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OZET

Erfidan, S. Glukokortikoid uygulanan ratlarda Kinoanin (Chenopodium Quinoa Will)
apoptotik, otofajik, antioksidan ve inflamasyon markirlari iizerine etkisi. Van Yiiziincii Yil
Universitesi, Saghk Bilimleri Ens titiis ii, Biyokimya (Veteriner) Anabilim Dal1, Yiiks ek Lisans Tezi,
Van, 2020. Bu ¢ahisma, glukoitikoid uygulanarak deneysel insiiliin direnci olusturulan ratlarda kinoa
uygulanmasiin apoptotik, otofajik, antioksidan ve inflamasyon markirlar {izerine etkisinin aragtirilmasi
amactyla planlandi. Bu amagla, 42 adet 200-250 g agirhginda Wistar-Albino ki erkek rat kullanild1.
Denekler rastgele her biri 7 rattan olusan; kontrol (K), kinoa verilen (Q), insiilin direnci olusturulan (1),
insiilin direnciolusturulup kinoa verilen (IQ), insiilin direnci olusturulup metformin verilen (IM), kinoa
verilip insiilin direnci olusturulan (QI) grup olmak iizere alt1 deneme grubu olarak aynlds. i, iQ, IM, QI
gruplarindakiratlara 7 giin boyuncaintraperitonal olarak deksametazon (Img / kg / giin) enjekte edilerek
insiilin direnciolusturuldu. I grubu 7 giin sonunda sakrifiye edildi. Daha sonra 6 giin 1Q’ya kinoa yemi
verildi, IM’ye 6 giin 40 mg/kg/giin metformin verildi. QI grubuna ise énce 6 giin kinoa yemi, sonra
deksametazon verilip insiilin direnci (7 giin) olusturuldu. Kontrol grubuna 7 giin fizyolojik serum, kinoa
grubuna 6 giin kinoa yemi verildi. Deney siiresinin sonunda i.p. 50 g/kg/tek doz ketamin (Ketalar,
Eczacibasi, Tiirkiye) timhayvanlara uygulandi ve hayvanlardan kan ve doku numuneleri alindi. Serum
omeklerinde kan glukoz, ALT, AST, ALP, total kolesterol, total protein, iire, kreatinin, insiilin tayinleri
yapildi. Karaciger dokulan ¢alisma giiniine kadar -80 °C’de saklandi. Bu amagcla; tiim gruplarda rat
karacigerinden elde edilen RNA izolasyon triinlerinde, oksidatif stres (Gpxl, sod1), inflamasyon
markirlart (IL1-B, TNF-a),apoptotik (Bax, Bcl-2, kaspaz-3), otofajik (Atg5, Sqstml), yolaklarda gorev
alan 6nemli genlerin ekspresyonu real time-PCR ile belirlendi. Real time-PCR’da internal kontrol geni
olarak gliseraldehit-3-Fosfat dehidrojenaz (GAPDH) kullanildi. Sonug¢ olarak, deksametazon ile
olusturulan deneysel insiilin direncinde artan glukozla olusan karaciger ve bobrek hasar gostergelerinde
kinoa uygulamasi ile bir azalma oldugu tespit edildi. Kinoanin hem biyokimyasal parametreler ve
apoptotik, otofajik, antioksidan, inflamasyon markirlar tizerinde kayda deger yararh etkilerinin oldugu
tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Chenopodium QuinoaWilld, Inflamasyon, Insiilin direnci, Oksidatif stres,
Rat.



SUMMARY

Erfidan, S. The effect of Quinoa (Chenopodium quinoa willd) on apoptotic, autophagic,
antioxidant and inflammation markers in glucocorticoid treated rats. Van Yuzuncu Yil University,
Institute of Health Sciences, Department of Biochemistry (Veterinary Medicine), Master Thesis,
Van, 2020. This study was planned to determine the effect of quinoa on apoptotic, autophagic,
antioxidant and inflammation markers in glucocorticoid treated rats. For this reason, 42 male Wistar-
Albino rats weighing 200-250 g were used. Subjects were randomly divided into sixexperimental groups,
each consisting of 7 rats; control group (C), given to quinoa (Q), insulin resistance created (I), insulin
resistancecreated and quinoa given (1Q), insulin resistance created and metformin given (IM), quinoa
given and insulin resistance created (QI) group. Insulin resistance was established by injecting
dexamethasone (1mg/kg/day) intraperitoneally for 7 days in rats in groups I, 1Q, IM, QI. Group | was
sacrificed after 7 days. Afterwards, quinoa feed was given to IQ for 6 days and 40 mg / kg / day
metformin was given to IM for 6 days. Firstly, quinoa feed was given to QI group for 6 days and then
insulin resistance (7 days) was established. The Control group was given physiological saline for 7 days
and the quinoa group was given quinoa feed for 6 days. At the end of the experiment period ip. 50
g/kg/single dose of ketamine (Ketalar, Eczacibasi, Turkey) were administered toall the animals and blood
and tissue samples were taken fromthe animals. Blood glucose, ALT, AST, ALP, total cholesterol, total
protein, urea, creatinine and insulin were determined in serumsamples. Livertissues were stored at -80 ©
C until the working day. Forthis purpose; RNA isolation products obtained fromrat liver in all groups,
oxidative stress (Gpxl, sodl), infllmmation markers (IL1-B, TNF-a), apoptotic (Bax, Bcl2, caspase-3),
autophagic (Atg5, Sgstml), important genes involved in pathways expression was determined by real
time-PCR. Glyceraldehyde-3-Phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as the internal control gene
in real time-PCR. As aresult, it has beendetermined that there is a decrease in the experimental insulin
resistancecreated by dexamethasoneand liver and kidney damage indicators formed by increased glucose
with quinoa application. It has been determined that quinoa has significant beneficial effects on both
biochemical parameters and apoptotic, autophagic, antioxidant, inflalmmation markers.

Key words: Chenopodium QuinoaWilld, Inflammation, Insulin resistance, Oxidative stress, Rat
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1. GIRIS

Insiilin, pankreasm beta adacik hiicrelerinden sentezlenen ve metabolizmay:
diizenleyen temel hormonlardan biridir. Hiicrelerden insiilin salmmu kan glukoz
diizeyinin artmasi ile baslar ve kanda artmus olan glukozun hiicrelere tasmmasmda
gorev alir (Savas ve Giiltekin, 2017).

Insiilin  direnci; insiilinin glukozu hiicreden periferik dokulara tasmmasiyla,
glukojen seklinde depolanmasmm saglayacak etkisinin azalmasi veya kaybolmasidir.
Viicutta gereginden fazla insiilin salglanmasi anlamma gelir. Kanda artan glukoz,
nsiilin salgilanmasmi uyarr ve bu durum kanda glikoz ve insiilin diizeylerinin artistyla
sonuglanir. Bu durumda hiperinsiilinemi ve hiperglisemi birlikte olusur. Genetik

yatknlk, obezite, yaslanma, hareketsiz yasam nedeniyle insiilin direnci artmaktadir

(Giirlek, 2001; Grundy ve ark. 2005).

Fitoterapi uzun zamandir bir tibbi tedavi kaynagi olmustur ve yilar boyunca
diyabet tedavisi icin bitkisel ilaglarm kullamlmasi i¢in birgok girisimde bulunulmustur.
Ayrica, bitkisel ilag ve tip 2 diyabet ile ilgii bilimsel yaymlarm sayisi devamli bir
sekilde artmaktadr (Tabatabaei-Malazy ve ark., 2016). Bitkisel {iriinler, ¢ok sayida
biyolojik yolu etkilemek ve diyabetik semptomlar: hafifletmek ve bdylece cok yonlii
faydalar saglamak icin cesith etki bigimleriyle tesir edebilen birkac aktif bilesen veya
bilesik i¢erebilir (Kar ve ark., 2003).

Kinoa {iriinii sadece protein, polisakkaritler ve yaglar gibi makro besinler igin
degil, aym zamanda polifenoller, vitaminler ve mineraller gibi mikro besinler agismdan
da zengindir. Fenolik asitler, flavonoidler ve polifenoller, antimikrobiyal, antioksidan,
anti-inflamatuvar, antitimor ve anti kanserojen etkiler gibi gesitli fizyolojik Ozelliklere
katkida bulunan biyoaktif bilesenlere sahiptir (Benavente-Garcia ve Castillo, 2008).

Planlanan bu tez ¢ahsmasmnda glukokortikoid uygulanarak deneysel olarak
olusturulan insiilin direnci kaynakli olas1 hiicresel hasar mekanizmalarmi oksidatif,
apoptotik, otofajik, inflamasyon belirteg genlerin ekspresyon diizeylerini 6lgmek
suretiyle  belirlemek ve meydana gelebilecek hasarm  azaltimasmda  kinoa

uygulamasmm potansiyel etkisinin aydmlatimasi amaclanmustrr. Insiilin  direncinin



neden oldugu disliniilen tiim bu hiicre oliim yolaklarmdan hangi yolla ilerledigi ve
olduk¢a yiiksek miktarda biyoaktif bilesenler igeren kinoa tanelerinin bu yolaklara
etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Insiilin

2.1.1. insiilin yapisl, sentezi, me tabolizmasi

Insiilin, polipeptid yapida, 6000 dalton molekill agrhgmda, pankreasm
langerhans adaciklarmm beta hiicrelerinden sentezlenen bir hormondur ve adi

Latince’de ada anlamma gelen insula kelimesinden gelir (Rosenfeld, 2002).

Insiilin, pankreasm beta hiicrelerinde preproinsiilin seklinde bulunur. Sinyal
peptidi enzimleriyle ayrilarak proinsiilin halini alr. Tekrar enzimatk yolla baglayic
peptit olarak adlandrilan C-peptit kismu ayrilarak A ve B zincirlerine sahip olgun
insiilin seklini alr. Insiilin preparatlary, ¢inko ile altigen yapidaki kristalleri olusturur. A
ve B zincirleri birbirlerine iki disiilfit bagiyla baglanmistr. B zinciri i¢inde de bir
distilfiir kopriisii vardr (Liu ve ark., 2014; Patel ve Dutta, 2018) (Sekil 1).
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Sekil 1. Insan insiilinin 2D boyutli gdsterimi.

Insiilin, dokular tarafindan alman maddelerin  kullanmni  saglayarak,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasmi diizenleyen en Oneml anabolik
hormonlardan biridir. Insiilin sekresyonunu uyaran &nemli maddeler; glukoz, serbest
yag asitleri ve amino asitler glukagon benzeri peptit-1 (GLP-1) ve glukoza bagmh
instilinotropik polipeptit (GIP), glukokortikoidler, glukagon, gastrointestinal hormonlar
(sekretin, vazoaktif mtestmal peptit, gastrin, kolesistokinin), biiylime hormonu,
prolaktindir (Mann ve Bellin, 2016).

Insiilinin glukoz metabolizmasma etkileri, bashca {ic dokuda goriilir. Bunlar;

karaciger, kas ve yag dokusudur. Insiilin, karaciger ve yag hiicrelerinde lipit sentezini



artrr.  Yag ve kasta insilin verimesinden birkag dakika sonra, yag dokusundan
trigliseritlerden yag asidi salmm azalr. Insiilin yag dokusunda hormon duyarh lipazmn
aktivitesini  inhibe ederek, dolasimdaki yag asitlerini azaltr. Cogu dokuda

aminoasitlerin hiicre i¢ine girisini ve protein sentezini uyarr (Ozmutlu, 2011).

Glukozun hiicre i¢ine girisini, azalmis glukoneogenez ve glukojenoliz ile hepatik
glukoz cikisii azaltr. Ozellikle ¢izgili kas ve yag dokusuna glukoz girisini arttirr.
Viicut agrhgmm tigte ikisini olugturan kalp kasi, fibroblast, yag hiicreleri ve ¢izgili kas
hiicrelerine  GLUT4 izoformuyla iizerinden glukoz transportunu saglar ve transport
hizni artrr  (Shulman, 2000). En Onemli anabolik hormon olan insiilin; karaciger,
adipoz doku, kas ve diger dokularda gergeklesen glukoz, yag ve protein metabolizmalari
tizerinde etkileri sekil 2’de gosterilmistir (Pickup ve Williams, 1998) (Sekil 2).
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Sekil 2. Insiilinin hedef dokulara etkileri.

2.2. Insiilin Direnci

Insiilin direnci, genel olarak viicudun {irettigi insiilini kullanamamasi olarak
tanimlanabilir. Insiilinin daha az bir biyolojik etki olusturmas1 anlamma da gelir. Insiilin
direnci, birgok organi etkiler ve ciddi metabolik defektlere yol acar (Cefalu, 2001).

Insiilin direnci, terim olarak 1922 yilinda hiperglisemili hastalarda insiilinin
uygulanmaya basladigi donemde, insiilinin asw1 doz uygulanmasi gerektiginde
kullanimustr. 1k kez 1936’da insiilin duyarsizhgi terimini, Himsworth ve Carr isimli



aragtrmacilar, obez ve diyabetik hastalarda eksojen insiilinin glisemik yamtta yetersiz
kalmasi tizerine kullanmislardir (Musso ve ark., 2004).

Insiilin direnci genel olarak endojen ve eksojen olarak ayriir. Endojen insiilin
direnci; kanda normal veya artmis glukoz konsantrasyonuna bagh olarak artan insiilin
konsantrasyonudur. Eksojen insiilin direnci; hastalarda olusan hiperglisemiyi diizeltmek
icin yiiksek doz insiilinin uygulanmasi gerekli oldugu durumdur (McFarlane ve ark.,
2001). Insiilin direnci, cesitli hastalk ve viicutta yasanan baz fizyolojik ve metabolik
degisiklik durumlarda ortaya ¢ikabilir. Bunlar; puberte, yaslanma, hamilelik, fiziksel
inaktivite, tip 2 diyabet, obezite, hipertansiyon, aterosklerotik kardiyovaskuler hastalik,
dislipidemi ovaryal disfonksiyon, viral enfeksiyonlar, {iremi, obezite, diyabetik
ketoasidoz, akromegali, karaciger sirozu ve glukokortikoid fazlaligidir. Cesitli ilaglarm
kullannmmda da  goriilebilir.  Bunlar  diiiretikler,  kortikosteroid, bazt  oral
kontraseptiflerdir (Musso ve ark., 2004). Bu hastaliklar arasnda insiilin direnci ile en
yakin baglantist olan tip 2 diyabettir. Diyabetik olmayan bireylerde insiilin direnci,
gelisebilecek tip 2 diyabetin Onceden Ongoriilmesinde Gnemli bir rol oynar. Glukozu
normal diizeyde tutmak icin beta hiicrelerinden salman insiilin, bir slire sonra beta
hiicrelerinin yetersiz kalmasiyla hiperglisemiye neden olur ve sonucunda diyabet ortaya
¢ikar (Ozdogan ve ark., 2017).

2.2.1. insiilin dire ncinin tams1

Insiilin direncinin belirlenmesinde ¢ok genis bir alan vardr. Glukoz dengesi
tamamen normal olabilir veya yiliksek c¢ikabilir. Bazi durumlarda hipoglisemi de
goriilebilir. Insiilin direnci cinsiyet farketmeksizin her yasta ¢ikabilir. Ciddi insiilin
rezistans1 olan bir ¢ok hastada asikar diyabet goriilmese de otoimmiin hastahk bulgular,
biiylime gelisme bozukluklary, obezite, degisen serum lipit degerleri, amenore, over

kaynakh hiperandrojenizm bulunabilir (Altunoglu, 2012).

Insiilin direnci olan hastalarda; kanda artan serbest yag asitleri, HDL nin diisiik
olmas1 ve yiiksek trigliserit degeri goriilebilir. Obezite, insiilin direncinin hem nedeni
hem de sonucu olabilir, kilo kaybma bagh olarak insiilin direnci azalr (Grundy ve ark.,
2005).



Ailede tip 2 diyabet ge¢misi varsa ve hastada obezite, gestasyonel diyabet,
polikistik over sendromu (iireme ¢agmdaki kadmlarda goriilen hormonal bir bozukluk),
bozulmus glukoz toleransi gibi durumlardan biri veya daha fazlasi mevcutsa insiilin

direncinden siiphelenilir (Freeman ve Pennings, 2020).
Asagidaki kriterlerden en az ikisi varsa yiiksek risk grubu kabul edilir;

1. Tansiyonun 140/90 mmHg’dan yiiksek olmasi,

2. 150 mg/dL’nin tizerindeki trigliserit degerleri,

3. HDL seviyelerinin erkeklerde 35 mg/dL, kadmlarda 39 mg/dL’nin altinda
olmasi,

4. Viicut kitle indeksinin 30 kg,/m2 ’nin, bel basen oranmnin erkeklerde 0,9’ un,
kadmnlarda 0,85’ in tistiinde olmasi.

Insiilin direncine yonelik bir test uygulanmadan 6nce kisinin glukoz tolerans
durumunu o6grenmek i¢in aghk/tokluk kan sekeri, HbAlc degerlerine bakimahdir
(Kahn ve ark., 2005).

Tablo 1’de insiilin direncinin tiim 6lgiim metodlart verilmistir (Aksoy, 2009).

Tablo 1. Insiilin direnci 6l¢iim metodlart.

Indirekt Metodlar . .
(Kalitatif) Direkt Metodlar (Kantitatif)

T Insiilin direncive sekresyonunu Sadece insiilin direncini
Aclik insiilin diizeyi birlikte 6lgen metodlar Olgen metodlar
Aclik insiilin/glisemi Homeostasis model assestment Oglisemik
orant (HOMA) hiperinsiilinemik klemp
Aglik insiilin/C-peptid Continuous infusion of glucose with | . ... :
orani model assestment (CIGMA) Insiilin tolerans testi
OGTT de I saatinsihin | \ ool model (Sik aralikh TVGTT)
diizeyi
OGTT’de 1. saat : -
insiilin/glisemi orani Hiperglisemik klemp

o Genis vaka gruplarmi taramak i¢cin; achk insiilin, glukoz ve C-peptid oranlari
kolay, ucuz ve pratik bir yoldur. Insiilin (pm)/glisemi oram >22, insiilin (pm)/C-peptit

(pm) orant>0.1 bulunursa insiilin direncini belirtir (Caro, 1991).




o OGTT’de, 75 gr glukoz sonrasi 120 dk sonra alman kan degerlerinde insiilin

degerlerinin 100 [U/mI’nin iizerinde olmasi insiilin direnci varhgmi gosterir.

o CIGMA’da 10 saatlik aclk sonrast 5 mg/ideal kilo dozunda glukoz infiizyonu
verilerek 0, 50, 55 ve 60. dakikalarda alman kan Orneklerinde glukoz, insiilin ile C-
peptid diizeyleri olgiiliir ve ortalamalar1 alnarak B hiicre fonksiyonuyla nsiilin direnci

degerlendirilir.

o Insiilin tolerans testinde; kisinin 12 saat ag¢h@i sonrasi, 0.05-0.1 1U/kg dozunda
insiilin intravendz olarak verilip bazal kan Ornegi almarak 0, 3, 6, 9, 12 ve 15.
dakikalarda bulunan glukoz degerlerinden glukoz yarilanma zamani (t 1,) Least Square

Analysis yontemi ile bulunur.

. HOMA testinde, aclk kan glukozu ve msiilin diizeyleri kullanilarak nstilin
direnci saptanrr. Genis popiilasyonlara uygulanabilir. [HOMA: aglk insiilini (pu/ml) x
aclik glukoz seviyesi (mg/dl) /405] denklemi ile hesaplanir.

o IVGTT’de 10 saatlik aghk sonrasmda baglatiir. Kan o6rnekleri alnr, 0.5 gr/kg
iv. glukoz verildikten sonra sik aralkklarla tekrar kan Ornegi almr. MINMOD adh bir
bilgisayar yaziimiyla glukoz duyarhligi ve beta hiicre fonksiyonlar1 Olgiiliir.

o Hiperinsiilinemik klemp testinde; hastaya 120 dk boyunca insiilin Vverilerek

hastanin sabit glisemisinin goriilmesi beklenir. Normal bireylerde glukoz kullanm hizi
4.7-8.8 mg/kg/dk iken, msiilin direnci olan bireylerde glukoz kullanim hiz1 azalmigtir
(Trout ve ark., 2007).

Tablo 2’te, insiilin direnci tanisinda kullanllan baslica yontemler ve degerler
gosterilmistir (Kahn ve ark., 2005).

Tablo 2. insiilin direnci tanismda kullamlan bashca yontemler ve kriterler.

Aclk kan sekeri 100-125 mg/dL

OGTT 140-199 mg/dL

2. saatinsiilin diizeyi

HOMA-IR >2.5 wU/mL

(HOMA= Ac¢lk insiilini (mU/mI)xA¢hk yetiskinlerde 4’ ¢ kadar normal kabul
plazma glukozu (mg/dl)/405) edilebilmektedir




2.2.2. Insiilin direncinin tedavisi

Insiilin direnci tedavisinin amaci, insiilin direncinin diizeltilmesini saglamak ve
buna bagh olusan bozukluklar1 Snlemektir. Insiilin direncinin merkezi bir rolii oldugu
leri stiriilen ve temel bilesenlerini abdominal obezite, glukoz intoleransi, nsiilin
direnci, artmus kan basmci, lipid bozukluklari ve bunlarn tiimiiniin neden olusturdugu

metabolik sendrom, tedbir ve tedavilerle Onlenebilir.

Tedavi ¢esitleri arasmda diyet, diizenli egzersiz ve hastann durumuna gore
olusturulan ila¢ tedavisi bulunmaktadir. Uzmanlar esliginde yapilacak olan diyetle
viicut agrhgmm %10’unun alt1 ay siiresince kaybedilmesi hedeflenerek kalori
dengesinin saglanmasi ve diizenli yapilan  bir egzersiz programi insiilin direnci
etkilerini azaltabilir ~ (Nathan ve ark., 2006). Insiilin direncinin takibinde; seker
yikkleme testlerinin yapiimasi, kan seker seviyelerinin ve Kkan lipid profilinin

incelenmesi onemlidir.

Ilagla tedavide, metformin ve tiyazolidindiyon grubu ilaglar yer alr. Metformin,
hepatik glukoz c¢ikismi azaltarak kas ve yag dokusu gibi ¢evre dokularda insiilin
hassasiyetini arttrrlar. Metformin kullanmu disardan almacak insiilin  gereksiniminin
oldugu ileri seviyenin Onlenmesinde on tedavidir. Metformin, obez ve tip 2 diyabetin
tedavisi gibi birgok klinkk durumda ana ila¢ olarak kulamilir. Metformin, kilo dengesinin
saglanmasinda; saglkh lipid profilinin olugsmasma ve damar bitiinligini diizeltmeye
katki saglayarak glisemik kontrolii saglar (Salpeter ve ark., 2008).

Tiyazolidindiyonlar, plazma insiilin etkisini artrarak tip 2 diyabete bagh insiilin
direncini tedavi eder. Tiyazolidindiyon grubu ilaclar peroksizom proliferator ile aktive
edilen reseptér gamayr aktive eder ve artmus insiilin direncinde genel bir azalmaya
neden olurlar. Bu ilaglar, peroksizom proliferatdr ile aktiflestirilen reseptor gama
(PPAR-y) agonistleri olarak gorev yaparak genlerin aktive edilmesini veya inhibe
edilmesini saglarlar (Furnsinn ve Waldhausl, 2002).

2.2.3. Deneysel insiilin direnci

Steroidler ¢esitli hastalk durumlarmda yaygmn olarak regete edilen ve insiilin
direncine neden olan ve kortizollii ilag grubudur (Chung ve ark., 2018). Kortizon tiirevi



olan glukokortikoidlere uzun siireli maruz kalma, diyabet de dahil olmak iizere birgok
hastalikla iligkilidir. Bircok ¢alisma, glukokortikoidlerin hepatik glukoz — ¢iktismi
arttrarak ve periferik glukoz almmi azaltarak in vivo ve in vitro periferik insiilin

direncini indiikledigini gostermektedir (Martinez ve ark., 2016).

Sekil 3. Deksametazonun kimyasal yapisi.

Sekil 3’te yapis1 verilen deksametazon bir tiir kortikosteroid ilacidir (Pubchem,
2005). Calismalar, deksametazon sentetik glukokortikoidin, oksidatif stres nedeniyle
pankreas hiicreleri tarafindan insiilin sekresyonunu azalttigmi gostermektedir (Martinez
ve ark 2016). ROS'un iiretiminin, kas ve yag dokusu iizerindeki glukozun daha az
tutulmasmdan sorumlu olarak insiilin direncinin  gelistirilmesinde temel bir rol
oynadigma dair kanitlar vardir (Houstis ve ark., 2006).

2.2.4. Insiilin direncinde biyokimyasal parametreler

Glukoz: Aclk kan sekeri (AKS), 8-12 saat a¢ kalindiktan sonra bakilan kan glukoz
degeridir. Insiilin direnci ve takriben diyabet tamisi icin ilk asamada AKS’ye bakilr.
Kan glukoz seviyesinin yiiksek ¢ikmasi hiperglisemidir ve bu durum insiilin direnci
tamsinda bir kriterdir. AKS’nin normal degeri 70-100 mg/dl’dir. AKS, 100-125 mg/dI
arasmda ise OGTT vyaptirilr. Postprandiyal denilen veya tokluk kan glukozu ise
herhangi bir G6glinden 2 saat sonra bakilan degerdir. Tokluk insiilin degerinin 140
mg/dl’nin Ustiinde olmasi msiilin direncini belirten degerlerden biridir (Biberoglu ve
ark., 2003).

ALT: (Alanin aminotransferaz, alanin transaminaz) ALT yiiksek miktarda karacigerde
bulunur bu ylizden karacigere daha Ozgildiir. ALT’nin yart omrii 4710 saattir.

Hepatobilier sistem hastaliklarmm belirlenmesinde ve hepatotoksik ilaglarmn etkilerinin



takibinde Kkullanilir. Karaciger hasarmda degeri yiikselir. Plazma yari 6mrii 60 saat
civarmdadr. ALT diizeyindeki 2 kat artis tikayict bir problemin gostergesi olabilirken
10 kat veya daha fazla artis hepatite sebep olan problemleri diisiindiirmelidir (Uraz,
2005).

AST: (Aspartat aminotransferaz) AST ¢ok miktarda kalp kasi, iskelet kas1 ve karaciger
de bulunmakla birlikte pankreas, beyin ve kan hiicrelerinde de bulunur. AST hem
sitozolik hem de mitokondiriyal kaynaklhdir ve yari 6mrii 17 + 5 saattir. Eritrosit yikim
sonrasi hiicre i¢i AST dolasima gecer ve serumdaki AST yiikselir. Alkolik karaciger
hastaliklarinda, siroz gibi malignitelerde AST yiiksekligi daha fazladr (Karagil ve ark.,
2000).

GGT: (Gama-glutamiltransferaz) Bashca hiicre membranlarmda bulunan  bir
glukoproteindir ve yart omrii 28 giindiir. Glutatyonu peptidlere amino asitlere ve suya
tagr. Biliyilk miktarlarda bobrek tiibiillerinde, karacigerde, pankreasta, ince
bagrsaklarda ve prostatta bulunmaktadr (Rosalki ve Mecintyre 1999). Kolestatik
hepatitte belirgin bir artiy gostermekle birlikte yiiksek deger, safra yollart tikanikligm
gosterir. BKI (beden kitle indeksi) 30 kg/m® den biiyiik olan kisilerde normalden %50
daha yiiksek deger ¢ikar (Ortakoyluoglu ve ark., 2016).

ALP: (Alkalen fosfataz) Genellikle karaciger, kemikler, bagwrsaklar ve bobreklerde
bulunur. Yar1 dmrii 3 giindiir ve ALP yiiksekligi genelde safra kesesi, karaciger veya
kemik hastaliklar1 kaynaklhdr. Karacigere bagh hastaliklarda ALP yiiksekligiyle birlikte
GGT yiiksekligi 6nemli bir ipucu saglar (Green ve ark., 2002).

Total kolesterol: Total kolesterol kisaca kolesterol ve trigliserid degerlerinin
toplamudrr. Trigliserid diizeymin %20’si ile HDL ve LDL kolesterollerinin seviyelerinin
toplanmasiyla hesaplanr. Saghkl bir kiside degeri 200 mg/dl’den az olmaldr. Diisik
yogunluklu lipoprotein (LDL) kétii kolesterol ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)
iyi kolesteroldiir (Murad ve ark., 2018).

Total protein: Plazmada olan ve farkh gérevleri olan proteinlerin tiimiine total protein
denir. Total protein testi, kan dolasimmdaki albumin ve globulin adi verilen proteinlerin
toplam miktarmi Slgmek i¢in kullamilr. Serum protein diizeyi, karaciger ve bobrekteki
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fonksiyon bozukluklarmm degerlendiriimesinde, gammopatilerin tanismda, protein
metabolizmasmmn bozukluklarmda, genellikle serum albumin diizeyi ile paralel gider.
Total protein degeri; nefrotik sendrom, kan kaybi, bazi viral enfeksiyonlarda,
inflamasyon, yliksek ates, hipertiroidi, kronik hastalklar, karaciger hastaliklary,
dehidrasyon, diyet proteinin alimmnda azalma, multipl miyelom gibi durumlarda normal
degerinden farkl olusabilir (Ebubekir, 2001).

Ure: Kan iire nitrojeni (BUN), proteinlerin metabolizmasmda iiriin olan toksik
amonyak, detoksifikasyonu i¢in tireye doniisir ve idrarla atilir. Plazma diizeyinin
artmasi, protein metabolizmasmmn ve bdbrek fonksiyonlarmm degerlendirilmesinde
onemlidir. BUN ve kreatinin genellikle ‘BUN / Kreatinin oran’’ seklinde birlikte
degerlendirilirler. Yikseldigi durumlar; diabetes mellitus, gastrointestinal kanamalar,
yilksek proteinli diyet, konjestif kalp yetmezligi, bobrek yetmezligi, tirotoksikoz,
nefrotik sendrom, enfeksiyonlar, Cushing sendromu, ciddi dehidrasyon ve yaniklardr
(Erbil, 2007; Mert, 1996).

Kreatinin: Kreatin, glisin, arginin ve metiyonin amino asitlerinden karaciger, bobrekler
ve pankreasta sentezlenen bir amino asit tirevidir. Sentez sonrasi kreatin; iskelet
kaslarma, beyne, kalbe ve diger dokulara tagmir. Bu dokularda enerji depolayici sekli
olan ‘kreatin fosfat (fosfokreatin)’a doniislir. Kreatinin ise kaslarda kreatin fosfatn
yikkim iriinlidiir. Ana kaynag kaslarda bulunan kreatin ve fosfokreatin olarak da
isimlendirilir. Proksimal tubuluslardan salglanir. Kreatinin kanda ve idrarda bulunur ve
viicuttan bobrekler yardimiyla disariya atiir. Kreatinin degeri belirlenirken, bobrek
fonksiyonunun bir gostergesi olan glomeriiler filtrasyon hizm (GFR) tanimlamak igin
onemli bir yoldur. Bobrek fonksiyonlar1 degerlendirilirken, serum tire (ya da BUN)
diizeyine gore daha duyarhdir (Pamuk, 2010).

2.3. Kinoa

Kazayagigiller veya Ispanakgiller (Chenopodiacea) diye adlandirilan ailenin bir
tiyesi olarak kinoa (Chenopodium quinoa Willd.), fiziki olarak C-3 bitkileri
grubundadrr, ¢ift ¢enekli olmak tizere tek yillk ve farkh tiirlerden 4 kromozoma sahip
(2n=4x=36) bir bitkidir (Geren ve Gire, 2017). Kurakhga dayanikhlk saglayan
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gelismis ve dallanmis olan kazik bir koke sahiptir. Bitkinin boyu dik sekilde 40-150 cm
uzar (Bhargava ve ark. 2007).

Yapraklart genis ve kaln olmakla birlikte odunsu saplara sahiptir. Yapraklar
kazayagma benzer cizgilerle digli ve genelde liggene benzer. Geng bitkilerde yapraklar
genelde yesildir ve bitki olgunlastikga farkl renklere sahip olurlar (sari, kirmizi, mor
gibi). Cicekler salkim seklini olusturur ve ¢igeklenme donemi Temmuz-Agustos
aylaridr. Cigekleri hermofrodittir,  genellikle kendine tozlasr ve Yyabanci tozlasma
orani %10-15"tir (Gardillo-Bastidas ve ark., 2016). Salkimmn iizerinde kiimeler seklinde
olusan tohumlar1 2-3 c¢m c¢apmda ve tohumlar yuvarlak sekildedir. Kinoanin tane

agrhg cesitlere gore degismekle birlikte 1.99 g ile 5.08 g arasmdadr (Valcarcel-
Yamani ve Lannes, 2012).
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Sekil 4. Kinoa tohumu.

Tohumlar siyah beyaz, turuncu, pembe, kirmizi veya sari renkli olabilir ve bu
renk farklihgr yetistirildigi iilkelere gore degismekle birlikte, farkh miktarlarda saponin
ve diger biyoaktif bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica saponin aci bir tad
vediginden dolayr kinoa tohumlar1 kullamlmadan oOnce yikanmaktadr (Tan ve Temel,
2019; Park, ve ark., 2017). Sekil 5’te kinoa g¢esitlerinden ornekler verilmistir: A)
Rainbow, B) Kirmizt populasyon, C) Mint Vanilla, D) Titic (Tan ve Temel, 2019).
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Sekil 5. Bazi kinoa ¢esitlerinden ornekler.

Kokenini Giiney Amerika’dan alan kinoa, Bolivya ve Peru And’larnda 5000
yidan bu yana iiretilmektedir. Aztek ve Inka medeniyetlerinin temel besin maddesidir

(Jancurova ve ark., 2009).

Avrupa kitasma 1980’lerin baglarmda getirilmistir. Deniz seviyesinden 4000 m
yiiksekliklerde yetisebilmesi ve genetiginin ¢esitlilik gostermesinden dolayr iiretim
agismdan uyumlu bir bitkidir (Jacobsen, 2003). Ulkemizde genis sahalarda yetistirimesi
yavas yavas artmakla birlikte, Trakya bolgesi basta olmak iizere Adana ve Konya’da
kiiciik alanlarda tiretimine baslanmustir.

2.3.1. Kinoamin bilesimi ve kimyasal 6 zellikleri

Kinoann besin degeri ile ilgili ¢ahsmalarm biiyiik ¢ogunlugu tohum igerigi ve
insan beslenmesi ile ilgilidir. Embriyo, bitki kabugu igerisinde tohumun %60’ m1
olusturur (Jancurova ve ark., 2009). Tohumu %60 karbonhidrat, yaklasik %8-22
oraninda protein, %5 yag ve %4 lif igermektedir (Keskin ve Kaplan, 2015; Jancurova ve
ark., 2009).

Tohumlarmm yag miktar1 diger yag bitkilerinden az olsa da tahillardaki

miktardan fazladr. Hemen hemen tiim vitaminleri barmdrran kinoada, kolesterol yoktur
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(Miranda ve ark., 2012). 100 gram pisiriilmemis kinoanm vitamin icerigi Tablo 3'te
verilmigtir (USDA, 2019).

Tablo 3. Pigirilmemis kinoanmn vitamin degerleri.

Vitaminler /1009 Birim
Tiamin 0,360 mg
Riboflavin 0,318 mg
Niasin 1,520 mg
Pantotenik asit 0,772 mg
Vit B6 0,487 mg
Toplam folat 184 ug
Kolin 70,2 mg
Betain 630,4 mg
Vit A 14 IU
Vit A 1 ug
B-karoten 8 ug
B-kriptoksantin 1 ug
Lutein+zeaksantin 163 ug
Vit E (a-tokoferol) 244 mg
[-tokoferol 0,08 mg
y-tokoferol 455 mg
\-tokoferol 0,35 mg

Insanlarda  viicut fonksiyonlarmm gelisiminde 6nemli olan 8 esansiyel
aminoasidin hepsi bu bitkinin tohumunda mevcuttur. Sistein, lisin ve diger tahillarda az
miktarda bulunan metiyonin kinoada yiiksek miktarda bulundugundan dolayi, kinoa
milkemmel bir protein kaynagi olarak tabir edilmektedir (Repo-Carrasco-Valencia ve
Serno, 2011).

Glutensiz alternatif {irlinler bakimmdan kinoa bitkisi, ¢olyak hastalar1 icin son
derece oOnemlidir (Demir ve Kiling, 2016). Glutensiz unlar ile ilgili yiiriitilen bir
arastrmada, kinoa unu kullanilan ekmeklerin diger unlardan (piring, misr vb.) yapilan
ekmeklerden hacim ve tekstiir bakimmdan daha iyi oldugu goriilmiistiir (Elgeti ve ark.,
2014).

Tablo 4’te; kinoa tohumlarmmn ve yaygm olarak kullanilan bazi tahillarm besin
icerigi karsilastrmasi verimistir (g/100 g, kuru maddede) (Valencia-Chamorro, 2003).
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Tablo 4. Kinoa ve bazi tahillarm kimyasal kompozisyonlari.

Karbonhidrat | Protein Yag Lif Kiil
Kinoa 69.0 16.5 6.3 3.8 3.8
Arpa 80.7 10.8 1.9 4.4 2.2
Misir 81.1 10.2 4.7 2.3 11.7
Yulaf 69.8 11.6 5.2 10.4 2.9
Piring 80.4 7.6 2.2 6.4 3.4
Cavdar 80.1 13.4 1.8 2.6 2.1
Bugday 78.4 14.3 2.3 2.8 2.2

Tablo 5’te kinoa ve arpa orneklerinin mineral madde kompozisyonlar1 mg/100 g

kuru madde esasma gore verimistir (Abugoch James, 2009).

Tablo 5. Kinoa ve arpa drneklerinin mineral madde kompozisyonlar1.

Mineraller Kinoa Arpa
Ca 86.3 29
Mg 502 79

K 732 280

P 411 221
Fe 15 2.5
Zn 4 2.1

Kinoa taneleri oldukga yiiksek miktarda biyoaktif bilesikleri polifenoller,
saponinler, flavonoidler ve fenolik asitler icermektedir (Dogan ve Karwe, 2003).
Kinoann sahip oldugu bu biyoaktif bilesenlerin, kan kolesterol seviyelerini diistirdiigi,
kanser hiicrelerinin gelisimini  engelledigi, toksinleri yok ettigi, immiin sistemi
giiclendirdigi ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 onledigine dair ¢alsmalar yapimistir
(Valcarcel-Yamani ve Lannes, 2012).

2.3.2. Kinoanin klinik kullanim

Yiiksek fenolik madde igerigine sahip olan tohumlar antidiyabetik, anti-obezite
etkileri nedeniyle faydah bir besindir. Fenolik bilesiklerin, a-amilaz ve o-glukozidaz
denilen ince bagrsakta karbonhidrat sindirimiyle baglantth olan  enzimlerin
aktivitelerini inhibe ettigi ve tokluk kan glukoz seviyelerinin kontroliiniin saglanmasma

yardime1 oldugu gosterilmistir (Hemalatha ve ark., 2016).

15




e Antioksidan  Etkisi:  Kinoada bildirilen ikincil metabolitler  baslca;
triterpenoidler; saponinler, fitosteroller ve fitoekdisteroidler, betalainler, fenolikler ve
glisin betain gibi ¢ok sayida fitokimyasal maddelerdir (Graf ve ark., 2015b). Ozellikle
polifenoller, bitki kokeni olan yiyeceklerde yaygm bulunan biyoaktif ikincil bitki
metabolitlerdir. Bu bilesikler; antioksidan, antiaging, antikarsinojenik, apoptotik, anti-
inflhmatuvar ve endotel hiicrelerinin iyilesmesi olmak {izere birgok faydal saglk
etkisine sahiptir (Han ve ark., 2007)

Kinoa tohumlar1 118 mg/100 g kadar fitosterol (sitosterol, kampesterol,
brassikasterol, stigmasterol, fitoekdisteroid) igerirler. Fitosteroller, karacigerde ve
bagrsaklarda aterojenik lipoprotein iiretimini azaltarak serum kolesterol seviyelerini
dusiiriir. Antidepresif ve antioksidan etkileri de vardr (Villacrés ve ark., 2013; Graf ve
ark., 2016).

Kinoada bulunan ana polifenoller kaempferol ve kersetin glukozitlerdir. Bu

bilesikler, inflamasyonu azaltr, tiimoér gelisimini inhibe eder ve kardiyovaskiiler

fonksiyonu tesvik eder (Schoenlechner ve ark., 2008).

Kinoa tohumlarmda bol miktarda, antioksidan ve anti-inflamatuvar etkileri
bakimmdan fenolik bilesiklerinkilere benzeyen betanin ve izobetanin bulunur (Tang ve
ark., 2015). Bununla birlikte, bazi ¢ahsmalar betalainlerin polifenollerin aktivitesinden
daha yiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Neagu ve Barbu,
2014).

Kinoada ayrica saponinler, flavonoidler, karvarol, timol, sitral, &jenol, linalool,
terpenler gibi baska antioksidanlar da bulunur (Juneja ve ark., 2012). Ozellikle
kabugunda yilkksek miktarda bulunan saponinler; antifungal, hipokolesterolemik,
antiviral, antikanser, hipoglisemik, idrar soktiirici ve anti-inflamatuvar gibi ¢esitli
biyolojik aktivitelere sahiptir (Vega-Galvez ve ark., 2010). E vitamini de antioksidan
olarak ve yaglarm peroksidasyonunu onlemek i¢cin gereklidir. 100 g kinoa yetiskinlerin
glinlik E vitamini ihtiyacmn1 karsilamaya yeterlidir (Alvarez-Jubete ve ark., 2009).

e Antidiyabetik Etkisi: Kinoa diisiik bir glisemik indekse sahiptir ve %10 kadar
toplam diyet lifi icermektedir. Diyet lifi doygunlugu artirabilir, postprandiyal insiilin
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tepkisini  diizenleyebilir ve bagwsak mikrobiyotasm —gelistirebilir. Epidemiyolojik
cahsmalara gore diyet lifi tiiketiminin kalp-damar hastaliklari, obezite ve tip 2 diyabet
gelisimini azalttigi gosterilmistir (Brownawell ve ark., 2012; Lamothe ve ark., 2015).

Kinoada bulunan ve insiilin direncinin olusumunu geciktiren esansiyel yag
asitleri arasinda, swrasiyla aragidonik asit, linoleik asit ve linolenik asit bulunur. Bu yag
asitlerinin, diyabetli hastalarda glisemik kontrolin saglanmasi konusunda olumlu

etkileri bulunmaktadr (Kim ve ark., 2006).
2.4. Apoptozis

Organizmada bulunan biitiin hiicrelerin belli bir yasam siiresi vardr. Hiicrenin
olimi ve yasamu boyunca c¢ogalmasi arasmda oOnemli bir denge bulunmaktadir.
Hiicreler belli olim tiplerine sahiptir ve bu Olim yolaklarmdan biri olan apoptoz;
Yunanca kelime olarak ¢icekten ayrilan ta¢ yapragi veya agactan diisen yaprak
manasmdadr ve apo kismu ayri, ptosis diisme olarak tanimlanmaktadir. Apoptoz terimi
1972 yihnda, ilk olarak Awvusturalyah patolog J.F.K. Kerr ile tanimlanmustir (O’Rourke
ve Ellem 2000).

Apoptozis, organizmada hasar gormiis veya organizma i¢in tehlikeli olabilecek
hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alr. Ornek olarak, viriisle enfeksiyona ugramis
hiicreler bu Olim tipiyle ortadan kaldwilr. Bir baska 6rnek de hasarli DNA’nm bu yolla
yok edilmesidir. Nedeni, hiicre DNA’snda olusan mutasyonlarm kanserin ortaya
¢ikmasm ve ilerlemesini saglamasidir ve bu hasarh hiicrelerin apoptozis ile Yok
edilmesi son derece mithimdir. Programlanmig hiicre Oliimlerinin veya apoptozis’in, bir
hiicrenin kendisini intihara gotiirecek mekanizmay1 devreye sokmasi sonucu meydana

geldigi bilinmektedir (Erdogan, 2003).

2.4.1. Apoptozisin klinik 6nemi

Apoptozis; normal hiicre dongiisiinin devamu i¢in, hiicre iskeletinin yikimi igin
proteaz enzimlerin sentezini, hasarli veya infekte hiicrelerin pargalanmasi gibi gesitli

sire¢ mekanizmalarma sahip, gelisim asamasinda organizmada homeostazisin
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stirmesini saglayan programlanmis hiicre Olimii olarak adlandirilmaktadir (Elmore,
2007).

Apoptozis, hiicrenin  yasam dongiisii  boyunca yapm-yikim dengesinin
siirdiiriilmesini saglar. Apoptotik siirecte inflamasyon olusmaz ve komsu hiicreler zarar
gormez. Organizma i¢in zararh hiicrelerin yok edimesi i¢in apoptoz kritik bir dnem
tasr. Bu hiicresel mekanizmanmn bilinmesi; kanser, AIDS, norolojik ve kalp hastaliklar

gibi agr hastalklarm tedavisinde yeni tedaviler bulunmasma olanak saglar (Eréz ve
ark., 2012).

Apoptotik yolakta yer alan baslica proteinler sunlardir: Bcl-2 (Bcl2 Apoptoz
Regiilatorii), Bcl-2 ailesi proteinleri programlanmis hiicre Olimiine veya apoptoza
katkida bulunur ve cesitli hiicre sistemlerinde apoptozu baskilar. Antiapoptotiktir. Bax,
(Bcl-2 Associated X, Apoptoz Regiilatorii) apoptotik aktivator olarak iglev goriir.
Kaspaz 3'in aktivasyonunu ve bdylece apoptozu tesvik eder. Casp3 (Kaspaz-3), hiicre
apoptozunun yiiriitme asamasmnda merkezi bir rol oynayan bir sistein-aspartik asit
proteazdir. Kaspaz 6, 7 ve 9 kaspazla aktive eder (Genecards, 2020).

2.4.2. insiilin direncinde apoptotik yolagin 6nemi

Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM), prediyabet Ozelliginde en iligkili
patofizyolojik durum olan insiilin direnci ile karakterizedir. Diyabet, hiicrelerin
apoptoza gidisini patolojik diizeyde artrmaktadrr. Insiilin direncinin devam etmesi
pankreas B-hiicresinin islev bozukluguna, dokularda serbest radikallerin ve lipid
peroksidasyonunun artmasma ve asir1 durumlarda B-hiicresi apoptozisine nheden
olmaktadr (Newsholme ve ark., 2007). B-hiicreli apoptozis sikhgi;; Tip 2 diyabet ve
zayif bireylerde 3 kat, tip 2 diyabet ve obez bireylerde ise 10 kat daha yiiksek
bulunmustur. Bu bulgulara gore, tip 2 diyabetlilerde, asir1 apoptozun bir sonucu olarak
B-hiicre kiitlesinde nispi bir azalmanin meydana geldigini gostermektedir (Butler ve

ark., 2003).

Yiiksek glukoz ve doymus yag asidi seviyelerinin varhgnda insiilin sentezinin
artistyla endoplazmik retikulumda (ER) yanhs katlanmis proteinlerin birikimi tetiklenir
ve bu durumda ER stresi olusur. Bdylece katlanmamis protein tepkisinin (UPR) aktive
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olmasma neden olur. UPR baslangigta hatali katlanmig proteinleri pargalayarak ve daha
fazla birikmelerini engel olarak ER stresini azaltmaya cahsrr. Bu siiregte, ER stresi
diizelmediginde UPR proapoptotik sinyalleri aktive eder ve apoptoz siireci baslar
(Harding ve Ron, 2002).

2 5. Otofaji

Otofaji, hiicrelerin islevsiz ve gereksiz makro molekiillerin ve organellerin
lizozomlarla kaynasarak pargalandigi bir katabolik mekanizmadir. Otofagositoz olarak
da adlandrilir. Otofaji, hiicresel strese yol acan durumlarda (gesitli enfeksiyonlar, aglk,

kanser vb.) aktiflesen bir mekanizmadrr (Galluzzi ve ark., 2012).

Otofaji kelime olarak Yunanca 'kendi kendine yemek yeme' anlamma gelir ve
mekanizma otofajiyle baglantii genler (autophagy related genes — ATGs) tarafindan
diizenlenir. Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili olmak iizere ii¢ farkh
sekilde gerceklesebilir: Bu ii¢ otofaji sekli de sitozolik igeriklerin lizozomda proteolitik
olarak parcalanmayi saglar. Otofajiye, otofagosom denilen essiz bir organel aracilik

eder (Saftig ve ark., 2008).

Otofaji genlerinde yasanacak mutasyonlar otofajiyi kesintiye ugratir ve bu
durumun cesitli hastaliklarla baglantis1 oldugu belirtiimektedir. Bu durumun kanser,
karaciger bozukluklari, norolojik hastalklar, yaslanma gibi Onemli hastaliklar ve
durumlara neden oldugu bilinmektedir (Glick ve ark., 2010; Ulgenalp ve ark., 2018)
(Sekil 6).
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Sekil 6. Otofaji ¢esitlerinin mekanizmasi.
2.5.1. Otofajinin klinik 6nemi

Hiicreler tarafindan aclk veya c¢esitli stres durumlarnda kendilerini yok
olmaktan korumak ve homeostazinin devamliligi icin kullamlan katabolik bir siirectir.
Amacy, hiicre i¢i yapilar icin alternatif kaynak ve hiicre yasammm devamlihgl icin
enerji Uretimine substrat saglamaktr. Hiicre gerekli besini bulundugu ortamdan
alamadigi durumlarda, enerji igin kendini i¢ten yiyerek varh@mi stirdiiriir (Singh ve

Cuervo, 2011).

Yeni biyomolekiillerin sentezi icin gerekli olan enerjinin ve yapr taglarmm geri
doniigtimii  saglanmis olur. Bu yolla anabolik ve katabolik hiicre fonksiyonlar
dengelenir, hasar goérmiis proteinler ve istenmeyen gereksiz organeller ortadan kaldirihr.
Bu yiizden otofaji, protein ve organellerin sayisal ve metabolik dengesi ve kalitesi i¢cin
gerekli olan onemli bir kontrol mekanizmasidir. Ornegin, otofaji ile sindirilen
organellerin bilesenleri geri doniistiiriilerek, hiicrenin biiylimesi ve gelismesine katki

saglamak icin kullanilir (Mizushima, 2007).

Otofaji bozukluklar1 viicudu toksik etkiye maruz brakir. Bu ylizden bu
bozukluklarm; kanser, karaciger bozukluklari, enfeksiyon hastaliklari, noérodejeneratif
hastaliklar, iskemik hastalklar (inme, miyokart enfarktiisii) gibi pek cok hastalkla
baglantii oldugu diisiiniilmektedir. Otofaji arastrmalarmm insan saghgi icin ve
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hastaliklarm olusum, gelisim ve tedavileri icin 6nemli oldugu belirtimektedir (Shintani
ve Klionsky, 2004).

Otofaji mekanizmasinda yer alan baslica proteinler sunlardr: Atg5 (Otofaji ile
ilgili 5 geni) Otofajik vezikiil olusturarak otofajik hiicre Olimiinde 6nemli bir rol oynar.
Otofajik vezikiillerde fagoforik membranin genislemesinde rol oynayan Onemli bir
proteindir. Sgstml (Sekanséz 1), otofajik degradasyonunda rol oynar. Ubikitinasyon
yoluyla sinyal kaskadlarmi diizenleyebilir (Genecards, 2020).

2.5.2. Insiilin direncinde otofajinin 6nemi

Oksidatif stres, oOzellikle mitokondri ve hiicresel proteinler olmak {izere
organellerde, lipidlerde ve niikleik asitlerde hasara neden olur. Bu durum hem
endoplazmik retikulum (ER) stresi, hem de otofajiyi baslatr (Simmons, 2007). Otofaji,
mitokondri ve endoplazmik retikulumiin yapisal ve fonksiyonel biitiinligiiniin muhafaza
edilmesinde ve reaktif oksijen tiirlerinin azaltlmasi i¢in uyarlanmis bir mekanizmadir
ve bu mekanizma ER stresini ortadan kaldrr (Ding ve ark., 2007). Otofaji, apoptozisi
geciktirerek pankreatik B- hiicrelerinin hayatta kalmasmi saglayarak beta hiicre
fonksiyonunun korunmasmda Onemli bir rol oynar (Watada ve Fujitani, 2015). Ayrica,
pankreas [ hiicrelerinde otofajik yolun bozulmasi, tip 2 diyabetin gelismesine neden
oldugu bildirilmistir (Quan ve ark., 2012).

2.6. Antioksidan Durum

Serbest radikaller, diizensiz sayida elektron iceren molekiillerdir ve kararsiz
yapidadirlar. Kararh hale gelmek icin serbest radikal irtinleri olarak bilinen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) bazen molekiiler oksijenle
etkilesmekte ve serbest oksijen radikallerini meydana getirmektedirler. Serbest
radikaller, antioksidanlar tarafindan dengede tutulabilir ancak daha fazla sayida serbest
radikal varsa; viicuttaki hiicre ¢ogalmasma, hayatta kalmasma, DNA’ya ve proteinlere

zarar gormesine neden olurlar (Preiser, 2012).

Serbest radikaller aerobik metabolizmanin fizyolojik iriiniidiirler ve normal

kosullar altmda sinyalizasyon, programlanmis hiicre  Oliimii-apoptozis, savunma
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mekanizmasmm harekete ge¢irmek gibi gorevler icin gerekli molekiillerdir. Kontrolsiiz
bir sekilde Tretildiklerinde doku hasarma, biyomolekiillerin yapismm bozulmasma,
enzim aktivitesinin engellenmesine ve hiicre Olimiine neden olurlar (Cetin ve ark.,

2011).

Bazi serbest radikal tiirleri; siiperoksit (¢O," ), hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil
radikali (OH), nitrik oksit radikali (sNO), organik hidroperoksit (ROOH), alkoksi
(RO*) ve peroksi radikalleri (ROOv®), hipokloréz asit (HOCI), peroksinitrit (ONOO-)’tir
(Fang ve ark., 2002).

Sekil 7°te serbest radikallerin olusumunu ve enzimatik etkisi sematik olarak

Ozetlenmistir (Vincent ve ark., 2004).

Ghutatyon

NADPH Oksidaz

o Elektron y 0 >H0; HO
Transport ( Fe!
Zinciri Cw
/"onoo o Ny OH
Cu*?
NO

Myelopergksidaz

0-0:
NO Sentaz

Sekil 7. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik etki.

Oksidatif stres olusumunu artrabilecek bazi faktorler; hava kirliligi, obezite ve
bagh oldugu hastaliklar; yag, seker ve islenmis gidalardan yiiksek beslenme, ultraviyole
ismlar, radyasyon, stres, kronik enfeksiyonlar, tiitlin dumani, alkol tiiketimi, bazi ilaglar,
pestisitler veya endiistriyel kimyasallardr (Hermsdorff ve ark., 2011).

2.6.1. Antioksidan durumun klinik 6nemi

Oksilen ve azot kaynakl serbest radikaller bir¢ok hiicre i¢i mekanizmanm
diizenlenmesinde kilit bir rol oynamaktadir. Ayrica cesith hiicresel sinyal yollarma

onemli Ol¢tide katkida bulunacak yararh biyolojik etkilerinin de oldugu tespit edilmistir
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(He ve Zuo, 2015). Az miktarlarda {iretilen serbest radikallerin; enfeksiyonlara karsi
savunma, biiylime faktorii sinyallerinin aktivasyonu; hiicre i¢i depolardan Ca’nin
salmm, damar diiz kaslarmm kan basmcmi diizenlemesi, immun yanit olusturmak gibi

etkileri vardr (Droge, 2002).

Bununla birlikte, uzun siireli oksidatif stres viicudun, hiicre membran
biitiinligliniin bozulmasma, proteinlere, DNA’ya zarar verir, yaslanma ve hiicre
olimiine sebep olacak sekilde biyolojik islev kaybi gibi olaylara neden olur. Oksidatif
hasar, yaslanmanmn yani sira ateroskleroz (damar sertligi), kanser, inflamasyon, obezite,
iskemi, reperfiizyon hasari ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak iizere c¢esitli
hastaliklarla iligkilidir. Ayrica oksidatif stresin diyabet ilerlemesinde roli oldugu
bildirilmistir. Hiperglisemi ve oksidatif stres arasmda yakm iliski oldugu ¢esith
caligmalarla da desteklenmistir (Nilgiin ve ark., 2006; Robertson ve ark., 2004).

Oksidatif stresin gostergesi olan bashca proteinler sunlardr: Gpx1 (Glutatyon
Peroksidaz 1), bu gen tarafindan kodlanan protein, tiyeleri organik hidroperoksitlerin ve
hidrojen peroksitin (H,0,) glutatyon tarafindan azaltiilmasmi katalizleyen ve hidrojen
peroksitin - detoksifikasyonunda gorev yapar ve en Onemli antioksidan enzimlerden
biridir. Sodl1 (stiperoksit dismutaz 1), bu gen tarafindan kodlanan protein, bakir ve
cinko iyonlarmi baglar ve viicuttaki serbest siiperoksit radikallerinin yok edilmesinden
sorumludur.  Siiperoksit radikallerini molekiiler oksijene ve hidrojen perokside
doniigtiirmek i¢in  homodimer olarak islev goren ¢oziinlir bir sitoplazmik proteindir
(Genecards, 2020).

2.6.2. insiilin direncinde antioksidan durumun énemi

Oksidatif stres, insiilin direncinde 6nemli bir mekanizma olarak gériilmektedir.
In vitro arastrmalarda, endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek yogunlukta glukoz
bulunduran bir ortamda bekletildiginde, serbest radikallerin ortaya c¢iktigi gézlenmistir
(Robertson ve ark., 2004). Ayrica ¢esitli arastrmalarda, hiicrelerin reaktif oksijen
tirlerine maruz kalmasi sonucu beta hiicrelerinde disfonksiyon yasandigi ve insiilinin
sinyal iletiminin engellendigi belirtilmektedir. Bu durum insiilin direncinin ve diyabetin

oksidatif stres ile baglantismi gostermektedir (McMurray ve ark., 2016; Baz, 2014).
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Sekil 8’de, hipertansiyon, metabolik sendrom, obezite, az fiziksel aktivitenin
oksidatif stres olusumuna etkisi ve msiilin direnci olusumunun baglantis1 gdsteriimistir

(Tangvarasittichai, 2015).

MetS ve tuza duyarli HT

(metabolik sendromve Sodyum dengesi l

tuza duyarh hipertansiyon) Renin anjiotensin sistemi
Asir1 beslenme gl(;ﬂ;;zus yag asidi
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yikklenme e stres
Endotel hiicreler \ '
- o \\\
Endotel hiicrelerin QgISpOSIt )
disfonksiyonu Karacis \
araciger l

Insiilin sekresyonu 1 \
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Hiperinsiilinemi \
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Insiilin Direnci

KVD o Met | '
(Kardiyovaskiiler S S | o1 / //
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\\ ¥
A Diyabet
(Kronik hiperglisemi

Sekil 8. Oksidatif stresi tetikleyen durumlar ve insiilin direnci dongtisii.

2.7. inflamasyon

Inflamasyon, viicudun enfeksiyon, hastalk ve doku hasar1 gibi durumlara
verdigi dogal tepkidir. Asm1 veya devam eden inflamasyon agriya ve doku hasarmna
neden olabilir ve viicudun organlarmm normal ¢ahgmasmi engelleyebilir (Kuralay ve
Cavdar, 2006).

Inflamasyon iki ana tipe ayrilr:

Akut inflamasyon: Genellikle kisa (ancak siklikla siddetli) vadeli bir cevaptr ve iki
hafta veya daha kisa siirede ortaya c¢ikar. Agr1 ve kizariklk, ates, siskinlikle kendini
gosterir. Tedavi edildiginde belirtiler ortadan kalkar.
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Kronik inflamasyon: Iltihaplanmaya neden olan ajan uzun bir siire devam ederse,
iltihap kronik hale gelir. Genellikle daha az siddetli inflamasyon olarak belirtiimektedir.
Genellikle altt haftadan uzun siirer. Yaralanma olmadiginda bile olusabilir ve hastalik
ya da yaralanma iyilestiginde bitmeyebilir. Osteoartrit, metabolik sendrom, depresyon
gibi hastaliklarm yaninda obezite, saglksiz beslenme, hareketsizlik, stres, sigara ve asiri

alkol tiiketimi gibi etkenler kronik inflamasyona neden olabilir (Jellinger ve ark., 2017).

Inflamasyon, ¢esitli tetikleyicilere sahip olabilir:

. Yanma veya kesme gibi doku hasari
. Trombositlerle pihtt olusumu
. Yabanci bir maddenin varhgi

. Cesitli kimyasallar
. Mikrobiyal enfeksiyon
. Baz hiicre olimii bigimleri (Jellinger ve ark., 2017).

2.7.1. inflamasyonun klinik 6ne mi

Inflamasyon viicutta bir savunma mekanizmasidr. Bagsikhk sistemi; hasar
gormiis hiicreleri, tahris edici maddeleri ve patojenleri tanr ve iyilesme siirecini
baslatr. Inflamasyon koruyucu immiinolojik hafizanmn olugmasi icin dnemlidir (Nathan

ve Ding, 2010).

Kronik inflamasyon etki bakimndan uzun siirelidir ve koruyucu yamt olarak
gelisir. Eger uyaran organizmada inflamasyonu tetiklerken esik deger asilirsa, o zaman
sistemik inflamasyon bulgulari meydana ¢ikar ve kanser, tip 2 diyabet, yaslanma,
otoimmin hastalklar, kalp rahatsizlklar, noérodejeneratif hastaliklara sebebiyet
verebilir. Bu yiizden inflamasyon kontrolii 6nem taswr. Sistemik inflamasyonu etkileyen
beslenme ve yasam tarzi ile ilgili faktorlerin iyilestirilmesi, morbidite ve mortaliteyi

azaltmada yardimci olabilir (Huang ve ark., 2016).

Inflamasyon olaylarmda onemli rolii olan markirlardan bazilari sunlardr: IL-1pB
(Interlokin 1 Beta), bu sitokin, inflamatuvar yanitm &nemli bir aracisidr. Merkezi sinir
sistemindeki bu sitokin tarafindan siklooksijenaz-2'nin  (Ptgs2/Cox2) uyarimasmmn

inflamatuvar agri ve asmr1 duyarhliga katkida bulundugu bulunmustur. Sitokinler,
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bagisiklik tepkisinin ana aracilart olan proteinli sinyal bilesikleridi. TNF-o (TUmor
Nekroz Faktorii), bu gen, tiimoér nekroz faktoérii (TNF) siiper familyasma ait ¢ok
fonksiyonlu bir proinflamatuvar sitokini kodlar. Bu sitokin esas olarak makrofajlar
tarafindan salgilanr. Sitokinler ve stres gibi uyaranlara hiicresel yanitlarda yer alr ve
enfeksiyonlara karst immiinolojik yamtmn diizenlenmesinde anahtar rol oynar

(Genecards, 2020).

2.7.2. Insiilin direncinde inflamasyonun 6nemi

Tip 2 diyabetli ve obez hastalarda sik rastlanan karm i¢i yag dokusu artis, diisiik
seviyede seyreden inflamatuvarm onemli bir belirtecidir. Hiperglisemi ve yag hiicreleri
(adipositler), dolasimda bulunan sitokinlerin (iltihabi tetikleyen maddeler) yogunlugunu
tetiklemektedir (Nikolajczyk ve ark., 2011).

Immiin hiicreler olarak adlandrilan makrofajlarm; tiimér nekroz faktorii-o
(TNF-0), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) diyabetik ve insiiline direngli
kosullarda yiiksek seviyelerde oldugu bildirilmistir (Roytblat ve ark., 2000).

Karacigerde bulunan ¢esitl immiin hiicre tiplerinin yogunlugu iltihap kaynakh
insiilin direncinde iyi bir gdsterge olabilir. Ornegin, NKT denilen dogal 6ldiiriicii hiicre
T hiicrelerinin sayisi; obez ve leptin eksikligi bulunan farelerde veya yiiksek yagh diyet
(HFD) ile beslenen farelerin yagh karacigerlerinde azaldigi belirlenmistir (Guebre-
Xabier ve ark., 2000). Yapilan ¢ahsmalar gbz Oniine alndignda, olusan diisiik dereceli
inflamasyonun yani iltthaplanmanm, insiilin hormonunun sinyalini azaltmada etkili bir

iligkisi oldugu belirlenmistir (Festa ve ark., 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Hayvan materyali

Cabsmada Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Deneysel Uygulama ve Arastrma
Merkezi’'nden temin edilen, 42 adet 200-250 g agrhgmda Wistar-Albino wki erkek rat
kullamildi. Denekler rastgele her biri 7 rattan olusan; kontrol (K), kinoa verilen (Q),
insiilin direnci olusturulan (I), insiilin direnci olusturulup kinoa verilen (IQ), insiilin
direnci olusturulup kontrol tedavi i¢in metformin verilen (IM), kinoa verilip insiilin
direnci olusturulan (QI) grup olmak iizere alti deneme grubu olarak ayridi Ratlar 13
giinlik deneme siiresince 12 saat karanhk/aydmhk uygulanms, sicakhg 22 + 2°C
olarak ayarlanmig odalarda, onlerinde siirekli olarak yem ve taze su bulunan kafeslerde
barmdirildi.

3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Cihaz Marka Model
Mini santrifiyj Mrc Ecen-6
Magnetik hot plate QIs-stir mix Mshp-550
gRT-Pcr cihaz1 Qiagen Rotor gene
Spektrofotometre Biodrop Nanodrop
PH metre Hanna H183141
Gii¢ kaynagi Cleaver Nanopac-300
Homojenizator Ika D1 25 basic
Kesintisiz giic kaynag Inform Guard Ups
Mikrodalga firm Arzum Hot wave Ar257
Buzdolab1 (+4 °C) Profilo Profilo
Derin dondurucu (-20 °C) Indesit Indesit
Derin dondurucu (-80 °C) [lshin biobase Sanyo
Sogutmah santrifiij Universal 320R
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Distile su cihazi Merck Millipore-Q3uv
Hassas terazi Radwag 220.R2
Kronometre Elabscience Elabscience
Kargtrict Vorteks Mrc S1-100N
Elisa okuma cihazi Anthos Zenyth 200 rt
Seker Olgiim cihaz Lifechek Silver Gh82
Falkon tiip Spl 15 ml’'lik
Petri kabi Isolab 60x15 mm
Otomotik Pipetler Eppendorf 10, 200, 1000 ul’lik
Per tiip Biologix 60-0082 (200 pl)
Pipet uglari Biologix 10, 200 ve 1000 pl’lik
Ependorf tiip Spinwin E500113 (1.5 ml’lik)
Ependorf tiip Spinwin E500123 (2 ml’lik)
Bistiiri Plusmed 50835 (20°1ik)
Kan alma tlipii jell Vacusera HmMO780
Eldiven Perfect touch Nitril
Elektroforez tanki Biocom direct Msmini
Enjektor Ayset 1ml
Otoklav sisesi SH Boro 3.3

3.1.3. Kullamlan kimyasal maddeler
Borik asit Vivantis PR 0607
Tris baz Vivantis PR 0612
EDTA Vivantis PC 0706
Sodyum hidroksit Sigma S8045
Agaroz Vivantis PC 0701
Redgel Invitrogen 15585-011
Brom fenol mavisi Amresco 115-39-9
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cDNA sentez kiti
Dnaz

Rat nsiilin Elisa kit
Trizol

Fosfat tamponu (PBS)
Kloroform

Izopropil alkol

Etil alkol (%75)
Mastermiks

Primer

RNA stabilizator
Ketamin

Ksilazin

Kinoa
Deksametazon
Metformin

DNaz RNaz free su

10XTBE soliisyon (pH:7,5)

%0,7’lik agaroz

Wizbio Wizscript
Geneall Riboclear
Finetest

Wizbio wizol
Sigma

Sigma

Merck

Merck

Wizbio Wizpure
Sentegen
Geneall- RiboSaver
Richter pharma
Bayer

Yayla

Dexoject tiim ekip
Sandoz

Nzytech

W2211
396-005
ER1113
W76100
P4417
242162, 5L
109634
100986.2500
W1711R-5
50nmol
ST00039
Ketasol
Rompun
Beyaz kinoa
H02AB02
Glukofen
MB111001

Tris baz (54 gr ), borik asit (27,5) ve 20 ml EDTA
(0,5 M) steril distile suda ¢oziilerek 1 litreye

tamamlanmustr.

0,7 gr agaroz, 100 ml 1XTBE icerisinde mikro dalga

firm yardmuyla eritilerek hazirlandi. Igerisine 5 pl

redgel karistirildi
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneme gruplarinin hazirlanmasi

Insiilin direnci olusturulacak ratlara 7 giin boyunca intraperitonal (ip.) olarak
enjeksiyonla deksametazon 1 mg/kg/giin uyguland: (Rafacho ve ark., 2014, Martinez ve
ark., 2016; De Souza Cardoso ve ark., 2018).

Normal standart yem icerigi; Nem (%128), ham protein (%23), ham yag
(%2,7), ham seliloz (%6,5), ham kil (%7.8), sodyum (%04), dikalsiyum fosfat,
kalsiyum karbonat, sodyum kloriir, sodyum bikarbonat, vitamin A, 6 mikro element
karigimindan meydana gelmektedir (Bayramoglu Yem ve Un Sanayi, Erzurum). Kinoa

icermeyen gruplar ise standart normal yem ile beslendi.

Kinoa yem icerigi; Kinoa tohumlar1 ogiitiilerek toz haline getirildi, normal
standart yem de toz haline getirildi, ikisi agwrhk¢a %50-%50 olacak sekilde suyla
kargtirilarak katt bir hamur elde edildi Yem makinasmdan gecirilerek kurumaya
brakildi boylece rat yemlerine esdeger bir pellet yem elde edimis oldu. Kinoa i¢eren
gruplar bu yem ile beslendi (Pasko ve ark., 2010a). Deneme gruplar1 asagidaki gibi
diizenlendi (Tablo 6).

1. Grup (Kontrol-K): Rastgele segilen yedi adet rat kontrol grubu olarak
ayridi. Bu grubun ik kan seker diizeyi kuyruktan alman kanda tespit edildi.
Intraperitoneal (ip.) yoldan 7 giin boyunca 45 mg/kg/giin serum fizyolojik enjekte
edildi. Bu grup standart normal yem ile beslendi. Calisma sonunda kalpten kan usuliine

gore alindi.

2. Grup (Chenopodium Quinoa Willd-Q): Yedi adet rata 6 giin siiresince kinoa
tohumu (%50) ve normal standart yem (%50) i¢eren yeni bir karism pellet yem verildi.
Bu yemden 35 g/kg/giin miktarmda kinoa tiikettigi gozlendi (Pasko ve ark., 2010a).

Cahgma sonunda kalpten kan usuliine gore alndu.

3. Grup (Insiilin direnci-I): Yedi adet rata 7 giin boyunca deksametazon 1
mg/kg/giin (ip.) uygulandi. Son uygulamanmn yapilmasmdan 2 saat sonra kuyruk

veninden alnan kan Orneklerinde glukoz diizeyleri saptandi (Biyosensor seker Olgtim
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cihazt ve stripleri, Lifechek, Tirkiye). Bu grup standart normal yem ile beslendi.

Cahgma sonunda kalpten kan usuliine gore alndi.

4. Grup (insiilin direnci+ Chenopodium Quinoa Willd-iQ): Yedi adet rattan
olusan gruba 7 giin boyunca deksametazon Img/kg/giin (ip.) uygulandi Son
uygulamanmn yapilmasmdan 2 saat sonra kuyruk veninden alman kan orneklerinde
glukoz diizeyleri saptandi. Yedi adet rata 6 giin siiresince kinoa tohumu (%50) ve
normal standart yem (%350) iceren yeni bir karisim pellet yem verildi. Bu yemden 26
g/kg/giin miktarmda kinoa tiikettigi gozlendi ve deneme 13. giine tamamland1 (Pasko ve
ark., 2010a). Cahsma sonunda kalpten kan usuliine gore alindi.

5. Grup (insiilin direnci+metformin-IM): Yedi adet rattan olusan gruba 7 giin
boyunca intraperitonal olarak enjeksiyonla deksametazon 1 mg/ kg/giin uygulandi. Son
uygulamann yapilmasmdan 2 saat sonra kuyruk veninden alman kan &rneklerinde
glukoz diizeyleri saptandi. Bu grup standart normal yem ile beslendi Toz haldeki
metformin (40 mg/kg/giin) seklinde suda eritilerek, agiz gavaj ile 6 giin verildi ve
deneme 13. giline tamamland. (Fofie ve ark., 2018). Calsma sonunda kalpten kan

usuliine gore alnd.

6. grup (Chenopodium Quinoa Willd+insiilin direnci-QI): Yedi adet rattan
olusan gruba 6 giin siiresince kinoa tohumu (%50) ve normal standart yem (%50) iceren
yeni bir karigim pellet yem verildi. 51 g/kg/giin miktarmda kinoa tiikettigi gozlendi
(Pasko ve ark., 2010a). Daha sonra bu gruba 7 giin boyunca deksametazon 1 mg/kg/giin
(ip.) uygulandi Son uygulamanmn yapilmasmdan 2 saat sonra kuyruk veninden alnan
kan orneklerinde glukoz diizeyleri saptandi ve deneme 13. gline tamamlandi Caligma

sonunda kalpten kan usuliine gore kan alindi.
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Tablo 6. Deneme gruplarmmn diizenlenmesi.

. . iM :
Grup K Qgrubu | I grubu 1Q grubu grubu QI grubu
Serum 45
Fizyolojik | mg/kg/giin
Kinoa 35 26 51
gr/kg/glin gr/kg/glin g/kg/glin
Deksameta 1 1 rln Ike/sii rln Ike/sii
zon mg/kg/giin | mg/kg/giin N S N gke/e
40
Metformin mg/kg/gii
n
Giin 7 6 7 7+6 7+6 6+7

3.2.2. Kan érneklerinin toplanmasi

13 giinlik deneme siirecinden sonra ketalar anestezi altmda hayvanlarn
kalplerinin sol ventrikiilinden, jelli cam serum tiiplere kan alndi Jeli cam serum
tiplerine alman kanlar 3000 devirde +4°C’de 10 dakika siireyle santriflij edildi ve
ayrilan serum Ornekleri ependorf tiliplere alndi Serumlar, buz akiileri bulunan kopiik
kutu igine konularak biyokimya analizi icin hemen Yiiziincii Y1 Universitesi Veteriner

Fakiiltesi hayvan hastanesine gotiiriilip analiz ettirildi.

3.2.3. Dokularin toplanmas1

Steril ortamda, sakrifiye edilen ratlardan steril bistiirii ve pens yardimiyla alnan
yaklagik 200 mg karaciger dokusu 2 ml steril Dnaz Rnaz free tiiplere konulduktan
sonra, tizerini kaplayacak kadar RNA stabilizatér konuldu. Alman dokular, iginde buz
akiileri bulunan kopiik kutulara konularak tasmdi Doku bulunan tiipler total mRNA

izolasyonuna kadar -80 °C saklandh.

3.2.4. Doku homoje natinin hazirlanmasi

Derin dondurucuda (-80 °C) saklanan dokular, oda sicakhgmnda c¢ozilmeye
brakildi ve yaklasgik 100 mg kadar steril ependorf tiiplere alndi. Dokularm {izerine 0,2

ml steril fosfat tamponu eklenek homojenize edildi. Homojenize edilen dokular 1500
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rpm’de 4 °C derecede 10 dk santrifiij edildi. Tiipiin iistinde kalan s kisim atildi ve
hemen total mRNA izolasyon asamasma gegildi.

3.2.5. Biyokimyasal analizler

Serum oOrneklerinde kan glukoz, ALT, AST, ALP, total kolesterol, total protein,
tire, kreatinin, tayinleri ticari kit kullanilarak oto analizor cihaznda yapildi (BS-120
mindray, Vietnam). Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.6. Insiilin diizeyinin 6l¢iilmesi

Serum insiilin diizeylerinin belirlenmesi igin Rat INS ELISA Kit (FineTest,
Code Number: ER1113, Size: 96T) kullaniddi. Bu ticari kitin kullanm teknigi asagida
belirtildi:

1. Belirlenen kuyucuklara, standartlar ve numuneler 100 ul eklendi ve 37°C’de 90
dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga biyotin etiketli antikor calisma cozeltisi
100 ul olarak ilave edildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
Kuyucuklar ici dokiilerek yikama tamponu ile 3 kez yikandi

4.  Daha sonra her bir kuyucuga 100ul HRP-Streptavidin konjugati eklendi ve
37°C’de 30 dk inkiibasyon yapilds.

5.  Inkiibasyondan sonra kuyucuklar dokiilerek 5 kez 300 pl yikama tamponu ile
yikandi.

6. Daha sonra her bir kuyucuga 90 pl substrat eklendi ve 20 dakika karanhkta
37°C’de inkiibasyona tabi tutuldu.

7. 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek, 450 nm’de absorbansi okundu (Anthos
Zenyth 200 rt Elisa, USA).

8. Insiilin standartlarmm optik dansitelerine gore standart egri grafigi asagidaki
sekilde bulundu. Bu egri formiiliine gore Orneklerdeki insiilin miktar1 belirlendi
(Sekil 9).
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Sekil 9. Insiilin analizinin standart egrisi.
3.2.7. Total mMRNA izolasyonu

Karaciger dokular1 ¢alisma giiniine kadar -80 °C’de saklandi Cahsma giinii
dokular eritilerek homojenat hazirlandi ve izolasyon islemine gecildi RNA izolasyon
isleminden 6nce kullamlan kimyasallar +4 °C’de sogutuldu. Homojenat hazirlandiktan
sonra santrifiij edilen dokularm iizerindeki PBS pipet yardimiyla atiddi. Pellet iizerine 1
ml soguk trizol reagent ilave edilerek, doku lizati pipet yardmiyla iyice homojenize
edildi. Niikleproteinlerin tamamen pargalanmasi i¢in her bir tiipii 20’ser sn olmak iizere
3 kez vorteksleyip toplamda 5-10 dk oda sicakliginda bekletildi. Sonra 3500 rpm’de 10
dk santrifiij edildi Ustte kalan siipernatan 1,5 ml’lik steril yeni bir ependorf tiipe
aktarildi ve pelet kisim atildi.

Siipernatan tizerine 0,2 ml soguk kloroform ilave edilerek 15 sn vortekslendi ve
3 dk oda sicakhgmnda inkiibe edildi. Sonra numuneler 12000 x g’den fazla olmayacak
sekilde 15 dk sanrifiijlendi. Santrifiij sonrasnda karisim ti¢ fazh bir yapi halini almakta;
en altta kloroformlu faz, ortada hafif beyazimsi interfaz ve en iistte RNA’nm bulundugu
seffaf faz. Ustte kalan seffaf faz mikropipet yardmiyla dikkatlice almarak temiz steril
bir 1,5 ml'lik ependorf tiipe aktarildi iizerine 0,5 ml izopropil alkol ekleyip pipet
yardmiyla iyice karistriddi 10 dk oda isisinda inkiibe edildikten sonra 12000 x g’den
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fazla olmayacak sekilde 10 dk 4 °C’de santrifiijlendi. Santrifiijden sonra tiipiin dibinde
jel benzeri bir pelet olustu. Tiipilin iistii tamamen atildiktan sonra jel benzeri pelet olan
RNA, 1 ml %75’lik etil alkol ile vortekslenerek yikandi. 7500 x g’den fazla olmayacak
sekilde 5 dk +4 °C’de santrifijj edildi. Bu yikama islemi iki defa tekrarlandi.

Ust kism atilarak pelet, hiicre kiiltiirii laminer kabinde 15 dk tiipiin agz1 agik
brrakilarak bekletildi. Kuruma islemini takiben RNA 30-50 pl steril Dnaz/Rnaz free su
ile ¢oziildii (Chomczynski ve Mackey, 1995). Agaroz jelde yiiriitmek i¢in 5 ul RNA 200
u’lik tiipe alndi geri kalan1 ise cDNA yapimak iizere hemen -80 °C’ye kaldirildu.

Total RNA’larda pargalanma olup olmadigmi kontrol etmek i¢in elde edilen
RNA’dan 3-5 pl alndi, gelred eklenerek %0,7°lik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitme
islemi yapildi. Yiirlitme sonrasmda RNA’larmn fotograflar ¢ekildi. 28S, 18S ve 5S RNA
goriintiisii net sekilde gézlendi (Sekil 10).

28S

18S

5S

Sekil 10. Total RNA’nm jel goriintiisii.

Total RNA’nin kantitatif degerlendiriimesinde BioDrop marka nanodrop
spektrofotometre cihazi kullanddi. Total RNA’nn 260 ve 280 nm’de ki absorbansi
niikleik asitlerin miktarmm bir Sl¢iisiidiir. Bu degerlerle RNA’nn hem miktar1 hem de
safhg1 saptandi.

cDNA islemine ge¢gmeden Once elde edilen RNA’lara, genomik DNA’y1
uzaklagtrmak icin  gDNA eliminasyon protokoli uygulandi Asagida gDNA
eliminasyon iglem basamaklar1 gosterilmistir:
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e 50 ul RNA
e 5 ul DNazI tamponu
e 1 ul DNazl

Geneall-Riboclear™ Plus protokoline gére, bu karisim 0,2 mI’lik mikrosantrifiij
tiplinde karistirildiktan sonra 10 dk oda isismda bekletildi. gDNA’s1 uzaklagtirilmis
RNA’lar cDNA islemine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.8. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Ekspresyon analizinde kullanmak amaciyla, QRT-PCR cihaznda cDNA sentezi
gerceklestirildi. WizScript cDNA Sentez Kit (Wizbio WizScript cDNA Sentez Kiti,
Kore) protokoliine gore, cDNA karismi her bir tiipte 10 pl olacak sekilde 200 pl’lik
PCR tiipiinde hazrlandi (Tablo 7).

Tablo 7. cDNA sentezinde kullanilan bilesenler ve miktarlar:.

cDNA sentez bilesenleri Miktar
Reaksiyon tamponu 2ul

dNTP 1

Random heksamer 2u

RTaz 1l

RNaz Free su 3.5 u

RNaz inhibitor 0.5 ul

Toplam hacim 10 pl

Yukaridaki tabloda hazrlanan c¢DNA karismu tizerine gDNA eliminasyonu
yapimis RNA’dan 10 pl eklenerek karistirildi. Rotor-Gene Q Software-Run cihazi ile
reverse transkripsiyon gergeklestirildi. Wizscript cDNA sentez protokoline gore
asagidaki sekilde caligildi (Tablo 8).
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Tablo 8. cDNA sentezinde uygulanan sicaklik ve siireler.

Sicakhk Siire

25°C’de 10 dk
37°C’de 120 dk
85°C’de 5 dk
25°C’de 1 dk

Elde edilen ¢cDNA’lar gqRT-PCR islemine kadar -20°C’de saklandi.

3.2.9. qRT-PCR analizleri

Tim gruplarda rat Kkaraciger dokusundan elde edilen RNA izolasyon
tirtinlerinde; antioksidan (Gpx1, Sodl), inflamasyon markilari (IL-1B, TNF-0) ve
apoptotik (Bcl2, Bax, Casp3), otofajik (AtgS, Sqstml) yolaklarda gorev alan 6nemli
genlerin ekspresyonu real time-PCR yontemi ile belirlendi. Elde edilen cDNA’lar hedef
gen bolgesine 0Ozgli olarak tasarlannmug primerler (Sentegen, Tirkiye) yardimiyla
quantity ger¢ek zamanli-PCR (Qiagen, Rotor Gen, USA) cihaz1 kullanilarak g¢ogaltildi.

gRT-PCR isleminde Wizbio Wizpure™ qPCR Mastermiks (SYBR) kit
kullamildi. Bu protokole gore, PCR tiiplerine her bir 6rnek i¢cin asagidaki karigim
hazrrlandi (Tablo 9).

Tablo 9. Real-time PCR’da kullamlan karisimm bilesenleri ve miktarlari.

Real time PCR bilesenleri Miktar
Mastermiks 10 wl
Forward Primer 1 u
Reverse Primer 1 ul
Su (Niikleaz-Free) 7 ul
cDNA 1 ul
Toplam Hacim 20 ul

PCR’da kullanilan reaksiyon icerikleri hem hedef hem de kontrol geni
(housekeeping gen) i¢in aymdir. Kontrol geni olarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz
(Gapdh) kullaniddi. Her primerin konsantrasyonu, 10uM olacak sekilde sulandirildi ve -
80°C’de muhafaza edildi Asagda, gRT-PCR analizinde kullanilan ekspresyonu
arastrilan genlere ait forward ve reverse primerlerine ait baz dizilimleri verilmistir

(Tablo 10).
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Tablo 10. Ekspresyon analizinde kullanilan primerler ve baz dizilimleri.

GEN FORWARD (5’-3°) REVERSE (5’-3’)

Gpx1 TCCACCGGTATGCCTTCTC TCTCTTCATTCTTGCCATTCTCC
Sodl GCTTCTGTCGTCTCCTTGCT CATGCTCGCCTTCAGTTAATCC
IL-1P GGATGATGACGACCTGCTAGTG CTTGTTGGCTTATGTTCTGTC
TNF-a | ACCACGCTCTTCTGTCTACTG TGTCTTTGAGATCCATGCCA
Bax TGCTACAGGGTTTCATCCAG ATCCACATCAGCAATCATCC
Bcl2 ACCAGAATCAAGTGTTCGTC TCTTCATCTCCAGTATCCCACTC
Casp3 | CGAAACTCTTCATCATTCAGG GAGCATTGACACAATACACGG
Atg5 CTATTTGACGCTGGTAACTGAC CTGATGTGAAGGTTGTCTGG
Sgstml | TGGTGGGAACTCGCTATAAGTG TATCTTCTGTGCCTGTGCTG
Gapdh | AACCCATCACCATCTTCCAG GCCATCCACAGTCTTCTGAG

Belirlenen miktarlarda hazrlanmis bilesenleri igeren PCR tiipleri Real-time
PCR cihazma (Qiagen, Rotorgene, USA) yerlestirildi ve asagidaki sekilde ¢ahlstirilarak
ilgili ¢cDNA’lar ¢ogaltildi (Tablo 11).

Tablo 11. PCR cihazi gahstrma kosullari

Sicakhk Zaman Dongii sayis1

95°C’de 5dk 1 dongli (baslangic denatiirasyonu)
95°C’de 15 sn }

53°C’de 1 dk 40 dongli

Baslangic denatiirasyonu, mastermiks protoliine gére yapidi. Hedef genlerin baz
uzunlugu yaklagik olarak 140-180 bp arahgmdadwr. Cogaltlan DNA’nmn istenilen hedef
gen bolgesi olup olmadigmi anlayabilmek i¢in PCR isleminin bitiminde Ramp: 50-99
(’er derece artig), 90 °C’de 5 sn olacak sekilde erime egrisi (Melting Curve) analizi
yapildi.

Her bir ornek gRT-PCR de tekrar ile Ct,

(cycle

iic bagmsiz cahsild.

amplifikasyonlarm logaritmik fazmm baslangic1 itibariyle belirlendi.  Ct
threshold= esik dongiisii), ger¢ek zamanlh PCR deneylerinde floresan sinyal miktarmmn
gozlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri gectigi dongli sayisma verilen addr.
Ekspresyonlar arasi farklihigin saptanmasinda delta-delta Ct degerleri hesaplanarak 2°
AACL formiilasyonu  kullanilarak ekspresyonlar arasi kat degisimleri (fold changes)

hesaplanmustir.
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3.2.10. Insiilin direncinin hesaplanmasi

Insiilin direnci teshisinde kullamlan HOMA-IR (Homeostasis model assestment
of insulin resistance= Insiilin direncinin homeostaz modeli degerlendirmesi) degeri; 8-
10 saatlk aghk sonrasi Olgiilen kan sekeri ve insiilin degerlerinden hesaplanan
matematiksel bir formiilin sonucudur. Insiilin direncinin hesaplanmasi, asagidaki

formiile gére yapildi (Salari ve ark., 2019).

HOMA-IR= A¢lik plazma glukoz (mg/dL) x a¢lk plazma insiilin ((puu/mL)/405

3.2.11. istatistiksel analiz

Calisma sonunda serumlardan elde edilen gruplara ait tiim biyokimyasal veriler
SPSS 22.0 paket programu kullamlarak ¢oklu karsilastrma testi ile degerlendirildi. Tiim
analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarm ortalamasi +standart hata seklinde
sunuldu.

Genlerin ekspresyon seviyelerini 6lgmek i¢in kontrol geni olarak gliseraldehit 3-
fosfat dehidrojenaz (Gapdh) kullanildi. Her bir 6rnek qRT-PCR de ii¢ bagimsiz tekrar
ile calgildi Bir Ct (cycle threshold), amplifikasyonlarm logaritmik faznmn baslangici
itibariyle belirlendi. Kontrol grubunun Ct degerlerinin farklihgr ve tekrarlanan gruplar,
uygun ekspresyonun belirlenmesinde  kullaniddi.  Ekspresyonlar —arast  farkhlign
saptanmasmnda delta-delta Ct degerleri hesaplanarak 2" formiilasyonu kullanilarak

buradan ekspresyonlar arasikat degisimleri hesaplanmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma gruplarindan elde edilen biyokimya sonuglar

Ratlara gruplara gore belirlenen maddelerin verilerek deneme olusturulmasmdan

sonra alman kan orneklerindeki serumlarda olgiillen tim biyokimya verileri asagidaki
tabloda verilmistir (Tablo 12).

Tablo 12. Calsma gruplarindan elde edilen biyokimya sonuglari.

Kgrubu [Qgrubu [Igrubu IM grubu | IQ grubu | QI grubu
Glukoz (mg/d]) 122,17+5,77a | 124,2942,14a | 259,64+37,59b | 121,37+42,27a | 193,9%34,88ab | 202,04+28,29ab
ALT (U/L) 73,83+4,17a | 61,432,5a | 29780, l6c 89:+16,43ab 68,8+3,02a 180,17+29,76b
AST (U/L) 131,1745,04a | 119,43%3,78a | 644,6+122,73b | 254,6+63,68a | 185,8+48.88a | 172,6434.61a
ALP (U/L) 198,4+63,25a | 251,43+14,77a| 316,83+14,08b | 327,33+24,37b | 286,4+48,17ab | 287,6+79,96ab
T.Kolesterol (mg/dl)[ 55.62£2,57b [ 69,341,990 [ 68,39+11,21b [ 29,51+5,87a | 53,488,96b | 61,33+8,02b
T. Protein (g/dI) 8,2720,14b | 8,44%0,16b | 10=0,23¢ 8,3420,39b 8,18%0,34b 6,3220,4%
Ure (mg/dl) 46,07+3,04ab | 40,61+1,76a | 63+9,26¢ 56,72+4,57bc | 39,6+1,60a 35,78+1,68a
Kreatinin (mg/dl) 1,4340,02b | 1,5120,01b | 1,72%0,04c 1,56+0,06b 1,420,05b 1,17+0,09a
Instlin(pg/ml) 9,53£0,29a | 10,74+0,94ab | 11,02%1,57ab | 10,800,66ab | 11,41=1,07b | 11,61%1,56b
HOMA-IR 2,88+0,13a | 3,29+0,12a | 7,11=1,12b 3,260,82a 6,33+1,04b 6,57+1,25b

Aynisatirda farkl harfi alan grup ortalamalari aras1 fark 6nemlidir (p<0.05)
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Tablo 13. Cahsma gruplarndaki kan glukoz diizeyleri (mg/dl).

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 122.17+5.77a 7
Kinoa grubu (Q) 124.29+ 2.14a 7
IR grubu (1) 259.64+37.59 7
[R+Metformin grubu (IM) 121.37+42.27a 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 193.9+34.88ab 7
Kinoa+IR grubu (QI) 202.04+28.29ab 7

Calisma sonucunda, kan glukoz diizeylerinin nsiilin direnci grubunda O6nemli
oranda arttig1 (p<0.05), insiilin direnci olugturulup metformin verilen grupta ise bu
diizeylerin azaldigi ve kontrol grubuna yaklastigi (p<0.05), sadece kinoa uygulanan
grupta ise kontrol grubu diizeyinde oldugu goriildii (Tablo 13 ve Sekil 11).

Glukoz (mg/dl)
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Sekil 11. Cahsma gruplarmdaki kan glukoz diizeylerinin karsilastiriimasi.
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Tablo 14. Cahsma gruplarmdaki alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri (U/I).

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 73,83+4,17a 7
Kinoa grubu (Q) 61,43+2,50a 7
IR grubu (1) 297,00£80,16¢ 7
[R+Metformin grubu (IM) 89,00+16,43ab 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 68,8+3,02a 7
Kinoa+IR grubu (QI) 180,17+29,76b 7

ALT aktivitesinin insiilin direngli grupta onemli derecede arttigi (p<0.05),
mnsiilin direnci olugturulup kinoa ve metformin uygulanan gruplarda 6nemli oranda
azalarak (p<0.05) kontrole yaklastigi gozlendi (Tablo 14 ve sekil 12).
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Sekil 12. Calisma gruplarmdaki ALT diizeylerinin kargilagtiriimasi.
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Tablo 15. Cahsma gruplarmdaki aspartat aminotransferaz (AST) diizeyleri (U/I).

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 131,17+5,04a 7
Kinoa grubu (Q) 119,43+3,78a 7
IR grubu (1) 644,60+122,73b 7
[R+Metformin grubu (IM) 254,60+63,68a 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 185,80+48,88a 7
Kinoa+IR grubu (QI) 172,60+34,61a 7

AST aktivitesinin deksametazon verilen grupta 6nemli derecede arttigi (p<0.05),

kinoa ve metformin uygulanan gruplarda ise onemli oranda azaldigi (p<0.05) ama
kontrole gore halen yiiksek oldugu gozlendi (Tablo 15 ve sekil 13).
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Sekil 13. Calisma gruplarmdaki AST diizeylerinin karsilastiriimasi.
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Tablo 16. Cahsma gruplarmdaki alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri (U/l).

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 198,40+63,25a 7
Kinoa grubu (Q) 251,43+14,77a 7
IR grubu (1) 316,83+14,08b 7
[R+Metformin grubu (IM) 327,33+24,37b 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 286,40+48,17ab 7
Kinoa+iR grubu (QI) 287,60+79,96ab 7

ALP degerinin insiilin direnci olusturulan tiim gruplarda O6nemli oranda
yikseldigi (p<0.05) insiilin direnci olusturulup kinoa verilen gruplarda esit oranda
azalma oldugu (p<0.05), metformin grubuna gore kinoanmn daha etkili oldugu fakat
kontrole gore yiiksek oldugu gozlendi. Sadece kinoa grubunun ALP degeri kontrole
gore yliksek (p<0.05) bulundu (Tablo 16 ve sekil 14).
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Sekil 14. Calisma gruplarmdaki ALP diizeylerinin karsilagtiriimast.




Tablo 17. Cahsma gruplarndaki total kolesterol diizeyleri (mg/dl).

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 55,62+2,57b 7
Kinoa grubu (Q) 69,34+1,99b 7
IR grubu (1) 68,39+11,21b 7
[R+Metformin grubu (IM) 29,51+5,87a 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 53,48+8,96b 7
Kinoa+R grubu (QI) 61,33+8,02b 7

Total kolesterol insiilin direnci ve kinoa+insiilin direnci grubunda kontrole gore
yikksek (p<0.05) oldugu insiilin direncitmetformin grubunda kontrolden de daha diisiik
oldugu, Sadece kinoa grubunda ise yiiksek (p<0.05) oldugu bulundu (Tablo 17 ve sekil
15).
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Sekil 15. Calisma gruplarmdaki total kolesterol diizeylerinin karsilastirilmasi.
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Tablo 18. Calisma gruplarndaki total protein diizeyleri (g/dl).

Gruplar (S+SE) N
Kontrol grubu (K) 8,27+0,14b 7
Kinoa grubu (Q) 8,44+0,16b 7
IR grubu (1) 10,00+0,23¢ 7
[R+Metformin grubu (IM) 8,34+0,39b 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 8,18+0,34b 7
Kinoa+IR grubu (QI) 6,32+0,49a 7

Total protein miktarlarmda en fazla artis (p<0.05) deksametazon uygulanan
grupta, kinoa+deksametazon grubunda kontrole gore bir azalma (p<0.05), diger gruplar
arasmda herhangi bir degisiklik gbézlenmemistir (Tablo 18 ve sekil 16).

Total Protein
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Sekil 16. Calisma gruplarimdaki total protein diizeylerinin karsilastrimasi.
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Tablo 19. Calsma gruplarndaki iire diizeyleri (mg/dl).

Gruplar (S+SE) N
Kontrol grubu (K) 46,07+ 3,04ab 7
Kinoa grubu (Q) 40,61+1,76a 7
iR grubu (i) 63,00+9,26¢ 7
[R+Metformin grubu (IM) 56,72+4,57bc 7
IR +Kinoa grubu (iQ) 39,60+1,60a 7
Kinoa+IR grubu (QI) 35,78+1,68a 7

Ure degerlerinde kontrole gdre en fazla yiikselme (p<0.05) insiilin direnci
grubunda insiilin direncitmetformin grubunda azalma olmasma karsm QI ve IQ
grubunda daha fazla diisiis (p<0.05) gozlenmistir (Tablo 19 ve sekil 17).
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Sekil 17. Calisma gruplarmdaki iire diizeylerinin karsilastirilmas 1.
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Tablo 20. Calisma gruplarmdaki kreatinin diizeyleri (mg/dl).

Gruplar (S+SE) N
Kontrol grubu (K) 1,43+0,02b 7
Kinoa grubu (Q) 1,51+0,01b 7
IR grubu (1) 1,72+0,04c 7
[R+Metformin grubu (IM) 1,56+0,06b 7
[R-+kinoa grubu (IQ) 1,42+0,05b 7
Kinoa+IR grubu (QI) 1,17£0,09a 7

Kreatinin degerlerinde en yiiksek (p<0.05) insiilin direnci grubunda, kinoa tedavi
ve pozitif tedavi grubunda bir miktar azaldigi (p<0.05), kinoa koruma grubunda
kontrolden daha diisiik oldugu (p<0.05) gézlendi (Tablo 20 ve sekil 18).
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Sekil 18. Calisma gruplarindaki kreatinin diizeylerinin karsilastirilmast.
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Tablo 21. Cahsma gruplarmdaki insiilin diizeyleri (pg/ml).

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 9,53+0,29a 7
Kinoa grubu (Q) 10,74+0,94ab 7
IR grubu (1) 11,02+1,57ab 7
[R+Metformin grubu (iM) 10,80+0,66ab 7
[R+Kinoa grubu (IQ) 11,41+1,07b 7
Kinoa+IR grubu (QI) 11,61+1,56b 7

Insiilin diizeyleri, deksametazon uygulanan tiim gruplarda kontrol grubuna gore
yikksek (p<0.05) bulundu. Deksametazon ve kinoa birlikte verilen gruplar kontrolden
onemli oranda yiiksekti (p<0.05) , metformin grubunda ise kinoa verilen gruplara gore
daha diisiiktii (p<0.05). Sadece kinoa verilen grupta ise kontrole gére Onemli bir fark
yoktu. (Tablo 21 ve sekil 19).
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Sekil 19. Calisma gruplarindaki insiilin diizeylerinin kargilagtirilmasi.

49




Tablo 22. Calisma gruplarmdaki HOMA-IR diizeyleri.

Gruplar (S£SE) N
Kontrol grubu (K) 2,88+0,13a 7
Kinoa grubu (Q) 3,30+0,12a 7
IR grubu (1) 7,11+1,12b 7
[R+Metformin grubu (IM) 3,26+0,82a 7
[R+kinoa grubu (IQ) 6,33+1,04b 7
Kinoa+IR grubu (QI) 6,57+1,25b 7

HOMA-IR, en yiksek (p<0.05) insiilin direnci (IR) grubunda bulundu.
Kinoa+insiilin direnci (QI) ve insiilin direncitkinoa (IQ) gruplarmda bir miktar
azalmakla (p<0.05) birlikte, yine de kontrolden yiiksek (p<0.05) bulundu. Sadece kinoa
grubunda ise kontrole gore bir degisim yoktu ve bu durum Kinoanmn giivenli oldugunu
gostermektedir. Kinoanm hem tedavi hem de koruma gruplarmdaki HOMA-IR
degerleri birbirine yakmn oldugu, metformin grubunda ise daha diisiik (p<0.05) bulundu.
(Tablo 22 ve sekil 20).

HOMA-IR
9
8
7
6
5
4
3
2
1
K grubu Q grubu I grubu IM grubu IQ grubu QI grubu

Sekil 20. Calisma gruplarmdaki HOMA-IR diizeylerinin karsilastirimasi.
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4.2. Calisma gruplarindan elde edilen QRT-PCR sonuc¢lan

Ratlara ait calisma gruplarmm karaciger dokularmdan elde edilen RNA’lardan
CDNA elde edildikten sonra yapilan real time-PCR sonucunda apoptozis mekanizmasi
icin (Bax, Bcl2, kaspaz 3), otofaji mekanizmasi i¢in (Atg 5, Sgstml), antioksidan
durumun tespiti i¢in (Gpxl, sodl), inflamasyon durum i¢in ise (IL-1B, TNF-o) gen
ekspresyonlar1 arastirildi. Elde edilen sonuglar asagida verildi (Tablo 23-26).
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Sekil 21. Logaritmik standart Ct egrisi.

Ct, amplifikasyonlarm logaritmik fazmm baslangict itibariyle belirlendi. Ct
(cycle threshold= esik dongiisii), gercek zamanli PCR deneylerinde floresan sinyal
miktarmm gozlemlenebilmesi i¢in gereken minimum degeri gectigi dongii sayismna
verilen isimdir. Ekspresyonlar arasi farkliigmn saptanmasinda delta-delta Ct degerleri
hesaplanarak 2**“" formiilasyonu kullanlarak ekspresyonlar arasi kat degisimleri (fold
changes) hesaplanmistr ve degisim oram seklinde sunulmustur (Sekil 22-25).
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Tablo 23. Apoptotik genlerin gruplara ait ekspresyon seviyeleri.

Qgrubu | I grubu IM grubu | IQ grubu | QI grubu
Bcl2 0,434271 5413894 | 2,168454 3,109466 2,434007
Bax 0,025797 9,646463 | 1,831891 5476801 4,326899
Casp3 0,073472 7498836 | 1,208597 5169411 1,508729
Kontrol 1 1 1 1 1

Real time-PCR sonuglarma gore; apoptotik genlerde, insiilin direnci grubunda
Bcl-2 5, Bax 9, cas3 7 kattan fazla up-regule oldugu, tedavi kontrol IM grubundaki up-
regulasyonun kontrole yakmn oldugu goriildii. Kinoann koruma olarak veriimesinin,
tedavi olarak verilmesine gore kontrole daha yakm bir degerde oldugu ve nsiilin direnci
kaynakh artan apoptotik gen ekspresyonu diizeylerini azalttig tespit edildi (Tablo 23,

Sekil 22).

Degisim orani

Sekil 22. Calisma gruplarindaki apoptotik genlerin ekspresyon diizeyleri.
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Tablo 24. Otofajik genlerin gruplara ait ekspresyon seviyeleri.

Qgrubu | 1grubu | IM grubu | iQ grubu | QI grubu
Sgstml 0,062212 7908112 | 4,150639 | 2,854689 | 5,133704
Atgb 0,059954 10,07937 | 5656854 | 4993322 | 2,901234
Kontrol 1 1 1 1 1

Real time-PCR sonuglarma gore; otofajik genlerde, Insiilin direnci (IR)
grubunda otofajik genler Sqgstml 7, AtgS 10 kat diizeyinde up regule oldu. Tedavi
kontrol, kinoa tedavi ve korunma gruplarmda ise IR grubuna gore daha az up regule
olduklar1 saptandi (Tablo 24, Sekil 23).
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Gruplar

12

10

Degisim orani
NS o

o

Q grubu I grubu

Sekil 23. Calisma gruplarmdaki otofajik genlerin ekspresyon diizeyleri.

53



Tablo 25. Antioksidan genlerin gruplara ait ekspresyon seviyeleri.

Qgrubu | T grubu | IM grubu | IQ grubu Qi grubu
Gpx1 023982 | 2,74473 | 3,29436 4,02782 7,88986
Sod1 088067 | 4,87927 | 7,09433 10,5317 9,29636
Kontrol 1 1 1 1 1

Real time-PCR sonuglarma gore, antioksidan genlerde, biitiin insiilin direnci (IR)
gruplarmda kontrole goére antioksidan genlerden Gpx1’in up regule oldugu, kinoa
korunma ve tedavi gruplarmdaki ekspresyonun 4 ve 7 kata ¢iktig1 goriildii. Sod1’de ayni
sekilde kinoa gruplarmda ekspresyonun 9 ve 10 kata kadar daha fazla oldugu goriildii

(Tablo 25, Sekil 24).

Degisim oram

12

10

(o]

»

N

N

o

Antioksidan gen ekspresyon degisiklikleri

Q grubu

B Gpx1l ®Sodl

I grubu

Kontrol

IM grubu
Gruplar

IQ grubu

QI grubu

Sekil 24. Calisma gruplarmdaki antioksidan genlerin ekspresyon diizeyleri.
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Tablo 26. Inflamasyon genlerinin gruplara ait ekspresyon seviyeleri.

Q grubu Igrubu | IM grubu | IQ grubu | Qi grubu

IL-1B 0,17354 6,55835 429701 1,96337 4,00925
TNF-a 1,64338 11,2356 416024 6,36429 546416
Kontrol 1 1 1 1 1

Real time-PCR sonuglarma gore, inflamasyon genlerden, insiilin direnci (IR)
grubunda IL-1B 6 kat up regule oldugu, kontrol tedavi ve koruma kinoa gruplarmda IR
grubuna gore daha az up regule oldugu, tedavi kinoa grubundaki ekspresyonun kontrole
yaklagtig1 saptandi. TNF-a geninin IR grubunda 11 kat up regule oldugu, kinoa tedavi
ve korunma gruplarmdaki ekspresyonun IR grubuna gore daha az oldugu goriildii
(Tablo 26, Sekil 25).

Inflamasyon gen ekspresyon degisiklikleri

®|L-1B ®TNF-o ® Kontrol

Q grubu I grubu IM grubu IQ grubu QI grubu
Gruplar

12

10

Degisim orani
o

SN

o

Sekil 25. Calisma gruplarmdaki inflamasyon genlerinin ekspresyon diizeyleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Kinoann glisemik indeksinin, doymus vyag asidi ve etki ettigi trigliserit
konsantrasyonunun glutensiz ekmek de dahil olmak {iizere pek c¢ok karbonhidrat
kaynagmdan Onemli derecede diisiik oldugu bildirilmektedir. Kinoanmn yararh
etkilerinin arastrildigi pek ¢ok calisma yapimustr (Berti ve ark., 2004; Pasko ve ark.,
2010b; Abellan Ruiz ve ark., 2017; Tang ve Tsao, 2017; Noratto ve ark., 2019; Lopes
ve ark., 2019). Ozellikle obezite ve diyabette kinoa kullammmm Onemini gdsteren
aragtrmalar mevcuttur. Kinoa anti-obezite etkisinin yani sra obeziteyle alakal
hastaliklarda 6nemli ve faydah bir takviye edici olarak kullamilabilecegi bildirilme ktedir
(Foucault ve ark., 2012; Gabrial ve ark., 2016; Lopes ve ark., 2019; Mohamed ve ark.,
2019).

Gabrial ve ark. (2016), diyabetik deneklere farkh tahillar i¢eren kahvaltl
verilmesini takiben, kinoanmn kan sekerinin anlaml derecede diisik oldugu ve glukoz
toleransmi artwrict 6zelligi oldugu ve saghkh ve diyabetik kisiler i¢cin giinliik Ogiine

dahil edilmesini Onermektedir.

Yiiksek miktarda basit karbonhidrat ilave edilen farkh sekillerde hazirlanmig
olan kinoa iceren diyetlerin verildigi ratlarla yapilan bir ¢ahsmada, glisemik indeksin
azalmasma ek olarak, kan sekeri diizeyi, lipit seviyeleri, epididimal adipoz doku
birikimi ve gida almmm azaldii tespit edilmistir. Ozellikle filizlenen ve mayalanan
kinoa, basta  diyabet hastah@ olmak iizere, obezite ve lipit bozukluklari gibi
hastaliklarm olusma riskini azaltacak bir kaynak olabilecegi belirtimistir (Lopes ve
ark., 2019).

Prediyabetli hastalarda islenmis kinoanm; HbAIc ve beden Kkitle indeksi
degerlerini azalttigl, aghk plazma glukoz degerlerini korudugu ve doygunluk ve tokluk
diizeyini artrdigi belirtiimistir (Abellin Ruiz ve ark., 2017).

Kinoa tohumu tozu ile desteklenmis (%20 oraninda) yiiksek fruktoz diyetiyle

beslenen sicanlarm son viicut agwhgr ve viicut agrhgi kazancmmin o6nemli Olgilide
azaldig1 bildirilmektedir (Mohamed ve ark., 2019).
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Kinoanm, artan obezite oranma karsi onlem amagh diyete dahil edilebilecegine

yonelik arastrmalar vardr (Mithila, 2015; Bayram ve ark., 2018).

Han ve ark. (2007), 7 farkh renkli kinoa g¢esidinde saponinlerin ve fenolik
bilesiklerin  a-glukosidaz enziminin  inhibisyonuna antioksidan etkisini arastirdiklar:
calsmada, daha koyu kinoa c¢esidinin digerlerine gore yiiksek fenolik icerigi ve
antioksidan aktivitesine sahip oldugunu bildirmiglerdir. Kinoa cesitlerinde bashca gallik
asit ve ferulik asit olmak ilizere dokuz farkh fenolik bilesik (serbest ve bagh formda)
oldugu ve bu serbest fenolik bilesiklerin, digerlerine gore a-glukosidaza karsi daha fazla
inhibitor aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Yapilan deneysel ¢ahgma sonucunda, kan glukoz diizeylerinin insiilin direnci
grubunda onemli oranda arttig, IM grubunda ise bu diizeylerin azaldig1 ve kontrol
grubuna yaklastigi, sadece kinoa uygulanan grup olan Q grubunda ise kontrol grubu
diizeyinde oldugu goriildii. Insiilin direncine kinoa verilen gruplarda tedavi edici grup
olan IQ grubundaki kan sekerinde azalmann daha fazla oldufu gozlendi. Insiilin
direncine metformin ve kinoa verilmesi durumunda metforminin kinoadan daha etkili
oldugu bulundu. Sadece kinoa verilen grupta ise kinoa miktarmm giivenli oldugu

sonucuna varildi

Insiilin direncinin bir ileri asamasi olan diyabet teshisi olan hastalar {izerinde
Iran'da bir ¢alisma yapimistr. Bu calisma sonunda, karaciger parametreleri olan ALT
ve AST degerlerine bakilmis ve bu parametelerin yilikseldigi goriilmiistiir (Esteghamati
ve ark., 2010).

Yiiksek yagh diyet ile beslenerek insiilin direnci (IR) ve lipit peroksidasyonunun
neden oldugu alkolsiiz yagh karaciger hastaligi olusturulan siganlarla bir deneysel
calisma yapimistr. Bu c¢alismada, siganlarm kan degerlerine bakilmistr. Kontrol
grubuna gore karsiastrildiginda; ALT, AST, total kolesterol ve trigliserit serum
konsantrasyonlarmm kontrol grubu hayvanlardan daha yiliksek oldugu goézlemlenmistir
(Li ve ark., 2019).
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Diyabetli ratlarla yapilan bir ¢alismada diyabetik grupta, glukoz diizeylerinin,
ALT ve AST aktivitelerinin ve iire degerinin 6nemli oranda arttif1 tespit edilmistir
(Usta, 2017).

Insiilin direncinin ileri asamasi olan diyabetin bazi kan parametrelerine etkisinin
incelendigi calismada; deneysel diyabet olusturulan ratlarda, diyabet grubunda yiiksek
trigliserit ve yliksek total kolesterol degeri saptanmustrr (Celik, 2016). Deneysel diyabet
olusturulan ratlarla yapilan bir diger ¢alismada; diyabet grubunda kan glukoz
degerlerinin  ve Albumin/Globulin oranmnm yiiksek oldugu belirlenmistir (Yiiksek,
2013).

ALT aktivitesinin insiilin direngli grupta onemli derecede arttigi, insiilin direnci
olusturulan kinoa ve metformin uygulanan gruplarda 6nemli oranda azalarak kontrole
yaklastigi gozlendi. Insiilin direnci olusturulup tedavi amacl verilen kinoanmn daha
etkili oldugu ve kontrole yaklastigi, metformin verilen gruba gore de ALT diizeyinin
daha disiik oldugu gozlendi. Sadece kinoa verilen grubun ALT degerinin kontrolden
daha diisiik ve gilivenli oldugu saptandu.

AST aktivitesinin deksametazon verilen grupta 6nemli derecede arttigi, kinoa ve
metformin uygulanan gruplarda ise Onemli oranda azaldigi ama kontrole gére halen
yiiksek oldugu gozlendi. Insiilin direnci olusturulup koruyucu amach verilen kinoanm
AST degerini diisirmede daha etkili oldugu ve metformine gére kinoanmn daha fazla
diistirdiigli, sadece kinoa verilen grupta ise kontrole gore AST degerinde diislis ve
giivenli oldugu goriildii.

ALP degerinin insiilin direnci olusturulan tiim gruplarda Onemli oranda
yiikseldigi goriildii. Insiilin direnci olusturulup kinoa verilen gruplarda esit oranda
azalma oldugu, metformin grubuna gore kinoanm daha etkili oldugu fakat kontrole goére
yiiksek oldugu gozlendi. Sadece kinoa grubunun ALP degeri kontrole gore yiiksek

bulundu.

Foucault ve ark. (2012) kinoada bulunan bir ekdisteroid olan 20E (20-
hidroksiekdison)un, yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde adiposit boyutunu azalttigy,
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lipoprotein lipaz ve fosfoenolpiruvat karboksinaz dahil lipit depolanmasmnda rol

oynayan bazi genlerin ekspresyonunda azalmaya yol a¢tigmi bildirmektedirler.

Colyak hastalartyla yapilan bir calismada normal diyetlerinin bir pargasi olarak 6
hafta her giin 50 g kinoa tiiketilmesi saglanmig ve histolojik ve serolojik parametrelere
bakildiginda, hafif bir hipokolesterolemik etkisinin oldugu gézlenmistir (Zevallos ve
ark., 2014).

Kinoanm, tip 2 diyabet ve buna bagh hipertansiyon i¢in faydali bir besin
olabilecegi gosterimistir (Ranilla ve ark., 2009).

Diyetlerine kinoa eklenen fazla kilolu ve obez kisilerde serum trigliserit
diizeylerinin ve metabolik sendrom prevalansnmn azaldigi bildirilmistir (Navarro-Perez
ve ark., 2017).

Menopoz déneminde olan asir1 kilolu 35 kadmm arka arkaya dort hafta boyunca
giinlik 25 gram olarak kinoa gevregi (QF) veya musr gevregi (CF) tiiketmelerinin
saglandig1 ¢alismada, QF grubunda toplam kalori almi, serum trigliserit, total kolesterol
ve LDL’de onemli diistisler oldugu tespit edilmistir. QF grubunda glutatyon diizeyi
artarken, lipid peroksidasyonu sonucu olusan peroksidasyon {irlinii olan tiyobarbitiirik
asit-reaktif madde (TBARS)’da azalma oldugu belirlenmistir (De Carvalho ve ark.,
2014).

Fruktoz eklenen diyetle beslenen ratlarda, kinoa tohumlarmm verilmesi ile
toplam kolesterol, LDL, kan glukoz seviyesinin 6nemli Olgiide azaldigi bulunmustur
(Pasko ve ark., 2010b).

Insiilin direnci tams1 konulmus eriskin obez kisilerin kan parametreleri
incelenmis, kontrol grubuna gore obez ve insiilin direnci olan grupta AKS (ac¢lk kan
sekeri) ve TG (triglserit) diizeyleri istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur
(Baskmn ve ark., 2008).

Total kolesterol diizeyinin insiilin direnci ve kinoa+insiilin direnci grubunda
kontrole gore yiiksek oldugu insiilin direncitmetformin grubunda kontrolden de daha

diisiik oldugu, sadece kinoa grubunda ise yiiksek oldugu bulundu. Insiilin direncine
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tedavi amagh verilen kinoanm total kolesterol degerinde, mnsiilin direnci grubuna gore
diisiis oldugu ve kontrole yaklastigi fakat metformin uygulanan grupta diisiisiin daha
fazla oldugu gozlendi.

Total protein miktarlarmda en fazla artiy deksametazon uygulanan grupta,
kinoa+deksametazon grubunda kontrole gore bir azalma oldugu goriildi ve diger
gruplar arasimda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Insiilin direncine koruma
amach verilen kinoanm total protein miktarinda azalmaya neden oldugu ve metformine
gore daha etkili oldugu bulundu. Sadece kinoa verilen grupta ise kontrole gore bir fark

saptanmamis ve kinoanm giivenli bir doz oldugu sonucuna varildi.

Yiksek yagh diyetle beslenerek glukoz yiiklemesi yapilan sicanlarda kan
degerleri almarak parametrelere bakildi Kontrol grubuna gore IGT (bozulmus glukoz
tolerans1)) ve DM (diabetes mellitus) gruplarmda trigliserit, total kolesteroliin arttigy,
serum kreatinin IGT grubunda az miktarda olmak iizere DM grubunda 6nemli olgiide
arttigt belirlenmistir. IGT grubunda bdbrek tiibiillerinde Onemli hasarlar olustugu
gozlenmistir (Zhang ve ark., 2019).

Bir c¢ahsmada, imsiiln direnci olusturulan siganlarm kan parametrelerine
bakilmis ve kontrol grubuna gore diyabetik siganlarda; HOMA-IR, TG (trigliserit), TC
(total kolesterol) ve SCr (serum kreatinin) seviyeleri anlamh derecede yiiksek
bulunmustur (Cao ve ark., 2019).

Ure degerlerinde kontrole gére en fazla yiikselme, insiilin direnci grubunda
insiilin direnci+metformin grubunda azalma olmasma karsm QI ve IQ grubunda daha
fazla diisiis gozlenmistir.

Kreatinin degerlerinde en yiiksek insiilin direnci grubunda, kinoa tedavi ve
pozitif tedavi grubunda bir miktar azaldigi, kinoa koruma grubunda kontrolden daha
diistik oldugu goézlendi.

Kinoanin kullanidig1 bir cahsmada, yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde,
instilinin mMRNA seviyelerinde 6nemli azalmalara yol actigi bildirilmistir (Foucault ve
ark., 2012).
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Insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1 (IGF-1) {izerinde kinoanm arttiric1 etkisi
oldugu rapor edilmistir (Ruales ve ark., 2002).

Insiilin diizeyleri, deksametazon uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
yiksek bulundu. Deksametazon ve kinoa birlikte verilen gruplar kontrolden onemli
oranda yiiksekti, metformin grubunda ise kinoa verilen gruplara gore daha diisiiktii.
Sadece kinoa verilen grupta ise kontrole gore Onemli bir fark yoktu boylece verilen

kinoanmn gilivenli oldugu sonucuna varildi.

Bozulmus aglk glukozu (IFG) bulunan kisilerin kan parametrelerine bakilarak
kontrol grubu ile kiyaslama yapilmistr. Sonuglara gore, IFG grubunun GGT degeri ve
aclk insiilin degeri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Ayrica
kontrol grubunun HOMA-IR diizeyi, IFG grubuna goére onemli diizeyde diisiik oldugu
goriilmiistiir (Berberoglu Erbilgin, 2006).

HOMA-IR degeri, en yiiksek insiilin direnci grubunda bulundu. Kinoa + insiilin
direnci gruplarmda bir miktar azalma olmakla birlikte, yine de kontrolden yiiksek
bulundu. Sadece kinoa grubunda ise kontrole gére bir degisim olmamasi kinoanmn
giivenli oldugunu disiindiirdii. Kinoann hem tedavi hem de koruma gruplarmdaki
HOMA-IR degerleri birbirine yakm oldugu, metformin grubunda ise daha diisiik

bulundu.

Melatoninin, SH-SYS5Y noroblastom hiicreleri kullanillarak insiilin  direnci
durumu altnda, hiicre olim sinyalinde 6nemli rol oynayan Bax'm ekspresyonunun

arttigl gozlemlenmistir (Song ve Kim, 2017).

Yiiksek miktarda fruktoz varligiyla ilgili bir ¢ahsmada, reaktif oksijen tiirlerinin
artis1 sonucu, insiilin salmmmnda ve beta hiicrelerinin proliferasyonunda bir azalma
gozlemlenmisti. Bu durum, kaspaz-3 aktivasyonu ile olusan apoptozda artigla
kamtlanmustrr (Feinman ve Fine, 2013).

Diyabetik siganlar {izerinde yapilan bir ¢ahsmada, pro-inflamatuvar sitokinler
olan TNF-a ve kaspaz-3 igeren apoptotik belirteglerin ifadesinde artis oldugu; anti-
apoptotik belirte¢ olan Bcl-2'de bir azalma oldugu tespit ediimistir (Ahmed ve ark.,
2019).
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Yiksek doz glikoz verilerek PC12 (rat feokromasitoma hiicreleri) hiicre hattinda
likopenin kaspaza bagmh apoptoz tizerindeki etkilerinin arastwrildigi bir ¢ahsmada,
hiperglisemi gruplarmda apoptotik gosterge kaspaz 3 aktivitelerinin arttigi gozlenmistir
(Giimiis ve ark., 2018).

Apoptoz  proteinleri  kaspaz Bcl-2 aileleri hiicre hasarmm 6nemli bir
mekanizmasidir. Yiksek glukoz etkisiyle Bcl-2 ve Bcl-xL ekspresyonu azalmistir
(Chan ve Yu, 2004).

Prediyabetik kosullar altnda Bcl-2 ve Bcl-xL ekpresyonunda goriilen azalma, B
hiicre fonksiyonunu ve insiilinin fazla salgilanmasmi etkileyebilir ve bu durum Tip 2

diyabetin erken belirteci olarak gosterimektedir (Yi ve ark., 2011).

Real time-PCR sonuglarma gore; apoptotik genlerde, insiilin direnci grubunda;
Bcl2 5, Bax 9, cas3 7 kattan fazla up-regule oldugu; tedavi, kontrol, IM grubundaki
ekspresyonun up-regulasyonunun kontrole yakin oldugu goriildi. Kinoann koruma
olarak verilmesinin, tedavi olarak verilmesine gore kontrole daha yakmn bir degerde
oldugu ve insiilin direnci kaynakh artan apoptotik gen ekspresyonu diizeylerini azalttig
tespit edildi.

Bir ¢alismada, insiilin direngli obez kisilerde Atg5 daha biiyilik bir artig gosterdi.
Insiilin otofajide énemli bir fizyolojik inhibitér oldugundan, bu durum insiilin direncinin
obezite gelisimi baglangicnda belirgin oldugunu géstermistir (Kovsan ve ark., 2011).

Diyabetik olmayan sigcanlara kiyasla diyabetik siganlarda, hastalardan proksimal
tibiil epitel hiicrelerinde (PTEC) p62 / Sqgstml birikimi oldugu tespit edimistir. Bu
durum da diyabetik bobreklerin otofaji aktivitesinde yeterli olmadigmi gostermektedir
(Kitada ve ark., 2011).

Bu caligsmada, yiiksek glukoz verilen H9c2 hiicrelerinde, Sqstml / p62 birikimi
oldugu ve bu hiicrelerde otofajik aktivitesinin inhibisyonunu gosterdigi belirtimektedir
(Wang ve ark., 2017).

Real time-PCR sonuglarma gore; otofajik genlerde, Insiilin direnci (IR)

grubunda otofajik genler Sgstml 7, Atg5 10 kat diizeyinde up regule oldu. Tedavi
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kontrol, kinoa tedavi ve korunma gruplarinda ise IR grubuna goére daha az up regule
olduklar1 saptandi

Kinoa, lipid peroksidasyonunu azaltmaktadr. Etkili bir sekilde hepatik lipid
birikimini engelledigi anti-kanser aktivitesine sahip oldugu gosterimistir (Mohamed Ve
ark., 2019).

Kinoann 6nemli bir biyoaktif bileseni olan 4'-Geraniloksiferulik asit (GOFA) ve
kinoann insan kolon kanseri hiicre serisimde (HCT 116), reaktif oksien tiirleri (ROS)
miktarmda Onemli bir azalmaya neden oldugu bulunmustur (Franceschelli ve ark.,
2019).

Kinoadan elde edilen on yedi potansiyel biyoaktif peptidin, in vitro c¢alismada
kanserli hiicrelerin canlihigm inhibe ettikleri ve gilicli antioksidan aktivite gosterdikleri
bildirilmistir (Vilcacundo ve ark., 2018).

Kinoadan elde edilen polisakkaritlerin C. quinoa polisakkarit (CQP) insan meme
kanseri (MCF-7) ve karaciger kanseri (SMMC 7721) hiicreleri lizerinde sitotoksisite
gosterdigi ve buna karsm normal hiicrelerde proliferasyonu inhibisyon etkisi
gostermedigi gozlenmistir. Bu sonucglara gore, kinoa kaynakh biyoaktif polisakkaritin,
gida ve ila¢ uygulamalarmda dogal bir antikanser, antioksidan, bagisikhga yardimct bir
kaynak olabilecegi belirtimistir (Hu ve ark., 2017).

Fruktoz eklenen diyetle beslenen ratlarda, kinoa tohumlarmm verilmesi ile
fruktoz kaynakh oksidatif stres lizerine kinoa tohumlarmm doku, eritrosit ve plazmadaki
antioksidan etkisi incelenmistir. Buna gore, Gpx (glutatyon peroksidaz) aktivitesinde
kinoa gruplarmda Onemli bir artiy oldugu, krmizt kan hiicrelerinde Sod aktivitesinin
degismedigi goriilmiistiir. Pankreas Gpx ve Cat (katalaz) aktivitelerinde diyete kinoa
tohumlar1 eklendikten sonra artis saptanmustrr. Kinoanm, bobrek, plazma, kalp, akciger,
testis ve pankreasm antioksidan sisteminde etkili oldugu ve bu tohumlarm, baz
patolojik durumlarda serbest radikal olusumunu azaltmaya elverigli olabilecegi ileri

stiriilmiistir (Pasko ve ark., 2010a).

Fermente edilen kinoa tohumunun, ratlarda Kkaraciderde hem siiperoksit

dismutazm (SOD) hem de glutatyon peroksidazm (GSH-Px) aktivitesini artirdigi, bir
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peroksidasyon iiriinii olan tiyobarbitiirik asit-reaktif madde (TBARS), hem serum hem
de karaciger degerlerini azalttig1 tespit edimistir (Matsuo, 2005).

Kinoa biyoaktif bilesiklerinin cilt bakmm uygulamalarma iliskin  bes
biyokimyasal parametre (hiicre canhli,  tirosinaz enzimatik aktivitesi  matris
metaloproteinaz (MMP) mRNA ekspresyonu, MMP enzimatik aktivitesi ve hiicre ici
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi tizerine etkileri in vitro olarak arastrimistir.
Hiicre ici ROS (reaktif oksijen tiirleri) iiretiminde 6nemli miktarda azalmaya yol agtig
tespit edilmistir. Bu ¢algmanmn sonucuna dayanarak, iltihaplanma, yara iyilesmesi,
kemik erimesi, artrit, karsinojenez vs. hastaliklarm ve durumlarmn siireglerinde; kinoada
bulunan fitokimyasallarm, bu tip durumlarm tedavisinde ve Onlenmesinde etkili bir
antioksidan gorevi oldugu ileri siiriilmektedir (Graf ve ark., 2015a).

Fruktoz ¢ozeltisi verilerek insiilin direnci gelistirilen sicanlarla yapilan bir
arastrmada, hem hipokampus hem de serebral korteksin Sod ve GPx aktiviteleri insiilin
diren¢li sicanlarda, kontrol grubuna gore anlamh olarak daha diigiik bulunmustur (Yin
ve ark., 2013).

Real time-PCR sonuglarma gore, antioksidan genlerde, biitiin insiilin direnci (IR)
gruplarmda kontrole goére antioksidan genlerden Gpx1’in up regule oldugu, kinoa
korunma ve tedavi gruplarmdaki ekspresyonun 4 ve 7 kata ¢iktig1 goriildii. Sod1’de aym
sekilde kinoa gruplarmda ekspresyonun 9 ve 10 kata kadar daha fazla oldugu goriildii.

Kinoa (Chenopodium quinoa Willd) kuersetin tiirevlerinden zengindir ve en
yiiksek antioksidan aktiviteye (%86) sahiptir (Ranilla ve ark., 2009).

Kinoanm yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde, bazi inflamasyon
parametrelerinde 6nemli azalmalara yol actig1 bildirilmistir (Foucault ve ark., 2012).

Kinoanmn yapisinda bulunan saponin fraksiyonlarmm (Q30, Q50, Q70 ve Q90)
fare makrofaj hiicreleri {izerindeki anti-inflamatuvar aktivitenin - degerlendirildigi
calsmada, mnflamatuvar medyatorlerin (NO) iiretimini diistirdiigi, timér nekroz
faktori-a (TNF-0) ve interlokin-6'nin dahil oldugu inflamatuvar sitokinlerin salmmmimnin
da inhibe edilmesini sagladig1 tespit edilmistir. Kinoa saponinlerinin, énemli bir anti-
inflamasyon etkisine sahip oldugu bildirilmektedir (Yao ve ark., 2014).
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Kinoanm 6nemli bir biyoaktif bileseni olan 4'-Geraniloksiferulik asit (GOFA) ve
kinoanmn insan kolon kanseri hiicre serisinde (HCT 116), bir inflamatuvar aract olan NO
tretimini ve pro-inflamatuvar sitokinlerin  (TNF-o. ve IL-6) seviyesini distirdigi
bildirilmistir (Franceschelli ve ark., 2019).

Kirmiz1 kinoa kepegi ekstrelerinin karbon tetrakloriir (CCls) kaynakl karaciger
fibrozunun  Onlenmesi iizerindeki etkisinin arastirildigt cahsmada, kinoanm timor
nekroz faktorii alfa (TNF-a)/interlokin 6 (IL-6) yolagmi bloke ettigi, CCl,’iin neden
oldugu oksidatif strese karsi antioksidan bir ajan olan karacigerin korunmasi i¢in GSH
seviyelerini de aktiflesmesini sagladigi, bu oOzellikleri g6z oniine alnarak iltthaplanmay1
diizeltmek ve anti-oksidatif enzimlerin aktivitesini artrmak i¢in fonksiyonel bir gida
olarak degerlendirilebilecegi belirtiimistir (Lin ve ark., 2019).

Yapilan bir caligmaya goére, inflamatuvar sinyal yollarmmn aktivasyonuyla
iretilen IL-1B ve TNF-a gibi yiiksek sitokinlerin, insiilin sinyalinin bozulmasma neden
olarak glukoz almmm azalmasma ve insilin direncinin olugsmasma zemin

hazrlayabilecegi bildirilmistir (Hotamisligil, 2006).

Yag dokusunda buluinan TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleriyle insiilin
direncinde Onemli bir kriter olan hiperinsiilinemi seviyesi arasmda oSnemli bir iliski
gosterilmistir. Obez bireylerde yapilan diyet tedavisi sonucu, insiilin duyarhhginda
iyllesme gozlenmis ve bu da yag dokusundaki TNF-o’nin aktivitesinde azalma ile
baglantih bulunmustur. Buna goére, bu sitokinin anormal ekspresyonunun insiilin

direncinin patogenezinde Gnemli rolii oldugu belirtimistir (Hotamisligil ve ark., 1993).

Diyabet olusturulan siganlarm serebral korteksinde wve hipokampusunda
antioksidan gen Sod aktivitesi kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bulunmustur. Ayrica,
diyabetik hayvanlarda TNF-a, IL-1B ve kaspaz-3'in aktivitesi yiiksek bulunmustur
(Wang ve Jia, 2014).

Real time-PCR sonuglarma gore, inflamasyon genlerden insiilin direnci (IR)
grubunda IL-1p’nn 6 kat up regule oldugu, kontrol tedavi ve koruma kinoa gruplarmnda
IR grubuna goére daha az up regule oldugu, tedavi kinoa grubundaki ekspresyonun
kontole yaklastig1 saptandi. TNF-o geninin IR grubunda 11 kat up regule oldugu, kinoa

65


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30781895
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24442148

tedavi ve korunma gruplarmdaki ekspresyonun IR grubuna gore daha az oldugu

goriildii.

Obez-diyabetik fareler ayr1 gruplar olarak kinoa diyeti ve AIN-93G
(saflagtrilmis  kemirgen diyeti) diyetiyle beslenerek kontrol ile karsilastirildig
caligmada, kinoa almu ile plazma toplam kolesterolii, LDL-c ve okside-LDL, protein
karbonilleri ve mterlokin (IL)-6 ©Onemli Olgiide azaldig goriilmiistiir. Karacigerde
hepatik steatoz ve total-c birikiminin kinoa grubunda obezlerden daha diisiik oldugu,
plazma insiilininin arttifi da tespit edimistir. Bu durumun, kinoada bulunan Iif ve

fitokimyasallardan kaynaklandig: ileri siiriimistiir (Noratto ve ark., 2019).
Sonug olarak; bu ¢ahigmadan elde edilen veriler asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Deksametazon ile olusturulan deneysel insiilin direncinde artan glukozla olusan
karaciger ve bobrek hasar gostergelerinin kinoa uygulamasi ile bir azalma oldugu tespit
edildi.

Kmnoanm hem biyokimyasal parametreler ve apoptotik, otofajik, antioksidan ve

inflamasyon markirlar1 lizerinde kayda deger yararh etkilerinin oldugu tespit edildi.

Obezite ve diyabette kinoanm yararh etkilerinin ortaya konuldugu pek ¢ok
calisma olmasma karsm, insilin direncinde kinoann yararh etkilerine dair smirh
aragtrmalarm olmasit nedeniyle, bu ¢ahgmadan elde edilen sonuclarm daha sonra
yapilacak calsmalar i¢in Onemli bir basamak olarak degerlendiriimesinin yerinde

olacag sonucuna varildi.
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Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullamlmasina iligkin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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