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DIYABETIK SICANLARDA ASKORBIK ASIT UYGULAMASININ
KARACIGERDE OKSIDAN OLAYLARA ETKISI

Cigdem OZER, Bilge GONUL

Amag: Diyabetin kronik komplikasyonlarmin etyopatogenezinde artmig
oksidan stres 6nemli rol oynamaktadir. Calismamizda diyabetik siganlarda
C vitamini tedavisinin karacigerde oksidan ve antioksidan olaylara etkisinin
incelenmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Wistar Albino sicanlar 4 gruba ayrildi. 1.Kontrol, 2.As-
korbik Asid (AA, Vitamin C) 3.Diyabet, 4.Diyabet+AA. Diyabet grupla-
rina sitrat tamponunda ¢6ziinen 45 mg/kg Streptozotosin, tek doz, intra-
peritoneal olarak uygulandi. 48 saat sonra aclik kan sekerleri 200 mg/100
ml iizeri olanlar diyabet gruplarina alindi. AA ve Diyabet+AA gruplarina
musluk suyunda ¢6ziinen AA (20 mg/kg) kontrol ve Diyabet gruplarina ise
musluk suyu intragastrik yoldan, giinde tek doz, 21 giin siire ile uygulandi.
Deney sonunda hayvanlar Tiyopental Sodyum anestezisi altinda feda edildi.
Karaciger dokusunda Malondialdehit, glutatyon ve total nitrik oksit (NOx)
diizeyleri 6lgiildii. Farklari belirlemede ANOVA ve Mann-Whitney U test-
leri kullanild.

Bulgular: Kontrol ve AA gruplarina gére Diyabet gruplarinda malondial-
dehit yiiksek, glutatyon ve NOx diisiik olarak gozlendi. Kontrol ile karsi-
lastirildiginda AA grubunda, Diyabet ile karsilastirildiginda Diyabet+AA
grubunda malondialdehit diisiik, glutatyon yiiksek olarak tespit edildi. NOx
degerleri arasinda anlamli fark goriilmedi.

Sonug: Diyabetiklerde C vitamininin karacigerde yiikselmis malondialdehit
diizeylerini disiiriirken, glutatyon diizeylerini arttirmasi, diyete C vitami-
ninden zengin yiyecekler eklenmesi veya C vitamini preparatlari kullanimi-
nin 6nerilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, askorbik asid, karaciger, lipid peroksidas-
yon.

THE EFFECTS OF ASCORBIC ACID ADMINISTRATION ON THE
LIVER OXIDANT PROCESSES IN DIABETIC RATS

Purpose: Increased oxidant stress plays an important role in the etiopatho-
genesis of the chronic complications of diabetes. The aim of this study was
to examine the effects of vitamin C treatment on the oxidant and antioxidant
processes in the liver of diabetic rats.

Materials and Methods: Wistar Albino rats were divided into 4 groups:
1-Control, 2-Ascorbic Acid (AA, vitamin C), 3-Diabetes, 4-Diabetes+AA.
For induction of diabetes, the rats were treated with a single dose of Strep-
tozotocin (45 mg/kg, i.p.). After 48 hours, rats whose fasting blood glucose
levels were over 200 mg/100 ml were included in the diabetes groups. Rats
in the AA and Diabetest+AA groups were treated with AA (20 mg/kg/day),
which was administered intragastrically for 21 days. At the end of the ex-
periment, malondialdehyde, glutathione and NOx levels in the liver tissues
were determined. ANOVA and Mann-Whitney U tests were used for statis-
tical analyses.

Results: In the diabetes groups, malondialdehyde levels were increased,
while glutathione and NOx levels were decreased. Malondialdehyde le-
vels were decreased while glutathione levels were increased in the AA and
Diabetes+AA groups in comparison with the controls. There were no signi-
ficant differences amongst the groups in terms of NOx levels.

Conclusion: The malondialdehyde and glutathione levels in vitamin C
supplemented rat livers indicate that diets rich in vitamin C or vitamin C
preparations might be beneficial in the treatment of diabetic patients.

Key Words: Diabetes, ascorbic acid, liver, lipid peroxidation.

GIRIS

Insiiline bagiml diyabet giiniimiizde yasam kosullarinin etkisi
ile giderek daha sik rastlanan ve bu nedenle tedavisi ve etki me-
kanizmalar1 konusunda ¢ok ¢aligilan bir patolojidir. Bu konudaki
onciil calismalar deney hayvanlarinda yapilarak elde edilen veri-
ler insanlardaki uygulamalarda kullanilmaktadir. Streptozotosin
(STZ) deneysel olarak diyabet olusturmakta siklikla kullanilan bir
ajandir. STZ nin diyabetojenik etkisi pankreas 3 hiicrelerinin tah-
ribine dayanmaktadir (1). STZ glukoz oksidasyonunu bozarak (2),
insiilinin biyosentezini ve salinimini azaltir (3). Hipergliseminin
siddeti ve siiresi ilacin dozuna ve laboratuvar hayvaninin tiirtine
baglidir (1). Serbest radikaller normal metabolik siiregler boyunca
viicutta siirekli olarak sentezlenir. Diyabette protein glikasyonu ve
glukoz otooksidasyonu sonucu serbest radikallerin olusumu artar.
Diyabetin kronik komplikasyonlarinin etyopatogenezinde artmis
oksidan stresin 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (4). Serbest
radikallere bagli hiicre hasarindaki en 6nemli mekanizmalardan
biri membranlardaki lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidas-
yonu sonucu membranlarda yapisal ve fonksiyonel hiicre hasari
olusur. Malondialdehit (MDA) o6l¢iimii, lipid peroksidasyonun
bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (5). Fizyolojik kosullarda
serbest radikallerin yaptig1 olumsuz etkiler antioksidan savunma
tarafindan azaltilir. Glutatyon endojen bir antioksidan olup ser-
best radikallerle reaksiyona girip hiicre igindeki hidroperoksitleri
indirgeyen temel mekanizmadir (6). Askorbik asit (AA), insanda
sentezlenemeyen ancak dis kaynakli olmasina karsin kanda, doku-
larda ve hiicrenin su fazinda eriyerek 6nemli miktarlarda ve etki-
lerde yer alan antioksidan vitamindir (7). Askorbik asitin antioksi-
dan 6zelligi indirgenmis glutatyon (GSH) ve nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) gibi diger indirgen ajanlarin varhiginda daha
da giiclenmektedir. Glutatyon metabolizmasimin bozulmasi, AA
diizeylerinin azalmasi diyabetteki antioksidan savunmanin yeter-
sizliginin nedenleri arasindadir (8). Deneysel diyabet olusturulan
sicanlarda AA gereksiniminin arttig1 gosterilmistir (9).

Caligmamizda, STZ ile diyabet olusturulan siganlarda AA uy-
gulamasinin antioksidan etkisiyle, karaciger antioksidanlar1 ara-
sindaki iliskiyi saptamak amaclandi.

GEREC ve YONTEMLER

Caligmada agirliklar: 200 = 20 gr olan 39 adet eriskin, erkek
Wistar Albino sigan kullanildi. Siganlarin her biri ayr1 kafeslerde
12 saat aydinlik-karanlik siklusunda, 24 + 2 °C’lik ortamda, stan-
dart sican yemi ve musluk suyu ile serbest olarak beslendi. Denek-
ler bir hafta siire ile laboratuvar ortamina uyum igin bekletildikten
sonra dort gruba ayrildi.

* Caligma 27-30 Eyliil tarihleri arasinda Gaziantep’de diizenlenen Tiirk
Fizyolojik Bilimler Dernegi XXXI. Ulusal Fizyoloji Kongresinde poster
bildirisi olarak sunulmustur.

Gazi Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji AD, Besevler, Ankara.

1. Kontrol grubu (K, n=9), 2. AA grubu (AA, n=9), 3. Diyabet
grubu (D, n=10), 4. Diyabet +AA grubu (D+AA, n=11)



GAZITR 2RSS 17 (4), 2006

18 saatlik aclik sonrasi hayvanlarin kuyruk veninden kan
alinarak aglik kan sekerleri (AKS) 6l¢iildi. Ayni giin diya-
bet gruplarindaki hayvanlara 0.1 Molar (pH: 4.5) soguk sit-
rat tamponun 1 ml’sinde ¢6ziinen, 45 mg/kg STZ (10), AA
ve Kontrol gruplarindaki hayvanlara da 1 ml sitrat tamponu
intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edildi. Enjeksiyon uygu-
lamasindan 48 saat sonra AKS’leri 200mg/dl iizeri olanlar di-
yabet kabul edilerek diyabet gruplarina alindi. AA ve D+AA
gruplarina ortalama 1,5 ml musluk suyunda ¢6ziinen AA (20
mg/kg), kontrol ve diyabet gruplarina ise ayn1 hacimde mus-
luk suyu intragastrik (i.g.) yoldan giinde tek doz olarak 21 giin
stire ile uygulandi. Son uygulamadan 24 saat sonra denekler
Tiyopental Sodyum (50 mg/kg) anestezisi altinda kalplerinden
kan alinarak feda edildi. Karaciger dokusunda MDA (11) ve
GSH (12) spektrofotometrik yontemle, total nitrik oksit (NOx)
diizeyleri ise Griess yontemi (13) ile 6l¢tldi.

Gruplar arasi farklari belirlemede ANOVA ve Mann-Whit-
ney U testleri kullanildi. p<0.05 degerleri anlamli kabul edil-
di.

BULGULAR

Karaciger MDA diizeyleri Sekil 1, GSH diizeyleri Sekil 2,
NOx diizeyleri Sekil 3. de gosterildi.

Kontrole gore, diyabetik gruplarda karaciger MDA dii-
zeyleri yiiksek, GSH diizeyleri diisiik bulundu (p<0.001). AA
uygulamasi ile diyabete bagli olarak artan MDA diizeyinde
azalma (p<0.001), azalan GSH diizeyinde ise artma goriildii
(p<0.05). En diisiik MDA ve en yiiksek GSH, AA grubunda
olciildii. NOx diizeyleri ise diyabetik gruplarda diisiik olarak
gbzlendi (p<0.001). AA uygulamasinin gerek kontrol gerekse
diyabetik grupta NOx diizeyinde anlamli bir degisiklik yap-
madig1 tespit edildi.
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Sekil 1: K, AA, D ve D+AA gruplarina ait karaciger MDA diizeyleri

Degerler ortalama + Standart hata olarak verildi.

K:Kontrol, AA: Askorbik asit, D:Diyabet, D+AA: Diyabet+AA
P <0.0001: K/D, K/D+AA, AA/D, AA/D+AA,

P<0.001 : K/AA, D/D+AA
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Sekil 2: K, AA, D ve D+AA gruplarina ait karaciger GSH diizeyleri

Degerler ortalama + Standart hata olarak verildi.

K:Kontrol, AA: Askorbik asit, D:Diyabet, D*+AA: Diyabet+tAA
P<0.0001: K/D, AA/D, AA/D+AA,

P<0.001 : K/AA, K/D+AA

P<0.01:D/D+AA
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Sekil 3: K, AA, D ve D+AA gruplarina ait karaciger NOx diizeyleri

Degerler ortalama + Standart hata olarak verildi.
K:Kontrol, AA: Askorbik asit, D:Diyabet, D+AA: DiyabettAA
P <0.0001: K/D, K/D+AA, AA/D, AA/D+AA,

TARTISMA

Arastirmamizda Oncelikle az denek kaybu ile diyabet olus-
turmak hedeflendiginden, diyabet olusturma yontemlerinden
STZ segilerek tek ve kullanilabilecek en kii¢ciik doz uygulan-
mistir. Sonuglarimiz tek doz i.p. 45 mg/kg STZ nin literatiirle
uyumlu olarak diyabet olusturmak i¢in yeterli oldugu goster-
mektedir (10, 14).

Oksidatif stresin metabolik veya vaskiiler hastaliklarla
baglantis1 oldugu bilinmektedir (15). Diyabette artan glukoz
konsantrasyonlari, prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmasina ve dolayisiyla oksidatif stresin artma-
sina neden olmaktadir (16). Bu arada 6zellikle Tip II diyabette
sik rastlanan yiikselmis aglik trigliserit, serbest yag asidi ve
kolesterol diizeyleri de reaktif oksijen tiriinleri artisinin bir
nedenidir (17). Haluzik ve Nedvidkova STZ ile diyabet olus-
turulan sicanlarda bobrek MDA konsantrasyonlar: artarken,
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktivitesinde azalma
oldugunu tespit etmislerdir (18). Yine Yilmaz ve arkadaslari
da 8 haftalik STZ diyabetik sicanlarda karaciger dokusunda
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MDA diizeyinin attigin1 gostererek, artan oksidan stresi diya-
betik kardiyomyopati, nefropati ve vaskiiler komplikasyon-
larindan sorumlu tutmuslardir (19). Deneylerimizde diyabet
olusturulduktan 21 giin sonra yapilan dl¢iimlerde lipid perok-
sidasyonun son {irlinii olan MDA diizeylerinin tedavi uygulan-
mayan diyabetik sigcanlarda artmis oldugunu tespit ettik. Bul-
gularimiz literatlirde bu konuda yapilan ¢alismalarla uyumlu
goriilmektedir.

Literatiirde 15 giinliik STZ-diyabetik sicanlarda karaciger
ve bobrekte Glutatyon-S-Transferaz (GST), siiperoksit dismu-
taz (SOD) ve katalaz gibi antioksidan diizeylerinde azalma
oldugu rapor edilmistir (20). Yine diyabetik hastalarda plazma
MDA diizeyleri yiiksekken, GSH, SOD ve katalaz diizeyleri
diistik tespit edilmistir (21). Calismamizda antioksidan savun-
manin gostergesi olarak GSH diizeyi 6lciildii. GSH antioksi-
dan savunmadan, hiicre ¢ogalmasina kadar pek ¢ok fonksiyonu
olan 6nemli bir molekiildiir ve karaciger en yiiksek miktarda
GSH igeren organlardan biridir (22). Deneylerimizde en dii-
siik GSH diizeylerinin tedavi uygulanmayan diyabetik grupta
tespit edilmesi, diyabete bagli antioksidan savunmanin azal-
dig1 yoniindeki ¢aligmalart destekler niteliktedir. Khamaishi
ve arkadaglart GSH eksikliginde oksidan stres bulgularinin
olmadig1 durumda bile glukoz toleransinin bozuldugunu be-
lirtmiglerdir. Arastiricilara gore, GSH deplesyonundan sonra
goriilen bozulmus glukoz toleransi karacigerde GSH eksikli-
ginin direkt nedenidir (23). Calismamizda da glukoz toleransi-
nin bozuk oldugu diyabetik deneklerde GSH nin diigiik, MDA
diizeylerinin yiiksek olmasi oksidan stresin artip, antioksidan
kapasitenin azaldigin1 gdstermektedir.

NO hem prooksidan hem de antioksidan rol oynayabilen
bir molekiildiir (15). Literatiirde diyabette NO diizeyleri ile
ilgili olarak farkli sonuglar rapor edilmistir. Seif ve Youssef
diyabetik hastalarda plazma NO miktarin1 yiiksek bulmalarina
karsin (21), Mohan ve arkadaglart sicanlarda diyabetin plaz-
ma NO miktarmi digiirdiigiini, insiilin verilmesi ile NO’in
yiikseldigini ayrica artan MDA degerlerinde de diisme oldu-
gunu bildirmislerdir (24). Khandelwal ve arkadaslart ise Nit-
rik Oksit Sentaz (NOS) enziminin farkli izoformlarinin yasa,
dokunun 6zelligine ve diyabetin dokularda yaptig1 metabolik
degisikliklerin durumuna gore sentezinin artip, azalabilecegi-
ni belirtmislerdir (25). Normal fizyolojik durumlarda endotel-
den salinan NO vaskiiler tonus, koagiilasyon ve inflamasyon
gibi pek cok siiregte rol alir. Ancak diyabet gibi patolojik du-
rumlarda NO yapimi ve aktivitesi bozulmaktadir. Diyabetteki
NO diizeyi azalmasinin en dnemli nedenleri arasinda endotel
hasar1 gosterilmektedir. Hiperglisemi ileri glikozilasyon iiriin-
lerinin iiretimine neden olan Protein Kinaz C (PKC) yapimini
aktive eder. PKC aktivasyonu oksijen radikallerinin artigina
neden olarak endotel fonksiyon bozukluguna sebep olmak-
tadir. NADPH, Nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin kofak-
torlerindendir. Fizyolojik kosullarda NADPH pentoz fosfat
yolundan saglanir. Bu yol hiperglisemide inhibe oldugundan
yine NO sentezinde bir azalmaya neden olacaktir (9). GSH da
ayn1 zamanda NO sentezi i¢in bir kofaktor olarak goriilmek-
tedir. Diyabette NADPH diizeyindeki azalmaya bagli olarak
GSH’un azalmas1 ve oksidan stresin artis1 yine endotel hasa-
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rinin olasi bir diger nedenidir (26). Calismamizin sonuglarina
bakildiginda diyabet gruplarinda NO doku diizeyinin azalma-
st yikiminin artig1 veya yapiminin azalmasi ile agiklanabilir.
GSH nin diismesi ve oksidan stresin artisina bagli olarak NO
olusumunun azalmasi beklenebilir.

Diyabette hastaligin baginda serbest radikal artigini sagla-
yan pek ¢ok faktor, hastaligin devaminda da etkili olmaktadir
ve bu nedenle antioksidanlarin tedaviye eklenmesi dnerilmek-
tedir (15). Deneylerimizde diyabet olusumundan sonra 21 giin
stire ile AA tedavisi uygulandi. Sigan 6mrii ile karsilastirildi-
ginda (27), bu siire 70 yasina kadar yasayan bir insanda yak-
lagik 1,5 yila karsilik gelmektedir. AA elektron donorii olarak
kollagen ve katekolamin sentezi gibi cesitli enzimatik reaksi-
yonlarda yer alir ve memeli dokusundaki suda eriyebilen en
o6nemli antioksidanlardan biridir. AA insanda sentezlenemez
ve disaridan alinmasi gerekir. AA sentezleyebilen canlilarda
karaciger hem GSH hem de askorbatin sentezinin ve salini-
minin yapildigi baslica kaynaktir. Bu iki bilesik arasinda bir-
birlerinin sentezini ve saliimini diizenleme yoniinde bir iliski
vardir (7). Hiicresel AA alimi enerji bagimli olup glukoz ve di-
ger monosakkaritler AA ile ortak tagima sistemini paylagsmak-
tadir. Dolayistyla kronik hiperglisemi, artmis plazma glukozu
nedeniyle AA’in membran transportunu yarismali inhibisyona
ugratmaktadir (28). Ayn1 zamanda hiperglisemi AA’in renal
reabsorbsiyonunu inhibe etmektedir (29). STZ bagimli diya-
bette plazma ve dokuda AA diizeyleri iiriner atilim, oksida-
tif kayip ve biyosentezindeki azalma gibi faktorler nedeniyle
azalmaktadir (30). Hiperglisemi diyabetik hastalarda endotel
disfonksiyonlarina zemin hazirlamaktadir. Bu hastalara C vi-
tamini verilmesi ile endotel bagimli vazodilatasyonda artis
saglandig1 ve kan damarlarinin stabilitesini arttirdig1 rapor
edilmistir. (29). Yine STZ diyabetik siganlarda AA uygula-
masi ile hiperlipideminin ve kardiyak fonksiyonlarin biiyiik
olciide diizeldigi goriilmiistiir (28). Cameron ve arkadaglari ta-
rafindan diyabetik sicanlarda C vitamini takviyesinin plazma,
kas ve karacigerde lipid peroksidasyonu azalttigi, es zamanli
olarak C vitamini takviyesinin diyabette azalan GSH diizey-
lerini yiikselttigi rapor edilmistir (31). Benzer sekilde Cay ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada da diyabet dncesi 4, son-
rast 21 glin olmak iizere toplam 25 giin siireyle C vitamini
uygulamasinin diyabetik sicanlarda plazma, karaciger ve kas
dokusunda TBARS diizeylerini diistirdiigii, GSH-Px ve GSH
diizeylerini yiikselttigi bildirilmektedir (32).

Caligmamizda diyabetik sicanlara 21 giin siire ile 20 mg/
kg dozda C vitamini yiiklemesinin, karaciger dokusunda di-
yabete bagli olarak artan MDA diizeyini %10,5 oraninda dii-
strdiigli, azalan GSH diizeyini ise %11 oraninda yiikselttigi
goriildii. Bu sonuglarin kontrol degerlerine ulasamadigi, an-
cak diyabetik gruba goreceli olarak kontrole yaklasmis oldugu
goriilmektedir. AA uygulamasi gerek diyabetik, gerekse kon-
trol grubunda NO diizeylerini biraz arttirmakla birlikte bu ar-
tis anlaml1 degildir. Elde edilen bu sonuglar C vitamininin di-
yabette antioksidan etkisinin gdsterilmesi agisindan 6nemlidir
ancak daha yiiksek bir dozun denenmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Uyguladigimiz AA dozu 70 kg’lik bir insan i¢in
1,4 gr’lik bir doza kargilik gelmektedir. Insanlarda AA sen-
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tezlenemedigi ve diyabetik hastalarda da gereksinimin arttig
diistiniildiigiinde bu dozun daha iistiinde bir takviyeye ihtiyac
oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, diyabetle ilgili daha 6nce yaymlanmis bil-
giler ve karacigerle ilgili bu ¢alismamizin bulgular 1s181nda
diyabetiklerde mutlaka C vitamini desteginin ve 6zellikle de
ylksek dozlarda yapilmasinin uygun olacagi sonucuna varil-

di.
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