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1. GIRIS

Diabetes mellitus, toplumda insidans: yiiksek olan bir hastaliktir. Hastalik,
insiilin salimminin kismen ya da tamamen aksamasi veya insiilin reseptorlerinin
defekti ile karekterizedir. Diabet, klinik olarak iki grupta toplanmaktadir. Birinci
grup Insiiline bagimli (IDDM) yada tip 1 diabetes mellitus olarak bilinmekte ve
daha ¢ok ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir. [kinci grup ise insiiline bagimsiz
(NIDDM) veya tip II diabetes mellitus olarak tanimlanmakta ve genellikle
yetiskinlerde gorilmektedir.

Her iki tip diabette de hastaligin iyi kontrol edilememesi ve kroniklegmesi;
bébrek yetmezligi, korliik , organ amputasyonlari, koroner kalp hastalig: ve iskemik
beyin hasar1 gibi Onemli komplikasyonlara yol a¢maktadir. Bu hastalarda
karbonhidrat, lipid, protein ve eser element metabolizmasinda da Onemli
degisiklikler meydana gelmektedir.

Serbest radikaller, normal hiicre metabolizmas: sonucu olusan ve stabil
olmayan reaktif molekiillerdir. Fizyolojik sartlarda hiicre i¢inde olusan serbest
radikaller enzimatik (Siiperoksit dismutaz, Katalaz, Glutatyon peroksidaz gibi) ve
nonenzimatik (vitamin E, A, C, rediikte glutatyon gibi) antioksidan mekanizmalar
tarafindan ortadan kaldinlarak zararsiz hale getirilmektedir. Ancak hiicrede agin
serbest radikal olusumu yani oksidatif stres durumunda antioksidan mekanizmalar
yetersiz kalmakta ve zararh etkiler ortaya ¢ikmaktadir (1).

Serbest radikaller, tiim hiicre komponentleri ile o6zellikle silfidril igeren
aminoasit ve polidoymams vyag asitleri ile etkileserek, proteinlerin
denatiirasyonuna, polisakkaritlerin depolimerizasyonuna, kollojen sentezinin
bozulmasina,  deoksiriboniikleotidlerin  yikilmasina,  yapisal  proteinlerin
oksitlenmesi ve g¢apraz baglanmalann olusmasina, antiproteazlarn inhibisyonu
sonucu proteolitik enzimlerin aktivasyonuna, hiicre membran lipidlerinin
peroksidasyonuna  yol agmaktadir. Ogzellikle membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonu membran akigkanlifinin ve gegirgenliginin azalmasi, membran
biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu hiicre hasarma yol agar. Tiim bu etkiler, serbest

radikallerin kanser, romatoid artrit, ateroskleroz, koroner kalp hastaligi gibi ciddi



patolojik durumlarin da sayilabilecegi pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol
alabilecegini gostermektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, diabetin kroniklestigi durumlarda oksidatif
stresin arttifimi ve hastalarda nefropati, korlik ve ateroskleroz gibi
komplikasyonlarin meydana geldigini ortaya koymustur.

Bu ¢aligma hig bir kronik komplikasyonu olmayan tip Il diabetes mellituslu
hastalarda eritrosit igi siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz

diizeylerindeki degisimi incelemek amaci ile yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SERBEST RADIKALLER
2.1.1. Tammu:

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda cereyan eden biyokimyasal
reaksiyonlar ile ortaya ¢ikan, dig yoriingelerinde ¢iftlenmemis elektron igeren ve
stabil olmayan molekillerdir (2). Ciflenmemis elektron tasiyan bu yapilar kisa
siirede daha stabil bir forma déniisme egilimi gosterirler.

Radikal terimi, kaynagin1 Yunancada kok anlamma gelen “radiks”
kelimesinden alir.

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelir.

1- Kovalent bagli normal bir molekiilin, her bir pargasinda ortak

elektronlardan biri kalacak sekilde homolitik boliinmesi

X Yeoru X + Y

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin
heterolitik boliinmesi. Heterolik boliinmede kovalent bagi olusturan her
iki elektron atomlarin birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil,
iyonlar meydana gelir.

X: Y X :+Y'

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

4

A+ ¢é— A"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller ¢ogunlukla elektron transferi sonucu
meydana gelmektedir. Serbest radikaller; pozitif yiikli, negatif yiikli veya

elektriksel olarak noétral olabilirler. Organik ve inorganik molekiiller seklinde

bulunabilirler (3).



2.1.2. MOLEKULER OKSIJEN

Molekiiler oksijen biitiin canlilar igin gereklidir. Atmosfer oksijen degerinin
% 20 artmasi toksititeye yol agar. Canlilar; molekiiler oksijene olan ihtiyaglari ve
toleranslarma gore aeroplar, anaeroplar ve fakiltatif anaeroplar olmak iizere iig
simmifa ayrilirlar: Aerop canlilar, yasamlarim devam ettirebilmek i¢in siddetle
oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu canlilar igin oksijen, elektron tasiyan ve enerji iireten
sistemin efektif ¢aligmasi igin gerekli bir molekiildiir.

Zorunlu anaerobik canlilar, molekiler oksijenin varligina tolerans
gostermezler. Fakiltatif anaeroplar ise oksijenli ortamlarda yagayabilseler bile va
oksijeni hi¢ kullanmazlar veya oksijeni sirh bir diizeye kadar metabolize ederler.
Fakat higbir zaman oksido-rediiksiyon tepkimelerinde oksijeni son elektron alicisi
olarak kullanmazlar (4).

Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer.
Oksijen en son suya indirgenir. Serbest oksijen radikaller1, hem cevresel etkenler
hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle kolaylikla

olugan radikallerdir.

2.2.SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI
2.2.1. Siiperoksit radikali (0,):

Molekiiller oksijenin bir elektron alip indirgenmesi ile siiperoksit anyon
radikali (O,") olusur. Iki elektron almasi ile de peroksi anyonu (O,° ") olusur (5).
Siiperoksit, organik ¢oziicillerde kuvvetli bir baz ve niikleofildir. Sulu soliisyon
i¢inde asin hidratedir. Sulu soliisyonlardaki siiperoksitin orta derecede kimyasal
reaktivitesine ragmen, kimyasal ya da enzimatik yolla siiperoksit iiretiminin
biyolojik sistemlerde onemli derecede hasar yaptign gézlenmistir. Siiperoksit
radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha.alabilir, boylece olugan

peroksit anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H,O5) olugturabilir



veya siiperoksit radikali aldig1 elektronu bagka bir elektron aliciya vererek tekrar
oksijene oksitlenebilir. Béylece bir indirgeyici (rediiktor) olarak davranabilir. Hatta
iki siiperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken digeri ise indirgenir,

boylece H,O, ve O, meydana gelir (4).
O, .0y +2H ——— H;0, + 05 ( 10)

Siiperoksit radikallerinin ortamdan temizlendigi reaksiyona, dismutasyon
tepkimesi adi verilir. Dismutasyon ya spontan olarak ya da SOD Kkatalizi ile
gerceklesir.

Canlilarda siiperoksit radikallerinin olusumuna neden olan olay ve etkileri iki

grupta toplamak miimkiindiir:

1- Cevrenin etkileriyle siiperoksit radikalleri olugur. Cesitli kimyasal bilesikler ve
fiziksel etkenler siiperoksit radikali olusumuna neden olurlar. Baz1 kosullarda
goriniir bolge 1smnlann da dahil olmak iizere, 6zellikle biitiin yiiksek enerjili
elektromanyetik  dalgalar her oksijenli ortamda siiperoksit radikalleri
olustururlar. Yiiksek enerjili 1ginlardan, ozellikle beta, gama ve x 1smnlan
siiperoksit radikalinin yam sira, dogrudan diger radikallerin olusumunu da
saglarlar. Boyle bir dalga, sulu ortamdan gecince suyun radyolitik

parcalanmasina neden olmaktadir (6).

HzO —> éq, H, OH, th HzOg. I’I3()Jr

Sulu ortam oksijen igeriyor§a agagidaki tepkimelerle siiperoksit radikali

kolaylikla olusabilir.

daq +Oy ____, O,

H+0, —— , H +0, (veya H,0) K= 2x 10'° M sn ™



Organik molekiillerin bulundugu sulu ve oksijenli ortamda radikal olusumu

iki kat daha artar (7).

2- Canli organizmalar, radikal olusumuna neden olan g¢evre kosullarindan
tiimityle yalitilsalar bile, eger molekiiler oksijeni metabolize ediyorlar ise
organizmalardaki pek ¢ok tepkimelerle O, iiretirler. Canlilarda siiperoksit anyonu

tireten baglica tepkimeler sunlardir.

a) Hidrokinonlarm, lokoflavinlerin ve katekolaminlerin, tiollerin, indirgenmis
boyalarn, tetrahidropteridin, ferrodoksin ve hemoproteinlerin otooksidasyon

tepkimelerinde siiperoksit radikali iiretilebilir.

b) Cesitli enzimatik tepkimelerde siperoksit radikali olusabilir. Bu enzimlere
ksantin oksidaz, dihidrooratat dehidrogenaz ve bir grup flavoprotein

dehidrogenazlar 6rek verilebilir.

c) Baz1 oksidaz ve hidroksilaz enzimleri de Kkatalitik etkileri sirasinda ara iriin
olarak siiperoksit radikali iiretirler. Bunlara mikrozomal hidroksilazlar, triptofan

dioksijenaz, galaktoz oksidaz 6rnek verilebilir.

d) Canhlarda siiperoksit radikallerinin iiretildigi bolgelerin baginda mitokondri
gelir. Molekiiler oksijenin en 6nemli kullanim yerinin mitokondri i¢ zarndaki
elektron transport sistemi oldugu hatirlanirsa, radikal iiretimi beklenen bir
neticedir (6, 8). Mitokondrideki oksijen tiiketiminin ¢gok biiyiik bir kisimdan
elektron transport sistemi sorumludur, ve sistemdeki son elektron alicist
oksijendir. Mitokondri elektron transport sisteminde O,” iireten iki b&lgenin
bulundugu gosterilmistir. Bunlardan birincisi bir flavoprotein olan NADH
dehidrogenazdir. Mitokondri zarinda iiretilen siiperoksit radikallerinin iigte biri
bu bolgeden kaynaklanmaktadir. Ikinci bolge ise koenzim Q-sitokrom b bolgesi

olup ubikinonun otooksidasyonu ile elektron transport sisteminde iiretilen



stiperoksit radikallerinin iigte ikisini olustururlar. Elektron transport sisteminde

kullanilan oksijenin % 1-51 siiperoksit olusumu ile sonuglanir.

e) Onemli élgiide siiperoksit radikalleri fagositoz sirasinda fagositoz yapan hiicreler

tarafindan (nétrofil, eozinofil ve makrofajlar) enzimatik olarak tiretilirler (8).

2.2.2. Singlet Oksijen ('0;)

Molekiiler oksijenin dig iki orbitalinde paralel spinlere sahip olan iki
elektrondan birinde salmim smirlamalarmin kalkmasi sonucu, molekiiler oksijenin
iki elektronu ayr1 ayn veya ayni orbitali iggal edebilir. Oksijenin uyarilmis bu iki
formuna singlet oksijen (‘0,) denir (2).

Bu iki formlu olan singlet oksijenin bir tanesi ¢ok kisa omiirlii olan “sigma
singlet oksijen”, digeri ise biyolojik olarak daha uzun olan “delta singlet oksijen”
formudur. Singlet oksijenin delta formunda ( 'A;O,) iki elektron ayni orbitalde
bulunur ve spinleri birbirine zittir, diger orbital bostur. Singlet oksijeninin sigma
formunda (X ,O,) ise iki elektron ayr ayr orbitallerdedir. Ve spinler kendi
enerjilerini birbirlerine enerjisini 151k enerjisi halinde vererek eski durumlarina
dénebilirler.

Singlet oksijenin olusumuna neden olan bazi1 mekanizmalar sunlardir.
a) Dioksijen iizerinde pigment aracili 1g1k aktivitesi ile,
b) Fe katalizli Haber-Weiss reaksiyonu ile,

3 2
Fe Fe™* -

‘0, + HO'+ HO

0O, . H->0,

¢) Siiperoksitin spontan dismutasyonu ile,

H,O0+0," +H —— 102 + H,0,



d) Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz sirasinda H,O, ve halojen bagimh

myeloperoksidaz enzimi ile,

OCI + H202 —_—> |02 +Cl+ H2O

e) O, 1le OH etkilesmesit ile,
OH +0y —— 'O, +OH

f) Sitiperoksit radikallerinin diagilperoksitlerle tepkimesinde singlet oksijen

olugsmaktadir.

Karotenler, biluribin, histidin, methionin ve baz1 kimyasal bilesikler singlet
oksijeni temizleyerek, singlet oksijen bagimli tepkimeleri inhibe ederler. Bu

inhibitor bilesikler olay sirasinda oksitlenmezler ve tiikketilmezler (9).

2.2.3. Hidroksil Radikali (OH)

Haber ve Weiss, 1934 yilinda hidrojen peroksidin O," ile indirgenmesiyle

hidroksil radikali olusabilecegini gostermislerdir.
02-' +H, 0y ——» OH +OH + 102

Aragtiricilar canhilarda fizyolojik olarak onemli miktarda HO' iiretilmedigine
inamyorlardi. Cinkii O, nin H,O, ile etkilesiminin hiz sabitinin siiperoksit
radikallerinin kendiliginden dismutasyonu ile yarisamiyacagini kabul ediyorlardi.

1978 yilinda redoks katalizorii olarak gorev yapan bir metal, 6rnegin gelat
yapmig demir varlifinda Haber-Weiss tepkimesinin biyolojik sistemlerde de
calistigi ve 6nemli miktarda HO' iiretildigi gosterildi.

Invivo olarak hidroksil radikali yapimina neden olabilen énemli tepkimeler

sunlardir:



1- lyonlastirici radyasyonun suya etkisi ile,
hv
H,0 — H,0 +¢

H,0"+ H,O —, OH + H;O

2- Fenton tepkimesi ile,
Fe *+ 0y ——— Fe?+ 0,

Fe'? +H,0, Fe*+ OH + OH

Fenton tepkimesi belirli bir liganta bagli demir kompleksi ile meydana gelir (5).

3- Ozona elektron transfer1 1le OH" olusabilir. Ozon toksisitesinde OH* nin

rolii oldugu bilinmektedir.

4- Hidrojen peroksitin fotohzisi ile,
H202 2HO

5- Haber- Weiss tepkimesi ile,
Fe- kompleksi
0, O —» O, +OH +OH

6- Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal, H,O, ile tepkimeye
girerek hidroksil radikali iiretebilir.
COOH +H,0, — , CO,.H,O+OH

Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif olami, reaktivitesinden dolay: da en
toksik olani hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali @iretildigi yerde hemen her tir
molekiil ile tepkimeye girebilir ve radikal tepkimelerini baglatabilir. Hidroksil

radikalinin katildig1 baslica tepkimeler 5 grupta toplanabilir.



1- OH ekleme reaksiyonlari;
RCH =CH; + OH — RC. H- C H,OH

2- Hidrojen ¢ikarma reaksiyonlart,

R-H+OH ___, R+H0

3- Elektron nakil reaksiyonlari;

OH +S — OH +§

4- Atom ve yiik nakli reaksiyonlari,

O +0y — 0, +0,”

5- a) Radikal - Radikal reaksiyonlar;
OH +OH ____, H,O,
OH +O —— H,O
OH +e(aq) — OH
OH +H —— H;0
O+0 —s 0

O +e(aq) —— 20H°

b) Dismutasyon reaksiyonlari;
OH + HOZ-——" Hzo + O,
OH +0,” ____, OH +0O,

Hidroksil radikalinin yiiksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik
etkilerinin yamsira, iiretimleri normal biyolojik fonksiyon iginde gereklidir.
Fagositoz ve pek ¢ok enzimatik katalizin zorunlu bir pargas: olarak OH iiretilir ve

kataliz olayina dogrudan katilir (10).
Baz1 kimyasal bilesikler, canlida radikal yapimina neden olduklar: igin toksik

etkilidirler. Hidroksil radikalinin yapim mekanizmast esas olarak soyledir.



Fe™ (veya Cu®') + indirgeyici ajan ( O, Vit C, NADPH )
Fe'? (veyaCu ) + H O, —» Fe' (veya Cu”') + OH + OH"

Goriildugn gibi stiperoksit radikalinin elektron verici oldugu tepkime (Haber-
Weiss tepkimesi) diginda da biyolojik molekiiller metal iyonlarini indirgeyerek,

H,0, varliginda OH' yapimini saglamaktadir (11).
2.2.4. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin gevresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
siperoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiili 2
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,O,) meydana getirir. Hy,O,

membranlardan kolayca gecebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir (12,13).

O, +é+2H — H,0,
Oz +2¢6+2H — H202

Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil @retimi siiperoksitin
dismutasyonu ile olur. Tki siiperoksit molekiilii iki proton olarak hidrojen peroksit
ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler

meydana geldiginden buna dismutasyon reaksiyonu ad1 verilir.

20,7 + 2H ___, Hy0,+ 0,

Bu Aismutasyon ya spontandﬁ' ya da siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan
katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8’de minimal diizeyle gerceklesir. Bu
pH’da protonlanmis ve protonlanmamis radikal konsantrasyonlarn esittir. Fakat,
hem protonlanmig radikalin arttifn daha asit pH’da hem de siiperoksit iyonunun
fazla oldugu alkali pH’da bu hiz belirgin sckilde digiiktiir (14). Stiperoksitin

siiperoksit dismutaz tarafindan dismutasyonu ise daha genis bir pH araliginda



katalizlenir. Ozellikle spontan dismutasyonun nisbeten yavas oldugu nétral ya da
alkali pH’da enzimatik dismutasyon daha belirgindir.

Hidrojen peroksit, agiga siiperoksit ¢ikmadan oksijenin direkt divalan
reaksiyonu ile de olusabilir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri
igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Ciinkii siiperoksit ile
reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir.

H,0, +0O; —— OH +OH + 0,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu -
ya katalizor varliginda ya da katalizorsiiz cereyan edebilir. Fakat, katalizorsiiz
reaksiyon oldukga yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢ok hizhdir.
Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe™) indirgenir (15, 7). Sonra bu ferro demir
kullanilarak “fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten OH ve OH’ iretilir.

Reaksiyon mekanizmasi agagidaki sekildedir.

0,” +Fe? — & 0O,+Fe?

Fe”? +H,0, —» Fe'* + OH + OH

0O,” +H,O; —» OH + OH +0,

Goriildiigii gibi siiperoksit, hem hidrojen peroksit kaynagi hem de ge¢is
metalleri iyonlarmn indirgeyicisidir. Indirgenmis gegis metalleri (demir ve bakir
gibi) okside sekillerine gore hidrojen peroksitle daha reaktiftirler.

EDTA gibi bazi selatér ajanlar hidroksil radikal olusumunu, Haber-Weiss
reaksiyonu yoluyla sitimiile ederken, dietilentriamin pentaasetik asit (DTPA) gibi

bazilar1 ise inhibe ederler. EDTA, demir iyonlarimn lipit peroksitler ile reaksiyon

hizini diigiiriir (16).



2.3. SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI

2.3.1 Biyolojik Kaynaklar

a) Aktive olmus fagositler (Respiratory Burst),

b) Antineoplastik ajanlar (Nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine ve
adriamicine)

c) Radyasyon,

d) Aliskanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular,

e) Cevresel ajanlar, (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi
pestisidler, sigara  dumam, solventler, aneztezikler, aromatik
hidrokarbonlar)

f) Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir. Bu olay stresin hastaliklarin patogenezindeki
rolinin  serbest radikal iretimiyle ilgili olabilecegini gostermesi

bakimindan 6nemlidir (17).

2.3.2. Intraselliiler kaynaklar

-Kiigiik molekiillerin otooksidasyonu:Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidroproteinler, antibiyotikler.
- Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin

Mitokondrial elektron transportu.

t

Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450, sitokrom bs).

Peroksizomlar: oksidazlaf, flevoproteinler.

1

Plazma membrani: Lipoksijenaz, prosfag]andin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksitasyonu

Oksidatif stres yapici durumlar : 1skemi, travma, intoksikasyonlar (18, 17).

Iyonizan radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar diginda, serbest radikaller

genellikle hiicrelerde elektron transfer reaksiyonlariyla meydana gelirler. Bu



reaksiyonlar ya enzimlerin etkisiyle ya da nonenzimatik ge¢is metal iyonlarinin
redoks kimyasi araciligi ile cereyan eder.

Normalde hiicrelerde en biiyiikk serbest radikal kaynagi, elektron transport
zincirinden elektron sizintistdir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidadif
fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiikk oranda indirgendigi zaman mitokondrial
stiperoksit radikal iiretimi artar. Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise
serbest radikal iiretimi membrana baglh sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

Bir ¢ok enzimin katalitik sikluslan sirasinda da serbest radikaller agiga ¢ikar.
Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup normalde NAD- bagimli dehidrogenaz
olarak gorev yapar ve herhangi bir serbest radikal iiretimine sebep olmaz. Fakat,
invivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna doniigmesine ve siiperoksit radikalinin {iretimine neden olur (13, 19).

Aldehit oksidaz yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin
¢ogu aym olup, siiperoksit radikali iretir. Benzer sekilde dihidroorotat
dehidrogenaz, flavoprotein dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan
dioksijenaz gibi1 enzimler de radikal olugmasina sebep olur.

Aktive olmug fagositler, bakterisidal rollerinin sonucu olarak siiperoksit
tiretirler.

Peroksizomlar, ¢ok énemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar. Bu organeldeki D-
amino asit oksidaz, irat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asiti agil-CoA
oksidaz gibi oksidazlar siiperoksit iiretmeden, bol miktarda H,O, iiretimine sebep
olurlar. Ancak, peroksizomlarda katalaz aktivitesi de ¢ok yiiksek oldugu igin bu
organelden sitozole ne kadar H,O; gegtigi bilinmemektedir.

Hayvan hiicrelerinde siiperoksitin bir bagka kaynag1 da, askorbik asit, tioller
(glutatyon, sistein gibi) adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilesiklerin
otooksidasyonudur (20).

Hiicrelerde serbest radikal tiretimi, bazi yabanci toksik maddeler tarafindan
da bityiikk oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler
veya antioksidan aktiviteyi dusiriirler (9). Bu tip maddeler dort grupta

toplanabilirler.



1- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren
azot dioksit (NO,) gazi boyle bir maddedir. Azotdioksit lipid

peroksidasyonunu tetikleyen bir radikaldir.

Lipid - H +NO; ——» Lipid' + HNO,

2- Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Mesela, toksik bir madde olan
karbontetrakloriir karaciferde sitokrom p-450 tarafindan triklorometil
serbest radikaline dontigtiiriiliir.

cCly —, CCly +Cr

Bu radikalin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen peroksil radikali de
kuvvetli bir lipid peroksidasyonu baslaticisidir.

CCly + 0 —— CCLLOy

Boylece, reaktif serbest radikal iiretimi, karacigerde antioksidan savunmalan
asar. Bu da seliler membranlarin oksidatif yikimi ve ciddi doku hasan ile
sonuglanir.

3- Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.
Bunun tipik bir 6megi paraquatdir. Ozellikle karacigerde biriken paraquat, bir
serbest radikale indirgendikten sonra tekrar yiikseltgenerek rejenere edilirken
beraberinde oksijen indirgenir. Boylece bol miktarda siiperoksit i{iretilmis olur.
Diabetik bir ajan olan alloksan da paraquat gibi etki eder.

Yine antikanserojen bir madde olan doxorubucin, DNA replikasyonunu
inhibe ederken muhtemelen Onemli miktarda siperoksit ve hidroksil radikali
iretimine sebep olur.

4- Toksin, antioksidan aktiviteyi diigiiriir. Meseld, parasetamoliin karacigerde
sitokrom p-450 tarafindan metabolizmasi glutatyonla reaksiyona giren ve miktarim
azaltan bir @riin meydana getirir (21).

Bir heme proteini olan sitokrom p-450, bir ¢ok endojen bilegigin ve

ksenobiyotigin (xenobiotic) hidroksilasyonunu katalize eder.



Bu reaksiyonlarda oksijen kaynagi olarak molekiiler oksijen kullandig gibi
peroksitleri (ROOH) de kullanilabilir. Boylece bir peroksidaz gibi etki eder. Ancak,
alkol ve asetonla indiiksiyonda oldugu gibi bazi1 hallerde. sitokrom p-450 asin

miktarda siiperoksit iireten bir izoenzime doniigiir.
2.4. SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybimmi ve trombosit agregasyonunu
artirirlar.

Proteaz, fospolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz,
triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken alfa-1-
antitripsin gibi bazi savunma sistemlerini inaktive ederler (22). Serbest radikallerin

bu etkileri asagida bagliklar halinde agiklanmustir.

2.4.1 MEMBRAN LiPITLERINE ETKILERI (LIPiD
PEROKSIDASYONU)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini agsacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada gesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin
tiim biiyiik simflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas
olanlandir.

Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon triinleri olugtururlar.
Poliansature yag asitleri (poly unsaturated fatty acid-PUFA)’nin oksidatif yikimz,
lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukg¢a zararhidwr. Ciinkii, kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile meydana
gelen membran hasar1 geri doniigiimsiizdiir (8).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olugan bir serbest radikal etkisi sonucu

membran yapisinda bulunan poliansature yag asiti zincirinden bir hidrojen atomu



uzaklagtirilmasi ile baglar. Bunun sonucu yag asiti zinciri bir lipid radikali niteligi
kazanir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar.
Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjugatlar ve daha sonra
lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali
meydana gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansature
yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileri
de agiga c¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipid hidroperoksitlere doniisiirler.
Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.

Lipid peroksidasyonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandinlir ya da
otokatalitik yayilma reaksiyonlartyla devam eder.

Plazma membran: ve organel lipid peroksidasyonu, daha &nce bahsedilen
serbest radikal peroksidasyonu, serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle stimiile
edilebilir ve metallerin varlifinda artar.

Bu metaller redoks katalizli olarak gorev yaparlar ve hidrojen peroksitin daha
giclii oksidanlara doniisiimiinii katalizlerler (22).

Lipidlerden, arasidonik asit metabolizmas1 sonucu serbest radikal iiretimine
“enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “non-enzimatik lipid peroksidasyonu” ad: verilir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olugan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksidleri yikildiginda g¢ogu
biyolojik olarak aktif olan aldehidler olusurlar. Bu bilesikler, ya hiicre diizeyinde
metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger
béliimlerine yayilarak hasar yaparlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag
asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbiitirik asitle Sl¢iilebilen malondialdehit (MDA)
meydana gelir. Bu metod lipid peroksit seviyelerinin oOlgiilmesinde siklikla
kullanilir. MDA, yag asiti oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikat6rii
degildir. Fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle 1y1 korelasyon gosterir (23).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler iireterek diger hiicre

bilesenlerine zarar verir. Boylece, bir ¢ok hastal:ia ve doku hasarina sebep olur

(24).



Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu
membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Membran permeabilitesi ve
mikroviskositesi ciddi sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid,
membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu
da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini  degistirir. Bu  etkiler,

malondialdehitin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar (25).
2.4.2. PROTEINLERE ETKILERI

Proteinler serbest radikallerin etkisine karsi, PUFA’dan daha hassastirlar.
Ancak, baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin ilerleme ihtimali daha azdir.
Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit
kompozisyonlarina bagl olarak degisir.

Doymamug bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiitksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler (26). Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana
gelir. Bu reaksiyonlar sonucu immiinglobulin G ve albumin gibi fazla sayida
disiilfid bag: bulunduran proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart bozulur. Béylece normal
fonksiyonlarim yerine getiremezler. Nitekim, serum proteinlerinde, kataraktli lens
proteinlerinde ve inflamatuar eklem hastalif1 olan kisilerin sinoviyal sivi IgG’lerin
de serbest radikal hasari tespit edilmistir.

Yine, serbest radikallerle muamele edilen IgG’lerin romatoid faktor
antikorlar1 ile baglanmalarmn arttifi goriilmistiir. Serbest radikal ve immiin
kompleks olusumu arasmdaki bu karsibkli etkilesme, romatoid artritteki
inflamasyonun bazi 6zelliklerini kismen agiklamaktadur.

Sitoplazmik ve membran proteinleri ozon ve protoporfirin IX gibi okside
edici ajanlara maruz kaldiktan sonra ¢apraz baglanarak dimerlesir veya daha biiyiik
agregatlara doniisiirler. Prolin ve lizin, siiperoksit radikali direten reaksiyonlara

maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Proteinler iizerine



olan serbest radikal hasar1 birikmisse ya da belirgin proteinlerin spesifik bolgesi
lizerinde yogunlagmigsa hiicrenin canlilif: bakimindan zararli etki yapabilir (27).
Heme proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goériirler.
Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H,0, ile reaksiyonu methemoglobin
olusumuna sebep olur.
2H
O;"+Hb-Fe?-0, ——— Hb-Fe’'+ H,0,+0,

2H
H,0, +2Hb - Fe** - O, —— 2Hb - Fe*' + 2H,0 + O,

2.4.3. NUKLEIK ASIiTLER VE DNA’YA ETKIiLERi

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve ¢liime yol agarlar. Sitotoksisite, biiyilk oranda, niikleik asit
baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan  kolayca geger ve hiicre g¢ekirdegine ulasarak
DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol agabilir. Bu
yiizden DNA, serbest radikallerden kolay etkilenen bir yapidir ve 6nemli bir
hedeftir (28). Asite maruz kalan DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde
daha fazla antijenik 6zellik gosterirler ki bu olduk¢a 6nemli bir etkidir. Cinkii
otoimmun bir hastalik olan sistemik lupus eritematozis (SLE)’de ve romatoid artrit
(RA)'de dolasgimda anti-DNA antikorlann bulunur. SLE’li hastalarin supressor
hiicrelerinde bir kusur bulundugu kaydedilmistir. Aymi durum, RA’l hastalarn
sinoviyal sivilarindaki (periferik kanda degil) supressor hiicreler igin de gegerlidir.

T lenfositler genelde serbest radikal saldirisina kars1 daha hassastir. In vitro
deneylerde serbest oksijen radikallerinin, T-supressor hiicreleri ig¢in T-helper

hiicrelerine gore daha sitotoksik olduklann gosterilmistir. Bu bulgular, serbest



radikal reaksiyonlarinm, immiin supressor hiicrelerin otoimmiin reaksiyonlart

kontrol etmelerini engelleyebilecekleri tarzindaki goériisleri desteklemektedir.
2.4.4. KARBONHIDRATLARA ETKILERI

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de Onemli etkileri wvardir.
Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehidler meydana gelir. Bunlar diabet ve sigara igimi ile iligkili kronik
hastaliklar gibi patolojik proseslerde 6nemli rol oynarlar (29).

Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz
baglar olugturma 6zelliklerinden dolay: antimitotik etki gosterirler. Boylece, kanser
ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar.

PUFA ve karbonhidrat oksidasyonunun bir riinii olan glyoxal’in hiicre
béliinmesini inhibe ettigi kaydedilmigtir.

Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliinorik asit, sinoviyal
stvida bol bulunur. Inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyol siviya ¢ok sayida
polimorf hiicreler geger ve muhtemelen immiin komplekslerle aktivasyonlan
sonucu ekstraseliiler siviya H,O, ve O,.’salgilarlar. Bu radikallerin invitro sartlarda
hyaliironik asiti parcaladiklari gosterilmistir. Hyaliironik asit pargalanmasi
inflamatuar eklem hastaliklarinda sinoviyal s1ivinin karekteristik bir 6zelligidir.

Goziin vitreous humour’unda da bol miktarda hyaliinorik asit bulunur.
Bunun da oksidatif hasan katarakt olugumuna katkida bulunur (8).

Serbest radikaller, bu kabil etkilerinden dolayr ¢ok cesitli hastaliklarin
patogenezinde dnemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarimin geligimi,
koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, psoriasis, romatoid artrit, behget hastaligi,
cesith deri, kas ve goz hastaliklar, kanser ve yaghlik gibi bir ¢ok hastalikta serbest
radikal iiretiminin arttif1 ve antioksidan savunma mekanizmalarimin yetersiz oldugu
gosterilmistir. Ancak, bu hastaliklarin ¢ogunda serbest radikallerin hastalifin sebebi

mi yoksa bir sonucu olarak m1 meydana geldikleri tam olarak bilinmemektedir (9).



2.5. DIABETTE SERBEST RADIKALLERIN ROLU

2.5.1. DIABETTE OKSIDASYON

Oksidatif stres, diabet ve diabetin daha sonraki komplikasyonlarmin
patogenezinde &nemli bir rol oynar. Nonenzimatik glikozilasyon, otooksidatif
glikozilasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik
stres, sorbitol yolu aktivitesi, inflamatuar mediatorlerinin diizeyleri ile antioksidan
savunma sistemindeki degigiklikler, hipoksi ve iskemik reperfiizyon hasar1 sonucu
olusan lokalize doku hasari, diabette oksidatif stresi arttiran mekanizmalardir.

Diabetli kigilerde plazma ve doku lipid peroksitasyon iiriinlerinin aym
yastaki saglikhh kisilerden daha yiiksek oldugu bulunmugtur. Retinopatili ve
anjiopatili NIDDM’lii hastalarda da TBA reaktivitesinde (lipid peraksidasyonu
tiriinlerinde) artig goriilmiigtiir (30). .

Diabette, ozellikle vaskiller komplikasyonlar1 olan hastalarda lipid
metabolizmasinda belirgin degisiklikler olusmaktadir. Ozellikle LDL’nin
oksidasyona egilimi artar. Bu kisilerde, plazma lipoproteinleri ile hiicre
membranmndaki lipid oksidasyonuna, yaygin vaskiiler hastaliklar eglik eder.
Bununla beraber, yapilan epidemiyolojik ¢aligmalara gére, plazma lipid peroksit
diizeyi diabetten ¢ok dogrudan vaskiiler hastaligin kendisi ve hipertrigliseridemi ile
ilgilidir.

Hiperlipidemik diabetik ratlarda lipid peroksidasyonu oranmmn yiiksek
oldugu bulunmustur. Fakat, lipofilik bir antioksidan olan probukol, hem lipid
peroksidasyonu hem de okside lipidlerin toksisitesini inhibe ettigi halde
hiperlipidemiye etki etmez. Probukol non-diabetik hiperlipidemik tavsanlarda da
ateroskleroz geligimini inhibe eder. Bu bulgula.f, diabet ve hiperlipideminin
vaskiiler hastalifa sebep olmada yalniz bagina yeterli olmadigim, oksidatif stresin,
vaskiiler hastalifin gelisiminde bagimsiz bir risk faktori olabilecegini
gostermektedir (31).

Diabette; plazma lipoproteinlerinde, eritrosit membran lipidlerinde ve gesitli

dokularda lipid peroksidasyonunun arttigimna dair ¢ok sayida ¢alisma bulunmakla



beraber bu artisa enzimatik (aragidonik asit yolu) ve nonenzimatik (otooksidatif)
lipid peroksidasyonundan hangisinin daha ¢ok sorumlu oldugu bilinmemektedir.
Ancak, hem lipoksijenaz yolu ile prostaglandinlerden hem de siiperoksit ve hidrojen
peroksit etkisi sonucu nonenzimatik yolla diger lipidlerden lipid peroksidlerinin
meydana geldigi samilmaktadir. Lipoksijenaz yolu, yaygin vaskiler inflamasyon
sonucu aktiflesir. Siiperoksit ve hidrojen peroksit metal iyonlarmin etkisi sonucunda
da dolasimda, ekstravaskiiler boslukta veya endotelyal ve fagositik hiicrelerinin
membranlarinda bulunan lipidlerden nonenzimatik yolla lipid peroksitleri meydana
getirebilirler. Daha sonra lipoksijenaz yolu iiriinleri non-enzimatik yolu, non-
enzimatik yol iriinleri de lipoksijenaz yolunu aktive ederek lipid peroksitlerinin
tiretimini arttirirlar. Sonugta, her iki yol kargilikli olarak birbirlerini etkilemis
olmaktadir.

Aspirin verilmesinden sonra birkag saat iginde tavsan plazmasinda total lipid
peroksitlerinde belirgin azalma oldugu gosterilmistir. Benzer deneyler insanlarda
yapilmamig olmakla beraber, bu bilgiler diabette hem enzimatik hem de
nonenzimatik yolla lipid peroksitasyonunun meydana geldigini ve lipid
peroksitasyonunun antiflamatuar ajanlara karg: hassas oldugunu géstermektedir. Ote
yandan, diabet komplikasyonlarinda lipidlere ilaveten protein oksidasyonu da artar.
Ozellikle, ekstraseliller proteinlerden kollajen, elastin laminin, kristalin ve myelin
kilifindaki proteinlerde meydana gelen degisiklikler katarakt, mikroanjiopati,
ateroskleroz ve nefropati gibi diabetik komplikasyonlarda 6nemli rol oynar.

Artmus lipid peroksidasyonunun, diabet komplikasyonlarmin bir sonucu ya
da sebebi olup olmadigni tam olarak bilinmemektedir. Ancak, lipid
peroksitasyonunun, devamli bir siklus olan oksidatif stres ve hasarmn bir pargasi
olduguna inanilmaktadir. Yani, lipid peroksitasyonu doku hasarimi doku hasari da
lipid peroksidasyonunu arttirir (32).

Lipid peroksitatif hasar1 sadece lipid kismiyla sl degildir. Ciinkii lipid
peroksitleri kollagende de degisikliklere ve proteinlerde floresans geligimine sebep
olur. Ote yandan, diabette kollagen ve plazma proteinlerinin artrmsg glikozilasyonu
(glikasyonu) da lipidlerin oksidasyonunu stimiile edebilir. Bu da, hem gekerlerin

otooksidasyonunu hem de dolagimdaki ve damar duvarindaki protein ve lipid



hasarimi arttirir. Boylece, oksidatif stres ve doku hasarindaki karsilikli etkilesme
artarak devam eder (25).

2.5.2. DIABET VE HIZLANMIS YASLANMA

Diabette arterler ve eklemler erken sertlegir. Akcigerlerin hem vital
kapasitesi hem de elastikligi erken azalir. Kollagenden kaynaklanan floresans yagla
arttiga gibi diabetle daha da artar. Komplikasyonu olan hastalarda bu artig hizlanir.
Hiperglisemili hasta kan1 invitro gartlarda kollagenle inkiibe edildiginde, kollegenin
rengi esmerlesir, floresans olur, yapisinda ¢apraz baglar meydana gelir, ve gerilme
ozellikleri degisir. Bu olaylarda gegis metallerinin  katalizledigi oksidatif
reaksiyonlar 6nemli rol oynarlar.

2.5.3. GLUKOZUN OTOOKSIDASYONU VE AMADORI URUNLERI

Caligmalar, glukozun, proteinlerdeki amino grublartyla reaksiyona girdigini
gostermektedir. Bu reaksiyonda once bir Schiff bazi olusur, sonra Amadori
diizenlenmesi ile stabil iiriinler meydana gelir. Boylece proteinin yiikii ve
konformasyonu degisir. Bundan bagka, glukoz diger a-hidroksialdehidler gibi
enolize olarak ve fizyolojik sartlarda gegis metallerinin katalizérliigiinde molekiiler
oksijeni indirgeyerek ketoaldehid ve okside edici ara iiriinler olusturur. Glukozun
otooksidasyonuyla yavas bir sekilde meydana gelen serbest radikaller ve hidrojen
peroksitin invitro sartlarda glukozla muamele edimesi ile proteinlerde yapisal hasar
meydana gelmektedir. Mesela, invitro fizyolojik sartlar altinda glukoza maruz kalan
sigir serum albumininde meydaﬂa gelen konformasyonel degisiklikler metal
selatlayict ajanlar (dietilentriaminpenta asetik asit gibi) ve hidroksil radikal
toplayicilan tarafindan inhibe edilir. Bundan dolay: oksidatif reaksiyonlar, glukoza
bagh protein degisikliklerinin olugmasinda 6nemlidirler. LDL’nin in vitro glukoza
maruz kaldifinda yogun sekilde peroksidasyona ugradigr gosterilmigtir (33).

Amadori iiriiniinin kendisi de okside olarak, eritronik asit salgisina ve

karboksimetillenmig lizin kalintilarinin (CML) olusumuna sebep olur. CML diizeyi,



diabetiklerin deri kollageninde diabetik olmayanlardan iki kat daha yiiksektir ve
retinopati ve nefropati varhg ile pozitif korelasyon gosterir. CML, ¢ok diigiik
konsantrasyonlarda olmasma ragmen (total lizin grublarinin % 1’inden daha az)
ge¢is metallerinin katalizledigi reaksiyonlarin in vivo sartlarda meydana geldigi
hipotezinin giighi bir gostergesidir. Bu yiizden CML birikimi, hem okside olabilen
bir substratin birikimini (diabette ve yaglanmada Amadori tiriiniiniin birikmesi gibi)
hem de oksidasyonu katalizleyebilir formdaki gegis metali diizeyindeki artisa

gosterir (34).

2.5.4. DIABETIK HASARIN BELIRLEYICILERI OLAN
PENTOZIDIN VE DIGER FLOROFORLAR

Pentozidin; pentoz, arginin ve lizinden kollagen iizerinde olusan yiiksek
derecede floresans gosteren ¢apraz bagh bir bilesiktir. Bu bilesik, ribozdan bagka,
gecis metalinin katalizledigi bir dizi oksidasyon ve dekarboksilasyon reaksiyonlan
sonucu, glukoz, fruktoz ve hatta askorbattan da olusabilir. Pentozidin yagla arttig
gibi, diabette daha da artar. Fakat yine de ¢ok diisiik miktarlarda bulunur. Bu diigiik
miktarlarina ragmen, diabetik hastalarda deri kollagen pentozidini retinopati ve
nefropati varligi ile pozitif korelasyon gosterir ve lensdeki nontriptofan floresansin

yaklagik % 40’11 olusturur (30).

2.6. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Reaktif oksijen tiirlerinin olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasan
Onlemek i¢in viicutta birgok savunma mekanizmalann geligmistir. Bunlar
“antioksidan savunma mekanizmalan” veya kisaca “antioksidanlar” olarak
bilinirler. Antioksidanlar, peroksitasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya
reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksitasyonunu inhibe ederler.
Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak
lizere baglica iki ana gruba aynlabildigi gibi serbest radikalin meydana geligini



onleyenler ve mevcut olanlan etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye aynilabilirler.
Ayrica enzim ve enzim olmayanlar geklinde de smniflandirnlirlar. Hiicrelerin hem

sivi hem de membran kisimlarinda bulunabilirler (32).

DOGAL (ENDOJEN) ANTIOKSIDANLAR
Enzimler

- Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
- Siiperoksit dismutaz

- Katalaz

~Glutatyon Peroksitaz

- Glutatyon- S-transferaz

- Hidroperoksitaz

Enzim olmayanlar

a- Lipid fazda bulunanlar

o~ tokoferol ( E-vitamini)

B- karoten

b- S1v1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar
askorbik asit

melatonin

Urat

Sistein

Seruloplazmin

Transferin

Laktoferrin

Miyoglobin

Hemoglobin

Ferritin

Metionin

Albumin

Bilirubin

Glutatyon



ANTIOKSIDAN ETKI TIPLERI

Antioksidanlar dért ayn gekilde etki ederler:
1- Toplay1ct etki (scavenging etki)

2- Bastirica etki (quencher etki)

3- Onaric1 etki (repair etki)

4- Zincir kinic1 (chain breaking etki)

Serbest oksijen radikallerinin etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha zayif
yeni bir molekille gevirme islemine toplayici etki denir. Antioksidan enzimler,
trakeo-brongial mukus ve kiigiik molekiiller bu tip bir etki gosterirler.

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltan veya inaktif gekle doniistiiren olaya bastirica etki ad1 verilir.
Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin ve antisiyanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler.

Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini  kirip
fonksiyonlarm: engelleyici etkiye zincir kiricr  etki denir. Hemoglobin,
seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki gosterirler.

Antioksidanlarm lipid peroksitasyon basamaklarindaki etkileri gdsterimigtir
(35).

2.6.1. ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

2.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz

jlk olarak 1968 yilmda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tamimlanan
siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, SOD) enzimi siiperoksitin, hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniigiimiinii katalizler. Selliiler bolmelerdeki —siiperoksit
diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol oynar (36).
SOD
20, +2H ——_, H;0, + O,



SOD’nin katalize ettigi reaksiyonun hizi spontan reaksiyonun yaklagik 4000
katidir. insanda SOD’nin iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik,
Cu ve Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn
ihtiva eden izomerdirler (MnSOD). Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer
sitozolik Cu-Zn SOD’dir. Cu-Zn SOD 21 nolu kromozomda, Mn-SOD 6 nolu
kromozomda lokalizedir. Sitozolik Cu-Zn SOD siyanidle inhibe -edilirken,
mitokondrial Mn SOD inhibe olmaz. Her iki SOD’nin katalizledi§i reaksiyon
aymdir. Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri
siiperoksit serbest radikallerinin zararl etkilerine kargt korumaktir. Boylece lipid
peroksitasyonunu inhibe etmektedir. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan
dokularda fazladir ve doku PO, artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda
hiicreler tarafindan yiiksek oranda siiperoksit iiretimi olmasina ragmen bu enzim
sayesinde intraseliiler siiperoksit diizeyleri digiik tutulur. SOD’nin ekstraseliiler
aktivitesi gok diisiiktiir (29).

Siiperoksit dismutazin, siiperoksit anyonuna olan etkisi §u sekildedir.
Siiperoksit anyonu, Cu®’ ve bir arginin rezidiisiiniin guanido grubuna baglamr. Bu
baglanma sonucunda siiperoksitden bir elektron Cu®" a transfer olurken Cu'" ve
molekiiler oksijen meydana gelir. Ikinci bir siiperoksit anyonu Cu'" dan bir
elektron, baglanma ortagindan ise iki proton alarak hidrojen peroksiti olugtururken,

enzim tekrar Cu®* formuna déniismiis olur (37).

SOD- Cv?" + 05" SOD- Cu'* + 0,
SOD-Cu!™ +0,” +2H _____, SOD-Cu*" + H,0,

SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler ortamda 6ldiiriilmesinde de rol
oynar. Bu yiizden SOD, graniilosit fonksiyonu igin §ok onemlidir. Lenfositlerde de
graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir. SOD aktivitesindeki
genetik ya da sonradan meydana gelmis degisiklikler ile hastaliga kars1 hassasiyet
ya da direncin birbiriyle iligkili olabilecegi kaydedilmistir.

Romatoid artritte, diabetik hipertrigliseridemik hastalarda ve behget

hastaliginda da siiperoksit iiretimi ile siperoksit toplayict aktivite arasinda negatif



bir korelasyon bulunmustur. Antifagositik aktivitesi olan kolgisinin, PMNL’de
siiperoksit iiretimini bloke ettigi, siiperoksit toplayic: aktivitenin azalmasim 6nledigi
gozlenmigtir. Cu-Zn SOD’nin spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin
eritrositlerinde yiiksek, prematurelerin ve yaglilarin eritrositlerinde ve psoriasisli

hastalarmn 16kositlerinde diigitk bulunmugtur (38).
2.6.1.2.Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksitaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
GSH-Px (EC 1.11.1.9 glutatyon: H,0, oksidorediiktaz,)’in molekiil agirhig: yaklagik
olarak 85000 Daltondur. Tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzimdir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlan katalizler.

GSH-Px
H,O0, +2 GSH—— GSSG +2H;0
GSH-Px
ROOH +2 GSH—— GSSG +ROH +H,0 (39).

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksitaz (PLGSH-Px) molekiil agirlig:
20.000 dalton olan, monomerik, selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.
Membran fosfolipid hidroperoksitlerini, alkollere indirger (40).

PLGSH-Px
H,0, +2GSH —— GSSG +2H,0
PLGSH-Px
ROOH +2 GSH — GSSG + ROH + H,O

PLGSH-Px
PLOOH +2 GSH ——— GSSG +PLOH +H,0

Hiicre membramin vitamin E konsantrasyonunun distiigii durumlarda

PLGSH-Px, membranin peroksitasyona kars1 korunmasim saglar (41).



GSH-Px’in selenolat formu (E-Se) peroksit substratimn alkole indirgerken,
kendisi okside selenik asite doniigiir (E-Se-OH). Glutatyon, bu evrede reaksiyona
katilarak selenosiilfite baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selenolat formuna
doénerken, glutatyon okside hale doniigiir.

Hidroperoksitlerin rediikte edilmesi sonucu meydana gelen GSSG, glutatyon

rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH déniigiir.

Glutatyon
Rediiktaz

GSSG + NADPH +H" 2GSH + NADP*

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlann vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda olugan serbest
radikal peroksitasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. GSH-Px
aktivitesi diigiik olan makrofajlarda zimosanla baglatilan solunum patlamasmm
takiben, hidrojen peroksit saliniminin arttify gosterilmigtir. Eritrositlerde de GSH-
Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma,
hidrojen peroksitin artmasina ve giddetli hiicre hasarina yol agar (42).

Eritrosit GSH-Px aktivitesi yaghlarda ve Down sendromunda yiiksek,
prematiirelerde diigiik, 1okosit GSH-Px aktivitesi yaglilarda ve hipertansiyonlu

hastalarda yiiksek bulunmugtur.

2.6.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz, 4 “hem” grubu igeren bir hemoproteindir. Peroksitaz aktivitesine
sahip oluguna ek olarak, bu enzim bir molekiil H,O,’1 elektron verici bir substrat
olarak, digerini de oksidan veya elektron ahcisi olarak kullanabilir. In vivo birgok
durumda, katalazin peroksitaz aktivitesi tercih edilmektedir.

2H202 —_— 2H20 + O2

Katalaz, kanda, kemik iliginde, mukoz membranlarda bébrek ve karacigerde

bulunur. Gorevinin dismutaz etkisi ile olugan hidrojen peroksitin yikimi oldugu



sanilmaktadir. Mikro yapilar veya peroksizomlar, karaciger dahil birgok dokuda
bulunur. Bunlar oksidazlar ve katalazlar agisindan zengindirler. Peroksizomal
enzimlere ek olarak, ksantin oksidaz ve mitokondrial ve mikrozomal elektron
transport sistemleri H,O, kaynaklan olarak degerlendirilmelidirler

2.6.2. ENZIMATIK OLMAYAN ANTIOKSIDANLAR
2.6.2.1. VITAMINLER
C VITAMINI

C vitamini (askorbik asit), kapali formiilii C¢HgOg olan bir ketolaktondur.
Suda eriyebilir vitaminlerden olan askorbik asit, 6zellikle yesil renkli taze sebze,
meyve ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince barsaklardan kolayca emilir.
Isitmaya dayaniksiz, dondurulmaya ise dayaniklidir. Plazma konsantrasyonu 0.5-
1.5 mg/dl kadardir (43).

C vitamini organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici
ajan olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolin hidroksilasyonu igin
gereklidir. Tirozinden epinefrin sentezinin dopamin B-hidroksilaz basamaginda,
tirozin yikiliminda p-hidroksi-fenil piriivatin homogentisata oksidasyonunda, safra
asitleri sentezi 7- o-hidroksilaz baslangic basamaginda ve lizinden karnitin
sentezinde rol alir. Katekolamin sentezinde dopamin B-monooksijenaz
reaksiyonunda kofaktér olarak etkilidir. Demirin emiliminde enzimatik olmayan bir
yol ile indirgeyici rol oynar. Midede ferri demiri ferro demire indirgeyerek
emiliminde gérev alir. immunite ve yara iyilesmesinde de etkilidir (44).

Cok giiglii bir indirgeyici ajan olan askorbik asit semidehidroaskorbat radikal
ara triinii iizerinden kolaylikla dehidroaskorbik asite okside olur Sekil 1. Giiglii
indirgeyici aktivitesinden dolay1 aym1 zamanda gii¢lii bir antioksidandir. Siiperoksit
ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlart temizler.
Semidehidroaskorbat da antioksidan etki gosterir. C vitamini ayrica antiproteazlarin
oksidan maddeler ile inaktive olmasm engeller, tokoferoksil radikalinin, o-

tokoferole rediiklenmesini saglar. C vitamininin bitkisel ve hayvansal yaglan, balik,



margarin ve siit gibi yag ihtiva eden yiyecekleri oksidatif bozulmaya karsi korudugu
bilinmektedir (43).

C vitaminin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi yaninda oksidan etki de
gostermesidir. Ciinkii C vitamini, ferri demiri, ferro demire indirgeyen siiperoksit
radikali digindaki tek seliiler ajandir. Bu yolla askorbat, proteine bagh ferri demiri
uzaklagtirarak ya da dogrudan ferri demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonunda
hidrojen peroksit ile etkilesmeye uygun olan ferro demire donistiriir. Yani
siiperoksit iiretimine katkida bulunur. Bu 6zelliginden dolayr C vitamini, serbest
radikal reaksiyonlarmin Onemli bir katalisti veya bir pro-oksidami olarak
degerlendirilir.

Asc. +Fe’" - Protein —» DHAsc +Fe®" + protein

Fe** +VitC —— Fe** + VitC. + 2H"

Gorildagi gibi, C vitaminin ferri demirle dogrudan  reaksiyonunda C
vitamini radikali (dehidroaskorbat radikal anyonu, Vit C.) meydana gelmektedir. Bu
sekilde meydana gelen C vitamini radikali pek reaktif degildir. Ya NADH rediiktaz
tarafindan indirgenir veya iki proton alarak serbest radikal reaksiyonlarinin
ilerlemesini durdurur (45).

2VitC. +2H" ——VitC + DHA

Ancak, aym radikal bagka bir ferri demiri indirgeyerek kendisi
dehidroaskorbata doniigiirken bu arada yine Fenton reaksiyonu igin gerekli olan
ferro demiri agi8a cikarabilir.

VitC +0, — DHA +H,0,

Béylece C vitamini tarafindan hem H,O, hem de ferro demir sentezi Fenton
reaksiyonuna, yani radikal tiretimine katkida bulunur, Ancak, bu tip etkisinin sadece
diigiik konsantrasyonlarda (0,2 mM’dan az) gorildigii daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise giiglii bir antioksidan olarak etki ettii kaydedilmigtir (46).



HO—C —H HO— C —H

C H,OH C H,OH
Sekil 1: Askorbik asit ve dehidroaskorbik asit

C vitamininin fagositoz i¢in de 6nemli oldugu gosterilmigtir. Oksidatif stres
patlamas: sirasinda notrofiller C vitamini alirlar ve aktivasyonu takiben C vitamini
konsantrasyonunu azaltirlar. C vitamini eksikligi olan kobaylarin 16kositlerindeki
kemotaksis ve bakterisidal aktivitenin deprese oldugu gosterilmigtir. Saglikli
kigilerde C vitamini verilmesi kemotaktik cevabi arttirmaktadar.

Asinn oksidatif stres sirasinda, reaktif molekiiller g¢evreye yayilarak
mutasyonlara, hiicre hasarina, inflamasyona, koruyucu enzimlerin inaktivasyonuna
ve lenfosit proliferasyonunun inhibisyonuna sebep olurlar. C vitamini, reaktif
bakterisidal molekiillerin intraseliller konsantrasyonlarinda azalmaya sebep
olmadan oksidatif pargalanma iiriinlerinin zarar verici etkilerini engeller (41, 47).

Askorbik asit diizeyinin diigiik olmasi, tiim kronik inflamatuar hastaliklarda
ve lipid peroksidasyonunun artmig oldugu durumlarda 6énemli rol oynamaktadar.
Sigara i¢enlerde, koroner arter hastalif1 olanlarda ve kanserli hastalarda plazma
askorbat diizeyinin normalden daha diigiik oldugu kaydedilmigtir.

Diyetle C vitamini alimmasmmn akut sigara i¢imi ile olugan LDL
oksidasyonunu azalttifi tesbit edilmigtir. Romatoid artritli hastalarda plazma
askorbik asit diizeylerinin diigiik oldugu uzun siiredir bilinmektedir. Kronik



inflamasyonlarda C vitamininin katabolizmas: artar. Ciinkii bu sirada normal
metobolizma siirekli oksidatif stres altindadir. In vivo olarak glutatyon, askorbatin
indirgenmis durumunu siirdiirmek igin gereklidir. Askorbik asitin bu koruyucu
mekanizmasmm etkinlidi, glutatyon rediiktazin etkinligine baglidir. Kronik
inflamatuar durumlarda intraseliiler glutatyonun da azaldigina dair bulgular vardir
(42).

Saglikli kigilerde, 16kosit askorbat seviyesinin, C vitamini alimmin yeterli
olup olmadig1 gosteren 6nemli bir indeks oldugu bildirilmektedir. Ciinkii, plazma
konsantrasyonlar askorbatin metabolik turnoviermin ya da en son diyetle alimimn
bir gostergesi iken, 16kosit konsantrasyonlar1 vitaminin doku depolarini yansitir.
Lokosit askorbik asit diizeyleri plazma diizeyinden 25-80 kat daha yiiksektir.
Mononiikleer hiicrelerde ise en yiiksek miktarda bulunur. Bu hiicrelerde
graniilositlerden yaklagik olarak 2-3 kat daha fazla C vitamini bulunur (48).

C vitamini ¢ogu dokuda ve plazmada askorbat geklinde bulunur.
Dehidroaskorbat, fizyolojik pH’da glutatyonla ya da enzimatik olarak glutatyon:
dehidroaskorbat oksidorediiktaz tarafindan askorbata indirgenir.

Memelilerde C vitamini ile glukoz metabolizmasi birbiriyle iligkilidir. Insan
hiicreleri, dehidroaskorbati alip, hemen askorbata indirgerler. D-Glukoz ve D-
glukoz amaloglan, eritrositler ve lokositler tarafindan dehidroaskorbat alimim
yanigmali olarak inhibe ederler. Diabetli kigilerde, diabetli olmayanlara gore
lokositlerin  dehidroaskorbat uptake hizlan daha yavagtir. Bundan dolayi, bu
hiicrelerde dehidroaskorbat transportunun muhtemelen D-glukozun membran
diffiizyonunu saglayan aym tasiyicilar vasitasiyla oldugu diigtiniilmektedir. insiilin
konsantrasyonlarindaki akut artiglarin askorbik asitin 16kosit i¢ine aktif transportunu
in vitro olarak stimiile ettigi goriliiistiir (49).

Diyetle digilk miktarda askorbik asit alan kigilere ilave askorbik asit
verilmesi hiperkolesterolemiyi ve kutandz vaskiiler frajiliteyi azaltir. Askorbik
asitin in vivo ve in vitro eklenmesinin, insan eritrositlerinde sorbitol birikimini
azalthgr goriilmiigtir. Doku askorbat eksikliginin diabetes mellitusta doku
patolojisini arttirdipi, bu yizden hastalarin fazla miktarda C vitamini almas:

gerektigi kaydedilmigtir.



E VITAMINI
E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak Evans ve Sure tarafindan

tanimlanmis ve 1938 yilinda izole edilmigtir. Dogal olarak alfa, beta, gama, delta,
teta ve zeta gibi gesitli tokoferoller bulunmaktadir. Bunlarin hepsi, izoprenoidlerin
substitue edildii 6-hidroksi kromanlar veya tokollerdir. D-a-tokoferol en genig
dogal dagilimi olan ve en bilyilk biyolojik aktiviteyi gosten tokoferoldur.
Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol de a-tokoferoldiir. Vitamin E, fenol

halkasi igeren aromatik yapida bir makromolekiildiir. Yapinin esas aktif kismi fenol
halkasina bagli hidroksil grubudur. Molekiilin antioksidan etkisi bu gruptan
kaynaklanmaktadir (50).
o-Tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek
vitamin E konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin
hiicre fraksiyonlarinda bulunur. Miyokard membranlarindaki miktar1 da fazladir.
CH;

CH3 FH3 (’:H3 (%HE}
(CH,); - CH(CHy,); - CH (CH,); -CH - CH,

Sekil 2 a-tokoferol

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitaminlerinden zengin kaynaklardir. Bitkisel
yaglann sabunlagmayan kisimlarinda ve en ¢ok yer fistigi, badem, pamuk yag ve
keten tohumunda bulunur. Zeytin yaginda eser miktarda bulunur.

Diyette, yagda ¢6ziinmiis olarak alinir, yag sindirimi sirasinda agifa ¢ikar ve
emilir. Emilebilmesi i¢in yag emiliminin ve safraasitlerinin normal diizeyde olmasi
gerekir. Herhangi bir tagtyict protein olmadan, pasif difuzyonla emilir. Once,
silomikron yapisina dahil olur. Silomikronlar lipoprotein lipaz aracilig: ile hidrolize

olurken E vitamininin bir boliimii dokulara taginir. Kalan E vitamini ise silomikron



kalintilan ile birlikte karaciger tarafindan alimip, hepatik kokenli VLDL’ler aracilif
ile tekrar dolagima salinir veya HDL’e transfer edilir. E vitamini en fazla LDL’de
bulunur. Bir LDL partikiilinde ortalama 6 tane a-tokoferol molekiilii vardir.
LDL’nin digtabakasinda ve kromonal halkasi sulu faza y6énelmis sekilde lokalizedir.
E vitamininin en 6nemli depolanma yeri yag dokusudur. Plazma konsantrasyonu ise

0.5-1.8 mg/dl kadardir (51).
Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde

bulunan poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma
hatttm  olugturur. Bir molekill oa-tokoferol 100 molekil PUFA’nin
peroksidasyonunu engelleyebilir. E vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipid peroksi radikallerini ve dier radikal tiplerini indirgeme
Ozelligi gosterir.

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere kargi birbirlerini
tamamlayic1 etki gosterirler. Enzim, tesekkiill etmis olan peroksitleri ortadan
kaldinirken E vitamini peroksitlerin sentezini engeller.

E vitamini selenyum metabolizmasinda da &nemli rol oynar. Selenyum,
normal pankreas fonksiyonu ve E vitamini ile lipidlerin emilimi igin gereklidir.
Aymnca, E vitamininin lipoproteinler iginde tutulmasina yardimei olur. E vitamini ise
selenyumun organizmadan kaybim1 onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak
selenyum ihtiyacim azaltir (52).

E vitamini, zincir kirici bir antioksidan olarak bilinir. Ciinkii fonksiyonlart
lipid peroksi radikallerini (LOO.) pargalamak ve boéylece lipid peroksidasyon zincir
reakstyonlan sonlandirmaktir.

LOO + a-tokoferol -OH—— LOOH + a-tokoferol-Of

Sonugta olugan tokoferoksil radikali nisbeten stabildir ve lipid
peroksidasyonunu kendi kendine baglatmak igin yeterince reaktif degildir. Bu
oksidasyon iiriinii, glukuronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yolu ile atilir.
Tokoferoliin antioksidan etkisi, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir.
Yiiksek oksijen kismi basincina maruz kalan lipid yapilarinda, 6rnegin eritrosit

membranlart ve solunum sistemi membranlarinda yogunlagma egilimindedir (49).
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Sekil 3: Tokoferoksil radikali

E vitamini, okside olduktan sonra ve pargalanmadan 6nce, askorbik asit ve
glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Bu reaksiyon, bu maddelerin
konsantrasyonlarina ve/veya indirgenmis formlarimi devam ettiren enzimlere
baghdwr. Bu yolla tokoferol radikali, bir E radikal rediiktaz aktivitesiyle E
vitamininin dogal sekline doniistiiriilebilir.

VitE + Asc———» VitE + DHAsc

Solunum havasi ile digan atilan pentan miktari, lipid peroksidasyonunun bir
gostergesidir. Diyetle verilen E vitaminin, solunum havasindaki pentan miktarim
azalttd tesbit edilmistir. Bu da E vitamininin lipid peroksidasyonunu yavaglattigini
gostermektedir. Nitekim, oral yolla verilen E vitaminin LDL’leri oksidasyona kars1
korudugu gosterilmigtir. Plazmada dugiik E vitamini seviyesinin erken anjina
pektoris igin bir risk faktorii oldugunu ve E vitamini alimiyla koroner kalp hastah
riskinin azaldigin1 gosteren deneysel ve epidemiyolojik bulgular elde edilmigtir.

E ve C vitamini verilmesinin yagh kigilerde ortalama kan lipid peroksit
konsantrasyonlarinda bir azalmayla sonuglandig1 gériilmiistiir.

Deneysel olarak olusturulan beyin iskemisinde E vitamini seviyesinin
azaldify, reperfiizyonda ise peroksitatif hasarn 6nlemede yardimci oldugu tespit
edilmigtir.



Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldigi ve E vitamini ile diger
antioksidanlann antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasim ve tiimériin
bityiimesini 6nledigi kaydedilmigtir (47).

Yapilan c¢aligmalar, E vitamininin insan graniilositlerinde NADPH
oksidorediiktaz enzim sisteminin selektif bir inhibitorii olarak gorev yapabilecegini
ortaya koymustur. Bu bulgu, yogun E vitamini alimim takiben enfeksiyonlarin
arttigimi gosteren Qahsmalaﬂa uyumiudur.

E vitamini verilmesi, ratlarda ve diabetik hastalarda hemoglobin
glikozilasyonunu azalmigtir. «-Tokoferol diizeylerinin, plazma kolesterolii ve
apolipoprotein B ihtiva eden lipoproteinler ve 6zellikle de LDL kolesterol diizeyi ile
pozitif bir korelasyon gosterdigi de tesbit edilmistir (34).

KARATENOIDLER

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten, bitki pigmentlerinden

olan Kkarotenoid familyasinin bir tyesidir. fB-karotenin, singlet oksijeni
bastirabildigi, stiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi radikaller ile direkt olarak
etkileserek antioksidan etki meydana getirdigi tesbit edilmigtir (52).
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3. MATERYAL VE METODLAR
3.1. MATERYAL

Hasta grubu, Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi I¢ Hastaliklan
diabet servisine tedavi amaciyla gelen, yaglart 40 ile 60 arasinda degisen ve higbir
diabeti komplikasyonu olmayan tip II diabetes mellituslu hastalardan segildi.

Kontrol grubu ise Dahiliye poliklinigine kontrol i¢in bagvuran, klinik olarak
saglikli ve yaglan 40 ile 60 arasinda degisen kigilerden olugturuldu. |

3.1.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Aragtirmada kullanilan ksantin oksidaz, ksantin, nitrobluetetrazolium (NBT),
CuCl, ve bovin serum albumin, sigma firmasindan, H,O,, EDTA, Na,COs;,
(NH4)2S80,, kloroform, etanol, NaCL, KH,PO, Merck firmasindan temin edilen
analitik saflikta maddelerdir. Hemoglobin kiti ise Randox firmasindan temin edildi.

3.1.2. KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Numune hazirlanmasi ve enzim analizlerinde Gilson marka otomatik pipetler
(10 pl, 100 upl, 1000 ul’lik), Cenco whirlmix vorteks, Libror-AEG 320 model
0.0001 grama duyarli hassas terazi, Hermle Z 383 K santrifiij, LKB Biochrom

ultrospec plus uv/visible spektrofotometre kullanild.
Istatistiki analizler SPSS program kullamlarak, iki ortalama arasindaki

farkin 6nemlilik testi uygulandi (53).
3.2. METODLAR
3.2.1. Eritrosit Hemolizatlarimin Hazirlanmasi:

Hasta ve kontrol grubunu olugturan kigilerden alinan vena kami eritrosit

hemolizatlarimin hazirlanmasi igin kullanildi.
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Alman ven kanlani 2 cc’lik orjinal Na-EDTA’lx CBC tiiplerine kondu. Kan
numuneleri hig¢ bekletilmeden 3000 rpm’ de on dakika santrifiije edilerek plazmalar
aynldi.. Hiicre paketinde en iist tabaka olan, 16kosit tabakasi eritrosit tabakasindan
aynildi. Boylece saf eritrosit numunesi elde edildi. Daha sonra eritrositler % 0,9’luk
NaCl ile 3 defa yikanarak plazma artiklan uzaklagtirild.

Yikanmig eritrositler + 4°C’de sogutulmug distile su ilavesi ile hemoliz
edildi. Eritrosit hemolizatlar1 5000 rpm’de + 4°C’de 15 dk santrifiij edilerek hiicre
partikiiller1 ¢oktiiriildii. Siipernatant, hemoglobin ve enzim analizinde kullamild.
Analizi daha sonra yapilacak numuneler -20°C’de saklanda.

3.2.2. Hemoglobin Tayini

Analize baglamadan 6nce hemoglobin reaktifi hazirlandi. Bunun igin orjinal
kitte bulunan cyanure/ferricyanure bir miktar distile suda eritildi. Uzerine 500 pl
Brij 35 eklendi ve hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti koyu renkli
bir giseye konularak oda 1sisinda saklandi. Iglem: Bir deney tiipiine hazirladigimiz
hemoglobin reaktifinden 2,5 ml alindi ve iizerine 10ul hemolizat eklendi.
Spektrofotometre 540nm ayarlandi ve hazirladigimiz reaktifle aletin sifir absorbans
okumas: saglanir. Daha sonra numunelerin absorbansi 6lgiildii. Reaksiyon sonucu
olusan renk bir kag saat sabit kalmaktadar. '

Hemoglobin standart grafiginin elde edilmesi igin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan hemoglobin ¢ozeltileri numune gibi g¢aligilarak her konsantrasyona
kargilik gelen absorbanslar tespit edildi. Bu veriler kullanilarak hemoglobin standart
grafigi ¢izildi. Numunelerin okunan absorbans degerleri standart grafige
yerlegtirilerek ornegin gr/dl cinsinden Hb miktan bulundu. Cikan sonucun 100°e
béliinmesiyle gr/ml cinsinden Hb bulundu. Ancak numune sulandinlmig ise bu
sonug sulandirma faktérleriyle ¢arpilda.
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3.2.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Bu metotda siiperoksit dismutaz aktivite Olgiimii ksantin-ksantin oksidaz
sistemi ile iiretilen siiperoksit radikalinin NBT’yi (mitroblue tetrazolium)
indirgeyerek renk olugturmas: esasina dayanir. Bu sekilde iretilen siiperoksit
radikallenin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans
veren mavi renkli formazon olugumu ile sonlanir.

Ortamda enzim olmadi1 durumda bu indirgenme maksimal olup, koyu mavi
bir renk olugmaktadir. Ortamda SOD varliginda ise enzim siiperoksit anyonunu
hidrojen peroksite gevirmekte boylece NBT indirgenmesi azalmakta ve renk
degisikligi meydana gelmemektedir. Renkli formazon olusumu ortamin enzim
konsantrasyonu ile ters orantili olarak gergeklesmektedir. Boylece olusan

formazonun 560 nm’de verdigi absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir
(54).

Kullanilan reaktifler
1- Assay Raktifi
a) 0.3 mmol/L xanthine; 9,13 mg almip 200 ml bidistile suda ¢oziiliir.
Cozme iglemi birkag damla 1 m NaOH ilavesi ve hafifce 1sitilarak yapilir.
b) 0.6 mmol/L Na,EDTA; 23 mg alimp 100 ml bidistile suda ¢6ziiliir.
¢) 150 ymol/L NBT; 12.3 mg almip 100 ml bidistile suda ¢oziiliir.
d) 400 mmol/L Na,COs; 2.54 gr alimp 60 ml bidistile suda ¢6ziiliir.
e) 1 g/L bovine serum albumin (BSA); 30 mg almip 30 mg bidistile suda
¢Oziiliir.
Hepsi kangtinilir (toplam 490 ml) koyu renkli bir sisede +4°C’de saklanir.
2- Ksantin Oksidaz (167 uv/L): 11860 U/L Ksantin oksidaz stok ¢&zeltisinden
14 pl alinip +4°C’de sogutulmug 986 pl. 2M (NH,),SO; ile karigtirilar.
3- 2M (NH),SO4: 2.64 gr Amonyum siilfat tartihir bir miktar distile suda
¢oziiliir ve total hacim 10 ml’e tamamlanir.
4- 0.8 mmol/L CuCly: 13.6 mg CuCl, almp bir miktar bidistile suda
¢oziilerek total hacim 100 ml’ye tamamlamir.
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Deneyin yapihisi:
1/5 oraninda diliie edilmis eritrosit hemolizati egit hacimde kloroform/etanol
(3/5 W/W) ile kanigtinldi ve 3000 rpm’de 20 dakika santrifiije edildi. En iistteki

berrak kisim SOD aktivite tayininde kullamlmak tizere ayrildi.

Kor Numune
Assay reaktifi (ml) 2.85 2.85
Siipernatan  (ml) - 0.5
Bidistile su  (ml) 0,5 -
Ksantin oksidaz (ml) 0.05 0.05

25°C’de 20 dakika siireyle inkiibe edildi. Siirenin sonunda her iki tiipe de
1.0 ml CuCl, ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Spektrofotometre 560 nm’ye

ayarlandi. Distile suya karg1 kor ve numunenin absorbanslan 6lgiildi.

3.2.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Absorbans (K6r) - Absorbans (Numune)
% Inhibisyon = x 100
Absorbans ( kor )

1 Unite SOD: %50°lik NBT inhibisyonu meydana getiren enzim miktaridur.
% Inhibisyon

U/ml SOD =
% 50 inhibisyon

Gram hemoglobin bagma SOD aktivitesi, spesifik aktivite:

SOD Aktivitesi (U/ml)
UlgrHb =

gr/ml Hb
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3.2.5. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Hidrojen peroksit (H,O,) ultraviole spektrumunda absorbsiyon veren bir
maddedir. Maksimal absorbans 240 nm’de meydana gelmektedir. Deney ortamina
ilave edilen hidrojen peroksitin katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanmasi 240
nm’de absorbans azalmasi ile kendini gosterir. Absorbansta gézlenen bu azalma
ortamdaki katalaz enzim aktivitesi ile dogru orantilidir (55). Katalazin katalize
ettigi reaksiyon asagida verilmigtir.

CAT
H202 _— Hzo + 1 02

Kullanilan reaktifler:

1- Fosfat tamponu (PH:7, 50 mM): 600 ml S0 mM Na,HPO4 ile 400 ml 50
mM KH,PO, kangtinlarak hazirlanda.

2- Hidrojen peroksitli fosfat tamponu (pH:7, 50mM): 100 ml fosfat
tamponuna absorbansi 0,5 olana kadar H,O, ilave edildi. Her H,O,

ilavesinden sonra tamponun absorbans 6lgiimii yapildi ve son absorbans

0,5’e ayarlandi.
Deneyin yapilis::
Kor Numune
Fosfat Tamponu (pH 7,50 mM) 2.99 -
H,0,’1i Fosfat Tamponu 0.01 2.99 ml
Siipernatan - 0.01 ml

Spektrofotometre 240 nm’ye getirildi ve kér’le sifir absorbansa ayarlandi.
Numune tiiplerine siipernatant ilavesinden hemen sonra 240 nm de absorbans
okundu, bu baglangi¢c absorbans degeridir. Daha sonra her 15 sn’de bir okuma
yapmak suretiyle 90 sn siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Siirenin sonunda
okunan absorbans degeri kaydedildi. Lineer absorbans azalmasinin oldufu zaman

aralif1 degerlendirilmeye alinda.



3.2.6. Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

Baglangi¢ absorbansi

2.3 log
Son absorbans
K=
At (6l¢iim siiresi, sn)
K
K/grHb =
gr/ ml Hb

3.2.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Deneyin prensibi: GSH-Px rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen
peroksidin suya doniislimiinii katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda rediikte
glutatyon okside forma doniigiir. Bir diger hidrojen peroksidin suya katalizi "ig:in
okside glutatyonun rediikte forma doniigmesi gerekir. Bu doniigiim, ortamda
redikte NADP varhfinda glutatyon rediiktaz tarafindan gergeklestirilir. Bu
durumda rediikte NADP okside NADP’ye cevrilirken okside glutatyon rediikte

forma doniigiir.
Reditkte NADP 340 nm’de maksimal absorbans veren bir maddedir.

Glutatyon rediiktaz katalizi devam ettikge 340 nm’de absorbans azalmasi meydana
gelecektir. Ciinkii rediikte NADP okside forma déniigmektedir. Absorbanstaki bu
azalma ortamdaki GSH-Px aktivitesi ile dogru orantili olacaktir (56).

GSH -Px
Hzoz | m—— 2H20

x>

2GSH GSSG
< GSH-Rediiktaz

NADP" <<——= NADPH, H'
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Kullanilan reaktifler:

1- GSH (150 nM)= 50 mg GSH alinir 1ml tamponda ¢6ziilir. (kullanimdan
hemen 6nce hazirlanir)

2-NaN; (IM) = 65 mg almr, 1 ml fosfat tamponunda ¢oziiliir.
(Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir)

3-NADPH (3 mM) = S mg almir.1 ml tamponda ¢oziiliir. (Kullanimdan
hemen 6nce hazirlanir)

4- GSH Rediiktaz (kat1 ise) 30 mg alinir. 1 ml 3.2 M (NH4),SO,’de ¢oziiliir.

GSH Rediiktaz (s1v1 ise) direkt olarak 10uL almnip deney ortamina ilave edilir.
5- Hidrojen peroksit ¢6zeltisi (50 mM) = 15 pL H,O, almr, 5 ml fosfat

tamponuna pipetlenir.
6- Fosfat Tamponu (pH= 7, 50 mM).
A B
NazHP 04 KH2P04

50mM71g/L  50mM 6,8g/L

600 ml A + 400 ml B alimir ve kangtirtlir. Bu ¢ozeltiye 2.08 g EDTA ilave
edilerek pH’s1 7, 50 milimolar konsantrasyonda fosfat tamponu hazirlamr.

7- 3,2 M Amonyum sulfat (NH,4),SO, ¢ozeltisi
4,22 gr Amonyum siilfat alinir, 10 ml distile suda ¢oziiliir.

Deneyin yapiligi:
Numune Tiipii
Fosfat Tamponu 2,650 ml
Rediikte GSH 0,100 ml
NADPH 0,100 ml
GSH Rediiktaz 0,010 ml
NaNj; (sodyum asit) 0,010 ml
Numune 0,020 ml
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Tupler iyice kangtnlir ve oda 1s1sinda 30 dk inkiibe edilir. Siirenin sonunda
her tiipe 0, 100 ml hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon baglatilir.

Dalga boyn 340 nm’e ayarlanmig spektrofotometrede numunelerin
absorbanslan 5 dakika siireyle takip edilir. Son absorbans degerinden, ilk absorbans
degert gikartilarak 5 dk’lik net degisim tespit edilir. Daha sonra bulunan deger 5’e
boliinerek dakikadaki absorbans degigimi bulunur.

3.2.8. GSH-Px Aktivitesinin Hesaplanmasi:

AAt x Vtx106

U/L ( mikromol / dk/L) =
ExVsxL

E = NADPH’mn ekstinkisyon sabiti (6.22 x 10> L.mol”.cm™)

Vt = Total reaksiyon voliimii (ml)

Vs= Total reaksiyon igindeki numune voliimii (ml)

L= Kiivet ¢ap1 (1 cm)

Delta A/t = Dakikadaki absorbans degigimi

10%: molii mikromole gevirim sabiti.

A A/dk x 3 x 10°
UL =
6,22x10° x0,02x 1

3x 10°
= AA/dk x
124.4

U/L =AA/dkx 24115
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4. BULGULAR

I- Tip II diabetes mellituslu hastalarda eritrosit ici siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri.

Bu grubu olusturan 50 diabetli hastadan alman kan numunelerinin analiz
sonuglart Tablo 1°de toplu halde verilmigtir.

Yapilan degerlendirme sonucunda bu grubu olugturan diabetli hastalarin
eritrosit i¢gi SOD aktivitesinin 409 ile 1510 U/gr Hb arasimda degistigi ve ortalama
SOD aktivite degerinin 653 + 215.4 U/gr Hb oldugu; katalaz aktivitesinin 89 ile 404
K/gr Hb arasinda bir deger gosterdigi ve ortalama aktivitenin 196.3 + 53.3 K/gr Hb
diizeyinde oldugu oldugu tespit edilmigtir.

Hasta grubu eritrosit i¢i GSH-Px aktivite diizeyleri 593 ile 3605 U/gr Hb
aras1 bir defigim gbstermis ve ortalama enzim aktivite degeri ise 1236.5 + 478.6

U/gr Hb olarak hesap edilmustir.

Tablo 1: Tip II Diabetes Mellitus Hastalarda Eritrosit Igi SOD, CAT,

GSH-Px Aktiviteleri
No Isim Cinsiyet | Yas SOD Katalaz GSH-Px
(U/gr Hb) | (K/gr Hb) | (U/gr Hb)
1. AB E 42 698 207 1180
2. B.S E 44 409 197 759
3. U.D E 45 479 196 886
4, LE E 47 647 192 1286
3. N.S E 47 642 199 1183
6. EZ E 48 510 237 1069
7. B.A E “ 48 475 89 974
8. LA E 52 1194 240 2100
9. AK E 52 670 141 1236
10. M.H E 53 625 157 1140
11. MK E 54 453 132 813
12. M.G E 54 512 240 1108
13. E.G E 55 483 163 893
14. M.G E 55 677 264 1127
15. AG E 57 501 162 985
16. AK E 57 512 171 843




17. MK E 57 688 229 593
18. LT E 59 550 o8 1156
19. H.T E 59 A80 178 901
20. N.O E 60 924 181 1719
21. FK E 60 681 223 1160
22. 0.S K 60 469 252 961
23. F.O K 40 588 227 1171
24. AKX K 40 549 161 1017
25. M.Y K 41 515 209 960
26. M.H K 44 549 229 1206
27. FE K 44 1164 263 2130
28. F.T K 45 627 253 1109
29. S.G K 46 512 140 994
30. ZB K 46 443 183 852
31. LA K 46 643 294 1178
32. M.G K 46 733 250 1337
33. M. K 46 709 153 1367
34. S.E K 47 438 181 742
35. R.G K 47 1510 191 3605
36. M.G K 48 693 190 1533
37. M.T K 50 504 164 1088
38. H.T K 50 577 167 1059
39. H.O K 51 650 178 1266
40. S.U K 51 975 404 1810
41. K.P K 52 832 204 1572
42. ND K 53 766 161 1469
43, N.T K 54 735 180 1217
44. G.O K 55 512 255 992
45. iK K 55 1018 135 2130
46. M.U K 57 514 166 889
47, P.G K 58 632 156 1178
48. F.A K 58 636 150 1150
49. EY K 58 730 195 1475
50. ZS K 58 550 160 993

Oort£SD | 51.16 653,2 196,3 1236.5

+ 587 |+ 2154 + 533 + 478.6

47




II. Kontrol Grubu Eritrosit I¢i siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz

(CAT), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktiviteleri:
Analiz sonuclarna goére kontrol grubu eritrosit i¢i SOD, CAT, GSH-Px

analiz sonuglart Tablo 2°de toplu halde veridmigtir.
Kontrol grubunu olugturan Kigilerin eritrosit i¢i SOD aktivitelerinin 592 U/gr

Hb ile 1834 U/gr Hb arasinda oldugu ve ortalama SOD aktivite degerinin 1071,7
331,4 U/gr Hb diizeyinde oldugu; Katalaz (CAT) aktivitesinin ise 90 K/gr Hb ile
265 K/gr Hb arasmda degistigi, ortalama CAT aktivitesinin ise 175.4 + 38.8 K/gr
Hb oldugu tespit edilmigtir.

Kontrol grubu GSH-Px aktiviteleri en diigiik 600 ve en yiiksek 4384 U/gr Hb
olarak ¢lgiilmiis ve ortalama enzim aktivite degeri 1381.3 + 690.6 U/gr Hb olarak
bulunmugtur.

Tablo 2: Kontrol Grubu Eritrosit igi SOD, CAT, GSH-Px Aktiviteleri

No Isim Cinsiyet Yas SOD Katalaz | GSH-Px
(Ulgr Hb | (K/gr Hb)| (U/gr Hb)
1. MY K 40 1366 172 2376
2. S.S K 40 1551 188 1080
3. AO K 40 739 118 845
4. Ccl K 40 896 174 794
5. H.B K 43 896 121 1551
6. AB K 44 1099 150 1127
7. B.S K 44 802 196 1314
8. D.B K 46 859 251 794
9, N.G K 47 1355 150 4384
10. AD K 47 1590 113 1533
11. S.S K 48 1497 168 1326
12. AE K 48 1602 153 2430
13. M.B K 48 896 186 1422
14. SK K 48 1811 152 3274
15. S.Z K 48 1010 207 1826
16. AK K 49 811 189 1296
17. AD K 49 1485 162 1457
18. S.A K 50 930 241 1505
19. C.C K 50 914 190 1185
20. A.G K 50 886 151 1596
21. Fl K 52 1022 124 836
22. G.D K 53 1677 137 2208




23. K.E K 53 713 265 1162
24. iK K 56 1099 212 1237
25. EI K 58 930 242 1506
26. AY K 58 724 211 851
27. AE K 58 1018 223 1283
28. F.U K 58 1834 214 2182
29. N.S K 58 1175 202 1195
30. HY E 56 832 169 1010
31. A.C E 57 903 239 1072
32. HM E 40 811 192 952
33. AS E 40 656 163 627
34, 0.0 E 41 907 147 1185
35, 10 E 41 879 199 755
36. 5.0 E 41 781 163 702
37. T.T E 41 1399 182 1127
38. HK E 42 616 176 603
39. S.K E 43 784 169 1295
40. O.T E 43 962 142 1168

41. AK E 50 787 199 1281

42. AG E 50 592 118 600 -
43. HA E 51 1443 152 1973
44. R.Y E 53 996 168 1176
45, BK E 53 1073 130 1299
46. AB E 54 1491 190 1389
47. R.D E 55 1239 196 1124
48. HK E 56 671 124 663
49. M.G E 55 973 215 1257
50. M.i E 56 1545 90 2527
Ort+SD | 49.06 1071.7 175,4 1381.3

+605 |+3314 |+ 388 | +£690.6




Tablo 3. Kontrol ve hasta grubunun ortalama SOD, CAT ve GSH-Px
aktiviteleri:

Kontrol ve hasta gruplarma dahil sahislarin SOD, CAT ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin ortalama + SD’lar1 Tablo 3’de toplu olarak verilmigtir.

Gruplar SOD (U/ gr Hb) | CAT (K/gr Hb) | GSH-Px
(U/grHDb)
1- Kontrol 1071,7 £ 331,5 | 175,4 *+ 38,8 1381,3 £ 690,6
n= S50
2- Diabet 653,2 + 215,5 196,3 + 53,3 1236,5+ 478,6
n= 50
p Degeri p <0,05 p <0,05 p>0,05

O KontrolGrubu
M Hasta Grubu

Tablo 4: Kontrol ve hasta grubunu olusturan kadinlarda SOD, CAT ve GSH-

Px Aktivitelen.
Kontrol ve hasta gruplarina dahil kadilarin SOD, CAT ve GSH-Px enzim

aktivitelerinin ortalama + SD’lar1 Tablo 4’de toplu olarak verilmigtir.

Gruplar SOD U/gr Hb CAT U/gr Hb | GSH-Px U/er Hb
2- Kontrel 1144,4 + 3484 181,4 + 41,4 1571.6 + 783.2
n=29
1- Diabet 692,2 + 236,6 202,1 = 57,5 1334.4 + 5513
n=29
p Degeri p <0,05 p > 0,05 p>0,05




DO Kontrof Grubu
B Hasta Grubu

GSH-Px

Tablo 5: Kontrol ve hasta grubunu olugturan erkeklerde CAT, SOD ve GSH-

Px aktiviteleri

Kontrol ve hasta gruplarma dahil erkeklerde SOD, CAT ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin ortalama + SD’lan Tablo 5°de toplu olarak verilmigtir.

Gruplar SOD U/gr Hb CAT U/gr Hb GSH-Px U/gr Hb
2- Kontrol 975,9 + 278,8 167,5 + 343 1130.5 + 449.1
n=21
1- Diabet 603,6 + 178,1 188,6 + 47,4 1094.2 +320.5
n=21
p Degeri p <0,05 p>0,05 p> 0,05

soD CAT

GSH-Px

OKontrol Grubu
M Hasta Grubu




Tablo 6: Kontrol ve Diabet mellituslu hastalarin eritrosit SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitelerinin istatistiksel olarak kargilagtirnlmalar.

Gruplar ERITROSIT
SOD CAT GSH-Px
1-2 p <0,05 p<0,05 p>0,05

1- Kontrol grubu
2- DM hastalar

Kontrol ve DM’lu hastalarin eritrositlerinde 6lgiilen SOD, CAT ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak kargilagtirilmasi Tablo 6’da toplu olarak
sunulmugtur. Tablodan da gériildiigii gibi kontrol ve DM’li hastalarin SOD ve CAT
enzim aktiviteleri arasinda anlamli bir fark g6zlenmigtir. DM’ hastalarin SOD ve
CAT aktivitesi diigiik olarak bulunmustur (p < 0,05). GSH-Px enzim aktivitelerinde

ise iki grup arasinda bir fark gozlenememistir.




5. TARTISMA

Diabetes mellitusta en 6nemli problem glukozun kullamilamayarak kanda
birikmesi ve enerji eldesinde yakit maddesi olarak lipidlerin kullamlarak kanda bu
sisteme ait sentez son {riinlerinin artmasidir. Bunlara keton cisimleri adim
veriyoruz. Bu hastalikta oksijen kokenli serbest radikallerin muhtemel bir kaynagi,
reaktif ketoaldehitlerin tretilmesi ve daha sonra ileri agamadaki glikozilasyon son
tiriinlerinin  olugumu 1ile sonuglanan glukozun otooksidasyonudur. Okside olan
glukoz, glukoz asitlerine doniisiirken bir taraftan da serbest radikaller olugmaktadir.
Diger bir kaynak da, diyabette, dogal olarak olusan antioksidanlarin iiretiminde bir
bozuklugun ortaya c¢ikma ihtimalidir. Poliol yolu aracihg: ile artan glukoz
metabolizmasmin NO iiretimi i¢in gerekli olan NADPH’i tiiketmesi beklenebilir.
Ayrica sorbitolun fruktoza oksidasyonundaki artig, prostaglandin G;’nin H,’ye
indirgenmesi araciligiyla siiperoksit anyon olugumunu arttirabilir. Her iki durumda
da, yani direkt oksijen radikali olusumu veya antioksidan sistemin kesintiye
ugramasi ile diyabetli hastalarda oksidatif stres artacaktir (57).

Diabetin baglamasinda oksidasyonun rol oynadigina dair bulgularin ¢ogu,
deney hayvanlarinda diabet olugturan 2 ilag olan alloksan ve streptozotosin (STZ)
ile yapilan galiymalardan elde edilmigtir. Bu kimyasal maddelerin her ikisi de
oksidan madde meydana getirerek Langerhans adaciklarim selektif olarak tahrip
ederler. Bunlardan alloksan, intraselliiler rediiktanlar olan askorbat ve tiollerle
reaksiyona girerek onlarm antioksidan etkilerini engeller ve boylece oksidan
iiretimine sebep olur (58).

Bir glukon nitrosoiire olanf STZ’mm etki mekanizmas1 ise tam olarak
agiklanamamgtir. Ancak, STZ nin uygun olmayan NO cevaplann meydana getirerek
diabete sebep oldugu tahmin edilmektedir.

Alloksan toksisitesi, in vitro ve in vivo metal gelatlayicis1 ajanlar, hidroksil
radikal toplayicilan ve lipidde ¢6ziinebilir antioksidanlarla inhibe edilebilir.
Desferroksamin, diigiik dozlarda tekrarlanan streptozotosinin sebep oldugu diabeti
onler. Bu da, ge¢is metallerinin katalizledifi serbest radikal reaksiyonlarinin STZ

toksisitesine katkida bulundugunu gosterir.



Insilline bagimli olmayan diabetes mellitusta vaskiller ve diger
komplikasyonlarin sebebi olarak sigara i¢imi, hipertansiyon ve dislipidemi gibi
geleneksel faktorler gosterilirdi. Bazi aragtiricilar yaptiklan g¢aligmalarda bu risk
faktorlerinin diginda oksidatif stresin de hizli diabet komplikasyonu geligiminde rol
alabilecegini gosterdiler (59, 60, 61). Bu konudaki esas hipotez sudur: LDL’nin
oksidasyon veya glikozilasyon ile modifiye edilmesi, endotel hiicreleriyle sitotoksik
reaksiyonlara girmesini ve doku hasari olugturmasim saglamaktadir. Daha ileri
reaksiyonlarla, bu modifiye edilmiy LDL’nin dolagimda birikmesi ve spesifik
reseptorleriyle kandan uzaklagtimlamamasi sonucunda komplikasyonlar bag
gostermektedir (62). Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bu hastalarda daha biiyiik
miktarda yogun LDL (dense LDL) olustugu gozlenmigtir. Bu yogun LDL
normallerine gore daha kolay okside edilebilmektedir (63). Ayrica diabetli
hastalarmn LDL’si daha fazla miktarda glikasyon son iiriinii tagimaktadir (64).
Diyabetli ratlardan elde edilen VLDL ve LDL’nin daha gabuk okside edilebilir
oldugu ve fibroblast hiicrelerine daha gok toksik etki ettigi gosterilmigtir (65).

Diabetik durumda serbest radikal iiretiminde bir artig gérillmektedir. Bu
serbest radikaller oksidasyon yoluyla damar duvarinda harabiyet olustururlar. Hem
preklinik hem de klinik galigmalarda, Diamicron’un serbest radikalleri temizleyici
bir organ olarak etki gosterdigi saptanmigtir. Diamicron’un in vitro olarak LDL
oksidasyonunun inhibe edilmesinde C vitamini kadar etkili oldugu gésterilmistir
(66). Buna kargin, glipizid, glibenklamid ve tolbutamid, LDL oksidasyonunu
etkilememigtir. Serbest radikal temizleme o¢zellikleri daha o6nce glibenklamidle
tedavi edilen bir grup diyabetik tizerinde yapisan bir ¢aligmada kamitlanmigtir.
Ugiincii aydan itibaren Diamikron tedavisi, damar duvari, lipid membranlarindaki
oksidatif harabiyet sonucunda olusan lipid peroksitlerde anlamli azalma ve SOD
aktivitesinde anlaml: bir artig saptamigtir (67).

Diabetli ratlarda lipoprotein peroksidasyonunun ve toksisitesinin probukol ve
E vitamini verilmesiyle azalacag, yapilan deneylerle gosterilmigtir (65). Ayrica o -
tokeferol, askorbat ve tioller gibi serum ve hiicre antioksidanlarmin bu tiir
hastalarda azalmasinin, oksidasyona bagh tiketimden kaynaklanabilecegi
bildirilmigtir (68). Bununla beraber lipid peroksidasyonu ile diabet arasindaki



iligkinin yorumunda baz1 zit sonuglarm da bulundugu literatiirde goriilmektedir (69,
70). E vitamini hakkinda da birbirinden farkli sonuglara vanlmigtir. Bir kisim
aragtirict E vitaminini degismez bulunurken bir kismm arttifim digerleri ise
azaldigaim1 bulmuglardir (71, 72, 73).

Diyabetik komplikasyonlarin multifaktoriyel oldugu diigiiniilmekle birlikte in
vitro (74), hayvan (75) ve insan ¢aligmalari (76), serbest radikaller ile olugan
oksidatif stresin Onemli bir rolii oldugunu gostermigtir. Diyabetli hastalarda
hiperglisemi ile paralel olarak daha fazla O, ve H,0O, iiretilmektedir. Glukoz
konsantrasyonunun artmasi serbest radikal olugumunu hizlandirir ve sonugta
oksidatif stresin gostergesi olan protein substratlarin nonenzimatik glikasyonu ve
polyol yolunda bir artig gézlenir. Reaktif oksijen metabolisitesinin agir1 tiretimi
klinik ve eksperimental bobrek hastaliklarinin artiginda da rol oynar (77). Bu
hastaliklar akut ve kronik, glomerular ve tiibiller bozukluklardir ve hem
immunolojik hem de nonimmunolojik yollarla olugur. Diger organlarda oldugu gibi
bobrekte de hiicreleri oksidan hasara kargi koruyan esansiyel bir defans sistemi
vardir. sechi ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada (79) streptozotosin uygulanarak
olusturulmug diyabette ratlarin bobreginde Cu, Zn-SOD ve katalaza ait mRNA
seviyelerinin arttifi gozlenmistir. Diyabetli ratlarda 6glisemi olusturulmak iizere
insiilin uygulandiginda her iki enzime ait mRNA seviyeleri normale donmiigtiir.kan
glikoz seviyesi ile her iki antioksidan enzime ait mRNA’larda g6zlenen direkt
korelasyon gostermektedir ki plazma ve/veya dokudaki yiiksek glukoz
konsantrasyonu renal antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunu etkilemektedir.
Uygun dozda insiilin ile yapilan tedavi katalaz mRNA’sinin normalize etmesi fakat
Cu, Zn-SOD mRNA seviyesinde herhangi bir degigiklik yapmamasi, bu genlerin
glukoz konsantrasyonuna cevapta farkl esiklere sahip oldugunu disiindiirmektedir.
Endotel hiicre kiiltiirinde yiiksek glukoz konsantrasyonlarma maruz kalmanin Cu,
Zn-SOD ve katalazin her mRNA, hemde aktivitelerinde artis yapmasi; artmig
serbest radikal iiretimine kompansatuvar bir cevap olarak goriilmektedir (78).
Bunun yamnda bazi aragtiricilar kimyasal yolla olusturulan diabette boébrek
dokusunda Cu, Zn-SOD’yi azalmig (92), digerleri ise katalaz1 azalmig olarak



bulmuglardir. Bu farkliliklarin sebebi tam olarak tahmin edilememekle birlikte
alinan tedavinin tipine, hastalagin siddetine ve siiresine baglanmaktadir.

Iyi kontrol edilmeyen sahislarin ve streptozotosin ile diabet olusturulmus,
diabetik ratlanin nétrofilleri tarafindan serbest oksijen radikallerinin anormal bir
sekilde tretildigi gosterilmigtir (80, 81, 82). Poliol yolunda hiz-sinirlayici bir enzim
olan aldoz rediiktazin nétrofil igindeki aktivitesinin artigi ile serbest oksijen
radikalin iiretimin artabilecegi iddia edilmis ve bu enzimin inhibit6érii olan
Epalrestat (Epa) kullamlarak azaltilip azaltilamayacagi yéniinde aragtirma
yapilmagtir.

Iyi kontrol edilmemis diabet hastalarinda agin1 glikoz plazma proteinlerinin
glikasyonunun artigina sebep olur. Proteinlerin bu non-enzimatik glikasyonunun
serbest oksijen radikallerinin iiretimi iizerinde oksidatif stresin artmasma netice.
verecegi diigiiniilmektedir (83, 84). Oksidatif stresin artmasi ve 6zellikle plazma
hidroksil plazma hidroperoksitlerinin seviyesindeki yiikselme NIDDM’de
gozlenmektedir (85, 86). Asin serbest radikal iiretimi aym zamanda LDL’nin
oksidatif hasarina, okside LDL’nin aterojenik etkisinin hizlanmasina ve adezyon
molekiillerinin ekspresyonunun modulasyonuna yol agar (87, 88).

Biz ¢alisgmamizda sadece enzimatik antioksidan sistem ile insiiline bagiml
olmayan diyabetin iligkisini inceledik. Caligma materyali olarak eritrositleri
segmemizin nedeni gu idi: Eritrositler viicut hiicreleri iginde oksijen ile en ¢ok
temas eden ve oksidatif strese en yakin olan hiicrelerdir. Ciinkii bu hiicrelerin
herbiri tagidigr yiizmilyonlarca hemoglobin molekiilii ile bu miktarin dort kati
oksijen tagtmaktadir. Ayrica her heme molekiilii bir tane demir atomu tagimaktadir.
Fe'? atomunun fenton reaksiyonu ile oksidatif streste aldigi rol “genel bilgiler”
kisminda detayli olarak tartigilmigtir. Dolayisiyla diyabette hiperglisemiye baglh
serbest radikal artign (89) ilk olarak damar endotelleri ile damar i¢i hiicreleri
etkileyecektir. Bu bakimdan 6zel konumu nedeniyle sadece eritrosit igi
antioksidanlardan SOD, CAT ve GSH-Px’i g¢ahigtik. GSH-Px ve SOD aktivitesinin
her ikisinde birden azalma olmasina ragmen, bunlardan istatistiksel agidan anlamh
olam1 SOD idi (p< 0, 05). CAT aktivitesinde énemli bir artty mevcuttu (p< 0,05).



Enzim aktivitelerinin birbirine zit olarak artma ve azalmalan iki sebebe bagh

olabilir:

1) SOD aktivitesi azalmigtir. Ciinkii bu enzimin iiretigi H,O, bagka kaynaklardan
da geliyor olabilir. Bu durumda irin miktarimn fazlahg reaksiyonu
yavaglatabilir.

2) CAT aktivitesinin artist kompansatuvar alabilir. Yani GSH-Px aktivitesinin
azalmasi hemen hemen aym reaksiyonu katalizleyen CAT enziminin aktivitesini
kompansatuvar olarak olabilir. Béylece olusan H,O, ortamdan aymi hizda
uzaklagtirilmig olur.

3) GSH-Px enzimi CAT gibi kofaktore ihtiyag duymayan bir enzim degildir.
Aktivitesinin devamu igin siirekli olarak indirgenmis glutatyon ve NADPH’ye
ihtiyag vardir. Bu kofaktorlerin miktarindaki bir azalma enzim aktivitesindeki bir
azalma ile kendini gosterebilir. Biz glutatyon ve NADPH miktar tayini
yapmadigimiz igin kesin birgey soylemek giictiit. Ancak literatiirde bizim bﬁ
hipotezimizi destekleyen ¢aligmalar mevcuttur (90, 91). G.Paolisso ve Giugliano
yaptiklan aragtirmada diyabetli hasta eritrositlerinde GSH-Px aktivitelerini diigiik
bulmuglardir. Niva ve arkadaglart ise g¢aligmalarinda diyabetli hasta
eritrositlerinde SOD aktivitesinde belirgin bir azalma ve CAT aktivitelerinde
belirgin bir artma tesbit etmiglerdir. Bu arastrmalar bizim g¢aliymamizla
paralellik tagimaktadar.

Sonug olarak gsunlan soyleyebiliriz:

1- Insiiline bagimli olmayan diyabette gérillen komplikasyonlara oksidatif stresin
katkis1 vardir. Bunu, eritrosit antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin degigtigini
gosteren verilerimizden ¢ikartyoruz.

2- Enzim aktivitelerindeki azalmalar, aktif olarak kullamilan enzimlerin yikiliminin
artmasina bagh olabilir.

3- Antioksidan savunmanin durumu ¢ok komplikedir. Muhtemelen enzimatik
olmayan antioksidan sistemde de koklii degisiklikler olmaktadir. Ancak biz E
vitamini, C vitamini, glutatyon ve diger antioksidanlan g¢ahiymadigimiz igin
¢alismamizin 151§inda bunu iddia etmemiz ancak diger literatiirlerin verilerine

dayanmaktadir.



6. OZET

Bu c¢aligmada tip II diabetes mellitusu olan hastalarin (n=50) eritrositlerinde
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Py)
aktiviteleri 6lgiildii.

SOD aktivitesi ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile belirlendi. Bu sistem
tarafindan iiretilen siiperoksitler NBT yi indirgeyerck koyu mavi bir renk olugturur.
Eger ortamda enzim varsa renk olugmaz. Katalaz aktivitesi, ultraviole spektrum
sahasinda H;O,’in harcanmasi iizerinden 6lgiildii. Glutatyon peroksidaz aktivitesi,
NADPH’in maksimum absorbans verdigi 340nm’de NADPH’m harcanmasi ile
meydana gelen absorbans azalmasi esasina gore 6lgiildii.

Bulunan sonuglar kontrol grubu (n=50) enzim aktivite degerleri ile
kargilagtirildi. Diabetes mellituslu hastalarin eritrositlerinde SOD aktivitesi 653,2 +
215,5 U/gr Hb, CAT aktivitesi 196,3 * 53,3 K/g Hb, GSH-Px aktivitesi 1236,5 +
478,6 U/g Hb olarak bulundu. Bu sonuglardan SOD ve CAT aktivitesi kontrol
grubu ile kargilagtinildiginda istatistiksel olarak anlamli idi (p< 0,05). Hasta ve
kontrol grubunun GSH-Px aktiviteleri arasinda anlamh bir fark bulunamada.

Mevcut bulgulann 1511 altinda gu sonuca vanldi: Insilline bagimli olmayan
diabetes mellitus gibi glukoz toleransimin bozﬁldugu durumlar, serbest oksijen
radikallerin agir1 olugumu ile ve daha sonra buna cevap olarak serbest radikal

siipiiriicii enzimlerin arti1 ile sonuglanabilir.
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7. SUMMARY

ERYTHROCYTE GLUTATHIONE PEROXIDASE, SUPEROXIDE
DISMUTASE AND CATALASE ACTIVITIES IN PATIENTS WITH
NON -INSULINE DEPENDENT DIABETES MELLITUS

In this study, the activities of SOD, CAT and GSH-Px were measured in the
erythrocyte of the patients with type II diabetes mellitus (n=50).

SOD activity was determined with xanthine/xanthine oxidase system. The
superoxides pfoduced via this system form a dark blue colour reducing NBT, if the
enzyme is present in the reaction mixture, the colour does not appear. The catalase
activity was measured considering the consumption of H;O, in the ultraviolet
spectrum area. The glutathione peroxidase activity was measured upon the
diminishing in the absorbance of NADPH consumption at 340 nm, in which
NADPH gives a maximal absorbance.

All the results obtained from patient groups were compared with the results
of control groups. The erythrocyte enzyme activities in the patients with NIDDM
were found to be following: SOD, 653, 2 £+ 215,5 U/g Hb; CAT, 196,3 + 53,3 K/g
Hb; GSH-Px, 1236 +478,6 U/g Hb.

The SOD and CAT activities were found to be statistically significant
comparing with control groups (p< 0,05).

There was no significant difference betweén the activities of GSH-Px in the
patient and control groups.

Considering these results, we conclude that the conditions where the glucose
tolerance impaired such as insulin independent diabetes mellitus results in excessive

production of the oxygen radicals and then increase in the radical scavenging

enzymes.
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