fairbanks ve Klee 1999).

5.2.3.3. Testin Yapihisi

Ornek tiiptine 5 ml Drapkin ¢ozeltisi konuldu. Uzerine 20 pl hemolizat eklenip
iyice karistirildi. 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra Drapkin ¢ozeltisi kor olarak
kullanilarak spektrofotometrede 540 nm’de okundu.
5.2.3.4. Testin Hesaplanmasi

Hb Konsantrasyonu (g Hb/100 ml kan) = A (Okunan Absorbans Degeri) x
36.8 (Sabit Katsay1)

5.2.4. CAT Aktivitesinin Olciimii

5.2.4.1. Kullanilan Cozeltiler

e Fosfat Tamponu (pH 7.0): 3.522 g KH,POy, 7.268 g Na,PO,4 2H,0 tartildi. 1 litrelik
balon jojede bir miktar distile su ile ¢dzdurtildikten sonra 1 litreye tamamlandi.
e Fosfat Tamponda H,0; ¢ozeltisi: % 30’luk H,O, ¢ozeltisinden 0.16 ml] alinarak 100
ml fosfat tampon igerisinde seyreltildi.
5.2.4.2. Testin Prensibi
H,0,, 11k spektrumunun ultraviyole dalga boyunun azalmasiyla, artan bir
absorbans verir. Uygun bir tampon iginde bulunan H;O;’nin numunede bulunan‘ CAT
enziminin etkisiyle ytkilmast sonucu, 240 nm’de olgiilen absorbansta azalma goriliir.
Absorbansta gozlenen azalma hizi CAT enzim aktivitesi ile dogru orantihidir.
Bu kansimin 240 nm ‘deki absorbansi 0.5 olmalidir. Absorbans bu degerden
dﬁéukse kiigiik miktarlarda HO, ilave edilerek absorbansin 0.5 olmasi saglanir (Aebi

1984).
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5.2.4.3. ‘Testin Yapilisi

Kor icin kullanilan quartz kiivete 2.95 ml fosfat tampon tizerine 50 ul 1/9 oraninda
sulandirilmis olan eritrosit hemolizati konuldu (Tablc; 5.2.4.1).

Ornek igin kullanilan quartz kiivete ise 2.95 ml fosfat tampon igerisinde hazirlanms
H,0, ¢tzeltisi konuldu ve 50 ul hemolizat eklendi.

Kiivetler alt iist edilerek karigmasi saglandi ve spektrofotometreye yerlestirildi.

Spektrofotometre, kor deney olarak kabul edilen kiivete gore sifirlandi.-

f

Tablo 5.2.4.1. Eritrosit Hemolizatmda CAT Analizinin Yapilist

Kor Ornek
Foslat tampon 2.95 ml . -
Eritrosit Hemolizati - 50 pl
1/9 oraninda sulandirilmis hemolizat 50 ul -
Fosfat Tampon ile hazirlanmis H,0, - 2.95 ml

Ik okuma 240 nm’de yapildi. Ikinci okuma 15 sn sonra yapilarak birincisi Aj,
ikincisi A, olarak kaydedildi.
5.2.4.4. Testin Hesaplanmasi

Bu sekilde ¢aligma-sonunda belirlenen siire igerisinde absorba:nstaki azalma tespit
edildi ve asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplandi.

k: 2,3/ Atx log A/ A, sn’!
e Sonuglar: k/ g-Hb olarak verildi.

5.2.5. Superoksit Dismutaz (SOD) Analizi

SOD analizi, Suttle (1986) metoduna dayal ticari kit (Randox- Ransod SD125)

kullanilarak yapildi.
5.2.5.1. SOD Analizi i¢in Eritrosit Hemolizatinin Hazirlanmasi
Heparinli tiiplere toplanan tiim kanin 0.5 ml’si ependorf tiiplere alinarak 3000

rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Santrifiij sonras: Ustte kalan plazma alindi. Ardindan
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eritrosit % 0.9’luk NaCl soliisyonu ile 4 defa yikandi. Her yikama sonrasi 3000 rpm’de
10’ar dakika santrifij edildi.

Yikanan eritrositler soguk bidistile su ile 2 ml’ye tamamlandi. Vorteksle iyice
kanistinldiktan sonra + 4°C‘de 15 dakika bekletildi. Olusan lizat 0.01 mol L' fosfat
tampon (pH 7.0) ile son dilusyon faktorii 200 olacak sekilde sulandinld
5.2.5.2. Standartlarin Hazirlanmasi

Stok standart sisesine 10 ml] bidisti]e su eklenip iyice karigtirildi. Stok standart ve
fosfat tampon kullanilarak Tablo 5.2.5.1°de verilenlsekilde degisik konsantrasyonlarda 4
farkli standart daha hazirlandi. Standartlar ve orneklerin OSlglimii sirasinda kor olarak
sadece fosfat tampondan olusan S1 kullanildi. Kullanilan ticari kitin stok standartin
konsantrasyonundan yararlanilarak (4.60 U ml™), slgtimler yapildiktan sonra standart egri
hazirlands.

Tablo 5.2.5.1. Eritrosit Hemdlizatmdaki SOD Analizinin Standartlarinin Hazirlanisi

Hazirlanan Standartlar Standart Soliisyonun Hacmi | Fosfat tampon (pH 7.0)
S6 Stok standart -
S5 , 5 ml S6 5 ml
S4 S5mlS5 . 5 ml
S3 5 ml S4 : ~ 5ml
S2 3 ml S3 6 ml

5.2.5.3. Kullanilan Cozeltiler
. Mixed Substrat: Ksantin ve 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium

klorit (LN.T) iceren mixed substrat sisesine ayni kitin 6zel tamponundan 20 ml

konularak iyice karistirildi.

o Ksantin Oksidaz: Kit icerisindeki ksantin oksidaz sisesine 10 ml bidistile su

eklenerek iyice karigtiridi.
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e Fosfat Tampon (pH 7.0): 8.06 g NaCl, 0.201 g KCl, 12.636 g Na,HPO,4.2H,0, O.Qg
KH,PO, tartilarak -1 litrelik balon jojeye konuldu ve bir miktar distile su ile
¢ozduriildiikten sonra 1 litreye tamamlandi.

5.2.5.4. Testin Prensibi

Ksantin ve ksantin oksidaz enzimini kullanarak superoksit radikalinin olusturularak
LN.T. ile‘reaksiyona girmesi saglanir. Bunun sonucunda kirmizi formazon olusur. SOD
aktivitesi bu reaksiyondaki inhibisyona gore hesaplanir.
5.2.5.5. Testin Yapilig:

50 pl sulandinlmig Ornek alinarak {izerine 1.7 ml mixed substrat eklendi ve
vorteksle karistirildi (Tablo 5.2.5.2). Ardindan 0.25 ml ksantin oklsidaz eklenip hafifce
kanigtirildi. 37°C’lik su banyosuna konulduktan 30 saniye sonra spektrofotometrede 505
nm’de ilk okuma (A;) yapildi. Kiivetler alinarak su banyosuna tekrar konuldu ve 2.5
dakika sonra ikinci okumalar (A;) yapildi.

Tablo 5.2.5.2. Eritrosit Hemolizatindaki SOD Analizinin Yapilis.

Kor " Ornek Standartlar (52-S6)
Dilue Edilmis Eritrosit - 50 ul -
Hemolizati
Standart - 50 pl

Fosfat tampon 50 ul -

Mixed substrat 1.7 ml 1.7 ml ' 1.7 ml
) ' lyice karistilir

Ksantin Oksidaz | 0.25ml | - 0.25 ml | 0.25 ml

Kor (S)) kiivetine sulandirilmig drnek yerine 0.05 ml fosfat tampon konularak ayni
islemler uygulandi. Orneklerin abzorbansi hazirlanan standart egride yerine konularak
degerleri bulundu.

5.2.5.6. Testin Hesaplanmasi

Ax— Ai/ 3 = AAuk sandant veya ornek

100 - AAgqai/ AAsiax = % inhibisyon
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100 - AAgmek/ai/ AAsiax = % inhibisyon

Bulunan inhibisyon degerleri hazirlanan standart egride yerine konuldu. Bylunan
degerler tiim kandaki SOD U ml™' oranini bulmak igin diltisyon faktorii (200) ile garpildi.
5.2.6. Glutatyon Peroksidaz ( GPx) Analizi

GPx analizleri, Paglia ve Valentine (1967) metoduna dayali ticari kit (Randox-
Ransel 505) kullanilarak yaplld'l.

5.2.6.1. Kullanilan Cozeltiler

e Reagent: GSH ve glutatyon rediiktaz ve NADPH iceren reagent icerisine Kkitin,
fosfat tampon ve EDTA igeren 6zel tamponundan konularak hazirlandi.

e Cumene hidroperoksit: 10 pl’i 20 ml bidistile su icerisinde seyreltildi. Oldukc¢a zor
coziindiigi igin vorteksle karstirildi.

e Diliisyon c¢ozeltisi: Kitin 6zel diliisyon ¢ozeltisi icerisine 200 ml bidistile su
eklenerek hazirlandi.

5.2.6.2. Testin Prensibi

GPx, glutatyonun cumen hidroperoksit tarafindan oksidasyonunu katalizler.
Glutatyon rediiktazin yardimiyla indirgenmis GSH, NADPH’1, nikotinamid diniikleotid
fosfat’a (NADP) indirger. Bu reaksiyonun absorbansi 340 nm de olgiiliir.

5.2.6.3. Testin Yapihsi

Alnan heparinli tim kandan 50 ul alinip tizerine 2 ml dilisyon g¢tzeltisi konularak
sulandirtldi. Ardindan kiivetler Tablo 5.2.6.1°da gosterilen sekilde hazirland:.

Tablo 5.2.6.1 Eritrosit Hemolizatinda GPx Analizinin Yapthsi.

Kor Ornek
Reagent - 50 ul
Distile su 50ul ) -
Sulandirilmis 6rnek 2.5 ml 2.5 ml
. Iyice karistirihir
Cumene hidroperoksit | 0.10 ml 0.10 ml
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Ornekler, ilk okuma (A)) yaplllmcaya kadar 37°C lik su banyosuna konuldu.
Ornekler hazirlandiktan bir dakika sonra, 340 nm’de spektrofotometrede ilk okuma yapildi.
Daha sonra birer dakika arayla iki okuma (A2, A3) daha yapildz.
5.2.6.4. Testin Hesapianmasn
A3z~ At/ 3 = Mymeksdk |
A3~ Ay 3 = AAxowdk
U/l hemolizat = 8412 x AAgek ve blank

Koriin absorbansi drnekten ¢ikarilarak U/l hemolizat degeri bulundu. Bulunan bu
deger diliisyon faktorii (41) ile carpilarak tiim kandaki miktar tespit edildi.

5.2.7. GSH Analizi
5.2.7.1. GSH Standartlarimin Hazirlanmasi

100 mg glutatyon (reduced) 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek stok standart
hazirlandi (Tablo 5.2.7.1). A

Tablo 5.2.7.1. Tiim Kandaki GSH Analizinin Standartlarinin Hazirlanmasi

Standartlar S1 S2 S3 S4 S5 (stok)
Glutathione (reduced) - - - - 100 mg
Stok Standart 5 ml 10 ml 25 ml 50 ml -
Distile su 95 ml 90 ml 75 ml 50 ml 100 mi

5.2.7.2. Kullamlan Cozeltiler

. Preéipitasyon Soluisyonu: 1.67 g glasiyal meta fosforik asit, 0.2 g dipotasyum
EDTA ve 30 g NaCl tartilarak 100 mI’'lik balon joje igerisine aktanldi. Bir miktar
distile su ile iyice ¢ozdiiriildiikten sonra 100 ml’ye -tamamlandl.l

. Disodyunii Hidrojen Fosfat: 42.59 g Na,HPO, tartilarak 1 litrelik balon jojeye
konuldu. Uzerine bir miktar distile su eklenip ¢dzdiriildiikten sonra 1 litreye
tamamlandi.

e Sodyum Sitrat Soliisyonu: 1 g sodyum sitrat 100 ml’lik balon joje icine alinarak

once bir miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 100 ml’ye tamamland.
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e Dinitro-5,5’-dithio-bis-dibenzoik asit (DTNB) Soliisyonu: 40 mg DTNB tartilarak
100 m1’lik balon jojeye‘konulur tizerine bir miktar sodyum sitrat ¢ozeltisi eklenerek
¢oziinmesi saglandiktan sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100 ml’ye tamamlandi.
5.2.7.3. Testin Prensibi

Eritrositlerin tiim non-siilfidril gruplart indirgenmi$ GSH formundadir. DNTB
distilfid kromojen yapisindadir ve siilfidril bilesikler tarafindan indirgenerek sarn bi‘lesik
olusturur. Bu ipdirgenmis kromojenin 412 nm’d¢ okunan absorbansi GSH konsantrasyonu
ile dogru orantilidir (Fairbanks ve Klee 1999).
5.2.7.4. Testin Yapilisa

Ttm kandan 0.2 ml alinarak 10 ml’lik test tubﬁne konuldu ve lijzerine 1.8 ml distile
su ilave edilerek hemoliz ol"abi‘lmesi icin iyice i<ar1§t1r1]d1 (Tablo 5.2.7.2). Presipitasyon
soliisyonunun 3 ml’si hizlica eklenip karistirildi. 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra
kalin dereceli filtre kagitlarindan filtre edildi.

Tablo 5.2.7.2. Tiim Kanda GSH Analizinin Yapilig1.

Kor ) Ornek Standart (S1-S5)
Filtrat - © 2ml -
Standart (S1-S5) - 2 mli
Presipitasyon 1.2 ml - -
Soliisyonu '
Distile su . 0.8 mi L= -
Na,HPO, | 8 ml 8 ml 8 ml
DTNB 1 ml 1 ml , 1 ml

Kiivetler hazirlandiktan sonra, kapak ile kapatilarak karigmast igin 3 kere ters
cevrildi ve 4 dakika icerisinde spektrofotometrede 412 nm’de dl¢tim yapildi.

GSH standartlari, 8lgiim igin filtrasyon basamag: atlanarak hazirlandi. Bu degerler
standart efri cizilirken kullanildi ve orneklerin absorbanslari standart egride yerine

konularak degerleri bulundu. GSH konsantrasyonu (standart egri) = GSH mg dr!

Hematokrit degerleri mikrohematokrit yontemle olgiildii (Y1lmaz 1999).
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5.2.8. Plazxﬁa Seruloplazmin Analizi

5.2.8.1. Kullamlan Cozeltiler

e Asetat Tampon (0.43M, pH 5.6): 1.34 ml glasiyel asetik asit ve 26.49 g sodyum
asetat 1 litrelik balon jojeye alinarak bir miktar distile su ile ¢ozdiiriildiikten
sonra | litreye tamamlandi.

e p-Fenilen Diamin Substrat Cozeltisi (taze olarak hazirlanir): 144 mg fenilen
diamin substrat 100 ml asetat tamponunda ¢ozdiriildii. Cﬁzé:ltinin pH’ s15.6’ya
0.IN NaOH ile ayarlandi.

¢ Sodyum Azid Cozeitisi: 3 g sodyum azid 100 ml’lik balon jojeye alindi ve bir
miktar distile su ile ¢ozdiiriilditkten sonra 100 ml’ye tamamlandi

5.2.8.2. Testin Prensibi |

Optimum pH ve 1s1 kosullarinda asetat tamponundan hazirlanan p- fenilen diamin
diklorid (PPD) plazma ()‘mekleri ile irikiibg' edildiginde olusan renkli @iriiniin absorbansi
spektrofotometrede 546 nm’de okunur (Colombo ve Rictherich 1964).
5.2.8.3. Testin Yapihist ’

Alinan plazma 6rneklerinden herr;(;Iiz ve bulanmiklik gostermeyenler segilerek
seruloplazmin analizlerinde kullanildi.

Her ek icin bir ornek bir de kor tiip hazirland1. Tiim 8rnek ve kor tiiplerine taze
olarak hazirlanmis olan substrat c¢ozeltisinden 5’er ml konuldu (Tablo 5.2.8.1). Kor
tiiplerine 1’er ml sod);um azid ¢ozeltisi ilave edilerek tiipler iyice karistinldi.

Her plazma 6rneginden kendisine ai’t ornek ve kor tiiplerine 100’er ul eklendi ve
iyice kanstirilan tﬁi)ler kapaklari kapatilarak 37°C’deki su banyosunda 15 dakika

inkubasyona birakildi. |
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Tablo 5.2.8.1 Plazmada Seruloplazmin Analizinin Yapilis1.

Kor Ornek
Fenilen Diamin Substrat S ml 5ml
Plazma 100 ul 100 pul
Sodyum Azid 1 ml -
37°C su banyosunda 15 dakika inkiibasyon
Sodyum Azid | -] 1 ml

Inkubasyon sonunda Srnek tiiplerine sira ile 1’er ml sodyum azid ¢ozeltisi eklendi
ve tiipler iSlice karistinildi. Ornek ve kor tiiplerindeki karigimlarin absorbanslar sira ile
séektrofotometrede distile suya kars1 546 nm’de 6Igﬁldu.
5.2.8.4. Testin Hesaplanmasi

e Seruloplazmin (mg/dl) = 237 x (Testin Absorbansi — Koriin Absorbansi)
5.2'.9. Zn, Fe ve Cu Analizleri

Kullanilan tavlsan yeminin Zn ve Fe analizleri igin; alinan 15 g yem 6mnegi iyice
homojenize edildikten so}lra porselen kroze iger!isine konularak 90°C’de kurutuldu.
Kurutulan drnek, porselen kroze igerisinde kiil firinina konularak 4 saat 400°C’de yakildi.
Kl firmindan alinip Soguma31 beklendi. 0.5 g kiil tartilarak buytik bir balon jojeye
konuldu. 4 ml deiyonize su eklendikten sonra 2 ml konsantre HNO; igerisinde ¢ozdiiriildi.
Kuruyuncaya kadar buharlagmas: saglandiktan sonra 2 ml konsantre HNOs eklenerek ayni
islem bir daha uygunlandi. Bu islemin ardindan sisedeki kalintilarin tizerine 1 N HNO;
konuldu ve isitilarak ¢ozdiiriildii. Ardindan atomik absorbsiyon spektrofotometrede ol¢tim
yapildi (Murthy ve Rhea 1971).

Kan drneklerindeki .Zn, Fe ve Cu dl¢timleri i¢in 1 ml serum 6rnegi alinarak {izerine
4 ml IN HNO; ekiendi. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Bagka tlipe aktarilan
stipernatant kalin dereceli filtre kagid: ile suzulergk analize hazir hale getirildi (Lai ve
Jamieson 1993). Aym sekilde su 6rneklerine de, analiz oncesi pH diizeyini 2’nin altina

diistirebilmek igin % 50 oraninda IN HNOj; eklendi (Al-Salah ve Al-Doush 1998).
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Hazirlanan kémye su ornekleri, ICP- AES’de, Cu i¢in 324.754 nm, Zn jigin 213.856 nm, Fe
icin 259.837 nm dalga boyﬁnda Ol¢tim yapildi. |
5.2.10. istatistiksel.Metot o

Analizler sonunda elde edilen veriler, SPSS 9.05 (Statisﬁcal Package for Social
Sciences) prograrmi 'kullamlarak degerlendirildi. Olgillen parametreleriﬁ karsilastirilmast,
One-way ANOVA varyans *anélizi yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar - arasindaki

istatistiksel farklar Duncan testi kullanilarak belirlendi.
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& BULGULAR

Deneysel olarak diyabet clugturulen tevsanlarn, sularne ginlik olargk Zn Have
edilmesinin (150 mg L), antiocksidan sistern ve lipid percksidesyonu fzerine etkilerini
saptarmak igin yapilan denernede, tavsanlara ait deneme Sncesi ve sonras: beden afirhiklen
ile denmeme boyunca tikettikleri yern ve su milderlar Tablo 1'de verildi. Deneme stiresince
her giin Slctilen glikoz deferlerinin ortalamelar:, dememe sonunda bir gece Ogocesi ag
biralalzn tavsanlardan aliman kan Srneklerinin, hematokeit ve Hb degierleri ile anticksidan
s

Ictler MDA diizeyleri, tim kanda Slgiilen GSH ve serum Fe, Cu, Zn konsantrasyonlar: da

verildi.

uyuna Zan Havesinin

)
[y
Yowde
B
[§)
o

able 6.1, Deneysel Clarak Diyabet Olugturulan Tavganlarda

(150 mg L) Beden Afnrhyy, Yem ve Su Toketimine Btkisi (n = 10).

Kontrel | Diyabet Diyabet + Zn

Alloksan monohidrat (mgkg') - 20-90 80-90
feme Suyuna 7n Havesi (mgL™) - - 150
Beden Agirhifr (kg)

Deneme Baglangicy 320+£0.17% 330+0.18° 3.27+0.18°

Deneme Sonu 3.30+0.19° 3.11£0.13° 3.22+013%
Yem Titketimi (gd™)"* 111.80+£7.92* 173.86 £ 25.91° 159.50+25.52 *
Su Tiiketimi (mtd) ** 350.00 £ 30.80°  S86.90+£74.63% 55740+ 76.68"

3, Veriler ortalama -+ standart hata’yr glstermekiediz.

& b, Aym satindeld farkl: hasfler grupler arssimda istatistiksel olerak fark oldugune ifede etmekiedir (p<0.65).

* Aym: satwda grupler aresindak! istatistiksel farkin p<0.01 dézeyinde anleml: oldufumu gostermektedis. ,

#. Tiketilen yemde, geyme suyunde ve Zn ilavell gegme suyunda Zz mikian swestyle; 146 mg kg™, 0.744 mg L™ ve
149.752 mp L. clarek bulunds.

4
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Cinke verilen diyzbetli tavsanlerds istatistikse! olmasz da diyebetli gruple
kargilestmldiginds yem ve su tiketiminin azeldily, her iki diyebeth grubun saflikl:
tavsanlara gfre deha fezle yern ve su tikettigl tespit edildi (p<0.01, Tablo 1},

Aglk kan glikoz konsantrasyonlerimin ortelarnas: kontrol grubunds 5.61 = 0.19
mmol L7, diyabet grubunda 17.46 = 2.08 mmol L™, diyabet + 7n grubunda 16.25 £ 2.37
mmol L clarak bulundu, Diyabetli gruplesda Slgtlen aghk glikcz deferlerinin kontrol
grubu verilerine gfre yiksek oldugu gdzlendt (p<C.01, Tablo 2).

Hemetokrit degerleri gruplar arasinda farklibk gdstermezken, diyebetli grubun Hb
dfizeyinin difer gruplers gbre avaldif (p<0.03) saptend: (Teblo 2).

Table 6.2, Deneyse! Clarek Diyabet Olusturalan Tavsenlerda Iome Suyune Zn Havesirin

~

3

.

- i .. N » . - 2 . . .
(150 mg L), Baw Kan Parametreler! ile Anticksiden Envimler Uzerine Etkisi (n = 10)

bet + 7o

Kontrel | 'Diyabet | Diya n
Glikoz (mmol L) 5.61%0.19° 1746+ 2.08° 1625237
b (gL 135.27 £ 2.6¢° 108.59 + 5.26" 12449 £ 4.774°
Hematokrit (%) 4208 = 3.72° 4500+ 2.91° 4200+ 435
MDA (nmolml™) ~ 130+ 03¢ 277+ 0.6 1.69+ 036
GSH-Px (UgHb™) 323.80= 2877 735.83 * 14.20° 31332 % 16.53°
CAT (gHb™) 0.67 % 0.09° 0.20 = 0.05° 043 £ 0.07
SOD (U gHb™) 6838.00 = 563° 5486.00 = 412° 7171.00 = 278
GSH (umol g Hb™) 218 0.11° 156=0.18° 216+ 0.18
Seraloplazmin (mg L) 63.51 % 10.47 1866+ 1.75° 66.59+ 925
Zn (mgL™) 0.82+0.07° .54+ 0.03° 0.91 20,05
Fe (mgL™) 0.47 + 0.49° 0.50 £ 0.15° 0.47 £ 0.11°
Cu (mgL™) 022 = 0.08° 0.26 = 0.20° 0.22 = 0.05°

1, Veriler ortaleme + standart hate’y: gistermekiedir
a, b, Aym satrdeki farkh: harfler groplar avasmnda istatistikse! olarek fark oldufuau ifade etmeliedir (p<0.03).
¥ Aym satrda grovlar arasmdekd istetistikse] farkin p<C.61 dlizeyinde anlamls oldufeny glstermektedin

Tablo 2°de, hiicrelerdeki lpid percksidasyon diizeyi ile iligkili olan plazma MDA

analizleri incelendifinde, sadece diyabet grubuna ait deferlerin istatistiksel olarak artt:f:

L2
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Anﬁoksidan enzimlerden; GPx, CAT, SOD ve GSH’un diyabetli grupta anlaml bir
vsékild'e diger gruplardan délha diisiik oldugu tespif ehilirken (p<0.01), Zn verilen diyabetli
tavsanlarda bu degérleﬁn kontrol grubundaki verilerden farkli olmadigi sgptand1 (Tablo 2).
Seruloplazminin, diger gruplardaki verilerle karsilagtirnldiginda diyabet grubunda anlamh
bir sekilde azaldig: (p<0.01) tespit edildi (Tablo 2).

Serum Zn diizeyinin, diyabet grubunda diger gruplara gore azaldigi (p<0.01), Zn
verilen diyabetli tavsanlarda ise kontrol grubLmda Olctilen Zn diizeylerine benzer oldugu
(p>0.05) goriildii. Fe ve Cu’in serumdaki diizeyleri agisindan denemedeki gruplar arasinda

istatistiksel bir fark bulunamadi (Tablo 2).
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7. TARTISMA ve SONUC

Diyabette hiicrelerin ihtiya¢ duydugu glikozuh elde edilebilmesi i¢in meydana gelen
lipolizis ve glikoneojenez, viicut agirliginda azalmaya neden olmaktadir. Bu nedenle kilo
kaybr diyabette en sik rastlanilan bulgulardandir (Quinn 2002, Sindhu ve ark 2004). Bu
agidan bakildiginda; yaptigimiz ¢alismada kontrol grubundakilere gore sadece diyabet
grubunda gézlehenv beden agirhigindaki diistis (p%0.0S), tavsanlarin igme sularina Zn ilave
edilmesinin, kilo kaybini .azalttiglm gﬁster‘mektedilr. Rasyona Zn ilave etmenin, viicut
agirhigina olumlu katkr yapug: Bentley ve Grubb (1991) tarafindan da belirtitmektedir.
Ayrica diyabetli hayvanlarin sularma Zn ilavesinin, diyabet grubupa gore yem ve su
titketimini azaltmasi, kontrol grubuyla ara]armdaki.istatistiksel farki (p<0.01) kapatmaya
) yetmemigtir.

Alloksanin, yeterli’ antioksidan aktiviteye sahip olmayan ve bu nedenle oksidatif
strese daha duyarlt olan 3 hiicrelerine zarar vermesi sonucunda, insilin yetersizligi ve
hiperglisemi meydana gelmesine bagl olarak diyabet olugsmaktadir (West 2000, Meral ve
ark 2001). [statistiksel | olarak anlami olmasa da, Zn ilaveli grupta, glikoz
konsantrasyonunun diyabet grubuna gore daha diisiik bulunmasinin sebebi, Zn’nin,
insiilinin yapisina katilmast ve sentezinde gdrev almasi olabilir (Brandao- Neto ve ark
2003). Btuna | bagli olarak Zn ilavesinin,. glikoz homeostazisinde ve diyabet
ko'mplikaéyonlarmm iyilestiriimesinde 6nemli pay1 oldugu sdylenebilir (Chen ve ark 1998,
Tobia ve ark 1998, Anderson 2001, Brandao- Neto ve ark 2003).

Diyabetle beraber artan ROT’larin, dokulara ydnelik meydana getirecekleri
oksidatif hasarin en 6pemli sonuglarindan b'in’, hiicre membraniarindaki lipid
peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonunun lbe]irlenmesinde en sik kullamilan yol,

peroksidasyon olaymmin yan {iriinlerinden olan MDA’nmin TBA ile tepkimesinin

olctilmesidir (Nielsén ve ark 1997, Yarsan 1998, J ain 1999a, Devasena ve ark 2001). ’
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Caligmada; diyabetli gruptaki plazmada olgiilen MDA diizeyinin, kontrbl ve Zn
verilen diyabetli gruplardaki diizeylere gore artmis olmasi, hiperglisemi kaynakli glikoz
otooksidasyonunun  ve gfikolize proteinlerin  lipid peroksidasyonunu arttirdigin
gostermektedir (Kakkar ve.ark 1995, El-Missiry ve El-Gindy 2000, Anderson ve ark 2001,
Meral ve ark 2001, Sailaja ve ark 2003). Zn’nin diyabetli tavsanlardaki Ilipid
peroksidasyonunu azaltarak yapmis oldugu antioksidan etki, bu grupta olciilen MDA
diizeyleri ile, kontrol grubunda olgiilen veriler arasinda anlamli bir fark olmamasiyla
kendini gostermektedir. Tip [ diyabetik hastalarda; oral Zn uygulamasimn, lipid
peroksidasyonunu azalttigin bildiren bir ¢aligmadaki MDA verileri (Faure ve ark 1995),
bulgularimizi destekleyecek niteliktedir. Vessby ve ark (2002) ise yap;tlklal‘l bir ¢caligmada
kontrol ve diabetikl gruplardaki MDA diizeyleri arasinda bir fark bulamamiglardir.

SOD ve CAT’in antioksidan aktivitelerinin birbirleri ile denge halinde olmasi
gerektigi (Mclntyre ve ark 1999) ve GSH aktivitesinin de SOD miktariyla pozitif iliskili
oldugu (Aragno ve ark 1999) bildirilmektedir. Yapilan aragtirmada, GPx, SOD, GSH ve
CAT’in diyabetli tavsanlardaki diizeyleri, kontrol grubunda olciilen enzim diizeylerine
gore daha az bulunmustur. Bu antioksidan enzimlerin, diyabette azaldigim bildiren ve bu
nedenle ¢alismamizdaki verilerle paraie]lik gOsteren aragtirmalarda bulunmaktadir (Atalay
ve ark 1997, El-Missiry ve El Gindy 2000, Anderson ve ark 2001, Meral ve ark 2001,
Sindhu ve ark 2004). Bu azaligin, diyabette goriilen hipergliseminin neden oldugu
glikolizasyon sonucunda, antioksidan enzimierin in"aktif hale gelmesinden kaynaklandigi
ifade edilmektedir (Bonnefont-Rousselot ve ark 2000).

Bunun yani sira bazi arastiricilar (Strange ve ark 1992, Hannon- Fletcher ve ark
1999, Ruiz ve ark 1999), diyabetik hastalarda veya diyabet olusturulmus hayvanlarda
yaptiklart calismalarda, GPx dizeyinin azaldigimi ancak SOD ve CAT enzim

konsantrasyonlarinin degismedigini saptamlslardir.
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Callsmamlzda‘ Zn verilen diyabetli tavsanlardaki bu antioksidan enzimler ve
GSH’1n, saglikl tavsanlar.daki ‘dﬁzeyleri ile karsliastlnldlglnda, aralarinda anlamh bir
farkin olmamast, Zn’nin oksidatif stresi azaltmadaki yoniinii gostermektedir.

Anderson ve ark (2001), yaptiklan benzer ¢aligmada, diyabet hastalarina 3 aylik Zn
uygulamasinin ardindan GPx diizeyinin arttigini tespit ederken, Alissa ve ark (2004) ise
tavsanlarda yaptiklar galigmada, Zn ilavesinin SOD enziminin aktivitesini arttirdigim
belirtmektedirler.

Elde cdilen veriler, diyabetli tavsanlarda seruloplazmin diizeyinin kontrol ve Zn
ilave edilmis tavsanlardak_i diizeylere gore anlamh bi¢cimde azaldigini gostermektedir.
Bulgularimiz1 destekleyecek sekilde; deneysel olarak olusfurulan _di‘yabette, plazmadaki
seruloplazmin diizeyinin azaldigini belirten aragtirmalarin yaninda (Meral ve ark 2001),
diyabetin bir sekli olan tip II diyabette, artan kan glikoz konsantrasyonu ile dogru orantili
olarak seruloplazminin arttiini belirten gahismalar da bulunmaktadir (Cunningham ve ark
1995, Daimon ve ark 1998).

Yapilan calismada diyabet grubu hemoglobin diizeyinin, kontrol grubundaki
verilere gore diisiik olmasinin nedeni, oksijen tagima 6zelligi ile membranlarinin spesifik
ozelliginden dolayr, oksidatif strese maruz kalan alyuvarlardaki hemoglobinin
glikolizasyonuna bagli olabilir (Hannon- Fletcher ve ark 1999, Yedgar ve ark 1999,
Brzezinska-Slebodzinska 200 1).

Diyabette goriillen onemli. bulgﬁlardan biri de Zn eksikligidir. Bunun nedeni,
hiperglisemiye bagli olarak Zn’nin, renal tubullerden geri emiliminin azalmasi ve
»c_,iolay1s1yla Zn’nin driner kaybidir (Chausmer 1998). Yapilan c¢aligmada, diyabetli
tavsanlardaki Zn diizeyinin, saglikli hayvanlardan ve Zn ilave edilen diyabet grubundan

anlamli bir ekilde diistik olmasi, igme suyuna Zn ilavesinin, yapilan diger calismalarda
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oldugu gibi (Walter ve ark 1991, El-Yazigi ve ark 1993, Cunningham ve ark 1994,
Blostein-Fujii ve ark 1997), Zn elksikligini dﬁzeltebilecegini gostermektedir

Fe ve Cu’in, membran bilesenlerine baglanarak lipid peroksidasyonuna neden
oldugu yap:l;m caligmalarla bildirilmistir (Zago ve Oteiza 2001, Powell 2000). Zn’nin lipid
peroksidasyonunu ¢nlemede iistlendigi diger bir rol ise, bu metallerin baglanacag:
fosfolipidlere baglanip oksidatif stresi onlemektir (Ibrahim ve ark 1997, Zago ve Oteiza
2001). Ancak yaptigimiz galigmada, gruplar araslndé Fe ve Cu diizeyleri agisindan aﬁlamll
bir fark bulunamamistir.

Sonug¢ olarak: Diyabet grubundaki bulgular, hiperglisemi sonucunda lipid
peroksidasyonunun  arttigini, antioksidan enzimlerin ve Zn ciiizeyinin azaldigim
gostermektedir. Zn ilave edilen diyabet grubunda, MDA diizeyinin belirgin sekilde
azalmast ve ayni sekilde antioksidan enzimlerin artmast, Zn’nin olumlu etkilerini ortaya
koymaktadir. Ayrica diyabet nedeniyle olusan Zn eksikliginin, Zn verilen diyabetli
tavsanlarda normale donmesi de Zn’nin diger olumlu etkileridir. Bu veriler 1s18inda,
diyabetli tavsanlara Zn ilavesinin, diyabetteki Zn eksikligini giderdigi, antioksidan
enzimlerip aktivitelerini arttirdigs ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonu azaltti i¢in,
oral Zn kullaniminin diyabetteki oksidatif stresi azaltmada faydali olacag kanisina

vartimigtir.
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