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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN VE GLOBAL PROTEIN
FOSFORiLASYONUNUl\'I DIYABET VE ANTIiOKSIiDAN UYGULAMALARI
ILE DEGISIMLERININ ARASTIRILMASI

Davut BOZAN

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc. Dr. Gokhan SADI
Haziran, 2013, 73 sayfa

Diyabet viicutta birgok organi etkileyen ve bir dizi komplikasyon serisi olarak
nitelendirilen bir hastaliktir. Diyabet siganlarda streptozotosinin tek doz uygulamasi ile
olusturulmus, resveratrol (RSV) ve C vitamini (VC) 50 mg/kg olacak sekilde siganlara
intraperitonal yoldan giinliik olarak ii¢ hafta siire ile verilmistir. Sicanlarin karaciger
dokularinda toplam fosfoprotein saflastirmasi gergeklestirilmis ve fosfoprotein
profilinin diyabet ve antioksidan uygulamalar1 ile degistigi SDS-PAGE ile ortaya
cikarilmig, diyabet ve antioksidan uygulamalarmin, dokulardaki toplam protein
fosforlanma diizeylerini arttiric1 etkileri belirlenmistir. Katalaz protein ifadelenmesinin
diyabet uygulamasi ile (p<0,05) diistiigii, RSV ve VC gibi iki giiclii antioksidanin bu
diistikligii kontrol diizeyine yonlendirdigi belirlenmistir. Diyabette fosfo KAT
diizeyinin anlaml derecede azaldigi, RSV ve VC’nin KAT fosforilasyon diizeyini daha
da distirdiigli ortaya ¢ikarilmistir. Diyabet, karaciger dokularindaki (unfosfo ve fosfo)
glutatyon peroksidaz diizeylerinde anlamli bir degisiklik olusturmamis ayni sekilde
antioksidanlarin doku fosforile ve forforile olmayan GPx diizeyini etkilemedigi ifade
edilmistir. Real time PCR c¢alismalar;, KAT ve GPx enzimlerinin mRNA
ekspresyonlarinin diyabetik grupta kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigini
(p<0,05) gostermistir. RSV diyabetik siganlara uygulandiginda karaciger KAT ve GPx
MRNA ekspresyonunu kontrol grubuna dogru yonlendirirken, VC istatistiksel olarak

anlamli bir etki gostermemistir. Bu sonuglara gore RSV antioksidan enzimler tizerine



etkilerini transkripsiyon diizeyinde gosterirken VC etkilerini post-translasyonel olarak
ortaya ¢gikarmistir.

Sonug olarak bu calisma ile diyabetin neden oldugu protein fosforilasyonu diizeyindeki
degisiklikler ve bu degisiklikler iizerine RSV ve VC’nin etkileri ortaya ¢ikarilmis,
aktivitelerinin fosforilasyon ile kontrol edildigi daha 6nceden bilinen KAT ve GPX
enzimlerinin diyabette transkripsiyonel ve post-translasyonel olarak nasil kontrol

edildiklerine dair bilimsel veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Oksidatif Stres, Antioksidan Enzimler, Protein

Fosforilasyonu



ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF CHANGES IN GLOBAL AND ANTIOXIDANT
ENZYMES’ PROTEIN PHOSPHORYLATION BY DIABETES AND
ANTIOXIDANT TREATMENTS

Davut BOZAN

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Gokhan SADI
June, 2013, 73 pages

Diabetes is a disease characterized as a series of complications which affects many
organs in the body. Diabetes was induced in rats by single dose of streptozotocin
injection; resveratrol (RSV) and vitamin C (VC) were given as 50 mg/kg in each day for
three weeks by intraperitonal injection. After antioxidant administration, total
phosphoprotein purification was carried out by metal affinity chromatography from
liver tissues and modulation of phosphoprotein profiles of liver tissues were
demonstrated using SDS-PAGE. Furthermore, augmentation in the total phosphoprotein
amounts with diabetes and antioxidants were revealed. Catalase protein expressions
were decreased (p<0,05), RSV and VC elevated this reduction towards the control
levels. Besides, phospho CAT levels were also decreased in diabetics and antioxidant
treatments further reduced this decrement. Diabetes and antioxidants did not change the
unphospho and phospho glutathione peroxidase protein levels. Real Time PCR studies
demonstrated that mRNA expressions of CAT and GPx enzymes were statistically
(p<0,05) downregulated with diabetes as compared to control groups. As administered
to the diabetic animals, RSV increased the gene expression levels of both antioxidant
enzymes toward the controls but VC did not. According to these results, RSV exerts its
effects on antioxidant enzymes at transcriptional level but VC has post-translational
effect mainly via protein phosphorylation.

As a conclusion, changes in protein phosphorylation levels caused by diabetes and
effects of two strong antioxidants RSV and VC on protein phosphorylation status were

determined. Furthermore, the enzymes; CAT and GPx whose activities are known to be



regulated by phosphorylation were studied and their post-regulation mechanism by

diabetes and antioxidant treatment were revealed with this study.

Keywords: Diabetes, Oxidative Stress, Antioxidant Enzymes, Protein Phosphorylation.



ONSOZ

Oncelikle bana bu &nemli arastirma konusunu veren, laboratuar ¢alismalarim ve tezimin
yazimi sirasinda her tiirlii destegini ve yardimimi esirgemeyen ve beni bilgisiyle donatan
degerli hocam saym Yrd. Dog¢. Dr. Gokhan SADI’ye tiim ictenligimle tesekkiirlerimi
sunarim.

Ayrica benden yardimlarmi esirgemeyen degerli hocalarim Dog¢. Dr. Muhammad
AASIM’a, Yrd. Dog. Dr. Aytag KOCABAS’a ve Yrd. Dog¢. Dr. Mehmet Fatih
AYDIN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca beraber c¢ok giizel vakit gecirdigim ve tez
calismalarimda yardimlarmi esirgemeyen degerli dostlarim Ars. Gor. Bugrahan
EMSEN’e, Ars. Gor. Osman AGAR’a, Ars. Gér. Muhammet DOGAN’a ve Ars. Gor.
Musa KAMACT’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi yiiksek lisans egitimimde de maddi manevi her tiirli
yonden beni destekleyen, bana sabir gosterip sikintilarimda dualariyla yanimda olan
annem ve babam, Semse-Mustafa BOZAN basta olmak iizere, ¢ok degerli kardesim

Sahin BOZAN’a ve tiim aileme slikranlarimi sunarim.

Son olarak degerli dostum Halis EKMEKCI’ye ve laboratuarda beraber ¢alistigim biitiin
arastirmaci arkadaslarima c¢ok tesekkiir ederim.

Davut BOZAN

Haziran, 2013



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ..o i
ABSTRACT ..t e e ii
CIZELGELER DIZINI.........cocoiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e viii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ........cccocooviiiiniiiiin, Xii
Lo GIRIS ..ottt ettt 1
2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI.............ccocveenee. 3
2.1. Serbest RAAIKAIIET ...........cocoiiii e 3
2.1.1. Serbest RadiKal CeSItIeTi.......uuuiuireiiereiiieesiir e e e e e e e seeeeaeee e 6
2.1.2. Serbest Radikallerin EXKIeri ... 10
2.2. Viicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalari............cccccceeeeniiiiiiiiiiiiinennnnne 16
2.2.1. Enzimatik AntioKSIAanIar .............ccooveiiiiiiiiiee e 19
2.2.2. Enzimatik Olmayan AntioKsidanlar .............cccooveiiiii e 23
2.3, OKSIAALIT SIIES ... 27
2.4, DIYADEL ... .o 28
2.4.1. Deneysel Diyabetik Hayvan Modelleri.............ccoceevveiiie i 29
2.4.2. Diyabet Ve OKSIAAtIT SIrES ......ccvvieiiiieiiiee e 30
2.5. Protein FOSTOrilaSyOnU.........ccuuriiiieiiiie et 32
3. MATERYAL VE YONTEM ..........c.coocoiiiiiiieeeeeeeeeee e, 35
B IMAEEIYAL ... 35
3.1.1. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Maddeler.............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiie i, 35
3.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi ve Antioksidan Uygulamasi....................... 35
3.3. Toplam Fosfoprotein Saflastirilmast ..........eeevviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiece e 36
3.4. Toplam RNA izolasyonu, cDNA Sentezi ve Real Time PCR ile KAT ve GPx
Gen Ekspresyonlarinin OIGHIMESI..........c.cveveieriierieeiceceeereee e, 47
A BULGULAR ...ttt et 50
4.1. Deney Hayvanlarinin Agirlik ve Aglik Kan Sekeri Diizeylerinin Degisimleri.. 50
4.2. Fosfoprotein Fraksiyonlarmin Protein Konsantrasyonlari.............ccccceeeviinnnenns 51
4.3. Unfosfo Protein (Flow out) Fraksiyonunun Protein Konsantrasyonlart............. 53
4 4. Katalaz Enziminin Western Blot Analiz Sonuglari.............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 54

Vi



4.5. Glutatyon Peroksidaz Enziminin Western Blot Analiz Sonuglari ..................... 56

4.6. KAT ve GPx Enzimlerinin Gen Ekspresyonlart ..........ccocovvveiiiiiiiiiicniinennnn 58
5. TARTISMA VE SONUCQ .....ooiiiiiiiiiiiiiie et 59
6. KAYNAKLAR. ...ttt 63
(077.€] 505\ 1 10T 72

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. Serbest oksijen radikalleri...........coccooiieiiiiiii e 4
Cizelge 2.2. Hiicredeki serbest oksijen radikali kaynaklart ............ccccoooviiniiinnnnnn 6
Cizelge 2.3. Antioksidan savunma SIStEMIEri.........cccoovvriieiienii e 17
Cizelge 3.1. KAT, GPx ve B-aktin genleri i¢in primer dizilimleri ........................... 48

Cizelge 4.1: Konsantre edilmemis fosfoprotein fraksiyonlarinin protein

KONSANEIASYONIATT ..ot 51

Cizelge 4.2: Ultrafiltration kolonlar1 kullanilarak konsantre edilen fosfoprotein

fraksiyonlarinin protein konsantrasyonlart.............cocceeiiiiiieiiniiie e 53
Cizelge 4.3: Fosforlanmamis protein fraksiyonlarinin konsantrasyonlari................ 53

Cizelge 4.4: KAT ve GPx enzimlerinin kontrol, diyabetik, RSV verilmis
diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC) dokularda 6l¢iilen mRNA

eKSPresyon MIKLATIATT ......cciiiiiiiiiiiicce e 58

viii



SEKILLER DiZiNi

ekil
Sekil 2.1. Mitokondriyal elektron iletim zinciri tarafindan siiperoksitin tiretimi......
Sekil 2.2. Hidrojen peroksitin molekiiler $ekli............cooveriiviiiiiiiiiiiiciecine
Sekil 2.3. Ksantin oksidaz (XO) ile HyO2 Gretimi ..........cccoceeviiieniieiieiiieniiesieee
Sekil 2.4. Hiicrede serbest radikallerin gesitli hedefleri............c.ccooovvviieiineinnn.

Sekil 2.5. Serbest radikaller tarafindan olusabilen proteinler {izerindeki
karbonilasyon GITNIETT........cuvviiiiiiiic e

Sekil 2.6. Hidroksil radikalinin piirin ve pirimidin bazlari iizerine etkisiyle olusan
L1 1 (S PP

Sekil 2.7. Serbest oksijen radikallerin olusumu ve lipitlere etkileri.........................
Sekil 2.8. Lipit peroksidasyonunun kimyasal mekanizmasi ............cccccccveerivveernnnnnn
Sekil 2.9. Serbest radikallerin olusumu ve antioksidan enzimlerin etKisi.................

Sekil 2.10. Antioksidan enzimlerin glutatyon redoks dongiisii ile beraber serbest
radikal kaynaklarini ortadan kaldirma mekanizmasi ............cccveevvveeiiineesiineesnnnenn

Sekil 2.11. Antioksidan enzimler ve glutatyonun indirgenme reaksiyonu................
Sekil 2.12. Glutatyonun molekiil SeKIi..........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiii i
Sekil 2.13. E vitamininin ve degisik fromlarinin molekiil sekli...........ccceevivveeinnnnn.
Sekil 2.14: C vitamininin MoleKil SEKi.......cuvvieiiiiiieeeiiiiee e
Sekil 2.15: A vitamininin moleKil $eKli ..........coovvvivviiiiiiiiiiiiieeee,
Sekil 2.16: Trans-Resveratrol’tin molekiil sekli.............cooovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee,
Sekil 2.17. Reaktif oksijen tiirevleri ve antioksidan mekanizmalart ........................
Sekil 2.18. Serbest radikal zarar1 sonucu ortaya ¢ikan Grlinler...........cccceeevivveneenne.
Sekil 2.19. Oksidatif NF-kB aktivasyonu igin olusturulmus model............c...co.c.....

Sekil 2.20. Reseptor tirozin kinaz (RTK) ve tirozin fosforilasyonun modiilatorii
olan reaktif oksijen tirleri (H202). ...vveiuieiiiiiiieiiieiie et

Sekil 3.1. Diyabetin hayvansal modelinin olusturulmasi ve antioksidanlarin
UYEUIAIMAST ..ttt e et e e e e et r e et e e e as

11

13
14
15

18

20
22
23
24
25
26
26
29
32
33

34

36



Sekil 3.2. Doku fosfoproteinlerinin saflastirilmasimin basamaklart..........................

Sekil 3.3. Fosfoprotein saflagtirma kiti ile doku fosfoproteinlerinin saflagtiriimasi
1] (53111 ST UP PP

Sekil 3.4. Thermo ScanGO Mikroplaka OKUYUCU.............cccceviiiiiiiiiiiie e
Sekil 3.5. Sikistirict ve ayristirict jellerin hazirlanisi........cooeevivviiiiiiiiiieeiiieeee
Sekil 3.6. Orneklerin jel kuyucuklarma yiikleme islemi...............cccoceeeeireenrnnnnans

Sekil 3.7. SDS-PAGE, orneklerin yiiriitiilmesi ve proteinlerin biiyiikliiklerine gore
AYTISTITTIMAST ISIEIMNT ... e e

Sekil 3.8. BioRad ChemiDoc™ goriintiileme Sistemi............o.ovveververereeensreninennn.

Sekil 3.9. Fosfoprotein saflastirma kolonlarindan ¢ikan 6rneklerin SDS-PAGE
ardindan glimiis boyama sonrast gorintisti.........c.vvvvieiniiiiiieiiiaieeneennn

Sekil 3.10. Seyreltik proteinlerin mikrospin ultrafiltrasyon kolonlar ile konsantre
BAIMEIEIT ...

Sekil 3.11. Western Blot yonteminde transfer kasetlerinin hazirlanig1 ve transfer
<74 15 TP UP PP PPPPPTPPON

Sekil 3.12. Western-blot ile protein ifadelenmelerinin 6l¢lim yontemi....................
Sekil 3.13. PVDF membranlarin antikorlar ile ¢alkalayicida inkiibasyonu ..............

Sekil 3.14. Kontrol, Diyabetik, D+RSV ve D+VC gruplarinin ham homejenat,
fosforlanmamig protein fraksiyonu ve fosfoprotein fraksiyonu kullanilarak
gergeklestirilen KAT ve GPx proteininin Western Blot sonuglart ...........ccccoooevvneee

Sekil 3.15. Izole edilen toplam RNA’larm agaroz jel elektroforez goriintiisii..........
Sekil 3.16. Roche LightCycler 480 II Real Time PCR cihazi.........cccccccovviiivnnnnnnn.
Sekil 4.1. Sigan agirliklarinin (gr) haftalara gore degisimleri...........cccooeviiiiiinnnn.
Sekil 4.2. Deney siirecinde hayvanlarin aglik kan sekeri (mg/dL) degisimleri.........

Sekil 4.3. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) si¢an karaciger dokularinda konsantre edilmemis fosfoprotein
fraksiyonlarinin protein konsantrasyonlari..........c.occcceeeioiiiniiiiiiicesiieee e

Sekil 4.4. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) si¢an karacigerlerinde Olgiilen KAT proteinin western blot
EY T 1 L VAR10) 110 (o] ' PR

Sekil 4.5. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) si¢an karaciger dokularinda toplam KAT protein ekspresyonu
41175 (<) 3 TP P P PP PP POPPPR

38
39
40

40

41

42

42

43

44

45
46

47
48
49
50

51

52

54



Sekil 4.6. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) sican karaciger dokularinda fosfo KAT diizeyleri ......................

Sekil 4.7. Kontrol, Diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) sican karacigerlerinde olgiilen GPx proteinin western blot
ANALIZ SOMUGTATT ...eiiiiiiiii ettt et e et e e e snbb e e e e e enees

Sekil 4.8. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) sigcan karaciger dokularinda GPx diizeyleri ..........ccccceevvvveneennee.

Sekil 4.9. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis
diyabetik (D+VC) sican karaciger dokularinda fosfo GPx diizeyleri .......................

Xi

56

56

57



Simgeler

dH.0

HO,

mg
mL
mM

mmol

02'_
OH-

Kisaltmalar

BSA
KAT
Cu/Zn SOD
DNA
EDTA
FAD
FCR

Fe SOD
GSH
GPx
GR
GSSG

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Aciklamasi

Distile Su

Gram

Hidrojen peroksit
Litre

Molar

Miligram
Mililitre
Milimolar
Milimol

Singlet oksijen
Stiperoksit radikali
Hidroksil radikali

Karbon merkezli radikaller

Aciklamasi

Bovin serum albumin
Katalaz

Bakir/¢inko siiperoksit dismutaz
Deoksiribo niikleik asit
Etilendiamin tetraasetikasit
Flavin adenin diniikleotit
Folin-Ciocalteu reaktifi
Demir siiperoksit dismutaz
Glutatyon

Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz

Okside glutatyon

Xii



GST
LOOH
LPO
L(R)OOH
MDA

Mn SOD
NAD
NAD*
NADH
NADPH
NBT

NO

RNA

ROO

ROS (ROT)
RSV

SOD

uv

VC

Glutatyon-S-transferaz

Lipit hidroperoksit

Lipit peroksidasyonu
Hidroperoksit

Malondialdehit

Mangan siiperoksit dismutaz
Nikotinamid adenin diniikleotid
Yiikseltgenmis nikotinamid adenin
Indirgenmis nikotinamid adenin
Nikotinamid adenindintiikleotid fosfat
Nitroblue tetrazolyum

Nitrik oksit

Riboniikleik asit

Peroksil radikali

Reaktif oksijen tiirleri

Resveratrol

Stiperoksit dismutaz

Ultraviyole

C vitamini

Xiii



1. GIRIS

Serbest radikaller yapilarinda eslenmemis elektron bulunduran ve g¢evresindeki her
madde ile tepkime verme yatkinlig1 olan, negatif yiikli elektron sayisiin ¢ekirdekteki
pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir (Fang ve ark., 2002). Serbest
radikaller; yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
tepkimeler ve etkileri ile c¢esitli klinik durumlarin patojenezinde rol oynarlar
(Wassmann ve ark., 2004).

Yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in aerobik organizmalar tarafindan organik
molekiillerden enerji elde edilmesinde oksijenin kullanilmasi, bu organizmalarda toksik
oksijen tiirlerinin olusmasina neden olmakta ve bu maddelerin zararl etkileri ile karsi
karstya birakmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan bu toksik
serbest radikaller, hiicre i¢in yasamsal olan fizyolojik ve metabolik olaylar ile beraber
olusmaktadir (Gutteridge, 1984).

Insiilin hormonunun yoklugu veya yetersizligi sebebiyle aclik kan sekerinin normalin
tizerinde seyrettigi, tiim yas gruplarinda goriilebilen ve yasam boyu siiren, hiperglisemi
ile birlikte 6zel komplikasyonlara yol acan diyabet, viicuttaki bir¢ok organi etkileyen ve
serbest oksijen radikallerinin patalojisinde yer aldigi bir hastaliktir. Viicuttaki glukoz
miktarina baglh olarak glukozun artan otooksidasyonu (Wolff ve Dean, 1987), enzimsel
olmayan protein sckerlenmesi (Ceriello, 1997) ve polyol yolundaki enzim
aktivitelerinin artmasi (Williamson ve ark., 1993) diyabetli dokularda serbest oksijen
radikallerin artmasina neden olmakta, dolayis1 ile hiicrelerin enzimsel ve enzimsel
olmayan antioksidan defans sistemlerini etkilemektedir (Brownlee, 2001).

Protein fosforilasyonu hiicresel islevlerin kontroliindeki belli bagl yollardan biri olarak
bilinmektedir. Redoks diizenleme; hiicresel yiikseltgenme ve indirgenme potansiyel
farkliliklarinin degismesi ile proteinlerin ve/veya enzimlerin aktivitelerinin degismesi
ve hiicresel aktivitelerin kontrol edilmesi olarak tanimlanabilmektedir. Hiicre i¢i redoks
denge birgok mekanizma ile kontrol edilmekte olup, bu dengenin bozulmasi gesitli
enzimlerin gen ve protein ekspresyonlarinda degisikliklere yol agabilmektedir
(Schoonbroodt ve Piette, 2000).

Bu c¢aligmanin amaci, diyabet hastaliginda varligi ya da etkileri ispatlanmig olan

oksidatif stresin karaciger dokularinda toplam protein fosforlanmasma etkilerini



aragtirmak, meydana gelen degisikliklerin C vitamini (VC) ve resveratrol (RSV) gibi
kuvvetli antioksidanlar ile nasil degistigini ortaya c¢ikarmaktir. Bu calisma ile
aktivitelerinin fosforilasyon ile kontrol edildigi daha dnceden bilinen katalaz (KAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin fosforilasyon diizeylerinin diyabet ve
antioksidan uygulamasi ile nasil degistigi arastirilmis ve post-translasyonel bir
mekanizma ile diizenlendigi savunulan bu enzimlerin diizenlenme mekanizmalar1 ortaya

cikarilmaya calisilmigtir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Bir molekiil ya da molekiil gruplarinin en dig yoriingesinde eslenmemis bir elektron
tagtyorsa bu molekiil ya da molekiil gruplarina serbest radikal ad1 verilir. Molekiiliin bu
radikal 6zelligi, kimyasal simgesinin sag st kosesine konulan nokta ile belirtilir.
Serbest radikaller, mevcut paylasilmamis elektronlarindan dolay1 oldukg¢a reaktif atom
ve molekiillerdir.

Oksijen; dogada dioksijen (O;) olarak bulunan sekiz atom numarali kararsiz bir
elementtir. Oksijenin bu kararsiz durumu enerji diizeylerinde bulunan elektronlarin
yapisina baghdir. Oksijen molekiiliiniin son orbitali 6nemlidir. Bu orbitallerden
herhangi birindeki elektron, bir orbitalden digerine gectiginde veya farkli orbitallerde
farkli yonlerde dondigiinde ‘singlet oksijen’ (‘O;) olusur. Orbitalden birine ters donen
bir elektron veya ikisine ters donen iki elektron gelmesi sonucu ‘oksijen radikali’
meydana gelir. Oksijen molekiiliinde olusan radikal, eslenmemis tek elektronundan
dolayr cok dengesiz olup hizla ortamdan uzaklasmak vasitasiyla elektronlarmni
kolaylikla bir baska molekiile verebilir (rediiksiyon) veya bir elektron almasiyla
elektron ¢ifti olusturabilir (oksidasyon). Bu durum sonucunda da radikal forma
dontisiirler (Hochstein ve Atallah, 1988; Karabiga, 2006). Organizmalarda olusabilen
serbest oksijen tiirleri (ROS) Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Serbest Oksijen Radikalleri (Karabiga, 2006)

1- Oksijen Merkezli Serbest Radikaller
= Molekiiler Oksijen

> Uclii (triplet) durum *0,
> Tekli (singlet) durum '0,
= Siiperoksit Radikali O;"
= Hidroksil Radikali OH-
= Perhidroksi Radikali HO,-
= Alkoksi Radikali RO-
= Peroksi Radikali ROO-

2- Oksijen Merkezli Olmayan Serbest
Radikaller

= Karbon Merkezli

» Lipit Radikalleri L-
» Alkil Radikalleri R-
= Silfur Merkezli
» Siilfiir Radikalleri R-S
= Hidrojen Merkezli
» Hidrojen Atomu +H
= Demir Merkezli
> Perferil Radikalleri Fe**- 0, - Fe**
= Azot Merkezli
» Nitrik Oksit NO-
» Nitrojen Dioksit NO;-
3- Radikal Olmayan Reaktif Tiirler
= Ozon Os
= Hidrojen Peroksitler
» Hidrojen Peroksit H20;
» Lipit Peroksitleri LOOH
= Hipoklorik asit HOCI
= Kloraminler R’RNCI

Pek ¢ok fizyolojik durum sonucu olusan serbest oksijen radikalleri, antioksidan
savunma mekanizmalar1 ile etkisiz hale getirilirler. Antioksidan savunma sistemi ve
serbest oksijen radikalleri iiretimi arasindaki denge bozuldugunda, mevcut serbest
oksijen radikalleri seviyesi artar. Serbest oksijen radikalleri stabil olmayan molekiiller

olmakla birlikte organik ve inorganik kimyasallarla hizl1 bir sekilde reaksiyona girerler.



Serbest oksijen radikalleri iiretimini artran nedenler arasinda hiicrenin normal
metabolizmas1 swrasinda gerceklesen oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarit (Ornegin:
solunum, ksantin oksidaz, fenton reaksiyonu, molekiildeki baglarin par¢alanmasi sonucu
farkli elektronlarin farkli atomlar tizerinde kalmasi) gosterilebilir. Ayrica diyabet,
ateroskleroz, karsinogenez, postiskemik reperflizyon hasari, enfeksiyonlar,
enflamasyonlarin yanisira yaglanma ile ilgili hastaliklarda serbest radikallerin
iretiminin artmis oldugu ¢esitli ¢alismalarda da gosterilmistir. (Young ve Woodside,
2001; Yariktas ve ark., 2003; Cherubini ve ark., 2005; Halifeoglu ve ark., 2005;
Karabiga, 2006).

Serbest radikaller viicutta 6nemli molekillere (hiicrelerde proteinlere ve genetik
materyale) zarar verirler. Bundan baska hiicre zarinin harabiyetine, gegirgenliginin
artmasina ve sonugta hiicrenin 6liimiine kadar giden bir seri olaya yol agabilirler (Fang
ve ark., 2002). Mitokondriyal, endoplazmik ve niikleer elektron tasima sistemlerinde
(sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi normal
metabolik olaylar sirasinda ¢ok miktarda serbest radikal iiretilmektedir (Da Ros ve ark.,
2004). Bu nedenle serbest radikalleri olusturan yapi1 ve mekanizmalar endojen ve

ekzojen olmak tizere ikiye ayirabiliriz (Cizelge 2.2).

2.1.1. Serbest Radikal Cesitleri

Siiperoksit (O;,)

Stiperoksit radikali, dogal oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almis
hali olup oksijenden kaynaklanan tiim radikaller i¢inde en ¢ok ve en kolay olusanidir.

Stiperoksit radikalinin bu 6zelligi, oksijenin suya indirgenmesi olayinda meydana gelen

ilk radikal olmasmdandir (Halliwell, 2010).



Cizelge 2.2. Hiicredeki serbest oksijen radikali kaynaklar1 (Tekkes, 2006)

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondriyal elektron transport zinciri Ilag oksidasyonlar1 (Or. Parasetamol, CCly)
Kloroplast elektron transport zinciri Iyonize radyasyon
Oksidan enzimler: Glines 15181
e Kasantin oksidaz X- 1ginlar1
e Indolamin dioksijenaz UV- 1sinlart
e Triptofan dioksijenez Is1 soku
e (Galaktoz oksidaz Glutatyonu okside eden maddeler
e Siklooksijenaz Ortam havast:
e Lipooksijenaz o Sigara dumani
e Mono aminooksidaz e Ozon
Fagositik hiicreler: o Kiikiirtdioksit
e Notrofiller o FEgzoz gazlarn
e Monosit ve makrofajlar
e Eozinofiller
e  FEndotelyal hiicreler
Oto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe*, epinefrin)

Negatif yiiklii olmas1 nedeniyle anyon kanallarmi kullanarak ya da lipit tabakalarindan
diftize olarak plazma membranini gegebilen siiperoksit, bdylece uzak mesafelere ulasip
hiicresel elemanlara zarar verebilmektedir. Mitokondriyal elektron transfer zincirinde
rediikte nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)’in okside nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD")’a déniisiirken de iiretilebilmektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Mitokondriyal elektron iletim zinciri tarafindan siiperoksitin tiretimi (Brownlee,
2001)

Siiperoksit radikali bunun digsinda pek ¢ok oksidaz tarafindan ve ortamda bulunan gegis

metallerinin otooksidasyonu sonucunda da olusabilmektedir (Esitlik 2.1 ve 2.2).

Fe? + O, Fe® + O, (2.1)

Cu* + 0O, Cu? + 0, (2.2)

Ortamda artmus olan siiperoksit diizeyleri, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen

peroksit (H,0,) ve oksijene doniistiiriilerek yok edilir (Esitlik 2.3).

SOD
20,7 + 2H" = H,O, + O, (2.3)

Stiperoksit dismutaz enzimi ile hiicresel siiperoksit diizeyleri siki kontrol altina

alinmaktadir (Cherubini ve ark., 2005; Tekkes, 2006).



Hidrojen Peroksit (H»,O5)

Normal oksijen molekiilii bagska herhangi bir molekiilden iki elektron almigsa peroksit
ad1 verilen molekiil olusmaktadir. Eger peroksit molekiilii, iki H molekiilii ile birlesirse
hidrojen peroksit (H.0,) adi verilen ve diger onemli ve ¢ok aktif radikalleri

olusturabilen yap1 ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.2).

HoooH
v
0—O

Sekil 2.2. Hidrojen peroksitin molekiiler sekli

H,O, SOD enzimi ile veya Esitlik 2.4’te oldugu gibi spontan olarakta olusabilmektedir.
20; + 2H" —— H,0, + O, (2.4)

Normalde H,0, bir radikal degildir. Ancak bu molekiil, membranlar1 gegen,
sitoplazmaya diffiize olan ve uzun siire kalabilen bir oksidan olarak bilinir. Bu
ozelliginden dolay1 siiperoksitin gecemedigi ve membranla korunan yapilara kolaylikla
ulagabilir. Difflize olup gectigi dokularda en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil
radikali olusturmak tizere (Esitlik 2.5) kolaylikla yikilabilir ve bunu da siiperoksitle

reaksiyona girerek yapar.
HO, + O — = OH + OH + O, (25)
Ayrica hidrojen peroksit, serbest halde bulunan Fe*? ile reaksiyona girmesi sonucu

hidroksil radikaline doniisiir (Esitlik 2.6 ve 2.7) (Vincent ve ark., 2004; Cherubini ve
ark., 2005).

0, + Fe® —— = 0, + Fe* (2.6)

Fe'? + H,0, ——— Fe™® + OH + OH (2.7)



Ayrica, aminoasit oksidaz, ksantin oksidaz (XO) gibi bazi oksidaz enzimlerinin faaliyeti
sonucunda da in vivo olarak H,O; iiretilir (Sekil 2.3) (Selen Isbilir, 2008).

Hipoksantin — 0 Ksantin  —C0 o Urkasit

N N

O HxDn O Ha0n

Sekil 2.3. Ksantin oksidaz (XO) ile H,O; iiretimi

Hidroksil Radikali (OH)

Bilinen en zarar verici radikal olan hidroksil radikali, bir elektronu eksik olan tek
atomlu oksijen ile H* ’in birlesmesinden olusur. Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif
olanm1 olmakla beraber, yar1 6émrii en kisa olan radikaldir. Bu 06zelliginden dolay1
kaynagindan fazla uzaklasmayarak ¢evresinde bulunan en yakin hedefleri etkilerler.

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gegis metalleriyle indirgenmesi sonucu (Esitlik
2.9) veya siiperoksit radikaliyle reaksiyona giren hidrojen peroksit ile (Esitlik 2.10)
olusabilmektedir. Bu reaksiyon Katalizérsiz cok yavas olmasma ragmen Fe™

katalizorliigi ile cok hizli gergeklesmektedir.
0, + Fe® ——— = 0, + Fe® (2.8)
Fe'? + H,0, ——— Fe™ + OH + OH (Fenton reaksiyonu) (2.9)

H,0, + O7 —— = OH + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu) (2.10)

Hidroksil radikali, bir ¢ok yapiyla 6rnegin, aminoasitler, niikleik ve organik asitler,
fosfolipitler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerle reaksiyona girerek bu
molekiillerin yapisin1 bozabilmektedir (Goneng, 1995; Young ve Woodside, 2001;
Vincent ve ark., 2004; Cherubini ve ark., 2005; Tekkes, 2006).



Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, hem hiicre i¢i hem de hiicre disindanda diizenleyici islev goren kiigiik,
reaktif bir serbest radikal molekiildiir. Nitrik oksitin molekiiler orbitalinde eslenmemis
elektron cifti bulundugundan dolay1 bir serbest radikal olarak yar1 6mrii ¢ok kisadir.
NO' olusumu memeli hiicrelerinde yaygin olarak NADPH’a bagimli sitozolik bir enzim
olan nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin aktivitesi ile olusur (Benzer ve Temiizer Ozan,
2003; Vincent ve ark., 2004; Pratic’o, 2005). Birgok hiicresel islem; vaskiiler diiz kas
hiicreleri, endotel, trombosit, néronlar ve diger NO f{ireten hiicrelerden salinan NO

tarafindan diizenlenmektedir (Biilbiil ve Soylu, 2008).

2.1.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Giglii reaktif 6zelliklere sahip olan serbest radikaller, hiicresel biitiin yapilar;; DNA,
protein, lipit, karbonhidrat ve enzim sistemleri gibi tim 6nemli bilesikleri kolayca
etkileyerek yikima ugratabilirler (Selen Isbilir, 2008). Cok reaktif olan hidroksil radikali
ve siiperoksit radikali sitopldzma, niikleus, mitokondri ve endoplazmik retikulum

membranlarinda lipit peroksidasyonuna sebep olabilmektedir (Sekil 2.4) (Giirbiiz, 2008).

’ Solunum
Protein - 4 %g enzimleri
hasar1 : A ]mn./é‘ ; Mitokondrial
D= / \ hasar
gt | ﬁ%’\\ SER // DNA
hasart /’ﬂ-ﬁ\%‘RER /
| - -
OH-
AN P e \_}3‘0 "‘“~:.- Hiicrede
= . Cekirde Na R, islcinlilc
DNA AsAssAsA R | (DNA) Cal* ‘hk:\\:‘ siskinlikc
Hasann ° R, &N/
1 S
LSS
v 3 '-L:~ Gegirgenlikte
SRTE Y TR artss
ALLLE é AN >
e
Lipit peroksidasyonu

Sekil 2.4. Hiicrede serbest radikallerin gesitli hedefleri (Selen Isbilir, 2008)
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Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler, biiyiik molekiil agirligina sahip polipeptitler olup hiicre foksiyonlarinda ve
hiicre yapisinda ¢ok onemli gorevler tistlenmekle birlikte, oksidatif reaksiyonlar sonucu
onemli modifikasyonlara ugrayabilmektedir. Proteinlerin yapitasi olan aminoasitler;
serbest radikallerin en Oonemli hedeflerindendir. Proteinleri olusturan aminoasitlerin
hasar gormesi, proteinlerde kalici degisikliklere sebep olur. Sistein, sistin, histidin,
metiyonin, tirozin ve triptofan aminoasitleri proteinler igerisinde serbest radikallere en
duyarl molekiillerdir ve serbest radikaller ile tepkimeleri sonucu Sekil 2.5’te belirtilen

yan iirlinlere dontisebilmektedirler.

‘ ’ ’ HsC O
——CONHR
N o O/ HN/ 1 o/ CONHR; :/E

| | HN
COR, COR, COR, R{HN COR,
.. . . . Aminokadipik 2-Amino-3-

2-Pirolidon Glutamik semialdehit semialdehit ketobutirik asit

Sekil 2.5. Serbest radikaller tarafindan olusabilen proteinler tizerindeki karbonilasyon tiriinleri

Proteinlerin serbest radikaller ile oksidasyonu sonucu hasarma karsi duyarlilig,
aminoasit bilesimine, protein aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu
aminoasitlerin dizilimine ve hasarli proteinlerin onarilabilirligine baghdir (Karabiga,
2006). Serbest radikallerin proteinler tizerinde yol a¢tigi baslica degisiklikler
aminoasitlerin modifikasyona ugramasi, proteinlerin fragmantasyonu ve ¢apraz baglarin

olugmasi seklinde siralanabilir (Kayis, 2010).
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Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, karbonhidratlar {izerinde de ciddi etkiler birakmaktadir. Fizyolojik
sartlarda otooksidasyona ugrayan glikoz, mannoz ve deoksi sekerler, siiperoksit ve
hidrojen  peroksitin ~ olusumuna  sebebiyet  vermektedir. ~ Monosakkaritlerin
otooksidasyonu, protein ¢apraz baglanmalarma yol agarak bazal membranda
kalinlasmaya yol acarak katarakt ve benzeri hastaliklara sebep olabilmektedir (Tekkes,
2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin karbonhidratlar tizerinde polisakkarit depolimerizasyonunun
yaninda 6zellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi énemli etkileri de bulunmaktadir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit, siiperoksit ve
okzoaldehitler diyabet ve sigara i¢imi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynar (Selen
Isbilir, 2008).

Serbest Radikallerin Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyona bagli hiicre &liimiiniin temel nedeni niikleik asitlerin ROS ile
reaksiyona girmesidir. ROS niikleik asit baz degisimlerine veya DNA ¢ift sarmalinin
hasar gormesine, bu da kromozomal mutasyonlara ve sitotoksisiteye neden
olabilmektedir (Ames ve ark., 1993; Frei, 1994). Ayrica aktivite gosteren notrofillerden
kaynaklanan hidrojen peroksit, membrandan kolayca gegerek hiicre c¢ekirdeginde
niikleik asit hasarlarma sebep olmaktadir (Ames ve ark., 1993; Cheesman ve Slater,
1993).

En tehlikeli serbest radikal cesitlerinden biri olan hidroksil radikali, deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girerek bu molekiillerin yapilarmi degistirebilmektedir.
Hidroksil radikali eger DNA’nin yakminda olusursa piirin ve primidin bazlarina

saldirarak baz degisikliklerine ve mutasyonlara neden olabilmektedir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Hidroksil radikalinin piirin ve pirimidin bazlar1 tizerine etkisiyle olusan son trtinler
(Selen Isbilir, 2008)

Ayn1 zamanda hidroksil radikali ile karsilastirildiginda niikleik asitlerle reaksiyon
olusturma yetenegi daha az olan singlet oksijen, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu
bolgeler iceren molekiillerle tepkimeye girerek niikleik asitlerin  yapisini

bozabilmektedir (Kay1s, 2010).

Serbest Radikallerin Lipitler Uzerine Etkileri

Biitiin biyomolekiiller serbest radikallerin hedefindedir ve ciddi bir sekilde etkilenirler.
Serbest radikallerin yikict etkilerinden en ¢ok etkilenen biyomolekiiller olan lipitlerin
hiicre icerisinde en ¢ok bulundugu bolgeler hiicre zarlaridir. Bu nedenle hiicre zarlar1
serbest radikal kaynakli oksidasyonlara ¢ok duyarli biyomolekiillerdir (Esitlik 2.11)
(Cheesman ve Slater, 1993; Tekkes, 2006). Atmosferik oksijen varliginda serbest
radikaller lipitler tizerinde lipit peroksidasyonu tepkimelerini baslatarak peroksi lipitleri
olusturmaktadir (Esitlik 2.12-2.14).
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LH + R > L + RH (2.11)

L+ O » LOO  (Lipit peroksit radikali) (2.12)
LOO + LH » LOOH + L (2.13)
LOOH » LOO ; LO (2.14)

Lipit peroksidasyonu siiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil
radikali gibi kuvvetli radikaller ile bagslamaktadir. Bu radikaller ¢esitli mekanizmalarla
hiicrede olusturulmakta ve hiicre membraninin harabiyetine yani lipit peroksidasyon
triinlerinin olugsmasma neden olabilmektedir (Sekil 2.7). Bununla beraber demir

iyonunun da lipit peroksidasyonunda 6nemli rolii bulunmaktadir (Karabiga, 2006).

Oz
Arijinin
L o 1
Oz~ NO -
Siiperoksit
dismutaz
Katalaz ¥
HyO ———— HO2 ONOO -

Sekil 2.7. Serbest oksijen radikallerin olusumu ve lipitlere etkileri

Serbest radikaller hiicre membraninda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamus
baglari ile reaksiyona girip peroksidasyon reaksiyonlarini baglatabilmektedir. Burada ilk
once yag asidi kendi tizerinde bir elektron kalacak sekilde parcalanmakta ve lipit
radikalini olusturmaktadir. Olusan lipit radikali atmosferik oksijen ile reaksiyona
girerek lipit peroksit radikalini olusturur ve boylece lipit peroksit radikali de ortamdaki

diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek zincirleme bir reaksiyon olustur.
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Ayrica lipit peroksitleri ortamda bulunun ve yag asitlerinin par¢alanmasiyla olusmus
olan iizerinde bir elektron bulunan hidrojen atomlar: ile reaksiyona girerek lipit
hidroperoksidlerini de olusturabilmektedir (Sekil 2.8) (Young ve Woodside, 2001; Niki
ve ark., 2005).

Cok Doymamis Yag Asidi \_ /\_ /\_ /

Lipit Radikali \__ A_ N/

Dien Konjugat ANEANYA N

Lipit Peroksil Radikali

AN, AN
HOO  H 0-0
Hidroperoksit J

Endoperoksit

O (@]
Malondialdehit

Sekil 2.8. Lipit peroksidasyonunun kimyasal mekanizmasi (Tekkes, 2006)
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Olusan lipit peroksitleri daha sonra yikim iiriinleri olan malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksi nonenal gibi yapilara doniiserek DNA ve/veya proteinlerle reaksiyona girerek
DNA hasar1 ve protein bozukluklarina yol agabilir. Lipit peroksidasyonu sonucunda
membranlarda yapisal ve fonksiyonel hiicre hasar1 olugsmaktadir (Young ve Woodside,
2001; Masella ve ark., 2005; Niki ve ark., 2005). Yapilan ¢aligmalarda diyabet, kanser,
alzaymir gibi bir ¢ok hastalikta plazma ve doku lipit peroksidasyon iiriinlerinde artis
meydana geldigi bulunmustur (Halifeoglu ve ark., 2005).

2.2. Viicudun Antioksidan Savunma Mekanizmalan

Reaktif oksijen tiirlerinin viicutta meydana getirdigi hasarlar1 ortadan kaldirmak i¢in
viicutta gorev alan savunma sistemlerine antioksidan savunma sistemleri adi verilir.
Antioksidanlar, hem dogrudan hem de dolayli olarak ilaglarin, karsinojenlerin ve bir ¢ok
toksik radikal reaksiyonlarmin istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri koruyan savunma
sistemleridir (Mercan, 2004; Halifeoglu ve ark., 2005).

Antioksidanlar, enzimatik olan (antioksidan enzimler) ve enzimatik olmayan
(antioksidan bilesikler) antioksidanlar olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar (Cizelge 2.3).
Antioksidan enzimler; katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimlerden olusmaktadir. Antioksidant
bilesikler ise Vitamin A, C, E, poliaminler, melatonin, NADPH, adenozin, bilirubin,
koenzim Q-10, iirat, ubikinon, metalotionin, polifenoller, flavonoidler, fitostrojenler,
sistein, homosistein, taurin, metiyonin, s-adenozil-L-metiyonin, resveratrol, nitroksidler,
karotenoidler (beta-karoten gibi), ksantofiller, melatonin, seruloplazmin, hemoglobin,
glutatyon ve tokoferoller gibi ¢ok sayida bilesikten olusmaktadir (Granado ve ark.,
1998; Jemal ve ark., 1998; Akgiil ve ark., 1999; Yariktas ve ark., 2003; Mercan, 2004;
Halifeoglu ve ark., 2005).
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Cizelge 2.3. Antioksidan Savunma sistemleri (Karabiga, 2006)

ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI
Enzim Sistemi Radikal Tutucular

Stiperoksit Dismutaz Suda Coziinenler
Glutatyon Peroksidaz Glutatyon
Glutatyon Rediiktaz Vitamin C
Katalaz Sistein
Glukoz 6-P-Dehidrogenaz Urik asit
Glutatyon-S-Transferaz Resveratrol
Yagda coziinenler
Vitamin E
Beta-karoten
Bilurubin
Flavonoidler
Metal iyonu Baglayanlar
Transferin
Seruloplazmin
Haptoglobiilin
Albumin
Hemopeksin
Ferritin

Serbest radikaller ve olas1 hasarlari, antioksidan bilesiklerle beraber antioksidan enzimler
tarafindan denetlenmektedir. Organizmada meydana gelen serbest radikalleri siirekli
olarak zararsiz hale getirmeye ¢alisan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GSTs) gibi gesitli enzimler
bulunmaktadir (Sekeroglu, 2000; Cigremis ve ark., 2003).

SOD enzimi hem sitoplazmada hem de mitokondride siiperoksit radikallerini hidrojen
peroksite ¢evirmektedir. Peroksizomal KAT ve sitoplazmik GPx enzimleri, olusan

hidrojen peroksiti hidroksi radikaline doniismeden nétralize etmektedirler (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Serbest radikallerin olusumu ve antioksidan enzimlerin etkisi (Vincent ve ark., 2004)

GPx enzimi antioksidan molekiil olan indirge glutatyonu, hidrojen peroksiti
indirgemede kullanmaktadir. Yine ayni sekilde sitoplazmik GST enzimleri indirge
glutatyonu kullanarak hiicrelerdeki oksidan stresi azaltmaya yonelik gorev
almaktadirlar. GST’lar ayn1 zamanda oksidatif olarak modifiye edilmis molekiilleri
hiicre igerisinde detoksifiye ederek, hiicresel peroksitleri etkisiz hale getirirler (Sekil
2.10) (Kwag ve ark., 1999).

H-O GSH NADPH
GPx
r R GAPDH
GSTs
H,O GSSG NADP'
Sekil 2.10. Antioksidan enzimlerin glutatyon redoks dongiisii ile beraber serbest radikal
kaynaklarini ortadan kaldirma mekanizmast
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2.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC: 1.15.1.1)

[k defa McCord ve Fridovich tarafindan 1969 yilinda siiperoksit radikallerini
tepkimeye sokarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene donilisiimiinii saglayan ve
lipit peroksidasyonunu inhibe eden bir metaloenzim olarak tanimlanmistir (Moscone,
1988). Bu reaksiyon kendiliginden gergeklesebildigi gibi, SOD esliginde (Esitlik 2.15)
4000 kat daha hizli olugmaktadir (Kayis, 2010).

SOD
0" + 0Oy + 2H ——— = H,O, + O, (2.15)

Normal metabolizma sirasinda hiicrelerde yliksek oranda siiperoksit radikali olusmasina
ragmen bu oran SOD sayesinde ¢ok diisiik seviyelerde tutulmaktadir. Reaksiyon
sonunda membrandan gegemeyen siiperoksit radikali membranlardan gegebilme
Ozelligine sahip hidrojen peroksite doniiserek gec¢is metalleri varhiginda Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile en tehlikeli radikal olarak bilinen hidroksil radikallerine
doniismektedir (Rigo ve ark., 1977). Bu nedenle SOD aktivitesindeki artig ile ortamda
asir1 HyO; olusmasmin ancak KAT ve GPx enzimlerinin artan aktiviteleri ile kontrol
edilebilecegi gosterilmistir (Kayis, 2010).

SOD’un aktif merkezinde bulunan ge¢is metallerinin farkli olmas1 sonucu, Cu/Zn-SOD,
Mn-SOD ve Fe-SOD olmak iizere ii¢ ¢eside ayrilir. Cu/Zn-SOD hiicrelerde en bol
bulunan SOD izomeri olup toplam 32 kDa molekiil agirligma sahip iki esit molekiil
agirhikh alt {initeden olugsmakta ve her alt {initesinde de bir bakir ve bir ¢inko atomu
icermektedir (Mruk ve ark., 2002). Cu/Zn-SOD hayvan hiicrelerinde en ¢ok sitozolde
bulunmakla beraber lizozomlarda, i¢ ve dis mitokondrial membran bosluklarinda ve
cekirdekte bulundugu tespit edilmistir.

Cu/Zn-SOD’lar i¢in siyaniir iyonlar1 giiclii bir inhibitordiir, ayn1 zamanda
dietilditiyokarbamatlar enzimin aktif bolgesinde bulunan bakir iyonunu baglayarak aktif
bolgeden uzaklastirmak suretiyle enzimi ¢alisgamaz hale getirmektedir (Kayis, 2010).
Mn-SOD hayvan bakteri ve bitki dokularinda bulunabilmekle beraber mitokondriyal bir
enzim olup esit molekiil agirlikli dort alt {initeden olugmaktadir. Aktif bolgesinde

mangan buluduran enzim, mitokondriyel elektron tasima sistemi ile olusabilecek
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stiperoksit radikalinin ayni organelde ortadan kaldirilmasindan sorumludur (Orbea ve
ark., 2000).

Fe-SOD, 41 kDa agirhiginda iki alt iiniteden olusan ve her alt {initesinde bir ya da iki
demir atomu bulunduran bir enzimdir. Hiicre dis1 bir enzim olan Fe-SOD, ekstrasellular

matriks igerisinde siiperoksit radikaline kars1 savasmaktadir (Kayis, 2010).

Katalaz (KAT) (EC: 1.11.1.6)

Katalaz (KAT) enzimi glutatyon peroksidaz (GPx) ile beraber hiicre i¢i hidrojen
peroksiti detoksifiye eden, yapisinda prostetik grup olarak porfirin halkasi ve
dolayisiyla demir i¢eren peroksizomal bir enzimdir. KAT enziminin temel fonksiyonu,
serbest radikallerin olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlarin oniine gegmek igin
molekiiler oksijen varliginda hiicre metabolizmasinin bazi basamaklarinda sentezlenen,
hidrojen peroksit veya ROOH gibi peroksitlerin radikal olusturmadan ortadan
kalkmalarini saglamaktir. Esitlik 2.16°da gosterildigi gibi KAT, iki peroksit molekiiliini
su ve molekiiler oksijene doniistiiren hiicresel antioksidan enzimlerin en 6nemlilerinden

bir tanesidir.

KAT
H.O, + H,O, —— = 2H,0 + O (216)

Hiicre igerisinde sitozolde de varhig: tespit edilmekle birlikte en ¢ok peroksizomlarda
bulunmaktadir. KAT daha ¢ok peroksizomlarda bulunurken, GPx ise sitozol ve
mitokondride lokalize olmasiyla birbirlerini tamamlayict bir yerlesim gosterirler.
Boylece hiicre i¢i hidrojen peroksitin konsantrasyonunu tamamlayict birliktelik
cercevesinde etkin bir sekilde diizenlerler.

Yapilan c¢alismalar bircok hastalikta 6rnegin Down sendromu, kanser ve anemide
serumda KAT aktivitesinin degistigini gostermektedir (Benzer ve Temiizer Ozan,
2003).
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Glutatyon Peroksidaz (GPx) (EC: 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz enzimi ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan
eritrositlerinden izole edilmis, mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bulunan ve
glutatyonu elektron kaynagi olarak kullanarak hidrojen peroksit ve organik
hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir antioksidan enzimdir (Esitlik 2.17 ve
2.18).

GPx
2GSH + H,0, — = GSSG + 2H,0 (2.17)
GPx
2GSH + ROOH —— = GSSG + ROH + H,0 (2.18)

Normal kosullarda KAT ve GPX, hiicrelerin farkli yerlerine yerlestiklerinden dolayi,
karacigerde endojen olarak olusan H;O, seviyesini diizenlemede birlikte caligtiklar
bilinmektedir (Selen isbilir, 2008).

GPx enzimi aktif bolgesinde selenosistein formunda, kovalent bagl selenyum atomu
icerir. GPX organik hidroperoksitler ile birlikte ayn1 zamanda H,O,’ye karsi1 aktiftir.
GPx Hy0O,’de dahil c¢esitli hidroperoksitlerin yikimmi GSH’m oksidasyonu ile
gerceklestirir. Bu reaksiyon ile olusan okside glutatyon (GSSG) ise glutatyon rediiktaz
(GR) enzimi yardimu ile tekrar eski yapisina, yani GSH’a indirgenir (Kayis, 2010).
Fosfolipit savunmasini yapan selenyuma bagimh GPx’in bir digeri ise fosfolipit
hidroperoksit GPx (PL-GPx) formudur. Bu enzim bir selenyum atomu igerir ve fosfolipit
hidroperoksitleri alkollere indirgeyerek membran koruyucu O6zelligindeki en onemli
antioksidan bilesik olan E vitamini eksikliginde membran1 radikallere kars1

korumaktadir (Kayis, 2010).

Glutatyon Rediiktaz (GR) (EC: 1.8.1.7)

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir. Koenzimi NADPH ve prostetik grubu FAD’tir.
GR sitozol ve mitokondride gorev yapmaktadir (Karabiga, 2006). GPx vasitasiyla

hidroperoksitlerin indirgenmesi ile olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis
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glutatyona (GSH) doniistimiinii katalizler. Bu reaksyonun olusabilmesi i¢in NADPH
gereklidir (Sekil 2.11) (Giirbiiz, 2008).

Superoksit Fe®* Fe’*
Dismutaz N
20, —————>= 0, > OH
N 2 GSH NADP"
2H 0 v H,0, Glutatyon Glutatyon
Peroksidaz Reduktaz
Katalaz GSSG NADPH

H+
2H,0+0, 2 H,0

Sekil 2.11. Antioksidan enzimler ve glutatyonun indirgenme reaksiyonu (Giirbiiz, 2008)

Glutatyon-S-Transferaz (GST) (EC: 2.5.1.18)

Glutatyon-S-Transferaz (GST), her biri iki protein alt birimden olusmus bir enzim
ailesidir. Genel olarak bir mikrozomal ve {i¢ii de sitozolik olmak lizere 4 ana gruba
ayrilirlar.  GST katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyonda islevi
bulunmaktadir.  Cesitli  sekillerde  organizmaya  giren  ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda énemli roller tistlenmektedir. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroksiperoksitleri olmak {izere lipit hidroperoksitlere kars1 GST’ler Se-bagimsiz GPx
aktivitesi gdstererek bir antioksidan savunmasi olustururlar (Esitlik 2.17) (Selen Isbilir,

2008; Storey, 1996).

GST
ROOH + 2GSH — = GSSG + ROH + H;0 (2.19)

22



2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon (Sekil 2.12), serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara kars1 koruyan antioksidan bir bilesiktir (Reiter, 1997).

Hoocxv,ﬁxv,ﬂk

Ho O

HS
0
H
. N.__COOH
H

=

Sekil 2.12. Glutatyonun molekiil sekli

Serbest radikallere kars1 6nemli bir antioksidan olan glutatyon, glutamik asit, sistein ve
glisinden meydana gelen bir tripeptiddir (Kayis, 2010). GSH hiicrede sitozol,
mitokondri ve niikleusta fazla miktarda bulunmakla beraber hiicre iginde biiyiik bir
kismi indirgenmis olarak (tiyol) bulunurken, daha az bir kismi ise okside glutatyon
(GSSG) seklinde bulunur (Mytilineou ve ark., 2002).

GSH’a antioksidan 6zelligi saglayan kisim tiyol grubudur. Glutatyon hiicreyi oksidatif
hasarlara kars1 korumak i¢in hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerini
temizlemenin yaninda diger serbest radikaller ve peroksitlerle de reaksiyona
girebilmektedir (Kays, 2010).

Bunun disinda  hemoglobinin  oksitlenerek  methemoglobine  doniisiimiiniin
engellenmesine  katki yapar. Ayrica fonksiyonel proteinlerin  ve enzimlerin
inaktivasyonunu engellemek igin proteinlerdeki siilfidril (-SH) gruplarini rediikte halde
tutmanin yaninda bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur. Glutatyon, yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonu ve aminoasitlerin hiicre igine taginmasmin yaninda ¢esitli metabolik
fonksiyonlarda da rol oynar. Ayrica oksidatif strese kars1 eritrositleri, 16kositleri ve g6z
lensini korumada hayati derecede 6nemli bir yer tutmaktadir (Reiter, 1997). GSH,
protein konformasyonu, membran transportunun diizenlenmesi ve enzim aktivitesinin

ayarlanmasi gibi mekanizmalarda da gérev almaktadir (Kayis, 2010).
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E vitamini (Tokoferol)

E vitamini, a, B, vy, 6-tokoferol olarak adlandirilan bilesiklere verilen genel bir isimdir. E
vitamini olusturan a, B, y, d-tokoferol bilesikleri arasinda dogal dagilim olarak en gok
bulunan ve biyolojik aktivite yoniindende en yiiksek aktiviteye sahip olan a-

tokoferoldiir (Sekil 2.13).

Molekiiliin iskelet yapisi R R R’ isim

-CH; | -CH3 | -CH3; | a-Tokoferol

-CH3; -H -CHs | B-Tokoferol

-H -CHs | -CHjs | y-Tokoferol

-H -H -CH; | d&-Tokoferol

Sekil 2.13. E vitamininin degisik formlarinin molekiil sekli

a-Tokoferol, hidroksil, stiperoksit, singlet oksijen radikalleri ile beraber lipit peroksil ve
diger baz1 serbest radikallerin temizlenmesinde gorev alir (Chow, 1991; Blokhina ve
ark., 2003). Lipit peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattin1 olusturarak membranda
serbest radikal toplayici etki olusturuyor ve hiicre membraninda bulunan doymamis yag
asitlerini serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyarak, lipit peroksidasyonunu
erken safhalarinda engeller.

Ayrica a-tokoferol, GPx ile birlikte galisarak birbirlerini tamamlayici antioksidan etki
gosterirler. Burada a-tokoferol peroksitlerin olusumunu engellerken, GPx olusmus olan

peroksitleri stipiiriir (Kayis, 2010).

C vitamini (Askorbik asit)

Ayni zamanda askorbat yada askorbik asit olarak da bilenen C vitamini (VC), kapal
formiilii C¢HgOg olan bir bilesik olup organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda
indirgeyici gii¢ olarak gorev alir (Kayis, 2010).

VC insanda sentezlenemeyen, suda ¢oziinen bir yapiya sahip olup, giigli indirgeyici

aktivitesinden dolay1 ayn1 zamanda Kuvvetli bir antioksidandir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14: VC’nin molekiil sekli

Askorbik asit etkili olarak singlet oksijenin yaninda H,O;, siiperoksit, hidroksil,
hipoklorit ve peroksil radikallerini tutma 6zelligine sahiptir. Stvi ortamdaki tiim peroksil
radikallerini plazma lipitlerine difiizyon ile ge¢meden tutar ve bu sekilde lipit
peroksidasyonunun baglamasini engellemis olur. Membranlarda bulunan o-tokoferol ile
reaksiyona girerek a-tokoferoliin yenilenmesini saglar (Ozer ve Goniil, 2006; Selen
Isbilir, 2008; Halliwell, 1994). VC, nétrofillerin sebep oldugu peroksidasyona karsi
plazma lipitlerini korur ve giiglii bir hipoklorat gidericisi olmasi ile fagositoz i¢in de
onemli oldugu gosterilmistir.

VC yiiksek konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin  yaninda,  diisiik
konsantrasyonlarda prooksidan olarak da aktivite gosterdigi, ancak antioksidan 6zelligi
prooksidan 6zelliginden daha baskin oldugu bildirilmistir (Halliwell, 1994). Bu
ozelligiyle ferri demiri ferro demire indirgeyerek fenton reaksiyonunda H,O; ile
etkilesmeye egilimli olan ferro demir olusturmakta ve reaksiyon sonucunda siiperoksit

radikalinin olugsmasina sebebiyet vermektedir (Bendich ve ark., 1986).

A vitamini

A vitaminin metabolik 6nciil maddesi olan P-karoten g¢ok giiclii bir singlet oksijen
temizleyicisi olarak bilinir (Sekil 2.15). Bununla beraber hidroksil, peroksil ve alkoksil
radikalleri ile dogrudan reaksiyona girerek lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunda
engelleyici rol oynar. B-karoten diisiikk oksijen seviyelerinde etkili olmakla birlikte ayni
zamanda daha yiiksek oksijen seviyelerinde etkili olan E vitaminin antioksidan etkisinin

tamamlayicisi olarak ¢aligir (Kayis, 2010).
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Sekil 2.15: A vitamininin molekiil sekli

Resveratrol

Resveratrol (RSV) (3,4,5 trihidroksi sitilben), bitkilerde biyolojik olarak olduk¢a aktif
olan fitoaleksin yapida bir maddedir (Sekil 2.16). Ilk olarak saraplik iiziimlerde (Vitis
vinifera) tespit edilen RSV’nin dokular1 mantar enfeksiyonlarindan ve/veya ultraviyole
isinlardan  korudugu bulunmustur. RSV’nin en ¢ok bulundugu bitki Polygonum
cuspidatum olarak bilinen bitkilerin kokleridir. RSV yenilebilir bitkilerde nadir olarak

bulunmakla beraber itadori ¢ay1, yer fistig1, fistik, iiziim ve sarap ile besinlerden alinir.

OH
OH

Sekil 2.16: Trans-Resveratrol’iin molekiil sekli

RSV’nin baslica biyolojik etkileri, serbest radikalleri berteraf etme, antikanser,
trombosit agregasyonunun inhibisyonu, vazorelaksiyon kapasitesinde artis, lipit
metabolizmasmin modiilasyonu ve peroksidasyonun inhibisyonu, Ostrojenik aktivite,
eikozanoit sentezi modiilasyonu olarak siralanabilir (Frémont, 2000).

Bir¢ok arastirmada RSV’ nin siiperoksit ve hidroksil radikallerini yakalama 6zelliginin
oldugu gosterilmistir. Ayrica RSV biyolojik sistemlerde bulunan antioksidanlarmn hiicre
ici konsantrasyonlarinin siirdiiriilmesini de saglamaktadir (De La Lastra ve Villegas,
2007).

Yapilan bir ¢aligmada RSV’nin insan lenfositlerinde glutatyon miktarmni arttirdigi

belirtilmistir. Bu ¢alismada insan lenfositlerinde RSV’nin GR, GPx ve GST gibi
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glutatyon metabolizmasi ile ilgili enzimlerin aktivitelerini degistirdigi gosterilmistir
(Das ve Maulik, 2006).

RSV mitogen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) kaskadini harekete gegirebilme
ozelligine sahiptir. RSV protein kinazlarin farkli diizeylerinde rol oynayabilmektedir.
Protein kinaz C (PKC) fosforilasyonunu inhibe ederek biyokimyasal reaksiyonlara yon
verme Ozelligine sahip olan RSV, MAPK kaskadmin etkinligini saglayan diger
kinazlari, fosfoinozitol 3-kinaz (PI13K) fosforilasyonunu ve bunun yaninda protein kinaz
B’nin (Akt/PKB) fosforilasyonunu da inhibe etme yetenegine sahiptir. RSV,
fosforilasyonun yaninda ayni zamanda bazi genlerin ifadelenmesini de azaltma
ozelligine sahiptir. Ayrica p65’in transaktivasyonunu ve fosforilasyonunu IKK, PKC

gibi kinazlar1 inhibe ederek baskilamaktadir (Delmas ve ark., 2005).

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; antioksidan maddelerin azalmasiyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asir tiretimi olarak veya serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest
radikaller lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller ile antioksidan
savunma sistemi arasindaki hassas dengenin, peroksidan ve oksidan maddelerin lehine
kaymas1 oksidan stresin gelismesine yol agmaktadir. Oksidatif stresin, doku hasarina
yol ag¢tig1, kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi patolojik durumlarin gelismesinde etkin
oldugu gosterilmistir (Reuter ve ark., 2010; Valko ve ark., 2006; Joshi ve ark., 2005;
Chevion ve ark.,2000).

Yapilan arastrrmalarda bu durumun ayrica diyabetin makro ve mikrovaskiiler
komplikasyonlara neden oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmaktadir.
Oksidatif stresin ayrica glukoz metabolizmasi tizerinde cesitli etkileri bulunmaktadir
(Memisogullari ve ark., 2003; Vincent ve ark., 2004; Memisogullar1 ve Bakan, 2004;
Cherubini ve ark., 2005).

Oksidatif stresin artisi, serbest radikal iiretimindeki artistan kaynaklanabilmektedir
(Noyan ve ark., 2004). Olusan serbest radikallerin yikic1 etkileri organizmada bulunan
ve antioksidan savunma sistemi olarak bilinen bir sistem tarafindan denetlenmektedir
(Sekil 2.17). Organizmadaki oksidatif streste goriilen herhangi bir artisin, antioksidan sa-
vunma sistemindeki bir azalmadan ya da serbest radikal iiretimindeki bir artmadan

kaynakli oldugu da bilinmektedir (Young ve ark., 1992).
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Sekil 2.17. Reaktif oksijen tiirevleri ve antioksidan mekanizmalar1 (Karabiga, 2006)

2.4. Diyabet

Diyabet, insiilin salgilanmasinda veya dokunun insiiline yanit vermesinde olusan
bozukluklar sonucunda meydana gelen kronik hiperglisemiyle karakterize metabolik bir
hastaliktir. Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki diizensizliklerinden dolay1
diyabetin etiyolojisi farkliliklar gostermektedir (Alberti ve ark., 1998; Abou-Seif, 2004).
Diyabetin Tip I ve Tip II olmak iizere iyi bilinen iki tipi bulunmaktadir. Diyabet
tiplerinden bir tanesi insiiline bagimli diyabet olarak adlandirilan ve genellikle geng
yaglarda goriilen Tip | diyabettir. Tip | diyabet, pankreastaki beta hiicrelerinin viral
yollarla yada otoimmiin sistemlerce hasar gormesi sonucu insiilin tiretme yeteneklerini
yitirmeleri sonucu disaridan insiilin tedavisi gerektiren diyabet tipidir. Tip II olarak
adlandirilan diger bir diyabet tipi ise insiilinden bagimsiz genellikle yetiskin insanlarda
goriilen diyabet tipidir. Tip Il diyabette, insiilin salgisi normal veya normalden fazla
olmasina ragmen, glikozun hiicre igerisine alinmamasidir. Her iki diyabet tipinde de

baslangi¢ sebepleri farkli olmasma ragmen hastaligin seyrinde, insiilin sekresyonunda

28



ya da insilin hormonu duyarliliginda veya her ikisinde birden bozukluklar
olabilmektedir (Cengiz ve Cengiz, 2000; Kazkayasi, 2011).

2.4.1. Deneysel Diyabetik Hayvan Modelleri

Diyabet, giinimiizde yasam kosullarinin etkisi ile gittikge daha ¢ok rastlanan ve bu
sebepten dolayr tedavisi ile etki mekanizmalar1 konusunda g¢ok calisilmis ve hala
calisiimakta olan bir patolojidir. Bu konudaki ¢alismalar oncelikle deney hayvanlari
iizerinde yapilarak elde edilen veriler insanlardaki uygulamalarda kullanilmaktadir
(Szkudelski, 2001).

Deneysel diyabetik hayvan modelleri; hastaligin patogenezini, komplikasyonlarini ve
diyabet riskini artiran genetik ya da cevresel etkileri anlamak ve cesitli terapotik
ajanlarm etkinliklerini degerlendirmek amaciyla kullanilan temel araclardir.

Deneysel diyabetik hayvan modelleri spontan olabildigi gibi kimyasal, diyet, cerrahi
operasyon ya da bunlarin kombinasyonlari ile de elde edilebilir (Srinivasan ve Ramarao,
2007). Diyabeti taklit eden cok sayida deneysel hayvan modelinin i¢inde en yaygin
kullanilanlar1 alloksan ya da streptozotosin (STZ) enjeksiyonu ile olusturulan
modellerdir. STZ, Streptomyces acromogenes’den izole edilen genis spektrumlu bir
antibiyotiktir. Antibiyotik olmasinin yanisira antilosemik ve karsinojen oldugu da
gosterilmistir. STZ’nin diyabetik etkKisi, pankreas B hiicrelerinin tahrip edilmesine
dayanmaktadir (Szkudelski, 2001). STZ glukoz oksidasyonunu bozmak suretiyle
insiilinin biyosentezini ve salgilanmasim1 azaltmaktadir (Bedoya ve ark., 1996; Ozer ve
Goniil, 2006).

STZ, pankreas adaciklar: igerisindeki beta hiicreleri tizerindeki direkt sitotoksik etkisi
ile hiperglisemiye neden olmaktadir. STZ’nin beta hiicrelerinin 6liimiine katkida
bulunan mekanizmalar1 arasinda serbest radikal olusumu gosterilmektedir. Ayrica
STZ’nin neden oldugu DNA dizisindeki kirilmalar ve alkilasyon da hiicrelerin 6liimiine

neden olmaktadir (Srinivasan ve Ramarao, 2007).
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2.4.2. Diyabet ve Oksidatif Stres

Son yillarda yapilan galismalarda, diyabette gelisen komplikasyonlarin sebebinin artan
oksidatif strese bagli oldugu bildirilmektedir (Baynes, 1991; Bonnefont-Rousselot ve
ark., 2000). Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinda
etkin olarak rol almaktadir. Bununla beraber diyabette oksidatif stresi artiran
mekanizmalar olarak antioksidan savunma sistemindeki cesitli degisikliklerin yaninda,
enzimatik olmayan glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, sorbitol yolu aktivitesi,
hipoksi gibi nedenler gosterilebilir (Brownlee, 2001).

Daha Onceden yapilan calismalar, diyabette lipit peroksidasyonunun ve protein
karbonillerinin normalden ¢ok daha fazla odugunu goéstermis ve bunun sebebini ise
diyabette var oldugu diisiiniilen oksidan stresi ile aciklamiglardir (Baynes ve Thorpe,
1999; Coudray ve ark., 1999; Cho ve ark., 2002; Anwar ve Meki, 2003).

Yine giiniimiiz literatiir bilgileri diyabette var oldugu diistiniilen oksidatif degismelerin
nedenlerinden birinin dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikler
oldugunu gostermektedir. Oksidatif streste, organizmanin antioksidan savunma
sistemini olusturan enzimlerin adaptif cevap ile uyarildiklarini ve ayrica, oksidatif stres
karsisinda enzim inaktivasyonunu gosteren g¢alismalarda mevcuttur (Kakkar ve ark.,
1995; Dinger ve ark., 2002; Seven ve ark., 2004).

Diyabette protein glikozilasyonu ve glukoz otooksidasyonu sonucu serbest radikallerin
olusumu arttigr  tespit edilmis ve diyabetin kronik komplikasyonlarinin
etyopatogenezindeki artmis oksidatif stresin 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Baynes
ve Thorpe, 1999).

Diyabette, proteinlerin enzimatik olmayan yollarla glikoz baglanmasi olaymna
glikozilizasyon denir. Bu olay diyabette ciddi bir artig gosterir. Olusan bu glikozillenen
proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelmektedir (Cengiz ve
Cengiz, 2000; Akgiil ve ark., 1999).

Diyabette artmis olan serbest radikaller genetik mutasyonlara, proteinlerde yapisal veya
fonksiyonel bozukluklara sebep olmakla beraber lipitler, proteinler ve niikleik asitlerle
etkileserek membran biitlinliigliniin kaybma da yol agmaktadir (Sekil 2.18) (Vincent ve
ark., 2004; Memisogullari ve ark., 2003; Cherubini ve ark., 2005; Memisogullar1 ve
Bakan, 2004).
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Sekil 2.18.  Serbest radikal zarar1 sonucu ortaya ¢ikan triinler

Yapilan bir ¢alismada oksidatif stresin  antioksidan enzimlerin  mMRNA
ekspresyonlarinda degisikliklere yol agtigi gosterilmistir (Rohrdanz ve ark., 2001)
Diyabetik hayvanlarin bobrekleri ile yapilan bir calismada, diyabette artan SOD ve GPx
aktivitelerine paralel olarak bu enzimlerin mMRNA seviyelerinin de arttigini, fakat buna
tam ters olarak artan KAT aktivitesine kars1 azalan KAT mRNA seviyesi bulunmus ve
bulunan bu aktivite distsini KAT enziminin post-translasyonal seviyedeki
degisikligine baglanilmistir (Limaye ve ark., 2003).

Diyabette antioksidanlarin ve/veya oksidanlarin dokularin yap1 ve fonksiyonu iizerine
etkilerini diizenleyen mekanizmalarm tam olarak aydinlatilamadigi bilinmekte ve bircok
bilim insan1 tarafindan ileri ¢caligmalarin yapilmasi dnerilmektedir. Bu nedenle, oksidan
stres kaynakli patolojilerin molekiiler seviyede kaynaklarinm bulunmasi giliniimiiziin

onemli arastirma konular1 arasindadir
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2.5. Protein Fosforilasyonu

Aktivitesi bilinen bir¢ok enzim, kovalent modifikasyonlarla 6zellikle de enzimlerin
tireonin, tirozin ve serin gibi belirli birimlerine fosfatin eklenmesi veya ¢ikarilmasi ile
diizenlenmektedir. Bu iglemler sonucu enzimin tiiriine ve aktivitesine gore fosforlanmig
sekli, enzimin fosforlanmamis sekline gore daha fazla veya daha az aktif olabilmektedir.
Yapilan caligmalarda glikojen fosforilazin (glikojeni yikan enzim) fosforlanmasi sonucu
aktivitesi artarken, diger taraftan glikojen sentaz’a (glikojen sentezleyen bir enzim)
fosfat eklenmesi ile aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Enzim aktivitelerini diizenlemek
icin gergeklesen protein fosforilasyonu protein kinazlar, defosforilasyonu ise protein
fosfatazlar tarafindan yapilmaktadir. Hiicre iginde 6nemli enzimatik kontroller protein
tirozin kinaz (PTKs) ve protein tirozin fosfatazlarin (PTPs) farkl aktiviteleri ile
gerceklesmektedir.

Hiicresel redoks durumu (indirgenme-yiikseltgenme potansiyeli) serbest radikaller ve
antioksidan sistemlerin birlikteligi ile belirlenmektedir. Hiicresel redoks durumu hassas
bircok protein ve/veya gen tarafindan hissedilmekte ve bu redoks duyarli sinyal
proteinleri, hiicresel metabolizmay1 dogrudan kontrol ederek oksidan sinyalleri hiicre
icerisinde, mantikli ve uygun hiicresel yanitlara ¢evirebilmektedir. Hiicre i¢inde bulunan
en onemli redoks duyarli sinyal proteinleri protein kinazlar, protein fosfatazlar ve
transkripsiyon faktorleridir (Surh ve ark., 2008).

Son yillarda yapilan ¢alismalar ile redoks sinyal iletimi ve protein fosforilasyon kararl
durum diizeyleri arasinda giiglii bir iliski oldugunu gostermistir. Serbest radikal ve
tirevlerinin (6zellikle hidrojen peroksitin) hiicresel fosforilasyon diizeyini etkiledigi ve
sonugta redoks duyarli enzimlerin 6rnegin antioksidan enzimlerden KAT ve GPX’in
aktivite ve ekspresyonlarinin degisebildigini gostermistir. Bununla birlikte bircok enzim
ve proteinin gen ve protein ekspresyonunun antioksidanlar, oksidanlar ve hiicresel
oksidasyon-rediiksiyon (redoks) potansiyeli (Sen ve Packer, 1996; Hardie, 1999; Watai
ve ark., 2007; Kog ve Ustiin, 2008; Surh ve ark., 2008) durumu tarafindan diizenlendigi
belirtilmistir. Ayn1 zamanda bazi ¢aligsmalar, redoks duyarl proteinlerin dogrudan veya
dolayli olarak serbest radikaller tarafindan okside oldugunu da gostermistir (Sekil 2.19)
(Storz ve Imlay, 1999; Halliwell ve Gutteridge, 2007).

32



Oksidazlar X SOD o Katalaz

z S S
-~ g

pb5 ‘m pSU
‘ </ IxB 4\’
\pro

p50 ) pb5

H.O + O

Sekil 2.19. Oksidatif NF-kB aktivasyonu i¢in olusturulmus model

Hidrojen peroksitin ve diger oksidan stresi kaynagi molekiillerin, hiicre i¢ci PTP’lerin
aktif bolgelerinde bulunan sistein gruplarmni geri doniisimlii olarak oksitlemesi sonucu
hiicrelerdeki toplam fosforolisyon diizeyinin degisebilecegi ve ayrica ¢esitli hiicresel
antioksidanlarm da PTP gibi oksitlenmis redoks duyarli proteinlerin biyolojik
aktivitelerini yenileyici fonksiyonlar1 belirlenmeye baglanmistir. Protein tirozin
fosfatazlarm (PTPs) aktif bolgelerindeki tiyol gruplarinin ve bunlarin katalitik
bolgelerindeki sistein gruplarinin tersinir oksidasyonu ile inaktivasyonu (Sekil 2.20)
sonucu hiicresel sinyal iletimi ve hiicrelerde bulunan protein ve enzimlerin toplam
fosforlanma diizeyinin etkilendigi daha onceki ¢alismalarda da gosterilmistir (Denu ve

Tanner, 1998; Mahadev ve ark., 2001).
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Sekil 2.20. Reseptdr tirozin kinaz (RTK) ve tirozin fosforilasyonun modiilatorii olan reaktif
oksijen tiirleri (H,Oy)

Son yillarda yapilan ¢aligmalar ile KAT ve GPx gibi antioksidan enzimler {izerinde
bulunan spesifik tirozin guruplarmin fosforilasyonu sonucunda enzim faaliyetlerinin
diizenlendigi ve aymi zamanda bu enzimlerin proteolitik yikimmi da arttirdigi
gosterilmistir (Cao ve ark, 2003a). ROS diizeyinin hiicrelerdeki durumu diisiik
oldugunda, enzimatik KAT aktivitesinin fosforilasyon ile uyarildigi ve ¢ok yiiksek
oldugunda ise bu enzimi proteolitik yikima yonlendirdigi belirlenmistir (Sadi ve ark.,
2008). Ayrica, sitozolik c-Abl ve Arg gibi tirozin kinazlarin da oksidatif stres varliginda
kompleks olusturarak aktif oldugu (Cao ve ark., 2003b) ve bu enzimlerin oksidatif stres
varliginda olusturduklar1 kompleksin KAT ve GPx gibi peroksidasyondan sorumiu
enzimlerin fosforilasyon diizeylerini kontrol ettikleri de gosterilmistir.

Antioksidan enzim aktivitelerindeki degisikliklerin ayn1 zamanda redoks duyarli protein
tirozin fosfatazlarin (PTP) enzim faaliyetlerini diizenleyen fosforilasyon ve
defosforilasyon mekanizmalar1 ile baglantisi bulunmustur. Antioksidan enzim
aktivitelerini kontrol eden bu iki post-translasyonel kontrol mekanizmalasina ek olarak,
oksidatif stres varliginda bu enzimlerin gen ifadelerinin de diizenlendigi bazi

calismalarda belirtilmistir (Knirsch ve Clerch, 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Maddeler

Bakir (II) siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0), Sodyum hidroksit (NaOH), Hidroklorik
Asit (HCI), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Ammonium persulfate (APS), Tween-20,
Sodyum kloriir (NaCl), KH,PO,4, Serum albumini (BSA), Na-K Tartarat, Folin reaktifi,
Ammonium persulfate (APS), Tween-20; Sigma (Louis, ABD) marka;
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Tris-HCI, Nitro blue tetrazolium chloride
(NBT), 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate BCIP AppliChem (Darmstadt,
Almanya) marka;

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Amresco (Cochran Road Solon, ABD) marka
kullanild.

KAT (Anti-KAT Rabbit 19gG), GPx (Anti-GPx Rabbit 19gG), Alkalin fosfataz (AP)
ikincil antikor (Goat anti rabbit 1gG-AP conjugate) Abcam (Cambridge, ABD) marka
kullanilmastir.

SYBR Green Mastermix (Roche, Foster City, California, ABD), Fosfoprotein
saflagtirma kitleri Santa Cruz (Texas, ABD) ve Total RNA saflastirma kiti Fermentas
(MBI Fermentas, ABD) kullanilmustir.

3.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi ve Antioksidan Uygulamasi

Deneylerde kullanilan esit yasta erkek Wistar sicanlar1 Kobay Deney Hayvanlari
Laboratuart AS’den satm almmustir. 40 Adet esit yasta erkek siganlarin bakimi, diyabet
olusturulmasi, RSV ve VC’nin giinliik olarak enjeksiyonu, veteriner hekim gozetiminde
Yerel Etik Kurul onayi ile (KMU yerel etik kurulu 04.08.2011 tarihli 02/01 say1li onay)
hayvan  deneyleri  kullanim  sertifikasina  sahip  arastwrmacilar  tarafindan
gerceklestirilmistir. Siganlar diyabetik, kontrol, RSV verilmis diyabetik, VC verilmis
diyabetik olmak iizere dort gruba ayrilmis ve ii¢ grupta diyabet, sigan agirligmnin her 1
kg’1 i¢in 50 mg, 0,05 M sitrat tamponu (pH: 4,5) i¢inde hazirlanmis streptozotosin’in

(STZ) intraperitonal yoldan enjekte edilmesiyle olusturulmustur. Kontrol grubuna
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sadece fizyolojik salin (%0,9 NaCl) verilmistir. Aglik kan sekeri diizeyleri sigan kuyruk
toplardamarlarindan alman kanlardan, Accu-check-go kan sekeri 6l¢im cihazi (Roche,
Foster City, California, USA) kullanilarak haftalik olarak belirlenmis, a¢lik kan
sekerleri 200 mg/dL nin iizerinde olan hayvanlar diyabetik olarak kullanilmistir.
Kontrol gruplarma her 1 kg sican agirhigr i¢in fizyolojik salin ¢ozeltisi verilmistir.
Diyabet olusumunun bir hafta ardindan 50 mg/kg RSV ve 50 mg/kg VC giinliik tek doz
olarak ii¢ hafta boyunca diyabetik siganlara enjekte edilmis, kontrol grubuna ise sadece
fizyolojik salin ¢ozeltisi verilmistir. STZ uygulamasindan dort hafta sonra sicanlar
kesilerek dokular1 sivi azot ile dondurulduktan sonra -85 °C de saklanmustir. Deney
hayvanlarmin nasil organize edildiklerini ve maruz birakildiklart muamele Sekil 3.1°de

Ozetlenmistir.

Fontrol prubena sadecs fizyolojilc salin

(0.5 %o NaCl (ah)) verildi.

Kentrol ~ Fizyolojik salin(0,9 % NaCl (2'h)) gin T ;
Faman(Hafta)' 1 . ) / i_
0 1 2 3 4

Fontrol

[Glu] < 200 mez/dl

0,05 MM sitrat tampon cbzeltisi (pH: 4,5) icinde chzinmiiy
S3TZ (30 mg'lkp) ile diyvabat olugteruldu.

Diwabatil » Firyolojile salin(0,9 % NaCl (a'h)) gin . i:
Zaman(Hafta)" ¥ . . ) [
i 0 1 2 3 4 e
Dyabet
[Glu] > 200 me/dl 1
DeRaev- » Rav'nin TP enjelesivonu (30 me/le a)gin r 7} o
{r=6 |
D=VC . VCnin TP snjslsivons (30 me'ke a)/zin ; i_
I

Sekil 3.1. Diyabetin hayvansal modelinin olusturulmasi ve antioksidanlarin uygulamasi

3.3. Toplam Fosfoprotein Saflastiriimasi

Karaciger dokularinda toplam fosfoproteinlerin saflagtirmasi degisik iireticilerden temin
edilen fosfoprotein saflastirma kitleri (Qiagen ve Santa Cruz) kullanilarak optimize

edilmis ve kitler birbirleri ile verimlilik agisindan karsilagtirilmistir. Bulunan sonuglara
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(gosterilmemistir) gore Santa Cruz firmasmin {irettigi fosfoprotein saflastirma kitinin
daha verimli saflagtirma gergeklestirdigi goriilmiis ve biitiin dokularda fosfoprotein
saflastirmasi ad1 gegen marka Kitinin kullanma kilavuzunda bazi degisiklikler yapilarak

gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Doku fosfoproteinlerinin saflastirilmasinin basamaklari

U

Yonteme gore 50 mg karaciger dokusu 300 pL RIPA tamponu (10 mL’de 1 fosfataz
inhibitor tableti (Roche) iceren 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% Sodyum ortovanadat,
0,1% SDS, 50 mM Tris, pH: 8,0) igerisinde homojenize edilmis ve son hacim 2X
baglama/yikama tamponu ile 1 mL’ye tamamlanmistir. Olusan homojenatlarin protein

konsantrasyonlar1 Lowry yontemine (Lowry ve ark., 1951) gore belirlenmistir.
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Buna gore 0,5 mL 100 kat seyreltilen drnekler ve standart sigir serum albumini (BSA)
cozeltileri (0,02-0,20 mg/mL) 2,5 mL Lowry ACR reaktifi [Reaktif 1 (%2 a/h
CuS04.5H,0) Reaktif 11 (%2 a/h Na-K Tartarat) ve Reaktif A (0,1 N NaOH i¢inde %?2
a/h Na;CO3)] ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Uzerine 0,25 mL Folin
reaktifi (1N) eklenerek 30 dakika karanlikta bekletilen 6rneklerin renk yogunlugu 660
nm Olglilerek protein miktarlar1 hesaplanmistir. Olusan homojenattan 5 mg protein
alinarak konsantrasyon 1 mg/mL’ye 2X baglanma/yikama tamponu ile ayarlanmistir.
Ardindan 6rnekler 2X baglanma/yikama tamponu ile dengeye getirilen ve fosfoprotein

affinite matriksi bulunduran saflagtirma kolonlarina yiiklenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Fosfoprotein saflagtirma kiti ile doku fosfoproteinlerinin saflagtirilmasi iglemi

Alt ve iist agikliklar1 sikica kapatilan ve 5 mg protein yiiklenen kolonlar +4 °C°de 30 dk
bekletilmis ardindan alt1 agilarak kolona baglanmayan fraksiyonlar (fosforlanmamig
proteinler) toplanmustir. Ug kez 2X baglanma/yikama tamponu ile yikanan kolon
icerisinde bagli olan fosfoproteinler, 1 mL eliisyon tamponu ile (4 kez) kolondan
cikarillarak  fraksiyonlar halinde ayrilmistir. Cikan  fraksiyonlarin  protein

konsantrasyonlari, diisiik 6rnek hacmi ve diisiik protein konsantrasyonu nedeniyle direk
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UV absorbsiyon metoduna gore Thermo ScanGO mikroplaka okuyucunun nano okuma
aparati (Sekil 3.4) kullanilarak belirlenmistir (Stoscheck, 1990).

Sekil 3.4. Thermo ScanGO Mikroplaka okuyucu

Proteinlerin direk UV tayini yonteminde, 260 ve 280 nm’de absorbanslar1 dlciilen

fraksiyonlarin protein konsantrasyonlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Protein konsantrasyonu (mg/mL) = (1,55 X Azso) — (0,76 X Azeo)

Toplam protein fosforilasyonu farkliliklari, kolondan aliman fraksiyonlarin protein
miktarlarmin karsilastirilmasi ile gergeklestirilmis, sonuglar ayni zamanda detaylari
asagida verilen yonteme gore SDS-PAGE ve glimiis boyama teknikleri ile
dogrulanmustir. Buna gore, %12’lik ayrict jel; 3,4 mL dH,0, 4 mL akrilamit (%30 T,
2,67 C), 2,5 mL ayiric1 jel tamponu (1,5 M Tris-HCI pH: 8,8), 50 uL amonyum
persiilfat (APS) (%10 a/h) ve 5 uL TEMED karisimi ile hazirlanmis, %4°lik sikistiric
jel ise 6,1 mL dH,0, 1,3 mL Akrilamit (%30 T, 2,67 C), 2,5 mL sikistirici jel tamponu
(0,5 M Tris-HCI pH: 6,8), 50 uL APS (%10 a/h) ve 10 uLL TEMED Kkarigtirilmasi ile
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olusturulmustur (Sekil 3.5). Ardindan 6rnek yiikleme tamponu (62,5 mM Tris-HCI, pH:
6,8, 25% gliserol, 2% SDS, 0,01% Bromofenol mavisi, 0,05% (h/h) B-mercaptoetanol)
ile 1/1 oraninda karistirilan ve 5 dk boyunca 95 °C’de bekletilen &rneklerden
kuyucuklara 20 pL yiiklenmis (Sekil 3.6) ve fosfoproteinler birbirilerinden 200 V sabit
voltajda Mini Protean Tetra elektroforez cihazi (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA,

USA) kullanilarak yapilan dikey elektroforez ile ayrilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.6. Orneklerin jel kuyucuklarina yiikleme islemi
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Sekil 3.7. SDS-PAGE, orneklerin  yiiriitiilmesi ve proteinlerin  biiylikliiklerine  gore
ayristirilmasi iglemi

Proteinlerin giimiis boyamasi i¢in elektroforezden sonra jeller %50 metanol ve %5
asetik asit ¢ozeltisi ile 20 dk sabitlenmis, ardindan %50 metanol igerisinde 10 dk
bekletilmistir. dH,O igerisinde 10 dk yikanan jeller, %0,02 (a/h)’lik sodyum tiyosiilfat
ile bir dakika inkiibe edilmistir. iki kez birer dakikalik su yikamasmin ardindan jeller
%0,1 (a/h) giimiis nitrat ve %0,08 (h/h) formalin karisimi igerisinde 20 dk bekletilmistir.
Iki kez bir dakikalik su yikamasimi takiben jeller %2 (a/h) sodyum karbonat ve %0,04
(h/h) formalin karisimindan olusan ¢ozelti icerisinde istenilen jel goriintiisii elde
edilinceye kadar (yaklasik 10 dk) bekletilmistir. Reaksiyon %5 lik asetik asit ile 10 dk
boyunca durdurulmus ve jeller dH,0 ile yikanarak BioRAD ChemiDOC™ cihaz1 (Sekil
3.8) kullanilarak (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA) goriintiilenmistir.
Fosfoprotein saflagtirma kolonundan c¢ikan Orneklerin SDS-PAGE sonrasi giimiis

boyama goriintiileri Sekil 3.9°da verilmektedir.
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Sekil 3.8. BioRad ChemiDoc™ goriintiileme sistemi

Sekil 3.9. Fosfoprotein saflagtirma kolonlarindan ¢ikan 6rneklerin SDS-PAGE ardindan giimiis
boyama sonrasi goriintiisii

Toplam fosfoproteinler kullanilarak yapilan western blot analizleri de antioksidan

enzimlerin fosforilasyon diizeylerinin karsilastirilmasina olanak saglamistir. KAT ve
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GPx enzimlerinin fosforilasyon diizeylerinin karsilastirilabilmesi igin fosfoprotein
saflagtirma kolonundan ¢ikan proteinler kit ile birlikte gelen mikrospin ultrafiltrasyon

kolonlar1 yardimi ile daha yogun (konsantre) hale getirilmistir (Sekil 3.10).

— = _— = Konsantre
5 —_— proteinler
‘.l " /
\
V

Seyreltik < > ij
Protein \

\ / Sentrifiij Seyreltik Sentrifiij
\

\ / \ J
\/ (10.000g 10dk) Atik —-\7 Protein {10.000g 10dk) \7— Atik

Tampon Goz. Tampon

¢ozeltisi

istenilen miktarda
tekrar

Sekil 3.10. Seyreltik proteinlerin mikrospin ultrafiltrasyon kolonlar1 ile konsantre edilmeleri

500 pL seyreltik protein ¢ozeltisi kit ile birlikte gelen mikrospin ultrafiltrasyon kolonu
icerisine eklenmis ve drnekler 10.000 g’de 10 dk santrifiij edilmislerdir. Bu adim 6rnek
hacmine gore yeteri kadar tekrarlanmistir. Ultrafiltrasyon kolonu kullanilarak agirligi 10
kD’un altinda olan partikiiller kolondan siiziilirken KAT ve GPx gibi molekiiler agirligi
10 kD’den biiyiik olan proteinler kolon tizerinde konsantre hale gelmistir. Western Blot
icin konsantre edilen 10 pg protein karisimi, SDS-PAGE yontemi ile Mini Protean
Tetra elektroforez cihazi (Sekil 3.7) (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA)
kullanilarak yukarida belirtildigi gibi birbirlerinden ayrilmis ve PVDF (Polyvinylidene
fluoride) membrana Western Blot teknigi (Sekil 3.11) kullanilarak aktarilmistir (Towhbin
ve ark., 1979).
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Sekil 3.11. Western Blot yonteminde transfer kasetlerinin hazirlanis1 ve transfer edilisi
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Block
—~p Membrane Bloklama: 5% yagsizsiit tozu, 1s, sabit
calkalama, OS

Primer Antikor inklibasyonu:

2s, sabit calkalama, OS
Add 1
‘ Yikama: TBST ile 5x5dak

l Add 2 AP-sekonder antikor inkiibasyonu:
1h, sabit ¢alkalama, OS

Substrate Yikama: TBST ile 5x5dak

' Boyama: BCIP/NBT boyama soliisyonu
4 ile 15dak

Son Yikama: dH,0 ile 5x5dak

Sekil 3.12. Western-blot ile protein ifadelenmelerinin 6l¢iim yontemi

Western blot membranlar1 TBST (0,5 M NaCl, 20 mM Tris pH: 7,4, 0,05% h/h Tween-
20) ile ti¢ kez yikanmis ve membran tizerindeki protein igermeyen biitiin bolgelerin
kapanmasini saglayacak %5’lik yagsiz siit tozu (TBST i¢inde hazirlanmis) ile bir saat
muamele (bloking) edilmistir (Sekil 3.12). KAT (Anti-KATalase Rabbit 1gG, Abcam:
Cambridge, USA, 1/6.000) ve GPx (Anti-GPx Rabbit 1gG, Abcam: Cambridge, USA,
1/2.000) primer antikorlar1 ile oda sicakliginda bir gece bekletilen (Sekil 3.13)
membranlar TBST tamponu ile bes kez yikandiktan sonra alkalin fosfataz (AP) ile
konjuge edilmis ikincil antikor (Goat anti rabbit [gG-AP conjugate, Abcam: Cambridge,
USA, 1/10.000) ile bir saat siire ile inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.13. PVDF membranlarm antikorlar ile ¢alkalayicida inkiibasyonu

Bes kez bes dakikalitk TBST yikamasmin ardindan BCIP/NBT soliisyonu ile 15 dk
muamele edilen membran {izerinde fosfo KAT ve fosfo GPx proteinlerinin renklenmesi
saglanmistir (Sekil 3.14a ve 3.14b). Western sonucu elde edilen bant yogunluklari
ImageJ programi (Rasband, 2011) yardim1 ile belirlenmis ve gruplarda

karsilagtirilmistir.
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Diyabetik, D+R ve D+VC gruplarinin ham homejenat, fosforlanmamis protein
fraksiyonu ve fosfoprotein fraksiyonu kullanilarak gergeklestirilen 60 kD
molekiiler agirliga sahip KAT proteininin Western Blot sonuglari. b) Kontrol,
Diyabetik, D+R ve D+VC gruplarinin ham homejenat, fosforlanmamis protein
fraksiyonu ve fosfoprotein fraksiyonu kullanilarak gergeklestirilen 34 kD
molekiiler agirliga sahip GPx proteininin Western Blot sonuglari

3.4. Toplam RNA izolasyony, cDNA Sentezi ve Real Time PCR ile KAT ve GPx
Gen Ekspresyonlarinin Olgiilmesi

Karaciger dokularina ait toplam RNA'lar, Fermentas Genelet total RNA saflagtirma kiti

kullanilarak iireticinin kilavuzuna gore izole edilmistir. Toplam RNA izolasyonundan

sonra, RNA’larin biitiinlikleri %1°’lik agaroz jel elektroforezi (Sekil 3.15), RNA

konsantrasyonu ve protein kontaminasyonu ise MultiscanGO spektrofotometre ile 260

ve 280 nm de spektrofotometrik 6lgiimler ile kontrol edilmistir.
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Sekil 3.15. izole edilen toplam RNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Fermentas (MBI Fermentas, USA) marka cDNA sentez kiti kullanilarak gergeklestirilen
modifiye cDNA sentezi yontemine gore 1 ug toplam RNA’ya 1 pL oligo (dT)1s primer
eklenmis, ardindan hacim niikleaz icermeyen DEPC-distile su ile 12 pul’ye
tamamlanmistir. 4 uLL 5XxM-MuLV reaksiyon tamponu ve 1 uL RiboLockTM (20 u/uL)
(MBI Fermentas, USA), 2 uL. 10 mM dNTP karisim eklendikten sonra tiipler 37°C’de
5 dakika inkiibe edilmis, ardindan 1 pL. M-MuLV RT (200 u/uL ) eklenerek cDNA
sentez reaksiyonu 1 saat siire ile 42°C°de thermal cycler (Bioneer, South Korea)
yardimmu ile gergeklestirilmistir. Ters transkriptaz denatiirasyonu i¢in 70 °C’de 5 dakika
bekletilen cDNA oOrnekleri buz {lizerinde sogutulduktan sonra qPCR reaksiyon
calismalarina kadar -85 °C’de saklanmustur.

Karaciger dokularinda KAT, GPx ve B-aktin genlerine ait mRNA miktarlar1 SYBR
Green I reaksiyon kimyasi ve gergek zamanli PCR ile Cizelge 3.1'de belirtilen primer

ciftleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. KAT, GPx ve B-aktin genleri i¢in primer dizilimleri (Sadi ve ark., 2012)

Olusan

F-Primer (5°—3) R-Primer (5°—3’) urun

(bg)

KAT | GCGAATGGAGAGGCAGTGTAC GAGTGACGTTGTCTTCATTAGCACTG 670
GPX | CTCTCCGCGGTGGCACAGT CCACCACCGGGTCGGACATAC 290
B-aktin | CCTGCTTGCTGATCCACA CTGACCGAGCGTGGCTAC 450
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cDNA igerisindeki istenilen mRNA karsiliginin yiikseltgenebilmesi i¢in 5 pL. SYBR
Green Mastermix (Roche FastStart Universal SYBR Green Master Mix with Rox) 2 puL
ileri, 2 uL geri primerler (her birinden 2 mM) ile karistirildiktan sonra karigim tizerine 1
pL cDNA (1:10 oraninda seyreltilmis) eklenmistir. 95 °C’de 10 dakika baslangic
denatiirasyonunun ardindan, 94°C’de 15 saniye denatiirasyon, 58 °C’de 30 saniye
baglanma ve 72 °C’de 30 saniye uzatma asamasi 45 kez tekrarlanirken her déngiiniin
baglanma asamasindan sonra floresan 1sima LightCycler 480 Il (Roche, Almanya)
cihazi (Sekil 3.16) ile belirlenmistir.

Sekil 3.16. Roche LightCycler 480 II Real Time PCR cihazi

egrileri olusturulmustur. Normalizasyon i¢in internal standard olarak p-aktin geni
kullanilmig, standart egri yontemine gore dokular igerisinde aranan gen ekspresyon
diizeyleri B-aktin genine oranlanarak birbirleri ile karsilastirilmigtir. Ayn1 zamanda PCR
tirlinlerinin ve kontaminasyonun kontrol edilmesi i¢in iriinler iizerine melt analizi
gerceklestirilerek tirtinlerin safliklari kontrol edilmistir. Reaksiyon sirasinda herhangi
bir cDNA ya da DNA igcermeyen kor reaksiyon tiipleri kullanilarak genomik DNA

kontaminasyonu olup olmadigi da kontrol edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlarimin Agirhk ve Achk Kan Sekeri Diizeylerinin Degisimleri

Deney hayvanlarinin agirliklari giinliik olarak belirlenmis ve antioksidanlar bir kg sigan
agirhigma 50 mg olacak sekilde siganlara enjekte edilmistir. Sekil 4.1 diyabetin

hayvanlarda anlamli bir kilo kaybmna neden oldugunu gostermektedir.

350
300
& 250
._E =¢=—Kontrol
% 200 —&—Diyabetik
[ D+VC
150 A D+Resv
100

Enjeksiyon 1.Hafta  2.Hafta  3.Hafta 4.Hafta  5.Hafta
oncesi

Zaman (Hafta)

Sekil 4.1. Sigan agirliklarinin haftalara gore degisimleri
Sekil 4.2°de ise diyabet uygulamasimin sigan ac¢lik kan sekerleri diizeyini 200 mg/dL nin

iizerine ¢ikardigr gozlenmistir. Tek doz STZ’nin intraperitonal yoldan uygulanmasi

diyabetin hayvansal modelinin olusturulmasi i¢in yeterli bulunmustur
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Sekil 4.2. Deney siirecinde hayvanlarin aglik kan sekeri degisimleri

4.2. Fosfoprotein Fraksiyonlarinin Protein Konsantrasyonlari

Fosfoprotein saflastirma kolonuna yiiklenen 5 mg proteinlerden elde edilen ve kolona

baglandiktan sonra elute edilen proteince en zengin fraksiyonun (2. fraksiyon) protein

konsantrasyonlar1 direkt UV 6l¢iim yontemiyle (280 ve 260 nm) Ol¢iilmiistiir. Elde

edilen sonuglar Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Konsantre edilmemis fosfoprotein fraksiyonlarinin protein konsantrasyonlari

Ornekler | mg/mL* | Ornekler | mg/mL*
K1 0,857 DR1 1,220
K2 0,824 DR2 1,233
K3 1,338 DR3 1,238
K4 1,056 DR4 1,273
D1 1,436 DVC1l |[1,591
D2 0,961 DVC2 1,266
D3 1,248 DVC3 |[1,591
D4 0,805 DVC4 1,869

*Direkt UV 6l¢iim yontemine gore hesaplanmugtir
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Sonuglara gore diyabet toplam protein fosforilasyonu diizeylerinde yaklasik %10’luk bir
artiga neden olmus fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Ancak C vitamininin protein fosforlanmasindaki arttirici yonde etkisi istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).

1,8

— %

1,6

1,4

1,2

1
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0,2 -

0 -

Kontrol Diyabet D+RSV D+VC
Gruplar

Sekil 4.3. Kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik
(D+VC) sican karaciger dokularinda konsantre edilmemis fosfoprotein
fraksiyonlarmin protein konsantrasyonlari
* Kontrol gubuna gore istatistiksel farkliligi gostermektedir

Western blot ¢alismalar1 igin izole edilen fosfoprotein fraksiyonu, Santa Cruz
fosfoprotein saflastrma kiti ile birlikte verilen ultraspin mikrofiltrasyon kolonlar
kullanilarak konsantre edilmis, konsantrasyonlar1 direck UV yontemi ile 6l¢iilmiistiir ve

sonuglar Cizelge 4.2°de 6zet olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2. Ultrafiltrasyon  kolonlar1  kullanilarak  konsantre  edilen  fosfoprotein
fraksiyonlarmin protein konsantrasyonlari

Ornekler | mg/mL* | Ornekler | mg/mL*
K1 1,982 |DR1 3,687
K2 2,751 |DR2 3,689
K3 2,452 |DR3 2,725
K4 2,981 |DR4 3,101
D1 2,253 |D+VC1l |2,359
D2 1,752 |D+VC2 |3,685
D3 2,353 |D+VC3 |2,292
D4 2,935 |D+VC4 |2,592

*Direk UV 6l¢lim yontemine gore hesaplanmistir.

4.3. Unfosfor Protein Fraksiyonunun Protein Konsantrasyonlari

Fosfoprotein saflastirma kolonlarina baglanmadan ¢ikan protein fraksiyonlarmin protein

konsantrasyonlar1 da direk UV yontemi ile belirlenmis ve Cizelge 4.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3. Fosforlanmamis protein fraksiyonlarinin konsantrasyonlari.

Ornekler | mg/mL* | Ornekler | mg/mL*
K1 0,252 DR1 0,092
K2 0,296 DR2 0,106
K3 0,278 DR3 0,110
K4 0,209 DR4 0,093
D1 0,279 DVC1l 10,143
D2 0,269 DvC2 0,125
D3 0,244 DVvC3 0,113
D4 0,106 DVC4 (0,124

*Direk UV 6l¢lim yontemine gére hesaplanmistir.
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4.4. Katalaz Enziminin Western Blot Analiz Sonuc¢lan

Katalaz enziminin kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis

diyabetik (D+VC) dokulardaki toplam protein ve fosfoprotein fraksiyonlarinda western

blot sonuglar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Elde edilen bant yogunluklar1 ImageJ programu ile

Olglilmiis ve KAT miktarlar1 gruplarda istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Sekil 4.5).

a) Fosforlanmamig CAT (60kD)

b) Fosfo CAT (60kD)

W a—  am—  ——  KoOntrol

Diyabet

TS e o— — DRV

- e— ———— = ])y(C

Sekil 4.4. Kontrol, Diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik
(D+VC) sigan karacigerlerinde 6l¢iilen a) fosforlanmamig ve b) fosforlanmis KAT
proteinin western blot analiz sonuglart. Her kuyucuga 10 pg karaciger homojenati
veya 10 pg konsantre edilmis toplam fosfoprotein fraksiyonu yiiklenmistir
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Sekil 4.5.  Diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC)
sican karaciger dokularinda toplam KAT protein ekspresyonu diizeylerinin kontrol
grubuna gore % degisimi. (* Kontrol gurubuna gore istatistiksel farkliligi (p<0,05)
gostermektedir)

Fosfoprotein saflastirmasi yapilmamis 6rneklerle yapilan western analizine gore (Sekil
4.4.a) diyabetik KAT protein miktarinin kontrol gurubuna goére anlamli derecede
azaldig1 (p<0,05) ve antioksidan uygulamalarmin (resveratrol ve vitamin C) bu
azalmay1 engelleyemedigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda, saflastirilan fosfoproteinlerle
yapilan western blot analizi sonucunda elde edilen fosfo KAT bantlarinin (Sekil 4.4.b)
yogunluklar1 ImageJ programu ile Olgiilerek gruplarda karsilastirilmistir. Analiz
sonuglarina gore diyabetik sicanlarda fosfo KAT diizeyleri kontrol gurubuna gore diigiik
bulunurken bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Buna ilave
olarak RSV ve VC uygulamalarinin fosfo KAT diizeylerini kontrol gurubuna oranla

istatistiksel olarak anlamli derecede azalttig1 belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6.  Diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC)
sican karaciger dokularinda fosfo KAT diizeylerinin kontrol grubuna gore %
degisimi. (* Kontrol gurubuna gére istatistiksel farkliligi (p<0,05) gdstermektedir)

4.5. Glutatyon Peroksidaz Enziminin Western Blot Analiz Sonuclar

Glutatyon peroksidaz enziminin kontrol, diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV)
ve VC verilmis diyabetik (D+VC) dokulardaki toplam protein ve fosfoprotein

fraksiyonlarinda western blot sonuglar1 Sekil 4.7°de verilmistir.

a) Fostorlanmamig GPx (34kD) b) Fosfo GPx (34kD)

Kontrol
Diyabet

e . D+Rsv

D+VC

Sekil 4.7. Glutatyon Peroksidaz Enziminin Western Blot Analiz Sonuglar1. Kontrol, Diyabetik,
RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC) sigan
karacigerlerinde 6lgiilen a) fosforlanmamis ve b) fosforlanmis GPx proteinin western
blot analiz sonuclari. Her kuyucuga 10 pg karaciger homojenati veya 10 pg
konsantre edilmis toplam fosfoprotein fraksiyonu yiiklenmistir
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ImageJ programu ile Glglilen bant yogunluklar1 analizleri ile diyabetin ve diyabette

antioksidan

uygulamalarmm karaciger GPx protein expresyon diizeylerini

degistirmedigi bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9.

20

100

80
60
40
20

Kontrol Diyabet D+RSV D+VC
Gruplar

Diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC)
sican karaciger dokularinda GPx diizeylerinin kontrol grubuna gére % degisimi

Kontrol Diyabet D+RSV D+VC
Gruplar

Diyabetik, RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC)
sican karaciger dokularinda fosfo GPx diizeylerinin kontrol grubuna gore %
degisimi
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Saflastirilan fosfoproteinlerle yapilan western blot analizi sonucunda elde edilen fosfo
GPx bantlarmin (Sekil 4.5.b) yogunluklar1 Image] programu ile Olgiilerek gruplarda
kargilastirilmistir. Analiz sonuglarina gore diyabet ve antioksidan uygulamalarmin
karaciger GPx diizeylerini anlamli derecede etkilemedigi bulunmustur ve sonuglar Sekil

4.9’da 6zetlenmistir.

4.6. KAT ve GPx Enzimlerinin Gen Ekspresyonlari

Diyabetin, diyabette VC ve RSV uygulamalarimin KAT ve GPx mRNA
ekspresyonlarini nasil diizenledikleri Cizelge 4.4°te 6zetlenmistir. Sonuglara gére KAT
ve GPx enzimlerinin mRNA ekspresyonlar1 diyabetik grupta kontrol grubuna gore
anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05). RSV diyabetik si¢anlara uygulandiginda
karaciger KAT ve GPx mRNA ekspresyonunu kontrol grubuna dogru yonlendirmistir.
VC‘nin antioksidan genler ftizerine istatistiksel olarak transkripsiyonel bir etKisi

bulunmamaktadir.

Cizelge 4.4: mRNA ekspresyonu miktarlari. KAT ve GPx enzimlerinin kontrol, diyabetik,
RSV verilmis diyabetik (D+RSV) ve VC verilmis diyabetik (D+VC) dokularda
Olglilen mRNA ekspresyon miktarlari. Verilerin normalizasyonunda referans gen
olarak B-aktin kullanilmistir.

Gruplar KAT / p-aktin GPx / p-aktin
P mRNA orani mRNA orani
Kontrol 0,215+ 0,072 0,121 £ 0,029
Diyabetik 0,098 + 0,016 * 0,094 + 0,014 °
D+RSV 0,165 + 0,025 0,140 + 0,021
D+VC 0,111+0,036° 0,076 + 0,043

Veriler ortalama + SEM seklinde gosterilmistir. * kontrol gruba gore istatistiksel farklilig
(p<0,05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Metabolik faaliyetlerin kontrolii hiicre icerisinde bir¢ok mekanizma tarafindan kontrol
edilmektedir. Hiicresel yiikseltgenme ve indirgenme potansiyel farkliliklarinin
degismesi olarak tanimlanan redoks kontrolii sayesinde hiicresel proteinlerin ve/veya
enzimlerin aktivitelerinin degismesi ve hiicresel aktivitelerin kontrol edilmesi miimkiin
olabilmektedir. Hiicre i¢inde en dnemli ve etkili redoks kontrolii, protein tirozin kinaz
ve protein tirozin fosfatazlarin farkli aktiviteleri ile gerceklesir (Surh ve ark., 2008). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, redoks sinyal iletimi ve protein fosforilasyon kararli durum
diizeyleri arasinda giiclii bir iliski oldugunu, serbest radikal ve tiirevlerinin (6zellikle
hidrojen peroksitin) hiicresel fosforilasyon diizeyini etkiledigi ve sonugta redoks duyarh
enzimlerin 6rnegin antioksidan enzimlerden KAT ve GPx aktivite ve ekspresyonlarinin
degisebildigini gostermistir (Sadi ve ark., 2012). Bu c¢alismada serbest radikal
dretiminin arttig1 bilinen diyabet hastaliginda varligi ya da etkileri ispatlanmis olan
oksidatif stresin karaciger dokularinda toplam protein fosforlanmasi iizerine etkileri
arastirilmig, VC ve RSV gibi kuvvetli antioksidanlarin toplam protein fosforlanmasi
iizerine etkileri incelenmistir. Ayn1 zamanda diyabet ve antioksidanlarin KAT ve GPX
enzimleri tizerindeki fosforlanma diizeyine etkileri belirlenmis ve bu enzimlerin
transkripsiyonel ve post-translasyonel regiilasyon mekanizmalari ortaya ¢ikarilmustir.
Calisma ile tek doz STZ uygulamasi diyabetin hayvansal modelinin olusturulmasinda
yeterli olmus ve STZ ile diyabetli hayvanlarda anlamli bir kilo kayb1 meydana gelmistir.
Diyabetik bireylerin, viicudun kan seker seviyesinin yiiksekligine ragmen, glukozu
kullanamadig1 ve dokularda glukoz alternatifi besin kaynaklarmin (yag ve protein)
yakilmasini hizlandirdig1 bilinmektedir. Bu durum diyabetin neden anlamli kilo kaybina
yol agtigini agiklamaktadir. Diyabet ile achik kan sekeri diizeyleri 300 mg/dL’nin
iizerine ¢ikmis fakat RSV’nin diyabetik sicanlarda aclik kan sekeri diizeyini kontrol
grubuna yaklastirdigi belirlenmistir. RSV’nin kan sekerini diisiiriicii ve antioksidan
etkileri daha Once yapilan caligmalar ile benzerlik gostermektedir (Palsamy ve
Subramanian, 2011).

STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda, RSV’nin bdbrek ve karacigerde oksidatif
strese etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, siganlar giinliilk 10 mg/kg oraninda RSV ile

tedaviye alinmistir. Calisma sonunda RSV’nin, diyabetik sicanlarda karaciger ve
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bobrekte SOD ile delta aminoleviilinik asit aktivitesinde artis olustugu ve RSV’nin
antioksidan 6zelliginin oldugu gosterilmistir (Schmatz ve ark., 2012).

Alloksan ile diyabet olusturulmus tavsanlara igme suyu igerisine katilarak (5 mg/L ve
50 mg/L) verilen RSV’nin plazma glukoz diizeyini azaltic1 etkisi gosterilirken, plazma
insiilin diizeyinin ise arttig1 belirtilmistir (Akar ve ark., 2010).

Hiicre igerisinde metabolizmanm kontrolii gesitli yontemlerle ger¢eklesmektedir. Bu
yontemlerden biri olan redoks kontrolii, hiicre i¢i indirgenme-yiikseltgenme potansiyeli
farkliliklarina bagl olarak enzim ve proteinlerin hiicresel aktivitelerini kotrol altinda
tutabilmektedir. Protein tirozin kinazlar (PTKs) ve protein tirozin fosfatazlarin (PTPs)
farkli aktiviteleri sonucu hiicre icerisinde metabolizmanin bir¢ok adimi kotrol altinda
tutulabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, hiicre i¢erisindeki oksidan stresinin
hiicresel redoks potensiyel fakliliklarmi degistirdigini ve Ozellikler serbest radikal ve
hidrojen peroksit gibi tiirevlerinin hiicresel kinaz ve fosfataz aktivitelerini diizenledigini
gostermistir (Veal ve ark., 2007). Bununla birlikte antioksidan enzimlerin 6zellikle
KAT ve GPx’in redoks sinyal iletimi ve hiicresel fosforilasyon diizeyi ile iliskili oldugu
belirlenmistir (Cao ve ark, 2003a, Cao ve ark, 2003b).

Oksidatif stres ve redoks sinyal iletimi arasindaki baglanti, hidrojen peroksit ve diger
oksidan stresi kaynagi molekiillerin, hiicre i¢i PTP’larin aktif bolgelerinde bulunan
sistein  gruplarin1  geri  doniisimhi  olarak oksitlemesi sonucu direk olarak
iligkilendirilmis ve bununda hiicrelerdeki toplam fosforilisyon diizeyini degistirebilecegi
gosterilmistir  (Veal ve ark.,, 2007). Ayrica hiicre igerisinde bulunan ¢esitli
antioksidanlarin protein tirozin fosfatazlar gibi oksitlenmis redoks duyarli proteinlerin
biyolojik aktivitelerini yenileyici fonksiyonlar1 belirlenmeye baslanmistir. PTP’lerin
aktif bolgelerindeki tiyol gruplarinin ve bunlarin katalitik bolgelerindeki sistein
gruplarmin tersinir oksidasyonu ile inaktivasyonu sonucu hiicresel sinyal iletimi ve
hiicrelerde bulunan protein ve enzimlerin toplam fosforlanma diizeyinin etkilendigi
daha onceki calismalarda da gosterilmistir (Denu ve Tanner, 1998; Mahadev ve ark.,
2001)

Yapilan bu c¢alismada diyabet ve antioksidan uygulamalarinin sigan karaciger
dokularmda protein fosforilasyonu profilini degistirdigi, saflastirilan toplam
fosfoproteinlerin SDS-PAGE yardimi ile ayrilmasi ve giimils boyama ile boyanmasi
sonucu belirlenmistir. Ayn1 zamanda toplam protein fosforlanmasi diizeyinin diyabet ile

degismedigi, ancak RSV ve VC’nin toplam protein fosforlanmasina ilave katkida
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bulundugu goriilmiistiir. Ozellikle VC’nin etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmus
(p<0,05) ve bu protein fosforilasyon diizeyini arttiric1 etkisi, hiicre i¢i redoks duyarl
proteinlerin 0rnegin protein kinazlarin aktivitelerinin artmasi ile baglantili olabilecegi
diisiincesini ortaya ¢ikarmuistir.

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu iki ana antioksidan enzim olan KAT
ve GPx’in izerlerinde bulunan spesifik tirozin gruplarinin fosforlanmasi ile
faaliyetlerinin diizenlendigi ve ayn1 zamanda bu enzimlerin proteolitik yikimlarinin
arttigr belirlenmistir (Cao ve ark, 2003a, Cao ve ark, 2003b). Hiicresel ROS
diizeylerinin hafif yiikseldigi durumlarda KAT aktivitesinin fosforilasyon ile uyarildigi
ve ¢ok yiiksek oldugunda ise fosforilasyonun bu enzimi proteolitik yikima yonlendirdigi
belirlenmistir. Ayrica, sitozolik c-Abl ve Arg gibi tirozin kinazlarin da oksidatif stres
varhiginda kompleks olusturarak aktif oldugu ve bu enzimlerin oksidatif stres varliginda
olusturduklar1 kompleksin KAT ve GPx gibi peroksidasyondan sorumlu enzimlerin
fosforilasyon diizeylerini kontrol ettikleride de gosterilmistir (Cao ve ark., 2003b).
Redoks duyarli PTP’lerin antioksidan enzim faaliyetlerini diizendigi ve ayn1 zamanda
hiicresel antioksidasyondan sorumlu genlerin ifadelerinin de fosforilasyon ve
defosforilasyon mekanizmalar1 ile de diizendigi gosterilmistir (Knirsch ve Clerch,
2001). Bu ¢alismada toplam KAT proteininin diyabet uygulamasi ile istatisitiksel olarak
(p<0.05) diisiikliigii, RSV ve VC gibi iki giiclii antioksidan molekiiliin bu diisiikligi
kontrol diizeyine yiikseltme yoniindeki egilimleri daha Onceki yapilan ¢alismalarla
paralellik gostermektedir (Sadi ve ark, 2008; Sadi ve Guray, 2009). Toplam KAT
protein disiikliigiine benzer olarak diyabette fosfo-KAT proteininin anlamli derecede
azaldig1 gortlmiistiir. Ancak antioksidanlarin unfosfo-KAT iizerine protein miktarimi
arttirict  etkisinin aksine, antioksidan uygulamalar1 fosfo-KAT proteinini diyabetik
sicanlarda daha da azaltmistir. Bu durum redoks potansiyel farkliliklarina asir1 derecede
hassas olan PTP’lerin aktif bolgelerinde bulunan tiyol gruplarmin diyabette goriilen
oksidatif stres oksidasyonu sonucu ile inaktivasyonu sonucu agiklanabilmektedir.
Benzer bir sekilde oksidasyon ile aktivitesi azalan PTP’larin kuvvetli antioksidanlar ile
tekrar indirgenmesi sonucu aktivitelerinin yiikselmesi, fosfo-KAT proteinleri iizerindeki
fosfat gruplarinin miktarinin azalmasmma neden olmustur. KAT proteinindeki bu
degisikliklerin aksine diyabet, karaciger dokularinda toplam ve fosfo GPx diizeylerinde

anlam1 bir degisiklige neden olmamistir. Ayni sekilde RSV ve VC antioksidanlarmin
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doku fosforile ve forforile olmayan GPx diizeyini etkilemedigi de c¢alisma ile
gosterilmistir.

Ayn1 zamanda c¢alismada elde dilen bulgulara gére KAT ve GPx enzimlerinin mRNA
ekspresyonlar1 diyabetik grupta kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azalmistir
(p<0,05). Resveratrol diyabetik siganlara uygulandiginda karaciger KAT mRNA
ekspresyonunu kontrol grubuna dogru yonlendirirken VC’nin etkileri istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. KAT ve GPx enzimlerinin gen ekspresyonlarinda meydana
gelen bu diislis ayn1 zamanda aktivite ve protein miktarlarindaki diisiisle paralellik
gostermektedir. RSV’ nin mRNA ekspresyonunu arttirici etkisi ayn1 zamanda protein ve
aktivite diizeyinde de kendini gostermistir. Bu durumun aksine RSV ve VC’nin KAT ve
GPx enzimlerindeki protein fosforilasyonunu disiiriicii etkisi ayni enzimlerin
aktivitelerinin de artmasina neden olmustir. Bu sonuglara gore RSV antioksidan
enzimler {izerine etkilerini transkripsiyon diizeyinde gosterirken suda ¢6ziinebilen
kuvvetli bir antioksidan olan VVC etkilerini post-translasyonel olarak gostermektedir.
Calisma ile elde edilen bulgular KAT enziminin oksidatif stres ile degisen redoks
kontroliiniin GPx enzimine oranla ¢ok daha 6n planda oldugunu gdostermektedir.
Hiicresel KAT fosforilasyon diizeyi ve sonug¢ olarak aktivitesi redoks potensiyeli
farkliklarinda meydana gelebilecek degisikliklere karsi ¢ok duyarlidir. Ozellikle redoks
potansiyelini  degistirebilecek kuvvetli bir oksidan olan hidrojen peroksitin
detoksifikasyonunda birinci dereceden sorumlu olan KAT enziminin biyolojik 6nemi
calisma ile ortaya ¢ikarilmistir.

Sonug olarak bu g¢alisma, diyabetin neden oldugu protein fosforilasyonu diizeyindeki
degisiklikler ve bu degisiklikler tizerine RSV ve VC’nin etKileri ortaya ¢ikarilmus,
aktivitelerinin fosforilasyon ile kontrol edildigi daha 6nceden bilinen KAT ve GPx
enzimlerinin fosforilasyon diizeyleri diyabet ve antioksidanlar tarafindan nasil

etkilendigi belirlenmistir.
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