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ONSOZ

Diabetes Mellitus (DM) terimi, insulin sekresyoneya inslin Gretiminin aksamasi
sonucu olgan karbonhidrat, y@a ve protein metabolizmalarinin bozukluklaeklinde
karakterize edilen ¢oklu etiyolojili bir hastalikagak ifade edilir. Hipergliseminin reaktif
oksijen tdrlerinin (ROS) Uretiminin ve yikimininaaindaki dengeyi boz@u ve oksidatif
strese proteinlerin glikasyonu ve glikozun otodksiyonuyla ROS uretimindekgia artis
gibi ¢ssitli  mekanizmalar tetikle@ii ortaya cikmgtir. Bu tdr deisimler hicre
organellerinde ve membranlarinda biyomolekiler gideetahribata sebep olabilmektedir.
Oksidatif stres gibi cgtli nedenlerle Asimetrik Dimetilarginin (ADMA) dieylerinin
yukselmesi, ndronal Nitrik oksit sentazi (nNNOS) ibeh ederek postprandiyal insilin
duyarliligini bozmaktadir. Bu nedenle bu galada diyabet okiurulan ratlarda lipid
peroksidayonunun goéstergesi olan MDA dizeylerARMA, NO, TAK duzeyleri ve kan
sekeri diizeyi arasindaki gkinin incelenmesi amaclangtir.

Bu calsma Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arema Projeleri Birimi
tarafindan; VTF-12030 kodlu “Deneysel Diyabet @uwulan Ratlarda Asimetrik
Dimetilarginin, Nitrik Oksit Ve Total Antioksidan #&pasite Duzeylerinin Olgilmesi”

isimli ve proje kapsaminda desteklenerek gergékileni stir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR D

ADMA: Asimetrik dimetilarginin
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NOS: Nitrik oksit sentaz

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz
SAM: S-adenozilmetiyonin

PRMT: Protein argininmetiltransferaz
DDAH: Dimetilarginindimetilaminohidrolaz
TNF- o: TUmor nekroz faktor alfa

mAch: Muskarinik Asetilkolin

NNOS: Noral Nitrik oksit sentaz
RS-NO: NO redoksekli, S-nitrozotiol
cNOS: Yapisal nitrik oksit sentaz
iINOS: indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
FMN: Flavinmononukleotid

FAD: Flavinadenindinukleotid
BH4:Tetrahidrobiyopterin

IL-1: Interl6kin-1

TNF: Tumor nekroz faktori

IFNy: interferon

IZiNI



MIF: Migrasyon inhibitor faktor

TGRB: Transforminggrowthfactor

TCAA: Triklorasetik asit

TBA: Tiyobarbitirik asit

ABTS: 2,2’-azinobis-3-ethylebenzothiazoline-6-sulfte
HX-Fe+: Metmiyoglobin

PKC: Protein Kinaz C
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1.GiRIS

Son yillarda yapilan c¢amalar, artmy serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun, bircok hasgah patogenezinde rol afgni gostermektedir. Miyokard
enfarktiist gibi kardiyolojik hastaliklar, norolojikastaliklar, astim, romatoid artrit gibi
romatolojik hastaliklar, kanser vegj@nma dahil bircok hastgin oksidatif stres ile ifikisi
gOsterilmitir (Hasanglu ve ark 1994, Ozenirler ve ark 1994, Engin v&aAl2000, Engin
ve ark 2003, Engin ve ark 2005,Yardim-Akaydin vk 2004 , Yardim-Akaydin ve ark
2006).

Diabetes mellitus, giinimuaz insaniniam@ sartlarindan dolayi tim dinyada hizla
yayilan, yiksek mortalite ve morbidite riskisigan bir hastaliktir. Yapilan caimalarda
deneysel olarak diyabet glurulan ratlarda ve diyabetik hastalarda serbegtijerk
radikallerinin ve lipid peroksidasyonun 6nemli degde artfi ve oksidatif stresin diyabet
etiyolojisinde ve ilerlemesinde roll olgw bildirilmistir (Pitkanen ve ark 1992). Bunlara
ilave olarak, uzamgioksidatif stresin ve antioksidan kapasitede garidesisikliklerin,
diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya gikile de iliskili olabilecesi aragtirmacilar
tarafindan vurgulanmaktadir (Van Dam ve ark 199%kd® ve ark 2003). Bu nedenle bu
calismada, streptozotosin ile diyabet glirulan ratlarda artrgioksidatif stresle beraber
serum asimetrik dimetilarginin (ADMA), nitrik oksiiNO) ve total antioksidan kapasite

(TAK) diuzeylerindeki dgisiklikleri arastirmay1 amacladik.
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1.1. Diyabet

Diyabet; hiperglisemi, dislipidemi, glikozuri ve hiara glik eden bir¢ok klinik ve
biyokimyasal bulgu ile seyreden sistemik kronik imetabolizma hastgidir (Calskan ve
ark 2006, Song ve ark 2004, Mesa ve ark 2006).

Diyabet akut metabolik komplikasyonlarinin yantrasiuzun dénemde vaskiiler,
renal, retinal ya da néropatik bozukluklara yol ggarken mortalite riski yiksek, yaygin
bir hastaliktir (Farhangkhoee ve ark 2006, Haf2@06, Huanga ve ark 2006).

Tum diyabet vakalarinin ytzde 80'ini guran Tip Il diyabet (insiline kgamli
olmayan diyabet “NIDDM”)’in toplumumuzdaki silginin yizde 2-5 civarinda olgu
tahmin edilmektedir. Ozellikle yam tarzi biyuk 6lciide daikli ge usrams ulkemiz gibi
endustrilgmekte ve getimekte olan Ulkelerde Tip Il diyabetin gorilme siklner gecen
gun artmaktadir (Baiacik 1997, Schernthaner 1996, Molnar 2004, Hiayde ark 2006).

Diyabet hastafiinda, organizmada pankreaginhicrelerinin insulin yapma ve
salgilama giictu azalmakta veya yok olmakta ve bdaema ek olarak, dokularin insiline
olan cevabindaki dizen bozulmaktadir. Bu diizemksigtinucu, organizma, besinlerden
gelen karbonhidratlari, proteinleri vegari normal birsekilde kullanamamaktadir. Sonug
olarak kandakiseker ve 0Ozellikle glikoz dizeyi yukselmektedir (Miaetti ve ark 2006,
Fanelli ve ark 2006).

Beslenme esnasinda, sindirim sistemine karbonhigwatein, lipid seklinde bir
yakit aksl balar. Bu maddeler sindirim sisteminin sgi bolimlerinde kendilerini
olusturan birimlere parcalanarak emilirler. Daha sonbayrsak duvarlarini sgp kan
dolasimina katilirlar ve kan yoluyla viicudun batin hieree da&ilirlar. Karbonhidrat
sindiriminin  son drind glukozdur;  bunun ©6nemli dwsmi glikojene dorgerek
karacgerde ve kaslarda depolanir. Yemek aralarinda vé&cetji intiyacini bu depolardan
s&lar. Burada, sindirim olayinin tersingayen bir stre¢ s6z konusudur. Glikojen, kendini
olusturan glikoz birimlerine ayrilarak kana salinir baradan da organlara ve hicrelere
gonderilir ( Roden ve Bernroider 2003, UgochukwiBabady 2003).
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Depolardan hucrelere, hicrelerden depolara yongliknz metabolizmasini hem
dizenleyen hem de ybneten bir hormon sistemi vakdirbonhidratlarin sindiriminden,
enerjinin yonetiminden sorumlu hormon ise insilindnsulin, bir ic salgi bezi olan

pankreas tarafindan uretilir (Ceddia ve ark 2008ng ve ark 2006).

Pankreas onemli fonksiyonlari olan bir organdylevierinden ikisi, 6zellikle cok
onemlidir. Bunlardan ilki, besinlerin sindirimi itibgzirsaklara cgtli enzimler iceren bir
salg! salgilamaktadiikincisi ise, “Langerhans adaciklar’” denen hicren&diklerindeki
“beta” (B) hdcrelerinden insulin, “alfa” of hicrelerinden glukagon salgilayarak kana
aktarmakdir. Bu iki hormon ortalda calgirlar; dokulardakseker tiiketimini denetlerler ve
dizenlerler (Tura ve ark 2006, Zhao ve ark 2006).

Besinler, Ozellikle de glikoz, sindirim sistemindkana gecince pankreas da kana
insulin salgilar. Aslinda pankreas ¢ok 6nce, ddlk®@g kana ulamadan ¢abmaya balar.
Yemek masaya kon@u anda, gérme yada koklama duyusu yoluyla gudulgeigoyulur.
Instilin, karagiere ve kaslara glikozlaseamanli olarak ukar; buyik bir hizla, glikozun

glikojen seklinde depolanmasinda anahtar gorevini UstlemtefBen ve Shulman 2006).

Insilin organizma hiicrelerinin gonu etkiler. Bir hiicrenin insilin tarafindan
etkilenebilmesi icin, hiicre membraninda insuliremérlerinin bulunmasi gerekimsdulin
hiicre icine girmeden, hicre membranindaki resepb@anir ve bu bglanti sonucu,
reseptorun hicre ici kisimlarindaki tirozin amintdas ATP’den fosfat radikalleri alarak
tirozin fosfat olgturur. Tirozinlerin fosforilasyonu sonucu, resepgdruyarilir ve bir
tirozin kinaz olarak ¢cadip, hiicre icinde birtakim olaylarin amasina yol acar. Olaylar
hiicrelerin gorevlerine gore glgir. Karaciger hicrelerinde, insulin etkisi altindaki en
onemli olaylar arasinda, glikozun glikojene cewrillepolanmasinin artmasi, glikojenin
cozlilmesinin ve boylelikle glikozun hicresoha c¢ikabilmesinin dnlenmesi ve ska
besinlerin glikoza cevrilmesinin dnlenmesi vardas ve y& doku hiicrelerinde inslin,
hiicre icinde 6nceden yapilgrglikoz tasiyicilarinin hiicre membranina gelmeleringlsa;
boylelikle tgiyicilar glikozun kandan hiicre igerisine girmediolaylastirir (Fawcett ve
ark 2004, Duckworth ve ark 2004, Luis ve ark 2005).

Ayrica insulin, bu hiicrelerde glikozun metabolizmasrttirarak piriivata (oksijene

bagli olmayan “glikoliz”) ¢evrilmesini sglar; sonradan pirtivat oksijeneghametabolizma
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ile CO, ve HO'ya cevrilir ve bu arada enerji kayhiaATP molekulleri yeniden ortaya
cikar (Krebs siklusu). Sonug olarak insulin, glikdzandan dari ¢ikartmak, kullaniimasi
ya da depolanmasi icin organlara sokmak, kangkfer diizeyini gagl deserlere cekmek
gorevini Ustlenir. Dahasi insulin, glikozun hicrelgirmesi ve aminoasitler, gaasitleri
gibi karbonhidrat icermeyen maddelerin depolann@side calgir (Mohan ve ark 1991,
Avramoglu ve ark 2006).

Pankreas beslenme aralarinda, bir anlamda dinlesgedylir. Bu evrelerde, cok az
miktarda, glikozun yakilmasina yetecek kadar kamsiilin salgilanir. Cunkut, insdlin
anahtar gorevini yapamazsa, glikoz hicrelerin bupitkkismina giremez, dolayisiyla
yakilamaz. Bu ylzden, tam yemek sirasinda insiiiiydci Ust dizeye cikar, yemek

aralarinda ise azalir (Rane ve ark 2006).

Kanda seker diizeyi d§iince, insulin salgilanmasi azalir ve kgekeri dizeyini
arttirici hormonlar (glukagon, katekolaminler, bingl hormonu, kortizol) devreye girer.
Ardindan, depolardan glikozun kana salinimgldra iste, karbonhidrat metabolizmasini
dizenleyen bu sistemin herhangi bir nedenle bozlndhyabetin ortaya ¢ikmasina yol
acar (Altunta 2001).

1.1.1 Diyabet Tipleri

Diyabetin birgcok dgisik tipi olup, bu tiplerin olgmasinda genetik, cevresel
faktorler ve hayat tarzinin rolt vardir. Diyabegtiyolojisi ve patogenezinin giderek daha
iyi anlasiimasiyla, hastagin siniflanmasi da sirekli yenilenmektedir. Diyatetim
tiplerinde temel o6zellik hiperglisemi olmakla bkie, hiperglisemiye neden olan
fizyopatolojik mekanizma farkhidir. Hastgin gelsmesinde ana neden pankreps
hicrelerinden, insidlin  salgilanma fonksiyonundakozukluktur. Diyabetin  bazi
formlarinda mutlak instlin eksildi veya bozuk insilin salgilanmasina neden olan tjene
bir kusur varken, gier bazi tiplerinde temel 6zellik insiline kabir diren¢ olmasidir
(Emanuelli ve ark 2004, Ozata ve Yonem 2006, Rigiark 1996).

1997 IDF Kongresinde, WHO ve ADA’nin vardiklar yemniflandirmaya gore;
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1. Tip 1 Diyabet: insiilin salgilanmasinda belirgin azalma ile karakéediyabet tipidir.
Tip 1 diyabet, tum diyabet vakalarinin yaklka%7-10 kadarini kapsar ve sganin her
doneminde gortlebilir. Arlikli olarak 30 yain altinda ortaya cikar, 10-15sygrubunda
gorilme orani daha yuksektir Hasgah ilk doneminden itibaren insiulin agh veya
yoklugu kendini gosterir.insilin eksiklginin siddeti ve ortaya ciki hizi hastafin
siddetini belirler.

2. Tip 2 Diyabet: Tip 2 diyabet (DM) heterojen bir hastalik grubumlgenellikle dgisik
diuzeylerde insulin direnci, insilin salgilanmasiadalma ve glikoz yapiminda artma ile

karakterize bozukluklari kapsar (Ozata ve Yonem6200

3. Glukoz Tolerans Bozukligu (IGT): Oral glukoz yukleme testine normalden farkli
cevap veren kimselerdir. Bunlarin % 10-30'u 5-10 wgerisinde diyabete dogur
(Bagriacik 1999).

4. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)Gebelik sirasinda glikoz intoleransi gaiilir
veya var olan bozukluk, ilk defa gebelikte kendydisterebilir. Gebegin ge¢ doneminde
olusan metabolik dgsiklikler insilin direnci yaptgindan insulin ihtiyaci artabilir,
hiperglisemi veya glikoz tolerans bozuflumeydana gelebilir. Bunlarin go dosumdan
sonra normale doner. GDM ghn kadinlarda yam boyu DM gekime riski %30-60 gibi
oldukga yiiksek diizeylerdedir (Ozata ve Yonem 2006).

5. Fibro Kalkiloz Pankreopati Diyabeti (FKPD): Gelismekte olan ulkelerde gencg
insanlarda goriulen diyabet tipidir. Gegbei malnitrisyona (yardibeslenme) bdi DM
olarak adlandirilan (MRDM) bu diyabet tipi azagnyagsiz doku kitlesi, goreceli instlin
direnci ve beslenmeye gkin bozukluklar ile belirlenir. Protein eksikine bali
pankreatik diyabette pankreasta kalsifikasyon titatiinsal 2007).

6. Genclerin Eriskin Tipi Diyabeti (MODY): Siklikla 25 yaindan dnce hiperglisemi
gelismesi ve insilin etkisinde defekt olmadan bozursalinim ile karakterizedir. MODY,
Tip 2 DMin temel Ozellgi olan insdlin etkisinde defekt bulunmamasi ve
etiyopatogenezinde genetik defekt olmasi nedensgde, siniflamada ayri bir gruba dabhil
edilmistir (Unsal 2007).
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7.1laclarin ve Kimyasal Maddelerin Neden Oldgu Diyabet (Bagriagik 1999).

1.1.2. Diyabet ve Oksidan Stres

Oksidan stres oksidan uretimi, antioksidan savuroksidatif hasarin tamiri olarak
Uc komponentden ofur. Oksidan Uretiminin artmasi ve antioksidan sawvarve tamir
sistemlerinin azalmasi serbest radikal teorisirimgistergesidir (Kenneth ve ark 1998).
Serbest radikallerin zararli etkileri antioksidaavenma sistemleri tarafindan azaltilir.
Normal hizda uretilen serbest radikallere skayeterli etkinlikte antioksidan savunma
sistemleri bulunur, yani serbest radikal Uretiraiantioksidan savunma sistemleri yakta

olarak dengededir.

Oksidan stres olarak adlandirilan dengenin senaekkaller yoninde dgsmesi,
hicrenin biyokimyasini bozar. Hiucrelerin ggo hafif derecede oksidan stresi tolere
edebilir. Cunkl onarim sistemleri hasarli molekilllanir ve uzaklgtirir; yerine yeni
molekdller yapilir. Ayrica hicreler oksidan strggait olarak antioksidan savunmalarini
artirabilir. Ornggin %100 oksijen bulunan bir ortama koyulan ratlakac giin iginde olir.
Ancak hayvanlar giderek artan dizeyde oksijen katnaayonlariyla karlastiginda
akcigerler antioksidan savunmalarini artirarak uyurglesabilirler. Boylece hayvanlar
%100 oksijene dayanabilirler. Bununla birlikigddetli oksidan stres hicreleri hasara
ugratabilir, hatta oldurebilir. Antioksidanlarin am@si, serbest radikal Uretiminin ya da

geck metallerinin artmasi oksidan strese neden olaf@utteridge ve Halliwell 1994).

Diyabette butin organlarda biekilde kendini gosteren, akut olabgdigibi
genellikle kronik olan bir cok komplikasyonla kakariya kalinir. Bu duruma, serbest
radikallerin olgtugu glikoz otooksidasyonunun, protein glikasyonu veoo&sidatif
glikozillenme ile birlikte meydana gelen doku hasar yol actgi 6ne surilmektedir.
(Serafini ve Del Rio 2004)

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif g&si turleri ile olan ilgkisini
gosteren ¢cagmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metaboligmdaki dgisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, poliol yol aktivitelsipoksi ve iskemi-reperflizyon sonucu

olusan doku hasarinin serbest radikal Gretimini anggiirgBaynes ve Thorpe 1999) ve
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antioksidan savunma sisteminiggirdigi vurgulanmaktadir (Kiling ve ark 1988axena
ve ark 1993, Elmali ve ark 2004).

Poliol, U¢ veya daha fazla karbon atomu iceren, thgr alkol formunda olan
bilesiklerdir. Polioller aldoz sekerlerin rediksiyon dranddarler. Normalde glikoz
metabolizmasinda bu yol aktif gilgir. Hiperglisemide substrat agtna b&li bu yol
aktiflesir. Sorbitol, hiicre membranindan kolayca diffizanshyacgindan vaskuler doku,
noronal hicreler ve ger dokularda kolayca birikir ve hasara neden okuhifc ve ark
1988).

Glikoz enzimatik olmayan yolla proteinin amino guama b&lanarak schiff bazi
olusturmaktadir. Bu schiff baz ise daha sonra ketoaryapili amadori Urinine
donismektedir. Glikozun bu yolla proteine glanmasina enzimatik olmayan glikozillenme
veya glikasyon denilmektedir. Amadori UrUnleri 1 ¥eleoksiglukozon gibi aktif karbonil
bilesiklerine yikilmaktadir. Bu drtnler proteinlerle ksiyona girerek capraz Blar
olusturmaktadir. Boylece odan Urtnler Maillard Grunleri veya ileri glikasyoarstrinleri
(AGE) olarak adlandinimaktadir (Giardino ve arl®&9Dincer ve ark 2002).

AGE sentezi icin serbest radikallerin vgrligerekmektedir. Bu nedenle glikozun
otooksidasyonu sirasinda @& cikan slperoksit ve hidroksil radikalleri amadori
drinlerinin  AGE’lere dongiimini sglamaktadir. Glikasyon obum hizi ile glikoz
konsantrasyonu dwou orantilidir. AGE’ler normal ydanma sirasinda uzun O6murli
proteinlerin yapisinda birikmektedir(Gillery ve af®88, Dincer ve ark 2002Diger
yonden glikoz dier alfa-hidroksi aldehitler gibi enolimektedir. Olgan enedioller gegi
metallerinin katalizlenmesiyle molekuler oksijenindirgenmesine yol a¢cmaktadir. Bu
arada alfa-ketoaldehitler ve bir ¢cok oksijen turserbest radikaller ojmaktadir. Bu olay
glikozun otooksidasyonu olarak tanimlanmaktadiregbe ve ark 1990, Brownlee 2001,
Green ve ark 2004Ayrica bu alfa-ketoaldehidin oksijen radikali vecgemetallerinin
ortamda bulunmasi ile ketoaldehit-amin kompleksktolrarak protein fragmantasyonuna
neden oldgu da 6ne surdlmektedir. Glikozun proteine gerek domayolu gerekse
oksidatif yolla bglanmasi ile protein oksidasyonuna yol aculisintlmektedir (Greene
ve ark 1990).
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1.2. Asimetrik Dimetilarginin (ADMA)

Asimetrik dimetilarginin  plazmada, idrarda ve dt#ada bulunan, arginine
benzeyen bir aminoasittir (Vallance ve ark, 1992a)ADMA ilk olarak 1970 yilinda,
idrarla atilan metillenngi argininler olarak tanimlangtir (Kakimoto ve Akazawa 1970).
1992 yilina gelindiinde Vallance ve arkagiar da insan plazma ve idrarinda endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS)in endojen inhibitéri rala ADMA'nin varligini
tanimlamglardir (Vallance ve ark 1992b)Sonraki yillarda metillenrgi argininler,
hayvanlarin immun sistem hicrelerinde ve ndrontirinsanlarin endotel hicrelerinde
saptanmytir (Kimoto ve ark 1993).

ADMA, metilargininler grubunda yer almaktadir. Matigininler 3sekilde bulunur;
- Asimetrik dimetilarginin (ADMA)
- Simetrik dimetilarginin (SDMA)
- Monometil-L-arginin (L-NMMA) Sekil 1)

Bunlardan sadece ikisi nitrik oksit sentaz (NOS)iltortdur; Asimetrik dimetilarginin

ve monometil-L-arginin.
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Sekil 1. L-Arginin, ADMA, SDMA ve L-NMMA'nin yapisi (Vallane ve
Leiper 2004)
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Plazma ADMA dizeyi, L-NMMA duzeyinden 10 kat fazindADMA, nitrik oksit
(NO) biyosentezinin major inhibitoridir (Cooke 2DO@DMA, cogunlukla nukleusta
bulunan, metillenmgi arginin rezidileri iceren polipeptidlerin  veya f@mlerin
katabolizmasindan ojur ve proteinlerin hidrolizi sonucu serbesile ADMA ve L-
NMMA sentezi i¢in arginin rezidulerini metilleyemrotein arginin metiltransferaz tip |
(PRMT-1) enzimi gereklidir. Metil grubu vericisi afak S-adenozil metiyonin (SAM)
kullanilir (Cooke 2000, Ghosh ve ark 1988, Valkonen Laaksonen 2004). PRMT-I
kalpte, diiz kas hucrelerinde ve endotel hiicrelerieisprese olur. Damar duvarinda
ADMA olusum hizi, PRMT ekspresyonundakigagklikler ile dizenlenmektedir. Protein
arginin metil transferaz tip Il (PRMT-II) ise SDMAIn olisumunda gorevlidir. SDMA,
ADMA'In stereoizomeridir ve NO sentezi Uzerine direnhibitor etkisi yoktur (McDonald
ve ark 1997).

1.2.1.Asimetrik Dimetilargininin Tasinmasi

Metil argininler, katyonik aminoasit ¢gyicisi olarak bilinen y+ tayici sistemi ile
tasinmaktadirlar. Y+ tayici aktivitesi, metilargininlerin lokal konsangygonlarini
saptamada 6nemlidir. Metilargininler, hiicre icin@nsport igin birbirleriyle ve arginin ile
yarigirlar. ADMA’nin yiksek dizeyleri, hiicre i¢i L-argmtransportunu potansiyel olarak
engelleyebilir. L-arginin transportunda azalma iN€) sentezinde azalma ile sonuclanir.
Transport sistemi, metilargininleri hicre ici dibsy dolasimdaki dizeylerinden daha
fazla olacaksekilde endotel hiicreleri icinde gonlastirir. Y+ tagtyici sisteminde herhangi
bir defekt, dolamdaki ADMA dizeylerinde aga neden olur. Bunun sonucu olarak da
NO biyosentezinde azalma gorulir.s@le hastaliklarin patogenezinde y+st@ci sistemi

onemli yer tutar (McDonald ve ark 1997).
1.2.2.Asimetrik Dimetilarginin Vicuttan Uzaklastiriimasi

ADMA'nin katabolizmasinda 3 6nemli yol mevcuttur:iriBcisi; ADMA’NIn
dimetilarginin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimatafindan sitrilin ve dimetilaminlere
yikilmasidir (>% 90).kincisi; ADMA’nin degismeden bobreklerden atilmasidir (~%5).
Uclinciist ise; dimetilarginin pirtivat aminotransfeenzimi tarafindan a-ketoasitlere
donistaralmesidir (<% 5) (Ogawa ve ark 199@xkil 2).
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DPT:Dimetilarginin pirtivat aminotransferaz,, DDAHrbetilarginin dimetil-aminohidrolaz,
DMA: Dimetilamin

Sekil 2. ADMA’nin eliminasyonu (Ogawa ve ark 1990)

ADMA yikiliminin dizenlenmesinde DDAH enzimi rol wgr. DDAH, bdbrek,
karacger, pankreas ve kan damarlarinda eksprese olmakiiidzoformu vardir: DDAH-
I, tipik olarak néronal NOS’un eksprese ofdudokularda bulunmaktadir. DDAH-II ise
eNOS'u iceren dokularda fazla bulunmaktadir. Vieiirekli bir ADMA Uretimi vardir.
DDAH, ADMA icin spesifiktir, SDMA'yI etkilemez (Fogrty ve ark 2012).

Bircok hastalikta azalmi DDAH aktivitesi, dolaimdaki ADMA duzeylerinin
artisina yol agmaktadir (Chan ve Chan 2002). Okside-Meia timoér nekroz faktor alfa
(TNF- a) tarafindan indiklenen oksidatif stres, DDAH aké@sini azaltir. Homosistein,
redoks aracili mekanizma ile DDAH aktivitesini dashk, ADMA dizeylerinin artmasina
neden olur (Boger 2003). NO’nursia Uretimi, DDAHnin aktif merkezindeki sistein
rezidulerinin S-nitrozilasyonuna, dolayisiyla DDA inaktivasyonuna sebep olmaktadir
(Vallance ve Leiper 2004%€kil 3).

All-trans-retinoik asidin ise, DDAH-II ekspresyorwnarttirdgi gosterilmgtir.
Boylece ADMA'yl azaltmak vyoluyla endotel hicreledin NO sentezini arttirgh
gozlenmitir (Chan ve Chan 2002). Ostrojen veya ostrojergesteron tedavisi DDAH
aktivitesini arttirarak plazma ADMA duzeylerini giriir (Cooke 2004).
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Sekil 3. ADMA sentezi, yikimi ve etkileri (Valkonen ve Laaksen 2004).

1.2.3.Hucre ici Asimetrik Dimetilarginin

ADMA hicrelerin iginde olgur. Endotel hucrelerinde PRMT ve DDAH'nin her
ikisi de eksprese olur. ADMA birikimi, DDAH inhiby@nuna yol acar. Vaskiler sistemde
DDAH inhibisyonu, ADMA'nin yuksek duzeyleriyle #kili endotel fonksiyon
degisikliklerini olusturur. Endotel hicrelerinden ADMA’nin dglaa verilmesi; arginin
metilasyon hizi, metillenrgiarginin iceren proteinlerin hidroliz hizi, DDAH rtedindan
ADMA'nin metabolize edil hizi ve hiicrelerden aktif ¢cgkhizi arasinda dengeyeghair
(MacAllister ve ark 1996, Teerlink ve ark 2009).rHer komponentin énemi tam olarak
anlgllamamasina kam, DDAH’In metabolik kapasitesi oldukca ytiksektie dengenin

devam ettiriimesinde dnemli rol oynar (MacAllistex ark 1996).
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ADMA molekull relatif olarak stabildir ve hicrel@rasinda diffize olabilir. Bir
hiicrede olgturulan ADMA'nin ikinci bir hiicre tipinde NOS'u inbe edebilme kapasitesi
vardir. Bu etkilgim makrofajlar ve endotel hicrelerinde kesin olamgésterilmgtir
(Fickling ve ark 1999). ADMA NOS'un 3 izoformunu dahibe etmektedir ancak,
inhibisyon ortamdaki arginin dizeyine ghalir. ADMA, NO olusumunu engellemesi
yaninda superoksit anyonlarinin glmuna da yol acar. Milimolar konsantrasyonlarda
metilargininler, N&-K* ATPazi inhibe edebilirler (Vallance ve Leiper 20(gekil 4)
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Sekil 4. ADMA metabolizmasinin NO tarafindan dizenlenmesalidhce ve
Leiper 2004.)

1.2.4.Dolgimdaki Asimetrik Dimetilarginin

Plazma ADMA duzeyleri 0.2-1.2 mmol/L arasinda gideken patolojik
durumlarda argl gostermektedir. Yuksek plazma ADMA duzeyleri, kyosdaskiler
hastaliklar bgta olmak tizere ger bircok hastalikta saptarghr. Ornesin bobrek
yetmezlginde, metilargininlerin klirensi bozulur ve plazrddMA ve SDMA dizeyleri
artar. SDMA duzeyleri kreatinin ile paralel argosterir vee ADMA'dan daha yiksek
dizeylere ulgr. Cinkit ADMA, DDAH tarafindan metabolize edilebdien, SDMA

sadece boébrekler yoluyla atilabilmektedir.g&i durumlarda ise ADMA selektif olarak
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artis gosterir, SDMA’da dgisiklik gozlenmez. PRMT-I enzim aktivitesinin agitive
DDAH disfonksiyonu dolggmdaki ADMA diizeylerinde aga neden olur (Boger 2004).
Insanlarda her giin 260 mmol ADMA metabolize editré0 mmol ADMA idrarla atilir.
ADMA'nIn idrarla atihminin tamamen bozulmasi, pl@&@ ADMA dizeylerinde ara
neden olur. Proteoliz agtna b&li olarak, dokulardan plazmaya ani ADMA ggcgveya
ADMA serbestlemesinin ani arfi, plazma ADMA dizeylerinde ani gaikliklere neden
olabilmektedir (Achan ve ark 2003).

1.2.5. ADMA ve Nitrik Oksit iliskisi

ADMA, L-Arjininin guanido anal@udur ve endojen olarak sentezlenir. ADMA’NIN
NOS enzimini inhibe etfi gosterilirken, ADMA’nin steroizomeri olan SDMA'niNOS
enzimini inhibisyonu gosterilemesgtir. ADMA ile birlikte L-NMMA, NOS’un endojen
inhibitéradur (Vallance ve ark 1992b, Vallance veiger 2004 ). Vaskiler tonus ve
yapinin korunmasinda endotelden salinan vazoaldfiadrlerin dnemli roll vardir ve bu
mediattrlerden en 6nemlilerinden birisi Nitrik ditisi (Boger 2003). Nitrik oksit NOS
enziminin endotelyal, néronal ve makrofajlarda malo izoformlari tarafindan sentezlenir
(Boger ve Eyal 2005).

NO, kardiyovaskuler sistemin dizenleyici mekanizmalin gery bir kismi ile
ili skilidir. Vazodilatasyonu uyarmasinin yaninda tromsiberin agregasyon ve adezyonunu
inhibe eder. Bununla beraber monosit ve lokositlegndotele adezyonunu ve diz kas
hiicre proliferasyonunu inhibe eder. Ayrica NO, sdksit radikalinin vaskuler tretimini
azaltarak LDL oksidasyonunun bir inhibitori gibivdanir (Boger 2003, Radomski ve ark
1987). Endotelyal hiicre kultrlerinde DDAH’In seiékinhibisyonu NO sentezinde
azalmaya yol acar. Ortamdaki arjinin miktarininirdrhasi ile bu durumun tersine
cevrilebildigi gosterilmitir (MacAllister ve ark 1996). Metillenmi arjinin analoglari
protein turnoveri esnasinda serbest hale gelidebdbrekler yoluyla atilirlar (Nijveldt ve
ark 1999-2002 ).

Arjinin ve ADMA, nitrik oksit sentezinin kontroltrel 6nemli rol oynarlar. Nitrik
oksit vaskiler tonusun dizenlenmesinde plateletyamte ve agregasyonunda rol oynar.
SDMA’'nin NOS enzimi Uzerine inaktive edici etkisoktur, fakat arjinin ve ADMA ile

hicre girg yolunu etkileyerek NO Uretim hizinda dolayli yaldatkisi vardir. ADMA,
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SDMA ve L-NMMA, Y+ tastyici protein adi verilen katyonik aminoasitsitacilari
aracilglyla endotelyal htcrelerin icine girerler. Metilainler birbirleriyle ve arjinin
aminoasidi ile hticre icine ggriicin yarsirlar. Yiksek konsantrasyondaki ADMA, NOS
inhibisyonu yani sira L- Arjininin hicre icine trgportunu engelleyerek de NO sentezi
azaltir (Vallance ve Leiper 2004dkil 5).

Proteinlerin yapisindaki Arjinin
arjinin reziddleri
PRMT o
; NOS inhibisyonu
ADMA - === ===== ===~ -+ NOS
DDAH
Sitrdilin Sitrdilin + NO

Sekil 5. ADMA'nin NOS inhibisyonu (Bgdayci ve Serin 2005).

1.2.6.Asimetrik Dimetilarginin ve Oksidan Stres

Cesitli deneysel hayvan modellerinde ve hastaliklaadans ADMA dizeyi, artms
oksidatif stres ve endotel disfonksiyonu arasindkrall iliskiler saptannytir. Endotel
hiicre kilturlerinde veya endotel disfonksiyonu olastalarda artmADMA dlizeyleri,
artms reaktif oksijen tdrlerinin dretimi ile gkilidir. ADMA'nin vaskuler stperoksit
duzeylerini arttirdgl gosterilmgtir. Endotel hicre kilttrlerinde ADMA sentezindergdi
olan PRMT enziminin gen ekspresyonu, LDL ve oksidi tarafindan konsantrasyon
bagimli olarak arttirilir. Hastalarda metiyonin ve hasistein duzeylerindeki agtiADMA
duzeylerinde yiksele neden olur. Sydow ve Munzel (2003) hiperhomosisteili
hastalarda lipid peroksidasyonu i¢in oldukca sjeggbsterge olan 8-izoprostaglandin
F2nin driner ekskresyonunun artgnoldugunu goésternglerdir. L-arginin verilmesi ile
endotel disfonksiyonun dizefilive e zamanl olarak 8-izo-prostaglandin’in driner

atiliminin azaldii gorulmatar (Sydow ve Munzel 2003).
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Oksidatif stres, ADMA yikiminda goérevli enzim olaDDAH'nin aktivitesini
azaltir. Okside LDL, inflamatuvar sitokinler, hipemosisteinemi, hiperglisemi,
hipertansiyon ve CMV gibi ajanlar sUperoksid anygosumunu arttirarak endotelyal
oksidatif stresin agina neden olur (Cooke 2004). DDAH enziminin aktiénkezindeki
reaktif sistein rezidulerinin vagi, bu enzimi siuperoksid gibi reaktif oksijen turler
tarafindan oksidasyona veya S-nitrozilasyona uydpae getirir. Oksidasyon ve S-
nitrozilasyon sonucu enzim aktivitesi azalir. Eradtticre kultirlerinde glukoz etkisiyle
DDAH aktivitesinin bozulmasi ve ardindan ar§nADMA dizeyleri, antioksidanlar
tarafindan inhibe edilir. Endotel hiicrelerde horatesn ile inkiibasyondan sonra ADMA
dizeyleri artmy, DDAH aktivitesi azalmgtir. Ardindan bir antioksidan olan pirolidin
ditiyokarbamat verildiinde DDAH aktivitesi dizelmgi ADMA birikimi azalmistir. Sonug
olarak oksidatif stresin ADMA Uretimini uyarmasi/veya ADMA yikimini inhibe etmesi,
eNOS aktivitesini anlamli derecede azaltir (SydenMunzel 2003)Sekil 6).

L-arjinin = NO + Sitriilin
eNOS

0 )

ADMA = Sitriilin + dimetilamin

Sekil 6. ADMA ve oksidan stres (Cooke 2004)
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1.3.Nitrik Oksit (NO)

Otokrin ve parakrin bir hicresel ajan olan NO, nalrrfizyolojik kosullar ile
bir ¢cok patofizyolojik durumda homeostazin surdirilmesi 6nemli bir etkendir.
Memelilerde nitrik oksidin varg ilk kez 1916 yilinda gosterilmi 1985’de aktive olmgy
makrofajlarin NO salgilagi bulunmytur. Sonrasinda NO sentezi i¢in L-argininin dncu
madde oldgu ve NO sentezinin inhibisyonu icin L-arginin bazlem analoglarinin
kullanilabilecgi gosterilmitir (Moncada ve ark 1991). Endotel kaynakl vazai@dtor
faktorin NO oldgu belirlendikten sonra, bu molekulin beyin ve dairgok hiicre ve
organ sistemlerinde Uretilerek fizyolojik ve pamylojik olaylarda etkili oldgu ileri

suralmigtar.

Nitrik oksit, suda ve y&a c¢Ozunebilen, solusyon iginde yarilanma omru 30
saniye olan, nitrit ve nitrata okside olabilen reizkve stabil bir gazdir. Endojen olarak
sentezlenen NO igin ikinci bir kaynak ise diyet®rem ve ark 1999). NO daha yiiksek
nitrojen oksitlerine okside olarak glutatyon vetaiis gibi stlfidril gruplari iceren bikgkler
ile nitrozatlari, metallerle metalnitrozil bgigi, oksijen radikalleri ile peroksinitrit ve azot
dioksit olwturabilmektedir. NO ribonukleotid rediktazin yapdaki radikallerle de
tepkimeye girebilir (Veszelovsky ve ark 1995).

NO metalloproteinlerdeki metaller ile komplekslelugurabilir. “Hem” iceren
proteinlerle kompleks okturabildigi gibi non-hem metal kompleksleri de elurabilir
(Veszelovsky ve ark 1995, Moncada ve ark 1991 zréda yaygin olan NO redokskii,
S-nitrozotiollerdir (RS-NO). Bu nitrolize edilsi proteinler albimin yapisindadir ve
normal sartlarda mikromolar (M) konsantrasyonlarda bulunmaktadir. S-nitrozogioll
serbest NO’yu tamponlamaktadir ve NO deposu oldigkinulebilirler. Bu nedenle, NO
radikallerinin toksik etkilerinin kontroline yardam olurlar. “Fe-nitrozil” kompleksleri
olusmasi RS-NO gibi, NO’in depo formlarindan biridirészelovsky ve ark 1995, Stamler
ve ark 1992).

tasinmasini, dokularda ve kanda sgen suresinin uzatilmasini, hedefteki spesifik
efektorlerine verilmesini ve sonucta spesifik @tdik veya sitoprotektif olarak

sekillenecek biyolojik etkisini belirlemektedir (Veslovsky ve ark 1995).
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1.3.1.Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Nitrik oksit, L-argininden sitrilin olgumu sirasinda, L-argininin guanidin nitrojen
grubunun hidroksilasyonu ile alan ara GrindumBu reaksiyon bir dizi nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi tarafindan katalize edilir. Nitrik aksentaz enzimleri, yapisal nitrik oksit
sentaz (cNOS) ve induklenebilir nitrik oksit sent@XOS) olmak Uzere iki ana gruba
ayrilir. Yapisal NOS vaskuler endotelde, néronlavdaplateletlerde bulunur. Noronlarda
bulunan, néronal nitrik oksit sentaz (hnNOS), enbbterelerinde bulunan endotelyal nitrik

oksit sentaz (eNOS) adini alir.

NOS, oldukca kompleks bir enzimdir ve NO, sitrile NADP Uretimi icin
molekiler oksijen, arginin ve NADPH Uzerinden tepki gercekigtirmektedir. Bu glem
icin ek olarak bg adet kofaktor (flavin mononukleotid (FMN), flavedenin dinukleotid
(FAD), Hem, kalmodulin, tetrahidrobiyopterin (BH¥ iki divalan katyon (kalsiyum ve
“Hem” demiri) gerekmektedir (Dawson ve Snyder 199Bjitin NOS izoformlari bu
kofaktorler icin b&lanma bolgeleri icerirler. Butin NOS izoformlarind@emeli
hiicrelerine 6zel bir enzim olan sitokrom p-450 lddidia homolog bélgeler vardir
(Forstennan ve ark 1994). Noéronal, endotelyal vpatie NOS’larda protein kinaz A
fosforilasyon bolgeleri vardir. Bunun anlami bu tNOS’larin aktivitelerinin protein
kinazlardan etkilenebilegedir (Forstennan ve ark 1994, O’'Donnell ve Liew 499NOS

enzim yapissematik olaralSekil 7'de 6zetlenntir.
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T . Arginine

Citrulline
NO (or NO-)

Sekil 7: Nitrik Oksit Sentezi ve Enzimin Yapisi (Alderton aek 2001)

Arastirmalar NOS’larin uyarilmasi sirasinda gefi olaylarin enzimin géli
izoformlari arasinda farkliliklar gostegihi ortaya koymugtur. Ancak fizyolojik olarak
temel farkhlik NOS’un induklenebilir olup olmamasladir. Bu bakimdan NOS’lar iki

grupta toplanabilirler; bunlar yapisal ve induklbitie izoformlardir (Davies ve ark 1995).
1.3.1.1.Yapisalzoformlar (cNOS)

Baslica endotel hiicrelerinde, néronlarda ve bazi Bgitehicrelerde bulunur.
cNOS’larda enzim hicrede devamli bulunur ve uyallite gecici olarak ve duk
miktarlarda NO yapilir. Yapisal NOS enzimleri, ondaki kalsiyum konsantrasyonlarinin
artisindan etkilenirken iINOS etkilenmez. Yapisal NO gerhicrelerde NO yapimini
baglatan olay sitozolik Cd artsidir. Yapisal NOS gdtli organ sistemleri icin bazal
seviyelerde gereklidir. Yapisal NOS tarafindan kapnitrik oksit, hiicrelerarasi ve hiicre
ici haberlemede rol oynar (Davies ve ark 1995gkil 8).
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1.3.1.2indiklenebilir izoformlar (iNOS)

Indiiklenebilir NOS kardiyomiyositler, hepatositl@gronlar, mikroglial hiicreler,
notrofiller, vaskiler endotel ve diz kas hucreldeinbulunur. INOS inaktif hicrede
bulunmaz. Endotoksin, interlokin-1 (IL-1), timor knez faktori (TNfe), interferon
(IFNy) ve migrasyon inhibitér faktor (MIF) gibi sitokial INOS gen ekspresyonunu
uyararak NO sentezine neden olurlar (Assreuy ve #4893). Glukokortikoidler,
transforming growth factor (TG¥, IL-3, IL-4 ve IL-10 gibi sitokinler ise iNOS
induklenmesini inhibe ederler (O’Donnell ve Liewadd Vallance ve ark 1992a). INOS’un
cNOS'tan farki kalsiyumdan Bansiz hareket edebilmesi nedeniyle kalmodulinecaiki
baglanmasidir (O’Donnell ve Liew 1994). INOS bir kemediiklenince o hiicre émri

boyunca NO sentez edebilir.

[FN- - TGF-g
THNF-o IL-4
(@) (b) 4 IL-10
Argitin L2 MDF
Yapisal NOS I Indiiklenehilir NOS l
Uyanima Inhibisyon
Inaktif § FMN Fumarat Aspartai
Sl FAD Sitrutin
THR
Kiiie Sitruin Arginin Arginin NO
o o & r — (),
0, @ ; NADP ; CaM NADP
NADPH NADE NADPH =
& SRS
@ Yikim '“;-_,
}é}:}nﬂ]cr

Sekil 8. NOS izoformlari (Davies ve ark 1995).
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1.3.1.3.Nitrik Oksidin Biyolojik Etkileri

- Aktif olarak diz kas vazodilatasyonunugka, damarlardaki kan akiminin ve
kan basincinin 6nemli bir modulatorudur.

- Asetilkolinin indtkledgi koroner arter dilatasyonunu yonetir.

- Duz kas proliferasyonunu engeller (antimitojeniki)et

- Endotel katmanin gecirgepini azaltarak damar duvarindan lipoproteinlerin
gecmesini engeller.

- Trombositlerin yagkanligini azaltir ve agregasyonunu baskilar.

- Endotel hiicrelere monositlerin ygmasini azaltir.

- Lo6kosit aktivasyonunu engeller.

- Anjiojenik etkileri olduyzu bilinmektedir (Toutouzas, 1998).

Kardiyovaskiler hastaliklar igin risk faktort ol&rasayilan hipertansiyonun,
hiperkolesteroleminin, diyabetin, glanmanin, postmenapozal durumun, sigaranin ve
enfeksiyonlarin ateroskleroz patogenezinde NO &kgikn etkili oldugu gosterilmgtir
(Cooke ve Dzau 1997, Gensini ve ark 1998).

1.3.1.4.Nitrik Oksit Sentazinhibitorleri

NOS inhibitdrleri biyolojik sistemlerde NO’nun rellini argtirmada c¢ok yararh
olmus maddelerdir. NO biyosentezinde L-arginin 6zguldeikilde NO’ya donémektedir.
Buna kagilik cesitli L-arginin analoglari ise L-arginin yerine gee& NO yapimini
kompetitif bir yolla dnleyebilir (Moncada ve ark 948, O’'Donnell ve Liew 1994). Nitro-
arginin NO yapimini kompetitif bir yolla 6nleyelifMoncada ve ark 1991, O’Donnell ve
Liew 1994, Nathan 1992). Nitro-arginin (NNA) bilireyen bir mekanizma ile kovalent
bag olusturarak NOS proteinini dgstirmeden irreversibl inhibisyon yapar (Racic ve ark
1993). NGmonometil arginin (L-NMMA) NOS inhibitorimin prototipidir. Vallance ve
arkadalari 1992 yilinda insan plazmasinda NO sentezimibm eden bir madde olgunu
gosterdikten sonra yapilan gahalarda; bu maddenin ADMA olgu ve NOS'u citli
klinikopatolojik durumlarda inhibe efii gosterilmitir (Vallance ve ark 1992a, Anggard
1994, Boger 2004). ADMA ile ilgili yapilan ag@rmalar sirasinda simetrik yapida bir
dimetilarginin daha kgedilmistir (SDMA). Ancak bu molekulin NOS Uzerinde inhiit
etkisi olmadg! gorulmi ve patolojik olaylardaki rolti tam olarak agilamamstir. ADMA
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L-NMMA ile yaklasik ayni etkinlge sahiptir. Cizelge 1’de bazi NOS inhibitorleri ve
potansiyel olarak inhibe ettikleri NOS formlari dizamistir.

Cizelge 1.Bazi NOS inhibitérleri (Leiper ve Vallance 1999).

SINIF [cNOS [iINOS
Substrat analoglari

Asimetrik dimetilarginin x x

Simetrik dimetilarginin

Nm-monometilarginin x x
Kalmodiilin baglayicilar x
"Hem" ba glayici x
Kortikosteroidler, TGB, IL-4, IL-10, MIF x

1.4. Malondialdehit

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karen hassas olan biyomolekullerdir.
Hucre membranlarindaki kolesterol ve gyaasitlerinin  doymangi baglari, serbest

radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksiaesyrinleri olgtururlar (Byung 1994).

Lipid peroksidasyonu membran fosfolipidlerindeoymamg yag asitlerinin
oksidasyonlarina neden olan béylece membran lipjoisyni dgistirerek hicre yapi ve
fonksiyonlarini bozan bir olaydir (AkkuL995).

Lipid peroksidasyon organizmada gdn kuvvetli bir radikal etkisiyle, doymami
yag asidi zincirindeki a-metilen karbonundan bir hidrojen atomunun uzgkiasi ile
baslar. Hidrojenin molekuline ayrilmasi, ayrifgliyag asidi zincirinin radikallgmesine
neden olur. Olgan lipid radikali dayaniksiz bir yapiya sahip diduicin spontan
degisikli ge usramaktadir. Lipid radikalinin molekutler oksijen ileeaksiyona girmesi
sonucu bir lipid peroksit radikali (LOD meydana gelir. Bu radikallerde membran
yapisindaki dier doymamy yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerininigsmasina

sebep olur ve aga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidropesiblerinin
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aldehit(malondialdehit), aklenler, lipit epoksiteiletan ve pentan gibi ugucu gazlara

donismesi ile sona erer (AkkuL995).

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bincar reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve urgttireaktif aldehitlerle indirekt olarak ger hicre
bilesenlerine zarar verir. BOoylece doku hasarina veokirgastalga neden olur (Akkgl
1995).

Poliansatiire yag asidi (LH)

OH' radikali ve demir-oksijen
tiirleri ile H ayrilmasi

Lipid serbest radikal ( konjuge olmusg dienlere déniigiim )
-

Lipid peroksil radikal (LOO")

LH

e
s .

Lipid hidroperoksit (LOOH)

/ Yﬁ- veya bakir

Molekiil i¢i doniisiim ve TBA reaktan Alkoksi ve peroksi radikal
ariinler; MDA ve 4-HNE gibi ariinlerine ayrigim
aldehidler, ketonlar, etan ve pentan

olusumu

Sekil 9. Lipid peroksidasyonunun glumu (Akkus 1995)

Uc veya daha fazla cift Ba iceren ya& asitlerinin peroksidasyonunda
malondialdehit (MDA) meydana gelir. Aldehitler epksik trtnlerdir. Malondialdehit ve
lipid peroksidasyonun ger son trunleri nisbeten stabil olmalari nedenhglerelerin daha
uzak bolimlerine ya da ghr hticrelere ukabilirler. Béylece lipid peroksidasyonu direkt
olarak peroksidatif hasara maruz kalmayan dokwaraarar verebilir (Halliwel ve Chirico
1993).
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Sekil 10. Malondialdehit (Byung 1994)

Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortaya cikgeg asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatori olmamaklaeraber lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenleolujyk materyalde malondialdehit
(MDA) olculmesi lipid peroksit seviyelerinin indik@ri olarak kullanilir (Akkg 1995,
Halliwel ve Chirico 1993, Byung 1994, Gutteridgeank 1981 ).

1.5.Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Normal kaullarda organizma, endojen veya ekzojen nedenlelligan serbest
radikaller ve bunlara Igh gelisen oksidatif stres ile micadele eden kompleks bir
antioksidan savunma sistemine sahiptir. Vicudugamwksidan durumlara karredoks
dongusuna surdarebilmesinde kan ¢cok 6nemli rol maldadir. Kan, antioksidanlarin
batin vicuda tanmasini ve datilmasini sglar (Yao ve ark 1998).

Total antioksidan kapasiteye en buyiuk katki plazndailunan antioksidan
molekillerden gelmektedir. Plazmada serbest degoptayan transferrin ve seriiloplazmin
gibi proteinler yaninda serbest radikalleri kapamciz kirici antioksidanlar da
bulunmaktadir. Proteinler plazmanin ana antioksidatesenini olwturmakta olup
Proteinlerin serbest sdlfidril gruplari onlarin iaksidan cevabindan sorumludur.
Plazmanin serbest sulfidril gruplarinin buytk kisproteinlere aitken aynsekilde
sulfidril gruplarina sahip olan linoleik asitin sen total serbest sulfidril seviyesine etkisi
onemsizdir (Grant ve ark 199%a3likli bireylerde gucliu serbest radikal reaksiyaomha
karsi serum TAK’'nin %49’unu olgturdugu bulunmytur. Ayni zamanda TAK seviyesi ile

serum total —SH icefi arasinda ikki vardir (Di Simplicio ve ark 1998).
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Askorbik asidin gugcli serbest radikal tepkimelerierteledgi ve bastird
gosterilmitir. Sgzlikli bireylerde glcli serbest radikal tepkimelerikagi Olcilen serum
TAK’nin %5’ini askorbik asit olgturmaktadir (Erel 2004).

Yapilan bir camada bilirubinin aterosklerozis, koroner arter Bhgt ve
inflamasyona kar onemli bir koruma gdayabilen guclu bir fizyolojik antioksidan
oldugunu gosterilmgtir (Heffner ve Repine 1989). Plazmanin toplamrbbin miktar
sailikl bireylerde dlcllen serum TAK gerinin % 1.69’unu olgturur. Albumin, trik asit
ve askorbik asit ise insan plazmasindaki totalo&kstdan durumun %85’inden fazlasini
olusturur. Bu fark kanda bilirubin, GSH, flavinoidlen-tokoferol ve B-karoten gibi
antioksidan durumun komponentlerine nazaran albfiniimk asit ve askorbik asit

seviyelerinin fazla olmasina gladir (Ghiselli ve ark 2000).

Plazmada antioksidanlar etkiien icindedir. Bu etkilsimden dolay! bilgenlerin
tek baglarina yaptiklari etkinin toplamindan daha fazladtki olusmaktadir. Bu sinerjizme
ornek olarak; glutatyonun askorbati, askorbatintalaferolii yeniden aktifigirmesini
sglamasi verilebilir. Total antioksidan durumun Olgiimantioksidanlarin tek tek
Olcimunden daha derli bilgiler verebilir. Plazma ve vicut sivilaradulunan bitin
antioksidanlarin toplam etkisini TAK yansitir. Buizden kanin antioksidan durumunu
saptamada bireysel antioksidanlar yerine bunlamptam antioksidan gerini veren TAK

Olcimu yayginlgmaktadir (Ghiselli ve ark 2000, Erel 2004).
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Plazmadaki TAK'nin o6nemli miktarini ofturan molekiller Cizelge 2'de

gOsterilmitir.

Cizelge 2.Total antioksidan kapasiteyi ghuran molekulle(Ghiselli ve ark 2000).

Antioksidanlar | Relatif aktivite Konsantrasyon Miktar Miktar
(uM) (mmol Troloxeg/L) (%)

Total —SH 1.82 303 - 525 0.753 48.89
Vitamin C 1.36 28 - 85 0.077 5.00
Urik asit 0.19 50 - 470 0.059 3.83
Vitamin E 1.00 12 - 45 0.029 1.88
Biluribin 2.64 3-17 0.026 1.69
Diger - - 0.596 38.71
Total 1.540 100

1.6.Deneysel Diyabet Modelleri ve Streptozotosin

Diyabet kronik bir hastalik oldiundan uzun dénem incelemeler, veri toplama
acisindan cok vakit almaktadir. Hayvan modellerlakumak buyldk 6l¢cide bu sorunu
cobzer. Bu modeller ile diyabetin etiyolojisi, diyedgzersiz, ilaclar, toksinler, enfeksiyoz
ajanlar gibi cevresel faktorlerlegkisi ve diyabetin komplikasyonlari ¢ailliabilir.

Diyabet modelleri ¢gtli sekillerde olgturulabilir: Cerrahi, Kimyasal, Spontan,
Viral ve Transgenik Diyabetik model. Hayvan diyabebdelleri genel olarak insan
diyabetine benzerlik gosterir ama higbir model mbastalgl ile tipatip ayni d&ldir. Her

modelin avantaj ve dezavantajlari vardir (Oztirkakke1996).

Deneysel cajmalarda cgtli ilaglar ve kimyasallar diyabet benzeri tabtopeden
olur. Bunlardan streptozotosin ve alloksan en $jgese kullansh olanlardir, dgerleri
sadece bir haftalik ve reversibl diyabetogeniki etkisturur ve etkileri pankrea$
hiicrelerine spesifik dgldir (Ozturk ve ark 1996). Alloksan ve streptozaito B hiicre
yikimi ile insanlardaki IDDM’e benzer diyabet meyd gelir (Vega ve ark 1993).

StreptozotosinStreptomyces achromogernds izole edilmitir, gram (+) ve (-)
organizmalara etkili bir ajandir ve antitimoér eilde vardir. Pankreds hicrelerine hizla

baglanarak diyabetojenik aktivitesini gosterir. Stagotosin yapisal olarak yiksek reaktif
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yan zinciri olan bir glikoz oldgundan insilin dreten hicreler tarafindan selelafak
alinir. Toksisitesi tanabilir sekerlerin yerine gecmesinden kaynaklanir. Glikoalaglari,
streptozotosinin diyabetojenik etkisine fakoruyucu etkiye sahiptirler. Streptozotosin
enjeksiyonundan sonra pankrgasicresinde ADP-riboz sentetaz aktivasyonu ileahizl
NAD harcanir. Boylece streptozotosin DNA’da kirikuguran karbonyum iyonlarinin
artisina sebep olur ve bunlar aragilile DNA hasarina yol acar (Mandrup Poulsen 1993).

Streptozotosin hasari enjeksiyondan sonraki 30kdaike 2 saat arasinda goruldr.
NAD harcanmasiyla okan acik, oksidatif metabolizmayi etkiler & hicre 6lumu
meydana gelir (Eizirik ve Sandler 1989). Yapilahgpaalar IL-1 ve TNF gibi sitokinlerin
saliniminin da streptozotosinin diyabetojenik ateésinde 6nemli rol oynagini

gostermgtir (Mandrup Poulsen 1990).

Streptozotosin enjeksiyonundan sonra major histdpe degisiklikler olarak:
pankreasp hucresinde grandllerin total kaybi veya ggzlibuziulm@ B hicresi, nikleer
piknozis, nikleer karyolizis, sitoplazma parcalasmailicre membraninin sinirlarinin
kaybi ve hucrenin yinti kitlesi haline dongtigt gorultr. Sadec@ hucrelerine toksik
oldugundan alfa hucreleri normaldir. Streptozotosin kdbma gore daha efektif @
hiicrelerine daha spesifiktir (Oztiirk ve ark 1996).

Streptozotosinden sonra kan keton cisimleri, kaaeml serbest gaasitleri ve
glikolitik ara drunler, glikojen, sitrat dizeylemormaldir, hiperglisemi goraltr. Cok
yuksek doz streptozotosinden sonra ketoniri, inspkni meydana gelir. Hemoglobin

A1C duzeyi artmytir. Kalici diyabet meydana gelir.

Streptozotosin ile deneysel olarak rat, kobay,,faraymun ve kopeklerde il
bir sekilde diyabet olsturulur. Tawanlar ise streptozotosinin diyabetojenik etkisine
rezistandir. Diyabetojenik dozlari siklikla letabzatarindan 4-5 kat daha azdir. Tek
intraperitoneal veya intraven6z doz tercih edililk 24 saatte hipoglisemi sonucu

konviilsiyon, koma ve 6lim gorilebilir (Oztiirk vekdr996).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Deney Hayvani Materyali

Bu calsma ortalama 8-10 haftalik, 245.50 £14.5gyrkklarinda 24 adet Sprague-
Dawley cinsi d§i rat kullanilarak yapildi. Ratlar; Adnan Mendetégsiversitesi Veteriner
Fakultesi Deney Hayvanlari Laboratuvarinda standakt (12 saat gunsigl / 12 saat
karanlik), 1s1 (22C)'da yeteri kadar su ve yem ile beslendi vesgadtya balamadan bir
hafta 6nce alinarak ortama adaptasyonlaiiasai. Calsma Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulunda degerleridiry ve 01/01/2011 tarih ve 2011/026

sayili etik kurul karari ile onay alingtir.

Cizelge 3. Kullanilan standart rat yemi kitai

Bilesimi Birimi Miktari_| Bilesimi Birimi | Miktari
Nem 12 Vitamin E 60
Protein 20 Vitamin K 1
Ham lif 7 Vitamin B1 3
Ham kul 8 Vitamin B2 4
Yag 6 Vitamin B6 1
Lizin % 1 Vitamin B12 0.09
Metiyonin 0.6 Pantotenik Asit 1.5
Metiyonin +

Sistin 1 Niasin mg/kg | 10
Sodyum Klorur 0.2 Biyotin 0.08
Kalsiyum 1 Kolin klorid 1000
Fosfor 0.9 Demir 300
Sodyum 0.5 Bakir 20
Magnezyum ppm 200 Manganez 10
Enerji kcal/kg 2650 Cinko 4
Vitamin A U 300 Iyodin 1.3
Vitamin D 1000 Selenyum 0.3
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu calsmada Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiil@isokimya
Anabilim Dali Laboratuvarlarinda bulunan -20°C derlondurucu (Ariston), ELISA
okuyucu (Optik Ivymen System, ispanya), santrifij (Nive NF800R, Tirkiye),
spektrofotometre (Shimadzu UV1601, Avustralya), sda& terazi (Sartorius, Almanya),
kan sekeri 6lgiim cihazi (Accu-Check Active RocHsyicre), otomatik pipetler (2-20 pl,
20-200 pl, 5-50 pl, 100-1000 ul Eppendorf) kulldnil

2.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Ratlarda diyabet oliurmak amaciyla Streptozotosin (Sigma, SO130), ADMA
analizinde ticari ELSA test kiti(Cusabio BiotechCat No: CSB-E08896r Cin); NO analizi
icin spesifik ticari EIISA test kiti (Roche, Cat. N0:1756281 Almanya), TAdqalizi igin
ticari spektrofotometrik test kiti (Rel Assay Diaggtics, lot no: RLO02 Turkiye) kullanildi.
MDA analizi igin kimyasal madde olarak Trikloradeasit (Merck 0810), Tiyobarbutirik
asit (Sigma T-5500), 1.1.3.3.Tetraetoksipropan r{faigr-1642) standart ¢ozeltisi ve n-
Butanol (Merck 0988) kimyasallari kullanildi.

2.2.Yontem

2.2.1. Deney Gruplari ve Uygulama Protokoli

Calisma grubundaki hayvanlar kontrol (n=12) ve diyabéik12) olmak lzere 2
gruba ayrildi. Deneme 6ncesi tum hayvanlarin artalaclik kan glukoz duzeyleri Accu-
Check Active karyekeri dlciim cihazi ile 6lgtldi ve ortalama 112+9mB@/d| olaraktespit
edildi. Deneysel diyabet ajturmak icin 0.01 M sodyum sitrat tamponu (pH:4.&hde
streptozotosin 50 mg/kg intraperitoneal olarak gegeubuna tek doz enjekte edildi.
Kontrol grubu hayvanlara deney grubuna bene&ilde ayni oranda 0.01 M sodyum sitrat
tamponu intraperitoneal olarak uygulandi. Enjeksiytakiben 21 giin sonra hayvanlar 12
saat sire ile ac¢ birakilarak, tekrar serum glikézegleri 6lculdi ve 42550 mg/dl olgu

tespit edildi. Deneme grubundaki biatin hayvanladiyabetli oldgu belirlendikten sonra
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eter anestezisi altinda kalpten kan oOrnekleri alwvel servikal dislokasyon ile 6tenazi
uygulandi.

2.2.2. Serum ve Plazma Orneklerinin Hazirlanmasi

Tam hayvanlardan toplanan kan 6érnekleri 3000 rpm@leakika santrifij edilerek

serum ve plazma oOrnekleri ayrildi ve analizi yenqoéhya kadar -20°C de saklandi.

2.2.3. Serum Asimetrik Dimetilarjinin Diizeyi Olguimii

Rat Asimetrik Dimetilarjinin Elisa ticari Kit (Cugéo Biotech, Cat No: CSB-
E08896r) ile manuel olarak ESA cihazinda cajildi.

Testin Prensibi

Mikroplate kitin icinde hazir olarak goat-anti-rabhntibody ile kaplanngiolarak
sunulmaktadir. Kuyucuklara eklenen ornekler ve ddattar HRP-konjugat ADMA ve
ADMA'ya spesifik antibody ile muamele edilerek ird& edilir ve daha sonra substrat
soltsyonu her birine eklenir. Enzim-substrat regksi sulfirik asit ilavesiyle durdurulur

Analiz aralig1: ELISA icin standart gi 300, 75, 18, 75 ve 4.69 son olarak da 1,2

ng/ml olarak hazirlanir.

Analiz Proseduri:

1. Her bir kuyucga 50 pl standartdan ve érneklerden ilave edildi.

2. Her bir kuyucga 50 pl HRP-konjugat (blank’e eklenmemeli) ve S@ptibody
ilave edildi. Kargtirihip bir saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.

3. Her bir kuyucuk yikama c¢ozeltisi ile (yakl& 200 pl) doldurularak 10 saniye
beklendikten sonra spinning edildi. Bylem 3 kez tekrarlandi. En son
yikamadan sonra kalan yikama ¢ozeltisinin gidesinign aspire edildi.

4. Her bir kuyucga 50 pl Substrate A ve 50 pl Substrat B ilave pdili
karstirildiktan sonra 15 dakika boyunca 37 derecedaliakyona birakildi.

5. Her bir kuyucga 50 ul Stop c¢ozeltisinden ilave edildi. Optik démsse 10
dakika icinde mikroplate okuyucuda 450 nm’de okwund
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Sonugclar standarggden faydalanilarak hesaplandi ve ng/ml olarakidier

2.2.4. Serum Nitrik Oksit Diizeyi Olgimii

Serum nitrik oksit diuzeyleri ‘Nitric Oxide Colorintrec Assay’ (Roche Cat.

N0:1756281) yontemiyle o6lculdid. Nitrojen monoksit@md serum nitritinin dl¢lsuyle

bulundu.

Testin prensibi

Orneklerdeki nitrat ‘Nitrat Rediiktaz’ enzimi ve Miinamid Adenindinikleotid
Fosfat (NADPH) yardimiyla Nitrit'e indirgenir.
a) Nitrat + NADPH + H => Nitrit + NADP + HO

Ortamdaki nitrit formlari sulfanilamid ve N-(1-nagyh)-Etilendiamin dihidroklorid
ile reaksiyona gird@inde ‘kirmizi-mor meneje’ renginde bant okturur.

b) Nitrit + Sulfanilamid + N-(1-naptyl)-Etilendiamidihidroklorid => Mor-meneje bant

Olusan bant 550° nm de kore karabsorbanslari okutularak NO duzeyleri tespit

edilir.

Analiz prosediri

Inkuibasyon kaplarina pipetleme
Blank | Ornek | Standart

Ornek - 500 pl | -
Standart - - 500 pl
Bidistile su 500 pl | - -
Reaksiyon kagimi 2 50 ul | 50 pl 50 pl
Karisimdan 1 dakika sonra eklenen
3. Soliisyon [20ul [20pl [ 20 pl
Karistirihr ve 15-25°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi yapilan pipetleme

Blank Ornek Standart
Inkiibasyon Soliisyonu 150l 150l 150l
Renk Reaktifi 1 75ul 75ul 75ul
Renk Reaktifi 2 75ul 75ul 75ul
Karistirldi, 15-25°C'de 5 dakika inktbe edildi ve alisans dgerleri okundu.
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Hesaplanmasi
AAOrnek = Adrnek- Ablank
AAstandart = Astandart- Ablank

Sonuglarin kalibrasyongesinden bulunmasi igin standart soltisyonlar kulthn X
ekseninde Nitrat konsantrasyonlari (uUM); Y ekseaingotasyum nitrat standart
solusyonlarindan elde edilen absorbangigi@leri kullanilarak @ri cizildi. Sonuclar

uM/ml cinsinden verildi.
2.2.5. Plazma Malondialdehit Diizeyi Olguimii

Plazma malondialdehit duzeyi 6lgciminde Yoshioka Arg (1979) tarafindan
bildirilen yontem kullanildi.

Testin prensibi:

Tiyobarbuitirik asit tepkimesinde; lipid icerik, glik pH ‘da , Tiyobarbutirik (TBA)
varhginda isitilarak 532-535 nm’de maksimum pik stlwman stabil kirmizi-pembe renk
elde edilir. Bu rengi malondialdehit molekull ild TBA molekilintn birlemesi sonucu
olusan kromojen verir. MDA'nin bir kismi peroksidasy@onucunda c¢ikarken,biytk
cogunlugu ortam asitlgtirildikten sonra uygulanan isitmgamasinda lipit peroksitlerin
yikimina b&h olarak olymaktadir §ekil 11).

HS /d N \r 2" "
S e
+ ./ P

\ ”\\\

HO CH OH

TBA MDA TBA-MDA

Sekil 11: TBA-MDA kompleksi olumu (Akkus 1995).
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Kullanilan ayiraglar:

% 20 Triklorasetik asit : 200 g Triklorasetik a§itCAA) (CCI:COOH) bidistile su ile
cOzillerek hacim bir litreye tamamlandi.

% 0,67 Tiyobarbutirik asit: 1,675 TBA (4,6-Dihidrdk2-tiyoprimidin) bidistile suda

cozillerek hacim 250 ml'ye tamamlandi.

Tetraetoksipropan standart ¢ozeltisi (20 mmol/LA9d ml 1.1.3.3 Tetraetoksipropan
(C11H2404) 100 ml absolut etanolde eritilerek 20 mmol/L’ld&tok standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 0,1 ml alinarakistite su ile 100 mlI'ye tamamlandi ve 20

umol/L’lik gcalisma standart ¢Ozeltisi elde edildi.

n-Butanol: Analiz saffiinda kullanildi.

Analiz prosedurt

Kor ve test olaraksaretlenen iki adet kapakli deney tupu alindi. Tig@2/5 ml %
10’luk (w/v) TCAA cozeltisi konduktan sonra kor fiige 0,5 ml distile su, 6rnek tipline
ise 0,5 ml 6rnek konularak vorteksle kanldi. Tlplerin &z1 kapatildiktan sonra 90°C’lik
su banyosunda 15 dakika bekletildi. Tuplegigalduktan sonra 3000 devirde 10 dakika
santrifilj edildi. Supernatantlardan 2 ml aliniprirze % 0,675’lik (w/v) TBA ¢ozeltisinden
1 ml eklendi. Tekrar 90°C’lik su banyosunda 15 #akibekletildikten sonra tupler
sogutuldu. Her numunenin absorbansi 532 nm de korel Kastin absorbansi UV

spektrofotometrede (Shimadzu 1601) okundu.
20 umol/L’'lik 1.1.3.3 Tetraetoksipropan csna standart ¢ozeltisi ile 1,2,4,5,20

umol/L’lik dilusyonlar hazirlanarak kalibrasyon grgfcizildi. Bu grafikten yararlanilarak

MDA degerleripmol/L plazma olarak verildi.
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2.2.6. Plazma Total Antioksidan Kapasite Diizeyi Olimii

Plazma total antioksidan kapasite dizeyleri, Retafs(Rel Assay Diagnostics,
Tarkiye, lot no: RL0O02) kitleri kullanilarak Ere{2004) tarafindan gslirilen yontem ile
calisildu.

Testin prensibi

ABTS" radikalinin olyturdusu mavi-yail rengin ortama ilave edilen 6rnekteki
antioksidanlar ile azalmasi esasina dayanmaktaddBTS (2,2’-azinobis-3-
ethylebenzothiazoline-6-sulfonate), ABT@dikalini oluturmak tizere bir peroksidaz olan
metmiyoglobin (HX-F&) ve H0, ile inkiibe edilir. Olgan ferrilmiyoglobin ABTS ile

ABTS' radikalini olusturmak tizere reaksiyona girer.

ABTS" radikali kismen stabil, mavi-y& renktedir. ilave edilen o6rnekteki
antioksidanlarin oranina goére renk@lmu inhibe olur. Bu renk gesimi 600 nm’'lik dalga
boyunda 6lctlir. TAK hesaplanmasinda bir E vitanaimal@u olan Trolox standart olarak

kullanilir.

Analiz prosedurt

Total antioksidan kapasitenin belirlenmesi amacilgai kit yardimiyla plazmada
total antioksidan analizi yapildi. Analizde StaridBin hazirlanmasi igin kivete 800 ul
Reagent 1 kondu ve Uzerine 50 ul Standart 1 ekledtdindart 2’nin hazirlanmasi igin
kiivete 800 pul Reagent 1 konularak (izerine 50 phdrt 2 eklendi. Ornek icin kiivete
800 pl Reagent 1 konulup Gzerine 50 pl 6rnek ekldelde edilen kagimlar 660 nm’de
spektrofotometrede Blangi¢c absorbansi olarak okundu. Ayni kivetlere jPReagent 2
eklenerek 37 °C’lik sicak su banyosunda 5 dakikdile edildi. 660 nm’de ikinci kez
absorbansi okunup formulde yerine konularak plaamtel antioksidan icegi belirlendi.
Sonuclar mmol trolox equivalent/L cinsinden verildi
A Abs Std 1 = (Std 1'in ikinci absorbansi — Std Birinci absorbansi)

A Abs Std 2 = (Std 2’in ikinci absorbansi — Std 2ininci absorbansi)
A Abs Ornek = (Orngin ikinci absorbansi — Organ birinci absorbansi)
Sonug =A Abs Std 1 -A Abs Ornek /A Abs Std 1 -A Abs Std 2
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istatistiksel analizler

Elde edilen bulgularin analizi SPSS 11.5 (Stat@tiPackage for the Social
Sciences) programi yardimiyla gercgkiddi. Bagimsiz 6rnekleme testi ile (Independent
Samples Test) istatiksel acidan farklarinin anlashlp olmadgl ve dnemlilik dizeyleri

saptandi.
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3. BULGULAR

Calismaya alinan ratlara ait serum ADMA, NO duzeyleripl@zma MDA ve total
antioksidan aktivite deerleri ve t testi sonuclari Cizelge 4'de gostersbim Ayrica kontrol
ve deneme grubuna ait serum ADMA diuzeykekil 12’de, Nitrik oksit duzeyler§ekil
13'de, plazma MDA dulzeyleisekil 14’de ve total antioksidan kapasite dizeykkil
15'de grafikler halinde verilngtir.

Cizelge 4.Kontrol ve deneme gruplarina ait Serum ADMA, nitaksit dizeyleri ve

plazma MDA ve total antioksidan aktivite g&leri

Gruplar N X+Sx Onemlilik

Kontrol 12 5,59+0.75 P>0.05
ADMA(ng/ml) Deneme 12 7,26+0,86

Kontrol 12 62.28+10.74 p <0.05
NO (uLM/ml) Deneme 12 30.42+2.48

Kontrol 12 26.38+1.94 p <0.05
MDA(umol/L) Deneme 12 42.2+1.24
TAK(mmol Kontrol 12 1,01+0.06
trolox Deneme 12 0.87+ 0,03 p <0.05
equivalent /L)
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Kontrol Deney

Asimetrik Dimetilarjinin Diizeyleri (ng/ml)

Sekil 12. Asimetrik Dimetilarjinin diizeyleri (ng/ml)

Analiz sonuclarina gére ADMA kontrol ve diyabethtiarda sirasiyla 5,59+0.75
ng/ml ve 7,26+0,86 ng/ml olarak ol¢uldi. Denemebgrserum ADMA dgerleri kontrol
grubu dgerler ile kasllastirildiginda artga rastlansa da arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli olmadii P>0.05 tespit edildi.

70
60 -
50 -
40 -
30 A
20 -
10 A

.

Kontrol Deney
Serum Nitrik oksit Diizeyi Olciimii

Sekil 13. Serum Nitrik Oksit DuzeylerfuM/ml)

Analiz sonuglarina gore serum NO duzeyleri kongnlbu ratlarda 62.28+10.74
uM/ml ve diyabetli ratlarda ise 30.42+2.48 pM/ntarak Olguldl. Kontrol ve deneme
gruplari arasindaki bu farklgn istatistiksel olarak p<0.05 dizeyinde anlamtugu
tespit edildi.
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Kontrol Deney
Malondialdehit Diizeyleri (umol/L)

Sekil 14. Plazma Malondialdehit Diizeylefufol/L)

Analiz sonuclarina gore plazma MDA dizeyleri kohtve diyabetli ratlarda sirasiyla
26.38+1.94umol/L ve 42.2+1.24umol/L olarak dlguldi. Sonuglar arasindaki farkin
istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde anlamli @galgdzlendi.

Kontrol Deney
Serum Total Antioksidan Kapasitesi
Ol¢limi (mmol trolox equivalent/L)

Sekil 15. Serum Total Antioksidan Kapasite Duzeyleri (mmoldx equivalent/L)

Analiz sonuclarina gore TAK kontrol ve diyabetlitlemda sirasiyla 1,01+0.06
mmol trolox equivalent/L ve 0.87+ 0,03 mmol troleguivalent/L olarak 6lculdi. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak p<0.05 duzdgianlaml bulundu.
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4. TARTISMA

Insiline b&ml diyabet giinimiizde yam kaullarinin etkisi ile giderek daha sik
rastlanan ve bu nedenle tedavisi ve etki mekanamadlonusunda cok callan bir
patolojidir. Bu konudaki oncul c¢amalar deney hayvanlarinda yapilarak elde edilen
veriler insanlardaki uygulamalarda kullaniimakta®treptozotosin (STZ) deneysel olarak
diyabet olgturmakta siklikla kullanilan bir ajandir. STZ'nimydbetojenik etkisi pankreas

B htcrelerinin tahribine dayanmaktadir (Szkudel€}0D).

STZ glukoz oksidasyonunu bozarak (Bedoya ve ark6),98stlinin biyosentezini
ve salinimini azaltir (Nukatsuka ve ark 1990). IHgheeminin siddeti ve stresi ilacin
dozuna ve laboratuvar hayvaninin turinelioer (Szkudelski 2001). Agiirmamizda
diyabet olgturmak hedeflenginden, diyabet olkturma yontemlerinden STZ secilerek tek
doz uygulannstir. Sonuclarimiz tek ve kullanilabilecek en kicdéz i.p. 50 mg/kg
STZ'nin literattrle uyumlu olarak diyabet glurmak icin yeterli oldgunu gostermektedir
(Pari ve Venkateswaran 2003, Gonul ve ark 2005).

Serbest radikaller normal metabolik slregler bogundicutta strekli olarak
sentezlenir. Diyabette protein glikasyonu ve glukotoksidasyonu sonucu serbest
radikallerin olgyumu artar. Diyabetin kronik komplikasyonlarinin @bgatogenezinde
artms oksidan stresin dnemli rol oyngdidistintlmektedir (Baynes ve Thorpe 1999).
Serbest radikallere BaB hicre hasarindaki en o©Onemli mekanizmalardan biri
membranlardaki lipid peroksidasyonudur. Lipid pesidiasyonu sonucu membranlarda
yapisal ve fonksiyonel hicre hasari solu Malondialdehit (MDA) o6lcuma, lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olarak kullaniimaiktéGrisotto ve ark 2000).

Oksidatif stresin metabolik veya vaskuler hastahlel ba&lantisi oldgu
bilinmektedir (Wiernsperger 2003). Diyabette artaglukoz konsantrasyonlari,
prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengéozulmasina ve dolayisiyla oksidatif
stresin artmasina neden olmaktadir (Gmieniczeklk@01). Diyabette hastgln baginda
serbest radikal agini sa&layan pek cok faktor, hastain devaminda da etkili olmaktadir
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ve bu nedenle antioksidanlarin tedaviye eklenmesiiinektedir (Wiernsperger 2003). Bu
arada Ozellikle Tip Il diyabette sik rastlanan yélkss aclik trigliserit, serbest gaasidi ve
kolesterol duzeyleri de reaktif oksijen Grinlerti@gnin bir nedenidir (Inoguchi ve ark
2000).

Haluzik ve Nedvidkova (2000), STZ ile diyabet glrulan sicanlarda bobrek
dokusu MDA konsantrasyonlarinda grtistiperoksit dismutaz (SOD) ve Kkatalaz
aktivitesinde azalma olgunu tespit etmgierdir. Yilmaz ve arkaddar (2004) da 8
haftalik STZ diyabetik sicanlarda karger dokusunda MDA diizeyinin gitni gostererek,
artan oksidan stresi diyabetik kardiyomyopati, op#ti ve vaskiler komplikasyonlarindan

sorumlu tutmslardir.

Akkaya ve Celik (2010), shkli ve diyabetik ratlarda serbest radikaller ve
antioksidan ilgkisinin argtinimasini amacladiklari camalarinda diyabetik gruptaki
ratlarda kontrol grubuna gore plazma MDA seviyelde arty ve homosistein, leptin ve vit

C seviyelerinde azalma bildirgherdir.

Calsmamizda diyabet ofturulduktan 21 gin sonra yapilan o6lgcimlerde lipid
peroksidasyonunun son Urind olan plazma MDA digeyh diyabetik ratlarda artmi
oldugunu tespit ettik. Bulgularimiz literatirde bu koauglapilan casmalarla uyumlu

gorilmektedir.

Streptozosinin etki mekanizmasi tam olarak bilinrektedir ancak nitrik oksit ve
hidroksil radikal olgumuna neden olarak etkisini gosteidibildiriimektedir (Tanaka ve
ark 1995, Ohkuwa ve ark 1995). Streptozosin vesigie olusan oksidatif stresin diyabete
mi yoksa streptozosine mi @#a oldugunun kargabilecei akla gelebilir. Ancak
streptozosinin yarilanma 6mri 6 saat @galodan bu donemden sonraki oksidatif stresin

streptozosine k@ degil diyabete bgli oldugu disinulmektedir (Kakkar ve ark 1996).

Diyabette serbest radikal glumunun artmasina kahk radikal tutucu sistemlerde
de azalma oldgu ileri surilmektedir (Kosegu ve ark 1999). Lipid peroksidasyonundaki
artis uzun sureli komplikasyonlarin hazirlayici faktorolabilecginden diyabetin

gelismesini dgerlendirmede faydali bir kriterdir.
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Tip 2 Diabetes mellituslu hastalarda plazma ADMAze\i Uzerine yapilan
calismalarda kant sonuclar saptangtir. Ornesin, Krzyzanowska ve arkaglari (2006) tip
2 diyabetli hastalarda artseDMA dulzeyleri rapor ederken, fea bir calgmada ise Paiva
ve arkadglar1 (2003) tip 2 diyabetli hastalarda azajrADMA diizeyleri saptamlardir ve
bu sonucun hastalarindaki argnglomerdler filtrasyon hizi ve kot glisemik kongdogsli

olabilecgini savunmylardir.

Bunun yaninda sonraki yillarda yayinlanan bir med#el ise tip 2 diyabetli
hastalarda artpiADMA diizeyinin miyokard enfarktlsu, serebrovaskibay ve dger
nedenlerden 6lum gibi kardiyovaskuler olaylar agdan guclu bir gésterge olgu ortaya
koyulmwtur (Krzyzanowska ve ark 2007). Diyabetik komplikaslar acisindan da
makrovaskuiler ve retinopati gibi mikrovaskiler kdikgsyonlarla ADMA arasinda

kuvvetli iligski saptanmgtir (Krzyzanowska ve ark 2007, Malecki ve ark 2007)

ADMA duzeyleri tip 1 diyabetli hastalarda da inceieisti. Bu konuda tip 1
diyabetli hastalarda artqqADMA duizeyleri ve ADMA’nin VKIi, aclik kansekeri, LDL
kolesterol ve HDL kolesterol ile gkisi ortaya konmgtur (Altinova ve ark 2007).
Komplikasyonlar agisindan ise Tarnow ve arléata (2004) erken diyabetik nefropatili tip
1 diyabetik hastalarda yiuksek ADMA duzeyleri ve barglomeruler filtrasyon hizi ile

negatif korelasyonunu bildirgierdir.

Hipergliseminin ADMA artgina nasil yol acabilegetam olarak bilinmemektedir.
Bu konuda hipergliseminin oksidatif stresi uyariMA’y1 metabolize eden DDAH
enzim aktivitesini bozdgu (Lin ve ark 2002) ve oksidatif stresin ADMA'yI i#ez eden
arjinin metiltransferaz ekspresyonunu etkifgd{Maas 2005) yoninde gd&idér ortaya

konmustur.

Lin ve arkadglarinin (2002) yaptiklari bir canmada, Diabetes Mellitus’da bozulan
nitrik oksit sentaz yolu incelengive streptozotosinle indiklenen diyabetik ratlarda,

plazma ADMA duizeyleri yuksek bulunrgur.

Diyabetik ratlardaki DDAH aktivitesinin normalderalta yiuksek oldgu; vaskuiler
diz kas ve insan endotelyal hicrelerinde; DDAH \atigsinin bozuldgu ve ADMA

akiimilasyonu oldiu gosterilmgtir. insan endotelyal hiicrelerinde polietilen glikol ile
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kombine superoksit dismutaz (SOD) eklemade DDAH aktivitesi ve ADMA birikiminin
geri dondigu gosterilmgtir (Fogarty ve ark 2012).

Nitrik oksit hem prooksidan hem de antioksidan eghayabilen bir molekuldar
(Wiernsperger 2003). Literattrde diyabette NO diemeyle ilgili olarak farkli sonuclar
rapor edilmgtir. Abou-Seif ve Youssef (2004) diyabetik hastd&aplazma NO miktarini
yuksek bulmalarina ksin, Mohan ve Das (2000) ratlarda diyabetin plazn@ miktarini
diUsUrddgun, insalin verilmesi ile NO’in yikselgini ayrica artan MDA dgerlerinde de

disme old@gunu bildirmglerdir.

Elabbady ve arkadkri (1995) Tip | diyabetin etyolojisinde NO’in yer
alabilecgine dair bir mekanizma ileri surrglérdir. Buna gore otoimmun bir nedenle
aktive olmy makrofajlar biytuk miktarlarda NO salgilatarak pa@sin adacik htcrelerini
hasara gratmaktadirlar. Yuksek konsantrasyonlardaki NOtsksik etkiye sahiptir. Bu
Ozelligi hayvanlardaki deneysel diyabet modelleri Uzerindeelenms ve NOS
inhibitérleri uygulanarak pankreastaki hasarlanmanazaltildgl rapor edilmistir
(Panagiotidis ve ark 1992).

Khandelwal ve arkadtari (2003) ise nitrik oksit sentaz enziminin farkl
izoformlarinin sentezinin ya, dokunun Ozelfine ve diyabetin dokularda yaii

metabolik dgisikliklerin durumuna gore artip, azalabilgoa belirtmislerdir.

Normal fizyolojik durumlarda endotelden salinan N&skiler tonus, koagulasyon
ve inflamasyon gibi pek cok stirecte rol alir. Anchkabet gibi patolojik durumlarda NO
yapimi ve aktivitesi bozulmaktadir. Diyabetteki Nlizeyi azalmasinin en 6nemli
nedenleri arasinda endotel hasari gosterilmektddiperglisemi ileri glikozilasyon
drtnlerinin Uretimine neden olan Protein Kinaz K@ yapimini aktive eder. PKC
aktivasyonu oksijen radikallerinin agima neden olarak endotel fonksiyon bozgkina
sebep olmaktadir. NADPH, nitrik oksit sentaz enmnimikofaktérlerindendir. Fizyolojik
kosullarda NADPH pentoz fosfat yolundan gtnir. Bu yol hiperglisemide inhibe
oldugundan yine NO sentezinde bir azalmaya neden oleicéibning ve ark 1998).
Calsmamizin sonuclarina bakifginda diyabet grubunda NO dizeyinin azalmasi

yikiminin artgl veya yapiminin azalmasi ile aciklanabilir.
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Total antioksidan durumun Olgumu, antioksidamlatek tek Olgiminden daha
degerli bilgiler verebilir bu yuzden kanin antioksidaturumunu saptamada bireysel
antioksidanlardan ziyade bunlarin toplam antioksidbgerini veren total antioksidan
kapasite 6lcimu yaygindmaktadir. Bizde bu amacla deneysel diyabetgtoldusumuz
ratlarda Erel (2004) tarafindan gdlilen ve ginimizde en poptler metod olarak kabul
edilen yontemle total antioksidan kapasitesiniikct

Opara ve arkagtari (1999) proteinurisi bulunan ve bulunmayan ttes mellitus
hastalarinda serum total antioksidan seviyelemmitiollere gore daha duk bulmulardir.
Maxwell ve arkadglari (1997) TAK ve glikozile hemoglobin arasindaste&korelasyon

oldugunu gostermierdir.

2006 yilinda da Shin ve arkatkr insdlin direnci ile plazma total antioksidan
kapasite,p-karoten vea-tokoferol seviyeleri arasinda tersski bulmuslardir. Dosoo ve
arkadalari (2001) ise Non-IDMM hastalarinda total ans@man kapasitenin aclik kan

glikozuyla ters orantili olarak azagaini bildirmiglerdir.
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SONUC

Cesitli hastaliklarin patogenezinin aglimasi, hastaliktan korunmanin ve tedavi
olanaklarinin incelenebilmesi icin deneysel hayvwaondellerinin kullanimi yaygindir.
Cevresel faktorlerin etkilerini belirlemek icin kmallerin kullanilabilmesi, argirilan
patolojiye uygun hayvan turlerinin genetik olarakcigebilmesi, anlamli istatistiksel
degerlendirme yapmaya izin verecek sayida ornektaitzilmesi, hayvan modelleri ile

calismayi rasyonel hale getiren temel faktorlerdir.

Diyabet, gortlme sikfn her gecen gun artan kronik bir metabolizma bazgudur.
Diyabetin ve komplikasyonlarinin patogenezinde gek mekanizma ileri surtlmesine
karsin, bunlar icinde en fazla kabul goreni artan ssirb&dikallerin komplikasyona neden

olmasidir.

Bu calsmada streptozosin ile alwrulan deneysel diyabet modelinde elde edilen
bulgulara goére diyabetik ratlarda artan glikoz gelgri plazma MDA dgerlerini arttirak
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuna ve tatatioksidan kapasite azalmaya neden
olmaktadir. Ayrica hiperglisemi ADMA metabolizmasietkileyerek serum ADMA
dizeylerinde ar§l buna paralel olarak ta NO dizeylerinde azalmayh agmaktadir.
Diyabetin patogenezinde ve komplikasyonlarininswlasinda serbest radikallerin rol
oynadginin bilinmesi, bu hasta@in olusumunu ve ilerlemesini 6nleyici oral antidiabetik,
insulin ve gsitli ajanlarin yani sira antioksidan etkili madeteve vitaminlerin tedaviye

yardimci olarak kullanilabilegediistincesinin yaygindenasina neden olacaktir.
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OZET

Surmeli E. Deneysel diyabet olgturulan ratlarda; asimetrik dimetilarginin,

nitrik oksit ve total antioksidan kapasite diizeyleinin dl¢ctilimesi.

Bu calgmada Streptozotosin ile diyabet glwrulan ratlarda asimetrik
dimetilarginin, nitrik oksit ve total antioksidaragasite diizeylerinin dl¢cilmesi amaclandi.
Calisma ortalama 8-10 haftalik, 24 adet Sprague-Dawilesi disi rat kullanilarak yapildi.
Ratlar; Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fadgil Deney Hayvanlari
Laboratuarinda standagik (12 saat gunsigl / 12 saat karanlik), 1s1 (22 °C)’'da yeteri
kadar su ve yem ile beslendi.

Calisma grubundaki hayvanlar kontrol (n=12) ve denem&l2) olmak lzere 2
gruba ayrildi. Deneme 0Oncesi tum hayvanlarin artalaclk kan glikoz dizeyleri 6lgtldu
ve 112+9.50 mg/dl olarak tespit edildi. Deneysglathiet olgturmak icin 0.01 M sodyum
sitrat tamponu (pH:4.5) icinde streptozotosin 50/kggintraperitoneal olarak deney
grubuna (n=12) tek doz enjekte edildi. Enjeksiyan@4d gin sonra deneme grubundaki
ratlarin achk glukoz duzeyleri 6lguldi. Deneme lgradaki ratlarin achk kargekeri
ortalama 42550 mg/dl olgu belirlendikten sonra eter anestezisi altinda kgilpanlari
serum tlplerine alindi. Sonra 3000 rpm de 10 dakdntrifllj edilerek serum ornekleri

ayrildi ve analiz yapilincaya kadar -20°C de satilan

ADMA kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 5,596 ng/ml ve 7,26+0,86 ng/ml,
NO kontrol ve diyabet grubu ratlarda sirasiyla28210.74 puM/ml ve 30.42+2.48 pM/ml,
MDA kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 26.3834 umol/L ve 42.2+1.24umol/L ve
TAK kontrol ve diyabetli ratlarda sirasiyla 1,0186.mmol trolox equivalent/L ve 0.87+

0,03 mmol trolox equivalent/L olarak tespit edildi.

Bu calsmada streptozotosin ile glurulan deneysel diyabet modelinde elde edilen
bulgulara goére diyabetik ratlarda artan glikoz gelgri plazma MDA dgerlerini arttirak
oksidatif stres, lipid peroksidasyonuna ve totaiaksidan kapasitesinde azalmaya neden
olmaktadir. Ayrica hiperglisemi ADMA metabolizmasietkileyerek serum ADMA

dizeylerinde arga buna paralel olarak da NO dizeylerinde azalmalyagmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Streptozotosin, Asimetrik DimetilarginimNitrik
oksit, Total Antioksidan Kapasit
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SUMMARY

Surmeli E. Measurement of asymmetric dimethylarginne, nitric oxide levels,

and total antioxidant capacity in experimental dialketic rats.

In this study, it is aimed to measure the Asymdbimethylarginine, Nitric Oxide
and Total Antioxidant Capacity levels in rats wetkperimental diabetes. 8-10 weeks aged,
24 male Sprague-Dawley rats were employed in theystRats were observed at Adnan
Menderes Univercity Faculty of Veterinary Laborgtof Experiment Animals in light (12

hours day light and 12 hours night), at 22°C anldW#h adequate food and water.

Animals are divided into two groups which are ddlleontrol (n=12) and
experimental (n=12) Before the study hunger bloogas of the animals were measured
and it was determinated 112+9.50 mg/dl. To formesxpental diabetes, single dose of 50
mg/kg intraperitoneal streptozotocin in 0.01 M phileste citrate buffer (pH 4,5) were
injected to the experimental group (n=12). Hungleot sugar rates were measured 21
days after the injection. Intra core blood is taketo tubes under ether anesthesia after
experimental groups’s hunger blood sugar were medsd25+50 mg/dl. Serum and
plasma was divided after tubes were santrifuged \B®00 rpm for 10 minutes and

samples are kept in -20°C until analysis.

The ADMA for control and diabetic rats is found 89.75 ng/ml and 7,26+0,86
ng/ml, the NO for control and diabetic rats is fdur62.28+10.74 uM/ml ve
30.42+2.48uM/ml, the MDA for control and diabetats is found 26.38+1.94mol/L and
42.2+1.24pmol/L and the TAK for control and diabetic ratsfaind 1,01+0.06 mmol
trolox equivalent/L ve 0.87+ 0,03 mmol trolox eqalent/L respectively.

In this study, according to the findings of the exmental diabetes model which
was induced by using the increasing glucose levatls increases plasma MDA values and
leads to oxidative stress, lipid peroxidation andearease in total antioxidant capacity. In
addition, hyperglycemia by affecting ADMA metabofiscauses an increase in serum

ADMA levels and parallelly causes a decrease inl&l@ls.

Key words: Diabetes, Streptozotocin, Asymetric Dimethylang@i Nitric Oxide,
Total Antioxidant Capacity.
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