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ONSOZ

Diabetes Mellitus, insiilin eksikligi veya insiilin aktivitesindeki diisiis ile sekillenen,
diinya ¢apinda yiliksek oranda yaygin ve oliimciil olabilen kronik nitelikte metabolik bir
hastaliktir. Insiilin konsantrasyonundaki azalmalarm sonucu olarak hedef dokulardaki
kaybolan insiilin aktivasyonu karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda
anormalliklere sebebiyet verebilmekte, bunun sonucu olarak basta bobrek, goz, sinir olmak

tizere pek ¢cok dokuda hasar meydana gelmektedir.

Reaktif oksijen tiirleri karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin
tiim siniflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal
ve metabolik degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler ger¢ekte oksidan ve antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi ile sekillenen oksidatif stresin bir sonucudur.
Hipergliseminin reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ve yikimi arasindaki dengeyi bozdugu ve
glikozun otooksidasyonuyla reaktif oksijen tiirleri iiretimindeki asir1 artig gibi gesitli

mekanizmalar tetikledigi ortaya ¢ikmustir.

En 6nemli oksidatif hiicre hasarlarindan biri membran lipidlerinin oksidasyonudur.
Serbest radikallerce baslatilan ve hiicre membraninin yapisinda bulunan lipidlerin
oksidasyonu ile sonuglanan bu olay lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid
peroksidasyonunun sonlanma basamaginda olusan en énemli iiriin malondialdehittir ve bu
sebeple organizmada olusan peroksidasyon diizeyini tayin etmek icin malondialdehit

seviyelerinin 6l¢iimii, siklikla kullanilan bir yontemdir.

Oksidatif protein hasari, protein karbonil igerigi diizeylerindeki artis ile
karakterizedir. Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda pek c¢ok
aminoasit kalintisinda ve/veya peptid omurgasinda meydana gelen oksidatif hasar sonucu
protein karbonil iirlinleri meydana gelir. Protein karbonil diizeylerinin saptanmasinin

oksidatif protein hasarini belirlemede duyarl bir yontem oldugu bildirilmektedir.

Nitrotirozin, oksidatif protein hasarinin diger bir gostergesidir. Proteinler {izerine
peroksinitritin yaptig1 atak sonucu olusan en major {iriin, tirozinin orto pozisyonunun
nitrasyonu ile meydana gelen nitrotirozindir. Nitrotirozin, peroksinitrit oksidasyonunun
sabit son iriinii oldugundan, seviyesinin degerlendirilmesi 6zellikle nitrik oksit-bagimli

hasarin tespitinde kullanish olabilmektedir.

ii



Oksidatif protein hasari i¢in yeni bir gosterge olan ileri oksidasyon protein {iriinleri
son zamanlarda gesitli arastirmacilarin dikkatini ¢ekmeye baslamistir. ileri oksidasyon
protein iiriinleri, ditirozin iceren ¢apraz bagh protein iirlinleri olarak tanimlanirken, oksidan
kaynakli protein hasarinin diizeyini tahmin etmek icin de giivenilir bir gosterge olarak

kabul edilmektedir.

Oksidatif hasar sonucu DNA’da meydana gelebilecek lezyonlardan ilki dal
kiriklaridir. Daha sonra baz ¢ifti mutasyonlari, yeniden diizenlenme, delesyon, baz
katilimi, dizi amplikasyonu gibi yapisal degisiklikler meydana gelir. Oksidatif modifiye

DNA antijenik karakter tasiyabilir ve antiDNA antikorlarinin olusumuna neden olabilir.

Comet analizi, okaryotik hiicrelerde bulunan DNA sarmal kiriklarini 6l¢mek i¢in
kullanilan basit bir yontemdir. Son yillarda genotoksisite testi, insan biyoizleme ve
molekiiler epidemiyoloji, ekogenotoksikolojinin yani sira, DNA hasart ve onarimi temel
arastirma uygulamalar1 ile DNA hasarinin degerlendirilmesi i¢in standart yontemlerden

biri haline gelmistir.

Basta sogan, iiziim ve cay olmak tiizere pek cok besin maddesinde flavonoidler
polifenolik bilesiklerin en 6nemlileri arasinda bulunur. Flavonoidler ailesinin bir tiyesi olan
quercetinin, metabolizma i¢in antioksidan, antikanserojenik, antiviral, antitrombotik,
antiiskemik, antiinflamatuar ve antialerjik 6zellik gibi bir¢ok onemli fonksiyona sahip

oldugu bildirilmektedir.

Bu calismada, ratlarda diyabete bagli oksidatif stres olusturmak i¢in ilgili gruplara
streptozotosin uygulanmis ve olusan oksidatif stresin DNA, protein ve lipid diizeyleri
lizerinde olusturabilecegi hasar, ayrica quercetinin koruyucu roliiniin olup olmadiginin

belirlenmesi amaglanmustir.

Arastirma, “Deneysel diyabet olusturulan ratlarda protein ve DNA hasari iizerine
quercetinin koruyucu etkisi” isimli ve VTF-11011 kodlu proje olarak, Adnan Menderes

Universitesi BAP komisyonu tarafindan desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Gelisen diinyada, dnemli bir saglik sorunu olan diyabet ve diyabetin goriilme siklig1
endise verici bir oranda artis gostermektedir. Uluslararast Diyabet Federasyonu’na (IDF)
gore giinimiizde diinya ¢apinda 285 milyon kisi diyabetli iken, bu sayinin 2030 yilinda
435 milyon kisiye ¢ikmasi beklenmektedir (Holt ve ark 2010). Her gegen y1l artan diyabet
hastas1 sayisi ile paralel olarak saglik harcamalarinda da bir artis vardir. Bu nedenden
dolay1, diyabet tedavisi i¢in daha ekonomik ve verimli alternatiflere ihtiya¢c duyulmaktadir

(Parildar ve ark 2011).

Diabetes Mellitus (DM) DNA, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi hasarlari
ile hiperglisemiye sebep olan insiilin sekresyonunun ve/veya insiilin aktivitesinin
bozulmas1 sonucu sekillenen metabolik bir hastaliktir (Heydari ve ark 2010). Hastada
egzersiz, dengeli beslenme ve kilo kontroliiniin yan1 sira diizenli ila¢ kullanimi1 gibi yasam
tarzinda degisiklikler olusturan diyabet, disiplinli ve diizenli bir izleme gerektirir (Parildar

ve ark 2011).

Diyabetik bireylerde hipergliseminin, ¢esitli organ ve dokulardaki ciddi hasarlardan
sorumlu oldugu bilinmektedir. Diyabetin komplikasyonlar1 arasinda retinopati, nefropati,
noropati ve ateroskleroz sayilabilir (Kikkawa 2000). Ayrica 1991 yilinda Baynes, diyabetin
komplikasyonlarinin gelismesinde, oksidatif stresin altini1 ¢izmistir. Oksidatif stres ile
diyabetik mikroanjiyopati arasinda bir iliski oldugu bilinmekte ve endotel fonksiyon
tizerindeki degismis redoks dengesinin, diyabetik makro anjiyopatinin baglamasina katkida
bulundugu belirtilmektedir. Cok sayida deneysel sonug, hiperglisemi kaynakli oksidatif
stresin, diyabetik nefropatinin olusumu ve gelisiminde rol oynadigini gostermektedir.
Yiiksek glikoz seviyeleri altinda kiiltiirlenmis mesangial hiicrelerde, lipid peroksidasyonu
seviyelerinde ve ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezinde artis kaydedilmistir (Caimi

ve ark 2003).

Oksidatif stres, diyabetin iki farkl: tiirii olan tip 1 diyabet (Ceriello ve ark 1991) ile
tip 2 diyabeti (Aydin ve ark 2001), glikometabolik yolu kontrol ederek etkilemektedir.
Hipergliseminin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ve yikimi arasindaki dengeyi
bozdugu ve glikozun oto-oksidasyonuyla ROS iiretimindeki asir1 artis gibi ¢esitli

mekanizmalart tetikledigi ortaya c¢ikmistir. Bu tiir degisimler hiicre organellerinde ve



membranlarinda biyomolekiiler diizeyde tahribata sebep olabilmektedir (Nakhjavani ve ark

2010).

Diyabet kaynakli oksidatif stres, antioksidan adi verilen oksidan siipiiriiciilerle
engellenebilmektedir. Antioksidanlar ROS’larin  olusturabilecegi hasarlar1  ortadan
kaldirarak veya minimize ederek, radikal olusum mekanizmalarin1 Onleyerek, {iretilen
radikalleri notralize ederek, hiicre veya dokularda olusan tahribati onararak ve lipid
peroksidasyonu gibi daha fazla radikal iiretilmesine neden olan zincir reaksiyonlarini

durdurarak hiicre, doku ve viicut savunmasini saglamaktadir (Gutteridge 1995).

Cay, kirmiz1 sarap, elma, sogan, bezelye gibi bir¢ok besin maddesinde bulunan ve
4000’den fazla tiirii olan flavonoidler polifenolik bilesiklerin en 6nemli gruplarindan
biridir. Flavonoidler ailesinin bir iiyesi olan quercetin (3,5,7,3°,4’-pentahidroksiflavon),
metabolizma i¢in antioksidan, antikanserojenik, antiviral, antitrombotik, anti-iskemik, anti-
inflamatuar ve anti-alerjik 6zellik gibi bir ¢ok 6nemli fonksiyona sahiptir (Gryglewski ve

ark 1987, Deschner ve ark 1991, Hertog ve ark 1993, Formica ve Regelson 1995).

Bu calismada ratlarda streptozotozin ile olusturulan diyabetin meydana getirdigi
oksidatif stres {lizerine, quercetinin roliiniin protein ve DNA diizeyinde arastirilmasi

amaclanmstir.



1.1. Pankreas

Pankreas (Sekil 1.1) 2. ve 3. lomber vertebralar hizasinda bulunan 15 cm

uzunlugunda, yaklasik 100 gr agirliginda bir organdir (Andreoli ve ark 1990).

Sekil 1.1. Pankreas

Pankreas ekzokrin ve endokrin pankreas olmak {izere iki farkli bdéliimden
olugsmustur. Ekzokrin pankreas viicudun en temel sindirim enzimlerinin salindig1 noktadir.
Pankreastan salinan sindirim enzimleri vasitasiyla gidalar emilime hazir hale gelirler.
Endokrin pankreas ise glukagon, insiilin, pankreatik polipeptid ve somatostatin gibi
hormonlar salgilayarak besinlerin hiicre i¢in kullanimlarin1 ve depolanmalarini diizenlerler

(Guyton 1986, Bonner-Weir 2000).

Endokrin pankreas, ekzokrin pankreas igerisinde dagilmis halde bulunan ve
Langerhans Adaciklar1 (Sekil 1.2) olarak ifade edilen kiiclik endokrin bezlerden meydana
gelmektedir. Langerhans adaciklarinda dort farkli hiicre tipi bulunmaktadir. Bunlar
glukagon salgilayan a hiicreleri, insiilin salgilayan B hiicreleri, somatostatin salgilayan 6

hiicreleri ve pankreatik polipeptid salgilayan F hiicreleridir (Masharani ve ark 2004).
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Sekil 1.2. Langerhans adaciklari



1.1.1. insiilin

Elli bir tane aminoasitten olusan ve molekiil agirlig1 5808 dalton olan insiilin (Sekil
1.3), onciil molekiilii olan preproinsiilinin 6nce proinsiiline doniismesi, daha sonra da
proinsiilinden C peptidinin ayrilmasi ile meydana gelen bir hormondur. igerisinde
bulundurdugu aminoasitlerden 21 tanesi A zincirinde, 30 tanesi de B zincirinde bulunur. A
ve B zincirleri birbirine iki tane disiilfid bagi ile baglanmistir (Guyton 1986, Masharani ve

ark 2004).

A Linciri

B Zinciri
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Sekil 1.3. Proinsiilin ve insiilin

Dolasimdaki yart 6mrii 3 ile 5 dakika arasinda degisen ve gilinde ortalama 40-50
linite Uretilen insiilinin salgilanmasindaki en Onemli uyarict glikozdur. Glikozun f
hiicresine girisi, membranda bulunan glikoz tastyicilar (GLUT) ile kolaylastirilan pasif
difiizyonla gerceklesir (Sekil 1.4). Hiicre igerisine alinan glikoz fosforile edilir ve hiicre
icerisindeki ATP (Adenozin trifosfat)/ADP (Adeozin difosfat) orani artar. Bununla beraber
hiicre yiizeyindeki ATP-duyarli potasyum kanallar1 kapanir ve hiicre depolarize olarak
voltaj-kapili kalsiyum kanallar1 aktif hale gelir. Kalsiyumun hiicre igerisine girisi ile de

insiilin sekresyonu gerceklesir (imamoglu 2006).

Insiilinin etkisi hedef hiicre yiizeyinde bulunan glikoprotein reseptdriine baglanmasi
ile baglamaktadir. Bu reseptorler ekstraselliiler yerlesimli, birbirine distilfid baglar1 ile
bagh o ve B adli iki alt iiniteden meydana gelmektedir. Insiilin ilk olarak o alt {initesine

baglanmakta ve [ alt ilinitesinin fosforile olmasini tetiklemektedir. Bununla birlikte hiicre



icerisindeki insiilin reseptdr substratlar da fosforile olmakta ve bagta fosfatazlar ve kinazlar
olmak iizere pek ¢ok sinyal molekiiliiniin aktivasyonu ger¢eklesmektir. Boylece insiilinin

kontrol ettigi yolaklar harekete gegmektedir (Adam ve Yigitoglu 2012).
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Sekil 1.4. insiilinin sekresyonu

1.2. Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes Mellitus c¢oklu etiyolojiye sahip metabolik bir hastaliktir. Kronik
hiperglisemi ile birlikte insiilin sekresyonu, insiilin aktivasyonu veya her ikisinin
bozulmasi sonucu sekillenen karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasindaki hasar ile
karakterizedir (DIAMOND Project Group 2006). Diyabet ozellikle, korliige neden
olabilecek retinopatinin 6zel mikrovaskiiler komplikasyonlarinin, potansiyel bdbrek
yetmezligi ile birlikte nefropatinin ve ndropatinin gelisimi ile iliskilidir. Ikinci olarak
diyabetik ayak, ampiitasyon ve otonomik sinir disfonksiyonu olusturma riski tasir. Bununla

beraber diyabet, makrovaskiiler hastalik risklerini artirabilmektedir (Barr ve ark 2002).

Hastalardaki karakteristik klinik gézlemleri susama, poliiiri, gormede bulaniklik ve
kilo kayb1 seklindedir. Ileriki asamalarda ketoasidoz veya hiperosmolar nonketotik diyabet

komasi ile karsilasilabilir. Semptomlarin hafif goriildiigii veya hi¢ goriilmedigi durumlarla



sik sik karsilasilir. Hafif siddetli hiperglisemi, doku hasarinin gelisimi ile birlikte yillarca
stirebilir (Holt ve ark 2010).

1.2.1. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Diyabetin en yeni siniflandirilmasi etiyolojiye dayandirilmistir (Cizelge 1.1). Yeni
simiflandirma “insiiline bagimli” ve “insiiline bagimli olmayan™ ifadelerini ortadan
kaldirarak bunlarin yerine “Tip 17 ve “Tip 2” diyabet ifadelerini koymustur (Burtiz ve
Ashwood 2001).

Tip 1 diyabet insiilin eksikligi ile karakterizedir. Bu hastalarin ¢ogunun f
hiicrelerinde otoimmun harabiyet mevcuttur, ancak bazilar1 § hiicresi kaybina neden olan
idiyopatik veya bilinmeyen bir siirece sahiptir. Tip 2 diyabet degisik derecelerde insiilin
direnci ve insiilin saliniminda goreceli eksiklikle karakterize klasik formdur. Hem
cocuklarda hem de eriskinlerde goriilebilmekle birlikte siklikla da obezite ile iligkilidir
(Lebovitz 2004).

Cizelge 1.1. Diyabetin siniflandirilmast

1) Tip 1 Diyabet 2) Tip 2 Diyabet
e Immiin aracili
e Iidiyopatik

3) Diger Spesifik Tipler 4) Gestasyonel Diyabet

e [ hiicresinde genetik bozukluklar

e insiilin etkisinde gorillen  genetik
bozukluklar

e Ekzokrin pankreas hastaligi

e Endokrin hastaliklar

¢ Endokrinopatiler

e ilag veya kimyasal olusan, infeksiyonlara
bagli otoimmiin diyabetin nadir formlar1

e Bazen diyabetle iliskili olabilen diger
genetik sendromlar




1.2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)

Onceden Insiiline Bagimli Diabetes Mellitus (IDDM) veya juvenil baslangich
diyabet olarak bilinen bir tiir iken glinimiizde Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)
isimlendirilmesi daha ¢ok kabul gormektedir. Diyabetli tiim bireylerin yaklasik % 5-10’u
tip 1 diyabetli hastalardir (Burtis ve Ashwood 2001). Tip 1diyabetin patogenezinde, uygun
genetik kosullarda ¢evresel faktorlerin de etkisiyle P hiicrelerine yonelik baglayan
otoimmiin yikim ve sonrasinda sekillenen insiilitis ad1 verilen inflamatuar olaylar sorumlu

tutulmaktadir (imamoglu 2006).

Genetik olarak uygun olan bireylerde daha TIDM ortaya g¢ikmadan once,
infeksiyoz veya cevresel bir takim uyaranlarca tetiklenen otoimmiin yikimla birlikte 3
hiicre kayb1 gelismekte ve klinik semptomlar ancak saglam B hiicre oran1 % 20’ye indikten

sonra gozlemlenmektedir (Powers 2008).

Tip 1 diyabette aile ile ilgili yatkinlik saptanmasina karsin 6zel bir genetik gecis
sekli tespit edilememistir. Ancak TIDM riskini artiran yirmiden fazla gen saptanmis ve
bunlarin arasinda IDDM1, IDDM2 ve IDDM12 genlerinin en gii¢lii aday genler oldugu
bildirilmistir (Field 2002).

Beta hiicre otoimmiinitesinin en iyi belirteci, kan serumunda belirlenebilen dolagim
antikorlaridir. En 6nemli antikorlar adacik hiicre sitoplazmik antikorlar1 (ICA), insiilin
otoantikorlar1 (IAA) ve glutamik asit dekarboksilaza karsi olan antikorlardir (anti-GAD).
Bu antikorlarin pankreatik adaciklarin endokrin hiicrelerinde bulunan uygun antikorlar ile

reaksiyona girip hiicre bozulmasina oOnciiliik edebilecegine inanilmaktadir (Burtis ve

Ashwood 2001).

1.2.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

Diinyadaki diyabetli bireylerin biiylik cogunlugu Tip 2 Diabetes Mellitus’a (T2DM)
sahiptir. Insiilin eksikligine bagli insiilin direnci ile karakterize olan T2DM, bu tip diyabetli
bireylerin yasamini devam ettirmeleri i¢in insiilin takviyesini zorunlu kilmaz. Ancak ileriki
yillarda gliseminin makul seviyelerde tutulmasi i¢in insiiline ihtiya¢ duyulabilir (Kahn

2001).



Tip 2 diyabetin temelini olusturan kesin molekiiler mekanizmalar bilinmemektedir.
Ancak genetik abnormalitelerin altinda yatanlar1 kesfetmek i¢in biiyilk cabalar
gdsterilmistir. Insiilin salmiminda bir rolii olabilecegi diisiiniilen fakat ¢ogu bireyde
diyabet duyarlilig1 agiklanamayan transkripsiyon faktor 7-benzer 2 geninin (TCF7L2) kesfi
umut verici olmustur (Grant ve ark 2006). Fakat su an agik olan sey T2DM’nin obezite,
fiziksel inaktivite ve yasam stillerinin batililagmasi ile yakindan ilgili oldugudur. Gegmis
yirmi yilda T2DM vakalarindaki dramatik artisin, diinyadaki obezitenin yiikselisi ile
paralel oldugu belirtilmektedir. Hem obezite, hem visseral adipozite hem de fiziksel
inaktivite diyabetle sonuglanacak olan insiilin direncine sebep olabilmektedirler. Tip 2
Diabetes Mellitus egzersiz ve artan kas kiitlesiyle azaltilabilmekle beraber, ilerleyen yas ile

artis gostermektedir (Holt ve ark 2010).

Insiilin direnci, eksojen ve endojen insiiline karsi normal biyolojik yanitin
bozulmasi seklinde tanimlanmaktadir. Insiilinin hedef dokular1 karaciger, kas ve yag
dokudur. Insiilin karacigerde glikoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek glikoz
tiretimini baskilarken ayni1 zamanda glikozun kas ve yag dokuya alinimini ve burada enerji
kaynagi olarak biriktirilmesini saglar. Insiilin direnci gelisen ortamda, insiilinin ilgili
dokulardaki bu etkilerine kars1 bir rezistans gelisir. Hem karacigerdeki glikoz iiretimindeki
artis hem de kas ve yag dokusu icerisine alimamayan glikoz kanda hipergliseminin
olusumuna sebebiyet verir. Hiperglisemiyi azaltmak i¢in pankreas [ hiicreleri daha fazla
instilin salinim1 gergeklestirir. Zamanla [ hiicreleri de fonksiyonlarin1 kaybetmeye

baslayinca insiilin salmimi eksikligini takiben diyabet sekillenir (Imamoglu 2006).

1.2.1.3. Diger Spesifik Tipler

Bu sinif, spesifik bir bozukluk nedeniyle olusan hiperglisemi tiirlerini igermektedir.
Bunlar B hiicresinde genetik bozukluklar; insiilin etkisindeki genetik bozukluklar; endokrin
pankreas hastaliklari; endokrinopatiler; ila¢ veya kimyasallarla olusan, infeksiyonlara bagl
otoimmiin diyabetin nadir formlari; bazen diyabetle iliskili olabilen diger genetik

sendromlardir (Lebovitz 2004).



1.2.1.4. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) ilk kez gebelikte meydana gelen ya da ilk
defa gebelik sirasinda fark edilen glikoz intolerans: seklinde tanimlanmaktadir. Onceden
diyabetik olan gebe kadinlar bu kategoride yer almazken, GDM bilinen bir glikoz
metabolizmast bozuklugu olmayan kadinlarda olusmaktadir. Bu kadinlarda goriilen
hiperglisemi, dokularin insiilin ihtiyaclar1 ile pankreas [ hiicrelerinin bu ihtiyaci
kargilayabilme glicii arasindaki dengesizlik sonucu olusur. Gergeklestirilen fizyolojik
calismalar GDM’li kadinlarda gebelikleri esnasinda normal kadinlara gore B hiicresinin
insiilin direncini normalize etme yeteneginin % 50 daha diisiik oldugunu gostermistir

(Turok ve ark 2003).

1.2.2. Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diyabetin taninmasi, tedavi ve koruma yontemlerinin belirlenmesi ve bunlarin bir
an Once uygulamaya konulabilmesi i¢in hastalifin epidemiyolojisinin bilinmesi mutlaka

gereklidir.

1.2.2.1. Tip 1 Diyabetin Epidemiyolojisi

Otoimmun kdkenli meydana gelen tipl diyabetin cogunlukla ¢ocukluk ¢ag1 ve geng
eriskin yaslarda olustugu bilinmektedir. Diyabet hastalarinin yaklasik % 5-10’unu
olusturan tip 1 diyabetlilerin % 75’inde hastalik 30 yasindan once baslamaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve IDF’nin verilerine gore tiim yas gruplarinda toplam olarak 4.9
milyon civarinda tip 1 diyabetli birey bulundugu ve prevalansin ise % 0.09 oldugu

bildirilmistir (Donovan 2002).

Aile bireylerindeki diyabet goriilme sikligi, beslenme, cinsiyet, etnik koken,
fiziksel etmenler ve yas gibi ¢evresel farkliliklarin, tip 1 diyabet insidansinda belirleyici

faktorler olarak sdylenmektedir (Yenigiin ve Altuntag 2001).

1.2.2.2. Tip 2 Diyabetin Epidemiyolojisi

Diinyada en yaygin goriilen metabolizma hastaliklarindan olan tip 2 diyabet

gelismis birgok iilkede toplumun % 5-10’unda goriilmektedir. Orta-ileri yas hastaligi
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olarak bilinmekle birlikte, 6zellikle son yillarda geng yaslarda da tip 2 diyabet vakalari ile
karsilasilmaktadir (Lakso 2003).

Tip 2 diyabet prevalansi istikrarli bir sekilde her yil artig gostermektedir. Uluslar
aras1 Diyabet Federasyonu’nun yaptig1 calismalara gére 2003 yilinda 194 milyon civarinda
olan diyabetli niifusun, 2025 yilina gelindiginde % 72’lik bir artisla 333 milyona ulagmasi
beklenmektedir. Bu sonuglar, yetiskin niifusa ait diyabet prevalansinin % 5.1°den % 6.3’¢

cikacagini da gostermektedir (King and Rewers 1993, IDF and WDF 2003).

Tip 2 diyabet riskini artiran faktorler iki grupta incelenebilir. “Modifiye edilebilir
faktorler” olarak soyleyebilecegimiz ilk grup obezite, fiziksel aktivite azligi, alkoli
birakmis olma, sigara kullanma ve posa oran1 az-doymus yaglarca zengin giinliik diyetle
beslenme gibi etmenleri icermektedir. “Modifiye edilemez faktorler” olarak isimlendirilen
ikinci grup ise yaslanma, cinsiyet, ailedeki bireylerin diyabet bulundurmasi, hipertansiyon,

hiperlipidemi ve diisiik dogum agirlig1 gibi etmenleri bulundurmaktadir (imamoglu 2006).

1.2.2.3. Tiirkiye’de Diabetes Mellitus

Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Calismast (TURDEP) sonuclarina gore
tilkemizdeki diyabet prevalanst % 7.2 ve bozulmus glikoz tolerans (IGT) prevalansi ise %
6.7 olarak tespit edilmistir. Kadinlarda goriilme sikliginin erkeklere gore daha fazla oldugu
ve kentte yasayanlarin kirsalda yasayanlara gore diyabet prevalansinin daha yliksek
seyrettigi bildirilmistir. Tiirkiye’de en 6nemli diyabet risklerinin obezite ve hipertansiyon
oldugunu belirten ¢alisma ayni1 zamanda, iilkemizdeki diyabet ve IGT goriilme sikliginin
uluslararasi standartlara gore daha yiiksek seviyelerde bulundugunu ortaya koymustur.

(Satman ve ark 2002).

1.2.3. Diabetes Mellitus’taki Komplikasyonlar

Diabetes Mellitusun biitiin tiirleri, insiilin aktivitesinin tamamen veya kismen
eksikligi ile meydana gelen hiperglisemi ve retinada, renal glomerulusta, periferal
sinirlerde ve diger bircok dokuda goriilen diyabet kokenli hasarin gelismesi ile

karakterizedir (Holt ve ark 2010).
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Hiperglisemi etkisiyle baslayan ve olusma mekanizmalar1 tam olarak
aydinlatilmamis kontrast duyarliliginin  bozulmasi, karanlik adaptasyonu sirasinda
konilerin oksijen gereksinimlerinin artmasi, retina intermediyar glial filamentlerde
histopatolojik degisimler, retina reaktif makroglial hiicrelerde degisiklikler gibi non-
vaskiiler ve kapiller perisitlerin kaybi, mikroanevrizmalar, endotelin yapiskanlik etkisinin
degisimi, kapiler non-perfiizyon alanlarinin olugumu, retinal kan akimimnin bozulmas1 gibi

vaskiiler retina degisiklikleri meydana gelebilmektedir (Hammes 2005).

Bobrek yetmezligi diizeyi genellikle glomerular filtrasyon hizi (GFR) ve firiner
albumin atilim1 (UAE) seviyeleri temelinde agiklanmaktadir. Diyabetik nefropatide UAE
degerleri asama asama normale gore artis, GFR degerleri ise azalis gostermektedir.
Diyabetin ilk donemlerinde bobrek plazma akiminda yiikselis ve intraglomeriiler
hidrostatik basincinda ve glomeriiler basing hizinda artis meydana gelirken, sonraki
donemlerde glomeriiler lezyonlar, renal vaskiiler lezyonlar ve akut-kronik pyelonefrit

izlenebilmektedir (Susztak ve ark 2006).

Diyabetik noropati, diyabetli hastalarin yaklasik % 40-50’sinde 20 yil igerisinde
ortaya c¢ikan bir bozukluktur. Akson dejenerasyonu, myelinli ve myelinsiz liflerde
kayiplarin s6z konusu oldugu diyabetik noropati, hastalarda baslica polindropati,
monondropati ve otonom ndropati seklinde izlenmektedir. Zayif glisemik kontrol, obezite,
diyabet siiresi, hipertansiyon, yas, sigara kullanimi, hipoinsiilinemi ve dislipidemi gibi
faktorlerle iligkisi bulunan distal simetrik duyu-motor polindropati en sik rastlanilan

diyabetik noropati tiiriidiir (Erol 2008).

Diyabet, kalp yetersizligi mortalitesini artiran bir risk faktoriidiir. Insiilin direnci
kompansatuar hiperinsiilinemiye yol agcmakta bu da sempatik sinir sistemi ve renin
anjiotensin sistemini uyarmaktadir. Ayrica insiilin direnci ve hiperinsiilinemi plazma
serbest yag asit diizeylerini de artirmaktadir. Sempatik hiperaktivite ile birlikte miyokardda
serbest yag asidi kullanim1 ve oksijen tiiketimi yilikselmektedir. Bunlarin sonucunda ise

iskemi ve aritmiler ortaya ¢ikabilmektedir (Malmberg ve ark 1996, Parker ve ark 2002).

Hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve dolasimdaki yiiksek konsantrasyona sahip serbest
yag asitleri endotelde bozuklugun olusmasina 6nemli katkida bulunurlar. Hiperglisemi
kokenli oksidatif stres, endotelin ve anjiyotensin II artisina ve trombik faktorlerin
aktivasyonuna yol acar. Ileri glikozilasyon son iiriinleri etkisiyle fonksiyonu bozulmaya

baslamis endotel inflamatuar molekiillerin yapimi artar ve endotel altina monosit
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migrasyonuna neden olabilecek kimyasal faktorlerin olusumu hizlanir. Makrofajlar endotel
altinda LDL parc¢aciklarini fagosite ederek kopiik hiicrelerine dontstiiriirler. Olusan kopiik
hiicreleri endotelde aterosklerozun ilk beliren isaretidir (Steinberg ve ark 1996, Beckman

ve ark 2002).

Kutanoz travmalara yol agan minor travmalar diyabetik ayak sorunlarmi
kolaylastirict faktorlerdendir. Noropati, vaskiiler yetersizlik ve infeksiyona karsi bozulmus
yanit diyabetlileri ayak sorunlarina karsi duyarl hale getirir. Noropati duysal, motor ve
otonom kaybi icermektedir. Duysal noropati, koruyucu duyunun kaybina yol agarken,
motor ndropati ayagin intrinsik kaslarim1 etkileyerek karakteristik deformitelere yol
acabilir. Azalmis kan akimina bagli olarak otonom ndropati hafif soguk ayaga neden
olabilir. Terlemede azalma fissiirlesen ve catlayan kuru bir cilde sebep olarak, ayagi

bakteriyel infeksiyonlara acik hale getirir (Lebovitz 2004).

1.2.4. Diabetes Mellitus’un Tan1 ve Tedavisi

Diyabet ve glikoz metabolizmasinin diger bozukluklarini kapsayan yeni tani
kriterleri Cizelge 1.2°de goriilmektedir. Buna gore diyabet tanis1 dort yontemle konulabilir.
Agir diyabet semptomlarinin disinda, taninin daha sonraki bir giin, diger bir yontemle de
dogrulanmasi 6nerilmektedir (TEMD 2011).

Tani icin standart oral glikoz tolerans testi (OGTT) gerceklestirilmesi, aglik plazma
glikozuna (APG) gore daha hassas ve 6zel olmakla birlikte, testin ayni kiside giinden giine
degiskenliginin yiiksek ve maliyetli olmasi rutin kullanimini sinirlamaktadir. Diger
taraftan, APG’nin daha kolay uygulanabilmesi ve ucuz olmasi klinikte kullanimini énemli
oOl¢iide artirmaktadir (Burtis ve Ashwood 2001).

Son zamanlarda hemoglobin Alc’nin (HbAlc: AIC) tim diinyada
standardizasyonu yoniindeki ¢abalar ve prognostik Onemine dair kanitlarin artmasi
sonucunda A1C’nin de diyabet tani testi olarak kullanilabilecegi glindeme gelmistir.
Uluslararas1 Diyabet Uzmanlar Komitesi 2008 yilinda standardizasyon kurallarina
uyulmasi kosulu ile diyabet tanist i¢in A1C maksimum miktarini % 6.5 (48 mmol/mol)

olarak belirlemistir (Ginis ve ark 2012).
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Cizelge 1.2 Diyabet ve glikoz metabolizmasinin diger bozukluklarinda tani kriterleri

. . DM Riski
Asikar DM Izole IFG 1zole IGT IFGHIGT
Yiiksek

APG (=8 st 100-125 100-125

> 126 mg/dl <100 mg/dl -
achikta) mg/dl mg/dl
OGTT 2.stPG 140-199 140-199

>200 mg/dl < 140 mg/dl -
(75 g glikoz) mg/dl mg/dl

>200 mg/dl +
Rastgele PG ) ) - - - -
Diyabetik semptomlar

Al1C >%6.5 - - - % 5.7-6.4

DM: Diabetes mellitus, APG: Aglik plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi,
A1C: Glikozillenmis hemoglobin Alc, IFG: Bozulmus a¢lik glukozu (impaired fasting glucose), IGT: Bozulmus glukoz toleransi

(impaired glucose tolerance)

Diyabetin tedavisi genel olarak yasam tarzi degisikliklerini kapsar ve insiilin ya da
oral glikoz diisiiriicii ilaclarla farmakolojik miidahaleyi gerektirebilir. Tip 1 diyabette
birincil odak noktasi olan eksik insiilinin yerine konmas1 amaclanirken tip 2 diyabette ise
hasta egitimi ve giinliik yasamdaki degisiklikler tedavinin temelini olusturur. Farmakolojik
ve operasyonel tedavi tip 2 diyabet i¢in daha ikincil plandadir. Diyabetin iki formununda
tedavisindeki hedef kisa donemde metabolik kontrol ve hastanin kendini iyi hissetmesini
saglamak, uzun donemde ise kardiyovaskiiler hastalik, nefropati, retinopati ve norolojik

hastaliklar1 igeren komplikasyonlar1 dnlemektir (Cinkir 2011).

1.2.5. Deneysel Diyabet Modelleri

Cesitli hastaliklarin tanilarinin konulmasi, patogenezlerinin aydinlatilmasi ve tedavi
seceneklerinin irdelenmesi icin yapilan arastirmalarda deneysel hayvan modelleri ¢ok
cesitli avantajlar saglamaktadir. Su ana kadar tanimlanmis birgok hayvan diyabet modeli

bulunmaktadir. Bunlar (irer ve Alper 2004);

Tip 1 Diabetes Mellitus Modelleri

1. Kimyasal olarak olusturulan tip-1 diyabet modelleri: Alloksan, streptozotosin,
cinko selatorleri (dithizone, 8-hidroksikinolin), Rodentisid-Vacor, diyet

nitrozaminleri vb.
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2. Spontan tip-1 diyabet modelleri: BB (Bio-Breeding) sican, NOD (non-obese
diabetic) fare ve digerleri (Macaca nigra maymunu, Keeshand kdpegi, Cin
hamsteri, kobay, Yeni Zelanda beyaz tavsani, KDP (Komedo Diabetes Prone)

sican)
3. Viriisle olusturulan modeller

4. Transgenik tip-1 diyabet modelleri

Tip 2 Diabetes Mellitus Modelleri

1. Spontan modeller: Agir diizeyde hiperglisemili modeller (db/db fare, Rhesus

maymunu, ¢6l kemirgenleri) ve 1liml1 hiperglisemili modeller (ob/ob fare)

2. Eksperimental modeller: Kimyasal modeller (Streptozotosin, alloksan), cerrahi
modeller (Pankreatektomi, hipotalamik lezyon), diyet (Yiiksek yagli ve sekerli
diyetle beslenme), hormonlar, anne karninda malnutrisyon, insiilin karsitt
hormonlarin yiliksek dozlari, hiperinsiilinemiye uzun siireli maruziyet ve

benzerleri

3. Transgenik modeller

1.2.5.1. Streptozotosin (STZ)

Kimyasal ad1 2-Deoksi-2-(3-Metil-3Nitrozoiireido)-D-Glikopiranoz’dur (Sekil 1.5).
Streptomyces griseus'un metaboliti olan STZ'in antibiyotik, antitlimoral ve karsinojenik
etkileri vardir (Irer ve Alper 2004). STZ, N-metil-N-nitrozoiire par¢asinin heksozun 2
numarali karbonuna bagli oldugu nitrozoiire benzeri bir bilesiktir. Nitrozotire bilesikleri
genellikle lipofilik olup, dokulara alinimi plazma membranlar1 vasitasiyla hizli bir sekilde
gerceklesir. Bununla birlikte, heksoz degisiminin bir sonucu olarak STZ daha az
lipofiliktir. Streptozotosin plazma membranindaki diisiik affiniteli GLUT2 glikoz tasiyicisi
vasitastyla secici olarak pankreas B hiicrelerinde birikir. Boylece bu glikoz tasiyicilar ile

etkilesmeyen hiicreler ise streptozotosine karsi direngli kalmis olur (Lenzen 2008).

Streptozotosin toksisitesi, metilnitrozotire pargaciginin DNA alkilleme aktivitesine
baghdir. Streptozotosinden DNA molekiiliine metil grup transferi, tanimlanan zincir
boyunca DNA’nin fragmantasyonu ile sonuglanan hasarlar meydana getirir (Murata ve ark
1999). Ayrica ortamdaki protein glikozilasyonu ek yikici faktdr olarak davranmaktadir.
DNA tamir edilecegi zaman poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) asir1 bir sekilde stimiile

14



edilir. Bu durumda hiicresel NAD" seviyeleri ve ATP depolar1 azalir. Hiicresel enerji
depolarinin sonunda bitmesiyle birlikte B hiicrelerinde nekrozis sekillenir. STZ proteinleri
de metillemesine ragmen, DNA metilasyonu P hiicre 6liimiiniin esas sorumlusudur. Fakat
muhtemelen olan protein metilasyonunun, STZ’ye maruz kalan f hiicrelerindeki

fonksiyonel kayba katkida bulundugudur (Pieper ve ark 1999, Konrad ve Kudlow 2002).

Poli (ADP-riboz) polimeraz enzimi inhibitorleri DNA metilasyonu prosesini
baskilamaktadir. Streptozotosin uygulamasindan oOnce nikotinamid ve diger PARP
inhibitdrlerinin paralel olarak enjeksiyonunun, STZ nin toksik etkilerine kars1 B hiicrelerini
korudugu ve diyabetik durumun gelisimini azalttig1 iyi bilinmektedir (Delaney ve ark
1995). Poli (ADP-riboz) polimerazin bulunmayisi NAD' kofaktériin ve ATP’nin
azalmasini engellemekte ve hiicre 6liimiinlin Oniine ge¢cmektedir (Pieper ve ark 1999).
Alternatif bir hipotez ise STZ’nin diyabetik etkilerinin alkilleme ile ilgisi olmadig1 ancak
STZ’nin bir intraselliiler nitrik oksit dondrii gibi davranma potansiyeli oldugunu
belirtmektedir. Hem STZ hem de N-metil-N-nitrozotire bir nitrozo grup i¢ermektedirler ve
NO’yu (Nitrik oksit) serbest birakabilirler. STZ’nin NO’nun karakteristik etkilerinden olan
guanilil siklaz aktivitesini ve ¢cGMP olusumunu artirdigi goriilmiistiir (Delaney ve ark

1995).

Sekil 1.5. Streptozotosin

1.3. Oksidanlar ve Antioksidanlar

Canli organizmalar i¢in hayati 6neme sahip biyokimyasal tepkimeler sirasinda
oksijen indirgenerek bir¢cok dokuda oksidatif hasara sebep olan ara metabolitleri meydana

getirir (Yin ve ark 2011).

Eslesmemis elektron igeren serbest radikaller ve diger ROS’lar, hem endojen
proseslerle (Metabolik yollar ve enzimler gibi) hem de c¢esitli dis uyaranlara (Kimyasallar

ve radyasyon gibi) maruz kalma sonucu olugmaktadir (Halliwell ve Gutteridge 2007).
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Canli ROS’lara maruz kaldiginda, viicut sivilarinda ve hiicre membranlarindaki
antioksidan adi verilen maddeler, serbest radikalleri notralize ederek organizmanin zarar

gormesini engellemektedirler. (Diindar ve Aslan 2000, Fang ve ark 2002).

1.3.1. Oksidatif Stres

Koruyucu sistemlerin sayist ve ¢esitliligine ragmen, oksidatif stresin memelilerde,
bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin sekilde goriildiigli hipotezini destekleyen hatirt
sayilir miktarda kanit bulunmaktadir. Oksidatif stres (Sekil 1.6), oksidan olusumunun
biiyiikliigii veya oranindaki bir artistan meydana gelebilecegi gibi koruyucu sistemlerdeki

bir hata veya eksilme sonucu da sekillenebilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 2007).

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tanimlanan oksidatif stres; diyabet, alzheimer, bobrek yetmezligi gibi bir¢ok
patolojik durumda, yaslhlikta ve pestisitler, uyusturucu, radyasyon, gibi biyolojik kaynakli
oksidan maddelere yogun bir sekilde maruz kalma sonucunda da ortaya c¢ikmaktadir.
Oksidanlar insanlarda elliden fazla hastalifin patolojisi ile iliskilendirilmektedir (Sies

1993, Dalle-Donne ve ark 2003).

Dlsidatil Stres
rtﬂ!’fﬂkﬁjﬂanlﬂr
R"ﬂﬁﬁf
L
ksuul Til'rﬁ-,-i
/
Doku Oksidatl Hasar inflamasyon

Hasar r
Yaflar Proteinler Niikleik Asitler

Sekil 1.6. Oksidatif stres
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1.3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Aerobik organizmalar yasadigi siirece, molekiiler oksijenden elde edilen ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olarak isimlendirilen metabolitlere maruz kalirlar. Bu metabolitlere,
molekiiler oksijenin indirgenmesi ile meydana gelen siiperoksit radikali (05*), hidrojen
peroksit (HyO,) ve hidroksil radikali (OH®); karbon merkezli radikaller ile molekiiler

oksijenin reaksiyonu ile olusan peroksil radikali (RO%), alkoksil radikali (RO®) ve

organik hidroperoksitler (ROOH) ile diger serbest radikal formundaki hipoklor6z asit
(HOCI), peroksinitrit (ONOO"), nitrik oksit (NO*®), nitrojen dioksit (NO$5) ve singlet

oksijen (10 , ) dahil edilebilir (Yazic1 ve Kose 2004).

ROS’lar1, radikalik ROS’lar ve radikal olmayan ROS’lar olarak ayirabiliriz
(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Baz1 reaktif oksijen tiirleri

Radikalik ROS’lar Radikal Olmayanlar ROS’lar
Siiperoksit anyon radikali (05°*) Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil radikali (OH") Lipid hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROY) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil radikali (RO*®) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ*®) Singlet oksijen ('0,)
Organik radikaller (R*®) Ozon (03)
Organik peroksit radikali (RCOO®)  Azot dioksit (NO»)
Nitrik oksit radikali (NO*®) Hipoklordz asid (HOCI)
Hemoproteine bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO)
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Elektron transport sistemde bulunan NAD, FAD ve koenzim Q gibi pek ¢ok bilesik
oksijen ile tepkimeye girerek 03° salinnmma sebep olmaktadir. Metabolizmada

oksijenazlarin katalizledigi enzimatik tepkimelerde endojen olarak oksijen metabolitleri
meydana gelmekte, ayrica oto-oksidasyon tepkimeleri sonucu enzimatik olmayan
kaynaklardan ROS’lar olusabilmektedir. Bunlarin disinda radyasyon, CCly, halojenlenmis
hidrokarbonlar gibi toksik kimyasallar, hava kirliligi, fenthion, malathion gibi pestisitler,
agir metaller, antibiyotikler, alkol, sigara ve uyusturucu gibi dis etkenlerde ROS’larin

tiretiminde etkili olurlar (Onat ve ark 2002).

1.3.3. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Etkileri

Oksidan-antioksidan dengenin c¢esitli sebeplerden dolayr oksidanlar lehine
bozulmas1 durumu olan oksidatif stres halinde, metabolizmada ¢esitli bozukluklar meydana
gelebilmektedir (Sekil 1.7). Zincir tepkimeleri baglatarak yeni reaktif tiirlerin olusmasina
sebebiyet veren ROS’lar karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tiim
smiflart ve tim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal ve

metabolik degisikliklere neden olurlar (Gutteridge 1995).
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Sekil 1.7. Reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkileri

1.3.3.1. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Serbest radikallerce baslatilan ve hiicre membraninin yapisinda bulunan lipidlerin

oksidasyonu ile sonuglanan bu olay lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir. LPO
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fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterollerin yapisinda bulunan poliansature yag asitlerinin
ROS’larin etkisiyle alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve pentan gibi ¢esitli riinlere
yikilmasini kapsayan reaksiyonlar dizisidir (Gutteridge ve Halliwell 1990). Bu kimyasal
olay (Sekil 1.8), organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar yapisindaki
coklu doymamis yag asidi zincirindeki o-metilen gruplarindan hidrojen atomunu

uzaklagtirmasi ile baglamaktadir (Uysal 1998).

Lipid Lipid Radikali Lipid Radikali Lipid Peroksi Radikali

m@ﬁméﬁwﬁf

H O—O-

ﬁ ﬁ 0-0 H  O—OH
=\ //—L J—\. /_vg</_\7/7 + L
Malondialdehit (MDA) Endoperoksit Lipid Hidroperoksit

Sekil 1.8. Lipid peroksidasyonun genel reaksiyonlari

Kuvvetli oksitleyici radikal ¢ogu zaman hidroksil radikalidir. Singlet oksijen ve
nitrik oksitinde LPO baslaticis1 oldugu bilinmektedir. Hidrojen atomunun uzaklagmasiyla
lipid radikalleri meydana gelmekte ve bu lipid radikalleri oto-oksidasyona neden olarak
LPO’nun zincir reaksiyonu seklinde ilerlemesini saglamaktadir (Sekil 1.9). Zincir
reaksiyonu kendi kendini devam ettirme 6zelligi bulundugundan ve geri doniisiimsiiz

oldugundan 6tiirii LPO metabolizma i¢in en zararli reaksiyonlardan biridir (Akkus 1995).

LH 7—§> L 7——» LOO" LOOH L—Z» LO'+HO H,0
. LH ;
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Sekil 1.9. Lipid peroksidasyonun ilerlemesi ve dallanmasi
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Lipid peroksidasyonunun sonlanma basamaginda olusan en Onemli {iriin
malondialdehittir (MDA). Ug¢ veya daha fazla c¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu ile olusan MDA, membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve capraz
baglanmalarina sebep olur. Ayrica deformabilite, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre
yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirebilir.
Bunlarin disinda MDA, hiicre membranindan kolayca ge¢ip, DNA’nin azotlu bazlar ile
tepkimeye girmekte ve DNA zincirlerinde kopmalari meydana getirmektedir (Akkus
1995).

Malondialdehit yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii
degildir, fakat lipit peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gosterir. Bu sebeple
organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek i¢in MDA seviyelerinin Ol¢limii, siklikla
kullanilan bir yontemdir. Metot MDA ile tiyobarbitiirik asitin (TBA) reaksiyonu temeline
dayanmaktadir. Malondialdehit, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve
olusan bu ¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO’nun derecesi saptanmaktadir (Yilmaz

ve Bahgecioglu 2000).

HS._ _N._ OH o 0 Hs. _N._ OH Ho_ _N._ _SH
Y N\ // HCI = X
5 | + CH—CH—CH ——
NG H,0 ANGP NP N
cH XcH
OH OH OH

TBA MDA
Sekil 1.10. MDA ile TBA’nin reaksiyonu

1.3.3.2. Oksidatif Protein Hasari

Aminoasitler, peptitler ve proteinler hidrojen ¢ikarilmasi, elektron transferi,
elektron eklenmesi, dagilma ve yeniden diizenlenme, dimerizasyon, dismutasyon ve
stibstitiisyon tepkimeleri gibi cesitli reaksiyonlarla ROS’lara maruz kalabilmektedirler

(Davies 2012).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari enzim aktivitesindeki azalma,
protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitdr aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptér aracili endositozun bozulmasi, gen

transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki artig olarak siralanabilir. Reaktif
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tirevler tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi bozukluk ve hastaligin
etiyolojisi ile ilerlemesinde rol oynar. Bu hastaliklar arasinda baglicalari; alzheimer,
amiyotrofik lateral skleroz, katarakt olusumu, kronik bdbrek yetmezligi, kistik fibroz,

iskemi ve reperflizyon hasari, parkinson, romatoid artrit, sepsis ve diyabet sayilabilir

(Kalousova 2002).

Oksidatif hasar, hem protein omurgast hem de aminoasit yan zincirlerinde ve
genellikle de ¢ok noktada meydana gelmektedir. Protein {izerinde olusturulan hasar, atak

yapan tiirlerin dogasi ile de iligkilidir (Davies 2012).

Proteinlerde yapisal degisiklige yol agcan baglica molekiiler mekanizmalar protein
karbonil igerik (PCO) olusumu ile karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu,
protein tiyol (P-SH) gruplarimin kaybi, nitrotirozin (NT) ve ileri oksidasyon protein

tirtinlerinin (AOPP) olusumu olarak siralanabilir (Kalousova 2002).

PCO olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlar1 aminoasitlerin a-
karbon atomlarmin veya yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan ve bu
modifikasyonlar1 takiben meydana gelen reaktif oksijen-aracili peptit ayrilmasi
reaksiyonundan olusmaktadir. Ayrica meydana gelen karbon merkezli radikal diger bir
karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna yol

acar (Sekil 1.11).

Capraz bagli protein
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Sekil 1.11. PCO olusumu
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Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin,
arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida aminoasit ve/veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan

oksidatif hasara bagl olarak ¢esitli PCO {iriinleri (Cizelge 1.4) olusur (Davies 2012).

Cizelge 1.4. Oksidasyona yatkin olan aminoasitler ve oksidasyon tirtinleri

Aminoasit Oksidasyon iiriinleri

Sistein Disiilfitler, sisteik asit

Metionin Metionin siilfoksit, metionin siilfon

Triptofan 2-,4-,5-,6- ve 7-Hidroksitriptofan, nitrotriptofan, kiniirenin, formil ve hiroksi
kintirenin

Fenilalanin 2,3-Dihidroksifenilalanin, 2-,3-, ve 4-hidroksifenilalanin

Tirozin Tirozin-tirozin ¢apraz baglari, Tyr-O-Tyr, ¢capraz bagli nitrotirozin

Histidin* 2-Oksohistidin, asparajin, aspartik asit

Arginin* Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-amino valerik asit

Lizin* Lizin hidroperoksitleri ve hidroksitleri, a-aminoadipik semialdehit

Glisin Amino valerik asit

Prolin* 2-Pirrolidon, 4- ve 5-hidroksiprolin, piroglutamik asit, glutamik semialdehit

Valin* Valin hidroperoksitleri ve hidroksitleri

Ldoysin* Losin hidroperoksitleri ve hidroksitleri,a-ketoizokaproik asit, izovalerik asit ve
aldehit

Izoloysin 1z016sin hidroperoksitleri

Treonin 2-Amino-3-ketobiitirik asit

Glutamik asit Okzalik asit, piriivik asit

(* Protein karbonil olusumuna yol agan aminoasitler)

Nitrotirozin olusumu protein oksidasyonuna yol acan bir bagka molekiiler

mekanizmadir.  ONOO™, NO®’nin, O ile in vivo reaksiyonu sonucunda olusan

sitotoksik bir tiirevdir (Sekil 1.12). Peroksinitrit olusumu oksidatif protein hasariin hem
ortaya cikisina, hem de ilerlemesine sebep olmaktadir. ONOO ’in proteinler iizerine
ataginin temeli tirozinin orto pozisyonunda nitrolanmasidir, bu da NT olusumuna yol agar.
NT’nin, ONOO™  oksidasyonunun stabil son iirlinii olmasina bagli olarak, NT
konsantrasyonu NO-bagimli in vivo hasarin tespitinde kullanigh bir gostergedir (Kayali ve

Cakatay 2004).
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NO- + O, — = ONOO
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Sekil 1.12. Peroksinitritin tirozini nitrolamasi

Son zamanlarda protein oksidasyonunun yeni bir gostergesi olan ileri oksidasyon
protein iriinleri (Advanced Oxidation Protein Products-AOPP) arastirmacilarin dikkatini

cekmektedir (Kayali ve Cakatay 2004).

Kimyasal yapist halen arastirrlmakta olan AOPP’nin, kendi Kklirensini de
Onleyebilen yiiksek molekiil agirligina sahip oldugu; disiilfid kopriileri ve/veya tirozin
capraz baglanmalarini igeren albiimin agregatlarindan olustugu ve hem saf albliiminden
hem de kontrol plazma albliminden farkli oldugu, kromatografik ve -elektroforetik
tekniklerle gosterilmis ve bu nedenle, oksidatif modifikasyona ugrayan albiiminin son
capraz baglanma iiriinleri, AOPP olarak tanimlanmistir (Witko-Sarsat ve ark 1996). ileri
oksidasyon protein tirilinlerinin in vitro sartlarda H,O,’den ¢ok HOCI’ye maruz kalan

saf/plazma albiimin O&rneklerinde olustugu belirlendiginden, in vivo olarak aktif
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notrofillerce iiretilen HOCI’'nin AOPP olusturabilecegi diisliniilmektedir (Descamps-

Latscha ve Witko-Sarsat 2001).
1.3.3.3. Oksidatif DNA Hasarl

DNA stabil bir yap1 olmasina ragmen yasam siiresi boyunca fizyolojik kosullarda
spontan olarak oksidatif hasara maruz kalabilir. Ornegin piirin kaybu ile apiirinik alanlarin
olusmasi insan genomunda giin icinde 10* kez meydana gelebilmektedir. Ayrica
deaminasyon ile sitozinden urasil veya 5-metil sitozinden timin olusabilir. DNA hasar1 ve
onarimi arasinda kararli denge nedeniyle, ¢ok diisiik diizeylerde DNA hasari, saglikli

bireylerde de saptanir (Andican 2000).

DNA’da oksidatif hasara neden olabilecek bir¢ok etken belirlenmistir. Iyonize
radyasyon, yiiksek oksijen konsantrasyonu, oto-oksidasyona ugrayan yapilar (Dopamin, L-
DOPA, adrenalin, noradrenalin gibi), ksantin oksidaz ve TNF-a bunlardan bazilaridir. Bu
etkenler asir1 serbest radikal olusumuna neden olarak DNA’da dogrudan hasar yapabildigi
gibi, onarim enzimlerinin aktivitelerini etkileyerek de yikima sebep olabilirler (Lunec ve

ark 1994).

Oksidatif hasar sonucu DNA’da meydana gelebilecek lezyonlardan ilki dal
kiriklaridir. Daha sonra baz cifti mutasyonlari, yeniden diizenlenme, delesyon, baz
katilimi, dizi amplifikasyonu gibi yapisal degisiklikler meydana gelir (Sekil 1.13).
Oksidatif modifiye DNA antijenik karakter tasiyabilir ve anti-DNA antikorlarinin
olusumuna neden olabilir (Andican 2000).
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Sekil 1.13. DNA iizerinde olusan oksidatif hasar tiirleri
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Romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, yaslilik ve kanser gibi birgok
hastaligin etiyolojisinde oksidatif DNA hasarinin 6nemli etkileri oldugu saptanmistir

(Lunec ve ark 1994).

1.3.3.3.1. Comet Analizi

Comet analizi, son zamanlarda genotoksisite testi, biyoizleme, molekiiler
epidemiyoloji ve ekogenotoksikolojinin yani sira, DNA hasar1 ve onarimiyla ilgili temel
uygulamalari ile DNA hasarinin degerlendirilmesi i¢in standart yontemlerden biri haline
gelmistir. Metodun sade olmasi, duyarliligi ve hizi her gecen giin rutinde kullanilmasini

artirmaktadir (Collins 2004).

Insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriklarinin tespiti ilk kez Rydberg ve Johanson
tarafindan gerceklestirilmistir. DNA'nin ayrilmasini saglayan hafif alkali sartlar altinda lam
tizerindeki agarozda gomiilmiis olan hiicreleri lize ederek hiicreleri proteinlerinden
ayirmay1 basarmiglardir. Notralizasyon sonrasi akridin oranj ile DNA sarmali boyamislar
ve kirmizi/yesil floresan oranini saptamislardir. Ancak bu metod yaygin olarak

kullanilmamistir (Rydberg ve Johanson 1978).

Notral teknik 1984'te Ostling ve Johanson tarafindan diizenlenerek mikrojel
elektroforez teknigi olarak sunulmustur. Agaroz igerisinde silispanse edilen hiicreler, lam
lizerine yayilarak, yliksek tuz ve deterjanla lize edilmis ve ardindan elektroforeze tabi
tuttuktan sonra, DNA baglayici floresan boyasiyla boyanmistir. DNA kirik igerdiginde
(Hasarli DNA), cekirdekten anoda go¢ ederek kuyruklu yildiz goriinlimii vermistir.
Gortintiileri nedeniyle de hasarli hiicreler comet olarak isimlendirilmistir (Anderson ve ark

1998).

DNA ¢ift sarmal kirilmalarinin tespitine izin veren notral sartlar, tek sarmal
kirilmalarmin belirlenmesine olanak saglamamaktadir. Oysaki DNA'da hasar olusturan
cogu etken siklikla DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Ayrica notral
kosullarda proteinlerin ayrilmasi tam olarak gerceklesmemektedir. Bu nedenlerden dolay1
1988'de Singh ve arkadaglar tarafindan alkali sartlarda, DNA tek sarmal kirilmalarinin
tespitini saglayan comet teknigi olusturulmustur (Singh ve ark 1988). Metodda kullanilan

daha giiglii lizis kosullari, proteinlerin % 95'inden fazlasim1 yok edebilmekte ve alkali
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elektroforez uygulamasi ile alkali oynak bolgelerin ve tek zincir kiriklarinin duyarl bir

sekilde taninmasi saglanmaktadir (Tice ve ark 1990).

Elektroforez ve lizis asamalarinin pH’sina bagli olarak teknigin duyarlilig
degisebilmektedir. Bu nedenle notral ve alkali lizis soliisyonlar1 sirastyla ¢ift ve tek sarmal
kirilmalarini belirlemek i¢in kullanildigindan, yapilacak arasgtirmada hangi metodun tercih

edilecegi calismanin amacina baghdir (Cizelge 1.5) (Baltac1 2003).

Cizelge 1.5. Comet yontemiyle farkli pH'larda tayin edilebilen DNA hasar tipleri

pH:7-8 pH: 10-12 pH>13
Cift sarmal kiriklart Cift sarmal kiriklart Cift sarmal kiriklart
Capraz baglar Tek sarmal kiriklar Tek sarmal kiriklart

Eksizyon tamir bolgeleri Eksizyon tamir bolgeleri
(Capraz baglar Capraz baglar

Alkali ortamda aciga ¢ikan hasarlar

1.3.3.3.1.1. Comet Analizinin Kullanim Yerleri

Comet yontemi son yillarda genotoksisite ve DNA onarim mekanizmalarinin
incelemesinde kullanimi artan bir tekniktir. Comet yontemi ile topluluktaki tiim hiicrelerin
DNA hasar oranlarinin Olciilmesi ve direncli hiicre sayisinin belirlenmesi kolaylikla

gerceklestirilmektedir (Lee ve Steinert 2003).

Comet Ol¢iimii insanlar igin klinikte kullanilabilecek en kullanigh testlerdendir.
Herhangi bir radyoaktif izleme gibi zararl islemleri icermemesi ve kolaylikla goriinebilen
hiicrelere uygulanabilmesi bu yonde en 6nemli avantajlaridir. En ¢ok kullanilan hiicre tipi
olan lenfositler kolaylikla izole edilebilen ve metod ile iyi uyum saglayan yapilardir. Bazen
comet yonteminde cerrahi sonrasi ¢ikarilan dokulara ait hiicreler de kullanilabilmektedir.

Ayrica comet analizindeki elektroforez ve lizing sartlarinin farklilastirilmast metodun
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hassasiyetini ve sonuglarini ciddi olarak etkileyebilmektedir. Bu nedenle sartlar standart

tutulmalidir (Faust ve ark 2004).

1.3.3.3.1.2. Comet Analizi Uygulama Protokolii

Temel olarak comet protokolii yedi basamaktan olusur (Sekil 1.14). Bu basamaklar

(Singh ve ark 1988);

1) Tek hiicre siispansyonunun hazirlanmasi.

2) Slaytlarin hazirlanmasi ve hiicrelerin agaroza gomiilmesi.
3) Lizis.

4) DNA sarmalinin ¢6ziilmesi.

5) Elektroforez.

6) Notralizasyon ve boyama.

7) Hasarl1 ve hasarsiz DNA goriintiilerinin elde edilmesi ve degerlendirme.
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Sekil 1.14. Comet analizinin basamaklar1
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1.3.4. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Diyabeti karakterize edici 6zelliklerden biri olan hiperglisemi ile asir1 miktardaki
glikoz hiicrelere gonderilerek, glikoliz ve trikarboksilik asit dongiisiine glikozun
aktarilmasi artmaktadir. Bu durum mitokondriyal siiperoksit dismutazin (SOD)
temizleyeceginden daha fazla serbest radikalin iiretilmesine sebebiyet verecek ve ROS
tiretim ile yikimi arasindaki denge {iretim kismina kayacagindan oksidatif stres

sekillenecektir (Lushchak ve Gospodaryov 2012).

Diyabet sonucu agiga ¢ikan reaktif tiirler lipidleri ve enzimatik olmayan glikasyon
reaksiyonu aracilig1 ile proteinleri etkileyebilmekte ve Amadori iiriinleri ile Schiff bazlar
gibi ara tirlinler ileri glikozilasyon son iirlinlerinin olusumuna neden olmaktadir (Johansen
ve ark 2005). Dahasi diyabette ROS’larin tiretimi, sorbitol ve heksozamin yollar1 gibi diger
baz1 metabolik yollarda da goriilmektedir (Figueroa-Romero ve ark 2008, Giacco ve

Brownlee 2010).

Siklo-oksijenaz, ksantin oksidaz, lipo-oksijenazlar, myeloperoksidaz ve NADPH
oksidaz gibi ¢cok sayida reaktif tiir iireten enzimin aktiviteleri DM’de artis gostermektedir.
Ayrica diyabetteki bozulmus antioksidan sistemle birlikte bulunan kronik hiperinsiilinemi
H,0;’in etkili bir bi¢imde temizlenememesini saglar. Hidrojen peroksit, fenton reaksiyonu
ile lipid peroksidasyonunun baslamasina ve c¢ogalmasina neden olan OH® radikaline

dontisiir (Wiernsperger 2003).

1.3.4.1. Diabetes Mellitusun Patogenezinde Oksidatif Stresin Rolii

Bulgular oksidatif stresin, diyabet oncesi durumdan baslamak iizere bozulmus
glikoz toleransi, postprandiyal hiperglisemi, hafif diyabet ve sonunda gerg¢eklesen DM nin
farkli asamalarinda mutlaka bir rolii oldugunu belirtmektedir (Ceriello ve ark 1998).
Bozulan insiilin salgilama kapasitesi ve artan [-hiicre fonksiyonu kaybi, diyabet
patogenizinin ana olayidir. B-hiicre disfonksiyonundan baska insiilin direnci de 6zellikle tip
2 diyabetin gelisiminde ©Onemli bir nedendir. Oksidatif stres, hem [-hiicre

disfonksiyonunda hem de insiilin direncinde 6nemli rol oynamaktadir (Drews ve ark 2010).
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B-hiicrelerinde yiikselen mitokondriyal ROS iiretimi, glikoliz ve TCA dongiisiine

gonderilen fazla miktardaki glikoz ve yag asidinin bir sonucudur. Bu durum o6zellikle diger
reaktif tiirlerin olusumuna neden olabilecek fazla miktarda O3°* radikalinin iiretilmesini

saglar. Antioksidan enzimlerin temizlemede yetersiz kalmasi, oksidatif stresin olusumunda
ROS’larin onciiliik etmesine mahal verir. Ayrica NADPH oksidaz, nitrik oksit sentaz ve

fagositlerde B-hiicrelerindeki ROS un kaynaklarindandir (Giacco ve Brownlee 2010).

Son yillardaki c¢aligmalar glikotoksisitenin B-hiicre disfonksiyonunun esas ana
etkeni oldugunu gostermistir. B-hiicre disfonksiyonundaki glikotoksisitenin rolii, diyabetik
olmayan deneklerin artan glikoz konsantrasyonu ile bozulan insiilin salgilanmasini tespit
eden c¢aligmalardan anlasilmaktadir. Ayrica lipotoksisitenin de bozulmus B-hiicre
fonksiyonunda etkisi vardir. Serbest yag asitlerinin, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu
ankiiple ettigi ve ratlarin pankreas adaciklarinda ROS iiretimini artirdigi, pankreatik -
hiicre insiilin i¢eriginde azalmaya neden oldugu ve glikoz ile uyarilan insiilin sekresyonunu
ve biyosentezini inhibe ettigi gosterilmistir (Bollheimer ve ark 1998, Carlsson ve ark 1999,

Marchetti ve ark 2008).

Insiilin direnci genetik durum, artan kalori alimi, hareketsiz yasam, obezite,
hamilelik ve belli hormonlardaki anormal artig gibi faktorlerden kolayca etkilenmektedir
(Agardh ve ark 2002). Yagh diyetle insiilin direnci olusturulmus ratlarin iskelet kaslarinda
daha fazla mitokondriyal H,O, salinimi oldugu tespit edilmis ve benzer bulgular insiilin

direncine sahip obez bireylerde de gozlemlenmistir (Marchetti ve ark 2008).

Oksidatif stresin insiilin direncine katkida bulundugu cesitli mekanizmalar tespit
edilmistir. Bunlar adipositlerde oksidatif stresle bozulmus glikoz ile indiiklenen GLUT4
translokasyonu, yine adipositlerdeki glikoz transportu ve protein kinaz B insiilin
stimulasyonunda oksidatif stres ile indiiklenen bozulma, PI3- kinaz bagimli sinyal yolu ile
p38 MAPK aktivasyonu arasindaki oksidatif stres ile uyarilan etkilesimler ve
adipositlerdeki fosfotidilinositol 3-kinaz ve insiilin reseptor substrat-1’in insiilin ile
indiiklenen hiicresel redistribiisyonun kesilmesidir (Tirosh ve ark 1999, Kim ve ark 2006).
Ayrica iskelet kaslarinda oksidatif stresin insiilin sinyalizasyonunu, glikoz alinimini ve
glikojen sentezini karistirarak direkt bir sekilde insiilin direncini tetikledigi de ortaya
konmaktadir. Oksidatif stres ile indiiklenen bu insiilin direnci, glikojen sentaz kinaz-3’iin

azalmis insililin modiilasyonlu baskilanmasina kismen aracilik etmektedir (Dokken ve ark

2008, Henriksen 2010). NO°® radikalinin insiilin reseptor substrat-1’in bozunmasinda rolii
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oldugu belirtilmistir. Insiilin reseptorii, insiilin reseptdr substrat-1 ve protein kinaz B/Akt
gibi insiilin sinyalizasyonu igerisinde yer alan belli molekiiller veya yollardaki artan S-
nitrozasyonun insiilin direncinde etkisi oldugu belirtilmektedir (Carvalho-Filho ve ark

2009).

1.3.4.2. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlarinda Oksidatif Stresin Rolii

Diyabetik nefropati, diyabetik néropati ve diyabetik retinopatinin olusturdugu
mikrovaskiiler komplikasyonlarda oksidatif stresin etkisini gosteren giiclii kanitlar vardir.
Benzer durum makrovaskiiler komplikasyonlarda da izlenmektedir (Brownlee 2005,

Giacco ve Brownlee 2010).

Poliol yolu, aldoz rediiktaz (AR) ve sorbitol dehidrojenaz (SDH) olmak iizere iki
temel enzimi igermektedir. Hiperglisemik kosullarda AR enzimi glikozu sorbitole indirger.
AR enzim yolunun aktive olmasi sonucu NADPH tiiketiminde artis olmaktadir (Figueroa-
Romero ve ark 2008). Aldoz rediiktaz yolundaki gelisim vasitasiyla olusan NADPH
kullanimindaki artis, GSH’in intraseliiler konsantrasyonunu azaltmaktadir. GSH
seviyesindeki azalma ise GSH’1 bir hidrojen donérii gibi kullanan glutatyon peroksidazin
(GPx) aktivasyonunu bozacaktir. Bu durum antioksidan savunma agim giigsiiz birakacak
ve oksidatif stres i¢in hiicresel hassasiyeti artiracaktir (Halliwell ve Gutteridge 2007). AR
enzim yolundakine benzer sekilde hiperglisemi, SDH enziminin aktivasyonunu artirir ve
trioz fosfatlarin oksidasyonunu inhibe edecek olan NADH/NAD" oranim yiikseltir. Trioz
fosfat birikimi, protein kinaz C’yi aktive eden diagilgliserollerin de novo sentezini
hizlandirir. Ayrica fazla trioz fosfat, ileri glikasyon son {iriinlerinin bir pre-kursorii

metilglioksalin iiretimini de artirir (Nishikawa ve ark 2000).

Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE), indirgenmis karbonhidratlar ile protein, lipid
veya DNA’nin enzimatik olmayan tepkimesi sonucu olusan katilma iiriinleridir. AGE’ler
ayrica AGE pre-kursorleri, glikozillenmis seker veya yag asitlerinin okside iirlinleri ile
proteinler arasindaki non-enzimatik reaksiyon iirlinlerini de igermektedir (Brownlee 2005).
Diyabet sirasinda AGE seviyeleri hipergliseminin bir sonucu olarak artar. AGE olusumu
farkli asamalarda gergeklesir. AGE olusumunun bu asamalar1 sirasinda, AGE’lerin
proteinlere baglanma afinitesini artiran bir takim yiiksek reaktif ara {iriinler ve g¢apraz

baglayicilarda olusur (Ahmed 2005).
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AGE’ler plazma proteinlerini de modifiye edebilir ki bdylece vaskiiler endotelyal
ve diiz kas hiicreleri ile makrofajlar gibi hiicrelerde ileri glikasyon son iiriinleri i¢in
reseptorleri (RAGE) aktif hale getirirler. AGE’lerin veya AGE’lerin modifiye ettigi plazma
proteinlerinin  RAGE’lere baglanmasit ROS’larin salinimini saglar. Olusan ROS’lar
inflamatuar kaskadlara katilan pek ¢ok geni ve proteini aktive eder. Niikleer faktor kappa B
(NF-kB), tiimor nekrozis faktor a (TNF- a), interlokin-1 (IL-1), graniilosit makrofaj koloni
situmule edici faktér (GM-CSF) bu gen ve proteinlere ornektir (Giacco ve Brownlee

2010).

Protein kinaz C (PKC) diger proteinlerin fonksiyonlarin1 modiile eden bir enzimdir.
PKC, hiperglisemi ile artan trioz fosfat kaynakli diagilgliserol diizeylerindeki artis ile
aktive olur. Ayrica AGE’ler de PKC yolunu vaskiiler endotelyal biiylime faktoriini
yiikseltmek icinde aktive edebilirler. Benzer seklide vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki artan
ROS diizeyleri PKC yolunu gelistirebilir. Gelisgen PKC yolu plazminojen aktivator
inhibitorii (PAI-1), NF-kB, NADPH oksidazlar, endotelin-1 (EDN-1) ve transforme edici
biiyiime faktorii (TGF-) gibi ¢ok sayida sitokin ve proteinin sinyalini indiikler (Nishikawa
ve ark 2000).

Diyabette hipergliseminin toksik etkilerinde heksozamin yolunun katkida
bulundugu belirtilmistir. Fizyolojik kosullar altinda glikolizden elde edilen fruktoz-6-
fosfatin kiiciik bir kism1 heksozamin yoluna yonlendirilir. Bu yolda fruktoz-6-fosfat 6nce
glutamin-fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT) enzimi ile glikozamin-6-fosfata
cevrilir. Artan glikozamin derisiminin transkripsiyon faktorleri, sinyal faktorleri gibi
proteinlerin  O-bagh glikozilasyonuna neden olarak bunlarin fonksiyonlarinda,
stabilitelerinde ve aktivitelerinde degisime yol acgar. Boylece heksozamin yolunun yogun
aktivasyonuyls transkripsiyon faktorii Spl modifiye edilir, proinflamatuar ve protrombik
faktorlerin ekspresyonu artar. Bu yolun insiilin direncinde de Onemli oldugu

belirtilmektedir (Schleicher ve Weigert 2000).

Bozulmus DNA’nin tamirinde gorev alan poli(ADP-riboz) polimeraz DNA’da olasi
bir hasar1 tanimladiginda molekiile baglanarak homodimerleri olusturur ve nikotinamid
adenin diniikleotidin nikotiamid ve ADP-riboza doniisiimiinii katalizler. ADP-riboz ise
DNA ligaz III ve DNA polimeraz beta gibi DNA onarict enzimlerin aktivasyonunu
saglayan poli(ADP-riboz) zincirin sentezinde kullamilir (Virag ve Szabo, 2002).

Hiperglisemide artan ROS iiretimi, PARP enzimini aktive eden oksidatif strese sebep

31



olmaktadir. NAD" kullanimimin bir sonucu olarak ATP tiiketimi azalmaktadir. Bu durumda
hiicrenin oksidatif stres ve hasara kars1 kirtlganligini artmaktadir (Figueroa-Romero ve ark

2008).

Son c¢aligmalar Ozellikle diyabetin neden oldugu hiicre hasarinin hiperglisemi
kaynakli asir1 mitokondrial siiperoksit iiretiminin temel mekanizmasi oldugunu ortaya
koymustur. Mitokondrial oksidatif fosforilasyon boyunca elektron transport sistemden
kacan elektronlar molekiiler oksijeni siiperoksit radikaline doniistirmektedir. Bununla
birlikte hiperglisemik durumda artan glikoz akist sonucu mitokondrial elektron transport
sistemde asir1 yiiklenmeye neden olunacak ve sonug¢ olarak mitokondrial disfonksiyon ile

ROS iiretiminde artig sekillenecektir (Bashan ve ark 2009).

1.3.5. Antioksidanlar

Organizmada okside olabilecek maddelerin (Protein, lipid, karbonhidrat, DNA)
oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar denir. Normal hiicre
metabolizmast sirasinda olusan ROS’lar, karigik bir antioksidan savunma sistemi ile
sinirlandirilir.  Boylece antioksidan savunma sistemi ROS’larin  diisiik ve sabit

konsantrasyonlarda kalmalarini saglar (Ozlem 2010).

Antioksidan maddeler, aktif oksijen olusumunu engelleyerek ya da olusan aktif
oksijenleri tutarak, oksidasyonun sebebiyet verdigi zararlar1 hiicresel bazda engellemekte

dejeneratif hastaliklarin olusumunu durdurmaktadir (Baublis ve ark 2000).

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde serbest oksijen radikallerine etki ederler (Sahin

2011).

1. Toplayict etki: ROS’lar1 tutma ya da ¢ok daha zayif yeni molekiile ¢evirme
islemine toplayict etki denilmektedir. Bilirubin, antioksidan enzimler, trakeobronsial
mukus ve kiiciik antioksidan molekiiller bu tip etki gdstermektedir. Siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, ferritin, seriiloplazmin ve metallotiyonein gibi metal baglayici

proteinler bu tiir etkiye 6rnektir.

2. Bastiric1 etki: ROS’lar ile etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltan ya da inaktif bicime doOniistiiren etki bastirici etki olarak adlandirilmaktadir.
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Vitaminlerden B-karoten, vitamin C, vitamin E ve flavonoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler. Bilirubinin bu tarz antioksidan etkisi de vardir.

3. Zincir kirict etki: ROS’lara baglanarak =zincir reaksiyonlarin1  kirip
fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir kirict etki denir. Bilirubin, hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

4. Onarici etki : Onaric etki tizerinde calismalar devam etmektedir. Oksidatif hasar
gérmiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler ve metiyonin siilfoksit rediiktaz bu gruba

ornek olarak verilebilir.

Antioksidanlar yapilarina gore enzimatik yapida olanlar ve enzimatik yapida
olmayanlar seklinde gruplandirilabildigi (Cizelge 1.6) gibi hiicre lokalizasyonlarina gore
de intraselliiler antioksidanlar, ekstraselliiler antioksidanlar ve membran antioksidanlari

olarak gruplandirilabilir (Gutteridge 1995).

Cizelge 1.6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Flavonoidler
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (Vit. E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Askorbat (Vit. C) Transferin
Fosfolipit hidroperoksit glutatyon B-Karoten (Vit. A) Ferritin
Peroksidaz (PLGPx) Melatonin Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Lipoik asit
1.3.5.1. Flavonoidler

Polifenoller giinliik diyetimizde en bol bulunan antioksidanlardan olup, bitkisel
kokenli gidalarin yaygin bir bilesenidir. Cogu meyve ve sebzede, misir gevreginde,
zeytinde, kuru baklagillerde, ¢ikolatada ve cay, kahve, sarap gibi bircok icecekte
polifenolik bilesiklere rastlanmaktadir. Dogada yogun olarak bulunmalarina karsin
polifenollerin etkileri beslenme uzmanlarinca o6zellikle son yillarda calisilmistir.
Polifenoller, fenolik asitler ve fenolik alkoller gibi bir tane fenol halkas1 igeren

molekiillerde dahil olmak {izere ¢ok sayida polifenolik yapry1 kapsamaktadir. Icerdikleri
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halka sayis1 ve bu halkalarin yapisal farkliliklarina gore cesitli siniflara ayrilmaktadirlar

(Grassi ve ark 2010).

Flavonoidler, bitkisel polifenollerin en yaygin grubunu olusturmaktadir. 8000’den
daha fazla tiirii tanimlanan flavonoidler, diger biitiin fitokimyasallar ve bilinen eksojen
antioksidanlardan daha fazla giinliik (1 g/giin) alinim ile diyetin 6nemli bir parcasi haline
gelmistir (Grassi ve ark 2010). Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince 'sar1' anlamina gelen
'flavus' sozctigiinden tiiretilerek flavonoid adini alan bu yapilar, 15 C atomlu 2-fenil
benzopiron (difenil propan) yapisin1 (Cg-C3-Cs) gosterirler (Sekil 1.15) (Kahraman ve ark
2002).

Bitkilerin ikincil metabolitlerinden olan flavonoidler, yasamsal gereksinimler i¢in
kullanilan karbonhidratlar, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden tiirerler. Fenil
benzopiron yapisi A, B, C halkalarindan meydana gelmistir. A-halkasi glikoz
metabolizmast sonucu olusan asetil koenzim A'dan olusan malonil koenzim A'nin 3
molekiiliiniin kondenzasyonu ile, B ve C halkalar1 ise yine glukoz metabolizmasi sonucu
olusan sikimik asit tizerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid bilesiklerinden olusmustur

(Kahraman ve ark 2002).

Sekil 1.15. Fenil Benzopiron

Iskelet yapilarindaki komplekslige, 6zellikle merkez C-halkasinin durumuna gére
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller veya 3-flavanoller, izoflavonlar ve

antosiyaninler (Cizelge 1.7) gibi alt siniflara ayrilabilmektedir (Grassi ve ark 2010).
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Cizelge 1.7. Farkl: tiirlere gore flavonoidler

Flavonlar Flavonoller Flavanonlar
Chrysin Quercetin Naringenin
Apigenin Rutin Eriodictyol
Luteolin Kaempferol Hesperidin
Myricetin
Flavanoller Izoflavonlar Antosiyaninler
Catechin Genistein Cyanidin
Epicatechin Daidzein Malvidin

Flavonoidler ve diger bitki fenolik bilesiklerinin 05°, RO®, RO% ve NO°®

radikallerini temizleme, demir ve bakir selasyonu, o-tokoferol rejenerasyonu
fonksiyonlarina ek olarak; vazodilatatdr, immiinstimiilan, antiallerjik, &strojenik, antiviral
(HSV, HIV, influenza ve rhinoviriislere kars1) etkileri de soz konusudur. Fosfolipaz-A,,
siklo-oksijenaz, lipo-oksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile anti-inflamatuar 6zellik de

gosterirler (Cimen 1999).

Flavonoidler ROS iiretiminin inhibisyonu ve mevcut ROS diizeyinin azaltilmasi
icin mitkemmel bir potansiyele sahiptir. Bu bilesiklerin ve metabolitlerinin antioksidan

aktivitesi yapilarindaki fonksiyonel gruplarin diizenine baglidir (Agati ve ark 2012).

Polifenolik antioksidanlarin hem konfigiirasyonu hem de bulundurduklar1 hidroksil
grubu sayist cesitli antioksidan aktivite mekanizmalarini etkileyebilmektedir. Serbest
radikal temizleme kapasitesi baslica olarak hidroksil substitiientlerinin  yiiksek
reaktivitesine baglanmaktadir. Flavonoid bilesiklerinin B-halka konfigiirasyonu ROS’larin
temizlenmesinde en belirleyici faktordiir. B-halkasindaki hidroksil gruplar1 hidrojen ve bir
tane elektronunu hidroksil, peroksil ve peroksinitrit radikaline aktararak onlari stabilize
eder ve kendisini digerlerine gore daha kararl flavonoid radikaline doniistiiriir. Ozellikle
toplam hidroksil grubu sayisiyla baglantili olarak peroksil ve hidroksil radikallerinin
siiptiriilmesi paralel olarak artmaktadir (Burda ve Oleszek 2001). Diger halkalardaki
hidroksil gruplarin antioksidan etkisinin B-halkasina kiyasla daha az oldugu bildirilmistir

(Kerry ve Rice-Evans 1999).
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Polihidroksile ve polimetoksile flavonoidler arasindaki antioksidan aktivite
farkliliklar1 molekiillerin hidrofobiklikleri ve diizlemselliklerindeki degisimlerden ileri
gelmektedir. O-metilasyon ile azalan antioksidan aktivite, diizlemsel yapinin bozulmasin
saglayan sterik etkilerin ortaya cikisi ile aciklanmaktadir. Her ne kadar metoksi/hidroksil
oran1 bir flavonoidin temizleme yeteneginin gostergesi olmasa da Ozellikle B-halkasi
metoksi grubun pozisyonuna karsi duyarlidir (Dugas ve ark 2000). O-metilasyon diginda
flavonoid halkasindaki c¢oklu baglarin 4-okso pozisyonuyla verdigi konjiigasyonda
antioksidan aktiviteyi etkiler. A ve B halkalar arasindaki konjligasyon yapinin kararliligi
ile birlikte ROS temizleme yetenegini de artirmaktadir. Ayrica flavonoidlere baglanan
karbonhidrat gruplart hidroksillerin yerlerine baglandigindan 6tiirii yapinin antioksidatif
giiclinli etkileyebilmektedir. Bu yiizden quercetin, luteolin gibi aglikon flavonoidler daha

etkili antioksidanlardandir (Kerry ve Rice-Evans 1999).

1.3.5.1.1 Quercetin (3,5,7,3’,4’-pentahidroksiflavon)

Quercetin  (Sekil 1.16), flavonoid bilesiklerin alt1 altsinifindan biri olan
flavonollerin bir tiyesidir (Ross ve Kasum 2002). Meyve ve sebzelerin ¢ogunda bulunan
flavonollerin bati1 toplumlarindaki bireylerde giinlik muhtemel alinimi 20-50 mg
civarindadir ve bu miktarin ¢ogunlugunu quercetin, kaempferol ve myricetinin glikozit

formlar1 olusturur (Cao ve ark 2010).

Sekil 1.16. Quercetin
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Quercetin parlak sar1 renkte, soguk suda ¢oziinmeyen, sicak suda ¢ok az ¢oziinen
fakat alkol ve yaglarda oldukga iyi ¢dziinen bir yap1 sergiler. Quercetin glikozit, quercetin
yapidaki bir tane OH grubuna (genellikle 3’ pozisyonuna) glikozil grubun (glikoz, ramnoz,
rutinoz gibi bir seker) atak yapip baglanmasi sonucu olusur. Atak yapan glikozil grup
absorpsiyon ve in vivo etkileri degistirmekle beraber esas temel degisim quercetin aglikona

gore artan sudaki ¢oziintirliiktiir (Holman ve ark 1999, Ross ve Kasum 2002).

Quercetin tipi flavonoller bitkiler aleminde genis ¢apli olarak yer almaktadir. Elma,
kiraz, cilek, dut, lahana, karnibahar, iiziim, sogan, cay, domates ve kapari gibi cesitli
gidalarda ve yine bir¢ok bitkinin tohum, kabuk ve yapraklarinda bulunurlar. Ayrica Ginkgo
biloba, Hypericum perforatum ve Sambucus canadensis gibi tibbi bitkilerde quercetin

icermektedirler (Hékkinen ve ark 1999, Williamson ve Manach 2005).

Cok miktarda in vitro ve in vivo hayvan ¢alismalari quercetinin antioksidan
potansiyeli lizerine yogunlagsmistir. Bu caligmalar, quercetinin antioksidan etkilerinin
beyini, kalbi ve diger dokular1 iskemi-reperfiizyon hasari, toksik bilesikler ve oksidatif

strese neden olan diger faktorlere karst korudugunu ileri siirmektedir (Kelly 2011).

Glikozun sorbitole doniisiimiinii katalizleyen aldoz rediiktaz, diyabetik kataraktin
olusumunda ana role sahip bir enzimdir. Quercetinin lens aldoz rediiktazin in vitro
inhibitdrii oldugu (Varna ve ark 1975, Chaudry ve ark 1983) ve ratlarda etkili bir sekilde
poliol birikimini bloke ettigi bildirilmistir (Varna ve ark 1977).

Quercetinin rat modellerinde ruh hali, bilis ve renal fonksiyonlardaki diyabet
kaynakl diisiise kars1 koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (Anjaneyulu ve ark 2003, Youl
ve ark 2010).

Quercetinin iyi bir in vitro antioksidan oldugu bilinmektedir. Flavonoid ailesi
icerisinde quercetin siliperoksit, nitrik oksit ve peroksinitrit i¢in potansiyeli en yliksek
serbest radikal siipiiriiclisiidiir. Quercetinin bu antioksidatif kapasitesi, molekiilde serbest
radikallerin siipiiriilmesi i¢in optimal konfigiirasyonu saglayan iki farmakolojik olarak
etkin gruptan kaynaklamaktadir. Bunlar B halkasindaki katekol grubu ve A ile C
halkalarmin hidroksil gruplaridir (Sekil 1.15). Quercetinin hem daha fazla hidroksil grubu
bulundurmast hem de bir aglikon olmasi antioksidan aktivite giicii acisindan diger

flavonoidlerden ayrilmasini saglamaktadir (Cushine ve Lamb 2005). Hatta referans
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antioksidan olan trolox ile karsilastirildiginda toplam plazma antioksidan kapasiteye

katkis1 6.24 kat daha fazladir (Arts ve ark 2004).

ROS’lar sadece oksidatif stresin meydana geldigi durumlarda degil ayn1 zamanda
TNFa gibi sitokinlerin iiretimine neden olan aktive edici protein (AP)-1 ve NF«xB gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla sekillenen inflamasyon siireglerinde de
karsimiza c¢ikar. ROS’larin temizlenmesi sadece oksidatif stresin ortaya ¢ikisini
engellemez, ayn1 zamanda inflamasyonun azaltilmasini1 da saglar. Quercetinin periferik
kandaki mononiikleer hiicrelerde TNFa iiretimini ve NFkB modiilasyonu ile gerceklesen

TNFa gen ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Nair ve ark 2006).

Anti-aterojenik, antibakteriyel, antifibrotik, antihipertansif, antikoagiilatif ve
antiproliferatif Ozelliklere sahip oldugunu gosteren c¢alismalarin da mevcut oldugu
quercetinin biyotransformasyonla ilgili enzimlerin gen ekspresyonunu modiile ettigi ve
Ostrojen baglanma bdlgeleri ile etkileserek hiicre proliferasyonunun inhibisyonunu

sagladig bildirilmistir (Boots ve ark 2008).

Quercetinin antioksidatif aktivitesinin gosterdigi siire zarfinda cesitli oksidasyon
tiriinlerine doniistiigli de bilinmektedir. Quercetinin oksidasyonu, QQ olarak kisaca ifade
edilen ve dort tane tautomer formu bulunan quercetin kinon yapisinin olugmasini saglar.
Kinonlar gibi oksidasyon iiriinleri, protein tiyol gruplarini arilleyici yeteneklerinden otiirii
olduke¢a toksik etkiye sahiptirler (Awad ve ark 2002). Gergekten de QQ tiyol gruplarina
kars1 ¢ok reaktiftir ve en 6nemli endojen tiyollerden olan GSH ile birlikte glutatyonil
quercetin (GSQ) ad1 verilen ve olusumu askorbat tarafindan engellenemeyen bir katilma
triini verirler. GSQ kararli bir iiriin degildir. Hizli bir sekilde pargalanarak 2 dakikada
GSH ve QQ bilesenlerine doniismektedir. GSH konsantrasyonu yiiksek oldugu siirece QQ
glutatyonil quercetin icerisinde tutuldugundan etkili bir koruma gerceklestirilecektir.
Ancak GSH konsantrasyonu diisiik oldugunda ise QQ protein siilfidriller gibi diger tiyol
gruplar1 ile reaksiyon verecektir. QQ’nun diger tiyollere baglanmasi ile membran
gecirgenliginde artis veya SH-gruplar1 bulunduran enzimlerin fonksiyonlarinda azalis gibi
toksik etkiler meydana gelebilmektedir. Bu sebeple QQ’ya karst GSH’1n koruyucu etkisi
uzun stireli degildir. (Boots ve ark 2008).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Hayvan Materyali

(Calismada kullanilan 90 adet Wistar cinsi, 6—8 haftalik, erkek (210-300 g) ratlarin
bakim ve beslemeleri ¢alisma boyunca 2442 °C gevre sicakligi, % 55-60 nem ve 12:12
saatlik aydinlik-karanlik dongiisti sartlarinda gergeklestirildi. Kuru pellet yemle (Cizelge
2.1) besleme ve giinliik taze su temini siirekli saglandi. Deneysel asama baslamadan bir
hafta once ratlar alinarak ortama adapte edildi. Calisma boyunca hayvanlara yapilacak tim
miidahaleler, ADU Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen kurallar
dogrultusunda, 29/09/2010 tarihli, 2010/089 sayili arastirma kapsaminda ADU Veteriner
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Cizelge 2.1. Kullanilan standart rat yemi bilesimi

Bilesimi Birimi Miktar1  Bilesimi Birimi Miktarn
Nem 12 Vitamin E 60
Protein 20 Vitamin K 1
Ham lif 7 Vitamin B1 3
Ham kiil 8 Vitamin B2 4
Yag 6 Vitamin B6 1
Lizin % 1 Vitamin B12 0.09
Metiyonin 0.6 Pantotenik Asit 1.5
Metiyonin + Sistin 1 Niasin mg/kg 10
Sodyum Kloriir 0.2 Biyotin 0.08
Kalsiyum 1 Kolin klorid 1000
Fosfor 0.9 Demir 300
Sodyum 0.5 Bakir 20
Magnezyum ppm 200 Manganez 10
Enerji Kcal/kg 2650  Cinko 4
Vitamin A Iy 300 Iyodin 1.3
Vitamin D 1000  Selenyum 0.3
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2.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Analizler i¢in; PBS Tablet (Sigma, P4417), Tip XI Agaroz (Sigma, A3038), Tip II-
A Agaroz (Sigma, A9918), Sodyum Kloriir (Sigma, S9888), EDTA (Sigma, E9884),
Trizma Baz (Sigma, 93286), Sodyum Hidroksit (Sigma, 71690), N-Laurilsarcosin Sodyum
Tuzu (Sigma, 61745), Triton X-100 (Sigma, T8532), Dimetil Siilfoksit (Sigma, D4540),
Trizma HCI (Sigma, T3253), Etidyum Bromiir (Sigma, 46065), Etanol (Sigma, 32294),
Histopaque-1077 (Sigma, 10771), Fetal Bovine Serum (Sigma, 12103C), Trikloroasetik
Asit  (Sigma, T4885), 2-Tiyobarbitlirik Asit (Sigma-Aldrich, T5500), 1,1,3,3-
tetractoksipropan (Aldrich, T9889), Streptozotosin (Sigma, S0130), Quercetin Dihidrat
(Alfa Aesar, A15807), Nitrotirozin ELISA Kiti (Oxiselect, STA-305), Protein Karbonil
Icerik ELISA Kiti (Oxiselect, STA-310), Ileri Oksidasyon Protein Uriinleri ELISA Kiti
(Oxiselect, STA-318) kullanilmistir.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan; -80°C derin dondurucu (NuAire, ABD), ELISA
okuyucusu (Optic Ivymen System 2100-C, Ispanya) ve calkalayicisi (Insel Hamble
SO38DH, Ingiltere), santrifiij (Niive NFSOOR, Tiirkiye), spektrofotometre (Shimadzu UV-
1601, Avusturalya), vorteks (VELP ZX3, italya), manyetik karistirict (VELP AREX,
Italya), Etiiv (Memmert, Almanya), Hassas terazi (Sartorius, Almanya) ve otomatik
pipetler (Isolab 2-20ul, Isoterm 20-200 ul, Brand 5-50 pl, Isoterm 100-1000 pl), pH metre
(pH 211, Hanna, ABD) ve Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan; Comet assay Tank 20 slides (Cleaver Scientific,
Ingiltere), Sirkiilasyonlu su banyosu (Julabo, Almanya), Floresan arastirma mikroskobu
(Leica, Almanya), Comet assay IV goriintii analiz sistemi (Perceptive Instruments,

Ingiltere) kullanilmustir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Deney Gruplar ve Uygulama Protokolii

Hayvanlarin, c¢alismadan bir hafta 6nce deney hayvanlari iinitesindeki standart
kafeslere konularak ortama adaptasyonlari saglandi. Calismada her biri 15 hayvandan

olusan 6 grup olusturuldu.

1. Grup (SF): Ratlara intraperitonal (i.p.) tek doz serum fizyolojik (2 ml/kg)
uygulanarak deneye dahil edildi.

2. Grup (STZ): Ratlara i.p. yoldan tek doz streptozotosin (50 mg/kg) verildi.
3. Grup (QUER): Ratlara gavaj yoluyla tek doz olarak 50 mg/kg quercetin verildi.

4. Grup (STZ+20QUER): Ratlara i.p. yoldan tek doz streptozotosin (50 mg/kg)
uyguland1 ve takip eden 21 giin boyunca her giin gavaj yoluyla tek doz olarak 20 mg/kg

quercetin verildi.

5. Grup (STZ+50QUER): Ratlara i.p. yoldan tek doz streptozotosin (50 mg/kg)
uyguland1 ve takip eden 21 giin boyunca her giin gavaj yoluyla tek doz olarak 50 mg/kg

quercetin verildi.

6. Grup (STZ+70QUER): Ratlara i.p. yoldan tek doz streptozotosin (50 mg/kg)
uygulandi ve takip eden 21 giin boyunca her giin gavaj yoluyla tek doz olarak 70 mg/kg

quercetin verildi.

Streptozotosin sodyum sitrat tamponunda (pH: 4.5), quercetin ise ¢ift distile suda

siispanse edilerek deney hayvanlarina uygulandi.

Deneme asamasi baslamadan once kan glikoz degerleri 6lciildii ve streptozotosin
gruplarina ait ratlarin kan glikoz degerleri 250 mg/dl’den daha yiiksek olanlar ile SF ve
QUER gruplarina ratlarin kan glikoz degerleri 110 mg/dl’den diigiik olanlar deney
gruplaria dahil edildi.

Enjeksiyondan 21 giin sonra ¢aligmadaki tiim ratlarin eter anestezisi altinda kalpten
enjektor ile kanlart alind1 ve comet analizi i¢in heparinli tiiplere, diger analizler i¢in de
serum tiiplerine aktarildi. Plazma Ornekleri ¢ikarildi ve sonra g¢alisilmak iizere -80°C’de

derin dondurucuda saklandi.
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Plazma MDA diizeyi Olglimiinde Hammouda ve arkadaslari (1995) tarafindan
bildirilen yontem kullanildi. Protein hasarnin gostergeleri olan AOPP, PCO ve NT
seviyeleri hazir ticari kitler kullanilarak serumda tespit edildi, ayrica oksidatif DNA
hasarmin diizeyi, Singh ve arkadaslar1 (1988) tarafindan bildirilen comet yontemi ile

lenfosit hiicrelerinde ortaya kondu.

2.2.2. Analizler
2.2.2.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

MDA seviyeleri tiyobarbitiirik asit (TBA) reaktivitesi yontemi kullanilarak 6l¢iildii
(Hammouda ve ark 1995).

Analiz prensibi.

Yag asidi peroksidasyonunun bir {iriinii olan MDA, TBA ile reaksiyona girerek
sicak ve alkali ortamda, 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren renkli
kompleks olusturur. Olusan kompleksin okunan absorbansindan faydalanilarak MDA

degerleri elde edilir.

Analiz prosediirii:

1. Tiiplere 2500 pl % 10’luk (w/v) trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi konduktan
sonra kor tiipiine 500 pl distile su, numune tiiplerine ise 500 pl plazma
numunesi eklenerek vorteksle karistirildi.

2. Agzi kapatilan tiipler 15 dakika 90°C’de su banyosunda bekletildi.

3. Tipler sogutulduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

4. Supernatantlardan 2000 pl alindi ve iizerlerine % 0.675’lik (w/v) TBA
cozeltisinden 1000 pl eklendi.

5. Yine 15 dakika boyunca 90°C’lik su banyosunda tiipler bekletildikten sonra
sogutuldu.

6. Numunelerin her biri kore karst 532 nm dalga boyunda UV
spektrofotometresinde (Shimadzu UV-1601, Avustralya) okundu.
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1,1,3,3-tetramethoxypropane’nin degisik konsantrasyonlari (0-20 nmol/ml) ile
hazirlanan standart grafiginden faydalanilarak MDA diizeyleri plazma i¢in nmol/ml olarak

hesaplandi.

2.2.2.2. ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (AOPP) Analizi

Serum ileri oksidasyon protein iiriinleri analizi, ticari ELISA kiti (Oxiselect, STA-
318) kullanilarak gergeklestirildi. Anderson ve arkadaslarinca (2010) kullanilan yontem ile
calisild.

Analiz prensibi.:

AOPP analiz kiti, biyolojik oérneklerdeki AOPP diizeylerinin kantitatif 6l¢iimii i¢in
kullanilan bir biyoanaliz aracidir. Numuneler ve kloramin standartlar ilk olarak renk
gelisim siirecini baslatacak olan analiz reaksiyon baslaticisi ile karistirilirlar. Kisa bir
inkiibasyondan sonra bir durdurma soliisyonu eklenir ve hem 6rnekler hem de standartlar
ELISA okuyucusunda okunur. Bilinmeyen numunelerdeki AOPP igerik, daha onceden

belirlenmis kloramin standart egrisi ile karsilastirilarak tespit edilir.

Analiz prosediirii:

1. Once numuneler 1X Analiz Seyrelticisi ile sulandirildi.

2. Standart ve numunelerin her birinden 200 pl ELISA plakalarindaki kuyucuklara
kondu.

3. Her bir kuyucuga 10 pl Kloramin Reaksiyon Baslaticis1 eklendi ve 5 dakika
calkalayicida inkiibasyona birakildi.

4. Dabha sonra her bir kuyucuga Durdurma Soliisyonu eklenerek plaka karigtirildi.

5. Zaman kaybetmeden 340 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda plaka

okundu.

Kloramin Standardin degisik konsantrasyonlar: (0-100 uM) ile hazirlanan standart

egrisinden faydalanilarak AOPP seviyeleri serum i¢in pM olarak hesaplandi.
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2.2.2.3. Protein Karbonil icerikleri (PCO) Analizi

Serumda protein karbonil icerikleri analizi, ticari ELISA kiti (Oxiselect, STA-310)
kullanilarak gergeklestirildi. Ungvari ve arkadaslarinca (2011) kullanilan yontem ile

calisildi.
Analiz prensibi.:

BSA (Bovine serum albumin) standartlar ve protein 6rnekleri (10 pg/ml) 37°C’de 2
saat boyunca plakadaki kuyucuklara absorbe ettirilir. Ornek ve standartlardaki protein
karbonil igerik, dinitrofenil (DNP) hidrazon tiirevine doniistiiriiliir ve bir anti-DNP antikor
ile onu takiben bir HRP (Horseradish peroksidaz) konjuge ikincil antikor ile incelenir.
Bilinmeyen numunelerdeki PCO seviyeleri, indirgenmis BSA ve yiikseltgenmis BSA

standartlarindan hazirlanan standart egrisi ile karsilagtirilarak tespit edilir.

Analiz prosediirii:

1. Protein 6rnekleri 10 pg/ml olacak sekilde 1X PBS ile seyreltildi.

2. Standartlardan ve seyreltilen 6rneklerden 100 pl alinip ELISA plakalarindaki
kuyucuklara kondu ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

3. Kuyucuklar 3 kez 250 pl 1X PBS ile yikandi.

4. 100 pl DNPH (Dinitrofenilhidrazin) Calisma Soliisyonu eklenip, oda
sicakliginda ve karanlikta 45 dakika inkiibe edildi.

5. Plaka 250 pl 1X PBS/Etanol (1:1, v/v) karistimi ve 5 dakikalik orbital
calkalayicidaki inkiibasyonla 5 kez yikandi. 2 defa da 250 pl 1X PBS ile
kuyucuklar yikandi.

6. Her kuyucuga 200 pl Bloklama Soliisyonu eklendi ve orbital ¢alkalayicida oda
sicakliginda 1.5 saat inkiibe edildi.

7. 250 pl 1X Yikama Tamponu ile kuyucuklar 3 kez yikandiktan sonra tiim
kuyulara 100 pl seyreltilmis edilmis Anti-DNP Antikor eklenip, 1 saat orbital
shakerda oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. 250 pul 1X Yikama Tamponu ile plaka 3 kez tekrar yikandiktan sonra yine tiim
kuyucuklara 100 ul seyreltilmis HRP Konjuge Ikincil Antikor eklenip, 1 saat
orbital ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi.
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9. 250 pl 1X Yikama Tamponu ile kuyucuklar 5 kez yikandiktan sonra tiim
orneklere 100 pl Substrat Soliisyonu eklenerek oda sicakliginda calkalayicida
15 dakika inkiibasyona birakildi.

10. Her kuyucuga 100 pl Durdurma soliisyonu eklenerek enzim reaksiyonu
durduruldu.

11. Tek dalga boyunda 450 nm’de ELISA okuyucusunda plaka okundu.

Indirgenmis BSA ve yiikseltgenmis BSA’nin karisimi ile hazirlanan protein
karbonil standardin degisik konsantrasyonlar1 (0-7.5 nmol/mg) ile hazirlanan standart

egrisinden faydalanilarak PCO seviyeleri serum i¢in nmol/mg olarak hesaplandi.

2.2.2.4. Nitrotirozin (NT) Analizi

Plazmada nitrotirozin analizi, ticari ELISA kiti (Oxiselect, STA-305) kullanilarak

gerceklestirildi. Li ve arkadaslarinca (2008) kullanilan yontem ile ¢alisildi.

Analiz prensibi.:

Numuneler ve nitratlanmis BSA standartlar, plakadaki nitratize BSA igeren
kuyucuklara konur. Kisa bir inkiibasyondan sonra bir anti-nitrotirozin antikoru ve onu
takiben bir HRP konjuge ikincil antikor eklenir. Bilinmeyen numunelerdeki NT seviyeleri,
nitratlanmis BSA standartlarindan hazirlanan standart egrisi ile karsilagtirilarak tespit

edilir.

Analiz prosediirii:

1. Plakadaki kuyucuklara 50 ul numune ve standartlardan kondu. Oda sicakliginda
10 dakika calkalayicida inkiibe edildi.

2. Her kuyucuga 50 pl seyreltilmis Anti-Nitrotirozin Antibody eklendi ve oda
sicakliginda orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi.

3. Tiim kuyucuklar 250 pl 1X Yikama Tamponu ile 3 kez yikandi.

4. 100 pl seyreltilmis HRP Konjuge ikincil Antikor eklenerek 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi.

5. Yine her kuyucuk 250 pl 1X Yikama Tamponu ile 3 kez yikandi.
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6. Daha sonra tiim 6rneklere 100 pl Substrat Soliisyonu eklenerek oda sicakliginda
calkalayicida 15 dakika inkiibasyona birakildu.

7. Her kuyucuga 100 pl Durdurma Soliisyonu eklenerek enzim reaksiyonu
durduruldu.

8. Tek dalga boyunda 450 nm’de ELISA okuyucusunda plate okundu.

Nitratlanmis BSA ile hazirlanan nitrotirozin standardin degisik konsantrasyonlari
(0-8000 nM) ile hazirlanan standart egrisinden faydalanilarak NT seviyeleri serum i¢in

nmol/mg olarak hesaplandi.

2.2.2.5. Comet Analizi

DNA hasar diizeyi, Singh ve arkadagslar1 (1988) tarafindan bildirilen comet yontemi

ile lenfosit hiicrelerinde ortaya kondu.

Analiz prensibi.

Comet yontemi tek bir okaryotik hiicrede ve bazi prokaryotik hiicrelerde DNA
hasar ve onarimini dlgmek i¢in kabul goren bir yontemdir. Mikroskop lami iizerinde ince
bir agar jele siispanse edilmis az sayidaki hiicrenin lize edildikten sonra elektroforez
islemine tabi tutulmasi, elektrik akiminda kirilmis ve hafiflemis DNA fragmanlarinin
cekirdekten hizla gociinlin saglanmasi temeline dayanir. Elektroforez islemi sonrasi
floresan bir boya ile boyanan hiicreler floresan mikroskop altinda gbzle veya bilgisayar

programi ile degerlendirilir.

Comet analizinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. PBS (Fosfat tamponu): 1 adet PBS tablet 200 ml distile suda ¢6ziildii ve pH
7.4’e ayarlandi. Otoklavda sterilize edildikten sonra +4 °C’de saklandi.

2. Normal kaynama dereceli agar (NMA): 500 mg NMA 50 ml PBS’de
mikrodalgada eritildi ve lamlarin kaplanmasi asamasina kadar su banyosunda

60 °C’de bekletildi.
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10.

Diistik kaynama dereceli agar (LMA): 250 mg LMA 50 ml PBS’de
mikrodalgada eritilerek 5 ml’lik tiiplerde kullanilincaya kadar +4°C’de
bekletildi. Kullanilmadan hemen 6nce 37 °C’lik su banyosunda ¢6ziinmesi
saglandi.

Stok lysing soliisyonu: 2.5 M NaCl (146.1 gr), 100mM EDTA (37.2 gr), 10 mM
Trisma baz (1.2 gr) ve 8 gr NaOH 700 ml su ile karistirici altinda eritildi. pH 10
olacak sekilde ayarlandiktan sonra hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Oda
sicakliginda saklandi.

Lysing soliisyonu: Lysing soliisyonu kullanilacagi zaman taze olarak 178 ml
stok lysing soliisyonuna 2 ml Tritonx100 ve 20 ml DMSO ilave edildi.

10 N NaOH stok ¢ozeltisi: 200 gr NaOH 500 ml distile suda ¢oziildi ve +4
°C’de sakland.

200 mM EDTA stok soliisyonu: 14.89 gr EDTA 200 ml distile suda ¢oziildii ve
pH 10 olacak sekilde ayarlandi. +4°C’de saklandi.

Elektroforez tamponu: 30 ml 10 N NaOH ve 5 ml 200 mM EDTA stok
sollisyonlardan alinip ve 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi. Cozelti pH’s1
>13 olacak sekilde ayarlandi ve +4°C’de saklandi.

Notralizasyon tampon ¢ozeltisi: 0.4 M Tris (48.5 gr Tris HCI) 800 ml suda
coziildii. pH 7.5 olacak sekilde konsantre HCI ile ayarlanip ve 1000 ml su ile
tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Boyama soliisyonu: 10 mg etidyum bromiir 50 ml su da eritildi (200 pg/ml
yogunlukta ve 10xstok soliisyon elde edildi). Kullanimda 1 ml stok soliisyona 9

ml su ile seyreltildi.

Analiz prosediirii:

Lenfosit Izolasyonu: 2000 ul kan + 2000 pl PBS bos bir tiipte karistirildi. 2000 ul

Histopaque 1077 eklenmis dibi konik bagka bir santrifiij tiipiine kan ve PBS karisimi1 (2 ml
kan+2 ml PBS) dikkatlice eklendi. Histopaque+kan+PBS karisimi1 2000 rpm de 25 dk oda
sicakliginda santriflyj edildi. Bulutsu yapida goriilen mononiikleer kisim pastor pipeti ile

dikkatlice

dibi konik yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi ve tizerine 5000 pl kadar PBS

eklendi. Mononiikleer hiicreler (¢ogunlugu lenfosit) ve PBS karigim1 2000 rpm de 10 dk
oda sicakliginda santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda istteki kisim uzaklastirildi ve tiipiin

dibinde hiicreler y18in halinde elde edildi. Hiicre kiimesine tekrar 500 pl PBS ilave edilip
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vortekslendi ve lenfosit soliisyonlart hazirlandi. Heparinli tiipe kan numunesi alindiktan 2

saat icerisinde yukaridaki tiim iglemler tamamlandi.

Izolasyon sonrasi lenfosit soliisyonundan 40 pl alindi ve 40 pl Tiirk soliisyonu
eklenerek bekleme yapilmaksizin hiicrelerin 151k mikroskobu altinda toma laminda sayimi
gerceklestirildi. Sayim sonrast 1 pl’de en az 15000-20000 hiicre olacak sekilde
yogunlastirma veya seyreltme islemi uygulanarak lenfosit slispansiyonu lama aktarim i¢in

hazir hale getirildi.

Lamlarin hazirlanmasi: Lamlarin tzerinde bulunmasi muhtemel olan kirliliklerin
giderilmesi i¢in kullanilacak tim lamlar etanole batirilarak temizlendi ve bek alevinde

kurutuldu.

Lenfosit hiicrelerinin gomiilmesi ve elektroforez sirasindaki gogii saglamasi
amactyla lamlarin st yiizii, 60°C’lik su banyosunda erimis halde bulunan NMA ile

kaplandi. Hazir hale gelen lamlar +4°C’de saklandi.

Lenfositlerin NMA ile kaplanmis lamlar iizerine gomiilmesi: 250 pl lenfosit
stispansiyonu, 37 °C’de erimis halde su banyosunda tutulan 550 pl LMA ile karistirtlip
vortekslendi. Daha sonra +4°C’de bulunan NMA ile kaplanmis lamlara bu karisim her bir
ornekten iki tane lam olacak sekilde yayildi ve lamlar lamelle kapatildi. Buzdolabindaki
soguk yiizey iizerine tiim lamlar yerlestirilerek bir siire bekletildi ve agarozlarin birbirine

yapigmasi saglandi. Agarozlar birbirine yapistiktan sonra lameller dikkatlice ¢ikarildi.

Lysing: Stok soliisyonundan hazirlanan lysing ¢ozeltisinden 75 ml dik salelere
eklendi ve +4°C’ye kadar sogumaya birakildi. Salelerdeki bolmelere yerlestirilen agaroz-

hiicre karigimi bulunduran lamlar 12 saat boyunca +4°C’de lysing soliisyonu igerisinde

bekletildi.

Elektroforez: Elektroforez tanki soguk elektroforez tamponu ile lamlarin {izerini 0.5
cm kapatacak seviyede dolduruldu. 12 saat sonunda lysing ¢dzeltisinden alinan lamlarin
agaroz-hiicre kismu iiste gelecek sekilde tanka yerlestirildi. Tampon ile dolu tankta lamlar

30 dakika bekletildikten sonra 25V ve 300 mA lik kosullarda 30 dakika yiiriitiildii.

Notralizasyon ve fiksasyon: Elektroforez sonrasi tanktan cikarilan lamlar 3 ayn

notralizasyon ¢ozeltisinde 5’er dakika yikandi. Notralizasyondan sonra hiicreleri lamlara
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fikse etmek icin 3 ayri etanol ¢ozeltisinde lamlar 5’er dakika bekletildi. Fiksasyon bittikten

sonra lamlar karanlik bir ortamda kurumaya birakildi.

Boyama: Kuruyan lamlarin iizerine 60 pl etidyum bromiir (200 pg/ml) ilave edildi
ve lamlar lamelle kapatildi. 10 dakika beklendikten sonra floresan mikroskopta inceleme

islemine gecildi.

Mikroskopik inceleme: Her numune i¢in iki tane hazirlanan lamlardan 50°ser adet
hiicre floresan mikroskop (Leica, Almanya) altinda Comet Assay IV goriintii analiz
programi (Perceptive Instruments, ingiltere) yardimiyla bilgisayarla rastgele olarak sayildi.
DNA hasar1 gostergesi olarak kabul edilen gruplara ait Kuyruk Momenti (Tail moment)

degerleri ve comet goriintiileri kaydedildi.

2.2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma sonunda haftalik rat agirlik ve kan glikoz degerleri ile tiim biyokimyasal
parametreler ve comet analizi sonuglarina ait verilerin ortalamatstandart hata (X + SE)
degerleri verildi. Kontrol ve uygulama gruplar arasindaki farkliliklar SPSS 17.0 paket
programinda One-Way ANOVA varyans analizinde Duncan testi kullanilarak degerlendirildi.

P<0.05 altindaki degerler anlamli kabul edildi.
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3.1. Ratlarin Canh Agirhiklar:

3. BULGULAR

Calisma baslangicinda ve ¢alisma sirasinda, haftada bir kez ratlarin canl agirliklar

Ol¢iilmiistiir. Canli agirhiklara ait istatistik Cizelge 3.1°de ve ilgili grafik Sekil 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1. Ratlara ait haftalik agirlik degerleri (gram)( X + SE)

Gruplar (n=15) 0. Giin 7. Giin 14. Giin 21. Giin
SF 252.60+5.39  255.60+7.15° 258.73+7.25¢  265.93+8.66°
STZ 248.73+7.02  230.60+5.08" 232.33+5.31*"  231.53+5.52*"
QUER 247.7142.92  249.5743.97°¢ 250.50+£4.66%%  249.92+3.60°
STZ+20QUER  252.78+2.59  234.4243.46° 229.57+4.33*®  223.85+5.51*"
STZ+50QUER  245.23+3.33  241.3042.75*® 238.23+2.30™°  237.23+2.49"¢
STZ+70QUER  238.93+2.86  228.26+2.99° 223.20+3.07°  219.13+4.44°

ab.e.d. Aym siitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Calisma Oncesinde tlim gruplara ait rat agirligi degerleri arasinda istatistiksel bir

fark belirlenmemistir.

Canli agirlik yoniinden 7. giinde SF grubu ile STZ, STZ +20QUER, STZ
+50QUER ve STZ +70QUER gruplar1 arasinda anlamli farklar bulunurken, aym sekilde
QUER grubu ile STZ, STZ +20QUER ve STZ +70QUER gruplar1 arasinda da istatistiksel
fark tespit edilmistir (p<0.05). SF ve QUER grubuna goére diger gruplarda canli agirlik

degerlerinin 6nemli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir.

7. giinde gruplara ait rat agirliklarina iliskin gozlemlerin aynisi 14. giinde de devam
etmistir. Ayrica STZ +50QUER grubu ile STZ +70QUER grubu arasinda da anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05).
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21. giinde ise SF grubunun en yiiksek agirlik degerine sahip oldugu ve tiim deney
gruplari ile arasinda fark bulundugu belirlenmistir. Ayrica en yiiksek ikinci agirlik degerine
sahip olan QUER grubunun SF ile birlikte STZ, STZ +20QUER ve STZ +70QUER
gruplar ile istatistiksel acidan farkli oldugu goriilmiistiir (»<0.05). Bunlarin disinda 14.
giindeki STZ +50QUER grubu ile STZ +70QUER grubu arasindaki farklilik 21. giinde de

devam etmistir.
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Sekil 3.1. Ratlara ait haftalik agirlik degerleri grafigi
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3.2. Ratlarin Kan Glikoz Degerleri

Calisma baglangicinda ve c¢alisma sirasinda, ratlarin kan glikoz degerleri

Ol¢iilmiistiir. Kan glikoz degerlerine ait istatistik Cizelge 3.2°de ve ilgili grafik Sekil 3.2°de

verilmistir.
Cizelge 3.2. Ratlara ait kan glikoz diizeyleri (mg/dl)( X = SE)
Gruplar (n=15) 0. Giin 7. Giin 21. Giin

SF 113.50+0.28 137.00+1.51*° 148.50+9.72°

STZ 116.50+2.05 299.00:+48.37¢ 427.20£16.04°

QUER 114.00+2.81 127.00+4.08? 161.25+3.56°
STZ+20QUER 118.50+1.61 309.16+44.24° 505.33+26.46°
STZ+50QUER 112.50+0.90 244.66+50.11%¢ 437.83+18.04°
STZ+70QUER 117.50+4.13 225.80+36.02%"¢ 480.40+17.27%¢

b, Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Calisma Oncesinde tlim gruplara ait kan glikoz degerleri arasinda istatistiksel bir
fark belirlenmemistir.

7. giinde tiim gruplarin kan glikoz diizeylerinde artis olmakla birlikte en yiiksek kan
glikoz degerleri STZ ve STZ+20QUER grubunda gézlemlenmis ve bu gruplar ile en diisiik
kan glikoz diizeyine sahip SF ve QUER gruplar1 arasinda anlamli farklar tespit edilmistir.
Ayrica QUER grubu ile STZ+50QUER grubu arasinda da istatistiksel fark belirlenmis ve
STZ+50QUER grubundaki kan glikoz diizeyinin daha yiiksek oldugu goriilmiisgtiir
(<0.05).

21. giinde ise SF ve QUER gruplar1 ile STZ ve STZ+quercetin gruplar arasinda
anlamli bir degisim gozlemlenmistir. Bundan baska STZ+70QUER grubu hari¢ en yiiksek
kan glikoz diizeyine sahip STZ+20QUER ile diger deneme gruplar1 arasinda istatistiki
onemde bir fark belirlenmistir (»<0.05).
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Tim gruplardaki ratlarda ilerleyen giinlerde kan glikoz diizeyleri anlamli sekilde
artis gostermistir. En az yiikselme SF ve QUER gruplarinda iken, artis STZ ve Quercetin
gruplarinda daha siddetli olmugtur.

480 -
430 -

3 380 -

S~

oo

£ —4—SF

= 330 -

:“N:’ —@—STREP

©

Ny 280 - === QUER

7

) =>é=STREP+20QUER

£ 230 -

2 —¥=STREP+50QUER
180 - —@—STREP+70QUER
130 -

80 T T 1
0. Gln 7. Gln 21. Giin
Zaman (Gin)

Sekil 3.2. Ratlara ait kan glikoz diizeyleri grafigi
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3.3. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Deneme sonunda ratlarin plazma MDA, AOPP, PCO ve NT diizeyleri belirlendi.
Bu degerler yardimiyla her grup i¢in hesaplamalar yapilarak standart hatalar1 bulundu.

Calisma gruplarina ait bulgular Cizelge 3.3°de goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Deneme gruplarina ait plazma malondialdehit, ileri oksidasyon protein

tiriinleri, protein karbonil igerik ve nitrotirozin diizeyleri

Gruplar MDA (nmol/ml) AOPP (uM) PCO (nmol/mg) NT (nM)
(n=15) (X £ SE) (X £ SE) (X +SE) (X £ SE)
SF 17.73£1.12° 14.48+3.17° 0.89+0.14° 1.89+0.08°
STZ 45.59+2.36° 23.5245.21° 0.92+0.16" 1.98+0.09*"¢
QUER 22214137 20.92+5.68° 1.16+0.11*° 1.96+0.09*°
STZ +20QUER 25.7142.45°  26.69+12.52° 1.29+0.18*° 2.31+0.07%¢
STZ +50QUER 26.24+3.43°  30.35+10.22° 1.51+0.12° 2.28+0.14>¢¢
STZ +70QUER 20.66+1.63" 13.69+2.60° 2.02+0.17° 2.35+0.17¢

ab.e.d. Ay siitunda farkh harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
(MDA: malondialdehit, AOPP: ileri oksidasyon protein irlinleri, PCO: protein karbonil igerik, NT:
nitrotirozin)
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3.3.1. MDA Sonuglari

Deneysel c¢alismadaki ratlardan alinan plazma Orneklerinden elde edilen MDA

seviyelerine ait grafik, Sekil 3.3°de yer almaktadir.
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N I I
0
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MDA (nmol/ml)

Sekil 3.3. Malondialdehit (MDA) degerlerine ait grafik

Plazma MDA degerleri SF, STZ, QUER, STZ+20QUER, STZ+50QUER ve
STZ+70QUER gruplart igin sirastyla 17.73+£1.12, 45.59+£2.36, 22.21+1.37, 25.71+£2.45,
26.24+3.43, 20.66£1.63 nmol/ml olarak bulunmustur.

Bu verilere gore en yiiksek MDA diizeyi STZ grubunda saptanmis ve bu grup ile

diger tiim gruplara arasinda p<0.05 oraninda istatistiksel fark belirlenmistir.

Ayrica SF grubuna gore STZ+20QUER ve STZ+50QUER gruplarinda anlamli bir
artis tespit edilmistir (p<0.05).
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3.3.2. AOPP Sonuclan

Ratlardan elde edilen plazma 6rneklerinden belirlenen AOPP diizeylerine ait grafik

Sekil 3.4°de yer almaktadir.
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Sekil 3.4. Ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP) degerlerine ait grafik

Plazma AOPP degerleri SF, STZ, QUER, STZ+20QUER, STZ+50QUER ve
STZ+70QUER gruplart igin sirastyla 14.48+3.17, 23.52+£5.21, 20.92+5.68, 26.69+12.52,
30.35+10.22, 13.69+2.60 uM olarak bulunmustur.

Ozellikle STZ+70QUER grubuna ait AOPP seviyesi sayisal olarak STZ ve diger
gruplarina gore diisiik olmasina ragmen, gruplar arasinda istatistiki onemde bir fark

bulunamamustir.
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3.3.3. PCO Sonuclarn

Ratlarin plazma PCO seviyelerine ait grafik, Sekil 3.5’de yer almaktadir.
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Sekil 3.5. Protein karbonil igerik (PCO) degerlerine ait grafik

Ratlara ait plazma PCO degerleri SF, STZ, QUER, STZ+20QUER, STZ+50QUER
ve STZ+70QUER gruplar igin sirasiyla 0.89+£0.14, 0.92+0.16, 1.16+£0.11, 1.29+0.18,
1.51+0.12, 2.02+0.17nmol/mg olarak bulunmustur.

Plazma PCO diizeyleri quercetin verilen gruplarda artis gostermistir. Ozellikle en
yiiksek PCO diizeyine sahip STZ+70QUER grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel bir
fark gozlemlenmistir (p<0.05). Diger yandan STZ+50QUER grubundaki plazma PCO
diizeylerinde SF ve STZ gruplaria gore anlamli bir artis saptanmistir (p<0.05).
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3.3.4. NT Sonuclan

Deneysel c¢aligmadaki ratlara ait plazma NT diizeylerini gosteren grafik, Sekil

3.6’de yer almaktadir.
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Sekil 3.6. Nitrotirozin (NT) degerlerine ait grafik

Ratlara ait NT degerleri SF, STZ, QUER, STZ+20QUER, STZ+50QUER ve
STZ+70QUER gruplart igin sirastyla 1.894+0.08, 1.98+0.09, 1.96+0.09, 2.31+0.07,
2.2840.14, 2.35+0.17 nM olarak bulunmustur.

SF, STZ ve QUER gruplarina ait NT seviyeleri birbirine yakin iken, STZ+QUER
verilen gruplarin NT degerleri artig gostermistir. SF grubu ile STZ+20QUER,
STZ+50QUER ve STZ+70QUER gruplart arasinda, STZ ile STZ+70QUER grubu
arasinda, QUER grubu ile de STZ+20QUER ve STZ+70QUER gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak 6nemli fark tespit edilmistir (»p<0.05).
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3.3.5. Comet Analizi Sonuclar

Calisma sonunda ratlardan alinan lenfosit 6rneklerinde DNA hasar diizeyleri comet
yontemiyle belirlendi. Caligma gruplarina ait bulgular Cizelge 3.4’de ve bulgulara ait
grafik, Sekil 3.9°da, comet goriintiileri ise Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de goriilmektedir.

Cizelge 3.4. Deneme gruplarina ait kuyruk momenti degerleri

Gruplar Kuyz‘ l;(il\’ét;;lenti
SF 6.620.49"<
STZ 7.43+0.57°
QUER 4.64+0.42°
STZ +20QUER 8.58+0.52
STZ +50QUER 6.36+0.47>¢
STZ +70QUER 5.67+0.30°

ab.e.d. Ay siitunda farkli harf tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

Hasarsiz lenfosit hiicreleri Diistik hasarli lenfosit hiicreleri
Orta hasarli lenfosit hiicreleri Yiiksek hasarli lenfosit hiicreleri

Sekil 3.7. Hasar derecelerine gére comet goriintiileri
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a: Hasars1z hiicre
b: Az hasarli hiicre
¢: Orta hasarl1 hiicreler

a: Az hasarli hiicre
b: Orta hasarli hiicre
c: Yuksek hasarli hiicre

Sekil 3.8. Lenfosit hiicrelerinde DNA hasarina iligkin 6rnek floresan mikroskop
goriintiileri
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Kuyruk Momenti
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QUER STZ+20QUER STZ+50QUER  STZ+70QUER

Sekil 3.9. Kuyruk momenti degerlerine ait grafik

Ratlara ait kuyruk momenti degerleri SF, STZ, QUER, STZ+20QUER,
STZ+50QUER ve STZ+70QUER gruplar i¢in sirastyla 6.62+0.49, 7.43+0.57, 4.64+0.42,
8.58+0.52, 6.36+0.47, 5.67+0.30 olarak bulunmustur.

QUER grubuna ait kuyruk momenti diger gruplara gore az olmakla birlikte bu grup
ile SF, STZ, STZ+20QUER ve STZ+50QUER gruplar1 arasinda anlamli fark tespit
edilmistir (p<0.05).

Ayrica STZ+20QUER grubu ile SF, QUER, STZ+50QUER ve STZ+70QUER
gruplar arasinda istatistiki agidan farklar bulunmustur (»p<0.05).

Bununla birlikte STZ+70QUER grubuna ait kuyruk momentinin STZ grubuna gore
cok daha az oldugu goriilmiis ve bu iki grup arasinda anlamli bir fark elde edilmistir

(»<0.05).
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4. TARTISMA

Deney hayvanlarinda diyabet olusturulmasi kimyasal ajanlarla, spontan olarak veya
viris araciligl ile yapilabilmektedir. Streptozotosin bu amagla kullanilan kimyasal
maddelerdendir (Ontiirk ve Ozbek 2007). Antimikrobiyal bir ajan ve aym1 zamanda
kemoterapétik alkilleyici olarak kullanilan streptozotosinin 1963 yilinda Rakieten ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada diyabetojenik oldugu saptanmis ve streptozotosin
diyabet olarak isimlendirilen bu insiilinopeni sendromun pankreatik beta hiicrelerinin

nekrozu sonucu sekillendigi goriilmiistiir (Lenzen 2008).

Bu caligmada diyabet ajani olarak streptozotosin kullanilmis ve streptozotosin
kullanilan tiim gruplarda ilerleyen haftalarda kan glikoz seviyelerinde artis goriilmiistiir
(Cizelge 3.2). Ozellikle calismanin son haftasinda SF ve QUER gruplari ile streptozotosin
uygulanan gruplar arasinda anlamli farkin olusmasi (p<0.05) ve streptozotosin gruplarina
ait kan glikoz degerlerinin 250 mg/dl’den daha yiiksek olmasi (Jaouhari ve ark 2000) bu
gruplarin diyabetik oldugunu gostermistir. Coskun ve ark. (2005) ile Adewole ve
arkadaslarinin  (2006) yaptiklar1 calismalarda quercetin uygulamasinin kan glikoz
seviyelerini diislirecegi ve antidiyabetik Ozellik gdsterecegi yonilinde sonuglar elde

edilmistir.

Ancak son yillarda yapilan baz1 caligmalarda quercetinin, tipki glikokortikoidler ve
progestinler gibi insiilin reseptorlerin duyarliligini etkilediginden o&tiirii kan glikoz
diizeyleri tizerine ciddi bir etkisi olmadig1 ve antidiyabetik 6zelligi bulunmadigi ortaya
konmustur (Zhang ve ark 2011, Mahmoud ve ark 2013, Maciel ve ark 2013). Sunulan
calismada da benzer sekilde STZ ve quercetin verilen STZ’1i gruplar arasinda istatistiksel
bir fark gozlemlenmemis (Cizelge 3.2) ve quercetinin kan sekeri seviyesinin

diisiirilmesinde ¢ok da yararli olmadigi belirlenmistir.

Diabetes Mellitus i¢in erken donemde karsilasilan en genel semptomlar arasinda
poliiiri, polifaji, polidipsi ve kilo kayb1 sayilabilir. Insiilin eksikligi veya direncinden 6tiirii
DM’de glikoz hiicre igerisine giremez ve hiicre ici glikoz agligi sekillenir. Kandaki
glikozun artis1 ile goriilen diger bir durum da yiliksek kan osmolaritesidir. Normal plazma
glikoz konsantrasyonunda glikoz absorbe edilerek viicuttan atilim1 engellenir. Diyabette ise
glikoz bobrek esigi asildigindan idrar ile birlikte atilmaktadir. Absorbe edilemeyen glikoz

idrarda osmotik bir ¢dziinen gibi davranip poliiirinin olusumunu tetikler. Idrardaki suyun
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asir1 azalmasi dolayistyla ekstraselliiler sivi hacminde azalma ve dehidratasyon goriiliir

(Guyton ve Hall 2006).

Diyabetli kisilerde enerji iliretiminde glikozun kullanimi igin hiicrelerin yetersiz
olmasi nedeniyle glikoneojenik yolda goze ¢arpan aktivasyon ve belirgin kilo kayiplar1 da
dikkat c¢eker. Enerji iiretimi i¢in glikoneojenik yolda kas proteinlerinin kullanimi ve adipoz
dokulardan yaglarin asir1 mobilizasyonu diyabette kilo kaybini agiklamaktadir. Ayrica
poliiiri gibi iirinasyon vakalarinca meydana gelen dehidratasyon da kilo kaybinin olasi

nedenlerindendir (Okon ve ark 2012).

Ratlarda streptozotosin ile deneysel diyabet meydana getirildigi caligmalarda,
diyabetik rat agirlik degerlerinin ilerleyen giinlerle birlikte anlamli bir sekilde azaldig
goriilmistir (Hidaka ve ark 2001, Radahmadi ve ark 2006, Gandhi ve Sasikumar 2012,
Eleazu ve ark 2013).

Khaki ve arkadaglarmin (2010) diyabetli erkek ratlardaki sperm parametreleri
lizerine quercetinin yararli etkilerini incelendikleri arastirmalarinda, ayrica Kanter ve
arkadaslarinin (2012) streptozotosin ile deneysel diyabet olusturulan ratlarda apoptosis ve
oksidatif stres iizerine quercetinin koruyucu etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda kontrol
gruplarina gore diyabet+quercetin gruplarinda viicut agirliklarinin istatistiksel olarak
azaldigin1 gézlemlemisler, yine kontrol gruplarina gore quercetin kontrol gruplarinin viicut

agirliklar arasinda anlamli farklar belirlememislerdir.

Benzer sekilde sunulan ¢alismada streptozotosin uygulanan gruplardaki rat agirlik
degerleri glikoneojenik yolda protein ve lipidlerin yikimi nedeni ile, ayrica hem terleme
hem de asir1 idrar atilimiyla olusan dehidratasyon sonucu azalmistir. Bununla birlikte
literatiir bilgilerine paralel olarak quercetin uygulanan gruplarda da kan glikoz diizeyleri
diisiik olmadigindan ve dolayisiyla glikoneojenik yolun aktif ve dehidratasyonunda devam
etmesi nedeniyle viicut agirliklarinda kontrol grubuna gore anlamli azaliglar kaydedilmistir

(p<0.05) (Cizelge 3.1).

Yiiksek serbest radikal konsantrasyonu hiicresel proteinlerin, membran lipidlerinin
ve niikleik asitlerin yikimina ve nihayetinde de hiicre 6liimiine sebebiyet vermektedir. Bu
radikallerin olusumuna ¢ok ¢esitli mekanizmalarin katkida bulundugu bilinmektedir.
Glikoz oksidasyonunun serbest radikallerin ana kaynagi olduguna inanilmaktadir. Enediol

formundaki glikoz bir gecis metali katalizorliiglinde enediol radikal anyonuna doniismekte
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ve bu yapida reaktif ketoaldehitlere ve siliperoksit anyon radikallerine ¢evrilmektedir.
Siiperoksit anyon radikali ayrica yiiksek reaktif Ozellik gosteren hidroksil radikali ve

peroksinitrit radikallerinin ¢ikis maddesidir (Ahmed ve ark 2006).

Hiperglisemide serbest radikallerin {iretimi ile sonuclanan bir siiperoksit bagimli
biyometabolik yol vasitasiyla lipid peroksidasyonu gozlemlenmektedir. Ayrica diyabetteki
onemli bir diger serbest radikal kaynagi da amadori iiriinleri ve AGE {iretimine yol agan
glikoz protein etkilesimleridir. Ileri glikasyon son iiriinleri reseptdrleri (RAGE) araciligi ile
enzimlerin yap1 ve fonksiyonlar1 bozmakta veya onlar1 inhibe etmekte, serbest radikal
olusumunu kolaylastirmakta ve nitrik oksitin antiproliferatif etkisini bastirmaktadir

(Maritim ve ark 2003).

Serbest radikal diizeylerinin in vivo olarak dl¢lilmesi yiiksek reaktiviteleri, kisa yar1
Omiirleri, diisiik konsantrasyonlar1 ve olusan tiriinlerin kompleksligi nedeniyle zordur. Bu
yiizden klinikte plazma ve eritrositlerdeki lipid peroksidasyonunun gostergeleri olan MDA
ve lipid peroksitler gibi oksidatif hasarin ikincil reaksiyon iiriinlerinin tayin edildigi dolayl
ve spesifik olmayan metotlar kullanilir. Diyabetli hastalardan alinan eritrosit
numunelerinde artan oksidatif stres ve serbest radikal miktar1 ile paralel olarak MDA
degerlerinin yiiksek, GSH degerlerinin ise genellikle diisiik oldugu bilinmektedir
(Kuyvenhoven ve Meinders 1999).

Cesitli arastirmacilarin gergeklestirdikleri ¢aligmalarda streptozotosin ile diyabet
olusturulan gruplara ait MDA seviyelerinin kontrol gruplarina gore artan oksidatif stres ve
lipid peroksidasyonu ile paralel olarak istatistiksel bir sekilde artis goOsterdigini
belirtmislerdir (Sen ve ark 2010, Kumar ve ark 2012, Lim ve ark 2012, Zhou ve ark 2013).

Coskun ve arkadaslarinin (2005) ratlarda streptozotosine bagli oksidatif stres ve
hiicre hasari lizerine quercetinin antioksidan etkisini arastirdiklart ¢alismalarinda quercetin
grubuna ait MDA diizeylerinin diyabet grubuna gore istatistiksel olarak azalis gosterdigini
bildirmislerdir. Bu durumun nedeni olarak ise quercetinin lipidler iizerine dogal

antioksidan yapilar1 geregi lipid peroksidasyonunu inhibe etmeleri olarak belirtmislerdir.

Sogan zarindan elde edilen quercetin glikozitlerinin diyabetik ratlardaki oksidatif
stres gostergeleri lizerine azaltici etkilerinin arastirildigl baska bir ¢alismada (Azuma ve

ark. 2007) quercetin glikozitlerini iceren diyet ile beslenen ratlara ait MDA degerlerinin
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diyabet grubuna gore lipid peroksit diizeylerindeki diigiisten Otlirii daha az oldugu

goriiliirken, kontrol grubuna gore de anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Khaki ve arkadaslarinin (2010) streptozotosine bagli diyabetik erkek ratlardaki
sperm parametreleri lizerine quercetinin yararlt etkilerini inceledikleri arastirmalarinda
sadece STZ uygulanan gruba kiyasla STZ+quercetin grubunun plazma MDA diizeylerinin
istatistiksel olarak daha az oldugu ancak hem kontrol grubu hem de sadece quercetin
uygulanan gruba ait MDA seviyelerine gore de anlamli bir sekilde daha yiiksek degerlere

sahip oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢alismada STZ grubuna ait MDA diizeylerinin, ratlarda lipid
peroksidasyonunun siddetli bir sekilde devam etmesinden 6tiirii diger deneme gruplarindan
istatistiksel onemde yliksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica quercetin verilen gruplar
igerisinde en iyi etkiyi STZ+70QUER gostermekle birlikte tiim quercetin gruplarinda lipid
peroksit seviyelerinin azalist DM kaynakli lipid peroksidasyonuna karsi bir direng
gelistirmis ve bdylece MDA diizeylerinin STZ grubuna gore daha diisiik seviyelerde
tutuldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.3). Bununla birlikte kontrol grubuna kiyasla
hem QUER grubu hem de streptozotosin+quercetin gruplarinda MDA konsantrasyonlari

literatiir bilgilerine (Azuma ve ark. 2007) paralel olarak artis gostermistir (p<0.05).

Serbest radikaller tarafindan uyarilan oksidatif protein hasarinin DM gibi pek ¢ok
patolojik olayda rol oynadigi bilinmektedir. Protein redoks durumunun devami hiicre
fonksiyonu i¢in temel 6neme sahiptir. Bundan dolay1 proteinlerdeki yapisal degisikliklerin
diyabetik komplikasyonlara neden olan molekiiler metabolizmalar arasinda oldugu kabul
edilmektedir. Proteinlere karsi radikal kaynakli hasar, elektron sizintilari, metal iyon
bagimli reaksiyonlar ve/veya karbonhidrat ve lipidlerin oto-oksidasyonu ile
sekillenebilmektedir (Stadtman ve Levine 2000). Proteinlerde yapisal degismelere yol agan
en Onemli molekiiler mekanizmalar protein karbonil, nitrotirozin ve ileri oksidasyon
protein {riinlerinin iiretimi ve protein tiyol gruplarinin kaybi ile karakterize olan metal

katalizorlii protein oksidasyon reaksiyonlaridir (Kayali ve ark 2004).

Oksidatif protein hasari i¢in yeni bir gosterge olan ileri oksidasyon protein iirtinleri
(AOPP) son zamanlarda cesitli arastirmacilarin dikkatini ¢ekmeye baslamustir. Ileri
oksidasyon protein iriinleri, ditirozin iceren c¢apraz bagli protein iriinleri olarak
tanimlanirken, oksidan kaynakli protein hasarinin diizeyini tahmin etmek i¢in de giivenilir

bir gosterge olarak kabul edilir (Tabak ve ark 2011).
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Al-Dalain ve arkadaglarinin (2001) deneysel diyabet olusturulan ratlarda oksidatif
ve endotelyal hasar gostergeleri lizerine ozon tedavisinin etkilerini arastirdiklart ¢alismada
sadece streptozotosin uygulanan gruba ait AOPP diizeyinin kontrol grubuna oranla anlaml

bir sekilde artig gosterdigini belirlemislerdir.

Streptozotosine bagli diyabetik ratlarda protein yapi1 ve fonksiyonu iizerine
kimyasal bir saperon olan L-Lizinin iyilestirici etkilerinin aragtirildigi bir ¢alismada da
(Jafarnejad ve ark. 2008) saglikli ratlara kiyasla diyabetik gruba ait AOPP seviyesinin
istatistiksel bir sekilde arttii ve bu artisin ilerleyen haftalarda daha da yiikseldigi

goriilmiistiir.

Sefi ve arkadaslar1 (2010) diyabetli ratlarda hiperlipidemi, ileri glikasyon son
tiriinleri ve oksidatif stres lizerine Artemisia campestris bitkisininin yaprak ekstratinin
antioksidan  Ozelliklerinin  aragtirmiglar ve  diyabetik  gruplara ait AOPP
konsantrasyonlarinin kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel anlamda ¢ok daha yiiksek

oldugunu tespit etmislerdir.

Deneysel hayvan ¢alismalar1 haricinde, DM ve komplikasyonlarina sahip hastalarin
kan degerlerini inceleyen ¢aligmalarda, diyabet gruplari serum ve plazma AOPP
diizeylerinde kontrol grubu hastalarin AOPP seviyelerine gore anlamli artislar
gozlemlenmistir (Gil-del Valle ve ark 2005, Yildirim ve ark 2007, Piwowar ve ark 2007,
Pan ve ark 2008).

Sunulan g¢alismada STZ grubuna ait AOPP konsantrasyonunun artan oksidatif
protein hasarinin bir sonucu olarak kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu saptanmis
ancak istatistiksel bir fark olmadig1 goriilmistir (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.4). Bununla
birlikte DM ve diger fizyopatolojik durumlar iizerine quercetinin etkilerinin incelendigi
calismalarda AOPP diizeylerine iliskin herhangi bir veri ile karsilagiimamistir. Quercetinin
AOPP diizeyleri iizerine etkilerinin ilk kez degerlendirildigi bu ¢aligmada 20 ve 50 mg/kg
quercetin dozlarinin AOPP seviyeleri iizerine indirgeyici etkide bulunmadigi, ancak DM’1i
ratlara verilen 70 mg/kg quercetinin oksidatif protein hasarinin azalmasi ile paralel olarak
AOPP konsantrasyonunu STZ grubuna gore azalttig1 goriilmiistiir. Fakat yine de bu gruplar

arasinda herhangi bir anlamli fark olmadig1 da belirlenmistir.

66



Giiniimiizde PCO f{iretimi ile karakterize edilen ve proteinlerdeki yap1 degisikligine
yol acan metal katalizorlii protein oksidasyonu iizerine kapsamli arastirmalar
yapilmaktadir. Proteinler iizerine serbest radikallerin atak yapmasi sonucu zincirdeki
histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi bazi aminoasit kalintilar1 hasar gérmekte ve sonucta
aminoasit kalintilar1 ve/veya proteinlerdeki peptit zincirde olusan oksidatif yikim PCO
tirtinlerinin olusmasina zemin hazirlamaktadir. Bu yiizden PCO konsantrasyonunun tespiti
proteinlerdeki oksidatif yikimin dilizeyini gostermesi acisindan saglikli  bilgiler

sunabilmektedir (Kayal1 ve ark 2004).

Mahfouz ve Kummerow’un (2005) diyabetik ratlardaki oksidatif stres iizerine
atorvastatinin etkilerini inceledikleri calismada, streptozotosin grubuna ait plazma PCO

konsantrasyonun kontrol grubuna gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Shirpoor ve arkadaslarinin (2009) ratlarda diyabet kokenli kardiyak fonksiyon
bozuklugu, oksidatif stres ve apoptosis iizerine vitamin E’nin koruyucu etkisini
arastirdiklar ¢caligmalarinda tedavi uygulanmamis diyabet grubunun PCO seviyesinin non-

diyabetik gruba oranla anlamli bir sekilde yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir.

Nakhaee ve arkadaslar1 (2009) da streptozotosine bagli diyabet olusturulan
ratlardaki oksidatif strese karsi Eucalyptus globulus bitkisinin iyilestirici etkilerini
aragtirmiglar ve kontrol grubunun PCO diizeylerinin pozitif diyabet grubundan daha diisiik

oldugunu bildirmislerdir.

SGLT2 segici inhibitor ipragliflozinin diyabetik farelerdeki hiperglisemi,
hiperlipidemi, hepatik steosis, oksidatif stres, inflamasyon ve obesite {lizerine etkilerinin
incelendigi bir ¢aligmada da (Tahara ve ark. 2013) plazma PCO diizeyinin pozitif diyabet

grubunda en yiiksek degerlere ulastig1 saptanmistir.

Diyabetli ratlarda quercetin uygulanmasmin kan PCO diizeylerine etkilerini
gosteren herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Ancak Ramana ve arkadaglarinin (2006)
Wistar ratlarda hepatik ve ndronal dokulardaki galaktoz kaynakli hiperglisemik oksidatif
stres lizerine quercetinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda quercetinin karaciger ve
sinir hiicrelerinde meydana gelen oksidatif protein hasarin1 ve dolayistyla PCO seviyelerini

azalttig1 ortaya konmustur.

Diyabet disinda quercetinin PCO konsantrasyonu {lizerine etkileri bagka

fizyopatolojik durumlarda da incelenmistir. Bu ¢alismalarda quercetin bilesiklerinin
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peroksinitrit araciligiyla gergeklesen oksidasyonu inhibe ederek PCO diizeylerini azalttigi
bildirilmektedir (Renugadevi ve Prabu 2010, Haleagrahara ve ark 2011, Prabu ve ark
2013).

Sunulan c¢aligmada yukaridaki literatiirler ile paralel olarak SF grubuna kiyasla
protein yikimi ve karbonil iriinleri konsantrasyonunun artisi ile birlikte STZ grubu PCO
diizeylerinde yiikselis gozlemlenmekle beraber bu iki grup arasinda anlamli bir farkin
bulunmadigi da belirlenmistir (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.5). Literatiirde (Renugadevi ve Prabu
2010, Haleagrahara ve ark 2011, Prabu ve ark 2013) diyabet disindaki diger fizyopatolojik
kosullar altinda quercetin uygulanarak plazma ve doku diizeyindeki PCO
konsantrasyonunda bir azalig belirtilmis olmakla birlikte, diyabette sadece karaciger ve
sinir hiicrelerindeki PCO diizeyleri iizerine quercetinin koruyucu etkileri incelenmistir
(Ramana ve ark. 2006). Yapilan bu caligmada tipki AOPP diizeylerinde oldugu gibi
quercetin gruplarina ait PCO diizeylerinde de SF ve STZ gruplarina kiyasla bir artigin
oldugu goriilmektedir (p<0.05). Bu artisin 6zellikle plazma proteinlerinin oksidatif stres
kaynakli hasart ile iliskili oldugu soylenebilir. Tiim quercetin gruplarinda ise STZ grubuna
kiyasla anlamli artislar belirlenmistir. Bilindigi iizere quercetin antioksidatif etkilerinin
yant sira pro-oksidan bir takim Ozelliklere de sahiptir. Quercetinin okside formu olan
quercetin kinonun, proteinlere ait tiyol gruplarini etkiledigi bilinmektedir (Boots ve ark
2008). Baz1 calismalarda protein tiyol gruplarinin oksidasyonu ile PCO konsantrasyonunda
bir artisin oldugu belirtilmistir (Himmelfarb ve ark 2000, Harma ve ark 2004). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak quercetin gruplarindaki PCO diizeyindeki artisin quercetin kinon
yapisinin Ozellikle protein tiyol gruplart iizerine toksik etkisinden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Oksidatif protein hasarina neden baska bir molekiiler mekanizma olan NT olusumu
son yillarda iizerinde ¢alisilan baska bir gostergedir. Siiperoksit radikali ve nitrik oksitin
birlesmesiyle meydana gelen peroksinitrit oksidatif protein hasarinin hem baslangicinda
hem de ilerlemesinde cesitli rollere sahiptir. Tirozinin orto pozisyonunun nitrasyonu,
proteinlere atak yapan ve dolayisiyla NT olusumuna sebebiyet veren peroksinitritin en
onemli iretim kanalidir. Peroksinitritin in vivo olarak tespiti, protein hasar diizeyini
gostermesi acisindan kullaniglt olabilecegi diislincesini dogurmakla beraber peroksinitrit
yapmin tiyol gruplarini, lipidleri, proteinleri ve DNA’y1 kolayca okside edebilme
yeteneginin bulunmasi, onun yiiksek toksisiteye sahip oldugu gercegini de yansitmaktadir.

NT, peroksinitrit oksidasyonunun stabil son iiriinii oldugu i¢in in vivo olarak NT
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konsantrasyonun tespiti NO-bagimli hasarin diizeyinin gosterilmesinde daha kullanigh

olarak goriilmektedir (Kayali ve ark 2004).

Deneysel diyabetin c¢alisildigi pek c¢ok arastirmada diyabetli gruplara ait NT
degerlerinin kontrol gruplarina oranla artig gosterdigi saptanmistir (Poladia ve Bauer 2003,
Farhangkhoee ve ark 2006, Kang ve ark 2006, Tawfik ve ark 2006, Taguchi ve ark 2007,
Kavak ve ark 2008, Shevalye ve ark 2010, Rodriguez ve ark 2011). Ancak Kayali ve
arkadaslarinin (2003) kronik deneysel diyabet olusturulan ratlarin plazmalarinda oksidatif
protein hasarinin diizeyini gosterdikleri ¢alismalarinda DM ve kontrol gruplari arasinda NT

diizeyleri yoniinden istatistiksel bir fark goriilmemistir.

Coballase-Urrutla ve arkadaslar1 (2013) cesitli rat dokularinda karbon tetrakloriir
kaynakli oksidatif strese karsi Heterotheca inuloides bitkisinin asetonik ve metanolik
ekstraktlar1 ve quercetinin etkisini arastirmislar ve quercetin tedavi gruplarina ait NT
konsantrasyonunun tedavi edilmeyen gruplara kiyasla daha yiiksek oldugunu belirtmisler

ve bu durumu azalan antioksidan enzim seviyelerine baglamigslardir.

Alzheimer hastaligina bagli AP(1-42)’ye karst primer ndronlarda quercetinin
koruyucu etkisinin incelendigi bir calismada (Ansari ve ark. 2009) diisiik konsantrasyonda
quercetinin  koruyucu oldugu ancak yiikksek konsantrasyonlarda toksik etkiler
gosterdiginden dolayr NT derisiminin kontrol gruplarina goére daha yiikksek oldugu
belirtilmistir.

Liu ve arkadaglarinin (2008) ratlarda etanol ile meydana getirilen gastrik mukosal
hiicrelerin hiperproliferasyonu iizerine quercetinin etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda
etanol grubuna gore etanol+quercetin grubunun NT konsantrasyonunun artig gosterdigini
belirtmislerdir. Bu artisin nedeni olarak da quercetinin nitrik oksit sentaz enzimini stimule
ederek nitrik oksit iiretimini artirmasi ve fazla nitrik oksitin NT olusumunu tetiklemesi

sonucuna dayandirmislardir.

Bu ¢alismada STZ grubu ile SF grubu arasinda istatistiksel bir fark bulunmamasina
ragmen STZ grubuna ait NT derisiminin sayisal olarak arttigi goriilmistiir (p<0.05)
(Cizelge 3.3 ve Sekil 3.6). Bu farkin DM ile birlikte gelisen protein hasarindan ileri geldigi
sanilmaktadir. Diyabete karsi quercetinin etkilerinin incelendigi ¢alismalarda plazma veya
dokuya ait NT degerlerine iliskin bir veriye rastlanamamistir. Ancak yukarida belirtilen ve

DM disindaki fizyopatolojik durumlar ilgilendiren literatiirlere paralel olarak quercetin
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gruplaria ait NT diizeylerinin hem SF hem de STZ grubuna goére daha fazla oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Quercetin dozuyla paralel artan NT seviyesi 6zellikle quercetinin
yilksek dozlarda proteinlere karsi toksisitesinin artist ile aciklanirken, genel olarak
streptozotosint+quercetin gruplarindaki NT konsantrasyonu artist antioksidan enzimlerdeki
azalis ve quercetinin tetikledigi nitrik oksit sentaz enziminin stimulasyonu ve artan nitrik
oksit diizeyine baglanmaktadir. Sonugta quercetinin tipki AOPP ve PCO gdstergelerinde
oldugu gibi NT diizeyinde de yeterli koruyucu 6zelligi bulunmadig1 ve oksidatif protein

hasarina kars1 yeterince direng saglamadigi belirlenmistir.

Kolaylikla zarar gorebilen bir yapiya sahip olan DNA molekiiliine serbest
radikallerin saldirilar1 sonucu mutasyonlar ve hiicre Oliimleri ile karsilagilmaktadir.
Bunlarin disinda DM’de glikozilasyon iiriinleriyle DNA’nin etkilesmesiyle birlikte
kromozomal degisiklikler, DNA zincirinde kiriklar, DNA tamirinde, replikasyonunda ve
transkripsiyonunda hatalar gozlemlenmektedir. Oksidatif DNA hasar1 hem oksidatif stresin
hem de kanser riskinin kullanigh bir indikatorii olarak tanimlanmistir. Ayrica diyabetik ve
Alzheimerli hastalarda DNA baz oksidasyonunun arttig1 gézlemlenmistir (Fidan ve Diindar

2008).

Comet analizi, oksidatif DNA hasar diizeyinin Ol¢iilmesinde kullanilan hassas ve
hizl1 olmakla beraber hata orani az bir metotdur. Ayrica bu yontem insan hastaliklarinda
oksidatif stresin roliiniin degerlendirilmesi ve antioksidan etkilerin incelenmesi gibi

popiilasyon izlemelerinde degerli bir aragtir (Collins 2009).

Lima ve arkadaslarin (2008) diyabetik ve diyabetik olmayan disi ratlara ait kan
l6kositlerindeki DNA hasarin1 tayin ettikleri ¢aligmalarinda, kontrol grubuna kiyasla
diyabet grubunun kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu degerlerinin

anlamli bir sekilde yiliksek oldugu goriilmiistiir.

Kushwaha ve arkadaslar1 (2011) streptozotosine bagli diyabet olusturulan ratlarda
DNA hasar1 ve apoptosise karsit enalaprilin koruyucu etkilerini arastirmiglar ve sadece
streptozotosin uygulanan DM grubunun karaciger, kalp ve bobrek dokularinda kuyruk
uzunluklarinin kontrol grubuna gore ¢ok daha fazla oldugunu comet yontemi ile ortaya

koymuslardir.

Kushwaha ve Jena (2013) da ratlarda streptozotosin ile meydana getirilen deneysel

diyabetteki germ hiicre toksisitesi ilizerine Telmisartanin iyilestirici etkisini arastirdiklari
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calismalarinda diyabet grubu ratlara ait sperm Orneklerinin kuyruk uzunlugu ve kuyruk

momentlerinin kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigini belirtmiglerdir.

Ayrica deneysel hayvan ¢aligmalar1 disinda diyabetik hastalara ait DNA hasarinin
comet yontemi ile aydinlatildig1 arastirmalarda hasarin artan hiperglisemiye paralel olarak
yiikseldigi bildirilmistir (Hannon-Fletcher ve ark 2000, Sardas ve ark 2001, Blasiak ve ark
2004, Sliwinska ve ark 2008, Kasznicki ve ark 2012).

Hiicresel DNA’daki oksidatif hasar {iizerine epigallokatechin ve quercetinin
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada (Johnson ve Loo 2000) lenfosit hiicre kiiltiirlerinde
H,0, ve 3-morpholinosydnonimine ile hasar olusturulan gruplar ile quercetin tedavi
gruplart  karsilastirildiginda  quercetinin - uygulanmasinin DNA  hasarin1  azalttig1

belirtilmistir.

Undeger ve arkadaslar1 (2004) mitomisin C ile indiiklenen DNA hasarinda
lenfositler tizerinde quercetinin diizenleyici etkilerini arastirmiglar ve hasar sonrasi
quercetin uygulanmasinin koruyucu oldugu, ancak cok yiiksek quercetin dozlarinin da

DNA hasarini artirdigini bildirilmislerdir.

Jin ve arkadaslarinin (2006) benzo(a)piren ile indiiklenen DNA hasarina karsi
quercetinin engelleyici etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, hem erkek hem de disi fare
lenfositlerinde quercetinin diisiik, orta ve yiiksek doz tedavi gruplarina ait kuyruk uzunluk

degerlerinin pozitif kontrol grubuna oranla daha az oldugunu tespit etmislerdir.

HepG?2 hiicrelerinde quercetinin antigenotoksik etkilerinin ¢alisildigi bir calismada
(Ramos ve ark. 2008) ter-biitil hidroperoksit ile DNA hasar1 olusturulmus ve quercetin
tedavi gruplarina ait DNA hasarimin pozitif kontrol grubuna oranla diisiis gosterdigi

bildirilmistir.

Muthukumaran ve arkadaglarinin (2008) Wistar ratlarda nikotine bagli gelisen
prooksidan ve antioksidan imbalansina karsin quercetinin koruyucu etkilerinin periferal
kan numunelerinde arastirdiklart ¢alismalarinda nikotin grubuna gore nikotin+quercetin

grubunda hem kuyruk uzunlugunda hem de kuyruk momentinde azalislar tespit etmislerdir.

Liang ve arkadaslarinin (2011) diyabetik osteopeni rat modelinde kemik kaybinin
azalmasi oral quercetin takviyesi ile inhibe ettikleri ¢alismalarinda, DNA hasarinin

comet disinda bagka bir belirteci olan 8-hidroksideoksiguanosinin (8-OhdG) derisimi
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analiz etmisler ve diyabetik gruba quercetin uygulanmasmin artan dozlarda 8-OhdG

konsantrasyonunu azalttigini saptamislardir.

Orsoli¢ ve arkadaglar1 (2011) deneysel diyabet olusturulmus farelerde quercetinin
DNA koruyucu etkilerini lenfosit hiicrelerde ¢alismislar ve diyabet+quercetin grubuna ait
kuyruk momenti ve yogunlugu degerlerinin diyabet grubuna oranla daha az oldugunu

ortaya koymuslardir.

Bu calismada STZ grubu lenfosit hiicrelerinde oksidatif DNA hasarina bagli olarak
kuyruk momenti degeri kontrol grubu olan SF grubu ratlarinkine gore daha fazla oldugu
goriilmiustiir (p<0.05) (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.9). Ayrica pek ¢ok literatiirle paralel olarak
QUER grubunun en diisiik kuyruk momenti degeri gostermesi, DNA hasarina karsi
koruyucu 6zellige sahip oldugu diisiincesini olusturmustur. Bu durumla diger quercetin
gruplarinda da karsilasilmaktadir. STZ+20QUER grubu hari¢ diger iki quercetin grubunda
quercetinin DNA hasarina kars1 bir diren¢ gosterdigi ve lenfosit hiicrelerin biitiinliigi
korunarak kuyruk momenti degerlerinin STZ grubuna gore ¢ok daha az oldugu sonucuna

ulasilmustir.
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5. SONUC

Sunulan ¢alismada DM olusturabilmek igin streptozotosin modeli kullanilmis ve
kan glikoz degeri 250 mg/dl iizeri sonuglar DM nin sekillendiginin gostergesi olarak kabul
edilmistir. Metabolizmadaki en ©nemli biyometabolitler olan lipidler, proteinler ve
DNA’da DM ile sekillenen oksidatif strese karsi bir flavonoid olan quercetinin etkisinin ne

olacagi yoniinde analizler yapilmistir.

Serbest radikallerin lipid yapilara atak yapmast sonucu olusan lipid
peroksidasyonunun diizeyi MDA seviyelerinin analizi ile tespit edilmistir. Analiz
sonucunda en yliksek MDA derisimi diyabet ile artan oksidatif hasar ile paralel olarak STZ
grubunda goriilmiistiir. Diger tiim quercetin gruplarinda ise artan derisimle birlikte
(Ozellikle STZ+70QUER grubunda) MDA seviyesi STZ grubuna oranla azalmistir
(p<0.05). Bu azalma lipid peroksidasyonu zincir tepkimesinin quercetin uygulamasiyla
beraber kirilmasi ve/veya sonlanmasi sonucu gergeklesmistir. Quercetinin lipid

peroksidasyonuna karsi koruyucu olabilecegi kanisina varilmistir.

Plazma proteinlerindeki oksidatif hasar oOlgiitleri olarak AOPP, PCO ve NT
derigimleri analiz edilmistir. STZ grubunda oksidatif protein hasart ile birlikte kismen artan
AOPP, PCO ve NT derisimi quercetin gruplarinda beklenen etkiyi gostermemistir. PCO
derisimlerinin streptozotosint+quercetin gruplarinda STZ grubuna gore gosterdigi artigin
(p<0.05) quercetin kinonun tiyol gruplarina kars1 yaptigi toksik etkiden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Diyabetli ratlara quercetin uygulamasi yapilan gruplardaki artan NT
konsantrasyonunun nedeni olarak da quercetinin nitrik oksit sentezi ve derisimini artirmast
goriisli agir basmaktadir. STZ+70QUER grubu disinda diger iki streptozotosin+quercetin
grubunda AOPP diizeyleri artan protein oksidasyonu ile birlikte ytikselis gosterirken, 70

mg/kg quercetin dozunun AOPP derisimini azaltabilecegi belirlenmistir.

Oksidatif DNA hasar1 ise comet analizi ile tayin edilmis ve hasarin boyutu lenfosit
hiicrelerinde kuyruk momenti degeri ile gosterilmistir. Analiz sonuglarina gore DM ile
artan radikalik hasar STZ grubunda en yiiksek kuyruk moment degerlerini gostermis ve
quercetin gruplarinin DNA hasarina karsi bir tampon olusturabilecegi azalan moment
degerlerinden anlagilmistir. Ozellikle STZ+70QUER grubu lenfosit kuyruk moment

degerinde ciddi bir iyilesme mevcuttur.
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Tim bu bilgiler 1s18inda  ozellikle 70 mg/kg quercetin  dozunun lipid
peroksidasyonu ve DNA hasarina kars1 koruyucu 6zelligi bulundugu ancak plazma protein
hasarina kars1 quercetinin hem nitrik oksit diizeyini artirmast hem de tiyol yapilar i¢in bir

negatif bir faktor olusturmasi sebebiyle yeterince koruyucu olmadigi sonucuna ulagilmaistir.
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OZET

Biiyiikben A. Deneysel diyabet olusturulan ratlarda protein ve DNA hasar1 iizerine
quercetinin etkisi

Diabetes Mellitus, insiilin sekresyonu veya insiilin iiretiminin aksamasi sonucu
olusan karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinin bozukluklar1 seklinde karakterize
edilen ¢oklu etiyolojili bir hastalik olarak ifade edilir. Oksidatif stresin diyabet durumunda
artig gosterdigi saptanmistir. Hipergliseminin, reaktif oksijen tiirleri iretiminin ve
yikiminin arasindaki dengeyi bozdugu goriilmiistiir. Diyabetteki oksidatif stres, antioksidan
enzimlerin ve proteinlerin glikasyonu ve glikozun oto-oksidasyonuyla olusan reaktif
oksijen tiirleri tiretimindeki asir1 yiikselis gibi ¢esitli mekanizmalar ile artabilmektedir.
Diyabetik komplikasyonlarin sonucu olan bu degisimler, hiicre organellerinde ve

membranlarinda biyomolekiiler diizeyde tahribata sebep olabilmektedir.

Bu calismada ratlarda streptozotosin ile olusturulan diyabetin meydana getirdigi
oksidatif stres lizerine quercetinin koruyucu roliiniin protein, DNA ve lipid diizeyinde

arastirilmasi amaglanmistir.

Calismaya 6 grupta 90 adet rat alinmistir. Diyabet olusturmak amaciyla STZ ve
streptozotosin+quercetin grubu ratlara streptozotosin, intraperitonal yoldan 50 mg/kg tek
doz olarak enjekte edilmistir. Ayrica quercetin gruplarina 20 mg/kg, 50 mg/kg ve 70 mg/kg
quercetin tek doz olarak 21 giin boyunca gavaj yolu ile verilmistir. Enjeksiyondan 21 giin
sonra caligmadaki tiim ratlarin kuyruk venlerinden eter anestezisi altinda kan Ornekleri
almarak aclik kan sekerleri tespit edilmis, plazma ve serum Ornekleri ¢ikarilip lenfosit
izolasyonu yapilmistir. Elde edilen serum ve plazma 6rneklerinde MDA, AOPP, NT, PCO

tayini ile lenfosit 6rneklerinde Comet analizi gergeklestirilmistir.

MDA diizeyinin SF grubuna kiyasla STZ grubunda artis gosterdigi belirlenmis ve
quercetin gruplarin tiimiinde MDA konsantrasyonunun STZ grubuna gore azaldig: tespit

edilmistir (p<0.05).

AOPP, NT ve PCO seviyelerinin diyabetin etkisi ile STZ gruplarinda SF grubuna
gore daha fazla oldugu goriiliirken, quercetin gruplarinda NT ve PCO diizeylerinin STZ
grubuna gore artis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). Benzer artis STZ+20QUER ve
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STZ+50QUER gruplarina ait AOPP degerlerinde de gozlenirken STZ+70QUER grubunda
ise AOPP agisindan diyabete karsi bir direng gelistigi izlenmistir.

DNA hasarinin diizeyini goriintiillemek amaciyla gergeklestirdigimiz comet analizi
sonuglarina gore streptozotosin uygulanmasi sonucu STZ grubunda DNA hasarinin arttig1
belirlenmistir. Ayrica STZ+70QUER grubunda DNA hasarinin STZ grubuna kiyasla
azaldig1 bulunmustur (p<0.05).

Streptozotosin uygulanmasi sonucu ratlarda diyabete bagli oksidatif stresin
olustugu ve buna bagli olarak lipidlerde, proteinlerde ve DNA’da hasarlarin meydana
geldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda quercetinin, 6zellikle de 70 mg/kg dozunun, DNA
hasar1 ve lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Ancak
quercetinin plazma proteinlerinin oksidatif yikimina kars1 yeterli direnci saglamadig

kanisina da varilmistir.

Anahtar kelimeler: Diabetes Mellitus, quercetin, protein hasari, DNA hasari, lipid

peroksidasyonu, serbest radikaller, antioksidanlar, comet analizi
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SUMMARY

Biiyiikben A. Effect of quercetin on protein and DNA damage in rats with
experimental diabetes

Diabetes Mellitus is described a metabolic disorder of multiple aetiology
characterized by disturbances of carbohydrate, fat and protein metabolism resulting from
defects in insulin secretion or insulin action. There was found increase of oxidative stres on
diabetes. Hyperglycemia seems to promote an imbalance between the generation and
elimination of reactive oxygen species. Oxidative stress in diabetes could arise from a
variety of mechanisms, such as excessive production of reactive oxygen species from the
auto-oxidation of glucose, glycation of proteins, and glycation of antioxidant enzymes.
These changes could result in damage to cellular organelles and membranes, which may

lead to diabetic complications.

In this study, the searching of protective roles of quercetin against streptozotocin-
induced diabetes mellitus and oxidative stress at the levels of the protein, DNA and lipid

which is aimed.

Totaly 90 rats in 6 groups were included in the study. Single dose 50 mg/kg
streptozotocin was injected intraperitoneally for rats of STZ and streptosotocin+quercetin
groups on the purpose of diabetes. Also 20 mg/kg, 50 mg/kg and 70 mg/kg quercetin were
given by gavage for the quercetin group rats during 21 days. In the 21st day after injection,
blood samples, which were collected from the tail veins of all rats, were transfered in the
ependorf centrifuge tubes. Blood sugar levels of the experimental groups were determined.
Plasma and serum samples were extracted from the blood samples and lymphocyte cell
izolation was realized. Detections of the MDA, AOPP, NT and PCO levels in the plasma

and serum samples and analysis of comet in the lymphocyte samples were done.

MDA levels were increased in STZ group compared to SF group and MDA
concentrations in all quercetin treatment groups were reduced with respect to STZ group

(p<0.05).

While it was observed that AOPP, NT and PCO levels in the STZ groups were
higher than SF group due to diabetes, it was determined that NT and PCO levels in

quercetin treatment groups were increased in contrast with STZ group (p<0.05). There
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were similar increases at AOPP levels of STZ+20QUER and STZ+50QUER groups but it
was monitored that STZ+70QUER group was gained resistance against diabetes from the

point of AOPP.

According to results of comet analysis, which was realized in order to view the
level of DNA damage, it was defined that DNA damage was increased as a result of
streptozotocin application. Besides it was found that DNA damages were decreased in

STZ+70QUER group when compared to STZ group (p<0.05).

It was determined that some damages were generated at lipid, proteins and DNA in
parallel with forming of diabetes-induced oxidative stress. Therewithal quercetin,
especially 70 mg/kg dosage of quercetin, showed protective effect against DNA damage
and lipid peroxidation. But it was surmised that quercetin wasn’t provided resistance

against oxidative damage of plasma proteins sufficiently.

Key words: Diabetes Mellitus, quercetin, protein damage, DNA damage, lipid

peroxidation, free radikals, antioxidants, comet assay
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TESEKKUR

Calismalarimin her asamasinda emek veren, engin bilgi ve tecriibelerinden sonsuz
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Ogr. Grv. Ahmet BUYUKBEN

98



