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OZET

Diyabetik Sicanlarda Serbest Oksijen Radikali Ol¢iilmesi

Tip I diyabetin patojenezinde, serbest oksijen radikalleri ve nitrik oksit'in
(NO) iligkisi oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.

Bu c¢aligmada, streptozotosin (STZ) kullamlarak olusturulan diyabet
modelinde nitrik oksit'in (NO) roliine agiklik kazandirmak amaciyla siganlara, nitrik
oksit sentaz inhibitérii (NOSI) L-nitroarjinin verilmesinin, karaciger, bébrek,
pankreas ve dalak dokularindaki lipit peroksidasyon ve glutatyon diizeylerine etkisi
aragtirildi.

Bu caligma, her birinde 8 erkek Spraque-Dawley sigan bulunan 4 grup
seklinde yiritildii; I-kontrol grubu, II-streptozotosin (STZ) ile diyabetik hale
getirilmis grup, ITI-Streptozotosin (STZ) uygulanmasindan 1 saat énce L-nitroarjinin
verilmig grup, IV-STZ uygulanmasindan 1 saat sonra L-nitroarjinin verilmis grup.

STZ enjeksiyonundan 4 hafta sonra II, ITI, ve IV gruplardaki tim siganlarda
hiperglisemi olustufu saptandi. Karaciger, bobrek, pankreas ve dalak
homojenatlarinda, STZ ile artmus olan lipit peroksidasyon diizeyleri, L-nitroarjinin
verilmesi ile azalma gorildi. Buna karsin, ayn: doku homojenatlarinda, STZ ile

azalmis olan glutatyon diizeylerinde, L-nitroarjinin verilmesi ile artma gorildi.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, streptozotocin, lipid peroxidation,

glutatyon, L-nitroarjinin.

iv



ABSTRACT

The Measurements of Free Oxygen Radicals in Diabetic Rats

There is accumulating evidence of the involvement of free oxygen radicals
and nitric oxide in the pathogenesis of Type I diabetes.

This study has examined whether administration of nitric oxide synthase
inhibitor L-nitroarginine has any effect on the lipid peroxidation and glutathione
levels in the liver, kidney, pancreas and spleen tissue of streptozotocin (STZ)
induced diabetic rats.

The studies were carried out in 4 groups of 8 male Sprague-Dawley rats: I-
control group, II-streptozotocin (STZ) diabetes, III-STZ diabetes with pre-L-
nitroarginine, IV-STZ diabetes with post-L-nitroarginine.

All rats in group II, IIT and IV revealed hyperglycaemia 4 weeks after
injection of STZ. Administration of L-nitroarginine to group IIT and IV decreased the
lipid peroxidation levels which were enhanced by STZ in the liver, kidney, pancreas
and spleen homogenates. In contrast, administration of L-nitroarginine to group III
and IV increased glutathione levels which were reduced by STZ in the homogenates

of the same tissue.

Key words: Diabetes mellitus, streptozotocin, lipid peroxidation, glutathione,

L-nitroarginine.
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1.GIRIS

Diabetes mellitus karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda bozuklukla
karakterize, kronik sistemik bir hastaliktir. Uzun dénemde vaskiiler (Guigliano et al,
1996), renal (Viberti, 1992), retinal (Altomare et al, 1997) ya da noropatik
(Williamson et al, 1993) bozukluklara yol agar. Diabetes mellitustu hastalarda uzun
siire yiiksek glukoz diizeyine maruz kalma nedeniyle plazmada lipit peroksidasyon
diizeylerinde artiglar olur (Yagi, 1987, Pieper et al, 1995; Griesmacher et al, 1995;
Sundaram et al, 1995; Laaksonen et ak, 1996; Jain et al, 1996; Ozmen ve ark, 1997).
Ayrica diyabetik hale getirilmig hayvanlarnin farkli dokulannda lipit peroksidasyon
diizeyleri artar (Shah et al, 1994; Kakkar et al, 1995;1997, Makar et al, 1995;
Kretowski et al, 1995; Peltola et al, 1996).

Bu c¢aliymada, streptozotosin ile olusturulan diyabet modelinde siganlarin
karaciger, bobrek, pankreas ve dalak dokularindaki lipit peroksidasyon diizeyleri
oOlgiildii ve L-nitroarjinin'in bu dokulardaki lipit peroksidasyon diizeylerine etkisi
incelendi.

Diyabetik gartlarda glutatyon diizeylerinde azalmalar oldugu bilinmektedir
(Wohaieb and Godin, 1987; Kashiwagi et al, 1994; Jacob, 1995; Makar et al, 1995;
Laaksonen et al, 1996; Sundaram et al, 1996; Kretowski et al, 1996; Paolissd and
Guigliano, 1996; Ozmen ve ark, 1997). Bu galismada ayrica, diyabetik sartlarda

azalma gosteren glutatyon diizeylerine L-nitroarjinin'in etkisi arastirildi.



2. GENEL BILGI VE iLGILi CALISMALAR

2.1. Serbest Radikal Nedir?

Serbest radikaller tek elektron tastyan molekiil veya atomlardir. Biitiin
kimyasal baglar iki elektrondan olusur. Bu nedenle, bag iki farkli yolla kirilabilir.
Birinci yol, bag elektronlarimn ikisi de bir fragmentte kalacak sekilde kinlmasidir. Bu
tiir béliinmelere heteroliz denir ve olugan yiiklii fragmentler iyonlardir.

A—(':B ——> A"+ B veya AQ—B———» A+ B

Ikinci yol ise, bagdaki iki elektronun simetrik olarak boliinmesidir. Bu tiir bolinmeye
hemoliz denir ve olugan fragmentler radikallerdir (Nonhebel et al, 1979).

o

A—B—>A + B

radikaller
Serbest Radikallere Ornekler
Radikal Adlandirma
H;C Metil radikali
R-00 Alkilperoksi radikali
HO Hidroksil
0O;° Siiperoksit radikal anyonu
NO Nitrik oksit
Cr Klor atomu veya radikali
NOy Azot dioksit



2.1.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Termal Yolla Serbest Radikallerin Olugumu;

Molekiiller yeterince 1sitildiklarinda baglar kirilir ve radikaller olugur. Normal
karbon-karbon baj enerjisi 90 kkal/mol diir ve 450-650°C arasindaki sicaklikta
molekiillerin termal uyarimi, baglarin kinlmas: igin yeterlidir. Bununla birlikte bazi
bilesiklerin ¢gok daha zayif baglan vardir ve diisiik sicaklikta bozularak radikalleri
olugtururlar. Bu bilesikler, 50-150°C arasinda radikal reaksiyonlanim baglatici olarak
kullanirlar. Bu tip bilesiklerin en ¢ok kullamlam peroksitlerdir. Agagida di-t-butil

peroksidin gaz fazindaki bozulum mekanizmasi verilmigtir.

(CH;);C-0-O-C(CH3); — 2 (CH;3):C-O
Di-t-butil peroksit t-Butoksi radikali

(CH5):C-O —» CH3;COCH; + 'CHjs (B-Boliinmesi)
Aseton Metil radikali

2CH;y — CHg
Etan
Fotokimyasal Yolla Serbest Radikallerin Olugumu;

Omek olarak klor atomunun olusumunu verebiliriz. Klor, 4875A° daha az
dalga boyundaki bir 1gikla uyarildiginda fotoliz olayr olur. Yani klor molekiilii 15181
absorblar. Absorblanmug 151k enerjisi klor molekiiliindeki bag: kirarak iki tane klor
atomunu verir.

Cl, —» Cly
Cl, — 2Cr
Yiikseltgenme-Indirgenme Yolu ile Serbest Radikallerin Olusumu,

Bir elektron transferi yapabilen ve metal iyonlanm igeren reaksiyonlar, en
onemli radikal olusturan redoks reaksiyonlanidir. Bunlar arasinda Fe™ iyonu ile H,0,
arasindaki reaksiyon Fenton tarafindan bulunmustur. Bu reaksiyonun mekanizmasi
Haber ve Weiss tarafindan 6nerilmigtir. Bugiin de kabul edilen mekanizma asagidaki
gibidir (McCord, 1993);



Fe™ + HO-OH — Fe™ + OH + OH
Fe™" + HO-OH — Fe™ + HOO + H’
Toplam reaksiyon; 2 H;0, — 2H,O + O,

2.2. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Bu radikaller ve bu radikalleri olusturan bilegikler asagidaki sekilde
siralanabilirler (Akkus, 1995).

e  Oksijenin kendisi,

e Siiperoksit radikali,

e Hidrojen peroksit,

e  Gegis metallerinin iyonlar,

o  Hidroksil radikali

Oksijenin elektronlarindan iki tanesi eglesmemistir, O, ( -Q: O ). Bu nedenle
bir di radikal olarak da degerlendirilir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Oksijen suya indirgenirken, yiiksek
derecede reaktif olan diger iiriinler de olusabilir (Nakazawa et al, 1995) (Sekil 2.1).

singlet oksijenler
10:.04 o0
'35 0, 'Ag O,
e € € €

02 - 0 - HzOz — OH -—> Hzo
70:.0T 70:00 HO:OH OH HOH
oksijen siiperoksit hidrojen hidroksil  su

anyonu  peroksit radikali

Sekil 2.1. Molekiiler oksijenin uyaniimasi ve indirgenmesi



2.2.1. Siiperoksit Radikali (0;")

Tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu,

siiperoksit radikal anyonu (O,") meydana gelir.

0O, +e¢ —» 0y

Suiperoksit radikal anyonu da bir serbest radikal oldugu halde kendisi
dogrudan zarar vermez. Onemi, hidrojen peroksit kaynafn ve gegis metalleri
iyonlannin indirgej'icisi olmasidir.

Indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit radikalini

meydana getirebilir. Bu reaksiyonlar geri déniigiimliidiir.

Fe” + 0, » FCH-'- + O,

Cu+ + 02 —> Cu++ + 02'-

Siiperoksit radikal anyonu hem yiikseltgeyici hem de indirgeyici 6zellik
gosterir. Ornegin, ferrisitokrom-c'nin indirgenmesinde bir elektron kaybeder ve

oksijene yiikseltgenir.
Sit-c (Fe™) + 0,” — Sit-c (Fe™) + O,

Siiperoksit radikal anyonu yine dusik pH degerlerinde olusturdugu
perhidroksil radikaliyle (HO,) birlikte de reaksiyona girer. Biri yiikseltgenirken digeri

indirgenir.
(HOz) + 02'- + H+ —> 02 + Hzo

Siiperoksit radikalinin nitrik oksit (NO) ile birlesmesi sonucu da reaktif bir

oksijen tiirevi olan peroksinitrit radikali meydana gelir.

0;" + NO© - ONOO~



2.2.2, Hidrojen Peroksit (H.0:)

Siiperoksit radikalinin bir elektron almasi veya molekiiler oksijenin iki elektron
almasi sonucu meydana gelir.

02'- +e¢ +2H > HzOz
0, + 26 + 2H — H0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil dretimi, iki siiperoksit
molekiiliiniin iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigmesi ile
olur.

20,7 + 2H - H0, + O,

Hidrojen peroksit (H,0,) kendisi bir serbest radikal degildir. Ancak serbest
radikal biyokimyasindaki 6nemi, hidroksil radikalini (OH) olusturmasindan ileri gelir.

2.2.3. Hidroksil Radikali (OH' )

Hidrojen peroksidin siiperoksit radikal anyonu ile reaksiyona girmesiyle olusur.

En reaktif ve en zararlt serbest radikaldir.

0," +H,0, > OH + OH + O,

Hidroksil radikali tiyoller ve yag asitleri ile de reaksiyona girerek yeni
radikalleri olusturur.

R-SH + 'OH —» RS + H,O
-CH,- + OH —» -CH- + H;,O

2.2.4. Singlet Oksijen (0O.)

Singlet oksijen (0O,), radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin

elektronlarindan birinin enerjt alarak kendi doniigiiniin tersi yonde olacak sekilde bagka

LL. .
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bir orbitale yerlesmesi ile olusur (Cadenas, 1989). Delta ve Sigma olmak tizere iki
sekli vardir. Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu kemiluminesans
meydana gelmesi ve bunun olgulmesiyle reaktif oksijen tiirlerinin dogrudan tayini

yapilabilmektedir.

2.3. Biyolojik Sistemlerde Siiperoksit Radikalinin Olusumu

Canlilann enerji gereksinimi, organik bilesiklerin molekiiler oksijen tarafindan
yiikseltgenmesi ile karsilanir. Ancak bu oksidasyonun yumusak kosullarda dogrudan
gergeklesmesi igin basit bir kimyasal mekanizma bulunmamaktadir. Ciinkii, organik
bilesiklerin oksidasyonu igin C-H bagm kirmak gerekir. Bu reaksiyon endodermik bir
reaksiyondur ve biyolojik sistem kosullarinda molekiiler oksijen bu reaksiyonu
gergeklestiremez. Ayrica, molekiiler oksijen ile organik bilegik arasindaki bu dogrudan
reaksiyonu katalizleyebilecek herhangi bir enzim, hiicrenin mitokodrial sisteminde de

bulunmamaktadir,

SH, + 120, - S + H,0

Yukanidaki bu reaksiyon substrattan koenzime elektron transferi ile indirekt olarak

yﬁrﬁtﬁlﬁr.
SH, + Koenzim — S + KoenzimH,

Bu reaksiyondaki koenzim, genellikle nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") veya
onun monofosfatidir (NADP™). Molekiiler oksijen tarafindan, indirgenmig-koenzimin
yitkseltgenmesi (oksidasyonu) dogrudan gergeklesmez. Bu yiikseitgenme bir seri
elektron tastyicilant ile substrattan molekiiler oksijene elektron transferleri ile
gerceklesir. Sekil 2.2 bir substratin molekiiler oksijen ile yiikseltgenmesi igin gerekli
elektron transfer basamaklarim gostermektedir (Nonhebel et al, 1979).



SH, NAD" FIH, Q Fe' 0,

S NADH F1 QH; Fe 0,

Sekil 2.2. Bir substratin O, ile yiikseltgenmesi igin gerekli elektron transfer
basamaklar1 (Nonhebel et al, 1979).

Sekil 2.2 de F1 flavin nikleotidi, F1H,; indirgenmis flavin niikleotidi, Q ubikiinonu ve
QH, ubikinondan tiiretilmig hidrokinonu géstermektedir.

Yiikseltgenme-indirgenme isleminde bir ve iki elektron transferinin (veya
bunlann egdegeri hidriir transferinin) her ikisi de gergeklesmektedir. Bazi durumlarda,
aymi anda gergeklesen iki tek elektron transferi de olabilmektedir. Solunum olayinda,
bu elektron transfer zincirine dort tip yiikseltgenme-indirgenme enzimi katilmaktadir.
Bunlar, 1-koenzim olarak NAD" veya NADP" ta gereksinim duyan dehidrojenazlar; 2-
flavin adenin diniikleotit (FAD) veya flavin mononiikleotin (FMN) igeren, flavin bagh
dehidrojenazlar (F1), 3-demir-siilfiir proteinleri ve 4- Demir-porfirin grubunu tagtyan
sitokromlardir. Ek olarak kinon ve ubiktinon da, bu elektron transfer zincirinde yer

almaktadir (Sekil 2.2).

2.3.1. NAD ile Yiikseltgenme

NAD" normalde hidriir (H) alic: olarak davranan ve iki elektron alabilen bir
oksidanttir. NAD® in amid grubu (CONH;), organik substratin yiikseltgenmesini
saglayan bir potansiyel redoks grubudur. R grubu ise koenzimi enzime baglayan bir
gruptur. NADP" da benzer gekilde fonksiyon goériir. Asagidaki denklemde (Sekil 2.3)
NAD" etil alkolii asetaldehite yiikseltgemekte, kendisi ise NADH'a indirgenmektedir.



H H
CONH, CONH,

7 +
- |+ cHCHOH + CHCHO + H
+
Tf Etil Alkol ITI Asetaldehit
R R
NAD' , NADH
(yiikseltgenmis yapr) (indirgenmis yap1)

Sekil 2.3. NAD' in etil alkolu asetaldehite yiikseltgeme denklemi

2.3.2. Flavoproteinlerin Yiikseltgenmesi

Organik substratin yiikseltgenmesinden olusan NADH, flavoproteinler (FAD
veya FMN) tarafindan yeniden NAD" 'e yiikseltgenir.

NADH + F1 + H — NAD' + F1H,

Flavoproteinlerin iki elektronlu indirgenmesi asagida (Sekil 2.4) goruldigii gibi
birbirini takip eden ve birer elektron transferi ile yiiriiyen iki basamakl bir reaksiyon

seklinde diistniilebilir.

X Q’ @Ezif @I(

FlH,



NH,

/N Z N
[l |
FAD R =CHy(CHOH):CH,—0—FP—0—CH, N \N)
OH 0
OHOH

Il
FMN R= CHZ(CHOH)3CH2—O-—Il’—OH
OH

Sekil 2.4. Flavoproteinlerin indirgenmesi

Flavoproteinler tarafindan gergeklestirilen pekgok yiikseltgenme sirasinda
olusan radikaller, Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi ile saptanmigtir.

Baz flavoproteinler, flavin niikleotidi ile kompleks halinde metaller igerirler.
Ksantin oksidaz molibden ve demir metallerini igerir. Bu metaller enzimin katalitik
aktivitesi igin gereklidir. Ornegin Demir (II), demir (Ill)'e yikseltgenerek elektron

transferini hizlandinr.

2.3.3.Ubikiinonun Etkisi

Kiinonlar iyi oksidantlardir. Kendileri indirgenerek semikiinon radikal
anyonlarint verirler. Radikal anyonlar ise bir elektron ve iki proton alarak
hidrokiinonlara kolaylikla dontgtrler. Ubikinonlar (Sekil 2.5) (koenzim Q olarak da

bilinirler), indirgenmis flavoproteinlerin yiikseltgenmesinde aym gekilde davramrlar.
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MeO Me
Me
MeO (CHZCH=(IICH2)nH
o)
Ubikiinon

Sekil 2.5. Ubikiinonun molekiil yapist

Cesitli ubikiinonlar, yan zincirdeki n sayisimun farkli olmasi ile farklilik
gosterirler. Yan zincir, membran yiizeyine tutunmay saglar. Ubikiinondaki metoksi ve
metil gruplan ise dihidroflavinin yiikseltgenmesini ve indirgenmis ubikiinonun demir-

siilflir proteini ile yiikseltgenmesini kolaylagtirirlar.

2.3.4. Demir-Siilfiir Proteinleri ve Sitokromlarin Etkisi

Demir-sulfiir proteinleri ve sitokromlar, biyolojik yiikseltgenmelerde elektron
tagiyict olarak hareket ederler. Bu yikseltgenmelerde demir (II)-demir (III)
donitgiimleri vardir.

Fe™ + ¢ — Fe™

Mitokondride elektron taginmasim saglayan bes farkhi sitokrom bulunur. Bu
sitokromlardan sadece sitokrom-a, elektron transfer reaksiyonu sonucu oksijeni

stiperoksit radikal anyonuna donigtiirir.
0O, +e — 0
2.4.0rganizmada Serbest Radikal Olusum Yerleri

/
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Hiicrede, zara bagh veya serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile

serbest radikaller olugmaktadir (Nakazawa et al, 1996). Bunlann hiicrede olusum

yerlerini,
[ ]
[ ]

mitokondrilerdeki elektron transport zinciri reaksiyonlan,

endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemi,
sitoplazmada ksantin oksidaz, dopamin B-hidroksilaz, D-amino oksidaz,
tirat oksidaz gibi enzimlerin etkinligi,

hiicre zarma bagh NADPH oksidaz, prostaglandin sentataz, ve
lipooksijenazlarn etkinligi,

peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylar, seklinde siralanabilir.

Serbest radikallerin, hiicre ve dokularda yol agtify zararlar soyle siralanabilir
(Uysal, 1998).

a)
b)

c)

d)
€)
H
g)
h)
i)
j)
k)

DNA'nin tahrip olmasi.

Niikleotit yapili koenzimlerin yikim.

Tiollere bagli enzimlerin yapt ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre
ortamunun tiol/disiilfit oranimn degigmesi.

Protein ve lipitlerle kovalan baglantilar yapmasi.

Enzim aktivitelerinde ve lipit metabolizmasindaki degisiklikler.
Miikopolisakkaritlerin yikimz.

Proteinlerin tahrip olmasi ve protein "turnover"nin artmasi.

Lipit peroksidasyonu, zar yapis: ve fonksiyonunun degismesi.

Zar proteinlerinin tahribi, tagima sistemlerinin bozulmasi.

Seroid ve yag pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi.

Kollajen ve elastin gibi uzun omirli proteinlerdeki oksido-rediiksiyon

olaylannin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmasi.

Serbest radikaller, bu zararli etkilerinden dolayr ¢ok gesitli hastaliklann

patogenezinde 6nemli rol oynarlar. Diyabet ve diyabet komplikasyonlannin gelisimi,

koroner kalp hastalifi, hipertansiyon, ¢esitli deri, kas ve goz hastaliklar, kanser ve

yaghhk gibi birgok hastalikta serbest radikal iiretiminin arttig1 ve antioksidan savunma

mekanizmalarinin yetersiz oldugu goésterilmigtir.
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2.4. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller, endojen antioksidan savunma mekanizmalarn yetersiz
kaldign durumlarda (yukanda agiklandit gibi) organizmada ¢esitli hasarlar .
olustururlar.

Viicudun yap: taslarindan olan lipitler (Jaeschke, 1995), proteinler (Stadtman,
1992), karbonhidratlar (Yu, 1994), enzimler (Akkus, 1995) ve DNA (Cross et al,
1987) serbest radikaller tarafindan etkilenen gruplardir. En hassas olanlar ise
lipitlerdir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamg baglan serbest
radikallerle kolaylikla reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini verirler. Doymamis
yag asitlerinin ( Poly Unsaturated Fatty Acid=PUFA ) oksidatif yikim lipit
peroksidasyonu olarak bilinir ve organizma i¢in olduk¢a zararhdir. Lipit
peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar geri doniigimsiizdiir.

Lipit peroksidasyonunun ilk basamagi, kuvvetli ylikseltgen ozellie sahip bir
serbest radikalin, membran yapisinda bulunan doymamus yag asidi zincirindeki a-
metilen gruplarindan bir hidrojen atomunun uzaklastinlmas: ile baslar. Bunun sonucu
yag asidi zinciri bir lipit radikali niteligi kazamr (Sekil 2.6. I, II ). Bu lipit radikali
dayaniksizdir ve bir dizi degisiklie ugrar. Kendi, molekiiler yapisindaki ¢ift bag
aktanilmasi yoluyla dien konjugatlan olusur (Sekil 2.6. III ) ve daha sonra molekiiler
oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksi radikalini meydana getirir (Sekil 2.6.
IV,V,VLVII). Lipit peroksi radikalleri membrandaki diger doymams yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerini olustururken, kendisi lipit hidroperoksitlere doniisiir
(Sekil 2.6. VIII). Lipit hidroperoksitler Fe™ ile indirgenerek lipit alkoksi radikalini
verirler (Sekil 2.6. IX). Lipit alkoksi radikalinin pargalanmasi sonucunda ise
malondialdehit (Sekil 2.6. X), alkil radikali (Sekil 2.6. XT) ve lipit aldehit (Sekil 2.6.
XII) ortaya gtkar.

Lipit hidroperoksitlerinin yikimindan olusan aldehitler ya hiicre yizeyinde

metabolize edilirler veya hiicrenin diger bolimlerine diflize olup hasan yayarlar.

13
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Sekil 2.6. Linolenik asitten malondialdehit ve difer peroksidasyon Grinlerinin olusumu

Akkus, 1995
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Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonundan olusan
malondialdehitin (MDA) miktan, tiyobarbitiirik asitle (TBA) olgiilebilir.
Malondialdehitin tiyobarbitiirik asitle verdigi reaksiyon sonucunda pembe renkli bir

bilesik olusur.
HS N OH S. N OH HO N SH
Y | H‘cc c’H Y ~ \II/
+ H. _
N o? % N H—CH=CH— N = 20
MDA
OH OH OH
TBA Pembe renkli bilesik

Bu bilegigin 532 nm deki absorbsiyon siddeti 6l¢lilerek malondialdehit miktan ve buna
bagh olarak lipit peroksidasyon diizeyi belirlenir (Cominacini et al, 1996).

2.6. Nitrik Oksit Toksisitesi

Nitrik oksit (NO) basit kimyasal yapida, oldukg¢a lipofilik biyolojik
membranlardan kolayca difiize olabilen bir molekiildiir. L-Arjinin'den cesitli
formlardaki nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) tarafindan sentezlenir. Birgok fizyolojik
ve patolojik olayda biyolojik mediyator olarak goérev yapar. Periferik ve santral sinir
sisteminde norotransmitterdir. Damar endotel hiicrelerinden salinmak suretiyle
vazodilatasyona neden olur (Darley-Usmar et al, 1994).

Hedef molekiile bagh olarak yiikseltgeyici ve indirgeyici olarak hareket
ederken, kendisi biyolojik molekiillere saldirmaz. Ancak serbest oksijen ve hidroksil
radikallerinin varh@inda toksik nitelik kazanir.

Nitrik oksitin toksisitesi siiperoksit radikal anyonu ile etkilesmesi sonucu
peroksinitrit radikalinin (ONOO") olusumu ile baglar (Nakazawa et al, 1996). Béylece
nitrik oksitin normal fizyolojik etkisi inhibe edilir. Peroksinitrit radikali kendisi ¢ok
toksik olmamakla birlikte azotdioksit (NO;) ve hidroksil radikaline (OH) doniiserek
zararh etkiler gostermektedir. Peroksinitritlerin proteinlere dogrudan zararh etkileri

vardir. Ancak bu durum organizmada yiiksek siiperoksit dismutaz enzimi (SOD)
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aktivitesi ile distik O;” ve 'NO konsantrasyonlan ile hiicre yararina dengelenmektedir
(Beckman and Tsai, 1994).

‘NO sentezi, monomethyl-L-arginine (L-NMMA), asymmetric dimethyl-L-
arginine(L-ADMA), nitro-L-arginine (L-NNA), nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME) gibi kompetitif inhibitorler tarafindan inhibe edilir.

2.7. Antioksidanlar

Organizmada, serbest radikallerin olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi
zararh etkileri 6nleyen giiglii savunma sistemleri mevcuttur. Bunlar “Antioksidan
savunma sistemleri=Antioksidanlar” olarak bilinirler. Gorevlerini serbest radikallerin
olusmasin engelleme, sona erdirme yada mevcut radikalleri etkisiz hale getirmek (Bel
et al, 1996) suretiyle yaparlar. Organizmada endojen olarak sentez edilirler veya
diyetle alimirlar. Hiicre ya da plazmada bulunurlar ve serbest oksijen radikallerine dort
ayn tipte etki ederler. Bunlar, toplayici, bastirici, onarict ve zincir kirict etkilerdir
(Akkus, 1995).

Serbest radikallerin olusum hizi ile antioksidanlann etkisizlestirme hizi
arasindaki denge bozulmadif: siirece serbest radikallere bagl toksik etkiler goriilmez.

Antioksidan savunma sisteminde, enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar etkili olmaktadir (Cizelge 2.1). Bunlardan bazilan asagidadir.

Cizelge 2.1. Endojen savunma sistemleri

Enzimatik Nonenzimatik

-Sitokrom oksidaz A.Lipid faz B.Swvi faz

-Siiperoksit dismiitaz -E Vitamini -C Vitamini

-Katalaz -B-karoten -Urat

-Glutatyon peroksidaz -Sistein
-Seruloplazmin
-Transferin
-Glutatyon

16



2.7.1. Sitokrom Oksidaz

Mitokondrilerde solunum zincirinin en son basamaginda yer alan ve bakir
iceren bir enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiiriirken siiperoksit radikalinin

suya doniigiimiini de saglar.

40;," + 4H" + 4¢ — 2H,0
Ancak, siiperoksit radikalinin olusumu ¢ogu kez enzimin kapasitesini agar ve
diger enzimlerin (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz) devreye
girmesiyle siiperoksit radikalinin zararh etkileri engellenir (Sekil 2.7).

Stiperoksit Katalaz, Glutatyon peroksidaz
dismitaz Fenton reaksiyonu
- . + 1 + o A
0,—%» 0y €:2H. g ¢ = Fe L ometHepo
Haber-Weiss realts%onu I I
Sitokrom oksidaz

Sekil 2.7. Antioksidan enzim sistemi (Yalgin, 1998).

2.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit radikalini (O,") hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene gevirir.

Yapisindaki Cu-Zn ve Mn atomlanina gére iki farkh yapida bulunur.

2.7.3. Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksidi su ve oksijene par¢alamak suretiyle birikmesini engeller.

Ayrica, hiicre i¢i hidrojen peroksit konsantrasyonunun diizenlenmesinde etkilidir.
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2.7.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu sitozolik bir enzimdir. GSH-Px
asagidaki reaksiyonlan katalizler.
H,0, + 2GSH —2 . GSSG + 2H;0

ROOH + 2GSH S, GSSG + ROH + H,0

2.7.5. C Vitamini (Askorbik Asit)

Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan askorbik asit (Sekil 2.8.) siiperoksit ve
hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlan temizler.

OH
HO

H
HO—CH
CH,OH
Askorbik Asit
Sekil 2.8. C vitamini molekiil yapisi

0

2.7.6. E Vitamini (a-Tokoferol)

Cok giiglii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde
bulunan doymamus yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattins
olusturur. E vitamini, siiperoksit, hidroksi, lipit peroksi gibi radikalleri indirger.
Kendisi de asafida (Sekil 2.9) gorildiigi gibi kararli fenoksi radikaline (ArO’)
yiikseltgenir.
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HO 0]
CoH ROO:
Me o 161133 -ROOH v o Ci6Hs3
Me € Me
Me Me
E Vitamini ArOr

Sekil 2.9. E Vitamininin lipit peroksi radikalini indirgemesi

E vitamini, fenoksi radikalinin (ArO’) glutatyon (GSH) ile olan reaksiyonu sonucu
olusan glutatyon disiilfiriin (GSSG) NADPH ile indirgenmesinden tekrar olugur.

ArO' + GSH —» ArOH + GS

2GS —» GSSG

GSSG + NADPH + H' guaynredikaz__ >36H + NADP

Diyabetik hayvanlarda E vitamininin verilmesi (Viena et al, 1996), embriyo
malformasyonunun azalmasma, diyabetik hastalara E vitamini verilmesi (Jain et al,
1996) ise, kandaki lipit peroksidasyon liriin diizeylerinin azalmasina neden oldugu

saptanmugtir.

2.7.7. Glutatyon (GSH)

Karacigerde genetik kod sistemine bagli olmadan sentez edilen bir tripeptitdir.

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusmustur.

0
Y,
HOOCCHCH,CH,C,  JH 0
NH NHCHC.,
2 NHCH,COOH

Glutatyon

( y-Glutamil-sisteinil-glisin )
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Glutatyon, serbest radikallerle ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara karst korur. Bu reaksiyon sonucunda glutatyon (GSH), glutatyon
disulfiire (GSSG) doniisiir. Bu bilesigin tekrar glutatyona doniigmesi ise, Sekil 2.10
(Akkus,1995) da goriildiigi gibi NADPH'n kullanilmast ile miimkiin olur.

(ROOH) (2ROH)

1,0, 2H,0
NADP" 2GSH \ /
rcilélizittya(zm_—» Glutatyon peroksidaz ——»
NADPH + H’ GSSG /‘\
2AH 2A

Sekil 2.10. Glutatyon redoks sistemi

2.8. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, kronik seyirli, genetik kokenli, klinik tablo ve patogenez
agisindan heterojen olup, yiiksek kan sekeri ile seyreden bir metabolizma hastaligidir
(Buyiikdevrim, 1992). Pankreasin insiilin salgisinin mutlak veya nisbi yetersizligi veya
etkisinin yetersizligi (insiilin rezistansi) sonucu olusur. Hiperglisemi ile belirgin,
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklan ile karakteristiktir (Kologlu,
1996). Diinya Saghk Orgiita (WHO, World Health Organization) diyabeti asagidaki
sekilde simiflandirmaktadir (Bagnagik, 1997);

A-Klinik Siniflama

L. Diabetes Mellitus (DM)
a) Tip I, insiiline bagimli olan diyabet (IDDM)

b) Tip I, insiiline bagimh olmayan diyabet (NIDDM) (Sisman olmayan ve Sisman).
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¢) Malnutrasyon diyabeti

d) Gebelik diyabeti

e) Diger tip diyabetler (Pankreatit, Cushing sendromu veya Akromegali seyrinde
ortaya ¢itkan veya degisik nedenlere bagl, genetik bazi sendromlarla veya insiilin
reseptor anomalileri ile ortaya ¢ikan diyabet)

II. Glukoz Tolerans Bozuklugu (IGT) (Sisman olmayan ve Sisman).
Glukoz tolerans bozukluguna yukarida sayilanlarin hepsi girer.

B-Biyoistatiksel Risk Gruplar:

a) Daha once glukoz tolerans bozuklugu saptananlar

b) Potansiyel olarak glukoz toleransinda bozukluk ihtimali bulunaniar
Son yillarda MODY (Matunity Onset Diabetes of the Young) adi verilen ayr1 bir
herediter 6zelligi olan ve genglerde goriilen yeni bir diyabet tipi tarif edilmigtir.

2.8.1. Tip I Diyabet

Tip I diyabet (IDMM=Insiilin Dependent Diabetes Mellitus), uygun genetik bir
zeminde c¢evresel faktorlerin (virisler, mevsim gibi), diyet degisikliklerinin veya [3-
sitotoksik maddelerin beta hiicrelerine yonelik baglayan otoimmiin tahribat1 ve bunu
takiben geligen inflamatuvar olaylar (Insiilitis) sonucu ortaya ¢ikar (Yilmaz, 1996).
Hastali§a onciilik eden otoimmiin olay altinci kromozomun kisa kolunda kodlanan
insan l6kosit antijenleri (HLA=(Human Leucocyte Antijen) ile yakindan ilgilidir.
Genetik yatkinlik tek bagina yeterli degildir. Viriisler veya B-sitotoksik maddeler
otoimmiin insiilitisi baglatarak ilerlemis B hiicre yetmezligine neden olurlar.

Hastalik teshis edildiginde adacik hiicrelerine karst olusan antikorlar vardir.
Tahribatin antikorla degil, hiicresel oldugu bilinir. Otoantikorlar hastalifin sebebi
degil, B hiicresindeki tahribatin klinik belirleyicileridir.

ET1M KURU Ly
RKEZE

IKSEKOGR
T.C. YUKS ON ME
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Insiilitis (Langerhans adaciklanindaki lenfosit infiltrasyonu) tablosunda;
makrofajlar, yardimc1 T lenfositler, sitotoksik T lenfositler bulunur. Makrofajlar
interlokin 1 (IL 1) ve tiimér nekroz faktor (TNF-a) gibi sitokinleri salgilarlar. Her
ikisi de B hiicreleri igin tahrip edicidir. IL 1 B hiicrelerine olan sitotoksik etkisini
serbest oksijen radikallerinin olusumunu artirarak yapar. B Hiicreleri serbest
radikallere son derece duyarlidir ve organizmada en diisiik serbest radikal uzaklagtirict
giice sahip olan hiicrelerdir. Inflamatuvar olayda agi3a gikan serbest O, radikalleri 8
hiicre yikimuinin artmasina ve Tip I diyabetin gelismesine neden olur (Sekil 2.11).

Nonspesifik Viral ve Bakteriyal infeksiyon

MAKROFAJ

Hafif P Hiicresi Hasan

Normal Popiilasyon Tip I yatkin popiilasyon

iyilesme ~ Otoimmiinite P hiicresi

Y
Tip I IDDM

Sekil 2.11. Tip I diyabetin patogenezi (Gedik, 1996).
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Tip I diyabetin en karakteristik bulgusu insillin eksikligidir. $iddetli
hiperglisemi ile akut baslar, insiilin tedavisi olmazsa ketoasidoz ve é6liime yol agar.

Geng yasta (20-30 yag 6ncesi) ortaya ¢ikar ve tani konur.

2.8.2. Tip II Diyabet

Tip I diyabet (NIDDM=Non Insiilin Dependent Diabetes Mellitus), insiilin
rezistanst ve genetik olarak programlanmg pankreatik beta hiicresi disfonksiyonu
arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikar. Kas ve karaciger hiicrelerinin insiilin
rezistansi, hastaligin gelisiminde énemli bir faktordir. Insiilin rezistansina, insiilin
salmmin da azalma eslik eder. Kronik hiperglisemi B hiicre fonksiyonunu bozar.
Insiilin salimmi ve B hiicre kitlesindeki azalma ve insiilin rezistans: insiiline bagimsiz
diyabetin ortaya ¢ikmasim saglar. Bazt gen iiriinlerinin de, sekonder olarak insiilin
duyarliigin: etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 2.12).

Tip II diyabetli hasta, insiilin tedavisi olmaksizin ketoasidoza girmeden
yasayabilir. Baslangic yavas ve asemptomatiktir. Hastalk genellikle orta yas
doneminde baglar. Diger bir klinik 6zellik sismanliktir. Morbitite ve mortalitenin en sik
sebebi kardiyovaskiiler komplikasyonlardir.

2.8.3. Diabetes Mellitus'un Komplikasyonlar

Diyabetes Mellitus'da kisa ve uzun donemde ortaya ¢ikan gesitli
komplikasyonlar goriliir.

Diyabetin baglica akut komplikasyonu hiperglisemiye ek olarak uygun tedavi
yapimadiginda ortaya gikan metabolik ketoasidozdur. Kan sekerinin yiikselmesiyle
susuzluk, bol idrara ¢ikma, asin actkma gibi belirti ve sikayetlerde akut olarak
baslayan klinik durumlardir. Bunlann diginda hastalik daima kronik seyirlidir.
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# sekresyonu
—_— > — Hiperglisemi Basal — Post
Dokularin Hiperglisemi  reseptér
L Instline ) defekt
veant "~ Glikor l
Tutulumu
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l Glukoz
transportu
Diabetik Genler\
H ae 1 ﬁ*—
Obesite Genler — . :g:;ig?an& <

Cevresel Etkiler—"

Sekil 2.12. Tip II diyabetin patogenezinde insiilin yetmezliZi ve insiilin rezistansinm

glukoz intoleransim gelistirmesi (Gedik, 1996).

Hastalifin uzun donemde ortaya ¢ikan diger komplikasyonlan morbitide ve

mortaliteye neden olan gesitli organ ve sistemleri etkileyen (nefropati, néropati,

retinopati, vaskiilopati gibi) kronik komplikasyonlardir (Sekil 2. 13).

2.8.4. Diyabetes Mellitus'un Komplikasyonlarinin Patogenezi
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Diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde ana faktor kronik hiperglisemi ve
esligindeki metabolik degisikliklerdir.

Diyabetin kronik komplikasyonlarinin  gelismesinde 6nemi olan bazi
mekanizmalar (S6zen, 1989); proteinlerin enzimatik olmayan glikozilasyonu, anormal
sorbitol-myoinozitol metabolizmasi ve hemodinamik etkilerdir.

Proteinlerin _enzimatik olmayan glikozilasyonu: Normal sartlar altinda

proteinlerin viicutta enzimatik yolla glikozilasyonu yapilir. Uzun siire yiiksek glukoza
maruz kalma ile dolasimda ve dokularin yapisindaki proteinlerle glukoz arasinda enzim
gerektirmeyen bir reaksiyon olusumu gerceklesir. Bu kontrolsiiz glikozilasyona
"nonenzimatik glikozilasyon" denir. Ortamdaki glukoz konsantrasyonuyla orantii
olarak glukoz molekiilleri proteinlerin amino (NH,) gruplan ile birlesirler (Hunt et al,
1988). Bu glikozilasyon birka¢ hafta iginde déngeye ulagir. Bu reaksiyonda,
hiperglisemiye maruz kalma ve proteinlerin yarilanma omiirlerine bagh ve yavas olarak
gelisen “Erken Glikozilasyon Uriinleri” olusur. Daha sonra glikoproteinler birbirleriyle
birleserek, kisa 6miirlii erken glikozilasyon iiriinlerinin aksine dokularda ve damar
duvarlaninda biriken hiperglisemi diizelse de geri donmeyen "ilerlemis Glikozilasyon
Son Uriinleri"ni (AGE=Advance Glycosylation Endoproduct) verirler (Brownlee, et
al, 1988; Baynes, 1991). Glikozilenmis proteinler otooksidasyon sonucunda serbest
radikaller Uretir.

Glikozilasyon Son Uriinleri (AGE); ekstraseliiler matriks proteinleri (Albiimin,
Hemoglobin gibi), spesifik reseptorler, niikleik asitler, ve niikleoproteinlerin amino
gruplann ile baglanarak bunlann enzimatik veya diger biyolojik aktivitelerinde
degisiklik olustururlar. Tim bu  degisiklikler sonucunda ise bazal membran
kalinlagmas1 meydana gelir.

Proteinlerin nonenzimatik glikozilasyonunun, diyabetik nefropati, retinopati,
noropati, mikroanjiopati ve erektil disfonksiyon gibi diyabetin sik goériilen kronik
komplikasyonlarinin patogenezinde rol oynadig1 gozlenmistir (Giughano et al, 1996)
(Sekil 2.13).

AGE inhibitérii Aminoguanidin"in hayvan g¢aligmalaninda proteinlerin
glikozilasyonunu engelleyerek bazal membran kalinlagsmasim azalttif) gézlenmigtir
(Brownlee et al, 1988; Sannomiya et al, 1997).
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Sekil 2.13. Hiperglisemiye bagh oksidatif bask: ile diyabetik komplikasyonlar
arasindaki olasi iligki (Giughano et al, 1996).

Anormal _ sorbitol _ (polivol)-miyoinositol _metabolizmasi:  Sorbitol ve

miyoinositol metabolizmalarinda hiperglisemiye bagh olarak gelisen kargilikh
degisiklikler diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli rol oynar.
Sorbitol, periferik sinirler, lens, perisitler ve bébrek gibi dokularda aldoz

reditktaz enzimi ile glukozdan sentez edilir. Sorbitol yolu glukozdan fruktoz
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olusumundan sorumludur. Glukoz, aldoz rediiktaz enzimi tarafindan sorbitole, sorbitol
de sorbitol dehidrojenaz enzimi ile fruktoza doniigiir.

Hiperglisemide, glukoz konsantrasyonun artmasi ile aldoz rediiktaz aktivitesi
artarken, sorbitol dehidrojenaz aktivitesi azalir ve sonugta dokularda sorbitol birikir.
Sorbitolun pargalanmas: yavastir. Hiicre membranindan kolayca diflize olur. Hiicre igi
konsantrasyonlann artar ve osmotik hasara neden olur. Aym anda hiicre igi
miyoinositol diizeyleri diiger. Miyoinositol glukozdan sentez edilir. Yapica glukoza
benzer. Bu benzerlik nedeniyle glukoz miyoinositol ile yangir. Hiicre igi
miyoinositoliin diigiigii hiicrenin fosfoinositol metabolizmasim bozar. Miyoinositol
Na",K" ATPaz1 dogrudan veya diasil gliserol (DAG) gibi mediyatorler vasitastyla
aktive eden fosfatidil inositoliin prekiirsoriidiir. Na', K" ATPaz'n aktivitesinin azalmasi
hiicre igi Na" birikimine neden olur ve takiben intraselliller 6dem ve hiicre harabiyeti
geligir. Sonugta hiicre harabiyetinden tek bagina sorbitol degil, hiicre i¢i miyoinositol
eksikliginin ve Na',K* ATPaz aktivitesinin azalmasimn neden oldugu (Rabini et al,
1994) distniilmektedir (Sekil 2.14).

Aldoz Sorbitol
Rediiktaz Dehidrojenaz

Glukoz ﬂ Sorbitol ﬁ‘ Fruktoz

NADPH NADP NAD™ NADH

|

l Myoinozitol 1 Na'K'ATPaz
Sekil 2.14. Sorbitol yolu ve olasi etkileri

Sorbitol fruktoza yiikseltgenirken NADPH'n artist siiperoksit radikal anyonunun
olusumunun artmasmna, NADH'n azalisi endotel hiicrelerinden NO' iiretiminin
azalmasina (Cohen, 1993) ve (Kashiwagi et al, 1994) antioksidan glutatyon'un
sentezinin azalmasmna neden olur. Bu sonuglar diyabetik komplikasyonlarin

gelismesine neden olurlar (Williamson et al, 1993).
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Aldoz rediiktaz enzimi inhibit6rlerinin, diyabetik nefropati, diyabetik katarakt
(Vinson et al, 1994) ve noropatili hastalarda tedavide etkili oldugunu gosteren
¢aligmalar vardur.

Hemodinamik etkiler: Diyabetin erken devrelerinde basing ve akimlardaki
yiikselmelerle hemodinamik degisiklikler olur. Hemostatik basing baslangi¢ olaydir.
Artmug hidrostatik basincin yarattif fizik hasarla bu degisiklikler daha da artar. Bunlar
oncelikle kapiller gegirgenligin, viskosite ve trombosit agregasyonunun artmasi gibi
fonksiyonel degigikliklerdir.

Hemodinamik bozukluklarin diyabetik mikroanjiyopati, retinopati ve

nefropatinin gelismesinde 6nemli rol oynadi gézlenmigtir.

2.10. Streptozotosin

Streptozotosin (STZ), diyabet olugturmak igin, deneysel hayvanlarda kullanilan
bir nitrozoiire bilesigidir. Bu bilesigin agik formiilii agagidaki gibidir (Sekil 2.15).

H,OH
o)

H
HO OH

ITJH
=0

N
H;C~ WO

Sekil 2.15. Streptozotosin'in molekiil yapis

Streptozotosin (STZ) molekiiliiniin tam kimyasal ad N-
metilnitrozokarbamilglukozamindir. ilacin c-yapisi verilmistir. B-Yapist karbon-1'deki
H ve OH'n yer degistirmesi ile elde edilir. Ilagta a- ve B- yapilan kansik seklinde

bulunur.
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Streptomyces achromogenes'den elde edilir. Streptozotosin, adacik hiicrelerin DNA

zincirini kirma 6zelligini gosterir (Sekil 2.16).

Alloksan
l Protein hasari
Lipid peroksidasyonu
05 H202 /
DNA Streptozotosin
OH —> | Hasan (metilnitrozolre grubu
ile dogrudan saldirir)

poli(ADP-riboz)sentetaz
inhibitéra

NAD* (korunur)
poh(ADP-nboz)sentetaz DNA onarmi

NAD" | l

P-hﬁcre fonksiyonu 1

(hiicre 6lam) B-hucre fonksiyonu
l korunumu
insulin eksikligi l -
Diyabet Kanser riski

Sekil 2.16. Streptozotosin ve alloksan'in diyabetojenik ve kanserojenik etki

mekanizmalan (Halliwel and Gutteridge, 1989).

Siganlara enjekte edildiginde, retina, eritrosit ve adacik hiicrelerinin CuZn-Siiperoksit
dismiitaz (SOD) aktivitelerinin azaldig: gozlenmistir. Diger dokularda ise bu durum
gozlenmemigtir. Vitamin E'nin, siganlarn STZ kaynakli diyabetojenitesini azalttig
rapor edilmistir (Halliwel and Gutteridge, 1989). Bu sonu¢ tam olarak kabul
edilmemis ve etki mekanizmasiun aydinlatiimast igin daha g¢ok ¢alismamin gerektigi
ileri suriilmiigtiir. Ancak, etki daha ¢ok Siiperoksit dismiitaz (SOD) enjeksiyonunun
zamanlamasina bagh oldugu diisinilmektedir. STZ; oksijen radikallerinin artigindan

cok, tasidi@1 nitrozo grubu ile DNA arasindaki bir kimyasal reaksiyon sonucu DNA'ya
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zarar vermektedir. Agin miktarda DNA hasan, poli (ADP-riboz) sentetazin
aktivasyonuna ve hiicre igin dliimciil olabilecek diizeyde hiicresel NAD" nin azaligina
neden olur. Bu NAD" min azahgi, STZ'nin B-hiicrelerine karst olan toksisitesinin bir
mekanizmasi oldugu ileri siiriilmiigtiir (Halliwel and Gutteridge, 1989). Siganlarda
STZ ve poli (ADP-riboz) sentetaz inhibitorlerinin birlesik etkisinin B-hiicre tiimdrlerini
olugturdugu gozlemlenmistir (Halliwel and Gutteridge, 1989). Boylece, enzimin
inhibisyonu NAD" nin azaligim ve B-hiicre 6liimiinii 6nlemis, ancak bazi DNA hasan
dogru bir sekilde onarilmadigi igin kanserojenik etki olugsmustur.

1.C. YUKSEKUGRETIM KURULY

DOKUMANTASYON MERKEZE
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Caligmamizda agirhklan 250-300 g olan erkek Spraque-Dawley siganlar kullamldi.

Belirli laboratuvar kosullarinda tutulan ve her zamanki beslenmeleri korunan siganlar

bir gece ag birakildikran sonra deneye alindilar.

Hayvanlar kontrol ve deney grubu olmak tizere 4 gruba aynldi.
1. Kontrol grubundaki hayvanlara 0.1 M sitrat tamponu 0.1 ml/100 g intraperitonal

verildi.

2. Streptozotocin 60 mg/kg intraperitonal (0.1 M Sitrat tamponu pH4.5) verildi.

3. Streptozotosin enjeksiyonundan 1 saat 6nce L-nitroarjinin 4 mg/kg intraperitonal

verildi.

4. Streptozotosin enjeksiyonundan 1 saat sonra L-nitroarjinin 4 mg/kg intraperitonal

verildi.
Gruplar (n=8) Siire
(K) Kontrol 4 Hafta
(STZ) 4 Hafta

(STZ+pre L-NA) 4 Hafta
(STZ+post L-NA) 4 Hafta

3.2. Deneysel Diyabet Modeli

Sicanlara 60 mg/kg Streptozotocin intraperitonal yapildi. L-nitroarjinin (nitrik
oksit sentaz inhibit6rii), STZ uygulamasindan bir saat 6nce ve bir saat sonra olmak
iizere 4 mg/kg (D1g1s, 1996) intraperitonal verildi. Injeksiyondan 24 saat sonra ve her
hafta kan alinarak siganlanin kan glukoz diizeylerine bakildi. 4 hafta siresince

Doz Tlag uygulama yolu

0.1 ml/100 g Sitrat tamponu

60 mg/kg
4 mg/kg L-NA+60 mg/kg STZ

60 mg/kg STZ+4 mg/kg L-NA
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sicanlarin vicut agirliklar ve kan glukoz diizeyleri saptandi. 4 hafta sonunda siganlar
dekapite edilerek, karaciger, bobrek, pankreas ve dalaklan hizla ¢ikanldi. Dokular
soguk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagid: ile kurutulup hizla tartilarak
sivi azot ile donduruldu ve olgiimler yapilana kadar derin dondurucuda (-70°C)

bekletildiler.

3.3. Deneylerde Kullanilan Aletler

e Derin dondurucu: Bosch

e Hassas terazi: Mettler

e Homojenizator: IKA Ultra-Tutrax T25
e Vortex: IKA

¢ Su banyosu: Nive

e Spektrofotometre: UV-Vis Recording Spectrophotometer (Shimadzu).

3.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Triklor asetik asit (TCA) (Merck) ¢ozeltisi,

o Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma) ¢ozeltisi,

e 150 mM KCl ¢ozeltisi,

e 0.25 N HCI ¢ozeltisi, ()

e Malondialdehit standart ¢ozeltisi: 1,1,3,3,-tetraethoxypropane (Malonaldehyde
bis(diethy acetal)) (Sigma) ''!n %1'lik siilfirik asitteki ¢ézeltisinden hazirlanan 1-10
uM'lik diliisyonlan kullamld

e Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 30 g NaCl, 1.67 g glasiyal metafosforik asit (Carlo

Erba) ve disodyum EDTA (Merck) tartilip distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

0.3 M Na,HPO; ¢ozeltisi

Ellman ayiract: 10 mg 5,5'-Ditiyo-bis-(2-nitro benzoik asid) 25 ml %1'lik sodyum

sitrat ¢ozeltisinde eritildi.
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¢ Glutation (Sigma) standart ¢ozeltisi: %100 mg glutatyon ¢ozeltisinden hazirlanan
diliisyonlar kullamldi.

3.5. Glukoz Olgiim Teknigi

Kanlar, heparinli kapiler tiipler aracilig: ile oftalmik venéz punksiyon (goéz
sukuru ven siniisiinden) yontemiyle alindi.

Kan glukoz diizeyleri Glikotest aleti (Accutrend Alpha) ile enzimatik glukoz
belirleme yontemi ile yapildi. Olgiimde enzimlerin ve kromojen maddenin emdirilmesi
ile hazirlanmug kagit seritler (Accutrend Glucose) kullamlds.

Glukoz oksidaz enzimi B-D-glukozu oksitler ve glukonik asit ile hidrojen
peroksit olugur. Bir peroksidaz yardim ile hidrojen peroksitten serbestlesen oksijen
indirgenmis halde bulunan renksiz bir kromojen maddeyi oksitleyerek onu renkli hale
gevirir (Sekil 3.1).

Glukoz ——— Glukoz Oksidaz Glukonik Asit

H,0,

Kromojen

madde Peroksidaz
(renksiz)

Oksitlenmis 2H,0

kromojen madde
(renkli)

Sekil 3.1. Glukoz oksidaz yonteminin semasi

3.6. Lipit Peroksidasyon Diizeylerinin Ol¢iilmesi
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Dokularda lipit peroksidasyonunun son lriinii olarak olusan malondialdehitin
(MDA) tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi ile olusan renk
spektrofotometrik olarak saptand: (Buege, 1978).

Dokular tartildi ve soguk 150 mM KCl ¢ozeltisi ile %101Tuk doku
homojenatlan hazirlandi. Bu homojenattan 1 ml alindi. Uzerine 2 mi TBA ¢ozeltisi
(0.375 g TBA ile %100'tik 15 ml Triklor asetik asidin 0.25 N HCI ile 100 ml'ye
tamamlanarak hazirlanmig ¢ozelti) ilave edildi. Vorteksle kangtinildi. Kangim kaynar
su banyosunda 15 dakika bekletildi. Sogutulduktan sonra 3000 rpm de 15-20 dakika
santrifiij edildi. Ust fazdan 1ml alinarak kére karst 532 nm'de spektrofotometrik
olarak okundu.

3.7. Glutatyon Olgiilmesi

Doku homojenatlanindaki serbest silfidril gruplanmin Ellman ayiraci ile
olugturdugu rengin spektrofotometrik olarak saptanmasi, glutatyon igerifinin
belirlenmesi i¢in kullamld: (Beutler,1975).

Dokulann 150 mM KCl'deki %10'luk homojenatindan 0.2 ml alindi. Uzerine
0.3 ml proteinsizlestirme g¢ozeltisi eklendi. Kangim vortekslendikten sonra 3500
rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Ust fazdan 0.2 ml almarak, iizerine 0.8 ml 0.3 M
Na,HPO, ¢ozeltisi ve 0.1ml Ellman ayiract (DTNB) kondu, olusan renk kére kargi
412 nm'de spektrofotometrik olarak 5 dakika i¢inde okundu.

3.8. Deney Sonuclarinin Degerlendirilmesi ve Biyoistatistiksel Yontem

Istatistiksel degerlendirme tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey's
Multiple Comparison Testi uygulanarak yapildi. P degerinin 0.05'ten kiigiik oldugu

durumlar anlamh kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda siganlara 60 mg/kg Streptozotosin (STZ) ve 4 mg/kg L-
nitroarjinin intraperitonal uygulandi. Streptozotosin (STZ) uygulamasim takiben ilk 24
saat i¢inde kan glukoz diizeylerinde artiy gérildi. Enjeksiyonu takiben ilk hafta iginde
STZ uygulanan siganlarda bir kisim denek 6ldii. STZ enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanan L-nitroarjinin (PostNA+STZ) grubunda; STZ'den 1 saat once, L-
nitroarjinin (PreNA+STZ) uygulanan gruba nazaran 6lim daha fazla oldu. Dért hafta
sonunda kontrol grubu digindaki siganlarm kan glukoz diizeylerinde artig gozlendi
(Sekil 4.1). Viicut agirliklarinda ise belirgin degisiklik goriilmedi.

40-
“ost r
] e
EZS—_ —a— Kontrol
=< 20- —— STZ
0] . —— 6n-LNA
15'_ —— son-LNA
10
5_ . — i C e —Li— |
0 1 ] 1 1
0 1 2 3 4

Diyabet siiresi (hafta)

Sekil 4.1, Siganlarin diyabet siiresi (4 hafta) kan glukoz dizeyleri

Streptozotosin uygulanan siganlann karaciger, bobrek, pankreas ve dalak
dokulaninda, lipit peroksit diizeyleri kontrollerle kargilagtinldiginda anlaml artiglar
gozlendi (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, Sekil 4.2, 4.4, 4.6, 4.8). L-nitroarjinin
enjeksiyonunu takiben, 1 saat sonra STZ uygulanan (PreNA+STZ) deneklerde ise,
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siganlarin bobrek ve pankreas dokularinda, lipit peroksit diizeyleri kontrollere gore
anlamli olarak artt: (Cizelge 4.2, 4.3, Sekil 4.4, 4.6). STZ grubu ile karsilagtinldiginda
ise dalak dokusunda anlamh olarak azalttig: gozlendi (Cizelge 4.4, Sekil 4.8). STZ
enjeksiyonunu takiben 1 saat sonra L-nitroarjinin uygulanan (STZ+PostNA) siganlarin
karaciger, bobrek, pankreas ve dalak dokularinda, lipit peroksit diizeyleri kontrollerle
kargilagtinldiginda anlaml olarak arttirdif: (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, Sekil 4.6, 4.8),
STZ grubu ile kargilagtinldiginda ise bobrek ve dalak dokularinda anlaml olarak
azalttigs gozlendi (Cizelge 4.2, 4.4, Sekil 4.4, 4.8).

Diger taraftan STZ uygulamas:, siganlarin karaciger, bobrek, pankreas ve
dalak dokulanndaki glutatyon diizeylerini diigiirdii (kontrollerle kargilagtinidifinda
boébrek harig diger dokularda anlamh olarak) (Cizelge 4.1, 4.3, 4.4, Sekil 4.3, 4.5, 4.7,
4.9). STZ enjeksiyonundan 1 saat sonra uygulanan L-nitroarjinin (PostNA+STZ) ve
STZ'den 1 saat 6nce uygulanan L-nitroarjininin (PreNA+STZ), siganlann karaciger,
bobrek, pankreas ve dalak dokularindaki glutatyon diizeylerinde artiglar (STZ'li
sicanlarin glutatyon diizeyleri ile karsilagtirildiginda) gozlendi (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3,
4.4, Sekil 4.3,4.5,4.7,4.9).

Cizelge 4.1. Karacigerde Malondialdehit (nmol/g doku) ve Glutatyon (umol/g doku)

dizeyleri
n=8 KARACIGER
Gruplar MDA GSH .
Kontrol 120+5.9 423+0.18
STZ 205+11.8" 1.33 £0.08™
PreNA+STZ 16157 3.02+0.09°
PostNA+STZ 194 +4.17 245+0.117"

Ortalama + Standart hata
Kontrollerine gore *p<0.05 **p<0.01 **%p<0.001
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Cizelge.4.2. Bobrekte Malondialdehit (nmol/g doku) ve Glutatyon (umol/g doku)

duzeyleri
n=8 BOBREK
Gruplar MDA GSH
Kontrol 188 +4.4 2.42 +0.08
STZ 361+9.8" 1.41 +£0.04
PreNA+STZ 262 +14.4™ 1.94 +0.03
PostNA+STZ 318+ 13.77# 1.71 £ 0.05
Ortalama *+ Standart hata
Kontrollerine gore *p<0.05 **p<0.01 **%p<0.001
STZ grubuna gore ##p<0.001

Cizelge.4.3. Pankreasda Malondialdehit (nmol/g doku) ve Glutatyon (umol/g doku)

diizeyleri
n=8 PANKREAS
Gruplar MDA GSH
Kontrol 127 +5.0 1.86 +0.15
STZ 272 +19.0° 0.67 +£0.05"
PreNA+STZ 2524256 1.31£0.05
PostNA+STZ 331+16.7" 1.08 +0.08
Ortalama + Standart hata
Kontrollerine gore *p<0.05 ***p<0.001

Cizelge.4.4. Dalakta Malondialdehit (nmol/g doku) ve Glutatyon (umol/g doku)

diizeylen
n=8 DALAK
Gruplar MDA GSH
Kontrol 255+6.5 1.94 +0.04
STZ 416 +30.9™ 0.55+0.03"
PreNA+STZ 297 + 5.5 1.11+0.12
PostNA+STZ 328 +9.4"" 0.78 £0.05
Ortalama + Standart hata
Kontrollerine gore *p<0.05 **p<0.01 **%p<0.001
STZ grubuna gore "p<0.01 *p<0.001

37



250

200

150

100

MDA nmol/g doku

50

Kontrol

I I

|

BRI ] | B sz

SRR { PreNA+STZ
= ] PostNA+STZ
R ‘j

5 n

KARACIGER

Sekil 4.2. 60 mg/kg Streptozotosin Oncesi ve sonrasi 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.

i

uygulamasinin siganlarin karacigerlerindeki lipit peroksidasyon olugumuna

etkileri (n=8). Kontrollerine gére *p<0.05 **p<0.01.
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KARACIGER

Sekil 4.3. 60 mg/kg Streptozotosin Oncesi ve sonrasi 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.

uygulamasimn siganlann karacigerlerindeki glutatyon diizeylerine etkileri

(n=8). Kontrollerine gére *p<0.05 ***p<0.001
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BOBREK
Sekil 4.4. 60 mg/kg Streptozotosin Oncesi ve sonrasi 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.

uygulamasinin siganlarin bobreklerindeki lipit peroksidasyon olusumuna
etkileri (n=8). Kontrollerine gére *p<0.05 ***p<0.001, STZ grubuna
gore *p<0.001.
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BOBREK
Sekil 4.5. 60 mg/kg Streptozotosin 6ncesi ve sonrasi 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.

uygulamasinun siganlann boébreklerindeki glutatyon diizeylerine etkileri (n=8)
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Sekil 4.6. 60 mg/kg Streptozotosin Oncesi ve sonrast 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.
uygulamasimn siganlarin pankreaslarindaki lipit peroksidasyon olusumuna
etkileri (n=8). Kontrollerine gore ***p<0.001.
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PANKREAS
Sekil 4.7. 60 mg/kg Streptozotosin oncesi ve sonrast 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.

uygulamasimn siganlanin pankreaslanindaki glutatyon diizeylerine etkileri

(n=8). Kontrollerine gére *p<0.05.
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DALAK
Sekil 4.8. 60 mg/kg Streptozotosin Oncesi ve sonrasi 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.

uygulamasimin siganlann dalaklarindaki lipit peroksidasyon olusumuna
etkileri (n=8). Kontrollerine gére p<0.05 ***p<0.001, STZ grubuna
gore *p<0.01 *p<0.001.
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Sekil 4.9. 60 mg/kg Streptozotosin oncesi ve sonrast 4 mg/kg L-nitroarjinin i.p.
uygulamasimn siganlann dalaklanndaki glutatyon diizeylerine etkileri

(n=8). Kontrollerine gére **p<0.01.
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S. TARTISMA

Diyabetes mellitus, kandaki glukoz diizeyinin yiiksek olmasi ile karakterize
olan ve uzun dénemde kronik komplikasyonlan gézlenen metabolik bir bozukluktur.

Diyabetik kosullarda oksidatif baski diizeyi artmaktadir. Diyabette serbest
radikallerin etkili oldugu, Tip I diyabet yapilan hayvan deneyleri ile gésterilmigtir
(Oberley, 1988). Ornegin Alloksan'in serbest radikal ortamlt reaksiyonu ile, insiilin
yapan pankreas B-hiicrelerinin harabiyeti tip I diyabeti olusturmustur. Bu olusumda,
kararsiz alloksan dialiirik aside déniismekte ve bu asidin otooksidasyonu ise H,O,, Oy~
ve ‘OH radikalini vermektedir (Kristal and Yu, 1992).

Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) gibi radikal yakalayici enzimler,
alloksan'in hasar verme etkisini azaltmaktadir (Fisher and Hamburger, 1980). Ayrica,
metanol ve tiyoiire gibi ‘OH yakalayici bilegikler de, alloksan tarafindan olugturulan
diyabetojenezin azalmasina neden olmaktadir (Nishigaki et al, 1978). DiZer ¢ok
bilinen radikal yakalayicilann ise, alloksan'in diyabet olusturmasina kars1 koruyucu etki
yaptiklan bilinmektedir. Slonim et al (1983), siganlara vitamin E vererek diyabet
gelismesini yavaglatmugtir. Crowden et al (1985), sentetik bir antioksidan olan
butillendirilmiy hidroksianizolu farelere vererek, onlan alloksan'la olusturulan diyabete
kars1 korumay1 bagarmustir.

Alloksan veya Streptozotosin (STZ) verilen siganlarin, ¢ogu organlarindaki
total Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinde azalma goriilmiigtiir (Matkovics et al,
1982).

Diyabetes mellitus'lu hastalann (Yagi, 1987, Griesmacher et al, 1995; Pieper et
al, 1995; Laaksonen et al, 1996; Sundaram et al, 1996; Jain et al, 1996) ve diyabet
olusturulmus hayvanlarin plazma ve dokulannda (Shah et al, 1994, Kakkar et al,
1995;1997; Makar et al, 1995; Kretowski et al, 1995; Peltola et al, 1996) lipit
peroksit diizeylerinde artiglar oldugu bilinmektedir.

Diyabette lipit peroksidasyonun ve oksidatif baskimin artigi, plazma glukoz
seviyesinin artigina baglanmaktadir (Nishigaki et al, 1978; Sato et al, 1979). Hunt et al
(1988), fizyolojik sartlarda glukozun otooksidasyona ugrayabilecegini ve bu nedenle

bir serbest radikal kaynag olabilecegini gostermistir.
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Nitrik oksit (NO) stiperoksit radikal anyonu (O;") ile etkileserek peroksinitrit
radikalini (ONOQ) verir (Beckman and Tsai, 1994, Khan and Wilson, 1995, Marin
and Martinez, 1995; Darley-Usmar et al, 1995; Rubbo, 1996; Erbas, 1998).
Perosinitrit radikali azot dioksit (NO;) ve hidroksil radikaline (OH) déniigerek, hiicre
savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu durumlarda lipit peroksidasyonu
hizlandirmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada (Dig1s,1996) farelere akut ve
kronik amonyum asetat uygulanmasinin, nitrik oksit aracilif: ile karacigerde lipit
peroksidasyon diizeyini arttirdifi saptanmugtir. Nitrik oksit sentaz inhibitorii (NOSI)
olarak L-nitroarjinin uygulanmasinda ise bu artig1 6nlendigi gozlenmigtir.

Cahigmamizda, streptozotosin (STZ) ile olugturulan diyabet modelinde
sicanlarin  karaciger, bobrek, pankreas ve dalak dokularindaki lipit peroksit ve
glutatyon diizeyleri olgtildii.

Streptozotosin (STZ) uygulanan siganlann karaciger dokusu lipit peroksit
diizeylerinde, kontrollerine gére istatistiksel olarak anlamh artiglar saptandi (Cizelge
4.1, Sekil 4.2). L-nitroarjinin'in STZ enjeksiyonundan 1 saat 6nce (PreNA+STZ)
verilmesi ile, siganlarin karaciger dokusunda artmug lipit peroksit diizeyinde azalma
gozlendi. L-nitroarjinin'in STZ enjeksiyonundan 1 saat sonra (PostNA+STZ) verilmesi
de, artmug lipit peroksit diizeyinde azalmaya neden oldu. Ancak bu azalmalar STZ
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bulunmadi (Cizelge 4.1, Sekil 4.2). Diger
taraftan STZ'li siganlarin karaciger dokularindaki glutatyon diizeylerinde kontrollerine
gore istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi (Cizelge 4.1, Sekil 4.3). L-
nitroarjinin STZ enjeksiyonundan 1 saat 6nce ve 1 saat sonra uygulanmastyla,
karaciger dokusu glutatyon diizeylerinde STZ'li gruba gore daha az diigiigler gésterdi
(Cizelge 4.1, Sekil 4.3).

STZ uygulanan siganlarin bobrek dokularindaki lipit peroksit diizeylerinde,
kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli artiglar saptandi. L-nitroarjininin STZ
enjeksiyonundan 1 saat 6nce ve 1 saat sonra uygulanmasi ile, kontrollerine gére artmig
fakat STZ'li gruba gore azélrms lipit peroksit diizeyleri elde edildi (Cizelge 4.2, Sekil
4.4). Diger taraftan L-nitroarjinin‘in STZ enjeksiyonundan 1 saat énce ve 1 saat sonra
verilmesi bobrek dokusu glutatyon diizeylerinde azalmaya neden oldu. Ancak bu
azalmalar STZ grubuna gore anlamh bulunmad: (Cizeige 4.2, Sekil 4.5).
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STZ'li siganlann pankreas dokulanindaki lipit peroksit diizeylerinde,
kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli artiglar saptand: (Cizelge 4.3, Sekil 4.6).
L-nitroarjininin STZ enjeksiyonundan 1 saat 6nce verilmesi kontrollerine gére artmg
fakat STZ'li gruba gore azalmus lipit peroksit diizeyleri elde edildi. L-nitroarjinin'in
STZ enjeksiyonundan 1 saat sonra verilmesi ise, tiim gruplara gore daha fazla artmig
lipit peroksit diizeyleri olusmasina neden oldu. L-nitroarjinin'in STZ enjeksiyonundan
1 saat once uygulanmasiyla, pankreas dokusu glutatyon diizeyindeki azalma STZ'h
gruba gore daha az diisiis gosterdi. L-nitroarjinin'in STZ enjeksiyonundan 1 saat sonra
uygulanmasiyla, yine pankreas glutatyon diizeyinde STZ'li gruba goére daha az dusis
gosterdi (Cizelge 4.3, Sekil 4.7).

Aynica, STZ'li siganlarin dalak dokularinin lipit peroksit diizeylerinde de,
kontrollerine ve STZ'li gruba gore istatistiksel olarak anlaml artiglar saptand: (Cizelge
4.4, Sekil 4.8). L-nitroarjinin'in STZ enjeksiyonundan 1 saat énce ve 1 saat sonra
uygulanmasi ile kontrollerine gore artmug fakat STZ'li gruba gore azalmusg lipit peroksit
diizeyleri olgtildi. L-nitroarjinin'in STZ'den 1 saat dnce ve 1 saat sonra verilmesi ise,
kontrollere gore azalmg olan STZ grubu glutatyon diizeylerinde anlamh olmayan
artiglara neden oldu (Cizelge 4.4, Sekil 4.9).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, karaciger, bobrek, pankreas ve dalakta
meydana gelen lipit peroksit diizeylerindeki artista, sadece siiperoksit radikali ve
tiirevlerinin sorumlu olmadig, nitrik oksit (NO) aracili bir mekanizmanin da etkili
olabilecegini diigiindiirmektedir.

Caligtigimuz dokularda, STZ uygulamasindan sonra lipit peroksit diizeylerinde
artma, glutatyon diizeylerinde azalma; siganlara STZ ile birlikte, nitrik oksit sentaz
inhibitérti (NOSI) L-nitroarjinin verildiginde kontrol diizeylerine dénme egilimi
gostermesi, bu degisikliklerin olusumunda NO aracili bir mekanizmanin etkili oldugu

diisiincesini pekistirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabetli hayvanlarin karaciger,
bobrek, pankreas ve dalak dokulanindaki lipit peroksit dizeylerindeki artis,
kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli bulundu. Bu durum Streptozotosin'e
(STZ) bagh olarak olusan diyabet modelinde serbest radikallerin 6nemli rol oynadigin
gostermektedir.

Diger taraftan, caligmamizda aymi dokularin glutatyon dizeylerinde ise,
kontrollerine gore istatistiksel olarak (bobrek harig) azalmalara neden oldu. L-
nitroarjinin, STZ enjeksiyonundan 1 saat 6nce (PreNA+STZ) ve 1 saat sonra
(PostNA+STZ) verilmesi, lipit peroksidasyon diizeylerinin, kontrol diizeylerine donme
egilimi gostermesine neden oldu. Bu egilim, sadece bobrek ve dalak lipit peroksit
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamh bulundu.

Sonug olarak, hiperglisemide oksidan-antioksidan dengesi degismektedir ve bu
degisikligin olusumunda siiperoksit radikali ve tiirevleri ile birlikte nitrik oksit'in de
('NO) etkin bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismanin devamu olarak, ¢alisgtigimiz dokularda E ve C vitamin diizeyleri,
STZ uygulamasindan sonra 6lgiilebilir. Bu vitamin diizeylerindeki azalma, glutatyon
diizeylerindeki azalma ile birlikte yorumlanabilir. L-nitroarjinin verilmesiyle, E ve C
vitamin diizeyleri kontrol diizeylerine dénme egilimi gosterebilir ve bu yolla nitrik
oksit'in etkinlii konusunda daha fazla bilgi saglanabilir.
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