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OZET

Doktora Tezi

DIYABET ONCESI VE SONRASI RATLARDA OKSiDAN-ANTIOKSIDAN
KAPASITENIN VE KARDiYOVASKULER RiSK FAKTORLERININ DEGIiSiMi

Hatice AKKAYA
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
2009, Sayfa: XIII+54

Diabetes mellitus insiilin sekresyonunun, etkisinin veya her ikisinin bozuklugu sonucu
hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir. Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin
daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde énemli rol oynar. Bu ¢alismamizda, saglikli ve
diyabetik ratlarda serbest radikaller ve antioksidan iligkisinin arastirilmasi amaglandi. Bunun
icin saglikli ve diyabet olusturulmus ratlarda Homosistein, Leptin, TAC, baz1 antioksidan enzim
seviyeleri ile A, E, C vitamin diizeylerinin ve bazi lipid bilesenlerinin seviyeleri belirlendi.
Diyabetik grupta, kontrol grubuna gore plazma MDA seviyesi artarken (p<0.05), SOD, CAT,
TAC, HCY, leptin ve Vitamin C seviyelerinde azalma gozlendi (p<0.05). Vitamin A ve E
seviyelerinde ise degisme olmadig1 belirlendi (p>0.05). Ayrica, HDL diyabetik grupta kontrol
grubuna kiyasla anlamli olarak diigiikk bulunurken (p<0.05), kolesterol, trigliserid, LDL ve
VLDL de kontrol grubunda diyabetik gruba gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.05). Sonug
olarak, SOD ve CAT’ n disiik bulunmasi, oksidatif strese karst koruyucu sistemin
zayifladigini, TAC diizeyinin de diyabetin izlenmesinde yararli olabilecegini gostermektedir.
Diigiik leptin diizeyiyle gelisen kilo artiginin kalp hastaligi ve hipertansiyon gibi metabolik

hastaliklara yol acabilecegi unutulmamalidir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Antioksidan enzimler, MDA, VIT A, VIT E,
VIT C, Homosistein, Leptin, Lipid parametreleri, Rat.



ABSTRACT

PhD Thesis

THE CHANGING OF CARDIOVASCULAR RISC FACTORS AND OXIDANT-
ANTIOXIDANT CAPACITY ON RATS BEFORE AND AFTER DIABETES

Hatice AKKAYA
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
2009, Pages: XIII+54

Diabetes mellitus is a group of metabolic diseases characterized by hyperglycemia
resulting from defects in insulin secretion, insulin action or both. Oxidative stress has an
important role on diabetes and pathogenesis of the further complications of diabetes. In this
study, we aimed to investigate correlation between free radicals and antioxidants in healthy and
diabetic rats. For this purpose, we assessed Homocystein, Leptin, TAC, some antioxidant
enzyme levels with Vitamin A, E, C levels and some lipid parameters levels in healthy and
diabetes-induced rats. Plasma MDA levels were found to be significantly increase in diabetic
group when compared to control group (p<0.05), but SOD, CAT, TAC, HCY, leptin and vit C
levels found to be significantly low in diabetic group when compared to control group (p<0.05).
No difference was observed between the control group and diabetic group in plasma Vit A and
Vit E levels. HDL was found to be significantly low in diabetes group when compared to
control group (p<0.05), but cholesterol, triglyceride, LDL and VLDL found to be significantly
low in control group when compared to diabetic group (p<0.05). In conclusion, decrease of
SOD and CAT in monitored diabetes demonstrates that protective system against oxidative
stress is impaired and TAC level may be functional for monitoring diabetes. It must be noted
that increased weight after low leptin levels have induced some metabolic disease e.g. heart

disease and hypertension.

Key Words: Diabetes mellitus, Antioxidant enzymes, MDA, VIT A, E, C,

Homocysteine, Leptin, Lipid parameters, Rat.
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1. GIRIS

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi aym zamanda da artmis bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette artmig serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik
asitlerle etkileserek membran biitiinliigliniin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel
degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma bu zararli radikallerin
etkisiyle basa ¢ikabilmek igin bazi enzimatik ve non enzimatik antioksidan defans sistemlerine
sahiptir (1, 2, 3, 4, 5). Ayrica diyabette eksojen antioksidanlar verilerek serbest radikallerin
etkileriyle basa cikilabilir (1). Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine bozulmasidir. Bunun da diyabetin makro ve mikrovaskiiler

komplikasyonlarina neden oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmaktadir (6, 2, 3, 4, 5).

Diabetes Mellitus’ li hastalarin 6liim nedenleri arasinda birinci sirada yer olan koroner
kalp hastaligi (KKH) risk artisi glisemik kontrol, kan basinci ve lipid metabolizmasindaki
bozukluklarla iliskili bulunmustur (7). KKH, saglikli kisilere gore diyabetik erkeklerde 2-3 kat
siklikla goriiliirken diyabetik kadinlarda 5-6 kat siklikla goriilmektedir (8). 21. yiizyilin hastalig1
olan diyabet, giinden giine Onemli bir kesimi gerek Olim gerekse hastalik agisindan
etkilemektedir. Diyabetik hastalarin komplikasyonlarinin erken donemde tespit edilmesi ve
buna gore tedavinin yapilmasi komplikasyonlarin onlenmesi agisindan biiylik olanaklar

saglamaktadir (9).

1.1. Diabetes Mellitus

Diyabet, sistemik bir hastalik olup pankreastan tam ya da kismi insiilin saliniminin
yetersizligi veya salinan insiiline hiicresel reseptorlerin cevapsizligi sonucu olusan bir

hastaliktir. Diyabette degismeyen ve evrensel olan bulgu hiperglisemidir.

Kan sekerinin uzun siire yiliksek olarak devam etmesi c¢esitli bozukluklara neden
olmakta ve komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Akut komplikasyonlar arasinda en 6nemlisi
diabetik ketoasidoz ve hiperosmolar non-ketonemik komadir. Ayrica laktik asidoz ve
hipergliseminin kontrolu sirasinda olusan hipoglisemi de akut komplikasyonlar arasinda

sayilabilmektedir (10).



Hayvanlarda streptozotosin ve alloksan gibi diyabetojenik ajanlar ile travma, cerrahi
uygulama esnasinda pankreas [ hiicrelerinin zarar gérmesi sonucu da Diabetes mellitus

olugmaktadir (11).
Diyabetin degisik siniflamalar1 vardir. Bu smiflama;

1.1.1 Tip 1 Diabetes Mellitus (IDDM )
1.1.2 Tip 2 Diabetes Mellitus ( NIDDM) olarak yapilmaktadir (10).

1.1.1  Tip 1 Diabetes Mellitus (insiilin Bagimh Diabetes Mellitus: IDDM )

Diabetes mellitus’ un bu tipinde, pankreasin langerhans adaciklarinin § hiicrelerinde
geligen harabiyete bagl olarak insiilin salgilanma bozuklugu meydana gelmektedir (12). Tip 1
diyabet, genellikle 30 yasindan 6nce ve tipik olarak 13-19 yas arast donemde baslayan ve
sonugta endojen insiilin kaybiyla sonuglanan; vaskiiler ve ndrolojik komlikasyonlar ile
karakterize bir diyabet tiirtidiir (13). Tip 1 diabette pankreasin insiilin rezervi ¢ok az ve kanda
insiilin diizeyi ¢ok diisiik olarak bulunmaktadir. Diyabetik komplikasyonlar yiiziinden Tip 1
diyabette yasam siiresi kisa olup, kii¢iik damar hasarina bagli komplikasyonlar bu tip diyabette

daha sik goriilmektedir (14).
1.1.2  Tip 2 Diabetes Mellitus (Insiiline Bagimh Olmayan Diabetes Mellitus: NIDDM )

Genelde orta yas grubunda baglayan Tip 2 diyabetin uzunca bir siire farkina
varilmayabilir. Tip 1 diyabete gore pankrasin insiilin rezervi nisbeten iyidir ve bir siire bdyle
devam edebilir; ancak zamanla azalig gosterir. Kan insiilin diizeyleri de normale yakindir; ancak

zamanla diiser. Bu tip diyabette disaridan verilen eksojen insiiline kars1 direng vardir (14).

1.2. Insiilin Biyokimyasi

Langerhans’ m B hiicrelerinden salgilanan insiilin birbirine iki adet disiilfit bag: ile
tutunmug 21 aminoasitli A ve 30 aminoasitli B zincirlerinden olugmus bir polipeptittir.
Plazmadaki yar1 Omrii ortalama olarak ancak 6 dakika olan insiilin, 10-15 dakika iginde
dolagimdan ayrilmaktadir. Kullanim dis1 kalan insiilin baglica karacigerde, daha az olarak da

bobrekte parcalanmaktadir (15).

Insiilinin en 6nemli etkisi karbonhidrat metabolizmasi iizerinde olmaktadir. Beslenme
ile birlikte kan dolasimina karigan karbonhidratlar, insiilin mevcudiyetinde tiim viicut
dokularinca (6zellikle karaciger, kas ve yag dokusunda) hizla alinmakta, depolanmakta ve

kullanilmaktadirlar. Beyin dokusu, diger dokulardan farkli olarak glukozu insiilin aracilig1



olmadan direkt bir sekilde kullanmaktadir. Beyin dokusu i¢in kan glukoz degerinin kritik

degerin iizerinde tutulmasi ¢ok énemlidir (15).

Insiilin, viicut dokularinda glukoz kullanimim arttirarak bir tiir ‘yag koruyucusu’ gibi
fonksiyon gormektedir. Karacigerde yag asidi sentezini arttiran insiilin, yag dokusunda da
benzer sekilde etki gdstermektedir. Insiilin eksikliginde yag metabolizmasi her yéniiyle

hizlanmakta ve bu olay diyabette, insiilin salgis1 ¢ok diistiigiinde daha da belirginlesmektedir
(15).

Karbonhidrat ve yaglarin yani sira proteinler de sindirim sonrasinda dokularda depo
edilmektedir. Insiilin salgist minimum seviyeye indiginde protein depolanmasi tamamiyla
durmakta ve protein katabolizmasinda artis gézlenmektedir. Protein sentezinde duraklamanin
yasandigi ve fazlaca aminoasitin plazmaya bosaldigi bu durum, agir diyabetin en ciddi

etkilerden biri olarak diyabetik hastalarda gézlenmektedir (15).

Diyabetik hastalarin komplikasyonlarinin erken dénemde tespit edilmesi ve buna gore
tedavinin yapilmasi komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan biiylik olanaklar saglamaktadir.
Bununla ilgili olarak son yillarda homosistein diizeylerinin de bir anlami olabilecegi ifade

edilmektedir (9).

1.3. Homosistein

Homosistein, serbest radikaller gibi etki gosteren ve son yillarda oksidatif sisteme dahil
oldugu kabul edilen, protein yapisina girmeyen bir amino asittir (16). Homosistein, metiyonin
metabolizmasi sirasinda olusan, proteinlerin yapisina girmeyen, viicutta metiyoninden sentez
edilen esansiyel bir aminoasit olup; remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak iizere baglica iki
yol ile metabolize olmaktadir. Remetilasyon dongiisiinde kofaktor olarak vitamin By, ’ yi
kullanan metiyonin sentaz enzimi gérev almaktadir. Bu enzimin varliginda homosistein folik
asitten metil grubu alarak metiyonin’ e doniligmektedir. Diger yol olan transsiilfiirasyon
dongiisiinde ise kofaktdr olarak vitamin B’ y1 kullanan sistation-f sentaz enzimi gorev
almaktadir. Bu enzimin varliginda homosistein, sistation’ a daha sonra da yine vitamin Bg

varliginda sistein’ e ve a-ketobiitirat’ a doniiserek metabolize olmaktadir (17).

Homosisteinin 15umol / 1 tizerindeki serum degerlerinin myokard enfarktiisii gecirme
riskini 3-4 kat artirdig1 belirtilmistir (9). Homosisteinin ana etkisi serbest radikal gibi davranip
LDL’ yi okside etmektedir. Bu durum kanin koagiile olmasina neden olarak intimada yagl

(kopiiksii) hiicrelerin olusumunu arttirmakta ve ateroskleroza zemin hazirlamaktadir (18). Chico



ve arkadaglar1 (19), DM’ li hastalarda homosistein diizeylerini kontrol grubuna oranla yiiksek
bulmuslardir. Bazi arastirmacilar, komplikasyonlu NIDDM” lu hastalarda homosisteinin anlaml
olarak yiikseldigini saptamislardir (20, 21). Bir¢ok caligma, plazma homosistein diizeyleri ile
Vit B12, Vit B6 ve folatin serum diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon varligin1 gostermistir
(22). Yine serumdaki yiiksek homosistein diizeyinin fizyolojik endotel koruyucu bir faktor olan
NO salinimini bozdugu agiklanmistir (23). Ayrica insiilin ile leptin arasinda dogrudan olmasada

anlamli bir iligki mevcuttur (24).

1.4. Leptin

Leptin ilk kez 1994 yilinda Zhang ve ekibi tarafindan tanimlanmigtir (25). Sismanlik
karsitt hormon olarak da bilinir (26). Leptin, 167 aminoasitten olusan bir proteindir. Leptin geni
7. kromozomun uzun kolunun 3. bdélgesinde (7q31) bulunmaktadir. 15000 baz ¢ifti iceren bir

DNA yapisina sahiptir (27, 28).

Leptin, baslica yag dokusu hiicrelerinden salgilanan bir hormon olup (Leptin’in esas
salmim yeri beyaz yag dokusudur), ¢ok az esmer yag dokusundan salgilanir. Hipotalamus
diizeyinde etki ederek istah1 azaltmaktadir (29). Insanlarda kilo kaybimndan sonra leptin
konsantrasyonu azalmaktadir. Azalan leptin diizeyi hipotalamusta NPY reseptorlerini artirarak
gida alimimi artirir ve enerji tiiketimini azaltir. Kilo aliminda ise artan leptin konsantrasyonu
hipotalamusa etki eder (30). Enerji tiiketimini artirarak, kilo artisina engel olmaktadir. Aclik
durumunda dolagimdaki leptin diizeyi azalirken, karbonhidratli beslenen siganlarda Ileptin
diizeyindeki artis bu iliskiyi aciklamaktadir (24). Bu da gdstermektedir ki, leptin sadece
hiperglisemi veya yiiksek enerji varliginda insiilin uyarimina bir cevap olarak iiretilmektedir
(24, 31, 32). Pankreasin beta hiicrelerinde leptin reseptdrlerinin bulunmasi leptinin negatif feed-
back yolu ile insiilin sentezine etki ettigini gostermektedir (24). Serum leptin diizeyi ile yag
dokusu hacmi arasinda pozitif korelasyon mevcuttur (33). Diisiik kalorili diyet programlarinda
serum leptin seviyelerinde de akut azalmalar tespit edilmistir. Leptin, yag asidi sentezinde hiz
sinirlayici bir enzim olan asetil ko-A karboksilaz aktivitesi {izerine inhibitdr etkilidir. Bdylece
yag asidi ve trigliserid sentezini azaltip, lipid oksidasyonunu artirarak yag depolanmasini azaltir

(34, 35).



1.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas1 sirasinda olusan biyokimyasal reaksiyonlarla
ortaya ¢ikan, dig yoriingelerinde ¢iftlenmemis elektron iceren ve stabil olmayan molekiillerdir

(36).
1.6. Serbest Radikallerin Kaynaklari

1.6.1. intraselliiler Kaynaklar

1. Mitokondriyal elektron transport sistemi (37, 38)
2. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri (39)
3. Peroksizomlar; Oksidazlar, flavoproteinler

4. Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde NADPH

oksidaz, lipit peroksidasyonu
5. Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksigenaz, hemoglobin

6. Oksidatif stres yapict durumlar: Kan akiminin azalmasina bagl olarak dokunun

beslenme bozuklugu, travma, zehirlenme (38).

1.6.2. Biyolojik Kaynaklar

1. Radyasyon
2. Sigara i¢imi
3. Ultrason

4. Hava kirliligi

5. Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular (38).



1.7. Oksidatif Streste Rol Oynayan Serbest Radikaller

1.7.1. O, Siiperoksit Radikali

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve olustugu
yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Bu radikalin molekiiler diizeyde 6nemli 6zelligi, sekonder
olarak {iirettigi radikallerdir. Dogal oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almis

hali olan Oy mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin diniikleotid

(NADH)’i okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)’a okside olmasi ile iiretilir (Sekil
1.1). Ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da iretilir. O, genel olarak anyon seklinde tarif

edildigi halde, ortamin pH’ sina bagli olarak protonlanarak katyon haline doéniisebilir. Bu
durumda perhidroksi radikali (HOz‘) ismini alir. Siiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte,
kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Asil Onemli olan, HZO2 kaynagi ve gecis metal

iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksid, nétrofillerin bakteri o6ldiiriici  aktivitesi,
apoptozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir.
Azalmis siiperoksid diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol acabilir.
Artmus siiperoksid diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksid (Hzoz)

ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Bdylece hiicresel siiperoksid diizeyleri siki kontrol
altindadir. Siiperoksid, asir1 yiikselmis glukoz tarafindan bozuldugu durumlarda gerceklesir. Bu
da diyabetin komplikasyonlarina neden olur. ATP sentezi inhibe edilir ve elektron transport

zinciri yavaslar (1, 2, 4, 5, 40, 41).

1.7.2. HzOz (Hidrojen Peroksid)

Dogal oksijen molekiilii bagka bir molekiilden iki elektron almigsa peroksid olusur.

Peroksid molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse H202 olusur. H202 siiperoksidin SOD ile
dismutasyonu sonucu veya spontan olarak da iiretilebilmektedir. HZO2 aslinda radikal degildir.

Ancak iiretildigi bolgede kalan siiperoksidin aksine membranlar1 gegen, sitozole diffiize olan ve
uzun Omiirlii bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin ulasamadigi membranla
korunan yapilara kolaylikla ulagabilir. Burada siiperoksidle reaksiyona girerek en reaktif ve

zarar verici radikal olan hidroksil radikali olugturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Hidrojen

+2
peroksid baska bir sekilde de serbest Fe ile reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil



radikali olusur (Sekil 1.1). Bu da doku hipoksisi ve endotel hasarina yol agabilen vazodilatasyon
kaybina neden olur. Bu reaktif oksijen tiirii de bakterilere kars1 16kosit defansinin diger bir

komponentidir (1, 2, 3, 4, 5, 40, 41).

Glutatyon
Reduk GSSG
Glutatyon H0
Peroks]
GSH EroKsl 02
NADPH Oksidaz . SoD Katala
Flekiron > 0z >Ha0, HO
Transport Fex2
Zinciri %7
/" oNOO 0> W OH
NO Myelopergksidaz cu+?
/ 0-0:
NO Sentaz

Sekil 1. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu

1.7.3."OH (Hidroksil Radikali)

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik asitler,

fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir ¢oguyla reaksiyona girebilir. Tek

atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H+ ’in birlesmesinden olusur. Gamma
radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Alinan enerji hiicre suyu
tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin par¢alanmasina neden
olur. Boylece hidrojen ve oksijen iizerinde dis orbitalde tek elektron kalir ve iki radikal olusur.
Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir ve pek ¢ok molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (1,

4,40,41).

H-OH — H + OH



1.7.4. NO (Nitrik Oksid)

NO, nitrik oksid sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile olusur.
Vaskiiler tonusun regiilasyonunda guanilat siklazi aktive eden NO major rol oynar. Oksijen
baglanan bolgeye kompetetif baglanarak direkt olarak sitokrom oksidazin inhibisyonu ile
hiicresel solunumu diizenler. NO bazi1 durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve organizmay1
lipid peroksidasyonundan korur. Bununla birlikte siiperoksid diizeylerinin arttigi durumlarda
siiperoksidle reaksiyona girer ve bir prooksidan olan peroksinitrit olusturur (6,42). Diyabette
goriilen endotel fonksiyon bozukluklarindan (tartismali olmakla birlikte) endoteldeki nitrik
oksid iiretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. (3, 42, 43, 44, 45 ). Ancak diyabette NO’in

artmis oldugunu rapor eden arastiricilar da vardir (46).

1.7.5. Geg¢is Metalleri

Fe™ +¢ — Fe™
Cu?+e— Cu'

gibi bir elektronun alinmasi ve verilmesi durumlarinda bu serbest metal iyonlar1 radikal
reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlar lipid peroksidasyonu esnasinda rol oynarlar. Olusmus
lipid hidroperoksitlerin par¢alanmalarin1  ve lipid peroksidasyonunun zincir

reaksiyonunu katalize eder. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale

+2
getirirler. Fenton reaksiyonu olarak bilinen reaksiyonda Fe iyonlarmin HO 2’i
indirgeyip OH olusturabildikleri bilinmektedir (2, 5, 40, 47).

H,0, + Fe* — Fe™ + .OH + OH

+2 +3 +3
Seruloplazminin Fe ’'ni Fe ’e oksitler ve Fe ’iin transferrine baglanmasini

kolaylastirir. Seruloplazminin antioksidan aktivitesi: Ferroksidaz aktivitesi, askorbat oksidaz
alinmas1 ve verilmesi aktivitesi, oksijen radikali temizleyici aktivitesi ve GSH-bagimlh

peroksidaz aktivitesi seklinde 4 yolla olur (5, 47). Transferrin de H202’den demir iyonu bagimlh

hidroksil olusumunu inhibe eder. Yapilan ¢aligmalarda diyabetli hastalarda serum seruloplazmin
diizeylerinin artmis ve transferin diizeylerinin azalmis oldugu rapor edilmektedir (2, 5, 47).

Diyabette serum seruloplazmin diizeyleri, serbest radikal reaksiyonlarim ve lipid

+2
peroksidasyonunu hizlandirabilen yiiksek serbest Fe ’ye cevap olarak artmis olabilecegi



vurgulanmaktadir. Hidroksil olusumunu azaltan transferin diizeylerinin diyabette azalmig olmasi
diyabetteki oksidatif strese dnemli katki yapar. Ayrica seruloplazmin ve transferin arasinda
saglikl kisilerde negatif bir korelasyon oldugu, ancak diyabette bu korelasyonun bozuldugu da

vurgulanmaktadir (2).

1.8. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikalleri dokularda olusur, DNA, proteinler, karbonhidratlar ve
lipidlere hasar verebilir. Bu potansiyel tehlike olusturan reaksiyonlar prooksidanlar1 uzaklastiran
ve serbest radikalleri tutan enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemler tarafindan kontrol
edilir. Antioksidan savunmada karotenoidler, vitamin E ve C, tioller gibi bazi biyolojik
bilesikler 6nemli rol oynar. Oksidatif stres prooksidan-antioksidan dengesinde prooksidanlar

yoOniinde bir kaymay1 yansitir (48, 49, 50).

Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler (4, 40, 51, 52, 53, 54,
55).

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde

olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

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

seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarin1 engelleyen agir

metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir.

Prooksidan Ajanlar:

Oksidatif denge= (UV, iyonize radyasyon, sigara, g¢esitli kimyasal vs.) / Koruyucu
Antioksidanlar (desferrioksamin, katalaz vs.) + Zincir Kiran Antioksidanlar (Vitamin A, C, E

vS.)

Oksidatif stres= Artmis prooksidan ajanlar ve /veya Azalmis antioksidan ajanlar



Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu Onleyerek veya zincir kirarak gorev
yaparlar. Birinci kategoride metal selatdrler, SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
vardir. Ikinci kategoride lipid fazli, zincir kiran ajanlar; alfa tokoferol, ubikinon, retinoik asit,

beta karoten ve glutatyon, iirat gibi suda eriyen maddeler vardir (48, 56, 57).

Okaryotik hiicreler, yiiksek reaktif serbest oksijen radikalleri ile miicadele
durumundadirlar (58). Fizyolojik kosullar altinda, bu savunma mekanizmalar1 ile hiicrede
serbest radikal konsantrasyonunda diigiikk sabit durum saglanir ve aktiviteleri ¢ok ince sekilde
regiile edilmistir. Optimal koruma bu enzimler arasinda uygun denge varliginda saglanir (58,

59).

Tablo 1. Endojen Antioksidanlar

Ajan Etkileri

Enzimatik antioksidanlar

Sitokrom oksidaz sistem Hiicredeki oksijenin %95-96 sin1 detoksifiye eder

SOD Siiperoksit anyonunu detoksifiye eder
Katalaz Hidrojen Peroksiti detoksifiye eder.
GPx Hidrojen Peroksiti detoksifiye eder.

Nonenzimatik antioksidanlar

Lipid fazx

a-tokoferol Vitamin E

B-karoten Vitamin A prekiirsorii
Su Faz

Askorbik asit Vitamin C

Urat 07, ,0OH tutar

Sistein 07, ,0H tutar
Albumin LOOH, HOCT’ i tutar
Bilirubin 07, ,0H tutar
Seruloplazmin SOD’ a benzer mekanizma
Transferin Dolasan demiri baglar
Laktoferrin Dolagan demiri baglar
Ferritin Doku demirini baglar
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Enzimatik antioksidan korumanin rolatif eksikligine ragmen, ekstraselliiler sivilar
ozellikle aktive fagositik hiicreler nedeniyle O7, ve H,O,” e maruz kalirlar. Ekstraselliiler
stvilarda diger antioksidanlar (transferin, albumin, seruloplazmin, haptoglobin, iireaz, Vit E,

glukoz) gorev yapar (60) (Tablo 1.1) (61).

1.9. Deneysel Diyabet ve Serbest Radikaller

Diyabetin ortaya ¢ikisinda oksidasyonun rolii olduguna dair bulgularin ¢ogu deneysel
diyabette kullanilan iki ilag olan alloksan ve streptozotosin (STZ) ile yapilan ¢alismalardan elde
edilmistir. Bu kimyasal maddelerin her ikisi de oksidan madde meydana getirerek Langerhans
adaciklarint selektif olarak tahrip ederler. Hiicre tarafindan yeterli miktarda tutulan alloksan,
askorbat ve tiollerle reaksiyona girerek onlarin antioksidan etkilerini engeller ve oksidanlarin
iiretimi ile beta hiicre hasarina neden olur. STZ’ nin etki mekanizmasi ise daha az anlasilmistir.
Ancak STZ’ nin uygun olmayan NO cevaplar1 meydana getirdigi, NO cevabinin neden oldugu
adacik hiicre yikimmin artmasinin diyabeti olusturdugu diisiiniilmektedir. Diabetes Mellitusun
baslangicinda siklikla pankreas adacik hiicrelerinde inflamasyon vardir ve bu inflamasyonda
fagositlerden salinan serbest radikaller 6nemli rol oynar. Sitokinler de beta hiicrelerinde serbest
radikallerin olusumuna yol acgarlar (62, 63, 64, 65). STZ-diyabet insiiline bagiml tip 1 diyabet
icin bir deneysel model olarak karakterize edilir ve endojen kronik stresin drnegini saglar (66,
67). STZ- diyabette ilerlemis yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin hem periferal hem de

merkezi sinir liflerinde meydana geldigi tamimlanmistir (68, 69).

Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlar ve diyabetin altinda yatan bir mekanizma
olarak degerlendirilir. Serbest radikaller siirekli olarak ¢evre uyarilariyla etkilesim ve normal
metabolik prosesin sonucu olarak viicutta iretilir. Fizyolojik sartlar altinda antioksidanlarin
biiylik bir boliimii canli ortamda serbest radikal tiretiminin olumsuz etkilerine karst viicudu
korur (70). Oksidatif stres, radikal tiretimi ve radikal yok edici sistem arasindaki bir
dengesizlikten kaynaklanir. Ornegin; serbest radikal iiretiminin yiikselmesi veya antioksidan
aktivitesinin diismesi ki her iki durumda da oksidatif stres meydana gelebilir. Diyabetlilerde
protein glikasyonu ve glukoz otoksidasyonu sonradan lipid peroksidasyonunu katalizleyen
serbest radikaller iiretebilir (71, 72). Bunlarin yami sira diyabetlilerde antioksidan savunma
sisteminin bozukluklar1 gosterilmistir; antioksidan enzimlerde degisiklik, bozulmus glutatyon
mekanizmasi ve azalmis askorbik asit seviyeleri goriilmektedir (73, 74, 75, 28). Ancak canli
ortamda yiiksek oksidatif stres asla agik olarak gosterilememistir. Tiyobarbiitiirik asit analiz

maddesi (TBARS) kullanilarak hayvan ve insan modelinde yapilan calismalarla diyabetik
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yapida lipoproteinler ve membranlarda lipid peroksidasyonunun yiikselmis oldugu gosterilmistir

(76).

Oksidatif strese sebep olan serbest radikal gruplarmdan biri reaktif oksijen tiirleri
(ROS)’dir. ROS diyabetlilerde yiikselir. Bunun ana kaynaklar1 glukoz otooksidasyonunun ve
metabolitlerin dahil oldugu metaboliklerdir. Bunlarin yanisira ilerlemis glikasyon, degisken
prostanoid iiretimi ve anormal veya etkisiz mitokondriyal fonksiyon vardir (77). Periferal
sinirler i¢in ROS direkt olarak néronlari ve schwann hiicrelerini tahrip edebilir ve diyabetle
birlikte antioksidan savunma mekanizmalarmi tehlikeye atar. Bu yiizden diyabetik ratlarda
siyatik sinir lipid peroksidasyonu yiikselmistir ve siiperoksit dismutaz seviyeleri (SOD) ve
glutatyonun indirgenmis formu (GSH), glutatyon peroksidaz ve rediiktazda bir degisiklik

olmamasina ragmen azalmustir.

Oldukga 6nemli bir metabolik diizensizlik olarak bilinen ve hiperglisemi ile karakterize
edilen diyabet olgularinda serbest radikal olusumunda artis olmaktadir. Diyabette serbest radikal
iretiminin arttigi ve radikal baglayict sistemlerde azalma oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu
gelismeler diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde serbest radikallere olan ilgiyi arttirmigtir

(78).

1.9.1. Hiperglisemi Aracih ROS Uretimi

Hiperglisemi aracili ROS iiretimi baslica li¢ mekanizma ile agiklanmaktadir (79).

1.9.1.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gegis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit iizerinden son derece
reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu
NADH’nin agiga ¢ikmasina yol agar. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile
ATP {iretimi icin gerekli enerjiyi saglamak iizere kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon
sirasinda siiperoksit radikali agiga cikar. Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla
stiperoksit radikal iiretimi artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROS iiretim

kaynagidir. Normal solunum zinciri olaylari sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali olustugu
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diistiniilmektedir. Son yillarda yapilan caligmalar, diabetteki patolojilerin birgogunun artmis

mitokondriyal ROS iiretimi ile ilintili oldugunu gostermektedir (79, 80, 81).

1.9.1.2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri) Olusumu

Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin
araciligina gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina
neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest oksijen
radikali olusumuna neden olur (82). Glukoz ve proteinlerin amino gruplari arasinda
kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlar1 yoluyla dnce Shiff bazlari,
sonrasinda daha stabil olan Amadori iiriinleri olusur. Amadori iirlinlerinin olusumundan sonra
ileri glikasyon son iiriinleri (AGE) meydana gelir. AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla kan damar1
kasilmasini arttirarak endotel hasarina yol agtig1 gibi, kompleks biyokimyasal mekanizmalarla
serbest radikal iiretebilme kapasitesine de sahiptirler. Yine AGE’lerin toksik etkileri arasinda;
proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarini degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indiikleyebilmeleri ve sonucta niikleer faktor kapa B (NFkB) gibi redoks duyarli transkripsiyon
faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin (prokoagiilant doku faktorii endotelin -1, adezyon
molekiilii, VCAM- 1 gibi) ekspresyonlarinin artist bulunmaktadir (83, 84). Arastirmalar
AGE’lerin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal iiretimini uyarmasinin yani sira, artmis
serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE olusumunu arttirdigini gostermektedir (85). Giardino ve
arkadaslar1 (86), hiicre i¢i AGE olusumu ile lipid peroksidasyonu arasinda siki bir iligki
oldugunu, lipid peroksidasyonunun o&nlenmesi ile AGE olusumunun da o6nlendigini
bildirmislerdir. Diabetik nefropati olusturulan ratlara AGE inhibitorleri verildiginde glisemik
kontrolde herhangi bir degisiklik olmaksizin albiiminiirinin 6nlenebildigi gosterilmistir (87).
Yapilan c¢alismalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettigi
gosterilmistir. Aktive olan PKC’nin, vaskiiler kan akimini, damar gecirgenligini, hiicre dist
matriks bilegsenlerini  ve Thiicre biiyiimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin

patogenezinde rol aldig1 6ne stiriilmektedir (88, 89, 90).

1.9.1.3. Poliol Yolu

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol {iretimine neden olur. Bu

yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanildigindan hiicre i¢i NADPH
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tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma g¢evrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi igin
NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmas1 ve sonugta NADPH’1n yoklugu
hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmas1 anlamina gelmektedir (91). Rediikte
glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diabetin vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynar (92). Vazodilatéor mediatorlerin  kaybi
endonéronal kan akiminin azalmasma dolayisiyla endondronal hipoksi veya iskemiye yol
agmaktadir. Bu olaym sonucunda noéronal hiicre, schwann hiicrelerde hasar meydana

gelmektedir (93, 94).

Glukozun sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola ¢cevrilmesinin bir sonucu olarak hiicrede
miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim aktivitesinde
diisme oldugu goézlenmistir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim hizi i¢in 6nem tasimaktadir (95,

96).

Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, noropati,

katarakt, nefropati ve kalp hastalig1 patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (97, 98).

1.10. Diyabet ve Kardiyovaskiiler Risk Faktorleri

DM’ li hastalarin 6liim nedenleri arasinda birinci sirada yer olan koroner kalp hastaligi
(KKH) risk artig1 glisemik kontrol, kan basinci ve lipid metabolizmasindaki bozukluklarla
iligkili bulunmustur (7). KKH, saglikli kisilere gore diyabetik erkeklerde 2-3 kat siklikla
goriiliirken diyabetik kadinlarda 5-6 kat siklikla goriilmektedir (8). 21. ylizyilin hastalig1 olan
diyabet, giinden giine 6nemli bir kesimi gerek mortalite gereckse morbitide agisindan
etkilemektedir. Diyabetik hastalarin komplikasyonlarinin erken donemde tespit edilmesi ve
buna gore tedavinin yapilmasi komplikasyonlarin Onlenmesi agisindan biiylik olanaklar
saglamaktadir. KKH riskini belirlemede biyokimyasal olarak total kolesterol, HDL, LDL,
VLDL kolesterol, trigliserid diizeyleri c¢alisilirken 6zellikle son yillarda homosistein
diizeylerinin de bir anlami olabilecegi ifade edilmektedir (9). KKH etiyolojisinde
hiperhomosisteineminin rolii arastirilmis ve sadece amino asit metabolizma bozuklugu olan
bireylerde degil, koroner kaynakli hastaliklarda da bagimsiz bir risk faktorii oldugu ortaya
cikarilmistir (9, 8). Metiyonin metabolizmas1 enzim defektleri olan bireylerde homosistein

birikimi oldugu ve KKH riskinin en az iki kat arttig1 bildirilmistir (99).

Aterosklerozu olan kigilerde yapilan bir ¢alismada lipid peroksidasyon son

iiriinlerinden olan serum MDA diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir (100). Aterosklerozun
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gelismesinde hipertansiyon, sigara gibi risk faktorleri yaninda antioksidan kapasitenin de
oldukca Onem kazandig1r belirlenmistir. Kuzey ve Giliney Avrupa iilkelerinde yapilan
epidemiyolojik calismalarda bir antioksidan olan serum vitamin E diizeylerinin koroner kalp
hastaliklar1 mortalitesi ile kan basinci ve kolesterol diizeylerinden daha fazla iliskili oldugu

saptanmigtir (18).

Gunimiizde NCEP (National Cholesterol Education Programme- Ulusal Kolesterol
Programi)’in olugturdugu ATP III (Adult Training Panel III- Eriskin Tedavi Programi III)
Klavuzu’nun 2001 yilinda yayimlanmasi sonras1t TEKHARF calismasi 1s1ginda KAH korunma
ve tedavi klavuzu Tiirk Kalp Dernegi (TKD) tarafindan 2002 yilinda yaymlanmis, 2004 yilinda

“Giincelleme Raporu” hazirlanarak klasik major risk faktorleri belirlenmistir:
1- Yas (45 yas lizeri erkek; 55 yas iizeri kadin veya erken menapoz)
2- Aile oykiisii (55 yas iizeri erkek; 65 yas lizeri kadin birinci derece akrabalarda
KAH 6ykiisii)
3- Sigara i¢iciligi
4- HT (140/90 mmHg veya antihipertansif kullantyor olmak)

5- Diabetes Mellitus (DM); gilinlimiizde risk faktorii olarak degil KAH esdegeri

sayilmaktadir
6- Yiiksek serum total kolesterolunun (200 mg/dl iizerinde) olmasi
7- LDL kolesterolun 100 mg/dl {izerinde olmasi
8- Serum yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) kolesterol 40 mg/dl altinda ise
9- Obesite
10- Stres

11- Sedanter yasam

NCEP-ATP 1III klavuzlarinda KAH esdegeri kabul edilen DM, TKD (Turk Kalp
Dernegi) klavuzunda da ayni sekilde degerlendirilmistir (101). Siklikla ¢oklu risk faktorleriyle
iligkili DM, 10 yil iginde yeni KAH agisindan yliksek risk olusturmakta, ayrica DM’lu
hastalardan Myokard Infarktusu (MI) gecirenler, kisa ve uzun donemde yiiksek mortalite

oranlarina sahip olmaktadirlar (102).
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Bu ¢aligmada diyabet ve komplikasyonlarinda oksidatif stresin rolii, antioksidanlarin bu
stresle basa ¢ikabilmedeki etkisi, KKH yoniinden bir risk faktorii olan homosisteinin ve lipid
peroksidasyonu iiriinii olan MDA’ nin oksidan-antioksidan kapasitedeki etkisiyle, leptin ve lipid
bilesenleri arasindaki iliski degerlendirilecektir. Ayrica TAC, CAT ve SOD degerleri arasindaki

korelasyonla, DM’ un izlenmesinde TAC’1n yararli olup olmayacagi irdelenecektir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hayvan Materyalleri

FUDAM (F.U. Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi)’dan 10 haftalik 40 adet

erkek Wistar albino rat alinarak arastirma materyalleri olusturulmustur.

Calismada kullanilan 10 haftalik ratlar, kontrol grubu (20 rat) ve diyabetli grup (20 rat)

olmak iizere 2 gruba ayrildi.

1. Grup: Kontrol grubu olup, canli agirliklart alindi. Her rata intraperitonal (i.p) olarak tek
doz 1 ml fosfat-sitrat tamponu (pH: 4.5) verildi.

2. Grup: Bu gruba 20 adet rat ayrildi, canli agirliklar1 almip, aclik kan glukoz diizeyleri
Contour TS glucometer ile oOlgiildii. Daha sonra her bir rata 60 mg/kg dozunda
streptozotosin fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4.5) ¢ozdiiriilerek intraperitonal olarak tek
doz enjekte edildi, enjeksiyonundan 48 saat sonra ratlarin tekrar aglik kan glukoz
diizeyleri oOl¢iildii. Kan glukoz diizeyi 200 mg/dl iizerinde olan ratlar diyabetik olarak
kabul edildi.

2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Alt1 hafta sonunda 12 saatlik agliktan sonra ratlarin karin bosluklari eter anestezisi
altinda agilarak Vena cava caudalis’ lerinden aliman kan oOrnekleri SOD, CAT, MDA,
homosistein, Vit A, E analizleri i¢in EDTA’ li, Vit C igin heparinli, leptin, total antioksidan
kapasite ve total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL gibi lipid parametreleri i¢in antikoagulan

igermeyen tliplere alindi.
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2.3. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivite tayinlerinde ya azalan substrat miktar1 ya da meydana gelen iiriin miktar
Olciilerek, enzimlerin aktiviteleri saptanmaktadir. Eritrosit katalaz aktivitesini 6l¢mek icin Aebi

(103) metodu kullanilmaistir.

Katalaz asagidaki tepkimeye gore H,O,’in yikimini katalize eder.

Katalaz

2H,0, —» 2H,0+0,

H,0,° in katalaz tarafindan yikim hizi, H,O,’ in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe

etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
Metodun Ayiraglari:
50 mM Fosfat Tamponu (pH: 7.0)

30 mM Hidrojen Peroksit: 0.34 ml %30’ luk H,O,, fosfat tamponu ile 100 ml’ ye

tamamlanir.
Tayinin Yapihsi;

EDTA’ I1 kan 6rnekleri santrifiij edilerek plazmalar1 alindi. Plazmasi ayrilan EDTA’ It
kan 6rnekleri serum fizyolojik ile 3 kez yikandiktan sonra eritrositler 1:5 oraninda distile su ile
sulandirildi. Daha sonra diliie edilmis kan 6rnekleri 1: 100 oraninda fosfat tamponu ile tekrar
diliie edildi ve boylece, CAT o6l¢ilimiinde kullanacagimiz numunelerimiz 6l¢iilmeye hazir hale

getirildi.

Asagidaki ¢alisma prosediiriinde gosterildigi sekil ve sirayla yapildi.
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Tablo 2. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat Tamponu 1 _
Hidrojen Peroksit _ 1
Hemolizat 2 2

Daha sonra spektrofotometrede (Shimadzu OPI-2), 240 nm de test tiiplerinin
absorbanslari kaydedildi.

Birimi k/gHb olarak ifade edilirken, enzim aktivitesi bazen katal olarak ifade edilir. 1
katal enzim aktivitesi, optimal kosullarda 1 saniyede 1 mol substrati degistiren enzim etkinligini

ifade eder ki bu da 6x107 IU enzim aktivitesine denktir.

2.4. SOD Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Sun ve arkadaslarinin metodu (104) ile tayin
edildi.

Bu metotda SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile retilen siiperoksitin
nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanir. Olusan Siiperoksit radikalleri
NBT'yi indirgeyerek renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm'de maksimum
absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk
olusmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor renk

meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk olugmaktadir.

18



KsantinOksidaz

Ksantin —  Urik asit+ O,”

Ortamda SOD'm bulunmamasi durumunda;

spontan

O, + NBT ——» Mavi renkli formazon olusumuna neden olur.

Ortamda SOD varliginda ise;

SOD

2H + 20,7, ————» H,0, + O, gerceklesir, renk olusumu azalir.

Kullanilan Reaktifler:

1) Assay Reaktifi: Asagidaki sekilde hazirlanir.
a- 0.3 mmol/L ksantin

b- 0.4 mmol/L Na,EDTA

c- 150 mikromol NBT

d- 400 mmol/L Na,CO3

e- 1 g/L bovine serum albumin (BSA)
Hazirlanan biitiin ¢ozeltiler karistirilarak koyu renkli bir sisede ve +4 °C"de saklanir.
2)-Ksantin oksidaz (167 U)

3)- CuCl, ( 0.8 mol/L)

4)- 2 M ( NH4-2S04)

5)- Kloroform/etanol cozeltisi

Kloroform ile etanol karistirilarak hazirlanir. Bu ¢6zelti serumlarin ekstraksiyonu

isleminde kullanilir.
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Tayinin yapihisi;

EDTAIl kan 5000g' de 10 dakika satrifiij edildi. Plazma ayrildi. Eritrositler 4 kez serum
fizyolojik ile yikanarak santrifiij edildi. Hemolizata 6nceden hazirladigimiz kloroform/etanol
¢ozeltisinden ilave edildi. Ardindan karigim iyice vortekslendikten sonra + 4 °C', 5000 g'de
20 dakika santrifiij edildi. Boylece, SOD o6l¢iimiinde kullanacagimiz numunelerimiz 6l¢iilmeye

hazir hale getirildi.
Daha sonra agsagidaki ¢alisma prosediiriinde gosterildigi sekil ve sirayla yapildi.

Tablo 3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Ol¢iimii

Kor tiipi Test kiiveti
Assey reaktifi (ml.) 2,15 2,15
Numune (mL) — 2,15
Bidistile su (mL) 0,1
Ksantin oksidaz (mikrolt) 50 50

Semadaki gibi hazirlanan tiipler 25°C de 20 dakika inkiibe edildi. Ardindan tiim tiiplere
(kor ve test kiivetine) 1,2 ml CuCl, eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra

spektrofotometre (Shimadzu OP1-2), 560 nm de test tiiplerinin absorbanslari kaydedildi.

2.5. Plazmada Lipid Peroksidasyon (MDA) Diizeyinin Tayini

Plazmada Malondialdehid (MDA) diizeylerinde meydana gelen degisimler Placer ve
arkadaslar1 (105)’dan modifiye edilen yonteme goére spektrofotometrik olarak 6lgiiliir. Ug veya
daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda Tiobarbitiirik asit (TBA) ile
Olciilebilen MDA meydana gelmektedir. Yag asidi peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA,
TBA ile reaksiyona girerek pembe renkli bir kompleks olusturur. Olusan bu pembe renk 532

nm’de okunur.
Tayinin yapihisi;

EDTA’ 11 tiiplere alinarak elde edilen plazmadan 0,25 ml alinarak iizerine 2.25 ml renk

ayiract (TBA ve % 10’luk triklorasetik asit) ilave edildi. Karisim 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij
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edilerek 20 dakika kaynar su banyosunda bekletildi ve 532 nm’ de spektrofotometrede kore

kars1 okundu.

2.6. Total Antioksidan Kapasite (TAC) Ol¢iimii

Farkli antioksidanlarin serum ya da plazma konsantrasyonlari, laboratuarlarda ayri ayri
oOlgiilebilir fakat bu ol¢iimler zaman harcatan, agir bir ¢alisma isteyen, maliyetli ve komplike
teknikler gerektirmektedir. Total antioksidan kapasitesi dl¢iilen bir numune, total antioxidant
capacity (total antioksidan kapasite) (TAC) (106), total antioxidant activity (total antioksidan
aktivite) (TAA) (107), total antioxidant power (total antioksidan giic) (TAOP) (108), total
antioxidant status (total antioksidan durum) (TAS) (109), total antioxidant response (total

antioksidan cevap) (110) ya da benzeri sekillerde adlandirilir.

Numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil ABTS radikal rengini, renksizlige dogru
azaltir. Numunenin total antioksidan seviyesiyle iligkili olarak bu degisim 660 nm absorbansda
okunur. Bir vitamin E analogu olan, uluslararasi adi Trolox Equivalent olarak adlandirilan

standart solusyonu ile kalibre edilir.
Icerigi:
Analiz Tamponu (Ayirag 1) = 100 ml
Renkli ABTS Radikal Solusyonu (Ayirag 2) =25 ml
Standart 1 (0.0 mmol Trolox Equiv./L) Solution = 5 ml
Standart 2 (1.5 mmol Trolox Equiv./L) Solution = 5 ml
Tayinin Yapihsi;

Antikoagulan icermeyen tiiplere alinip santrifiij edilerek alinan serumlar, asagidaki
caligma prosediiriinde gosterildigi sirayla 660 nm absorbansda (Shimadzu OPI-2)
okunarak yapildi.

*800 ul Ayirag 1 + 50 pl standart 1 (ve numune) = Standart 1° in 1.absorbansi

*800 ul Ayirag 1 + 50 ul standart 1 + 125 ul Ayirag 2 ve 37 C° 5 dakika

inkiibasyon= Standart 1’ in 2.absorbansi1

*800 ul Ayirag 1 + 50 pl standart 2 = Standart 2’ nin 1.absorbansi
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*800 pul Ayirag 1 + 50 pl standart 2 + 125 ul Ayirag ve 37 C° 5 dakika

inkiibasyon= Standart 2’ nin 2. absorbansi

2.7. Lipid Parametrelerinin Ol¢iimii

Antikoagiilan icermeyen tiipteki kandan elde edilen serumla lipit miktarlar1 (trigliserit,

total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol) otoanalizorde 6l¢iildii.

2.7.1. Trigliserit Ol¢iimii

Trigliserit Olgiimii, Olympus firmas: tarafindan {retilen ticari kit kullanilarak
OLYMPUS AU-640 otoanalizériinde yapildi. Bu yonteme gore trigliseritler lipaz enzimi ile
enzimatik hidrolize ugratilir. Peroksidaz enziminin katalitik etkisiyle hidrojen peroksit, 4-
aminofenazondan ve 4-klorofenolden indikatér madde olan kinonimin (kirmizi) olusturulur.

Olusan bu son renkli bilesigin konsantrasyonu 520 nm’de tayin edilir (111, 112, 113).

2.7.2. Kolesterol Ol¢iimii

Kolesterol olgiimii, Olympus firmasi1 tarafindan iretilen ticari kit kullanilarak
OLYMPUS AU-640 otoanalizoriinde yapildi. Bu metoda gore kolesterol enzimatik olarak
hidroliz ve oksidasyon reaksiyonlarindan sonra tayin edilir. Fenol ve peroksidaz varliginda
indikatér madde olan kinonimin (kirmizi), 4- aminoantipirin ve hidrojen peroksitten

olugturulur. Olusan renkli bilesigin konsantrasyonu 540 nm’de tayin edilir (114).

2.7.3. HDL-Kolesterol Ol¢iimii

HDL-Kolesterol 6l¢iimleri, Olympus firmasi tarafindan iiretilen ticari kit kullanilarak
OLYMPUS AU-640 otoanalizoriinde yapildi. Bu metoda gore R1° deki (testteki reaktif) anti
insan-B-lipoprotein antikoru HDL disindaki apolipoproteinlere (LDL, VLDL, silomikronlar)
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baglanir. Olusan antijen-antikor kompleksleri, R2 (testteki reaktif) eklendiginde enzim
reaksiyonlarint1 bloke eder. HDL-kolesterol miktari, bir enzim kromojen sisteminin

mevcudiyetinde belirlenir (115).

2.7.4. LDL-Kolesterol Ol¢iimii

HDL-Kolesterol dl¢iimleri, Olympus firmasi tarafindan iiretilen ticari kit kullanilarak
OLYMPUS AU-640 otoanalizoriinde yapildi. Bu metoda gore R1’ deki koruyucu bir ajan,
LDL’ yi enzimatik reaksiyondan korur. LDL olmayan tiim lipoproteinler (HDL, VLDL, CM)
kolesterol esteraz (CHE) ve kolesterol oksidazla (CHO) reaksiyon vasitasiyla pargalanir. Bu
reaksiyonla agiga ¢ikan hidrojen peroksit R1’ de ki katalaz tarafindan parcalanir. R2
eklendiginde, koruyucu reaktif sodyum azid tarafindan inaktive edilen LDL ve katalazdan

ayrilir. Artik, CHO/PAP sistemi vasitastyla LDL miktar1 belirlenebilir (116).

2.8. Vitamin C Olciimii

Vitamin C oksidasyona karst ¢ok duyarli oldugundan, heparinli tliplere konarak
laboratuara getirilen kan Ornekleri hemen calisilmak {izere plazmalar1 ayrildi, Vitamin C
olgiimleri, Immun Diagnostik tarafindan hazirlanan kitler kullanilarak asagidaki sirayla

TERMO HPLC’ de yapildi.

*1.5 ml reaksiyon tiiptine 200 pl kalibrator, numune ya da kontrol + 200 pl ¢ékeltme

ayrac1 ilave edilir
*iyice karigtirilir ve 10 dakika 2-8 C°” de inkiibasyon edilir
*10 dakika 10.000 x g santrifiij yapilir

*20 pl siipernatan HPLC’ ye enjekte edilir

HPLC’ de Bischoff Prontosil AQ 5um kolonunda, 0.75 ml/dakika akis hizina ayrlanip
254 nm’ de Vitamin C pikleri alindi.
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2.9. Vitamin A/E Ol¢iimii

EDTA’ I tiiplere alinarak santrifiij edilip plazmalar1 ayrilan kanlar, Immiin Diagnostik

tarafindan hazirlanan kitler kullanilarak asagidaki sirayla TERMO HPLC’ de yapildi.

Tablo 4. Vitamin A/E 6l¢limii (*1.5 ml reaksiyon tiipiine)

STANDART Numune, CTRL (kontrol)1 ve CTRL2
250 pl standart 250 pl numune ya da CTRL1, CTRL2
+ 50 pl i¢ standart solusyon + 50 pl i¢ standart solusyon

+ 250 pl sulandirma solusyonu

+ 250 pl ¢okeltici solusyon + 500 pl ¢okeltici solusyon

fyice karistirilir. 2-8 C* de 30 dakika bekletilir ve 10.000 g’ de 10 dakika santrifiij edilir ve
100 pl stipernatan HPLC” ye enjekte edilir.

HPLC’ de Nucleosil C18; 10um kolonunda, 0.8-1.2 ml/dakika akis hizina ayarlanip
325 nm’ de Vitamin A, 300 nm’ de Vitamin E pikleri alindi1 (117, 118).

2.10. Homosistein (HCY) Ol¢iimii

Protein bagl homosistein, serbest homosisteine ve o da enzimatik olarak S-adenosil -L-
homosisteine (SAH) doniisiir (119). Enzim (SAH-hidrolaz), kanda bulunan homosisteinin L
formu i¢in spesifiktir. Takip eden kati-faz enzim immiinolojik duyarliligi, mikrotitre tabakasinin
monoklonal anti-SAH antikoruna baglanmak i¢in, duvarlara bagli hareketsiz SAH ve numunede
ki SAH arasindaki yarigsa baglidir. Daha sonra ikincil ‘rabbit anti-mouse’ antikoru, ‘horse
radish’ peroksidaz eklenerek isaretlenir ve bu peroksidaz aktivitesi substrat eklendikten sonra
spektrofotometrik  olarak  Olgiiliir. Absorbans (450 nm), numunedeki homosistein

konsantrasyonuyla ters iligkilidir.

EDTA’ © tiiplere alinarak santrifiij edilip plazmalar1 ayrilan kanlar, Axis tarafindan

hazirlanan kitler kullanilarak (Biotek E1x800) ELISA’ da yapildi.
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2.11. Leptin Ol¢iimii

Leptin ELISA kiti, sandvi¢ prensibine dayalidir. Mikrotitre tabakasi, leptin
molekiiliindeki tek antijenik kisma kars1 duyarli olan monoklonal antikorla kaplanmistir. Biiyiik
leptin molekiilii iceren hasta numuneleri, ‘rabbit anti Leptin’ antikoruyla kaplanmis tabakada
inkiibe edilir ve sandvi¢c kompleksi olusturulur. Inkiibasyondan sonra baglanmamis materyal
yikanir ve baglanmig leptinin tespiti i¢cin ‘anti rabbit’ peroksidaz eklenir. Substrat solusyonu
ilave edilir, olusan rengin yogunluguyla hasta serumundaki leptin konsantrasyonu orantilidir

(29, 120, 121).

Antikoagulan igermeyen tiiplere alinarak santrifiij edilip serumlari alinan kanlar, DRG

Diagnostics tarafindan hazirlanan kitler kullanilarak (Biotek E1x800) ELISA da yapild.

2.12. istatistik Degerlendirme

Elde edilen veriler SPSS 16 istatistik programinda degerlendirilmistir. Karsilastirmali
analizlerde parametrik test varsayimlari levene testi ile degerlendirilmistir. Parametrik test
varsayimlarinin saglandigr ikili karsilagtirmalarda bagimsiz gruplar t testi kullanilmistir.
Parametrik test varsayimmin saglanamadigi durumlarda ise Mann Whitney U testi
kullanilmistir. Sonuglarm tiimiinde p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul edilmistir. Oncelikle
levene testi sonuglarina gore parametrik test varsayimlari belirlenmeye caligilmis ve buna gore
anlamli farkliligin bulundugu analizlerde Mann Whitney U testi, diger analizlerde ise

parametrik bir test olan bagimsiz gruplar t testi sonuglarina gére yorum yapilmstir.
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3. BULGULAR

Caligmada kullanilan ratlarin agirliklar: deney basinda ve liger hafta arayla ortasinda ve

sonunda alinmistir, buna gore alinan degerlerin ortalamalari ile olusan grafik asagidaki gibidir.

GRAFIK

300 —

250

200

AGIRLIK

150 —

100

50—

Kontrol Grubu

Diyabet Grubu

GRUP

@ 1. Hafta
| 3. Hafta
0 6. Hafta

Sekil 2. Kontrol ve diyabet grubuna ait agirlik dl¢iimleri

3.1. Diyabet Grubuna Ait A¢chk Kan Glukoz Degerleri

Diyabetik gruptaki ratlarm ilk 6nce aclik kan glukoz degerleri Slglilmiistiir. STZ

enjeksiyonundan 48 saat sonra tekrar aclik kan glukoz degerleri kaydedilmis, bunlardan 200

mg/ dI’ nin iizerinde olanlar diyabetik kabul edilmis, bu degerin altindakilere ise tekrar STZ

enjeksiyonu yapilmig ve yeniden bu hayvanlarda kan glukoz degerleri 6l¢iilmiistiir.

Tablo 5. Deney Gruplarima Ait A¢lik Kan Glukoz Degerleri

Kontrol Grubu (mg/dl) Deney Grubu
Deney Oncesi (mg/dl) Deney Sonrasi (mg/dl)
69 86 414
84 84 499
97 89 422
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90 82 502
104 73 334
81 80 388
70 75 418
92 62 311
77 66 492
60 76 390
71 75 310
&5 49 <600
99 66 <600
93 72 542
84 82 467
107 61 <600
74 66 310
95 66 436
63 55 501
80 54 348

Deney gruplarina ait kan glukoz degerleri Tablo 5’de verilmistir. Deney grubuna ait kan
glukoz degerleri deney dncesi ve sonrasi olarak tabloda aktarilmigtir. Deney sonrasi gruba ait

bazi ratlarin kan glukoz degerleri 600 mg/dl {izerinde oldugu tespit edilmistir.

3.2. Kontrol ve Diyabet Gruplarimn HCY (umol/lt) Diizeylerine iliskin Bagimsiz Gruplar
T Testi Sonuclari

Tablo 6. Homosistein diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N X SS Sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.
Kontrol 10 5.38 1.22
18 0.092  0.765 - - 4.44  0.000*
Diyabet 10 2.86 1.32
*P <0.05
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Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu icin Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P <0.05 oldugu

icin kontrol ve deney gruplarinda anlaml bir farklilik vardir.

3.3. Kontrol ve Diyabet Gruplarinin Leptin (ng/ml) Diizeylerine fliskin Mann Whitney U

Testi Sonuclari

Tablo 7. Leptin diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N ¥ SS sd Leven An.D. MVU AnD. T AnD.

Kontrol 6 1.94 0.86
10 8.60%* 0.015 0.000 .004* - -

Diyabet 6 042 0.35

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P <0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi
uygulayamayiz ancak parametrik olmayan Mann Whitney U Testi uygulayabiliriz. Buna gore
MVU degeri yanindaki Asymp. Sig. (2-tailed) degeri olan An.D. degeri p <0.05 oldugu i¢in

kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.4. Kontrol ve Diyabet Gruplarmn MDA (nmol/ml) Diizeylerine iliskin Bagimsiz
Gruplar T Testi Sonuclar:

Tablo 8. MDA diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilagtirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.

Kontrol 10 094 0.13
18 4.04 0.06 - - -4.79  0.000*

Diyabet 10 1.33  0.22

*P <0.05
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Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu icin Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P <0.05 oldugu

icin kontrol ve deney gruplarinda anlaml bir farklilik vardir.

3.5. Kontrol ve Diyabet Gruplarinin Kolesterol (mg/dl) Diizeylerine iliskin Bagimsiz
Gruplar T Testi Sonuclar:

Tablo 9. Kolesterol diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilagtirilmast

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.

Kontrol 10 42.50 8.55
18 0.191 0.667 - - -6.98 0.000*

Diyabet 10 69.80 8.92

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P <0.05 oldugu

icin kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.6. Kontrol ve Diyabet Gruplarimn Trigliserit (mg/dl) Diizeylerine Iliskin Bagimsiz
Gruplar T Testi Sonuclari

Tablo 10. Trigliserit diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.

Kontrol 10 60.90 10.11
18 0.643 0.433 -6.69 0.000*

Diyabet 10  91.90 10.57

*P <0.05
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Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu icin Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P <0.05 oldugu

icin kontrol ve deney gruplarinda anlaml bir farklilik vardir.

3.7. Kontrol ve Diyabet Gruplarimn HDL (mg/dl) Diizeylerine iliskin Bagimsiz Gruplar T

Testi Sonuclari

Tablo 11. HDL diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.

Kontrol 10 4220 797
18 3.37 0.083 - - 6.39 0.000*

Diyabet 10 23.60 4.60

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu icin Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P <0.05 oldugu

icin kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.8. Kontrol ve Diyabet Gruplarinin LDL (mg/dl) Diizeylerine liskin Mann Whitney U

Testi Sonuclari

Tablo 12. LDL diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastiriimasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t AnD.

Kontrol 10 7.30 2.002
18  6.34* 0.021 22.50 .036* - -

Diyabet 10 11.70 4.97

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P <0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi

uygulayamayiz ancak parametrik olmayan Mann Whitney U Testi uygulayabiliriz. Buna gore
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MVU degeri yanindaki Asymp. Sig. (2-tailed) degeri olan An.D. degeri p <0.05 oldugu igin

kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.9. Kontrol ve Diyabet Gruplarimin VLDL (mg/dl) Diizeylerine iliskin Mann Whitney U

Testi Sonuclari

Tablo 13. VLDL diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilagtirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t AnD.

Kontrol 10 126 2.67
18 9.71* 0.006 3.500 .000* - -

Diyabet 10  23.90 5.72

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P <0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi
uygulayamayiz ancak parametrik olmayan Mann Whitney U Testi uygulayabiliriz. Buna gore
MVU degeri yanindaki Asymp. Sig. (2-tailed) degeri olan An.D. degeri p <0.05 oldugu i¢in

kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.10. Kontrol ve Diyabet Gruplarimmn Vit A (mg/lt) Diizeylerine Iliskin Bagimsiz Gruplar
T Testi Sonuglari

Tablo 14. Vitamin A diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastiriimasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. T An. D.

Kontrol 6 0.27 0.06
10 0.6 0.457 - - 029 0.772

Diyabet 6 025 0.12

*P <0.05
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Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu icin Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P >0.05 oldugu
icin kontrol grubu deney grubuna gore artmis olsada iki grup arasinda anlamli bir farklilik

yoktur.

3.11. Kontrol ve Diyabet Gruplarimin Vit E (mg/lt) Diizeylerine iliskin Bagimsiz Gruplar
T Testi Sonuclar:

Tablo 15. Vitamin E diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. T An. D.

Kontrol 6 3.15 041
10 2.72 0.130 - - -1.97 0.077

Diyabet 6 4.71 1.88

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P >0.05 oldugu
icin iki grup arasinda anlamli bir farklilik yoktur.

3.12. Kontrol ve Diyabet Gruplarimm Vit C (mg/lt) Diizeylerine Iliskin Bagimsiz Gruplar
T Testi Sonuglari

Tablo 16. Vitamin C diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.
Kontrol 6 7.59 0.95
10 45 S18 - - 7.36  0.000*
Diyabet 6 3.04 1.17
*P <0.05
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Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu icin Bagimsiz Gruplar T testi
ugulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P <0.05 oldugu

icin kontrol ve deney gruplarinda anlaml bir farklilik vardir.

3.13. Kontrol ve Diyabet Gruplarimi SOD (U/ml) Aktivitesine liskin Bagimsiz Gruplar T

Testi Sonuclar:

Tablo 17. SOD enzim aktivite diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilagtirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t An. D.

Kontrol 12 392 0.61
22 0.114 0.739 - - 9.39  0.000*

Diyabet 12 1.48  0.66

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P >0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T
testi uygulanmistir. Buna gore Sig. (2-tailed) degeri olan t yanindaki An.D. degerimiz P

<0.05 oldugu i¢in kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.14. Kontrol ve Diyabet Gruplarimin Katalaz (k/gHb) Aktivitesine fliskin Mann Whitney
U Testi Sonuclari

Tablo 18. Katalaz enzim aktivite diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastiriimasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t AnD.

Kontrol 20 9.52 1.88
38 5.34%* 0.03 61.00 .000* - -

Diyabet 20  7.20 1.04

*P <0.05
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Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P <0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi
uygulayamayiz. Ancak parametrik olmayan Mann Whitney U Testi uygulayabiliriz. Buna gore
MVU degeri yanindaki Asymp. Sig. (2-tailed) degeri olan An.D. degeri p <0.05 oldugu igin

kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.

3.15. Kontrol ve Diyabet Gruplarimin TAC (mmol Trolox Equiv./L) Diizeylerine iliskin
Mann Whitney U Testi Sonuclar

Tablo 19. TAC diizeylerinin guplara gore istatistiksel karsilastirilmasi

Gruplar N X SS sd Leven An.D. MVU AnD. t AnD.

Kontrol 16 236 047
30 7.091* 0.009 16.00 .000* - -

Diyabet 16 1.34  0.13

*P <0.05

Levene degeri (yanindaki An.D. degeri) P <0.05 oldugu i¢in Bagimsiz Gruplar T testi
uygulayamayiz ancak parametrik olmayan Mann Whitney U Testi uygulayabiliriz. Buna gore
MVU degeri yanindaki Asymp. Sig. (2-tailed) degeri olan An.D. degeri p <0.05 oldugu igin

kontrol ve deney gruplarinda anlamli bir farklilik vardir.
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4. TARTISMA

21. yiizyilin hastalig1 olan diyabet, glinden giine 6nemli bir kesimi gerek 6liim gerekse
hastalik agisindan etkilemektedir. Diyabetik hastalarin komplikasyonlarinin erken dénemde
tespit edilmesi ve buna gore tedavinin yapilmasi komplikasyonlarin énlenmesi agisindan biiyiik

olanaklar saglamaktadir (9).

Homosistein yiiksekliginin, koroner kaynakli hastaliklarda bagimsiz bir risk faktorii
oldugu ortaya cikmistir (9, 8). Homosistein serbest radikal gibi davranarak LDL’ yi
oksitlemektedir (18). Hipo ve hipertiroidi olgularda plazma homosistein diizeylerinin
belirlenmesine yonelik pek c¢ok caligma yapilmaktadir. Bu g¢aligmalarin bir kismi hipo ve
hipertiroidide plazma homosistein diizeylerinin degismedigini savunurken bir kisim ¢aligmada
ise hipertiroidide plazma homosistein diizeylerinin arttig1 belirtilmistir (122,123). Nedrebo ve
arkadaslar1 (122), saglikli kontrol grubuna gore hipertiroidili hastalarda plazma homosistein
diizeylerinin istatistiksel acgidan degismedigini bildirmelerine ragmen, hipertiroidili
kardiyovaskiiler kaynakli 6liimlerden plazma homosistein diizeylerinin artmis olmasinin etkili

olabilecegini belirtmislerdir.

Farkli bir calismada Tip 1 diabetik hastalarin %35’inde homosistein seviyesi
yukselmistir ve bunlarda diyabetin komlikasyonlar1 olan retinal hasar, nefron hasar1 ve

kardiyovaskiiler hastaliklar gézlenmistir (124).

Bir diger calismada Chico ve arkadaslar1 (19), Tip 1 diyabetiklerde homosistein
konsantrasyonunun degismedigi, Tip 2 diyabetiklerde ise homosistein konsantrasyonunun
kontrole gore yiiksek oldugu ve Tip 2 diyabetik hastalarda homosistein seviyesiyle vaskiiler

hastaliklar arasinda bir iliski olabilecegini belirtmislerdir (19).

Homosistein fazlaliginda homosistein tiolakton ortaya ¢ikarak, LDL’ nin
apolipoproteinlerinde degisiklige yol agar. Degisiklige ugramis LDL’ ler makrofajlarca fagosite
edilirler ve kopiik hiicreleri ortaya ¢ikar ve bu da ateroskleroza zemin hazirlar (125).

Robillon (127) ise, Tip 1 diyabetiklerde homosistein seviyesini kontrole gore diigiik
bulmustur. Bulgularimizda da diyabetik gruptaki homosistein seviyesi kontrole gore diigiik

bulunmustur (p<0.05) (Tablo: 3.2). Bunun nedeni, transsiilfiirasyon enziminin yilikselmesiyle

(128) homosisteinin sisteine doniismesi olabilir.

Caligmamizda leptin diizeyi kontrol grubuna gore diigik bulunmustur (p<0.05)

(Tablo:3.14 ). Diisiik leptin diizeyi hipotalamik reseptorler iizerinden gida aliminin en giiglii
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uyaricist olan NPY (Noropeptit Y)’nin salmimini aktive eder, bdylece istahin artmasina,
sempatik sinir sisteminin aktivitesinin azalmasina ve enerji harcanmasinda azaliga neden olur
(129). Sonug olarak kiside kilo artis1 olmaktadir. Istah azaltict hormon MSH (melanosit uyarici
hormon) diisiik leptin diizeyinde inhibe olmakta ve istahin artisina neden olmaktadir (130). Istah
azaltic1 bir bagka hormon olan CRH (kortikotropin salgilatict hormon), diisiik leptin diizeyinde
salimimini azaltarak gida aliniminda artisa neden olur (128, 130). Sonug olarak, asir1 kilonun
insan saglig1 {izerine yiiksek tansiyon ve aterosklerotik kalp hastaligi gibi olumsuz etkileri

ortaya ¢ikmaktadir.

Mantzoros ve arkadaglar1 (131) ile McGregor ve arkadagslarinin (132) yaptiklar1 benzer
calismalarda Tip 2 DM hastalarindaki plazma leptin diizeylerinin diabetik olmayan ve aym: VKI
(Viicut Kitle Indeksi)’ ne sahip kisilerden farkli olmadigi, leptin seviyesinin VKI ile iliskili
oldugu saptanmistir. Ayrica insiilin ve oral antidiyabetik tedavi alanlar arasinda leptin diizeyleri
acgisindan anlamli bir fark goriilmedigi de bildirilmistir (131, 132). Anormal viicut kilosunda
leptin seviyesindeki yiiksekligin nedeni, leptin reseptoriindeki olasi bir defekt veya blokaj ile
aciklanmaya calisilmistir (132, 133). Leptinin insiilin sekresyonu {izerine olan etkisi, pankreasin
B hiicrelerinde ATP duyarli K kanalin1 aktive ederek hiicrenin pozitif yiik kaybina neden olup,
hiicrenin uyarilabilirligini azaltmasidir, boylece hiicre insiilin salgilayamamakta (129) ve
diyabet gelismektedir. Ancak bizim ¢alismamizda olusan diyabetin nedeni, leptinden bagimsiz

olarak P hiicrelerinde meydana gelen harabiyet sonucu insiilin salgilanamamasidir.

Her ne kadar kontrol grubuna gore diyabetik grupta kilo kayb1 olsada deneyin basindan
sonuna kadar diyabetik grupta da bir kilo artis1 gdzlenmistir. Kontrol grubuna gore diyabetik
grupta bu azalisin olmasi da ¢ok normaldir. Ciinkii ratlara uygulanan STZ ile meydana gelen bir
tahribat s6z konusudur. Dolayisiyla ¢alismada ortaya ¢ikan diisiik leptin sonucu gelisen kilo
artig1 ile ortaya cikabilecek, koroner kalp hastaligi ve hipertansiyon gelisme riski artabilir. Bu
risk nedeni homosistein diizeyinde ki azalma degil, leptin diisiikligiinde sekonder gelisen kilo

artisidir.

Aterosklerozu olan kigilerde yapilan bir caligmada lipid peroksidasyonunun son
iirlinlerinden biri olan serum MDA diizeylerinin yiikseldigi tespit edilmistir (100). Comlekgi ve
arkadaslart (134), yaptiklarn g¢alismada NIDDM’ lu hastalarda HDL- kolesterol, LDL-
kolesterol, apoA-1, apo-B, TG, lIp (a) seviyeleri aragtirilmis, HDL kolesterol seviyeleri diisiik,
TG seviyeleri yliksek bulunmustur.

Diyabetli hastalarda kan yaglarinin oranlarinda ve diizeylerinde insan sagligini bozacak
sekilde degisiklikler meydana gelmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktoriidiir.
Diisiik HDL kolesterol konsantrasyonu ve yiikselmis kii¢iik yogunluklu LDL kolesterol partikiil
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konsantrasyonu, diyabetik dislipideminin temel karakteristik 6zelligidir. Diyabetli hastalarda
hiperkolesterolemi yaygin degildir fakat, serum kolesterol seviyesinin fonksiyonu gibi koroner

kalp hastaligindan 6liim orani artmigtir (22).

Godin ve arkadaslar1 (63), deneysel diyabetik ratlarda kolesterol ve trigliseridin belirgin
olarak arttigin1 6ne slirmiislerdir. Diger bir ¢aligmada ise HDL’deki trigliserid seviyesinin %83
oraninda arttigmi saptamislardir. Bunun nedeninin periferik doku hiicre membranlarinda,
diyabetik hasara bagli olarak lipoprotein metabolizmasinin son iriinii seklindeki lipid

peroksitler oldugu ileri siiriilmiistiir (38).

Bulgularimizda kolesterol, trigliserid, LDL ve VLDL diizeylerinin kontrol grubunda
diyabetik gruba gore anlamli olarak diisiik oldugu (p<0.05) (Tablo:3.5, 3.6, 3.8, 3.9), HDL
diizeyinin ise anlaml1 olarak yiiksek oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo:3.7).

Lipit peroksitlerin son iirlinii olan MDA diizeylerinin ise diyabetik grupta yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo: 3.4). Ozellikle iyi kontrol edilemeyen diyabette
oksidatif aktivitenin artmasi serbest radikal olusumunu arttirmak da, bu da proteinlerin non-
enzimatik glikozillenmesinin artmasiyla glikozillenen proteinlerin oksidasyonu sonucu serbest

radikal miktarini arttirmaktadir.

Diyabetiklerde major olarak ortaya ¢ikan KKH’ nin 6nlenmesinde kisilerin antioksidan
sistemlerinin Onemli oldugu fikri giiclenmektedir. Diyabette serbest radikal olusumunun
artmasina karsilik radikal tutucu sistemlerde de azalma oldugu ileri siiriilmektedir (18). Lipid
perosidasyonundaki artis uzun siireli komplikasyonlarin hazirlayict faktdrii olabileceginden

diyabetin gelismesini degerlendirmede faydali bir kriterdir.

Sonug¢ olarak koroner kalp hastaliginda serum kolesterol yiiksekligine, MDA
diizeylerinde ki artig ve leptin seviyesinde ki azalisa bagli olarak sekonder gelisen kilo artisi

eslik etmektedir.

Aterosklerozun gelismesinde hipertansiyon, sigara gibi risk faktorleri yaninda
antioksidan kapasitenin de olduk¢a 6nem kazandigi belirlenmistir. Kuzey ve Giiney Avrupa
iilkelerinde yapilan epidemiyolojik c¢aligmalarda bir antioksidan olan serum vitamin E
diizeylerinin koroner kalp hastaliklar1 mortalitesi ile kan basinct ve kolesterol diizeylerinden

daha fazla iligkili oldugu saptanmistir (18).

Tip 1 diyabetik hastalarda antioksidan statii parametrelerini inceleyen ¢alismalardaki
bulgular ¢eliski gostermektedir. Bazi ¢aligmalarda antioksidan diizeylerinin arttig1 digerlerinde
ise azaldig1 bildirilmistir (135,136). Calismamizda C vitamini diizeyinin kontrol grubuna gore

diyabetik grupta azaldigi bulundu (p<0.05) (Tablo.3.12). Diyabetik hastalarda poliol yolu
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aktivitesindeki artis NADPH ve NAD" azalmas1 ve hiicresel redoks potansiyelinde degisiklikler
ile sonuglandigi bildirilmistir (135,137). Bu durum hiicre i¢i GSH eksikligine yol agar ve serbest
radikal temizleyici aktivitenin engellenmesi ile hiicrelerin artmis oksidatif stres ile miicadelesini
azaltir. Ge¢ donem diyabetiklerde saptanan GSH eksikligine bagli olarak askorbatin
dehidroaskorbattan rejenere olamamasi askorbat seviyesinin diigiikliigiiniin nedeni olabilir
(139). Deneysel ve klinik diyabet caligmalarinda, askorbik asidin renal atilimdaki, yari
omriindeki ve hiicresel alimdaki degisikliklerden dolay1 vitamin C diizeyinin azaldig1

bildirilmistir (137, 138, 74 ).

Bu ¢aligmada E vitamini istatistiksel olarak anlamli olmasa da diyabet grubunda kontrol
grubuna gore yiiksek bulunmustur (p>0.05) (Tablo:3.11). o tokoferol biiylik oranda
lipoproteinler ile taginir. Ge¢ donem diyabetiklerde buldugumuz E vitamini yiiksekligi
hiperlipidemiyle ilgili olabilir. Asayama ve arkadaslar1 (139) insiiline bagimli diyabetes
mellituslu (IDDM) hastalarda plazma ve doku E vitamin degerlerini yliksek saptamistir.

A vitamini diizeyi ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubunda diyabet
grubuna gore yliksek bulunmustur (p>0.05) (Tablo:3.10). Siiperoksit radikalleri enzimatik
dismutasyonla temizlenirken, antioksidan olarak bilinen fakat enzim olmayan bilesiklerde
organizmada oksijen radikallerinin temizlenmesini saglarlar. Bu kimyasal bilesiklerden en
onemlilerinin A, E ve C vitaminleri oldugu rapor edilmistir (140). Dolayisiyla diyabette serbest
radikal iiretiminin artmasina ve radikal baglayici sistemlerde azalma olmasina bagli olarak

diyabetiklerin antioksidanlara daha ¢ok ihtiya¢ duydugu sdylenebilir.

Bu ¢aligmada diyabetik grupta ortalama SOD, CAT ve TAC diizeyleri, kontrol grubuna
gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.05) (Tablo:3.13, 3.14, 3.15). Literatiirde yer alan
caligmalarda diyabetiklerde SOD aktivitesinin arttigi, azaldig1 veya degismedigi ile ilgili
bulgular vardir (91).

Saxena ve arkadaglart (141), diyabetik ratlarda CuZnSOD aktivitesini diisiik
bulmuslardir. Nath ve arkadaslar1 (142) ise diyabetik grup ile kontrol grubu SOD’lerinin farkl

olmadiklarini belirtmislerdir.

Tip 1 diyabetiklerde insiilin yetersizliginde B oksidasyonunun artmasina bagli olarak
hidrojenperoksit olusumunun arttigi bilinmektedir (59). Hidrojenperoksidin doku SOD
aktivitesini indiiklemesine bagli olarak erken donem Tip 1 diyabetiklerde kontrol grubuna gore
yiksek SOD aktivitesi saptanmistir (143). Gilizel ve arkadaslar1 (144) ge¢ donem diyabetiklerde
gozledikleri SOD aktivitesindeki azalmanin hiperglisemiye bagli asir1 enzim tiiketiminin sonucu
olabilecegini belirtmislerdir. Kaji ve arkadaslar1 (145), Tip 2’li diyabetik kadin hastalarda,

kontrol grubuna gére SOD aktivitesinde farklilik saptamamislardir.

38



Merzouk ve arkadaslar1 (146), SOD aktivitesini Tip 2 diyabetlilerde kontrol grubuna
kiyasla anlamli sekilde disiik bulduklarimi ancak, Tip 1 diyabetiklerde bu durumu

saptamadiklarin bildirmislerdir.

Wu ve arkadaslar1 (147) diyabetik ratlarla deneysel olarak yaptiklar1 g¢aligmada,
diyabetik rat bobrek dokusunda SOD, POD (Peroksidaz) ve CAT aktivitelerinin 8. ve 16.
haftalarda anlamli gekilde azaldigini bulmuslardir. Arastirmacilar bu degisikliklerin, yliksek
glikozla indiiklenen bobrekteki antioksidasyon degisiklikleriyle iligkili olabilecegini ileri

stirmislerdir.

S6zmen ve arkadaglart (51) Tip 2 diyabetiklerde yaptiklar1 ¢alismada, SOD

aktivitesinde kontrole kiyasla anlamli bir fark saptamamuglardir.

Tiedge ve arkadaslar (148, 149) siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin salinimlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde,
karaciger, bobrek, iskelet kasi ve yag dokusu gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diistik

diizeyde oldugunu belirtmislerdir.

Tirkalp ve arkadaslar1 (150), diyabetik grupta ortalama TAC diizeyi ile kontrol

grubunda anlamli fark olmadigini gézlemlemislerdir.

Diyabetik olmayan hiperkolesterolemik hastalarda insiilin rezistans1 ve plazma TAC
seviyeleri ile B-karoten ve y-tokoferol arasinda ters bir iligki oldugu gozlenmistir (151). Dosso
ve arkadaglar1 (152), NIDDM’ 1i hastalarda daha diisiik TAC degerleri belirlemislerdir. 75
yasinda erkek ketoasidozis IDDM’ 1i hastanin serum biyokimyasal analizinde a-tokoferol ve -

karoten diizeyleri azalmigsken, TAC seviyesi normal bulunmustur (153).

47 yaginda NIDDM” 1i hastanin lipid peroksidasyon seviyesi, saglikli yasitlarindan ve
genglerden daha yiiksek saptanirken, GSH ve TAC seviyeleri ise saglikli genglere gore daha az
bulunmustur (154).

Tip 2 diyabetik hastalarda yiiksek lipid peroksidasyon ve SOD diizeyleri ile diisiik TAC

seviyeleri ve antioksidan enzim seviyeleri gdzlenmistir (155, 156).

Perifer damar tutulumu olan diyabetik hastalarda lipid peroksidasyon seviyesi ve

ilerlemis glikasyon iirlinleri artarken, plazma TAC seviyesi azalmistir (157).

Koroner arter hastasi Tip 1 diyabetik hastalarda TAC seviyesi, vaskiiler hasari

bulunmayan Tip 1 diyabetik hastalardan daha diigiik bulunmustur (158).

Tip 1 diyabetik ¢ocuklarda kan lipid peroksidasyon seviyesi yliksekken, TAC ve GSH
seviyeleri daha diislik bulunmustur (159).
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5. SONUC

Diyabetik ratlarda gorillen diisik TAC seviyelerinin  takibi, diyabet ve
komplikasyonlarinin izlenmesi igin bir parametre olarak degerlendirilebilir. Arastirmalar
sonucunda, normal smirlar igerisinde viicut agirligi ve egzersiz ile artan antioksidan kapasite

diyabetten koruyucu bir strateji olarak diisiiniilebilir.

Ayrica tip 1 ve tip 2 diyabetde homosistein seviyesiyle ilgili olarak farkli sonuglar
¢ikmaktadir. Diisiik homosistein diizeyi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk tagimazken, diisiik
leptin diizeyiyle gelisen kilo artiginin, serum kolesterol yiiksekliginin ve MDA diizeylerindeki

artisin kalp hastalig1 ve hipertansiyon gibi metabolik hastaliklara yol agacagi unutulmamalidir.
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