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OZET

Deneysel Olarak Olusturulan Tip 2 Diyabette Taurinin Oksidan-
Antioksidan Sistemler Uzerine Etkisi

Diyabetes mellitus’ta kan glukoz ve lipit diizeyinde gbzlenen artis sonucu olusan
oksidatif stres, diyabetin komplikasyonlarinin gelismesinde onemli bir role sahiptir.
Taurin, kan glukoz ve lipit diizeyini dusiiriicii etkisi nedeniyle oksidatif stresi azaltabilir.
Bu calismada streptozotosin-nikotinamit ile tip 2 diyabet olusturulmus sicanlarda
taurinin hipoglisemik, oksidan ve antioksidan sistemler {izerine etkisi arastirildi.
Nikotinamitin (45mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonundan 15 dk sonra streptozotosin
(65 mg/kg) enjeksiyonu ile tip 2 diyabet olusturuldu. Taurin (%1) icme suyuna 5 hafta
siire ile eklendi. 32 adet Wistar tiirii erkek sicanlar rastgele kendi aralarinda dort gruba
ayrildi; kontrol (K), kontrol + taurin (K + T), diyabet (D), diyabet + taurin (D + T).
K + T grubunda K grubuna gore serum trigliserit, doku ve plazma malondialdehit
diizeylerinde anlamli azalma saptanirken, total antioksidan kapasitesinde anlamli artig
saptandi. D + T grubunda diyabet grubuna gore serum total kolesterol, trigliserit, kan
glukoz, plazma ve doku malondialdehit diizeylerinde anlamli azalma saptanirken, serum
insiilin, kan glutatyon peroksidaz, eritrosit siiperoksit dismutaz, paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitesinde ise anlaml1 artis oldugu saptandi.

Sonug olarak calismamizda taurinin, antihiperglisemik ve antihiperlipidemik ve
antioksidan ozelligi ile tip 2 diyabette olusan oksidatif strese karsi koruyucu ve/veya
onleyici etkisinin oldugu ve diyabette tedaviye ek olarak kullanilmasinin yararh

olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kkelimeler: Diyabet, oksidatif stres, taurin, streptozotosin, nikotinamit,

antioksidan enzimler.
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ABSTRACT
The effects of taurine on oxidant and antioxidant systems in experimentally

induced type 2 diabetes

Oxidative stress which occurs as a result of increased blood glucose and lipid
levels plays an important role in the progression of the complications of diabetes. Since
taurine is able to reduce blood glucose and lipid levels, it is thought to decrease
oxidative stress. This study was designed to investigate the effects of taurine on
hypoglycemic, oxidant and antioxidant systems in streptozotocin -nicotinamide induced
type 2 diabetes. Subjects were made type 2 diabetes by injecting nicotinamide
(45mg/kg) intraperitoneally 15 min before injection of streptozotocin (65 mg/kg).
Taurine (1%) was supplemented in drinking water for 5 weeks.Thirty two male Wistar
rats were randomly divided into four groups; control (C), control + taurine (C + T),
diabet (D), diabet + taurine (D + T). Serum trigliseride, tissue and plasma
malondialdehyde levels were observed to be significantly reduced while serum total
antioxidant capacity were significantly increased in C + T group when compared with
control group. Serum total cholesterol and triglyceride, blood glucose, plasma and tissue
malondialdehyde levels were signigicantly reduced while serum insulin, blood
glutathione peroxidase and erythrocyte superoxide dismutase, serum paraoxonase and
arylesterase activities were significantly increased in D + T group when compared with
D group.

In conclusion, because of its antihyperglycemic and antihyperlipidemic and
antioxidant features, taurine plays a protective and preventive role against oxidative
stress in type 2 diabetes and it can be used to supplement and support the treatment of

diabetes

Key words: Diabetes, oxidative stress, taurine, streptozotocin, nicotinamide,

antioxidant enzymes.
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1. GIRIS

Diyabetes mellitus’un olusumunda birincil sebebin insiilin yoklugu, yetersizligi
veya insiilin reseptorleri direnci oldugu belirtilmektedir. Diyabetes mellitus tip 1 ve tip
2 diyabet olmak {iizere iki kategoride incelenir. Tip 1 diyabet, pankreas beta hiicrelerinin
otoimmiin haraplanmasi sonucu mutlak insiilin yetersizligi ile ortaya ¢ikan bir tablodur
ve insiiline bagimlh diyabet adin1 alir (IDDM: Insulin Dependent Diabetes Mellitus).
Bunun yaninda cevresel faktorler olarak kabul edilen ¢esitli viriis enfeksiyonlar da tip 1
diyabetin gelismesinde etiyolojik oneme sahiptir. Tip 2 diyabet, hedef dokularin
insiilinin metabolik etkilerine duyarliliklarinin azalmasina bagli olarak gelisir ve
insiiline bagimli olmayan diyabet adin1 alir (NIDDM: Non-Insulin Dependent Diabetes
Mellitus). Tip 2 diyabetin olusmasinda en 6nemli iki faktor, pankreatik beta hiicrelerinin
fonksiyon bozuklugu ve insiilin direncidir. Genellikle, basta kas ve karaciger olmak
tizere hedef dokularda insiiline kars1 diren¢ gelismekte ve bunu da takip eden siirecte
pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyon kaybina bagli olarak insiilin sekresyonunda
bozulma gozlenmektedir. Insiilin sekresyonunda bozulma ise hiperglisemiye neden
olmaktadir. Sonugta tip 2 diyabette etiyolojik neden ne olursa olsun hiperglisemik tablo
diyabetin belirgin sonucudur (Ward ve ark. 1984b, Haring ve Obermaier-Kusser 1990).
Hiperglisemi ise, glukoz oksidasyonu, proteinlerin nonenzimatik glikasyonu ve bu
proteinlerin oksidatif yikimina neden olur ki bu durum da serbest radikallerin
olusmasina katkida bulunabilir. Diyabetes mellitusta serbest radikallerin olusmasi
oksidatif stresin olugmasina neden olabilir (Kuyvenoven ve Meinders 1999, West
2000). Oksidatif stres prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlar
lehine bozulmast sonucu olusur (Yu 1994). Antioksidanlar ve antioksidan enzimler ise
dokular1 ve hiicreleri oksidatif hasardan korurlar. Yaygin olarak bilinen antioksidan A,
C, E vitaminleri, glutatyon ve enzimler olarak ise GSH-Px (glutatyon peroksidaz), GR
(glutatyon rediiktaz), SOD (siiperoksit dismutaz) ve KAT (katalaz)’dir (Yu 1994,
Maxwell 1995). Yapilan calismalarda diyabetik kosulda antioksidan ve antioksidan
enzim diizeylerinin arttifi, azaldigi ya da degismedigi yoniinde farkli sonuglar
bulunmaktadir (Murakami ve ark. 1989, Jos ve ark. 1990, Jain ve Mc Vie 1994,
Rahbani- Nobar ve ark. 1999, Steiner 1999, Bonnefont ve ark. 2000, Schafer ve Azuma
1992, Sozmen ve ark. 2001, Atalay ve Laaksonen 2002, Robertson ve ark. 2003). Bir
diger antioksidan enzim olan PON (paraoksonaz), fizyolojik olarak HDL (High Density



Lipoprotein) ile iliskilidir ve HDL, LDL (Low Density Lipoprotein)’ yi oksidatif
modifikasyona karst korur (Mackness ve ark. 1993, Aviram ve ark. 1998a, 1998b).

Deney hayvanlar1 ve insanlarla yapilan c¢alismalarda serum paraoksonaz
/arilesteraz aktivitelerinin diyabet, yiiksek kolesterol ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
azaldig belirtilmigtir. Belirtilen bu etkilerin tiimii g6z Oniinde bulunduruldugunda
diyabetes mellitusta glisemik kontroliin ¢ok ©Onemli oldugu goriilmektedir. Son
donemlerde yapilan calismalarda sicanlarda deneysel olarak olusturulmus diyabette
taurinin antihiperglisemik, antihiperlipidemik, antioksidan ve detoksifikan 6zelligi
oldugu belirtilmistir (Tokunaga ve ark. 1979, Franconi ve ark. 1995, Brons ve ark.
2004). Taurin, (2-amino etil siilfonik asit) siilfiir iceren bir aminoasit olup methionin ve
sisteinden tiirevlenebilir. Viicutta sentez yeri karacigerdir. Yaygin olarak en fazla
memeli dokularinda vardir, diyette de bulunur (Spaeth ve Schneider 1974, Huxtable

1992, Waterfield 1994a, Waterfield ve ark. 1994b, Timbrell ve ark. 1995).

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda tip 2 diyabetes mellituslu sicanlarda
taurinin etkisi ile ilgili olduk¢a sinirli ¢alisma bulundugu saptandi ve bu calismalarda
taurinin oksidan- antioksidan sistemler {izerine etkisi ile ilgili farkl1 yorumlar bulundugu
tespit edildi. Ayrica yaptigimiz literatiir taramasinda diyabetes mellitusta paraoksonaz/

arilesteraz aktivitesi iizerine taurinin etkisi ile ilgili bir calismaya rastlanmadi.

Bu amagla bu ¢aligma tip 2 diyabet olusturulmus si¢anlarda taurinin, kan glukoz,
serum insiilin diizeyleri, lipit profili, plazma ve dokularda lipit peroksidasyonu, eritrosit
SOD ve kan GSH-Px aktiviteleri, serum PON ve arilesteraz aktiviteleri, serum TAOK

(total antioksidan kapasite) ve serum E vitamini diizeylerini tespit etmek icin planlandi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Diyabet, Oksidatif Stres, Antioksidanlar
2.1. 1. Tip 2 Diyabetes mellitus

Diyabetes mellitus insiilin sekresyonu yokluguna veya dokularin insiiline
duyarhiliginda azalmaya bagli karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinin
bozulmasi ile karakterize edilen bir sendromdur. Tip 1 diyabet, insiilin sekresyonu
yokluguna baghdir. Tip 2 diyabet ise, hedef dokularin insiilinin metabolik etkilerine
duyarhiliklarinin azalmasina bagh olarak gelisir. Tip 2 diyabetin olugsmasinda iki dnemli
faktor bulunmaktadir. Bunlar:

1. Insiiline kars1 insiilin reseptorlerinin duyarliliginda azalma ve azalmis reseptor
cevabi ile olusmus post reseptor defektleri.

2. Glukoz uyarisina kars1 azalmig akut insiilin salinmas ile karakterize yetersiz
total insiilin salinmasi (Maritim ve ark. 2003).

Bunun yaninda herediter faktoriin tip 2 diyabette daha etkili oldugu
belirtilmektedir. Sebepler ne olursa olsun hastalik insiilin yetersizligi sonucu
hiperglisemi ile kendini gosterir ve ilerleyen donemde protein, yag ve karbonhidrat

metabolizmasinda bozulmalara yol acar (Maritim ve ark. 2003, Mrowicka 2005).

2. 1. 1. 1. insiilin Direnci

Insiilin yaklasik 6000 molekiil agirhiginda polipeptit yapili bir hormondur ve
birbirine disiilfit kopriileri ile baglanmis iki aminoasit zincirinden olusmustur. Bu iki
aminoasit zincir birbirinden ayrildigr zaman insiilin molekiiliiniin islevsel etkinligi
ortadan kalkar. Insiilin pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde
sentezlenir. Beta hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda ilk olarak, insiilinin
prekiirsorii olan preproinsiilin sentezlenir. Preproinsiilin 109 aminoasitli bir polipeptittir,
ribozomlarda olustuktan hemen sonra endoplazmik retikulum igine gecer ve 23
aminoasitli hidrofobik pre sinyal peptit bolgesini kaybederek 86 aminoasitli proinsiiline
doniisiir. Golgi cisimcigi i¢indeki mikrovezikiillere giren proinsiilin proteazlarin
etkisiyle C peptit segmentini kaybeder. C peptidinin kopmas: insiilinin ¢oziiniirliigiinii
azaltir ve Zn** iyonu ile birlikte ¢okmesine neden olur. Normal durumda salgilanan

hormonun %95’ i insiilin ve %35’ i proinsiilindir. Insiilin karbonhidratlarin, yaglarin,



proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezine ve/veya depolanmasina yonelik metabolik
reaksiyonlart stimiile eder. Pek ¢cok endojen maddenin hiicre membraninda taginmasini,
membrandaki insiilin reseptorlerini aktive etmek kosuluyla diizenler. Temel metabolik
olaylar iizerindeki etkileri cizelge 2.1 de gosterilmistir. Insiiline direnc, insiilinin
biyolojik etkisinin azalmasi sonucu normal veya artmis bir glisemiyle birlikte
hiperinsiilinizm olarak tanimlanir. Bu hiperinsiilinizm dirence kars: bir reaksiyon olarak
gelistigi icin hipoglisemiye yol agmaz. Normal glisemi ile birlikte olan hiperinsiilinizm
insiiline diren¢ gostergesidir. Insiiline direngli bir cok durumda insiilin reseptoriine
baglanmada bozukluk olabilir. Insiiline cevapta post reseptor defektin olusmasi,
glukozun hiicre membranindan gecisinde rol alan reseptorlerin blokajina ayn1 zamanda
hiicre i¢inde insiilin reseptor kompleksinde ve mediatorlerinde azalmaya neden olur.
Insiilin direnci iki yerde kendini gosterir. Bunlardan biri karaciger dokusu olup olusmus
insiilin direnci nedeni ile karaciger glukoz depolama oOzelligini azaltir ve perifere
glukoz cikisi artar, glikojenoliz ve glikoneojenez nedeni ile yag ve kas dokusunda erime
baslar ve bunlar1 takip eden siirecte kan glukoz seviyesi hizla yiikselir. Insiilin
direncinin ikinci yeri kas dokusudur. Direng¢ sonucu kas hiicresi icine gegcemeyen glukoz
nedeni ile kan glukozu artar ve hiicresel seviyeden gelen glukoz yetersizligi impulslari,
karacigerden siirekli glukoz salinnmina neden olur ve sonucta yiikselen kan glukozu
nedeni ile kisir bir dongii olusur (Ward ve ark. 1984a, Davidson 1986, Ward ve ark.
1984b, Kayaalp 1990, De Fronzo ve ark. 1992, Morris ve ark. 1994, Reaven 1995,
Gerich 1998, Sholikulman 1999, Powers ve ark. 2001).

Cizelge 2. 1. Insiilinin temel metabolik olaylar iizerindeki etkileri (Kayaalp 1990).

Metabolik olay Etki Metabolik olay Etki

Karbonhidrat metabolizmasi: Protein metabolizmast:
Glikojenez 1 Protein sentezi )
Glukoz oksidasyonu ) Proteoliz l
Glukoneojenez ! Ureojenez !
Glikojenoliz !
Ketojenez l

Yag metabolizmasi: Diger maddelerin metabolizmasi:
Lipoliz ! ATP olusumu )
Lipojenez 1 DNA ve RNA olusumu 1




2. 1. 1. 2. Bozulmus Insiilin Sekresyonu

Tip 2 diyabette insiilin salgilanmasinda bozulma gozlenmektedir. Insiilin salgist
normal, azalmis ya da normalin iistiinde olabilir. Cok nadir olarak insiilin salgisi
goriilmeyebilir (Efendic ve Ostenson 1993). Plazma insiilin seviyesi yiikselmesine
ragmen gliseminin onlenmesi i¢in yeterli degildir (Efendic ve ark. 1991, Prentki 1996).
Bilindigi gibi insiilin salgilanmasinin iki faz1 mevcuttur. Birinci faz, glukozla uyarilan
pankreas beta hiicrelerinden ilk 3- 10 dakika ic¢indeki insiilin salinma miktaridir. Erken
faz da denilen bu fazdaki insiilin salgisi, pankreasin depolanmis insiilin degerlerini
gosterir. Ikinci faz veya geg faz salgilanmasi, 5. dakikadan baslayarak glukoz uyarisinin
devami boyunca siiren bir insiilin salgilama degeridir. Bu faz yavas sekilde plato ¢izen
ve ¢ok yavas bir sekilde bazal degerlere inen insiilin seviyesini gostermektedir ve
pankreas beta hiicrelerinin insiilin sentez giiciine gore degisen degerler gosterir.
Karakteristik bir gosterge olarak Tip 2 diyabetes mellituslu kisilerde, erken faz insiilin
salgisinda azalma veya tamamen salgi yoklugu gozlenir (Ward ve ark. 1984a, Davidson
1986, Ward ve ark. 1984b). Tip 2 diyabetin belirgin klinik belirtileri ise polidipsi,
poliiiri, kilo kayb1 ayn1 zamanda tokluk kan glukoz diizeyinin 200 mg/dL iizerinde veya
aclik kan sekerinin 120 mg/dL’nin tizerinde olmasidir. Sonugta tip 2 diyabette gozlenen
hiperglisemi, glukoz oksidasyonu, proteinlerin nonenzimatik glikasyonu ve glikolize
olmus proteinlerin oksidatif yikimina neden olur ki bu durum da serbest radikallerin
olusmasina katkida bulunabilir (Zimmet 1983, Pfeiffer ve Dolderer 1987). Serbest
radikaller nedeniyle olusan oksidatif stres ise diyabette gozlenen komplikasyonlarin

patogenezinde dnemli bir role sahiptir (Gumieniczek ve ark. 2001).

2. 1. 2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres terimi genel olarak prooksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin prooksidanlar lehine bozuldugu ve hemen hemen tiim patolojik durumlarla
iligkisi olan reaksiyonlar serisi olarak tanimlanmaktadir (Wolff 1993). Canh
organizmadaki serbest radikallerin baslica ana kaynagi oksijendir. SOR (Serbest oksijen
radikalleri) normal hiicre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan yan iiriinlerdir ve baglica
hedef molekiilleri ¢oklu doymamis yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik

asitlerdir (Halliwell 1989, Aricioglu 1994, Kanter 1995).



Normal kosullar altinda SOR’nin fizyolojik seviyesi/reaktivitesi detoksifikasyon
mekanizmalartyla hassas bir sekilde dengelenir ve bu dengede ozellikle antioksidan
savunma mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadir. SOD, GSH-Px ve KAT gibi bazi
enzimler, GSH (glutatyon), tiyoller, E ve C vitamini gibi antioksidan vitaminler,
selenyum gibi eser elementler ve lrik asit, bilirubin gibi diisiik molekiil agirlikli
bilesikler antioksidan savunma mekanizmalarinin en Onemlilerindendir (Gutteridge

1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999).

2. 1. 2. 1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; negatif yiiklii elektron sayisinin cekirdekteki pozitif yiiklii
proton sayist ile esit olmadigi molekiillerdir. Temel kimyasal ozellikleri dis
yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron icermeleridir. Eksik elektronlu
olan bu molekiiller, bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile iletisime girer ve bu
molekiilden ya bir elektron alir veya ona bir elektron verirler. Bagka molekiiller ile cok
kolayca elektron aligverisine girip onlarin yapisint bozan bu molekiillere “serbest
radikaller”, “oksidan molekiiller” veya en dogru adlandirma ile ‘“reaktif oksijen
partikiilleri” ya da “serbest oksijen radikalleri” denilmektedir ( Halliwell 1989,
Aricioglu 1994, Kanter 1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Fang ve ark. 2002).

Organizmadaki en 6nemli reaktif O, metabolitleri (Fang ve ark. 2002 Evans ve ark.

2003) ;

O, (Siiperoksit radikali)

H,0; (Hidrojen peroksit)

OH' (Hidroksil radikali)

HOCI (Hipoklor6z asit)

R (Alkil radikali)

ROO' (Peroksil radikali)

RCOOQO' (Organik peroksit radikali)
HO, (Perhidroksil radikali)

9. RO (Alkoksil radikali).

® XN, kAE Db =

Bunlardan 6zellikle ilk ii¢ tanesi cok énemlidir.



2. 1. 2. 1. 1. Siiperoksit Radikali (0;"):

Siiperoksit radikali organizmada en cok iiretilen radikaldir. insan viicudundaki
pek cok molekiil (katekolaminler, tetrahidrofolat, mitokondrial elektron transport
sistemi elemanlarinin bir kismu vb.) oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek
siiperoksit radikali olusturabilir. Siiperoksit radikali bu sekilde fizyolojik olarak
olustugu gibi, yabanci mikroorganizmalart 6ldiirmek iizere aktif fagositler tarafindan
koruyucu amagla da iiretilebilir (Kuyvenhoven ve Meinders 1999).

Dogal oksijen molekiilii cevresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron
alarak siiperoksit radikaline doniisebilir.

O,+e —» Oy
Siiperoksit radikalinin organizmadaki baslica kaynaklari;

a. Mitokondrial elektron transport zinciri reaksiyonlari

b. Fagositik hiicrelerdeki “solunum patlamas1” (respiratuar burst) olay:

c. Endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-450 enzim sistemi (Kuyvenhoven ve
Meinders 1999).

Siiperoksit radikali organizmada en ¢ok iiretilen radikal olmasina karsin,
reaktivitesi ¢cok yiiksek degildir. Hidroksil radikaline gore daha diisiik bir reaktiviteye
sahip oldugu icin agiga ciktig1 hiicre boliimiinden daha uzak yerlere diffiize olabilir.
Ancak bu diffiizyon hiicre icindeki SOD enziminin yiiksek konsantrasyonu nedeniyle
sinirlidir (Atalay ve Laaksonen 2002).

SOD
0, +0, +2H" *H,0, + O,

2. 1. 2. 1. 2. Hidrojen Peroksit (H>0):

H,0O, aslinda gercek bir serbest radikal degildir. Ciinkii biitiin elektronlar
ciftlesmistir. Ancak demir, bakir ve mangan gibi gecis metalleri ile reaksiyona girerek
hidroksil radikali olusumuna yol acabildiginden dolayr 6nemli bir oksidandir. H,O,,

DNA hasar1 yapici etkisini hidroksil radikali araciligi ile gosterir.

H,0, + Fe*> ——— ‘OH + OH + Fe* (Fenton reaksiyonu)



H,0,, siiperoksit radikali ile de reaksiyona girerek hidroksil radikali olusumuna yol

acabilir.

H,O, + O, — > "OH + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)

Hidrojen peroksitin biyolojik 6nemi hidrofobik membranlardan kolayca diffiize
olabilmesidir (6rn. mitokondrial membran). H,O, plazma membranlarindan da kolayca
diffiize olarak toksik etkisini daha uzak hiicrelerde de gosterebilir. insan hiicrelerinden
hidrojen peroksitin uzaklastirilmasina katalaz ve GSH-Px aracilik eder.

GSH-Px veya KAT
2 H,0, » H,O + O,

2. 1. 2. 1. 3. Hidroksil radikali ( OH):

Biyolojik sistemlerde bulunan potansiyel olarak en giiclii oksidandir. Yar1 6mrii
cok kisa ve reaktivitesi cok yiiksek oldugu i¢in komsu molekiillerle hizla reaksiyona
girer.

Hidroksil radikalinin etkileri:

a. DNA’nin piirin ve pirimidin bazlarina etki ederek mutasyonlara neden olabilir.

Guanine + 'OH ——— Guanine - 'OH (8 — hidroksiguanine radikali)

b. Herhangi bir biyolojik molekiilden H atomu alarak, o biyolojik molekiiliin radikale

doniisiimiine neden olabilir.

R-SH+OH ______ , RS'+H0
(tiyol) (stlfiir radikali = tiyil radikali)

Olusan tiyil radikali molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek, proteinlerde hasara yol

acan oksisiilfiir radikallerinin olusumuna da yol agabilir.

RS+0, — 5 RSOy

(Oksisiilfiir Radikalleri)



RS+0, — 3, RSO

Hidroksil radikalinin en 6nemli 6zelligi, hiicre membranlarina yakin olustugu
zaman membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine etki ile serbest radikal zincir

reaksiyonunu baglatabilmesidir.

2. 1. 2. 2. Serbest Radikal Kaynaklari
2. 1. 2. 2. 1. Endojen kaynaklar:

1. Normal biyolojik islemler:

i. Mitokondrial elektron transport zinciri reaksiyonlari: Organizmanin temel
radikal kaynag i¢ mitokondrial membranda yerlesen elektron transport zinciridir. Bu
transport zinciri boyunca elektronlarin tasimimi sirasinda bazi elektronlar “elektron
tagiyicilarindan™ ayrilarak direkt olarak oksijene gecer ve onu siiperoksit radikaline
indirgeyebilir (Vallyatyan ve Shi 1997).

O+ — Oy

ii. Organizmadaki normal anabolik ve katabolik islemler sirasinda, molekiiler
diizeydeki reaksiyonlarda elektron kacislar1 olabilir ve bu sirada bir miktar oksidan
molekiil olusabilir.

2. Aktive fagositler (Polimorfoniikleer 16kosit-PMN ve makrofajlar): PMN’ler

fagosite ettikleri bakterileri 6ldiirmek ve nekrotik dokular1 temizlemek i¢in proteazlarla
birlikte oksijen radikallerini kullanir. PMN’nin aktive olmus komplemanla aktivasyonu
bir respiratuar patlama enzimini (NADPH oksidaz; respiratory burst oxidase) uyarir.
Bu durumda PMN’nin oksijen tiikketimi 80 kat kadar artar ve bu oksijen ozellikle kisa
omiirlii (H,O,, ‘OH ve O,") ve uzun omiirlii (HCIO) toksik oksijen tiirleri iiretiminde
kullanilir.

3. Iskemi-reperfiizyon hasari: Paradoks bir durum olarak iskemi sonrasi

reperfiizyon ve hipoksiden sonra reoksijenasyon doku hasarina yol agabilir. Normal
dokularda KO (ksantin oksidaz) enzimi KDH (ksantin dehidrojenaz) formunda bulunur.
KDH enzimi elektron alicis1 olarak NAD* kullanir.

KDH
Hipoksantin + H,O + NAD" » Ksantin + NADH + H"




Iskemik kosullarda ise KDH enzimi hiicre icinde bulunan proteazlar aracilig ile
KO formuna doniisiir. KO enzimi diisiik oksijen basincinda aktif degildir. Ancak,
reperfiizyon sirasinda oksijen basinci arttigi i¢in aktiflesir. Enzimin dogal sekli KDH’dir
ve saglam dokularda enzimin sadece % 10 gibi kiiciik bir kism1 KO formunda bulunur.
KO enzimi elektron alicis1 olarak O,’1 kullanir.
KO
Hipoksantin + H,O + 20, » Ksantin + 20, + 2H*

KO
Ksantin + H,O + 20, » Urik asit + 20, + 2H"

Reperfiizyon sirasinda olusan siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit iskemi-
reperfiizyon hasarinin gelisiminden sorumludurlar. Bu iki oksidan madde ozellikle
Haber-Weiss reaksiyonu araciligi ile daha toksik bir radikal olan hidroksil radikalinin

olusumuna yol agar (Vallyatyan ve Shi 1997).

4. Arasidonik asit kaskadinin aktivasyonu: Basta infeksiyoz ajanlar olmak iizere,

bir ¢cok nedenle aktive olan fosfolipaz A, enzimi arasidonik asit kaskadini uyararak
lIokotrienler ve prostaglandinler gibi mediator maddelerin iiretiminde artisa yol agar. Bu
mediator maddeler de polimorf niiveli l6kositler, notrofiller, monosit, eozinofil ve
graniilositleri aktive ederek oksidan molekiiller salgilarlar.

5. Sitokrom P — 450, KO ve NADPH oksidaz enzimlerinin katalizledigi

reaksiyonlarda serbest radikaller olusur (Mccord ve Omar 1993).

6. Notrofillerde olusan oksijen metabolitleri: Immiin bir uyar1, kemotaktik

faktorler veya fagosite edilebilir partikiillerin etkisi ile nétrofiller aktive olabilir. Bu
aktivasyon sonucu notrofil membranina baglit NADPH oksidaz enzim sistemi uyarilir ve
siiperoksit radikali meydana gelir. Bu olay respiratory burst (patlama) olarak
adlandirilir. Notrofillerde yiiksek konsantrasyonda bulunan bir diger enzim de
miyeloperoksidaz’dir. Miyeloperoksidaz lizozomal bir enzimdir ve NADPH oksidaz’in
etkisi ile olusan H,O;’1 kullanarak klor, brom ve iyot gibi halojenleri okside edebilir ve

boylece hipohal6z asitler meydana gelir. Hipohalodz asitler ¢cok gii¢lii oksidanlardir ve



biyolojik molekiillerin ¢ogu ile reaksiyon verirler. Notrofillerde siiperoksit radikali ve
hipohal6z asitlerin reaksiyonu sonucu hidroksil radikali de meydana gelir.

7. Peroksizomlar ve lizozomlardaki metabolik olaylar: Peroksizomlar H,O,’in

hiicredeki en 6nemli kaynagidir. Peroksizomlarda bulunan D-aminoasit oksidaz ve L-o-
hidroksiasit oksidaz enzimleri HO, olusumundan sorumludurlar. Peroksizomlarda ayni
zamanda fazla miktarda katalaz enzimi de bulunur ve bu enzim H»>O,’in hasar verici
etkilerini azaltir.

8. Stres: Stres sirasinda katekolaminlerin diizeyinde meydana gelen artis
oksidan maddelerin iiretiminde artisa yol agarak bir cok hastalig tetikleyebilir.

9. Yaslanma siireci: Oksidan molekiillerin diizeyi yaslanma siireci ile paralel bir

artis gosterir.
10. Organizmada serbest demir ve bakir gibi minerallerin fazlaligi, oksidanlarin

olusumunu hizlandiric1 bir etki yapar (Vallyatyan ve Shi 1997).

2. 1. 2. 2. 2. Eksojen kaynaklar:

1. Yiiksek oksijen konsantrasyonu (hiperoksi)

2. Iyonizan radyasyon: ‘OH kaynag1 olmasi nedeniyle olduk¢a dnemlidir.

3. Sigara

4. Ksenobiyotikler: Viicuda yabanci kimyasal maddelerdir (6rn. ilaclar, gidalardaki
katki maddeleri, cevre Kkirliligine neden olan maddeler-kimyasal karsinojenler)

(Vallyatyan ve Shi 1997).

2. 1. 2. 3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Hasar Ile iliskili Hastahklar

Oksidatif stres ve buna bagli biyolojik etkilerin bir¢cok hastalikla iliskisi oldugu
gosterilmistir. Bunlar arasinda kalp damar hastaliklari, diyabet, kronik renal yetmezlik,
baz1 kanser tiirleri, noro-dejeneratif hastaliklar, katarakt, respiratuar distres sendromu,
romatoid artrit gibi baz1 otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklar: bulunur.

SOR ile makromolekiiller (protein, DNA, lipit, karbohidrat) arasindaki

etkilesimler reversibl ve irreversibl oksidatif modifikasyonlara neden olabilir:



e DNA / RNA iizerine etki: Deoksiriboz halkasi yarilmasi, baz hasari, zincir
kirilmalar1 sonucunda mutasyonlar, translasyonel hatalar ve protein sentezi
inhibisyonu ortaya c¢ikar.

e Proteinlere etki: Agregasyon ve capraz baglanma, parcalanma ve kirilma, tiyol
gruplari  modifikasyonu meydana gelir. Sonucta enzim aktivitelerinde
degisimler, iyon transportu degisimleri, hiicre icine Ca** girisinde artis olur.

e Poliansatiire yag asitlerine etki: Lipit peroksidasyon iiriinleri olusturur. Sonucta
hiicre membran akigkanliginda azalma, permeabilite degisiklikleri, membrana
bagli enzimlerin aktivitelerinde degisiklikler olur.

e Karbonhidratlara etki: Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
H,0,, peroksitler ve oksoaldehitler (glioksal, vs.) olusur. Antimitotik 6zellik
gosteren oksoaldehitler karsinojenez ve yaslanmada rol oynarlar (Zima ve ark.

1995).

2. 1. 3. Antioksidan Mekanizmalar

Oksidatif hasar1 Onleyen, sinirlayan veya kismen tamir eden molekiilere
“antioksidanlar” denir (Yu, 1994). Viicut, oksidatif stres sonucu olusabilecek hasari
engellemek icin antioksidan vitaminler, GSH, antioksidan enzimler ve siilfidrillerden
olusan bir antioksidan savunma sistemi ile donatilmistir. Genel olarak antioksidan
vitaminler (E Vitamini , - karoten gibi) serbest radikalleri ve tek oksijeni direkt olarak
yakalayarak (trapping) etkisiz hale getirirler. GSH ve diger tiyol kaynaklar: ise hiicresel
oksidasyon ve rediiksiyonda (redox) onemli rol oynarlar. SOD, KAT ve GSH-Px gibi
antioksidan  enzimler SOR’lerin  bir elektron rediiksiyonunu katalizlerler.
Antioksidanlarin hiicresel diizeyleri bir ¢ok fizyolojik, patolojik ve besinsel faktorlerden
etkilenir. Antioksidanlar etkilerini baslica su yollarla gosterirler (Gutteridge 1995,
Ji 1995):

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi

2. Katalitik metal iyonlarinin uzaklastirilmasi

3. Oy, HyO;, gibi bazi1 SOR’ lerinin ortamdan uzaklastirilmasi

4. Zincir reaksiyonunun kirilmasi

5. Tek oksijen iizerine ¢Op¢ii veya sondiiriicii etki gosterilmesi



SOR ile etkilesip onlar1 tutma ve daha zayif bir molekiile cevirerek etkisiz hale
getirme islemine c¢Opgii (scavenging) etki denir. Dogal antioksidan enzimler,
trakeobrongial mukus ve kiiciik molekiiller bu tip bir etki ile SOR’ in etkilerini
azaltmaya calisirlar (Gutteridge, 1995). SOR ile etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
onlarin aktivitelerini azaltan veya inhibe eden molekiillerin etkinligine sondiiriicii
(quencher) etki denir. Vitaminler, flavanoidler, mannitol vb. molekiiller boyle bir etki
gosterirler. Serbest oksijen radikalleriyle olusabilen zincirleme reaksiyonlar1 yavaslatan
veya sonlandiran antioksidanlarin etkinligine ise zincir kirici (chain breaking) etki denir.
Hemoglobin ve seruloplazmin antioksidan etkilerini bu sekilde gosterirler (Gutteridge
1995, Ji 1995). Bir ¢ok antioksidan, yukaridaki etkilerden birka¢ tanesini bir arada
gosterebilmektedir.  Antioksidanlar1 etki mekanizmalarina veya organizmadaki

lokalizasyonlarina gore siniflandirmak miimkiindiir (Gutteridge 1995, Ji 1995).

2. 1. 3. 1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar
2. 1. 3. 1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (E. C.1.15. 1. 1)

SOD enzimi vaskiiler endotelde bulunan en onemli antioksidan enzimlerden
birisidir ve endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasinda bol miktarda bulunur.
Normalde damar duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederek lipit
peroksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini Onler. Hiicrede serbest oksijen radikalleri
olusurken ilk basamakta O, meydana geldigi ve SOD enzimi bu radikalin
dismutasyonunu sagladig1 i¢in, hiicre i¢indeki ilk savunma sistemini bu enzim
olusturmaktadir (Petkau 1986, Cao ve Chen 1991, Gutteridge 1995, Kuyvenhoven ve
Meinders 1999).

SOD

2 02-' +2H" H202 + 02

—
Siiperoksit radikali kendi basina ¢ok toksik olmamasina ragmen, serbest radikal
zincir reaksiyonuna yol acabildigi i¢in ortamdan uzaklastirilmasi1 6nemlidir.
SOD’1n farkli izoenzimleri mevcuttur. Sitosolik SOD ve vaskiiler endotele bagh
bulunan ekstraselliler SOD’in kofaktorleri bakir ve c¢inkodur (CuZn-SOD). Bu

enzimlerin aktivitelerinden bakir, stabilitelerinden cinko sorumludur. Mitokondrial



SOD’in kofaktorii ise mangandir (Mn-SOD). Ayrica, baz1 bakterilerde de Fe-SOD
saptanmistir (Cao ve Chen 1991, Gutteridge 1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999,
Nozik-Grayck ve ark. 2005).

2. 1. 3. 1. 2. Katalaz (E.C.1.11.1.6)

KAT baslica peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” prostetik grubu
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir.
SOD araciligiyla olusan H,O; hidrojen peroksit bir radikal olmamasina karsin en reaktif
SOR olan HO' radikalinin Onciisii oldugu icin bircok SOR’den daha fazla oksidatif

hasara neden olur. KAT hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene parcalar.

KAT
2 H,0, — 2H,0+0,

KAT, hidrojen peroksitin yani sira metil-, etil-hidroperoksitler gibi kiiciik

molekiillii lipid hidroperoksitleri de indirger.

1. 1. 3. 1. 3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (E. C.1.11. 1. 9.)
Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili antioksidan olup

hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalizler.

GSH-Px
2GSH + H,0, » GSSG +2H,0

GSH-Px

2GSH + ROOH » GSSG +ROH + H,0

Her iki reaksiyonda da GSH hidrojen vericisi olarak kullanilir.

Selenyuma bagimli GSH-Px, 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir
enzimdir. %70’1 sitozol, %30’ u mitokondride bulunur. Enzimin aktivitesi Ozellikle
karaciger ve eritrositlerde yiiksektir (Yu 1994, Gutteridge 1995, Tessier ve ark. 1995,
Robertson ve ark. 2003).



2. 1. 3. 1. 4. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) (E. C.1.1.1.49)

G6PD (Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz), pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz
sinirlayici enzimi olup intraselliiler NADPH’ 1n da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH
ise serbest radikallerin detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px enziminin aktivitesi
icin gerekli olan indirgenmis GSH saglamaktadir.

Son yapilan calismalarda G6PD’in vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas
hiicrelerinde de serbest radikallere karsi koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica
G6PD’1n vaskiiler endotelyal hiicrelerde NADPH’1 kofaktor olarak kullanan eNOS
(endotelyal nitrik oksit sentaz) enziminin aktivitesi i¢in de gerekli oldugu ve
eksikliginde eNOS’1n yeterli aktivite gosteremeyerek siiperoksit radikali liretmeye
basladig1 ve sonucta LDL oksidasyonunun tetiklenebilecegi gosterilmistir (Tian ve ark.

1999, Leopold ve ark. 2001).

2. 1. 3. 1. 5. Glutatyon Rediiktaz (GR) (1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda GSSG (okside glutatyon) nin
tekrar rediikkte GSH a doniisiimiinii katalizleyerek antioksidan aktivitenin devamini
saglar (Bompart ve ark. 1990).

GR
GSSG + NADPH+H" — > 2 GSH + NADP"

2.1.3. 1. 6. Paraoksonaz
PON adm ilk kez bir organofosfat olan paration’un viicuttaki aktif metaboliti

olan paraoksonu hidrolize etmesinden almistir. Baslica karacigerde sentezlenen PON

enziminin aktivite ve stabilitesi i¢in Ca"‘2 iyonu gereklidir. PON ayrica arilesteraz
aktivitesine de sahiptir ve arilesteraz aktivitesinin, PON aktivitesindeki degisikliklerden
bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun bir gostergesi oldugu bildirilmektedir
(Aviram ve ark. 1998a, 1998b).

Son yillarda ateroskleroz etyopatogenezinde rolii oldugu One siiriilen
mekanizmalardan birisi LPO (lipoprotein oksidasyonu) dur. Hiicre dis1 ezimlerinden
biri olan PON ile lipoprotein oksidasyonu arasindaki iliski ilgi ¢ceken yeni arastirma
alanlarindan birisidir. Eckerson ve ark. (1983), Mackness ve ark. (1998), La Du ve ark.
(1999), Durrington ve ark. (2001), PON’ un, HDL-K’iin bir bileseni oldugunu ve



ateroskleroz gelisim prosesindeki ilk adim olan LDL’ in okside olmasini Onleyerek
ateroskleroz gelisimini engelledigini veya azalttigini one stirmiislerdir.

Aslinda halen PON’ un LDL oksidasyonuna karsi koruyucu mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Bu konuda kabul goren en gecerli goriis paraoksonazinkine
benzer ester baglarinin okside lipit iiriinlerinde de oldugu ve enzimin, bu baglari
substrat olarak kabul ederek hidroliz ettigidir ( peroksidaz benzeri aktivite) (Mackness
ve ark. 1991, Aviram 1993, Costa ve ark. 2005). Sonucta PON lipit peroksidasyonunu
azaltir, LDL ve HDL’yi oksidasyondan korur ve bu 6zelligi ile ateroskleroz riskini de
azaltmis olur. Yapilan caligmalarda PON aktivitesinin c¢esitli nutrisyonel ve ilag
tedavileri ile degisiklik gosterdigi saptanmustir. C vitamini, E vitamini, flavonoidler
(quercetin, glabridin), polifenol iceren gidalar (sarap, cay, meyve suyu) ve az miktarda
alkol aliminin PON aktivitesini arttirdigi, sigara, yliksek kolesterol, insiilin direnci,
doymus yag tiiketiminin ise PON aktivitesini azalttig1 bildirilmistir (Aviram ve ark.

1999).

1. 1. 3. 2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
1. 1. 3. 2. 1. C Vitamini (Askorbik Asit)

Suda eriyen bir vitamin olan askorbik asit hiicre disindaki en Onemli
antioksidandir. Cok giiclii bir indirgeyici olan C vitamini;
a. Stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hipoklor6z asidi indirger.
b. Aktif notrofil ve monositlerden kaynaklanan oksidanlari notralize eder.
c. Lipit peroksidasyonu baslamadan once sulu ortamdaki peroksil radikalleriyle direkt
olarak reaksiyona girerek membranlar1 peroksidatif hasardan korur.
d. LDL oksidasyonunu onler ve elektronlart membrandaki E vitaminine transfer eder.
e. Olusan E vitamini radikalini rediikte ederek E vitaminini yeniden olusturur. Boylece
E vitamininin yeniden kullanilabilmesini saglar. Ayrica, antiproteazlarin oksidan
maddeler ile inaktive olmasini engeller (Goldfarb 1993, Yu 1994, Tiidus ve Houston
1995).

Vit E' + Vit C Wit E + Vit C
Vit C + 2H" » Vit C




C vitamini ideal bir elektron vericisidir. Ciinkii elektronunu verdigi zaman
olusan serbest radikal ara iiriinii (semihidroaskorbik asit) diger serbest radikaller ile
karsilastirildiginda non-reaktiftir. C vitamini hidrofilik bir molekiil oldugu i¢in sulu
ortamlarda E vitaminine gore daha iyi bir antioksidandir. Suda coziinebilen diger
antioksidanlarla kiyaslandiginda ise plazma lipit peroksidasyonunu engelleyen en iyi
antioksidandir (Goldfarb 1993) .

KAH (kardiyovaskiiler hastalik) da yapilan bircok calismada diger
antioksidanlar gibi seviyeleri diisik bulunmaktadir ve her ne kadar bazi karsit
bulgularin elde edildigi calismalar olsa da bir¢cok calisma ile KAH riski ile C vitamini

seviyeleri arasinda negatif bir iliski oldugu gosterilmistir.

2. 1. 3. 2. 2. E Vitamini (Tokoferol)

E vitamini tokoferol yapisinda olup o, B, y ve & olarak dort formu
bulunmaktadir. o-tokoferol dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi en fazla
olanidir. Antioksidan etkisi en fazla olan o-tokoferoliin yapisinda bulunan fenolik
hidroksil gruplu aromatik halka, vitaminin kimyasal olarak aktif kismini olusturur ve
antioksidan 6zellik de bu gruptan kaynaklanir (Reilly ve ark. 1991).

En yiikksek E vitamini konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi
membrandan zengin hiicre kisimlarinda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan E
vitamini hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan ¢coklu doymamis yag asitlerini serbest
radikal etkilerinden korur. E vitamini, O,", HO, LOO" (lipit peroksil radikali) ni ve
diger radikalleri temizler ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Lipit peroksil
radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarim1 sonlandirdigl i¢in zincir
kiric1 bir antioksidan olarak da bilinir (Bast ve ark. 1991, Halliwell ve Chirico 1993,
Halliwell 1994, Stahl ve Sies 1997).

LOO + a-tokoferol-OH — LOOH + o-tokoferol-O (tokoferoksil radikali)
Olusan o-tokoferol-O" (tokoferoksil radikali) stabildir ve kendi kendine lipit

peroksidasyonu baslatmak i¢in yeterince reaktif degildir. Glukuronik asitle oksidasyona

ugrayarak safra yolu ile atilir.



E vitamini ve GSH-Px serbest radikal etkisine kars1 birbirlerini tamamlayici etki
gosterirler. GSH-Px olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini de sentezlerini
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engeller. Ayrica GSH-Px’ in yapisina katilan Se™ un organizmadan kaybini onler ve
enzimi aktif sekilde tutar. E vitamini okside olduktan sonra ve par¢alanmadan &nce

askorbik asit ve GSH tarafindan yeniden indirgenebilir (Packer 1991).

Vit E-O" + Askorbik Asit — Vit E-OH + DHA

2 Vit E-O" + 2 GSH — 2 Vit E-OH + GSSG

E vitamininin ayrica kolesterol metabolizmasini da direkt olarak etkiledigi
bildirilmistir. Sicanlarda yapilan bir calismada, diyete eklenen E vitamininin serum
kolesteroliinii azalttigi gosterilmis ve plazma kolesterolii ile E vitamini diizeylerinin
iliskili oldugu vurgulanmistir. Plazma antioksidan diizeyleri ile KAH goriilme sikligi
arasindaki iliskiyi arastiran c¢alismalarda, plazma E vitamini diizeyleri diisiik olan
insanlarda iskemik kalp hastaliklarindan o©lim oraminin daha yiiksek oldugu
bulunmustur

KAH varliginda antioksidan vitamin kullaniminin (6zellikle E vitamini) olumlu
etkileri bircok gozlemsel epidemiyolojik ve kontrollii randomize calismada bildirilmistir
Prasad ve arkadaglar1 (2003) hiperkolesterolemiye bagl olarak ateroskleroz gelistirilen
tavsanlara giinde 40 mg/kg (140 U/kg) E vitamini verdiklerinde total kolesterol,
trigliserit ve LDL diizeylerinde anlamli azalmalar oldugunu saptamislardir. Buna
karsilik E vitamini ve koroner kalp hastaligindan 6liim riski konusunda yapilmis diger
epidemiyolojik c¢alismalarda anlamli bir iligki saptanmamis olmasi, antioksidan
ozellikteki bu vitaminin organizmadaki etkilerinin kapsamli olarak incelenmesi

gerektigini diisiindiirmektedir.

2.1. 3. 2. 3. A Vitamini (- Karoten)

Yagda eriyen bir vitamin olan vitamin A siklohekzenil halkasi tasiyan bir
poliizopren bilesigidir. A vitamini, bu vitaminin biyolojik aktivitesini gosteren
hayvansal kaynakli tiim bilesikleri kapsayan genel bir terimdir. Bunlar retinol, retinoik

asit ve retinaldir. Iclerinden yalnizca retinol, vitamin A’nin tiim aktivitesini gosterirken,



digerleri vitamin A’ nin ancak bazi aktivitelerini yerine getirmektedir. Sebzelerde A
vitamini, 2 molekiil retinalin birlesmesi ile olusan bir pigment olan B-karoten formunda
bir provitamin olarak bulunur. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten
antioksidan ozelliklerini “quencher etki” ile gdstermektedir. Karotenoidlerin yapisindaki
konjuge cift baglar antioksidan aktiviteden sorumludur. Son derece giiclii bir “singlet”
O, temizleyicisi olan B-karoten ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleriyle de
dogrudan reaksiyon verip lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonunu 6nleyebilir. Gérme,

tireme, biiylime ve epitel hiicre saglamliginda da rol oynar

BC + ROO* — > ROO - BC" (B-karoten radikali)

ROO —BC + ROO' ———”ROO0 - BC - OOR (non-radikal iiriin)

Her B-karoten molekiilii 2 peroksil radikalini baglayarak ortamdan uzaklastirir.
Ortamdaki oksijen konsantrasyonunun yiiksek olmasi halinde ise reaktif bir peroksil

radikali olusur (Yu 1994).

ROO-BC+0, _— j,ROO-BC-00

Karotenoidlerin kardiyoprotektif etkilerini destekleyen epidemiyolojik veriler
son birkag¢ yilda giderek artmistir. Hennekens ve arkadaslari (1998) B-karoten aliminin
yiilksek oldugu kisilerde, diisiik olanlara gore KAH riskinde %?22'lik bir azalma

oldugunu bildirmislerdir.

2. 1. 3. 2. 4. Glutatyon (GSH):

Onemli bir intraselliiler antioksidan olan GSH glutamik asit, sistein ve glisin
amino asitlerinden meydana gelmis bir tripeptittir. GSH’a antioksidan ozelligini
sisteinin tiyol grubu kazandirir. GSH siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit ile direkt reaksiyona girerek antioksidan etki gosterir ve hiicreleri oksidatif
hasara karsi1 korur. Bunun disinda proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde tutar ve

bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur (Sies 1999, Shimizu ve Morita 1992).



2.1.3.2.5. Urik Asit

Urik asitin antioksidan etkisini nasil gosterdigi hakkinda degisik goriisler vardir.
Bazi yayinlara gore C vitaminini oksidasyondan koruyarak, bazilarina gore gecis metal
iyonlarim (Fe, Cu) baglayarak, bir kismina gore de radikal ¢opciisii olarak (siiperoksit

radikali, hidroksil radikali) antioksidan etki gosterdigi savunulmaktadir (Yu 1994).

2. 1. 3. 2. 6. Seruloplazmin

Bakir baglayici bir glikoprotein olan seruloplazmin oksidorediiktaz aktivitesine
sahiptir ve boylece oksijenden tiiremis (6rnegin, 'OH) SOR’ni etkisizlestirmektedir.
Ayrica, SOR olusumunu uyaran bakirt da baglayarak antioksidan etki gostermektedir
(Yu 1994, Memisogullar1 ve Bakan 2004).

2.1.3.2.7. Transferrin

Transferrin, plazmada bulunan demir baglayic1 bir glikoproteindir ve yaklasik
1/3’i demir ile yiikli olup plazmada serbest demir dolagimimi biiyiik Olciide
engellemektedir. Bu 6zelligi ile demirin uyardigi serbest radikal olusumunu 6nleyen bir

antioksidandir (Yu 1994, Memisogullari ve Bakan 2004).

2. 1. 3. 2. 8. Ferritin
Dolagimdaki serbest demiri baglayarak serbest radikal reaksiyonlarina kolayca

girmesini 6nleyen bir proteindir (Yu 1994).

2. 1. 3. 2. 9. Bilirubin
Bilirubin fizyolojik bir antioksidandir ve plazma antioksidan aktivitenin %10 —
30’nu bilirubin olusturur. Zincir kirict ve ¢opgii etkileri vardir (Hatfield ve Barclay

2004).

2. 2. Diyabet ve Oksidatif Stres ile Tliskisi

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniinde bozulmasi durumudur (West 2000, Singh ve ark. 2001). Oksidatif
stres diyabet, kalp hastaliklari, yaslanma gibi pek cok olayin patogenezi ile yakin

iliskidedir. Yapilan calismalarda diyabetes mellitusta oksidatif stresin arttig1 belirtilmis



fakat mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir (Akkus ve ark. 1996, Sundaram ve ark.
1996, Nutthall ve ark. 1999, Biiyiikocak ve ark. 2000, Kesavulu ve ark. 2001, Singh ve
ark. 2001). Genel olarak kabul edilen goriis diyabetik kosulda gozlenen hipergliseminin,
glukoz oksidasyonuna, proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonuna ve poliyol yolunu
icine alan kompleks mekanizmalar sonucu serbest radikallerin olugsmasina neden
oldugudur. Nonenzimatik glikasyon, enzimlerin yardimi olmaksizin, glukozun kimyasal
olarak, proteinlerin amino gruplariyla baglanmasi sonucu gerceklesmektedir.
Nonenzimatik glikasyonun klasik bir ornegi; glikozillenmis hemoglobin olan HbA1.’
nin olusumudur. Nonenzimatik glikasyonun derecesi dogrudan kan glukozu ile ilgili
oldugu i¢in, diyabette HbA 1. orani artar (Tiirk 2001).

Poliyol yolunda, glukozun sorbitole metabolize edilmesi sonucu NADPH
miktarinin azalmasi, okside glutatyonun rediikte forma doniisiim hizin1 yavaglatarak
antioksidan kapasiteyi negatif yonde etkilemektedir (Sechi ve ark. 1997, S6zmen ve ark.
1999). Yapilan calismalar hiicre igindeki yiiksek glukozun, tercihen poliyol yoluyla
metabolize edildigini gostermektedir. Glukoz, aldoz reduktaz tarafindan sorbitole
indirgenir. Sorbitol de sorbitol dehidrogenaz tarafindan fruktoza oksitlenmektedir.
NADPH , aldoz reduktaz aktivitesi i¢in gereklidir. Bu yiizden, NADPH’ nin azalmasi
poliyol yolunun artisina neden olmaktadir (Lee ve Chung 1999). Tiim bu mekanizmalar
sonucunda olusan serbest radikallerin oksidatif strese neden olabilecegi ve bu durumun
ateroskleroz gibi diyabetik komplikasyonlarin olusmasina yada ilerlemesine katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Diyabetik kosulda oksidatif stresin olusmasina neden

hiperglisemi olduguna gore glisemik kontrol bu kosulda 6nem kazanmaktadir.

2. 3. Taurinin Biyosentezi, alim1 ,tasinim ve diyabet ile iliskisi

Taurin (2- Aminoetilsiilfonik asit ), protein sentezine katilmayan, siilfiir iceren
serbest bir aminoasittir. Methionin ve sistein metabolizmasinin son iiriinii olan taurinin
baslica sentez yeri karacigerdir (Spaeth ve Schneider 1974, Waterfield 1994b, Birsdall
1998). Taurinin, tiim karnivorlarda kolesteroliin suda coziinebilen safra asitlerine
doniistimiinii sagladig bildirilmistir. Hayvan dokularinda yiiksek konsantrasyonda
bulunur. Baz1 algler harig bitki hiicrelerinde bulunmaz. Ornegin 70 kg olan bir erkegin
70 g taurin icerdigi hesaplanmistir (Jacobsen ve Smith 1968). Kalp 25-30 mM , akciger
11-17mM, noétrofil 50-60 mM, retina 50-70 mM diizeyde taurin icerir (Green ve ark.,



1991) . Plazma, serebrospinal sivi ve ekstraselliiler siv1 gibi viicut sivilart ise 10-100
pM arasinda, diisiik oranda taurin icermekte olup, fizyolojik rolii tam olarak acik

degildir (Hansen 2001).

Taurinin sentezinde li¢ metabolik yol izlenmektedir (Sekil 2. 1).

1. Sisteinin, sistein dioksijenaz tarafindan siilfonata oksidasyonu ve ardindan da
taurine dekarboksilasyonu.

2. Sisteinin sistein siilfonata oksidasyonu ve ardindan sistein siilfinat
dekarboksilaz tarafindan hipotaurine dekarboksilasyonu, hipotaurinin de
hipotaurin dehidrojenaz yoluyla taurine oksidasyonu.

3. Sisteinin fosfopentotenat ile reaksiyonu (pantotionat yolu) sonucu sisteamin
olusumu ve bunun da hipotaurine oksidasyonu (Hosokawa ve ark.1988, De La

Rosa ve Stipanuk 1985)
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homosistin
¢ sistetionin ff-sentaz
homosistein — sistationin
poliaminler y-sistationaz
PAi_P SISTIN
SISTEINN®—GLUTATYON
METHIONINg_ PROTEINLER sistein amino transferaz PALP
B-merkaptopiriivik asit
/ H,O
—» NH3 + HQS
pantotionat yolu
piruvat + SO,”— CO, + SO,
/ sistein dioksijenaz
e [B-siilfidril piruvat]
/ glutamat
Asetil Ko A
'Y 2-oxoglutarat transferaz
I's
2-oxoglutarat
SISTEAMIN v
SISTEIN SULFINAT
sisteamin dioksijenaz > alanin

sistein siilfinat dekarboksilaz
PALP sistein dioksijenaz

siilfinaldehit «—— HIPOTAURIN \

| SISTEIN SULFONAT
hipotaurin dehidrogenaz -
l sistein siilfinat dekarboksilaz

PALP A
TAURIN / Serin + PAPS

A
/ \ SO, + 2ATP
TAUROKOLIK ASIT isotionik asit

Sekil 2.1. Taurinin Sentezindeki Metabolik Yollar (Timbrell ve ark., 1995)
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Yapilan arastirmalar sonucu diyetteki siilfiir iceren aminoasitlerin sistein
dioksijenaz enzimini uyararak taurin sentezini arttirdiklart ileri siiriilmiistiir. Taurin
sentezi tiirlere gore 6nemli oranda farklilik gostermektedir. Ornek verilecek olursak;
sicanlar ve fareler insanlardan ¢ok daha fazla sentez kapasitesine sahip iken (Huxtable
ve Lippincott 1982, Worden ve Stipanuk, 1985), kedilerde ise bu sentezin olmadigi
belirtilmistir (Hayes ve Sturman 1981, Huxtable 1992, Markwell ve Earle 1995).
Taurin genelde deniz iiriinii ya da et ile saglanmakta olup seviyeleri onemli 6l¢iide diyet
kompozisyonuna baghdir (Hayes ve Sturman 1981, O’ Flaherty ve ark. 1997, Stapleton
ve ark. 1998). Vejeteryanlarda taurinin plazma seviyeleri omnivor seviyelerinin
yaklasik % 50’ sidir (Laidlaw ve ark. 1988) . Giinliik atilimin 10-250 mg oldugu tahmin
edilmektedir (Hansen 2001).

Deneysel ve klinik calismalarda taurinin hipoglisemik (McCallum ve Sivertz
1942, Kulakowski ve Matura 1984), hipolipidemik (Birdsall 1998, Mochizuki ve
Yokogoshi 2001) ve antioksidan (Gordon ve Heller 1992, Timbrel ve ark. 1995)
Ozelliginin yaninda normal retina, (Sturman 1981, Geggel ve ark. 1985, Azuma ve ark.
1987, Timbrel ve ark. 1995, Birdsall 1998 ) gelismesini sagladigi, fetal noron
hiicrelerinde DNA ve protein sentezini arttirdig1 ( Hales ve Barker 1992, Barker 1998)
hiicreleri plazma osmolaritesinde degisikliklere bagli olarak korudugu (Schaffer ve
Azuma 1992, Timbrel ve ark. 1995) ayrica trombositlerde, kalp ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde kalsiyum seviyeleri iizerinde diizenleyici etkileri oldugu belirtilmistir
(Schaffer ve Azuma 1983, Takihara ve ark. 1985, Timbrel ve ark. 1995).

Taurinin hipoglisemik o6zelligi ilk olarak 1942 de Mc Callum ve Sivertz
tarafindan kesfedilmistir. Daha sonrasinda bu bulguyu destekleyen calismalar yapilmis
olmasina karsin taurinin tip 2 diyabet iizerine ekisi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma
bulundugu goriilmektedir. Tokunaga ve arkadaslari (1979) taurinle beslenen ve
sonrasinda STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulan siganlarda, kontrol gruplarina gére
taurinin STZ nin pankreasta sebep oldugu nekrosis, sitoplazmanin koagiilasyonu ve
beta hiicrelerinde nukleus kaybi gibi morfolojik degisikleri Onlemenin yaninda
hiperglisemiye karsi koruyucu etki gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica arastiricilar,
taurinin sistein ve methionini koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ve pankreastaki taurin
diizeyini yiikselttigini bildirmisledir. Diyabetik hastalarla yapilan calismalarda taurin ile

ilgili farkli sonuclar bulunmaktadir. De Luca ve arkadaslar1 (2001) diyabetli hastalarin
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plazma ve trombositlerinde taurin seviyesinin azaldigini belirtmislerdir. Brons ve
arkadaslar1 (2004) tip 2 diabetli hastalarda 8 hafta siire ile 1.5 g taurin ilavesinin
yiikselmis lipit diizeylerini ve kan glukoz diizeylerini etkilemedigini belirtmislerdir.
Fakat Elizavora ve arkadaslar1 (1996) yine Franconi ve arkadaslar1 (1995) tip 2 diyabetli
hastalara 30 giin siire ile giinde iki kez 0.5 mg taurin verildiginde kan glukoz diizeyinin
azaldigim belirtmislerdir. Deney hayvanlari ile yapilan ¢aligmalarda hem diyabet hemde
kontrol sicanlarda taurinin LDL, HDL, TC ve TG diizeylerini azalttifin1 ve taurinin
hipolipidemik ozellige sahip oldugunu belirtmislerdir. Arastiricilar  taurinin
hipolipidemik etki mekanizmalarini iki sekilde aciklamislardir:
1- Safra asidi sentezinde hiz sinirlayici enzim olan ve kolesterol safra asidi doniistimiinii
saglayan 7-o. Hidroksilaz enziminin aktivitesini arttirmak ve bdylece fekal atilimim
arttirarak plazma seviyelerini diisiirmek.
2- Direkt olarak safra asitlerinin konjugasyonunu ve sekresyonunu arttirmak ve yine
kolesteroliin safra ile safra asitleri seklinde atilimini arttirarak serum seviyelerini
diistirmek (Birdsall 1998).

Taurinin bir ¢ok hayvanda hemen hemen tiim dokularda bulunmasi, protein
sentezine katilmamasi, aminoasit havuzunun biiyliik ¢ogunlugunu olusturmasi onun
viicutta ¢ok onemli fonksiyonlara sahip oldugunu desteklemektedir (Gordon ve Heller

1992, Timbrel ve ark. 1995) .
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3. MATERYAL ve YONTEM
3. 1. Deneyde Kullanmilan Hayvanlar:

Deneyde Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma
Merkezi’ nden saglanan 32 adet 300- 350 g agirliginda Wistar tiirii eriskin erkek
siganlar kullanildi. Sicanlar deneysel calismaya baglamadan 20 giin 6nce 1s1s1 18°C-
22°C arasinda sabit tutulan 6zel odaya alindilar. Dort sigan bir kafeste olacak sekilde
yerlestirildiler ve standart diyet (pelet) yem ile beslendiler. Sicanlarin su ve yem

alimlar1 serbest birakildi.

3. 2. Hayvanlarin Gruplandirilmasi:

Deney gruplari, her biri 8 sicandan olusan dort gruba ayrildi

Grup 1: Normal kontrol si¢anlar (K)

Grup 2: Oral olarak taurin alan normal sicanlar (K + T)

Grup 3: Diyabetik kontrol sicanlar (D)

Grup 4: Oral olarak taurin alan diyabetik sicanlar (D + T)

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezinin

etik kosullarina uygun olarak planlandi.

3. 3. Diyabetin Olusturulmasi ve Taurin Tedavisi:

Tip 2 diyabet, serum fizyolojikte c¢oOziilen nikotinamidin (45mg/kg).
intraperitoneal enjeksiyonundan 15 dk sonra pH’ 1 4.5 olan 20 mM sodyum sitrat
tamponu igerisinde coziillen STZ (streptozotosin) in (65mg/kg) sicanlara tek doz
intraperitoneal enjeksiyonu ile olusturuldu (Masiello ve ark. 1998). Kontrol grubu
sicanlarina da tek doz intraperitoneal sitrat enjeksiyonu yapildi. Deney grubunu
olusturan sicanlardan enjeksiyondan 48 saat sonra kuyruklar1 kesilerek kan glukoz
diizeyleri tayin edildi. Sicanlarin kan glukoz seviyesi > 200 mg/dL olarak
saptandiginda diyabetik olduklar diisiiniilerek deneysel ¢alisma baslatildi.

Diyabet olusturulduktan bir hafta sonra grup 2 ve 4 sicanlarinin i¢gme suyuna
taurin (%1) 5 hafta siire ile eklendi. Sicanlarin igme suyu giinliik olarak hazirland1 ve 24
saatlik s1v1 tiiketimi takip edildi. Ayrica deney siiresi bitimi olan 5 haftalik siire i¢inde
sicanlarin yem tiiketimleri giinliik olarak, kan glukoz diizeyleri ve viicut agirliklar: ise

haftada bir kez olmak {iizere oOlciildii. Kan glukoz diizeyleri sicanlarin kuyruklar
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kesilerek alinan kanda glukometrede glukostix stripleri kullanilarak (Abbot Glucometer

Medisense Products, USA) ol¢iildii.

3. 4. Orneklerin Toplanmasi

Deney siiresi bitiminden sonra kan ornekleri, bir kuru tiip, bir heparinli ve iki
EDTA’l tiipe, 0.18 x 40 mm’ lik igne yardinu ile (Vacutainer, Ingiltere) hafif eter
anestezisi altinda, si¢anlarin kalbinden ponksiyonla alindi. GSH-Px icin heparinli tiipten
300 pl ve SOD i¢in hemogram tiipiinden (EDTA’l1) 500 pul tam kan ayrildi. Diger kan
ornekleri 1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalar1 ayrildi. Serum
insulin diizeyleri radioimmunoassay (Diagnostic Products Corporation, USA) ile
Olciildii. Hemen calisilmayacak olan parametreler [serum PON, arilesteraz, plazma
MDA (malondialdehit), E vitamini, HDL, TK, TAOK (serum)] i¢in ayrilan 6rnekler
-20 °C’ de saklandi. SOD i¢in hazirlanan numuneler (0,5 mL EDTA’1 tam kan alind1 ve
3000 rpm' de 10 dakika santrifiij edilerek plazmasi ayrildi ve aspire edildi. Kalan
eritrositler, her yitkamada 3 mL % 0,9 NaCl kullanilarak 4 defa yikandi ve eritrosit
paketi seklinde saklandi), GSH-Px (heparinli tam kandan) buzdolabinda saklanarak 3
giin icinde calisildi. Kalp, kas, karaciger, ve iskelet kas1 dokular1 kan aliminin hemen
ardindan ¢ikartilarak, serum fizyolojik ile yikandi ve ¢alisilincaya kadar -20 °C’ de
saklandi.

3. 5. Arac ve Gerecler

1. Yiiksek basinglhi sivi kromatografi (HPLC) cihazi, "Shimadzu LC-10AT"
(Japonya)

Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1202" (Japonya)

Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1601" (Japonya)

Su banyosu, "Julabo UC" (Almanya)

Santrifiij, "Sanyo Mistral 2000 R" (Ingiltere)

Santrifiij, "Janetzki T 32" (Almanya)

Karistirici (vorteks), "Heidolph" (Almanya)

Otomatik pipet (10 uL), "Gilson" (ABD)

o © 2o s wDd

Otomatik pipet (20 uL), "Gilson" (ABD)
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10. Otomatik pipet (20-200uL), "Eppendorf" (Almanya)

11. Otomatik pipet (500-5000uL), "Eppendorf" (Almanya)
12. Otomatik pipet (200-1000 uL), "Eppendorf" (Almanya)
13. Derin dondurucu (-20° C), "Ugur" (Tiirkiye)

14. Buzdolab1 “Arcelik” (Tiirkiye)

15. Abbot Glucometer Medisense Products (ABD)

16. Kantar (Tiirkiye)

3. 6. Ticari Kitler
1. Kolesterol, "Randox Lab." (Ingiltere) Lot.no:1132 F, Kat.no : CH200
2. SOD (Ransod), "Randox Lab." (ingiltere) Lot.no:0019 J, Kat.no: SD125
3. GSH-Px (Ransel), "Randox Lab." (Ingiltere) Lot.no:1764 J, Kat.no : RS504
4. Total Antioksidan Kapasite (TAOK), “Randox Lab.” (Ingiltere) Lot no: 138NX,
Kat.no: 2137]J.

3. 7. Kimyasal Malzemeler

2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) (>% 98), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T 5500
n-Biitil alkol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : S 15,467-9
Sodyum hidroksit, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6462
Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no:D9286
Fenil asetat (% 99), "Aldrich" (A.B.D.) Kat.no: 10,872-3
Sodyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6400
Tris, "Merck" (Almanya) Kat.no : 8387
Kalsiyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 2389
Glisin, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4201
. Sodyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6345
. Potasyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4871

A A A T R R o

—_—
N = O

. Potasyum ferri siyaniir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4971

—
(98]

. Potasyum siyaniir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4966

[E—
N

. Sodyum bikarbonat, "Horasan Kimya" (Tiirkiye)
. Metafosforik asit, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : 6250
. Metanol (HPLC grade), "BDH" (Almanya) Kat.no :15250

_—
AN W



29

17. E vitamini standartt: a-tokoferol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T-3251
18. Potasyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat no. 4935

19. Sodyum dodesil siilfat (SDS), “Fluka” Kat.no. 71728

20. Biitanol, "Merck" (Almanya) Kat no. K 24430988

21. Asetik asit, “Kimetsan” (Tiirkiye) Kat no. KIM-AA/01GC

22. Piridin, “Merck” (Almanya) Kat no. 7462

23. 1,1,3,3-Tetramethoxy-propane, “Fluka” Kat no. 87670

24. Taurin, “Sigma” (A. B. D.) Kat no: T-0625.

3. 8. Yontemler
3. 8. 1. Serum Total Kolesterol Olciimii

Serum total kolesterol konsantrasyonu enzimatik kit kullanilarak ol¢iildii.
Yontemde 20 pl serum 2 ml kolesterol ayiraci ile 37 C’de 5 dakika inkiibe edildi ve 505
nm’de absorbansi ol¢iildii.
Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbans1 X Standart konsantrasyonu

(200 mg/dL) = mg / dL serum total kolesterolii.

3. 8. 2. Serum HDL- K Olciimii

Bu yontemde, Apo B iceren lipoproteinlerin +2 degerlikli katyonlarin varliginda
siilfatlanmis polisakkaritlerle ( dekstran siilfat + Mg+2 ) coktiiriildiikten sonra,
siipernatanda kalan HDL’ nin kolesterol iceriginin ol¢iilmesidir. Yontemde 1 ml serum
ile 0.1 ml presipitan karistirildi, 30 dk. oda sicakliginda bekletildi ve daha sonra 30 dk
3000 rpm’ de santrifiij edildi. Stipernatandan 0.1 ml alinarak kolesterol miktar1 olciildii.
Sonug 1:1 sulandirma orani ile carpildi. 20 pl serum 2 ml kolesterol ayiraci ile 37 C’de
10 dakika inkiibe edildi ve 500 nm’de absorbansi dl¢iildii.
Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbanst X Standart konsantrasyonu

(200 mg/dL) = mg / dL serum HDL kolesterolii.

3. 8. 3. Serum Trigliserit Ol¢iimii

Serum trigliserit total kolesterol konsantrasyonu enzimatik kit kullanilarak ol¢iildii.
Yontemde 20 pl serum 2 ml kolesterol ayiract ile 37 C’de 10 dakika inkiibe edildi ve

546 nm’de absorbansi ol¢iildii.
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Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbanst X Standart konsantrasyonu

(200 mg/dL) = mg / dL.

3. 8. 4. Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

SOD aktivitesi kit (Ransod) kullanilarak olciildii. Bu yontemde ksantin, KO
enziminin katalizi ile O, radikali olusturur. Olusan radikal 2-(4-iyodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-feniltetrazolyumklorid (INT) ile reaksiyona girer ve pembe renkli bir bilesik
olusturur veya SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile dismutasyona ugrayarak
H,0, ve O, meydana gelir. Boylece INT ile reaksiyona giren O, miktar1 azaldig icin
reaksiyon inhibe olur. Burada SOD aktivitesinin Olc¢iimii, yukaridaki reaksiyonun
inhibisyon derecesinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Ag¢iga cikan pembe renk SOD
aktivitesi ile ters orantilidir.

Avyiraclar :

1- 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0): 0.68 g KH,PO4 ve 0.71 g Na,HPO, tartilarak 9 dL
distile suda ¢oziildii ve pH’1 kontrol edilip 1 L’ ye tamamlandi.

2- Ransod substrat: Ksantin 0,05 mmol/L , I.N.T. 0.025 mmol/L

3- Ransod tampon: CAPS 40 mmol/L , pH 10.2 ; EDTA 0.94 mmol/L

4- Ransod XO: 80 U/L

5- Ransod standart: 5.4 U/mL

SOD aktivitesi ol¢iimii icin, 0.5 mL tam kanin eritrosit paketi alindi ve hacmi
soguk distile su ile 2 mL' ye tamamlandi. Bu karisim +4 °C de 15 dakika bekletilerek
hemolizat elde edildi. Hemolizat 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 25 kez sulandirildi.
Boylece ilk basta alinan 0.5 mL tam kan 100 defa sulandirilmis oldu. Deney 37° C' lik
sartlarda gerceklestirildi.
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Cizelge 3. 1. Eritrosit SOD Aktivitesinin Olciimii, Deneyin Yapilist

Ayira¢ Korii Standart Ornek
Fosfat tamponu 25 uL - -
Diliie hemolizat - - 25 uL
Standart - 25 uL -
Substrat 850 uL 850 uL 850 uL
Karistirildi.
Ksantin Oksidaz 125 uL 125 uLL 125 uL

Tipler karistirildi ve 30 saniye bekledikten sonra her bir tiip i¢in spektrofotometrede
505 nm dalga boyunda absorbans sifirlandi ve tam 3 dakika sonra son absorbans
kaydedilerek AA/dk hesaplandi. SOD aktivitesi, iki seri standart ¢ozeltisi hazirlanarak
elde edilen standart egri grafigi iizerinden kit katalogunda tarif edildigi gibi hesaplandi.

Sonuglar gram hemoglobin bagna iinite olarak verildi (U/g Hb).

3.8. 5. Eritrosit GSH-Px Aktivitesinin Ol¢iimii

GSH-Px aktivitesi kit (Ransel) kullanilarak ol¢iildii. GSH-Px enzimi,
glutatyonun (GSH) kiimenhidroperoksit tarafindan oksidasyonunu katalizlemektedir.
Meydana gelen okside glutatyon, glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda hizla
rediikte olurken aym anda NADPH okside olarak NADP* ’ ye doniismektedir. Bu
esnada 340 nm deki absorbans azalmasi1 (AAbs) GSH-Px aktivitesi ile dogru orantilidir.

Avyiraclar:

1. Ransel ayiragc: GSH (4 mmol/L), GR (= 0.5 U/L) ve NADPH (0.34 mmol/L)

2. Ransel tampon: 4.3 mmol/L EDTA iceren 0.05 molar fosfat tamponu (pH:7.2)

3. Ransel kiimenhidroperoksit: 0.18 mmol/L

4. Ransel sulandirici ayirag

5. Double Drabkin ayiraci: 50 mg potasyum siyanid ve 200 mg potasyum ferri siyanid

ve 1 g sodyum bikarbonat tartilarak hacim distile su ile 500 mL’ ye tamamlandi.
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Denevin Yapilist:

GSH-Px aktivitesinin 6l¢timii icin, 50 puL. tam kan 1 mL Ransel sulandirici
ayira¢ ile seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten sonra 1 mL
Double Drabkin ayiraci ile karistirildi. Bu karisim en gec 20 dakika i¢inde kullanildi. 1
mL Ransel ayiraci iizerine yukaridaki karisimdan 20 uL konuldu. 37 °C lik su
banyosunda 5 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baglatmak igin {izerine
kiimenhidroperoksit ¢ozeltisinden 40 uL ilave edildi. Tam 1 dakika sonra baslangic
absorbans1 kaydedilerek siire baslatildi. 1. dakika ve 2. dakikada absorbanslar
kaydedildi ve dakikadaki absorbans azalmasi (AAbs/dk) hesaplandi. Kor olarak calisma
cozeltisine Ornek yerine 20 pL distile su konuldu. Absorbans oOl¢iimleri

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda yapildi.

Hesaplanma:

Numune aktivitesi kor aktivitesinden ¢ikarildi ve ¢ikan sonug 41 ile carpildi.
U/L enzim aktivitesini veren bu deger numunenin Drabkin ayiraci ile 6lciilmiis g/L
cinsinden hemoglobin degerine bdéliinerek hesaplandi (Ref;Ransel kit).

Sonuglar gram hemoglobin bagna iinite olarak verildi (U/g Hb).

3. 8.6 Serum Paraoksonaz Aktivitesinin Olciimii

Paraoksonaz aktivitesi Ol¢climii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) tanimladigi
yonteme gore yapildi. PON aktivitesinin saptanmasi amaciyla pH:10.5’da 0.05 M
glisin-sodyum hidroksit tamponu icinde 1.0 mM CaCl, ve 1.0 mM paraokson igeren 2,5
ml’lik karistma 15,62 pL serum eklendi. Paraoksona PON' un etki etmesi sonucu agiga
cikan p-nitrofenol, 25 °C’de spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda (Molar
absorbtivite katsayisi= 18,290 M"' cm™) olciildii. Paraokson’un non-enzimatik
kendiliginden hidroliz orami ayira¢ korii kullanilarak saptandi ve bu deger diisiilerek
gercek absorbans degeri elde edildi. Bir iinite paraoksonaz aktivitesi 1 dakikada 1 pmol

p-nitrofenol olusturan enzim aktivitesi olarak tamimlandi ve serum PON aktivitesi

tinite/litre (U/L) seklinde ifade edildi.
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4.8.7. Serum Arilesteraz Aktivitesinin Olciimii

Arilesteraz aktivitesi 6l¢iimii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) yontemine gore
yapildi. Reaksiyon karisimi pH:8.0’de 9.0 mM tris (hidroksimetil) aminometan/HCI
tamponu i¢inde 0.9 mM CaCl, ve 1.0 mM fenilasetat igeriyordu. Reaksiyon 2.5 mL
tampon/substrat ayiracina 1:3 oraninda tamponla sulandirilmis 16,66 UL numune
eklenmesiyle baglatildi. Fenilasetat’in hidrolizi ile agiga ¢ikan fenol olusumu 270 nm
dalga boyunda saptandi. 10. ve 70. saniyede absorbanslar kaydedildi ve bdylece bir
dakikada aciga cikan fenol miktar1 saptandi (Molar absorbtivite katsayisi=1310
M em™). Bir iinite arilesteraz aktivitesi; 1 dakikada 1 pmol fenol agiga c¢ikaran enzim

aktivitesi olarak tanimlandi ve serum arilesteraz aktivitesi U/L olarak ifade edildi.

3. 8. 8. Plazma E Vitamini Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Plazma E vitamini konsantrasyonu Teissier ve arkadaslarinin (1996) tanimladigi
yonteme gore HPLC ile olgiildii. Yontemde 50 pL 1siktan korunmus plazma 950 pL
HPLC grade saf methanol ile karistirildi ve 1600 x g’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra 50 pL siipernatan alinip dalga boyu 292 nm ve mobil faz (HPLC grade
methanol) akis hizi 1 mL/dakika olan HPLC’ye injekte edildi. Sonuclar a-tokoferol
standard1 (Sigma, %95’lik) ile hazirlanan standart egri grafigi ile degerlendirildi ve

mg/dL olarak verildi.

3. 8.9. Serum Total Antioksidan Kapasitenin Olciimii

Serum total antioksidan kapasitesi kit kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontemde ABTS
(2,2’- Azino-di-[3-etilbenztiazolin siilfonat]), peroksidaz ve hidrojen peroksit ile inkiibe
edildigi zaman 600 nm. de absorbans veren mavi-yesil renkli ABTS radikali olusur.
Numunenin icerigindeki antioksidan kapasite ile dogru orantili olarak renkte meydana

gelen azalma spektrofotometrik olarak olciidii.
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Cizelge. 3. 2. Serum Total Antioksidan Kapasitenin Ol¢iimii, Deneyinyapilist

Ayirac¢ Korii Standart Ornek

Bidistile H,O 20 pL. - -

Standart - 20 Ml -
Numune - - 20 uL.
Kromojen 1 mL 1 mL 1 mL

¢ Vortekslendi. 37°C’ de 5 dakika inkiibe edildi.

e 600 nm.de absorbans okundu. (Absy).
Substrat 200 pL 200 pL 200 pL

¢ Vortekslendi. Tam olarak 3 dakika sonra absorbans okundu.

( Abs)

AAbs= Abs,- Abs;

Hesaplanma:
Kit katalogunda tarif edildigi gibi yapildi. Sonuglar mmol/L olarak verildi.

3. 8. 10. Doku (Kalp, Karaciger, Bobrek ve Gastrocnemius kasi) MDA Diizeyi

Olciimii

Doku MDA diizeyi oOl¢iimii Ohkawa ve arkadaslarinin (1979) tanimladigi

yonteme gore yapildi.

Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbansi
(100 mg/dL) = nmol/mg doku.

X Standart konsantrasyonu
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Cizelge. 3. 3. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olgiimii, Deneyin Yapilisi

Ayrrac korii Standart Ornek
0.2 ml. distile su 0.2 ml standart | 0.2g. Homojenat
Sodyum dodesil siilfat 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
Asetik asit 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL
TBA 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL
Distile su 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL
¢ Vortekslendi. 60 dk kaynatildu. Buzlu suda Sogutuldu.
Distile su I mL I mL 1 mL
N-Biitanol / Piridin 5SmL SmL 5 mL
¢ Vortekslendi. 20 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi.
o Ust faz abs. 532 nm’ de kore Kkarsi okundu.

3. 8. 11 Plazma MDA Diizeyi Olciimii

MDA diizeyi 6lciimii Young ve arkadaslarinin (1991) tanimladigi yonteme gore
yapildi. Yontem, tiyobarbiturik asit ile lipit peroksidasyonunun son {iiriinii olan MDA’
nin asidik ortamda yiiksek 1simnin etkisi ile pembe renkli kompleks olusturmasi
prensibine dayanir. Analiz Shimadzu LC-10AT model  yiiksek basinghi sivi
kromatografi (HPLC) cihazi ile yapildi. Plazma MDA analizinde asagidaki 6zellikler
kullanildi.

Mobil faz bilesimi: % 50 metanol (HPLC grade)

% 50 25 mM fosfat tamponu (pH:6.5)
Mobil faz akis hizi: 0.8 mL/dk

Kolon: 10 cm uzunlugunda, 10 mm ¢apinda C18 kolon kullanildi.

Dalga boyu: 532 nm
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Deneyin vapilist :

Kor, numune ve standart tiiplerinin her birine 500 pL 0.36 M fosforik asit
(H3POy), 500 uL 0.44 M tiyobarbitiirik asit, 900 uL distile su ve 50 uL sirasiyla, distile
su, serum veya standart eklendi. Reaksiyon karigsimi 100° C’ de 1 saat inkiibe edildi. Su
banyosundan ¢ikarildiktan sonra 10 dk 4° C’ de sogutuldu. Bu reaksiyon karistmindan
400 pL almarak iizerine 720 uL metanol (HPLC grade) ve 80 uL 1 M sodyum hidroksit
eklendi. 1500xg" de 10 dk santrifiij edildikten sonra metanol fazindan 50 pL alinarak
HPLC’ ye enjekte edildi.

Hesaplanma :

0.5, 1, 2, 4 nmol/mL’ lik konsantrasyonlarda hazirlanan 1,1',3,3'-
tetraetoksipropan standartlar1 ile calisilarak standart egri grafigi ¢izildi. Yaklasik
4.dakikada goriilen MDA pikinin alanina karsilik gelen deger standart egri grafiginden
bulunarak konsantrasyon hesaplandi ve serum MDA diizeyi nmol/mL seklinde ifade

edildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme icin SPSS (Statistical Packages of Social Sciences for
Windows Standart Version 11.0) paket programi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama
(ort) + ortalamanin standart hatasi1 (SEM) olarak verildi. Gruplar arasindaki farki
karsilastirmak icin Kruskal Wallis testi yapilarak p<0.05 olanlara Mann-Whitney U
testi uygulandi. Testlerde p<0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. SONUCLAR

Kontrol + Taurin grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda yem alimi
(swrasiyla 24 + 1 g/24s ve 19 £ 1 g/24s, p<0.01) ve sivi aliminda (sirasiyla 45 + 1
mL/24s ve 38 £ 2 mL/24s, p<0.05) anlamli bir artig saptanirken serum TG diizeyinde
ise anlaml bir azalma saptandi (sirasiyla 60 + 5 ve 85 £ 9 ve, p<0.05). Ayrica bu
grupta viicut agirhigi, serum insiilin, kan glukoz, TK ve HDL-K diizeyinde anlaml1 bir
degisim bulunmadi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna gore, yem alimi (sirasiyla 30 + 3 g/24s ve
19 £ 1 g/24s, p<0.05), s1v1 alimi (sirasiyla 83 + 13 mL/24s ve 38 + 2 mL/24s, p<0.05),
kan glukoz (sirasiyla 277 + 11 mg/dL ve 134 + 7 mg/dL, p<0.01), serum TK (sirasiyla
165 = 6 mg/dL ve 127 = 5 mg/dL, p<0.01) ve serum TG (sirasiyla 115 £ 3 mg/dL. ve 85
+ 9 mg/dL, p<0.05) diizeylerinde anlaml1 bir artis, viicut agirhigi (sirasiyla 315 £ 11 g ve
344 + 3 g, p<0.05) ve serum insiilin diizeyinde ise anlamli bir azalma saptandi
(sirasiyla 24.57 + 1.60 mIU/mL ve 31.0 + 0.41 mIU/mL, p<0.05). Ayn1 zamanda bu
grupta serum HDL-K diizeyinde (37 + 2 mg/dL ve 46 + 2 mg/dL, p<0.01) anlamli bir
azalma saptandi.

Yem, s1v1 alimi ve viicut agirliginda Diyabet + Taurin grubunda diyabet grubu
na gore anlaml bir degisim gozlenmezken, insiilin diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli artig (sirasiyla 49.71 + 6.07 mIU/mL ve 24.57 + 1.60 mIU/mL, p<0.01) ve kan
glukoz diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (sirasiyla 248 + 34
mg/dL ve 277 + 11 mg/dL, p<0.05) (Cizelge 4.1.). Ayn1 zamanda bu grupta serum TK
(swrasiyla 121 = 5 mg/dL ve 165 + 6 mg/dL, p<0.01), serum TG (sirasiyla 68 + 4 mg/dL.
ve 115 + 3 mg/dL, p<0.01) diizeylerinin istatistiksel olarak anlaml1 derecede daha diisiik
oldugu bulundu. HDL-K diizeyinde ise anlamli bir degisim saptanmadi (Cizelge 4. 2.).
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Sekil 4. 1. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda sekiz
haftalik periyotta meydana gelen viicut agirligi degisimi.
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Sekil 4. 2. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda sekiz
haftalik periyotta meydana gelen kan glukozu degisimi.
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Cizelge 4. 1. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin
gruplarinda yem, s1vi alimi,viicut agirligi, glikoz ve insulin degerleri (Ort £ SEM).

Parametre Kontrol Kontrol+Taurin Diyabet Diyabet+Taurin
Yem alimi
(g/24s) 19+£1 24 +1°° 30 £ 3% 26 +2
S1vi alimi
(mL/24s) 38+2 45 + 1% 83 + 13" 85+9
Viicut Agirhig
(2) 341 £7 344 £3 315+ 11 304 £ 4
Glukoz
(mg/dL) 134 +7 129 +2 277 + 11 248 + 34
Insiilin
(mIU/mL) 31.0£0.41 27.8 £1.86 24.57 + 1.60°  49.71 £6.07""

*: Kontrol grubu ile karsilastirma. b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01

Cizelge 4. 2. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda
kolesterol, trigliserit ve HDL-Kolesterol seviyeleri (Ort £ SEM).

Parametre Kontrol Kontrol+Taurin Diyabet Diyabet+Taurin

Total
Kolesterol 127 +5 123+ 10 165 + 6% 121 + 5%
(mg/dL)

Trigliserit
(mg/dL) 85+9 60 + 5~ 115 + 3% 68 + 4°*

HDL-
Kolesterol 46 +2 41 2 37 + 2% 47 +2
(mg/dL)

* . Kontrol grubu ile karsilastirma b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Kontrol + Taurin grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum TAOK
(swrasiyla 1.96 = 0.59 mmol/L ve 0.98 + 0.43 mmol/L , p<0.05) ve serum E vitamini
diizeylerinde (11.61 + 0.64 mg/dL ve 8.14 + 1.47 mg/dL, p<0.05) anlaml bir artis
saptandi.

Diyabet grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda eritrosit GSH-Px (sirasiyla
21.5 + 0.5 U/mL ve 14.0 + 1.7 U/mL, p<0.05) ve eritrosit SOD (sirasiyla 2954 + 193
U/g Hb ve 2272 + 214 U/g Hb, p<0.05) aktiviteleri istatistiksel olarak yiiksek bulundu.
Ayrica bu grupta serum E vitamini diizeyleri (sirasiyla 14.54 + 1.2 mg/dL ve
8.14 + 1.47 mg/dL, p<0.05) anlamli sekilde daha yiiksek saptanirken, serum TAOK
diizeylerinde ve E vit/TK oraninda anlamli bir fark saptanmadi. Diyabet + Taurin grubu
diyabet grubu ile karsilastirildiginda eritrosit GSH-Px (sirasiyla 24.4 + 3.6 U/mL ve
21.5 + 0.52 U/mL, p<0.05), eritrosit SOD aktivitesinin (sirastyla 3679 + 335 U/g Hb ve
2954 + 193 U/g Hb, p<0.01), serum TAOK diizeyinin (sirasiyla 1.30 + 0.34 mmol/L ve
1.13 £ 0.34 mmol/L, p<0.05) ve E Vit/TK oraninin ( sirastyla 4.85 + 0.33 pmol/mmol
3.42 £ 0.26 umol/mmol, p<0.05) istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
saptandi. Fakat serum E vitamini diizeyinde ise anlaml1 bir degisim saptanmadi (Cizelge

4.3.).
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Cizelge 4. 3. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda
eritrosit glutatyon peroksidaz, eritrosit siiperoksit dismutaz aktiviteleri, E vitamini
seviyeleri ve serum total antioksidan kapasite diizeyleri (Ort £ SEM).

Parametre Kontrol Kontrol+Taurin Diyabet Diyabet+Taurin

Eritrosit GSH-

Px 140+1.7 189+1 21.5+0.5" 24.4 +3.6"
U/mL

Eritrosit SOD

(U/g Hb) 2272 +214 3116 + 444 2954 + 193 3679 + 335"
Serum TAOK

(mmol/L) 0.98 +0.43 1.96 +0.59* 1.13£0.34 1.30 + 0,34
E vitamini

(mg/dL) 8.14 + 1.47 11.61 +0.64 1454 1.2 15.17+0.81
E vitamini /TK

(umol/mmol)  2.61 +0.45 3.55+0.21 3.42 +£0.26 4.85 + 0.33"

* . Kontrol grubu ile karsilastirma b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01

Kontrol + Taurin grubunda kontrol grubuna gore PON aktivitesi ve arilesteraz
aktivitesinde anlaml bir fark saptanmadi. Diyabet grubunda kontrol grubuna gére PON
aktivitesi (swrasiyla 77 + 3 U/L ve 101 + 7 U/L, p<0.05) ve arilesteraz aktivitesi
(sirastyla 42 + 5 U/L ve 63 + 33 U/L, p<0.05) anlaml olarak azaldi. Diyabet + Taurin
grubu ile diyabet grubu karsilagtirildiginda ise PON aktivitesinde (sirasiyla 143 + 14
U/L ve 77 + 3 U/L, p<0.01) ve arilesteraz aktivitesinde (sirasiyla 61 +4 U/L ve 42 + 5
U/L, p<0.05) istatistiksel olarak anlamli bir artis saptand1 (Cizelge 4. 4.).

Kontrol + Taurin grubunda kontrol grubuna gore kalp (sirasiyla 196.75 + 12
nmol/mg doku ve 257.92 + 22.2 nmol/mg doku, p<0.05), kas (sirasiyla 145.39 + 9.87
nmol/mg doku ve 193.52 + 8.4 nnmol/mg doku, p<0.05), karaciger (sirasiyla 181.35 +
11.12 nmol/mg doku ve 227.07 = 15.5 nmol/mg doku, p<0.05), bobrek (sirasiyla
266.18 + 7.43 nmol/mg doku ve 342.34 + 27.92 nmol/mg doku, p<0.05) ve plazma
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(sirastyla 0.82 + 0.07 nmol/mL ve 1.29 + 0.12 nmol/mL, p<0.05) MDA diizeylerinde
anlaml derecede azalma saptandi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna gore kalp (sirastyla 349,62 + 22,77 nmol/mg
doku ve 257.92 + 22,2 nmol/mg doku, p<0.01) (Sekil 4. 3A), kas (sirasiyla 322.69 +
19.64 nmol/mg doku ve 193.52 + 8,4 nmol/mg doku, p<0.01) (Sekil 4. 3B), karaciger
(sirastyla 285.18 + 13.66 nmol/mg doku ve 227.07+ 15.5 nmol/mg doku, p<0.05) (Sekil
4. 3C), bobrek (sirastyla 463.08 + 23.02 nmol/mg doku ve 342.34 + 27.92 nmol/mg
doku, p<0.05) (Sekil 4. 3D) doku MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artig
saptandi. Ayn1 zamanda bu grupta plazma MDA diizeylerinde de istatistiksel olarak
anlaml derecede artis saptandi (sirasiyla 1.67 + 0.08 nmol/mL vel,29 + 0.12 nmol/mL,
p<0.01) (Sekil 4. 4.).

Diyabet + Taurin grubu ile diyabet grubu karsilastirildiginda kalp (sirasiyla
214.51 £ 19.77 nmol/mg doku ve 349.62 + 22.77 nmol/mg dL, p<0.01), kas (sirasiyla
237.75 £ 23.61 nmol/mg ve 322.69 + 19.64 nmol/mg, p<0.05), karaciger (sirasiyla
171.85 £ 16.43 nmol/mg doku ve 285.18 + 13.66 nmol/mg doku, p<0.01) bobrek
dokularinda (sirasiyla 403 + 28.0 ve 463.07 £ 23.02, p<0.05) ve plazma (sirasiyla 1.28
+ 0.04 nmol/mL ve 1.67 + 0.07, p<0.01) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
azalma saptandi (Sekil 4. 3, Sekil 4. 4).

Cizelge 4. 4. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda
serum paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri (Ort + SEM).

Parametre Kontrol  Kontrol+Taurin Diyabet Diyabet+Taurin
PON (U/L) 101 +7 137 £ 11 77 + 3% 143 + 14°
A_rilesteraz

(U/L) 63 + 33 67 + 1 42 + 5% 61 + 4%

* . Kontrol grubu ile karsilastirma b, Diyabet grubu ile karsilagtirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 4. 3. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda, kalp
(3A), kas (3B), karaciger (3C) ve bobrek (3D) MDA diizeyleri.

* . Kontrol grubu ile karsilastirma b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 4. 4. Kontrol, Kontrol + Taurin, Diyabet ve Diyabet + Taurin gruplarinda, plazma
malondialdehit diizeyleri.

* . Kontrol grubu ile karsilastirma b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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5. TARTISMA

Bu calismada STZ-nikotinamit ile tip 2 diyabet olusturulmus sicanlarda yem,
stvi aliminda, kan glukoz ve serum TG, TK diizeylerindeki artis, viicut agirhif ve
insiilin diizeylerinde goriilen azalma diyabet tablosunun olustugunu yansitan bulgular
olarak yorumlandi. Bu calismada diyabet grubuna taurin verildiginde diyabet grubuna
gore insiilin diizeyinde anlamli artis ve buna paralel olarak kan glukoz diizeyinde de
anlaml diizeyde azalma oldugu saptandi. Farkli ¢calismalarda diyabette taurin ilavesinin
artmis kan glukozunu azalttigi (Anuradha ve Balakrishnan 1999, Nakaya ve ark. 2000 )
ve azalmis insiilin sekresyonunda artisa neden oldugu bildirilmistir (Nandhini ve
Anuradha 2002). Bu calismada kan glukoz ve insiilin diizeylerinde gozledigimiz
degisiklikler taurinin hipoglisemik ve insiilin diizeyini artirma o©zelligi oldugunu
gosteren calismalarla uyum gostermektedir.

Diyabette saptanan lipit ve lipoprotein diizeyinde gozlenen artislar ateroskleroz
olusma riskini arttirabilecek faktorlerden biri olarak diisiiniilmektedir. Yapilan pek cok
calismada diyabette lipit diizeylerinin artti1 belirtilmistir ( Steiner 1999, Hansen 2001,
S6zmen ve ark. 2001, Michael ve ark. 2002). Bu ¢alismada da diyabet grubunda kontrol
grubuna gore serum TK ve TG diizeylerinde gozlenen artis bu konuda yapilan
calismalar ile uyum gostermektedir (Steiner 1999, S6zmen ve ark. 2001). Diyabette
gozlenen serum TG ve TK diizeylerindeki artisin nedeni insiilinin, hormona duyarli
lipaz enzimini inhibe etmesinden kaynaklanabilecegi gibi periferal depolardan serbest
yag asitlerinin mobilizasyonundaki artisindan da kaynaklanabilir. Hem Kontrol +
Taurin hem de Diyabet + Taurin gruplarinda TK ve TG diizeylerinde gozlenen
azalmalar taurinin hipolipidemik ©zelligini belirten caligmalarla uyumludur (Birdsall
1998, Militante ve Lombardini 2004). Bilindigi gibi safra asitlerinin konjugasyonunda
taurin 6nemli bir role sahiptir. Safra asitleri, taurin ve glisinle konjuge edilerek
kolesteroliin viicuttan uzaklastirilmasini saglar. Dolayisiyla taurin ve glisin gibi amino
asitlerin varlig1r ya da miktar safra yolu ile uzaklastirilacak kolesterol icin onemli rol
oynamaktadir. Bu calismada hem kontrol hem de diyabet grubunda taurin ilavesi
sonucu serum TG ve TK diizeylerinde gozlenen azalma taurin ilavesi ile daha fazla
kolestroliin taurin konjuganti olarak viicuttan uzaklasirilmasi sonucu olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Lipit peroksidasyonunun en Onemli gostergelerinden biri MDA diizeylerinde
gozlenen degisikliklerdir (Janero 1990, Sabari ve ark. 2002). Plazma ve doku MDA
diizeyleri Ol¢iimii bu amacgla kullanilan parametrelerden biridir. Calismada diyabet
grubunda hem plazma hem de doku MDA diizeylerinde saptanan artislar bu konuda
yapilan ¢alismalarla uygunluk gostermektedir. MDA diizeylerinde bulunan artis serum
lipit diizeyleri ve/veya yetersiz antioksidan savunma sonucu gelisebilir. Diyabet
grubunda saptanan hiperlipidemi, lipit peroksidasyonu ig¢in lipitlerin substrat olarak
kullanilmasina neden olabilir ki bu da MDA diizeylerinde gordiigimiiz artisi
desteklemektedir (Petty ve ark. 1990). Kontrol + Taurin ve Diyabet + Taurin
gruplarinda hem plazma hem de doku MDA diizeylerinde saptanan azalma taurinin
hipolipidemik etkisini yansitmaktadir. Deney hayvanlar1 ile yapilan caligmalarda
taurinin bir antioksidan olarak kalp, karaciger gibi dokular1 toksik ajanlara karsi
korudugu ve MDA diizeylerinde azalmaya neden oldugu belirtilmektedir (Nakashima
ve ark. 1982, Azuma ve ark. 1987, Wang Q ve ark. 1991). MDA diizeylerinde saptanan
azalma ve K + T grubunda serum TAOK diizeylerinde gozlenen artis ayni zamanda
taurinin antioksidan 6zellige sahip oldugunu belirten calismalari da destekler
niteliktedir.

Oksidatif stres prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlarin
lehine bozulmasi sonucu olusan bir tablodur. Oksidatif stresten korunmak i¢in viicutta
antioksidan enzim sistemleri ve vitaminler ©6nemli role sahiptir. Antioksidan
enzimlerden biri olan PON, HDL-K’iin bir bileseni olup, gerek HDL’nin
aterosklerozdan  koruyucu etkisine katkida bulunarak, gerekse lipoprotein
peroksidasyonunu onleyerek aterosklerotik siirecte koruyucu rol oynayan bir enzimdir.
PON’un ateroskleroz gelisiminde ilk basamak olan LDL oksidasyonunu onledigi veya
azalttigr diisiiniilmektedir (Watson ve ark. 1995, Navab ve ark. 1997, Mackness ve ark.
1998). PON ayrica HDL’yi de oksidasyondan korur. Deneysel ve klinik olarak yapilan
calismalarda serum paraoksonaz aktivitesinin diyabette azaldig belirtilmistir (Patel ve
ark. 1990). Mackness ve ark. 1998 diyabette azalan paraoksonaz aktivitesinin HDL’ nin
glikasyonu yiiziinden olabilecegini belirtmislerdir. Abbott ve ark. (1995) diyabetik
HDL’ nin kompozisyonal olarak anormal oldugunu ve bu anormalligin PON’ in HDL’
ye baglanmasimi etkileyebilecegini ve PON’ da konformasyonel bir degisime yol

acabilecegini belirtmislerdir. Bu calismada diyabet grubunda kontrol grubuna gore
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PON aktivitesinde saptanan azalma s6z konusu calismalarla paralellik gostermektedir.
Diyabet grubuna taurin ilavesi yapildiginda PON ve arilesteraz aktivitesinde gbzlenen
artisin diyabette taurinin artmis lipit peroksidasyonunu azaltmasi sonucu olabilecegini
diisindiirmektedir. Ciinkii lipit peroksidasyonunun artmasi1 PON aktivitesinde azalmaya
neden olur. Aym1 zamanda arilesteraz aktivitesinde de gozlenen artig taurinin, enzim
sentez miktarini da etkiledigini diisiindiirmektedir.

Hiicreyi serbest radikallerin toksik etkilerine kars1 koruyan SOD, KAT ve GSH-
Px’ enzim aktivitelerinin diyabette degismedigi, azaldig1i ya da arttifina ait farkh
calismalar saptanmistir (Murakami ve ark. 1989, Collier ve ark. 1990, Jos ve ark. 1990,
Jain ve Mc Vie 1994, Rahbani-Nobar ve ark. 1999, Steiner 1999, Bonnefont ve ark.
2000, Schafer ve ark. 2001, So6zmen ve ark. 2001, Atalay ve Laaksonen 2002,
Seghrouchi ve ark. 2002, Colak ve ark. 2005, Kaviarasan ve ark. 2005, Komosinska-
Vassev ve ark. 2005).

Bu calismada diyabet grubunda kontrol grubuna gore eritrosit GSH-Px ve SOD
enzim aktivitelerinde anlamli diizeyde bir artis oldugu bulundu. Enzim aktivitelerinde
saptanan artig, diyabette artmis lipit peroksidasyonuna karsi gelismis bir cevap olarak
diistiniilebilir. Diyabet + Taurin grubunda diyabet grubuna gére GSH-Px ve SOD
aktivitesinde saptanan artis taurinin bir antioksidan olarak bu enzim aktivitelerini
arttirma yoniinde etki gosterdigini diisiindiirmektedir.

Diyabette artmis oksidatif stres diyabetin bir ¢ok komplikasyonlarina zemin
olusturacagi i¢in oksidatif strese karsi korunmada vitamin diizeylerinin de 6nemli bir
rolii bulunmaktadir. Bu vitaminlerden biri olan E vitamininin, LDL’ yi oksidasyondan
koruyarak diyabette ateroskleroza karsi onemli bir koruyucu faktoér oldugu belirtilmistir
(Khalil 2002). E vitamini cok giiclii bir antioksidandir ve hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal hasarindan
korudugu gibi serbest radikalleri de “scavenger” etkisi ile ortadan kaldirir. Lipit
peroksidasyonu zincir reaksiyonlarmni sonlandirdigl icin zincir kirict bir antioksidan
olarak da bilinir. LDL partikiillerinde bol miktarda bulunan E vitamini, LDL’ nin
oksidasyondan korunmasinda ¢ok onemlidir ve bu partikiildeki tiim E vitamini deposu
tikenmeden oksidasyonun baglamadigi bildirilmistir. Ayrica LDL’ deki E vitamini
depolarmin gerek in vitro gerekse diyetsel olarak arttirilmasi ile LDL’ nin oksidasyona

direncinin belirgin olarak arttifi gosterilmistir. Literatiir incelemelerinde deneysel ve



49

klinik diyabette plazma E vitamini diizeylerinin, arttig1, azaldig (Ceriello ve ark. 1998,
Jennifer ve Faffly 2001) ya da degismedigi (Garg ve ark. 1996) belirtilmistir. Bu
calismada diyabet grubunda E vitamini diizeylerinde kontrol grubuna goére saptanan
artis diyabette gozlenen hiperlipidemi sonucu olabilir. Ciinkii E vitamini baslica
LDL’nin yapisinda tasinan ve lipit diizeylerindeki artistan etkilenen bir vitamindir. Bu
calismada Diyabet + Taurin grubunda diyabet grubuna gére E vitamini ve lipit oranina
bakildiginda artis saptanmasi, taurinin lipit basina diisen E vitamini diizeyini arttirarak
LDL’yi oksidasyona kars1 korumada etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak  bu calismada taurinin antihiperlipidemik, antihiperglisemik
ozellige sahip olmasinin yaninda bir antioksidan olarak tip 2 diyabette artmis oksidatif
strese kars1 korunmada onemli bir rolii oldugu ve diyabet tedavisini destekleyici olarak

kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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