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OZET

Diabetes mellitus (DM)'un gelisiminde inflamasyon ve oksidatif stres énemli bir rol oynar. B-
hiicreler oksidatif strese karst duyarli hiicrelerdir. B-hiicrelerde, artmis reaktif oksijen tiirlerinin
tretim (ROS) seviyeleri insiilin saliniminda bozulmaya ve tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ve
insiilin direncine neden olmaktadir. NF-xB, TNFa, IL-6, iINOS ve COX2 genleri inflamatuar
diizenleyici genlerdir. Yiiksek ROS bu genlerin transkripsiyonuna yol acan inflamasyon sinyal
yolaklarim aktive etmektedir. Inflamasyon sinyal yolaklarinin aktivasyonu da tip 2 diyabet ve
insiilin direncine neden olmaktadir. Streptozotosin (STZ), pankreasta serbest radikal temizleyicisi
olan superoksit dismutazi inhibe eder ve bdylece serbest radikallerin birikmesi sonucu 3 hiicreleri
yikima ugrar. Resveratrol (RSV), pankreatik f hiicrelerinde olugsan bozulmayi inhibe edici etkiye
sahiptir. Bu bilgilere dayanarak ¢alismamizda, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda RSV’ nin
pankreasta NF-kB, TNFo, IL-6, iINOS ve COX2 genlerinin ifadelenmesinin  DM’nin
komplikasyonlar1 iizerine etkisini arastirmayr amagcladik. Calismamizda, STZ ile diyabet
olusturulmus ve diyabet olusturulduktan sonra RSV uygulamasi yapilmis si¢anlara ait pankreas
dokular1 kullanildi. Elde edilen dokulardan sirasiyla RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi. NF-
kB, TNFa, IL-6, iNOS ve COX2 genlerinin mRNA ifadelenme diizeyleri real-time PCR reaksiyonu
ile gergeklestirilerek sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi. Calismamizda kontrol ile sham
kontrol ve kontroltDMSO gruplar1 arasinda COX2, iNOS, NF-xB, TNFa ve IL-6 mRNA
diizeyinde anlaml1 bir fark gézlenmedi. Kontrol ile diyabet grubu karsilastirildiginda COX2, iNOS,
NF-kB, TNFa ve IL-6 genlerinin mRNA diizeylerinde, diyabet grubunda hedef genlerin mRNA
ifadelenme diizeylerinde artis oldugu gozlendi ve bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlam
bulundu. Diyabet ile diyabet+RSV grubu karsilastirildiginda ise COX2, iNOS, NF-kB, TNFa ve
IL-6 genlerinin mRNA diizeylerinde bir azalma go6zlenirken, bu azaligin istatistiksel agcidan anlamli
olmadig1 gozlendi.
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ABSTRACT

Inflammation and oxidative stress has a big influence on diabetes mellitus (DM) improvement.
Production levels of increased reactive oxygen species in B-cells cause insulin release corruption
and type 2 diabetes (T2DM) and insulin resistance. NF-xkB, TNFa, IL-6, iINOS and COX2 genes
are inflammation regulatory genes. High reactive oxygen species (ROS) activates inflammatory
signaling pathways which cause these genes to transcript. Inflammatory signaling pathways
activation cause T2DM and insulin resistance, too. Streptozotocin (STZ) inhibits superoxide
dismutase which is free-radical scavenger in pancreas and as a result of cumulation of free-radicals
B cells are dispersed. Resveratrol (RSV) has an influence to inhibit corruption which is formed in
pancreatic B cells. In light of this information in our study we purpose to investigate in
streptozotocin-treated rat with diabetes and the effects of resveratrol in their pancreas to
enlargement of NF-xB, TNFa, IL-6, iNOS ve COX2 genes levels complications of DM. In our
study pancreatic tissues are used with STZ-induced diabetic rats and RSV induced diabetic rats
after application made. RNA isolation and cDNA synthesis are made to obtained tissues. Real-time
PCR results are evaluated statistically after the level of expression levels of NF-xB, TNFa, IL-6,
iINOS ve COX2 genes are executed with real-time PCR Reaction. In our study no significant
difference between control with sham control and control+DMSO groups in levels of COX2,
iNOS, NF-kB, TNFa ve IL-6 mMRNA. In level of mRNA of genes COX2, iNOS, NF-xB, TNFa ve
IL-6 when compared control with diabetes group, it is observed that in the level of mMRNA
expression level in target gene has increased and the meaning has been found between these two
groups statistically. When diabetes and diabetes+RSV group are compared, COX2, INOS, NF-«kB,
TNFo and IL-6 genes are decreased in levels of mRNA, but this reduction has no meaning
statistically.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

IFN-y Interferon-y

IRF5 Interferon Regiilator Faktor 5
Kisaltmalar Aciklamalar

ADA Amerikan Diyabet Birligi

AP-1 Aktive Edici Protein-1

ALX Alloksan

BAP Bilimsel Arastirma Projeleri

COX2 Siklooksijenaz-2

Cp Crossingpoint

CRP C-Reaktif Protein

DAG Diagilgliserol

DM Diabetes Mellitus

DMSO Dimetilsiilfoksit

G-CSF Graniilosit Koloni Stimiile Edici Faktor
GEP Graniilin Epitelin Prekiirsorii

GM-CSF Graniilosit-Makrofaj Koloni Stimiile Edici Faktor
IDF Uluslararas1 Diyabet Federasyonu

IL Interlokin

LT Lenfotoksin

M-CSF Monosit-Makrofaj Stimiile Edici Faktor
MIF Migrasyon Inhibe Edici Faktor

NF-xB Niikleer Faktor-kB

NO Nitrik Oksit

NOS Nitrik Oksit Sentaz

PCDGF PC-Hiicre Kokenli Biiylime Faktori



Kisaltmalar

PI3K
PPAR
PTK
ROS
RTK
SLE
SOD
STZ
T1DM
T2DM
TPA
TURDEP
WHO

Aciklamalar

Fosfoinozitol-3 Kinaz
Peroksizom Proliferatér Reseptor
Protein Tirozin Kinaz

Reaktif Oksijen Tiirleri

Reseptor Tirozin Kinaz

Lupus Eritematozus Sistemi
Stiper Oksit Dismutaz
Streptozotosin

Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diabetes Mellitus

Doku Plazminojen Aktivatorii
Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Caligsmasi-I
Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormonunun yetersizligi, yoklugu ve/veya eksikligi
sonucu olusan, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan,
kronik hiperglisemiyle karakterize endokrin ve metabolik bir hastaliktir. DM akut
metabolik komplikasyonlarmin yani sira (diyabetik ketoasidoz ve ketoasidoz komasi,
hiperozmolar nonketotik diyabet koma, laktik asidoz komasi gibi), uzun dénemde
vaskiiler, renal, retinal ya da noropatik bozukluklara yol acan, morbidite ve erken mortalite

riski yiiksek, yaygin bir hastaliktir.

DM Tiirkiye’de ve diinyada hizla artan prevalansi ile en 6nemli halk sagligi sorunlari
arasinda yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO) 2000
yil1 verilerine gore diinya lizerinde 175 milyon diyabetik insan varken yine WHO tahmini
verilerine gore 2025 yili itibariyle bu saymin 300 milyona ulagsmasi beklenmektedir (King,
Aubert ve Herman, 1998). TURDEP-I"de (Tiirkiye diyabet epidemiyolojisi ¢aligmasi-I)
Tiirkiye’de %?7.2 olarak saptanan diyabet prevalansi, TURDEP-II ¢alismasinda 12 yilda
%90 artarak 2010 yilinda %13.7’ye yiikselmistir (Satman ve digerleri, 1998; Satman ve
digerleri, 2013).

Diyabet, bilinen patolojik ve etiyolojik mekanizmalara gére dort ana grupta siiflandilir:
tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, diger spesifik tipler ve gestasyonel diyabet. Tip 1 diyabet
(T1DM) ¢ogunlukla otoimmiin mekanizmalar ile gelisen pankreatik adacik B hiicresinin
hasar1 sonucu ortaya ¢ikar. Bu hastalar insiilin replasmanina gereksinim duyarlar. Tip 2
diyabet (T2DM), diyabetin en yaygin tiirii olup; olgularin biiyiikk ¢ogunlugunda, insiilin
direncine eslik eden insiilinin kompansatuvar sekresyon yetersizligi mevcuttur (Gardner ve

Shoback, 2011).

DM hiperglisemi ve hizlanmis enzimatik olmayan glikasyon, artmis oksidatif stres ve
serbest radikal tiretimi ile iliskilidir (Kostolanska, Jakus ve Barak, 2009). Giincel kanitlar
pankreatit, metabolik sendrom ve T2DM gibi klinik durumlarin gelismesinde inflamasyon
ve oksidatif stresin 6nemli rol oynadigini ileri géstermektedir (Choudhury, Ghosh, Gupta,
Mukherjee ve digerleri, 2015).



Oksidatif stres, serbest radikal ve antioksidanlar arasindaki dengenin radikaller lehine
ortaya ¢ikmasiyla karakterizedir (Kalousova, Zima, Tesar ve Stipek, 2001). Hem deneysel
hem de klinik calismalardaki artan kanitlar oksidatif stresin DM ™nin her iki tipinin
patogenezinde O6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir (Maritim, Sanders ve Watkins,
2003). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi (ROS) {izerinden, insiilin direnci,
B-hiicre iglev bozuklugu, bozuk glukoz toleransi ve T2DM gelisiminin altinda yatan temel

neden olarak ileri stiriilmektedir (Wright, Scism-Bacon ve Glass, 2006).

B-hiicreler, biiylik olasilikla diisiik antioksidan kapasitelerinden dolay1, diger hiicre tipleri
ile karsilastirildiklarinda oksidatif strese kars1 daha duyarlidirlar. B-hiicrelerde, artmis ROS
seviyeleri insiilin saliniminda bozulmaya ve T2DM’de insiilin direncine neden olmaktadir
(Montane, Cadavez ve Novials, 2014). Yiiksek ROS seviyeleri; NF-kB (Niikleer faktor-
«kB) yolu, monosit kemotaktik protein-1, hiicresel adezyon molekiilleri, nitrik oksit (NO) ve
interlokinlerin (IL) transkripsiyonuna yol agan inflamasyon sinyal yolaklarini aktive
etmektedir (Montane, Cadavez ve Novials, 2014). Nitrik oksit, pankreas patofizyolojisinde
rol oynayan bir sinyal molekiiliidiir ve beta hiicre kitlesi diizenlenmesine katilmaktadir.
Nitrik oksit, NO sentaz (NOS) enzimi tarafindan iiretilmektedir ve bu enzimin baslica ¢
izoformu vardir: néronal NOS (nNOS veya NOS1), endotelial NOS (eNOS ve NOS3) ve
uyarilabilir NOS (iNOS veya NOS2). Adacik iNOS ekspresyon artist; asirt NO iiretimine
neden olmakta, B- ve a-hiicrelerinin disfonksiyonuna katkida bulunmakta ve insiilin
salimmmin1 inhibe etmektedir. NF-kB, iNOS gen ekspresyonunu indiiklemektedir

(Keklikoglu ve Akinci, 2013).

NF-xB; sitokinler, adezyon molekiilleri ve diger medyatdrlerin transkripsiyonunda merkezi
rol oynamaktadir. NF-kB ailesinin hiicre i¢indeki inflamatuar ve diger sinyal yolaklarinda
rol oynayan genlerin regiilasyonun da 6nemli rolu vardir (Sun ve Andersson, 2002). COX2
enzimi inflamasyon siirecinde ¢ok Onemli role sahiptir ve inflamasyon cevabinda rol
oynayan prostoglandinlerin iiretiminde rol almaktadir. COX2 sadece bir ¢esit immiin cevap
sirasinda uyarilir. COX2 geninin transkripsiyonu NF-xB, Aktivator protein-1 (AP-1), siklik
AMP cevap elemani baglanma proteini (CREB), CCAAT/enhancer binding protein
(C/EBP B ve 9), USF-1 (upstream uyarict faktor-1) gibi gesitli transkripsiyon faktorleri
tarafindan diizenlenmektedir (Dubois, Abramson ve Crofford, 1998; Heitmer, Kelly, Ensor
ve Gibson, 2004; Inoue, Tanabe ve Umesono, 2000).
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DM patogenezinde, tiimor nekrozis faktor (TNF) o ve Interlokin (IL)-6 gibi proinflamatuar
sitokinler makrofajlar gibi immiinositler ve adipositler tarafindan {iretilebilmektedir. TNF-
a ve IL-6, insiilin direncinin 6nemli aracilaridirlar, bunlar JNK aktivasyonu ya da NF-xB
yolu araciligiyla insiilin  reseptdor substratin  (IRS) serin  fosforilasyonunu
indiikleyebilmektedirler. Pankreasta TNFa ve IL-6’nin asir1  iiretimi  adacik
disfonksiyonuna neden olmakta ve diyabet gelisimini hizlandirmaktadirlar (Jiang, Kong, Li

ve Gengmplement, 2014).

Diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin incelenmesi ve tedavi yaklagimlarinin
belirlenmesinde deneysel diyabet modelleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Deneysel diyabet
caligmalarinda cerrahi, kimyasal, viral yolla olusturulan veya kendiliginden gelisen

modeller kullanilmaktadir (Baxter ve Duckworth, 2004).

Giliniimiizde deney hayvanlarinda ¢esitli kimyasal ajanlar kullanilarak deneysel diyabet
modeli olusturmak mimkiindiir. Laboratuvar hayvanlarinda kimyasal diyabet (tip 1),
yaygin olarak streptozotosin  (STZ) ya da alloksan (ALX) enjeksiyonuyla
olusturulmaktadir. STZ ve alloksan pankreatik [ hiicrelerine olan spesifik toksisiteleri
nedeniyle diyabetojenik ajan olarak kabul edilmektedirler. Her iki ajan da kan sekeri
diizeyinde ti¢ fazli etki olugturur. Maddenin kullanimini izleyen 2 saat i¢inde kan sekeri
karaciger glikojeninin ani yikimi nedeniyle yiikselir. Ikinci faz 6liimle sonuglanabilecek
hipoglisemik fazdir. Bu sirada hasara ugrayan B hiicrelerinden hizla saliverilen insulinin

plazma diizeyi hizla yiikselir. Ugiincii faz, kalic1 hiperglisemik fazdr.

Bu noktadan baslayarak insulin diizeyleri, kullanilan diyabetojenik ajanin dozu ile iliskili
olarak diiser ve kan sekeri yiikselir (Szkudelski, 2001). STZ, pankreasta serbest radikal
temizleyicisi (scavenger) olan superoksit dismutazi inhibe eder ve bdylece serbest
radikallerin birikmesi sonucu B hiicreleri yikima ugrar (Aruzmozhi, Veeranjaneyulu ve
Bodhankar, 2004). Hayvan modellerinde gézlenen diyabetik durum klinik diyabete gok
benzemekle birlikte, deneysel modeller aslinda hem kendi aralarinda farkli o6zellikler
tastmakta, hem de bu modellerden higbiri insanda gdzlenen diyabeti tam olarak
yansitmamaktadir. Ancak, insanlar lizerindeki aragtirmalarin etik nedenlerden dolay: kisith
olmasi, diyabet hastalig1 ile ilgili arastirmalarda kullanilmak amaciyla ¢ok ¢esitli deneysel

modellerin gelistirilmesini saglamistir. Yine de diyabet arastirmalarinda kullanilan hayvan
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modellerinin, insanlardaki diyabetin birgok 6zelligini tasidig1 kabul edilmektedir (Oztiirk,

Altan ve Yildizoglu-Ari, 1996).

Bazi arastiricilar ALX ve STZ ile pankreatik B hiicrelerinde olusan deformasyonun siiper
oksit dismutaz, vitamin E, nikotinamid gibi bazi antioksidan ajanlar ile tedavi sonucu
iyilestirilebilecegini one siirmiislerdir (Halifeoglu, Karatas, Colak, Canatan ve digerleri,
2005). Son zamanlarda en ¢ok calisilan antioksidanlardan bir tanesi de resveratrol (3, 5, 4'-
trihidroksilstilben)’dur. Resveratrol (RSV), iiziim, kirmiz1 sarap, yer fistig1, asma yapragi,
ke¢i boynuzu ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir (Ergin ve Yaylal,
2013).

RSV nin etkileri arastirildiginda; antikanser aktivite, yasami uzatici etki, kalbi koruyucu
etki, antioksidan aktivite, platelet agregasyonunu inhibe edici etki, antiinflamatuar aktivite
ve damar gevsetici etki gibi etkileri oldugu gozlenmistir (Hung, Chen, Huang, Lee ve Su,
2000; Bertelli ve digerleri, 1995). Diyabetik siganlarda RSV nin metabolik parametreleri
iyilestirdigi, plazma glukoz ve trigliserit konsantrasyonlarin1 azalttigi, bunlara paralel
olarak da insiilineminin etkisini azalttigi gosterilmistir (Cai ve digerleri, 2005; Kim ve

digerleri, 2004).

Ayrica diyabette hipergliseminin yol actig1 oksidatif stres sonucunda bdbrekte gelisen
nefropatiyi dnleyebilecegi bildirilmistir (Yar, Menevse, Alp ve Helvacioglu, 2009). Izole
edilmis hiicrelerde de RSV 'nin antioksidan 6zelligi ile yiiksek glukoz diizeyinin neden

oldugu oksidatif stresi sinirladigi gosterilmistir (Chan, 2005).

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak bu tez ¢alismasinda, STZ ile diyabet olusturulmus si¢anlarda
RSV kullanimina bagli olarak inflamasyon ile iliskili olan NF-xB1, COX2, iNOS, TNFa
ve IL-6 genlerinin pankreasdaki mMRNA ifadelenme diizeylerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Diabetes Mellitus

2.1.1. Diabetes Mellitus’un tanimi

Eski bir Yunanca kelime olan diabetes'in karsiligi sifondur ve viicuttan asir1 idrarin ¢ikisini
ifade eder. Mellitus'a baktigimiz zaman ise yine eski bir Yunanca kelime oldugunu ve ayni
dildeki karsiligi "bal" olan "mel"den tiiretildigini gormekteyiz (Robertson ve Harmon,
2006). DM, viicutta insiilin tiretiminin hi¢ olmamasi, insiilin diizeyinin yeterli olmamasi ya
da tretilen insiilinin gerektigi gibi iiretilememesi durumlarindan kaynaklanan ve bdylece
de hiperglisemiyi tetikleyen; diger taraftan ise metabolizma bozukluguyla (lipit, protein ve
karbonhidrat) karakterize ve kronik niteligi olan bir metabolik hastaliktir (Robertson ve
Harmon, 2006; Canda, 1994).

Hipergliseminin belirgin olmasi durumunda su semptomlar gozlenir: sik sik su igme
(polidipsi), nadiren polifaji (sik sik acikma), sik idrara ¢ikma (poliiiri), kilo kayb1, bulanik
gdérme. Insiilin, iiretimi pankreasta gerceklestirilen ve kan sekerinin diizenleme gorevini
iistlenmis olan bir hormondur. Insiilinin gorevi; hiicrede yakit islevi goren glukozun
hiicrelere ge¢isini ve hiicrelerin glukozu yakarak enerji tiretmesini saglamaktir. Kan
dolasim siiresince insiilin glukoza eslik etmektedir ve boylece insiilin, hiicrelerin kilidini

acarak glukozun igeriye girisine olanak saglar (Dinggag, 2011).

Hiicrenin kullandig1 asil yakit glukoz, yani basit sekerdir. Hiicrelerin biiyiimelerini
gerceklestirmek ve fonksiyonlarini devam ettirmek icin ihtiya¢ duydugu enerjiyi glukoz
kullanarak tirettigi goriilmektedir. Viicudun ihtiyacin1 duydugu kadar insiilini tiretememesi
durumunda hiicre, glukozu kandan alarak enerjiye ¢eviremez, bdylece kandaki
kullanilmayan glukoz miktar artar ve sonugta hipergliseminin ortaya ¢ikmasina neden olur

(Canda, 1994).

DM, dolasimda olan serbest yag asidi miktarinin, uzun siireli hipergliseminin ve
hiperinsiilineminin  bulunmasindan, ¢evresel ve genetik faktorlerin  varligindan
kaynaklanan metabolik bir hastaliktir. Pankreasta yetersiz insiilin saliminin olmasi ya da

hedef hiicrenin insiiline direng¢ duymasi ile kendini belli eden bu hastalikta taninin



konmasi, kandaki glukoz konsantrasyonunun kronik bir bigimde yiliksek olusu ile
gerceklesmektedir. Diyabet vakalarmin %85'1 tip 2 diyabettir. Tip 1 diyabete, Langerhans
adaciklarindaki (pankreasta insiilin salimi1 yapar) beta hiicrelerinin otoimmun yikimi yol
acar. Bu durumun sonucunda ise mutlak insiilin yetersizligi ortaya ¢ikar. Tip 2 diyabetin
genellikle orta ve ileri yaslarda goriilen bir hastalik oldugu sdylenebilir. Bu tip hastalarin
%80'1 obezdir ve hem yetersiz aktivite hem obezite bu tip diyabeti ortaya cikaran risk
faktorlerinin baslicalaridir. Cocukluk obezitesindeki artislardan dolayr pek cok tilkede
arttig1 goézlenen tip 2 diyabetin patogenezinde daha ziyade insiilin direnci yer almaktadir.
Bu dogrultuda Amerikan Diyabet Birligi (ADA)'nin diyabet hastaliginin tanist ve
kriterlerinde 2004 yilinda degisikliklere giderek yeni tamimlar gelistirmis oldugunu

belirtebiliriz (American Diabetes Association, 2004).

Cizelge 2.1. Diabetes mellitus tani kriterleri

Normal Bozulmus A¢lik | Bozulmus Glukoz Diabetes
Glukozu (IFG) Tolerans: (IGT) Mellitus
Aglik plazma glukozu <100 mg/dL | 100-125 mg/DI >126 mg/DI

Postprandiyal 2. saat plazma 140-199 mg/dL >200 mg/dL
glukozu

DM bulgulart ile
beraber herhangi
bir zamanda
alinan kan
glukozunun >126
mg/dL olmasi

2007 itibariyle diinya'da diyabet hastas1 246 milyon kisinin oldugu, bunlarin %46'sinin orta
yas grubunda yer aldigi ve onlem alinmadigi takdirde 2025'te diyabet hastasi olan kisi
sayisinin 380 milyona varacagi tahmin edilmektedir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu
(IDF)'nun verilerine goére T2DM'nin gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde sik
goriildiiginii ifade edebiliriz. Modern g¢agin ¢evresel ve kiiltiirel etmenlerinin genetik
yapiya eklenmesi sonucunda tip 2 diyabetin prevalansinda artisa yol agtigi sdylenebilir

(Saglik Bakanlig, 2006).

2.1.2. Diabetes Mellitus’un tarihgesi

Diyabet hastaligi antik c¢agdan beri bilinmektedir. Diabetes kelimesini de ilk kez
Kapadokyali Arateus 2. yiizyillda kullanmistir. Kokeni Yunanca olan diabetes’in anlami
icinden sivi akan borudur. Arateus, diyabetin klinik tanimini su sekilde yapmustir: idrar

miktarinda artig, kiloda diisiis ve susuzluk. 5. ve 6. yiizyilda ise Susruta gibi Hindu



hekimler poliiirik durumda karinca ve diger boceklerin yanagsmasina sebep olan bal tadinda
bir idrarin varligindan bahsetmistir. Bu tanimlarda diyabette iki farkli formun oldugundan
bahsedildigini gormekteyiz. Daha sik goriilen form yasli, kilolu ve tembel bir yasam bi¢imi
olan kisilerde goriiliirken, diger formda yasam stiresi kisa olan zayif kisiler goriilmektedir.
Ampirik olan bu siniflandirma, tip 1 ve tip 2 diyabet taniminin temeli olmustur (Giiz,

2010).

Daha yakin donemlere geldigimizde diyabetin 17. yiizyila, yani hekim Thomas Willims'in
diyabetik 6zelligi olan idrarin tath oldugu seklindeki kesfine kadar ihmal edildigini
gormekteyiz. II. Charles'in da hekimi olan Willims, diyabetin yasadigi donemde artig
gosterdigini, antik caglarda ise ender goriildiigiinii diisiindii. Hemen hemen bir asir sonra
ise Liverpool'lu hekim Matthew Dubson (1735-1784), idrarda ve serumda goriilen tatliligin
sebebinin glukoz oldugunu gosterdi (Giliz, 2010). John Rollo'nun ise Yunanca'da ve
Latince'de karsiligi bal olan mellitus'u hastaligin tanimma ekleyen ilk kisi oldugunu
goriiyoruz. 19. yiizyilda ise Cleude Bernard (1813-1878), iinlii Fransiz fizyolog, idrardaki
glukozun karacigerde glikojen formunda depolanmis oldugunu belirtti. Ayrica diyabetin

merkezi sinir sistemi ile olan baglantisin1 da ortaya koydu (Giiz, 2010).

Sik idrara ¢ikma, susama, kilo kayb1 v.b. glukoziiri ve hiperglisemiye dair tipik bulgularin
ortaya konmasi, 1889'da Oskar Minkowski ve Josef von Mering'in bir kopegin pankreasin
cikartmasi ile gergeklesmistir. Bu deneyde bu iki bilim insan1 diyabete yol agan nedenin
pankreatik bir hastalik oldugunu diisiindii. Paul Langerhans ise pankreastan alinmis olan
preparatlarda kii¢iik hiicre kiimeciklerin varligin1 gosteren kisi oldu. Ancak bu hiicrelerin
islevlerine dair herhangi bir agiklama getirmedi. Fransiz Edouard Laguesse, s6z konusu
hiicreleri Langerhans adaciklar1 olarak isimlendirdi ve bunlarin pankreastaki endokrin
dokusu oldugunu ve glukozun diismesine yol acan bir hormon salgiladigin1 6ne siirdii

(Giiz, 2010).

Insiilinin bulunmasi ise Toronto iiniversitesinden cerrah Fredrick Banting ve fizyolog JJIR
Macleod'un ortak ¢aligmasi ile 1921'de gerceklesti. Fredrick Banting ve Charles Best 1921
yilinda kdpegin pankreasindan almis olduklart sogutulmus 6zii, pankreast ¢ikarilmis olan
kopeklere enjekte ettiler ve bunun sonucunda kan glukoz konsantrasyonunda diisme
gergeklestigini gordiiler. Bu iki bilim insaninin deney notlarinda kendilerinin insiilin dedigi

hormonun uygulanis bigimi yer almaktadir. Collip ise 1922 yilinda pankreastan insiilin
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elde etme ve saflagtirma ydntemlerini gelistirmistir. Insiilin ilk kez 1922 yilinda 14 yasinda
bir ¢cocuk olan Leonard Thompson'a uygulandi. ABD'li Eli Lilly firmasi ise uygulanabilir
insiilin tiretimini gergeklestirdi. 1923 yilina geldigimizde insiilin, Kuzey Amerika ve

Avrupa'da yaygin bir sekilde bulunabilir hale gelmistir (Gtiz, 2010).

1950'erde, insiilin tedavisi uygulansa dahi uzun siireli diyabette gozlenen goz ya da bobrek
tutulumu gibi komplikasyonlarin ilerlemesinin devam edecegi ve onlenemeyecegi kabul
gérmiistlir. Gliseminin normallestirilmesi yoluyla komplikasyonlarin onlenmesinin ya da
geciktirilmesinin gergeklestirilebilecegine dair kesin kanitlarin tip 1 diyabette 1993'de (the
diabetes control and complicationstrial, DCCT), tip 2 diyabette ise 1998'de (UK
prospective diabetes study, UKPDS) bulundugunu gormekteyiz (Giiz, 2010).

2.1.3. Diabetes Mellitus’un insidansi, prevalansi ve epidemiyolojisi

Tip 2 diyabetin metabolizma hastaliklar1 arasinda en yaygin goriilen hastalik oldugunu ve
pek cok iilkede sonu Sliim ile biten ilk bes hastaliktan birisi oldugunu sdyleyebiliriz
(Satman, 2001). Diyabet hastaliginin prevalansi giderek artmaktadir. 1960-1990 arasi
donemde bu artis %50 diizeyinde gerceklesmistir. S6z konusu artis, daha ziyade orta ve
ileri yas grubunda goriiliirken son zamanlarda geng, yetiskin ve ¢ocuklarda da goriilme

sikliginin arttigini kanitlayan bulgular vardir.

Oniimiizdeki on yil igerisinde diyabet hastaligindan muzdarip kisilerin sayisinda ciddi bir
artigin gergeklesmesi beklenmektedir. Diinya genelinde 1985°te yaklasik olarak 30 milyon
diyabetli mevcuttu; bu saymin 2025 itibariyle 380 milyonu asacagi tahmin edilmektedir
(Satman, 2001). Tirkiye’de 1997 ve 1998’de yapilan TURDEP (Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi) c¢alismasi, 20-80 yas araligindaki diyabet sikliginin %?7.2,
bozulmus glukoz toleranst sikliginin %6.7, bilinmeyen diyabetlerin oranimnin ise %30
oldugunu gostermektedir (Kabalak ve Cetinkalp, 2009). Diyabet hastaliginin prevalansinda
goriilen bu 6nemli 6l¢iideki artig, niifustaki yaglanma, saglikli olmayan diyet uygulamalari,

obezite ve sedanter yagam tarzlarina baglanmaktadir.

Icinde bulundugumuz bu cagda diinyanin DM pandemisi ile karsi karsiya oldugunu
rahatlikla soyleyebiliriz. Cagimizin ¢evresel ve kiiltirel etmenlerinin genetik 6zelliklere

eklenmesi, ozellikle tip 2 diyabetin prevalansindaki artigin sebebi olmugtur. DM nin sinsi



seyirli karakteri, bu hastaligin prevalansinin belirlenmesinde zorluk yasatmaktadir. DM
prevalanst bolgesel ve irksal farkliliklar agisindan degerlendirildiginde en yiliksek oran
(%55) ABD’deki prima yerlilerinde tespit edilmistir. Tiirkiye’de gerceklestirilen Tiirkiye
diyabet epidemiyolojisi calismasi, 20 yas ve iizeri tip 2 diyabet prevalansinin %7,2,
bozulmus glukoz toleransinin prevalansinin ise %6,7 oldugunu ortaya koymustur (Satman
ve digerleri 2002).

2.2. Inflamasyon

Inflamasyon dokusal islev bozukluguna karsi 6zgiil olmayan tepki olarak tanimlanan,
yayllma kabiliyetine sahip bir savunma bi¢imidir ve patojenik saldirilara karsi hem
dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik sistemleri tarafindan harekete gecirilir.
Inflamatuar tepkileri diger antiparazit savunma sistemlerinden ayiran en énemli 6zellik
kendine verilen zararin kaginilmaz olmasidir. Inflamasyonun sebep oldugu ikincil zararin,
bagisiklik tarafindan artik yabanci madde olarak tanimlanan hedef dokuya 6zel bir immiin
aracili saldir1 barindiran immunopatoloji ile benzerlik gostermemesi 6nemlidir. Otoimmiin,
antikor ve hiicre aracili islevler gibi adaptif bagisiklik bilesenlerinde diizensizligi ifade
eder ve hem genetik hem de ¢evresel etkilere sahiptir (Yang ve digerleri, 2005). Her ne
kadar inflamasyon uyaricilarla gelisen ikincil hasar immiinopatolojiye katki saglayabilecek
kapasitede olsa da (6rn. eklem iltihabi, multipl skleroz, diyabet), inflamasyonun sebep
oldugu hasar kontrolii ve 6z bakim arasinda basit bir biyolojik degisimi temsil eder ve

harekete gegmesi i¢in 0z antijenlerin varligini gerektirmez.

Inflamasyon yapis1 bozulan doku homeostazisine karst biyolojik bir reaksiyondur
(Medzhitov, 2008). Temelde inflamasyon; plazma proteinleri, sivi, 16kosit gibi kandan
tiretilmis maddelerin hedef dokuya goénderildigi bir savunma mekanizmasidir. Bu
maddelerin etkilerini gostermeleri vazodilasyon, artmig vaskiiler permeabilite ve artmis

kan akisina sebep olan lokal vaskiilatiirde degisimlerle kolaylastirilir.

Mikrobik saldirilarin neden oldugu enfeksiyon genelde inflamatuar tepkileri gelistiren
baslica sebep olarak goriiliir. Bununla birlikte hasar veya travma (parazit enfeksiyonlarin
bulunmadigr durumlarda) ve yabanci parcaciklara/tahris edici/kirlilige sebep olan
maddelere maruz kalma da inflamasyon baslatma potansiyeline sahip etkenlerdir

(Medzhitov, 2008) ve bu tepki hasar goérmiis veya islevi bozulmus dokularla miicadele
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yoniinde evrilmektedir (Matzinger, 2002). Enfeksiyon ve travmanin neden benzer
inflamatuar tepkiler uyandirdig1 sorusuna getirilen genel aciklama enfeksiyonun daha ¢ok
yaralanmayi takip etmesidir ve bu da travma durumunda enfeksiyon varmis gibi karsilik
vermek faydali olur demektir (Nathan, 2002). Bu konuda daha tedbirli bir agiklamaya gore
ise hem patojenler hem de yaralanma hiicre ve dokuda hasara sebep olur ve benzer

tepkileri tetikler (Bianchi, 2007).

Inflamasyonun baslica fonksiyonlar1; inflamasyona neden olan kaynag1 hizlica yok etmek
veya izole etmek, hasarl1 dokuyu ortadan kaldirmak ve doku homeostazisini yenilemektir
(Ashley, Weil ve Nelson, 2012). Normal bir sekilde islediginde inflamasyon adaptiftir. Bu
ifade notropeni (dolasimdaki notrofil seviyesinin anormal derecede diisiikk olmasi) gibi ana
inflamasyon maddelerinde genetik bozukluk bulunan kisilerde ciddi enfeksiyon riskinin
yiiksek olma durumu ile desteklenmektedir. Nakavt fare calismalarinda, proinflamatuar
sitokinleri kodlayan genler ve inflamasyon etkenlerindeki kusurlar da yiiksek enfeksiyon
hassasiyeti ile nitelendirilmistir (Martinon, Mayor ve Tschopp, 2009). Buna karsilik,
kusurlar1 spontan inflamasyona sebep olan bagisikla ilgili pek ¢ok gen bulunmaktadir ve
bu durum inflamatuar uyarici bulunmadig1 durumlarda inflamatuar tepkinin diizenleyici
genler tarafindan sagligi korumak adma aktif bigimde bastirildigini gostermektedir.
Diizgiin bicimde islemediginde asir1 inflamasyon yikici etkilere yol agabilir ve asirt ikincil

hasara ve patolojiye sebep olabilir.

Evrimsel diizeyde inflamasyon oldukga iyi korunmus bir olgudur ve hem omurgali hem de
omurgasiz hayvanlarda ilk savunma mekanizmasi agisindan 6nemli bir yere sahiptir.
Kemotaksi ve fagositoz gibi inflamatuar kaskad ile iligskili pek ¢cok madde tek hiicreli
organizmalar tarafindan kolayca bulundurulabilir ve daha sonra daha kompleks ¢ok hiicreli
organizmalarin biitlinliiglinii korumak adina savunma mekanizmas1 olarak kullanilabilir
(Rowley, 1996). Fagositoz ve antimikrobiyal peptidler seklinde dogustan bagisiklik ilk
omurgasizlarda bulunmaktadir, buna karsilik adaptif bagisiklik sistemi sonradan gelismistir
ve ¢eneli-omurgalilara 6zgilidiir (Flajnik ve Pasquer, 2004). Adaptif bagisikligin omurgali
sindirim bolgesine yerlesen daha karmasik patojen topluluklarini tanimak ve kontrol etmek

yoniinde evrildigi varsayilmaktadir (McFall-Ngai, 2007).
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2.2.1. inflamatuar genler

Pek ¢ok kompleks inflamatuar hastalikta inflamatuar genlerdeki polimorfizmler tek
belirleyici farktdr olmaktan c¢ok diizenleyici gorevi gérmeye daha yatkindirlar. Yakin
tarihte yapilan pek ¢ok arastirmada, (TNFa kodlayan) TNF’deki tek niikleotid polimorfizm
(SNP)'ler ile artmig astim riski, lupus eritematozus sistemi (SLE) ve psoriatik artrit
arasinda ¢ok az iliski goriilmiistiir. Lenfoid-spesifik protein tirozin fosfataz kodlayan bir
PTPN22 varyantinin multiple otoimmiin hastaliklar (eklem iltihabi, SLE, tip 1 diyabet ve
hipertiroid) ile iligkisi oldugu belirlenmistir. IRF5 (interferon regiilator faktér 5) genetik
degiskenler ile artmis SLE riskinin iligkisi ise oldukga incelenmistir (Satman ve digerleri,
2002).

Dogustan bagisiklik viral mRNA detektér kodlayan (erken tip | IFN-B responsif gen,
Helicard) IFIH1, tip 1 diyabet riski ile son derece iligkilidir. Tip 1 diyabet diisiik riski ve
CTLA4 iliskisi devamli olarak test edilmistir. Mikrobiyal niikleotid detektdor Nod2
kodlayan gen olan CARD15 'te bulunan bir insersiyon polimorfizm Crohn hastaligi icin
biiyiik risk faktori olusturmaktadir. SNPIL23R’si (IL-23 reseptor B-zinciri) ile artmis
inflamatuar bagirsak hastalig1 riski arasindaki iliskinin genom-capli bir iliski oldugu
belirtilmistir. Yeni yapilan ¢alismaya gore, bir ILAR (IL-4 reseptor alfa zinciri) degiskeni
atopik astim riskinin artmasinda diisiik etkiye sahiptir (Satman ve digerleri, 2002).

Inflamatuar/otoimmiin  hastaliklara ek olarak, inflamasyon-baglantili  genlerdeki
polimorfizmler de inflamatuar/immiin-bozukluklarimin birincil 6zellikte olmadig:
hastaliklarin risk seviyesinde rol alabilir. G6gilis kanseri dernekler birligi’nin elde ettigi
bulguya gore CASPS8 interferon regiilator faktor 5 (kaspaz 8) ve TGFB1 (TGF-B1)
degiskenleri diisiik penetransa ragmen gogiis kanserinde risk etkeni olabilmektedirler. Pek
cok PTGS2 (COX2) genetik varyanti ve kolorektal kanser riski arasinda iliski bulundugu
belirlenmistir. Ayrica, diisiik frekans COX2 varyantinin prostat kanseri riskini

diistirdiigiine dair bulgular vardir (Satman ve digerleri, 2002).

Sitokinlerin tanim1 ve siniflandirilmasi

Sitokinlerin, biyolojik fonksiyonlar1 diizenledigi ve hiicreler arasinda iletisimi sagladigi

goriilmektedir (Suzuki, 1999; Viviani, Bartesaghi, Corsini ve Galli, 2004; Ozlem ve
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Turgay, 2009; Yilmaz, Taskiran ve Aydar, 2004). Bir tiir polipeptid olan sitokinler
etkilerini gen trankskripsiyonundan sitoplazmik sinyal sistemlerini, hiicre membrani

tizerindeki reseptorlere baglanip aktiflestirerek gosterirler (Rakesh ve Agrawal, 2005).

Reseptorler islev ve yapilarina gore degisik sekilde tanimlanabilir. Reseptor tirozin kinaz
(RTK) direkt sitoplazmik protein kinaz kaskadini baslatmaktadir. Enzimatik bir aktiviteye
sahip bu reseptor, birinci ve ikinci tip reseptorlerle beraber proteinler araciligiyla hiicre i¢i
sinyal yollarin1 diizenler. Tirozin kinaz ile ayni etkiye sahip diger reseptorler serine/treonin
kinaz bilinyesinde ¢alisan Ras/Raf/MEK/MAPK gibi yapilar1 kullanabilirler. Uyarilar,
bahsedilen adaptor proteinler araciligiyla transdiiksiyon etkenlerine gonderilir. Eger gen
transkripsiyonu uyarilirsa apoptozis veya proliferasyon uyarilmak durumundadir

(Asirvatham, William ve Thomas, 2009).

Bazi reseptorler tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir. Bunlar diger tirozin kinazlari
(JAK/STAT, SRC gibi) fosforilleyerek hiicre i¢i sinyal merkezlerini harekete gegirirler.
Yani hiicrenin gen ekspresyonu her durumda diizenlenir. Buna sitokinin baglandigi

reseptoriin bir etkisi yoktur (Hao, Cao, Hu, Li, Xiao ve Tang, 2009).

Sitokinler, kendilerini uyaran unsurlarin meydana getirdigi etki ile immiin ve immiin
olmayan hiicrelerden sentezlenir. Sistem hormonlart da denilen sitokinler bu sekilde
uiretildikleri hiicrelerde veya komsu hiicrelerde etkilidirler. Ayrica sitokinler sistemik etki
gosterebilme yetenegine sahip aract maddelerdir. Kemokinler, glikoprotein yapisindaki bu
aract maddeler 10kosit kemotaksisini tetiklerken interlokinler, hiicreler arasinda uyarici
veya baskilayicidir ve fibroblast, epitel hiicreleri, dendritik hiicreler, keratinositler gibi

hiicrelerden salgilanirlar (Bernal, 2007; Bilgehan, 1999).

Sitokinlerin siniflandirilmasi (Bernal, 2007; Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994):

[

. Dogal immiiniteye aracilik edenler:

Birinci tip interferon
— TNF
- IL-1
— IL-6
- IL-8
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2. Lenfositlerin aktiflestirilmesi, gelisimi ve farklilasmasina etkisi olanlar
— IL-2

- IL-4

- TGF-8

3. Inflamasyonlu hiicreleri aktive edenler
— Interferon-y (IFN-y)

— Lenfotoksin (LT)

- IL-5

— Migrasyon inhibe edici faktor (MIF)

4. Hematopoezisi uyaranlar

- IL-3

— Grantilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-CSF)

— Monosit-makrofaj stimiile edici faktér (M-CSF)

— Grantilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF)

— IL-7 (Bernal, 2007; Goldenberg, Culhane, lams ve Romero, 2008; Giilmezoglu ve
Ergiliven, 1994).

Inflamatuar sitokinler

Inflamatuar sitokinler grubu osteoartrit (OA) patojenezine katilan en 6nemli bilesimlerdir.
Inflamatuar sitokinler, katilmi en genis ¢apli ve kesin sekilde kayit altma alman
bilesimlerdir. Katabolik ve destriiktif faaliyetleri artirarak eklem olusturan dokularin

metabolik homeostazisinden biiyiik oranda sorumludurlar (Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994).

OA patojenezinde oynadiklari en Onemli rol, bazi inflamatuar bilesim ve enzimlerin
yanisira, bu bilesimlerin eklemde bulunan hiicrelerin biiylik bdliimiinde ve sinyal iletimi
intraseliiler gegitleri yoluyla sitokin iiretimi {izerinde biraktiklar etkidir. Bu grubun iiyeleri
arasinda en c¢ok calisilanlar I1L-1, TNF, IL-6, IL-15, IL-17 ve IL-18dir (Giilmezoglu ve
Ergiiven, 1994).
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Tumor nekroz faktori alpha (TNFa)

Tiimor nekroz faktorii alfa (TNFa), IL-1p ile birlikte OA siirecinde ortaya c¢ikan
patofizyolojik siireclerle ilgili 6nemli bir inflamatuar sitokin olarak goriiliir. Tiimo6r nekroz
faktorleri tist ailesinde bulunan 19 liganddan biridir (TNF st ailesi) (Bodmer, Scheneider
ve Tschopp, 2002). Temelde, bir sonraki agsamada ortama salgilanabilen ve serbest bir
TNFa formu (STNFa) meydana getiren, TACE/ADAMI17 metalloproteinaz igeren
homotrimer transmembran protein tip II (mTNFa) olarak olusur (Kriegler, Perez, DeFay,
Albert ve Lu, 1988).

TNFa, IL-1B sentezleyen eklem hiicreleri tarafindan salgilanir ve yiiksek derecede IL-1f3
goriilen sinovyal sivi, sinovyal membran, kikirdak ve subkondral kemik tabakasi gibi ayni
unsurlarda goriiliir. Sitokin, hemen hemen her ¢ekirdekli TNF-R1 (p55, CD120a ve
TNFRSFl1a) ve TNF-R2 (p75, CD120b ve TNFRSF1b) hiicrenin yiizeyinde bulunan iki
membran reseptdr izotipini baglama yetenegine sahiptir. TNF-R1 reseptor ¢oziiniir ve
membran formlar tarafindan etkin bir bigimde aktive edilebilirken, TNF-R2 daha ¢ok
membran formu baglar (Asirvatham, William ve Thomas, 2009). TNF-R2 ile
kiyaslandiginda TNF-R1’in yerel eklem kikirdagi kaybi lizerinde daha cok etki ettigi
goriilmektedir; ancak, bu durum OA siirecinde, her iki reseptoriin de TNFa tarafindan
aktive edildikten sonra sinyal iletimine katildig1 gercegini degistirmemektedir (MacEwan,
2002; Webb, Westacott ve Elson, 1998).

TNF-R1 ekspresyonu ayn1 zamanda FLS hiicrelerinde de artmis durumdadir. Yukarida da
bahsedildigi iizere, her iki reseptoriin de TNFa ile iligkisi, aminoasit bilesimi,
glikozilasyonu ve yapisi farklidir; 6zellikle de intraseliiler acidan farkliliklar: vardir: TNF-
R1’de bulunan 6liim etki alan1 (DD) TNF-R2 reseptorde bulunmaz (Micheau ve Tschopp,
2003).

Intraseliiler boliimde homoloji bulunmamasi durumunu goz 6niine alirsak, her iki reseptor
de farkli sinyalleri iletme yetenegine sahiptir. TNF-R1, iki farkli TNF-R1 sinyal
kompleksini (TNF-RSC) iletme giiciine sahiptir (Micheau ve Tschopp, 2003). Kompleks
II’nin ana fonksiyonlarindan biri hiicre disintegrasyonuna sebep olan sinyal iletimi iken

kompleks I daha ¢ok son iiriinlerin inflamatuar tepki yarattig1 gecis yolu aktivasyonunda,
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ozellikle de sitokinlerin iiretimini ve salgilanmasini ve apoptozu Onleyen proteinin

iiretiminde yer alir (Han, Chuan-Qi ve Duan-Wu, 2011).

TNFo’nin TNF-R1 ile asosiyasyonu, TRADD adaptor proteini ile oliim alani (death
domain, DD) arasinda etkilesime ve TRAF2, c-1AP1, c-IAP2, RIP1 gibi diger adaptor
proteinlerin baglanmasina sebep olur. Kompleksin olusumunu TAK1, TAB1 ve TAB2 de
baglayan RIP1 proteinin ubikutinasyonu izler ve bdylece IKK kompleksinin
fosforilasyonuna, son olarak da OA—NF-kB siiresince en 6nemli transkripsiyon yolunun
aktivasyonuna sebep olur. Ayrica, kompleks I’in olusumu ve etkisi sirasinda, ekstraseliiler-
regiile kinaz (ERK) yolu ve p38MAPK’nin yanisira, diger énemli sinyal yolu da JNK
kinaz tarafindan aktive edilir (Haas ve digerleri, 2009).

Kompleks II’'nin olusumu ise aktive edilmis reseptdriin endositozu ile birlikte gerceklesir,
yapisint ve FADD ve pro-Kaspaz 8 isleyisini degistirir. Bu da hiicre 6liimiine sebep olur
(Micheau ve Tschopp, 2003). Buna karsilik olarak, mTNFo’nin TNF-R2 reseptoriine
baglanmasi sinyal iletiminde 6nemli olan TRAF2’nin ve TRAF3, c-1AP1, c-1AP2 gibi

diger proteinlerin baglanmasina ve karsilikli etkilesimine sebep olacaktir.

Kompleks etkilesiminin etkisi, JNK kinazin aktivasyonu ve transkripsiyon faktér NR-
kB’dir (Rothe, Pan, Henzel, Ayres ve Goeddel, 1995). Reseptor protein TNF-R2 kodlayan
gendeki (M196R) polimorfizmin, asir1 MTNFa aktivasyonu sebebiyle fonksiyonlart
bozulacak olan kondrositlerin yiizeyinde reseptor proteinlerin sayisimi artirarak OA
gelisimini Onceden tayin edebilecegi kamitlanmistir (Oregon-Romero ve Vazquez-Del
Mercado, 2006). Ayrica, analiz edilmis 6zel popiilasyonlar konusunda, yalnizca reseptorde
degil, aym1 zamanda TNFa liganddaki polimorfizm de OA olusumu saglayabilir. OA
patogenezinde onemi gittikge artan ve hem TNF-R1 hem de TNF-R2 birlestirebilen ek bir
liganddan, yani graniilin epitelin prekiirsorii (GEP), PC-hiicre kokenli biliylime faktorii
(PCDGF), proepitelin veya akrogranin olarak da bilinen prograniilinden bahsetmek faydali
olacaktir (Liu ve Bosch, 2012).

PGRN anti-flamatuar ve immiinomodiilator 6zelliklere sahip bir biiyiime faktoridiir (Jian,
Konopka ve Liu, 2013). OA dahil olmak iizere kikirdak artropati rahatsizliklarina sahip
hastalarda PGRN seviyesinin yiiksek oldugu goriiliir (Guo, Lai, Tian, Lin, Kong ve Liu,

2010). Hastalik siiresince yiilksek seviyede bulunmasmin yanisira, 6zel TNFa
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reseptorlerine baglanabilmesi, sinyal yolu TNFo/TNF-R1 ve TNFa/TNF-R2’ye miihadale
eden, TNF’nin dogal bir antagonisti oldugunu gosterir. Bu da gostermektedir Ki,
TNFo/PGRN dengesizligi OA gelisimini hem hizlandirabilir hem de onleyebilir. Ayrica,
otoimmun bilesenli bazi eklem hastaliklarinda PGRN otoantikorlarinin = varligi
gozlenmistir. TNFa etkisi pek ¢cok durumda IL-1B faaliyetiyle uyusmaktadir ve OA
stiresince meydana gelen pek ¢cok durumda bu iki sitokin arasinda géze ¢arpan bir es etki
vardir. Bu etki aynm1 grup intraseliiler sinyal yollarinin aktivasyonu sonucu meydana gelir

ve bunun sonucunda da eklem dokularinda inflamasyonu ve katabolizmi artiran benzer

etkiler tetiklenir (Konopka, Richbourgh ve Liu, 2014; Saklatvala, 1986).

TFN etkisini kondrositlerin proteoglikan bilesimleri, proteoglikan baglayan proteinleri ve
tip II kolajenleri sentezini bloke ederek gosterir (Saklatvala, 1986). Aktive edilen
kondrositler ayn1 zamanda MMP-1, MMP-3, MMP-13 ve ADAMTS-4 iiretirler (Lefebvre,
Chantal ve Vaes, 1990). Yukarida da bahsedildigi iizere, kikirdagin yenilenme olasiligini
ortadan kaldiran bir kondrosit Oliimii indiiksiyonu ve kondrojenik progenitor hiicre
(CPCler) gogii bozuklugu bulunmaktadir. Ayrica, TNFa ve IL-1f’nin agik bir etkisi de
solunum dizisi etkinliginin azalmasi ve buradan hareketle de kondrositlerdeki
mitokondride tiretilen ATP’nin diistisii seklinde goriliir; bunlara ek olarak, mitokondriyal
membran potansiyelinde bir azalma meydana gelmektedir. TNFa; 6rnegin yiiksek 1L-6, IL-
8, RANTES ve VEGF sentezinden sorumludur. Ayrica, IL-1p ve TNFoa, yukarida
goriildiigii tizere INOS, COX2 ve PGE2 sentaz iiretimini indiikler ve bu sekilde verdikleri
irtin miktarini artirir (Honorati, Cattini ve Facchini, 2007; Jones, Brockbank, Clements, Le
Good ve Campbell, 2009).

Interlokin-6 (1L-6)

Interldkin-6 (IL-6), insan viicudunda meydana gelen siireglerde ¢ok yonlii etkilesimler
tarafindan karakterize edilen bir bilesimdir. Her ne kadar bazi etkileri goz Oniine
alindiginda anti-inflamatuar etkilesim olarak smiflandirilabilirse de, bagisiklik sistemini
olduk¢a harekete geciren ve inflamatuar tepkiyi hizlandiran bir sitokindir. IL-6;
posttranslasyonel iglemde birbirine baglanmis dort a-sarmalli bir yap1 olan 184 amino
asitten olusan bir glikoproteindir (Hammacher, Ward, Simpson, Weinstock, Treutlein ve
Yasukawa, 1994).
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IL-6’nin zarar gérmiis eklem dokularinda iiretimi genellikle IL-18 ve TNFo’ya tepki
sonucu meydana gelir ve daha g¢ok kondrositller, osteoblastlar, FLS, makrofajlar ve
adipositler tarafindan gerceklestirilir (Bender ve digerleri, 1990). Yiiksek IL-6
konsantrasyonu hem sinovyal sivida hem de serumda bulunmaktadir ve X-ray
goriintiilerinde lezyonlarin yogunlugu ile iligkilendirilmektedir (Kaneko, Satoh, Chiba, Ju

ve digerleri, 2000). IL-6 etkisi 6zel bir reseptor sistemi sayesinde gozlenebilir.

IL-6R reseptoriin iki alt tiirti bulunmaktadir (gp80, CD126). Sinyali hiicre i¢ine iletebilmek
icin ilave gp130 proteinin (CD130) varlig1 gerekmektedir (Hibi, Murakami, Saito, Hirano,
Taga ve Kishimoto, 1990). gp130 proteini ayni zamanda membran form mgpl30 ve
¢oziiniir sgp130’da da bulunmaktadir (Nazaraki ve digerleri, 1993). IL-6 ve IL-6R’nin
sgp130 ile birlesimi IL-6 sinyal yolunun engellenmesiyle iligkilidir. Ligand-reseptor
kompleksinin mgp130°a takviyesi homodimerizasyona ve bunun sonucunda da hiicreye
etkin sinyal iletimine olanak taniyan heksamer olusumuna sebep olur. JAK kinaz, ileri
safhalarda STAT3 aktivasyonu, MAPK forforilasyonu ve P13K/AKT yolu aktivasyonuna
sebep olan gp130°un ayrilmaz bir pargasi olan tirozin kalintilarinin forforilasyonunu saglar

(Hirano, Nakajima ve Hibi, 1997).

IL-6’nin OA’daki roliinii analiz ederken, gen kodlayan IL-6 polimorfizminin (-174G/C)
OA gelisimini belirleyebilecegine dikkat etmek gerekir (Honsawek ve digerleri, 2011). IL-
6’nin eklem kikirdagi tizerindeki etkisi diger sitokinlerden farkli degildir ve diger
sitokinlerle es etkili bigimde, tip II kolajen iiretiminin diismesine ve MMP ler grubundan

enzim Uretimlerinin artmasina sebep olur (Poree ve digerleri, 2008).

Ayrica, bu etkilerin hasar durumunda hizlandirilabilecegi goriilmiistiir (Sui Poree ve
digerleri, 2009). IL-6 subkondral kemik tabakasinda degisikliklere yol a¢an Gnemli bir
sitokin olarak goriilmektedir (Steeve, Marc, Sandrine, Dominique ve digerleri, 2004).
Etkisi biiyiik Olgiide osteoklastlarin olusumunu ve boylece IL-13 ve TNFa ile es etki
gostermekle beraber kemik rezorbsiyonunu desteklemek tizerine kuruludur. IL-18, TNFa,
ve IL-6 tarafindan uyarilan osteoblastlar bu nedenle bir kaynaga doniisiirler ve etrafinda
bulunan kikirdakta ters etki yaratarak MMP lerin iiretiminde bulunabilirler (Sakao ve
digerleri, 2009).
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Diger sitokinlerin IL-6 iiretimini tetikleme konusunda belirtilen roliine ek olarak,
kondrositler de prostaglandin E2’den etkilenirler (Wang, Zhuve ve Konstantopoulos,
2010). Hayvan modellerde yapilan testler analiz edildiginde, IL-6’nin bazi durumlarda
farkli etkiler gosterebilecegi goriiliir. IL-6 geni bulunmayan fareler {izerinde yapilan bir
deney, bu farelerin saglikli farelere kiyasla daha gelismis dejeneratif degisimler
gelistirmeye yatkin olduklarin1 gostermistir (de Hooge, van de Loo, Bennink, Arntz, de
Hooge ve van den Berg, 2005). Bir baska deney esnasinda, IL-6 geni bulunmayan farelerde
eklem i¢i IL-6 injeksiyonunun kronik eklem inflamasyonu akut evresinde proteoglikan
kaybmi azalttigi ve osteofit olusumunu tetikledigi goriilmiistiir (Van de Loo, Kuiper,
Enckevort ve digerleri, 1997).

2.2.2. Inflamatuar sitokinler ve diyabet

Tip 1 diyabetin inflamatuar siire¢lerindeki kesin roliinii ¢evreleyen bazi tartigsmalar olsa da,
ilgi ¢ekici bulgular C-tepkisel protein (CRP) ve inflamatuar biyoisaretcilerin 6lgiimii olan
C-reaktif protein (CRP) seviyelerinin arastirmalarinda ortaya ¢ikmistir. Bireylerdeki C-
tepkisel protein konsantrasyonlari tip 1 diyabetin baslangicinda saglikli bireylerdeki ile
benzer olsa da, uzun donemli diyabette gozle goriiliir bigimde yiiksektir (Van de Loo,

Kuiper, Enckevort ve digerleri, 1997).

Tip 1 diyabette inflamasyonu destekleyen en Onemli faktér komplikasyon alanidir.
Inflamatuar ve oksidatif stres belirteglerindeki artislarin, diyabet komplikasyonlarinin
gelisimiyle, C-tepkisel protein'in plazma seviyelerinin yiikselmesiyle ve ¢oziiniir vaskiiler
adezyon molekiili 1 ve mikrovaskiilerli hastalardaki nitrotirozinle olmayanlara gore
baglantili oldugu bulunmustur. Monositlerin interlokin salinmminin artis1 (IL)-1b ve
stiperoksit anyonlar tip 1 diyabet hastalarinda mikrovaskiiler ve kardiyovaskiiler
hastaliklarinin inflamatuar markorlerinde yiikselis gosterdigi saptanmistir (Van de Loo,

Kuiper, Enckevort ve digerleri, 1997).

Insiilin direnci, beta hiicre ayrigmasimin ve ilgili insiilin eksiliginin sonucu olarak bozulmus
glikoz toleransi olan tip 2 diyabetinden Once baslar. Bozulmus glukoz toleransina sahip
hastalarda insiilin direncinin gelismesi birkag¢ faktore baglidir ve tip 2 diyabet genetik ve
cevresel etkilere dahil olmakla beraber, obezite ve kronik inflamatuar ya da enfeksiyonla

baglantilidir. Obezite ihtimali ve yag dokusu aktivasyonu insiilin direncinin gelismesinin



19

altinda yatan inflamatuar faktorlerini artirabilir, bu da diyabet alaninda yogun bir ilgi

ortaya ¢ikarmigtir.

Tip 2 diyabet hastalarinin énemli bir kismu fazla Kilolu veya obezdir ve obezite tip 2
diyabetinin gelismesinde 6nemli bir risk faktoriidiir. Obez bireylerde; yaglar, yagh asitler
ve cesitli inflamatuar sitokinler insiilin direncinin gelismesiyle baglantilidir. ronik
inflamasyon obezite, insiilin direnci ve metabolik sendrom olarak bilinen metabolik
patoloji kiimelerinin biitiin 6zelliklerine sahip olan tip 2 diyabet ile ilgilidir. Ancak tip 2
diyabet insiilin direnci i¢in zemin hazirlayan bir faktér olarak obezite ile ilgili olmasina
ragmen insiilin duyarliligi kaybi icin esit derecede 6nemli bagka mekanizmalarin ortaya
atildig1 vurgulanmalidir. Tip 2 diyabetli gen¢ bir hastada, benzer viicut kitle indeksi ve
inflamatuar markdrlerinin tiimor nekroz faktoriiniin plazma konsantrasyonlar1 ve insiilin
direncindeki adiponektin ile insiiline hassas bireylerdekine benzer oldugu goriilmiistiir

(Van de Loo, Kuiper, Enckevort ve digerleri, 1997).

Obezite ile ilgili insiilin direnci gelisimi modelinde, bir kez aktiflesen adipositler anormal
seviyede lipid, yag asitleri, monosit kemotaktik proteinleri ve ¢esitli inflamatuar sitokinler
ornegin C-tepkisel proteini, plazminojen aktivatorii-1 ve TNFa salinimina neden olur. Bu
sitokinlerin ve diger mediyatorlerin salinimi adipoz doku igindeki monositlerin
gorevlendirilmesine yol acar. Monositlerin, markrofajlara diferansiyasyonu inflamasyon
faktorlerinin yiiksek salimimiyla ve ¢esitli dokulara yayilmis inflamatuar yanitlarinin
bolgesel yag dokusuyla birlikte gerceklesmektedir. Inflamatuar maddelerinin yag
dokularindan tip 2 diyabetlerine kadar obezite ve diyabetin kemirgenlerle ilgili oldugu
baglantis1 kurulmustur. Bu fare ve sigan modellerinde TNFa, mRNA ve protein, sistemsel
olarak plazmanin icinde oldugu kadar bolgesel olarak da yag dokularmin iginde
baglatilmistir.  Bir kemirgen modelindeki TNFa ekspresyonunun inhibisyonu TNFa
reseptoril kullanan immunglobiilin G kimerik proteini insiilin hassashigini gelistirip, insiilin
direncine karsi direkt bir rol oynadigi ortaya ¢ikmustir. Insiilin duyarliiindaki bu
artiglarda 6zel bir TNFo inhibitoriiniin kullanimi tekrarlanmamistir, ancak bulgularin
onaylanabilmesi i¢in daha genis ¢apta ¢alismalar ve deneme siireleri gerekmektedir (Van

de Loo, Kuiper, Enckevort ve digerleri, 1997).

Bir ¢cok ¢alisma IKKB/NF-kB'nin hayvan ve insan klinik deneylerinde, insiilin direncinin

gelismesinde 6nemli bir rolii oldugunu desteklemektedir. Yiiksek yagl diyetle beslenen bir
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fare modelinde, (normal/homozigot IKKb kontrollerine kiyasla, daha yavag artig gosteren
insiilin ve glukoz yogunlugu araciligiyla 6l¢iildiigii gibi) IKKb'nin heterozigot silinmesi
dogumdan sonraki 23 hafta boyunca insiilin direncinden korudugu goériilmiistiir. EKk olarak;
geng, obez ve diyabetik olmayan, salsalate ile tedavi edilen yetiskinlerde yapilan klinik
calismasinda, asetillenmemis salisilat ve IKKb/NK-Kb'nin bilinen engelleyicisi plasebo
kontrollerine kiyasla insiilin duyarliligini gelistirmistir. Salsalate tedavisinin bu
hastalardaki inflamatuar markorlerini gelistirmesi, yag asitlerinde azalmaya yol agmistir

(Van de Loo, Kuiper, Enckevort ve digerleri, 1997).

Bu tiir sonuglar lokal, akis asagi hiperglisemi PKC yolunun agiga ¢ikmasini saglar. Bu,
degistirilmis gen, aciga ¢ikmasiyla ve/veya protein fonksiyonu yoluyla komplikasyonlarin
gelismesine neden olup hiicre disfonksiyonunda ve zararinda pay sahibi olur. lyi
tanimlanmis diyabetik vaskiiler komplikasyonlarinin seyri diagilgliserol (DAG)-PKG
yolunun aktivasyonudur. DAG seviyelerindeki artis ve PKC aktiviteleri diyabetli hayvanlar
ve insanlardan izole edilen dokular ve kiiltiirii yapilmis hiicrelerde bulunmaktadir. H>O>
gibi oksidanlarin indiiksiyonunu igeren artmis DAG olusumunun ve AGE lerdeki birikimin

altinda birtakim isglemler yatabilir (Van de Loo, Kuiper, Enckevort ve digerleri, 1997).

DAG sentezinin uyarilmasi PKC izoformlarin1 aktive ederek retina, bobrek, kalp ve
vaskiilatlir gibi dokularda komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Vaskiilatiirdeki PKC aktivasyonu, temel matriks protein sentezi, l6kositlerin aktivasyonu,
endotelyal hiicrelerin aktivasyonu ve c¢ogalmasi, endotelyal ge¢irgenlik, sitokinlerin
aktivasyonu, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, endotelin ve anjiyogenez gibi siireglerin
artista bulunmasi ile ilgilidir. Vaskiiler komplikasyonlar selektif insiilin direncinin
kardiyovaskiiler dokularda bulunan artan PKC ve MAPK aktivitelerinden ortaya

cikmaktadir.

Normal fizyolojik sartlar altinda insiilin ile insiilin reseptorleri kalp dokusundaki iki ana
yolu uyarmak icin etkilesim halindedir: Fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) aterojenezi
engelleyen ve antiaterojenik etkilere sahip olan yol ve MAPK hiicrelerin biiyiimesini
kolaylastiran ve aterojenezi gelistiren yol. Diyabetin ve insiilin direncinin varliginda,
glukozun artmasina ve serbest yag asitleri inflamatuar sitoksinlerinin yiiksek salinimina ve
PKC ve MAPK aktivitelerinin degismesine yol acar. PKC, PI3K yolunu engeller ve

antiaterojenik nitrik oksit iiretiminin azalmasina ve bozulmus endotele bagimli damar
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genislemesi gibi gelismis aterojeneziye yol acar. Bununla beraber, insiilin direnci
tarafindan baslatilan islemler ve diyabet proaterojenik eylemleri uygulamak icin MAPK
yolunu hizlandirir. Cesitli kanitlar PKC-b'nin selektif aktivasyonunun diyabetik retinopati
ve nefropati dahil olmak {izere diyabet mikrovaskiiler komplikasyonlar1 patogenezi icin
olas1 bir mekanizma oldugunu disiindiirmektedir (Van de Loo, Kuiper, Enckevort ve
digerleri, 1997).

2.3. Serbest Radikaller ve Hiicre

Oksijen toksik oldugu ig¢in birtakim savunma mekanizmalari, aerobik organizmalari
oksijen toksisitesinden korumaktadir. Bu mekanizmalara enzim sistemleri ve radikal
tutucular1 6rnek verilebilir. Ancak serbest radikallerin olusum hizi, korunma sistemlerini
elverigsiz birakinca serbest radikallerin kotii etkileri ortaya c¢ikmaktadir (Satman ve
digerleri, 2002).

2.3.1. Antioksidanlar

Organizmalar, serbest radikallerin kotii etkilerini ortadan kaldirmak i¢in koruyucu
sistemler gelistirir. Bu sistemlerin iki gorevi vardir: ilki serbest radikallerin iiretimini

durdurmak iken ikincisi ise var olan serbest radikallerin kotii etkilerini yok etmektir.

Bu gorevleri yerine getiren biitiin maddeler antioksidanlardir. Kaynagi endojen ile ekzojen
olmak iizere iki gesit olan antioksidanlar asagidaki ¢izelgede siniflandirilmistir (Satman ve

digerleri, 2002):

Cizelge 2.2. Antioksidanlarin siiflandiriimasi

ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Enzimatik
Antioksidanlar

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Siipiiriicti Antioksidanlar

Koruyucu Antioksidanlar

Sentetik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz

Askorbik asit (vit C)

Transferrin

N-asetilsistein

Glutatyon peroksidaz

a-tokoferol (vit E)

Albumin

Allopurinol (Ksantin
oksidaz inhibitorleri)

Paraoksonaz Tiyoller Seruloplasmin Probakol

Katalaz B-karoten Ferritin Penisilamin
Urik asit Deferoksamin
Flavanoidler Butil-Hidroksitoluen

Koenzim Q
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Flavonoidler

Flavonoidler; bitkilerde bulunan sari, kirmizi ve mavi renk pigmentlerinin olusmasini
saglayan polifenollerdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ve lipidler aracilig1 ile ¢6ziinen
antioksidanlar grubuna giren flavonoidlerin besinsel kaynaklarinin temelinde elma, limon,
iizlim, portakal, karnibahar ve patates bulunmaktadir. Ayrica sarap, ¢ay ve liziim suyu gibi
bitkisel iceceklerde de mevcut olan flavonoidlerin 3’-4 dihidroksi yapisinin antioksidan
etkinligi bulunmaktadir. ROO ve RO radikalini pargalayarak lipit peroksit zincir
reaksiyonunu bitirmeyi amaclayan fenolik antioksidan, lipid radikallere hiz verir ve lipid
oksidasyonu ile etkilesime girer. Flavonoidler, serbest radikalleri baglayarak antioksidan
etkinliklerini gosterir. RSV polifenolik fitoaleksin siifindadir ve antioksidan grubundan
flavonoidlerin igerisinde bulunmaktadir (Shahidi, Janitha ve Wanasundara, 1992; Avci,
2001).

2.4. Resveratrol

2.4.1. Resveratrol’iin tanim ve tarihcesi

Stilben, molekiiler agirlig1 diisiik olan dogal bir bilesiktir ve bitkilerin ¢ogunda
bulunmaktadir. Fitoaleksinler ise stiliben ailesine dahil olan molekiillerin kisith bir
grubunu olusturmaktadir. Bitkilerin iiretttigi fitoaleksinler, biyotik ve abiyotik stres ile
miicadele etme amacini tasimaktadir. Fitoaleksinlerin diger 6zellikleri ise sekonder bitki
metabolitleri olmalari; antibakteriyel ve antifungal nitelikler tagimalaridir (Szewczuk,
Lawrence, Stivala ve Penning, 2004). Polifenolik fitoaleksin sinifi, genellikle antibiyotik
bilesiklerinden olusmaktadir ve RSV (trans-3,4’,5-trihidroksi-stilben) bu sinifa aittir. Yani
RSV, stilben sentaz enzimi ile bitkilerden edinilen stilbenin yan {iriinii olan stilbenoid’dir.
Polifenolik steroid olmayan RSV bilesiginin kimyasal olarak flavonoiddir. RSV; dut, tiziim
ve yer fistig1 gibi bitkilerin biiyiirken ugradig: dis etkilere (cesitli enfeksiyonlar, soguk
hava, UV i1sinlar1 ve yaralanmaya) karsi kendisini savunabilmek i¢in dogal olarak

tiretilmektedir (Martinez ve Moreno, 2000).

Ik olarak 1940’ta beyaz karacaotu kokiinden elde edilen RSV, 1963 yilinda da Ko-jo-
kon’dan izole edilmistir. Ko-jo-kon, uzakdogu tibbinda kullanilan polygonum cuspidatum

bitkisi kokiinlin kurutulup toz haline getirilmesi ile elde edilen bir ilagtir. Fitoaleksini ise
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ilk defa Langcake ve Pryce 1976’da {iziim bitkisinin tanelerinde ve yapraklarinda (vitis
vinifera) tespit etmistir. Takip eden yillarda RSV nin antifugal etkinligini arastirmak i¢in
Avustralya’da bulunan okaliptiis agaci {lizerinde ¢alismalar yapilmistir. RSV’den,
hastaliklara kars1 dayaniklilik gostermede {izlim tiirlerinin seg¢ilimi i¢in bir “marker” gibi

faydalanilmistir (Fremont, 1940).

Uzun siire dikkat cekmeyen RSV, 1992 yilinda kirmiz1 sarabin igerisinde tespit edilmistir.
Bu saptamadan sonra iizerinde arastirmalar yapilmis ve RSV’nin bir¢ok organizmanin
hayatta kalma siiresini artirdidi; artan strese karsi direnci yiikselttigi; kardiyovaskiiler
hastaliklar, iskemik yaralanmalar ve kanserin gelisimi gibi sorunlari 6nledigi ya da
hizlarim1 azaltabildigi belirlenmistir (Takaoka, 1940). RSV’nin Karsinogenezi inhibe
edebildigini ise 1997°de Jang vd. kesfetmistir (Law, Stampfer ve Rimm, 1999).

Stilben sentaz, RSV’yi iireten enzimdir. Schoeppner ve Kindll (1984), Melchior ve Kindl
(1990), Schroder vd. (1999) gibi arastirmacilar bu enzim tizerine ¢alismis; pek ¢ok bitki
konakgisinda tespit etmis ve kopyalamistir (Law, Stampfer ve Rimm, 1999). 1997 yilinda
gerceklestirilen hayvan deneylerinde ise RSV’nin antiinflamatuar etkisi kesfedilmistir

(Martinez ve Moreno, 2000).

Cis ve trans izomerik formlarindan olugan RSV’ nin trans-formu (E) tepe goriintiisii; cis-
formu (Z) ise donen goriintiisii anlamina gelmektedir. Trans-formu biyolojik acidan
etkindir. Ultraviyole (UV) 1sinlart ya da 1s1 almasi durumunda trans-formu, cis-formuna
gecebilmektedir. Trans-RSV’nin stabilitesinin siirdiiriilmesi i¢in 1siktan uzak tutulmasi

gerekmektedir (Martinez ve Moreno, 2000).

RSV’nin {iziimde (bu sebeple de sarapta) mevcut olmasmin sebebi, iiziimlerin mantar
enfeksiyonuna maruz kalmasi olabilir. Tane ve yapraklar RSV’yi, biyotik veya abiyotik
stresin ardindan sentezler. Bunun amaci, kiif enfeksiyonuna sebep olan Bootrytis cinerea

(kursuni kiif)'nin engellenmeye ¢alisilmasidir (Martinez ve Moreno, 2000).

Botrytis cinerea, iiziimii enfekte ettiginde RSV yogunlugu artmaktadir. Aljinat ve musik
asit, bu mantarin iki metabolitidir ve birinci dereceden RSV uyaricisidir. Botrytis cinerea,
sarap biliminde esas kiif diye bilinir; pek ¢ok arastirmada RSV bilesimindeki gorevinin alt1

cizilmistir. Bu kiifiin fazla olmadig: bilinen iiziimlerden elde edilen saraplarda bile RSV
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orani yliksek derecelerde tespit edilmistir (Sbaghi, 1994; Jeandet, Shaghi, Bessis ve
Meunier, 1995).

Beslenmede yaygin kullanilan dut, kuru tiziim, yer fistigi, yaban mersini, iiziim, sarap,
sirke, pekmez ve pestil gibi iiriinler RSV’yi dogal olarak liretebilme yetenegine sahiptir

(Langcake ve McCarthy, 1979; Creasy ve Creasy, 1998).

Bir antioksidan olan RSV, biiylk oranda siyah iiziimin kabuk bolimiinden
sentezlenmektedir. Uziimiin kok, sap ve cekirdek kisimlarinda ise daha az miktarda
mevcuttur. RSV biresiminin ¢ogunlukla {izlimiin kabuk boéliimiinde bulundugu, meyve
etinde ise az yogunlukta bulundugu ya da hi¢ bulunmadigi tespit edilmistir (Langcake ve
McCarthy, 1979).

Uziim, sarap ve yer fistiginda bulunan RSV miktarlar1 su sekildedir (Szewczuk, Forti,

Stivala ve Penning, 2004; Martinez ve Moreno, 2000):

Taze liztim kabugu (1 gr): 50-100 pg
Siyah tiziimden elde edilen kirmizi sarap: 160 pg
Yer fistig1 (1 adet): 73 pg

Yapilan arastirmalara gore (lizimden yapilmis olan) kirmizi sarabin RSV orani beyaz
saraba nazaran daha fazladir. Bunun sebebi, sarap yapilirken {iziim kabuklarinin da dahil
edilmesi ve yumusama siiresinin fazla olmasidir. Kirmizi iziim fermantasyona ugrarken
kabuklar1 da kullanildig1 i¢in kirmizi sarapta RSV 5 g/l bulunurken beyaz sarapta bu oran
daha azdir (Takaoka, 1940). RSV’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri Cizelge 2.3.’te
belirtilmektedir (Fremont, 2000).

Cizelge 2.3. RSV'nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

OZELLIK BILGI

Fiziksel durumu Kati, toz

Renk Hafif grimsi beyaz
Kaynama noktasi (°C) 253-255

pKa (Cogu asidik H-donor) 9.14+0.20
Etanolde ¢ozunurlik (mg/mL) 50

DMSO’da ¢oziiniirlik (mg/mL) 16

Suda ¢ozunirlik (mg/mL) 0.03

Kimyasal formiilii CuHp»Os

Acik formiili Trans-3,4",5-trihidroksi-stilben
Molekiiler agirligi 228.25

Toksisite Yok
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2.4.2. Resveratrol’iin biyolojik etkileri

Gliney Fransa’da yapilan epidemiyolojik arastirmalara gore yagli beslenme ve sigara
tilketiminin yiiksek olmasina karsin koroner kalp hastalig1 insidansinin diger bolgelere gore
daha diisiik seviyede olmasma bol miktarda tliketilen kirmizi sarabin neden oldugu
saptanmig ve bu duruma “Fransiz Paradoksu” denmistir. Yapilan yayinlarda bu c¢eliskiye
sebep olanin kirmizi sarapta yiiksek miktarda bulunan RSV oldugu soylenmektedir.
Maserasyon islemi sirasinda saraba kirmizi iiziimiin kabugundan gegen RSV’nin, son
yillarda yapilan ¢alismalarda biyolojik tepkileri sdyle yer almistir (Creasy ve Coffee, 1988;
Kanner, Frankel, Granit, German ve Kinsella, 1994; Cui, Juhasz, Tosaki, Maulik ve Das,
2002):

— Antibakteriyel ve antifungal etkinligi vardir.

— Antioksidan 6zelligine sahiptir.

— Serbest radikallerin sitotoksik 6zelligini azalma etkisine sahiptir. Serbest radikal
¢copciisii denmektedir.

— Lipid peroksidasyonu inhibisyonuna neden olmaktadir (LDL, membranlar).

— Eikosanoid (PG, tromboksan, prostasiklin) sentezi inhibisyonuna neden olmaktadir.

— Metal tutucusu/selatorii (bakir) antiinflamatuar 6zelliktedir.

— Damar agic1 olma 6zelliginden dolay: kalp hastaligi riskini diistirmektedir.

— Lipid ve lipoprotein metabolizmasini diizene sokmaktadir.

— Ostrojenik / anti-dstrojenik etkinligi vardir.

— Antitumoral 6zellik (insanlarda goriilen agiz, deri, bobrek, karaciger, meme, bobrek,
kolon gibi tiim kanser ¢esitlerinde azalma gostererek; kanserin baslangig, gelisme ve
ilerleme agamalarinda etkisini ortaya koymaktadir).

— LDL (diistik yogunluklu lipoprotein-kotii kolesterol) artigini engellemekte ve kolesterol
diizeyini diisiirmektedir.

— Triagilgliserol seviyesini diistirmekte ve karacigerin lipit peroksidasyonundan zarar
gormesini engellemektedir.

— Hiicre membranin1 korumaktadir.

— NO sentezini arttirarak damarlarin biiyiimesini destekleyip kan akiminin rahat olmasina

yol agmaktadir.



26

— C vitamininden 30 kat, E vitamininden 50 kat daha etkili bir antioksidandir. PG
sentezinin inhibisyonu ile eikosanoid sentezini engellemekte ve platelet
agregasyonunun (trombosit birikiminin) Oniine gegmektedir.

— COXI1 ve COX2, lipoksijenaz, riboniikleotid rediiktaz, P450, protein kinaz C (PKC),
protein tirozin kinaz (PTK) ve iNOS gibi hiicredeki bir¢cok anahtar enzimi diizenleyici
etkiye sahiptir.

— INOS’u inhibe edip, NO’in sitotoksik etkisinin 6niine gegmektedir.

Bazi uluslararas1 organizasyonlar RSV’yi ticari olarak ¢ogalmaktadir. Japonya ve Cin’de
Polygonum cuspidatum isimli bitkinin kokiinii toz seklinde kurutup ¢ogaltilarak ve “Ko-jo-
kon” ismiyle piyasaya siiriilen ilagtan, aterosikleroz, hipertansiyon, hiperlipidemi, atesli
hastalik ve alerji gibi rahatsizliklarin tedavi edilme asamasinda yararlanilmaktadir
(Goldberg, 1996). Yine Cin ve Japonya’da iiretime sunulan, RSV igeren “Huzang”
(Rhizoma polygoni cuspidati) adiyla adlandirilan ilag; felg, {ilser, romatizma, yanik
tedavisinde ve adet donemlerinde kullanmak iizere tavsiye edilmektedir. HIV-1 (human
immunodeficiency virus-1) enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmak iizere, niikleozid
analoglar1 ile beraber RSV bilesiklerinin kullanimi i¢in bir patent basvurusu vardir

(Calabrese, 1999).

Kanada’nin Montreal sehrinde bulunan Pharmascience sirketi saf halde bulunan trans-RSV
iretmektedir. “Resverin” adi verilen {riinlin patenti alinmis durumdadir. Concort’da
bulunan InterHealt isimli organizasyon ise trans-RSV’iin standardize edilmis ekstraktini
{iretime sunmaktadir. Igeriginde trans-RSV, emodin ve polifenol bulunan iiriin “Protykin”
olarak adlandirilmistir. Laboratorii Italiano Biochimico Farmaceutical Lisapharma’da,
ozellikle RSV ile maya ve sarap polifenolleri iceren yeni bir {iriiniin patenti alinmisg
durumdadir (Okuda ve Yokotsuka, 1996). Cilt iltihabi, damar tikaniklig1, bel soguklugu ve
iltihapl bir¢ok hastaligin tedavisi i¢in etken maddesi RSV olan bu tirtinler kullanilmaktadir
(Goldberg, 1996).

2.4.3. Resveratrol’iin enflamatuar karsit1 etkileri

Resveratrol, tek basina uyarilabilir gen transkripsiyonunun bir inhibitoérii olmamasina
ragmen; gen transkripsiyonuna coklu etkileri olan bir molekiildiir. Insan gdbek damari

endotel hiicrelerinin RSV ye ilgili kuersetin molekiili, fibrinolitik protein ifadesindeki yani
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doku plazminojen aktivatorii (TPA) ve iirokinaz tipi plazminojen aktivatoriinde artiga
neden olur. RSV nin estradiol ile baz1 yapisal benzerlikleri vardir ve 6strojen reseptori ile
zay1f bir bagliligi bulunmaktadir (Gehm, McAndrews, Chien ve Jameson, 1997). Ayrica
RSV nin aril hidrokarbon niikleer reseptdr i¢in antagonizma gosterdigi gorilmistiir
(Casper ve digerleri, 1999). Ancak bu tiir agonist-antagonist etkilesimler; bu molekiiliin
terapotik etkilerini agiklamada yeterli degildir. Daha yakin zamanlarda, RSV nin miirin
beyinde (Inoue, Jiang, Katayama, Osada, Umesono ve Namura, 2003) bulunan peroksizom
proliferator reseptére (PPAR)-A baglandigi ve bu reseptor aracilifiyla antiinflamatuar
kapasitesinin bir ksimini kullanabildigi goriilmistiir. Yapisal olarak benzer diger; kuersetin

ve deoksihapontin gibi fenolik bilesenler, RSV nin bazi 6zelliklerini gosterebilirler.

Ayni1 zamanda, stilben Kkuersetin, RSV ninkilere benzer antioksidan ve antiproliferatif
kapasite gosterir (Wadsworth ve Koop, 1999). Daha yakin zamanlarda, RSV nin
antiinflamatuar etkileri; NF-kB transkripsiyon faktoriiniin inhibitasyonu ve IKB kinazinin
muhtemel kolaylastirilmis tasinimi ile iliskilendirilmistir (Manna, Mukhopadhyay ve
Aggarwal, 2000). NF-xB aktivasyonuna; graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-
CSF), IL-8, COX2 ve olusturulabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) (Newton, Kuitert,
Bergmann, Adcock ve Barnes, 1997) gibi bir¢ok enflamatuar proteinlerin ifadesi igin
ihtiyag duyulur. Boylece, NF-kB inhibisyonu; inflamatuar genlerin sentezlenmesini
azaltabilir.  Antiinflamatuar madde  glukokortikosteroidler ~ tarafindan  onlarin
antiinflamatuar etkilerini ortaya cikarabilen bir mekanizmadir (Newton, 2000). ikinci
transkripsiyon faktorii, aktive edici protein-1 (AP-1), RSV tarafindan inhibe edilebilir
(Manna, Mukhopadhyay ve Bharat, 2000). NF-kB ve AP-1, oksidatif stres ile baglantili
olan birgok genin diizenlenmesinde 6nemli olabilir (Karin, 1995) ve RSV nin bazi
antioksidatif 6zelliklerini agiklayabilir. Bu durum, bu bilesenlerin eylem mekanizmalarinin

anlasilmasinin, 6zgiin antiinflamatuar terapilerin kesfine yol agabilecegini gosterir.

2.4.4. Resveratrol’iin diabetes mellitus iizerindeki etkisi

Diyetle indiiklenerek obezite gelistirilmis ve genetik olarak obez olan siganlarda RSV nin
insiilin hassasiyetinde artis meydana getirdigi, plazma glukoz seviyesini azalttigi ve
mitokondriyal kapasiteyi yiikselttigi ortaya cikarilmistir. Zucker sicanlar kullanilarak
yapilan hiperinsiilinemik 6glisemik arastirmalarda tiim viicudun glikoz dengesini korudugu

ve bununla beraber yag dokusu, kas dokusu ve karacigerde insiilin duyarliligi acisindan
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iyilestirme sagladig1 ortaya konmustur. SIRT 1 aktivasyonu bu sebeple yasliligin getirdigi
hastaliklarin tedavi edilmesi ve T2DM'de terapdtik yaklasimlar igin umut vermektedir
(Donnelly ve Barnes, 2002). Insiilinin yetersiz salgilanmas1 ya da insiilinin hedef organda
etkisini ortaya ¢ikaramamasi sebebiyle hiperglisemi ile meydana gelen DM, diinyada

prevalansi % 1-5 arasinda degisen metabolik bir hastaliktir (Fremont, 2000).

Elde edilen son deneysel bulgulara gére RSV nin diyabetten korunmada ve diyabetin
getirdigi bazi komplikasyonlarin hafifletilmesinde yararli oldugu soylenmistir. RSV
diyabetik sicanlarda metabolizmaya ait degerleri iyilestirmis, plazma glukoz ve trigliserit
derisimini ve bunlarla beraber insiilineminin etkisini azalmistir (Gehm, McAndrews, Chien
ve Jameson, 1997). Ayrica diyabette hipergliseminin ortaya ¢ikarmis oldugu oksidatif stres
ile bobrekte gelismis olan nefropatiyi engelleyebilecegi sdylenmistir. Izole edilmis
hiicrelerde de RSV 'nin sahip oldugu antioksidan 0Ozelligi sayesinde yiiksek glukoz
seviyesinin neden oldugu oksidatif stresi kisitladigi ortaya ¢ikarilmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

Kullanilan laboratuvar gerecleri

e Hassas terazi (And-Er-182A, Japonya)

e Spin vorteks ( Biosan, Rusya )

e Kuru isitict blok (Biosan, Rusya)

e Manyetik karistirici (Tma 2071, Almanya)

e Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, ABD )

e Mikropipetler (10 uL, 100 puL, 1000 pL) (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP, ABD)
e Derin dondurucu (-86°C) (Sanyo, Japonya)

e Derin dondurucu (-30°C) (Sanyo, Japonya)

e Giivenlik kabini (Vfrs 1206 E, Danimarka)

¢ Filtreli mikropipet uclar1 (Axygen, ABD)

e 0.2-0.5-1.5 pl’likependorf tiipler (Axygen, ABD)

e Filtre kagidi (Whatman, Ingiltere)

e ThermalCycler (Hybaid PCR-sprint, Thermoelectroncorp., ABD)
e LightCycler real-time PCR cihazi (Roche, Almanya)

e Homojenizator (TissueRuptor,Qiagen,Almanya)

Kullanilan kimyasal maddeler

e Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Amresco, ABD)

e MgCl: (Sigma, ABD)

e Tris-HCI (Sigma, ABD)

e KCI (Sigma, ABD)

e CaCl> (Merck, Amanya)

e EDTA (Etilendiamintetraasetikasitdisodyumdihidrat) (Sigma, ABD)
e Sodyum hidroksit peleti (Merck, Amanya)

e Serum fizyolojik (Eczacibasi, Tiirkiye)
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e Steril dH20 (Eczacibasi, Tiirkiye)

e DEPC’li (Dietilpirokarbonat) su (Biologicallndustries, Israil)

e Absoliit etanol (Carlo Erba, Italya)

e DNaz | recombinant (Roche, Almanya)

e TagMan master miks (Roche, Almanya)

e Bolgeye 6zgii primerler (NF-KB1, COX2, INOS, TNFa ve IL-6,) (Roche, Almanya)

e Bolgeye 6zgii UPL problar (UPL prob NF-KB1, COX2, INOS, TNFa ve IL-6, UPL
prob 17, Beta aktin i¢in) (Roche, Almanya)

e Kloroform (Amresco, ABD)

e izopropanol (Amresco, ABD)

Kullanilan kitler

e peqGOLD TriFast™ Dokudan RNA izolasyon kiti (Peglab, Erlangen, Almanya)

e Transcriptor first strand cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)

Etik Kurul

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan desteklenen
01/2007-34 no’lu ¢alisma igin 117-17826 no’lu Gazi Universitesi hayvan yerel etik kurul
izni 12.12.2007 tarihinde alinmis olup, calisma sirasinda Gazi Universitesi Etik Kurulu
yonergesinin 13. maddesinde belirtilen “Etik kurallara uygunluk esas1” kararina

uyulmustur.
3.2. Yontemler

Calismada kullanilan doku gruplar

Deneyde kullanilan 6 gruba iliskin hazir doku gruplarmin dagilimi asagida gosterilmistir
(ar, 2008).

I. Grup: Kontrol Grubu (n=6)
I1. Grup: Sodyum sitrat Grubu (n=6)
[11. Grup: Diyabet Grubu (n=6)
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IV. Grup: Kontrol + DMSO Grubu (n=6)
V. Grup: Sodyum sitrat + RSV Grubu (n=6)
VI. Grup: Diyabet + RSV Grubu (n=6)

1. Grup; Kontrol grubu*: Deney boyunca hi¢bir madde uygulanmayan ve deney siiresince

serbest ve igme suyu ile beslenen grup (n=6).

2. Grup; Sodyum sitrat grubu (Sham**): pH'st 4.5 olan sodyum sitrat tamponu tek doz
olacak sekilde i.p olarak verilen, deney sonuna kadar bagka hi¢gbir madde verilmeyen ve

deney siiresince serbest ve igme suyu ile beslenen grup (n=6).

3. Grup; Diyabet (STZ) grubu: Sodyum sitrat tamponu 55 mg/kg olacak sekilde STZ
hazirlanip tek doz olacak sekilde i.p olarak verilen, deney sonuna kadar baska higbir

madde verilmeyen ve deney siiresince serbest diyet ve icme suyu ile beslenen grup

(n=6).

4. Grup; Kontrol + DMSO grubu: Deneyin baslangicindan itibaren 1 ay siire ile higbir
madde verilmeyerek, 1 ay sonunda, her giin ayni saatte Dimetilsiilfoksit (DMSO) i.p

olarak 1 ay siire ile verilen deney siiresince serbest diyet ve igme suyu ile beslenen grup

(n=6).

5. Grup; Sodyum sitrat grubu (Sham**) + RSV grubu: Deney baslangicinda tek doz i.p
olarak sodyum sitrat tamponu enjeksiyonu verilen ve 1 ay boyunca baska hi¢cbir madde
verilmeyerek, 1 ay sonunda hergiin ayni saatte RSV i.p olarak 1 ay siire ile verilen ve

deney siiresince serbest diyet ve igme suyu ile beslenen grup (n=6).

6. Grup; Diyabet (STZ) + RSV grubu: Deney baslangicinda tek doz i.p olarak STZ
enjeksiyonu verilen ve 1 ay boyunca baska higbir madde verilmeyerek, 1 ay sonunda
hergiin ayn1 saatte RSV 1.p olarak 1 ay siire ile verilen ve deney siiresince serbest diyet

ve igme suyu ile beslenen grup (n=6).

* = Higbir madde verilmeyen grup

** = Bir maddenin ¢oziilmesi i¢in gerekli olan tamponun, yalniz verildigi grup
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Sican pankreaslarindan Toplam RNA saflastirilmasi

Sterilpetri kabinda steril serum fizyolojik ile yikanan pankreas dokulari steril bistiiri

kullanilarak RNA izolasyonuna uygun (50mg-100mg) biiyiikliiklerde kiiciik pargalara

ayrilmistir. DNAz ve RNAz free 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine alinan doku 6rnekleri hizli

bir sekilde s1vi azot iginde dondurularak galisma anina kadar - 80°C” de saklanmustir (Yar,
2008).

Doku orneklerinden RNA izolasyon kiti kullanilarak asagidaki kit protokoliine uygun

olarak toplam RNA saflastirildi. Kontaminasyonu 6nlemek amaciyla saflastirma islemi

giivenlik kabininin i¢inde gergeklestirildi.

Dokudan RNA izolasyon protokolii

1.5 ml’ lik ependorf tlip i¢inde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular ¢6ziinmeden
pastle veya mortar ile homojenize edildi. Ornekler ¢dziinmeye basladig1 anda tekrar

stvi azotta donduruldu ve homojenizasyon islemine devam edildi.

Homojenizasyon islemine 1000 pl TriFast ile devam edildi. (Doku biiytlikliigii arttig
oranda kullamlan Trifast miktarida arttirild). Ornek hacminin, homojenizasyon

sirasinda kullanilan TriFast hacminin %10’ nu gegmemesine dikkat edildi.
Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

200 pl kloroform eklendikten sonra 15 saniye boyunca (tamamen karigsincaya kadar)

vortekslendi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Ornekler 11.000 rpm’de 5 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda karigim,
altta kirmiz1 faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve iistte renksiz sivi faz olmak iizere ii¢

faza ayrildu.
Ust faz yeni bir steril 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi.

Baslangigta kullanilan TriFast miktarinin yaris1 kadar izopropanol eklenip

vortekslendi.

Omekler 1 ya da 1.5 saat -20°C’ de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dakika 4°C’de

santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatan atildi.
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9. DNA kontaminasyonunu engellemek i¢cin 60 ul DNAz (ug basina SU DNAz), 300 ul
DNAz Buffer 1 (200mM Tris-HCL (pH:8.4), 20mM MgCl2, 500mM KCI) ve 400 ul
DEPC’li su eklenerek 30 dakika 37°C sicakliginda bekletildi.

10. Orneklerin iizerine 300 pl 25mM EDTA eklendi ve 65°C°de 10 dak bekletildi.

11. 12.000 rpm’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan {istte kalan
slipernatant atildi.

12. 1000 pl %75’lik alkol ( taze hazirlanir) eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika 4°C’de
santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iistte kalan siipernatant atild1.

13. Peletin iizerine tekrar 1000 pl %75’lik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dakika
4°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan {istte kalan siipernatant atild1.

14. Pelet kurumaya birakildi. 30-50 pl DEPC’l1 su ile sulandirilda.

cDNA sentezi

Elde edilen RNAlar nanodrop cihazi ile spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. RNA miktarlari

260 nanometre (nm)’de Ol¢iildii ve mikrolitredeki (pul) mikrogram degerleri saptandi.

Toplam RNA’dan cDNA sentezi, primer olarak random hekzamerler kullanilarak

gerceklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan maddeler ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR Grade - RNA miktarma gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl,) 4 ul
Dntp 1mM 2 ul
Random Hekzamer Primeri 60 uM 2 ul
RNaz Inhibitérii 20 iinite 0.5 ul
Transcriptor Ters Transkriptaz 10 tinite 0,5 pl
Total RNA 1 ug 1 ug olacak sekilde

cDNA i¢in PCR karisimi ince ¢eperli 0.2°1ik tiiplere dagitildiktan sonra saflagtirilan toplam
RNA eklendi.



34

cDNA RT-PCR programi

cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi, otomatik 1s1 dongiisii cihazi ile

asagidaki programa ayarlanarak gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi programi

Sicaklik Zaman Dongii sayist
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 déngii
Ters transkripsiyon 50°C 60 dk 1 déngii
Inaktivasyon 85°C 5 dk 1 déngii
Sogutma 4°C - 1 déngii

Reaksiyon sonucu elde edilen ¢cDNA o&rnekleri real-time PCR’da caligilincaya kadar
20°C’de saklandi.

B-aktin, NF- kB1, COX2, iINOS, TNFa ve IL-6 genlerinin ifadelenmesinin real-time PCR

ile Slciimii

NF-kB1, COX2, iINOS, TNFa ve IL-6 genlerinin ifadelenmesinin (NF-kB1, COX2, iNOS,
TNFa ve IL-6 mRNA miktarlarmin) real-time PCR ile dlgiimii i¢in LightCycler™ cihaz1
kullanildi. Amplifikasyonlar 10 ul toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA, bdlgeye 6zgii
primerler, UPL TagMan probu ve LightCycler TagMan Master miks kullanilarak
gergeklestirildi. TagMan Master’in i¢inde bulunan beyaz kapakli 1A (enzim)
ependorfundan 10 pl alindi ve kirmizi kapakli 1B (reaksiyon buffer’ 1, MgCl> ve dNTP
miks) ependorfunun icine eklendi. Boylece kullanima TagMan master miks elde edildi.
COX2 gen ifadelenmesini normalize etmek i¢in elde edilen cDNA ornekleri, B-aktin
genine 6zgili primer ve UPL TagMan probu kullanilarak caligildi. Relatif gen ifadelenmesi

sonuglar1 “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi.

Beta aktin geninin mRNA analizi

Beta aktin genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri

Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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4. NM_031144.2

ProbeFinder has designed an optimal real-time PCR assay for:
NM_031144.2 Rattus norvegicus actin, beta (Actb), mRNA.

Use probe #17 (cat. no. 04686900001)

Primer Length Position ™™ %GC Sequence
Left 19 20-38 60 58 cccgegagtacaaccttet
Right 18 74-91 60 56 cgtcatccatggegaact

Amplicon (72 nt)

cccgcgagtacaaccttecttgocagectecctecgtcgecggtccacaccecgecaccagttcgeccatggatgacg

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 938 nt

17

r K A A A A 1296

coccgegagtacaaccTtct TCCT tcaagcggtacctactge
gccgcg tccacccgogag tacaacc tottgoagce toc tocgtcgacgy tccacacccgc%cgccatggatgacgatatcgc I:gf
1 [}
938

Sekil 3.1. p-aktin genine ait UPL Prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bdlgesindeki
yerlesimleri

Roche firmasindan temin edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini gosteren sekil UPL

assaydesign sayfasindan alinmistir.

B-aktin, NF-kB1, COX2., iNOS, TNFa ve IL-6 genlerinin real-time PCR tepkime karisimi

Real-time PCR tepkime karigimini hazirlamak igin kullanilan kimyasal maddeler Cizelge

3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. B-aktin real-time PCR tepkime karigimi

Kimyasallar Hacim Son Konsantrasyon
dH:0 6.7 ul -

MgCl; (25 mM) 0.8 ul 4 mM

Aktin Primer F (10 pmol/ul) 0.5 ul 10 pmol
Aktin Primer R (10 pmol/ul) 0.5 ul 10 pmol

Beta aktin TagMan Prob 17 (100 pmol/ul) 0.1 pl 10 pmol

LC TagMan Karigimi (10x) 1.4 pl 1X

cDNA 2 ul -

NF-kB1 geninin mRNA analizi

NF-KB1 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri

Sekil 3.2’de gosterilmistir.
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XM 001075876.2 PREDICTED: Rattus norvegicus nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 1 (Nfkb1), mRNA

Assay details:

Use Universal Probelibrary probe: #25, cat.no. 04686993001
Y T T

Left Primer 2704 - 2721 actgctcaggoccacttg

Right Primer 23 2757 - 2779 &0 43 tgtcattatctcgegagctoatet

actgctcaggcccacttgetgectetetogtectoctccacaagacagecacatagatgag
ctccgagataatgaca

| Download pack insert || FDF report | | Text report | | Order probes or set

Transcript overview:

25
Detailed view:
actgctcagyoocactty ctococtoca tctactogaggctotattactygt
ZEB:cccgtgaccactgctcaggcccacttgctgcctctctcgtcctcctccacaagacanctccgagataatgacagcgtgta;ag
3544

Sekil 3.2. NF-xB1 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki
yerlesimleri

Roche firmasindan temin edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini gosteren sekil UPL

assaydesign sayfasindan alinmistir.

COX2 geninin mMRNA analizi

COX2 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri

Sekil 3.3’te gosterilmistir.
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S67722.1|567722;EMBLIENSRNOESTGO00008271933:Ensembl-GO|ENSRENOGO0000002525:Ensembl-
Gn|ENSRMOESTTO0000827198:Ensembl-TO[ENSENOTO0000003567 :Ensembl-Tr Rattus norvegicus
cyclooxygenase isoform COX-2 (Cox2) mRNA, complete cds.

Assay details:

Use Universal ProbelLibrary probe: #77, cat.no. 04689003001
N Y

Left Primer 80 -97 accaacgotgccacaact

Right Primer 20 178 - 197 50 45 gettggaacagcaaggatit

accaacgctpccacaactgctgocaccaccgoetgocacctoctgopatgctecttcocgagct
gtgctgctctgogcttgocctgecctcagocatgragragatccttgotgttccaacc

| Download pack insert || PDF report | | Text report | | Order probes or set

Transcript overview:

1 4154
Detailed view:
CthCHCEHCt CCAaCCacc tttHggEHCEECH
E%tI;cCHCEHCtI;CtI;cCHCCHCCI;Ctl;ccaCCtCtI;CI;HtgCtCttccl;aI;CtI;tl;ctl;CtCtI;cI;cttl;CCctggcctcagcﬁatccttgcgag
73z

Sekil 3.3. COX2 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki
yerlesimleri

Roche firmasindan temin edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini gosteren sekil UPL

assaydesign sayfasindan alinmistir.

iNOS geninin mRNA analizi

iNOS genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri Sekil

3.4’te gosterilmistir.
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MM 012611.3 Rattus norvegicus nitric oxide synthase 2, inducible {(Nos2), mRNA

Assay details:

Use Universal ProbelLibrary probe: #128, cat.no. 04693647001

C T

Left Primer 1169 - 1187 accatggagcatcccasgt

Right Primer 19 1210 -1228 &0 58 capcgcataccacttceage

accatggagratcccaagtacgagtggttoccageagoctcgggctgaagtggtatgcgete

| Download pack insert || PDF report | | Text report | | Order probes or set |

Transcript overview:

128
Detailed view:
accatggagcatcccaagt caggagct cgacttcaccatacgogac

gctggaggtgaccatggage atc?ﬁgagt ggttccaggagotocgggetgaagtggtatgocgetgectgocgtag
1539 1238
1628

Sekil 3.4. INOS genine ait UPL prob ve primerlerin ozellikleri ve gen bdlgesindeki
yerlesimleri

Roche firmasindan temin edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini gosteren sekil UPL

assaydesign sayfasindan alinmistir.

TNFa geninin mRNA analizi

TNFa genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bdlgesindeki yerlesimleri

Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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M 012675.2 Rattus norvegicus tumor necrosis factor (Tnf), mRNA

Assay details:

Use Universal Probelibrary probe: #63, cat.no. 04688627001

Primer Length Position Tm ST Sequence
Left Primer 18 296 - 313 a0 56 toaacttcgpootoatog
Right Primer 20 398 - 417 59 50 gepcttptcactogagtitt

Amplicon (122 nt)

tgaacttcggpptgatcggtcocaacaaggaggagasgttcccaaatggectocctotea
toagticcatggococcagacccicacactcagatcatcttctcaaaactcgagtgacaage
cc

| Download pack insert | | FPDF report | | Text report | | Crder probes or set

Transcript overview:

Detailed view:

agqaggag
mmmmyj\um TR — weag
a1 w1
397 c/l:;\—«

Sekil 3.5. TNFa genine ait UPL prob ve primerlerin &zellikleri ve gen bolgesindeki
yerlesimleri

Roche firmasindan temin edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini gosteren sekil UPL

assaydesign sayfasindan alinmistir.

IL-6 geninin mMRNA analizi

IL-6 genine ait UPL prob ve primerlerin 6zellikleri ve gen bolgesindeki yerlesimleri Sekil

3.6’da gosterilmistir.
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M 01258%.1 Rattus norvegicus interleukin 6 (Il6), mRNA

Assay details:

Use Universal ProbeLibrary probe: #20, cat.no. 04686934001

Primer Length Position Tm SoGC Sequence
Left Primer 21 49 - /9 59 48 cocttcaggaacagotatzaa
Right Primer 21 102 - 122 59 43 acaacatcagtcocaagaagg

Amplicon (74 nt)

cccttcaggaacagotatgaagtitctctocgoaagagacttccagocagttgocttctt
gegactgatettet

| Download pack insert | | PDF report | | Text report | | Order probes or set

Transcript overview:
20
1 A A A A 1046
Detailed view:

coClcaggaacageia igan coagooag FELETEEE e e

pactecn igeachicaggsacageis gasy geaagag 'Awmemlﬂ-ﬂ!ﬁe 23
158

Sekil 3.6. IL-6 genine ait UPL prob ve primerlerin o6zellikleri ve gen bdlgesindeki

yerlesimleri

Roche firmasindan temin edilen prob ve primerlerin 6zelliklerini gosteren sekil UPL

assaydesign sayfasindan alinmistir.

Real-time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve iizerlerine

cDNA eklendi. Kapiller tiipler 3000-5000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Tipler

yerlestirildikten sonra LightCycler cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon programi
kullanilarak PCR tepkimesi ger¢eklestirildi. NF-kB1, COX2, iNOS, TNFa ve IL-6 igin

ayni PCR programi kullanildi.
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Cizelge 3.4. NF-xB1, COX2, iNOS, TNFa ve IL-6 light-cycler deney programi

Program Verisi Deger
Dongii Sayist 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10:00
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Cizelge 3.5. Program 2 hibridizasyon ve polimerizasyon (primer baglanmasi ve uzama)

Program Verisi Deger
Dongiiler 50
Analiz Modu Cogalma
Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon Zamani (s:dk:sn) 10 20
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0

Deney gruplart arasindaki NF-kB1, COX2, iNOS, TNFa ve IL-6 mRNA diizeylerindeki
artis ya da azalis deney sonucunda elde edilen Cp (Crossingpoint) degerleri kullanilarak,
Pfaffl matematiksel metodu ile belirlendi. NF-xB1, COX2, iNOS, TNFo ve IL-6

diizeylerini normalize etmek amaci ile beta aktin mRNA seviyeleri kullanildi.

Istatistiksel analiz yontemleri

Diyabetli ve kontrol grubu siganlarin pankreas dokularinda izlenen NF-kB1, COX2, iNOS,
TNFa ve IL-6 mMRNA ifadelenmesine ait veriler REST (2005 Beta V1.9.9) programi
kullanilarak karsilastirildi. Anlamhilik degeri p < 0.05 olarak kabul edildi. Siganlarin
diyabete bagli kilo ve seker degisimleri Kruskal-Wallis veya Mann-Whitney U
nonparametrik testleriyle karsilastirildi. Veriler SPSS 15.0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirildi. Anlamlilik degeri p < 0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Diyabetik Bulgular

Calisma kapsaminda agirliklar1 yaklasik 250-300 g olan 36 adet Wistar albino erkek
sicanlarin pankreas dokulari kullanildi. STZ ile diyabet olusturulduktan 3 giin sonra, tiim
gruplardaki siganlarin agirliklart ve aglik kan sekerleri Olglilmiistiir. Normal kan sekeri
degeri 90-110 mg/dl olarak alinarak aglik kan sekeri degerleri 250 mg/dI’nin {izerinde olan
siganlar diyabetik kabul edilmistir (Yar, 2008).

4.2. Genetik Bulgular

Bu calismada STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda RSV’nin pankreastaki COX2,
INOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 genlerinin mRNA ifadelenmeleri tizerine etkisi arastirilmis

ve elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

COX2, iINOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 gen ifadelenmesini normalize etmek i¢in diyabet ve
kontrol gruplarina ait her bir cDNA 6rnegi, f-aktin genine 6zgli primer ve UPL probu
kullanilarak c¢alisildi. Relatif gen ifadelenmesi sonuglari REST programi kullanilarak
“Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir (Pfaffl,
2001).

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini ifade etmektedir. Ct degeri ise kontrol ile hasta
orneklerinin Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte elde edilen R ise
ekspresyon oranin1 gostermektedir. Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin
esikdegeri gectigi andaki dongii sayisinm ifade eder. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut
olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir (Walker, 2002; Kuramochi ve digerleri,
2004).



44

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi igin gerekli olan f3-
aktin geninin mRNA diizeyinde ifadelenmesini gosteren real-time PCR tepkimesine ait

amplifikasyon egrisi asagidaki sekilde gdsterilmistir.

65~
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40~
35~
30~
25~

20~

Floresans (F1)

15~

10~

05~
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Doéngii sayisi

Gen ifadelenmesinin Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi i¢in gerekli olan S-aktin tepkimesine
ait Cr (treshold cycle) degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyali izlenmektedir.

Sekil 4.1. B-aktin gen ifadelenmesinin real-time PCR ile analizi

Kontrol ile sham kontrol ve kontrol+DMSO gruplari karsilastirildiginda COX2, iNOS, NF-
kB1, TNFa ve IL-6 genlerinin mRNA ifadelenme degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Yine benzer sekilde sham kontrol
grubu ile sham kontrol+RSV gruplar karsilastirildiginda COX2, iNOS, NF-kB1, TNFa ve
IL-6 gen ifadelenme diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel agidan herhangi bir anlam
bulunmadi (p>0.05). Bunun yani sira kontrol ile diyabet grubu karsilastirildiginda, diyabet
grubunda COX2, iNOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 genlerinin ifadelenme diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir artis oldugu belirlendi (p<0.05). Diyabet ile
diyabet+RSV grubu karsilagtirildiginda COX2, iNOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 genlerinin
mRNA diizeylerinde bir azalma gozlenirken, bu azalisin istatistiksel acidan anlaml
olmadig1 belirlendi (p>0.05). COX2, iNOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 genlerin gruplar
arasindaki mRNA diizeylerindeki degisiklikleri sekil 4.2. ile gosterilmistir.



mRNA ifadelenme diizeyi
S o o © Ll
N EY [e)} [oe] = N S (o)) (o] N
J

COX-2 iNOS NF-KB TNFa IL-6

m Kontrol

® Sham Kontrol

m Kontrol+DMSO

= Sham Kontrol+RSV
m Diyabet

m Diyabet+RSV

Hedef genlerin ifade diizeyleri B-actin mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edilmistir. *; p<0.05.
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Sekil 4.2. Gruplar arasinda COX2, iINOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 mRNA diizeylerindeki

degisiklik
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5. TARTISMA

STZ ile diyabet modeli olusturulmus siganlarda RSV kullanimininin diyabet ile baglantili
oldugu bilinen NF-kB1, COX2, INOS, TNFa ve IL-6 genlerinin mRNA diizeylerinde
neden oldugu degisimlerin saptanmast ve bu degisimlerin diyabet hastaligi ile olan

iligkisinin belirlenmesi bu tezin ana konusunu olusturmaktadir.

Hiicreler tlizerine biyolojik etkileri oldugu bilinen NO serbest radikali, pankreatik fizyoloji
icin gerekli bir sinyal molekiilii olmakla birlikte pankreasin patofizyolojik siirecinde de rol
oynayabilmektedir. iNOS, arginin’in sitrulin’e transformasyonunu katalize eden NO
iiretiminde yer almaktadir. NO iiretiminin yiiksek diizeyleri 0Ozellikle pankreas
adaciklarinda beta hiicre fonksiyonunu olumsuz etkileyebilmektedir (Keklikoglu ve
Akinci, 2013).

Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica, proinflamatuar sitokinlerin asir1 ifadelenmesi, diyabetik komplikasyonlari ilerleten
bir diger patojenik faktordiir. Hiperglisemi ve oksidatif stresin biliylime faktorleri,
proinflamatuar sitokinler ve adezyon molekiilleri gibi ¢esitli inflamasyon diizenleyici
genlerin iretiminden sorumlu olan NF-kB aktivasyonunu tetikledigi bildirilmistir (Li,
Geng, Jiang ve Kong, 2014). DM patogenezinde TNFo ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinler; immunositler (makrofajlar gibi) ve adipositler tarafindan {iretilebilmektedir.
TNFa, IL-6, INK ya da NF-kB yolag: aktivasyonu, insiilin reseptor substratinin (IRS) serin
fosforilasyonuna neden olarak insiilin direncini olusturmakta ve ayni zamanda asiri
ifadelenmeleri adacik fonksiyon bozukluguna neden olarak diyabetin ilerlemesini

hizlandirmaktadir.

COX2 olarak bilinen prostaglandin sentetaz enzimi, inflamatuar siirecte yer alan ve PG
sentezinden sorumlu olan uyarilabilir bir enzimdir (Szylberg, Janiczek, Popiel ve
Marszalek, 2016). In vitro ¢aligmalar, COX2 nin pek ¢ok hiicre tipinde IL-1 ve TNFa gibi
proinflamatuar sitokinler ile uyarimi sonrasinda ifadelenmesinde artis oldugunu ortaya
koymustur. Bazal kosullar altinda, COX2 ifadelenmesi oldukg¢a sinirli iken DM gibi

inflamatuar hastaliklarda ifadelenme diizeyi 6nemli 6l¢iide artmaktadir (Crofford, 1997).
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Saha ve digerleri, yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda STZ indiikli diyabetli siganlarin
kanlarinda TNFo ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin ve hepatik NF-xB’nin ifade
diizeylerinde anlamli bir artis bulmuslardir (Saha ve Ghosh, 2012). Lekshmi ve digerleri,
STZ indikli diyabetik siganlar ile yapmis olduklari ¢alismalarinda, diyabetik gruplarin
adipoz dokularinda TNFa, IL-6 ve NF-kB mMRNA ifadelenme diizeylerinin anlamli bir
sekilde arttigimmi tespit etmislerdir (Lekshmi, Raiesh ve Mini, 2015). Yaptigimiz
calismamizda kontrol grubu ile diyabetik grubu karsilastirdigimizda, pankreas dokularinda
TNFa, IL-6 ve NF-kB genlerinin mRNA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
oldugunu goézlemledik. Kataoka ve digerleri, T2DM’li siganlar ile yapmis olduklari
caligmalarinda iNOS, TNFa ve IL-6 mRNA diizeylerinin artmis oldugunu gostermislerdir
(Kataoka, Hotta, Maeda ve Kimura, 2014). He ve digerleri, STZ indiikli diyabetik
sicanlarin pankreaslarinda iNOS ifadelenmesinin arttigin1 saptamiglardir (He ve digerleri,
2015). Akcilar ve digerleri, STZ indiikli T2DM’li siganlarin pankreas dokularinda TNFa,
IL-6 ve iNOS mRNA diizeylerini degerlendirmis ve diyabetli grupta TNFa, IL-6 ve INOS
ifadelenme diizeylerini kontrol grubuna gore anlamli derece yliksek bulmusglardir (Akcilar
ve digerleri, 2016). Bizim ¢alismamizda kontrol grubu ile diyabetik grup karsilastirilmis
olup, INOS mRNA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artiy saptanmistir.
Calismamizda saglikli sicanlarla STZ indiiklii siganlarin pankreas dokularinda iNOS, NF-
kB, COX2, TNFa ve IL-6 mRNA diizeyleri karsilastirilmistir. Kontrol grubu ile diyabetik
grup karsilagtinldiginda iNOS, NF-kB1l, COX2, TNFa ve IL-6 mRNA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu gézlenmistir. Bulgularimiz Saha ve digerleri,
Lekshmi ve digerleri, Kataoka ve digerleri, He ve digerleri, Akcilar ve digerlerinin yapmis

olduklari ¢caligsmalarla uyumludur.

Son yillarda diyabetin patogenezinde oksidatif stres ve proinflamatuar sitokinlerin merkezi
rolii ile ilgili olarak yapilan c¢ok sayida arastirmada, diyabetik komplikasyonlarin
Oonlenmesi ve diyabet tedavisinde RSV’nin rolii iizerine odaklanilmistir (Soufi,
Mohammed-Nejad ve Ahmedieh, 2012). RSV’nin antioksidan, antimutajenik, anti-
inflamatuar, ostrojenik, antiplatelet etkileri basta olmak lizere pek ¢ok farmakolojik etkisi
bulunmaktadir (Palsamy ve Subramanian, 2011). Yapilan ¢alismalar RSV 'nin serbest
radikalleri tutarak giiclii bir antioksidan gorevi yaptigin1 dogrulamaktadir. Ayn1 zamanda
RSV, NF-kB sinyal yolu ve sitokin ifadesini baskilayarak anti-inflamatuar etki
gostermektedir (Chang, Chang, Huang ve Hung, 2012). Giincel veriler, RSV nin diyabetin

onlenmesinde yararli bir rol oynadigimi ayrica kardiyomiyopati, nefropati, ndropati ve
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retinopati gibi bazi1 diyabetik komplikasyonlar1 azalttigini ortaya koymaktadir (Yar,
Menevse, Alp ve Helvacioglu, 2009).

RSV’nin anti-hiperglisemik etkisi obez rodentlerde ve diyabetli iki hayvan modelinde
(STZ indiikli ya da STZ nikotinamid indiikli diyabetik sicanlarda) gosterilmistir
(Szkudelski ve Szkudelska, 2011). Hayvanlarin kullanildig1 gesitli ¢aligmalarda RSV'nin
toksisitesine yonelik testler farkli doz uygulamalarinda denemeye tabii tutulmustur. Bu
caligmalardan birine 6rnek olarak; Williams ve digerlerinin yaptig1 iki asamali ¢caligmalar
gosterilebilir. Calismalarinda 28 giin boyunca her giin 50 mg/kg, 150 mg/kg ve 500 mg/kg
dozlart kullanilarak ii¢ farkli sican grubunda testler yapilmistir. Caligmalarinin bu ilk
asamasinda RSV’nin sebep oldugu herhangi bir olumsuz etki bulamayan arastirmacilar
daha sonra 90 giinliik benzer bir arastirmada dozu 700 mg/kg’a c¢ikarmalarina ragmen
sicanlarda siradisi bir sonuca rastlamamislardir (Williams, Burdock, Edwards, Beck ve
Bausch, 2009). Diger bir ¢alismada Horn ve digerleri si¢anlarda asirt doz RSV
kullaniminin onkojenik etkilerinin bulunup bulunmadigini arastirmiglardir. Test dozlar
olarak secilen, giin basina 1000 mg/kg, 2000 mg/kg ve 4000 mg/kg dozlarinin uygulanmasi
sonucunda onkojenik etkilerin ancak orta seviye ya da yiiksek seviye uygulamalarda ortaya
ciktigini, 1000 mg/kg dozundaki uygulamanin dahi direkt olarak Sliimciil bir etkisinin
gozlenmedigi ortaya konulmustur (Horn ve digerleri, 2007). Bu 6rnek calismalardan ¢ok
daha diisiik bir dozun, 20 mg/kg, uygulandig bir bagka ¢alismada siganlarin otopsilerinde
yapilan histopatolojik kontrollerde, sicanlarin organlarinin RSV uygulamasi sonrasi
herhangi bir degisime ugramadigi ortaya konmustur (Juan, Vinardell, ve Planas, 2002).
RSV'nin aym1 zamanda olas1 pozitif etkilerinin test edildigi ¢aligmalar incelendiginde,
uygulanmasi1 gereken doz konusunda benzer bulgulara rastlanmaktadir. Lai ve digerleri
tarafindan RSV ile NF-xB'nin aktivasyonu arastirilmis, 15 mg/kg ve 30 mg/kg RSV dozlar
uygulanmis ve bu uygulama sonucunda NF-kB'nin doza bagli olarak artis gosterdigi ortaya
konulmustur (Lai ve digerleri, 2016).Tiim bunlara bagli olarak, literatiirdeki RSV
uygulamasina yonelik tedavi ve toksisite calismalari incelendiginde, g¢alismamizda
pankreas dokularint kullandigimiz siganlara uygulanmis olan giin bagina 10 mg/kg RSV

dozunun uygun miktarda oldugu goriilmektedir (Yar, 2008).

Crofford'in yaptig1 ¢alisma basta olmak tizere COX2'nin PG biyosentezinde rolii oldugunu
gosteren caligmalar; COX enzimlerinin ve 6zellikle COX2'nin diyabet ve diyabet gibi

inflamatuar yonii bulunan hastaliklarda 6nemli bir faktoér oldugunu ortaya g¢ikarmistir
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(Crofford, 1997). RSV'nin COX2 enziminin metabolik yolagmi ve PGE2 sentezini
baskilayarak anti-inflamatuar etki gosterdigi bircok calisma grubu tarafindan ortaya
konmustur (Martinez ve Moreno, 2000). Yar ve digerleri, RSV uygulamasi sonrasinda
diyabetik sican bobreklerinde COX2 mRNA ifadelenmesi ve protein diizeylerinin
degisimlerini  arastirmiglardir.  Kontrol grubu ile RSV  uygulanmis gruplar
karsilagtirildiginda COX2 mRNA ya da protein diizeylerinde anlamli bir farklilik
saptamamiglardir. RSV’nin COX geni ve protein ifadelenmesi {lizerine anlamli etkisinin
olmadigi sonucuna varmuslardir (Yar, Menevse, Alp, Helvacioglu ve digerleri, 2009).
COX2 mRNA'sinin transkripsiyon faktorii olan AP-1 ve NF-kB'nin baskilanmasiyla inhibe
edildigi Newton ve digerleri tarafindan ortaya konulmustur (Newton, Kuitert, Bergmann,
Adcock ve Barnes, 1997). Yine Newton ve digerlerinin bir diger ¢alismasinda, RSV'nin
hem NF-«xB aktivasyonunu hem de NF-kB ifadelenmesini inhibe ettigi ve bu siirecin bir
sonucu olarak COX2 ve INOS ifadelenmesini baskiladigi goriilmektedir (Mana,
Mukhopadhyay ve Aggarwal, 2000). Hem NF-kB'nin iNOS transkripsiyonu tizerindeki
etkisi hem de iNOS transkripsiyonunun inflamasyon {zerindeki etkileri Zamora ve
digerleri tarafindan gosterilmistir (Zamora, Vodovotz ve Billiar, 2000). Youn ve digerleri
yaptig1 calismada birbirini takip eden oral RSV uygulamasinin 7 giinliik siire¢ sonucundaki
INOS ifadelenmesi ve NF-kB aktivasyonu iizerindeki etkileri ve bu etkilerin inflamatuar
doku hasarlar1 {izerindeki pozitif etkileri gosterilmistir (Youn, Lee, Na, Kundu ve Surh,
2009). Bizim caligmamizda RSV uygulanan STZ indiiklii siganlarin pankreaslarinda
COX2, iINOS, NF-kB1 mRNA diizeylerinde azalma gozlenmis ancak anlamli bir farklilik

saptanmamigtir.

INOS ifadelenmesi ile inflamasyon durumunda sinyal proteini olarak ¢alisan TNFa
arasindaki iligki gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Green ve digerleri, 1994). Bu iliskiden
yola ¢ikarak Bertelli ve digerleri, RSV'nin TNFa kaynakli endotel hiicre aktivasyonunu
onleyerek anti-inflamatuar etki gosterdigini in vivo ve in vitro calismalarda ortaya
koymuslardir (Bertelli, Baccalini, Battaglia, Falchi ve digerleri, 2001). TNFa'nin NF-xB
aktivasyonu tizerindeki rolii de van Antwerp'in ¢alismasinda gosterilmis ve apoptozis basta
olmak ftizere olasi inflamatuar sonuglar1 degerlendirilmistir (Van Antwerp, Martin, Kafri,
Green ve digerleri, 1996). Csiszar ve digerlerinin yaptig1 bir diger ¢alismada ise RSV'nin
TNFa uyarimina bagli olan NF-kB aktivasyonunu baskiladigi ve buna bagl olarak anti-
inflamatuar etkisi oldugu bildirilmistir (Csiszar, Smith, Labinskyy, Orosz, Rivera ve

Ungvari, 2006). Calismamizda RSV uygulanan STZ indiikli si¢anlarin pankreaslarinda
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TNFa mRNA diizeylerinde azalma gozlenmis ancak anlamli bir farklilik saptanmamustir.
Tim bunlara bagh olarak, inflamatuar siire¢ ve sonrast komplikasyonlara karsi yeni

yontemler gelistirilmesi adina RSV uygulamalari ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir.

RSV'in etki ettigi faktorlerden biri de, inflamasyon ile iliskisi sik¢a arastirilan IL-6
genidir. Akut faz yanitinin gergeklesmesinde rolii oldugu ortaya konan IL-6, kronik
inflamatuar hastaliklarin tedavisinin gelistirilmesi adina hedeflenen faktorlerden biridir
(Scheller, Chalaris, Schmidt-Arras ve Rose-John, 2011). RSV'nin, IL-6 salinimina yonelik
inhibitdr etkisinin Zhong ve digerleri tarafindan yapilan ¢alisma ile anlasilmasi sonucunda
tedavi yontemlerinde inhibisyonu hedeflenen molekiillerden birinin daha RSV uygulamasi
ile baskilanabildigi ortaya konulmustur (Zhong, Cheng, Wang, Guo, Zhu ve Zhang, 1999).
Calismamizda RSV uygulanan siganlarin pankreaslarinda I1L-6 mRNA diizeylerinde

azalma gbzlenmis ancak anlamli bir farklilik bulunamamastir.

Gao ve digerleri, STZ indiiklii sicanlarin kalpleri ile yapmis olduklar1 ¢alismalarinda
RSV’nin TNFa, IL-6 ve IL-1f gibi inflamatuar faktorleri inhibe ederek diyabet indiiklii
kardiyak fonksiyon kaybini azalttigimi saptamislardir (Gao ve digerleri, 2016). Zheng ve
digerleri, STZ indiiklii T2DM'li si¢anlarda RSV uygulamasinin, kanda NF-xB'nin niikleer
translokasyonunda azalmaya, yine kanda TNFa, IL-1p ve IL-6 diizeylerinin ve vaskiiler
duvarda TNFa ifadelenmesinin azalmasina yol agtigini bulmusglardir (Zheng ve digerleri,
2013). Palsamy ve digerleri, STZ nikotinamid indiiklii diyabetik sicanlarin karaciger
dokularinda, RSV’nin karacigeri koruyucu etkisini arastirmiglar ve hepatik TNFa, IL-1f3,
IL-6, NF-xB, p65 ve NO diizeylerini kontrol ve denek gruplarinda g¢alismislardir.
Diyabetik sicanlarda oral RSV uygulamasmin hepatik proinflamatuar sitokinlerin ifade
diizeylerini anlamli derecede azalttigini tespit etmisledir (Palsamy ve Subramanian, 2011).
Kumar ve digerleri diyabetik noropatide RSV’nin NF-kB'nin inflamatuar yolagi, COX2,
TNFa ve IL-6 diizeyleri iizerine etkisini arastirmiglardir. RSV uygulamasinin siganlarda
p65 ifadelenmesini azalttigini ve yilksek COX2, TNFa ve IL-6 diizeylerini iyilestirdigini
bulmuslardir (Kumar ve Sharma, 2010). Chang ve digerleri, STZ indiiklii TIDM'li hayvan
modellerinde RSV’nin oksidatif stres ve inflamatuar cevap iizerine etkilerini
arastirmiglardir. NF-xB ve proinflamatuar sitokin TNFo, IL-1p ve IL-6 diizeyleri ile
inflamatuar stresi degerlendirmislerdir. Diyabetik ve diyabetik olmayan gruplari
karsilastirmis ve TNFa ve IL-6 konsantrasyonlarinda belirgin bir fark bulamamislardir.

RSV uygulamasiyla diyabetik si¢anlarin karacigerlerinde NF-xB ve IL-1B diizeyleri
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anlamli bir azalig gosterirken, hepatik TNFa ve IL-6 diizeylerinde anlamli bir degisiklik
bulunamamistir. Sonug olarak, RSV’nin hem dokularda hem de hepatik inflamasyonda
(NF-xB ve IL-1pB) oksidatif stresi anlamli bir sekilde azalttigin1 géstermis ancak RSV ’nin
diyabetik dalakta (TNFa ve IL-6) proinflamatuar potansiyeli oldugu sonucuna varmislardir
(Chang, Chang, Huang ve Hung, 2012). Pektas ve digerleri, yapmis olduklari
caligmalarinda STZ indiikli diyabetik erkek wistar siganlarin karacigerleri {izerine
RSV’nin etkisini arastirmislardir. TNFa, IL-6 ve iNOS diizeylerini diyabetik si¢anlarda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulurken, RSV uyguladiklar1 diyabetik
sicanlarda, RSV uygulamadiklari gruba gore anlamli bir azalma saptamiglardir. Bunun yani
sira, RSV uyguladiklar1 diyabetik gruplarda RSV uygulamadiklar1 kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma bulmuslardir (Pektas ve digerleri, 2016). Palsamy ve digerleri., oral
RSV uygulamasinin STZ nikotinamid indiiklii diyabetik sigcanlarda TNFa, IL-13, IL-6 ve
NF-kB diizeylerinde anlamli bir azalmaya yol agtigini gostermislerdir. Ayrica, RSV
uygulanmis diyabetik si¢anlarin hem plazma hem de pankreas dokularinda lipid peroksit,
hidroperoksit ve protein karbonil diizeylerinin belirgin sekilde azaldigini saptamislardir.
Bu caligmalar1 sonucunda RSV’nin, diyabetik sicanlarin pankreatik beta hiicrelerinde
hiperglisemiyi azaltip, insiilin salinimini ve antioksidan yetenegi arttiran Onemli bir

antidiyabetik potansiyeli oldugu sonucuna varmiglardir (Palsamy ve Subramanian, 2011).

Diyabette yeni tedavi yontemleri gelistirmek adina son zamanlarda RSV ile ilgili
caligmalara siklikla bagvurulmaktadir. RSV’nin COX2 iizerindeki baskilayici etkisiyle
beraber NF-xB, iINOS, TNFa ve IL-6 iizerindeki etkilerinin de ortaya konmasi, diyabet

hastaligina yonelik islevsel bozukluklar1 anlamamiz agisindan 6nem tagimaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada STZ indiikli sicanlarin pankreaslarinda RSV uygulamasinin COX2,
INOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 mRNA diizeyleri lizerine etkisi arastirilmistir. Diyabetik
sigan grubu ile RSV uygulanmis diyabetik sigan grubu karsilastirildiginda COX2, iNOS,
NF-kB1, TNFa ve IL-6 mRNA diizeylerinde azalma gozlenmis ancak anlaml bir farklilik
saptanmamistir. Zhang ve digerleri, Newton ve digerleri, Mana ve digerleri, Surh ve
digerleri, Bertelli ve digerleri, Gao ve digerleri, Zheng ve digerleri, Palsamy ve digerleri,
Kumar ve digerleri, Pektas ve digerleri, Palsamy ve digerleri yapmis olduklar1 ¢alismalarda
RSV’nin inflamatuar faktorleri azalttigin1 bulurken, Chang ve digerleri, Yar ve digerleri
yapmis olduklar1 calismalarinda bizim bulgularimizla uyumlu olarak istatistiksel olarak

anlaml1 bir farklilik bulamamuislardir.
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Sonu¢ olarak, diyabetik si¢anlarda oksidatif stres ve proinflamatuar sitokin gen
ifadelenmelerinde artig saptanmis olup, RSV uygulamasinda bu genlerin ifadelerinde
azalma tespit edilmis olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir. Sonuglarimiz RSV’nin oksidatif stres ve inflamatuar genler {iizerine
anlamli etkisinin olmadigin1 gostermistir. Bu nedenle, STZ indiiklii diyabetik sigan
gruplarinda, diyabetik semptomlarin azaltilmast ve genlerin ifade diizeylerindeki
degisimlerin arastirildigi, diger antidiyabetik ilaglarin birarada kullanildigi farkli tedavi

stratejileri denenebilir.
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6. SONUC

Calismamizda, RSV’nin STZ ile diyabet modeli olusturulmus siganlarda ki inflamatuar
genlerin mRNA diizeylerine etkisi ve bu genlerin ifadelerindeki degisimlerin diyabet
hastalig1 ile olan iligkisi degerlendirilmistir. Yaptigimiz calismada RSV uygulamasinin
STZ indiiklii siganlarin pankreaslarinda COX2, iNOS, NF-kB1, TNFa ve IL-6 mMRNA
diizeyleri tlizerine etkisi arastirllmistir. Diyabetik sican grubu ile RSV uygulanmis
diyabetik sigan grubu karsilastirildiginda COX2, iNOS, NF-kB1l, TNFa ve IL-6 mMRNA
diizeylerinde azalma gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamustir.

Sonug olarak, diyabetik siganlarda inflamatuar genlerin ifade diizeylerinde artis bulunmus
olup, RSV uygulamasinin bu genlerin ifade diizeyleri iizerine istatistiksel olarak anlamli
bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda, sadece RSV
uygulamasinin diyabetle iligkili inflamatuar genlerin ifade diizeylerini degistiremeyecegi
diisiincesindeyiz. Bundan dolayi, diger antidiyabetik ilaglarin birarada kullanildigi daha

kapsamli arastirmalar yapilmasinin gerekli oldugu sonucuna varmaktay1z.
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sonucunda Cyclooxygenase-1  ( COX-1 ) ve Cyclooxygenase-2 ( COX-2 ) genlerinin
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