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1. GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Diyabetes mellitus, pankreasin insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya hedef
dokularin insiiline karsi cevabinin bozulmasi sonucu olusan, karbohidrat, protein ve
yag metabolizmasini etkileyen, hiperglisemi ile teshis edilen metabolik bir hastaliktir
(197). Amerikan Diyabet Birligi’ne gore diyabet; poliliri, polidipsi, kilo kaybi,
halsizlik bulgularinin yaninda giiniin herhangi bir saatinde alinan kan sekeri
diizeyinin 200 mg/dL ve lizerinde olmasi ya da aglik kan sekerinin (en az 8 saatlik
acliktan sonra) 126 mg/dL ve ilizerinde olmasi seklinde tanimlanmistir (4). Seker
hastalig1 olarak da adlandirilan Diyabetes mellitus, insiilin hormonu yoklugunda
meydana gelen Tip I diyabet, insiilin yetersizligi, insiilin direnci ya da insiilin
reseptorlerinin azligindan kaynaklanan Tip II diyabet olmak iizere iki cesittir (26).
Diyabetli kisiler, ister Tip I isterse Tip II’li olsun, saglikl1 bireylere kiyasla nefropati,
ndropati ve retinopati basta olmak tlizere hipertansiyona ve kardiyovaskiiler
hastaliklara daha yatkindirlar (270). Diyabetes mellitus Diinyada yiliksek mortalite ve
morbidite riski tasiyan hastaliklarin basinda gelmektedir (164). Diinya Saghk
Orgiitine (WHO) gore tim oliimlerin ~ %5’inden  fazlasi  diyabetten
kaynaklanmaktadir (260).

Insiiline bagiml1 diyabet olarak da bilinen Tip I Diyabetes mellitus herhangi bir yas
grubunda goriilmekle birlikte 7-15 yaglar1 arasinda daha sik goriilmesi nedeniyle
juvenil diyabet olarak da adlandirilir (3). Tip I diyabette, pankreasin beta
hiicrelerinden insiilin {iretimindeki kayiba bagli olarak gelisen insiilopeni sonucu,
yag ve kas dokularinin glukozu enerji ihtiyaci olarak kullanamamasi veya
depolayamamasi sonucu hiperglisemi gelismektedir. Insiilopeni gelisen olgularda
karacigerdeki glikojenolizis ve glikoneojenozis olgularinin artigina bagl olarak aglik
kan sekerlerinin yiikselmesine neden olmaktadir (230). Renal esigi asan hiperglisemi
(>180 mg/dl) glukoziiriye neden olmakla birlikte, osmotik diiirez etkisi ile
dehidratasyona ve elektrolit dengesizligine de sebep olmaktadir (96). Artan
dehidratasyon ve gelisen elektrolit dengesizligi fizyolojik stresi tetikleyerek insiilin
karsiti olan (Glukagon, Kortizol, Biiyiime Hormonu ve Epinefrin) hormonlarinin
artmasina ve metabolik dekompanzasyonun agirlasmasina neden olur. Bununla

birlikte insiilin karsit1 hormonlarin artig1 ayn1 zamanda lipit sentezinin azalmasina ve



lipolizisin hizlanmasina neden olarak serum total lipit kolesterol, trigliserit, ve
serbest yag asitlerinin de artisina neden olmaktadirlar (230). Keza, diyabet
hiperglisemisi hem serbest radikal olusumunun arttirmakta hem de endojen
antioksidan savunma sisteminin bozulmasina neden olabilmektedir (213). Serbest
radikal, bircok fizyolojik ya da patolojik proseste iiretilen, bir veya daha fazla
eslesmemis elektronu bulunan herhangi bir atom veya molekiile denir (42, 148).
Herhangi bir bilesik bir elektron kaybederek veya bir elektron alarak serbest radikale
dontisebilir. Serbest radikallerin bir baska olusum sekli de molekiildeki baglarin
homolitik olarak parcalanmasi sonucu elektronlardan her birinin farkli atomlar
tizerinde kalmasi ile olmaktadir (165). Diyabetteki oksidatif stresten siiperoksit
radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, nitrik oksit ve gecis metalleri sorumlu
tutulmaktadir (166). Keza, serbest oksijen radikallerinin artisinin basta kardiyolojik
hastaliklar, nérolojik hastaliklar, astim, Diyabetes mellitus, romatolojik hastaliklar,
kanser ve yaslanma olmak iizere bircok hastaliga sebep oldugu bilinmektedir (262).
Insan ve diger bazi organizmalar serbest oksijen radikallerinin neden oldugu
oksidatif hasara karsi koruyucu ve onarici antioksidan savunma sistemlerine sahip
olsalar da yine de bu sitemler siklikla oksidatif hasar1 Onlemede yetersiz
kalabilmektedir (265). Bu dogal savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda bazi
yeni kaynaklardan tiretilen antioksidanlarin kullanimi oksidatif stresle basa ¢ikmada
daha da onemli hale gelmektedir (224). Genel antioksidanlar; A, C, E vitaminleri,
Glutatyon, Siiperoksit Dismutaz, Katalaz, Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon
Rediiktaz’dir. Diger antioksidanlar ise Alfa lipoik asit, karetenoidler, Koenzim Qjo,
biyoflavonoidler, antioksidan mineraller (bakir, ¢inko, manganez ve selenyum) ve

kofaktorlerdir (Folik asit, vitamin By, By, Bg ve B1, gibi) (69).

Son doénemlerde yapilan calismalarda sicanlarda deneysel olarak olusturulan
diyabette Alfa lipoik asit (ALA) uygulamasmin (105, 234) antihiperglisemik,
antihiperlipidemik, antioksidan ve detoksifikan 6zellikleri tespit edilmistir. Bununla
birlikte ALA ve indirgenmis formu olan Dihidrolipoik asitin (DHLA) giiglii
antioksidan etkinligi sayesinde, pankreastaki Langerhans adacik hiicrelerini reaktif
oksijen hasarina karsi korudugu da ifade edilmektedir (105). ALA ve indirgenmis
formu olan DHLA metal selatlar1 olusturarak canli sistemlerdeki agir metalleri yok

eden, serbest radikalleri siipiiren ve ayn1 zamanda C vitamini, ubikinon ve glutatyon



gibi antioksidanlari, radikal veya okside formlarin1 indirgemek suretiyle
yenilenmesini saglayan giicli birer antioksidandir (109). Diger bir adi da 1,2
Dithiolane-3 pentanoic acid olan ALA insanlarda karaciger ve diger dokular
tarafindan sentezlenerek dogal bir kofaktor olarak da gérev yapar (67). Lipoik asitin
antioksidan aktiviteye sahip olan rediikte ve okside formlar1 hem suda hem de yagda
¢ozlinebilme 6zelligine sahip tek antioksidandir (206, 215). 5-25 nmol/g Lipoik asit
iceren memeli dokularinda bu Lipoik asitin hemen hemen tamami proteinlere bagh
formda bulunur. Bu nedenle Lipoik asit disaridan alinmadig1 siirece hiicre icerisinde

¢ok az miktarda bulunan serbest Lipoik asit yeterince etkili olmayabilmektedir (192).

C vitamini (L-Askorbik asit) 2-oxo-L-gulofuranolakton’un enol formudur. Beyaz
renkte ve kristal yapida olan bu vitamin suda kolayca ¢oziinebilir. Geri doniistimlii
olarak dehidroaskorbik asit’e okside olur. Bitkiler ve bircok hayvan D-glukozdan D-
glukronik ve L-glukronik asitin laktonlari yoluyla C vitamini sentezleyebilirler.
Fakat insanlar ve bazi memeliler L-glonolakton oksidaz enzimine sahip
olmadigindan C vitamini sentezleyemezler (174). Giiglii bir antioksidan olan C
vitamininin en O6nemli fonksiyonlarindan biri LDL kolesterolii oksidatif hasardan
korumaktir (16). Bu antioksidan maddenin, reaktif oksijen ve peroksil radikalleriyle
reaksiyona girmek suretiyle tokoferol radikallerine doniisen vitamin E’nin tekrar
aktif hale doniistimiinii saglamanin yanisira birgok metabolik olayda gorev yaptigi da
bilinmektedir (217, 250). Sinir, glomeriil, lens ve retina gibi insiiline bagimli
olmayan dokularda hiicre ici glukoz seviyesi hiperglisemiye bagli olarak yiikselir.
Aldoz rediiktaz glukozu sorbitole doniistiiriir. Sorbitol hiicre zarmi gegemedigi icin
hiicre i¢inde birikir ve doku hasarina neden olur (139). C vitamini, poliol yolunun en
onemli enzimi olan ve bu yolun aktivitesini smirlayan Aldoz rediiktaz enzimini

aktive ettigi rapor edilmistir (251).

Aldoz rediiktaz enzimi, diyabetli kisilerin goz, sinir ve bdbreklerinde sorbitol
birikmesini engelleyen bir enzimdir. Keza, sorbitoliin viicudun bu kisimlarinda
diyabetin neden oldugu hasarlardan sorumlu olduguna inanilmaktadir. Artan aldoz

rediiktaz aktivitesi teorik olarak diyabetli hastalarin bu sikayetlerini azaltabilecegi
ifade edilmektedir (93).



Sonu¢ olarak; diyabet, serbest radikallerin arttigt ve/veya antioksidan
mekanizmalarin inhibe oldugu oksidatif stres durumlarindan biridir (213). Cesitli
caligmalarda bazi antioksidan enzim seviyelerinde degisiklikler oldugu bildirilmisse
de tiim arastirmacilarin hemfikir olduklar1 konu diyabette lipit peroksidasyonunun
arttig1 ve antioksidan mekanizmalarinin ise bozuldugudur (213). Bu nedenle diyabet
tedavisinde antidiyabetiklere takviye olarak verilen eksojen antioksidanlarin veya
antioksidan 6zellikleri olan antidiyabetiklerin kullanilmasiin oksidatif stresle basa
cikabilmede faydali olabilecegi fikrinden yola ¢ikarak mevcut calismada, eksojen
olarak kullanilan Alfa lipoik asit ile C vitamininin diyabete bagl sekillenen oksidatif

stres ile hiperlipidemi {izerindeki etkilerini belirlemek amaglanmaistir.



1.1. Tip | Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabetes mellitus terimi Yunanca dia (i¢inden) ve bainein (gitmek) kelimelerinin
birlesmesiyle olusan tam olarak akip gitmek anlamima gelmektedir. Diyabetli
kisilerin idrarlarinin tatli oldugu yiizyillardir bilinmesine ragmen Diyabetes mellitus

deyimini (ball1 idrar) 1674 yilinda ilk kullanan Dr. Thomas WILLIS olmustur (248).

En sik goriilen metabolik bozukluklardan biri olan “Diyabetes Mellitus” insiilinin
salmiminda, etkisinde ya da hem saliniminda hem de etkisindeki bozukluk sonucu
meydana gelen hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir. Tip | ve Tip Il Diyabet
olmak ftizere iki biiylik gruba ayrilmaktadir. Tip I diyabet insiilin salinimindaki
yetersizlik sonucu olusur. Tip Il diyabet ise artmis insiilin direnci ya da hedef
dokulardaki instilin reseptorlerinin azligindan kaynaklanmaktadir. Poliiiri, polidipsi,
kilo kaybi, halsizlik ile giiniin herhangi bir aninda alinan kan glukoz degerinin 200

mg/dl ve lizerinde olmasi diyabetin klinik belirtilerinin baginda gelmektedir (4).

Karbohidratlar ve 6zellikle glukoz yasayan organizmalarin ¢cogunda en dnemli enerji
kaynagidir. Aclik durumunda glukozun biiyiik kismi karacigerden saglanir ve
insliline bagimli olmaksizin beyin tarafindan kullanilir. Yemeklerden sonra kan
glukoz seviyesinin hizli ylikselmesi insiilin sekresyonunu uyarir (Sekil 1). Sonugta
glukozun dakikalar igerisinde tasinmasi ile kas ve adipositlerde depolanma artar.
Bununla birlikte insiilin, glukagon sekresyonunu ve serum serbest asit
konsantrasyonunu inhibe etmek suretiyle hepatik glukoz iiretiminde hizli bir

azalmaya neden olur (121).

Tip | diyabet; insiiline bagimli diyabet (IDDM) ya da juvenil diyabet olarak ta
adlandirilir (4). Tip I diyabet genetik yatkinligi bulunan, pankreatik B adacik
hiicrelerinin harabiyeti sonucu insiilin hormonu sekresyonunun bozulmas: ile

karakterize otoimmun bir hastaliktir (58).
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Sekil 1. Pankreatik B Hiicresinden Insiilin Salmimi (121)

Tip I diyabetli olgularin ¢ogunlugu otoimmun olup spesifik HLA (Human Leukocyte

Antigen) antijenleri ile iligkilidir (Tip IA diyabet). Fakat Tip I diyabet

olgularinin

%10 kadarinda otoimmunite belirtileri saptanamamaktadir. Bunlar da idiyopatik ya

da atipik (Tip IB) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2) (4, 33).

Diyabette gbzlenen siirekli hiperglisemi, tiim dokularda glukozdan oto-oksidasyon ve

protein glukozilasyon ile basta reaktif oksijen tiirleri (ROS) olmak tizere serbest

radikal olusumunu arttirir. Diyabette reaktif oksijen seviyelerinin artis1 reaktif

oksijen tiirlerinin artmasindan kaynaklanabildigi gibi Katalaz (CAT),

Glutatyon

(GSH) ve Siiperoksit Dismutaz (SOD) antioksidanlarinin azalmasindan da

kaynaklanabilmektedir (146).




Genetik Yatkinhk Cevresel Etkiler
HLA-baglantili genler ve Viral enfeksiyonlar, Molekiiler
diger genetik baglantilar benzerlik ve/veya B hiicre hasar

! |

Normal ve/veya degismis B

hiicrelerine karsi immun tepki

Oto-immun Saldiri

[ B hiicre yvikaim ]

|

[ Tip-1 Diyabet ]

Sekil 2. Tip | Diyabetin Patolojisi (121)

Gerschmann ve arkadaslar1 1954 yilinda oksijen kullanilirken olusan bazi reaktif
riinlerin  iyonize radyasyona benzer toksisiteye neden olabilecegini ileri
stirmiiglerdir (82). Serbest radikal olarak adlandirilan bu {irinler, fizyolojik veya
patolojik reaksiyonlar esnasinda olusabilen eslenmemis elektronu bulunan atom ve
molekiillerdir. Oksijen ve nitrojen kaynakli olan bu molekiiller kendilerini nétralize

etmek icin disaridan elektron alirlar (189).

Serbest radikaller, iyonizan radyasyon (88) ile bazi ksenobiyotiklere baglh
olusabilmenin yanisira viicuttaki normal oksidorediiksiyon reaksiyonlar1 esnasinda
da siirekli iiretilmektedirler (212). Yine aktif l16kosit ve makrofajlar, doku iskemisi ve
reperfiizyon ile arasidonik asit kaskadi (168), zorlu egzersiz gibi hiicresel
metabolizmanin  hizlandigi  durumlarda, inflamatuar hiicrelerin  varliginda
(enfeksiyonlar, kronik inflamatuar hastaliklar, alerjik hastaliklar), yiliksek oksijen
basincinda, hava kirliligi, sigara dumani, pestisit, insektisit, bazi ilag ve ¢esitli toksik
maddelere maruziyet durumlari ile yaslanma siirecinde de serbest radikal

olusumunda artig gézlenir (188).



Cok sayida hiicresel bilesenin kontrolsiiz oksidasyonu oksidatif stres olarak
adlandirtlir. Oksidatif stres, lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA
mutasyon ve kiriklarina, sitotoksik etkilere ve sinyal iletilerinde bozulmalara neden
olabilir (185, 189). Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasarinin yaslanma
stireci ve yaslanmaya bagl dejeneratif hastaliklarin (ateroskleroz, katarakt, diyabet,
norodejeneratif hastaliklar, immun sistem bozukluklari, kanser olusumu)

ilerlemesinde 6nemli rol oynadigina inanilmaktadir (188).

Canliligin en temel maddelerinden olan oksijen molekiilii hiicre i¢in hayati 6neme
olmakla birlikte; % 2-5 kadarinin ise reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) kaynagin
olusturdugu bilinmektedir (Sekil 3) (81). Oksijen molekiiliiniin iki elektronu
eslesmeyen iki elektronundan dolay1 bazen oksijen biradikal olarak degerlendirilir.
Oksijen molekiiliiniin reaktif bir 6zelligi olmamasma ragmen diger radikallerle
reaksiyona girme Ozelligine sahiptir (250). Oksijen molekiiliiniin kismi olarak
indirgenmesi ile siiperoksit anyonu (O,") olusur. Bu molekiil, Siiperoksit Dismutaz
(SOD) enzimi tarafindan yar1 radikal 6zellikli bir molekiil olan hidrojen perokside
(H20,) doniistiirilir. Endojen kaynakli H,O, suya detoksifiye edilmezse metallerin

katalizledigi Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari sonucu HO® olusur (266).
Haber-Weiss Reaksiyonu Q2" + H,0, + Fe™ — > Fe™ + O, + OH + HO"

Fenton Reaksiyonu H202 +Fe™ s Fe™ + OH + HO"

Hidrojen peroksit normal sartlarda hiicreye zarar vermez. Fakat hiicre ortaminda
kalmasi ve Fe*" ile Cu** gibi metal iyonlarmnin varliginda hidroksil radikalinin ("OH)
en onemli kaynagini olusturmaktadir. Hidroksil radikali hiicrede olusunca, hiicrenin
yapisinda yer alan proteinler, lipitler, karbohidratlar ve hatta genetik materyale dahi

zarar verici duruma gelir (165, 266).
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Sekil 3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Kaynaklar1 ve Hiicresel Yanitlar (121).

Diyabetteki hiperglisemide reaktif oksijen radikallerinin ve buna bagli olarak
oksidatif stresin artis1 baslica poliol (sorbitol) yolunun ve AGE (ileri derecede

glikasyon son {irlinleri) olusumunun uyarilmasiyla olmaktadir (Sekil 4) (181).

Kan sekeri normal degerlerde oldugunda poliol yolunun aktivitesi azalir ya da higbir
aktivite gostermez (127). Poliol yolunun en 6nemli enzimi olan ve bu yolun
aktivitesini smirlayan aldoz rediiktaz enzimi glukozu sorbitole doniistiiriirken,
sorbitol dehidrogenaz ise sorbitolii fruktoza ¢evirir. Sorbitol hiicre zarin
gecemediginden hiicre iginde birikerek ozmotik etkileriyle piridin niikleotidlerinin
redoks durumunu degistirerek (NADH/NAD" oraninda ve protein kinaz C’de artis)
hiicre i¢i miyoinositol seviyelerini azaltir. Bu durum da vaskiiler hastaliklar, katarakt,

retinopati, nefropati ve noropati gibi hastaliklara neden olur (241).
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Sekil 4. Hiperglisemide AGE Olusumu ve Poliol Yolu (181).

1.2. Tip | Diyabet ve Lipit Profili

Lipit peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinin molekiiler oksijen veya diger reaktif
oksijen tiirleri ile meydana getirdigi bir serbest radikal reaksiyonudur. Bu
reaksiyonda yag asidi zincirinden H* atomlarinin koparilmas ile yag asidi zinciri
bozularak lipit peroksit molekiillerinin olusumuna neden olur (266). Bu olayda
oncelikle yag asidi hidrojen ve kendi tlizerinde birer elektron kalacak sekilde
parcalanir ve lipit radikalini olusturur. Daha sonra lipit radikali oksijenle reaksiyona
girerek lipit peroksil radikalini olusturur. Lipit peroksil radikali de diger doymamais
yag asitleriyle reaksiyona girer. Boylece zincirleme bir reaksiyon baslamis olur.
(173, 266). Eger yag asidi zinciri doymamus ¢ift bag iceriyorsa, hidrojen atomlarinin
koparilmas1 kolaylasir ve bu durumda da peroksitlerin miktari artar. Bundan dolayi
Ozellikle hiicre zar1 ve organellerin yapisinda yiiksek miktarda bulunan doymamis
yag asitleri reaktif oksijen molekiillerinin ilk tercihleri arasinda yer almaktadir (22).
Lipit peroksidasyonu membran sertligi, ateroskleroz (170), karsinogenezis (60) ve
miyokard enfarktiisii gibi bir¢ok patolojik durumla iliskili kompleks bir olaydir
(147). Ayrica bir ¢alismada (21, 137), diyabette lipit peroksidasyon

mekanizmalarimin  degisebilecegi ifade edilmistir. Diyabet hiperglisemisi lipit
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peroksidasyonunu daha fazla tetikler ve bunun sonucu olarak da gesitli yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar meydana gelir (Sekil 5) (22).

Lipit peroksitler, malondialdehid (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim iiriinlerine
(Sekil 6) doniisiirler. Olusan bu yikim triinleri ise, DNA ve/veya proteinlerle
reaksiyona girebilme 6zelligine sahiptirler. Ug veya daha fazla ¢ift baga sahip yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucu MDA lipit peroksidasyonunun siddetiyle orantili
olarak artar. Ayni zamanda MDA olusumu membran bilesenlerinin

polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina da neden olabilir (173).

Diyabette insiilin yetersizliginin en 6nemli sonuglarindan biri yag asitlerinin adip6z
dokudan ¢ok hizli bir sekilde mobilize olmasidir (142). Yine diyabette artan insiilin
karsit1 hormonlar (glukagon, kortizol, biiyiime hormonu ve epineftrin), lipit sentezinin
azalmasma ve lipolizin hizlanmasina neden olmak suretiyle serum total lipit,
kolesterol, trigliserit ve serbest yag asitlerinin de artmasimna neden olmaktadirlar.
Insiilin yetersizligi ve glukagon miktarinin artis1 arasindaki etkilesim sonucu artan
serbest yag asitleri periferik glukozun kullanilamamasina ve keton cisimlerinin
(asetoasetat 3-hidroksibiitirat ve aseton) liretimin artmasina neden olmaktadir. Artan
keton cisimlerinin periferik kullanim ve renal atilim kapasitesini agmasi durumunda

ise ketoasidoz sekillenmektedir (230).

Cesitli ¢aligmalarda bazi antioksidanlarin (vitamin C ve E, N-asetilsistein, lipoik asit
ve glutatyon) lipit peroksidasyon iiriinlerini azaltic1 etki gosterdigi ifade edilmistir
(135, 235). Yine lipit peroksidasyon firiinleri (Akrolein (2,3-propenal),
Malondialdehit (B-hidroksiakrolein) ve 4-hidroksinonenal) (Sekil 6) olustugu
durumlarda; Katalaz, Hem-oksigenaz 1, Siiperoksit Dismutaz, Peroksiredoksin ve
Glutatyon Rediiktaz gibi antioksidan savunma sistemi enzimlerinin dnemli derecede

azaldiklar bildirilmektedir (223).
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Sekil 5. Lipit Peroksitlerin Olusumu, Etkileri ve Pargalanmasi (121).
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Acrolein (2,3-propenal) Malondialdehyde (B-hyroxyacrolein) 4-Hydroxynonenal (4-HNE)
Sekil 6. Lipit Peroksidasyon Uriinleri (200).
1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canl hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin  serbest radikaller tarafindan oksidasyonunu Onleyebilen veya
geciktirebilen maddelere antioksidan (97) ve bu olaya ise antioksidan savunma denir
(52).
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Antioksidanlar, oksidanlar1 4 farkli mekanizma ile etkisizlestirirler (87, 266).

I. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 daha zayif bir molekiile doniistiirerek

etkisizlestirmedir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder.

Il. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale

getirmedir. Vitaminler ve flavonoidler ise etkilerini bu yolla gosterirler.
I11. Repair (onarma) etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri onarmadir.

IVV. Chain breaking (zincir koparma) etkisi: Oksidanlar1 kendilerine baglayarak
fonksiyonlarimi engellemedir. Bazi agir metaller, hemoglobin, seruloplazmin ve E

vitamini ise etkilerini bu sekilde etki gosterirler.

Antioksidanlar oksijen konsantrasyonunu azaltmak ve hidroksil radikallerini
temizlemek suretiyle lipit peroksidasyonunun baslamasini onleyebilirler. Bunun
yaninda gecis metal iyonlarini baglayip etkisizlestirerek lipit peroksitlerin alkol gibi
nonradikal iriinlere doniisiimiinde etkin rol oynarlar. Antioksidanlar enzimatik ve
enzimatik olmayan (non-enzimatik) antioksidanlar olmak {izere iki genel gruba

ayrilirlar (87).
1.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Enzimatik yapida olan bu antioksidanlar viicutta iiretildikleri i¢in endojen

antioksidanlar olarak da adlandirilirlar (218).

Bu antioksidanlar; Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-PX)
(47, 86), Katalaz (51, 218), Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon-S-Transferaz ve
Sitokrom Oksidazlardir (155). Bakir, ¢inko, manganez ve selenyum gibi mineraller

de bu antioksidan maddelerin etkinlikleri i¢in gereklidir (220).
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Sekil 7. Serbest Radikallerin Olusumu ve Enzimatik Detoksifikasyonu (250).
1.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit Dismutaz (SOD), metalloenzim yapisinda bir antioksidandir. Endojen
olarak iiretilen ve organizmayi olusturan her hiicre i¢in esansiyel olan (18), en etkin
intraselliiler antioksidanlardan biridir (57). SOD esas olarak 3 farkli formda
bulunmaktadir. Viicutta en bol olarak bulunan Cu-Zn-SOD sitoplazmada yer
almaktadir. Mn-SOD mitokondride yerlesmistir (220, 266). Vaskiiler endotele bagh
olarak bulunan Cu-SOD ise plazmada bulunan siiperoksit radikallerini metabolize
etmektedir (266). Bu ¢ formun disinda E. Coli Bacteroides fragilis ve
Propionibacterium shermani bakterilerinde anaerobik ortamda demir igeren Fe-SOD
ve aerobik ortamda ise manganez igceren Mn-SOD 06zel bir sistem olarak
bulunmaktadir. Yine Streptomyces griseus bakterilerinde tanimlanan ve
homotetramerik yapida olan ve nikel igeren Ni-SOD bir izoenzim olarak
bulunmaktadir (18).
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SOD bir siiperoksit radikalini O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger bir siiperoksit
radikalini ise daha az reaktif bir molekiil olan hidrojen perokside (H205)
indirgenmesini katalize eder (Sekil 7) (132, 164).

0y"+ 0y, +2H _SOD__ 0,+ 1,0,

SOD’un antioksidan etkisi siiperoksit ile Fe** ‘iin, Fe’"’ye indirgenmesi sonucunda
hidroksil radikalinin olugsmasinin engellenmesi seklindedir (18). Diyabette SOD
diizeylerinin arttig1, degismedigi veya azaldigr seklinde birbiriyle ¢elisen caligmalar

vardir (132, 164).
1.3.1.2. Katalaz (CAT)

Her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan
olusmus bir hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalize olmustur. Hayvansal
organizmalarin aerobik hiicrelerinde; ozellikle karaciger, bobrek ve eritrositlerde
yogun olarak bulunmaktadir. Bunun yaninda beyin, kalp ve iskelet kaslar1 da diisiik

miktarlarda CAT i¢ermektedir.

SOD olusturdugu H,0,’i katalaz peroksidazlar ile birlikte oksijen ve suya pargalar
(Sekil 7) (78, 266). GSH-Px H,0;’e kars1 Ky’ katalaza gore daha disiiktiir. Yani
diisiik konsantrasyonlarda H,0,’i GSH-PX pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise
CAT aktivite kazanir (266).

H,0, CAT 2H,O+ O,

S
-

Sayet CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktiviteleri artmadan SOD enziminin aktivitesi
artarsa H,O; birikmesine ve bdylece hidroksil radikallerinin olugsmasina neden olur
(78). Tip-2 diyabetli hastalarda yapilan baz1 galismalarda CAT seviyelerinde artis
belirtilirken (164), bagka ¢alismalarda ise azalis gosterilmistir (132).

1.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Oksidatif strese karsi savunmada Onemli rol oynayan Glutatyon Peroksidaz
selenyum-bagimli GSH-Px ve selenyum-bagimsiz GSH-Px olmak iizere iki gruba

ayrilir (43). Selenyuma bagimli GSH-Px dort atom selenyum bagladigi i¢in seleno-
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sistein bilesigi sinifina girer ve sahip oldugu katalitik aktivitesini de bu 6zelligene
bor¢ludur (78). Selenyum-bagimli GSH-Px; H,O, ve organik hidroperoksitleri
indirgeyebilir. Selenyuma bagimli olmayan GSH-Px ise H,O, igin inaktif olup
yalmizca organik hidroperoksitlerin indirgenmesini katalizlerler (43). Glutatyon
Peroksidaz Rediikte Glutatyonu yiikseltirken hidrojen peroksiti (H202) suya g¢evirir
(Sekil 7) (78).

H,0,+2GSH _OSH-PX . GesH+2H,0

Eritrositlerde bulunan en kuvvetli antioksidan madde olan GSH-Px; E vitamini
eksikliginde hiicre membranini lipit peroksidasyonuna karsi korur (78). Yapilan bir

calismada (132) diyabette GSH-Px aktivitesinde azalis belirtilmistir.
1.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon Rediiktaz (GR), yiikseltgenmis Glutatyonu (GSSH) tekrardan indirgenmis
hale ¢eviren 2 subiiniteden olusmus bir dimerdir. Her bir subiinite NADPH baglayan
alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan1 olmak {izere 3 tane yapisal alan igerir.
Okside glutatyonun (GSSH) bir subiinitenin FAD alani ile diger subiinitenin arayiiz
alanindan olusan bir baglanma bdlgesi vardir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu
sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’a transfer edilir. Daha sonra
subtinitelerdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek

suretiyle okside glutatyona aktarilmis olunur (Sekil 7) (98).
GSSG+NADPH+H- —GR . 72GSH +NADP*

Bazi arastirmacilar (132) diyabette Glutatyon Rediiktaz aktivitesinin azaldigini ifade

etmislerdir.

1.3.1.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferaz (GST), ¢ok substratli bir enzimdir. GSH’un kosubstratina
0zgil olan bir G bolgesi ve hidrofobik elektrofilik substratlarin baglandigir H bolgesi
vardir. GSH’un tiyol grubu, cebin agik olan kismina doniiktiir. Diger substratlara

baglanan grup, bu tiyol grubudur (6). Basta karaciger olmak {iizere, incebagirsak,



17

kalin barsak, bobrek gibi birgok organin sitosolii ve membraninda bulunur (95).
GST, besinlerle birlikte alinan toksik maddelerin eleminasyonunu sagladigi gibi,
prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin, safra tuzlar1 ve yag asitleri gibi
nonsubstrat ligandlar1 GSH ile baglayarak tasinmasini da saglamaktadir (27). Ayrica
ayni tir Dbilesikleri birbirine kovalent baglarla baglayarak reaktif elektrofilik

bilesiklerin viicuda zarar vermesini de dnleyebilmektedir (245).
1.3.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Lipofilik ve suda ¢oziinen enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki gruba
ayrilmaktadirlar. Lipofilik enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek olarak E
vitamini, karotenoidler ve melatonin verilebilirken; suda ¢6ziinen enzimatik olmayan
antioksidanlara C vitamini, glutatyon, trik asit, seroplasmin, transferin,

haptoglobulin verilebilinir (52).
1.3.2.1. Glutatyon (GSH)

Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda bulunan GSH, ayni zamanda en bol
bulunan intraselliiler tiyoldiir (130). GSH ¢ogu memeli hiicresinde en o6nemli
antioksidandir. Tripeptit yapidaki bu antioksidan vy-Glutamat(Glu)-Sistein(Sys)-
Glisin (Cys)’den olusmakta olup, Once y-peptit bagiyla sistein ve glutamatin
baglanmas1 sonrasinda ise bu zincire GSH sentaz tarafindan glisinin eklenmesiyle

olusur (5).

Memeli hiicreleri 0.2-10 mM diizeyinde GSH igerir (5). Bunun yaninda karacigerin
GSH icerigi bobrek ve testislerin yaklasik 2 kati, akcigerin ise yaklasik 3 kati1 daha
fazladir (198). GSH’nin ana depo orgami karacierdir. GSH en yiiksek oranda
karacigerin hepatositlerinde (10 mM) tespit edilmistir (149).

GSH aminoasit transportu, deoksiriboniikleotit sentezi, protein tiyol gruplarinin
korunmasi ile elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve ROS’un hiicrelerden

uzaklastirilmasi gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyona sahiptir (159).

GSH ayrica askorbat ve a-tokoferol gibi antioksidan molekiillerin korunmasinda,

bazi ilaclarin inaktivasyonunda, radyasyona kars1 korunmada, ostrojen, prostoglandin
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ve lokotrienler gibi bazi endojen bilesiklerin metabolik islemlerinde de gorev alir
(160, 161).

1.3.2.2. Alfa Lipoik Asit (ALA)

Hem yagda hem de suda c¢oziinebilen tek antioksidan olan Alfa lipoik asit; radikal
metabolit iiretiminin Onlenmesi, iiretilmis radikallerin temizlenmesi, olusan hiicre
haraplanmasinin onarilmasi, sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarmin
durdurulmast ve endojen antioksidan kapasitenin artirilmasi gibi antioksidan
savunma sisteminin biitiin basamaklarinda etkili oldugu icin evrensel antioksidan
olarak adlandirilmaktadir (122, 172). Lipoik asit ilk kez Reed ve ark. tarafindan 1951
yilinda izole edilmis olmasina ragmen (199) aslinda 1937 yilinda Laktobasilus’un
gelisimi icin gerekli olan growth faktor denilen patates ekstresinin bir bileseni olarak

bulunmustur (227).

Alfa lipoik asit baz1 yiyeceklerde bulunmasimin yanisira ayni zamanda viicutta da
sentezlenen dogal bir maddedir. Mitokondriyal kompleksleri bol olan hayvan ve bitki
dokularinda bol miktarda bulunur. En fazla Lipoik asit igeren bitkiler sirasiyla
1spanak, brokoli ve domatestir. Hayvan dokulari igerisinde ise en fazla bobrek, kalp
ve karaciger dokularinda bulunmaktadir (133). Memeli dokular1 5-25 nmol/g Alfa
lipoik asit icermekle birlikte bunun neredeyse tamami proteinlere baghh formda
bulunur. Disaridan verilmedigi siirece hiicrede ¢ok az miktarda serbest Lipoik asit

bulunmaktadir (192).
1.3.2.2.1. Alfa Lipoik Asitin Yapisi

Lipoik asitin; 1,2 dithiolane-3-pentanoic acid, 6,8 thioctic acid ve 1,2 dithiolane-3-
valeric acid gibi birgok kimyasal ismi bulunmaktadir (182, 183). Besli halka yapis1
iceren Lipoik asitin bu halkalarinda iki siilfiir atomu bulunmaktadir. Siilfiir
atomlarindan baska ayrica birde karboksilik asit grubu da mevcuttur (192). Lipoik
asit yapisinda bulundurdugu bu disiilfit yapidan dolayr tiyol bilesikleri grubu

icerisinde yer almaktadir (9).

Lipoik asit iki formda bulunmaktadir. Bunlardan okside formuna Alfa lipoik asit ya
da sadece Lipoik asit denilmektedir. Lipoik asitin birde Dihidrolipoik asit (DHLA)
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adr verilen indirgenmis formu bulunmaktadir. Lipoik asit asimetrik karbon atomu

icerdiginden dolay1 S- ve R- olmak iizere 2 ayr1 formu bulunmaktadir (Sekil 8) (38).

0 0
MOH (\f ..&\/\)LOH
5—S 5—S

R-(+)-Lipoik asit S-(-)-Lipoik asit
(\y/\/\)l\ <, SH
R-(-)-Dihidrolipoik asit S-(+)-Dihidrolipoik asit

Sekil 8. Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asidin R- ve S- Formlari

Lipoik asitin her iki formu da oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlart ile birbirlerine
doniisebilme 6zelligine sahiptir (184, 211). Gerek rediikte gerekse okside formlari
biyolojik aktivite gdstermesine karsin Lipoik asitin en aktif formunun Dihidrolipoik
asit formu oldugu belirtilmektedir (32). Lipoik asitin R formunun S formundan 28
kat daha hizli oldugu, bu nedenle de R formunun daha aktif oldugu ifade
edilmektedir (19).

1.3.2.2.2. Alfa Lipoik Asitin Metabolizmasi

Lipoik asit mitokondrideki oktanoik asit ve bir siilfiir kaynagindan sentez
edilmektedir (122). Priivat Dehidrogenaz, a-Ketoglutarat Dehidrogenaz, dalli zincir
yapida a-ketoasit dehidrogenaz ve glisin karboksilaz gibi farkli multienzim
komplekslerini igceren Lipoik asit, enerji metabolizmasinda kofaktdr olarak dnemli
rol oynar (67). Oral olarak alindiginda %93 iinden fazlas1 barsaklardan emilir. Lipoik

asitin emilimi takiben 1,2 ditiyolen halkasinin indirgenmesi daha aktif formu olan



20

Dihidrolipoik asit formuna indirgenmesine neden olur (46). Lipoik asitin tiim

formlarinin (kristal, siv1 ya da gaz) biyoyararlilig1 oldukea yiiksektir (133).

Insanlar icin Lipoik asitin kullanilabilir iist sinir1 belirlenmemis olmasina karsin
hayvanlarda LDsy dozlari hayvan tiiriine bagli olarak degisiklik gosterir. Bu doz
kopeklerde 400-500 mg/kg (184), kedilerde 30 mg/kg (107), farelerde 500 mg/kg
(24) ve ratlarda > 2000 mg/kg (46) olarak belirlenmistir. insanlarda intravendz olarak
600 mg/kg/giin dozunda 3 hafta boyunca (268) ve oral olarak giinde 3 defa (600 mg)
olmak tiizere 6 ay boyunca 1800 mg Lipoik asit uygulamasi (267) sonucu herhangi

bir yan etki gézlenmemistir.
1.3.2.2.3. Alfa Lipoik Asitin Antioksidan Ozelligi

Direkt antioksidan aktivitesinin yanisira, Alfa lipoik asit ve onun rediikte formu olan
Dihidrolipoik asitin aktive olmayan okside glutatyon, C vitamini, E vitamini ve
koenzim Q10 gibi non-enzimatik antioksidanlar1 aktive ettigi bildirilmistir (Sekil 9)
(24, 133).

Biitiin antioksidanlar1 rediikte edebilen DHLA’nin, Lipoamid Rediiktaz, Glutatyon
Rediiktaz ve Tiyoredoksin Rediiktaz enzimlerini rejenere edebildigi gosterilmistir.
Bu o6zellikleriyle Lipoik asit ve onun indirgenmis formu DHLA antioksidan agda
merkezi bir gorev Ustlenirler (Sekil 9). Lipoik asit suda ve yagda ¢6ziinme
ozelliklerine sahip oldugundan lipit ve su fazlar1 arasindaki okside antioksidanlarin

indirgenmesini saglar (190, 216).

Lipoik asit, lipit peroksidasyonu gibi birgok slirecte Ttretilen reaktif oksijen
radikallerini siipiiriicii etki gosterir (Tablo 1) (182). Dihidrolipoik asit endojen
antioksidanlar1 rejenere etmek suretiyle oksidatif hasari tamir ederken, hem
dihidrolipoik asit hem de lipoik asit metal selasyonu ve serbest oksijen tiriinlerini
uzaklastirabilme kapasitesine sahiptir. Lipoik asit Mn*2, Cu*?, Zn*? ve Pb*? selasyonu
ile antioksidan aktivite gosterirken (221), Dihidrolipoik asit Co*?, Ni*2, Cu*?, zZn*?,
Pb*?ve Hg*? ile Fe*® ve onun bilesikleri ile Fe*®den daha kararh selatlar olusturabilir
(125).
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EVITAMINI I ~ Dihidrolipoik asit I
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<- Ubisemiquinone
- Ubiquinol

' ROO » | . . | NAD(P)"

' Semi-dehidroaskorbat
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Sekil 9. E Vitamini, C Vitamini, Ubikinol, Glutatyon ve R-Lipoik Asitin Redoks
Siklusunda Aralarindaki Etkilesimi Gosteren Antioksidan Ag (181).

Tablo 1. Lipoik Asit ve Dihidrolipoik Asitin Siipiiriilmesinde Etkili Olduklar
Reaktif Oksijen Tiirleri (181, 182).

OKSIDAN LIPOIK ASIT DiHIDROLIPOIK ASIT
Hidrojen peroksit (H,0,) Evet Evet
Singlet oksijen ((0,) Evet Hayir
Hidroksil radikali (OH") Evet Evet
Nitrik oksit radikali (NO) Evet Evet
Siiperoksit radikali (Oy) Hayir Evet
Hipokloréz asit (HOCI) Evet Evet
Peroksinitrit (ONOQ) Evet Evet
Peroksil radikali (ROO") Hayr Evet

Yaslanma ile birlikte miyokartta oksidan iiretimi artmakta, C vitamini seviyeleri
onemli sekilde azalmakta ve belirgin olarak oksidatif DNA hasar1 gozlenmektedir.
Lipoik asit uygulamasi ile birlikte yaslanma ile olusan bu C vitamini eksikliginin
diizeltildigi, miyokardiyal oksidan iiretiminin ve oksidatif DNA hasarinin azalttig
ifade edilmistir (237).

Paker ve ark. diisiik dozdaki Lipoik asitin (20 mg/kg ip.) bile 3 ay uygulanmasindan

sonra el sinirlerinde iletim hizin1 normale ¢evirdigini fakat bu etkinin 1 aydan once
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goriilmedigini bildirmislerdir (182). Yine eksojen uygulanan lipoik asit beyin ve
periferal sinirlerde birikim gostermektedir. Alfa lipoik asit verilmesinin ratlarda
beynin degisik bolgelerinde lipit peroksidasyon iiriinleri birikimini % 50 oraninda
azalttigr belirtilmistir. Bu 06zellikleri ile Lipoik asit diger antioksidanlar ile
kiyaslandiginda serbest radikal kaynakli beyin ve sinir sistemi bozukluklarimni tedavi

etmek ya da dnlemek i¢in ideal terapotik bir tiol bilesenidir (182).

2 ay boyunca diyetle %2 kolesterol ve %6 misir yagi verilen erkek tavsanlara
intraperitoneal enjeksiyonla uygulanan 1 mg/kg Alfa lipoik asitin diyete bagli serum
kolesterol ve lipoprotein artis1 lizerinde, ayrica aorttaki aterosklerotik plak
olusumunda herhangi bir etkisinin olmadigi; ancak Alfa lipoik asit verilen
hayvanlarin agirliklarinin digerlerine oranla daha az oldugu bildirilmistir (134). Yine
yapilan bagka bir ¢alismada (209) diyabetli hastalarda Alfa lipoik asit uygulamasinin
trigliserit, kolesterol ve HDL-kolesterol seviyeleri iizerinde herhangi bir etkisi
olmadig ifade edilmistir. Tiim bunlarin aksine Zulkhairi ve ark. yapmis olduklar
calismada %1 oraninda yiiksek kolesterol igerikli diyetle beslenen tavsanlara 10 hafta
boyunca es zamanli olarak verilen 4.2 g/kg dozunda Lipoik asitin lipit profilini
kontrol grubuna oranla 6nemli bir sekilde azalttigini, ayrica yiliksek kolesterolle
beslenen hayvanlarda aterosklerozun gelisimini engelleyebilecegini belirtmislerdir

(271).
1.3.2.2.4. Alfa Lipoik Asit ve Diyabet

In-vitro ve in-vivo bircok ¢alisma ile Alfa lipoik asitin anti-hiperglisemik etkileri
arastirllmig, Alfa lipoik asitin kas hiicrelerinin (116), diyafragmanm (101),
eritrositlerin (118) kalp kasiin (234) ve adipositlerin (263) glukoz alinimin artirdigi
tespit edilmistir. Alfa lipoik asit ayrica glikojen sentezini arttirmasinin yanisira (106)
glikoneogenezisi baskilayarak bu yolla (116) hem saglikli hem de diyabetli

bireylerde oksidatif stresin azalmasina katkida bulunmaktadir (25).

Streptozotocin ile diyabet olusturulmus ratlara yiiksek dozda R ve S Lipoik asit
tirevlerinin intravendz verilmesinin hizli bir sekilde kan glukoz seviyelerini

diistirdiigii, buna karsin insiilin seviyelerini ise degistirmedigi belirlenmistir (128).
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Bhatti ve ark. (23) Lipoik asitin oksidatif stresi azaltmak suretiyle bobreklerde
koruyucu etki gosterdigini, bu etkiyi spesifik olarak NADPH kaynakli O, iiretimini
azaltmak ve NADPH oksidaz subiinitelerinin ekspresyonunu diizenlemek yoluyla
gerceklestirdigini ifade etmektedirler. Yine Melhem ve arkadaslar1 da (162) diyetle
alman Lipoik asitin streptozotocin ile olusturulan diyabette goriilen glomerular

hasarin erken olusumunu engelledigini ifade etmektedir.

Diyabette NADH seviyelerinin artmasi poliol yolunun uyarilmasina neden olur. R-
Lipoik asiti Dihidrolipoik asite doniistirmek icin NADH kullanilir. Bunun
sonucunda NAD+’nin oran1t NADH’a gore artar ve bu sekilde glikoliz uyarilmis olur

(Sekil 10) (207).

DHLA R-Lipoik asit
" - " . Serbest radikallerin stpdrilmesi P P - P
Diyabet/Hiperglisemi *
Y /Hiperg ¢ Antioksidan geri donustimi Diyabet/Hiperglisemi
@ e Hiicresel GSH artigi \l/@
) e NADH azaligi
Poliol Yolunun uyariimasi o Asetil-CoA azalisi Poliol Yolunun uyariimasi

g

Y ¥

+ ¥ y
Glikolizyy [—* Asetil-CoA GlikolizA
Yag asiti ol Sitrat
oksidasyonuV¥ Lipoil-CoA
KONTROL R-LIPOIK ASIT

Sekil 10. Diyabette Poliol Yolu ve Lipoik Asit (181).

Diyabetteki hiperglisemiye bagli olusan AGE’nin (ileri derecede glikasyon son
tiriinleri) reaktif oksijen radikallerini ve buna bagli olarak ta oksidatif stresi arttirdigi
gozlenmistir  (Sekil 4) (181). Diyabetin  ateroskleroz  gibi  vaskiiler
komplikasyonlarinda AGE olustugu bildirilmektedir (28, 83). Lipoik asit AGE
olusumunu engellemek suretiyle gerek vaskiiler komplikasyonlar1 gerekse oksidatif

hasar1 dnleyebilmektedir (Sekil 11) (181).
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Sekil 11. Diyabetin Vaskiiler Komplikasyonlarinda AGE Olusumu ve Lipoik Asit
(181).

1.3.2.3. C Vitamini (Askorbik Asit)

1920 yilinda kesfedilen C vitamini askorbik asit adiyla da anilmaktadir (54). C
vitamini insanlarda sentezlenemeyen bu nedenle besinlerle disaridan alinmasi
gereken c¢ok fonksiyonlu bir antioksidan vitamindir (93, 208). Diyetle alinmasi
zorunlu olan C vitamininin yeterli oranda alinamamasi sonucu dis eti ¢ekilmesi diye

de adlandirilan ve tedavi edilmedigi durumda Sliimciil olabilen iskorbiit hastaligi

sekillenir (112).

C vitamini siitte ve karacigerde bir miktar bulunmakla birlikte en 6nemli kaynagi
turuncggiller, kusburnu, domates, yesilbiber, patates, lifli sebzeler ve kusiiziimii gibi
taze meyve ve sebzelerdir. 100 graminda 1 g etken madde igeren kusburnu bilinenin

aksine portakal ve limondan 20 kat daha fazla C vitamini icermektedir (54).

C vitamini diizeyleri dokudan dokuya farklilik gostermektedir. Saglikli insanlarda
plazmada 50-200 pmol/L diizeylerindeyken, lens, beyin, akciger ve adrenal bezde
daha yiiksek seviyelerde bulunur (93, 208).
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1.3.2.3.1. C Vitamininin Yapisi

Molekiiler formiilii CgHgOg Olan grimsi beyaz renkteki C vitamininin diger bir ismi
de Askorbik asit ya da L-Askorbik asittir (54). Bitkiler ve bir¢ok hayvan glukozdan
askorbik asit sentezleyebilirler (Sekil 12). Insanlar ve primatlar L-gulonolakton

oksidaz enzimine sahip olmadiklarindan askorbik asit sentezleyemezler (174).

CH,OH CH,OH
HcoH O ’ HCOH O
—_—— > =0
H OH H
H OH OH OH
D-Glukoz L-Askorbik Asit

Sekil 12. D-Glukoz ve L-Askorbik Asitin Molekiiler Yapilar1 (187).

Biitiin bitkiler askorbik asiti glukozdan GDP-D-mannoz, GDP-L-galaktoz, L-
galaktoz ve L-galaktone-1,4-lakton (GalL) seklinde dort adimlik bir yolla (Smirnoff-
Wheeler yolag1) sentezlemektedirler (Sekil 13) (225). Insanlar hari¢ diger primatlar,
kobaylar, bazi kuslar ve teleost baliklar ise askorbik asiti UDP-D-glukronik asit,
Glukronik asit/Glukronolakton ve L-glukronik asit/L-glono-1,4-lakton yolu ile
sentezlerler (40). Bununla birlikte, ratlarin kendilerine yetecek kadar Askorbik asit

sentezleyebilme yetenekleri oldugu ifade edilmektedir (54).
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Sekil 13. Bitkilerde Askorbik Asitin Biyosentez ve Oksidasyon Yolagi (17).

Askorbik asit geri doniisiimlii olarak dehidroaskorbik asit’e okside olabilir (Sekil 14)
(68).

HO HO

HO O __0O [O] HO O.__0

|

HO OH o) O

Askorbik Asit Dehidroaskorbik Asit

Sekil 14. Askorbik Asit ile Dehidroaskorbik Asit Arasindaki Denge (68).
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1.3.2.3.2. C Vitamininin Metabolizmasi

C vitamininin emilimi mideden (93) ve ince barsaktan gergeklesir (89). C vitamini
insan ve hayvanlarda Na"a bagimli olarak tasmir (74). Bunun i¢in de metabolik
enerjiye gereksinim vardir (253). Askorbik asitin okside formu olan dehidroaskorbik
asit ise Na"dan bagimsiz olarak metabolik enerjiye gereksinim olmadan tasinir

(104).

Insiilinin miktarinin artis1 glukoz tastyici sistemleri tarafindan insiiline duyarli
hiicrelerde Dehidroaskorbik asit transportunu kolaylastirir. Boylece intraselliiler
askorbik asit konsatrasyonu arttiritlir. Tip [ diyabet gibi insiilinin olmadig
durumlarda Dehidroaskorbik asit alinimi bozulur (Sekil 15) (194). Tip I diyabette
instilin  yetersizligi ve asir1 glukoz birikimi Dehidroaskorbik asit aliniminm
engelleyebilir. Askorbik asitin eksikligi kemik dokusunun yenilenmesi i¢in gerekli
olan kollojenin sentezini aksatarak osteopeni olusumuna neden oldugu ifade
edilmektedir (258).

Normal Diyahetik
DHA DHA
Glukoz Glukoz
S i
A\
DHA DHA
insulin—}. l .
2
AA AA
_ | J U y
v Vv
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Sekil 15. Insiiline Duyarli Hiicrelerde Dehidroaskorbik Asitin Glukoz Tastyici
Sistemiyle Glukoz ile Birlikte Taginmasi (258).

C vitamini, endoplazmik retikulumda yerleserek kollojen, karnitin, katekolamin,

peptit nérohormonlarinin biyosentezi (254) ile prolil ve lizil hidrolazlar gibi bir¢ok
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enzimin kofaktorii olarak gérev yapmasimin yam sira; diyetle alinan Fe**iin Fe"?’ye
doniistimiinde oldukc¢a 6nemli rollere sahiptir (89). Bu 6zelliklerinin yan1 sira suda
1yi ¢coziinen Askorbik asit, reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesini saglamasiyla da

giiclii bir antioksidan olarak bilinir (89, 258).

Yetiskin kisilerin giinliik Askorbik asit ihtiyaglarinin 60 mg/kg diizeyinde oldugu
belirtilmektedir (54). Bunun yaninda saglikli bireylerde 900-1500 mg arasinda bir
Askorbik asit havuzu bulundugu da ifade edilmektedir (145). Askorbik asit
eksikliginde basta iskorbiit hastalig1 olmak iizere, dis eti kanamasi, depresyon, kolay
morarma, yara ve kirik iyilesmesinde bozulma, asabiyet, eklem agrilari, dis ¢iirlimesi
ve kaybi, huzursuzluk ve yorgunluk gibi semptomlar gézlenmektedir (54). Bunun
yani sira, glinlik 1 g gibi yiiksek dozda birkag¢ hafta siiresince alinan Askorbik asit;
metabolik asidoz, oksaliiri, bobrek tasi olusumu, gastrointestinal bozukluklar, renal
tiibiiler hastaliklar, duyarlilik reaksiyonlari, protrombin ve kolesterol bozukluklari,

vitamin By, yikim, bitkinlik ve kisirlik gibi yan etkilere sebep olabilmektedir (89).
1.3.2.3.3. C Vitamininin Antioksidan Ozelligi

C vitamini potansiyel bir siiperoksit radikali (O ), singlet oksijen (O,) ve hidroksil
radikali (OH) siipiiriiciisiidiir (175). C vitamini; serbest radikallerin neden olduklar
kanser, ateroskleroz, kalp krizleri, inme, artritis, katarakt ve yaslanma dahil bir¢cok
oksidatif hasar kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde fizyolojik bir antioksidan olarak

Oonemli gorevleri bulunmaktadir (41).

Giiglii bir antioksidan olan C vitamininin en 6nemli fonksiyonlarindan biri de
insanlarda metal iyonlarinin tetikledigi dasiik dansiteli lipoprotein (LDL)
oksidasyonunun baslamasini ve yayilmasimi onleyerek LDL kolesterolii oksidatif
hasardan korumasidir (203). Keza, LDL kolesteroliin oksidasyondan korunmasi
ateroskleroz gelisimini 6nemli oranda azaltir (232). Bunun yanisira hiicre i¢i C
vitamini miktarindaki artis1 gézde katarakt gelisimi riskini 6nemli oranda azalttig

ifade edilmistir (117).

Askorbik asit endotelyal nitrik oksit sentaz aktivitesini (eNOS) giliclendirmek
suretiyle nitrik oksit (NO) sentezini artirabilir. Bunun neticesinde intraselliiler

tetrahidrobiopterin konsantrasyonu artar. Artan nitrik oksit damar direncini azaltmak
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suretiyle damarlarda vazodilatasyona sebep olur (242). Tetrahidrobiopterin eNOS
icin kofaktordiir ve Askorbik asitin stabilizasyonu ile oksidasyonunu dnlenmek i¢in

gereklidir (Sekil 16) (153).

Nitrik
Oksit

Askorbik
Asit

[ Vazodilatasyon ]

Sekil 16. Askorbik Asitin Kan Basinci, Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz,
Tetrahidrobiopterin, Siiperoksit Radikali ve Okside Diisiik Dansiteli Lipoprotein
Uzerindeki Etkileri (153).

Askorbik asit katalitik metal iyonlarinin varliginda prooksidan aktivite sergileyebilir
(30, 99). Askorbik asit ¢ok iyi bir elektron indirgeyici olarak Fe™ii Fe+2’ye
indirgerken kendisi de okside askorbat radikaline doniisiir. Cevresel kosullara bagh
olarak Fe*? O, ile kolaylikla reaksiyon verebilir bunun sonucunda siiperoksit radikali
(027) sekillenir. Tki adet siiperoksit radikalinin iki molekiil hidrojen iyonu ile

birlesmesi sonucunda hidrojen peroksit ve oksijen agiga ¢ikar (59).
1.3.2.3.4. C Vitamini ve Diyabet

C vitamininin hiicresel alimimmi hem glukoz hem de insiilin diizenlediginden,
Askorbik asitin biyosentezinde C vitamini-glukoz arasindaki iliski kadar C vitamini-
insiilin arasindaki iligki de olduk¢a onemlidir. Bu nedenle kanda glukoz seviyesi
yiikseldiginde C vitamininin geri emiliminde bozulmalar oldugu belirtilmistir. Ancak
disaridan alinan C vitamininin Tip I diyabette kandaki glukoz seviyesini diigiirdiigi

ifade edilmistir (48, 257). Keza C vitamini inflizyonunun hem saglikli hem de
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diyabetli bireylerde glukozun emilimini giiglendirmek suretiyle viicudun glukoz
kullanimin arttirdigr ifade edilmistir (185). Bazi arastirmalar (123, 205, 264) gerek
Streptozotocin, gerekse Alloxan ile olusturulan deneysel diyabette bazi hayvanlarin

cesitli dokularinda C vitamini seviyelerinde azalis bildirmislerdir.

Glikotoksisite ve hemodinamik stres hiicresel fonksiyonu degistirir bu sekilde poliol
yolunda Aldoz rediiktaz yoniinde artma olusur. Sinir, glomertil, lens ve retina gibi
insiiline bagli olmayan dokularda hiicre i¢i glukoz seviyesi hiperglisemiye bagl
olarak yiikselir. Poliol yolunun en 6nemli enzimi olan ve bu yolun aktivitesini
smirlayan Aldoz rediiktaz enzimi glukozu sorbitole doniistiiriirken, diger bir enzim
olan Sorbitol Dehidrogenaz, sorbitolii fruktoza cevirir. Sorbitol hiicre zarim
gecemedigi i¢in hiicre iginde birikir. Sorbitol birikimi, ozmotik etkilerle piridin
niikleotidlerinin redoks durumunu degistirerek (NADH/NAD" oraninda ve protein
kinaz C’de artis) hiicre i¢i miyoinositol seviyelerini azaltir. Bu durum doku hasarina
neden olur (139). C vitamininin, poliol yolunun en 6nemli enzimi olan ve bu yolun

aktivitesini sinirlayan Aldoz rediiktazi aktive ettigi rapor edilmistir (251).
Yapilan bir ¢aligmada (1) diyabette C vitamini diizeylerinin azaldig1 belirtilmistir.

1.4. Lipitler ve Lipoproteinler
1.4.1. Lipitler

Lipitler plazmada kolesterol, triagilgliserol, fosfolipit ve serbest yag asitleri halinde
bulunmaktadir. Kolesterol, organizmada bulunan temel steroldiir. Triagilgliseroller,
bir gliserol molekiilii ile ii¢ yag asidi molekiiliiniin ester bag: ile birlesmesi sonucu
meydana gelmistir. Fosfolipitler, bir gliserol molekiiliiniin {i¢ hidroksil grubundan
ikisinin yag asitleriyle, digerinin ise fosforik asit ile esterlesmesi sonucu olusur.

Serbest yag asitleri ise plazmada albiimine bagl olarak taginir (39).

Lipitler suda ¢oziinemeyen maddelerdir. Bundan dolay1 kanda tasinabilmeleri i¢in
bazi protein yapili maddelere baglanmalar1 gerekir. Plazma proteinleri ile birlesmis

olan bu lipitlere ‘lipoproteinler’ denilir (126).
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1.4.1.1. Trigliserit

Lipitleri olusturan en kiigiik yapi taslart yag asitleridir. Yag asitleri viicutta
depolanabilmek igin gliserin ile birleserek trigliseritleri olustururlar. Keza,
trigliseritler viicudun en 6nemli enerji kaynaklarindan biri olduklari i¢in kanda belirli

oranlarda bulunmalar1 gerekir (126).

Trigliseritler, kolesterol gibi hem viicutta sentezlencbilme hem de besinlerle
disaridan  alinabilme  Ozelligine  sahiptirler.  Trigliseritler  adipositlerin
sitoplazmalarinda enerjiye ihtiya¢ duyuldugunda hemen kullanilmak iizere depo
edilirler. Az miktarda da karacigerde depolanirlar. Cogu kolesterol ve kolesterol
esterleri, fosfolipit ve protein ile birlikte birleserek ¢ok diisiik yogunluklu

lipoproteinleri (VLDL) olustururlar (39).

Yapilan ¢alismalarda diyabetin ratlarda (1) ve insanlarda (226) trigliserit diizeylerini

arttirdig1 gosterilmistir.
1.4.1.2. Kolesterol

Kolesterol amfifilik (bir ucu hidrofilik diger ucu hidrofobik) bir lipit olup, gerek
membranlarin gerekse plazma lipoproteinlerinin dis katmaninin 6nemli bir yapi
tasidir. Plazmadaki serbest kolesterol lipoproteinler tarafindan tasinmaktadir (156).
Kolesterol disardan alinabildigi gibi organizmada da sentezlenebilir. Kolesteroliin
sentezini ve katabolizmasini yoneten organ karacigerdir (39). Kolesterol deride
kolekalsiferole doniismek suretiyle provitamin-D3’ii olusturur. Ayrica progesteron ve
Ostrojen sentezinde de kullanilir (143). Kolesterol seviyeleri; kalitsal faktorler,
gidalar, yasam tarzi, yas, diyabet, baz1 bobrek ve tiroid hastaliklari ve stres gibi
bircok sebebe bagl olarak yiikselmektedir (63). Akkaya ve Celik yaptiklari bir
calismada (1), diyabetik ratlarda kolesterol diizeylerinde artig belirlemislerdir. Yine
Smith ve Lall’da diyabetli hastalarda serum kolesterol seviyelerinde 6nemli derecede

artis tespit etmislerdir (226).
1.4.2. Lipoproteinler

Lipitlerin sulu ortamdaki c¢oziiniirliikleri son derece diisiik oldugundan dolay1

plazmadaki kolesterol, trigliserit, kolesterol esteri ve fosfolipitler lipoproteinler
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tarafindan taginmaktadirlar. Lipoproteinler, elektroforetik hareketlilikleri, lipit ve
apolipoprotein igerikleri ile yogunluklarina gore 6 farkli sinifa ayrilmaktadirlar (129,

240).

1- Silomikronlar

2- Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (VLDL)
3- Diistik Dansiteli Lipoproteinler (LDL)

4- Ara Dansiteli Lipoproteinler (IDL)

5- Yiiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL)

6- Lipoprotein (a) (LP(a))
1.4.2.1. Silomikronlar

Cap1 en biiyiik ve trigliserit icerigi en fazla olan lipoproteinlerdir (129). Major lipit
tiiri trigliserit olan ve yogunluklari 0.95'den diisiik olan silomikronlar, barsakta
sentez edilip lenfatik sistem araciligiyla torasik duktusa, oradan da sistemik dolagima
katilirlar. Agirliklarinin % 90" trigliserit, % 10'u fosfolipit, kolesterol ve kolesterol
esterleri ile proteinden olugmaktadir (53). Silomikronlar, gidalarla alinan
trigliseritlerin  taginmasini1  saglarlar. Besinlerdeki trigliseritler, duodenumda
monogliserit ve serbest yag asitlerine hidrolize olurlar. Bunlar safra asitleri ile
birleserek mukoza hiicrelerine girerler (53, 84). Mukoza hiicrelerinden lenf
dolagimina aliarak karacigere getirilip burada katabolize olurlar. Silomikronlarin

emilimi plazma insiilin ve glukagon hormon seviyeleriyle yakindan iligkilidir (84).
1.4.2.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (VLDL)

Dansitesi 0.950 -1.006 arasinda olan ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler karaciger ve
daha az bir oranla da barsaklarda sentezlenirler. Ortalama % 60-70 trigliserit, % 10-
15 fosfolipit ile kolesterol ve % 10 proteinden meydana gelirler (120). insiilin
eksikligi VLDL salgilanmasin1 uyarabilmektedir (259). Karacigerde sentezlenerek
dolasima verilen VLDL nin trigliserit igerigi, dolasimda lipoprotein lipaz (LPL) ve
hepatik lipaz (HTGL) enzimleri tarafindan hidroliz edilerek kolesterol esterlerince
zengin VLDL kalintilar1 olusturur. VLDL bu hidrolizasyon reaksiyonlar1 sonucunda

ara yogunluklu lipoproteinlere (IDL) dontisiir (129).
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Sabunlagmay1 onlemek i¢in karaciger tarafindan siirekli olarak salgilanan ve yag
asitlerinden sentezlenen trigliseritler (giinde 40-100 gr) yine enerji ihtiyacini

karsilamak i¢in karacigerde VLDL tarafindan okside edilirler (53).
1.4.2.3. Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL)

Dansitesi 1.006 - 1.063 arasinda olan LDL, primer olarak VLDL'nin yikimi sonucu
ortaya ¢ikar. LDL'nin agirh@min % 25'ini apoprotein B teskil eder. Geriye kalan
kismin % 50'sini kolesteril esterleri, % 30'unu fosfolipitler, % 10'unu esterlesmemis
kolesterol ve % 10'unu ise trigliseritler teskil eder (120). LDL tiim dokulara
kolesterolii tagiyan asil lipoproteindir. LDL’nin uzun Omiirlii bir partikiil olmasi
dokular igin kolesterol kaynagi olarak kullanilmasina neden olur (201). LDL hiicre
icine en fazla karacigerde olmak tizere reseptor aracili endositoz ile alinir. Yapisinda
fosfolipit ve ¢oklu doymamis yag asiti igeren LDL oksidasyona karsi duyarlidir
(129). Plazmada LDL o6l¢iimii, aterojenik lipoprotein partikiillerinin bir olgiiti

oldugundan aterosklerozun gostergesi olarak kabul edilmektedir (108).
1.4.2.4. Ara Dansiteli Lipoproteinler (IDL)

Dansitesi 1.006-1019 arasinda olan IDL, %20-50 trigliserit, %20-40 kolesterol ve
%15-25 oraninda fosfolipitten olusmaktadir. 500.000 daltondan fazla molekiiler
agirhigiyla en biiyiik apoprotein olan Apo B-100; VLDL ve LDL’de oldugu gibi
IDL’in 6nemli bir kismini olusturmaktadir (55). VLDL nin %50°den fazlas1 lipolitik
bir enzim olan hepatik lipaz (HTGL) tarafindan plazmada diisiik konsantrasyonlarda
bulunan IDL’ye doniistiiriiliir (129). Plazmalarinda HTGL eksik olan kisilerde IDL
birikimi gozlenir (55).

1.4.2.5. Yiiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL)

Dansitesi 1.063-1.210 arasinda olan HDL, %20-30 fosfolipit, %15-20 kolesterol ve
%5-10 oraninda trigliseritten olugmaktadir. Karacigerden ve ince barsak ile diger
dokulardan apoprotein A ve E ile gevrilen fosfolipitlerden meydana gelmis diskoidal
partikiiller kana olgunlasmamis HDL olarak verilirler. HDL'nin bir boliimii ise hiicre
membranindan lipitlerin alinim1 ve transferi sonucu meydana gelmektedir (53, 102).

Protein igeriginin yaklasik %70’ini olusturan apoprotein A-I, HDL nin igeriginde
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bulunan en yiiksek diizeydeki proteindir. Bundan baska %20 oraninda apoprotein A-
I, Apo A-1IV, Apo J (Clusterin), Paraoksonaz (PON), Haptoglobulin, Lesitin
kolesterol agil transferaz (LCAT) gibi proteinlerde HDL ile iliskilidirler. HDL nin
ateroskleroza kars1 koruyucu 6zellige sahip oldugunun belirtilmesinin yanisira (231),

Tip I diyabette HDL diizeylerinin arttig1 da ifade edilmistir (53, 85).
1.4.2.6. Lipoprotein (a) (LP(a))

Dansitesi 1.055-1.085 arasinda olan LP(a), %66 kolesterol, %8 trigliserit ve %26
diizeylerinde fosfolipitten olusmaktadir. Lp (a); apolipoprotein B-100 (Apo B-100)
ve 514 kD agirliginda yiiksek glikolize bir protein olan Apolipoprotein a (Apo (a))
igerir. Serum Lp (a) seviyelerinin yasa bagl olarak degismedigi belirlenmistir (159).
Aterojenik bir lipoprotein olan Lp (a)’nin bu 6zelliginden dolay1 aterosklerotik plak

olusumunda rolii oldugu belirtilmistir (79, 159).
1.5. Paraoksonaz ve Arilesteraz (PON1)

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. Uriel
tarafindan insan serumunda ilk kez 1961°de elektroforez sonrast HDL
immunopresipitatlarinda saptanmistir (244). Mackness ve ark. (1998) ise koyunlarda
Paraoksonaz aktivitesinin ¢ogunlukla apo A-I igeren partikiillerde HDL ile birlikte
bulundugunu ve insan serumunun santrifiijlenmesi ile enzimin kanda HDL yapisinda
tasindigini ortaya koymuslardir (151). Yine deneysel ¢calismalarda PON1 enziminin
HDL-kolesterol’in apo A-I’in yan1 sira Apo-J (Clustrein) proteinleri ile iliskili
oldugu; (103) ayrica hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla HDL lipitlerine
kolayca baglanabildigi de gosterilmistir (Sekil 17) (228).

Paraoksonaz-1 (PON1); 354 aminoasitten olusan glikoprotein yapisindaki
Paraoksonaz, Arilesteraz ve Diazoksonaz enzim aktivitelerine sahip olan bir
enzimdir (37). Paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢
tiyesi vardir. PON1’1 kodlayan gen, 7. kromozomun q 21-22 bdlgesine yerlesmistir.
PON2 ve PON3 ise 105. pozisyonda lizin rezidiisii bulunmadigindan paraoksonu
hidroliz edemez ve plazmada bulunmazlar (236).
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Sekil 17. Hiicre Membraninda Bulunan PON1’in HDL’ye Transferi (180).

PON proteinleri, baliklarda, kuslarda ve eklembacaklilar gibi omurgasizlarda
bulunmamasina karsin memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima sahiptir (62).
Hemen hemen tiim dokularda goriilen PON proteinleri dokulardaki ekspresyonlarina

ve dagilimlarina gore, farkliliklar géstermektedir.

Yapilan immunohistokimyasal c¢aligmalar PON1’in karacigerin yani sira bobrek,
kalp, beyin, ince bagirsak ve akciger dokularinin endotel tabakalarinda bulundugunu
gostermistir (191). Insan serumundaki PONI1 enzimi; karacigerde sentezlenen,
arildialkilfosfataz olarak da adlandirilan kalsiyuma (Ca) bagimli olan ve 43-45 kDa
molekiil agirliginda bulunan bir ester hidrolazdir (Sekil 18) (11, 150).

Paraoksonaz ve Arilesteraz her ne kadar iki ayr1 enzim olarak algilansa da, yapilan
arastirmalar (8, 76) insan serumunda tek gen {irlinii olan Paraoksonaz enziminin hem
Arilesteraz, hem de Paraoksonaz aktivitesine sahip oldugunu gostermistir.
Paraoksonazin Arilesterazdan farki; yalmiz fenolik esterleri degil ayn1 zamanda
fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz etmesidir (64). Bu sebeple PON1 hem
Paraoksonaz hem de Arilesteraz aktivitesinin her ikisine de sahiptir. Paraoksonaz,

insektisit ve sinir gazi yapiminda yaygin olarak kullanilan organofosfat bilesiklerinin
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hidrolizini katalizlemekte ve bu nedenle in vivo ksenobiyotik metabolizmasi ile

toksikolojik galismalar i¢in biiylik 6nem tagimaktadir (2).

Arg (R) veya GIn [Q)
192

lys (K)
106 Karbonhidrat

Karbonhidrat

Karbonhidrat
SH
284 Cys (C)

Met (M) 5g Karbonhidrat

veya Leu (L)

Hidrofobik Bélge

d

Fosfolipitler

Sekil 18. Insan Serum Paraoksonaz Enziminin Yapis1 (10).

PONL1 antioksidan etkisini, bakir (Cu) iyonu ve serbest radikallerin indiikleyici
oksidasyonundan korumak suretiyle gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (11). Birbagka
ozelligi ise oksidatif streste olusan hidrojen peroksiti %25 oraninda hidroliz etmektir.

Bu 6zellik PON1’in peroksidaz aktivitesine de sahip oldugunu gostermektedir (11).

Paraoksonaz enzimi, aktivitesinin Olglimiinde ilk olarak paraokson substrati
kullanildig1 igin paraoksonaz adinmi almustir (150). Insan serumundaki Paraoksonaz
enzimi, parationun metabolik {iriinii olan paraoksani kataliz etme yetenegindedir.
Pestisit olarak da kullanilan paraoksan organizmaya zararhidir. Paraoksanin,
Paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu paraoksana oranla goreceli olarak daha az

zararli p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur (Sekil 19A) (15).
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Paraokson, Paroksonazin hem Arilesteraz aktivitesini hem de Paroksonaz aktivitesini
6lgmede en sik kullanilan substrattir. Buna karsin Fenil asetat ise sadece Arilesteraz
aktivitesini 6lgmede kullanilan bir substrattir. PON1 polimorfik dagilimi nedeniyle

ayni substrata kars1 farkli aktivite gosterir (Sekil 19B) (20).

PON1, HDL’yi oksidasyondan koruyarak HDL kolesterol’iin ters kolesterol tasima
fonksiyonunun devamliligin1 saglar. Bu durum makrofajlarda kolesterol birikimini
engelleyerek kopilik hiicre olusumunu ve dolayisiyla da ateroskleroz gelisimi

yavaglatir (12).

HDL’ye bagl olarak taginan Paraoksonazin (Sekil 17), kalp damar hastaliklarinin
yanisira diger hastaliklarla da iligkili oldugu bir¢ok c¢alismada belirtilmistir.
Hipergliseminin oksidatif stres ve arteroskleroza zemin hazirladigi diisiiniiliirse,
Diyabetes mellituslu olgularda serum paraoksonazin rolii ortaya ¢ikmaktadir. PON1-
192RR ve PON1-55LL genotipleri insiiline bagimli olmayan Tip I diyabetli
olgularda daha sik gorilmistir (119). Hiperkolesterolemili ve insiilin bagimli
Diyabetes mellituslu hasta gruplarinin serum PON1 aktivitesinin diisiik bulunmasi
bunu kanitlamaktadir (152). PON1 aktivitesinin azalis1 genellikle artan bir oksidatif
stres bulgusuyla birlikte seyreder (14, 152).
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1.6. Streptozotocin’in Etki Mekanizmasi

Kimyasal formiili CgHisN3O; ve ismi 2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-
glucopyranose olan streptozotocin (STZ) Streptomycetes achromogenes bakterileri
tarafindan sentezlenmektedir (Sekil 20) (256). Temelde antimikrobiyal bir ajan olan
(256) STZ uzun yillar kemoterapotik alkilleyici ajan olarak pankreasin adacik
hiicrelerindeki tlimorlerin metastazinin onlenmesinde ve diger kot huylu tiimorlerin
tedavisinde kullanildi (219). Rakieten ve ark (195) 1963 yilinda STZ’in
diyabetojenik bir madde oldugunu rapor ettiler. Bu tarihten beri STZ laboratuar
hayvanlar1 {izerinde deneysel diyabet modeli olusturma amagli olarak

kullanilmaktadir (202).

STZ intravendz ve intraperitonal yolla olmak {izere degisik dozlarda
uygulanabilmektedir. Genel olarak ratlarda Tip I diyabet olusturmak igin 40-60
mg/kg dozunda intravendz ya da intraperitonal olarak tek enjeksiyonla
uygulanmaktadir (77). Tercihen daha yiiksek dozlarda kullanilabilirken, 40 mg/kg
altindaki dozlarda etkili olmayabilmektedir (124). STZ kullaniminda dikkat edilmesi
gereken en Oonemli nokta; notral pH’da dekompanse olmasi nedeniyle pH’s1 4-4.5
arasinda olan sitrat tamponu igerisinde hazirlanmasi ve 1siktan korunarak hemen

kullanilmasidir (113).

STZ’in ilk etkisinin B hiicrelerinin glukoza yanitini ortadan kaldirmak oldugu
diistiniilmektedir (113). Bu olay1 ise kalici B hiicre harabiyeti ve kaybi izlemektedir.
STZ enjeksiyonundan 2 saat sonra kan insiilin seviyelerindeki diislise ilaveten
hiperglisemi gozlenir. Enjeksiyonu takiben yaklasik 6 saat sonra yiikselen kan insiilin
seviyeleri nedeniyle hipoglisemi olusur. Son olarak yaklasik 72. saatten sonra insiilin

miktar1 azalir ve buna bagli olarak da kalict hiperglisemi sekillenir (254).

Yapisinda glukoz molekiilii ihtiva eden STZ pankreasin B hiicreleri igerisine GLUT-
2 glukoz tastyicilar tarafindan alinmaktadir (195). STZ’in diyabetojenik etkisinin
GLUT-2 {iretiminin azaldig1 durumlarda ortadan kalktig1 gozlenirken (214) tekrarh
dozlarda uygulanan STZ’in GLUT-2 iiretimini azalttig1 rapor edilmistir (252).
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STZ’in asil hedefi B hiicrelerindeki DNA’dir. STZ’in hiicre i¢inde nitroziire
gruplarinin  dekompozisyonu ile olusan reaktif karbonyum iyonlarinin DNA

bazlarinda alkilasyona neden oldugu belirtilmektedir (261).

Sekil 20. Streptozotocinin Kimyasal Yapisi (144).

Bu olayt DNA onarimi izler ve onarim sirasinda gdrev alan polipolimeraz hiicre
icindeki nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD) kullanarak NAD depolarin1 bosaltir
ve ATP miktarmi azaltir. Bu yolla hiicresel enerji depolar tiiketildiginde J
hiicrelerinde nekroz goézlenmistir (Sekil 21) (144). Bunun yanisira STZ
uygulamasinin ksantin oksidaz enzimini aktive ederek ve hidrojen peroksit ve

hidroksil radikallleri gibi oksidanlar: iirettigi belirlenmistir (176).

/

NO
. / 3
‘ Akonidaz |

STZ

Mitokondri-ATP J' DNA alkilizasyonu

|

XOoD*%

|

0,

|
H,0, ////
|

C)ﬁ-l’ ONOO NO — Poli (ADP-ribozilasyon)

DNA hasan NAD~ l’ ATP 't

Sekil 21. Rat Pankreasinin B Hiicrelerinde Streptozotocinin Toksik Etki
Mekanizmasi. XOD (ksantin oksidaz) (238).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

Bu calisma Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KAU-
HADYEK) Bagkanligi’nin 20.01.2012 tarihli ve 2012/03 sayili izni ile yapildi.
Calismada her grupta 10 adet (310-365 g agirliginda) olmak tizere 50 adet 4-5 aylik
erkek Sprague Dawley cinsi rat kullanildi. Hayvanlar 25 + 2°C sicaklikta, % 60-65
diizeyinde nemin ve 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiiniin saglandigi
kosullarda, her giin altlar1 temizlenen kafeslerde ve her kafeste 5 hayvan olacak
sekilde ad-libitum olarak beslendi. Arastirmada kullanilan rasyonun bilesimi Tablo
2’de verilmistir. Yemler, 6zel celik kaplarda ve su ise paslanmaz celik bilyeli
biberonlarda normal ¢esme suyu olarak verildi. Uygulamalara 1 haftalik adaptasyon
siiresinden sonra baslanildi ve uygulamalar her giin 17:% ile 18:% saatleri arasinda

yapildi. Gruplar agagidaki gibi olusturuldu.

1. Kontrol Grubu (n=10): Hayvanlar ad-libitum olarak beslendi.

2. Diyabetik Kontrol Grubu (n=10): 50 mg/kg Streptozotocin (STZ) (50 ml
sitrik asit + 40 ml disodyum hidrojen fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH:4.5)
¢oziildii) Intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi. Bu gruptaki hayvanlara diger
gruplarla ayn1 standart1 saglamak icin ¢alisma siiresince oral gavaj ile serum

fizyolojik verildi.

STZ uygulamasindan ii¢ giin sonra 8 saat siiresince a¢ birakilan ratlarm kuyruk
veninden alinan kan ile aclik kan sekerleri glikometre araciligr ile ol¢iildii ve 250
mg/dL diizeyinde aglik kan sekeri i¢eren hayvanlar Tip | diyabetli olarak kabul
edildi.

3. Diyabet + Alfa Lipoik Asit Grubu (n=10): 50 mg/kg i.p. olarak STZ
uygulamasi sonucu diyabet olusturulmus ratlara 21 giin boyunca oral yolla 80
mg/kg Alfa lipoik asit verildi.

4. Diyabet + C vitamini Grubu (n=10): 50 mg/kg i.p olarak STZ uygulamasi
sonucu diyabet olusturulmus ratlara 21 giin boyunca oral yolla 60 mg/kg C

vitamini verildi.
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5. Diyabet + Alfa Lipoik Asit + C vitamini Grubu (n=10): 50 mg/kg i.p.
olarak STZ uygulamasi sonucu diyabet olusturulmus ratlara 21 giin boyunca

oral yolla 80 mg/kg Alfa lipoik asit ile 60 mg/kg C vitamini verildi.

Tablo 2. Deney hayvanlarina Verilen Yemin Bilesimi

ICERIK %
Kuru madde 88
Ham protein 23
Ham seliiloz 5

Ham kiil 8
HCI’de ¢6ziinmiis kiil 1

NaCl 1
Kalsiyum 1-1.3
Sodyum 0.5-0.6
Fosfor 0.9
Lizin 1.35
Metiyonin 0.45
Sistin 0.35
Vitamin A 15.000 1U/kg
Vitamin D3 3.300 1U/kg
Vitamin E 40 mg/kg
Vitamin B2 5 mg/kg
Vitamin B12 20 mcg/kg
Vitamin K3 5 mg/kg
Metabolik enerji 3.100 Kcal/kg

2.1.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Deneysel asamanin sonunda 0,4 ml/kg pentobarbital sodyum ile anestezi altina alinan
hayvanlardan kan ornekleri intrakardiyak olarak alindi. Kan 6rneklerinin bir kismi
serum elde etmek i¢in jelli tiiplere, kalan kismi ise plazmalarinin ¢ikarilmasi i¢in
heparinli tiiplere alindi. Jelli tiiplere alinan kan 6rnekleri hi¢ bekletilmeden sogutmali
santrifiijde 3000 rpm’de, +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmek suretiyle serum
ornekleri ¢ikarildi. Yine heparinli tiiplere alinan kan ornekleri de 3000 rpm’de, +4
%C’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalari ayrildi. Hazirlanan serum ve plazma

ornekleri analizlere kadar -20 °C’deki derin dondurucuda muhafaza edildi.
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2.1.2. Doku Orneklerinin Alnmasi ve Hazirlanmasi

Kan 6rneklerinin alinmasini takiben; karaciger ve pankreas dokulari alindi. Alinan
pankreas dokularinin tamami ile karaciger dokularmin bir kismi histopatolojik
inceleme i¢in %10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edildi. Kalan doku
ornekleri ise laktatlh ringer soliisyonu ile yikandiktan sonra polietilen posetlere sarilip

etiketlendi ve analizlere kadar -20 °C’daki derin dondurucuda saklandh.

Analizlerin hemen oOncesinde karaciger doku orneklerinden bir miktar tartilarak
tizerine agirhigimin 9 kati fosfat tampon c¢ozeltisi eklenerek (1/10 oraninda)
homojenizator yardimi ile analizlerede kullanilan kitlerin prosediiriine uygun sekilde
homojenize edildi. Homojenize edilen doku Orneklerinden santrifiij yardimiyla

ayrilan homojenatlar polietilen tiiplere alindi.
2.1.3. Histopatolojik incelemeler

Karaciger ve pankreas dokular1 tespit isleminden sonra rutin doku takip
islemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi. Histopatolojik incelemeler i¢in
parafin bloklardan 5 mikrometre kalinliginda alinan kesitler hematoksilen ve eozin
ile boyandi. Karaciger dokusunda glikojenin varligimi gostermek icin dokular
Periyodik Asit Shiff (PAS) ile boyandi. Pankreastaki beta hiicrelerini tespit etmek

amactyla Gomori’nin aldehit fuksin boyasi kullanildi.

2.2. Metod
2.2.1. Kullanilan Aracg ve Gerecler
2.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Streptozotocin (Sigma)

2. Alfa lipoik asit (Sigma)

3. C vitamini (Sigma)

4. Pentobarbital sodyum (Sigma)
5. Na;HPO, (Sigma)

6. KH,PO,4 (Sigma)
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7. Sodyum sitrat (Merck)

8. Hidroklorik asit (Merck)

9. Serum fizyolojik (izofleks)
2.2.3. Kullanilan Cihazlar

1. Spektrofotometre (Spectra Max)

2. Homojenizator (Wigen Hauser)

3. Otoanalizor (Architect ¢16000)

4. Hassas terazi (Shimadzu)

5. Deiyonize su cihazi (Niive)

6. Sogutmali santrifiij (Hettich)

7. Derin dondurucu (Beko)

8. Buzdolabi (Profilo)

[{e]

. Analitik terazi (Precisa)
10. pH metre (Thermo Orion)
11. Etiiv (Niive)

12. Vorteks (Heidolph)

13. Dispenser (Brand)

14. Ayarlanabilir otomatik pipetler (Mikrolit, Brand, Eppendorf, Gilson) (1, 10,
20, 100, 1000 pL)

15. Glukometre (Yasee)
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2.2.4. Kullanilan Kitler

1.

2.

3.

4.

Paraoksonaz test kiti (Rel-Assay)
Arilesteraz test Kiti (Rel-Assay)
Total oksidan kiti (Rel-Assay)

Total antioksidan kiti (Rel-Assay)

2.2.5. Kullanilan Diger Malzemeler

1.

Rat gavaji

. Steril enjektor (5, 10 ml) (Hayat)

. Steril instilin enjektorii (1 ml) (Hayat)

. EDTA’l1 kan tiipii (Venoject)

. Jelli tiip (Vacutainer)

. Eppendorf tiip (1,5, 2 ml) (Eppendorf)

. Otomatik pipet uglar1 (10, 100 ve 1000 ul) (Isolab)
. Dispender uglar1 (0,1, 0,5, 1 ve 5 ml) (Eppendorf)

. 96 kuyucuklu plate (Brand)

2.2.6. Cahismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmislar:

2.2.6.1. Sodyum sitrat ¢ozeltisi: 0,294 g sodyum sitrat dihidrat (C¢HsNazO; - 2H,0=

294,1 g/mol) alinarak, deiyonize su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi ve 1 Normal
HCl ile pH’s14.5’a ayarlandi.

2.2.6.2. Streptozotocin ¢ozeltisi: Hazirlanan sodyum sitrat tamponundan 21 mg/1

ml olacak sekilde alinarak igerisinde STZ c¢ozdiiriildii. STZ ¢6zeltisi 151k altinda

bozulabilecegi ve 1sidan etkilenebilecegi i¢in hazirlandig: tiipiin iizeri aliminyum

folyo ile sarilip enjeksiyon siiresince i¢i buz dolu beher i¢cinde muhafaza edildi ve

taze bir sekilde hayvanlara uygulandi. Diyabet olusturulacak hayvanlara, 1 ml’lik
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insiilin enjektorii ile hayvanlarin agirliklarina gore kg’a 50 mg olacak sekilde i.p.
olarak tek doz seklinde enjekte edildi. Kontrol grubu hayvanlara ise yalnizca sodyum

sitrat ¢ozeltisi enjekte edildi.

2.2.6.3. Alfa Lipoik Asit Cozeltisi: 80 mg/kg dozunda Alfa lipoik asit ¢esme
suyunda ¢ozlilmek ve giinliik hazirlanmak suretiyle hayvanlara oral gavaj yoluyla

verildi.

2.2.6.4. C vitamini Cozeltisi: 60 mg/kg dozunda C vitamini ¢esme suyunda

¢oziilmek ve giinliik hazirlanmak suretiyle hayvanlara oral gavaj yoluyla verildi.

2.2.6.5. Fosfat Tampon Cozeltisi: 14.126 g Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,4
Ma=141.96 g/mol) ile 4.535 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4 Ma=136.09
g/mol) terazide tartildi. Tartilan NayHPO4 ve KH,PO4 ayr ayr1 500°er ml distile su ile
¢Ozdiiriilerek hazirlandi. Daha sonra bu iki ¢dzelti birbirine esit oranda karistirilmak

ve pH’s1 6.8’e ayarlanmak suretiyle fosfat tamponu elde edildi.
2.2.7. Kan Glukoz Seviyelerinin Belirlenmesi

Calismaya baslamadan once (sifirinc1 giinde) 8 saat a¢ birakilan hayvanlarda kuyruk
veninden alinan kan Orneklerinden Yasee marka glukometre (GLM-76, Taiwan)
kullanilarak aglik kan glukoz seviyeleri belirlendi. Daha sonra STZ uygulamasinin 3.
giiniinde yine 8 saat aclik sonras1 kan glukoz seviyeleri olgiilerek glukoz seviyeleri
250 mg/dL diizeyinde olanlar caligmaya dahil edildi. STZ uygulamasinin 3.
giiniinden itibaren 21 giin boyunca madde verildi. Madde verildigi siire i¢inde 10, 17

ve 24. giinlerde 8 saatlik aclik sonrasi kan glukoz seviyeleri belirlendi.
2.2.8. Lipit Profilinin Belirlenmesi

Deneme ve kontrol grubunu olusturan sicanlarin serum lipit diizeylerinin
Ol¢iilmesinde Architect c16000 (Abbott Diagnostics - USA) marka klinik kimya
otoanalizorii kullanildi. Serum lipitlerinden; Total Kolesterol, HDL-Kolesterol ve

Trigliserit diizeyleri Abbott Diagnostic marka kitler kullanilarak 6l¢iildii.

LDL ve VLDL kolesterol seviyeleri ise asagida verilen formiil (Friedewald Formiilii)

ile hesaplandi.
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VLDL = Trigliserit/ 5

LDL = Total kolesterol — (HDL + Trigliserit / 5) (75).
2.2.9. Calismada Kullanilan Kitlere Ait Prosediirler
2.2.9.1. Paraoksonaz (PON) Test Kiti

Testin Prensibi: Paraoksonaz enzim aktivitesi 6l¢limii, substrat olarak kullanilan
paraoksonun enzimatik hidrolizi sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenol miktarinin

spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
Testin yapilisi:

500 pnL Reagent 1 (buffer soliisyon),

25 uL 6rnek (serum ve karaciger dokusu homojenati)
5 dakika oda sicakliginda inkiibasyon

25 pL Reagent 2 (substrat soliisyonu)

30.sn’de, 412 nm dalga boyunda ilk absorbans

YV V. V V V VY

150.sn’de 412 nm dalga boyunda ikinci absorbans alinmak suretiyle Kinetik
Ol¢ctim yapildi.

Prosediirii pleyt’e uyarlamak i¢in reagent ve 6rnek miktarlar1 esit oranda azaltildu.

Sonuglarin Hesaplanmasi:

150.sn ABS—30.sn ABS

ABS (Absorbans)/ Dakika = .

ABS Dakika x 22
Sonug = 18290 x 106

Sonuglar serum Ornekleri i¢in U/L ve karaciger ornekleri i¢in ise U/g cinsinden

verildi.
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2.2.9.2. Arilesteraz (ARE) Test Kiti

Testin Prensibi: Arilesteraz enzim aktivitesi Olglimii, substrat olarak kullanilan
fenilasetatin enzimatik hidrolizi sonucu olusan fenol ve asetik asit miktarinin
spektrofotometre  araciligiyla  kolorimetrik  olarak  belirlenmesi  esasina

dayanmaktadir.

Testin Yapilisi: Arilesteraz analizi i¢in Oncelikle ornekler kit iceriginde bulunan
diluent soliisyon ile eppendorf tiipler igerisinde 1/100 (6rnek/diluent soliisyon)

oraninda dilue edildi.

3 pL dilue edilmis 6rnek

260 puL Reagent 1 (deiyonize su)

200 saniye oda sicakliginda inkiibasyon
548 nm dalga boyunda ilk absorbans

10 uL Reagent 2

80 uL Reagent 3

240 saniye oda sicakliginda inkiibasyon

V V.V V V VYV VYV V

700 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar belirlendi.

Yapilan end point-bichromatik analiz neticesinde sonuglar elde edildi. Prosediirii

pleyt’e uyarlamak i¢in reagent miktarlari esit oranda azaltildi.
Sonucglarin Hesaplanmasi:

Sonug = (2. ABS — 1. ABS) x 1316

Sonuglar serum oOrnekleri i¢in U/L ve karaciger ornekleri i¢in ise U/g cinsinden

verildi.
2.2.9.3. Total Oksidan (TOS) Test Kiti

Testin  Prensibi: Ornekte bulunan antioksidanlar ferrdz iyon-o-dianisididine
komplekslerini ferrik iyona oksitlerler. Bu esnada ortamda bulunan gliserol bu
reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {ic katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik

ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar. Ornekte bulunan
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oksidanlarin miktartyla iligkili olan rengin siddetinin spektrofotometrik olarak

Olclimii esasina dayanmaktadir (65).

Testin Yapilisi: Kit iceriginde yer alan standart 2 soliisyonundan 50 pL almarak 10
ml deiyonize su ile karistirilarak vortekslendi. Daha sonra bu ilk soliisyondan 50 puL
alinarak yeniden 10 ml deiyonize suyla karistirilip vortekslendi. Bu sekilde standart 2
soliisyonu deiyonize su ile 40.000 kez dilue edilmis oldu. Sonug olarak hazirlanan

soliisyonun konsantrasyonu 20 mikromolar H,O, oldu.

500 pL Reagent 1

75 puL (Standart 1, Standart 2 ve 6rnek)
530 nm dalga boyunda ilk absorbans
25 pL Reagent 2

10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon

YV V. V ¥V V V

530 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar belirlendi.

Prosediirii pleyt’e uyarlamak i¢in reagent miktarlari esit oranda azaltildi.
Sonuglarin Hesaplanmasi:

Sonug = [ A ABS Ornek / A ABS Standart 2 ] x 20 [ Standart 2 degeri ]

A Ornek Absorbansi = ( Ornegin 2. Absorbansi - Ornegin 1. Absorbans )

A Standart 2°nin Absorbansi = ( Std 2’nin 2. Absorbansi - Std 2’nin 1. Absorbansi )
Standart 2 Degeri = 20 umol H,O, Equiv./L

Degerler pmol H,O; Equiv. / L cinsinden verildi.

2.2.9.4. Total Antioksidan (TAS) Test Kiti

Testin Prensibi: Bu 6lgiim yonteminde 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6
sulfonic acid) radikali (ABTS radikali) kullanilmaktadir. ABTS radikali, antioksidan
konsantrasyonuna ve antioksidan kapasiteye gore koyu mavi-yesil rengini
kaybetmektedir. Bu yontemin esas1 hidrojen peroksit varliginda ABTS molekiiliiniin

ABTS" molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir (66).
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Testin Yapilisi:

500 pL Reagent 1

30 puL (Standart 1, Standart 2 ve 6rnek)
660 nm dalga boyunda ilk absorbans
75 uL Reagent 2

10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon

YV V. V V V V

660 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar elde edildi.
Prosediirii pleyt’e uyarlamak i¢in reagent miktarlar1 esit oranda azaltildi.
Sonuglarin Hesaplanmasi:

AABS Std1 — A ABS Ornek
AABSStd1 — AABSStd2

Sonu¢ =

A ABS Std 1 = ( Standart 1’in 2. Absorbans1 - Standart 1’in 1. Absorbanst )
A ABS Std 2 = (Standart 2°in 2. Absorbans1 - Standart 2’in 1. Absorbansi )
A Ornek Absorbansi = (Ornegin 2. Absorbansi - Ornegin 1. Absorbansi )
Sonuglar Trolox equivalent / L cinsinden verildi.

2.2.10. Oksidatif Stres indeksinin Hesaplanmasi

Total oksidan seyiyenin (TOS) total antioksidan seviyeye (TAS) bdliinmesiyle
Arbitrary Unit (AU) cinsinden Oksidatif stres indeksi (OSI) seviyeleri belirlendi.

OSI=TOS/TAS
2.3. istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin biyoistatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢in SPSS
18 paket programi kullanildi. Gruplar arasindaki degiskenlerin degerlendirilmesi icin
Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi uygulandi. Yine PON-HDL,
PON-LDL, HDL-LDL, ARE-HDL, ARE-LDL ve TOS-TAS parametrelerin
aralarindaki iliski diizeyini belirlemek i¢in de Korelasyon analizleri yapildi. p<0.05

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Kontrol ve Deneme Grubu Hayvanlarin Kan Glukoz Diizeylerinin

Degerlendirilmesi

Calismanin 0., 3., 10., 17. ve 24. giinlerinde tiim gruplarin kan glukoz degerleri
Olctlilerek kendi aralarinda degerlendirildi. Baslangigta (0. giinde) gruplarin kan
glukoz seviyelerinin 64-100 mg/dL arasinda oldugu gozlendi. Kontrol grubunun kan
glukoz seviyelerinde ¢alismanin sonlarina dogru istatistiksel agidan anlamli bir artig
gozlendi (0. giin ile 24. giin p<0.01; 10. giin ile 24. giin p<0.05). Benzer sekilde tim
diyabetik gruplarda diyabetin olusturuldugu 72. saatte kan glukoz seviyelerinde
onemli artiglar belirlendi (p<0.001). Diyabetik kontrol grubunda kan glukoz
diizeylerinin gilin gegtikge artis gosterdigi; fakat bu artigin yalnizca 3-17, 3-24. giinler
(p<0.001) ile 10-17, 10-24. giinler (p<0.01) arasinda 6nemli oldugu; 3-10. ve 10-24.
giinler arasinda ise istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) goriildii. C vitamini
grubunda 3, 10 ve 17. giinler arasinda kan glukoz seviyelerinin degisimi énemsizken
(p>0.05); 17. gline kiyasla 24. giinde p<0.001 diizeyinde bir artis belirlendi. Alfa
lipoik asit uygulanan grubun kan glukoz diizeylerinde 3-17, 3-24, 10-17 ve 10-24.
giinler arasinda p<0.001 diizeyinde onemli artislar belirlenirken; 3-10 ve 17-24.
giinler arasinda istatistiksel agidan herhangi bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05).
Kombine grupta ise 3, 10 ve 17. giinler arasinda bir farklilik gézlenmezken (p>0.05),
3 ve 10 giine gore 24. giinde glukoz diizeylerindeki artisin énemli oldugu tespit
edildi (p<0.05) (Tablo 3).

C vitamini verilen diyabetik grubun diyabetik kontrol grubuna kiyasla kan glukoz
seviyelerinde 17. glinde 6nemli bir azalis tespit edilmekle birlikte (p<0.01); diger
giinlerdeki degisimin 6nemli olmadigr gozlendi (p>0.05). Alfa lipoik asit verilen
diyabetik grubun kan glukoz seviyelerinde de 10. giinden itibaren istatistiksel olarak
anlamli olmayan diisiisler belirlendi (p>0.05). Yine Alfa lipoik asit ve C vitamini
verilen diyabetik grubun kan glukoz diizeyleri 17. glinden sonra diyabetik kontrol
grubuna kiyasla bir azalis gostermekle birlikte bu azalisin istatistiksel olarak 6nemli

olmadigi saptandi (p>0.05) (Tablo 4).
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Belirlenen Zaman Birimlerine Gore Grup I¢i Degisimleri (mg/dL).

0.GUN 3.GUN 10.GUN 17.GUN 24.GUN

GLIKOZ X +SD | X +SD X +SD X +SD X +SD
KONTROL 84.8+4.6° | 86.5+6.4° 88.0+5.4% | 89.946.7® | 97.4+10.2°
DiYABET 83.9+5.3° | 307.8+32.9” | 326.8426.1"" | 377.5+41.4% | 402.4+19.7*
DiYABET + c b b b a
C VITAMINi 83.4£6.4° | 311.8£19.2° | 318.4+50.1° | 331.1435.8° | 393.7+5.9
DIiYABET + c b* bt a* at
o LIPOIK ASIT 83.249.1° | 323.5+30.3% | 316.6+20.9"" | 369.8+17.3% | 393.5+8.4
DIiYABET+
o LIPOIK ASIT + | 86.9£10.5° | 329.6+22.3" | 327.2+16.9° | 344.1432.5® | 375.2+57.0°
C VITAMINI

Aynt satirda farkl harfler istatistiksel dnemliligi gostermektedir.

Kontrol : a-b : p<0.01, a-b*: p<0.05

Diyabet : b*-c, b-c, a*-c, af-c, a*-b*, b*-at, at-bt : p<0.001, bf-a*: p<0.01
Diyabet + C Vitamini : b-c, a-c, a-b : p<0.001

Diyabet + o Lipoik Asit : b*-c, bt-c, a*-c, af-c, a*-b*, at-b*, a*-b¥, at-bt : p<0.001
Diyabet + C Vitamini + o Lipoik Asit : a-c, b-c, ab-c: p<0.001, a-b : p<0.05

Not: Tiim gruplardaki hayvanlarin deney siiresince degisen kan glukoz seviyeleri Tablo 3’de
goriilmektedir. 0. giin ¢alismanmin baslangicini géstermektedir. 0. giinde hayvanlarin 8 saat a¢lik
sonrast kan glukoz seviyeleri belirlenerek hemen arkasindan intraperitoneal olarak STZ enjeksiyonu
yapudi. Enjeksiyonu takiben 72. saatte (3. giin) yine 8 saat aglik sonrast kan glukoz seviyelerine
bakilarak diyabet dogrulandi. Diyabetli olduklart dogrulanan hayvanlara 3. giinden itibaren
belirlenen dozlarda C vitamini, Alfa lipoik asit ve bu iki maddenin kombinasyonu her giin ayn: saatte
olmak iizere oral olarak uygulandi. Madde uygulanan bu periyot icinde 10., 17., ve 24. giinlerde

hayvanlarin kan glukoz seviyeleri ve agirliklart belirlendi.
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Belirlenen Zaman Birimlerine Gore Gruplar Arast Degisimleri (mg/dL).

DIYABET | DIiYABET +D l{?fg;(
GLiKOZ | KONTROL | DIiYABET | +a LiPOIK +C T
AsiT | vitamini | ASIT+C
VITAMINI
0-8n | 546 | 839453 | $32:91 | 834464 86.9+10.5
X +SD 844, 945, 249, 4=£6. ) .
3. gﬁn b a a a a
86.5+6.4 307.8+32.9 323.5£30.3% | 311.8+19.2 329.6+22.3
X +£SD
10. giin b a a a a
88.0+5.4 326.8+26.1 316.6+£20.9% | 318.4+50.1 327.2+16.9
X +SD
17. giin c a* a b ab
89.9+6.7 377.5+41.4 369.8+17.3% | 331.14£35.8 344.1+£32.5
X +SD
24. giin b a a a a
97.4+10.2 402.4+19.7 393.5£8.4 393.7+£5.9 375.2+£57.0
X +£SD
Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
0. glin : p>0.05
3. giin : a-b : p<0.001
10. giin : a-b : p<0.001
17. giin : a-c, b-c, ab-c, a*-c : p<0.001, a*-b : p<0.01, a-b : p<0.05
24. giin : a-b : p<0.001
3.2. Kontrol ve Deneme Grubu Hayvanlarin Viicut Agirhklarmn
Degerlendirilmesi

Deneyin 0., 3., 10, 14. ve 24. giinlerinde tim gruplarin viicut agirhiklar dl¢iildii ve
gruplar kendi aralarinda degerlendirildi. Kontrol grubundaki hayvanlarin viicut
agirliklarinda bir artis gozlenmekle birlikte bu artis istatistiksel olarak 6énemli kabul
edilmedi (3. giin, 10. giin, 17. giin ve 24. giin p>0.05). Diyabetik kontrol grubu
hayvanlarinin belirlenen viicut agirliklarinda ise istatistiksel agidan oldukca 6nemli
bir azalis gozlendi (3. giin, 10. giin, 17. giin ve 24. giin p<0.001). Alfa lipoik asit
verilen diyabetik grubun viicut agirliklarinin 6l¢iimiinde ise 3. giin p<0.05, 10. giin
p<0.01, 17. giin ve 24. giin p<0.001 diizeylerinde istatistiksel olarak olduk¢a dnemli
diizeylerde diisiis belirlendi. Benzer sekilde C vitamini verilen diyabetik grubun
Ol¢iimlerinde de 3. giin, 10. giin, 17. giin ve 24. gin p<0.001 diizeylerinde

istatistiksel agidan 6nemli degisiklikler saptandi. Ikisinin verildigi kombine grubun



agirliklarinda da istatistiksel agidan oldukga ileri diizeyde azalislar belirlendi (3. giin
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p<0.05, 10., 17. ve 24. giin p<0.001) (Tablo 5).

Tablo 5. Deney Hayvanlarinmn Viicut Agirhiklarinin Grup Igi Giinler Arasi
Degisimleri (gr).
] 0.GUN 3.GUN 10.GUN 17.GUN 24.GUN
AGIRLIK X +SD | X +SD X +SD X +SD X +SD
KONTROL 365.4+15.3 | 356.7437.7 | 366.3+25.4 | 381.6+30.7 | 390.6+27.1
DIYABET 317.548.0% | 281.4+17.8" | 270.2+18.1° | 261.9+18.8° | 252.8+20.2°
DIiYABET + a b be c *
. . . + + + + +
o LIPOIK ASIT | 306-3%12.8" | 276.7423.7" | 268.3+22.2° | 248.9+21.8° | 241.2+24.4
DIiYABET + a b c od d
. . e + + + + +
C VITAMINi 341.945.1% | 310.847.7° | 292.0+14.6° | 278.2+12.6™ | 270.9£13.9
DIiYABET +
o LIPOIK ASIT + | 341.5£9.0* | 308.7+19.0° | 288.1+£24.9° | 270.2425.8% | 244.6+30.4
C VITAMINI

Ayni satirda farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

Kontrol : p>0.05

Diyabet : a-b, a-bc, a-c: p<0.001, b-c : p<0.01

Diyabet + a Lipoik Asit : a-c, a-c* : p<0.001, a-bc, b-c* :p<0.01, a-b, b-c : p<0.05

Diyabet + C Vitamini : a-b, a-c, a-cd, a-d, b-cd, b-d, c-d : p<0.001, b-c : p<0.01

Diyabet + C Vitamini + o Lipoik Asit : a-bc, a-cd, a-d, b-d, bc-d : p<0.001, b-cd : p<0.01, a-b : p<0.05
Not: 0. giin enjeksiyonun ilk giiniinii; 3. giin STZ enjeksiyonunun 72. saatini; 24. giin diyabetin son

glintinii gostermektedir.
3.3. Serum Lipit Profili

Kontrollere kiyasla diyabetik gruplardan Alfa lipoik asit grubunun total kolesterol
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilirken (p<0.05); diger
diyabetik gruplardaki artis 6nemsiz kabul edildi (p>0.05). Diyabetik gruplardan Alfa
lipoik asit verilen grupta diyabetik kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olmayan bir
artis gozlenirken; C vitamini ve kombine gruplarda ise yine istatistiksel agidan

anlamli olmayan bir azalis tespit edildi (Tablo 6 ve Grafik 1) (p>0.05).
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Tablo 6. Deney Gruplarinin Serum Total Kolesterol, HDL, LDL ve VLDL

Kolesterol ile Trigliserit Sonuglar1 (mg/dL).

DIiYABET DIiYABET +D I{‘i‘fgﬁ(
PARAMETRE | KONTROL | DIiYABET | +a LiPOIK +C 0~
ASIT viramini | ASIT+C
VITAMINI
TOTAL b ab a ab b
KOLESTEROL | 35-57+4.28" | 60.64+5.68 63.11+5.70 59.33+7.15 55.69+1.25
TRIGLISERIT | 53.43+£6.08° | 110.43+6.40% | 90.86+28.11%°" | 98.33+23.29% | 82.37+6.80°
HDL 21.71£1.70° | 18.00£2.16° | 31.43+1.72° | 24.67+2.41° | 23.00+2,24°
VLDL 11.57+1.99° | 21.00+2.58% | 18.57+£5.59%" | 22.17+5.77° | 18.20+3.00
LDL 13.71£1.80 | 14.59+2.76 14.59+4.11 12.64+4.60 12.36+1.71
Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
Total Kolesterol : a-b : p<0.05
Trigliserit : a-c, ab-c: p<0.001, ab*-c: p<0.01, a-b, b-c: p<0.05
HDL : a-b, a-c, b-c : p<0.001, b-c: p<0.05
VLDL : a-b: p<0.001, a*-b : p<0.05
LDL : p>0.05
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LIPOIK ASIT VITAMINi  LiPOIK ASIT + C
VITAMINI

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b: p<0.05

Grafik 1. Serum Total Kolesterol Diizeyleri (mg/dL).

Trigliserit diizeyleri kontrollere kiyasla tiim gruplarda onemli bir sekilde artmakla
birlikte en onemli artisin diyabetik kontrol grubunda oldugu belirlendi (p<0.001).
Madde verilen gruplar diyabetik kontrol grubu ile kiyaslandiginda trigliserit
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seviyelerinde azalma gozlenmekle birlikte, bu azalmanin sadece kombine grupta

istatistiksel olarak dnemli oldugu tespit edildi (Tablo 6 ve Grafik 2) (p<0.05).

TRIGLISERIT
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KONTROL DIYABET  DIYABET + ALFA DIYABET + C DIYABET + ALFA
LIPOIK ASIT VITAMINI  LIPOIK ASIT + C
VITAMINI

Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-c, ab-c: p<0.001, ab*-c: p<0.01, a-b, b-c: p<0.05

Grafik 2. Serum Trigliserit Diizeyleri (mg/dL).

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) diizeyleri tiim
gruplara oranla istatistiksel olarak onemli diizeyde diisiik bulundu (p>0.001). C
vitamini, kombine ve kontrol grubunun HDL kolesterol diizeyleri benzer bulunmakla
birlikte (p>0.05); Alfa lipoik asit uygulanan grubun HDL Kkolesterol seviyelerinin
kontrol grubu da dahil olmak iizere tiim gruplardan oldukg¢a yiiksek oldugu tespit
edildi (Tablo 6 ve Grafik 3) (p<0.001).

Kontrol grubunun ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) diizeyleri oldukga diisiik
seviyelerdeyken; Alfa lipoik asit ve kombine gruplarin VLDL diizeylerinin diyabetik
kontrol grubuna oranla 6nemli olmamakla birlikte diisiik seviyelerde oldugu gézlendi
(Tablo 6 ve Grafik 4) (p>0.05).

Diistik dansiteli lipoprotein (LDL) diizeylerine bakildiginda ise, kontrol ve diyabetik
kontrol gruplarina oranla C vitamini ve kombine grupta bir diisiis gézlenmekle

birlikte bu diisiis istatistiksel olarak 6nemli degildi (Tablo 6 ve Grafik 5) (p>0.05).
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Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
a-b, a-c, b-c : p<0.001, b-c: p<0.05
Grafik 3. Serum HDL Kolesterol Diizeyleri (mg/dL).
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Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b: p<0.001, a*-b : p<0.05

Grafik 4. Serum VLDL Kolesterol Diizeyleri (mg/dL).
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p>0.05

Grafik 5. Serum LDL Kolesterol Diizeyleri (mg/dL).
3.4. Serum Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE) Aktiviteleri

Diyabetik kontrol grubunda kontrol grubuna gére PON ve ARE aktivitelerinde
olduk¢a anlamli bir diislis saptandir (p<0.001). Alfa lipoik asit, C vitamini ve
kombine gruplar ile diyabetik kontrol grubu karsilastirildiginda ise PON (sirasiyla
p<0.05, p<0.001, p<0.001) ve ARE aktivitelerinde (sirastyla p<0.01, p<0.001,
p<0.001) istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (Tablo 7 ve Grafik 6-7).

Tablo 7. Serum Orneklerinin PON ve ARE Aktiviteleri (U/L).

DiYABET DIiYABET +DI{?1?($1¥<

PON/ARE | KONTROL | DIYABET | + aLiPOIK +C 0~
ASIT VITAMINI ASIT +C
VITAMINIi
PON 75.48+14.02° | 24.30+4.40° | 43.15+10.03° | 66.67+13.55%" 71.55+8.29%"
ARE 10.98+0.96% | 3.28+1.02° 5.67+0.94° 6.53+1.07"" 6.56+1.45°

Ayni satirda farkli harfler istatistiksel dnemliligi gostermektedir.

PON : a-b, a-c, a*-c, at-b, at-c: p<0.001, a*-b : p<0.01, b-c: p<0.05
ARE : a-b, a-b*, a-b¥, a-c, b-c, b*-c : p<0.001, b}-c : p<0.01
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Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
a-b, a-c, a*-c, at-b, at-c: p<0.001, a*-b : p<0.01, b-c: p<0.05
Grafik 6. Serum Orneklerinin PON Aktiviteleri (U/L).
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Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b, a-b*, a-bt, a-c, b-c, b*-c : p<0.001, bt-c : p<0.01

Grafik 7. Serum Orneklerinin ARE Aktiviteleri (U/L).
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3.5. Karaciger Dokusunun Paraoksonaz (PON) ve Arilesteraz (ARE)

Aktiviteleri

Diyabetik kontrol grubunun ARE aktivitesinde kontrollere kiyasla olduk¢a anlamli
bir azalis tespit edildi (p<0.001). Bunun yam sira diyabetik kontrol grubunun PON
aktivitesinde ise kontrol grubuna oranla istatistiksel agidan Onemsiz bir azalis
belirlendi (p>0.05). Alfa lipoik asit grubunun PON aktivitesi diyabetik ve kontrol
grubuna kiyasla p<0.001 diizeyinde yiikselis gosterirken; ARE aktivitesindeki azalis
diyabetik kontrol grubuna oranla anlamli bulunmadi (p>0.05). C vitamini grubu ile
diyabet grubu ve kontroller Kkarsilastirildiginda PON aktivitesindeki azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken; ARE aktivitelerindeki azalis kontrollere
gore anlamliyken (p<0.001), diyabet grubuna kiyasla 6nemsizdi (Tablo 8 ve Grafik

8-9) (p>0.05).

Tablo 8. Karaciger Orneklerinin PON ve ARE Aktiviteleri (U/g).

. DIiYABET
. DIY‘tBET DIiYABET +0 LjPOiK
PON/ARE | KONTROL | DIiYABET + LIPOIK +C ASIT +C
. VITAMINI VITAMINI
ASIT
PON 43.10+11.35" | 36.69+6.34° |  66.88+12.322 33.01+7.67° 40.08+6.64°
ARE 23.18+2.01% | 13.31+1.13° 12.89+0.92° 13.86+3.76" 14.53+0.96"

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

PON : a-b : p<0.001
ARE :a-b : p<0.001
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Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gdstermektedir.

a-b : p<0.001

Grafik 8. Karaciger Dokusunun PON Aktivitesi (U/g).
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Farkli harfler istatistiksel 6nemliligi gostermektedir.

a-b : p<0.001

Grafik 9. Karaciger Dokusunun ARE Aktivitesi (U/g).
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3.6. Plazma ve Karacigerin Total Oksidan Diizeyleri (TOS)

Tablo 9. Plazma ve Karaciger Orneklerinin Total Oksidan Seviyeleri (umol H,0,

Equiv./L).
PN pivaner [PV
TOS KONTROL | DIiYABET L +C -
ASIT VITAMINI
PLAZMA 21.78+0.10 | 21.88+0.14 | 21.79+0.08 | 21.77+0.03 21.79+0.02
KARACIGER | 5.86+0.97° | 21.4342.12% | 20.35+2.95% | 4.86+0.84"" 22.89+4 832

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

Plazma : p>0.05
Karaciger : a-b, a-b* : p<0.001

Plazma total oksidan seviyeleri bakimindan gruplar arasinda herhangi bir farklilik

saptanmadi (Tablo 9 ve Grafik 10) (p>0.05).

PLAZMA TOTAL OKSIiDAN
25
E 20 /
: .
=
§ Z % S
KONTROL DIYABET DiYABET +ALFA DiYABET +C DFYABET +ALFA
LIPOIK ASIT VITAMINI LIPOIK ASIT + C
VITAMINI
p>0.05

Grafik 10. Plazma Orneklerinin Total Oksidan Seviyeleri (umol H,O, Equiv./L).

Karaciger dokusunda diyabetik kontrol grubunun total oksidan diizeyleri kontrol
grubuna gore oldukga yiiksek iken (p<0.001); C vitamini grubunun total oksidan
seviyeleri ise diger tiim diyabetik deneme gruplarindan anlamli bir diizeyde diisiiktii

(Tablo 9 ve Grafik 11) (p<0.001).
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Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gdstermektedir.

a-b, a-b* : p<0.001
Grafik 11. Karaciger Dokusunun Total Oksidan Seviyeleri (umol H,O, Equiv./L).

3.7. Plazma ve Karacigerin Total Antioksidan Diizeyleri (TAS)

Tablo 10. Plazma ve Karaciger Orneklerinin Total Antioksidan Seviyeleri (mmol

Trolox Equiv./L).
R
TAS KONTROL | DIYABET . +C :
o LIPOIK | i v ASIT+C
ASIT VITAMINI
PLAZMA 1.45+0.18 | 1.29+0.16 | 1.21+0.08 1.41+0.21 1.41£0.10
KARACIGER | 1.88+0.14% | 0.77+0.09° | 0.75+0.09° | 0.39+0.03¢ 0.87+0.09°

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

Plazma : p>0.05
Karaciger : a-b, a-c, b-c : p<0.001

Diyabetik kontrol grubu ile Alfa lipoik asitin plazma total antioksidan diizeylerinde
kontrollere kiyasla onemsiz bir azalma belirlenirken (p>0.05); C vitamini ve
kombine grubun total antioksidan diizeylerinde ise istatistiksel a¢idan 6nemsiz bir

yiikselis saptanmistir (Tablo 10 ve Grafik 12) (p>0.05).
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Grafik 12. Plazma Orneklerinin Total Antioksidan Seviyeleri (mmol Trolox
Equiv./L).

Karaciger dokusunda diyabetik gruplarin total antioksidan diizeyleri kontrollere
kiyasla istatistiksel olarak oldukca fazla diisiis gosterirken (p<0.001); en fazla diisiis
C vitamini grubunda tespit edildi (Tablo 10 ve Grafik 13) (p<0.001).
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Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b, a-c, b-c : p<0.001

Grafik 13. Karaciger Dokusunun Total Antioksidan Seviyeleri (mmol Trolox
Equiv./L).
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3.8. Plazma ve Karaciger Orneklerinin Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Plazma oksidatif stres
bulunmazken (Tablo 11 ve Grafik 14) (p>0.05); diyabetik gruplarin karaciger
oksidatif stres indekslerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli yiikselisler saptandi
(p<0.001). Alfa lipoik asit, C vitamini ve kombine gruplarin OSI degerleri diyabetik

kontrol grubuna goére azalis gostermekle birlikte bu azalis sadece C vitamini

indeksi

grubunda anlamliydi (Tablo 11 ve Grafik 15) (p<0.001).

Tablo 11. Plazma ve Karaciger OSI Degerleri (AU).

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

osi KONTROL | DIiYABET o +C 0~
ASIT VITAMINI
PLAZMA 15.20+1.84 | 17.15+2.18 | 18.12+1.39 | 15.80+2.76 15.46+1.06
KARACIGER | 3.01+0.51° | 28.1943.51% | 27.30£1.37% | 12.1842.14° 24.61+4.68%
Ayni satirda farkl harfler istatistiksel dnemliligi gostermektedir.
Plazma : p>0.05
Karaciger : a-c, b-c, a-b: p<0.001
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Grafik 14. Plazma OSI Degerleri (AU).
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Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gdstermektedir.

a-c, b-c, a-b: p<0.001

Grafik 15. Karaciger OSI Degerleri (AU).

3.9. Kaorelasyon Analizleri

Yapilan analizler neticesinde kontrol grubunun HDL ve LDL kolesterol seviyeleri
arasinda pozitif bir korelasyon belirlenirken (p<0.05); diyabetik kontrol grubunun
HDL-LDL diizeyleri arasinda ise 6nemli derecede negatif bir korelasyon tespit edildi
(p<0.01). Ancak, C vitamini, Alfa lipoik asit ve kombine gruplarmin HDL-LDL

kolesterol diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon saptanmadi (p>0.05).

Kontrol grubunun PON aktivitesi ile HDL kolesterol diizeyleri arasinda negatif;
diyabetik kontrol grubunda ise pozitif bir korelasyon (p<0.05) belirlenirken; diger
gruplarin PON aktiviteleri ile HDL diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon
bulunmadi (p>0.05).

Kontrol grubunu serum LDL kolesterol diizeyleri ile ARE aktiviteleri arasinda
istatistiksel acidan 6nemli pozitif bir korelasyon tespit edilirken (p<0.01); HDL
kolesterol diizeyleri ile ARE aktiviteleri arasinda herhangi bir korelasyon

belirlenemedi (p>0.05).

Diyabetik kontrol grubunun PON aktiviteleri ile LDL kolesterol diizeyleri arasinda
onemli bir negatif korelasyon belirlenirken (p<0.01); diger gruplarin PON aktiviteleri
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ve LDL kolesterol degerleri arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilmedi

(p>0.05).

Tiim gruplarin kan glukoz degerleri ile TOS arasinda ise herhangi bir korelasyon
saptanamadi. Yine TOS ile TAS arasinda higbir grupta korelasyon tespit edilmedi
(p>0.05).

3.10. Histopatolojik Bulgular
3.10.1. Pankreas Dokusu

Kontrol grubunun Hematoksilen&Eosin  (H&E) ile boyanan kesitlerinin
histopatolojik incelemeleri pankreasin ekzokrin ve Langerhans adaciklarinin normal

goriinlimde oldugunu gosterdi (Resim 1A).

Pankreasin Langerhans adaciklarindaki  hiicrelerinin belirlenmesi i¢in yapilan
Gomori’nin aldehit fuksin boyamalarinda, kontrol grubunda [ hiicrelerinin
sitoplazmalarinda hafif kirmiz1 renkli graniiler yapida boyanmalar gozlenirken diger

gruplarda boyanma goriilmedi (Resim 1B).

Diyabetik kontrol grubunda ise; diizensiz yapida gézlenen Langerhans adaciklarinda
kiiciilme ile selliileritede azalma belirlendi. Ayrica adaciklarin periferinde
yogunlagsan ve birbirleri iizerine kiimelesme goOsteren hiicreler ozellikle dikkat
cekiciydi (Resim 2A). Adaciklarin merkezindeki bazi hiicrelerin g¢ekirdeklerinde
biiylime ile tagh yiiziik goriiniimii vardi. Ekzokrin kisimda ise herhangi bir patolojik

bulguya rastlanmadi (Resim 2A, 2B).

Alfa lipoik asit verilen diyabetik grupta; pankreasin ekzokrin bolimii normal
goriiniimdeydi. Langerhans adaciklarinin yapisi kontrol grubuna benzer goriinmesine
ragmen merkezdeki hiicre sayisinda azalma dikkati ¢ekti. Adaciklarin periferinde

dizilimleri diizenli yapida olmasina ragmen hiicresellik artmisti (Resim 3A, 3B).

C vitamini verilen verilen diyabetik grupta; Langerhans adaciklarinin merkezinde
hiicresellik azalmis buna ragmen periferde artmisti. Histopatolojik degerlendirmede

hiicre biiytikliiklerin farklilik arz ettigi gozlendi (Resim 4A, 4B).
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Alfa lipoik asit ile birlikte C vitamini verilen diyabetik grupta; pankreasin ekzokrin
bolimii normal goriiniimdeydi. Langerhans adaciklarinda merkezdeki hiicre

sayisinda ¢ok az azalma, periferde ise yer yer hiicrelerde kiimelesme gozlendi
(Resim 5A, 5B).
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Sekil 1A: Kontrol grubu rat pankreasinin histolojik goriiniimii. Pankreasin Langerhans adacigi ve

ekzokrin kism1 normal gériiniimde. H.E. (Bar = 50 pm).

Sekil 1B: Kontrol grubu. Pankreas normal goriiniimde. ===p: 3 hiicresi. Gomori. (Bar = 50 um).
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Sekil 2A. Diyabetik kontrol grubu. == : Langerhans adaciklarinda kiigtilme, sinirlarinda diizensizlik,
adacik periferinde yer yer hiicre kiimelenmesi. H.E. (Bar = 50 pm).

Sekil 2B. Diyabetik kontrol grubu. == : Adacik periferinde kirmiz1 sitoplazmali alfa hiicreleri, * :

Adacik merkezinde selliileritede azalma. Gomori. (Bar = 50 um).
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50 um’

Sekil 3A. Diyabet + Alfa lipoik asit grubu. % : Adacik periferinde hiicresellikte artis, * : Merkezde
hiicre sayisinda azalma, ===p: Ekzokrin pankreas normal goriiniimde. H.E. (Bar = 50 pm).

Sekil 3B. Diyabet + Alfa lipoik asit grubu. == : Kirmiz1 sitoplazmali alfa hiicreleri, Kalin ok: Adacik

periferinde atan hiicresellik. Gomori. (Bar = 50 pum).
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R 50Tum

Resim 4A. Diyabet + C Vitamini grubu. =—: Hiicre biyiikliiklerinde farklilik. H&E. (Bar = 50 pum).

Resim 4B. Diyabet + C Vitamini grubu. *: Adacigin merkezinde hiicresellik azalmig, == : Adacik
periferinde hiicresellik artmis. Gomori. (Bar = 50 pum).
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50 jum!

Resim 5A. Diyabet + Kombine grup. *: Periferde yer yer hiicre kiimelenmesi, ==ap : Merkezde
hiicre sayisinda azalma. H&E. (Bar = 50 um).

Resim 5B. Diyabet + Kombine grup. = : Periferde atmig hiicresellik. Gomori. (Bar = 50 um).
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3.10.2. Karaciger Dokusu

Kontrol grubunun histopatolojik incelemelerinde herhangi patolojik bir bulguya

rastlanmadi (Resim 6A).

Diyabetik kontrol grubunda; genel olarak dejeneratif ve nekrotik degisiklikler
gozlendi. Hepatositlerdeki dejenerasyon ¢ogunlukla akut hiicre siskinligi ve hidropik
dejenerayon seklindeydi. Az sayida hepatositte ise keskin kenarli vakuol olusumu ile
karakterize vakuolar dejencrasyon tespit edildi. Dejeneratif hiicrelerin ¢ogunlugu
sigkin, sitoplazma acik renkli ve graniiler yapidaydi. Siddetli derecede dejenerasyon
tespit edilen hiicrelerin ¢ekirdekleri biiyiimiis, agik renkte, ¢ekirdek etrafi koyu
renkte boyanmis ve yer yer vakuol olusumlar igerdigi dikkati cekti. Dejenaratif
hiicrelerin bazilarinda ¢ift ¢ekirdek gdzlendi. Ozellikle asiner ve midzonal bdlgedeki
hepatositlerde yer yer tek, cogunlukla da ufak alanlar halinde piknoz ve g¢ekirdek
kaybr ile karakterize nekrotik degisiklikler goriildii. Ayrica karaciger lobunun
tamaminda hepatositlerde meydana gelen siskinlikten dolayr dissosiasyon meydana

gelmisti. Kupfferin yildiz hiicrelerinde hafif aktivasyon belirlendi (Resim 7A).

Alfa lipoik asit verilen diyabetik grupta; diyabetik kontrol grubuna kiyasla
dejeneratif ve nekrotik degisikliklerin siddetinde ve derecesinde azalma olmasina
ragmen bu bulgularin devam ettigi goriildii. Hepatositlerde biiyiime, cift ¢cekirdek
olusumu diyabetik kontrol grubu ile ayn1 olmasina ragmen olusan dejenerasyon daha
cok akut hiicre siskinligi seklindeydi. Bu grupta en 6nemli 6zellik olarak diyabetik
kontrol grubuna goére nekrotik hiicrelerde azalmaya ragmen keskin kenarli, soluk

gorliiniimlii vakuollii hiicre sayisinda artis olarak belirlendi (Resim 8A).

C vitamini verilen diyabetik grupta; olusan akut hiicre siskinligi nedeniyle hiicrelerin
oldukca bliyiidiigi dikkati ¢ekti. Dejeneratif hiicrelerin ¢ekirdeklerinde tash yiiziik
goriinimii ile birlikte yer yer vakuol olusumlar1 goriildii. Nekrotik hiicrelerin
sayisinda ise belirgin Ol¢iide azalma vardi. Kupfferin yildiz hiicrelerinde

aktivasyonun yani sira sari-kahverengi brikimler gézlendi (Resim 9A).
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Alfa lipoik asit ile birlikte C vitamini verilen diyabetik grupta ise, hepatositlerde akut
hiicre siskinligi ve yer yer hidropik dejenerasyon, az sayida hiicrede nekroz goriildii.
Dejeneratif hiicrelerde cekirdekteki degisikler diger calisma gruplar ile benzer
ozellik tasimaktaydi. Intrahepatik safra yollar1 ve Kupfferin yildiz hiicrelerinde safra

pigmentlerine rastlandi (Resim 10A).

Karacigerdeki glikojeni tespit etmek icin yapilan Periyodik Asit Shiff (PAS)
boyamalarinda kontrol grubunda ¢ok sayida hepatositin sitoplazmasinda boyanma
gozlendi (Resim 6B). Diyabet grubunun deneklerinde ise ¢ok az boyanma gozlendi
(Resim 7B). Diger ¢alisma gruplarinda da az sayida hepatositin sitoplazmasinda PAS
(+) boyanma gozlenmekle birlikte; boyanan hiicre sayisi diyabetik kontrol grubundan
olduke¢a fazlaydi. Fakat C vitamini grubunda diger gruplara kiyasla daha fazla PAS
(+) hiicre belirlendi (Resim 8B, 9B, 10B).
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1010 (¥an)

Resim 6A. Kontrol grubu. Rat karacigerinin normal histolojik goriiniimii. H&E. (Bar = 100 pm).

Resim 6B. Kontrol grubu. == : Rat karacigerinde glikojen dagilimi, VV¢: Vena centralis. PAS. (Bar =
100 pm).
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Resim  7A. Diyabetik  kontrol grubu == : Bazi ¢ekirdeklerde vakuol  olusumu,
* :Vakuolar dejenerasyon, N : Yer yer nekroz, V¢ : Vena centralis. H&E. (Bar = 100 um).

Resim 7B. Diyabetik kontrol grubu. == : Cok az sayida PAS (+) hepatosit. VVc : Vena centralis. PAS.
(Bar = 100 pm).
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Resim 8A. Alfa lipoik asit grubu. * : Vakuolar dejenerasyon. H&E. (Bar = 100 pm).

Resim 8B. Alfa Lipoik asit grubu. = : Az sayida PAS (+) hepatosit, V¢ : Vena centralis. PAS. (Bar =
100 pm).
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Resim 9A. C Vitamini grubu. * : Baz1 hepatositlerde vakuol olusumu, Y : kuppferin yildiz
hiicrelerinde aktivasyon artigi. H&E. (Bar = 50 um).

Resim 9B. C Vitamini grubu. ==: Karacigerde PAS (+) hepatositler. PAS. (Bar = 100 um).
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Resim 10A. Diyabet + Kombine grup. *: Akut hiicre siskinligi, N : Az sayida hepatositte nekroz, *:
safra pigmenti. H&E. (Bar = 100 pm).

Resim 10B. Diyabet + Kombine grup. ==-: Az sayida PAS (+) hepatosit, V¢ : Vena centralis. PAS. (Bar
=100 pum).
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4. TARTISMA VE SONUC

Diabetes mellitus, tiim Diinyada hizla yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski
tastyan bir hastaliktir. Ozellikle gelismis iilkelerde daha yiiksek oranlarda
rastlanmakla birlikte diinyadaki biitiin 6liimlerin sebepleri arasinda 4. ve/veya 5.
siray1 almaktadir. Giinlimiizde 150 milyon olan diyabetli sayisinin 2025 yilinda 300

milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (269).

Yapilan caligmalarda deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik
hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun 6énemli derecede
arttigt ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmistir (44). Bunlara ilave olarak, uzamis oksidatif stres ve antioksidan

kapasitedeki degisiklikler de arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (140, 255).

Oksidatif stresin biyolojik yapilar ilizerinde zarar verici etkileri vardir. Diisiik
molekiil agirlikli rediiktanlar (glukoz, doymamis yag asitleri gibi) in vivo gegis
metallerinin katalizorliigiindeki oksidasyon sonucu hidrojen peroksit ve lipit

peroksitleri olusturmak suretiyle oksidatif strese katkida bulunmaktadirlar (91).

Diyabet sirasinda olusan kalict hiperglisemi, glukozun otooksidasyonu ve non-
enzimatik protein glukozillenmesi sonucu membranlarda oksidatif hasar ve hiicresel
fonksiyonlarda bozukluga yol agabilecek serbest radikal iiretiminde artisga neden
olmaktadir (255, 169). Kalic1 hiperglisemiye baglh sekillenen artmis poliyol yolu
aktivitesi, doku antioksidan koruma sistemlerini bozarak (243) dokulardaki oksidatif

hasar olusumuna katkida bulunmaktadir.

Alfa lipoik asit’in antioksidan etki mekanizmalarini aydinlatmak iizere in vivo ve in
vitro birgok oksidatif stres modeli kullanilmigtir. Alfa lipoik asit eksojen
uygulandiginda serbest radikal temizleme, metal selasyonu yapma ve glutatyon gibi
endojen antioksidanlarin rejenerasyonunu arttirma gibi antioksidan ozellikler
gosterir. Alfa lipoik asitin reaktif oksijen bilesiklerinden ‘OH, HOCI ve "0,’i
dogrudan temizledigi, H,O5’i ise indirgedigi bildirilmektedir (49).

Alfa lipoik asitin glukoz metabolizmasi {izerinde olduk¢a dnemli bir etkiye sahip

oldugu, bu etkiyi de gerek Tip I gerekse Tip II diyabette glukoz alinimini ve
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kullanimini arttirmakla sagladigr ifade edilmistir (234, 115). Maritim ve ark. 'nin
yaptiklar1 bir ¢alismada (154), Streptozotosin ile olusturduklart ~ Tip |  diyabet
modelinde ratlara 14 giin siiresince verilen Alfa lipoik asit’in aglik kan glukoz
seviyelerini azalttigir bildirilmistir. Benzer sekilde, Streptozotosin ile diyabet
olusturulmus Sprague Dawley cinsi ratlarda artan kan glukoz seviyelerinin 2 ay
stiresince 30 mg/kg dozunda uygulanan Alfa lipoik asit ile azaltildigi; 7 aylik
uygulama siiresinin sonunda ise kan glukoz seviyelerindeki azaligin istatistiksel
acidan olduk¢a onemli diizeylerde oldugu ifade edilmistir (162). Aksine, Bhatti ve
ark. (23) ise, ratlara 12 hafta siiresince verilen 30 mg/kg dozunda ki Alfa lipoik

asidin kan glukoz seviyelerini degistirmedigini belirtmislerdir.

C Vitamini, lipit fazda ¢ozlinebilen, antioksidanlar1 oksidatif hasardan koruyan,
kollajen, nitrik oksit sentezi ve kolesterol metabolizmasi gibi mekanizmalar tizerinde

etkili olabilen bir antioksidandir.

C vitamininin hiicresel alimimmi hem glukoz hem de insiilin diizenlediginden,
Askorbik asitin biyosentezinde C vitamini-glukoz arasindaki iligki kadar C vitamini-
inslilin arasindaki iliski de olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle kanda glukoz seviyesi
yiikseldiginde C vitamininin geri emiliminde bozulmalar oldugu belirtilmistir. Keza,
disaridan alinan C vitamininin Tip I diyabette kandaki glukoz seviyesini diisiirdiigii
ifade edilmistir (257, 48). Yine C vitamini inflizyonunun hem saglikli hem de
diyabetli bireylerde glukozun emilimini giiglendirmek suretiyle viicudun glukoz
kullanimim arttirdig1 ifade edilmistir (185). Baz1 arastirmacilar (264, 123) gerek
Streptozotosin, gerekse Alloksan ile olusturulan deneysel diyabette bazi hayvanlarin
gesitli  dokularinda C vitamini seviyelerinde azalis Dbildirmislerdir.  Yine
Streptozotosin ile diyabet olusturulmus Sprague Dawley cinsi ratlara 2 ay siiresince 1
g/kg canli agirlikta (c.a) uygulanan C vitamininin kan glukoz seviyelerinde herhangi
bir degisiklige neden olmadigini belirtmislerdir (163). Calismamizda da diyabetin
sekillendigi giin (3. giin) ile ¢alismanin tamamlandig1 giin (24. giin) arasindaki aglik
kan glukoz diizeylerinin farkina bakildiginda, Alfa lipoik asitin ac¢lik kan glukoz
seviyelerini diyabetik kontrol grubuna gore azalttigin1 s6ylememiz miimkiindiir. Bu
bakimdan bulgularimiz Maritim ve ark., (154) ile Melhem ve ark’nin (163) sonuglari

benzerlikler gostermektedir. Keza bizde ¢alismamizda, C vitamini ile Alfa lipoik asit
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+ C vitamini gruplarinin kan glukoz seviyelerinde istatistiksel agidan dnemli olmasa
da bazi diisiisler gozlemledik (Tablo 3-4). Calismamizda kan glukoz diizeylerinde
gozlemledigimiz diisiislerin, Alfa lipoik asit ve C vitamininin hipoglisemik ve insiilin

diizeyini arttirma 6zelliginden kaynaklanmis olabilecegini sdylemek miimkiindiir.

STZ ile diyabet olusturulmus baz1 ¢alismalarda (92, 94, 210), karacigerdeki nekrotik
degisiklikler, vakuolar dejenerasyon ve sinuzoidal dilatasyon ve bazi karaciger
hiicrelerinde hipertrofi tespit edilmistir. Benzer sekilde bizim c¢alismamizda da
diyabetik kontrol grubunun karaciger dokusunda akut hiicre siskinligi, hidropik
dejenerasyon, bazi hepatositlerde vakuolar dejenerasyon gibi bazi histopatolojik
bulgular tespit edilmistir (Resim 7A, 7B). Ozellikle asiner ve midzonal bolgedeki
hepatositlerde yer yer tek, cogunlukla da ufak alanlar halinde nekrotik degisiklikler
belirlenmistir. Bunun yani sira dissosiasyon ve Kupfferin yildiz hiicrelerinde hafif
aktivasyonlar da gozlemlenmistir (Resim 7A, 7B). Ancak, Deprem’in (56)
hepatositlerde saptadigi siddetli yag dejenerasyonu bizim c¢alismamizda tespit
edilmemistir. Bunun kullanilan STZ’nin dozu, deney hayvaninin tiirii ve ¢alisma
stiresinin farkliligindan kaynaklanmis olabilecegini s6ylemek miimkiindiir. Yapilan
histopatolojik incelemede diyabet grubu deneklerinde kupfferin yildiz hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ve intrahepatik safra yollarinda sari-kahverengi  safra
pigmentlerinin birikmis oldugu goézlemlendi (Resim 7A, 7B). Bunun hepatosit
dejenerasyonuna bagli olarak safra akisinin engellenmesinden kaynaklanmis oldugu

sonucuna varildi.

Diyabetik kontrol grubundaki hayvanlarin karacigerinde saptanan yaygin ve siddetli
dejenerasyon ve nekroz bulgularina deneme gruplarinin karacigerlerinde daha az
rastland1 (Resim 8A, 9A, 10A). Bununla birlikte, kontrol grubu ile kiyaslandig:
zaman gerek Alfa lipoik asit ve gerekse C vitamini ve bunlarin kombinasyonlarinin
STZ’nin zararl etkilerini hafiflettigi, fakat tam anlamiyla diizeltici bir etki yapmadigi
tespit edildi (Resim 8A, 9A, 10A). Bu bulgular fizyolojik parametrelerimizle

uyumluluk gdstermektedir.

Kontrol grubunun karaciger dokusunun hiicre i¢i glikojen depolarini gdsteren
hepatositlerde gozlenen PAS (+) alanlara diyabetik kontrol grubunun karaciger

kesitlerinde ¢ok az rastland1 (Resim 7B). Bu bulgular daha 6nce bu konu ile yapilan
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calismalarin sonuclar1 ile (136, 246) uyumluluk gostermektedir. Diyabet grubu
hayvanlarin karaciger hepatosit hiicrelerinde glikojen depolariin ¢ok biiyiik oranda
azalmasinin sebebini; glikojenolize bagli olarak hiicre i¢i glikojen depolarinin
kullanilmasi ile agiklamak miimkiindiir. Bu bulgu bu konuda yapilan ¢aligsmalar ile

benzerlik gostermektedir (136, 246).

Yapilan histopatolojik incelemede Onceki caligsmalara (246, 178) paralel olarak;
diyabetik kontrol grubunda Langerhans adaciklarinda diizensiz yapi, kiiclilme ve
selliileritesinde azalma go6zlenirken, pankreasin ekzokrin kisimda ise herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmadi (Resim 2A). Keza, STZ’nin beta hiicrelerindeki
selektif etkisinin bu hiicrelerde yikima sebep oldugu 6nceki ¢alismalarda (246, 178)
belirtilmigtir. Caligmamizda beta hiicrelerini tespit amaciyla yapilan Gomori
boyamasinda kontrol grubunda tespit edilen beta hiicrelerine deneme gruplarinda
rastlanilmamigtir (Resim 7B). Bu sonu¢ STZ’nin beta hiicrelerini yikimlandigini
gostermektedir. Diyabet grubunda oldugu gibi diger deneme gruplarinda da beta
hiicrelerinin  boyanmamasi Alfa lipoik asit, C vitamini ve bu maddelerin
kombinasyonunun pankreas dokusunun biitiinliiglinii korumada etkili olmadigim
gostermistir (Resim 3B, 4B, 5B). Bu bulgular, kan glukoz degerlerimiz ile birebir

ortiismektedir.

Yapilan bir¢ok calismada (31, 70, 162, 163) diyabette viicut agirliginin 6nemli
oranda azaldig1 belirtilmistir. Bulgularimiz da bunu dogrular niteliktedir. Cremer ve
ark’nin  (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada, diyabetik olmayan saglikli erkek ve disi
Sprague Dawley ratlara 12 ve 24 aylik siire boyunca 180 mg/kg dozunda Alfa lipoik
asit uygulamasinin hayvanlarda besin alinimi1 ve viicut agirliklarini 6nemli bir sekilde
azalttigini; aynm siirede 60 ve 20 mg/kg dozlarindaki Alfa lipoik asitin ise viicut
agirliklarinda herhangi bir degisiklige neden olmadigimi gozlemlemislerdir (45).
Bununla birlikte, bazi ¢alismalarda (154, 162) istatistiksel olarak Onemli
bulunmamakla birlikte diyabetik ratlarda Alfa lipoik asitin hayvanlarin viicut
agirliklarim1 azalttigr ifade edilmistir. Yine C vitamini i¢inde benzer bulgular
mevcuttur (162). Bizim ¢alismamizda da gerek Alfa lipoik asit gerekse C vitamini ve
bunlarin kombinasyonlarmin uygulandigi gruplarda viicut agirliklarinin istatistiksel

acidan Onemli olmasa da diyabetik gruba kiyasla daha diisiik diizeylerde oldugu
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gozlemlenmistir (Tablo 5). Arastirmacilar (193, 222) diyabette bahsedilen kilo
kaybinin nedenini, insiilin eksikliginde trigliseritlerin kii¢iik molekiillii serbest yag
asitlerine donlismesi ve hiicreden atilmasi anlamina gelen lipolizis ile hiicrelerin
ihtiya¢ duyduklar1 glukozu elde edebilmesi i¢in meydana gelen glikoneogenez
sonucu oldugu seklinde acgiklamiglardir. Arastirma sonuglarimiz da bu goriisi

destekler niteliktedir.

Diyabette serbest yag asitleri ile serbest radikal tiirevli ¢esitli oksidanlarin arttigi, bu
artisin pek ¢ok sistemik bozukluklara neden oldugu bilinmektedir. Organizmada
meydana gelen serbest radikalleri, siirekli olarak zararsiz hale getirmeye calisan
cesitli antioksidanlar bulunmaktadir (34). Normal fizyolojik kosullar altinda, serbest
radikal iiretimi ve antioksidan Savunma sistemleri arasinda bir denge bulunmaktadir.
Artmis oksidatif stres, radikal iiretiminin artmasi ya da antioksidan savunma
sistemlerinin azalmasi sonucu meydana gelebilir ve diyabetik hastalarda bu her iki

olay icinde bir¢ok calisma mevcuttur.

Yapilan baz1 ¢aligmalarda oksidan (249) ve antioksidan (70) seviyelerin diyabette
degismedigi ifade edilmis olsa da bir¢ok arastirmacinin (131, 196, 247) ortak kanist;
gerek deney hayvanlarinda gerekse insanlarda diyabet durumunda oksidan
seviyelerinin arttig1 bunun yani sira antioksidan seviyelerinin ise azaldigidir. Biz de
calismamizda diyabet grubunda plazma total oksidan ve antioksidan seviyelerinde
onemli degisiklikler tespit edememekle birlikte (Tablo 9-10); diyabet grubunun
karaciger dokusunun total oksidan seviyelerinde artislar belirledik (Tablo 9).
Karaciger dokusunun total oksidan seviyelerindeki artigin, diyabete bagli meydana
gelen oksidanlarin 6zellikle de doymamis yag asitlerinin asir1 otooksidasyonundan

kaynaklanmis olabilecegi seklinde agiklamak miimkiindiir.

Maritim ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada (154); Sprague Dawley ratlara 14 giin
boyunca oral olarak verilen 10 mg/kg dozundaki Alfa lipoik asitin karaciger
dokusunun antioksidan seviyelerini diyabet grubuna gore azalttig1; yine aym: dozda
Alfa lipoik asitin diyabetik olmayan hayvanlarda ise antioksidan seviyelerini
yiikselttigini rapor etmislerdir. Sonucta arastirmacilar uygun farmakolojik dozda
uygulanan Alfa lipoik asitin diyabette hiperglisemiye bagli artan oksidatif stres

tizerinde etkili olabilecegi goriisiinii ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde, Arivazhagan
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ve ark. da (7), 3-4 aylik ratlara 100 mg/kg dozunda verilen Alfa lipoik asitin lipit
peroksidasyon iiriinlerini azaltarak antioksidan seviyelerini ise kismen de olsa
arttirdigin1 gézlemlemislerdir. Yine ayni c¢alismada Alfa lipoik asitin 22 ayliktan
bliyiik ratlarda ise lipit peroksidasyon iiriinlerini azaltmak suretiyle antioksidan
seviyeleri olduk¢a Onemli bir diizeyde yiikselttigi ifade edilmistir. Bunun da
antihiperlipidemik ve antihiperglisemik o6zelliklerinin yan1 sira antioksidan
Ozelliklere de sahip olan Alfa lipoik asitin, diyabette artan oksidatif stresi
engellemede rol oynamis olabilecegi seklinde agiklamiglardir. Aksine, Huang ve
Gitelman (111) ise, 3 ay siiresince Tip I diyabetli ad6lesanlara uyguladiklart Alfa
lipoik asitin oksidatif stres ve total antioksidan seviyeleri iizerine herhangi bir
degisiklik yapmadigini belirlemislerdir. Biz de ¢alismamizda gerek Alfa lipoik asit
gerekse kombine grupta plazma ve karaciger dokusunun oksidan ve antioksidan
seviyelerinde diyabet grubuna kiyasla 6nemli bir degisiklik gozlemedik (Tablo 9-10).
Bu sonuglara gore bulgularimiz Huang ve Gitelman (111) ile uyumluluk

gostermektedir.

Cameron ve ark. (35), diyabetik ratlara C vitamini takviyesinin plazma, kas ve
karaciger dokularinda lipit peroksidasyonunu azaltip, diyabetle birlikte azalan GSH
diizeylerini ise yiikselttigini rapor etmislerdir. Ozer ve Géniil (179) STZ ile diyabet
olusturduklart Wistar Albino ratlara 21 giin siire ile verdikleri 20 mg/kg dozundaki C
vitamininin diyabete bagli olarak artan MDA diizeylerini diisiirdiiglinii bunun yan
sira azalan GSH diizeylerini ise arttirdigini bildirmislerdir. Cay ve ark. (50) da
diyabet dncesi 4, sonrasi ise 21 giin olmak iizere toplam 25 giin siireyle C vitamini
uygulamasiin diyabetik ratlarda plazma, karaciger ve kas dokularinda oksidan
diizeylerini diisiirdiigiinii, antioksidan diizeylerini ise yiikselttigini gostermislerdir.
Biz de 60 mg/kg dozundaki C vitamininin plazma oksidan seviyelerini
degistirmeden, total antioksidan seviyelerini istatistiksel acidan 6nemli olmasa da
arttirdigin1 belirledik. Yine C vitamininin diyabet grubunun karaciger total oksidan
ve total antioksidan seviyelerinde azaliglara neden oldugunu belirledik. Ancak, C
vitamininin Alfa lipoik asit ile birlikte verilmesinin plazma ve karacigerin gerek total
oksidan gerekse total antioksidan seviyelerinde diyabet grubuna kiyasla herhangi bir

degisiklige neden olmadigini saptadik (Tablo 9-10). Bu bakimdan C vitamini ve Alfa
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lipoik asitin birlikte uygulamasinin oksidatif stresi azaltip antioksidan sistemi

giiclendirmede herhangi bir etkinliginin bulunmadigini séylemek miimkiindiir.

Diyabette saptanan lipit ve lipoprotein diizeyinde gozlenen artiglar ateroskleroz
olusma riskini arttirabilecek faktoérlerden biri olarak diisiiniilmektedir. Yapilan pek
cok caligmada diyabette lipit diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (100, 167, 229, 233).
Bu calismada da diyabet grubunda kontrol grubuna gore serum total kolesterol ve
trigliserit diizeylerinde gozlenen artis bu konuda yapilan ¢alismalar ile paralellik
gostermektedir (Tablo 6) (229, 233). Diyabette gozlenen serum trigliserit ve total
kolesterol diizeylerindeki artis; insiilin eksikliginin hormona duyarli lipaz enzimini
aktive etmesinden kaynaklanabilecegi gibi periferal depolardan serbest yag

asitlerinin mobilizasyonundaki artistan da kaynaklanabilmektedir.

Diyabette kolesterol seviyelerinin tespit edildigi bir¢cok calismada oldukcga celigkili
sonuglar elde edilmistir. Diyabette total kolesterol seviyelerinin arttig1 (70), hem total
kolesterol hem de trigliserit seviyelerinin arttigin1 (123) ve trigliserit seviyelerinin
azalmasina karsin total kolesterol diizeylerinin ise degismedigini (249) ifade eden
calismalar mevcuttur. Ramakrishna ve Jailkhani (196), Tip | diyabette total
kolesterol, trigliserit, LDL ve VLDL kolesterol seviyelerinin belirgin bir sekilde
yiikselmesine karsin HDL kolesterol seviyelerinin azaldigina dikkat ¢ekmistir. Bir
calismada da (114), diyabet hastalarma 10 giin siire ile 500 mg dozunda Alfa lipoik
asit verilmesinin trigliserit, kolesterol ve HDL kolesterol diizeylerini degistirmedigini
ifade etmislerdir. Budin ve ark. (129), STZ ile diyabet olusturduklar1 Sprague
Dawley ratlara oral olarak 8 hafta boyunca verdikleri Alfa lipoik asitin plazma total
kolesterol, trigliserit ve LDL kolesterol diizeylerini diyabet grubuna gére 6nemli bir
sekilde diisiirdliglinii bunun yan1 sira HDL kolesterol seviyelerini ise arttirdigini
belirlemislerdir. McRae (158), plazma C vitamini konsantrasyonlar: ile kolesterol
seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon oldugunu, bunun nedeni olarak da
kolesterol seviyelerindeki diisiistin C vitamininin artan konsantrasyonuna bagh
olarak gerceklestirdigini ileri stirmiislerdir. Fotherby ve ark. (73), 3 ay boyunca
ginde 500 mg C vitamini uygulamasinin 60-80 yaslarindaki kadinlarda HDL
kolesterol seviyelerini 6nemli diizeyde arttirirken, LDL kolesterolii degistirmedigini;

erkeklerde ise ayni parametrelerde herhangi bir degisikligin gozlenmedigini ifade
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etmiglerdir. Owu ve ark. (177), Alloksan ile diyabet olusturduklar: ratlara 28 giin
boyunca oral olarak verilen 200 mg/kg dozundaki C vitamininin plazma trigliserit,
total kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerinde diisiislere neden oldugunu rapor
etmiglerdir. Caligmamizda da diyabet grubunun HDL kolesterol diizeylerinin
kontrollere kiyasla 6nemli bir sekilde azaldigini, C vitamini ve kombine gruplarinin
HDL kolesterol seviyelerinin kontrollerle ayni diizeyde kaldigini, Alfa lipoik asit
grubunda ise kontrollerden bile daha yiiksek oldugunu gézlemledik. LDL kolesterol
diizeylerinde ise herhangi bir degisiklik belirlenemedi. Yine VLDL kolesterol
seviyelerinin diyabette Onemli sekilde arttigi, bununla birlikte uyguladigimiz
maddelerin diyabetteki VLDL diizeylerinde herhangi bir degisiklige neden
olmadigin1 gozlemledik. Yine ¢alismamizin diyabetik kontrol, Alfa lipoik asit ve C
vitamini gruplarinda total kolesterol seviyelerinde az miktarda yiikselis belirlerken,
kombine grupta azalma egilimi gozlemledik. Trigliserit seviyeleri de diyabet
grubunda onemli bir sekilde yiikselis gosterdi. C vitamini ve Alfa lipoik asit
uygulamalarinin diyabet grubuna kiyasla Onemsiz, kombine grupta ise oldukca
Oonemli azaliglara neden oldugunu tespit ettik (Tablo 6). Diyabetteki lipit
metabolizma bozuklugunun, en yaygin gorillen bir diger sekli de trigliserit
diizeylerinin yiliksek olusudur (61). Diyabetteki trigliserit metabolizmasinda en
onemli iki mekanizma bilindigi lizere VLDL’lerin asir1 iretimi ve trigliseritten

zengin lipoproteinlerin, lipoprotein lipaz tarafindan lipolizinde defekt bulunmasidir
(61, 110)

Lipitlerin oksidasyonunun diyabetin mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarinin
olusmasinda oOnemli rolii vardir. Diyabetli hastalarda yapilan ¢alismalarda
Paraoksonaz aktivitesinin saglikli insanlara gore daha diisik oldugu bulunmus ve

bdylece Paraoksonaz diyabet ile iliskilendirilmistir (138).

Gbandjaba ve ark. (80), diyabetik kisilerde Paraoksonaz ve Arilesteraz
aktivitelerinde onemli bir degisiklik olmadigini ifade etmislerdir. Nair ve ark.
(171)’na gore ise Tip I diyabetlilerde PON ve ARE aktiviteleri degismezken, Tip II
diyabette bu parametrelerde 6nemli azaliglar gézlenmistir. Bununla birlikte, diyabet
izerinde yapilan caligmalarin biiyiikk ¢ogunlugunda gerek Tip I gerekse Tip I
diyabette PON ve ARE aktivitelerinde 6nemli azalislar oldugu ifade edilmistir (71,
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72, 152). Benzer sekilde biz de calismamizda olusturdugumuz diyabet modelinde
hem PON hem de ARE enzim aktivitelerinde olduk¢a onemli azalislar tespit ettik
(Tablo 7-8).

Yaptigimiz literatlir taramalarinda diyabette C vitamini ve Alfa lipoik asitin PON ve
ARE enzim aktiviteleri tizerinde bir etkisinin olup olmadigini arastiran herhangi bir

calismaya rastlanmamustir.

Giirsu ve ark. (90) 1s1 stresine maruz birakilan bildircinlarda PON ve ARE
aktiviteleri iizerine C vitamininin etkilerini incelemisler ve bu uygulamanin hem
PON hem de ARE seviyelerini yiikselttigini gozlemlemislerdir. Biz de ¢alismamizda
C vitamini, Alfa lipoik asit ve kombine gruplarin serum 6rneklerinin PON ve ARE
enzim aktivitelerinde oldukg¢a onemli artislar belirledik (Tablo 7). Yine ¢alismamizin
kontrol, diyabet kontrol, C vitamini ve kombine gruplarin karaciger orneklerinde
benzer degerlerde olan PON enzim aktivitelerinin Alfa lipoik asit grubunda ise
olduk¢a Onemli sekilde arttigini belirledik. Bunun yani sira Alfa liopik asit ve C
vitamini ilavesinin diyabetik gruplarin tiimiiniin karaciger dokusunda Onemli
derecede azalan ARE enzim aktivitelerinde herhangi bir degisiklige neden

olmadigimi gézlemledik (Tablo 8).

PON’in hem LDL hem de HDL kolesterolii oksidasyondan korudugu belirtilmekle
birlikte (12), HDL’nin LDL oksidasyonu flizerine koruyucu etkisinin oncelikle
PON’dan kaynaklandig1 diistintilmektedir (141). Buna ek olarak PON’in H,0,’yi
hidroliz edebilme o6zelligi olmasindan dolay1 ateroskleroz sirasinda olusan
oksidanlarin etkisiz hale getirilmesinde 6nemli rol oynayabilecegi ifade edilmistir
(12). Bu agidan bakildiginda diyabetin neden oldugu oksidatif streste PON

seviyelerinin belirlenmesi ayrica 6nem tagimaktadir.

Baz1 arastirmacilar (239) diyabetik olmayan metabolik sendromlu ve obez kisiler
iizerinde yaptiklar1 calismada; TAS - TOS ile TAS - OSI arasinda negatif, TOS ve
OSI arasinda ise pozitif bir korelasyon oldugunu; bunun yan1 sira PON-HDL, PON-
LDL, ARE-HDL, ARE-LDL ve HDL-LDL arasinda ise herhangi bir korelasyon
olmadigini ifade etmislerdir. Yine baz1 aragtirmacilar (186), nar suyu verilen Tip II

diyabetli hastalardan PON ve ARE enzim aktiviteleri ile HDL kolesterol arasinda
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pozitif bir korelasyon oldugunu; PON ve ARE enzim aktiviteleri ile LDL kolesterol
arasinda ise herhangi korelasyon olmadigini belirtmislerdir. Yine Camuzcuoglu ve
ark (36) ise, hamilelik esnasindaki demir yetersizligi anemisinde PON enzim
aktiviteleri ile HDL kolesterol seviyeleri arasinda pozitif, LDL kolesterol seviyeleri
arasinda ise negatif bir korelasyon belirlerken; ARE enzim aktiviteleri ile HDL ve
LDL kolesterol seviyeleri arasinda ise bir korelasyon tespit edememislerdir.
Calismamizda diyabetik kontrol grubunda PON-HDL kolesterol arasinda pozitif,
HDL-LDL ile PON-LDL kolesterol seviyeleri arasinda ise negatif korrelasyonlar
oldugu belirlenirken, deneme gruplarinda korrelasyon yoniinden herhangi bir iliski
belirlenemedi. Ayrica total oksidan ve total antioksidan seviyeleri arasinda da ne
plazma ne de karaciger dokusunda bir korelasyon tespit edilmedi. Yine bunlara ek
olarak plazma ve karaciger total oksidan seviyeleri ile kan glukoz seviyeleri arasinda
herhangi bir korrelasyon belirlenemedi. Sonugta: diyabetik kontrol grubunun LDL
kolesterol diizeylerindeki artisa bagl olarak HDL kolesterol seviyeleri ile PON
enzim aktivitelerinin azalmasi, HDL kolesterol seviyeleri ile PON enzim aktiviteleri
arasinda bir paralellik oldugunu gostermektedir. Diyabetik kontrollerde artan LDL
kolesterol diizeyleri ile PON aktivite sonuglar1 arasinda anlamli ve negatif bir
korrelasyon diyabetin oksidatif stresi arttirdiginin bir delili olarak kabul edilebilir.
PON aktivitesinin azalmasi, asir1 miktarda artan oksidatif tirtinlerin PON aktivitesini
baskilamasi seklinde agiklanabilir. Keza, PON, HDL’yi oksidasyondan koruyarak

HDL kolesterol’iin LDL kolesterol tasima fonksiyonunun devamliligin1 saglar.
Sonugta:

» STZ ile olusturulan diyabette Alfa lipoik asit, C vitamini ve bunlarin
kombinasyonlarinin kan sekeri ve viicut agirliklari iizerinde azaltici bir etkisi
gozlenmekle birlikte; Alfa lipoik asit verilen grupta canli agirlik kaybinin
daha fazla gozlenmesi; ayni zamanda iyi kolesterol olarak nitelenen HDL
kolesterol degerlerinin yiiksek bulunmasi diyabette Alfa lipoik asit
kullaniminin diyabete baglh sekillenen hiperlipidemiyi azaltict yonde olumlu

etkileri olabilecegi kanaatini dogurmustur.

» Diyabet ile birlikte serumda azalan PON ve ARE enzim aktivitelerinin

eksojen olarak verilen Alfa lipoik asit ve C vitamini ile artis gdstermesi,
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bununla birlikte karaciger PON enzim aktivitesi ve HDL kolesterol
diizeylerinin Alfa lipoik asit grubunda oldukca yiliksek diizeylerde olmasi
diyabette olusabilecek ateroskleroz riskini azaltmada Alfa lipoik asitin daha

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diyabetik grubun yiiksek TOS degerlerinden Tip | diyabetin oksidanlar
arttirmak suretiyle oksidatif stresi belirgin sekilde arttirdigini soyleyebiliriz.
Ancak; eksojen olarak uyguladigimiz C vitamininin Total oksidan
seviyelerini azaltmak suretiyle diyabete bagli olusabilecek oksidatif hasari
onlemede etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Fakat bu konuda yapilan
caligmalarin sinirli  olmasindan dolay1r total oksidan ve antioksidan
seviyelerdeki degisimleri tespit etmek icin daha fazla calismaya ihtiyag

vardir.

Bu bilgilerden yola cikarak: diyabetik komplikasyonlarin Onlenmesinde
antioksidan karakterli farkli antidiyabetiklerin uygulanmasinin, Insiilin
yoklugu ile karakterize olan Tip | diyabette, eksojen insiilin uygulanmasiyla
glukoz diizeyleri normal seviyelere indirilmedikge hicbir antidiyabetigin
diyabetin komplikasyonlarini 6nlemede etkili ve tavsiye edilebilir nitelikte
oldugunu sodyleyemeyiz. Ancak antioksidan karakterli antidiyabetikler
eksojen insiilin ile birlikte uygulandigi takdirde bir takim diyabetik

komplikasyonlarin 6nlenmesinde etkili olabilecegini soylemek miimkiindiir.
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5. OZET

Bu caligmada, deneysel olarak diyabet olusturulmus ratlara eksojen olarak verilen
Alfa lipoik asit ile C vitamininin diyabete bagl sekillenen oksidatif stres ve

hiperlipidemi iizerine etkilerini arastirmak amaglandi.

Calismada, her grupta 10 adet olmak iizere 5 gruba ayrilan 50 adet 4-5 aylik Spraque
Dawley rat kullanildi. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmazken; deneme
grubundaki hayvanlara intraperitoneal olarak 50 mg/kg dozunda Streptozotocin
enjeksiyonu yapilarak diyabet olusturuldu. Diyabet olusturulan hayvanlar ise
diyabetik kontrol grubu, oral olarak 80 mg/kg Alfa lipoik asit, 60 mg/kg C vitamini
ve 80 mg/kg Alfa lipoik asit ile 60 mg/kg C vitamini verilen kombine grup olarak
belirlendi. Calisma siiresince biitiin gruplar ad-libitum olarak beslenildi. Tiim ¢aligma
stiresince uygulamay1 esitlemek igin diyabetik kontrol grubuna oral olarak serum

fizyolojik verildi.

Calisma sonunda elde edilen numunelerin Total Kolesterol, Trigliserit, HDL, LDL ve
VLDL kolesterol diizeyleri otoanalizorde, Paraoksonaz ve Arilesteraz enzim
aktiviteleri ile Total Oksidan ve Total Antioksidan seviyeleri Spektrofotometrede

Olciilmek suretiyle belirlendi.

Madde uygulanan gruplarin aglik kan glukoz seviyeleri diyabet kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak énemli bir farklilik olmamasina ragmen (p>0.05),
en diisiik aglik kan glukoz seviyelerine kombine grupta rastlandi. Diyabetin olustugu
3. gilin ile ¢aligmanin son giinii olan 24. giin kiyaslandiginda; diyabetik kontrol
(p<0.01), Alfa lipoik asit (p<0.01), C vitamini (p<0.001) ve kombine gruplarinin

(p<0.001) viicut agirliklarinda istatistiksel agidan 6nemli azalislar belirlendi.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek olan trigliserit diizeylerinin kombine grupta
onemli bir sekilde azaldigr (p<0.05), total kolesterol, LDL ve VLDL kolesterol
diizeylerinin degismedigi (p>0.05), bunun yani sira diyabetik kontrol grubunda
onemli sekilde azalan (p<<0.001) HDL kolesterol seviyelerinin, C vitamini (p<0.05),
Alfa lipoik asit (p<0.001) ve kombine grupta (p<0.05) 6nemli bir sekilde arttig1 tespit
edildi.
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Diyabet kontrol grubunda azalan serum Paraoksonaz enzim aktivitesinin Alfa lipoik
asit (p<0.05), C vitamini (P<0.001) ve kombine gruplarinda (p<0.001); Arilesteraz
enzim aktivitesinin ise tiim deneme gruplarinda 6nemli (p<0.001) sekilde arttig
belirlendi. Diyabetik kontrol grubunun karaciger dokusundaki Paraoksonaz enzim
aktivitesine kiyasla Alfa lipoik asit grubunda artis (p<0.001) goézlendi. Buna ek
olarak diyabetik kontrol grubunun karaciger dokusunun Arilesteraz enzim
aktivitesinde kontrollere oranla azalis (p<<0.001) belirlenirken; deneme gruplarinin
Arilesteraz enzim aktivitelerinde diyabetik kontrol grubuna kiyasla herhangi bir
degisiklik tespit edilemedi ( p>0.05).

Plazma total oksidan ve total antioksidan diizeylerinde herhangi bir degisiklik
(p>0.05) gozlenmedi. Diyabetik kontrol grubunun karaciger dokusunda artan total
oksidan seviyelerinin C vitamini grubunda kontrol grubu seviyelerine kadar indigi
(p<0.001); yine ayni grubun total antioksidan seviyelerinin ise onemli derecede
azaldig1 (p<0.001) saptandi. Bununla birlikte, oksidatif stres indeksinin plazmada
degismedigi, C vitamini grubunun karaciger dokusunda ise diyabetik kontrol
grubuna gore Onemli sekilde azaldigr (p<0.001) tespit edildi. Bununla birlikte,
karaciger dokusunun histopatolojik bulgular1 bizim verilerimizi destekler

nitelikteydi.

Sonugta: Deneysel olarak Tip 1 diyabet olusturulmus ratlara eksojen olarak verilen
Alfa lipoik asit, C vitamini ve bunlarin kombinasyonlarinin diyabetin
komplikasyonlar1 olarak da bilinen oksidatif stres ve hiperlipidemiyi diizenleyici
yonde rol oynadigi, ancak daha iyi sonuglarin alinabilmesi icin insiilinle birlikte
verilmelerinin daha etkili olacagi; ayn1 zamanda konunun daha iyi aydinlatilabilmesi

icin bagka caligmalarin yapilmasina gerek oldugu kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Tip | diyabet, Alfa lipoik asit, C vitamini, Oksidatif stres, Lipit
profili
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6. ABSTRACT

In this study, we studied the effects of exogenic application of Alpha lipoic acid and

vitamine C on oxidative stres and hyperlipidemia using induced diabetics rats.

We used a total of 50 4-5 months years old Spraque Dawley rat divided into 5 groups
of 10 individuals. The control group was not treated, whereas the experimantal
groups were treated with intraperitoneal application of 50 mg/kg dose of
Streptozotocin to induced the diabetics. Among the induced diabetics, we designed
the four groups as follow: Diabetic control (no application), an oral application of 80
mg/kg Alpha lipoic acid, an oral application of 60 mg/kg vitamine C, and an oral
application of combination of 80 mg/kg Alpha lipoic acid and 60 mg/kg vitamine C.
During the entire experiment the rats were fed ad-libitum. In order to standardize the

applications, diabetic control group was given orally the physiological saline.

The level of total cholesterol, trigliseride, HDL, LDL, and VLDL were obtained
using autoanaliser, and the level enzyme activity of Paraoxonase ve Arilesterase and
level of Total Oxidant and Total Antioxidant were gathered using

Spectrophotometer.

Despite the insignificant difference between diabetic control group and other diabetic
groups (p>0,05) in the fasting blood glucose levels, the lowest value was observed in
the combined diabetic group. We were compared the third day (the initial day of
diabetics) and 24th day, we found significant decreases at the body mass in the
diabetic control (p<0.01), Alpha lipoic acid group (p<0.01), Vitamine C group
(p<0.001), and combined group (p<0.001).

Higher level of triglycerides in the diabetic control group compare to the combined
group was observed (p<0.05); however, no significant difference (p>0.05) were
observed in total cholesterol, LDL, and VLDL. The HDL cholesterol levels were
significantly decreased (p<0.001) in the diabetic control group. Moreover HDL
cholesterol levels vitamine C (p<0.05), Alpha lipoic acid (p<0.001), and the

combined groups (p<0.05) were increased significantly compared to diabetic control

group.
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The level of Paraoxonase enyzme activity was observed to be lower in the diabetic
control group in comparison to the control group and the activity was found to be
higher in three other induced diabetics groups in comparison to the diabetic control
group. Arilesterase enzyme activity was found to higher in all experimental groups
when compared with the control group. Paraoxonase enzyme activity of liver of
Alpha lipoic acid applied group was found to be higher compare to diabetic control
group. Arilesterase enzyme activity of liver of diabetic control group was found to
be lower compare to the control group (p<0.001). Arilesterase enzyme activity of
liver of diabetic control group was found to be no different than any other diabetics
groups (p>0.05).

No difference in total oxidant and antioxidant levels were observed (p>0,05). Higher
levels of total oxidant was observed in diabetic control group compare to the control
group; however, no difference was observed in vitamine C applied group compare to
control group. Total antioxidant level of vitamine C applied group was found to be
lower compare to control group. Oxidative stres index was not found to change in the
plasma but there is a significant difference was observed in the liver of vitamine C
applied group compare to diabetic control group. In addition, the histopathological
data from liver is in agreement with the results presented here.

In conclusion, the exogenic application of the Alpha lipoic acid, vitamine C, and
combination of both applied to the induced Type | diabetics rats have positive effects
on oxidative stres and hyperlipidemia which are known complications of diabetics.
However, beter results would be expected when combined with insulin. We also

suggest further research on the subject to obtain definitive results.

Key Words: Type | diabetes, Alpha lipoic acid, Vitamine C, Oxidative stress, Lipid
profile
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