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ONSOz

Diabetes Mellitus, yluksek kan sekeri ile seyreden, mutlak veya
kismi insulin eksikligine bagli olarak gelisen, endokrin ve metabolik bir
hastaliktir. Dunyada her yil binlerce kisi diyabet komplikasyonlarindan
Olmektedir. Gunumuzde diabette antioksidanlarin etkileri yaygin olarak
arastiriimaktadir.

Bizde c¢alismamizda sentetik pridoindol tlirevi stobadin’ in
diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde etkili protein oksidasyonu Uzerine
etilerini, streptozotozinle olusturulan deneysel modelde ve bu hayvanlarin
kontrollerinde arastirdik.

Yuksek lisans egitimim ve tez calismam suresince engin bilgi ve
deneyimlerini buyUuk bir o6zveriyle aktaran, ilgisini eksik etmeyen, tez
danismanim, degerli hocam Sayin Prof. Dr. Cemal CEViKe en igten
tesekkurlerimi sunarim.
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zamanlarini ayirarak, igten yardimlarini esirgemeyen tum Biyokimya Anabilim
Dali 6gretim Uyelerine ve asistanlarina tesekkurlerimi sunarim.
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arkadasim Aras. Gér. irem DOGAN’a ve tez sonuglarimin istatistiksel olarak
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Tugce DOGAN’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatim boyunca sevgi ve desteklerini her zaman hissettigim,

buglnlere gelmemde ¢ok buyuk emekleri olan, aileme en igten sevgilerimi ve
tesekkurlerimi sunarim
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1.GIRIS VE AMAG

Bilinen batin canli turleri, organik molekullerin igindeki sekli ile
oksijene gereksinim duysalar da, serbest formdaki molekuler oksijen her canl
tirl icin ayni anlami ifade etmez: Ornegin, aerobik canlilar yasamlari igin
mutlaka molekuler oksijene gereksinim duyarlar. Anaerobik canlilar ise
biiylime ve cogalmalari igin oksijene bagimli degildirler .

Oksijenin dis yorlngesine bir veya daha fazla eslesmemis
elektron eklenmesiyle bu molekul gugliu bir toksine yani bir serbest oksijen
radikaline donlsir 2. Bu bilesikler de son yorungelerinde ortaklanmamis
elektron icerdikleri icin kolayca diger molekullerle reaksiyona girerek onlari
tahrip edebilen bilesikler olugtururlar ve organizmada ¢ok etkili bir hasar
meydana getirirler >,

Dusuk derigimdeki radikal yapiminin etkileri gok uzun bir sure¢
sonunda, érnegin yaslanma seklinde goérulurken; yliksek derisimde ve yaygin
radikal yapiminin etkileri kisa surede ve ciddi bir patolojik durum olarak
karsimiza c¢ikar. Oksijen radikallerinin etkisiyle ortaya cikabilecek oksidatif
hasarlari 6nlemek amaciyla canh sistem tarafindan gergeklestirilen pek ¢ok
korunma mekanizmasi vardir. Bunlar intraselliler ve ekstraselliler olmak
lizere iki gruba ayrilir 4,

Organizmada olugsan serbest radikallere kargi antioksidan
savunma, enzimatik ve non-enzimatik olarak yapilmaktadir. En 6nemli
intrasellller antioksidan enzimlerin; Sdperoksit dismutaz, Glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz ve katalaz oldugu bilinmektedir. Sonraki
savunma hatti ise ekstraselliler nonenzimatik antioksidanlar tarafindan
olusturulur. Bunlar; vitamin E, vitamin C, R-karoten, transferrin,
seruloplazmin, albumin, haptoglobin gibi bilesiklerdir °.

Serbest radikallerin genellikle ve siklikla karsilastiklar ilk yapi
hicre veya membranlarin, lipit bilegenleridir. Membranlarda radikal aracili
¢oklu doymamis yag asitlarinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve zincirleme olarak suren bir reaksiyon ¢esididir °,

Serbest radikaller nukleik asitler, serbest amino asitler,
proteinler ve karbonhidratlar de dahil olmak Uzere, canli organizmalarin
yapisinda bulunan hemen hemen butun siniflara dahil bilesiklerle reaksiyona
girerek tersinir veya tersinmez hasar meydana getirilebilmektedirler .
Ozellikle reaktif tlrevler tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu,
diyabet, alzheimer, kronik akciger hastaliklari, katarakt gelisimi, parkinson gibi
bir dizi bozukluk ve hastaligin etyolojisi ile ilerlemesinde rol oynar 8.



Diabetes mellitus, insulin eksikligi ya da insulin direnci
nedeniyle ortaya ¢ikan ve karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi
bozuklugu ile karakterize, endokrin ve metabolik bir hastalktir. Hastalgin
ilerleyen safhalarinda retinopati, nefropati, néropati ve ateroskleroz gibi
spesifik komplikasyonlar gelismekte ve dunyada her yil binlerce kisi diyabet
komplikasyonlarindan dlmektedir.

Diyabette hiperglisemiye bagli olarak serbest oksijen radikali
uretiminin ve lipid, protein ve nukleik asitlerin oksidasyon veya
peroksidasyonunun arttigi, antioksidan savunma sisteminin yetersiz oldugu
bildirimektedir. ~ Serbest radikal Uretiminin  artmasi ise diyabet
komplikasyonlarinin baglamasina ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir.

ileri  glikozilasyon Griinlerinin  artigi,  oksidatif  protein
modifikasyonu, monosakkaritlerin otooksidasyonu, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yolu aktivitesi, protein
kinaz C ve izoformlarinin aktivasyonu, hegzozamin yolaginin induksiyonu,
inflamatuar mediatorlerin  dlzeyleri, antioksidan savunma sistemindeki
degisiklikler sonucu olusan doku hasari, diyabette oksidatif stresi artiran
mekanizmalardir *'°.

Reaktif oksijen tlrevlerinin olusumunu 6nlemek veya zararl
etkilerini azaltabilmek igin, farkli etki mekanizmalarina sahip antioksidanlar
veya diger kimyasal molekuller surekli olarak gelistiriimektedir.Bunlar
arasinda heterosiklik indol tlrevlerinden bir pridoindol olan stobadin (-)-
cis2,8dimethyl-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-H-pyrido-(4,3b-indole) tUzerinde halen
gunumuzde de devam etmekte olan birgok calisma yapilmaktadir. Pridoindol
tirevi stobadin’in klinik, toksikolojik, farmokodinamik &zelllikleri ve kimyasal
yapisi belirlenmistir. Biyolojik sistemlerde —SH gruplarinin oksidasyonu,
amino asit oksidasyonu ve singlet oksijen olusumunu engelledigi gibi
hidroksil, peroksil, alkoksil radikallerini de etkin bicimde notralize eder.
Superoksit radikalleri Uzerinde ise Onemsenmeyecek derecede radikal
temizleyici aktivite gOsterir. BoOylece oksidatif strese bagh lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu azaltir .

Bu calismada, streptozotosin ile diyabet olusturulmus
sicanlarda stobadin’in dokularda protein oksidasyon belirtegleri olarak bilinen,
protein karbonil, ileri okside protein Urunleri, 3-nitrotirozin, total tiyol, protein
tiyol, non-protein tiyol gibi parametreleri Olgerek, serbest radikal temizleyici
Ozelligi 6nceden de gosterilen ve antioksidan 6zelliginden de bahsedilen
stobadin’ in diyabette doku oksidatif protein hasari Gzerine etkisini arastirmayi
amacladik.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir ya da daha ¢ok sayida ciftlesmemis
elektron iceren atom ya da atom gruplaridir 2,

Herhangi bir atom veya molekilin dis orbitallerinde bir veya
daha fazla paylasilmamis elektronlarin bulunmasi, s6z konusu kimyasal tlrin
reaktivitesini artirir. Bu yapilar kararsiz haldedir ve dis yorungesindeki
elektronun ortaklanmasini saglamak ve daha kararli hale gelmek igin diger
molekiillerle reaksiyona girebilecek sekilde aktif bir yapi gdsterir ™.

Radikal turler elektriksel olarak pozitif yuklu, negatif yuklu veya
nétr olabilirler. Serbest radikaller (ic yolla olusabilir ',

1. Yuksek isl, ultraviole i1sik veya radyasyon gibi yiksek ener;ji girisiyle bir
molekulin kovalent baginin molekulin her bir pargasinda eslesmis
elektronlardan bir tanesi kalacak sekilde homolitik bélinmesi ile

XY —> X'+Y°
2. Normal bir molekilden tek bir elektron kaybi ile veya bir molekilin
kovalent baginin iki elektronun bir atomda kalacak sekilde heterolitik
kirilmasi ile
XY —> X +Y'
3. Radikal olmayan herhangi bir molekule veya atoma tek bir elektronun

eklenmesi ile ki bu tur radikal olusumuna homolitik bolinmeden daha
sik olarak biyolojik sistemlerde rastlanmaktadir.

X+e —> X'

2. 1. 1. Serbest Radikal Kaynaklari

Ekzojen kaynaklar: hava kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon,
oksijen ve hiperbarik oksijenin yliksek konsantrasyonlari), iyonize ve non-
iyonize radyasyon, ilaclar, alkol, patojenik bakteri ve viriisler *7.

Endojen kaynaklar ise mitokondrial elektron transport sistemi,
endoplazmik retikulum, arasidonik asit metabolizmasi, redoks dongusd,
fagositik hucreler (monosit ve makrofajlar, notrofil, eozinofil) ve endotelyal



hicreler gibi hicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH
oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir .

2. 1. 2. Serbest Radikal Turevleri

Molekuler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektrona
sahiptir. Bu elektronlar, spinleri ayni yonde ve farkli orbitallerde iken minimum
enerji seviyesindedir. Basta organik molekuller olmak Uzere atom ve
molekuller orbitallerinde elektronlari antiparalel ve eslesmis olarak icerirler
veya paylagiimamis elektronlar kovalent baglarla kapatilirlar. Bunun sonucu
oksijenin diger molekullere olan reaktivitesini son derece kisitlamistir. Bu
kisittama spin kisitlamasi olarak bilinirken radikal tanimina goére de oksijen
“diradikal” yapiya sahip bir molekdildir *.

Bununla birlikte canh sistemlerde uretilen serbest radikal
tiirlerinden en énemli grubu reaktif oksijen tiirleri olusturur .

Reaktif oksijen turleri sadece serbest oksijen radikallerini
icermeyip oksijen radikali Uretiminde yer alan, radikal olmayan oksijen
turlerinide icerir (tablo 1).

Nitrik oksit: NO’, nitrojen dioksit: NO," radikalleri de reaktif
nitrojen turlerini olusturur. Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen
peroksit: H,O, , peroksinitrit: ONOO", hipoklorik asit: HOCI, hipobromdz asit:
HOBr, gibi diger reaktiflere dontisebilir *°.



Tablo 1: Oksijenden ve nitrik oksitten olusan baslica reaktif tirler. Kimyasal olarak
radikal yapisina sahip olan tiirler paylasiimamis atom lizerine konulan nokta ile
belirtiimiglerdir.Tablonun saginda verilen nitrojen oksit tiirlerinin gogu radikal yapisina
sahip degillerdir.Nitrik oksitin oksijenli ortamda kendiliginden oksidasyonu sonucu
olusan bu tiirleri paylagsilmamis elektron icermeseler bile ¢ok reaktiftirler .

TUR ADI TUR ADI

0, Singlet oksijen NO Nitrik oksit

0, Superoksit NOy Nitrojen dioksit
H.0, Hidrojen peroksit NO," Nitril katyonu

‘OH Hidroksil radikali NO’ Nitroksil
ROO Peroksi radikali NO* Nitrozil
ROOH Hidroperoksit ONOO’ Peroksinitrit

RO Alkoksi radikal ONOO Peroksinitrit radikali
ROOR Endoperoksit N,O; Dinitrojen trioksit
HO, Hidroperoksi radikali N,O, Dinitrojen tetraoksit

2.1.2.1. Reaktif Oksijen Turleri

2.1.2.1.1. Superoksit radikali (O5")

Dioksijene bir elektron eklenmesiyle superoksit radikali olusur'®.

Uretilen primer reaktif radikal olarak bilinen slperoksit,
metabolik yolda enzim veya gecis metalleri katalizorlugunde diger bilesiklerle
etkileserek sekonder reaktif oksijen tlrevlerine donusebilir 20

Genellikle stiperoksit hucre mitokondrisinde elektron transport
zincirinde uretir. Mitokondriyal superoksit, kompleks 1 ve 3 kaynakli olup hizla
organel membranini gegerek stozole gecer ve cesitli hastaliklarin
patofizyolojisinde rol alir "2,

Bununle birlikte O2 varliginda ksantin oksidaz’ in ksantini veya
hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’ nin NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla,



mitokondriyal elektron transport sistemi ile NADH, ve FADH; nin NAD ve
FAD’ ye donusumu sirasinda, O2’ nin iyonize radyasyonuyla, Sitokrom p-450
ve arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentazla
indirgenmesiyle siiperoksit anyonu olusur 232°.

2.1.2.1.2. Hidrosil radikali (OH )

Hidroksil radikali hidroksil iyonunun nétral formudur. Yarilanma
omrii ok kisa olup (yaklasik 10 sng biyolojik sistemlerde Uretilen en glgli
reaktiviteye sahip radikallerden biridir ‘.

Hidroksil radikalinin baglica tepkimeleri; elektron transfer
tepkimeleri, hidrojen gikarma ve katilma tepkimeleridir !

Fenton reaksiyonu sonucu reaktif hidroksil radikali Uretilir 28
Fe'? + H,0, —> Fe™ + OH +OH
Haber - Weiss reaksiyonuyla ferrik demir katalizérliginde,
sijperoggsit radikalinin hidrojen peroksitle etkilesmesi sonucu hidroksil radikali
olusur 7.

O, + Hy0O, —> O, + OH + OH’

lyonlasgtirici  radyasyonun  etkisiyle sulu ortamda su
molekullerinin iyonlagsmasi gergeklesir.

2H, 0 —> H,O" + e + HO
Uyarilmis su molekili (H20°) homolitik yikim ile, H?O" ise bir
bagka su molekull ile tepkimeye girerek baslica reaktif radikal olarak hidroksil

radikalini olustururlar .

2.1.2.1.3. Perhidroksil radikali (HO2)

En basit perhidroksil radikali, biyolojik sistemlerde superoksit
radikalinin protonlanmis formu (pKa ~ 4,8) olarak bilinen hidroperoksil
(perhidroksil) radikalidir. pH’ya bagl olarak stozoldeki superoksit radikalinin
ancak % 3'U protonlanmis halde bulunur *°. Bu radikal, lipit hidroperoksit
varliginda veya lipit hidroperoksitlerden bagimsiz olarak yag asidi
peroksidasyonunu baslalatan radikaldir *'.



2.1.2.1.4. Peroksil radikali (ROQO")

Zincir baslatici oksidan radikallerin (R) molekuler oksijenle
reaksiyonu sonucu peroksil radikalleri olusur. Zincir devam ettirici radikaldir 2.

R+ O, —> ROO

2.1.2.1.5. Hidrojen peroksit (H,O,)

Molekuler oksijenin enzimatik olarak divalent indirgenmesiyle
yada peroksi anyonunun slperoksit dismutaz katalizérliginde veya
nonenzimatik dismutasyonunu takiben olusur .

Hidrojen peroksit’ in pK’si 10,6 oldugundan, nétral ve asidik
kosullarda net yuk tasimaz, biyolojik zarlardan kolayca gecebilir. Yapisinda
paylasilmamis elektron icermediginden radikal Ozelligi tagsimaz. Hidrojen
peroksitin oksitleyici bir tir olarak bilinmesinin nedeni bakir ve demir gibi
metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin dncullu olarak davranmasidir’.

O, +e —> O,
O,-+05- + 2H" —> Oz + H20O,

Hidrojen peroksit, peroksizomlarda bulunan D-amino asit
oksidaz, ksantin oksidaz, Urikaz, a-hidroksi asit oksidaz gibi ¢esitli oksidazlar
tarafindan oksijenin indirgenmesiyle olugan primer urundir. Bu enzimler
tarafindan pH, pO2 ve substrat konsantrasyonuna badli olarak canli
sistemlerde dretilir *.

Sitotoksik hidrojen peroksit potansiyel oksitleyici 0zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerden derhal uzaklastiriimalidir. Bu gorevi
hiacredeki donemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz enzimleri
yerine getirir .

2.1.2.1.6. Singlet oksijen ('0,)

Oksijenin  enerjetik olarak uyarilan bu formunda spin
kisitlamasinin kaldirilmis olmasi nedeniyle reaktivitesi ¢cok yuksektir. Singlet
oksijen diger molekullerle etkilestiginde ya igerdidi enerjiyi transfer eder, yada
kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon cift baglar singlet
oksijenin tepkimeye girdigi baglardir.Bu molekullerin basinda tokoferoller,
fenoller, bilirubin, DNA, karotenler, kolesterol, NADPH, triptofan, methionin,
sistein, ve histidin gibi bilesikler glir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan



tepkimeye girerek peroksi radikalini olusturur ve hidroksil radikali kadar etkin
bir sekilde lipid peroksidasyonunu baglatabilir.

Baglica su mekanizmalarla vicutta olusabilir: Pigmentlerin
oksijenli ortamda 1191 emmesiyle, hidroperoksitlerin metaller varligindaki
yikim tepkimelerinde, kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda
(Ornegin: fagozom igersinde), prostoglandin endoperoksit sentaz, bazi
sitokrom p450 tepkimelerinde, miyelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin
etkinlikleri sirasida .

2.1.2.2. Reaktif nitrojen turleri

Nitrik oksit (NO’), paylasiimamis elektronu aslinda nitrojen
atomuna ait ise de, bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu
uzerinde delokelize olmasi nedeniyle tam bir radikal 6zelligi tagsimaz '

NO' biyolojik sistemlerde nitrik oksit sentazlar tarafindan arjinin’
in sitruline déndsiimii sirasinda agiga cikar .

Burada nitrik oksidin arjinin  amino asidinin  guanido
nitrojesr})inden sentezi sirasinda nitrojen atomu bes elektronluk bir oksidasyona
ugrar *°.

Nitrik oksit organizmada norotransmisyon, kan basinci
regulasyonu, savunma sistemi, diz kas gevsemesi ve immun regulasyon gibi
bircok fizyolojik siirecte gérev alir *.

Normalde yarilanma oOmru birkag saniye olan bu radikalin,
oksijen konsantrasyonu dusuk ortamlarda yarilanma omri 15 saniyeden
fazladir. Su ve yagda ¢ozunebilir, ayni zamanda da plazma zar ve stoplazma
boyunca kolayca diffiise olabilir *.

Radikal olarak reaktivitesi dustuk olan NO, metal iceren
merkezler ve radikallerle tepkimeye girer. Ozellikle lipid radikallerle tepkimeye
girmesi bu molekile antioksidan bir etki kazandirir '

Bununla birlikte sUperoksit radikali ile tepkimesi sonucu agiga
cikan peroksinitrit radikali (ONOO') olduk¢a oksidan bir molekul olup DNA
fragmantasyonu , lipid oksidasyonu ve protein nitrasyonunu gergelestirerek,
proteinlerin/enzimlerin inaktivasyonuna neden olabilirler "%,

Fizyolojik derigimlerde Uretilen NO esas olarak oksihemeglebin
tarafindan nitrata (NO3") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. Nitrik oksit’in



kendiliginden oksidasyonu sonucu diger reaktif nitrojen oksit tlrleride
olusabilir. Nitrik oksit’ in tek elektronla indirgenmis nitroksil iyonu (NO’) veya
tek elektron kaybetmis formu olan nitrozonyum iyonu (NO®) hatta aerobik sulu
ortamlarda olusturdugu N,O, formlari birer reaktif nitrojen oksit tiirleridir *.

2.2. Serbest Radikallerin Biyomolekillere Etkileri

Serbest radikaller yuksek konsantrasyonda basta nukleik asitler,
lipidler ve proteinler olmak (izere bircok molekili hedef alirlar %,

Reaktif oksijen/Reaktif nitrojen turlerinin zararh etkisi biyolojik
sistemde hasara neden olmakta, bu durum da oksidatif veya nitrozaktif stres
olarak nitelendiriimektedir 4%4*.

Serbest radikallerin hicrede siklikla kargilastiklari ilk yapi
membran lipid kompenentleridir. Serbest radikal aracili lipid peroksidasyonu
bu mekanizmanin en klasik 6rnegidir **.

2.2.1. Lipid Peroksidasyonu

Hicre membranlarn c¢oklu doymamis yag asitleri agisindan
zengindir. Bu tip yag asitleri oksidan serbest radikeller igin kolay hedeftir.
Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve zircirleme olarak kendiliginden siiren bir reaksiyon gesididir**(sekil1).



Lok Doymamis Yag Asidi \_/\_/\_/

l& .

Lipid Radikali \_ /\_ /\_ /

l

Dien konjugat \_/\/ /\_/
H lf'm

Lipdperoksiladibali \ A\ A/

-0-0 H

/’H)/
NN/
Hoo” H AN/

Hid ksid 1]
14 ropero 51 0_0

l
" A

0 9]
Malondialdehsd

Endoperoksid

Sekil 1: Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu *.

Lipidler, enzimatik oksidasyon, serbest radikal aracih
oksidasyon, enzimatik olmayan/radikal aracili olmayan oksidasyon olmak
lizere (¢ farkll mekanizma ile oksidasyona maruz kalirlar *°.

Coklu doymamig yag asitlerinin serbest radikal aracil
oksidasyonu sonucu lipid hidroperoksitler gibi birincil metabolitler olugurken
daha ileri oksidasyon reaksiyonlari sonrasi siklik peroksitler gibi ikincil lipid
peroksidasyon metabolitleri olusur *°.

Coklu doymamig yag asitlerinin serbest radikal aracil

oksidasyonu, bu yag asitlerinin yapisindaki hidrojen atomunun zincir baglatici
radikale ( R) veya hidroksil radikali (OH" ) gibi kararsiz yapilara transferi
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sonucu penteenil karbon merkezli lipid radikalinin olusmasi ile baslar. Burada
karbon merkezli lipid radikali molekuler oksijenle tepkimeye girerek lipid
peroksil radikalini olusturur. Peroksil radikalleri diger ¢oklu doymamig yag
asitleri ile reaksiyona girerek, lipid hidroperoksitlerin olusumunu sagladigi gibi
¢oklu doymamis yag asitlerinden lipoksijenaz ve siklooksijenaz sistemleri
tarafindan enzimatik oksidasyon sonucu da lipid hidroperoksitler Gretilir 4”2

Boylece peroksil radikalleri  zincir reaksiyonunun devam
ettiricileridir.  Lipid hidroperoksitler boluntp toksik aldehitlere (4-
hidroksinonenal, malondialdehit, 4-hidroksihekzenal) donusebilir. Bu
aldehitler diger biyolojik molekullerle (aminoasitler, proteinler, nikleik asitlerin
bazlari) reaksiyona girerek hlucrede stotoksik, genotoksik hatta proliferatif
etki gosterirler *°.

2.2.2. Serbest Radikallerin Nukleik asitlere Efkileri

Stabil bir molekil olan DNA da lipidler, karbohidratlar ve
proteinler gibi oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Reaktif oksijen
metabolitleri, nikleik asitlerde baz modifikasyonlari, baz lezyonlari, tek ve cift
dal kiriklari, capraz baglanmalar (timin-trozin capraz baglanmasi) ve
mutasyonlar yapabilir, hatta DNA daki oksidatif hasar yasam ile
bagdagsmayan yuksek duzeylere ulastiginda hucre oOlumiu (apoptoz)
gerceklesmektedir °°°".

] Oksijen radikalleri, DNA dizeyinde bazlara etki ederek 8-okso 2
deoksiguanozin (80HdG), 8OH-adenin, hidroksimetilurasil, timin-glikol,
stozin-glikol gibi birgok baz modifikasyonlarina neden olurlar 1,

Reaktif nitrojen turleri de yine DNA bazlarinin nitrolanmasina
veya deaminasyonuna neden olarak stozinden urasil, guanindan ksantin,
adeninden hipoksantin olusumunu saglar. 8-nitroguanin gibi modifiye bazlar
DNA yapisi igcinde dayaniksiz oldugundan kendiliginden depurinasyona ugrar
ve abazik alanlarin olusumuna neden olur 52

80OHdG ise buyuk oranda sitozinle dogru eslesme yaparken
diguk bir oranda da adenin ile hidrojen bagi yaparak transversiyon
mutasyona neden olmaktadir. Yine purin halkasinin agilmasi ile olusan
FAPyG, FAPyA lezyonlari DNA replikasyonunu bloke ederek mutajenik etki
gostermektedirler *°.

Bu durumlarda DNA hasari minimal hata riski ile etkin bir

sekilde onarilabilmektedir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA polimeraz’in
oksidatif stres altinda hasarlanmalari dogru replikasyon ve transkripsiyon
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olasihgini  azaltmaktadir.  Oksidatif  stres, stozolik Ca®"  iyon
konsantrasyonunda artisa neden olarak nikleustaki Ca?*-bagimli endo
nukleazlari aktive ederek DNA fragmantasyonuna neden olur %,

Bu arada membranin integral veya periferal proteinlerine ve
DNA ya ¢ok yakin mesafede bulunan lipidlerden olusan lipid alkoksil ve lipid
peroksil radikalleride hucrenin kritik 6nem tasiyan molekdllerine (nukleik
asitler bagta olmak Uzere) hidroksil radikalinden daha etkin olarak hasar
yapabilirler *°.

2.2.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinlerin oksidasyonu, reaktif oksijen/nitrojen turevleri ile veya
diger oksidan metabolitlerle kovalent modofikasyonu sonucu gerceklesir *°.

Protein  oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari enzim
aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarinin ve proteaz inhibitor aktivitenin
kaybi, protein agregasyonu, proteolize artmis yada azalmis yatkinlik, reseptor
aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler,
immiinojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir °”*.

Oksidatif strese maruz kalip modifiye olan proteinler, diyabet,
alzheimer, parkinson, kronik bdbrek yetmezIigi, kistik fibréz, romatoit artrit,
sepsis, iskemi/reperfizyon hasari ve katarakt olusumu gibi bir dizi bozukluk
ve hastaligin etiyolojisi ile ilerlemesinde rol oynarlar %

Proteinlerde yapisal degisikliJe yol agan baslica molekuler
mekanizmalar protein karbonil gruplarinin olusumu °4°9%61 " metal katalizli
protein oksidasyonu, protein tiyol gruplarinin kaybi °662%3 nitrotrozin olusumu
661646568 v jleri oksidasyon protein {riinlerinin olusumu °®"? olarak
siralanabilir.

Serbest radikallerin dogrudan proteinler, karbohidratlar ve
lipidlerle reaksiyona girmesi sonucunda olusan urunler, tekrar proteinlerle
reaksiyona girerek sekonder modifikasyon reaksiyonlarina yol agabilirler.

Reaktif turler ya peptit baglar ile yada proteinlerin yan amino
asit yan zincirleri ile reaksiyona girer. Bu radikalik reaksiyonlar, redoks
reaksiyonlarina giren gecis metallerinden (demir, bakir) etkilenir. Oksidatif
hasara ugramis bu proteinler ya dusuk molekul aglrllkll urinlere yada gapraz
bagli yiiksek molekiil agirlikli Uriinlere déniisebilir 2.
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Proteinlerin  modifikasyonuna yol agan mekanizmalarin
siniflandinimasi konusunda, genel olarak kabul edilmis bir siniflandirma
sistemi olmasa da, peptid baginin oksidasyonu (polipeptit omurganin
oksidasyonu) sonucu peptit baginin ayrilmasina yol agan reaksiyonlar ve yan
zincir modifikasyonuna yol agan rekasiyonlar olarak iki grupta
siniflandiriimalarinin daha kolay olacagi 6ne siiriiimektedir ™.

Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali ile baslar.
Diger taraftan oksidasyon strecinde molekuler oksijenle birlikte, stperoksit
anyon radikali ve hidroperoksil radikalinin varligi da gereklidir”.

2.2.3.1. Polipeptid Omurganin Oksidasyonu

Hidroksil radikali, polipeptit omurgasina oksidatif atak yaparak
amino asidin alfa hidrojen atomunu kendisine transfer eder ve karbon
merkezli acil radikali olusturarak zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini
baslatir (Sekil 2, Reaksiyon-c).

Protein-Protein
Capraz baglanmalar

|

R [ 0z

R
1 L) |
=NH-CHCO = 7%‘ =NH-C-CO = —NH-C-CO—
el OH| HP g
x

o " _
' }/’ Fe'', OH
o - e MO~ - P W
f

H +
R % HO, R MO0 46, R
—NH-C-CO~ ~;“-% ~NH-G-CO— %;4 ~NH-G-CO—
OH FES‘t Fe?t +H" G Fe' +OH FET' E
Peptit baginin
yikilmasi

Sekil 2: Serbest oksijen radikal aracili protein oksidasyonu”‘.
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Karbon-merkezli agil radikali hizla molekuler oksijenle
reaksiyona girerek alkil-peroksil radikalini olusturur (Reaksiyon-d). Fe®'
katalizorlugunde HO,’ nin oksijene donusum reaksiyonunu takiben alkil-
peroksil radikali, alkil- peroksitleri olusturur (Reaksiyon-f).

Alkil-peroksit, alkoksil radikali Uzerinden hidroksi protein
turevlerine donugebilir. Burada alkil, alkil-peroksil ve alkoksil radikalleri
polipeptit zincirdeki diger amino asitleri etkileyerek yeni karbon merkezli
radikallerin olusumunu saglar. Bdylece bu radikaller oksidasyon zincirini
devam ettirici radikaller olarak bilinir.

R'C /R'O0' /R'O' + R2CH —> R?C +R'H/R'OOH/R'OH

Ortamda oksijen olmadigi durumlarda alkil-peroksil radikalleri
olusamayacagi i¢in, karbon merkezli radikal diger karbon merkezli radikallerle
reaksiyona girerek protein-protein gapraz baglarinin olugsmasini saglar.

R'C + R’C =—=> R'CCR?

Alkoksil radikalinin olugsumu peptit baginin diamit veya a-
amidasyon metabolik yollari ile ayrilmasina neden olur(Sekil 3).

HO O HO
Il il [

1l
NH, =C-C-NH-C + 0=C=N-C-C—

Diamit
. metabolik yolu
HO oo II-IO
1

11l [ ] i
NH, =C-C-NH-C-C-NH-C-C~

= R N a-amidasyon
Ry 2 4 \ metabolik yolu
HO o0 HO

[T ] 1 n
MNH, —(I}C‘--NHE * RI-C—C-NH—?-G—
R, R,

Sekil 3: Peptit baginin diamit veya a-amidasyon metabolik yollari ile ayriimasi ™,
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Diamit metabolik yoluyla ayriima sonucunda, diamid ve
izosiyanat yapisi olusurken, a-amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-a-
ketoacil yapisina sahip peptit parcalari olusur. Bu iki metabolik yol disinda
reaktif oksijen turlerinin polipeptitdeki glutamil, aspartil ve prolil yan
zincirlerine atak yapmasi sonucu da peptid ayriimasi gergeklesebilmektedir &
(Sekil 4).

- -
OH, HOD, , O
R;CONHCHCONHR,, ——~=> R,CONH, * CH,COCONHR, * COOH *+ H,0,

(CH,), COOH
COOH
Glutamil peptit Pirivil peptit
G }cuuuthu— O WO o Q ;L‘D‘cuz + HzNCHCO= +H,0
R;CON R, R,CON R;
Prolil peptit 2-pirolidon a-amino
peptit butirik asit
0 C-NH-R,
o] 0
CHZ RrC‘NHz + CHS"C'C"NH"RZ + COE + sz
|
COOH

Aspartil peptit

Sekil 4: Glutamil, aspartil ve prolil yan zincirlerinin oksidasyonu ve peptit ayrilmasi s,

2.2.3.2. Amino Asit Yan Zincirilerinin Oksidasyonu

Proteinlerin amino asit yan zincirleri, serbest radikaller
tarafindan metal iyonlari katalizérliigiinde oksidasyona oldukga hassastir *°.

Radikallerin amino asit yan zincirleri ile reaksiyonu sonucu
olusan Urenler tablo 2’ de gdsterilmistir.
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Tablo 2. Radikal aracili protein yan zincir amino asit oksidasyon iriinler ,

Amino Asit Oksidasyon liriinleri
Arjinin Glutamik-semialdehit
Lizin 2-Amino-adipik-semialdehit
Glutamik-semialdehit
. 2-Pirolidon
Prolin

4-, 5-Hidroksiprolin
Piroglutamik asit
Sistein dislfit

Sistein Silfenik asit
Treonin 2-amino-3-ketoblitirik asit
Losin 3-,4-,5-Hidroksilizin
Histidin 2-Oksohistidin
Metiyonin Metiyonin sEquoksit
Metiyonin silfon
2-, 4-, 5-, 6-, 7-Hidroksitriptofan
Nitrotriptofan
Triptofan Kinurenin
3-Hidroksikinurinin
Formilkilurinin
. . 2,3-Dihidroksifenilalanin
Fenilalanin

2-, 3-, 4-Hidroksifenilalanin
2,3-Dihidroksifenilalanin
Tirozin Ditirozin

3-nitrotirozin

Proteinlerin 6zellikle lizin bakiyeleri Fe?* katalizli oksidasyonun
dogrudan hedefleridir (sekil 5).

H
0, /CHy
NH,
b N Fe(y”
I
A NH, ,CHa
LY r a MNH
Fe(l” ., N o
OH"
g
) Fe(l)
H,0 NH, ,OH gc:
CH i)
N H
7" N NH, N
Nrely” i
i CHay
1l & s MH
OH : =3
$ Fe(ll)
H
MH~

Sekil 5: Protein amino asit bakiyelerinin metal-katalizli oksidasyonu 3,
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Bu mekanizmaya gore Fe?*, proteinlerin lizin bakiyelerine
baglanarak ortamdaki hidrojen peroksitten hidroksil radikali olugsumunu
katalizler. Hidroksil radikali ise hizla proteinin lizin motifine atak yaparak 2-
amino-adipik semialdehitleri olusturur. Fe** diger amino asitleri de etkileyerek
karbonil gruplarinin olusumunu katalizler ””.

Sistein, metiyonin gibi sulfur igeren amino asitler de oksidanlara
kargl hassastir. Serbest radikallerin bu amino asitlere atagi sonucu sulfenik
(Cys-SOH), sulfinik (Cys-SO2-H), sulfonik (Cys-SOs-H) turevleri, disulfitler ve
metiyonin sulfoksit gibi okside urtinler olusur. Reaksiyon genellikle dontsumlu
kovalent modifikasyona Ornek olup, bu okside urtnler gogu zaman disulfit
rediktaz ve metiyonin sulfoksit reduktazlar tarafindan okside olmamig
formlarina yeniden donusturalebilirler. Yan zincirlerinde okside metiyonine
sahip proteinler, katalitik aktivitelerinde ve yuzey hidrofobitelerinde degisime
ugrarlar 8.

Fenil alanin, tirozin, triptofan, histidin gibi aromatik yapiya sahip
amino asitler de reaktif oksijen turlerinin etkisiyle degisime ugrayabilir &

Proteinlerin fenil alanin bakiyelerinin oksidasyonu sonucu orto
ve meta tirozin tiirevleri ”°, tirozin bakiyelerinin oksidasyonu sonucu ise 3,4-
hidroksifenilalanin (DOPA) ve ditrozin gibi (karbon-karbon dimer) okside
Giriinler olusur .

Bununla beraber triptofan bakiyeler, radikal aracili oksidasyonla
2-, 4-, 5-, 6-, 7-hidroksi turevlerine veya N-formilkinurein yada kinurein
tiirevlerine donistirken &', histidin ise tam olarak karakterize edilemese de 2-
okso histidine dénustr 2.

2.2.3.3. Protein Karbonil Tirevlerinin Olusumu

Protein  karbonil tlrevleri  oksidatif protein hasarinin
belirlenmesinde en c¢ok kullanilan belirteglerden biridir. Glutatyon disulfit,
malondialdehit gibi diger oksidatif stres belirtecleri ile karsilastiriidiklarinda
protein karbonil tiirevleri daha uzun siire dolasimda stabil halde bulunur *°.

Glutamil bakiyelerinin oksidasyonu, proteinlerin a-amidasyon
metabolik yoluyla boéliunmesi veya lizin,arjinin,prolin ve treonin amino
asitlerinin dogrudan oksidasyonu sonucu protein karbonil turevleri olugur.
Ayni zamanda proteinlerin lizin bakiyelerinin lipid peroksidasyon metabolitleri
(4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehit), indirgen karbohidratlar yada bunlarin
oksidasyon Urunleri (glikasyon/glikoksidasyon reaksiyonlari) veya diger reaktif
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karbonil turevleri (ketoaminler, ketoaldehitler, deoksiozon tlrevleri) ile
reaksiyonu sonucu da protein karbonil tiirevleri olusur " (sekil 6).

A C=N-P C-NH-P
(HCOH)p —>  ¢=0
CHO R (HCOH)n-1
P-NHj + {HCGH]n % =
(LYS) - CH=N-P
=D PMH, é=0
:chH}n r (HCOH) n-1
R R
B
EFHG l*.I.H=NF EH-HHP I:I:H=NF"
CH, + PNH,—> | CH, _3 CH — CH
CHO cio < ¢wo T Chow

P-Hi OH e
"og SH 5.p
PUFA —225 RM ~ "VNA
\' oH ©
P-NH
oH ©

Sekil 6: Proteinlerin glikasyon, glioksidasyon ve lipid peroksidasyon dlrinleri ile
reaksiyonu sonucu protein karbonil iiriinlerinin olugumu, A: protein lizin bakiyelerinin
sekerlerle reaksiyonu, B: Protein amino gruplarinin malondialdehit ile reaksiyonu C:

Protein Ilzm histidin ve sistein bakiyelerinin, 4-hidroksi-2-nonenal ile amadori
reak5|yonu
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2.2.3.4. Tiyol (Sulfhidril) Gruplarinin Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin
oksidasyonuna yol acgtigi ve bunun da protein oksidasyonunun en erken
gbzlenebilen belirtisi oldugu bilinmektedir ®*.

Sistein amino asidinin —SH grubu oksidatif ataga oldukca
yatkindir ve —SH gruplarindan degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S°)
proteinlerdeki disulfit baglarinin olusumuna énculik eder. Ayni zamanda -
SH gruplari oksidasyonu sonucu oksi-asit tiirevleride olusur °°.

Birgok arastirici elektron paramanyetik rezonans teknigini
kullanarak peroksinitritin tiyol gruplari ile reaksiyonu sonucu tiil radikallerinin
olustugunu gostermigtir. Tiyol gruplarinin diger bir oksidasyon sekli ise 4-
hidroksinonenal’ in, proteinlerdeki —SH gruplarina Michael reaksiyonu
sonucunda tiyoeter bagiyla baglanmasi sonucu gerceklesir #47°.

2.2.3.5. Nitrotirozin Olusumu

Normal kosullarda superoksit dismutaz, olusan tim superoksit
radikallerini dismutasyona ugratmaya yetecek duzeydedir fakat, superoksit
dizeyleri ¢ok artmigsa yada fazla miktarda nitrik oksit radikali meydana
gelmigse, nitrik oksidin superoksit radikali ile tepkimesi sonucu daha reaktif
peroksinitrit olusur %3,

Peroksinitritin proteinler Gzerine ataginin ana UrlnU trozinin
orto pozizyonunda nitrolanmasidir (Sekil 7). Peroksinitrit, DNA’ yi1, enzimleri,
proteinleri, lipidleri ve tiyol gruplarini okside edebilmesinden dolayi yluksek
toksisiteye sahiptir 678,

Trozinin geri donusumsuz olarak nitrasyonu, tirozinin
fosforillenmis ve fosforilenmemis formlarinin  birbirine  dondsimuni

engelleyerek enzim  aktivitesinin  duzenlenmesini ve sinyal ileti
mekanizmalarinin regiilasyonunu etkiler ”’.

. .. . N0,
OH" CO, . NO,
R@-DII — ra@—ﬂ «—> R—QD — R OH

Sekil 7: Nitrotrozin olusumu *
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2.2.3.6. lleri Oksidasyon Protein Uriinlerinin Olusumu

Protein oksidasyonunun yeni bir belirteci olan ileri oksidasyon
protein drunleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) ditirozin igeren
capraz bagli protein Grunleri olarak tanimlanmaktadir 8

AOPP duzeyleri, protein oksidasyonunun gostergesi olan
ditirozin ve ileri glikasyon son urunu olan pentozidin duzeyleri ile kolerasyon
gOsterdigi fakat lipid peroksidasyon belirtecleri ile kolerasyon gdstermedigi
belirtilmistir &

Bununla birlikte protein-protein gapraz baglanmalar proteinlerin
oksidatif degisiminin bir belirteci olmakla birlikte birkag farkli reaksiyonla
gerceklesmektedir. Bu reaksiyonlar; (a) karbon merkezli iki radikalin direkt
reaksiyonu sonucu, (b) iki tirozin radikali arasinda etkilesim sonucu, (c) iki
sistein-tiil radikalinin reaksiyonu sonucu, (d) karbonil grubu igeren proteinlerin
ayni veya farkli protein yan zincirindaki lizin bakiyeleri ile reaksiyonu sonucu,
(e) reaktif aldehitlerin ayni veya farkh protein molekullerinin lizin bakiyeleri
arasindaki reaksiyon sonrasi, (f) glikasyon/glioksidasyon reaksiyonlari sonucu
karbonil grubuna sahip proteinlerin ayni veya farkli proteinlerin lizin veya
arjinin bakiyeleri ile reaksiyonu sonrasi, (g) Michael reaksiyonu ile lipid
peroksidasyon belirteglerinin, proteinlere eklenmesi sonucu olusan protein
aldehitlerin, ayni veya farkli proteinlerdeki lizin bakiyeleri ile reaksiyonu
olarak siralanabilir .

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmalardaki lipid, protein, nukleik asit ve karbohidratlar
gibi molekuller oksidatif hasar i¢in hedef molekillerdir. Antioksidanlar,
oksidatif hasara karsi bu molekullerinin oksidasyonunu geciktiren veya
engelleyen molekdiller olarak tanimlanmaktadir 2.

Hucre disinda ve hicrede farkli organellerde vyerleserek
savunma mekanizmasinda rol alan biyomolekuller ( antioksidanlar )
enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler.
Enzimatik yapidaki antioksidanlar icinde slUperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediktaz ve glutatyon
S-transferaz sayilabilir. Enzimatik yapida olmayanlar arasinda askorbik
asit, tokoferoller, B-karoten gibi vitamin yapiya katilan antioksidanlar
sayllabilecegi gibi glutatyon, a-lipoik asit, ubikinol, Urik asit, sertloplazmin,
transferrin, selenyum gibi antioksidan 0&zellik gdsteren maddeler de
sayilabilir 892,
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2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

2.3.1.1. Superoksit Dismutaz ( SOD )

Okaryotik hicrelerde (retilen sliperoksit radikali, siiperoksit
dismutaz enzimi katalizorlugunde hidrojen peroksit ve molekuler oksijene
donustarallr. Bu metallo-enzim’ in, 80 kDa, tetramerik yapida mitokondriyal
Mn-SOD ve 32 kDa, dimerik yapida sitozolik Cu,Zn-SOD olmak Uzere iki
izoenzim formu vardir %. Cu,Zn-SOD ile Mn-SOD’ In etki mekanizmasi
aynidir. Her ikiside pH: 7’ de aktiftir. Fakat, Cu,Zn-SOD’ in aktivitesi pH: 5,5-
10 araliginda degismezken, Mn-SOD pH: 7’ nin Uzerine g¢iktiginda aktivitesini
kaybeder %.

2.3.1.2. Katalaz ( KAT )

Memeli hlcreleride peroksizomlarda bulunanan katalaz,
hidrojen peroksit’ in su ve molekuller oksijene dismutasyonunu katalizledigi
gibi, Hem-grubu igeren bu enzim, fenol ve alkollerin de detoksifikasyonunu
saglar. Ayni zamanda katalaz, hidrojen peroksidin Fenton reaksiyonlar ile
demir ve bakir ig/onlarl tarafindan reaktif hidroksil radikaline donisumunu de
engellemis olur *.

2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz ( GPx )

Memeli hlcrelerinde selenosistein igeren dort farkh (GPx1-4)
glutatyon peroksidaz enzimi vardir %°.

Bu enzimler, glutatyonu substrat olarak kullanip, hidrojen
peroksit in ve diger peroksitlerin ( lipit peroksitler gibi.) alkollere
indirgenmesini katalizlerler. GPx1 ve GPx4 ( fosfolipid hidroperoksit GPx)
sitozolik enzimler birgok dokuda bulunur %7

GPX2 gastrointestinal sistemde, GPx3 (plazma GPx) ise
bobrekte aktivite gdsterir %,

2.3.1.4. Glutatyon-S-Transferaz ( GST )

Cesitli  endojen ve  eksojen bilesiklerin  glutatyonla
konjugasyonunu katalizleyerek, bu bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynar.
Dimerik yapidaki bu enzim alfa, mu, pi, omega, sigma, teta, zeta alt Gnitelerini
icermekle Dbirlikte, Sitoplazmik GST ailesi, Mitokondriyal GST ailesi,
Mikrozomal GST ailesi ve Fosfomisin/Glioksal ailesi olmak Uzere doért ana
grupta toplanir %,
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2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.3.2.1. Antioksidan Vitaminler

Yagda ¢Ozunen vitaminler icersinde 6nemli yere sahip vitamin
E, Ozellikle membran ve lipoproteinlerin bilesenleri Uzerinde zincir-kirici
antioksidan etkiye sahiptir. a-Tokoferol vitamin E turevleri igersinde en aktif
bilesik olup, zincir reaksiyonlari ile iligkili peroksil radikalini temizleyerek lipit
peroksidasyonunu engeller %.

Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu
molekiile antioksidan 6zellik kazandirir '%. Bununla birlikte a-Tokoferol singlet
oksijen, alkoksil radikali, peroksinitrit, nitrojen dioksit, ozon ve superoksit
radikalleri ile de tepkimeye girer '°'. Lipid radikalleri ile tepkimesi sonucu
olusan aT  radikalinin, peroksil radikaline gore membranlarin yag asidi
zincirlerine karsi reaktivitesi cok dusuk olup, askorbik asit basta olmak Uzere
diger molekul veya mekanizmalar tarafindan a-tokoferol’e donasturalur.

Askorbik asit veya vitamin C glikoz metabolizmasindan gelen,
suda ¢ozunen vitaminler grubundandir. Prolin, lizin ve dopamin B-hidroksilaz
enzimlerinin kofaktord olup, bu amino asitlerin hidroksilasyonunda ve kollojen
fibrillerin sentezinde gereklidir. Askorbik asit’ in (Vitamin C) bir elektron
oksidasyonu sonucu monodehidro askorbil radikali olusurken, reaksiyona
girdigi radikali de etkisiz hale getirerek serbest radikallerin organizmaya
verdigi zarar1 engeller. Askorbik asidin radikalik formu ise glutatyon sistemi
tarafindan askorbik aside yeniden dénustirilir '°2.

2.3.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler  (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein,
Violaksantin), genelde sari ve turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler ve
alglerde, cogu zaman ise bitkilerde bulunan pigmentlerdir. insan ve hayvanlar
karotenoid biyosentezini gerceklestiremedikleri igin bu bilesikleri diyetle
alirlar. Karotenoidler organizmada, triplet uyaricilarin zararli etkilerini
baskilama, singlet oksijeni baskilama ve bazi oksijen radikallerini temizleme
gibi koruyucu etkilere sahiptir. Bununla birlikte karotenoidler, lipid
membranlara lokalize olarak membranlarin oksidatif strese kargi hassasiyetini

azaltir 1%,
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2.3.2.3. Glutatyon ( GSH )

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit
olup antioksidan ve indirgeyici bir ajandir. Organizmada temel olarak;
peroksidaz aracili peroksitlerin katabolize edilmesi, hiucresel tiyol ve redoks
potansiyelinin duzenlenmesi, bir norotransmiter veya immunofarmakolojik
tiyol gorevi Ustlenerek endokrin ve immun sistem arasindaki interaksiyonu
saglamasi, redoksa duyarl transkripsiyon faktorlerinin ekspiresyonunu
artirarak strese cevabin aktivasyonu gibi gérevler tstlenir 1%+1%.

2.3.2.4. Urik asit ( Urat )

Urik asit, Ksantin oksidazin oksipuriinleri (ksantin, hipoksantin
gibi) oksitlemesi ile olusur. insan ve gelismis primatlarda pirin
metablozmasinin son Uriinidir. Urat, fizyolojik kosullarda singlet oksijen,
hipoklorit ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri baskilar fakat superoksit
radikali ile dogrudan reaksiyona girmez, peroksit kaynakli lipid
peroksidasyonuna karsi korur, bu da Urik asidin antioksidan etkilerinin
oldugunun gostergesidir '%’.

2.3.2.5. Bilirubin

Hem katabolizmasinin son drtnd olan bilirubin ayni zamanda
singlet oksijen, peroksinitrit ve hipoklordz asit gibi reaktif oksijen ve nitrojen
tirevlerini, baskilarken bununla birlikte peroksil radikallerine kargi hidrojen
dondru olarak davranarak lipid peroksidasyonunun zincir devam ettirici
radikalini de etkisiz hale getirir. Bu arada biliverdin ise bilirubine gére daha
etkili bicimde peroksil radikallerini baskilar "%,

2.3.2.6. Melatonin

Pineal bezde triptofandan sentezlenir. Gorevi tam olarak
bilinmese de sirkadiyen ritimi dizenledigi bilinmektedir. Bununla birlikte
hidroksil radikali, hidrojen peroksit, peroksil radikali, singlet oksijen, nitrik oksit
ve peroksinitrit anyonu gibi reaktif turlerin temizlenmesinde veya
baskilanmasinda etkilidir. Melatonin reseptérinden bagimsiz olarak membran
lipidlerini, stozol proteinlerini, cekirdek ve mitokondride nukleik asitleri serbest
radikallerin zararli etkilerine karsi korur %,

2.3.2.7. Stobadin ( STB )

Reaktif oksijen turevlerinin olusumunu onlemek veya zararl
etkilerini azaltabilmek igin, farkli etki mekanizmalarina sahip antioksidanlar
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veya diger kimyasal molekuller surekli olarak gelistiriimektedir.Bunlar
arasinda heterosiklik indol tirevlerinden bir pridoindol olan stobadin Uzerinde
halen ginimizde de devam etmekte olan birgok c¢alisma yapilmistir.
Pridoindol turevi stobadin’in klinik, toksikolojik, farmokodinamik ozelllikleri ve
kimyasal yapisi belirlenmistir.

Stobadin (STB), (-)-cis2,8dimethyl-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-H-
pyrido-(4,3b-indole) (sekil 8), 1983’te hazirlanmistir ''°.

Sekil 8: Stobadin

Stobadin’in baz formundan degisik fizikokimyasal 6zelliklere
sahip degisik tuzlar elde edilebilir. Dihidroklorid formu suda ve yaglarda iyi
¢6zlnebilir. Bu nedenle biyolojik dokularda hidrofobik ve hidrofilik 6zellik
gosterir. Buna kargin dipalmitat tuzu suda ¢ézunmez iken kimyasal kararhligi
dihidroklorid formuna gére daha stabildir. Titrasyonuna bakildiginda dibazik
asit ( pKas= 2,88, pKay= 7,17 ) 6zelligindedir. Bir elektron redoks potansiyeli (
E7o= 0,58 V ) olmasi nedeniyle biyolojik sistemlerde iyi bir antioksidanttir. Bu
Ozelliginden dolayi biyolojik sistemlerde —SH gruplarinin oksidasyonu, amino
asit oksidasyonu ve singlet oksijen olusumunu engelledigi gibi hidroksil,
peroksil, alkoksil radikallerini de etkin bi¢cimde notralize eder. Superoksit
radikalleri Gzerinde ise dnemsenmeyecek derecede radikal temizleyici aktivite
gOsterir. Boylece oksidatif strese bagli lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonunu azaltir '".

Isoproterenolle olugturulan kardiyomiyosit hasarina karsi,
stobadin’in kardiyak dokuda malondialdehit konsantrasyonunu dugurdugu ve
katalaz, glutatyon reduktaz aktivitelerinde artisa neden oldugu, ayrica protein
tiyol gruplarinda ve mitokondriyal redukte glutatyon/okside glutatyon praninda
degisime neden oldugu bildirilmistir "'".

Noéronal dokuda stobadin in vivo, ex vivo ve in vitro kosullarda

1r?2c|1il1<al temizleyici, antioksidan ve koruyucu etki mekenizmasi aydinlatilmigtir
-117
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Hipoksi/reoksijenasyon, iskemi/reperflizyon gibi deneysel
modellerde stobadin beyin dokusunda superoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerin aktivitelerindeki degisimi engelleyerek konjuge
diene olusumunu ve doku malondialdehit seviyelerini dusurerek lipit
peroksidasyonunu azaltir. Ayrica hipoksi/reoksijenasyon deney modeli tavsan
spinal kord ve hippokampal doku homojenatlarinda reaktif oksijen turlerinin
degisimi ile sonuglanan lipid peroksidasyonu Uzerine stobadin malondialdehit
ve konjuge diene olusumunu azaltir 181",

Stobadin doza bagli olarak duguk konsantrasyonlarda c¢esitli lipit
peroksidasyon baglatici sistemlerin neden oldugu, tavsan beyin endoplazmik
retikulumunda Ca*? transfer hasarini engelledigi gosterilmistir .

Stobadin serbest radikallerin neden oldugu endoplazmik
retikulum membran akigkanligindaki degisimi engelleyerek yine Fe* nin
neden oldugu beyin sinaptosomal membranda Na‘'K*-ATPaz ve Na*/Ca*
degistirici sistem aktivitelerindeki azalisi engeller 2122,

Streptozotozin ile olusturulan diyabet modelinde stobadinin
vitamin E ile kombinasyonu beyin dokusunda diyabetle artan glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ve glutatyon peroksidaz enzimilerinin aktivitesini baskiladigi
gibi, dusen glutatyon reduktaz, ve glutatyon-s-transferaz enzim aktivitelerini
normale ¢eker, ayni zamanda da beyin malondialdehit seviyelerini disurerek
lipit peroksidasyonunu baskilamigtir. Ayni deney modelinde kalp, bdbrek,
karaciger gibi periferal organlarda diyabetle gelisen serbest radikal hasarini
engeller 1%,

Cu® ile iliskili LDL oksidasyonu lizerine stobadin’in antioksidan
etkisi arastirilmis ve bu bilegigin doz bagimli olarak Cu?* nin neden oldugu
LDL oksidasyonunu ve LDL'nin yapisinda bulunan apo B 2proteininindeki
triptofan kalintilarinin oksidasyonunu engelledigi g('jsterilmi\?,tir1 °,

®Co uygulanmasindan énce stobadin dipalmitat verilen ICR
farelerin periferal kan retikulositlerindeki mikronukleus sikligina bakilarak bu
bilesigin antimutajenik etkisinin de oldugu belirtilmistir '%. Yine siklofosfamit’
in mutajenik etkisine kargi stobadin’in koruyucu etkisi ayni deneysel
metotlarla ortaya kunulmustur '#’.

Stobadin doza ve zaman baglh olarak alloksanla olusturulan
diyabette hipergilisemiyi baskilar'®®. Ayrica alloksan diyabet modelinde
stobadin; dimetilstlfoksit, dimetillre, tiyoure ve butillenmis hidrosiyanizol gibi
diger hidroksil radikal temizleyici ajanlara gére daha etkilidir'?°.
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Bunlara ek olarak stobadin’in antidisritmik, hemodinamik, o-
adronolitik, antihistaminik, antiulserogenik, miyorelaksan gibi farmakodinamik

etkilerinin varligi yapilan galismalar sonucunda ortaya konulmustur ™.

Farmakokinetik ¢caligmalarda gastrointestinal sistemden kolayca
emildigi, kan beyin bariyerini gegebildigi gsterilmistir "'

Hayvanlarda vyapilan akut, subakut, kronik toksisite
galismalarinda embriyonik, teratojanik, mutajenik genotoksik etkileri
arastiriimis olan stobadinin giivenilirligi belirlenmistir .

Faz | c¢aligmalart tamamlanmis olup saglikh kisilerde
elektrokardiyogram ve kalp ritminde anlamli derecede degdisim gdzlenmezken
hafif tansiyon, maksimum dozda ise hafif sedatif etki gozlenmistir. Ayrica
anjina pektoris geciren hastalarda uygulanan faz |l ¢alismalarinda atak
1s1ay|sm| azalttigi, sistolik ve diastolik basinci hafif dagtrdugu belirtiimektedir

2.4, Diabetes mellitus

2.4.1 Tanimi ve Tarihcesi

Diabetes mellitus ( DM ), insulin salgilanmasi ya da insulinin
etkisindeki tam veya kismi yetersizlikle iligkili olarak ortaya c¢ikan kronik
hiperglisemi; karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ve
bu bozukluklar takiben ileri donemde ortaya g¢ikan gesitli komplikasyonlarla
(anjiopati, kardiyomiyopati, nérapati, nefropati ve retinopati gibi) karakterize
olan, antik ¢aglardan beri fark edilen ve gunumuzde de ciddi saglhk problemi
olarak dnemini koruyan bir sendromdur.

Bu sendromun tarihgesine kisaca bir bakilacak olursa en eski
kayitlar Ebers papiruslarina dayanir. M.0.400-500’ 1i yillarda, hintli doktor
Sushruta bazi hastalarin idrarinin tath oldugunu kayitlara gegirmis, M.S.1.
yuzyilda Aratus ise hastaliga akip gitme anlamina gelen “ Diabetes “ adini
vermigtir.

Seker hastalarinin idrarinin tath oldugu, 1974’ de Thomas Wills
tarafindan tekrar tanimlanmis ve hastalik “ Diabetes mellitus olarak
adlandiriimistir.

“*

Alman bilim adami Paul Langerhans 1869’ da pankreas bezi
icinde gunumuzde Langerhans Adaciklari olarak bilinen kiguk hucre
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topluluklarini tanimlarken, Eduard Laguesse, 1983 yilinda pankreas bezinin
endokrin hicreleri oldugunu 6ne surmustar.

Oskar Minkowski ve Josef von Mering, bir kopegin pankreasini
cikardiklarinda, seker hastaliginin tipik belirtileri olan susama, ¢ok idrara
cikma, ve kilo kaybi gelistigini gozlemisler, bu calisma ile pankreas ve geker
hastaligi arasindaki dogrudan iligkiyi ortaya koymuslardir. Daha sonraki yillar
insulinin kesfi (Banting, Macleod, 1923) ve diyabetle iliskilendiriimesi ile
gecmis, gunumuize yakin zamanda ise insan insdlin’ in rekombinant DNA
teknolojisi ile Uretilmesi 1978 yilinda gerceklesmis ve insllinle tedavide
yepyeni bir ddnem baslamistir %,

2.4.2. Diyabet tipleri

Diabetes mellitus, bazi klasik kaynaklarda Tip 1, Tip 2, Tip 3 ve
Tip 4 olmak Uzere basitce dort grupta toplanmaktadir.

2.4.2.1. Tip 1 Diabetes mellitus (insiiline-bagimli Diabetes mellitus: IDDM)

Total veya kismi mutlak insulin eksikligi ile karakterizedir ve

kesinlikle disaridan insiilin verilmesini gerektiren bir durumdur 2.

immiin ve idyopatik sebebler hastaligin patolojisinde yer alirlar.
Tip 1 diyabetin baslangicinda, adacik hucreleri, bagisiklik sisteminin hucreleri
tarafindan istila edilmistir. Bu slirecin daha ileri evrelerinde, adaciklarda beta
hicreleri ¢ok azalmig, fakat henuz tamamen yok olmamigtir. Birkag ay
icersinde beta hucrelerinin tumd yok olabilir ve geriye insllin yapamayan
diger tip adacik hucreleri kalabilir.

Tip 1 diyabette insulin, protein tirozin fosfataz benzeri molekul
IA-2, glutamik asit dekarboksilaz, monooksialogangliozid, karboksipeptidaz-H
ve heat-shock protein 65gibi molekuiller bagisiklik sistemini uyaran baglica
beta hicre antijenleri olarak saptanmistir. Tip 1 diyabette, bu 6zel antijenler
bagisiklik sisteminde hem humoral hemde huicresel uyarimi baslatma
yetenedine sahiptirler ve beta hicrelerinin  yok edilmesine neden
olmaktadirlar "341%°,

2.4.2.2. Tip 2 Diabetes mellitus (insuline bagimli olmayan Diabetes mellitus;

NIDDM)

Tip 2 diyabette, hastaligin baglica karakteristikleri; insulinin
sentez, salgi ve depolanmasinda bir bozukluk olmadigi halde periferik
dokularda insuline karsi rezistans s6z konusudur. Insulin rezistansi,
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baslangigcta cogunlukla hiperinsulinemiyi tetiklerken, daha sonra beta
hiicresinin insiilin salgilama proseslerindeki bozukluklarla saptanabilir. insiilin
duyarlihgindaki azalmanin bagslica nedenleri arasinda enflamatuvar sitokinler,
adipokinler, mitokondriyal  disfonksiyon  gOsterilirken,  glukotoksisite,
lipotoksisite ve amiloyid olusumunda meydana gelen artma da zamanla beta-
hacrelerinde fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir. Hastallk genetik
faktorlerle yakindan iligkili olmakla birlikte kalpain 10, potasyum kanali 6.2,
PPARYy, insulin reseptor substrat-1 de saptanan 9enetik defektler hastalik
olusturucu nedenler arasinda ayrica yer almaktadir 3¢138,

2.4.2.3. Tip 3 Diabetes mellitus

Diyabetin bu tipinde, pankreas harici hastaliklar ve ila¢ tedavisi
gibi ¢cok sayida Ozel nedenin, kan sekeri ylkselmesine sebep olabileceqgi
bildiriimektedir. Bununla birlikte, alkolizme bagli ve diger tim pankreatitler,
diyabetojenik hormonlarin asiri  salgilanmasi  (Cushing’'s sendromu,
feokromasitoma, glukagonoma, pankreatik somatostatinoma v.s) ve
diyabetojenik etkili kimyasallar (beta-blokerler, kalsiyum kanal blokorleri,
fenitonin, glukokortikoidler, oral kontraseptifler, tiyazid tlrevleri ditretikler,
alloksan, streptozotosin v.s) sekonder olarak diyabet olusumuna neden
olabilirler 13%42,

2.4.2.4. Tip 4 Diabetes mellitus (Gestasyonel Diabetes mellitus; GDM)

Diyabetin bu tipinde, glukoz duzeyinin ilk kez gebelik sirasinda
yukselmesi ve glukoza toleransin bozulmasi s6z konusudur. Plesenta ve
plesental hormonlar insilin resistansina yol agmakta ve bu durum gebeligin
son trimestinde belirginlesmektedir'*.

2.5. Diyabetik Komplikasyonlarin Patogenezinde Oksidatif Ve
Nitrozatif Stresin Rolli

Hiperglisemi, oksidatif stres durumuna bagli olarak reaktif
oksijen bilegiklerinin Uretimini artirmaktadir. Superoksit anyonu, hidrojen
peroksit ve lipid peroksit gibi oksidanlar oksidasyon, fragmantasyon ve ¢apraz
baglanma yaparak hasara neden olmaktadir. Hipergliseminin neden oldugu
hicresel hasarla ilgili biyokimyasal mekanizmalar igersinde etkili yolaklardan
bazilari su sekilde siralanabilir "**'*®: Anormal poliyol metabolizmasi ( Aldoz
rediktaz aktivasyonu ve sorbitol birikimi ), Proteinlerin non-enzimatik
glikasyonu ( ileri glikasyon son Uriinlerinin (AGEs) birikimi ), Protein kinaz C
(PKC) ve izoformlarinin aktivitelerinde artis, Hegzozamin yolaginda artis,
Oksidatif ve nitrozatif stres.
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Hiperglisemiye bagli, glukozun enzimatik olarak polialkol
sorbitole donusturtilmesi beraberinde hicre igi glutatyon ve NADPH duzeyleri
azalir ", Bdylece azalan antioksidan savunma sistemiyle birlikte hicre,
reaktif oksijen aracili hicre hasarina agik hedef haline gelir. Hiperglisemi
superoksit radikalinin hicresel dizeyde artisina neden olmaktadir. Bu
durumda superoksit radikali, glukoz-6-fosfat dehidrogenazi inhibe ederek
NADPH In sentezini baskilar ™. NADPH ise hiicrede glutatyon
peroksidaz/glutatyon reduktaz sistemin basta olmak Gzere bir gok antioksidan
veya rediktan sistem icin gereklidir.

Sorbitol, hicrede sorbitol dehidrogenez katalizorlGginde
fruktoza donusturtlirken NADH/NAD+ orani da beraberinde artar. Bunun
sonucu olarak hicrede okside trioz ve diagil gliserol duzeyleri artar. Diagil
gliserol Protein kinaz C ve izoformlarini aktive edrek birgok diyabetik

komplikasyonlarin gelismesine katkida bulunur '*°.

ileri glikasyon Griinleri (AGEs) diyabette mikrovaskiiler
komplikasyonlarin (nefropati, néropati, retinopati) patogenizinin gelismesinde
etkilidir  ""1*®. Proteinlerin amino terminal gruplari yilksek glukoz
konsantrasyonlarina maruz kalmasi durumunda, glukoz proteinlere non-
enzimatik olarak baglanarak “schiffbase” Grunleri olusturur. Bu yapilar daha
stabil Ozelligi olan erken glikasyon urunlerini olusturmak Uzere “amadori’
reaksiyonuna girerler. Erken glikasyon urUnleri ise ileri glikasyon drunlerini
olusturmak Uzere birlesirler. Hucre igi ileri glikasyon Urlnlerinin artisi,
fonksiyonel olarak protein modifikasyonuna, reseptor aracili reaktif oksijen
tiirlerinin artisina ve gen ekspresyonunda degisime neden olur ",

Ayrica hiperglisemi, AGEs olusumu, PKC ve poliyol yolu
aktivasyonuyla olusumu artan superoksit anyonu nitrik oksit ile etkileserek
gugly sitotoksin olan peroksinitriti olusturur.  Peroksinitrit vaskuler endotel,
vaskuler diz kas ve miyokard hucrelerindeki biyomolekillere atak yaparak
diyabetle birlikte kardiyovaskuler disfonksiyonlara zemin hazirlayan

reaksiyonlari baslatir ',

Nitrozatif stres ayni zamanda poli (ADP-riboz) polimeraz
aktivasyonunun negatif sonuglari, sadece kardiyovaskuler bozukluklarla sinirh
degildir; diyabetik ndropati, nefropati, retinopati gelismesine de fazlasiyla
katkida bulunmaktadir. Peroksinitritin notralizasyonu ya da poli (ADP-riboz)
polimerazin farmakolojik inhibisyonu, diyabetik komplikasyonlarin énlenmesi
ve tedavisinde umut verici yeni yaklagimlar olarak belirtiimektedir "2,
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3. GEREG ve YONTEM

Bu calisma; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana
bilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Yaklasik agirliklari
250-300 g olan 60 adet erkek Wistar-Albino sican kullanildi.Deneyler
sirasinda Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi etik kurulu yénergesinin 13.
maddesinde belirtilen “Etik kurallara uygunluk esasi” kararina uyuldu.

Denekler 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sirecinde serbest
diyet ve gcesme suyu ile beslenmeleri saglandi.

Diyabet, tek doz intraperitonal streptozotozin (STZ, 55mg/kg)
injeksiyonu ile olusturuldu ve injeksiyondan 48 saat sonra deneklerin
kuyruklarindan alinan kan orneklerine gére kan glukoz konsantrasyonlari
Olgulda. (Accutrend® GCT meter (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
250 mg/dl uzerinde olan hayvanlar diyabetik kabul edildi. Calisma sonunda
hayvanlar tartilarak vucut agirliklari belirlendi.

Diyabetik ve kontrol hayvanlarinin bir kismina 16 hafta
suresince oral olarak 1 ml stobadin (STB, 24,7 mg/kg/gun) uygulandi.

Son uygulamadan 24 saat sonra ratlar feda edildi, kardiak kan
ornekleri alindi, karaciger dokulari ¢ikartildi. Dokular, serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra derhal sivi azot igcinde donduruldu. Karaciger dokulari,
analiz gunldne kadar - 80°C’ de saklandi.

Ratlarin karaciger dokularinda protein karbonil, ileri protein
oksidasyon durunleri (AOPP, Advanced oxidation protein products), 3-
nitrotirozin, total tiyol, non-protein tiyol gruplar tayin edilerek protein tiyol
duzeyleri de hesaplandi

3.1. Deney G;'uplarl

Calismada hayvanlar dort esit gruba ayrildr:
Grup |- Kontrol grubu (K)
Grup Il Kontrol grubu hayvanlarin bir kismina oral olarak 1 ml stobadin (STB,
24,7 mg/kg/glin) (KSTB)
Grup Il Diyabet grubu intraperitonal streptozotozin (STZ, 55mg/kg)
injeksiyonu ile olusturuldu. (DIA)
Grup IV Diyabet grubu hayvanlarin bir kismina oral olarak 1 ml stobadin
(STB, 24,7 mg/kg/gun) (DSTB) olarak deney gruplari olusturuldu.
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3.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )

Homojenizator ( Heidolph DIAX 900 )

Vorteks ( Heidolf Reax 200 )

Santrifuj (Hermle Z 380K )

Sogutmal santrifuj ( Damon IEC,B-20A sogutmali,Hermle Z 323K
Spektrofotometre (Schimadzu, UV1601 )

pH metre (Jenway)

Biotek Power Wave XS Eliza okuyucu

Biotek EIx50 Eliza yikayici

Socorex otomatik pipetler

3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1. Karaciger Dokusu Protein karbonil seviyelerinin Olciilmesi

Karaciger dokusunda protein karbonil tayini, Cayman Protein
Carbonyl Assay ( Cayman Chemical Company, USA) kiti ile
gerceklestiriimistir. Deney protein karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenilhidrazin
ile reaksiyonu sonucu uygun hidrazonlara dénudsimiu bu hidrazonlarinda
spektrofotometrik olarak (360-385 nm) analiz edilmesi prensibine
dayanmaktadir.

Karaciger doku &rneklerinde protein karbonil dizeyleri
Olcllecegi zaman dokular derin dondurucudan ¢ikartildi ve 1/10 oraninda 1
mM EDTA iceren 50 mM fosfat tamponu (pH= 6,7) tamponda, buz iginde,
sogukta homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifujde 10.000 g’ de
15 dakika +4°C santriflij edildi. Stpernatant deneyde kullanildi.

Supernatant icersinde nukleik asitlerden gelen absorbans
artisini engellemek i¢cin numune igersinde final konsantrasyon %1 olacak
sekilde streptomisin sulfat eklenerek 6,000 g'de 10 dakika +4°C santrif(j
edilerek nukleik asitler ¢okturulda.

Kullanilan Reaktifler

% 10 Streptomisin sulfat; 50 mM potasyum fosfat tamponunda hazirlandi.

2,5 M Hidroklorik asit (HCI); HPLC-grade su igersinde hazirlandi

2 4-dinitrofenilhidrazin (DNPH); kit icersinde ki stok kimyasal 10 ml 2,5 M
hidroklorik asit ¢ozeltisi icersinde ¢dzllerek hazirlandi.

% 20 Trikloroasetik asit (TCA); kit icersindeki 2g/ml lik stok icersine 12 mi
HPLC-grade su ile sulandirilarak hazirlandi.
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% 10 Trikloroasetik asit (TCA); % 20’ lik TCA’ in 40 ml’'si, 40 ml HPLC-grade
su ile sulandirilarak (1/1 % 20 TCA/ HPLC-grade su) hazirlandi.

Guanidin hidroklorid kit igcersinde kullanima hazir gelmistir.

Etanol/Etil asetat (1/1) kit icersindeki stok 40 ml etanol ile stok 40 ml etil
asetat karigtirilarak elde edildi.

Deneyin yapilisi

SAMPLE (S#) KONTROL (C#)
HOMOJENAT 200 l 200
DNPH 800 ul -
HCI - 800 pl
Numune ve kontroller 1 saat oda isisinda karanlikta her 15 dakikada bir kez vorteks yapilarak bekletilir
%20 TCA | 1 ml | 1ml

Vorteks yaplilir. 5 dakika buz Gizerinde bekletilir. Daha sonra 10000 g’ de, 10 dakika, +4°C santrifiij edilir.
Sipernatant atir. Pellet ile caligilir.

%10 TCA | 1ml | 1ml

Pellet Gzerine TCA eklenerek vorteks yapilir. TUpler 5 dakika buz tzerinde bekletildikten sonra sonra
10000 g’ de, 10 dakika, +4°C santrifilj edilir. SUpernatant atir. Pellet ile galigilir.

ETILASETAT/ETANOL Tml Tml

Pellet, etilasetat/etanol karisimi ile vorteks edilir. Daha sonra10000 _g’_de, 10 dakika, +4°C santrifijj
edilir. Sipernatant atilir. Pellet ile calisilir. DENEYIN BU ASAMASI IKI KEZ DAHA TEKRARLANIR.

GUANIDIN HIDROKLORID 500 i 500 pl

Pellet Guanidin hidroklorid ile vortex yapllir.

220 pl numune 96 well plate aktarilir 220 pl kontrol 96 well plate aktarilir

Numune ve kontroller 96 Ik plate okuyucuda 370 nm’ de okutularak
absorbanslar kaydedilir.

Protein karbonil diizeyinin hesaplanmasi:

2 4-dinitrofenilhidrazin igcin 370 nm’ de molar absorbsiyon
katsayisi 22,000 M cm™ olarak hesaplanmustir.

Karbonil (nmol/ml)=[(AbsS# - AbsC#)/*0,011uM"]x(500u1/200pl)

(*0,011uM™  Plate icersinde her bir kuyucukta bulunan numune miktarina
gore hesaplanmistir).
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Protein karbonil (nmol/mg protein)=Karbonil (nmol/ml)/Protein (mg/ml)
Kontrol tiiplerinde protein miktar tayini:

Kontrol tiplerinden 100 pl numune 900 pl guanidin hidroklorid
ile sulandirlip, 280 nm’ de Guanidin hidrokloride kargi okutulur. Protein
konsantrasyonu, Sigir serum albumini BSA (0,25-2 mg/ml) standart
grafiginden hesaplanir.

03

0,25
02 y = 0,0963x + 0,06

015 | R’ = 0,9968
0,1

0,05

Grafikte y= ax+b denklemine gore:

Protein miktari (mg/ml)=[(A280 —b)/a] x*2,5x*10
(*2,5 duzeltme faktort, *10 Dilisyon faktoru)

3.3.2. Karaciger Dokusu lleri protein oksidasyon riinlerinin (AOPP) tayini

Doku AOPP (Advanced oxidation protein products) dizeyleri
Witko-Sarsat’' ve arkadaslarinin tarif ettigi ydnteme gére tayin edildi.

Karaciger doku orneklerinde AOPP duzeyleri dlgulecedi zaman
dokular derin dondurucudan c¢ikartildi ve 1/5 oraninda 20 mM Tris-HCI
(pH=7,4) tamponda, buz iginde, sogukta homojenize edildi. Homojenatlar
sogutmali santrifijde 5000 g’de 10 dakika +4°C santrifiij edildi. Stpernatant
1/5 oraninda 20 mM (pH= 7,4) fosfat tamponu ile sulandinidiktan sonra
deneyde kullanildi.

Kullanilan Reaktifler :
20mM Fosfat tampon (KH2PO4/ K2HPO4; pH= 7 ,4).

1,16 M Potasyum iyodur (KI); distile su icersinde hazirlandi.
Asetik asit saf (AA).
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Deneyin yapilisi ;

KOR NUMUNE

FOSFAT TAMPONU 2000 pl 1600 pl

DILUE HOMOJENAT - 400 pl

POTASYUM iYODUR 100 pl 100 ul
2 dakika oda 1sisinda bekletilir

ASETIK ASIT 200 pl 200 ul

Asetik asit eklendikten sonra kivette karismasi saglanarak bulaniklik olusmamasi igin hemen kére
kars1 340 nm’ de kore karsi okutulur.

ileri protein oksidasyon iiriinlerinin (AOPP) seviyelerinin hesaplanmasi:

AOPP icin 340 nm’ de molar absorbsiyon katsayisi 261 M cm”
olarak hesaplanmistir. Doku protein tayini Lowry metodu[150] ile BSA
standardi kullanarak tayin edildi.

AOPP (nmol/mg protein)=[(Abs/261)x(2,3/0,4)]/protein (mg/ml)

3.3.3. Lowry Protein Tayini (Doku protein tayini)

Doku protein tayini, Lowry153 ve arkadaslarinin metoduna gore
tayin edildi. Deney alkali ortamda bivalent bakirin (Cu2+), peptit bagi
tarafindan Cu'* forma donUstirilmesi, Cu', tirozin, sistein ve triptofan
radikallerinin fenolik folin reaktifi ile kompleks olusturarak, stabil olmayan
indirgenmis molibdenum/tungsten mavisini olusturmasi prensibine dayanir.

Kullanilan Reaktifler

% 2’lik Na2CO3 iginde 0,1 N’lik NaOH (A)

%Z2’lik Na-K tartarat (B1)

%71’lik CuSO4 (B2)

Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

C Reaktifi=33 ml (A)+1 ml (B1)+1 ml B2 karigimi olarak hazirlandi.
Standart olarak 1 mg/ml sigir serum albumini (BSA) kullanild1.
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Deneyin yapilisi ;
KOR STANDART 1 STANDART 2 NUMUNE
HOMOJENAT 10 pl
BSA 50 ul 100 pl
DISTILE SU 100 pl 50 ul 90
C REAKTIFi 2000 pl 2000 pl 2000 pl 2000 pl
Tupler vorteks yapildiktan sonra 15 dakika karanlikta bekletilir.
FOLIN 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Folin reaktifi eklendikten sonra tlpler vorteks yapilir ve oda
Isisinda, 1 saat karanlikta bekletildikten sonra 750 nm’ de koére kargi
numuneler ve standartlar okutulur.
Protein miktarinin hesaplanmasi:

Protein miktari (mg/ml)= (Absnumune/AbsstanparT)*Standart konsantrasyonu

3.3.4. Karaciger Dokusu 3-Nitrotirozin diizeyinin tayini

Karaciger dokusunda 3-Nitrotirozin
International, Inc, USA) kiti ile gergeklestirilmigtir.

tayini, Oxis Elisa ( Oxis

Ayni dokularda protein miktari Lowry '*°

metodu ile belirlendi.

ve arkadaslarinin

Karaciger doku orneklerinde 3-Nitrotirozin dlizeyleri dlgllecedi
zaman dokular derin dondurucudan cikartildi ve 1/10 oraninda Proteaz
inhibitord (Complete Mini, protease inhibitor cocktail tablets, cat # 1836 153,
Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) iceren 50 mM fosfat tamponda (pH:7,4)
buz iginde, sogukta homojenize edildi.

Homojenatlar sogutmali santriflijde 10000 g’de 10 dakika +4°C

santrifij edildi. Supernatant ile calisildi. Sonuglar nmol/mg protein olarak
hesaplandi.
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3.3.5. Karaciger Dokusu Tiyol duzeylerinin saptanmasi

Doku Tiyol diizeyleri Sedlak '°

yonteme gore tayin edildi.

ve arkadaslarinin tarif ettigi

Ayni dokularda protein miktari Lowry ve arkadaglarinin metodu
ile belirlendi.

Karaciger doku orneklerinde Tiyol duzeyleri dlgulecegi zaman
dokular derin dondurucudan cikartildi ve 1/5 oraninda (200 mg yas doku/800
ml Serum fizyolojik) steril serum fizyolojik tamponda, buz iginde, sogukta
homojenize edildi.

Homojenatlar sogutmali santrifijde 5000 g’ de, 10 dakika, +4°C
santrifij edildi. SUpernatant ile ¢alisildi

Kullanilan Reaktifler

0,01 M 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoik asit), (DTNB; Ellman’s reagent) saf
metanol icersinde hazirlandi.

0,2 M Tris tamponu (pH:8,2), (TRIS-EDTA); 12,1 g Tris bir miktar deiyonize
suda ¢ozuldikten sonra, uzerine 50 ml 0,2 M Etilendiamintetraasetikasit-2-
sodyum tuzu (EDTA NaZ2) ilave edilir. PH:8,2 ye 1 N HCI ile ayarlandiktan
sonra, deiyonize su ile 500 mlI’ ye tamamlanir.

0,4 M Tris tamponu (pH:8,9), (TRIS-EDTA); 24,2 g Tris bir miktar deiyonize
suda ¢ozuldukten sonra, uzerine 50 ml 0,4 M Etilendiamintetraasetikasit-2-
sodyum tuzu (EDTA Na2) ilave edilir. PH:8,9° a 1 N HCI ile ayarlandiktan
sonra, deiyonize su ile 500 mlI’ ye tamamlanir.

% 50 Triklorasetikasit (TCA).
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3.3.5.1. Karaciger Dokusu Total tiyol diuzeylerinin saptanmasi

Deneyin yapilisi ;

KOR NUMUNE
HOMOJENAT - 250 pl
DISTILE SU 250 pl -
TRiS-EDTA (pH:8,2) 750 pl 750 pl
DTNB 50 ul 50 pl
SAF METANOL 3950 pl 3950 pl

Numune ve koru igceren tlpler 15 dakika, karanlikta ve her 5 dakikada vortekslenerek

bekletilir. Stre sonunda 15 dakika, 3000 g’ de santrif(jj edilen tipler 412 nm’ de kére karsi

okutulur.

Numune ve koru igeren tupler 15 dakika, karanlikta ve her 5
dakikada vortekslenerek bekletilir. Sire sonunda 15 dakika, 3000 g’ de

santrifij edilen tupler 412 nm’ de koére karsi okutulur.
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3.3.5.2. Karaciger Dokusu Non-protein tiyol dizeylerinin saptanmasi

Deneyin yapilisi ;

KOR NUMUNE
HOMOJENAT - 250 ul
DISTILE SU 450ul 200 nl
TRIKLORASETIK ASIT 50ul 50 pl

Tupler vortekslendikten sonra 15 dakika 5000 g’ de santrifiij edilir. Stipernatant ile ¢calisilir.

SUPERNATANT 200pl 200 pl
TRIS-EDTA (pH:8,9) 400 pl 400 pl
DTNB 10 pl 10 ul

Mikrokuvet’ te karismasi saglandiktan sonra, homojenat
icermeyen kore karsi 412 nm’ de okutulur.

Total tiyol duzeylerinin hesaplanmasi:

5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik acid) i¢in 412 nm’ de molar
absorbsiyon katsayisi 13100 M cm™ olarak hesaplanmistir.

Total Tiyol (mol/mg protein)= [(Abs/13100)x%(5000ul/250ul)]/protein (mg/l)
Non-protein tiyol diizeylerinin hesaplanmasi:

5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik acid) icin 412 nm’ de molar
absorbsiyon katsayisi 13100 M cm™ olarak hesaplanmistir.

Non-protein tiyol (mol/mg protein)= [(Abs/13100)x(610ul/200pul)]/protein
(mg/l)

Protein tiyol duzeylerinin hesaplanmasi:

Protein tiyol (nmol/mg protein)= Total tiyol (nmol/mg protein) - Non-protein
tiyol (nmol/mg protein)
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4. BULGULAR

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 11.5 istatistik
paket programi ile yapilmistir. Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans
analizi ve Mann-Whitney U testi kullanilmistir. istatistiksel olarak p<0,05
anlamli kabul edilmistir. Tum gruplara ait doku protein karbonil duzeyi (PC)
(nmo/mg protein), doku ileri protein oksidasyon diuzeyleri (AOPP) dizeyleri
(nmol/mg protein), doku 3-Nitrotirozin (3-NT) duzeyi (nmol/mg protein), doku
total tiyol (T-SH) duzeyi (nmol/mg protein), doku non-protein tiyol (NP-SH)
dizeyi (nmol/mg protein), doku protein tiyol (P-SH) (nmol/mg protein)
dizeylerinin  istatistiksel sonuglar (ortalamatstandart hata) tablo 3’de
sunulmustur.

Tablo 3: Tim gruplara ait istatistiksel sonuglar ortalamatxstandart hata olarak
verilmigtir.

(K) (KSTB) (DIA) (DSTB)
Kontrol Kontrol+STB Diyabet Diyabet+STB
n=7 n=7 n=7 n=7
PC (nmo/mg protein) 5.04 +0.45 5.99+0.70 6.94 + 0.53 5.18 +0.31
AOPP (nmo/mg protein) 3.59+0.19 2.96+0.16 8.25+0.388 5.29+0.42
3-NT (nmo/mg protein) 159.02 £ 5.01 160.07 £ 7.43 170.45 £ 7.51 151.61 £ 8.68
T-SH (nmo/mg protein) 149.95 + 6.94 140.39 + 4.80 109.46 £ 3.20 157.25+£7.73
P-SH (nmo/mg protein) 135.38 £ 7.20 125.27 £ 4.84 96.96 + 2.85 135.85 + 9.36
NP-SH (nmo/mg protein) 15.16 £ 0.68 14.78 £+ 0.64 10.01£0.79 13.19 £ 0.89

4.1. Karaciger dokusu Protein karbonil (PC) seviyeleri.

Karaciger dokusu protein karbonil seviyeleri icin tUm gruplar
karsilastirildiginda, kontrol (K) grubu ile diyabet (DIiA) grubu arasinda
(p=0,032; p<0,05) ve diyabet ile diyabet grubuna stobadin verilen grup
(DSTB) arasinda (p=0,022; p<0,05) istatistiksel olarak anlaml fark bulundu.
Ancak, kontrol ile kontrol grubuna stobadin verilen (KSTB) grup ve diyabet
grubuna stobadin verilen grup arasinda, kontrol grubuna stobadin verilen
grup ile diyabet grubu ve diyabet grubuna stobadin verilen gruplar aralarinda
istatistiksel olarak (p>0,05) anlamli fark bulunamamistir.
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Protein karbonil (hmol/mg protein)
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kontrol KSTB

Gruplar
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Grafik 1: Tum gruplara ait doku protein karbonil (nmol/mg protein) diizeyleri

ortalamaxstandart hata olarak verilmistir

Tablo 4. Gruplar arasi doku protein karbonil seviyelerine ait istatistiksel sonuglar

p=0,361% grup (K) ve grup (KSTB) karsilastiniidiginda istatistiksel olarak anlamli degil

p=0,032b grup (K) ile grup (DIA) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamh

p=0,423° grup (K) ve grup (DSTB) karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamh degil

p=0,372d grup (KSTB) ve grup (DIiA) karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlaml

degil

p=0,201° grup (KSTB) ve grup (DSTB) karsilagtinlldiginda istatistiksel olarak anlamli

degil

p=0,022f grup (DIiA) ile grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05)

anlamh

GRUPLAR P degeri
(K)y-(KSTB) 0,361
(K)-(DIA) 0,032°
(K)-(DSTB) 0,423°
(KSTB)-(DIA) 0,372°
(KSTB)-(DSTB) 0,201°
(DIA)-(DSTB) 0,027
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4.2. Karaciger dokusu ileri protein oksidasyon uriinleri (AOPP).

Karaciger dokusu ileri protein oksidasyon Grunleri tim gruplarda
kargilastirildiginda, Kontrol grubu ile diyabet grubu (p=0,001; p<0,05) ve
diyabet grubuna stobadin verilen grup (p=0,002; p<0,05) karsilastinidiginda
istatistiksel olarak anlamli sonug bulunurken, kontrol grubu ile kontrol grubuna
stobadin verilen grup (p>0,05) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir. Yine kontrol grubuna stobadin verilen grup ile diyabet
(p=0,002; p<0,05) ve diyabet grubuna stobadin verilen grup (p=0,003;
p<0,05) arasida istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Diyabet grubu ile
diyabet grubuna stobadin verilen grupta (p=0,004; p<0,05) aralarinda
kargilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

%ﬂmh

kontrol KSTB DIA DSTB
Gruplar

ileri protein oksidasyon iiriinleri
(nmol/mgprotein)

Grafik 2: Tiim gruplara ait doku ileri protein oksidasyon iiriinleri (hnmol/mg protein)
ortalamaxstandart hata olarak verilmistir

Tablo 5: Gruplar arasi doku ileri oxidasyon protein seviyelerine ait istatistiksel
sonuglar
p=0,063" grup (K) ve grup (KSTB) kargilagtinldiginda istatistiksel olarak anlamli degil

p=0,001b grup (K) ile grup (DIA) karsilastinldiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli

p=0,002° grup (K) ve grup (DSTB) karsilagtinldiginda istatistiksel olarak (p<0,05)
anlamh

p=0,003°' grup (KSTB) ve grup (DIA) karsilastinldiginda istatistiksel olarak (p<0,05)
anlaml

p=0,002° grup (KSTB) ve grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05)
anlaml

p=0,004f grup (DIA) ile grup (DSTB) karsilastinidiginda istatistiksel olarak (p<0,05)
anlamh
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GRUPLAR P degeri
(K)-(KSTB) 0,063
(K)-(DIA) 0,001°
(K)y-(DSTB) 0,002°
(KSTB)-(DIA) 0,003°
(KSTB)-(DSTB) 0,002°
(DIA)-(DSTB) 0,004'

4.3. Karaciger dokusu 3-Nitrotirozin (3-NT) seviyeleri

Karaciger dokusu 3-Nitrotirozin  seviyeleri tim gruplar arasinda
kargilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak (p>0,05) anlamli fark
bulunamamistir.
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Grafik 3: Tiim gruplara ait doku 3-nitrotirozin (hmol/mg protein ) ortalamatstandarthata
olarak verilmistir

Tablo 6: Gruplar arasi doku 3-Nitrotirozin diizeylerine ait istatistiksel sonuglar
p=0,754" grup (K) ve grup (KSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil

p=0,201b grup (K) ile grup (DIA) karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli degil
p=0,372° grup (K) ve grup (DSTB) karsilagtiriidiginda istatistiksel olarak anlamh degil
p=0,361d grup (KSTB) ve grup (DIA) kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degil
p=0,570° grup (KSTB) ve grup (DSTB) kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
p=0,153f grup (DIA) ile grup (DSTB) karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
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GRUPLAR P degeri
(K)-(KSTB) 0,754°
(K)-(DIA) 0,201°
(K)y-(DSTB) 0,372°
(KSTB)-(DIA) 0,361°
(KSTB)-(DSTB) 0,570°
(DIA)-(DSTB) 0,151

4.4. Karaciger dokusu Total tiyol (T-SH) dlizeyleri

Karaciger dokusu total tiyol seviyeleri tim gruplar arasinda
kargilastirildiginda, kontrol grubu ile diyabet grubu (p=0; p<0,05) arasida,
kontrol grubuna stobadin verilen grup ile diyabet grubu (p=0,001; p<0,05)
arasinda ve diyabet ile diyabet grubuna stobadin verilen grup (p=0; p<0,05)
arasinda istatistiksel olarak anlamhlik bulunurken, kontrol ile kontrol grubuna
stobadin verilen grup, diyabet grubuna stobadin verilen grup arasinda
istatistiksel olarak (p>0,05) anlamli fark bulunamamistir. Yine kontrol grubuna
stobadin verilen grup ile diyabet grubuna stobadin verilen grup arasinda
istatistiksel olarak (p>0,05) anlamli fark bulunamamistir.
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Total tiyol
(nmol/mg protein)

kontrol KSTB DIA DSTB
Gruplar

Grafik 4: Tim gruplara ait doku total tiyol (nmol/mg protein) ortalamatstandart hata
olarak verilmistir.

43



Tablo 7: Gruplar arasi doku total protein tiyol diizeylerine ait istatistiksel sonuglar
p=0,291" grup (K) ve grup (KSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil

p=0,000b grup (K) ile grup (DIA) karsilastinldiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli
p=0,470° grup (K) ve grup (DSTB) karsilagtiriidiginda istatistiksel olarak anlamh degil
p=0,001d grup (KSTB) ve grup (DIA) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli
p=0,102° grup (KSTB) ve grup (DSTB) kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil
p=0,000f grup (DIiA) ile grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli

GRUPLAR P degeri
(K)y-(KSTB) 0,291°
(K)-(DIA) 0,000°
(K)-(DSTB) 0,470°
(KSTB)-(DIA) 0,001°
(KSTB)-(DSTB) 0,102°
(DIA)-(DSTB) 0,000'

4.5. Karaciger dokusu Protein tiyol (P-SH)dlizeyleri

Karaciger dokusu protein tiyol seviyeleri tUm gruplar arasinda
karsilastirildiginda, kontrol grubu ile diyabet grubu (p=0; p<0,05) arasida,
kontrol grubuna stobadin verilen grup ile diyabet grubu (p=0; p<0,05)
arasinda ve diyabet ile diyabet grubuna stobadin verilen grup (p=0,0001;
p<0,05) arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunurken, kontrol ile kontrol
grubuna stobadin verilen grup, diyabet grubuna stobadin verilen grup
arasinda istatistiksel olarak (p>0,05) anlamli fark bulunamamigtir. Yine
kontrol grubuna stobadin verilen grup ile diyabet grubuna stobadin verilen
grup arasinda istatistiksel olarak (p>0,05) anlaml fark bulunamamistir.
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Grafik 5: Tiim gruplara ait doku total protein tiyol (hnmol/mg protein) ortalama*standart
hata olarak verilmistir.

Tablo 8: Gruplar arasi doku protein tiyol diizeylerine ait istatistiksel sonuglar

p=0,291" grup (K) ve grup (KSTB) kargilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli degil p=0,000b
grup (K) ile grup (DIA) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlaml

p=1° grup (K) ve grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil

p=0,000d grup (KSTB) ve grup (DIA) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli
p=0,424° grup (KSTB) ve grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degil
p=0,001f grup (DIiA) ile grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli

GRUPLAR P degeri
(K)-(KSTB) 0,291°
(K)-(DIA) 0,000°
(K)-(DSTB) 1
(KSTB)-(DIA) 0,000
(KSTB)-(DSTB) 0,424°
(DIA)-(DSTB) 0,007

4.6. Karaciger dokusu Non-Protein tiyol (NP-SH) diizeyleri

Karaciger dokusu non-protein tiyol seviyeleri tum gruplar
arasinda karsilastirildiginda, kontrol grubu ile diyabet grubu (p=0; p<0,05)
arasida, kontrol grubuna stobadin verilen grup ile diyabet grubu (p=001;
p<0,05) arasinda ve diyabet ile diyabet grubuna stobadin verilen grup
(p=0,023; p<0,05) arasinda istatistiksel olarak anlamhlik bulunurken, kontrol
ile kontrol grubuna stobadin verilen grup, diyabet grubuna stobadin verilen
grup arasinda istatistiksel olarak (p>0,05) anlaml fark bulunamamistir. Yine
kontrol grubuna stobadin verilen grup ile diyabet grubuna stobadin verilen
grup arasinda istatistiksel olarak (p>0,05) anlaml fark bulunamamistir.
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Grafik 6: Tum gruplara ait doku non-protein tiyol (hmol/mg protein) ortalamaxstandart
hata olarak verilmistir.

GRUPLAR P degeri
(K)y-(KSTB) 0,818
(K)-(DIA) 0,000
(K)-(DSTB) 0,181°
(KSTB)-(DIA) 0,001°
(KSTB)-(DSTB) 0,291°
(DIA)-(DSTB) 0,023

Tablo 9: Gruplar arasi doku non-protein tiyol diizeylerine ait istatistiksel sonuglar

p=0,818" grup (K) ve grup (KSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil
p=0,000b grup (K) ile grup (DIA) karsilastinldiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli

p=0,181° grup (K) ve grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil p=0,001d
grup (KSTB) ve grup (DIA) karsilastinidiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamh

p=0,291° grup (KSTB) ve grup (DSTB) kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh degil
p=0,023f grup (DIiA) ile grup (DSTB) karsilastirildiginda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamli
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5. TARTISMA

Diabetes mellitus, hiperglisemi, ve glukozuri ile kendini
gosteren, hem akut hem de kronik komplikasyonlarla seyreden, dunyada ve

lilkemizde giderek artan, siirekli kontrol ve tedavi gerektiren bir hastaliktir '*2.

Diyabette oksidan/antioksidan dengenin bozuldugu lipid
peroksidasyonunun ve protein oksidasyonunun gelistigi, buna bagli oksidatif
hasara uyrayan bu molekullerinde diyabetle gelisen komplikasyonlarda etkili
oldugu bildiriimektedir.

Protein oksidasyonunun onemli belirtecleri arasinda yer alan
karbonil bilesikleri, tip 1 ve tip 2 olmak Uzere her iki diyabet tipinde de
glikoksidasyon ve lipoksidasyon urunleri ile birlikte dokularda lokalize oldugu
tespit edilmistir. Karbonil bilesiklerinin, ileri protein oksidasyon drunleri
(AOPP), ileri glikasyon urunleri (AGEs) ve ileri lipoksidasyon urunlerinin
(ALEs) olusumuna liderlik ettigi ayrica vurgulanmaktadir '>°.

Reaktif nitrojen tlrlerinden kaynaklanan nitrozatif stresin,
diyabetik noropati, nefropati ve retinopatinin gelisimine katkida bulundugu
belirtimektedir. Nitrozatif stresin 6nemli belirteclerinden 3-nitrotirozinin
olusumuna neden olan peroksinitritin notralizasyonu da diyabetik
komplikasyonlarin  dnlenmesinde umut verici yeni yaklasim olarak
belirtiimektedir "°.

Diyabetle sire gelen oksidatif strese bagli olarak antioksidan
savunmanin zayifladi§i hatta antioksidan savunmada énemli gbrev Ustlenen

tiyol igeren protein veya molekiillerin seviyelerinin diistiigi bildiriimektedir .

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki
komplikasyonlarinin patogenezinde 6nemli goérev alir. Serbest radikallerin
diyabette etkin oldugunun belirtiimesi indirekt olarak bu hastaligin olusumunu
Onlemede ve tedavisinde radikal olusumunu 6Onleyici antioksidan vitaminlerin
ve antioksidan etkili maddelerin kullanilabilecegi dusuncesinin olusmasina
sebep olmustur %8,

Diyabet tedavisinde ayrica diyabetin tlrQ, siddeti ve yasa gore diyet,
oral antidiabetikler, insulin veya geligtiriimekte olan yeni bilegiklerin
uygulamasi s6z konusudur. Son yillarda dogal ve bitkisel kaynakh ilaglarin
tedavide yardimci oldugu bildirilmektedir '*°.

Stobadin’ in reaktif oksijen turlerini temizleyici ve antioksidan etkisi in
vivo ve in vitro bir gok oksidatif stres modelinde vurgulanmigtir. Molekul disuk
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toksisiteye sahip olup, temel olarak hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleri
uzerinde temizleyici, singlet oksijen Uzerinde baskilayici etki1ye sahipken,
stiperoksit radikali (izerine 6nemsenmeyecek derecede etkilidir. "%'62,

Farmakodinamik etkilerine bakildiginda diyabet '°*'% kalp % ve sinir
sistemi '°, (izerinde koruyucu etkilere sahipken ayni zamanda antimutajenik
167 antitilserojenik '°®1%° antihistaminik '°, antidisritmik '" ve a-adrenolitik 72
Ozellikleride yapilan galismalarla gosterilmistir.

Calismamizda, streptozotozinle diyabet olusturulmus hayvanlarda,
kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda, karaciger doku protein karbonil
bilesikleri ve ileri okside protein UrUnlerinin istatitiksel olarak anlaml derecede
yukseldigini, tiyol iceriklerinde ise istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
oldugunu tespit ettik. Bununla birlikte, 16 hafta stobadin tedavisi sonrasi,
protein karbonil bilesikleri ve ileri okside protein Urunlerinin, seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmalar gosterdigini, tiyol bilesiklerinin
de istatistiksel olarak anlamli derecede artis gosterdigini tespit ettik.
Calismamiz sonrasi 3-nitrotirozin duzeylerinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edilemedi.

Stobadin’ in, proteinlerin reaktif radikaller ya da reaktif oksijen
ara metabolitleri ile kovalent modifikasyonu uzerine etkileri ile ilgili yeterince in
vivo calisma olmamakla birlikte, alloksan ve streptozotozin diyabet
modellerinde, stobadin’ in diyabetle gelisen hiperglisemiyi baskiladigi ve
protein glikasyonunu engelledigi gosterilmistir ">

Stefek ve Benes, stobadin’ in diyabetin de patogenezinde etkili
olan  hidroksil radikali temizleyici, ayni zamanda antioksidan etkisini

Fe(ll)EDTA askorbik asit ve H,0, gibi hidroksil radikali Greten sistemlerde in

vitro gdstermislerdir 17°.

Stefek ve ark. in vitro 2,2-azobis(2-amidinopropan)hidroklorid
(AAPH) sistemi ile olusturulan peroksil-radikal aracili lens protein
oksidasyonu Uzerine stobadin’ in (0-500uM) protein karbonil olusumunu,
sulfidril oksidasyonu ve protein-protein ¢apraz baglanmasini engelledigi ve
trolaks ile karsilastinidiginda protein oksidasyonunu daha etkili bicimde
baskiladigi ayni zamanda peroksil radikalini etkili bigcimde temizledigini
gostermistir 17°.

Strosova ve ark. in vitro hipoklor6z asit ile olusturulan tavsan

skeletal sarkoplazmik retikulum oksidatif stres deney modelinde stobadin’ in,
hipoklor6z asit’ in oksidan etkisiyle artan protein karbonil bilesiklerini
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baskiladigi ve yine hipokloroz asit Uzerine temizleyici antioksidan etki
gosterdigini rapor etmislerdir '’

Calismamizdaki ratlarin  karaciger doku protein karbonil
dizeyleri, kontrol grubuna kiyasla diyabetik hayvanlarda artan protein
karbonil duzeyleri stobadin tedavisi ile istatistiksel olarak anlamli azalmalar
gOstermigtir.

Kaplan ve ark. yayinladiklari makalede, kardiyak sarkoplazmik
retikulumda FeSO4/EDTA sistemi ile in vitro olusturduklar oksidatif stres
modelinde, stobadin’ in sulfidril oksidasyonunu, ditirozin olusumunu ve lipid
peroksidasyonu belirteci konjuge-diene olusumunu istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalttigini rapor etmislerdir '8,

Mojzis ve ark. karbon teteraklorid ile olusturduklari eritrosit
membran hasarinda azalan sulfidril dizeyleri ve artan lipid peroksidasyona
karg! stobadin’in (10, 20 mg/kg) her iki dozda da etkili bicimde sulfidril ve lipid
oksidasyonunu engelledigini gdstermisdir **°.

Diger yandan Kyselova ve ark. 18 haftalik stobadin (0.05% w/w;
Stobadin dipalmitat) tedavili diyabetik hayvanlarda, diyabetle artan lens
protein karbonil ve azalan sulfidril konsantrasyonlari Uzerine stobadin’ in tek
basina etkinliginin olmadigini ancak vitamin E (0.1% w/w; D,L-alfa-tocoferil
asetat) ile birlikte verildiginde protein sulfidril igerigini istatistiksel olarak
anlamli derece de artirdigini bildirmislerdir '°.

Calismamizda kontrole kiyasla diyabetik ratlarda karaciger doku
total sulfidril, protein sulfidril ve non-protein sulfidril konsantrasyonlari
istatistiksel olarak anlamli dercede azalmistir. 16 hafta stobadin tedavisi
sonrasinda sulfidril konsantrasyonlari istatistiksel olarak anlamli derecede
artmistir.

Arastirilan literatlr taramasinda, stobadin ile karaciger doku ileri
protein oksidasyon urunu (AOPP) seviyeleri arasindaki iligkiyi veya
antioksidan stobadin’ in ileri protein oksidasyon Urunleri Uzerine etkisi ile ilgili
calismaya rastlanmamistir. Ancak ileri protein oksidasyon Urunlerinin
diyabetle arttigini ve bununda diyabetin patogenezinde ve diyabete bagh
diger komplikasyonlarin gelismesine katkida bulundugunu gosteren
calismalar mevcuttur 81182,

Calismamizdadaki ratlarin doku 3-Nitrotirozin duzeyleri ele
alindiginda gruplar arasinda anlamli fark bulunamamigtir.
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Yine arastirilan literatir bilgilerinde, stobadin’ in nitrozoaktif
stres belirteci 3-nitrotirozin duzeyleri Uzerine etkileriyle ilgili c¢aligmaya
rastlanmamigtir. Ancak diyabette, 3-nitrotirozin seviyelerinin arttigini bununda
yine diyabetle gelisen komplikasyonlarln patogenezinde etkili oldugunu
gosteren galismalar mevcuttur 8184,
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6. SONUC

STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda Stobadin’ in karaciger
dokusunda oksidatif protein hasari Uzerine etkilerinin arastinldigi bu tez
calismasinda su sonuclar elde edilmistir:

Calisilan dokular da STZ-diyabetik gruptaki ortalama protein
karbonil degeri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli duyezde
yuksek bulunmustur. Diyabetik gruba stobadin verilmesi protein karbonil
degerini istatistiksel olarak anlamli dizeyde azaltmigtir.

STZ-diyabetik ratlarin karaciger doku homojenatlarinda ileri
okside olmus protein Urlnleri (AOPP), kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede artmistir. Diyabetik gruba stobadin uygulamasi AOPP
dizeylerini anlamli derecede dusurmustur.

Calismamizda kontrolle karsilastirildiklarinda, STZ-diyabetik
grupta total tiyol, non-protein tiyol ve protein tiyol duzeyleri istatistiksel olarak
anlaml derecede azalmistir. Diyabetik hayvanlar stobadin verilmesi tiyol
duzeylerinin her uglnde de istatistiksel olarak anlaml duzeyde artisa sebep
olmustur.

Karaciger dokusu 3-nitrotirozin dizeyleri bakimindan yaptigimiz
caligmada butun gruplar arasinda anlamli fark gézlemlenmedi.
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7. OZET

Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda stobadinin
karaciger dokusu protein oksidasyonuna etkisinin arastiriimasi

Serbest radikallerle gerceklesen oksidatif protein hasari diyabet
gibi gibi patolojik olaylarin gelisiminde énemli bir rol oynar. Proteinler oksijen
ve nitrojen radikalleri ile hasara ugrayabilir bu da proteinlerde enzimatik
aktivite kaybi ve amino asitlerin karbonil kalintilarina dénlismesine neden
olabilir. Ayrica serbest radikallerin proteinlerin —SH (Tiyol) gruplarinin
oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir.  Proteinlerin  redoks
potansiyellerinin varhgi temel hicre fonksiyaonlarinin devami igin dnemlidir.
Dolayisiyla proteinlerdeki yapisal degisimlere bagl gelisen yeni molekuler
mekanizmalar diyabetik komplikasyonlarin gelismesine liderlik etmektedir. Bu
¢alismada streptozotozin ile diyabet olusturulan ve kontrol ratlarda pridoindol
stobadin (STB; 24,7 mg/kg/gun) tedavisinin karaciger dokusunda protein
oksidasyonu belirtecleri Gzerine etkisini arastirdik.

Calismamizda ratlar periton ici streptozotosin (55/mg/kg)
enjeksiyonu ile diyabet yapildi ve rastgele secilen denekler, kontrol (n=7),
kontrol+stobadin (n=7), diyabet (n=7), diyabet+stobadin (n=7) olmak Uzere
dért gruba ayrildi. Karaciger homojenatlarinda, nitrotirozin seviyeleri ELISA
kiti ile, ileri oksidasyon protein drunleri (AOPP) ve tiyol duzeyleri
spektrofotometrik yontemlerle, protein karbonil seviyeleri ise kolorimetrik
deney Kkiti ile dlguldu. Tiyol seviyelerinin diyabetik ratlarda dustigu, ancak
AOPP ve karbonil duzeylerinin ise kontrole kiyasla arttigi (p<0,05)
g6zlemlendi. Bununla birlikte diyabetik ratlarda stobadin tedavisi, tiyol
duzeylerinde artisa, AOPP ve protein karbonil bakiyelerinde istatistiksel
olarak anlamli derecede azalisa (p<0,05) neden olmustur. Ancak 3-nitrotirozin
seviyelerinde tUm gruplarda anlamli degisim belirlenmedi.

Wistar-Albino ratlarin doku protein oksidasyon belirtecleri
bakimindan dort grup arasinda ki istatistiksel karsilastirma Mann-Whitney U
testi kullanilarak yapildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bu galismanin sonuglarina gore, diyabetin gelisimine neden
olabilecek oksidatif protein hasarinin 6nlenmesine, stobadin tedavisinin
oksidatif stresi azaltarak katkida bulunabilecegi vurgulanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, oksidatif stres, protein karbonil, stobadin
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8. SUMMARY

Effect of pridoindole stobadine on liver tissue protein oxidation of STZ-
Diabetic rats.

The oxidative protein damage provoked by reactive free
radicals has been demonstrated to play a significant role in several
pathological events such as diabetes. Proteins can also be damaged by
oxygen and nitrogen radicals, leading to a loss of enzymatic activity and the
conversion of amino acids to carbonyl derivatives and It has already been
shown that free radicals cause oxidation of protein -SH groups. Considerable
evidence indicates that the maintenance of protein redox status is of
fundamental importance for cell function, therefore structural changes in
proteins are considered to be among the molecular mechanisms leading to
diabetic complications. in the present study, we determined the effect of
pridoindole stobadine supplementation (STB; 24.7 mg/kg/day) on the markers
of oxidative protein damage in the liver tissue of STZ- diabetic rats and their
control and treated groups.

Diabetes was induced by intraperitonal injection of
streptozotosin (55 mg/kg) and rats were randomly divided into four groups as
follows: control (K; n=7), controlSTB (KSTB; n=7), Diabet (DIA; n=7) and
DiabetSTB (DSTB; n=7). 3-Nitrotyrosine levels were measured by ELIiSA.
Thiols and AOPP levels of liver homogenates were studied by
spectrophotometric methodand Protein carbonyl levels were determined by
colorimetric assay kit. Total, protein and non-protein thiol levels were
significantly decreased in diabetic rats. On the other hand protein carbonyl
content and advanced oxidation protein product levels were significantly
increased in diabetic group compared with those of the controls (p<0,05).
Stobadine treatment led to significantly increase thiol parameters and
decreased protein carbonyl content and advanced oxidation protein product
(AOPP) levels in diabetSTB group (p<0.05). 3-nitrotyrosine levels weren’t
different in all groups.

Tissue protein oxidation parameters in the four groups of
Wistar-Albino rats were compared using the Mann-Whitney U-test. When not
specified p<0.05 was considered significant.

The results of this study suggest that Stobadine decreased
oxidative stres and may be effective in preventing oxidative protein damage,
which may contribute to the development of diabetic complications.

Key words: Diabetes, oxidative stress, protein carbonyl, stobadine
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