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GIRIS VE AMAC

Diyabetin uzun dénem komplikasyonlarindan olan nefropati, diyabetteki
6lim nedenleri arasinda miyokard enfarktiisinden sonra ikinci sirada
gelmektedir.

Nefropati gelisiminde bobrekte glomeriillerde bazal membran kalinlagsmasi,
mezangiyal hiicre proliferasyonu, mezangiumda konsantrik tabakalar seklinde
matriks depolanmasi olur. Bunun sonucunda glomeriiler yapilarda bozulma ve
albiiminiiri gorilir.

Son yillarda bir ¢ok hastalifin patogenezinden sorumlu tutulan serbest
radikaller, diyabetin komlikasyonlart agisindan da 6nem kazanmistir (6,14,15).
Diyabette kan diizeyi yiikselen glukozun otooksidasyona giderek radikal 6zellik
kazandig1 ve ayrica proteinleréin glikolizasyonuna sebep olarak onlari denatiire
cttigi ve oksidan strese yol acug ¢esitli yaymnlarda bildirilmigtir
(36,37,38,39,40,41). |

Bizim ¢alismamizda da amag; diyabette olasi bir oksidan stresin varligini

kontrol etmek ve bunun iizerine bir antioksidan olan E vitamininin etkilerini -

incelemek oldu. Bunun igin de diyabetik ratlardan elde edilen bdobrek
dokularinda  oksidan stresin en iyi gostergesi olan MDA diizeyleri ile
antioksidan enzimler olan katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ¢alisildi ve bunlara E vitamininin etkileri

arastirildi.



GENEL BIiLGILER

Serbest Radikaller

Kimyasal baglar tek molekiiler yoriingeyi paylasan ve birbirine zit y6nde
donen bir ¢ift elektrondan olusmus kararli yapilardir. Dis yoriingesinde bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran atom veya molekiillere “serbest
radikaller” ad: verilir. Bu ortaklanmamis elektronlar, molekiilii gok kararsiz hale
sokar ve serbest radikal, dig yoriingedeki elektronun ortaklanmasini saglamak ve
daha kararli bir molekiil haline getirmek i¢in, diger molekiillerle reaksiyona
girebilecek sekilde reaktif bir yapt gosterir.

Serbest radikaller baslica {i¢ yolla meydana gelirler (1):
1- Kovalen bagli normal bir molekiiliin her bir pargasinda ortak elektronlardan

birinin kalarak homolitik béliinmesi.

X:Y>X+Y
2- Kovalan baglt normal bir molekiilden tek bir elektron kaybir veya molekiiliin
heterolitik bdliinmesi. Bu tipteki bir boliinmede kovalan bagi olusturan her iki
elektron atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikal degil iyonlar meydana
gelir. h

X: Yo X: +Y
3- Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi veya transferi.

A+é—> A"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelir.

Serbest radikaller elektriksel olarak + yiiklii, - yiiklii veya nétral olabilirler,
organik veya inorganik molekiiller seklinde bulunabilirler. Bir serbest
radikal, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona girerse diger bir serbest
radikal olusur ki serbest radikallerin bu 6zelligi onlarin zincir reaksiyonu

olusturmalarina imkan saglar.



Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden tiireyen
serbest oksijen radikalleridir. Oksijen atomu toplam sekiz elektron igerir. Bu
elektronlar dyle dagilmiglardir ki bunlardan disg y6riingede bulunan iki tanesi
eslesmemistir. Bu yiizden oksijen bazen bir difadikal olarak degerlendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona
girer. |

Tablo 1:Oksijen tiirevi bilegikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil  (HO") Hidrojen peroksit (H,0,)
Alkoksil  (RO") Singlet oksijen (0,
Peroksil (ROO") Ozon (03)
Siiperoksit  (0;") Hipoklorik asit  (HOCI)
Nitrik oksit (NO®) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO;") Peroksinitrit (ONO?)')

Siiperoksit Radikali (Anyonu): Oksijenin kendisine bir elektron transferiyle

rediiksiyonu sonucu siiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

O0:+é — O

02 : 16 proton, 16 elektron, yiiksiiz, diradikal

0:"": 16 proton, 17 elektron, negatif yiiklii, stiperoksit (serbest radikal)
Siiperoksit radikali dogada genellikle rediiktiftir ve belirgin 6zelligi

hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve ge¢is metal iyonlarinin rediiktani

olmasidir. Siiperoksit radikali ferrik demiri ferrdz hale getirerek gegis metal

iyonu aracili hidroksil radikali meydana gelmesine katkida bulunur.



0, +Fe” — Fe'?+ 0,
0, + Cu? >Cu'+0,

Fe'’+ H,0, — Fe™ + OH" + OH~

Stperoksit anyonu hem orta derecede oksitleyici hem de iyi derecede
rediikleyici 6zellige sahiptir. Ferrositokrom C, kinonlar, gecis metal iyonlari
gibi maddeleri rediiklerken, askorbik asit, tetrapiroller, hemoprotein ve tioller
gibi maddelerin oksidasyonuna neden olur.

Stiperoksit ve perhidroksil radikalleri birbirleriyle reaksiyona girdiginde
biri okside olurken digeri rediiklenir ve bu dismutasyon reaksiyonu

sonuncunda oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir.

Hidrojen Peroksit (H,0;) : Oksijen molekiiliiniin ortamda bulunan diger
molekiillerden iki elektron alarak indirgenmesi veya siiperoksit radikalinin

bir elektron almiasi sonucu peroksit molekiilii olusur.

0, +2¢é+2H" - H,0,
Stiperoksit anyonunun ikinci elektronu almast ile O272 olusur.
0, +é+-> 0,

0:72: 16 proton, 18 elektron, 2 negatif yiik, radikal degil

Fizyolojik pH’da O:z -#’nin protonlanmasi ile hidrojen peroksit olusur.
Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksit genellikle stiperoksit radikalinden
olusur. Iki stiperoksit molekiilii hidrojen peroksit ve oksijen olusturmak igin
reaksiyona girer.

20, +2H" —» H,0, + 0,



Burada serbest radikal reaktifleri, radikal olmayan iriinler
olusturdugundan, bu bir dismutasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyon yavas ve
spontan igler veya SOD tarafindan kataliz edilir.

Hidrojen peroksit, serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir bilegiktir.
Gegis metal iyonlari varliginda, serbest oksijen radikallerinden en reaktif ve
hasar verici 6zellige sahip olan hidroksil radikalini (OH®) olusturmak igin
kolayca parcalanabilir (Haber Weiss ve Fenton reaksiyonlart). Hidrojen

peroksit oksidan bir ajandir, fakat reaktif degildir.

Haber Weiss reaksiyonu :
Fe'

H,;0,+0;"” - OH'+OH + 0,

Bu reaksiyon demirle katalizlenirse reaksiyon ¢ok daha hizli olup Fenton
reaksiyonu olarak adlandirilir. Once Fe' siiperoksit tarafindan Fe ye
indirgenir. Daha sonra H,O, den hidroksil radikali ve hidroksil anyonu
tiretilir.

Hidrojen peroksit uzun Omiirlii ve biyolojik membranlardan kolayca
gecebilme  yetenegindedir. Aktive olmus ndtrofil  sitoplazmasinda
myeloperoksidaz varliginda hidrojen peroksit klor iyonu ile reaksiyona
girerek hipoklorik asiti olusturur. Hipoklorik asit de siiperoksit radikali veya

Fe* iyonlariyla birleserek hidroksil radikalini meydana getirir (2).

Hidroksil Radikali (OH"): Yari 6mrii ¢ok kisa, ¢ok kararsiz ve reaktiftir.
Olustugu yerde biiyiik hasar yapar. Bunu da ti¢ sekilde gergeklestirir (3).

1- Proteinler ve lipitler arasi ¢apraz baglar olusturma

2- Proton ¢ikarma

3- Elektron transferi
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Perhidroksil Radikali (HO%): Diisik pH degerlerinde siiperoksit
protonlanarak daha reaktif bir tiir olan perhidroksil radikalini olusturur. Ancak

bu, fizyolojik pH’da %]1°den azdir (1).

Perferil Radikali: Siiperoksit radikalinin Fe+*’{i rediiklemesiyle olusur. Ara

tirlindiir, biyolojik sistemlere zarar verir (4).

Nitrik Oksit (NO®): Nitrik oksit sentaz araciligiyla argininden meydana gelir.
EDRF’nin (endotelium-derived relaksing factor) aktif 6gesini olusturan bir

serbest radikaldir. Antiagregan, antiproliferatiftir (5).

Peroksinitrit (ONOO"): Siiperoksit anyonu nitrik oksit ile reaksiyona girerek
peroksinitriti olusturur. Peroksinitrit hem —SH gruplarinin giiglii oksidanidr,

hem de OH® vermek igin pargalanabilir (6).

Alkoksil Radikali (RO®): Peroksil radikalinden bir oksijen atomunun

¢ikarilmasi sonucu olusur (1).

Thiyl Radikali (RS’): Hidroksil radikalinin tiollerle reaksiyona girerek bir

proton koparmasi sonucu merkezinde siilfiir atomu igeren thiyl radikali olusur

(1).

Siilfonil Radikali (RSO®): Thiyl radikallerinin oksijen ile reaksiyonu sonucu
siilfonil radikali olusur (7).

Thiyl Peroksil Radikali (RSO;"): Siilfonil radikalleri oksijenle tekrar

reaksiyona girerek thiyl peroksil radikalini meydana getirirler (7).



Singlet Oksijen (0,'"): Oksijen molekiilii tarafindan absorbe edilen enerjinin
elektronlarda yeniden bir diizenleme yapmasiyla olusur. Dis orbitalindeki
elektronlar antiparalel spinlidir, bu nedenle kararsiz yapidadir. Singlet oksijen,
lipit peroksitleri olusturmak igin yag asitleriyle direk reaksiyona girebilir ama
bir zincir reaksiyonu baslatmak i¢in ¢ift bagdan hidrojen atomu koparmaz.

Lipit peroksidasyonu sirasinda peroksil radikalleri birbirleriyle g¢arpisarak
kiigiik miktarlarda singlet oksijen meydana getirebilirler, bu da daha fazla
peroksit tiretimine neden olur.

Singlet oksijen belli bilesiklerin oksijen varliginda 1s18a maruz kalmalariyla
da olusur. Bunlar 15181 absorbe ederler, daha yiiksek bir elektronik eksitasyon
seviyesine ulasirlar ve oksijene fazla enerjiyi aktararak onu singlet formuna
cevirirler. Boyle fotosensitize edici ajanlar arasinda boyalar (eozin), bazi ilaglar
(tetrasiklinler) ve insan viicudundaki bazi maddeler (porfirinler, riboflavin,
bilirubin) bulunur (4).

Serbest Radikal Kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin
seyri esnasinda meydana gelebildigi gibi organizmanin gesitli dis etkenlere
maruz kalmasiyla da olusabilir.

1. Endojen serbest radikal kaynaklar
a) Mitokondrial sitokrom dizisi, oksidatif fosforilasyon esnasinda, ATP
olusturmak i¢in molekiiler oksijenin suya tetravalan rediiksiyonunu
saglar. Ancak suya indirgenen oksijenin yaklasik %1-5’i normal sartlarda
sitokrom Kkatalizli reaksiyon dizisinden sizar ve Kkatalitik olmayan,
univalan rediiksiyona ugrar ve reaktif oksijen metabolitleri agia ¢ikmaya

baslar.



svannunuvadliyal JILUKRIONIT UKSIdaz
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Sekil 1 : Mitokondrial sitokrom dizisi

b) Ksantin Oksidorediiktaz : Viicutta bir ¢ok oksidaz belli sartlarda ve farkl
etkinlikte toksik oksijen metabolitleri olusumuna neden olabilirler.
Bunlardan ksantin oksidorediiktaz, piirinlerin hipoksantinden ksantine ve
daha sonra tirata olan oksidasyonunu katalizler.

Hipoksantin ksantin oksidaz enzimiyle ksantine oksitlenir. Ksantin ise yine

«santin oksidaz ile bir kez daha oksitlenerck iirik asidi olusturur. Ier iki

caksiyonda da siiperoksit ve hidrojen peroksit radikalleri agiga gikar.

lipoksantin + 20, + 1120 — Ksantin +20,""

<santin + 20, + H,0 — Urik asit + 20,

Ksantin oksidaz ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridrovich tarafindan
inmmlanmustir. Fizyolojik sartlarda bu enzim kapiller endotel hiicrelerinde NAD
agimli ksantin dehidrogenaz olarak bulunur ve herhangi bir serbest radikal
lusumuna neden olmaz. Ksantin dehidrogenaz formu elektron alicist olarak

IAD kullanir ve NADII olusturur,

lipoksantin + NAD+ + H,0 — Ksantin + NADH + H*

santin + NAD+ +H,0 — Urik asit + NADH + H"



Ancak patolojik durumlarda (iskemi- reperfiizyon) enzim dehidrogenaz
formundan oksidaz formuna doniisiir, kofaktér olarak oksijen kullanir ve
stiperoksit radikali olugur. Kan akiminin azalmasi ATP iiretimi i¢in gerekli olan
oksijenin azalmasina bu da hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artmasina
neden olur. Artan kalsiyum iyonlar1 proteolizisi aktive ederek dehidrogenaz
formunun oksidaz formuna doniislimiine neden olur. Diger yandan hiicrede
ATP’nin yikilarak azalmas: hipoksantin konsantrasyonunun artmasina neden
olur. Olusan hipoksantin ksantin oksidaz substrati olarak rol alir.

Yeniden kanlanma ile birlikte ortamda hizla konsantrasyonu artan oksijen,
XO’in yeni kofaktorii olur. Bu mekanizmayla meydana gelen siiperoksitlerden
hidrojen peroksit ve Haber-Weiss reaksiyonlar: ile hidroksil radikali olusarak

hiicrede hasara sebep olur.
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Sekil 2 : [skemi — reperfiizyon olaylar



c) Nétrofillerin membran yiizeylerindeki NADP-bagimli oksidaz sitemi
stiperoksit radikali iiretiminde bir kaynaktir. Bu enzim normalde inaktiftir
fakat notrofil ¢oziinebilir veya partikiiler bir uyaranla (mikroorganizma,
Kompleman 5a, l6kotrien b4) uyarilirsa lizozomal komponentlerini
disariya vermeye baslar ve reaktif oksijen tiirleri olusumuyla mitokondri
disinda oksijen tiiketiminde bir patlama gosterirler. Bu olaya “respiratory
burst” (solunumsal patlama) adi verilir.

Bu sekilde {iretilen stiperoksit radikalinden H,O, meydana gelir. Notrofillerde
yiikksek miktarda bulunan myeloperoksidaz enziminin. (MPQO) kataliziyle

hidrojen peroksit ve klor iyonlarindan, hipokloréz asit (HOCI) olusur.
H,0,+CI'+H" — HOCI+H,0

HOCl ve bunun endojen aminlerle (kloraminler, R’RNCI) olan
reaksiyonlarinin {iriinleri, gii¢lti oksidan ajanlardir. Bu reaksiyonlar hiicre
membran yiizeyinde gerceklesmektedir ve toksik ajanlar hiicre bitisigine ve
fagozomlara dagilmaktadir. Olusan stiperoksitin nétrofil kemotaksisi iginde
oemli rolii oldugu diistiniilmektedir. Bu sistemde bir bozukluk olursa kronik

graniilomatdz hastalik geligir ve bu kisilerde piyojenik enfeksiyonlar goriiliir.
d) Eser elementler varliginda meydana gelen iki reaksiyonla (Haber-Weiss

ve Fenton reaksiyonlart) ile en reaktif ve toksik oksijen

metabolitlerinden olan hidroksil radikali meydana gelir.

H202+02.— —> OH'+OH" +0, (Haber-Weiss)

0, + Fe'® - O,+ Fe'* (Fenton reaksiyonu)

Fe'? + H,0, > Fe" + OH+ OH~



e) Arasidonik asit metabolizmasinda, siklooksijenaz yoluyla
prostaglandinlerin ve lipooksijenaz yoluyla l6kotrienlerin olusumunda,
ara lirlinler olarak peroksil bilesikleri ve hidroksil radikalleri meydana
gelebilmektedir.

2. Ekzojen Serbest Radikal Kaynaklar:: Diyetsel, ¢cevresel ve ilaglar olmak

tizere ti¢ gruba ayrilir. Diyetsel demir ve bakir igeriginde artig, organizmada

Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarini hizlandirmaktadir. Gidalarin uygun

olmayan kosullarda saklanmasi radikal reaksiyonlari igin uygun ortam

olusturmaktadir.

Fazla miktarda ve uzun siire alkol alimi karacigerde serbest raciikal
olusumuna neden olur. Sigaranin gerek dumani gerekse katrani gesitli
radikaller olugmasina neden olup, organizmanin antioksidan kapasitesini
azaltmaktadir.

Ozon, azot dioksit, kiikiirt dioksit, hidrokarbonlar, ayrica asbest, b6cek
ilaglar1 6nemli birer ¢evre problemi ve radikal kaynag) olarak karsimiza

¢ctkmaktadir. N
Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini
wistiklar1 zaman ¢esitli bozukluklara yol agarlar. Karbonhidrat, lipit, protein ve
IONA gibi biyomolekiillerin tiim siniflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile
tkilesme Ozelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden

lurlar (1).
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Reakif Oksin Treri

Serbest Radikaller/Reaktif Uriinleri

Proteinler
E vt ‘oksidasyonu ————— Tiol oksidasyonu
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Y
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“ harabiyet fboztlasyony atma
Memoran harabryey __]
\
Kalsiyum gradientinde ATP e NADP)H)
bozuima tukegm
1 l \
Reseptor fonksiyonunda Enam sistemlennde
atma akdnasyonfinhibisyon

& i
icre harabryet |

J S

Sekil 3 :Serbest radikallerin biyomolekiiller {izerine etkileri

*.C. m‘. = O Mﬁﬁm

o



Membran Lipitlerine Etki (Lipit peroksidasyonu) :

Hidrojen atomu tek bir proton ve tek bir elektrona sahiptir. Biyolojik
molekiilden bir hidrojen atomunun g¢ikarilmasi, molekiilde hidrojenin daha
6nceden baglanmis oldugu eslesmemis bir elektron birakir. Hidroksil radikali
gibi yiiksek reaktivite gosteren radikaller, bir hidrojen kopararak, biyolojik
molekiillere saldinirlar. Bu durum lipit peroksidasyonunu baglatan ilk
basamaktir.

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan -ve hiicre
membranindaki poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan bir
reaksiyondur (8). Bu olay, hiicre zarinda bulunan poliansatiire yag asitlerinin
alfa-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla
basglatilmaktadir (9,10,11). Hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi
lipit radikali halini alir. Yapida molekiil igi ¢ift baglarin yer degistirmesi sonucu
konjuge dienler olusur. Ardindan molekiiler oksijenle etkilesim sonucunda lipit
peroksil radil;;ali ortaya ¢ikar. Bunlar da yeni lipit radikallerinin olusumuna yol
acarken, kendileri de lipit hidroksiperoksitlerine doniismektedirler. Lipit
hidroksiperoksitleri yikilarak biyolojik olarak aktif yapilar olan aldehit ve
karbonil bilesiklerine doniisiirler. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) olusur. Olusan
MDA membran yapilarini etkileyerek ¢apraz baglanma ve polimerizasyona
sebep olabilir. Sonu¢ olarak da iyon transport bozukluklari, enzim aktivite
degisiklikleri, hiicre bilesenlerinin agregasyonu gibi degisiklikler ortaya
cikabilir.

17



Baslama

Cok doymamis yag asitien (LH)
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Proteinlere Etki

Serbest radikaller proteinler iizerine olan hasar yapici etkilerini proteinlerde
serbest radikal birikimi yapip, hiicrenin canlihgini énemli &lgiide etkilerler.
Doymamis bag ve siilfiir igeren molekiillerin serbest radikaller ile reaktivitesi
¢ok yiiksek oldugundan fenilalanin, tirozin, triptofan, histidin, metionin gibi
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Bunun
sonucunda 6zellikle siilfir ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu
reaksiyon sonucu alblimin ve immiinoglobiilin gibi fazla sayida disiilfit bag!
bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur ve normal fonksiyonlarini

yerine getiremezler (12).

Niikleik Asitler ve DNA’ya Etki

Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona yol agarlar.
Hidroksil gibi serbest radikal bilesikleri DNA bazlari tizerinde geri-doniisiimsiiz
degisikliklere neden olurlar. Bunlardan en 6nemlileri timin ile hidroksil
radikalinin olusturdu@u triin olan timin glikol ve guanin ile hidroksil radikalinin
olusturdugu tirtin olan 8-hidroksi guanindir. Bu DNA triinleri onarim enzimleri

ile elimine edilir ve idrarla atilir.

Karbonhidratlara Etki

Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit,
seroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bir okzoaldehit olan gliokzil de
DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma
jzelliginden dolayi antimitotik etki gdsterir.

Yine siiperoksit ve hidrojen peroksitin in vitro olarak hyaluronik asidi

var¢aladiklar1 gosterilmistir (13).

)
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SERBEST RADIKALLER ve TOKSIiK OKSIJEN METABOLITLERININ
ROL ALDIGI PATOLOJILER (6,14,15)

e Diabetes mellitus

o Karsinogenez

e Ateroskleroz

e Hipertansiyon

e Yaslanma )

o Inflamatuar hastaliklar (inflamatuar barsak hastaliklari, artrit, ba{g dokusu
hastaliklari, immiin yetmezlik sendromlari, 6zofajit, adult respiratuvar distres
sendromu )

e G0z hastaliklari (makiiler dejenerasyon, katarakt, retrolental displazi)

e Iskemi — reperfiizyon sendromlari(miyokard enfarktiisii, kardiyak arrest,

iskemik pankreatit, iskemik hepatit, merkezi sinir sistemi iskemisi, neonatal

nekrotizan enterokolit, akut renal yetmezlik ...)

» Kas hastaliklari (muskiiler distrofi, multipl skleroz)

» Nefrolojik hastaliklar ( diabetik nefropati, glomeriilonefrit, pyelonefrit, toksik
nefropati, agir metal nefrotoksisitesi)

» Hematolojik hastaliklar ( orak hiicre anemisi, malarya, favizm, siilfonamid,
primakin gibi ilaglarin toksisitesi)

» Akciger hastaliklart (sigara, amfizem, bronkopulmoner displazi, oksijen
toksisitesi, asbestozis)

» Deri hastaliklar ( kontakt dermatit, solar radyasyon )

» Hepatik bozukluklar ( alkol, hidrokarbonlar, asetaminofen, demir,

endotoksinler )
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ANTIOKSIiDAN SAVUNMA SiSTEMLERI
ENDOJEN ANTIiOKSIiDANLAR :

1. Enzimler :
a) Siiperoksit Dismutaz (SOD): ilk olarak 1968 yilinda Fridrovich ve
Mccord tarafindan tanimlanan enzim siiperoksitin hidrojenperoksit ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler. Bdylece lipit peroksidasyonunu

inhibe eder. SOD’un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diigtiktir.

20" +2H+ > H:0:+ O

SOD ile katalizlenen reaksiyonun luzi spontan reaksiyonun 4000 katidir.

Enzimin Cu-Zn, Mn ve Fe igeren {i¢ tip izoenzimi vardir.

Cu-Zn SOD: 2I. Kromozoa;ilda lokalizedir. Okaryotik hiicrelerin
sitoplazmalarinda bulunur. Herbiri zincir igi disiilfit bagi, bir -SH grubu ve
bir asetillenmis aminoterminal grubu tasiyan iki alt Giniteden olusur. Aktif
bolgesinde her alt {initede bir bakir ve ¢inko atomu bulunur. Enzim bitki,

maya ve hayvan dokularindan izole edilmistir. pH = 5.5-10 araliginda

aktiftir. Sitozolik Cu-Zn SOD siyaniir ile inhibe edilir.
Mn SOD: 6. kromozomda lokalizedir. Cu-Zn SOD ile ayni mekanizma
lizerinden etki gosterir. Fakat pH= 7’nin lizerinde aktivitesini kaybeder.

Siyaniir tarafindan inhibe edilemez.

Fe SOD: Okaryotik hiicrelerde bulunmaz. Her biri 23000 dalton molekiil

agirhginda iki alt tiniteden olusur. Her bir alt {initede bir tane Fe+? bulunur.
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b) Katalaz: Dort adet hem grubu igeren bir hemoproteindir. Peroksizomlarda

lokalizedir. Hidrojenperoksiti molekiiler oksijen ve suya pargalar.

2H202 —> 2H20 + O,

Peroksidaz aktivitesine ilaveten bir molekiil hidrojenperoksiti elektron
verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya elektron alicisi olarak
kullanabilir. Hidrojenperoksit, metil, etil hidroperoksitleri gibi kiiciik

molekiillere karsi indirgeyici aktivitesi vardir.

¢) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Yaklasik 85000 dalton aélrllgmda aktif
bélgesinde tetramerik 4Se (Selenyum) atomu igeren sitozolik bir enzimdir.
Rediikte glutatyon (GSH) varliginda hidrojenperoksit ve lipit peroksitlerin

indirgenmesinde rol alir.

H,0;+2GSH — GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH —» GSSG + ROH + H,0

Enzim aktivitesinin devami igin okside glutatyonun tekrar reditkte hale
donmesi gerekir. Bu reaksiyon NADPH bagimli glutatyon rediiktaz

tarafindan yiratiliir.

GSSG + NADPH + H' —» 2GSH + NADP'

GSH-Px solunum patlamasi sirasinda serbest radikal {irlinlerinin fagositik

hiicrelere zarar vermesini onler. Eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili

antioksidandir (16).

d) Glutatyon-S-Transferaz (GST): Her biri iki alt tiniteden olugmus bir

enzim ailesidir. Bagta aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak
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tizere lipit peroksitlerine karst Se bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererck bir

defans mekanizmasi olusturur (106). .

ROOH + 2GSH - GSSG + ROH + H,O0

Glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak yabanci maddelerin
elektrofilik bolgelerini ndtralize ederler ve suda ¢6zlnilir hale gelmesini

saglarlar. Hiicre i¢i tasiyici, baglayict ve detbksiﬁkasyon gorevleri vardir.

¢) Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Solunum zincirinin son basamaginda
ver alan, bakir iceren mitokondrial bir hemoproteindir (17). Elektron transport
zincirindeki gorevine ek olarak siiperoksit radikalinin suya doniisiimiinii de
saglar. ‘

0, +4H' +4é > 21,0

2. Enzim Olmayanlar :

Lipit Fazda Bulunanlar :

a) E Vitamini: L vitamini tokofcrol yapisinda olup ilk olarak LEvans ve Bishop
tarafindan 1923  yilinda  tamimlannis  ve daha sonra kimyasal yapisi

aydinlatulmistir.

Sekil 5:a — Tokoferol
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Alfa, beta, gama, delta, eta, ve zeta gibi ¢esitli dogal tokoferoller
bulunmaktadir. D-alfa tokoferol, tokoferoller iginde en aktif olanidir. Isiya
dayaniklidir, dondurma ve kizartma ile 6nemli 6lgiide tahrip olur (18).

E vitamini, plazma ve tiim hiicresel membranlarda bulunan bir lipit-faz
antioksidanidir (19). Hiicrede siiperoksitlerin, ¢oklu doymamis yag asitlerini
okside ederek onlari nonenzimatik olarak harap etmesini onler. Diyetsel en
onemli kaynak bitkisel yaglar ve tohumlardir. Diyetle ortalama giinde 5-10 mg
kadar E vitamini alinmaktadir. Sindirim yoluyla emilmesi i¢in yag emilimi ve
safra asitlerinin normal olmasi gereklidir. Emilimi pasif diflizyonladir. Dogada
yaygin bulunur. insanda eksikligi nadir olarak gériiliir. Prematiir bebeklerde E
vitamini eksikligine bagli hemolitik anemi gosterilmistir.

E vitamini zincir kirici bir antioksidan olarak bilinir. Yapisindaki fenolik
hidroksi grubuna sahip aromatik halka kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve
antioksidan ozelligi buradan kaynaklanir. Lipit peroksil radikalini (ROO®)

parcalayarak lipit peroksidayon zincir reaksiyonlarini sonlandurir.

ROOQO °+ alfa-tokoferol-OH —» ROOH + alfa-tokoferol-O°

Olusan tokoferoksil radikali glukronik asitle konjuge edilerek safra yoluyla
itilir. E vitamini okside olduktan sonra askorbik asit ve glutatyon tarafindan
reniden indirgenebilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest
adikallere kars! birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. E vitamininin emilimi
¢in selenyum gereklidir. E vitamini ise selenyumun kaybini 6nleyerek veya onu
ktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir. Plazma konsantrasyonu 0.4-0.5

1g/dl’dir (20).

) Karotenoidler ve Retinol : Bitkilerde karotenoidler, hayvansal besinlerde ise
:tinol esteri halinde bulunur. Isiya dayaniksizdir. Et, balik, karaciger, havug,

omates ve yesil yaprakhi sebzelerde bol bulunur. Retinol barsaktan tamamiyla
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absorbe cdilirken, karotenlerin yaklasik 1/3 kadari absorbe edilir. Normal
plazma konsantrasyonu 30-70 mikrogram/dl’dir (18).

A vitamininin metabolik n maddesi olan beta-karotenin singlet oksijeni
baskilama, siiperoksit radikalini temizleme ozelliklerine ek olarak peroksil
radikali ile etkileserek antioksidan etki gosterdigi belirlenmistir. In vivo diisiik
pO,’de daha iyi fonksiyon goren lipofilik bir antioksidandir. Antikanserojen,

antiaterosklerotik oldugu gosterilmigstir (21).

CHa
CH, CH, CH, Hyl Ly
/ /\ 4 < k N\ ~ »/ ]
Y AY P AN N /
VAN NN A N N \\(/‘ NN,
\ / Ed 1 —
/ 4 i B
= Ci, ChHy CH, SH
CH, B-Kardten

Seckil 6: 3-Karoten

¢) Ubikinon : izoprenoid taki igeren kinon tiirevleridir. Rediikte formu koenzim
Q dur. Mcmbraﬁfnsfolipitlerini oksidatif hasardan korudugu ve singlet oksijeni
temizledigi diistiniilmektedir (22).

d) Bilirubin : Ankonjuge bilirubin dolagimda albiimine baglanir ve alblimine
bagli yag asitlerini lipit peroksidasyonuna karst korur (23). Antioksidan
aktivitesi diistik pO,’de artar.

e) Melatonin; Hidroksil radikallerini ortamdan uzaklastiran lipofilik ve giiglii
bir antioksidandir. Melatonin, hidroksil radikaliyle reaksiyona girdikten sonra
bir indolil katyon radikaline doniisiir. Sonra olusan bu radikal siiperoksit
radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterir (24). Tiim hiicre organellerine ve

niikleusa ulasabilir . Ayrica DNA’y1 oksidatif hasardan korur.



Sivi Fazda Bulunanlar :

a) C Vitamini (Askorbik asit): Suda eriyen giiclii bir antioksidandir. Ince
barsaklardan kolaylikla emilir. Plazma konsantrasyonu 2mg/dl’dir. 100-150
mg/giin dozunda alimi yeterlidir (25). C vitamini 1s1, 151k, bakir varhg ve
ozellikle alkali ortamda kolaylikla okside olur. Ateroskleroz, iskemik kalp

hastalif1 ve kansere karsi koruyucu etkisi oldugunu gosteren ¢alismalar vardir.

O = C — o= C
t }
HO — C Q= C
] 4 i
HO — C S = C
} ' f
H -—C + H— C
! ¢

RO ~— C ——H HO — ¢ —H
| f

CHOH CHLOH

L~ Askorbik Asit Dihidro-Askorbik Asit

Sekil 7 : Askorbik asit

Stiperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girer ve ortamdan
1zaklastirir. Tokoferoksil radikalinin, alfa-tokoferole rediiklenmesini saglar.
Reaktif bakterisidal molekiillerin hiicre i¢inde seviyelerinin azalmasina yol
icmadan oksidatif parcalanma {riinlerinin zarar verici etkilerini engeller.

Stiperoksit radikali gibi ferri demiri ferro demire indirgeyen ikinci bir selliiler
yjandir. Bu yiizden prooksidan olarak da degerlendirilir. Antikanserojen etkisi

rOsterilmistir (26).

») Urik Asit: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, stiperoksit, peroksi

adikallerini ve singlet oksijeni temizler. Bakir ve demir iyonlariyla olusan



oksidasyona karsi selat yaparak C vitamininin oksidasyonunu engeller (27).

Hemoglobin ve eritrositleri peroksidatif hasara kargi korur (28).

¢) Seruloplazmin: Bakir iceren bir proteindir. Plazmada bakirin %90 kadarini
tasir. Ferrooksidaz aktivitesi sebebiyle dnemli bir antioksidandir. Oksijen suya
rediiklenirken ferro demirin ferri demire oksidasyonunu Kkatalizler. Bu,
transferrine demir baglanmasini arttirir ve ferro demirin hidrojen peroksitle

reaksiyonunu onler (29).

d) Transferrin : Viicutta demir tagtyan major proteindir. Bagli demir, hidroksil

radikali olusumu veya lipit peroksidasyonunda rol alamaz (23).

¢) Ferritin: Dokuda demir baglar.

f) Albiimin: Plazmanin zincir kirict antioksidan aktivitesine yol agan plazma

siilfidril gruplarinin major komponentidir. Plazmada hipoklordz asitin gii¢lii bir

emizleyicisidir (23).

1) Glutatyon: Glutamik asit, sistein ve glisin amimoasitlerinden olusmustur.
-SH gruplarini rediikte halde tutarak, fonksiyonel protein ve enzimlerin

naktivasyonunu engeller.

) Haptoglobulin-Hemopeksin: Hem bilesikleri lipit peroksidasyonunu
1izlandirmaktadir. Hemopeksin hemi, haptoglobiilin de hemoglobini baglayarak

pit peroksidasyonunu uyaran bu bilesiklerin etkinligini azaltirlar (30).
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EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR :

a) Flavonoidler: Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin O”, RO°, ROO", NO
radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu, alfa-tokoferol rejenerasyonu gibi
etkileri sdz konusudur (31,32). Tum flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi
konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Fenolik antioksidan, lipit
radikallere hizla H™ vermesi seklinde lipit oksidasyonu ile etkilesir. Gorevi
ROO® ve RO’ radikalini pargalamak ve boylece lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonunu  sonlandirmaktir.  Ayrica  bakir  iyonlanyla = kompleks

olusturabilirler; bu durum antioksidan etkilerine baglanabilir (33).

b) Allopiirinol — Oksipiirinol: Ksantin oksidaz enzimi aracilifiyla siiperoksit
olusumunu inhibe eder. Ayrica serbest radikal temizleme kapasitesine de

sahiptir.

¢) Tioller: Bir antioksidan olan glutatyonun rejenerc olmasini saglar.
d) Soya Fasiilyesi Inhibitérleri : Ksantin dehidrogenazin proteolitik etki

sonucu ksantin oksidaza doniisiimiinii inhibe eder.

e) NADPH-Oksidaz inhibitorleri: Adenozin, nonsteroid antiinflamatuar
ilaglar, lokal anestezikler ve bazi kalsiyum antagonistleri Grnek verilebilir.
Nétrofil ve makrofajlarda mevcut NADPH-Oksidaz araciligiyla siiperoksit

dlusumunu inhibe eder (29).
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DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus, insiilin salgilanmasi ya da insiilinin etkisindeki tam veya
kismi yetersizlikle iligkili olarak ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi; karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ve bu bozukluklari takiben ileri
dénemde ortaya g¢ikan ¢esitli komplikasyonlarla ( anjiopati, kardiyomiyopati,
noropati, nefropati ve retinopati gibi) karakterize bir sendromdur (34).

Bu hastalik ¢ok eski yillardan beri bilinmesine ragmen, idrarda sekerin
bulundugu ancak 18. yy’da Dopson tarafindan saptanmis ve hastaligin
pankreasla olan iligkisi 1889 yilinda Mering ve Minkowski’nin pankreatektomi
yapilmis kopeklerde diyabet olustugunu gozlemlemeleri ile anlasilmistir. 1921
yilinda Banthing ve Best’in, inslilini pankreastan ekstre etmeleri sonucunda da

bu iliskinin sekli kesin olarak ortaya ¢ikmistir.

Diabetes mellitusun Tipleri ve Klinik Ozellikleri:

Diabetes mellitusun biitiin tipleri ya dolasimdai:i insiilin konsantrasyonlarinin
azalmasindan (insiilin yetersizligi) ya da hedef dokularin insiiline yant
verebilirliginin azalmasindan (insiilin rezistansi) kaynaklanmaktadir. Diyabetin

baslica iki ana tipi vardir: a) Tip-1 diyabet ve b) Tip-2 diyabet

Tip-1 diyabet : Insiiline bagimh (IDDM) veya geng tipi (juvenile onset) diyabet
olarak adlandiriimaktadir. Bu tip diyabet total veya kismi insiilin yetmezligi
olarak da tanimlanmaktadir. Polidipsi, poliiiri, zayiflama ve ketoasidoz gibi
klasik diyabet semptomlar1 gosterir. Hiperglisemi ve ketoasidoz olusumunu
engellemek i¢in insiilin tedavisine gereksinim gdsteren diyabet tipidir. Bu tipte
pankreasin insiilin salgilayan beta hiicrelerinin viriitik enfeksiyonlar veya

otoimmiinitedeki degisimlerden dolayi tahrip oldugu gosterilmistir.
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Tip-2 diyabet : Insiiline bagimli olmayan (NIDDM) veya eriskin tipi (Maturity
onset) diyabet olarak adlandirilmaktadir. Bu tip diyabetin obesite ve kalitimla
iligkili oldugu bilinmektedir. Bu hastalarin baslica karakteristikleri; insiilinin
sentez, salg! ve depolanmasinda bir bozukluk olmadigi halde periferik dokularda
instiline karsi rezistans s6z konusudur. Insiilin rezistansi, hiperinsiilinemi ve
glukoz toleransindaki bozukluk, bu hastalarda goriilen ¢esitli komplikasyonlarin
ana nedenleri olarak belirtilmistir. _insijlin rezistansi; hedef hiicrelerde insiilin
reseptdr sayisinin azalmasi veya hiicre iginde postreseptér diizeyde insiilin

etkinliginin azalmasi ve direng gelismesi ile tanimlanabilir (35).

Diyabet ile Serbest Radikaller Arasindaki Iliski

Hipergliseminin glukooksidasyonu (glukozun otooksidasyonu), , protein
glikasyonunu ve lipit peroksidasyonunu indiikledigi agik¢a bilinmektedir.
Ayrica artan glukoz ile birlikte gesitli yolaklar da aktive olup hiicreler igin
zararli olan reaktif oksijen tiirlerinin olusmalarina katkida bulunurlar (36).
Sorbitol biyosentezinin aktivasyonu: Hiperglisemiye bagli olarak sorbitol
biyosentez yolunun o6nemli iki enzimi olan aldoz reditktaz ve sorbitol
dehidrogenaz enzimleri aktive olur ve hiicre i¢i sorbitol ve fruktoz diizeylerinin
artmasiyla sonuglanir. Sentez esnasinda arttirilmis olan substrat akisi, yalnizca
hiicresel sorbitol ve fruktoz diizeylerini yiikseltmeyle kalmaz ayrica sitozolik
NADH’1in NAD+’a degisim oranini arttirirken, NADPH’dan NAD+’a doniisiim
oranini da azaltir. NADPH’1n hiicre depolarinin aldoz rediiktaz araciligiyla
tiiketilmesi diger NADPH igeren enzimlerin aktivitelerini de inhibe edebilir.

(NO sentaz aktivitesi ve bOylece L-argininden NO {iretimi azalir)(37).

Siklooksijenaz sentez yolunun aktivasyonu: Hiperglisemiyle birlikte aktive
olmus siklooksijenaz enzimi, arasidonik asitten PGG:2’ye donlisiimii

arttirmaktadir. PGG2’nin PGH:’ye indirgenmesi i¢in gerekli olan prostaglandin
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hidroperoksidaz enzimi, substrat olarak sorbitol sentez yolunun aktivasyonu
nedeniyle asiri liretilen NADPH veya NADH’1 kullanmaktadir. Bu déniisiim

sirasinda normalden fazla stiperoksit radikali olugmaktadir (38).

Glukozun otooksidasyonu : Diyabetle indiiklenen hiperglisemi, reaktif oksijen
tiirlerini arttirmakta ve boylece oksidatif stres olusmaktadir (39). Artmis olan
glukoz oksidasyon reaksiyonlarint baslatarak hem kendisinde hem de
proteinlerde kalici modifikasyonlara yol agmaktadir. Gerek lipitlerin gerekse de
proteinlerin glukozla girmis olduklari bu tiirden reaksiyonlara “Maillard
reaksiyonu” ve ilk olusan driinlere de “sift — baz1” adi verilir. Daha sonra bu
tirtinler glikozillenmis son iiriinleri (Advanced Glycosilation End Products
(AGEs) ) olusturmaktadirlar. Olusan bu triinler in vivo kosullarda oksidatif
kirlma veya ¢apraz baglanma rcaksiyonlarina katilirken in vitro kosullarda
furozin, glusitollizin/mannitolizin  gibi indirgenmis AGEs formlarina

doniismektedirler (40).

Diyabette Bobrekler

Nefropati, diyabetin kronik dénemde ortaya ¢ikan komplikasyonlarindandir.
Diyabetteki 6liim nedenleri arasinda miyokard enfarktiistinden sonra ikinci
inrada bobrek yetmezligi gelir. Diyabetik nefropatide morfolojik olarak glomeriil
vazal membraninda kalinlagma, mezangiyal matriksin genislemesi ve bununia
liskili glomeriiler filtrasyonda degisiklikler goriiliir.

Hipergliseminin indiikledigi oksidatif stres ve protein kinazin artan
ktivasyonu sonucu sitokin lretiminde artma (6zellikle TGF-beta 1) meydana
elir, bu da kollajen sentezinde artmaya yol acar. Glomeriil bazal membraninda
lusan bu degsiklikler sonucunda glomeriiltin yapisal biitiinliigii bozuldugu i¢in
Ibliminiiri goriilmeye baglar. Glomeriiler ve tiibiiler degisiklikleri erken
onemde tespit i¢in idrarda matriks proteinlerinden kollajen, sitokinler (TGF

eta 1) erken donemde Olgiilebilir (41).
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MATERYAL ve METOD

Calisma kapsamina ortalama agirliklar1 250-300 gr olan 40 adet rat alindi.
Bunlardan 27 tanesine bir gece ag¢ birakildiktan sonra diyabet olusturulmak
lizere intraperitoneal 55mg/kg  streptozotosin  (STZ) verildi. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra ratlarin kuyruklarindan alinan kanlarda glukoz
diizeylerine bakildi. Glukoz 6lgiimiinde “Accutrend — Glucose” cihazi ve test
stripleri kullamildi. Normal kan sekeri degeri 90-110 mg/dl olarak alindi. Kan
sekerleri 250 mg/dI’nin {izerinde olanlar diyabetik kabul edildi. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra, yani diyabet olusumundan hemen sonra E
vitamini tedavisine baslandi. Bunun amaci, diyabetlilerde bdbrekte E
vitamininin oksidan strese karst koruyucu etkisinin olup olmadigini
arastirmakti. E vitamini ratlara 268 mg/kg/giin seklinde gavajla intra oral yoldan
10 hafta siireyle verildi. Calismada E vitamini tipi olarak D-L. alfa
tokoferilasetat kullanildi. 10 hafta bitiminde hayvanlara %35 iirctan anestezisi
verildi. Goglis kafesi agildi. Kan analizleri i¢in sag ventrikiilden numune alindt.
Daha sonra bobrekleri alinip derin-dondurucuya konuldu. Tiém numuneler
homojenize edildikten sonra homojenatlarda protein degerleri, SOD, GSH-Px ve

CAT aktiviteleriyle lipit peroksidasyon tiriinti olan MDA diizeyleri ¢alisildi.

Calisma kapsamindaki ratlar 4 gruba ayrildi :
Grup 1. Kontrol grubu (K) (n=8)
Grup 2. E vitamini verilmis kontrol grubu (K+E ) (n=5)
Grup 3. Diyabet grubu (n=16)
a) Orta derecede diyabetik grup (OD) (n=6): Kan glukozu 400mg/dl altinda
olanlar.
b) Siddetli derecede diyabetik grup (SD) (n=10): Kan glukozu 400 mg/dl
tizerinde olanlar.

srup 4. E vitamini verilmis diyabet grubu (D+E) (n=11)
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Kullanilan Cihaz ve Aletler

Harrier 18/80 (refrigerated) marka ve model santrifiij

Unicam marka ve Hexios alfa model spektofotometre

Transferpette marka ayarlanabilir otomatik pipetler

Muhtelif cam malzemeler

Derin-dondurucu (-20 C ) ve homojenizator

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Tayini

Deneyin presibi; H202’nin ortamda bulunan GSH-Px enziminin katalizi ile H.0
ve singlet oksijene gevrilir ve bu esnada redilkte GSH okside glutatyona
(GSSG) gevrilir. GSSG ise ortamda bulunan NADPH ile tekrani GSH’a doniisir.
Reaksiyon hizi NADPH’in optik dansitenin 340 nm’de azalmasinin takibi ile

hesaplanir (42 ).
NADPH  NADP
S
2GSH + 202 — 2H20+GSSG —  2GSH

Enzim iinitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’in mikromol miktaridir.

Deneyde Kullanilan Reaktifler:

1. GSH (150mM): 250mg GSH 5 ml tamponda ¢6ziliir.

NaN3 (2mM): 260 mg NaN3 2 ml tamponda ¢oziiltir.

NADPH (7.2 mM): 30 mg NADPH 5 ml tamponda ¢oziiliir.

GSH Rediiktaz: 3,2 M (NH4)2S04 ile seyreltilerek kullanilir.

H20:2 (30 mM): 15 mikrolitre H202 alinip 5 ml tampona eklenir.
(NH4)2804 (3.2 M): 42.24 gr (NH4)2S04 alinir, 100 ml distile suda ¢oziiliir.
Tampon (pH: 7 ve 50mM fosfat tamponu) A: NazHPO4, 50mM, 7.1 gr/L
B: KHPO4, 50mM, 6.8gr/L

N o

Hazirlanisi: 600 ml A +400 ml B + 2.08 gr Na2EDTA
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Deneyin yapilist :

Fosfat Tamponu (ml) 2.65
Rediikte GSH (ml) 0.1
NADPH (ml) 0.05
GSH-Rediiktaz (ml) 0.1
NaNs3 (ml) 0.1
Numune (mikrolitre) 100

Karistirilir, 1dakika boyunca 340 nm’deki optik dansite azalmasi izlenir. Bu,
koriin optik dansitesini verir. Daha sonra tizerine H20: (100 mikrolitre ) eklenir
ve 3 kere kanstirihr, ldakika boyunca 340 nm’deki optik dansite azalmasi

izlenir.

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi:

Spesifik aktivite: (Optik dansite farki/dkX24:00)/mg protein X 1000

Katalaz Aktivitesi Tayini

Deneyin prensibi: Hidrojen peroksit, ultraviyole spektrumu araliinda
absorbsiyon verir. Deney ortaminda katalaz enziminin Kkataliziyle hidrojen
peroksitin parcalanmasi, 240 nm dalga boyunda absorbansta azalma olarak takip

edilir. Absorbanstaki dakikalik diisme hizi enzim aktivitesiyle dogru orantilidir

(43).
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Kullanilan reaktifler:

1. Fosfat tamponu (pH: 7, 50mM): 50 mM,7.1 g/l Na:POq’iin 600 ml’si ile 50
mM,6.8 g/l KH2POs’lin 400ml’si karistirilir.

2. H20: (30 mM): 100 ml tampona optik dansite 0.50 olana kadar azar azar
H20: eklenir. 100 ml tampona 300 mikrolitre (%3’liik) ilave edilerek

ayarlanir.

Deneyin yapilisi:

Kor Numune
Fosfat Tamponu 2.99 ml 2.98 ml
H:0: 0.01 ml 0.01 ml
Homojenat - 0.0l ml

Spesifik aktivitenin hesabi: Optik Dansite farkt /dk X 7320/mg protein

SOD Aktivitesinin Tayini

Deneyin prensibi: Ksantin-Ksantin Oksidaz sistemi ile siiperoksit radikali
tiretilir. Ortamda SOD yoksa stiperoksit radikali NBT (nitroblue tetrazolium)’yi
rediikler ve menekse rengi olusur. Ortamdaki SOD miktarina gore siiperoksit
radikalinin ortadan kalkmast ve NBT rediiksiyonunun inhibe olmasi rengin

siddetinde azalmaya neden olur. Ol¢iim 560 nm’de yapilir (44).
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Kullanilan reaktifler:
1.Calisma Reaktifi:
Ksantin (0.3 mM): 9.13 mg ksantin alinir, 200ml! distile suda ¢6ziiliir.
EDTA (0.6 mM): 25 mg EDTA alinir, 100 ml distile suda ¢oziilir.
NBT (150 mikrogr/L): 12.3 mg NBT alinir, 100 ml distile suda ¢oziiliir.
Na>COs; (400mM): 2.54 g Na:CQO:s alinir, 60 ml distile suda ¢oziiliir.
Bovine serum albumine (1gr/L): 30 mg alinir, 30 ml distile suda ¢oziiliir.
2. Ksantin oksidaz (167U/L): 10 mikrolitre XO alinir, Iml 2M (NH4)2S04 ile
karigtirtlir.
3. CuClI2(0.8 mM): 10.8 mg CuCl: alinir, 100 ml distile suda ¢oziiliir.
4. (NH4)2S04(2M): 2.64 gr alinir, 10 ml distile suda ¢o6ziiliir.

Deneyin yapilisi :

Kér Numune
Calisma reaktifi 2.8 ml 2.8 ml
Numune _ 100 mikrolitre
X0 50 mikrolitre 50 mikrolitre

Oda sicakliginda 20 dk inkiibasyon

CuCl2 100 mikrolitre 100 mikrolitre

Numune 100mikrolitre -

560 nm’de distile suya kars: okunur.
Enzim aktivitesi tayini:
|U: NBT’nin rediiksiyonunda %50 inhibisyon yapan enzim miktart

J/ml/gr protein: (Kér optik dansite-Numune optik dansite/Kér optik dansite X

00 / 5)/mgprotein /ml
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MDA Diizeyi Tayini

Deneyin prensibi: Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA,

tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek pembe renkli bir kompleks

olusturur. Bu kompleks spektrofotometrik olarak 532 nm’de okunur (45).

Kullanilan reaktifler:

1. Fosfat Tamponu : pH:6, 100mM izotonik fosfat tamponu. 2.13 g Na2HPOa4,
11.56 g KH2PO4 tartilarak 1 litreye tamamlanur.

2. %2’lik TBA : (CaHaN202S, M=144.15 g/mol, Merck)

3. %2’lik TCA (trikarboksilik asit): 0.5 ml derisik HCI’nin su ile 10 ml’ye
tamamlanmig ¢6zeltisinde 20 gr TCA ¢6ziiliir.

4. %99.9 Etil alkol

Deneyin yapilisi :

Numune Kér
Numune 0.200 ml 0.200 ml
Alkol 1 ml I ml
Tampon I ml I ml
TCA 1 ml 1 ml
TBA 1 ml 1 ml

30 dk kaynatma + santriflij

TBA 1 ml

532 nm’de okunur.

MDA’nin hesaplanmas::

nmol MDA / ml / gr protein = OD X 57.14 / mgr protein
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDiRMELER :
Istatistiksel analizler “SPSS” paket programinda Npar Kruskal Wallis testi
kullanilarak yapildi.
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BULGULAR:
Tablo 1: Diyabet ve kontrol gruplarinin Katalaz (1U/mlmg proteivml), GSH-Px

(U/Limg proteinxL), SOD (U/ml/mg protein/ml) ve MDA (nmol/mg protein) degerleri.

Grup |Katalaz |GSH-Px S0D MDA
K+E 56 0,09 45 0,11
K+E 71 0,09 47 0,11
K+E 77 0,09 36 0,16
K+E 97 0,09 38 0,15
K+E 70 0,08 35 0,16

K 68 0,11 40 0,21

K 77 0,09 38 0,25

K 78 0,11 41 0,21

K 71 0,1 36 0,19

K 72 0,09 40 0,26

K 86 0,1 40 0,23

K 66 0,1 45 0,24

K 64 0,09 40 0,14
D+E 17.2 0,06 27,4 0,15
D+E 54 0,14 35 0,12
D+E 39 0,11 34,4 0,15
D+E 38 0,11 34,4 0,2
D+E 46 0,13 40 0,16
D+E 79 0,15 38 0,17
D+E 44 0,13 32 0,13
D+E 52 0,15 35 0,11
D+E 50 0,18 37 0,17
D+E 61 0,18 30 0,08
D+E 64 0,15 34 0,14
D+E 58 0,12 34 0,18
oD 60 0,13 37 0,17
oD 56 0,15 37 0,15
oD 42 0,13 28 0,14
oD 61 0,12 40 0,21
oD 34 0,12 30 0,15
$D 48 0,14 37 0,2
$SD 35 0,09 38 0,22
SD 27 0,1 28,4 0,29
$D 33 0,1 38 0,13
SD 50 0,14 33 0,13
$D 50 0,16 27 0,12
$D 46 0,13 43 0,14
$D 53 0,13 41 0,16
SD 39 0,13 43 0,19
SD 31 0,1 40 0,22

K: Kontrol, K+E: Kontrol+E vitamini almig, D+E: Diyabet+E vitamini almig, OD: Orta derecede diyabet,
$D: Siddetli diyabet
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Tablo 2: Deney kapsamindaki hayvanlarin deney 6ncesi ve sonrasi kan glukoz

degerleri ve viicut agirliklarinin ortalama ve standart sapma degerleri.

Dency Oncesi|Deney  sonrasi|Deney oncesi kan|Deney sonrasi kan
viicut agirh@i(gr) | viicut agirhi(gr) | glukozu(mg/dl) glukozu(mg/dl)
K(n=8) 249.88+4.78 33349.63 110.38+4.49 110.25+5.31
K+i(n=5) 245.8+1,28 354.6+13.16 102.242.75 104+2.3
OD(n=06) 275.60+8.38 267+5.89 385.84:23.9 335.4£10.5
SD(n=10) 276.3£9.38 227.7+13.38 384.21x15.3 433.75+18.7 ]
D+l(n=11) [273.36+3.02 261.09+15.67 401.73+15.68 316.91+10.16

A

K: Kontrol grubu, K+E: I£ vitamini verilmis kontrol grubu, OD: Orta derecede diabetik grup,

SD: Siddetli diabetik grup, D+E: £ vitamini verilmis diabetik grup.
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Tablo 3 : Calisilan parametrelerin gruplar arasi ortalama ve standart sapma

degerleri.
Gruplar | KATALAZ GSH-PX SOD MDA
1.K+E |74.20£14.9 0.080+0.04 40.2+5.44 0.14£0.026
2K 72.80+7.26 0.099+0.008 [40.0+£2.56 0.07+0.006
3.D+E |49.5+£16.02 0.14+0.03 34.343.5 0.14+0.03
4.0D |55.4+7.73 0.13+0.01 35.24+4.55 0.17+0.03
5.8D [40.5+9.09 0.1240.02 36.2+5.76 0.18+0.05
P <0,001 <0,01 <0.05 <0.05
1-2 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p<0.01
1-3 p<0.001 p<0.001 p<0.05 p>0.05
1-4 p<0.05 p<0.001 p>0.05 p>0.05
1-5 p<0.001 p>0.05 p>0.05 p>0.05
2-3 p<0.001 p<0.01 p<0.01 p<0.001
2-4 p<0.001 p<0.01 p<0.05 p<0.001
2-5 p<0.001 p<0.05 p>0.05 p>0.001
3-4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05
3-5 p<0.01 p>0.05 p>0.05 p>0.05
4-5 p<0.01 p>0.05 p>0.05 p>0.05
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TARTISMA

Son yillarda bir ¢ok hastaligin patogenezinden sorumlu tutulan serbest
radikaller, diyabetin komplikasyonlar agisindan da dnem kazanmistir. Diyabet,
insiilin sentezinde azalma ya da yokluga ikincil olarak gelisen endokrin bir
hastaliktir. Diyabetin komplikasyonlari arasinda nefropati, retinopati, néropati,
vaskiiler bozuklar ve ateroskleroz sayilabilir.

Cesitli yayinlarda diyabette kandaki diizeyleri ylikselen glukozun
otooksidasyona gittigi ve ayrica proteinleri glikolizasyona ugratarak denatiire
ettigi bilinmektedir (39, 40).

Diyabetin komplikasyonlarindan  biri olan nefropati diyabetten oliim
ncdenleri arasinda miyokard enfarktiisiinden sonra ikinci sirada gelmektedir.
Nefropatide 4 tip lezyon goriilmektedir :

I. Glomeriil lezyonlar

2. Renal vaskiiler lezyor;lar (6zellikle ateroskleroz)

3. Nekrotizan papillitisi de iceren pyelonefrit
4

. Tup epitellerinde glikojen depolanmasi ve yagh degisme

Ayrica degisik sekillerde glomeriil tutulumu goriilebilir:

1. Diffiiz glomeriilosklerozis (bazal membran kalinlasmasi, mezangial hiicre
proliferasyonu)

2. Nodiiler glomeriilosklerozis: Mezangiumda yuvarlak konsantrik tabakalar
seklinde matriks depolanmasi ile karakterize lezyon (=Kimmelstein —
Wilson lezyonu)

Son yillarda bildirilen yayinlarda diyabetin bobrek tizerinde oksidan strese

sebep olarak nefropatiye yol ac¢tig1 bildirilmektedir (48, 49, 51, 52).
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Lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit seviyelerinin
diyabet olusturulmus ratlarda anlamli derecede arttig1 gosterilmistir (46-52).

Jang Y.Y ve arkadaslar streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda MDA
seviyelerinin karaciger, bobrek ve mitokondrilerinde 6nemli derecede arttigini
gostermisler. Yine glutatyon peroksidaz seviyelerinin de bu dokularda arttigini
goOstermislerdir (46).

Zhang XF ve arkadaslari diyabetik ratlarin boéreklerinde MDA seviyelerinin
arttigint bulmuslar (47).

Volkovova K ve arkadaslari diyabetik ratlarda bobrekte GSH-Px aktivitesinin
% 60 oraninda arttigini, katalaz ve SOD aktivitesinde degisiklik olmadigini
bildirmislerdir (48).

Kakkar R ve arkadaslari da diyabetk ratlarin bobreklerinde TBARS
degerlerinin 5. ve 6 haftalarda progresif olarak arttigini, GSH-Px’in diyabetik
grupta 1 hafta sonra arttigini, katalazin baglangigta birinci hafta arttifini sonra
konrol grubuna gore diisiik bulundugunu gostermisler (49).

Diyabette oksidan stres artigina gore antioksidan ajanlain bu hastalara
verilmesinin faydal olacagi kanisiyla diyabetiklerde E vitamininin denenmesi
giindeme gelmistir.

Vannucchi H ve arkadaslari diyabetik ratlar tizerinde yaptiklari bir ¢caligmada
vitamin E eksikligi olan grupta karacigerde TBARS degerlerinde artis
gozlemlemisler (50).

Craven PA ve arkadaslar1 da yaptiklar1 bir ¢alismada diyabetik ratlara 2 ay
stireyle 10 g/kg/giin C vitamini veya 200 mg/kg/giin E vitamini vermisler.

Calisma sonunda;

~vitamin alan grupta glukoz degerlerinin kontrol gruplariyla bir fark: olmadigini
- vitamin alan grupta viicut agirlinin ve kreatinin klirensinin degismedigini

-bobrek agirhginin diyabetik grupta kontrol grubuna gore arttig, vitamin C alan

grupta bobrek agirliginin 6nemli derecede diistiigii fakat vitamin E alan grupta
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dustiiginli, glutatyon peroksidazin distiigiinii, Cu-Zn SOD ve vitamin C’nin
yitkseldigini, vitamin E’nin bobrekteki miktarinin degismedigini, beta karoten
ve katalazin yine miktarinin degismedigini bulmuslar (52).

Bizim ¢alismamizin sonuglarint  degerlendirirsek; MDA’nin  diyabetik
gruplarda kontrol grubuna gére anlamli derecede arttigi bulundu (p<0.001).
Ancak grup 4’te E vitamininin oksidan strese kars: koruyuculugu gézlenemedi.
Bunun yani sira grup 2’de E vitamininin prooksidatif etkisi otaya ¢ikti (Tablo3).

Enzim degerlerine bakacak olursak diyabetik gruplarda katalaz aktivitesi
kontrol gruplarina gore anlamli derecede diistik bulundu (p<0.001) (Tablo 3).

GSH-Px aktivitesinin diyabetik gruplarda muhtemelen oksidan stresi
kompanse etmek amaciyla yiikseldigi goriildii (p<0.01 , p<0.05) (Tablo 3).

SOD aktivitesinde ise grup 1 ile grup 4 arasinda anlamli fark vardi (p<0.01).
Grup 4’te SOD aktivitesi grup 1’den disiik bulundu. Yine grup 1 ile orta
lerecede diyabetik (OD) grup karsilastirildiginda OD grubunda SOD diisiik
ulundu (p<0.05). Grup 2 ile 4 karsilastirildiginda, SOD grup 4’te diisiik
yulundu (p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli fark bulunamad:.

Bu sonuglar 6zellikle hiicrede lipit peroksidasyonunu engelleme agisindan
AT enziminin anahtar bir rolii olabilecegi fikrini akla getirmektedir. Hiicresel
eviyede H202’nin her iki enzim i¢in (CAT ve GSH-Px) farkli etki gdstermesi

nzim kinetikleri a¢isindan da ilging bir bulgudur.
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SOD enziminin aktivitesi diyabetli hastalarda diisiik olarak bulunmustur. Bu
durum o&zellikle SOD’un substrati olan oksijen radikalinin artis1 ile
sonuglanmaktadir. Ortamda artmig bulunan oksijen radikalleri ise lipit
peroksidasyonu gelisimine katkida bulunmustur. Diyabetli gruplarda E vitamini
kullanimi ise SOD aktivitesini kontrol degerine ¢ekememistir. Bu bulgu E
vitamininin diyabet grubunda lipit peroksidasyonunu engelleyememesi
sonucuyla da uyumludur.

Calismamizdaki bulgularin 15181 altinda diabetes mellitus’ta 6zellikle oksidatif
stresin artisina bagli olarak lipit peroksidasyonunun arttigi gézlenmistir. Yine
diabetes mellitus’ta antioksidan enzimatik mekanizmalarin farkli etkileri tespit
edilmistir. Anahtar iki enzim olan CAT ve SOD’un aktiviteleri baskilanirken,
aksine GSH-Px’in aktive oldugu, fakat bu aktivasyonun lipit peroksidasyonunu
engelleyemedidi ortaya ¢ikmistir. Katalaz enziminin en fazla siddetli diyabet
grubunda etkilendigi gézlenmektedir.

Grup 4’te katalaz aktivitesinde artis gozlenmesine ragmen bu degerler kontrol
grubuna erizememistir. Ozellikle diyabette ortaya ¢ikmis olan peroksidatif
stresin katalaz enzimini baskilamis olmasi bu hastalikta lipit peroksidasyonunun
olusmasina katkida bulunmus olabilir. Ayni substrati kullanan GSH-Px
aktivitesinin 6zellikle diyabet gruplarinda artis gostermesi artmis H20: tiretimini
engellemeye yonelik kompansatuar bir mekanizma olabilir. Bu kompansatuar
mekanizma lipit peroksidasyonunun ¢ikigini engelleyememistir.

Calismamizdaki bir diger bulgu, deneysel olarak kullandigimiz E vitamini
dozunun kontrol grubuna gore MDA seviyelerini arttirmasi hatta bu durumun
diyabet grubuna yakin bir peroksidasyon degeri gostermesidir. Bu durum
kontrol grubunda diyabetten etkilenmemis ratlarda 268mg/kg/giin E vitamini
dozunun peroksidasyona yol agmasi ile agiklanabilir. Bu bulgu E vitamininin
antioksidan etkisinin yaninda doza bagli olarak prooksidan etki gosterebilecegini

belirtir.
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Vitamin kullaniminin diyabet ortaya g¢iktiktan sonra doku seviyesinde
peroksidasyonu engelleyememis olmasi bu vitaminin diyabette kullaniminin bir
yarar1 olmayacagi yorumunu dusiindiirmektedir. Peroksidasyon {iiriiniiniin
olusumunu kontrol degerlerine ¢ekememesi bu vitaminin komplikasyonlarin
ortaya c¢ikisinda bir engelleyici etki olusturamayacagini gostermektedir.
Bulgularimiz Zhank ve Kakkar ile uyum gostermektedir. Diyabette E vitamini
verilmesi kan glukoz degerlerinde bir diismeye yol agmaktadir. Bu bulgumuz da
Craven ve arkadaglarinin ¢alismasiyla uyumludur. E vitamini diyabette glukoz
seviyelerini dustrirken, kontrol seviyesine ¢gekmese bile doku seviyesinde lipit
peroksidasyonu iizerine bir etki yapmamaktadir.

Degisik denek tiirleri ve vitamin dozlariyla yapilacak olan ¢alismalarin
diyabette oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan komplikasyonlarin
biyokimyasal ~mekanizmalarinin  aydinlatilmasina  katkida  bulunacagina

inaniyoruz.
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OZET

Bu ¢aligmada diyabetik ratlarin bébrek dokularinda olasi bir oksidan stresin
varligin1 saptamak ve buna, bir antioksidan olan E vitamininin etkilerini
incelemeyi amacladik.

Bu amagla, ¢alisma grubuna ortalama agirhiklar: 250 — 300 gr olan 40 adet rat
alindi. Bunlardan 27 tanesine bir gece a¢ birakildiktan sonra diyabet
olusturulmak tizere intraperitoneal 55 mg/kg streptozotosin (STZ) verildi. STZ
enjeksiyonundan 48 saat sonra ratlarin kuyruklarindan alinan kanlarda glukoz
diizeylerine bakildi. Normal kan glukoz diizeyi 90 — 110 mg/dl olarak alind.
Kan glukoz diizeyleri 250 mg/dI’nin iizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.
STZ cnjcksiyonundan 48 saat sonra E vitamini tedavisine bagland.

E vitamini ratlara 268mg/kg/giin scklindc gavajla intra oral yoldan 10 hafta
siireyle verildi. Cahismada E vitamini tipi olarak D-L alfa tokoferilasetat
kullanmilds. 10 hafta bitiminde ratlara %35 iretan anestezisi verildi. Gogus kafesi
agildi. Kan analizleri igin sag ventrikiilden numune alindi. Daha sonra bdbrekleri
alintp derin-dondurucuya konuldu. ‘T'im numuneler homojenize edildikten sonra
homojenatlarda protein  degerleri, SOD(Stiperoksit dismutaz), GSH-
Px(Glutatyon peroksidaz) ve CAT(Katalaz) aktiviteleriyle lipit peroksidasyon
tiriinii olan MDA (Malondialdehit) diizeyleri 6l¢ildi.

MDA’nin diyabetik gruplarda kontrol grubuna goére anlamli derecede
(p<0.001) arttig1 bulundu. Ancak D+E grubunda E vitamininin oksidan strese
kars1 koruyuculugu gozlenemedi. Bunun yani sira K+E grubunda E vitamininin
prooksidatif etkisi ortaya ¢iktu.

Enzim degerlerine bakacak olursak, diyabetik gruplarda katalaz aktivitesi
kontrol gruplarina gore anlamli derecede (p<0.001) dustik bulundu.

GSH-Px aktivitesinin diyabetik gruplarda muhtemelen oksidan stresi
kompanse etmek amaciyla yiikseldigi gorilda. (p<0.01, p<0.05)

SOD aktivitesi diyabetli ratlarda diisiik bulundu.
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Diyabetli gruplarda E vitamini kullaninu, SOD aktivitesini kontrol degerine
cekememistir. Bu bulgu, E vitamininin diyabet grubunda lipit peroksidasyonunu
engelleyememesi sonucuyla da uyumludur.

Sonuglarimiz. degisik denek tiirleri ve E vitamini dozlariyla yapilacak olan
caligmalarin  diyabette oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikan
komplikasyonlarin  biyokimyasal mekanizmalarinin  aydinlatiabilecegini

dustindirmektedir.
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SUMMARY

We aimed to detect the presence of an oxidative stress and the effect of
vitamin E  an antioxidant, in renal tissues of diabetic rats.

40 rats that weighing an average of 250 — 300 gr are included in this study for
this reason. Intraperitoneal STZ(55mg/kg) was administered followig a night
fast to 27 rats.

48 hours after STZ injection, blood glucose levels were measured. Normal
blood glucose level was determined to be 90 — 100 mg/dl whereas rats with a
blood glucosc level above 250 mg/dl were accepted to be diabetic. Oral vitamin
E theraphy was given 48 hours later.

Vitamin E was administered 268 mg/kg/day intraorally via gavage during 10
wcaks. We used D-L. alpha tocopheryl acctatc form of vitamin E. At the end of
this period, %35 urethane anestesia was given .Thoracal cavity was surgically
opened. Blood sample was drawn from the right ventricule for analysis. Later on
the kidneys were excised nad frozened. ‘A

Following homojenization of samples, protein, SOD, GSH-Px, CAT and a
lipid peroxidation product ,malondialdehite (MDA), levels were measured.

MDA levels in diabetic groups were found to be significantly elevated
compared to control group. (p<0.01)

Although no protective effect of vitamin E to oxidative stress was observed in
D+E group, it was revealed that vitamin E has a prooxidative effect in K+E
group.

Catalase activity was measured to be low significantly in diabetic group
according to the control group.

It was observed that GSH-Px activity was elevated probably to compansate

the oxidative stress in diabetic groups.(p<0.01, p<0.05)
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SOD activity was low in diabetic rats. Howcver usc of vitamin E in diabctic
rats did not results in normalization of SOD activity. This finding is also
consistent with the result that vitamin E could’nt prevent lipid peroxidation.

Our results seem to demonstrate that with different subject and vitamin E levels
it may be possible to identify the biochemical mecanisms of the complication

secondary to diabetic oxidative stress.
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SIMGELER
ATP: Adenozin trifosfat
Cu: Bakir atomu
Cl: Klor
CuCl2:Bakar kloriir
dl: Desilitre
DNA: Deoksiribo niikleik asit
é: Elektron
EDTA: Etilen diamid tetra asetik asit
Fe; Demir atomu
GSH: Indirgenmis glutatyon
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz
GSSG: Yiikscltgenmig glutatyon
GST: Glutatyon- S- Transferaz
gr: Gram
H: Hidrojen atomu
HO®: Perhidroksil radikali
H:0: Su molekili
H:0:: Hidrojen peroksit
HOCI: Hipoklorik asit
kg: Kilogram
KHPO.: Potasyumhidrojen bifosfat
LOOH: Lipit hidroperoksit
mM: Milimolar
MDA: Malondialdehit
Mg: Magnezyum
MPO: Miyeloperoksidaz
Mn: Mangan
NAD: Nikotinamid adenin dintikleotid
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NADH: indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid
NADP: Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
NADPH: Indirgenmis Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
Na:EDTA: Sodyum diEDTA

nm: Nanometre

Na:COs: Disodyum karbonat

Na:HPOs: Disodyum hidrojenfosfat

NaNs: Sodyum azid

OH°:Hidroksil radikali

O:: Oksijen molekiili

0:°": Siiperoksit radikali

PGG:: Prostaglandin G:

PGH:: Prostaglandin H:

pO2: Oksijenin parsiyel basinci

RNA: Riboniikleik asit

RO°:Alkoksil radikali

ROQO?®: Peroksil radikali

RS®: Thivl radikali

RSO°: Sulfonil radikali

RSO°:: Thiyl peroksil radikali

Se: Selenyum atomu

-SH: Silfidril grubu

SOD: Siaperoksit dismutaz

STZ: Streptozotosin

TBA: Tivobarbitiirik asit

TCA: Trikloroasetik asit

TGF-beta: Tissue growth factor

yy: Yizwvil

Zn: Cinko atomu
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