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OZET

Bu c¢alismanin amaci diyabetik siganlarin kalbi {izerine furanin olumsuz etkilerini ve
likopenin koruyucu etkisini antioksidan enzimlerin aktivitelerini, Malondialdehit (MDA)
diizeylerini ve ayrica 11k mikroskop goriintiilerini analiz etmektir. Diyabet, hiperglisemi ile
karakterize olup niifusun yaklagik % 5'ini etkilemektedir. Yaygin olarak artan sabit yasam
tarzi ve obezite nedeniyle hastalik yayginlasmistir. Karsinojen olarak siniflandirilan furan 1sil
islem gecirmis gidalarda tespit edilmistir. Likopen dokularda en ¢ok iiretilen karotenoiddir.
Antioksidan savunma mekanizmasinin tesvik etmesiyle aktivite kazanir. Ik grup olarak
kontrol, ikinci olarak diyabetik kontrol, STZ ile indiiklenmis diyabetik grup ile likopen (4
mg/kg), furan (40 mg/kg viicut agirligy), likopen (4 mg/kg) + furan (40 mg/kg viicut agirligr)
olmak {izere bes grup (her biri 7 hayvan) olusturulmustur. Sicanlar 28 giin sonra kesildi ve
disekte edildi. Kalp dokular1 deneysel ¢alisma igin alindi. MDA seviyesinde, antioksidan
enzim aktivitesinde ve kalbin histopatolojik yapisindaki degisimler degerlendirildi. Diyabet,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli olarak MDA seviyesinde artis ve antioksidan
enzim aktivitesinde azalma saglar. Furanla muameleli sicanlarda MDA seviyesinde artis
olurken GST, CAT, SOD ve GPx aktivitelerinde dnemli bir azalma goriilmiistiir. Likopen
verilmesi tiim antioksidan enzim aktivitesinde artisa ve MDA miktarinda azalmaya sebep
olmustur. Patolojik ¢alismalar dogrultusunda, diyabetik kontrol olan siganlarda degisiklikler
goriilmiistiir. Histolojik zararlar diyabetik furan gruplarinda ¢ok daha ciddidir. Likopen
uygulamasi furanin sebebiyet verdigi histopatolojik degisimlere karsi koruyucudur. Fakat

tam bir koruma saglamamustir.

Anahtar Kelimeler: Furan, Likopen, Diyabet, Kalp, Oksidatif stres
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ABSTRACT

The object of this work was to search the adverse effects of furan and preventive effect of
lycopene on heart of diabetic rats by analyzing activities of antioxidant enzymes, MDA
levels and also light microscopic examination. Diabetes is characterized by hyperglycaemia,
and affects nearly 5% of the population. It is increasingly common, because of increases in
the prevalence of a sedentary lifestyle and obesity. Furan which is classified as a possible
carcinogen was detected in foods that had undergone thermal treatment. Lycopene is the
most generous carotenoid in tissues. It may show activation via promoting to the
antioxidative defense mechanism. Five groups (7 animals in each) were formed where the
first was served as a control, second was served as a diabetic control, whereas the remaining
STZ induced diabetic groups were treated with lycopene (4 mg/kg b.w.), furan (40 mg/kg
b.w.) and a combination of lycopene and furan. The rats were sacrificed and dissected after
28 days. The heart tissues were taken for examinations. Changes in malondialdehide levels,
activities of antioxidant enzymes and histopathology of heart were evaluated. Diabetes
increased the level of MDA and decreased enzyme activities compared with control
significantly. Animals treated with furan showed a significant increase in MDA levels,
whereas, GST, CAT, SOD and GPx activities were found to decrease significantly.
Lycopene supplementation caused increases in all antioxidant enzyme activities and
decreases in MDA contents. As for the pathological studies, diabetic control rats have proven
changes. Histological damages were more severe in diabetic furan group. Lycopene
supplementation was protective against furan caused histopathological changes. But it not
protect completely.

Key Words: Furan, Lycopene, Diabetes, Heart, Oxidative stress
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1. GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Besinler 1s1iya maruz kaldiklarinda ¢ok fazla miktarda madde agiga ¢ikmakta ve pek
cok toksik bilesik olugsmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda 1s1 sonucu agiga
¢ikan bazi bilesiklerin hayvan modellerinde ya da hiicre mutajenite testlerinde

karsinojen olarak tanimlanan toksik Ozellikte yapiya sahip oldugu tespit edilmistir

[1].

Son yillarda benzilpirenler gibi poliaromatik hidrokarbonlar1 da igeren c¢esitli
bilesiklerin var oldugu tammmlanmustir. Isvecli arastirmacilar tarafindan yine son
yillarda ¢ok sayida pigmis besinde (120 °C lizerinde kizarmis, firinlanmis besinler)

akrilamid varlig1 tespit edilmistir [1].

Besinlerde genelde, 1siyla indiiklenen toksik maddelerin olusumu pisirme siiresine,
sicakliga ve teknige gore degisiklik gostermektedir. Genellikle kizarmis ve 1zgarada
pisen besin maddelerinin kaynatilanlara gore daha yiiksek miktarda toksik bilesik
olusturdugu tespit edilmistir. Bu bilesiklere insan maruziyeti olduk¢a fazladir ve
miktarlar1 nanogramdan grama kadar degisiklik gosterebilmektedir. Heterosiklik
aminler, nitrozaminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve akrilamid, haklarinda
bilgi sahibi olunan ve yaygin olarak bulunan bilesiklerden iken; furan ve 5-
hidroksimetilfurfural gibi bazi bilesikler toksikolojik bilgisi smirli olan bilesikler
arasinda yer almaktadir. Bu bilesiklerden bazilarinin muhtemelen beslenmeyle iligkili
kanserlere neden olabilecegi bildirilmesine ragmen kesin toksikolojik degerlendirme
icin bekleyen pek ¢ok bilinmeyen maddenin de bulundugu disiiniilmektedir
[2, 3].

1.1 Furan Maddesi

Furan maddesi bir¢cok besinlerde olusan kimyasallar gibi 1s1 etkisiyle olusan bir
madde olup konserveleme ve kavanozlama gibi islemler sonucunda da
olusabilmektedir. Asagida cesitli kimyasal 6zellikleri verilmistir.

Renk : Renksiz

Koku : Eterik



Kaynama noktasi :32°C

Donma noktasi 1 -85,6 °C

Grubu : Siklik ve dietil eter
Molekiiler formiulia : C4H4O

MA : 68,07 g/mol molekiil [4]

Bir¢ok sanayi alaninda da kullanilan furan 6zellikle plastik, herbisitler ve ilaglar gibi
bazi organik bilesiklerin olusturulmasinda kullanilmaktadir. Furan ve tiirevleri
kahve, konserve etler, siit tozu, findik, hidrolize soya proteini, kolza tohumu proteini,
balik gibi yiyeceklerin yani sira sisin bilesiminde ve sigara dumaninda da yer

almaktadir [5, 6].

fIk olarak varligi kahvede tespit edilen furanin kahve tiiketimi yoluyla yiiksek
miktarlarada alindig1 belirlenmistir [7]. Ayrica domates, portakal suyu, findik
tiirlinlin farkl sicakliklarda ve zamanlarda 1sitilmasiyla, bebek mamalarinin konserve

ve kavanozlarinda yiiksek miktarlarda furan oldugu belirlenmistir [8-10].

Yapilan arastirma sonuglarina gore furanin toksik etkisi ile ilgili olarak EFSA
(Avrupa Gida Giivenligi Kurumu) tarafindan bir degerlendirime yapilmigtir. Buna
gore deney hayvanlarinda uygulanan doza bagl olarak genotoksik mekanizma inhibe
edilerek ¢ok sayida organda kanser olusumu goriilebilir [10]. Bu maddenin canlilarda

kanserojen olmasi insanlar i¢in de kanserojen olabilecegini gostermektedir [11].

Yapilan bir ¢alismada furanin artan dozlarinin (1.0, 2.0, 4.0 ve 8.0 mg/kg) fare
karaciger dokusunda hepatoseliller adenoma ve karsinomaya neden oldugu
goriilmiistiir [12]. Baska bir g¢alismada ise hepatik ve renal nekroz olustugu

gozlenmistir [13].

1.2. Likopen
Llikopen en fazla domates (Lycopersicum esculentum)’de olmak {izere karpuz
(Citrillus lanatus), pembe greyfurt (Citrus paradisi) gibi meyvelerde bulunan ve bu

meyvelere kirmizi rengini veren bitkisel kaynakli bir karatenoiddir [14].



Diiz zincirli alifatik yapida olan bir hidrokarbon olan likopen tetraterpen (C4OHe,)

yapida olup, 8 tane izopren (CsHg) iinitesinin birlesmesinden meydana gelmektedir

[15].

a-karoten, B-karoten ve B-kriptoksantin A-vitamini Onciisii olup bitkisel besinlerle
alman karotenoidlerdir ve insan saglig1 icin dnemli bilesiklerdir. Ozellikle B-karoten
molekiiler yapisi nedeniyle 6zellikle singlet oksijen olmak iizere serbest radikalleri
notralize eder ve lipit antioksidani olarak gorev yapar [16]. Bu o6zellikleri nedeniyle
kalp rahatsizliklari, kanser, dejeneratif goz hastaliklar1 gibi hastaliklarda koruyucu

olabilecegi belirlenmistir [17-19].

Karotenoidler grubundan olan likopen domates ve iiriinlerinde ¢ok fazla olup
islenmis triinlerdeki likopenin biyoyararliligin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
[20]. Yapisinda yer alan siklik halkanin a¢ilmis olmast nedeniyle serbest radikalleri
daha yiiksek kapasitede temizlemekte ve  Thiicreler arasindaki baglar
giiclendirmektedir. Hiicre metabolizmasin1 diizenlemesinden dolay1, kolesterol
diistirticii, gogiis, rahim, karaciger, prostat kanserlerinden koruyucu, kalp damar
hastaliklar1 ve yaslanma siirecini yavaslatmaktadir [21-23]. Likopen in vitro
ortamlarda gii¢li bir antioksidan ozellik gosterirken in vivo DNA, protein ve

lipitlerin oksidasyonuna karsi koruyucudur [24].

1.3. Diyabetes Mellitus (DM)

Diyabetes mellitus (DM), insiilinin yetersiz salgilanmas1 veya etki mekanizmasinda
meydana gelen bozukluk neticesinde, olusan kronik bir metabolizma hastaligidir [25]
ve kan glikoz seviyesindeki bozukluklara neden olur. Bu hastalik hiperglisemi ile
karakterizedir [26]. Uzun yillardir goriilen metabolik bir hastalik olup 2025 yilinda

350 milyona ulasacagina inanilmaktadir [27].

DM, akut metabolik komplikasyonlarin yani sira, uzun dénemde vaskiiler, bobrek,
retinal ya da noropatik bozukluklara yol acan, morbitide ve erken mortalite riski

yiiksek bir hastaliktir [28]. Diyabetik hastalarda kan glukoz seviyesini kontrol etmek,



kalpte olusacak zararlarinda oniine gecilebilecektir [29]. Diyabetle dmiir uzunlugu
arasinda bir iliski oldugu ortaya konulmustur. Bundan dolay1 kardiyak zararlar ve
kardiyovaskiiler bozukluklarin diyabet ile olusumu 6liim oranlariyla yiiksek derecede

ilskilendirilmistir [30].

Cesitli risk faktorlerinin biyolojik siiregler i¢inde olusturduklari oksidatif stres,
kardiyovaskiiler bozuklukar ile diyabetin meydana getirdigi komplikasyonlar ortak
olabilir. Hatta bu siireglerin olusumu diyabetin gelisimine katki saglayabilir [31, 32]

ve diyabetin patogenezinde 6nemli olarak kabul edilirler.

Diyabet ile karotenoid miktar ile iliskili olarak meydana gelebilecek hastaliklardan
biri de retinopatidir. Karotenoid eksikliginden olusan diyabetik retinopatide
karotenoidlerin dolagimdaki diizeyleri diyetle alinan miktarina biiylik ol¢iide baglidir
ve prooksidasyon/antioksidan dengesi iizerine etkilidir. Likopenin, total antioksidan
diizeyini artirarak, MDA-LDL (Malondialdehit- Diisiik Yogunluklu Lipoprotein)
yapimini inhibe edip T hiicre-bagimli adaptif (pro-aterojenik) immiin cevabini
hafifletmis olmasi muhtemeldir. Bu arada likopen, makrofaj ve kopiik hiicre
olusumu, 0X-LDL alimini, dogal bagisikligin artirilmas: ve dolayisiyla 6nlenmesi ile
ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak {izere uzun vadeli diyabetik

komplikasyonlarin 6nlenmesinde etkili olabilecegi diigtiniilmektedir [33, 34].

1.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikallerin hiicrede artmasiyla oksidatif stres olusur. Bir atom veya
molekiilden bir elektron azalmasi veya eklenmesi sonucu serbest halde dis
yoriingesinde eslesmemis elektron meydana gelir. Bu yap1 hiicredeki organik
molekiiller i¢in tehlikeli olup reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yiliksek oranda

reaktif kisa omiirlii bilesiklerdir [35].

Antioksidan bilesikler, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerini (ROT) temizleyen radikal
temizleyiciler olarak bilinirler. Antioksidanlar biyolojik zarlari oksidanlara karsi
korurlar [36]. ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri)’lara karsi savunma mekanizmalari

antioksidan enzimler ve karotenoidler gibi serbest radikallerin temizleyicilerini



iceren besinlerden olugmaktadir. Ancak bu dengedeki degisim DNA, lipid ve
proteinlere zarar verebilir [37]. Neyse ki, serbest radikallerin zararli etkileri
antioksidan takviyesi yoluyla iyilestirilebilir [38]. Ozellikle domates ve pembe
greyfurtta bulundugu tespit edilen likopen serbest radikalleri kovucu 6zelliginden
dolay1 tavsiye edilen besinler arasindadir [39]. Bundan dolayi likopen oksidatif strese

bagli bozukluklar ve kanser i¢in 6nemli bir rol oynayabilir.

Serbest radikallerin asil hedefi hiicre zarlarindaki doymamis yag asitleridir. Bunun
yanisira zar proteinlerine, hiicresel proteinlerin amino grubu, fosfolipidler ve niikleik
asitlere de zarar vermektedir [40, 41]. Lipid peroksidasyonun sonucu olusan aldehid
tiirevi olan malondialdehit (MDA) ii¢ ya da daha fazla ¢ift bag igerir [42-44]. MDA,
membranda bulunan bilesiklerin, ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden
olmaktadir. Zar yapisindaki bu degisiklikler zar fizyolojisini bozmaktadir. Bu durum
membranin yapisinda, iyon gegislerinde ve enzim aktivitelerinde degisikliklere neden

olarak mutajenite, genotoksisite ve karsinojenite olusumlarini baslatir [45- 46].

Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin olusturdugu
istenmeyen molekiilleri yok etmeye calisir [47]. SOD (Siiperoksid dismutaz), CAT
(Katalaz), GST (Glutatyon-S-transferaz) ve GPx (Glutatyon peroksidaz) enzimatik
savunma sistemini olustururken likopen, glutatyon, membrana baglanabilen a-
tokoferol ve B-karoten, askorbat, transferrin, seruloplazmin ve bilirubin ise enzimatik

olmayan savunma sistemini olusturmaktadirlar [48-50].

Enzimatik antioksidanlardan olan SOD, hepatositlerin, eritrositlerin ve beyin
hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. O

H,0,-ye doniistiiren reaksiyonu katalizler [51, 52].

Yapisinda Fe** bulunduran 4 hem grubundan olusan CAT Karaciger, eritrosit ve
bobrekte yogundur [53-56]. CAT enzimi hepatositlerin mitokondrisinde ve
eritrositlerin stoplazmasinda bulunurken, diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir

[57]. H20; <yi suya doniistiiriir.



GPx enzimi 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu yiikseltgerken H,O5’i de suya
cevirir ve boylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidatif strese kars1 korur. E
vitamini 1ile birlikte hiicre zarlarimi korur. Enzimin yapisinda yer alan selenyum

eksikligi goriiliirse GPx yetersizligi olusur [54].

GST glutatyonun konjugasyonunu saglarken ayni zamanda toksik maddelerin

temizlenmesinde rol alir [58].

1.5. Kalp Yapis1

Kalp, biiyiik ¢ogunlugu kas dokusundan (kalp kasi) yapili, ritmik olarak kasilip
gevseyen kese seklinde ve dort odacik igeren bir organdir. Ustteki iki odacik atrium,
alttaki diger ikisi ventrikiillerdir. Sag atrium viicuttan gelen vendz kani toplar. Bu
kan, sag atriumdan, sag ventrikiile gecer ve sag ventrikiil ven6z kani temizlenmek
tizere akcigerlere sevk eder. Sol atrium, akcigerlerden gelen arteriyal kani toplar.
Kan, buradan sol ventrikiile ge¢mesini takiben, sol ventrikiilden biitiin viicuda
yayilir. Kalbin duvart ili¢ esas tabakadan yapilidir. Bunlar icten disa dogru;
endokardiyum, miyokardiyum ve epikardiyum tabakalaridir [59].

Kalp, enerji iiretimini saglayan mitokondriyal fonksiyonlar nedeniyle dnemli bir
organdir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu oksidatif stresin olusumuna neden
olmaktadir bu da hipoksi, iskemi-reperfiizyon ve norodejeneratif hastaliklarin

olusumuna yol agar [60].

Su ana kadar diyabetik sicanlarda furanin neden oldugu kardiyotoksisite ve likopenin
koruyucu etkileri ile ilgili goz 6niinde bulunduracak herhangi bir bilgi yoktur. Bu
nedenle, bu ¢alismanin amaci, diyabetik si¢canlarda furanin kardiyotoksisitesi tizerine
likopenin koruyucu ve anti-oksidatif roliinii orataya koymaktir. Bunun i¢in, kardiyak
zararin olusumunda gosterge olan GPx, CAT, GST ve SOD aktivitesi, MDA seviyesi
ve patolojik degisimler tizerine likopenin potansiyel etkisi tespit edilmeye

caligilmistir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Deney Hayvanlarn

Calisma i¢in Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay
alimmistir. Bu ¢alismada madde uygulamasi yapilan 35 adet erkek Wistar rat (300-
320 gr) Cukurova Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’nden temin edilmistir. Ratlar 6zel kafeslere her kafeste 7 rat
olacak sekilde rastgele yerlestirilmistir. Toplamda 5 grup olusturulmustur. Standart
laboratuvar diyeti ve su ile beslenen hayvanlara 18-22 °C oda sicakliginda,
aydinlik/karanlik (12 saat/12 saat) fotoperiyodu uygulanmistir. Ratlar uygulama

yapilmadan 10 giin 6nce karantina altina alinmiglardir.

2.2. Kimyasallar

Deneyde ratlara 3 madde uygulanmistir. Bunlar;
- Streptozotosin (STZ)

- Furan

- Likopen

Uygulanan bu kimyasal maddeler ile deney esnasinda kullanilan biitiin diger
kimyasallar Sigma’dan temin edilmistir. Furan [61] ve likopen [62] misir yaginda

¢oziildiikten sonra hayvanlara uygulanmistir.

2.3. Calisma Plam

Kimyasallar sabah saatlerinde (09.00-11.00 arasinda) a¢ olmayan ratlara
uygulanmistir. Furan uygulamasi likopen uygulamasindan 1 saat sonra yapilmstir.
Deney 28 gilin siirmiistiir ve maddeler ratlara her giin bir defa gavaj yoluyla
verilmistir. Deneyde olusturulan gruplar ve gruplardaki hayvanlara uygulanan madde
miktarlar1 Cizelge 1°de verilmistir. Toplamda 5 grup olusturulmustur. Bunlar;

1. Grup: Kontrol grubu

2. Grup: Diyabetik Kontrol grubu

3. Grup: Diyabetik Furan uygulanan grup

4. Grup: Diyabetik Likopen uygulanan grup

5. Grup: Diyabetik Furan + Likopen uygulanan grup



Tablo 1. Deneyde olusturulan gruplar ve uygulanan madde miktarlar

Grup Hayvan | Uygulanan madde | Uygulama
Gruplar
No sayis1 miktari siiresi
1 Kontrol 7 Misir yagi (1 ml/kg)
_ _ 55 mg/kg STZ
2 Diyabetik Kontrol 7
Misir yagi (1 ml/kg)
N
55 mg/kg STZ g
3 Diyabetik Furan 7 99 \&:
40 mg/kg Furan S
e
_ o 55 mg/kg STZ 8
4 Diyabetik Likopen 7 ) S0
4 mg/kg Likopen §
55 mg/kg STZ =
O
5 Diyabetik Furan + Likopen |7 40 mg/kg Furan g
en
4 mg/kg Likopen X

2.3.1. Kontrol Gruplan

Kontrol gruplarinda her bir rata giinliik 1 ml/’kg misir yaginda oral gavaj yoluyla

verilmistir.

2.3.2. Furan Uygulanan Grup

Her bir rata giinliik 40 mg/kg furan, misir yaginda i¢inde ¢oziilerek oral gavaj

yoluyla verilmistir.

2.3.3. Likopen Uygulanan Grup

Her bir rata giinliik 4 mg/kg likopen, misir yaginda igerisinde ¢oziilerek oral gavaj

yoluyla verilmistir.

2.3.4. Furan + Likopen Uygulanan Grup

Her bir rata giinliik olarak 4 mg/kg likopen ve uygulamasindan 1 saat sonra ratlara 40

mg/kg v.a furan hazirlanarak oral gavaj yoluyla verilmistir.




2.4. Diyabet Olusturulmasi

Her bir rata tek doz halinde 55 mg/kg STZ, 0.1 M sodyum sitrat tamponunda (pH
4.5) diltie edilerek intraperitonal (i.p) enjeksiyonla verilmistir. Enjeksiyondan 2 giin
sonra STZ uygulanmis hayvanlarin kuyruklarindan kan alinarak glikometre ile
glukoz diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Alinan kanda kan glukoz diizeyi 300 mg/dl iizerinde

olan ratlar diyabetik olarak kabul edilmistir [63].

28 giin sonunda ratlar, ketamin (45 mg/kg) + ksilazin (5 mg/kg) kombinasyonu ile
intramuskular (i.m) olarak bayiltilarak disekte edilmistir. Daha sonra her bir ratdan
histopatolojik incelemeler ve MDA seviyesi ile antioksidan enzim (SOD, CAT, GPx,
GST) aktivitelerini aragtirmak i¢in kalp dokusu 6rnekleri alinmastir. Isik mikroskobu
icin alman doku ornekleri tamponda yikanmis sonrasinda formaldehit fiksatifine
alimmigtir. Enzim aktiviteleri ve MDA diizeyinin belirlenmesi i¢in ayrilan kalp

dokular1 daha sonra galisilmak iizere -80°C’de saklanmustir.

MDA seviyesini ve SOD, CAT, GPx, GST aktivitelerini arastirmak i¢in alinan ve de
-80°C’de saklanan doku Ornekleri IKA T18 marka homojenizator ile
homojenizasyon tamponunda (pH 7.4) 3 dakika siireyle homojenize edilmistir.
Miktar ve aktivite tespiti, Shimadzu UV-1800 (Shimadzu 1800, UV/VIS
Spektrofotometre, Kyoto, Japan) marka spektrofotometre ile 6rneklerin absorbansi
oOlgiilerek yapilmistir. Lowry ve ark., [64]’nin gelistirdigi metot ile protein igerigi
belirlenmistir. Biitiin bu islemler 4 °C’de yapilmistir. MDA seviyesi ve enzim
aktivite tayini sirasinda yapilan santrifiij islemleri 4 °C’de sogutmali santrifiij ile

yapilmistir (NF 800R, NUVE).

2.5. Malondialdehit Miktarimin Belirlenmesi

Stipernatantlar MDA miktarinin tayini i¢in 10 dakika 4.000 g’de santrifiij edilmistir.
Ohkawa ve ark., [65]'nin metodu kullanilarak tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyona giren lipid peroksidasyon (LPO)’un son iriinii olan MDA miktari
Olclilmiistir. TBA ilave edilmis olan karigimin spektrofotometrede 532 nm’de

absorbansi okunmustur. MDA miktari nmol/mg protein olarak verilmistir.



2.6. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.6.1. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar SOD enzim aktivitesinin tayini i¢in 4 °C’de 10 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmistir. Aktivite tayini i¢in Marklund ve Marklund’un [66] metodu
kullanilmistir.  Oncelikle kiivetlere Tris-EDTA tamponu ve farkli hacimlerde
siipernatant eklenerek {lizerlerine enzim kaynagi ilave edilmistir. Ardindan bu
karisimlara pyrogallol konulmus ve spektrofotometrede 440 nm’de absorbans
Olciimii yapilmistir. Hesaplamalar yapildiktan sonra aktivite U/mg protein olarak

verilmistir.

2.6.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar CAT enzim aktivitesinin tayini icin 4 °C’de 10 dakika 1000 g’de
santrifiij edilmistir. Aktivite, Aebi [67] tarafindan ortaya konulan metot ile tayin
edilmistir. Ilk etapta siipernatanta peroksizomlardaki CAT’1 ag13a ¢ikarmak amaci ile
Triton X-100 ilave edilmistir, daha sonra H,O, eklenmis ve absorbans 240 nm’de
Olglilmistiir. Hesaplamalarin ardindan enzim aktivitesi mmol/mg protein birimiyle

verilmistir.

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar GPx enzim aktivitesinin tayini igin 4 °C’de 20 dakika 16.000 g’de
santriflij edilmistir. GPx aktivitesinin belirlenmesi igin Paglia ve Valentine [68]nin
metodu uygulanmistir. Bu yontem, GR’nin 340 nm’de nikotinamid-adenin-
diniikleotid hidrojen fosfat’s (NADPH) okside etmesi ile olusan absorbansin
Olglilmesi prensibine dayanmaktadir. NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid
fosfat (NADP)’a yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur,
boylece dolayli olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu karisimin
tizerine H,O, eklenerek enzimatik reaksiyon baglatilmis ve 3 dakika boyunca 340
nm’de azalan absorbanslar okunmustur. Enziminin spesifik aktivitesi nmol/mg

protein olarak verilmistir.
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2.6.4. Glutatyon-S-transferaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Siipernatantlar GST enzim aktivitesinin tayini igin 4 °C’de 20 dakika 16.000 g’de
santrifiij edilmistir. GST aktivitesinin belirlenmesinde Habig ve ark. [69] nin metodu
kullanilmigtir. Enzim aktivitesi tayini 340 nm’de, GST enzimi tarafindan 1-chloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB), indirgenmis glutatyon (GSH) ile konjuge edilerek
GSH’1n oksidasyonuna bagli olarak yapilmistir. Gerekli hesaplamalarin sonrasinda

aktivite umol/mg protein olarak verilmistir.

2.7. Isik Mikroskobu Incelemeleri

Disekte edilen hayvanlardan alinan kalp dokulari 151k mikroskobu incelemeleri igin
formaldehit i¢ine konularak tespit edilmistir. Fiksasyon asamasinin ardindan yikama
ve dehidrasyon islemleri yapilmistir. Daha sonra dokular parafin bloklar haline
getirilmistir. Hazirlanmis olan bloklardan mikrotom (Leica RM2255) ile 6-7 p
kalinliginda kesitler alinmigtir. Bu kesitler hematoksilen-eozin ile boyanmis, fotograf
makinesi atagmanli Olympus BX 51 (Olympus Corp., Tokyo, Japan) marka

mikroskop ile incelenmis ve fotograflart ¢cekilmistir.

2.8. Verilerin Degerlendirilmesi
Tezde wverilen istatistiksel analizlerin tamami: Windows SPSS 20.0 bilgisayar
programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey testi ile yapilmistir.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Enzim Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

SOD, CAT, GPx ve GST enzim aktiviteleri bakimindan diyabetik kontrol grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda enzim aktivitelerinde azalma gozlenmistir (P <
0.05). Ancak diyabetik likopen grubu diyabetik kontrol ile karsilastirildiginda enzim
aktivitelerinde anlamli bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Enzim aktiviteleri
bakimindan en fazla azalma furan uygulanan diyabetik ratlarda Olgiilmistiir.
Diyabetik furantlikopen grubu diyabetik furan grubu ile kiyaslandiginda enzim

aktivitelerinde istatiksel olarak anlamli bir artigin oldugu goriilmustiir (Sekil 1- 4).

16 - 289un

SOD (U/mgprotein)

dFuran

0
5
c
Q
¥

dFuran +
Likopen

dKontrol
cdLikopen

Sekil 1. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarimin kalp SOD aktiviteleri

Stitunlar tizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni1

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.



CAT (mmol/mgprotein)
O=1MwWkEkoo-~]ow

Kontrol
dKontrol
dLikopen
dFuran

dFuran+Likopen

Sekil 2. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarinin kalp CAT aktiviteleri

Stitunlar tizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

28 giin

GPx (nmol/mgprotein)

Kontrol
dKontrol
dLikopen
dFuran
dFuran+
Likopen

Sekil 3. Kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarinin kalp GPx aktiviteleri

Stitunlar tizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.
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28 giin

Kontrol
dKontrol
dLikopen
dFuran
dFuran +
Likopen

Sekil 4. Kontrol gruplar1 ve uygulama gruplarinin kalp GST aktiviteleri

Stitunlar tizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

3.2. MDA Miktarinin Degerlendirilmesi

MDA seviyesi bakimindan diyabetik kontrol grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MDA seviyesinde artis gézlenmistir (p < 0.05). Ancak diyabetik
likopen grubu diyabetik kontrol ile karsilastirildiginda MDA seviyesinde anlamli bir
azalma meydana geldigi goriilmiistiir. MDA seviyesi bakimindan en fazla artis furan
uygulanan diyabetik ratlarda olglilmistiir. Diyabetik furan+likopen grubu diyabetik
furan grubu ile kiyaslandiginda MDA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir

azalmanin oldugu goriilmiistiir (Sekil 5).
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Sekil 5. Kontrol gruplari ve uygulama gruplarinin kalp MDA seviyeleri

Stitunlar tizerindeki harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir, ayni

harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir.

3.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda bulunan ratlarin kalplerine ait histolojik kesitlerde 1s1k mikroskobu
ile yapilan incelemelerde kalp hiicreleri olan miyositler ve bag doku normal yapida
goriilmektedir (Sekil 6). Diyabetik kontrol (Sekil 7) ve diyabetik likopen (Sekil 8)
uygulanan ratlarin kalplerinde fibrillerde disorganizasyon tespit edilmistir. Furan
verildikten 4 hafta sonra diyabetik ratlarin kalplerinde bag dokuda odem,
miyositlerde dejenerasyon, fibrillerde disorganizasyon tespit edilmistir (Sekiller 9-
11). Diyabetik ratlara furantlikopen ile muameleden 4 hafta sonra kalp kasi
fibrillerinde bag dokuda daha az 6dem ve bazi miyositlerde de dejenerasyon tespit
edilmistir (Sekiller 12, 13).
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Sekil 6. Kontrol grubu ratlarin kalp dokusunun histolojik yapisi. X400

Sekil 7. Diyabetik kontrol grubu ratlarin kalp dokusunun histolojik yapisi. X400.
Fibrillerde disorganizasyon (—).

16



g

Sekil 8. Likopen uygulanmis diyabetik ratlarin kalp dokusunun histolojik yapisi.
X400. Fibrillerde disorganizasyon (—).

Sekil 9. Furan uygulanmig diyabetik ratlarin kalp dokusunun histolojik yapisi. X400.
Bag dokuda 6dem (3k), fibrillerde disorganizasyon (—).
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Sekil 10. Furan uygulanmis diyabetik ratlarin kalp dokusunun histolojik yapisi.
X400. Miyositlerde dejenerasyon (A).

AR T O TR i LY
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Sekil 11. Furan uygulanmis diyabetik ratlarin kalp dokusunun histolojik yapisi.
X400. Miyositlerde dejenerasyon (&), fibrillerde disorganizasyon (—).
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Sekil 12. Furant+Likopen uygulanmis diyabetik ratlarin kalp dokusunun histolojik
yapist. X400. miyositlerde dejenerasyon (A).
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Sekil 13. Furan+Likopen uygulanmis diyabetik ratlarin kalp dokusunun histolojik
yapisi. X400. Bag dokuda 6dem (k).
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4. TARTISMA VE SONUC

DM diinya genelinde insan sagligini tehdit eden metabolik bir bozukluktur [40]. Bu
yiizden tiim canlilar1 etkileyen diyabet konusunda c¢alismalar yapmak oldukga
onemlidir. STZ nin sebep oldugu DM hiicrelerde oksidatif stres olusturarak
hiperglisemi olusumunu tetikler. Seker hastalarinda hiperglisemi glikoz ve lipid
metabolizmasinda ve antioksidan enzim aktivitelerinde degisimler gozlenmektedir
[26]. Oksidatif zarara yol acan kimyasallarin belirlenmesinde en yaygin olarak
kullanilan enzimler ise sunlardir: SOD, CAT, GST, GPx. Bu ¢alismamizda diyabetik
kontrol ile kontrol grup karsilastirdigimizda antioksidan enzim aktivitesinde azalma
oldugu tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da diyabetin antioksidan

enzim aktivitelerinde degisimler meydana getirdigi tespit edilmistir [70-72].

Cesitli kimyasallarin hiicresel antioksidan enzim aktivitelerini azalttigi ortaya
konulmustur. Bircok ¢alismada furana maruz kalan insan ve hayvanlarda
biyokimyasal ve fizyolojik bozukluklar oldugu tespit edilmistir [72, 73]. Bu
calismada diyabetik furan uygulamali sicanlarda SOD, CAT, GST ve GPx
aktivitelerinde 6nemli bir azalma olugmustur. Selmanoglu ve ark. [75] nin yaptiklar
benzer bir calismada furanla muamele edilen sicanlarin antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma oldugu ortaya konulmustur. Enzim aktivitelerindeki bu azalma
hiicrede ROT miktarindaki artistan kaynaklanmaktadir [75].

Hiperglisemi sonucu olusan ROS hiicreye birgok yolla zarar vermektedir. Diyabette
zarar gormiis hiicreler ikincil komplikasyonlarin olusumuna neden olur. Bu yiizden
diyabette meydana gelen oksidatif stresin kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumuna
biiyiikk bir katkist oldugu disiintilmektedir [26]. Bu yiizden oksidatif stres bu
hastaliga neden olan en biiyiik sebeplerden biri olarak goriilmektedir [75, 76]. Pandir
ve ark. ve Kalender ve ark. [77, 78] calismalarinda MDA artisi ile diyabet arasinda
bir iliskinin oldugunu gostermislerdir. MDA lipid peroksidasyon seviyesinin
gostergesidir. Oksidatif stres ROT un artmasiyla olusan LPO araciligiyla oksidatif
zarar olusturur. Bu calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Yiiksek miktarda
MDA Kkalp dokusunda agir1 miktarda ROT un tiretilmesiyle meydana gelmistir. Daha

onceki caligmalarda arastirmacilar bir¢gok organda LPO’nun arttigmi buna baglh



olarak MDA miktarinin da arttigin  gostermislerdir [70- 72]. Kimyasallar
hayvanlarda ve insanda LPO’nu arttirir ve hiicrelerde oksidatif strese sebep olur.
Furan canlilarda istenmeyen etkilere sebep olmustur [73]. Artan MDA seviyeleri
furan toksisitesini arastiran Selmanoglu ve ark. [74] tarafindan da gosterilmistir. Bu
calismada, furanla muamele edilmis si¢canlarda LPO artist MDA seviyesi kullanilarak
degerlendirilmistir. Furanla ilgili yapilan son ¢alismalarla ROT iiretiminin LPO’ nu
tetikledigi ve bdylelikle olusan oksidatif stress araciligiyla furanin toksik etki

gosterdigi ortaya konulmustur [79, 80].

Birgok dokuda diyabetin histolojik degisimlere sebep oldugu gesitli ¢alismalarda
gosterilmistir  [70, 81, 82]. Kalp, enerji iretimini saglayan mitokondriyal
fonksiyonlar nedeniyle 6nemli bir organdir. Oksidatif stres mitokondriyal fonksiyon
bozuklugu olusumuna neden olmaktadir bu da hipoksi, iskemi-reperfiizyon ve
norodejeneratif hastaliklarin olusumuna yol agar [83]. Bu calismada tek doz STZ
uygulanmasinin diyabetik kontrol grubunda disorganizasyon olarak adlandirilan
histopatolojik degisime sebep oldugu ortaya konulmustur. Bu bulgular diyabetik
bireylerde eozinofilik miyokardiyal fibriller ve bag dokuda 6dem tespit eden Bas ve
ark., Chen ve ark. ve de Cong ve ark. [84-86] tarafindan yapilan calismalarla da
uyum igerisindedir. Kimyasallar karaciger, bobrek ve testisler gibi organlarda
histopatolojik degisimlere sebebiyet verebilmektedir. Kimyasallarin ratlarda
kardiyotoksik etkilere neden oldugunu belirten ¢aligmalar mevcuttur [83].
Kimyasallarin tehdit ettigi organlardan biride kalpdir. Bu calismada sicanlarin kalp
dokularna furan verilmesiyle olusan oksidatif stres araciliiyla patolojik bulgular
artmistir. Furan uygulamali diyabetik si¢anlarda disorganizasyon, bag dokuda 6dem,
kalp kas hiicrelerinde dejeneratif degisimler goriilmistir. Diyabetik kontrol
grubundaki si¢anlarda ise sadece disorganizasyon goriilmiistiir. Bu patolojik
degisimler ROT iiretiminden ve antioksidan enzim aktivitelerinin azalmasindan
kaynaklanabilir. Daha once yapilan bir calismada kardiyotoksisitenin patogenezinden
agirlikli olarak serbest radikallerdeki ve lipid peroksidasyon iirlinlerindeki artis,

antioksidan enzimlerdeki azalma sorumlu tutulmaktadir [87].
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Yeni arastirmalar bitki ekstraklari ve bitkilerden elde edilen bazi kimyasallarin doku
ve hiicrelerdeki istenmeyen degisimleri degistirebilecegini  gostermektedir.
Antioksidan maddelerin oksidatif diizenlemede rolleri bulunmaktadir [87]. Cesitli
calismalarda likopenin antioksidan potansiyeli arastirilmis olup kardiyovaskiiler
bozukluklar ve kanser gibi kronik hastaliklarda koruma sagladigi tespit edilmistir
[87]. Likopenin, kimyasallarin sebep oldugu zarara karsi hiicre zarlarindaki lipid
peroksidasyonuna ve radikallere karsi set olusturarak hiicreleri bu zararlara karsi
korudugu gosterilmistir [86]. Bu ¢alismamizda, likopen uygulamali diyabetik kontrol
grubu diyabetik grup ile karsilastirildiginda MDA seviyelerinin daha diisiik,
antioksidan enzim aktivitelerinin daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur. Ayrica
furandan kaynaklanan artan MDA seviyesi ve azalan enzim aktivitelerinin likopen
tarafindan diizeltildigi goriilmistiir. Ancak likopen uygulamali diyabetik kontrol ve
diyabetik control gruplari arasinda patolojik sonuglar bakimindan g¢ok Onemli
degisiklikler bulunmamistir. Fakat diyabetik furan ve diyabetik furan+likopen
uygulamali sicanlarda histopatolojik sonuglara gore furanin sebep oldugu patolojik
degisimleri likopen azaltmistir. Bu caligmada 28 giin boyunca verilen likopenin
diyabetik sicanlardaki kardiyak toksisiteyi azalttigi goriilmiistiir. Likopenin bu
koruyucu 6zelligi daha once yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir [38, 75,
77, 87].

Bu c¢alismanin sonuglarina gore diyabet ve furan siganlarda kardiyak toksisiteye
sebep olmustur. Likopenin ise bu toksisite lizerinde yararli etkileri bulunmustur. 4
mg/kg likopen diyabet ve furanin meydana getirdigi kardiyak hasarlar1 dnemli 6l¢iide
inhibe etmistir. Bundan dolay1 kardiyak zarar1 onlemede likopen igerikli besinler

fayda saglayabilir.
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