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OZET
STREPTOZOTOCIN IiLE DiYAB_E'I_' OLUSTURULAN RATLARDA
EKSOJEN KAYNAKLI L-ARGINININ; ARGINAZ, PARAOKSONAZ,
NITRIK OKSIT VE ANTIOKSIDAN ENZIM DUZEYLERINE ETKISI

Diabetes mellitus insulin sekresyonunun, etkisinin veya her ikisinin
bozuklugu sonucu hiperglisemi ile karakterize metabolik bir grup
hastaliktir. Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki
komplikasyonlarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Artan serbest
radikal dlzeyleri ve antioksidan savunma mekanizmalarinin bozulmasi
enzimlerin ve htcresel organellerin bozulmasina, lipid peroksidasyonun
artmasina ve insllin direncinin gelismesine yol agmaktadir.

Calismanin amaci; streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan
ratlarda intraperitoneal olarak verilen L- arginin’inin arginaz aktivitesi,
nitrik oksit (NO), Malondialdehid (MDA) dlzeyleri ve bazi antioksidan
enzim aktivite dlzeylerine etkilerini arastirmaktir.

On iki haftalik 48 adet Wistar albino erkek ratlar arastirmanin
materyalini olusturmaktadir. Ratlar; kontrol, diyabetik, diyabetik+L-arginin
ve L-arginin olmak UOzere 4 gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna sadece
fosfat-sitrat taponu (0.5 ml/rat) intraperitoneal olarak tek doz verilmistir.
Diyabet grup fosfat-sitrat tamponu (pH: 4.5) icerisinde ¢6zdurilmas
streptozotosinin (55mg/kg vicut agirhgr) intraperitoneal olarak enjeksiyonu
ile olusturulmustur. Diyabet+L-arginin ve L-arginin gruplari % 0.9’luk NaCl
icerisinde 10 mM’lik L-argininden 0.5 ml intraperitoneal olarak tek doz

halinde enjekte edilerek olusturulmustur.
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Diyabet gruplarinda plazma (5.72+0.31 nmol/ml), karaciger
(1.15£0.24 nmol/g protein) ve boébrek (1.51+0.31 nmol/g protein)
Malondialdehit (MDA) dizeylerinin kontrol grubuna gére dnemli derecede
arttigi tespit edilmistir (p<0.05). Plazma (3.9+0.66 nmol/ml) ve karaciger
(0.48+0.13 nmol/g protein) MDA dlzeyinde diyabet+ L-arginin grubu
diyabet grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma goértalmastar
(p<0.05).

Eritrosit (14.5443.47 U/g Hb), karaciger (1.48%+0.36 U/g protein) ve
bdbrek (1.52+0.22 U/g protein) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), aktiviteleri
diyabetik grupta kontrol grubuna (sirasiyla 19.41+3.55, 3.3310.25,
3.44+0.29) gb6re 6nemli dlctide azalirken, diyabetik +L-arginin grubunda
ise diyabetik gruba gére dizelme saptanmistir (Tablo 13, p<0.05).

Eritrosit (40.72+9.82 k/g Hb), karaciger (181+10.71 k/g protein) ve
bdbrek (7.64+0.57 k/g protein) katalaz aktivite diizeyleri diyabetli grupta
kontrol grubuna gére (sirasiyla 59.41+13.95, 209.16 £11.93, 14.831+2.48)
disls gosterirken, diyabetik+L-arginin gruplarinda ise diyabetik gruba
gbre artis izlenmistir (Tablo 14, p<0.05).

Diyabetik grubun karaciger ( 266.9 +18.45 U/mg protein) ve bébrek
(8.86+1.01 U/mg protein) dokusundaki arginaz enzim aktivite dlizeyleri
kontrol grubuna gbére (sirasiyla 159.61+11.97, 7.81+0.82) daha ylUksek
bulunmustur. Karaciger ve bdbrek arginaz aktivite dizeylerinde kontrol
grubu ile diyabetik+L-arginin grubu (sirasiyla 165.6 +14.56, 8.73%1.9)

arasinda fark izlenmemistir.



Plazma (34.66+3.75 umol/L) ve bdbrek (28.74+2.01 umol/L) NO
dlzeyleri diyabet grupta kontrol grubuna gére (47.2 £7.77, 33.14+2.84)
6nemli derecede dlusUs gOsterirken, karaciger (23.91+1.69 pumol/L)
dokusunda kontrol grubuna gére diyabetik grupta (25.63+2.0) 6nemli artis
g6zlenmistir (p<0.05).

Diyabetik grubun eritrosit stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinde
(320.09 +45.083 U/g Hb) kontrol gruba gbére (396.73+66.95 U/g Hb)
dlisUs saptanmistir (p<0.05).

Plazma PON 1 aktivitesinde diyabetik grupta (57.22+13.17 U/L)
kontrol grubuna gére (72.47+9.55 U/L) 6nemli azalma tespit edilmistir
(p<0.05).

L-arginin poliaminlerin ve prolinin olusum sirecinde rol alan ve L-
ornitine metabolize olan bir amino asittir. Poliaminler hdcrenin
blyimesinde dnemli bir mediatérdar. L-prolin ise kollajen sentezi igin bir
substrattir. Her iki metabolik yolun pankreatik dokunun onariimasinda
6nemli bir rol oynayabilecegi dustntlmektedir.

Sonug olarak; L-argininin diyabetik ratlarin antioksidan sistemleri
Uzerine dlzenleyici etkisinin oldugu gdzlemlenmistir. Bununla birlikte
diyabete bagh oksidatif stresin énlenmesinde veya etkisinin azaltilmasinda

L-argininin faydali olabilecegi sonucuna variimistir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, L- arginin, antioksidant

enzimler, rat, arginaz, MDA, NO.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF EXOGENOUS L-ARGININE ON THE ARGINASE,
PARAOXONASE, NITRIC OXIDE AND ANTIOXIDANT ENZYME LEVEL
IN STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS

Diabetes mellitus is a group of metabolic diseases characterized by
hyperglycemia resulting from defects in insulin secretion, insulin action, or
both. Oxidative stress has an important role on diabetes and pathogenesis
of the further complications of diabetes. The levels of induced free-radicals
and decline of antioxidant defense mechanisms can lead to damage of
enzymes and cell organelles, increased lipid peroxidation and
development of insulin resistance.

In the present study, it was aimed to investigate the effect of L-
arginine given intrapertoneally on the arginase, paraoxonase (PONT1),
nitric oxide, malondialdehyde (MDA) and some antioxidant enzyme levels
in streptozotocin—induced diabetic rats.

Twelve weeks-old wistar albino male rats were used for the study.
The rats were separated in to four groups as following: control, diabetic,
diabetic+L-arginin and L-arginine. The control group was induced by the
injection of only fosfate-citrat buffer intraperitonelly (0.5 ml/ rat) in rats. The
diabet group was caused by the injection of streptozotocin intraperitoneally
(55 mg/kg body weight, in fosfate-citrat buffer). Diabet+L-arginin and L-
arginin groups were given by the injection of 10 mM L-arginine (0.5ml/

each rat) intraperitoneally.
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Plasma (5.72+0.31 nmol/ml), liver (1.15+£0.24 nmol/g protein) and
kidney (1.51+£0.31 nmol/g protein) MDA levels were significantly increased
in the diabetic group compared to the control group (p<0.05). Plasma
(3.910.66) and liver (0.48+0.13) MDA levels of diabetic +L-arginin group
were significantly decreased when compared to the diabetic group
(p<0.05).

Erythrocyte (14.54+3.47 U/g Hb), liver (1.48+0.36 U/g protein) and
kidney (1.52+0.22 U/g protein) GSH-Px activities reduced significantly in
the diabetic group in comparison to the control group (19.41£3.55 ,
3.33+0.25 , 3.44+0.29, respectively ) , on the other hand a significant to
improvement was observed in the diabetic +L-arginin group in comparison
to the diabetic group.

Erythrocyte (40.72+9.82 k/g Hb), liver (181£10.71 k/g protein) and
kidney (7.64+0.57 k/g protein) catalase activities reduced in the diabetic
group in comparison to the control group (59.41+£13.95 , 209.16%11.93,
14.83+2.48, respectively), but a significant increase was observed in the
diabetic +L-arginin group in comparison to the diabetic group (p<0.05).

The activity of arginase enzyme in liver (266.9+18.45 U/mg protein)
and kidney (8.86+1.01 U/mg protein) of diabetic group was significantly
higher than the control group (159.61+£11.97, 7.811+0.82, respectively). No
significant difference was observed between the control group and
diabetic +L-arginin group (165.6+14.56, 8.73+1.9 respectively) in the liver

and kidney arginase enzyme activity levels.
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Plasma (34.66x3.75 umol/L) and kidney (28.74+2.01 umol/L) nitric
oxide levels reduced significantly in the diabetic group in comparison to
the control group (47.2+7.77, 33.1412.84), but the liver tissue nitric oxide
levels (23.91+1.69) were significantly increased in the diabetic group
(25.63£2.0) in comparison to the control group (p<0.05).

The activity of SOD enzyme of diabetic group (320.09+45.03 U/g
Hb) reduced in comparison to the control (396.73+66.95 U/g Hb) group
(p<0.05).

The levels of plasma PON 1 activities reduced in the diabetic group
(67.22+13.17 U/L) in comparison to the control group (72.47+
9.55 U/L).

L- arginin is also metabolized to L-ornithine, which can be
processed to polyamines and proline. As polyamines are important
mediators of cell growth and L-proline is a substrate for collagen
synthesis, it is thought that both pathways have an important role on
pancreatic repair processes.

In conclusion, it was observed that L-arginine has a regulatory
effect on the antioxidant system in induced diabetic rats. In addition to this,
it was also observed that L-arginine may be useful in the prevention or
reduction of oxidative stress depending on diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, L- arginine, antioxidant enzymes, rat,
arginase, MDA, NO.
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3. GiRiS

Diyabetes mellitus instlin hormon sekresyonunun ve/veya insilin
etkisinin mutlak veya géreceli azlidi sonucu karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda bozukluklara yol acan kronik hiperglisemik bir grup
metabolizma hastaligidir (178). Diyabetes mellitus sigir, at, koyun ve
domuzda nadir (78), kdpeklerde ise daha sik gorilir. Képeklerde
disilerdeki insidensi erkeklere gore iki kat daha fazladir. Bu durum
kedilerde tam tersinedir. Erkek kedilerde gorilme olasiligi disilere gére 1,5
misli daha fazladir. Hastaligin prevalansi yasa paralel olarak artis gésterir
(100).

Superoksit anyon (O%) ve hidroksil radikali (OH) iceren oksijen
serbest radikallerinin, biyolojik sistemlerde karaciger, bébrek, kalp, beyin,
bagirsak ve iskelet kasinin iskemisi dahil, hiicre hasar olusumuna katilan
faktérler olduklari ifade edilmektedir. Oksijen serbest radikalleri, membran
batinliginde kayip ile membran gecirgenligi ve akiciliginda artisa neden
olarak, membran fosfolipitlerinin peroksidasyonu yoluyla sitotoksik etki
gOsterirler (76).

Serbest radikallerin dnemli biyokimyasal ara Griin olarak kabulln(n
artmasi beraberinde cok sayida hastalikla da ilgileri bulundugunu ortaya
koymustur (27). Serbest radikal olusumu, antioksidan savunma
mekanizmalarinin yetersizligi ve protein glikolizasyonu (174) 6zellikle zayif
kontrollli diyabetlilerde ateroskleroz, retinopati ve hipertansiyon gibi
diyabet komplikasyonlarina yol agar (168).
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Diyabetteki komplikasyonlar, insllin homeostazisi ve enerji
metabolizmasi degisikliklerinden kaynaklanan metabolik stresin sonucu
olarak gelismektedir. Diyabette serbest radikal olusumu artar ve serbest
radikal tutucu sistemlerde azalma goérulir (4,57,58).

Arginin hayvan hucrelerinde ¢ok yonli bir amino asittir. Sadece
proteinlerin sentezinde prekirsér olmayip ayni zamanda nitrik oksit, Ure,
poliaminler, prolin, glutamat, kreatin ve hicre homeostasisin
dizenlenmesini kapsayan diger molekillerin sentezinde de rol alirlar ( 53).
Arginin insilin sekresyonunda glukoz gibi stimulan etki gdstermektedir
(79).

Bu calismada; diyabetik ratlara  L-arginin uygulamasi sonucu
organizmada hayati 6nemine sahip kan, karaciger ve bébrek dokularinda
arginaz, paraoksonaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, stperoksit dismutaz
enzim aktivite dizeyleri dl¢llip, L-arginin uygulamasinin malondialdehid
ve nitrik oksit dlizeylerine etkileri de incelenmigtir.

3.1. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, hicre metabolizmasi sirasinda olusan
biyokimyasal reaksiyonlar ile ortaya ¢ikan, dis yértiingelerinde ciftlenmemis
elektron igeren ve stabil olmayan molekdllerdir (163). Ciftlenmemis
elektron tasiyan bu yapilar kisa slrede daha stabil bir forma dénlisme
egilimi gbsterirler.

Serbest radikaller G¢ yolla meydana gelir.

1. Kovalent bagli normal bir molekllin, her bir parcasindan ortak

elektronlardan biri kalacak sekilde homolitik béltinmesi ile,



X:¥Y — 5 X + Y
2. Normal bir molekillden tek bir elektron kaybi veya bir molekilin
heterolitik bélinmesi. Heterolik bélinmede kovalent bagi olusturan her iki
elektron atomlarin birinde kalir. Béylece serbest radikaller dedgil, iyonlar
meydana gelir.
XY —» X: + Y
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile,
A+e —» A
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller cogunlukla elektron transferi
sonucu meydana gelmektedir. Serbest radikaller; pozitif yUklli, negatif
yUKIU ve elektriksel olarak nétral olabilirler. Organik ve inorganik molekller
seklinde de olabilirler (27). Oksidanlar (reaktif oksijen partikilleri) tek
elektron eksiklikleri nedeni ile bagka molekdller ile kolayca elektron alig
verigi yapabilenler (radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadidi halde, baska
molekdller ile radikallerden daha zayif bir sekilde birlesenler (non-

radikaller) olmak Gzere iki grupta toplanirlar.

Radikaller Non-Radikaller

- Superoksit Radikali (O7,) - Hidrojen Peroksit (H20,)

- Hidroksil Radikali (OH) - Lipit Hidroperoksit ( LOOH)
- Alkoksil Radikali (LO) - Hipoklorus (HOCI)

- Peroksil Radikali (LOO')



3.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

3.2.1. Superoksit Radikali (02")

Molekuler oksijenin bir elektron alip indirgenmesi ile slUperoksit
anyon radikali (O2") olusur. iki elektron almasi ile de peroksi anyonu (02%)
olusur (31). Siperoksit, organik c¢o6zlcllerde kuvvetli bir baz ve
nukleofildir. Sulu sollsyonlarda ise asin hidratedir. Sulu sollisyonlardaki
stperoksitin orta derecede kimyasal aktivitesine ragmen, kimyasal yada
enzimatik yolla stperoksit Gretiminin biyolojik sistemlerde 6nemli derecede
hasar yaptigi g6zlenmistir. Siperoksit radikali bir oksitleyici gibi
davranarak bir elekiron daha alabilir, bdylece olusan peroksit anyonu
ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit (H-O.) olusturabilir veya
stperoksit radikali aldigi elektronu bagka bir elektron aliciya vererek tekrar
oksijene oksitlenebilir. Bdylece indirgeyici olarak davranabilirler. ki
sUperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri oksitlenirken digeri ise
indirgenir. Sonugta hidrojen peroksit ve oksijen meydana gelir (99).

O% + O% + 2H" —> H.O, + Oz (39)

3.2.2. Singlet Oksijen ('05)

Molekdler oksijenin dis iki orbitalinde paralel spinlere sahip olan iki
elektrondan birinde salinim sinirflanmalarinin kalkmasi sonucu, molekuler
oksijenin iki elektronu ayri ayri veya ayni orbitali isgal edebilir. Oksijenin
uyariimis bu iki formuna singlet oksijen ('O5) denir (163). Singlet oksijenin
olusumuna neden olan bazi mekanizmalar sunlardir.

a- Dioksijen Uzerinde pigment aracili 11k aktivitesi ile,

b- Demir katalizli Haber-Weiss reaksiyonu ile,



Fe+3 Fe+2
O 2+H20, % "0, + H0
c- Siperoksitin spontan dismutasyonu ile
O% + HO0 +H" —=> "0, + H0;
d- Fagositoz yapan hiicrelerde fagositoz sirasinda H-O, ve halojen
bagimli myeloperoksidaz enzimi ile ,
OClI + Hx0 — '0, + H0 +Cl
e- O, ile OH etkilesmesiile,
O, + OH — 0, + OH
f- Silperoksit radikallerinin diagilperoksitlerle tepkimesinde singlet
oksijen olugsmaktadir (61).

3.2.3. Hidroksil Radikali (OH')

Haber ve Weiss, 1934 vyilinda hidrojen peroksitin O7 ile
indirgenmesiyle hidroksil radikali olusabilecegini géstermistir (31).

Oz + H0, = OH + OH + '0,

Oksijen radikalleri icinde en reaktif olani, reaktivitesinden dolayi da
en toksik olani hidroksil radikalidir. Hidroksil radikali Gretildigi yerde
hemen her tir molekil ile tepkimeye girebilir ve radikal tepkimelerini
baslatabilir. Hidroksil radikalinin katildigi baglica tepkimeler bes grupta
toplanabilir.

1- OH' ekleme reaksiyonlari,

RCH=CH, + OH ~—> RCH-CH.OH

2- Hidrojen ¢ikarma reaksiyonlari,

RH + OH —> R + H0



3- Elektron nakil reaksiyonlari,

OH +S —> OH + &S

4- Atom ve yUk nakli reaksiyonlari,

O + 0Oy > 0;+0,?

5- a) Radikal-Radikal reaksiyonlari,

OH +OH — H0;

OH + O =—> HXO

OH +H —> HO0

b) Dismutasyon reaksiyonlari

OH + HO HO + O

OH + Oy —> OH + O

Hidroksil radikallerinin yUksek aktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik
etkilerinin yani sira, Uretimleri normal biyolojik fonksiyonlar icinde
gereklidir. Fagositoz ve pek ¢ok enzimatik katalizin zorunlu bir parcasi
olarak OH Uretilir ve kataliz olayina dogrudan katilir (39).

3.2.4. Hidrojen Peroksit (H20,)

Molekuler oksijenin ¢evresindeki molekullerden iki elektron almasi
veya superoksitin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit
molekdli 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H2O2) meydana
getirir. H>O, membranlardan kolayca gecebilen, uzun ©&murld bir
oksidandir (44,170).

02'_ + € + 2H* H202

O, + 26 + ©2H — H>0»



Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil GOretimi
stiperoksitin dismutasyonu ile olur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak
hidrojen peroksit ve molekller oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu
radikal olamayan Urlnler meydana geldiginden buna dismutasyon adi
verilir.

20, + 2H* —> H.O, + 0.

Bu dismutasyon ya spontandir ya da sUperoksit dismutaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8’de minimal dizeyde
gerceklesir. Bu pHda protonlanmis ve protonlanmamis radikal
konsantrasyonlari esittir. Fakat, hem protonlanmis radikalin arttigi daha
asit pH'da hem de sUperoksit iyonunun fazla oldugu alkali pH’da bu hiz
belirgin sekilde disiktir (45). Slperoksitin stiperoksit dismutaz tarafindan
dismutasyonu ise daha genis bir pH araliginda katalizlenir. Ozellikle
spontan dismutasyonun nisbeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH'da
enzimatik dismutasyon daha belirgindir.

Hidrojen peroksit, aciga sUperoksit cikmadan oksijenin direkt
divalan reaksiyonu ile de olusabilir.

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadidi halde, reaktif oksijen
tarleri igine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli rol oynar.
CUnkO sUperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest
oksijen radikali olan hidroksil olusturmak Gzere kolaylikla yikilabilir.

H:0, + O, == OH + OH + 0>

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss

reaksiyonu ya katalizér varliginda ya da katalizérsiiz cereyan edebilir.



Fakat, katalizérsiiz reaksiyon olduk¢a yavas ilerler. Demirle katalizlenen
ikinci sekli ise ¢ok hizlidir. Bu reaksiyonda &nce ferri demir (Fe®)
indirgenir (88,152). Sonra bu ferro demir kullanilarak “fenton reaksiyonu”
ile hidrojen peroksitten OH' ve OH" Oretilir. Reaksiyon mekanizmasi
asagidaki sekildedir.

O, + Fe*

:> O2 + Fe+2
Fe?2 4+ H,0, = Fe* + OH + OH

O_g + H202 — OH: + OH + 02

Goraldagu gibi stiperoksit, hem hidrojen peroksit kaynadi hem de
gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisidir. indirgenmis gecis metalleri
(demir ve bakir gibi) okside sekillerine gbre hidrojen peroksitle daha
reaktiftirler.

EDTA gibi bazi selatér ajanlar hidroksil radikal olusumunu, Haber-
Weiss reaksiyonu yolu ile sitimile ederken, dietilentriamin pentaasetik asit
(DTPA) gibi bazilari ise inhibe eder. EDTA, demir iyonlarinin lipit
peroksitler ile reaksiyon hizini dastrdr (63).

3.3. SERBEST RADIKALLERIN KAYNAKLARI
3.3.1. intraselliiler kaynaklar
1. Mitokondriyal elektron transport sistemi (3,8)
2.Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom p-450, sitokrom bs) (27)

3. Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler



4. Plazma membrani: Lipoksijenaz, prostoglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipit peroksidasyonu

5. Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksigenaz,
hemoglobin

6. Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma, intoksikasyonlar (8)
3.3.2. Biyolojik Kaynaklar

1. Radyasyon

2. Sigara icimi

3. Ultrason

4. Hava kirliligi (SO,)

5. Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular (8)

Normalde hlcrelerde en buylk serbest radikal kaynagi elektron
transport zincirinden elektron sizintisidir. Mitokondri i¢ membraninda
yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri blylk oranda
indirgendigi zaman mitokondrial siperoksit radikal Uretimi artar.
Endoplazmik retikulum ve nikleer membranda ise serbest radikal Uretimi
membrana bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

Gogu enzimin katalitik aktivitesi sirasinda da serbest radikaller
aciga cikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup normalde NAD-
bagimh dehidrogenaz olarak gérev yapar ve serbest radikal Uretimine
sebep olmaz. Fakat, in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin
dehidrogenaz formundan oksidaz formuna ddntismesine ve siperoksit

radikalinin Uretimine neden olur (105,170).



Aldehit oksidaz yapi itibariyle ksantin oksidaza benzer ve
substratlarinin cogu ayni olup, sUperoksit radikali Gretir. Benzer sekilde
dihidroorotat dehidrogenaz, flavoprotein dehidrogenaz, amino asit oksidaz
ve triptofan dioksigenaz gibi enzimler de radikal olusumuna sebep olur.

Aktive olmus fagositler, bakterisidal rollerinin sonucu olarak
superoksit Uretirler (7).

3.4. SERBEST RADIKALLERIN ETKILERI

Serbest radikaller bazi cevre Kkirliligi yapan maddelere maruz
kalinmasi, normal metabolizmanin yan UrinU olarak ve radyasyon sonucu
olusurlar. Bunlar oldukga reaktif 6zellikte olduklarindan hiicre organellerine
zarar verebilirler ve birgok hastalikta rol oynayabilirler (146). Dejeneratif
hastaliklarin cogunun serbest radikal reaksiyonlari kaynakli oldugunu
gOsteren kanitlar bulunmaktadir. Bu hastaliklar arasinda ateroskleroz,
kanser, enflamatuar eklem hastaldi, astim, diyabet ve dejeneratif g6z
hastaligi sayilabilir (41).

Serbest radikal patolojisi, hlcre membranlarindaki ve diger
makromolekullerdeki nlkleik asit gibi anahtar biyomolekullerin ylksek
oranda radikal reaksiyonlarina maruz kalmasini igerir (24,33).

Reaktivitelerine bagli olarak, serbest radikaller tim hicresel
komponentlerde defalarca reaksiyona girer ve hlicre icin ¢ok toksiktir. Tim
hiicresel komponentler doymamis baglar ve tiol gruplari seviyesinde

serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona girebilir (111).
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3.4.1. Proteinlere Etkileri

Amino asit kompozisyonlari, proteinlerin  serbest radikal
harabiyetinden ne derece etkilenecegini belirler. Triptofan, fenilalanin,
tirozin, histidin, metionin, sistein gibi amino asitleri igceren proteinlerin
serbest radikallerle reaktivitesi ylUksek oldugu igin, serbest radikal
reaksiyonlarindan kolaylikla etkilenmektedirler (80,116).

3.4.2. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

iyonize edici radyasyon sonucu olusan serbest radikaller, DNA’yI
etkilemekte ve hlcrede mutasyon ve 6lime yol agmaktadir (80). DNA
hasarinin énemli olabilmesi icin yere spesifik, ylksek duyarhlik, zincir
kiriklarina yol acacak sekilde olmasi veya replikasyon olusmadan énce
tamir sistemlerinin uzaklasmasi ve mutasyonlara yol agmasi gerekir (27).

3.4.3. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Biyomolekillerin  hemen tim0 serbest radikaller tarafindan
tutulabilir. Ama en c¢ok maruz kalan lipidlerdir. Hicre membranlari
doymamis yag asitlerinden zengindir ki bunlar okside edici radikaller
tarafindan kolayca tutulurlar. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi
olan lipid peroksidasyonu hasar vericidir. GUnki kendiliginden ilerleyen
zincir reaksiyonlari devam eder (27). Lipid peroksidasyon Urtinlerinden
Malondialdehit (MDA), membran komponentlerinde capraz baglanma ve
polimerizasyona yol agmakta ve DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona

girerek karsinojenik 6zellik tagimaktadir (80,179).

11



3.4.4. Sitozolik Molekiiller Uzerine Etkileri

Sitoplazmik serbest radikallerin etkisi ile sitozoldaki proteinler
degisime ugramaktadir. Hemoproteinlerden olan oksihemoglobin’in,
stperoksit radikallerin ya da hidrojen peroksitin demirle reaksiyonu sonucu
methemoglobin’e dénlismesi de serbest radikallerin toksik etkisinin bir
baska 6rnegidir (80,179).

3.5. LiPiD PEROKSIDASYONU

Lipid peroksidasyonu memranda bulunan fosfolipid, glikolipid,
gliserid ve sterol yapisinda yer alan doymamis yag asitlerinin, serbest
oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi cesitli Grlnlere yikilmasi reaksiyonudur.
Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle, basta lipidler, proteinler ve
nikleik asitler olmak Uzere ylkseltgenebilen tim hicre elemanlan ile
etkilesirler (54,104).

Hlcreleri saran membranlar ve hiicre organelleri, ¢ok miktarda
doymamis vyag asitleri ihtiva ederler. Serbest radikaller hicre
membranindaki bu doymamis yag asitlerine saldirir ve lipid peroksitleri
tesekkuliine yol acan lipid radikallerin olusumuna sebep olurlar. Lipid
peroksidasyonundaki artis serbest radikal aktivasyonun indirekt bir
isaretidir (64,115).

Cesitli patolojik durumlar sirasinda birgok hlcre tipinde, oksijenin
rediksiyonundan olusan tdrlerin olagan disi ve siddetli Gretimi ile

karakterize oksidatif stresin meydana geldigi giinimizde iyi bilinmektedir.
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Bu oksidatif stresin genel bir sonucu, hiicre organizasyonun az yada ¢ok
degredasyonuyla sonuclanan hicre lipidlerinin peroksidasyonudur (104).
Oksijen molekdlindn lipidlere karsi yuksek affinitesi vardir. Bu
molekdl hemoglobinden ayrildiktan sonra plazmadaki lipoproteinler ile
eritrosit membranindaki lipidlerde ¢dzinmekte ve daha sonra dokularda
kullaniimaktadir. Bu sirada dokularda bulunan doymamig yag asitlerindeki
cift baglara oksijen baglanmasi sonucu lipid peroksidasyonu kimyasal
reaksiyonu meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonun membran yapi
ve bdtanltgandn bozulmasi, olusan serbest radikallerin cesitli hlcre
bilesenleri Uzerine zararl etkileri ve son Grinlerin sitotoksik etkileri gibi
farkli yollarla hiicre hasarina neden olduklari dagstnilmektedir (37,64).
Lipid peroksidasyonu cok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler Ureterek
diger hlcre bilesenlerine zarar verir. Bu bilesikler ya hicre dizeyinde
metabolize edilirler ya da baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup
hicrenin diger kisimlarina hasari yayarlar. Bdylece, bircok hastaliga ve
doku hasarina sebep olurlar. Peroksidasyonla olusan MDA, membran
komponentlerinin ¢capraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu
da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hicre ylzey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinstik membran &zelliklerini degistirir.
Bu etkiler, MDA’nin nigin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu
aciklayabilir. Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasari

geri déndsimsizddr. Hem insanlardaki hem de tabiattaki lipid
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peroksidasyonunu kontrol etmek ve azaltmak icin antioksidanlarin
kullanilmasindan yarar beklenilmistir (54,110).
3.6. NiTRIK OKSIT

Furchgott ve Zawadski 1980 yilinda asetilkolin uyarisiyla endotel
hicrelerince yapilan damar didz kasini gevsetici bir madde bildirdiler. Bu
maddeye endotel kaynakli gevsetici faktér (EDRF: Endotel Derived
Relaxing Factor) adi verilmistir. Palmer ve arkadaslari EDRF’nin bilinen
biyolojik etkilerinde nitrik oksit (NO) adli bir gazin sorumlu oldugunu
buldular (37,131). insan ve hayvanlarin da NO (retebildiklerinin ortaya
konmasi ile 1987 yilina kadar insan vicudunda bulunus nedeni ve
metabolizmasi hakkinda ¢ok az sey bilinen NO’in fizyolojik ve patolojik
olaylardaki rolt anlasiimig ve 1992’de yilin molekUlU secilmigtir (37).

NO, renksiz bir gazdir. Yiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz
ortamda oldukga stabil olup suda erime 0&zelligi gésterir iken disik
konsantrasyondaki NO oksijen varliginda dahi stabildir. Havadaki NO, kisa
strede oksijenle oksitlenerek nitrojen dioksit'e dénlsir. Nitrojen dioksit,
Uzerinde ylUk tasimamasi ve ortaklanmamis elektron bulundurmasi,
hicreden htcreye hicbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla ge¢cmesini
saglamaktadir. Ayni zamanda NO, tasidigi ortaklanmamis elektron
nedeniyle bir radikal molekull olarak isimlendirilir. Diger serbest radikaller
her konsantrasyonda hicreler igin  zararl iken NO disik
konsantrasyonlarda cok énemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak

asir ve kontrolstiz NO sentezi hicreler icin zararhh olmaktadir. NO, bu
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Ozelligi ile cok ideal bir fizyolojik haberci moleklll 6zelligi kazanmaktadir
(86,131).

Dustik konsantrasyondaki NO, oksijene nazaran hemoglobine 3000
kat bir affinite ile baglanir. Hemoglobin oksi formunda ise NO’i kisa slirede
nitrata (NOs) oksitleyerek etkisizlestirir.  Ozellikle  dolasimdaki
oksihemoglobin NO i¢in kuvvetli bir inhibitérdir. NO, nitrite de (NO,)
okside olabilir. Ancak nitrit tekrar oksitlenerek kisa strede nitrata dénusur
(117). NO, diger serbest radikaller gibi ¢cok kisa yarilanma émriine sahip
olup 2-30 saniye icinde daha stabil yapi olan nitrata oksitlenir (19,118).

NO’in elektronik yapisi iki farkh formda olabilir, ancak ¢ogunlukla
radikal yapida olan ve dimerizasyona daha yatkin olan I. yapr goérGlr.
NO’in hiicrelerdeki sitotoksik ve koruyucu etkisinden de sorumlu olan I.

yapidir. Il. yapi stabil 6zellik tagimaktadir (118).

:N=O: :N=0O:

l. Yapi Il. Yapi

3.6.1. Arginin Amino Asidinden Nitrik Oksitin Sentezi

Nitrik oksitin sentezi i¢in kullanilan éncul biyomolekdl arjinin amino
asitidir. Nitrik oksitin arjininden sentezi, nitrik oksit sentaz enzimi Gzerinde
iki basamakta gerceklesir. Tepkimenin ilk basamaginda arjinin guanido
nitrojeni (N®)- hidroksillenerek N®- hidroksi arjinin (N-OH-arjinin) olusur. Bu

ara UrUn oldukga stabildir ve istenirse tepkime ortamindan izole edilebilir.
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Enzime siki bagli olan ara Grin ikinci basamakta sitrGlin ve nitrik oksite
cevrilir.

Enzimatik NO sentezinin her iki asamasi da enzimin birer
monooksijenaz aktivitesi sayesinde gerceklesir. Nitrik oksit sentaz enzimi
tarafindan bir mol arjininden bir mol nitrik oksit sentezi i¢cin 2 mol oksijen ile
1.5 mol NADPH kullanilir. Kullanilan oksijenlerin iki atomu suya
indirgenirken, diger iki oksijen atomu NO ve sitriilin olusumunda kullantlir.
Nitrik oksitin yapisindaki oksijen atomunun kaynagi, ilk monooksijenaz
aktivitesi ile arjinine katilan atomdur. Sitrllindeki oksijen atomunun

kaynag! ise ikinci monooksijenaz tepkimesi sirasinda kullanilan oksijendir

(Sekil1).

Hy N\ Hy M Hz N
C= hH o= MoH \n::=|:|
/ / /
HH HH o 5 NADF* HH
n
\':HE NADF H HADP \EHE 0.5 NADP H \EH2
S + NO
HzC ch// Hgl:/
Hq 0
\\EHE Oz . \EHE 0z Hz \I:HE
s e e
HzNHC HaHHE: HyHHC
™,
CooH \““EDDH \““EDDH
L- Arginin M- Hidrokesi- dzginin Sitriilin Hirik Okzit

Sekil 1: Nitrik oksit sentaz tarafindan katalizlenen arginin amino asidinden nitrik
oksit sentezi.

Yukarida belirtilen arjininden NO sentezi sadece insanlara 6zgul bir
olay degildir. insan disinda, bitiin memeliler de dahil olmak Uzere cok
cesitli canl tirleri NO sentezlemekte ve c¢esitli biyolojik etkileri igin
kullanmaktadir. Arjininden kaynak alan NO sentezi kuslar, baliklar,

omurgasizlar ve hatta bitkiler ve bakterilerde de gdsterilmistir (83).
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3.6.2. Nitrik Oksit Sentazin inhibitérleri
3.6.2. 1. L-Arginin Analoglari

L-argininin metillenmigs tarevleridir. L-arginin analoglari ile yarismal
substrat inhibisyonu ve substratin rediksiyonu ile sekonder olarak NOS
aktivitesi azaltilabilmektedir. Bu sekilde hicreler igine L-arginin transportu
da engellenmektedir. [ Ornek; N-monometil L-arginin (L-NMMA), asimetrik
dimetil arginin (ADMA), vb.]

3.6.2..2. Flavoprotein Baglayicilari

Bu ajanlar NOS’a baglanmak icin, flavoenzimler ile yarigarak
NOS’In aktivitesini azaltmaktadirlar. Bunlarin inhibitdér konsantrasyonlari L-
arginin analoglarinin inhibitér konsantrasyonlarinkinden daha dasuktar.

3.6.2. 3. Hem Baglayicilari
Bunlar NOS’daki hem gurubuna baglanarak enzim aktivitesini
inhibe etmektedir.

3.6.2.4. BH, inhibitérleri

Bu ajanlar ile BH4'e guanozin tri fosfat (GTP) transforme edilerek
BH4nin  etkisi inhibe edilmektedir. NOS, BHs; olmadan aktivite
g6steremedigi icin inhibe olmaktadir.

3.6.2.5. Kalmodulin (CaM) Baglayicilari
Bunlar sadece cNOS igin etkili olup, CaM’nin NOS’a baglanmasini
engellemektedirler.

3.6.2. 6. Nitrovazodilatatorler

Bunlar vazodilatdér tonusu gerceklestiren “vazodilatatér sistemi”
taklit etmektedirler. Etkilerini olusturmalari icin 6nce NO’e ddnismeleri
gerekmektedir (Ornek; nitrogliserin, sodyum nitroprussid, nitrozotiol gibi)
(12,113,117).
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3.6.3. Nitrik Oksit’in Fizyolojik Rolleri
3.6.3. 1. Kardiovaskiiler ve Pulmoner Sistemlerde Nitrik Oksit

Damar endotelinden salinan NO’in etkisi, damar diz kas
hicrelerinde guanilat siklazin aktivasyonu ile baslar, hicre igi siklik
guanozin mono fosfat (¢cGMP) konsantrasyonunun artigi ve diz kaslarin
gevsemesi ile sonlanir (97). NO, prostasiklinle sinerjist bir etkilesimle
trombosit agregasyonunu ve adezyonunu engellemektedir (37,140).
Trombositler de NO sentez ederek trombosit aktivasyonunun kontroliine
katkida bulunmaktadir (140). NO, sadece sistemik dolasimin
regllasyonunu saglamakla kalmaz ayrica kalp, karaciger, beyin, gibi
organlarda lokal dolagimi da regule etmektedir (94). Nonkolinerjik ve
nonadrenerjik terminallerden salinan NO, vazodilatatér etkiyle kan
basincini ve kan akisini dizenlemektedir (70). Nitrogliserin ve Na-
nitroprussid gibi  bilesikler uzun yillar Kliniklerde hipertansiyonun
tedavisinde kullaniimistir. Vicuda verilen bu maddeler sonugta NO’e

doéniserek etkilerini géstermektedirler (94).

3.6.3.2. Nitrik Oksit’in Sinir Sistemindeki Roli

Yapilan caligmalar beyin dokusunda aktif calisan arginin-NO
yolunun varligini ispatlamistir (130). NO beyindeki glutamat reseptdrini
etkilemekte ve hiicre icindeki cGMP konsantrasyonunu artirarak fizyolojik
etki géstermektedir. Glutamat tarafindan indiklenen sinirsel ileti isleminde
NO’in bir nérotransmitter olarak rol oynadigi tam olarak ispat edilmistir
(30). Hafiza olugsumu ile ilgili caligmalar, 6grenme fonksiyonunun

bozuldugu durumlarda NOS’in inhibe oldugunu ve NO diizeyinin azaldigini
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ortaya koymustur. Ayrica NO koku alma, agr duyusu, gérme islevinde de

fizyolojik olarak rol almaktadir (124).

3.6.3. 3. Sitotoksik ve Sitostatik Ajan Olarak Nitrik Oksit

interferon veya bakteri lipopolisakkaritleri tarafindan aktive edilen
makrofajlar blyidk miktarda NO sentez ederler. Aktivasyonun olmadigi
durumlarda makrofajlarda  NOS bulunmaz. L-arginin-NO yolunun
indUklenmesi, saatlerce hatta glinlerce devam eden NO sentezine neden
olmaktadir (97).

Makrofaj kaynakh NO bakteri, parazit ve timoér hicreleri tzerinde
sitotoksik etki yapmaktadir (93,114). NO bakteri, parazit gibi bircok
patojenin ve timér hlcrelerinin ATP Ureten oksidatif fosforilasyonunun
(ubikinon rediktaz), glikolizin (gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz),
Trikarboksilik Asit (TCA) siklusunun Fe igeren bazi enzimlerini (cis-
akonitaz) inhibe etmekte ve sonugta bakteri, parazit, timor hlcrelerini
6ldirmektedir (34,159,180).

NO, hedef hicrelerde (bakteri, parazit, tGmdr hicresi) DNA
sentezinin hiz kisitlayici enzimi olan ribonutkleotid rediktazi bloke eder ve
hicre DNA’sinin deaminasyonu ile bu hlcrelerde sitostatik etki meydana
getirir (91,118). Makrofajlardan &zellikle monositlerde L-arginin—NO yolu;
timdr hucreleri, intra ve ekstraselliler mikroorganizmalara karsi ¢ok

6nemli bir savunma mekanizmasidir (118).

3.7. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

Serbest oksijen radikalleri dokularda olusur, DNA, proteinler,
karbonhidratlar ve lipidlere hasar verebilir. Bu potansiyel tehlike olusturan
reaksiyonlar prooksidanlari uzaklagtiran ve serbest radikalleri tutan
enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemler tarafindan kontrol edilir.

Antioksidan savunmada karotenoidler, vitamin E ve C, tioller gibi bazi
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biyolojik bilesikler énemli rol oynar. Oksidatif stres prooksidan-antioksidan

dengesinde prooksidanlar yéninde bir kaymayi yansitir (11,135,141).

PROOKSIDAN AJANLAR
(UV, iyonize radyasyon, sigara, c¢esitli kimyasal vs.)
Oksidatif denge=--------mnmmmm oo
KORUYUCU ANTIOKSIDANLAR
( desferrioksamin, katalaz, vs.)
+
ZINCIR KIRAN ANTIOKSIDANLAR
(vitamin A, C, E, vs.)
Artmis Prooksidan ajanlar
Oksidatif stres= ve/veya

Azalmig antioksidan ajanlar

Sekil 2: Oksidatif denge ve oksidatif stresin sematik gériinima(39)

Antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu énleyerek veya zincir
kirarak gorev yaparlar. Birinci kategoride metal selatérler, SOD, katalaz ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) vardir. ikinci kategoride lipid solubl, zincir
kiran ajanlar; alfa tokoferol, ubikinon, retinoik asit, beta karoten ve
glutatyon, Urat gibi suda eriyen maddeler vardir (11,64,111) .

Okaryotik hiicreler yliksek reaktif serbest oksijen radikalleri ile
micadele durumundadirlar (110). Fizyolojik kosullar altinda, bu savunma

mekanizmalari ile hiicrede serbest radikal konsantrasyonunda dusik sabit
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durum saglanir ve aktiviteleri ¢cok ince sekilde regule edilmistir. Optimal

koruma bu enzimler arasinda uygun denge varliginda saglanir (110,172) .

Tablo 1: Endojen Antioksidanlar (45).

Ajan Etkileri
Enzimatik antioksidanlar
Stokrom oksidaz sistemi Hucredeki oksijenin %95-96’sInI

SOD
Katalaz
GPx
Peroksidaz

Nonenzimatik antioksidanlar
Lipid fazi

alfa-tokoferol

beta-karoten

Su fazi
Askorbik asit
Urat
Sistein
Albumin
Bilirubin
Seruloplazmin
Transferrin

Laktoferrin
Ferritin

detoksifiye eder.

Superoksit anyonunu detoksifiye eder.

Hidrojen peroksiti detoksifiye eder.
Hidrojen peroksiti detoksifiye eder.
Hidrojen peroksiti detoksifiye eder.

Vitamin E
Vitamin A preklrsori

Vitamin C

O7, , OH- tutar.

O7, , OH: tutar.

LOOH, HOCIi tutar.

O, , OH- tutar.

SOD’a benzer mekanizma
dolasan demiri baglar.
dolasan demiri baglar.
doku demirini baglar.

Enzimatik antioksidan korumanin rolatif eksikligine ragmen,
ekstrasellller sivilar 6zellikle aktivite fagositik hlcreler nedeniyle O™, ve
H.O,' e maruz kalirlar. Ekstraselliler sivilarda diger antioksidanlar
(transferrin, albumin, seruloplazmin, haptoglobin, Greaz, Vit E, glukoz)

gOrev yapar (62) (Tablo 1).
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3.7.1. Enzimatik Antioksidanlar
3.7.1.1. Glutatyon peroksidaz ( GSH-Px) (E.C.1.11.1.9)
Glutatyonperoksidaz (GSHPx) hidroksi peroksitlerin indirgenmesinden

sorumlu, molekdl agirhdr yaklasik 85.000 dalton olan, tetramerik ve 4
Selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. GSH-Px (E.C. 1.11.1.9
glutatyon: H>O» oksidorediiktaz) asagidaki reaksiyonlari katalizler.

HO, + 2GSH GSH-Px  GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH GSH-Px GSSG + ROH + H>O (134)

—

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGGH-Px) molekiil
agirhgr 20.000 dalton olan monomerik, selenyum ihtiva eden sitozolik bir
enzimdir. Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger (135).

H.O, + 2GSH GSH-Px, GSSG + 2H,0

PLGSH-Px
ROOH + 2GSH > GSSG+ ROH + H0

Hlcre membraninin vitamin E konsantrasyonunun distigu
durumlarda PLGSH-Px, membranin peroksidasyona karsi korunmasini
saglar (25).

GSH-Px’in selenolat formu (E-Se) peroksit substratini alkole
indirgerken, kendisi okside selenik aside dénusur (E-Se-OH). Glutatyon,
bu evrede reaksiyona katilarak selenostilfite baglanmasi ile enzim, enzim
aktif formu olan selenolat formuna dénerken, glutatyon okside hale
dénusar.

Hidroperoksitlerin rediikte edilmesi sonucu meydana gelen GSSH,

glutatyon rediktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a dénUsr.
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Glutatyon Reduktaz

GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADH"*

»

GSH-Px’in fagositik hlcrelerde énemli fonksiyonlari vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda olusan
serbest radikal peroksidasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini
engeller. GSH-Px aktivitesi distk olan makrofajlarda zimosanla baslatilan
solunum patlamasini takiben, hidrojen peroksit saliniminin arttig
gOsterilmigtir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir. GSH-Px aktivitesinde azalma, hidrojen peroksitin
artmasina ve siddetli hiicre hasarlarina yol acar (46,133).

GSH-Px, karacigerde ylUksek aktivitede, kalp, akciger ve beyinde
orta aktivitede, kaslarda disuk aktivitede bulunmustur (61,64).
3.7.1.2. Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6)

Bircok memeli hicre tiplerinde bulunan katalaz c¢ok farkli
konsantrasyonlarda bulunur. Enzim bdbrek ve karacigerin peroksizomlari
(mikrocisimleri) gibi subsellller organellerde veya diger hiicre gesitlerinde
bulunan mikroperoksizomlar gibi daha kigik organellerde (aggregatlarda)
yerlesirler. Karaciger, bébrek gibi ylksek katalaz igerigi olan organlarda
distk H2O. konsantrasyonu, distk katalaz icerigi olan kalp, beyin gibi
dokularda daha fazla H»O, konsantrasyonu vardir. Enzimin aktif
bdlgesinde katalitik aktivitesinden sorumlu bir hem grubu icerir (5) .

Memelilerde bulunan katalaz enziminin ilk kristallesmesini Sumner
ve Dounce tarafindan 1937 yilinda sigir karacigerinden gergeklesmistir

(155). Katalaz yaklasik 240.000 Da molekul agirligina sahiptir. Belirlenen
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4 sublnite ve her birinde protoporfirin halkasi ve merkezde Fe atomu
bulunur.

HoO, iki adet HO ve O’ e ddnastiralir. SOD icin oldugu gibi
katalaz da hlicre veya organizmalarin oksidatif strese maruz kaldigi bazi
durumlarda indiklenebilir (110).

Asagidaki 0¢ anahtar basamak katalittk ve peroksidatif
fonksiyondaki katalaz kinetiginin tam tarifini saglar (27) .

Katalaz-Fe*® + H,0; —— Bilesik I (1)

Bilesik | + H2O2 —> Katalaz-Fe*® +2H,0 + O3 (2)

Bilesik | + AH» —> Katalaz-Fe*® + 2H,O + O, (3)

1. ve 2. reaksiyonlar H.O2'in HoO ve O, ‘e dekompoze olmasi
(katalitik aktivite), 3. reaksiyon H+ dondrlerinin oksidasyonu[(6rn: metanol,
etanol, formik asit, fenoller, 1 mol peroksit tiketimiyle (peroksidatif
aktivite)] gdstermektedir (22). H.O. konsantrasyonu disik oldugunda
peroksidatif yol, yUksek oldugunda katalitik yol baskin olacaktir (2).
Karacigerde endojen olarak Uretilen H>O> ‘in dekompozisyonunu saglayan
iki sistem katalaz ve glutatyon peroksidazdir (73). Katalaz ve GPx
arasindaki karakteristik HO. metabolizmasini paylasma, iki enzim
dagihmina da yansimistir (65). Bu arastiricilarin calismalari géstermistir ki
endoplazmik retikulumdan salgilanan HO2'in  dekompozisyonundan
primer olarak GSH-Px sorumludur(73). H>O, konsantrasyonu arttiginda
(ciddi oksidatif durumlarda oldugu gibi) H>O2’in yikimi i¢in katalazin katihm
orani artar (110). Eritrositlerle yapilan H-O, metabolizmasi ¢alismalarinda

Cohen, Hochstein ve Nicholls; disik H.O, salinimlarinda, GSH-Px’in
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baslica roli oynadigini, yiksek hizli H,O, saliniminda katalazin rolinin
daha énemli oldugunu saptamiglardir (73).
3.7.1.3. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD)

Superoksit dismutaz: SOD (EC 1.15.1.1) ilk olarak 1969 ‘da McCord
ve Fridovich tarafindan bulunan bu enzim iki molekll sUperoksit
radikallerini (O, ) dismutasyona ugratarak hidrojen peroksit ve molekuler

oksijen olusturur (40,90).

2H+
02+ 02 — > HOp + O
SOD

SUperoksit dismutaz enziminin aerobik sartlarda yasami saglamak
icin gerekli oldugu gésterilmistir (111).

Ayni kinetik O6zellige sahip U¢ farkh SOD enzimi enzim tarif
edilmigtir. Biri prokaryotlarda bulunan aktif bélgesinde demir iceren, digeri
prokaryot ve Okaryot hicrelerin mitokondrisinde manganez igeren,
dgclncusi ise okaryotik hicrelerin sitoplazmasinda Cu ve Zn icerendir
(65,111).

Bir de klasik sitozolik Cu/Zn SOD’dan immunolojik olarak farkl olan
ekstra selliler Cu/Zn SOD (EC-SOD) tarif edilmistir. Bu enzim serbest
oksijen radikallerine kargi savunmada ilk basamak olabilir ve hiicreler veya
organizmalar oksidatif strese maruz kaldiklarinda hizla indUklenebilir
(111).

SOD tam anlamiyla detoksifiye edici bir enzim degildir. CUnku

{rind olan HxO: toksik bir ajandir. Ama O, in dismutasyona giden
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enzimatik yolun ilk basamagidir. ikinci basamak katalaza dayanir ve bu
enzim de H,O>’ in suya dénismesini saglar (10).
3.7.1.4. PARAOKSONAZ

PON 1 43 kDa molekiler agirinda 354 amino asitten olusmus bir
proteindir (102,138). Serumda yalniz HDL (High Dansitite Lipoprotein)
Uzerinde lokalizedir (15). YlUksek olarak memelilerde bulunurken, balik,
kuglar ve atropod gibi omurgasizlarda bulunmaz. PON 1 organofosfat
substratlarini parcalar ve bunlara geri dénisimliu olarak baglanabilir.
Bunun aksine organofosfatlar, psédoklin esterazlar gibi serum organik
esterazlar, sinapslardaki asetil kolin esterazlar ve néromuskiler kavsak
icin éldartct substratlardir. Cunkd bunlara geriye dénisimsiz olarak
baglanirlar. PON 1 bu nedenle sirkilasyona giren organofosfatlarin
ndrotoksititesine kars! sinir sistemini koruma bakimindan énem tasir. ilk
olarak paration insektisitin metaboliti olan paraokson’u hidroliz etmesinden
dolayi bu ismi almigtir.

PON 1 bir antioksidan enzim olarak tanimlanir. Cunki lipid
peroksitlerini hidroliz ettikleri bildirilmektedir (102).

Paraoksonazin LDL (Low Dansitite Lipoprotein) oksidasyonu ve
aterosklerozda koruyucu 6zellige sahip antioksidan etkili bir enzim oldugu
distntlmektedir (92).

Enzim aktivitesi kalsiyuma bagimhdir. Bu 6zellik Co*?, Mn*?, Mg*?
kullanan diger A esteraz tipi enzimlerden ayirir (92) .

HDL’nin yapisinda bulunan paraoksonazin LDL’yi oksidasyondan

koruduguna dair elde edilen bilgiler HDL’nin okside ajanlar ile inkubasyonu
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sirasinda LDL’ye bagli olan sitotoksititeyi ve lipit peroksidasyon Grtnlerinin
olusumunu énlemesiyle aciga ¢cikmistir (121).
3.8. ARGININ VE ARGINAZ

Arginin protein sentezinin arttiyi gebelik dénemlerinde ve gocukluk
déneminde yari esansiyel bir amino asittir (115,119).

Arginin hayvan hicrelerinde ¢ok yonli bir amino asittir. Sadece
proteinlerin sentezinde preklrsér olmayip ayni zamanda nitrik oksit, Ure,
poliaminler, prolin, glutamat, kreatin ve hilcre homeostasisin
dizenlenmesini kapsayan diger molekdllerin sentezinde de rol alirlar (53).
Arginin ilk kez 1886 yilinda yabani fidelerden izole edilmigtir (150). Bunu
takiben 1895 yilinda ise hayvansal proteinlerin bir komponenti olarak
bulunmustur (67). Fizyolojik ve beslevsel calismalar 1930 ve 1940 yillar
arasinda arginin arastirmalari igin yeni bir dénem olmustur. Foster ve ark.
(43) argininin kreatin sentezi icin gerekli oldugu bildirilmiglerdir. Ayni
zamanda argininin diyetle alinmasinin genc¢ ratlarin ve civcivlerin (43)
bldylimesi icin gerekli oldugunu goéstermistir. Fakat saglikli yetigkin ratlar
icin ise gerekli degildir (20,173). Bu bulgular esliginde 1950-1970 yillari
arasinda yogun caligsmalara sebep olmus ve arginin ilk siniflandiriimasi
yapilmistir. Buna gére arginin saglikli yetigkin insanlar icin non-esansiyel,
(144) gencler, blyime ddnemindeki memeliler ve karnivorlar igin
esansiyeldir (32). Argininin hayvanlardaki katabolizma ve sentez yollarinin
arastirilmasi 1980 yillarinda baslamistir. Windmueller ve Spaeth (171)
1981 yilinda yetiskin ratlarda endojen argininin, ince bagirsaklarda sitrdllin

sirkilasyonunda énemli kaynak oldugunu bildirmigtir. Bu klasik bulgular
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bagirsaktaki sitrillin’in sentezi igin L-A'- prolin-5- karboksilat sentaz
araciliyla glutamin/glutamat’tan sentezlendigi 1983 yilinda tanimlanmistir
(166,167). Memelilerde endotel kaynakli gevsetici faktér olan NO(nitrik
oksit) (69) ve nitrit/nitrat sentezi igin argininin prekdrsér oldugu 1987
yilinda kegfedilmistir.

Asagidaki sekilde arginin metabolizmasi ayrintili olmasina ragmen,

arginin katabolizmasindaki gelismeler son yillarda ilgiyle artmistir (Sekil 3).

Protein sentezi Mitrike oksit (NO)
™ L-Sitralin

HQN-(ﬁ- HN -CHE—CHQ-CHg-ﬁH-CODH
NH MHy

— lreatin

L-Arginin

Agmatin lx-me

L-ornitin  —— Putresin

|

Prolint—L-ﬂ- prolin-5- karboksilat ———L-glutamat

Sekil 3: Memeli hiicrelerindeki argininin metabolik yollari. Metabolik yolun
temelini olugturan 5 enzim yer almaktadir: Nitrik oksit sentaz(NOS), arginin: glisin
amidinotransferaz, arginaz, arginin dekarboksilaz ve arginil-tRNA sentaz.

Arginaz (L-arginin aminohidrolaz; EC 3.5.3.1) Gre déngusinin son
enzimidir. 1lk defa 1904 yilinda Kossel ve Dakin tarafindan varlig

gOsterilmigstir (84,85,115). Hulcrelerin sitoplazmasinda yerlesim gdsteren
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arginaz, asagidaki reaksiyonla L-arginini Gre ve ornitine hidrolize eder

(115).

(|JOO'
NHs - C-H
| COO-
CHy £
| NHs -C-H NH,
Ch Argina l H |
inaz
C|H2 + H20 : |C ° + (|3=O
- CH, NH,
|
?=N+H2 Ck_IH2
NH; s
Arginin Ornitin Ure

Arginaz enzimi esas olarak karaciger dokusunda bulunur ve Krebs-
Henseleit Ure ddnglsindn son basamagini katalize eder. Arginaz
enzimine karaciger disi dokularda da rastlanirsa da buralardaki aktivite
dizeyleri oldukca dusuktir. Arginaz enzimi sadece insanlarda
bulunmayip, bakteriye kadar genis bir dagihm gdstermektedir (128). Gilen
tarafindan yapilan calismalarda; arginazin tam bir Gre ddéngUsine sahip
olmayan canlilarda ve dokularda bulundugu ancak enzimin bu dokulardaki
biyolojik 6neminin ne oldugunun kesin olarak bilinmedigini agiklanmistir
(56).

Eritrositler; Gre dongusi ile Ure sentez edememelerine ragmen,
insan, sigir ve koyun eritrositlerinde aktif bir arginazin varhgi tespit edilmis,
buna karsilik tavuk ve keci eritrositlerinde bu enzime rastlanilamamistir
(71,126,143). Ozan ve ark.; tavuk eritrositlerinde arginin varlhigini

gOstermelerine ragmen Olgllebilir  bir dizeyde arginaz aktivitesi
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saptayamamis ve bunu tavuk eritrositlerinde arginaz aktivitesi olmadigi
seklinde yorumlamislardir (126,127).

Porembska tarafindan yapilan bir calismada fare ve insan
dokularindan elde edilen arginazlarin farkli elektroforetik mobiliteye sahip
oldugu, izoelektrik noktalarinin farkllik gdsterdigini saptamiglardir. Ayni
arastiricilar insan dokularinda arginazin A1, A2, A3, A4 ve A5 olmak Uzere
5 farkli izoenzimlerin bulundugunu, bu izoenzimlerin molekll agirliginin
yaklasik 120.000+/- 5000 dalton oldugunu ac¢iklamislardir (60,81,136).

izo enzimlerin dokulara gére dagilimi sdyledir: Karacigerde A1,A2,
A3,A5, bbbrek, bagirsak ve beyinde A1,A4, submaxillar tlkrik bezinde A3,
fibroblastlarda A1,A2,A3, eritrositlerde A2,A4, parotis bezinde A1, meme
bezinde A1,A2 bulunur (72,87). Bu izoenzimlerin hiicre igi
yerlesimlerininde farkhhk gésterdigi karaciger icin ana form kabul edilen A1
stoplazmada yerlesirken, bdbrek icin ana form olan ve Ure sentezinden
ziyade prolin biyosentezinde gorevli olan arginazin A4 formu mitokondrial
yerlesim gbstermektedir. Bdbrek A1 arginazi ise stoplazmada
sinirlanmigtir (72).

Beslenmenin arginaz Gzerine etkilerini inceleyen degisik arastiricilar
protein aliminin arginaz aktivitesini arttirdigini (149,153), bunun substrat
konsantrasyonundaki veya enzim kinetigindeki degisiklikten degil de,
protein sentezinin artisindan kaynaklandigini agiklamiglardir (29,149).
Dusuk protein diyetinde ve aclik (perhiz) durumlarinda farkli dokulardaki

arginazlarin aktivitelerinde genel bir azalma olmakta (142,149) fazla
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karbonhidrat aliminda Gre déngusu enzimleri azalmakta, karbonhidrat
alimi azaldiginda da tre déngist enzimleri artmaktadir (149).

3.9. DIABETES MELLITUS

3.9.1. Tarihgesi

Diabetes mellitus’'un ilk tarifine milattan 1500 yil éncelerine ait
Ebers papirtslerinde rastlanmaktadir. Burada bol su igme ve bol idrardan
bahsedilmektedir. Ebers papirtslerinin, Misir'in daha énceki tip eserlerinin
bir derlemesi oldugu, bu bakimdan verdigi bilgilerin daha eski yillarin
bilgilerini yansittigi saniimaktadir.

Hint uygarhdinin® Vedalar” ¢aginda da “poliiri” den bahsedilir.
Hippokrates, Galen, Bharadwajne Atreya adli Gnli hekimlerin &gretileri
“Charak samhita” isimli kitabinda M.O. 600 yillarinda toplanmistir.
Burada “Madhumeh” adi verilen bir hastalik tarif edilmekte, tarif bugtnki
Diyabet tanimina ¢ok uymaktadir. Bu hastalikla ilgili olarak (diger adiyla
tath idrar hastalgi), hastalarin genelde sisman insanlar olduklari, cok su
icip ¢ok idrara ciktiklar, hizla zayifladiklar ve idrarina karincalarin
toplandigr yazilmaktadir. Ayrica hastalarin kuruyarak ve agizlarinin
kokarak oéldikleri belirtiimektedir.

Blylk Turk, islam alimi ibn-i Sina’da seker hastaligini bugiinki
tanimina yakin bir sekilde tarif etmis, tani ve tedavi hakkindaki ibn el-
Isehezzar adh kitap 900 yillarindan 1500 yillarina kadar dinya tip
okullarinda ders kitabi olarak okutulmustur.

1777'de Pool ve 1778'de Cawley kimyasal olarak idrarda seker

bulmus ve idrardaki sekerin glikoz oldugunu kanitlamiglardir (66,178).
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Diyabetin tarihcesi bunlarla sinirli kalmayip, bunlari takip eden
yillarda hizla buluslar gercekleserek giinimuze ulagiimistir.

3.9.2. DIABETES MELLITUS’UN TANIMI VE SINIFLANDIRILMASI

Diabetes mellitus kronik seyir gdsteren, klinik tablo ve patogenez
acisindan heterojen, humoral, dokusal ve immunolojijk olarak kendine
6zgl degisimlerle karakterize, insilin eksikligine bagh metabolik bir
hastaliktir. Diyabette karbonhidrat metabolizmasindaki bozukluklarla
birlikte, yag ve protein metabolizmasinda da bozukluklar vardir ( 3,178).

Diabetes mellitus genel olarak Tip | diabet (instilin Bagimli Diabetes
Mellitus.IDDM) ve Tip Il (instlin Bagimli Olmayan Diabetes Mellitus.
NIDDM) olmak Gzere ikiye ayrilir (162).
3.9.2.1 insiiline Bagimli Diabetes Mellitus(IDDM)

Pankreastan salgilanan endojen insilinin  eksikligine veya
yokluguna bagli olarak gelisir. Bu ylzden tedavide insllin mutlaka
gereklidir. Herhangi bir yasta ortaya cikabilir. Olgularin ¢gogunda 30 yas
éncesinde tani konulmasina ragmen yaslilarda da ortaya cikabilir. insdilin
sadece hiperglisemik semptomlari kontrol etmekle kalmaz ayni zamanda
da hastanin ketoasidoza girmesini de Onler.

Pankreas beta hicrelerinin siklikla rastlanan idiopatik otoimmun
yikimi Tip | diabetes mellitus olarak adlandiriimaktadir. Yakin bir zamana
kadar akut basladigi daslnilen kronik semptomlarin, ashnda beta
hlcrelerine ydnelik otoimmun destriksiyonun gelistigi uzun sdreli preklinik

doénemi takiben ortaya ¢iktigi anlasiimistir.
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Klinik semptomlar, ancak ge¢ faz inflamatuar dénemin sonunda,
saglam beta hiicre orani %20 civarina indikten sonra baslar. Bu sekilde
Tip-1 diyabetin uygun genetik bir zeminde ¢evresel faktérlerin etkisiyle beta
hicrelerine yoénelik otoimmun destriksiyonunun sonucu ortaya ciktigi
gOsterilmigtir.

Baslangic¢ta polidipsi, politri, kilo kaybi yakinmalari, bitkinlik veya
ketoasidoz ilk bulgu olabilir. Beta hlcre rezervi hentz yeterli olanlarda
ketoasidoz olmayabilir. Hastaligin tanisi ilk kez konuldugunda hastalar
zayiftir ve kural olarak kronik komplikasyonlar yoktur. Diyabet heniz yeni
basladiginda insilinle yapilan intensif tedavi sonrasi hiperglisemi,
metabolik asidoz ve ketozun dlzeltiimesiyle 1 yil veya daha fazla
sUrebilen, insulin gereksiniminin olmadidi bir dénem olusur. Buna honey-
moon (balay1) dénemi adi verilir. Fakat bir slre sonra tekrar instline
gereksinim baglar ve insuline bagimh hale gelir. Daha sonra beta hlcre
rezervi giderek azalir ve klinik baslangigtan 10 yil sonra baslagi¢ yasina
bakmaksizin beta hicreleri harabiyeti tamamlanir.

Instiline bagimh diabetes mellitusun diger bir tipi “poliglandiiler
otoimmun sendrom Tip II” veya diger adi ile “Schimidet sendromudur”. Bu
gibi hastalarda da tiroid, adrenaller, gonadlar ve midenin parietal
hicrelerine kargi da otoantikor olugur ve hipotiroidi, strrenal yetmezIigi
hipogonadizim ve pernisiydz anemi gelisebilir. Gogdunlukla kadinlarda

goraldr.
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Daha ender olarak pankreatit, pankreas kanseri, konjenital
pankreas hipoplazisi ve pankreatektomi, insuline bagmli diabetes
mellitusun nedenidirler (42,178).
3.9.2.2 insiiline Bagimli Olmayan Diabetes Mellitus(NIDDM)

Toplumda en sik gériilen diabetes mellitus tipidir. insiiline bagimli
olamayan diabetes mellitus (NIDDM) ya da Tip Il diyabet polidipsi, polifaji,
pruritus, kilo kaybi gibi klasik belirtiler ile ortaya ¢ikarsa da ¢ogu kez uzun
sUrebilen asemptomatik dénemi mevcuttur.

Genellikle 45 yas Uzerinde ilk yakinmalar baslar. Polidipsi, politri ve
polifaji gibi sikayetlerden ziyade retinopati, nefropati, néropati ve
aterosklerotik kalp hastaligi gibi kronik komplikasyonlarla ilgili yakinmalar
hastayl hekime ilk kez getirebilir ve ¢ogunlukla ilk tani konuldugunda
kronik komplikasyonlar vardir.

Hiperglisemiye ragmen kan ve idrarda keton cisimleri azdir veya
yoktur. insiilin tedavisi cogu kez gerekli degildir. Ketoasidoz spontan
olarak olusmaz. Sadece asin hiperglisemi ve hiperozmolarite
durumlarinda nadiren ketoasidoz komasi gelisebilir. Diyabetik ketoasidoz
komasi, siddetli enfeksiyon veya mezenter arter embolisi gibi acil bir
durum olmadik¢a gelismez. Bu hastalarda daha sik gortlen koma, yeterli
sivi alinmamasina bagli gelisen hiperglisemik hiperosmolar non-ketotik
komadir. Diyabetik hipergliseminin patogenezinde U¢ 6nemli fakt6r rol
oynadigi bilinmektedir. Bunlar beta hicre insilin salgisinin bozulmasi,
instlin direnci ve karacigerde glukoz dretiminin artisidir. Hem inslin

direnci hem de bozulmus insilin sekresyonu tip Il diyabetin patogenezinde
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genetik olarak kontrol edilen faktérler olup bunlardan hangisinin primer
agirhikta rol oynadidi hentz acik degildir. Yine de tip Il diyabetin ¢cogu
formlari genetik yuklaluk ile iligkilidir.

NIDDM yaygin olarak obezite ile gok yakin iligkilidir. Obezite insilin
direncini arttirarak hiperglisemiyi agirlastirmasina ragmen obezite olmadan
da NIDDM gelisir. Bu ytuzden obez ve non obez NIDDM ayirimi etiyolojik
bir farkhhk olusturur. Buna gbére obez NIDDM’de insllin direnci daha
6nemli iken, non obez NIDDM’de insilin sekresyon bozuklugu 6n plana
gecer (137,158,178).

3.9.3. INSULIN BiYOKIMYASI

Pankreasin langerhans adacigindaki B hicrelerinden salgilanan
instlin’in insanlardaki molekdl agirhdr 5808 kDa olup, birbirine dis(lfit bagi
ile tutunmus iki aminoasit zincirinden olusmustur. Plazmadaki yari émrt
ortalama ancak 6 dakika olan insllin, 10-15 dakika icinde dolagsimdan
ayrilmaktadir. Kullanim disi kalan insdlin baglica karacigerde, daha az
olarak da bobrekte pargalanmaktadir. insilin sekresyonu; nutrisyonel
(glikoz ve arginin gibi aminoasitler), hormonal (gastrik inhibitér polipeptit ve
glukagon) ya da néral (vagal veya adrenarjik) yoldan stimile olmakta ve
inhibisyonda ise epinefrin ve somatostatin’in rol aldigi belirtiimektedir
(79,178).

insdilin; insdlin-ginko  kristalleri igeren hekzamerik granillerde
depolanir. Depo granullerinde instlinle ekimolar miktarda c-peptid, ayrica
kalsiyum, biyojenik aminler, asit fosfataz, Ca/Mg bagimh ATP azlar ve

proinsulini ¢eviren enzimler bulunur. Bu grandl igindeki kalsiyum, insilin
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depo grandli membranindan gegemez ¢lunkd grandllerin divalan iyonlara
gecirgenligi cok dusuktir (38).

3.9.4. INSULININ METABOLIZMA UZERINE ETKILERI

3.9.4.1 insiilin’in Karbonhidrat Metabolizmasina Etkisi

insdilinin en 6nemli etkisi karbonhidrat metabolizmasi (zerine
olmaktadir. Beslenme sirasinda kan dolasimina karisan karbonhidratlar,
insutlin varliginda tim vlcut dokularinca (6zellikle karaciger, kas ve yag
dokusunda) hizla alinma, depolanma ve kullaniima slrecini yasarlar.

Beyin dokusu glikozu insulin araciligi olmadan direkt bir gekilde
kullanmakla diger dokulardan farklihk gdstermektedir. Beyin dokusu igin
kan glikoz degerinin kritik degerin tGzerinde tutulmasi ¢ok énemlidir. CUnku
kan glikozu 20-50 mg/dl gibi c¢ok dustiginde, hipoglisemik sok
semptomlari gelismektedir ( 55).

instlin’in karbonhidrat metabolizmasi zerine olan etkisi, spesifik
insdlin reseptér proteinlerine baglanan glikozun membrandan transportunu
artirmak seklindedir. Kan glikozu insilin basta olmak Uzere epinefrin,
bldyime hormonu, kortizol ve glukagon gibi hormonlar tarafindan
dizenlenmektedir (55,178).

Diyabette, glikozun hicre icine transportu icin inslline gerek
duymayan lens, retina, aorta, sinir dokusu, eritrositler ve bdbrekler gibi
doku ve organlarda, hlcre i¢i glikoz konsantrasyonu kan glikoz seviyesine
ulasir. Artan glikoz konsantrasyonu aldoz rediktazi aktive eder. Glikoz bu
enzimin etkisi ve NADPH'in redlksiyonu ile sorbitol’e déntsar. Hicrede

biriken sorbitol ise osmotik hasara neden olur. Bu da vaskiller bazal
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membranlardaki kalinlasma sonucu patolojik degisikliklere neden olur
(178).
3.9.4.2 insiilin’in Yag Metabolizmasina Etkisi

insdilin viicut dokularinda glikoz kullanimini arttirarak bir tiir “yag
koruyucusu” gibi fonksiyon gérmektedir. Karacigerde yag asidi sentezini
arttiran insdlin, yag dokusunda da benzer sekilde etki gdstermektedir.
instlin eksikliginde yag metabolizmasi her yénilyle hizlanmakta ve bu olay
diyabette, instlin salinimi ¢cok distiginde daha da belirginlesmektedir.

Diabette insilin eksikligi sonucu lipit konsantrasyonlarinda
bozukluklar  sekillenmektedir.  Diyetinde  yeterince  karbonhidrat
bulundurarak dizenli kontrol edilen diyabetiklerin lipit metabolizmasi veya
serum lipit konsantrasyonlarinda bozukluk genellikle gorilmez. Tip |
diyabetiklerin blyik kisminda VLDL degeri yUksek olarak bulunabilir ve
cogu kere hiperkolesterolemi de mevcuttur. Tip | diyabette LDL kolesterol
yuksek, HDL yiksek veya normal olabilir. Diyabetiklerdeki ateroskleroz
riskine karsilik yiksek HDL seviyesi koruyucu rol oynar. Tip Il diyabetlerde
normalin altinda HDL seviyeleri tespit edilmistir (48,178).
3.9.4.3 insiilin’in Protein Metabolizmasina Etkisi

Protein Glikozilasyonu: Glikozun aldehit kismi non-enzimatik bir
reaksiyonla spontan olarak proteinlerin aminoasit gruplar ile birlesebilir.
Baslangicta stabil olmayan schiff baz, kendiliginden stabil son CGrine
dondsar. Glikoz ylksek konsantrasyonlara ulastiginda, denge stabil
glikolize son Urtine déner ve hemoglobin’in beta zincirindeki lizin aminoasit

grubu ve N-terminal aminoasiti glikolize olur (21,89,178).
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Karbonhidrat ve yaglarin yani sira proteinler de yemek sonrasi
dokularda depo edilmektedir. insiilin salgisi minimale indiginde protein
depolanmasi tamamiyla durmakta ve protein katabolizmasinda artis
gbzlenmektedir. Protein sentezinde duraklamanin yasandidi ve fazlaca
aminoasitin plazmaya bosaldigi bu durum, agir diyabetin en ciddi
etkilerinden biri olarak diyabetik hastalarda gézlenmektedir (55).

3.9.5. INSULIN SEKRESYONUNDAKI DEGISIKLIKLER

Tip | diyabetiklerin kan insilin dizeyleri az iken, hticrelerdeki insulin
reseptdr sayilarinda yeniden dizenlenmeye bagl olarak bir artis vardir.
Bu nedenle de disaridan verilecek inslline olduk¢a hassastirlar ve ¢ogu
olguda, insulinin sebep oldugu hipoglisemik ataklar gértlmektedir. Tip 2
diyabette ise insllin salgisi, diyabetik ketoasidozu (DKA) &nlemeye
yetecek kadardir (17,178).

3.9.6. DIABET VE OKSIDATIF STRES

Diyabet gibi belirli patolojik durumlarda, toksik reaktif oksijen
numunelerinin artmis Uretimi ve yetersiz alimi, doku hasarini belirlemede
baslica roll oynayabilir (148).

Diyabette artmis serbest radikal salinisinin varligini gésteren bir
cok calisma yapilmigtir. Diyabette pankreasin oksidatif hasara maruz
kaldigi adacik B hicrelerinin oksijen radikallerine karsi koruma yapan
enzimlerde rélatif olarak eksiklik oldugu da bildirilmigtir (172).

Diyabetin oksidatif stresi arttirdigi bilinmektedir. Mevcut bilgiler

géstermektedir ki diyabetik komplikasyonlarin  (mikroanjiopati ve
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ateroskleroz, iskemik kalp hastaligi) en azindan bir bdlimU oksidatif
hicresel zedelenmeye baghdir (10,172).

Diyabette artmis oksidatif strese yol acan mekanizmalar sadece
artmis non-enzimatik glikozillenme ve otooksidatif glikozillenmeyi (26, 50)
degil ayni zamanda enerji metabolizmasindaki degisiklerden, sorbitol yolu
aktivitesindeki degisiklerden (16) inflammatuar mediatérlerin seviyesindeki
degisiklerden, antioksidan savunma sistemleri durumlarindan, hipoksi ve
iskemik reperfizyon yaralanmasindan dogan lokal doku hasarlarindan
olusan metabolik stresi de igerir (13,16,148) .

Otooksidatif glikozillenme bir aldoz veya ketozun daha reaktif di
karbonil sekerine oksidasyonunu baslatir ki, bu sonra proteinle bir
ketoimine Urin0 olusturmak Uzere reaksiyona girer. Bu Urin ketoamin
arina gibidir ama daha reaktiftir ve Maillard veya Browning reaksiyonlarini
da baslatacaktir. Otooksidasyon reaksiyonunda olusan indirgenmis oksijen
artnleri stperoksit ve hidrojen peroksit icerir ki metal iyonlar varliginda
komsu molekullerde oksidatif hasara yol agacaktir. Bu nedenle otooksidatif
glikozillenme serbest radikallerin olugsumu igin gegerli bir mekanizmadir,
proteinlerin fragmantasyonunda ve glikasyon reaksiyonlarinda birlikte olan
lipidlerin oksidasyonuna neden olur. Diyabetik hastalarda plazma glukoz
ve glikolize protein seviyeleri ile ilgili artmis serum stperoksit salinimi
bulunmustur (13,26).

Ratlarda tedavisiz diyabet ylksek seviyede oksidatif stres
olusturmaktadir. Diyabetik rat bdbreginde mitokondrial oksidatif

metabolizmanin arttigi kaydedilmistir. TbUler metabolizmaya eslik eden
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artmig oksijen tiketiminin oksidatif doku hasariyla sonucglanan artmis
oksijen radikal salinimiyla beraber oldugu belirtiimistir (10).

Bu calismada Streptozotocin ile deneysel diyabet olusturulan
ratlarda eksojen bir sekilde intraperitoneal olarak verilen L-arginin’in
arginaz aktivitesi, nitrik oksit (NO), malondialdehid (MDA) dlzeyleri ve bazi
antioksidan enzim (katalaz, glutatyon peroksidaz, stperoksit dismutaz,
paraoksonaz ) aktivite dulzeylerine etkisi arastinlmigtir. L-arginin’in
diyabetteki oksidatif stres ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarin

giderilmesinde gdrev alabilirliginin saptanmasi hedeflenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hayvan Materyalleri

FUTDAM (F.U. Tip Fakiltesi Deneysel Arastirma Merkezi)'dan 12
haftalik 48 adet erkek Wistar albino rat alinarak arastirma materyalleri
olusturulmustur.

Galismada kullanilan 12 haftalik ratlar 12 serli 4 gruba ayrildi.

I. Grup: Kontrol grubu olup her bir rata intraperitoneal (i.p) olarak
tek doz 0.5 ml fosfat-sitrat tamponu (0.1 M, pH:4.5) verilmigtir.

Il. Grup: Bu gruba 24 adet rat alinmis, canh agirliklari ve acglk kan
glukoz dizeyleri prestige glucometer ile dlgtlmistir. Daha sonra her bir
rata 55 mg/kg dozunda streptozotocin fosfat-sitrat tamponunda (0.1 M,
pH:4.5) c¢bzdurllerek intraperitoneal olarak tek doz enjekte edilmis,
enjeksiyondan 72 saat sonra ratlarin tekrar aghk kan glukoz dlzeyleri
Olctimastir. Kan glukoz dizeyi 200 mg/dl Gzerinde olan ratlar diyabetik
olarak kabul edilmigtir. Ratlarin 12 adeti ayrilarak diyabetik grup olarak
degerlendirilmigtir.

lll. Grup: Deneysel olarak diyabet olusturulan Il. gruptaki ratlarin
diger 12’si ise Ill. grubun materyalini olusturmustur. Bu gruptaki diyabetik
ratlarin sagaltimi amaciyla serum fizyolojikte hazirlanan 10 mM’lik L-
argininin 0.5 ml'si tek doz olarak intraperitoneal enjekte edilmistir. Bu
gruba da L-arginin uygulanan diyabetik grup adi verilmistir.

IV. Grup: Ikinci bir kontrol grubu olup L-arginin grubu olarak

adlandirilmigtir. Bu gruptaki 12 adet rata serum fizyolojik iginde hazirlanan
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10mM’lik L-arginin’/den 0.5 ml intraperitoneal olarak tek doz enjekte
edilmigtir.

Yirmibirinci gindn sonunda ratlarin abdominal kavitileri eter
anestezisi altinda acilarak Vena cava caudalis’lerinden alinan kan
drnekleri heparinli tiplerde toplanmistir.

4.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Kan &rnekleri heparinli deney tlplerine alinarak, en kisa zamanda
laboratuara getirilmistir. Heparinli kanlar 3000 rpm’de 5 dakika santrif(j
edildikten sonra plazmalari ayriimistir. Kanlar daha sonra serum fizyolojik
ile 3 defa yikanmig calisiimak tzere derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza
edilmiglerdir.

4.3. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi
4.3.1. Lipid Peroksidasyonu ve Nitrit Tayini i¢cin Hazirlanmasi

Lipid peroksidasyonu igin alinan heparinli kan 6rnekleri santrifQj
edilerek plazmalar alinmis ve plazma malondialdehid (MDA) dizeylerine
bakilmistir.

Ayrica bu plazmalarin bir kismida deproteinize edilerek nitrit tayini
yapilmak Uzere derin dondurucuda bekletilmistir.

4.3.2. Kanin Glutatyon PeroksidazTayini icin Hazirlanmasi

GSH-Px tayininde hemolizat serum fizyolojikle 3 kez yikanmis

eritrositlerin saf su ile 1:20 oraninda sulandiriimasi ile elde edilmis ve bu

hemolizatlarda hemoglobin tayini ve GSH-Px tayini yapiimistir.
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4.3.3. Katalaz Tayini icin Hazirlanma

Plazmasi ayrilan heparinli kan érnekleri, serum fizyolojik ile t¢ kez
yikandiktan sonra, eritrositler 1:5 oraninda distile su ile sulandirilarak
hemoglobin tayini yapiimistir. Daha sonra diliie edilmis bu kan érnekleri
1:100 oraninda fosfat tamponuyla (50mM, pH:7.0) tekrar sulandiriimis ve
hazirlanmig bu hemolizatlarda katalaz aktivite dizeyleri 6lgtlmustdir.
4.4. Doku Orneklerinin Alinmasi, Hazirlanmasi ve Homojenizasyon

Kesimden hemen sonra alinan karaciger ve bdbrek doku érnekleri
serum fizyolojik icerisine koyularak en kisa slrede laboratuara getirilmis ve
Katalaz, GSH-Px, Arginaz, Nitrit, MDA tayinleri icin gerekli hazirliklara tabii
tutulmustur.
4.4.1. Lipid Peroksidasyon Tayini icin

Steril bir makasla ince parcalara ayrilmis karaciger érnekleri 0.1’er
g olarak tartilmis iki slzgec kagidi arasinda suyu alindiktan sonra %
1.15’lik KCl icinde 1:10 oraninda (agirlik/hacim) sulandirilarak, kirilmis buz
icerisinde Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatérle homojenize edilmis,
daha sonra elde edilen homojenatlarda malondialdehit (MDA) &lgimu
yapimistir.
4.4.2. Glutatyon Peroksidaz Aktivite Tayini icin

Karaciger 6rnekleri 0.1’er g tartilarak, iki sizge¢ kagidi arasinda
kurutulduktan sonra Tris tamponu (50 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.6)
icinde 1:10 oraninda (agirhlk / hacim) sulandiriimistir. Sulandirilan bu
materyal, kirlmig  buz icerisinde  Potter-Elvehjem  cam-cam

homojenizatérle homojenize edilerek, elde edilen homojenatlar 50 ml’lik
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propilen tlplerde, sogutmal santrifijde (Sorvall RC-5B) 20.000 rpm’de 58
dakika santrifigasyon islemine tabii tutularak sUpernatantlar alinmis ve
alinan bu supernatantlarda GSH-PX enzimi ve protein tayini yapiimistir.
4.4.3. Katalaz Aktivite Tayini icin

Labaratuvara getirilen doku &rnekleri iki sizge¢ kagidi arasinda
kurutulduktan sonra 0.1 g olarak tartilmig, 4.5 ml %1’lik Triton X —-100 ile 2
dakika kadar Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatérde homojenize
edilmis ve elde edilen homojenatlar 50 ml'lik propilen tlplerde, sogutmal
santrifijde (Sorvall RC-5B) 3200 rpm’de +4 °C’de 10 dakika slireyle
santrif(j edilmigtir. Daha sonra elde edilen slUpernatantlarda katalaz ve
protein tayinleri yapimigtir.
4.4.4. Arginaz Aktivite Tayini icin

Karaciger ve bodbrek doku oérnekleri iki stzge¢ kagidi arasinda
kurutulup 0.1 g olarak tartiimis ve 1-2 mM’lik MnCl, ile 1/10 oraninda (w/v)
sulandiriimistir. Sulandirilan bu materyaller, kirilmis buz igerisinde Potter-
Elvehjem cam-cam homojenizatérle homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenatlar 50 ml'lik polipropilen tiplerde, sogutmali santrifijde (Sorvall
RC-5B) 15 000 rpm’de +4 °C’de 15 dakika santrifllj edildikten sonra
sUpernatantlar alinarak protein ve enzim tayinleri yapiimistir.
4.4.5. Total Nitrit Tayini icin

Karaciger doku drnekleri iki sizge¢ kagidi arasinda stzlldikten
sonra 0.1 g olarak tartihp 1:3 oraninda fosfat tamponu ( 70 mM, pH 7.5) ile
sulandirilirarak Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatérle homojenize

edilmistir. Elde edilen homojenatlar ZnSO,4 (82 mM) ve NaOH (55 mM) ile
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deproteinize edilerek, 15 000 rpm’de 10 dakika santrif(ij edilmigtir. Daha
sonra supernatant kismi alinarak total nitrit tayini yapiimistir.
4.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Arastirmamizda kullanilan bitiin kimyasal maddeler analitik saflikta
olup Merck ,Sigma ve Serva firmalarindan satin alinmigtir.
4.6. UYGULANAN YONTEMLER
4.6.1. Plazmada Lipid Peroksidasyon Duzeyinin Tayini
Prensip: Plazmada lipid peroksit élcimi Satoh (147) ve Yagi (177)’den
modifiye edilen ydnteme gdre spektrofotometrik olarak yapilmistir. Ug
veya daha fazla cift bad ihtiva eden yag asitlerinin oksidasyonunda
tiobarbitlirik asit (TBA) ile oélctlebilen MDA meydana gelir. Yag asidi
peroksidasyonunun son 0rinud olan MDA, TBA ile reaksiyona girerek
pembe renkli bir kompleks olugturur. Olugan bu pembe renk 532 nm’de
okunur (Tablo 2).

Metodun Ayiraclari

1- 0,084 N ( N/12) Siilfiirik asit (H2SO4): 0.23 ml HSO4 100 ml'ye distile
su ile tamamlanir.
2- % 10 Fosfotungustik asit (PTA): 10 g PTA 100 ml distile suda ¢6zalUr.
3-Tiyobarbitirik asit (TBA) ayiraci: 0.67 g TBA 50 ml distile suda
¢bzulir ve 50 ml glasiyel asetik asit eklenerek 100 ml'ye tamamlanir.
Ayirag gunlak hazirlanir.
4-n-Butanol

5-Standart: 1,1,3,3-Tetraetoksipropan (TEP) (1000 nmol/ml) (Sekil 4)
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Tablo 2: Plazma Lipid Peroksidasyon Olcimii

Koér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Plazma _ . 0.3
N/12 HoSO, o - 2.4
% 10 PTA 0.3

Tapler kanstirildiktan sonra oda isisinda 5 dakika beklenir. 3000 rpm’de

10 dakika santriftij edilir. SUpernatant atilir. Presipitat kullanilir.

Standart L 1.0 .
Distile su 4.0 3.0 4.0
TBA ayiraci 1.0 1.0 1.0

Vorteksle karistirilir. Ustline cam top konulan tipler, kaynar suda 60

dakika tutulur. Soguduktan sonra,

n-Bltanol 3.0 3.0 3.0

tekrar vorteksle karistirilir. 3000 rpm’de 10 dakika santrifij edilerek Ust faz
absorbansi 532 nm’de okunur.

Plazmada Lipid Peroksidasyon Dilzeyinin Hesaplanmasi

Ornegin Optik Dansitesi 1

Plazma MDA = 41X X

(nmol /ml) Standartin Optik Dansitesi 0.3
4.1: Standart konsantrasyonu (nmol/ml)

0.3: Ornegin hacmi
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0,4
0,35 -
0.3 -

Optik Dansite

0,25
0,2 1
0,15
0,1 1
0,05 -

O T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1,1,3,3 Tetraethoxypropane (nmol / ml)

Sekil 4: Plazma Lipid Peroksidasyonu Standart Egrisi

4.6.2. Dokuda Lipid Peroksidasyon Duzeyinin Tayini

Dokuda MDA élcimi, Okhawa ve ark.’ larinin(123) gelistirdikleri
ybnteme gbre yapilmistir (Tablo 3).

Metodun Ayiraclari

1-% 8.1 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 8.1 g SDS 100 ml distile suda
¢cbzalar.
2-%20 Glasiyel Asetik Asit (CH;COOH); NaOH ile pH 3.5’e ayarlanir.
3-% 0.8 TBA: 0.8 g TBA 50 ml distile suda ¢ozular ve 50 ml glasiyel asetik
asit eklenerek 100 ml’ye tamamlanir. Ayira¢ gunlik hazirlanir.

4- n-Butanol / Piridin Karigimi; 15/1 oraninda (hacim/hacim) hazirlanir.
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Tablo 3: Dokuda Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Olciimii

Koér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Homojenat (% 10) _ _ 0.1
Standart _ 0.1 L
% 8.1 SDS 0.2 0.2 0.2
% 20 CH3COOH 1.5 1.5 1.5
% 0.8 TBA 1.5 1.5 1.5
Distile Su 0.8 0.7 0.7

Karistirilir. Ustiine cam top konulan tiipler, 95 °C’ deki su banyosunda, 60

dakika bekletilir. 60 dakikanin sonunda sogutulduktan sonra,

Distile su 1.0 1.0 1.0

n-Bitanol / Piridin 50 50 5.0

Vorteksle karigtirilir. 4000 rpm’de 10 dakika santriflij edilerek Ust faz
absorbansi 532 nm’de okunur.

Dokuda Lipid Peroksidasyon Diuzeyinin Hesaplanmasi

Ornegin Optik Dansitesi

Doku MDA = 41 X

(nmol / g protein) Standartin Optik Dansitesi
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Optik Dansite

O T T T T T T T T T 1
0 46 92 13,8 184 23 27,6 32,2 36,8 41,4 46

1,1,3,3 Tetraethoxypropane (nmol / 0,1 ml)

Sekil 5: Doku Lipid Peroksidasyonu Standart Egrisi
4.6.3. GSH-Px Aktivitesinin Tayini
Prensip: Eritrosit ve doku GSH-Px aktivitesi 6lcimU icin Beutler (14)
metodu kullaniimistir (Tablo 4). GSH-Px, H>O, vasitasiyla redikte

glutatyonun (GSH), okside glutatyona (GSSG) oksidasyonunu katalize

eder.

Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px)

2 GSH + R-O-O-H ,GSSG + H.O + R-OH

Burada R-O-O-H bir hidroperoksit olup, t-bitil hidroperoksit (t-
BOOH) enzim analizi igin en uygun substrattir. GSSG’nin olusum orani,

glutatyon rediiktaz (GR) reaksiyonu vasitasiyla dl¢ulr.
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Metodun Ayiraclari
1- Tris Tamponu (pH:8) : 1 M Tris- HCI, 5 mM EDTA
2- 0.1 M Glutatyon(GSH) : 0.3 g 10 ml distile suda c¢oézulir. GSH
sollsyonlari taze hazirlanmis olmalidir.
3- 10 U/ml Glutatyon Rediiktaz: ml'de 10 (inite olacak sekilde distile
suyla hazirlanir.
4- NADPH (2 mM ): 0,05 g 30 ml distile suda ¢dzulir.
5- 7 mM t-bitilhidroperoksit ( t-BOOH); ( % 70’lik t-BOOH'in yaklasik
1:1000 sulandiriimasindan elde edilmistir). Reaksiyon orani, gucli bir
sekilde t-BOOH konsantrasyonuna baghdir. 7 mM t-BOOH gunlik olarak
hazirlanmalidir.

Tablo 4: GSH-Px Aktivitesinin Olglimii

Kor (ul) Ornek (ul)

Tris Tampon (pH: 8) 100 100

0.1 M GSH 20 20

10 U/ml Glutatyon Rediiktaz 100 100

2 mM NADPH 100 100
Hemolizat (yada homojenat ) 10 10
Distile su 670 660
37 % C’ de 10 dakika preinkiibe edilir.

7 mM t-BOOH — 10

Sistemin optik dansitesindeki azalma 340 nm’de 0’'inci ve 2.5’inci dk’da ki

absorbanslar kaydedilir.
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Eritrositte GSH-Px Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

OD, - ODy X 1
t 6.22.10° x 0.01
U/gHb =
Hbo (g/ml)
Dokuda GSH-Px Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi
OD, — OD; 1
X
t 6.22.10° x 0.01
U/ g protein =

protein (g/ ml)

OD; : 2.5 dakika sonundaki absorbans
OD; : 0. dakikadaki absorbans
t: 2.5 dakika
1 : Klvetteki toplam hacim
6,22x107° : 1 umol NADPH’in verdigi OD degeri

0,01 : Hemolizatin hacmi
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4.6.4. Katalaz Aktivitesinin Tayini

Enzim aktivite tayinlerinde ya azalan substrat miktari ya da
meydana gelen Grin miktari  Olgllerek, enzimlerin  aktiviteleri
saptanmaktadir. Eritrosit ve doku katalaz aktivitesini élgmek icin Aebi (2)
metodu kullaniimistir (Tablo 5).
Prensip: Katalaz asagidaki tepkimeye gére H>O.'in yiIkimini katalize eder.

Katalaz

2 H,0, > 2H,0 + O,
H.O'in Katalaz tarafindan yikim hizi, HoO2'in 240 nm dalga boyunda is131
absorbe etmesinden yararlanilarak spektrofotometrik olarak él¢tlir.
Metodun Ayiraclari
50 mM Fosfat Tamponu ( pH: 7.0)
30 mM Hidrojen Peroksit: 0.34 ml %30’luk H>O, fosfat tamponu ile 100
ml’ye tamamlanir.

Tablo 5: Katalaz Aktivitenin Olcimii

Koér (ml) Ornek (ml)
Fosfat Tamponu 1 -
Hidrojen Peroksit - 1
Hemolizat 2 2

240 nm’'de Kkor ile sifir ayan yapildiktan sonra 30 saniye igindeki

absorbans farki él¢ctimek suretiyle katalaz aktivitesi hesaplanir.

52



Eritrosit ve Doku Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi
k= (2.3/30) (log A1/ A2) x500
Eritrosit igin Spesifik Aktivite =k /g Hb
Karaciger icin Spesifik Aktivite = k / mg protein
Bébrek igin Spesifik Aktivite = k / mg protein
4.6.5. Arginaz Aktivitesinin Olciilmesi

Arginaz enzim aktivitesini dlgmek icin birgok metot gelistirilmigtir. Bu
metotlar, arginin-arginaz reaksiyonu sonucu; ya azalan arginin
konsantrasyonunun (6) ya da artan ornitin (28), veya (re
konsantrasyonlarinin (49) élcimine dayanmaktadir.

Doku arginaz aktivitesi 6lcimid  icin  Tiyosemikarbazid-
Diasetiimonoksim-Ure (TDMU) metodu kullaniimistir (49). TDMU metodu;
arginin-arginaz reaksiyonu sonucu olusan Urenin, kolorimetrik olarak
6lcimind saglayan bir metot olup, Schimke metodundan daha basit ve

daha hassastir.

—
[e))
1

—
N
N

Optik dansite

08+

041

0 0,1 02 03 04 05 06
Ure (mrikromol / rrililitre)

Sekil 6 : Ure Kalibrasyon Egrisi
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Bu metodun tek dezavantaji, Gre miktari 0.3 pymol / mlyi astigi
zaman Beer-Lambert (129) kanununa uymamasidir (Sekil 6).
Prensip: Diasetilmonoksim, ire ile direkt olarak reaksiyona girmez. ilk
dnce asit ortamda isinin etkisi ile diasetil ve hidroksilamine hidrolize olur.
Diasetil, asit solisyonda (re ile kondanse olarak sari renkli bilesik olan
diazini meydana getirir. Olusan sar rengi stabilize etmek igin
thiosemikarbazid ve Fe*? iyonlari kullanilir (77).

Metodun Ayiraclari

1-Renk Ayiraci (Diasetiimonoksim Tiosemicarbazide DAM-TSC): Bu
karisim 0.0036 M TSC (91.14 g/mol) ve 0.0617 M DAM (101.1 g/mol)
icermektedir. 6.23 g DAM ve 0.328 g TSC bir miktar distile suda
¢Ozuldikten sonra distile su ile litreye tamamlanir. Renk ayiraci, koyu
renkli reaktif siselerinde ve oda i1sisinda uzun sire dayanikhdir.
2-Asit Ayiraci:
a- 0.12 M FeCls / % 56.7 H3PO4: 3.24 g FeCls (270.39 g/mol) bir miktar
distile suda ¢6zuldikten sonra lzerine 66.7 ml % 85’lik H3PO, (Fosforik
asit) ilave edilir ve daha sonra distile su ile 100 ml'ye tamamlanir. Bu
ayirag oda i1sisinda saklanir.
b- Yukaridaki a ¢dzeltisinden 1.0 ml alinir ve 999 ml % 20 (v/v)’lik H2SO4
(sulfdrik asit) ilave edilir. Deney asamasinda asit karigimi olarak bu ¢ézelti
kullanilir. Oda 1sisinda saklanir.
3- 5 mM MnCI, Cozeltisi: 0.247 g MnCl,. 4 H,O (197.91 g/mol) bir miktar
distile suda ¢dzlldikten sonra distile su ile 250 ml'ye tamamlanir ve

buzdolabinda +4 °C’de saklanir.
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4-Karaciger icin Substrat Cozeltisi (65 mM L-arginin): 2,26 g L-arginin
(174.2 g/mol) 100-150 ml distile suda ¢oéz0lir ve pH’si 10.1°e
ayarlandiktan sonra distile su ile 200 ml'’e tamamlanir. Buzdolabinda +4
°C’de saklanir. Bobrek dokusu igcin de pH 10'da 90 mM’lik L-arginin
cOzeltisi hazirlanmigtir.
5- Karaciger Dokusu icin Tampon Cézeltisi (150 mM NaHCOs; /
Na,COs3): a- 1,59 g Na,CO3 (105.99 g/mol) bir miktar distile suda ¢ézular
ve 100 ml'ye tamamlanir.
b- 1,26 g NaHCO;3; (84.01 g/mol) bir miktar distile suda ¢dzulir ve 100
ml’ye tamamlanir.
Tampon Coézeltisi; 150 mM NaHCO; ¢ézeltisi bir behere konur ve 150 mM
Na,CO; cozeltisi ilave edilerek, pH 10.1’e getirilir. Bu tampon +4 °C’de
saklanir. Bodbrek dokusu igin ise 200 mMlik pH 10'da tampon
hazirlanmistir.
6-Ure Standarti ( 0.1 pmol ire/ml ): 3 mg Ure (60.06 g/mol) 100 ml
0.016 M benzoik asit icinde ¢dzulir. Stok olararak kullanilan bu c¢ézelti,
deney sirasinda 1/5 oraninda sulandinlarak 0.1 pmol Gre / ml (0.6
mg/dl)lik Gre standarti elde edilir. Ure stok standart ¢dzeltisi +4 °C’de
buzdolabinda saklanir.
Deneyin Yapilisi

Enzim aktivitesi tayini amaciyla iki deney dizenegi kurulmustur.
Birinci dlzenege; numaralanmig deney tlpleri, ikinci dizenege; kor
(blank), standart ve sifir zaman (zero time blank) tipleri konulmustur. ilk

dizenekteki deney tlpleri Ggll, ikinci dizenekteki deney tupleri ikili
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hazirlanmigtir.  Sifir zaman tlplerini hazirlamaktaki amacimiz, enzim
kaynagindaki endojen Urenin arginaz aktivitesininin hesaplanmasi
esnasinda g6z ardi edilebilmesidir.

Deney ve sifir zaman tlplerine oda 1sisina gelmis substrat
cbzeltisinden 0.3 ml ve karbonat tamponundan 0.4 ml konulur. Standart
tipUne, Ure stok standart ¢ézeltisi 1 /5 oraninda (0.2 ml Gre stok standart
+ 0.8 ml distile su ) sulandirilarak 1.0 ml (0.1 pymol tre / ml), kér tlpine ise
1.0 ml distile su ilave edilir.

Homojenizasyon ile elde edilen karacier doku homojenatlari
deney asamasinda 1 mM’lik MnCl, ile 1/ 600, bébrek doku homojenatlar
ise 2 mM’lik MnClz ile 1/ 30 oraninda sulandirildi ve enzim kaynagi olarak
kullanildi.

Karaciger dokusunun enzim kaynaklar, 65 °C’deki sicak su
banyosunda 20 dakika, bobrek dokusu icin ise 55 °C'de 10 dakika
preinkibasyon iglemi uygulanir. Daha 6nceden hazirlanmis deney
dizenegini olusturacak olan tlplere preinkiibe edilmis enzim kaynagindan
0.3’er ml ilave edilerek tipler hemen inklibasyon igin 37 °C’deki sallantili
metabolik su banyosunda 10 dakika inkubasyona birakilir.

Oda isisinda bekletilen sifir zaman tiplerine 0.3 ml enzim kaynagi
ilave edilip hi¢c bekletiimeden bu tlplere reaksiyonu durdurmak amaciyla 3
ml asit ayiraci ilave edilir. Ayrica standart ve kor tuplerine de 3 ml asit

ayiraci eklenir.
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Metabolik su banyosunda 10 dakikalik inklibasyon islemi sonunda,
vida kapakli tUplerin (enzimatik reaksiyonun gelistigi) Uzerine de acilen
reaksiyonu durdurmak amaci ile 3 ml asit ayiraci konulur.

Her iki deney setindeki tim tlplere, 2 ml renk ayiraci ilave edilip,
tiplerin kapaklari kapatilarak vorteks mikserde iyice karistirilir.

Ornek, sifir zaman, standart ve kér tiiplerinin hepsi kaynar su
banyosunda 10 dakika tutularak reaksiyonun tamamlanmasi saglanir. 10
dakika sonunda kaynar su banyosundan alinan tipler musluk suyu altinda
tutularak sogutulur.

Bu slre sonunda standart, 6rnek ve sifir zaman tdplerinin
absorbanslari 520 nm’de spektrofotometrede kdre kargi okunur.

Karaciger Doku Arginaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her &rnek deney tlpUnin absorbansindan, kendisine ait sifir
zaman tOpUndn absorbansinin farki alinarak net absorbans elde edilir.

Ornege ait protein degerleri modifiye edilmis Lowry ydntemi ile
6lclltp, sonuglar mg/ml olarak hesaplanir.

Enzim kaynaginin preinkibasyon ve inkibasyon asamasinda
sulandirima oranlari, standart absorbansi ve standart konsantrasyon
degerlerinden faydalanilarak arginaz aktivitesi asagidaki sekilde
hesaplanir.

Faktor Hesaplanmasi

(0.1 ymol tre / ml) x (Sulandirma Orani x 3.33 x 6)

Faktor =

0.38
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3.33: 1 mllik inkubasyon ortamindaki enzim kaynaginin sulandiriima

oranidir.

6 : 10 dakikalik inkubasyonun 1 saatteki degeridir (60 dakika / 10 dakika).

0.38: 0.1 ymol tre / ml igeren, standart tipUinin absorbansi ise 0.38°dir.

Ornege ait absorbans farki degeri, faktér ile carpilarak, umol Gre /
ml sUpernatant / saat cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak igin; enzim
aktivitesi, stpernatantin protein (mg / ml) degerine bélindu.
4.6.6. Total Nitrit (Nitrit + Nitrat) Olciim Yontemi

Nitrat + nitrit konsantrasyonunun belirlenmesinde, nitratlar nitrat
rediktaz enzimi ile nitrite redidklenmekte ve toplam nitrit &lcimu
yapiimaktadir. Nitrit &élcim0 Griess (101) reaksiyonuna dayanan
spektrofotometrik bir élcimddr. Griess reaktifinde bulunan H3POy ile nitrit
reaksiyona girer ve nitréz asit meydana gelir. Nitréz asit sulfanilamid ile
reaksiyona girerek diazobenzosulfonik asiti meydana getirir. Bu da
ortamda bulunan naftiletilendiaminle koyu pembe renkli bir bilesik (azo

bilesigi) verir, bu bilesigin renk siddeti spektrofotometrede 6l¢iimektedir

(Tablo 6).

Nitrat RedUktaz
NO; + NADPH + H* » NO; + NADP" + H:O
(Nitrat) (Nitrit)

58



Metodun Ayiraclari
1- 82 mM 2ZnSO, Cozeltisi: 2.35 g ZnSO4 . 7 H,O 100 ml distile suda
¢cbzalar.
2- 55 mM NaOH Cozeltisi: 0.22 g NaOH 100 ml distile suda ¢dzulir.
3- 70 mM Potasyum Fosfat Tamponu ( pH=7.5): 177,6 mg KH:PO4
(136.09 g/mol) , 808.5 mg Na,HPO,4 (141.96 g/mol) 100 ml distile suda
¢cbzalar.
4- 2000 uM FAD Cozeltisi :1 mg FAD 600 pl'ye tamamlanir.
5- 2000 uM NADPH Cozeltisi :1 mg NADPH 600 ul'ye tamamlanir.
6- 10 U/ ml Nitrat Rediiktaz Cozeltisi: 10 Unitelik nitrat rediktaz 1 ml'ye
tamamlanir.
7- Laktik Dehidrogenaz Cézeltisi: ( 10.000 U/10 mg)
8- 1200 uM Pirtivat Cozeltisi: 7 mg pirGvat 80 ml'ye tamamlanir.
9- 10 mM Stok Nitrit ¢cézeltisi: 69 mg Sodyum nitrit (NaNO,) tartilarak
distile suile 100 ml'ye tamamlanir. Bu ¢6zeltinin son konsantrasyonu 10
mMdir ve +4° C'de 1 yildan fazla dayanir.
10- 1 mM Caligma Stok Nitrit Cozeltisi: 10 mM’lik stok nitrit ¢ézeltisi 1/10
oraninda dilie edilir (0.5 ml stok nitrit ¢ézeltisi + 4.5 ml distile su). Bu
cozeltinin son konsantrasyonu 1 mM (1000 mM)'dir. +4° C'de 1 yildan
fazla dayanir. Bu stoklardan uygun dilisyonlarla 0, 5, 10, 25, 50, 75, 100
uM’lik standart seriler hazirlanarak deney yéntemi aynen uygulanir.
11- Griess Reaktifi: a ve b ¢cbzeltileri 1/1 oraninda karistirilir.
Griess A: ( % 1’lik p-aminobenzene sulfamide (p-abs) ¢6zeltisi): 1 g p-

abs tartilarak %5’lik fosforik asit ile 100 ml'ye tamamlanir.
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Griess B: ( % 0.1’lik a-napthylethylene diamine-HCI (a-ned) ¢dzeltisi): 100
mg a-ned tartilir ve 100 ml'ye tamamlanir.

Ornekler: Serum ve doku 6rnekleri 82 mM ZnSO, ¢dzeltisi ve 55 mM
NaOH c¢dzeltisi ile deproteinize edildikten sonra 15 000 rpm’de 10 dakika
santriflj edilerek stpernatantlar alinir.

Tablo 6: Total Nitrit Olcimii

Ornek (ul) Standart (ul) Kor( ul)
Slpernatant 200 - -
Standart - 200 -
Nitrat Redlktaz 8 - -
(10 U/ml)
Fosfat Tamponu 765 - -
(70 mM, pH:7.5)
NADPH Cozeltisi 25 - -
(2000 uM)
FAD Cozeltisi 2 - -
(2000 uM)
Distile Su - 1000 1000

Tupler karistirilarak 37 °C’de 120 dakika inkiibe edilir.

Pirtivat Gozeltisi 199 - -
(1200 uM)
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LDH Gozeltisi 0.5 - -
(10.000 U/10 mg)

Tupler karistirilarak 37 °C’de 30 dakika inkibe edilir.

Griess Ayiraci 1200 1200 -

Tupler kanistirilarak 30 dakika oda isisinda bekletilir. Spektrofotometrede
distile suya karsi 545 nm dalga boyunda okunur. Bulunan sonuglar nitrit

standart egrisinden hesaplanir (Sekil 7).

0,08 -

0,06

Optik Dansite

0,04 4

0,02

0 20 40 60 80 100

[ NaNO, Mikromol / L]

Sekil 7 : Nitrit Kalibrasyon Egrisi

4.6.6. Eritrosit Suiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Prensip: Bu metotta sUperoksit dismutaz aktivite 6lcimi ksantin-
ksantin oksidaz sistemi ile Uretilen sUperoksit radikalinin nitroblue
tetrazolium’u (NBT) indirgeyerek renk olusmasi esasina dayanir. Bu

sekilde Uretilen sUperoksit radikalinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi
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560 nm’de maksimum absorbans veren mavi renkli formazon olusumu ile
sonlanir. (156)

Ortamda enzim olmadigi durumda bu indirgenme maksimal olup,
koyu mavi bir renk olugsmaktadir. Ortamda SOD varliginda ise enzim
stperoksit anyonunu hidrojen peroksite cevirmekte bdylece NBT
indirgenmesi azalmakta ve renk degisikligi meydana gelmemektedir.
Renkli formazon olusumu ortamin enzim konsantrasyonu ile ters orantili
olarak gerceklesmektedir. Bdylece olusan formazonun 560 nm’de verdigi
absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir(156) (Tablo 7).

Metodun Ayiraclari
1- Assay reaktifi
a) 0.3 mmol/L xanthine; 9.13 mg alinip 200 ml distile suda ¢dzulur.
Go6zme islemi birkag damla 1M NaOH ilavesi ve hafif isitilarak yapilir.
b) 0.6 mmol/L Na;EDTA; 23 mg alinip 100 ml distile suda ¢6zulur.
c) 150 umol/L NBT; 12.3 mg alinip 100 ml distile suda ¢6zullr.
d) 400 mmol/L NaxCOs; 2.54 gr alinip 60 ml distile suda ¢6zuldr.
e) 1 gr/L bovine serum albumine (BSA); 30 mg alinip 30 ml distile suda
¢cbzalar.
Hepsi karistirilir (toplam 490 ml) koyu renkli sisede +4°C’de saklanir.
2- Ksantin Oksidaz (167 U/L): 11860 U/L Ksantin oksidaz stok
cozeltisinden 14ul alinip +4°C’de sogutulmus 986 ul 2M (NH4),SO, ile
karistirilir.
3- 2M (NH4),SO4; 2.64 g Amonyum sdilfat tartilir bir miktar distile suda

¢6z0lUr ve total hacim 10ml’e tamamlanir.
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4- 0.8 mmol/L CuCly; 13.6 mg CuCl, alinip bir miktar distile suda
¢Ozulerek total hacim 100 ml'ye tamamlanir.
Deneyin yapilisi:

1/5 oraninda dilie edilmis eritrosit hemolizati esit hacimde
kloroform/etanol (3/5 W/W) ile karigtirildi ve 3000 rpm’de 20 dakika
santrifije edildi. En Gstteki berrak kisim SOD aktivite tayininde kullaniimak
Uzere ayrildi.

Tablo 7: Eritrositde Superoksit dismutaz (SOD) aktivite élgimu

Kér (ml) Ornek (ml)
Assay reaktifi 2.85 2.85
SUpernatant o 0.10
Distile su 0.1 L
Ksantin oksidaz 0.05

25°C’de 20 dakika slreyle inkibe edildi. Stirenin sonunda her iki
tipe de 1.0 ml CuCl; ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Distile suya karsi
kér ve numunenin absorbanslarinin élcimu spektrofotometrede 560 nm'’de

yapimistir.
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Superoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Absorbans (Kér) — Absorbans (Numune)

% inhibisyon= x 100

Absorbans(Kér)

1 Unite SOD: % 50’lik NBT inhibisyonu meydana getiren enzim miktaridir.

% Inhibisyon

U/ml SOD=

% 50 Inhibisyon

Gram hemoglobin basina SOD aktivitesi, spesifik aktiviteyi verir ve;

U/ml SOD

U/gHb= “dir.

g/ mlHb

4.6.7. PON1 Aktivitesi Tayini

Plazma PON 1 aktivite tayinleri Eckerson (36) kullandigi metodlar
modifiye edilerek caligildi (Tablo 8).

Metodun Ayiraclari

1- Paraokson (D-9286, Mw: 275.2 g/mol) Stok Cozeltisi: 0.1 M
Paraokson stok ¢6zeltisi metanolde hazirlanir ve derin dondurucuda
saklanir. Reaksiyon ¢ozeltisinde kullanilacak Paraokson, hazirlanan bu
paraokson stok ¢cbzeltisinden yararlanarak hazirlanir.
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2- Reaksiyon Cozeltisi: Paraokson stok ¢6zeltisinden taze olarak
hazirlanir, 0.1 M tris-HCI (pH:8) ¢dzeltisi ile icerisinde 2mM kalsiyum klorGr
ve 2 mM Paraokson bulunur.

3- Standart Cozeltisi: 0.1 mM 4-nitriofenol litrede hazirlanir, her deneyde
standart ¢6zeltisi olarak kullanilr.

Tablo 8: PON 1 Aktivite Olciimii

Kor Ornek Standart
Reaksiyon ¢dzeltisi(ul) 3500 3500 3500
Plazma(u) ... 100
Standart ¢ozelti(ul)  ......... . 100
Distile su(ul) 100

Kor, érnek ve standart tlpleri iyice karistirilir, 25°C sicakliktaki su
banyosunda 10 dakika enzimatik reaksiyona sokulur. Daha sonra
spektrofotometrede 412 nm’de 0’ ile 120" deki dlcimleri yapilr.
Faktor Hesaplanmasi
Standart konsantrasyonu x 10° x 3.6

Faktor =

Standartin optik dansititesi x 0.1 x 2

3.6: Spekrofotometri klivetindeki total hacim

10° : Litreye ddnUstiirmek icin kullanilmistir.

0.1: Serum hacmi

2 : Alinan absorbans dakikasi
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Plazma paraoksonaz icin faktér degeri 3813’dr.
U/L cinsinden enzim aktivitesi; 6érnede ait absorbans farklarinin,

faktér ile carpilmasindan elde edildi.

4.6.8 Biyolojik Sivilarda Protein Tayini

Homojenatlardaki protein miktarlari Lowry (98) ydntemine gbére
6lguldu. Alkali bakir tartarat ayiraci peptid baglari ile kompleks yapar. Her
7 veya 8 amino asit artigi 1 atom bakir baglar. Fenol ayiraci, bakir ile
muamele edilmis karigsima ilave edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Bu
renk siddeti 650 nm dalga boyunda okunur. Protein konsantrasyonu ile
olugsan renk arasinda yiksek konsantrasyonlar igin lineer bir iligki
olmadigindan érnekler sulandinlarak élgiimler yapildi (Tablo 9, Sekil 8).

Metodun Ayiraclari

1-Alkali Bakir Ayiraci: 10 g Na,CO3, 0.1 g Potasyum tartarat ve 0.05 g
Bakir Silfat, 0.5 N NaOH icinde ¢ozilir ve 100 ml'ye tamamlanir. Bu
¢Ozelti oda 1sisinda 30 guin dayaniklidir.
2-Fenol Ayiraci : 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiracindan 3.75 ml alinir,
distile su ile 67.5 ml'ye tamamlanir. Bu ¢6zelti 6rnek sayisina goére ¢alisma
aninda gunlik olarak hazirlanir.
3-Protein Standarti: BSA (Sigir Serum Albumin)

4- Okuma sinirlarina getirilmis (sulandiriimig) 6rnek
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Tablo 9: Protein Olcimii

Koér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Alkali Bakir Ayiraci 1.0 1.0 1.0
Protein Standart . 1.0 L
Ornek L L 1.0
Distile su 1.0

Tapler iyice kanistirilir ve 10 dakika oda 1sisinda bekletilir.

Fenol Ayiraci 4.0 4.0 4.0

Tupler hemen vorteksde iyice karistirilir ve 5 dakika 55 °C'de
bekletilir. inkubasyon sonrasi musluk suyu altinda hemen sogutulur. Daha
sonra 650 nm’de standart ve 6rnek tlplerinin absorbansi kér tlpine karsi
okunur.

Hesaplama:

ug protein / ml = (Ornek Abs. / Std. Abs.) x Std. Konsantrasyonu
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Sekil 8: Protein Standart Egrisi

4.6.9. Hemoglobin Tayini

400

Siyanomethemoglobin yéntemi(161) ile yapilmistir (Tablo 10).

Metodun Ayiraclari

1-Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg KsFe (CN)s ve 1 g NaHCO3

tartilarak bir miktar distile suda ¢6zulur ve litreye tamamlanir. Koyu renkli

sisede 1 yil dayanir.

2- Hb Standarti: 18 g liyofilize Hb standarti 100 ml distile suda ¢ézalar. Bu

standart 18g/dl Hb igerir.

Tablo 10: Hemoglobin &lgim

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Drabkin Gozeltisi 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin Standarti - 0.02 o
Hemolizat 0.02
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Tapler iyice karistiriir. Oda isisinda 20 dakika bekletilir. 546 nm’de kére

karsi diger tlplerin absorbanslari okunur.

Hesaplama: g /dl Hb = ( 6érnek absorbans / standart absorbans) x 18

4.7. Istatistiksel Degerlendirme
Deneysel calismalar sonucunda, elde edilen bulgularin
degerlendiriimesinde ve gruplararasi karsilastirmada “ ANOVA ve Duncan”

testleri kullanildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gésterilmistir.
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5. BULGULAR

Calismada olusturulan her grup icin 10 ile 12 adet erkek rat
kullanilmigtir. Elde edilen bulgular asagida gdésterilmigtir.

Plazma MDA dlzeylerinde kontrol grubu ve L-arginin grubu
arasinda fark istatistik olarak 6nemsiz gézlenmigtir. Diyabetik gruptaki artis
anlamlidir (p<0.05). Diyabetik +L-arginin kombine grubunda, diyabetik
gruba gore istatistiksel olarak énemli bir disls ve dizelme goérilmagtir.
(Tablo 11, Sekil 9)

Tablo 11. Erkek ratlarda plazma, karaciger ve bébrek Malondialdehit (MDA)
dizeylerinin gruplara goére istatistiksel karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin L-Arginin
Plazma MDA 4.4140.43%  572+0.31° 3.9+0.66° 4.44%0.56°
(nmol/ ml) n=12 n=10 n=11 n=12
Karaciger MDA 0.44+0.08°  1.15%0.24° 0.48+0.13° 0.4620.11°
(nmol/ g protein) n=12 n=10 n=10 n=12
Bobrek MDA 1.19+0.26° 1.5140.312 1.47+0.28° 1.4140.18%°
(nmol/ g protein) n=12 n=11 n=10 n=12
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 9 : Gruplara gére plazma Malondialdehid (MDA) diizeyleri (p<0.05).
Karaciger MDA duzeylerinde kontrol grubu, L-arginin grubu ve

Diyabetik +L-arginin kombine grubu arasinda istatistiksel olarak énemli bir
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fark gézlenmemistir. Diyabetik gruptaki artis ise anlamhdir (p<0.05) (Tablo

11, Sekil 10)

nmol/g protein

o

—_

o

o
A O 00 =~ NN O
I I I I I I |

0,2 1

Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 10 : Gruplara gére karaciger Malondialdehid (MDA) dizeyleri

(p<0.05).

Boébrek MDA duzeylerinde L-arginin grubu, Diyabetik +L-arginin

kombine grubu ve diyabetik gruplar arasinda istatistiksel olarak énemli bir

fark gbzlenmemistir.

anlamlidir (p<0.05) (Tablo 11, Sekil 11)

Kontrol grubuna goére diyabetik gruptaki artis

Tablo 11. Erkek ratlarda plazma, karaciger ve bébrek Malondialdehit (MDA) duizeylerinin
gruplara gore istatistiksel karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin L-Arginin
Plazma MDA 4.4140.43*  572+0.31° 3.9+0.66° 4.44+0.56°
(nmol/ ml) n=12 n=10 n=11 n=12
Karaciger MDA 0.4440.08°  1.15%0.24° 0.4840.13° 0.4610.11°
(nmol/ g protein) n=12 n=10 n=10 n=12
Bobrek MDA 1.1940.26° 1.51+0.31° 1.47+0.28° 1.4140.18%°
(nmol/ g protein) n=12 n=11 n=10 n=12
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Kontrol DM  DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 11 : Gruplara gére bébrek Malondialdehid (MDA) dizeyleri
(p<0.05).

Eritrosit GSH-Px duzeyi kontrol grubuna goére diyabetik gruptaki
digsUs istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). L- arginin grubu ile
diyabetik+L-arginin grubundaki kontrole gbére artisin istatistiksel olarak
6nemli, kendi aralarinda ise énemsiz oldugu gértlmustar. (Tablo 12, Sekil

12)

Tablo 12. Erkek ratlarda eritrosit, karaciger ve bébrek Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) dizeylerinin gruplara gore istatistiksel karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin L-Arginin
Eritrosit GSH-Px 19.4143.55°  14.5443.47° 26.0+4.94° 23.8345.9°
(U/gr Hb) n=12 n=11 n=11 n=12
Karaciger GSH-Px 3.3310.25° 1.4840.36° 3.11+0.47° 3.39+0.23°
(U/ g protein) n=11 n=10 n=10 n=12
Bobrek GSH-Px 3.4410.29° 1.5240.22° 3.240.2° 3.41+0.21°
(U/ g protein) n=12 n=11 n=10 n=12
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 12:Gruplara goére eritrosit glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktivite dlzeyleri (p<0.05).

Diyabetik ratlarin karaciger ve bdébrek dokusundaki GSH-Px
dizeylerindeki disUs istatistiksel énemli olarak bulunmustur. Karaciger
dokusunda diyabetik + L-arginin grubundaki GSH-Px dlzeyindeki
ylukselme kontrole yakin bulunmustur ve bu ylUkselme diyabetik gruba
gbre istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05) (Tablo12,Sekil13). Bdbrek
dokusunda diyabetik+L-arginin kombine grubunda kontrole yakin deger

g6zlenmigtir (Tablo 12, Sekil 14).

HH
o
—

FH

U/g protein

Kontrol DM  DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 13: Gruplara gore karaciger glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktivite diizeyleri (p<0.05).
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 14: Gruplara gére bdbrek glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

dlzeyleri (p<0.05).

aktivite

Eritrosit katalaz aktivitelerinde diyabetik grupta disis gdzlenmigtir

(p<0.05). Diger gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemsizdir

(Tablo 13, Sekil 15).

Tablo 13. Erkek ratlarda eritrosit, karaciger ve bébrek Katalaz enzim aktivite
dizeylerinin gruplara gére istatistiksel karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin L-Arginin
Eritrosit Katalaz 59.41+13.95% 40.72+9.82° 49.9+12.2%° 54.54+16.3%
(k/gHb) n=12 n=11 n=10 n=11
Karaciger Katalaz ~ 209.16+11.93° 181+10.71° 209+34.78° 237.5+44.81%°
(k/mg protein) n=12 n=10 n=10 n=12
Bobrek Katalaz 14.8312.48"°  7.64+0.57° 12+1.15° 13.36+1.85°
(k/mg protein) n=12 n=11 n=10 n=11
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Kontrol DM  DM+L-Arg. L-Arg.
Sekil 15 : Gruplara gore eritrosit katalaz aktiviteleri (p<0.05).
Karaciger ve bobrek doku katalaz enzim aktivitelerinde diyabetik
gruplarda kontrol gruplarina gére azalma goruimustir (p<0.05). Diyabetik
+ Larginin kombine grubundaki karaciger ve bobrek dokusu katalaz
aktivite dizeylerinin kontrole gére dizeldigi gbézlenmistir (Tablo 13, Sekil
16,17).
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.
Sekil 16 : Gruplara gore karaciger katalaz aktiviteleri (p<0.05).
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k/g protein
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 17 : Gruplara gore bdbrek katalaz aktiviteleri (p<0.05).

Diyabetik

grubun  karaciger dokusundaki arginaz enzim

aktivitelerindeki artis istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0.05).

Karaciger dokusundaki L-arginin grup dedgerleri kontrol gruplarina artis

g6stermektedir. Diyabetik grubun bébrek doku arginaz enzim aktivite artisi

istatistiksel olarak &6nemli bulunurken, diyabet+ L-arginin kombine

grubundaki diizelme gérilmemistir (Tablo 14, Sekil 18,19).

Tablo 14. Erkek ratlarda karaciger ve bdbrek Arginaz enzim aktivite diizeylerinin
gruplara gore istatistiksel karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin

L-Arginin

Karaciger Arginaz
(U/ mg protein)

Bébrek Arginaz
(U/ mg protein)

159.61£11.97* 266.9+18.45 165.6114.56°

n=11 n=10 n=10
7.81+0.82%° 8.86+1.01° 8.73+1.9°°
n=12 n=11 n=10

257.51+26.09°
n=12

7.11+£0.53%
n=12
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Kontrol

DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 18 : Gruplara gore karaciger Arginaz aktiviteleri (p<0.05).
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Kontrol

DM  DMkL-Arg. L-Arg.

Sekil 19 : Gruplara goére bdbrek Arginaz aktiviteleri (p<0.05).

Plazma NO dlzeylerinde kontrol grubuna gbére diyabetik grupta

digls gozlenmigtir. Diyabetik + L-arginin kombine grubu ile diyabetik

grubu arasinda istatistiksel olarak dnemsizdir. L-arginin grubu ile kontrol

grubu arasinda fark gériimemistir(Tablo 15, Sekil 20). Karaciger NO

dizeyinin diyabetik gruptaki artisi

istatistiksel olarak 6nemlidir(p<0.05).

ve bobrek dokusundaki disusu

Karaciger ve bobrek dokularinda

diyabetik + L-arginin kombine grubu NO degerleri kontrole dénmektedir

(Tablo 15, Sekil 21,22).
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Tablo 15. Erkek ratlarda plazma, karaciger ve bdbrek Nitrik oksit (NO)
dlzeylerinin gruplara gére istatistiksel karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin L-Arginin
Plazma NO 47.247.77° 34.66+3.75% 37.01+4.53% 42.89+7.43°
(wmol/ L) n=11 n=11 n=10 n=11
Karaciger NO 23.91+1.69°  25.63+2.0° 23.18+1.48°  23.75+1.33°
(wmol/ L) n=12 n=11 n=10 n=11
Bobrek NO 33.14+2.84% 28.74+2.01° 32.2245.0° 32.43+2.65%
(wmol/ L) n=12 n=11 n=10 n=12
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 20 : Gruplara gore plazma Nitrik oksit (NO) diizeyleri (p<0.05).

35 -
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25 a
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15 A
10 -

HH

HH
H

umol/L

Kontro DM DM+L- L-

Sekil 21 : Gruplara gore karaciger Nitrik oksit (NO) diizeyleri (p<0.05).
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Kontrol DM DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 22 : Gruplara bdbrek Nitrik oksit (NO) diizeyleri (p<0.05).

Eritrosit SOD enzim aktivite dlzeylerinde kontrol grubuna gére

diyabetik gruptaki disus istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0.05).

Diyabetik + L-arginin kombine grubundaki degerlerin kontrol degerlerine

yakin oldugu gdzlemlenmistir (Tablo 16, Sekil 23).

Plazma PON 1 aktivite dizeylerinde diyabetik grupta kontrol

grubuna gére istatistiksel olarak 6nemli disls gbsterirken (p<0.05), diger

gruplar arasinda fark 6nemsiz bulunmustur (Tablo 16, Sekil 24).

Tablo 16. Erkek ratlarda eritrosit Superoksit dismutaz (SOD) ve plazma
Paraoksonaz (PON1) enzim aktivite dlzeylerinin gruplara goére istatistiksel

karsilastiriimasi (p<0.05)

Kontrol DM DM + L-Arginin

L-Arginin

Eritrosit SOD  396.73+66.95° 320.09+45.03%  393.12+49.63°
(U/gHb) n=11 n=10 n=10

Plazma PON1 72.47+9.55°  57.22+13.172 63.54+10.42%°
(U/L) n=12 n=11 n=10

287.88+19.89%
n=12

66.05+7.49%°
n=12
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Kontrol DM  DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 23 : Gruplara goére eritrosit Stperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivite dizeyleri (p<0.05).
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Kontrol DM  DM+L-Arg. L-Arg.

Sekil 24 : Gruplara gbre plazma paraoksonaz (PON 1) enzim aktivite
dizeyleri (p<0.05).

80



6. TARTISMA
Diyabette toksik serbest radikallerin énemli bir rol oynadigini

g6steren calismalar yapilmigtir.  Diyabet sirasinda kalici hiperglisemi
glukozun otooksidasyonu ve non-enzimatik protein glikozillenmesi sonucu
membranlarda oksidatif hasar ve hucresel fonksiyonda bozulukluga yol
acabilecek serbest radikal Uretiminde artisa neden olmus, (13,148) artmig
polyol yolu aktivitesi, doku antioksidan koruma sistemlerinde bozukluk (
23) dokulardaki oksidatif hasari olusturmustur.

Oksidatif stresin biyolojik yapilar Gzerinde zarar verici etkileri vardir.
Dusuk molekul agirhikli rediktanlar ( glikoz, poliansatire yag asitleri gibi) in
vivo gecis metallerinin katalizérligindeki oksidasyon sonucu hidrojen
peroksit ve lipid peroksitleri olugsturarak, oksidatif strese katkida
bulunmaktadirlar (68,175).

Calismamizda kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabet
grubunun plazma MDA dizeyinde anlamh artis gdérdik (p<0.05). Bu
bulgumuz, Abdella ve ark. (1), Armstrong ve ark (9), Gallou ve ark (47),
Kaji ve ark (75), Noberasco ve ark. (122), Walter ve ark (168)'nin
bulgularini desteklemektedir.

Pritchard ve ark. (139) yapmis olduklari ¢aligmalarinda plazma
MDA dizeyinin yani sira, karaciger MDA dizeyine de bakmislar ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, diyabet grubundaki ratlarin karaciger lipit
peroksitlerinde istatistiksel olarak anlamli  bir artisin  oldugunu
gOstermiglerdir.

Asayama ve ark. (10) deneysel diyabet olusturduklari ratlarin 2

hafta sonra karaciger, kalp ve bdbreklerindeki TBARS ( Tiobarbitlrik asit
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rediktiv substrat) dizeylerine bakmiglardir. Diyabetiklerin karacigerinde
TBARS dlzeyini kontrole gbre distk (p<0.001) bulan bu arastiricilar,
bdbreklerde bu dizeyi kontrollere gére daha ylUksek (p<0.001), kalpte ise
degisiklik olmadigini kaydetmislerdir. Bbbreklerde gbdzlenen yiksek lipit
peroksidasyonundan, tubuler hipermetabolizmaya bagl olarak oksijen
tiketimindeki artisin sorumlu oldugunu belirten arastirmacilar; oksijen
radikal olusumundaki artigin oksidatif doku hasarina neden oldugunu
belirtmislerdir. Biz de calismamizda bébrek dokusu MDA dizeyinin kontrol
grubuna goére diyabet grupta istatistiksel olarak anlamli artigini gézledik
(p<0.05). Bu bulgumuz yukardaki yazarlarin bulgular ile uyum igindedir.
Ancak bu arastiricilarin ¢alisma kapsamimizda olan karaciger dokusu
bulgulariyla uyum saglamamaktadir. Calisma sdreleri farkli olmalari buna
neden olabilir. Galismamizda kullanilan L-arginin amino asiti diyabetik
grubu kontrol degerlerine dogru dizeltmektedir.

Memelilerde amino asidlerin amino gruplarinin
uzaklastiriimasindaki baslica yol karacigerdeki (re sentezidir. Ure
dénglstinin son basamaginda arginaz, argininden dre ve ornitin
olusumunu katalize eder. Ure atiliminda bir artis ile karakterize olan bazi
durumlarda Ure siklusundaki enzimlerin aktivitelerinde de uyum
degisiklikleri meydana gelir. Ornegin yiiksek protein diyetine ve glukagon
verilisine cevap olarak sigcan karacigerindeki arginaz aktivitesinde artis
saptanmigtir.  Diyabetik  sicanlarin  karacigerinin  amino  asid
konsantrasyonunda bir artis oldugu bildirilmistir (16). Inslline bagimli

diyabet besin tlketiminde, amino asid metabolizmasinda ve kan
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glukagon/insilin oraninda artisla karakterizedir (64). Diyabette protein
katabolizmasinda ve (dre azotunun atihminda ©&nemli bir artis
bulunmaktadir. Calismamizda diyabetik ratlarin karaciger ve bdébrek
arginaz aktivitelerinin kontrol grubundaki ratlara gére anlamh olarak daha
yUksek olduklari saptanmistir. Bulgularimiz bir ¢cok arastirmaci bulgulariyla
uyum saglamaktadir (107,109,110,145,160). Bir baska calismada ise
eksojen argininin gucld bir insdlin salgilaticisi oldugu bildirilmigtir (103).
Argininin bu etkiside insllin biyosentezinin regilasyonu ve sekresyonunda
gb6rev alan poliaminlerin biyosentezi icin ornitin saglamasi énemli bir rol
oynayabilir. Eksojen verilen argininin ayni zamanda diyabetik ve normal
sicanlarin doku arginaz aktivitesinde artisa yol actigi da gdsterilmistir
(107). Karaciger arginaz aktivitesindeki artig, karacigerin Ure déngtsinden
sorumlu baglica organ olmasi nedeniyle, diyabette artmis tre olusumu ve
atiimindan sorumlu olabilir.

Diyabette GSH-Px, SOD, ve CAT aktiviteleri, doku GSH
konsantrasyonundaki degisiklikler bilidirilmistir. Ornegin tedavisiz diyabetik
ratlarin bazi dokularinda Cu-Zn SOD’un sitozolik formunun azalip,
mitokondrial formunun arttigr gdézlenmigtir (95).

Loven ve ark. diyabette SOD enzimlerinin en azindan prolifere olan
dokularda degistigini distnmusler, yanitlari dokuya spesifik olarak
degerlendirmiglerdir (95). Ayni arastiricilar bazi organlarda Cu-Zn SOD
aktivitesi baskilanmasinin diyabetin erken etkisine bagli olabilecegini
vurgulamiglar, diyabetin SOD’in sitozolik formunun aktivitesini karaciger,

eritrosit ve bodbrekte baskiladigini géstermiglerdir (95). Diyabetin SOD
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aktivite dlzeylerini etkileme mekanizmalar kesinlesmemistir. STZ'nin
direkt etki ile Cu-Zn SOD aktivitesini inhibe edebilir. Ama STZ’nin kisa yari
6mrine bagl olarak direkt etkiyle azalmig SOD aktivitesine yol actigi
sUphelidir. Bununla birlikte insdlin ve GSH tedavisinin Cu-Zn SOD
aktivitesini normale déndirdigint gérmuslerdir (95).

Yine bagka bir calismalarinda bu arastiricilar STZ enjeksiyonundan
9-10 gln renal kortekste, diyabetin total SOD’1 degismeyip Mn-SOD’|
arttirdigini Cu-Zn SOD’1 azalttigini bulmusglardir (96).

Saxena ve ark. diyabet sirasinda artmig oksidatif stresin
karacigerde GSH-Px, CAT, Cu-Zn SOD, Mn-SOD aktivitesinde azalmaya
neden oldugunu ve bunun da reaktif oksijen tarafindan olusturulan
inaktivasyona bagl olabilecegini ileri sirmuslerdir (148).

Bir c¢alismada tedavisiz STZ- diyabetik ratlarin ( diyabet
olusumundan 2 ay sonra) cesitli dokularinda calisiimistir. Total SOD
aktivitesinin  karaciger, bobrek, testis, dalak, kalp ve eritrositlerde
azaldigini ama beyin, iskelet kasi, akcigerde degdismedigini bulunmustur
(172).

Dohi ve ark. STZ'den sonra (4-8ay) katalazi rat aortasinda ¢ok
disik bulup diyabetle etkilenmedigini gézlemlemigler, SOD aktivitesi tayin
edememislerdir. Bébrekte GSH-Px'i artmig, katalaz ve SOD dizeylerini
degismemis olarak bulmuslardir (35).

Watala ve ark. ise eritrosit SOD aktivitesinin hastaligin siresiyle
etkilendigini, katalaz aktivitesinin ise ¢ok az etkilendigini iddia etmigler,

SOD’I azalmig, GSH-Px ve CAT’I ise artmis olarak bulumuslardir. SOD
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aktivitesindeki azalma nedeni; pankreatik hiucrelerin artan yikima maruz
kalmalari, sonugta eritrosit SOD aktivitesindeki kaybi telafi etmek igin
peroksidaz aktivitesinin artmasi yol acabilecegini ileri sGrmuslerdir. Bu
aragtiricilar Crouch ve ark. tarafindan belirtildigi Gzere, pankreatik [
hiicrelerinin serbest radikallerin etkisine kismen duyarli olup B hicrelerinin
toksik etkilere karsi SOD ve katalazin zit etkileri olusturabileceklerini, SOD
aktivitesinde azalma peroksidaz aktivitesinde artigla beraber olunca,
diyabetlilerdeki SOD aktivite kaybi icin kompanze edecek mekanizma
varligini distindurebilecedini séylemektedirler (169).

Hagglof ve ark. IDDM’lu c¢ocuklarda eritrosit SOD ve GSH-Px
degerlerini disik bulurken, eritrosit katalaz ve lenfosit SOD degerlerinde
ise degisiklik saptamamiglardir (59).

Bono ve ark. diyabetik hastalarda eritrosit SOD, GSH-Px ve katalaz
aktivitelerinde degisiklik saptamamiglardir (18).

Mc Lennan ve ark. diyabetik ratlarin karacigerinde SOD aktivitelerini
artmis olarak bulmuslardir ama istatistiksel olarak anlamli olmadigini
belirmiglerdir (106).

Nishida ve ark. retinada SOD aktivitesinde bir azalma, kornea, lens,
karaciger, bobrek ve kanda degisiklik olmadigini kaydetmislerdir (120).

Wohaieb ve Godin 12 haftalik diyabetik ratlarin instlinle tedavisinin
doku antioksidan durumunda gb6zlenen tim degisiklikleri tamamen
dizelttigini gobstermislerdir. Karaciger ve bdbrekteki CAT ve SOD

aktivitelerinde diyabete bagli disme nedeninin artmis reaktif oksijen
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radikallerinin bu enzimlerin aktivitelerini azaltmasina bagh olabilecegini
sbylemislerdir (172).

Tagami ve ark.nin yaptiklari bir calismada diyabetik tavsan
aortasindan alinan endotelyal hicrelerde GSH-Px, Cu-Zn SOD ve katalaz
aktivitelerinde azalma gdzlenmistir ve 1-2 U/kg/giin insilin tedavisiyle
dizeltmigtir. Bu antioksidan etkiler diyabetik karaciger ve bdbrektede
g6zlenmigtir (157).

Volkovova ve ark. akut diyabetik ratlarda (8 gliin) bdbrekte katalaz
ve SOD aktivitelerinde dnemli farklar bulamamis, myokardda ise artmis
SOD ve katalaz aktivitesi tayin etmislerdir. Hastaligin siresinin de doku
antioksidan durumunu etkiledigine bir kez daha dikkati cekmiglerdir (164).

Wu ve ark. diyabetli bébrek dokusu, Ozmen ve ark. Diyabetli
kataraktll lenslerde katalaz ve SOD aktivitesindeki azaligi gdstermiglerdir
(128,176).

Calismamizda eritrosit, karaciger ve bdbrek katalaz, SOD ve GSH-
Px aktivitelerinde azalma tespit edildi.

Galismalarinda diyabetin histopatolojik bulgularinin
g6zlenmesinden o6nceki safhalarda farkli zamanlarda serbest radikal ve
NO 6lcimini amaglayan Stadler ve arkadaslar diyabetten 3 hafta sonra
karacigerde 6nemli derecede serbest radikallerin ve bdbrekte NO’in
arttigini gézlemlemislerdir (154).

Yavuz ve ark. diyabetik ratlarda elde edilen 24 saatlk idrarda NO’in
6nemli 6l¢iide dustk oldugunu bildirmiglerdir (178). Ayni sekilde Keynan

(82) ve ark. da Diabetes mellitusun ilk safhalarinda CGriner NO
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metabolitlerin azaldigini belirtmektedirler. Diyabetik ratlarin idrarinda NO
dlzeyinin azalmasinin nedeni gérmek bdbrekte sentezinin azalmasindan
kaynaklanabilir.

Wu ve ark (176) diyabetik ratlarda 2. haftada bdbrek doku NO
dizeyinin ve nitrik oksit sentaz aktivitesinin arttigini, sonraki haftalarda ise
azaldigini bildirmiglerdir. Gogasyavuz ve ark (51) diyabetik ratlarin bébrek
dokusundaki NO saliniminin  énemli dercede dislk oldugunu
belirtmislerdir.

Oyadomari ve ark (125) plazma nitrojen oksitin ilk 1-2 haftada
arttigini, 4. haftada ise azaldigini belirtmislerdir.

Gorgin ve ark (52) diyabetli ratlarda serebral nitrik oksit sentaz
aktivitesinin azaldigini, plazma nitrat ve nitrit dlzeylerinde artig
g6zlendigini belirtmislerdir. Vural ve ark. (165) ise plazma NO dlzeylerinin
6nemli derecede dustigunu bildirmislerdir.

Mohan ve Das (112) L-argininin ve NO’in alloksanla B hlcrelerinin
hasarinda, diyabetin gelisiminde, antioksidan durumun normal dizeylere
yakinlagmasinda koruyucu olabilecegini belirtmektedirler.

Patel ve ark (132) serum arilesteraz ya da karboksilesteraz
aktivitelerinin diyabetle kontrol gruplari arasinda fark gdstermedgini
belirtirken, paraoksonaz (PON1) dizeylerinin diyabetlilerde &6nemli
derecede dlusUs gosterdigini bildirmiglerdir. Bu bilgiler bulgularimizia
paralellik géstermektedir.

Senti ve ark (151) PON1 aktivitesinin diyabetteki dislstini oksidatif

strese baglamaktadir.
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L-arginin poliaminlerin ve prolinin olusumunda rol alan ve L-ornitine
metabolize olan bir amino asittir. Poliaminler hicrenin blyUmesinde
6nemli bir mediatérdir. L-prolin ise kollajen sentezi icin bir subsrattir (108).
Her iki metabolik yolun pankreatik dokunun onarilmasinda énemli bir rol
oynayabileceg@i distntlmektedir.

GoOraldigu gibi mevcut literatlr ve bulgular 15131 altinda insdline
bagimh  diyabetes mellitustaki oksidan ve antioksidan enzim
dizeylerindeki  degisikliklerin  hastaligin  streci ile ilgili oldugu
saniimaktadir. Eksojen kaynakli L-argininin antioksidan sistem Uzerinde
glclendirici, oksidan sistem Uzerindeki azaltici etkilerinin gértlmesinden
dolayr oksidatif stresin yodun vyasandigi diyabette L-argininin

kullaniimasinin faydal olabilecegi kanisindayiz.

88



10.

11.

12.

13.

14.

15.

7. KAYNAKLAR

Abdella N, al Awadi F, Salman A, Armstrong D (1990). Thiobarbituric acid test as
a measure of lipid peroxidation in Arab patients with NIDDM. Diabetes Res.
15(4): 173-7.

Aebi H. (1984). Catalase. In vitro. Methods in enzymology. 105: 121-126.

Ak H, Dingiloglu N.T, Habif S, Kultirsay H, Bayindir O and Onat T. (1996).
Plasma lipid peroxides, vitamin E, superoxide dismutase and glutathione
alterations in coronary atherosclerosis. Turk. J. Med. Sci. 26: 11-15

Akgll E. (1996). Tip Il Diabetes mellituslu hastalarda oksidan ve antioksidan
mekanizmalarin incelenmesi. F.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya
Anabilim Dali. Uzmanlik Tezi. Elazig.

Altan N, Altan M, Mikolay L, Schwartz CFW. (1985). Insulin-like and insulin
enhancing effects of the sulfonylurea glyburide on rat adipose glycogen synthase.
Diabetes. 34; 281-286.

Aminlari M. (1992). Novel colorimetric method for asssaying arginase activity.
Clin biochem. 25: 431-436.

Amstad P, Peskin A, Shah G, Mirault ME, Moret R, Zbinden |, Cerutti P. (1991).
The balance between Cu,Zn-superoxide dismutase and catalase affects the
sensitivity of mouse epidermal cells to oxidative stress. Biochemistry. 24; 30 (38):
9305-13.

Anderson R, Theron AJ, Ras GJ (1987). Cysteine and dapsone of the increased
extracellular and intracellular generation of reactive oxidants by activated
phagocytes from cigarette smokers. Am Rev Respir Dis. 135(5): 1027-32.
Armstrong D, Abdella N, Salman A, Miller N, Rahman EA, Bojancyzk M. (1992)
Relationship of lipid peroxides to diabetic complications. Comparison with
conventional laboratory tests. J Diabetes Complications. 6(2): 116-22.

Asayama K, Yokota S, Kato K. (1991). Peroxisomal oxidases in various tissues of
diabetic rats. Diabetes Res Clin Pract ; 11(2): 89-94.

Basaga H.S. (1990). Biochemical aspects of free radicals. Biochem Cell Biol. 68:
989-998.

Bassenge E. (1994). Coronary Vasomotor Responses: Role of endothelium and
nitrovasodilators. Cardiovasc Drugs Ther (USA). 8 (4): 601-10.

Baynes JW (1991). Role of oxidative stress in development of complications in
diabetes. Diabetes. 40 (4): 405-12.

Beutler A. (1975). A Manual of Biochemical Methods.2™ Ed. Grunef Strottan,
New York.

Blatter MC, James RW, Messmer S, Barja F, Pometta D. (1993 ). ldentification of

a distinct human high-density lipoprotein subspecies defined by a lipoprotein-

89



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26

27.

28.

29.

30.

associated protein, K-45. Identity of K-45 with paraoxonase. Eur J Biochem.
211(3): 871-9.

Bloxam D.L. (1972). Nutrional aspects of amino acid metabolism. The effects of
diabetes on blood and liver amino acid concentrations in the rat. Br. J. Nutr: 27,
249-259.

Bonadonna RC, De Fronzo RA. (1991). Glucose metabolism in obesity and type
2 diabetes. Diabete Metab. 17(1 Pt 2): 112-35.

Bono A, Caimi G, Catania A, Sarno A, Pandolfo L (1987). Red cell peroxide
metabolism in diabetes mellitus. Horm Metab Res. 19 (6): 264-6.

Borland CD, Higenbottam TW (1989). A simultaneous single breath
measurement of pulmonary diffusing capacity with nitric oxide and carbon
monoxide. Eur Respir J. 2 (1): 56-63.

Borman A., Wood T.R, Black H.C, Anderson E.G, Osterling M.J, Womack M and
Rose W.C. (1946). J. Biol. Chem. 166, 585 -594.

Brownlee M, Vlassara H, Cerami A. (1984). Nonenzymatic glycosylation and the
pathogenesis of diabetic complications. Ann Intern Med. 101(4): 527-37.

Brunori M, Rotilio G. (1984). Biochemistry of oxygen radical species. Methods in
enzymology. Vol.105 :27.

Cameron NE, Cotter MA, Maxfield EK (1993). Anti-oxidant treatment prevents the
development of peripheral nerve dysfunction in streptozotocin-diabetic rats.
Diabetologia. 36 (4): 299-304.

Cavarocchi NC, England MD, O'Brien JF, Solis E, Russo P, Schaff HV, Orszulak
TA, Pluth JR, Kaye MP. (1986) Superoxide generation during cardiopulmonary
bypass: is there a role for vitamin E J Surg Res.40 (6): 519-27.

Ceballos-Picot |, Trivier JM, Nicole A, Sinet PM, Thevenin M (1992). Age-
correlated modifications of copper-zinc superoxide dismutase and glutathione-
related enzyme activities in human erythrocytes. Clin Chem. 38 (1): 66-70.
Ceriello A, Quatraro A, Giugliano D (1993). Diabetes mellitus and hypertension:
the possible role of hyperglycaemia through  oxidative  stress.
Diabetologia. 36 (3): 265-6.

Cheeseman, K.H. Slater, T.F.(1993). An Introduction free radical biochemistry.
Br. Med. Bull.49 (3): 481-93.

Chinard F P. (1952). Photometric estimation of proline and ornithine. J. Biol.
Chem. 199: 91-95.

Christowitz D, Mattheyse FJ, Balinsky JB (1981). Dietary and hormonal
regulation of urea cycle enzymes in rat liver. Enzyme;26(3):113-21.

Dawson V L. (1995). Nitric Oxide: Role Neurotoxicity. Clin Exp Pharmacol Physiol
(Australia). 22 (4): 305-8.

90



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Deby C, Pincemail J. (1988). Oxygen toxicity, free radicals and defense
mechanism. In Finfgeld EW. Roékan(Ginkgo Biloba). Recent result in
pharmacology and clinic. Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New York. 56 -57.
Deshmukh, D.R. and Shope, T.C. (1983). J. Nutr.113, 1664 -1667.

Di Mascio P, Murphy ME, Sies H. (1991). Antioxidant defense systems: the role
of carotenoids, tocopherols, and thiols.Am J Clin Nutr.;53(1 Suppl):194-200.
Dimmeler S, Brune B. (1992). Characterization of a nitric-oxide-catalysed ADP-
ribosylation of glyceraldeyde -3- phosphate dehidrogenase. Eur. J. Biochem. 210:
305 -310.

Dohi T, Kawamura K, Morita K, Okamoto H, Tsujimoto A (1988). Alterations of
the plasma selenium concentrations and the activities of tissue peroxide
metabolism enzymes in streptozotocin-induced diabetic rats. Horm Metab Res.20
(11) : 671-5.

Eckerson HW, Wyte CM, La Du BN (1983). The human serum
paraoxonase/arylesterase polymorphism. Am J Hum Genet. 35: 1126 -1138.
Edwards AD (1995). The pharmacology of inhaled nitric oxide.
Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 72 (2) : 127 -30.

Espinal J (1989). Understanding insilin action principles and moleculer
mechanism, Ellis Horwood Ltd, England. 33 -38.

Evans PH. (1993). Free radicals in brain metabolism and pathology. Br Med Bull.
49 (38): 577 -87

Feeney L, Berman ER. (1976).Oxygen toxicity: Membrane damage by free
radicals. Invest Ophthalmol.15(10): 789-92.

Florence TM (1995). The role of free radicals in disease. Aust N Z J Ophthalmol.
23 (1): 3-7.

Foster DW (1998). Diabetes Mellitus. In: Harrison TR, Resnick WR, Wintrobe
MM, Thorn GW, Adams RD, Beeson PB, Bennett IL, Braunwold E, Isselbacher
KJ, Petersdorf RG, Wilson JD, Martin JB, Fauci AS, Root R, Kasper DL. (ads).
Principles of internal medicine. 14.ed. Mc Graw Hill Companies, New york, 2060-
2062.

Foster G.L, Schoenheimer R and Rittenberg. D. (1939). J. Biol. Chem. 127, 319-
327.

Freeman BA, Crapo JD. (1982). Biology of disease: free radicals and tissue
injury. Lab Invest. 47 (5) :412-26.

Fridovich | (1983). Superoxide radical: an endogenous toxicant. Annu Rev
Pharmacol Toxicol. 23: 239-57.

91



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Gaetani GF, Galiano S, Canepa L, Ferraris AM, Kirkman HN (1989). Catalase
and glutathione peroxidase are equally active in detoxification of hydrogen
peroxide in human erythrocytes. Blood. 73(1): 334-9.

Gallou G. Ruelland A. A. Legras B. Maugendre D. Allannic H. and Cloarec L.
(1993). Plasma malondialdehyde in type 1 and type 2 diabetic patients. Clin.
Chim. Acta.214 (2): 227 -34.

Gey K.F (1990). Lipids, lipoproteins and antioxidants. Biochemical Society.
Transaction 18: 1041 -45.

Geyer J W and Dabich D. (1971). Rapid method for determination of arginase
activity in tissue homogenates. Analytical Biochhemistry, Vol. 39 (2) : 412 -417.
Gillery P, Monboisse JC, Maquart FX, Borel JP (1988 ). Glycation of proteins as
a source of superoxide. Diabete Metab. 14 (1): 25 -30.

Gogasyavuz D, Kucukkaya B, Ersoz HO, Yalcin AS, Emerk K, Akalin S (2002 ).
Effects of aminoguanidine on lipid and protein oxidation in diabetic rat kidneys. Int
J Exp Diabetes Res. 3 (2): 145-51.

Gorgiin  FM, Gimistas MK, Altug T, Kokoglu E (2002). Vitamin E
supplementation in streptozotocin-treated rats alters cerebellar and plasma nitric
oxide metabolism. J Toxicol Environ Health A. 26;65 (8): 631-7.

Guoyao WU and Sidney M. Mrris, JR. (1998). Arginine metabolism: nitric oxide
and beyond. Biochem J. 336, 1 -17.

Gutteridge JMC and Halliwel B (1990). The measurement and mechanism of lipid
peroxidation in biological systems. Trends. Biochem. Sci. 15, 129 -35.

Guyton A.C and Hall J.E. (1996) Tibbi Fizyoloji. Dokuzuncu Baski. Editér
Cavusoglu, H. Ylc e Yayin. Nobel Tip Kitabevi B6lim 2, 971 -83.

Gulen S, Ozgen H (1978). Koyunlarda gebelik dncesi, gebelik ve laktasyon
dénemlerinde idrar, kan ve sutte, orotik asit, Gre ve amonyak miktarlarinin
belirlenmesi (izerine arastirmalar. Ankara Univ Vet Fak Dergisi, 25 (1): 62-84.
Gurbilek, M. Aksoy, N.H. Akkus, i. Gaglayan, O. Akdz, M ve Zeren, E.M.(1994).
Diyabetiklerde eritrosit ici slperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz ile plazma
Evitaminin arastinimasi. S.U. Tip Fakiiltesi Dergisi.10 (3): 311-16.

Ha H. Kim K.K. (1995). Role of oxidative stress in the development of diabetic
nephropathy. kidney international. 48 (suppl.51) : 18-21

Hagglof B, Marklund SL, Holmgren G (1983). CuZn superoxide dismutase, Mn
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase in lymphocytes and
erythrocytes in insulin-dependent diabetic children. Acta Endocrinol (Copenh).
102 (2): 235 -9.

Halifeoglu . (1993). insan karaciger, eritrosit ve uterus doku arginazinin kinetik

ozellikleri. F.U. Tip Fakiiltesi Anabilim Dali. Doktora Tezi. Elazi§.

92



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.
68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Halliwel B (1991). Reactive oxygen species in living systems: Source,
biochemistry and role in human disease. Am. J. Med. 91, 14-21.

Halliwell B, Borish E.T, Pryor WA. (1987). Oxygen radicals and human disease.
Annals of Internal Med. 107: 526 -45.

Halliwell B, Gutteridge JM. (1984). Lipid peroxidation, oxygen radicals, cell
damage, and antioxidant therapy. Lancet. 23: 1396 -7.

Halliwell B, Gutteridge J.M.C. (1989). Role of free radicals and catalytic metal
ions in human disease: an overview. Methods in Enzymology Vol.186: 1 -17.
Harris E.D (1992). Regulation of antioxidant enzymes. The Faseb J. 6: 2675 -83.
Hazlett B.E (1991). Historical perspective: The discovery of Insulin. Clinical
Diabetes Mellitus. Second Edition. Edited by Davidson JK. Thieme Medical
Puplisher, Inc. New York S: 2 -10

Hedin S.G (1895). Z. Physiol Chem.21, 297 -305.

Hunt J.V, Bottoms M.A, Mitchinson M.J (1993). Oxidative alterations in the
experimental glycation model of diabetes mellitus are due to protein-glucose
adduct oxidation. Some fundamental differences in proposed mechanisms of
glucose oxidation and oxidant production. Biochem J. 15;291 ( Pt 2): 529 -35.
Ignarro L.J, Buga G.M, Wood K.S, Byrus R.E and Chaudhuri G. (1987). Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A.84, 9265 -69.

Ignarro L.J. (1990). Nitric oxide. A novel signal transduction mechanism for
transcellular communication. Hypertension (USA). 16 (5): 477 -83.

Ikemoto M, Tabata M, Murachi T, Totani M. (1989). Purification and properties of
human erythrocyte arginase. Ann Clin Biochem. 26 ( Pt 6): 547 -53.

Jenkinson CP, Grigor MR. (1994). Rat mammary arginase: isolation and
characterization. Biochem Med Metab Biol.51 (2): 156 -65.

Jones DP, Eklow L, Thor H, Orrenius S. (1981). Metabolism of hydrogen peroxide
in isolated hepatocytes: relative contributions of catalase and glutathione
peroxidase in decomposition of endogenously generated H,O,. Arch Biochem
Biophys. 210 (2): 505 -16.

Jorda A, Cabo J, Grisolia S (1981). Changes in the levels of urea cycle enzymes
and in metabolites there of in diabetes. Enzyme. 26 (5): 240 -4.

Kaji H, Kurasaki M, Ito K, Saito T, Saito K, Niioka T, Kojima Y, Ohsaki Y, Ide H,
Tsuji M (1985). Increased lipoperoxide value and glutathione peroxidase activity
in blood plasma of type 2 (non-insulin-dependent) diabetic women.
Klin Wochenschr. 16;63 (16): 765 - 8.

Kalra J, Lautner D, Massey L, and Prasad K. (1988). Oxygen Free Radicals
Induced Release of Lysosomal Enzymes in vitro. Mol. Cell.Biochem 84:233-38.

93



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Kaplan L.A. (1987). Urea. 22-27. Ed. Pesce A.J, Kaplan L.A. In: ‘Methods in
clinical chemistry’. The C.V. Mosby Company, St. Louis, Washington D.C,
Toronto.

Karagil H, Altindas A, Fidanci U.R, Sel T (2000). Klinik Biyokimya. Medisan
Yayin Serisi, 45, 109 -124.

Karam J.H, Salber P.R, Forsham P.H (1991). Pancreatic hormones and diabetes
mellitus. Basic and Clinical Endocrinology, Third Edition, Edited by Greenspan
FS. Division of Prentice Hall publications, USA. 592 -598.

Kavas G.O. (1989). Serbest radikaller ve organizma (zerine etkileri. Tiirkiye
Klinikleri. 9 (1): 1-8.

Kedra-Luboinska M, Zamecka E, Porembska Z (1988). The isolation and
immunological properties of two arginase forms from human erythrocytes.
Biochem Med Metab Biol. 39 (3): 247-57.

Keynan S, Hirshberg B, Levin-laina N, Wexler 1.D, Dahan R, Reinhartz E, Ovadia
H, Wollman Y, Chernihovskey T, laina A, Raz | (2000).
Renal nitric oxide production during the early phase of experimental diabetes
mellitus. Kidney Int. 58 (2): 740-7.

Kiling A, Kiling K. (1985). Nitrik Oksit: Biyolojik Fonksiyonlar ve Toksik Etkileri.
Biyokimya Dergisi. 10: 60 -89.

King J. (1965). Arginase, pratical clinical enzymology. D.Von Nostraund comp.
London, U.K 220 - 25.

King J.(1965). Pratical clinical enzymology. London, New York: Van Nostrand,
220-25.

Known N.S, Stuehr D.J, Nathan C.F. (1991). Inhibition of Tumor Cell
Ribonucleotide Reductase by Macrophage Derived Nitric Oxide. J Exp Med. 174:
761-8.

Konarska L, Tomaszewski L (1986). Studies on L-arginase in developing rat
small intestine, brain, and kidney. |. Ontogenic evolution of arginase isoenzymes.
Biochem Med Metab Biol;35 (2): 156-69.

Kozumbo WJ, Trush MA, Kensler TW. (1985). Are free radicals involved in tumor
promotion? Chem Biol Interact. 54 (2): 199-207.

Ladenson J.H, Chan K.M, Kilzer P. ( 1985 ) Glycated hemoglobin and diabetes: a
case and an overview of the subject. Clin Chem. 31(6): 1060-7.

Lavelle F, Michelson A.M, Dimitrijevic L. (1973). Biological protection by
superoxide dismutase. Biochem Biophys Res Commun. 16;55 (2): 350-7.
Lepoivre M, Feischi F, Coves J, Thelander L, Fontecave M. (1991). Inactivation of
ribonucleotide reductase by nitric oxide. Biochem Biophys Res. Commun. 179:
442-8.

94



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Li W.F, Costa L.G, Furlong C.E. (1993). A major factor in determining resistance
to organphosphates. Journal of Toxicoliogy and Environmental Health.40: 337-
346.

Lin J.Y, Chadee K. (1992). Macrophage cytotoxicity against entamoeba
histolytica trophozoites is mediated by nitric oxide from L-arginin. J Immunol.
148: 3999 -4005.

Loscalzo J, Welch G. (1995). Nitric oxide and its role in the cardiovasculer
system. Prog Cardiovasc Dis (USA). 38 (2): 87-104.

Loven D, Schedl H, Wilson H, Daabees T.T, Stegink L.D, Diekus M, Oberley L
(1986 ). Effect of insulin and oral glutathione on glutathione levels and superoxide
dismutase activities in organs of rats with streptozocin-induced diabetes.
Diabetes. 35 (5): 503-7.

Loven D.P, Sched! H.P, Oberley L.W, Wilson H.D, Bruch L, Niehaus C.L (1982).
Superoxide dismutase activity in the intestine of the streptozotocin-diabetic rat.
Endocrinology. 111(3): 737 -42.

Lowenstein C.J, Dinerman J.L, Synders S.H. (1994). Nitric oxide: A physiologic
messenger. Ann Intern Med. 120: 227 -237.

Lowry By OH, Rosebrough N.J, Farr A.L, Randall R.J. (1951). Protein
measurement with the folin phenol reagent . J Biol Chem. 193: 265 -275.

Lunec J, Blake D. (1990). Oxygen free radicals: Their relevance to disease
processes. In: Cohen R.D, Lewis B, Alberti KGMM. The metabolic and moleculer
basis of acquired disease. Balliere Tindall, London.189 -212.

Lutz T.A, Rand J.S. (1995). Pathogenesis of feline diabetes mellitus.
Vet Clin North Am Small Anim Pract. 25 (3): 527 -52.

Lyall F, Young A, Greer | .A. (1995). Nitric oxide concentrations are increased in
the fetoplacental circulation in preeclampsia. Am J Obstet Gynecol. 173 (3): 714-
718.

Mackness M.l, Mackness B, Durrington P.N, Connelly P.W, Hegele R.A. (1996).
Paraoxonase: Biochemistry, genetics and relationship to plasma lipoproteins.
Curr Opin Lipidol. 7(2): 69 -76.

Malaisse W.J, Blachier F, Mourtada A, Camara J, Albor A, Valverde I, Sener A
(1989). Stimulus-secretion coupling of arginine-induced insulin release.
Metabolism of L-arginine and L-ornithine in pancreatic islets. Biochim Biophys
Acta. 19;1013 (2): 133-43.

Mansuy D, Sassi A, Dansette P.M, Plat M (1986 ). A new potent inhibitor of lipid
peroxidation in vitro and in vivo, the hepatoprotective drug anisyldithiolthione.
Biochem Biophys Res Commun. 28;135 (3): 1015 -21.

McCord J.M, Fridovich I. (1969). Superoxide dismutase. An enzymic function for
erythrocuprein (hemocuprein). J Biol Chem. 25;244 (22): 6049 -55.

95



106. McLennan S.V, Heffernan S, Wright L, Rae C, Fisher E, Yue DK, Turtle

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

J.R(1991).Changes in hepatic glutathione metabolism diabetes. Diabetes.40 (3):
344 -8.

Mendez J.D, Arreola MA (1992). Effect of L-arginine on pancreatic arginase
activity and polyamines in alloxan treated rats. Biochem Int. 28 (4): 569 -75.
Mendez J.D, Balderas F. (2001). Regulation of hyperglycemia and dyslipidemia
by exogenous L-arginine in diabetic rats. Biochimie.83 (5): 453 -8.

Mendez J.D, Sosa A, Palomar-Morales M (2002). Effect of L-arginine on arginase
activity in male accessory sex glands of alloxan-treated rats. Reprod Toxicol. 16
(6): 809-13.

Metin S, Gokmen S.S, Ayhan M.S, Aygit A.C, Gilen $. (2002). Streptozotosin
(STZ) ile diyabet olusturulmus ratlarda doku arginaz aktivitesi ve ornitin
diizeyindeki degisiklikler. Turk biyokimya Dergisi. Cilt: 27, Sayi: 4 Sayfa: 129 -134
Michiels C, Raes M, Toussaint O, Remacle J. (1994). Importance of Se-
glutathione peroxidase, catalase, and Cu/Zn-SOD for cell survival against
oxidative stress. Free Radic Biol Med.17(3): 235 -48.

Mohan I.K, Das UN (1998 ). Effect of L-arginine-nitric oxide system on chemical-
induced diabetes mellitus. Free Radic Biol Med. 1;25 (7): 757- 65.

Moncada S, Higgs A (1993). The L-arginine-nitric oxide pathway.
N Engl J Med. 329(27): 2002 -12.

Munoz-Fernandez M.A, Fernandaz M.A, Fresno M. (1992). Synergism between
tumor necrosis factor-alpha and interferon-gamma on macrofage activation for
the killing of Intracellular trypanasoma cruzi through a nitric oxide-dependent
mechanism. Eur J Immunol. 22: 301- 307.

Murray R.K, Mayes P.A, Granner D.K, and Rodvell V.W. (1993). Harper’in
Biyokimyasi. A Lange Medical Book. 22.Baski. Ceviren Mentes G, Eséz B. Baris
Kitabevi. Konu 31. Proteinlerin ve Aminoasit Azotunun Katabolizmasi.340 -353.
Nalcaci, E. (1991). Kan-Beyin Bariyerinin Yikiisinda Serbest Oksijen
Radikallerinin Rolil. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Uzmanlik Tezi. Ankara.

Nathan C. (1992). NO as a Secretory Product of Mammalian Cells. FASEB J 6:
3051-3064

Nathan CF, Hibbs JB (1991). Role of nitric oxide synthesis in macrophage
antimicrobial activity. Curr Opin Immunol. 3 (1): 65-70. Review.

Nikumb S.K, Santhanam K, Rama K, Rao M.V. (1987). Hepatic and Serum
Arginase and Ornithine Transcarbamylase Activities of Rats Maintained on Diets
of Different Protein Quality. Ann. Nut. Metab.31: 387 -394.

Nishida T, Nakagawa S, Manabe R (1984). Superoxide dismutase activity in
diabetic rat retina. Jpn J Ophthalmol. 28(4): 377- 82.

96



121. Nishio E, Watanabe Y. (1983). Cigarette smoke extract inhibits plasma
paraoxonase activity by modification of the enzyme’s free thiols. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 236: 289 -293.

122.Noberasco G, Odetti P, Boeri D, Maiello M, Adezati L (1991). Malondialdehyde
(MDA) level in diabetic subjects. Relationship with blood glucose and
glycosylated hemoglobin. Biomed Pharmacother. 45 (4-5):193-6.

123. Ohkawa H, Ohishi N, Yagi K. (1979). Assay for lipid peroxides in animal tissues
by thiobarbituric acid reaction. Anal Biochem. 95: 351-358.

124.Olesen J, Thomsen L.L, Iversen H. (1994). Nitric oxide is a key molecule in
migraine and other vascular headaches. Trends Pharmacol Sci (England). 15 (5):
149-53.

125.Oyadomari S, Gotoh T, Aoyagi K, Araki E, Shichiri M, Mori M (2001). Co-
induction of endothelial nitric oxide synthase and arginine recycling enzymes in
aorta of diabetic rats. Nitric Oxide. 5 (3): 252-60.

126.Ozan S, Gursu F, Bayraktutan U, Gilen $ (1990). Farkli tlrlerin eritrositlerindeki
arginaz aktivitesi ile Ure diizeyleri arasinda iliski. Cumhuriyet Uni Tip Fak 1.
Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi Sivas.

127.0zan S, Girsu M.F, Gilen $ (1993): Kismen aritilmis Moniezia expansa
arginazinin bazi 6zellikleri. Doga-Tr J of Veterinary and Sciences 17: 245 -50.

128.0zmen B, Ozmen D, Erkin E, Guner I, Habif S, Bayindir O (2002). Lens
superoxide dismutase and catalase activities in diabetic cataract.
Clin Biochem. 35(1): 69 -72.

129. Ozdemir Y, Ozan S, Ozdemir N, Girsu F, Halifeoglu i, Giilen S. (1988). The
evaluation of methods used for the measurement of arginase activity. 1. Marmara
Tip Gunleri, Biyokimya Seksiyonu,11.

130. Paakkari |, Lindsberg P. (1995). Nitric oxide in the central nervous system. Ann
Med (England). 27 (3): 369 -77.

131. Palmer RM, Ashton DS, Moncada S (1988). Vascular endothelial cells synthesize
nitric oxide from L-arginine. Nature. 16;333(6174): 664-6.

132. Patel BN, Mackness MI, Harty DW, Arrol S, Boot-Handford RP, Durrington PN
(1990). Serum esterase activities and hyperlipidaemia in the streptozotocin-
diabetic rat. Biochim Biophys Acta. 20;1035(1): 113 -6.

133. Pehrson B (1985). Selenium-dependent and non-selenium-dependent glutathione
peroxidase activity in tissues from young bulls. Zentralbl Veterinarmed A. 32(7):
488 -91

134. Pigeolet E, Corbisier P, Houbion A, Lambert D, Michiels C, Raes M, Zachary
MD, Remacle J (1990). Glutathione peroxidase, superoxide dismutase, and
catalase inactivation by peroxides and oxygen derived free radicals. Mech Ageing
Dev. 15;51(3): 283 -97.

97



135.
136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.
145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

Poli G. (1993). Liver damage due to free radicals. British Med Bulletin 49: 604-20.
Porembska Z, Zamecka E (1984). Immunological properties of rat arginases.
Acta Biochim Pol. 31 (2): 223 -7.

Porte D Jr, Kahn SE. (1991). Localization of type | insulin-like growth factor
receptor messenger RNA in the adult rat brain by in situ hybridization. Mol
Endocrinol. 5 (8): 1158 -68.

Primo-Parmo SL, Sorenson RC, Teiber J, La Du BN. (1996). The human serum
paraoxonase / arylesterase gene (PON1) is one member of a multigene family.
Genomics. 1;33 (3): 498-507.

Pritchard KA Jr, Patel ST, Karpen CW, Newman HA, Panganamala RV (1986).
Triglyceride-lowering effect of dietary vitamin E in streptozocin-induced diabetic
rats. Increased lipoprotein lipase activity in livers of diabetic rats fed high dietary
vitamin E.Diabetes. 35 (3): 278-81.

Radomski M W, Palmer R M S, Moncada S. (1990). Characterization of the L-
Arginine: Nitric oxide pathway in human platelets. Br J Pharmacol.101: 325-8.
Rangan U, Bulkley GB. (1993 ). Prospects for treatment of free radical-mediated
tissue injury. Br Med Bull.49 (3): 700-18.

Remesar X, Arola L, Palou A, Alemany M (1980). Arginase activity in the organs
of fed and 24-hours fasted rats. Horm Metab Res. 12 (6): 281-2

Reyero C, Dorner F. (1975). Purification of arginases from human-leukemic
lymphocytes and granulocytes: study of their physicochemical and kinetic
properties. Eur J Biochem. 1;56 (1): 137-47.

Rose W.C, Haines W.J. and Warner D.T (1954). J. Biol. Chem. 206, 421-430.
Salimuddin Upadhyaya KC, Baquer NZ (1999). Effects of vanadate on expression
of liver arginase in experimental diabetic rats. IUBMB Life. 48 (2): 237-40.
Sardesai VM. (1995). Role of antioxidants in health maintenance. Nutr Clin Pract.
10 (1): 19-25.

Satoh K. (1978). Serum lipid peroxide in cerebrovascular disorders determined by
a new colorimetric method. Clin Chim Acta. 90: 37-43.

Saxena AK, Srivastava P, Kale RK, Baquer NZ. (1993). Impaired antioxidant
status in diabetic rat liver. Effect of vanadate. Biochem Pharmacol. 45(3): 539-42.
Schimke R.T. (1982). Adaptive characteristics of urea cycle enzymes in the rat.
J Biol Chem. 237: 459-68.

Schulze, E. And Steiger, E. (1886). Z. Physiol Chem.11, 43 -65.

Senti M, Tomas M, Fito M, Weinbrenner T, Covas MI, Sala J, Masia R, Marrugat
J. (2003). Antioxidant paraoxonase 1 activity in the metabolic syndrome. J Clin
Endocrinol Metab. 88 (11) : 5422-6.

Sies H. (1991). Role of reactive oxygen species in biological processes. Klin
Wochenschr. 15;69 (21-23) :965-8.

98



153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.
167.
168.

169.

Snodgrass PJ, Lin RC (1981). Induction of urea cycle enzymes of rat liver by
amino acids. J Nutr. 111(4): 586-601.

Stadler K, Jenei V, von Bolcshazy G, Somogyi A, Jakus J (2004).
Role of free radicals and reactive nitrogen species in the late complications of
diabetes mellitus in rats Orv Hetil. 23;145 (21): 1135-40.

Sumner JB, Dounce AL. (1937). Crystaline catalase. J Biol Chem.121:417-424.
Sun Y, Oberley LW, Li Y. (1988). A simple method for clinical assay of
superoxide dismutase. Clin Chem. Mar;34 (3): 497-500.

Tagami S, Kondo T, Yoshida K, Hirokawa J, Ohtsuka Y, Kawakami Y (1992).
Effect of insulin on impaired antioxidant activities in aortic endothelial cells from
diabetic rabbits. Metabolism. 41(10): 1053-8.

Taylor R, Agius L. (1988). The biochemistry of diabetes.
Biochem J. 15;250 (3 ): 625-40

Taylor-Robinson A W, Severn A, Phillips R S. (1996). Kinetics of nitric oxide
production during Infection and reinfection of mice with Plasmodium chabaudi.
Parasite-Immunology. 18 -8: 425-30.

Thakran S, Salimuddin, Baquer NZ (2003). Oral administration of orthovanadate
and Trigonella foenum graecum seed power restore the activities of mitochondrial
enzymes in tissues of alloxan-induced diabetic rats. Mol Cell Biochem. 247(1-
2):45-53.

Tietz N W. (1986). Textbook of Clinical Chemistry. WB. Sounders Company,
Philadelphia, pp 1532-1534.

Tozin M. (1995). Diabetes mellitus. Endokrinoloji. izmir Ege Universitesi
Yayinevi. 418-71.

Van L.F. (1993) Free Radicals. Analytical Chemistry 65:12-15

Volkovova K, Chorvathova V, Jurcovicova M, Koszeghyova L, Bobek P (1993).
Antioxidative state of the myocardium and kidneys in acute diabetic rats.
Physiol Res. 42 (4): 251-5.

Vural P, Cevik A, Curgunlu A, Canbaz M (2002). Effects of diabetes mellitus and
acute hypertension on plasma nitric oxide and endothelin concentrations in rats.
Clin Chim Acta. 320 (1-2): 43-7.

Wakabayashi Y. and Henslee J.G. (1983). J. Biol. Chem. 258, 3873 -3876.
Wakabayashi Y. and Jones M.E (1983). J. Biol. Chem. 258, 3865 -3872.

Walter R.M. Uriu-hare J.Y. Olin K.L, Oster M.H, Anawalt B.D, Critchfield J.W. and
Keen C.L. (1991). Copper, zinc, manganase and magnesium status and
complications of diabetes mellitus. Diabetes Care.14,811: 1050-56.

Watala C, Bryszewska M, Stefaniak B, Nowak S (1986). Peroxide metabolism
enzymes in diabetic children: Relationship to duration and control of diabetes.
Cytobios. 47 (189): 101-5.

99



170. Weiss SJ, Lobuglio AF. (1991). Phagocyte-generated oxygen metabolites and
cellular injury. Lab Invest. 47: 5-18

171.Windmueller H.G and Spaeth A.E. (1981). Am. J. Physiol. 241, 473-480.

172. Wohaieb SA, Godin DV. (1987). Alterations in free radical tissue-defense
mechanisms in streptozocin-induced diabetes in rat. Effects of insulin treatment.
Diabetes;36 (9): 1014-8.

173. Wolf P.A. and Corley R.C. (1939). Am. J. Physiol. 127,589-596.

174. Wolf S.P. Dean R.T. (1997). Glucose autoxidation and protein modification.The
potential role of “autoxidative glycosylation” in diabetes. Biochem.J.245: 243-50.

175. Wolff SP (1993). Diabetes mellitus and free radicals. Free radicals, transition
metals and oxidative stress in the aetiology of diabetes mellitus and
complications. Br Med Bull. 49 (3): 642-52

176.Wu J, Han X, Zhou J (1999). Relationship between nitric oxide and oxygen free
radicals in different duration of diabetes in rat kidney Hunan Yi Ke Da Xue Xue
Bao. 24 (6): 543-5.

177.Yagi K. (1984). Assay for Blood Plasma or Serum. Methods in Enzymol. 105:
328-31.

178.Yenigin M, Altuntas Y. (2001). Her YOnuyle Diabetes Mellitus. Nobel Tip
Kitapevleri.1024.

179.Zamecka E, Porembska Z (1988). Five forms of arginase in human tissues.
Biochem Med Metab Biol. ;39(3): 258-66.

180. Zengeroglu, A.M. (1992). Supramaximal Egzersiz ve Oksidan Stres. Ankara
Universitesi Tip Fakiltesi. Uzmanlik Tezi. Ankara.

100



OZGECMiS

Elazig’da 1972 yilinda dogdum. ilk, orta ve lise 6grenimimi
1990 yilinda Elazig’da tamamladiktan sonra, 1991 yilinda Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesine girdim. Ayni fakilteden 1996
yilinda Gg¢uncilik ile mezun oldum. 1997 -1998 yillari arsinda yedek
subay olarak vatani gérevimi tamamladim. 1999 Bahar déneminde
F.U. Saglik Bilimleri Enstitlisii Veteriner programi Biyokimya
Anabilim Dalr’'nda doktora egditimime basladim. Aralik 2001 tarihinde
Saglk Bilimleri Enstitist arastirma gérevlisi kadrosuna atandim.

Halen gdrevimi sirdirmekteyim, evli bir cocuk babasiyim.

101



