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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DENEYSEL DiYABET OLUSTURULMUS SICANLARIN BEYIN DOKUSUNDA OLUSAN
OKSIDATIF STRESE KARSI ANTIOKSIiDAN OZELLiGi OLAN MADDELERIN
ETKILERININ INCELENMESI

Semih SAYIN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Nihat DILSIiZ
Yil: 2013, Sayfa: 49

Diabetes mellitus hipoglisemi ve insiilin salgisinda diisiisle ortaya ¢ikan metabolik bir hastaliktir.
Yikselen glikoz seviyesi bobrek karaciger beyin ve gz hasarlarina neden olur. Arastirmacilar yeni
dogal yada dogal olmayan maddeler ve antioksidanlar bulmaya c¢alisiyorlar ayrica bu maddelerin
etkileride arastiriliyor. Bu ¢alismada STZ ile deneysel diyabet modeli olusturuldu ve antioksidan
olarak bilinen baz1 maddeler (Resveretrol, NADH, Vanadyum) kullanildi. Diyabet olusturmak igin
STZ (50 mg/kg) kontrol grubu harig, intraperitonal olarak enjekte edildi. STZ enjeksiyonundan sonra
kan glikoz diizeyleri kontrol edildi ve hayvanlardan 200 mg/dl yiiksek kan glikoz seviyesine sahip
hayvanlar diyabetik kabul edildi. Hayvanlar her grupta 6 erkek Winstar albino sigan bulunan 5 gruba
ayrildi. (Gruplar 1. grup: Kontrol, 2. grup: Diyabetik+kontrol, 3. grup Diyabetik+Resveratrol (10
mg/kg), 4.grup: Diyabetik+NADH (10 mg/kg olacak), 5.grup: Diyabetik+Vanadium (0,2 mM/kg). 15
giin sonunda MDA, GSH, NO, Protein Karbonil seviyeleri 6l¢iildii. Dahast DNA hasari tespiti igin
DNA fragmantasyonuna bakildi.

ANAHTAR KELIMELER: Resveratrol, NADH, Vanadyum, Diabetes mellitus, Oksidatif stres.



ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VARIOUS ANTIOXIDANT SUBSTANCES
AGAINST TO THE OXIDAVE STRESS IN THE BRAIN TISSUES WHICH ARE
EXPERIMENTALLY INDUCED DIABETES RATS.

Semih SAYIN

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Nihat DILSIZ
Year: 2013, Page:49

Diabetes mellitus is a metabolic disorder which appear by hyperglycemia and also decrease in insulin
secretion. Increase glikocose level cause damage in kidney, liver, brain and eyes. Researcher try to
investigate new natural or unnatural matter and antioksidants also these matters effects are resarching.
In this study experimental diabetes models developed by STZ and some substance (Resveratrol,
NADH, Vanadium ) used which are known as antioxidants. To induce diabetes STZ (50 mg/kg) was
injected intraperitonally except control. After STZ injection blood glucose level were checked and
animals having blood consantration higher than 200 mg/dl was consired as diabetic. Animals are
divided into 5 groups and each contains 6 male Wistar albino rats (1. Group: Control, 2. Group:
Diabetic control, 3. Group: Diabetic + Resveratrol(10 mg/kg), 4. Group: Diabetic + NADH, 5. Group:
Diabetic + VOL.). After 15 days GSH, MDA, NO, Protein carbonyl level were measured. Moreover
for determination of damage in DNA, DNA fragmantation was performed.

KEY WORDS: Resveratrol, NADH, Vanadyum, Diabetes mellitus, Oxidative stress



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimini aktararak her zaman yanimda olan
ve bu siirede sabir ve anlayisini esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Nihat DILSIZ’e emek ve
katkilarindan dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her asamasinda destek ve yardimlarmi gordiigim sevgili arkadaglarim Ashi
YURUKOGLU’na ve Uzman Cigdem GOVER e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢aligmam siiresince hep yanimda hissettigim ve her konuda destek olan sevgili esim Fatma
SAYIN’a, hayatim boyunca maddi ve manevi destegini hi¢gbir zaman esirgemeyen anne ve babama,
ayrica her konuda yoldasim, sirdasim ve her zaman yamimda hissettigim sevgili kardesim Isa
SAYIN’a sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GiRiS Semih SAYIN

1.GIRIS

Diabetes mellitus (DM), pankreasin yeterli insiilin liretememesi veya irettigi
insiilini etkili bir sekilde kullanamamasi1 sonucunda olusan, karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasinda bozukluklulara yol agan ayrica hiperglisemi ile karakterize
endokrin bir hastaliktir (Singh ve ark., 2008). Hastalik siiresince hiperglisemi nedeni
ile basta beyin, bobrek, gbz gibi organlarda hasar olusturmasinin yani sira damar ve
sinirler tizerinde de zararl etkiler olusturur (Salahuddin ve Jalalpure, 2010; Stephens
ve ark., 2009).

Diyabet, insanlarin yasamini olumsuz yonde etkileyen ve yiiksek oranda 6liim
riski tastyan bir hastaliktir. Diinya niifusunun yaklasik % 2,5-3’{ bu hastalikla kars1
karsiyadir (Seghrouchni ve ark., 2002). Yapilan calismalarda hiicrelere yeterli
miktarda glikoz alinamamasi ile birlikte hiicrelerin oksijensiz solunuma yonelmesi ve
bunun sonucunda artan serbest radikallerin diyabetin ilerlemesinde ve
komplikasyonlarin da 6nemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Kataya ve Hamza,
2008). Ayrica artan serbest radikaller karbonhidrat, yag, protein ve niikleik asitlere
biiyiik zararlar vermektedir (Akkus, 1995).

Diyabet, genellikle insiilin salinimindaki azlik ya da etki mekanizmasinda ki
sorunlarla ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Insiilinin salmamadig: diyabet sekli Tip I
diyabet olarak ifade edilirken, insiilin azlig1 ve/veya reseptor duyarliliginin azlig
sonucu olusan diyabet, Tip II diyabet olarak adlandirilmaktadir (Quinn, 2002; ADA,
2005). Insiilinin yoklugunun veya duyarliliginin azalmasi glikozun hiicreler
tarafindan alinamamasina neden olmaktadir. Hiicrelerin glikozsuz kalmasi
sonucunda yag ve proteinler sindirilmeye baglar ve son {iriin olarak zararli maddeler

olugsmaya bagslar.

Diyabetin en belirgin komplikasyonlar1 arasinda yer alan hiperglisemi,
antioksidan oksidan dengesinde bozulmasina neden olur. Bu dengenin bozulmasi

sonucunda ortamda serbest radikal miktar1 artmaya baglar.
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Canli hiicrelerde serbest radikaller oksijenli ve oksijensiz solunumla olusur.
Buna ek olarak kimyasal maddeler, radyasyon, stres, hastaliklar da serbest radikal
olusturabilir. Serbest radikaller normal olarak canli organizmada l6kositlerin yabanci
molekiilleri ya da patojenleri yok etmesinde kullanilir. Ancak fazla {iretilmeleri
halinde lipit, protein, karbonhidrat ve niikleik asitler iizerinde 6nemli hasarlar
olusturur. Bu sekilde reaktif oksijen tiirlerindeki birikime ‘oksidatif stres’ denir. Son
yillarda oksidatif stresin, basta diyabet olmak {iizere kroner kalp rahatsizliklar,

kanser, katarakt gibi daha birgok hastaligin patojenitesine neden oldugu saptanmistir

(Akkus, 1995; Basu, 1999).

Hastaliklar ya da cevresel etmenlerle olusan serbest radikaller ortamdan
bulunan enzimatik ve enzmatik olmayan antioksidanlar araciligi ile ortamdan
uzaklastirllir. Bu amacla ortamdaki serbest radikallerin, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin seviyelerinin Olglimii hastalik nedenleri, olusumu ve

tedavisi hakkinda bilgiler vermektedir (Cho ve ark., 2002).

Son yillarda artan diyabet vakalar1 yiiziinden Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’
niin hastalikla ilgili gelismeleri biiyiik bir dikkatle takip etmektedir. Bu nedenle
diyabette kullanilan ilag ve bitkiler biiyiik 6nem tagimaktadir. Var olan ilaglara ek
olarak sentetik ve yar1 sentetik ilaglarin diyabetle olan iliskileri hala arastirilmaktadir

(Sheweita ve ark., 2002 ).

Deneysel diyabet olusturularak yapilan g¢alismalar diyabet tan1 ve tedavisine
biiylik katkilar saglamistir. Bu amacla ortaya konan c¢alismalarda hastalikta seker,
agirhik  degisimleri, serbest radikal, antioksidan miktarlar1 incelenmistir.
Karbonhidrat, yag, protein ve niikleik asitlerin bu hastalikta gordiikleri hasarlar tespit

edilmeye ¢alisilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Pankreas

Pankreas, midenin arka yiiziinde 12-15 cm uzunlugunda, yumusak, pembe renkli
hem endokrin hem ekzokrin bir bezdir. Endokrin salgisi insiilin, glukagon ve
somotostatin olup dogrudan kana verilir. Ekzokrin salgisi ise amilaz, lipaz ve tripsin
olup duodenuma agilir. Bu salgilar karbonhidrat, yag ve proteinlerin sindirilmesinde rol
oynar. Langerhans adaciklari tarafindan salginana insiilin ve glukagon hormonlart olup
karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli islevlere sahiptirler. Insanlarda
en az dort farkli hiicre tipi vardir: o hiicrelerinden glukagon, B hiicrelerinden insiilin

salgilanir (Cumhur, 2001).

2.2. insiilin

Insiilin saflastirilan ilk hormondur. Insiilin 6000 dalton biiyiikliigiinde, 21 amino
asitli A ve 30 amino asitli B zinciri olmak iizere iki adet polipeptit zincirinden olusur.
Bu zincirler 2 adet disiilfit kopriisii ile baglanmustir. Insiilinin biyolojik aktivitesi bu
disiilfit kopriileri tarafindan gosterilir. Insiilin bir prohormon olarak sentezlenir. B
hiicresinin uyarilmas1 ve insiilin salinimindaki baglantida Ca®* 6nemli rol oynar.
Insiilinin en 6nemli &zelligi hipoglisemik etkili bir hormondur. Bu etkiyi de karaciger ve
kaslarda glikoz'dan glikojen yapimini uyarmak suretiyle kan glikoz seviyesini diisiirerek
yapar. Bunlara ek olarak fazla glikoz yag dokularinda yag astlerine donlismesini uyarir.

Insiilin proteinleride etkiler. Protein yapimini uyarir ve yikimini engeller (Montgomery
ve ark., 1996; Koolman ve Roehm, 2005).

2.3. Diabetes Mellitus (DM)’un Tanim ve Tarihcesi
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Diabetes mellitus insiilin salgilama yetersizligi ya da insiilinin etkili bir sekilde
kullanilamamasi sonucunda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir (Walter ve ark., 1991).
Hastalikta glikozun hiicrelere alimi bozulur. Bu durum kan seker diizeyinin artmasi,
normalden fazla idrar yapma, asir1 susama, zayiflama, agiz kurulugu, asirt yeme gibi
semptomlarla ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Artan seker konsantrasyonu doku ve organlara
zarar verdigi gibi yag, karbonhidrat, protein ve niikleik asit gibi organik birlesiklerde
zarar verebilmektedir. Ayrica serbest radikal diizeyinde bozulma sinir dokularina ve

beyin hiicrelerine zarar vermektedir (Leelavinothan ve Muniappan, 2004).

Diyabet, diinya toplumunun yaklasik olarak % 2,5-3 gibi bir kisminin kars1 karsiya
oldugu metabolik bir hastaliktir. Ozellikle giiniimiiz beslenme sekli ve yasam tarzi goz
Oonine alindiginda hastaligin  2030’lu  yillarinda 366 milyon kisiye ulasacagi
ongoriilmektedir. Buna bagli olarak basta diinya saglik orgiitli olmak {izere bircok devlet
ve sivil toplum kuruluslart diyabetin 6nlenmesi ya da hastaligin tedavi edilmesi amaci

ile caligmalar yapilmaktadir (Seghrouchni ve ark., 2002; Doupis ve Vaves, 2008).

Diyabetin ilk tarifine milattan 1500 yil 6nce Misir Ebers papiriislerinde
rastlanmistir. M.S 150 yillarinda, Kapadokyali Arataeus ¢ok su i¢gme, ¢ok idrara ¢ikmayi
vurgulayarak hastalig1 erime hastalig1 olarak izah etmistir. Biiyiik Tiirk Islam alimi Ibn-i
Sina da seker hastaligini bugiinkii tanimina yakin bir sekilde tarif etmis ve hastalarin
idrarlarin1 kaynatarak kahverengi tortu kaldigini bildirmektedir. 1869 yilinda Paul
Langerhans pankreastaki hiicre tiplerini belirlemis ve Langerhans adaciklarini
tanimlamistir. 1889 yilinda Minkowski, hayvan modelleri lizerinde yaptig1 ¢alismalarda
pankreatektomi yapilan hayvanlarda diyabet gelistigini gostermistir. 1922’de Best ve
Banting pankreas ekstresinden insiilini izole etmisler ve hastaligin tedavisinde yeni bir

cigir agmuslardir.

Diyabet, bugiin diinyada yaklasik 180 milyon kisiyi direkt olarak etkileyen bir
saglik problemidir. Protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasindaki komplikasyonlara

ek olarak sistemin elektrolid metabolizmasi, alzimer gibi hastaliklar ve ciddi hasarlar
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olusturdugu bildirilmistir (Kumar ve Clark, 2002; Steen ve ark., 2005). 2009 sonu
itibar1 ile tiim diinyadaki diyabet niifusu 285 milyon iken bu sayinin 2030 yilinda 438
milyona ulasmasi beklenmektedir (International Diabetes Federation, 2009). Bunun
baslica nedenleri niifus artis1, yaslanma ve kentlesmenin getirdigi yasam tarzi degisimi
sonucu obezite ve fiziksel inaktivitenin artmasidir (Sekikawa ve LaPorte, 1997). Birgok
ilkede 6liime neden olan hastaliklar i¢inde diyabet besinci sirada yer almaktadir. Cesitli
iilkelerde toplam saglhik hizmeti harcamalarinin  %3-12’sini  diyabet giderleri
olusturmaktadir (Donovan, 2002).

2.4. Diabetes Mellitus’un Tipleri

Diyabet Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve uluslar arasi diyabet federasyonu
tarafindan farkli farkli smiflandirilmistir.  Bu  smiflandirmalar  kesin  sinirlarla
birbirlerinden ayrilmamakla beraber, bazi durumlarda hastada i¢ ice geg¢mis bir tablo

gosterirler. Genel olarak dort ana baglik altinda incelenebilir.

2.4.1. Tip 1 diabetes mellitus

Insiiline bagimli veya geng tipi diyabet olarak bilinmektedir. Ayrica insiilinin
salimmadig1 ya da az salindig1 diyabet olarakta taninir. Insiilin yeterli miktarda olmadig
i¢in reseptorlerini dolduramaz ve bunun sonucunda seker seviyesi yiikselir. Hiperglisemi
ve ketoasidoz olusumunu engellemek igin insiilin tedavisine gereksinim gosteren diyabet
tipidir. Bu tipte pankreasin insiilin salgilayan B hiicrelerinin viriis enfeksiyonlar veya

otoimmiinitedeki degisimlerden dolay: tahrip oldugu gosterilmistir (ADA 2005).
Tip 1 diyabetli hastalar, diyabetli biitiin hastalarin yaklasik olarak % 5-10'unu
meydana getirmektedir. Bu hastaligin insidansi ¢ocukluk ve geng eriskinlikte en fazladir

ve hastalarin yaklagsik olark %75'inde hastalik 30 yasindan 6nce baglar (Sacks, 2005).

2.4.2. Tip Il diyabetes mellitus
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Insiiline bagimli olmayan diyabet yada eriskin diyabet olarak isimlendirilen tip II
diyabet pankreasin insiilin direttigi ancak ihtiyagtan az olmasi yada reseptorlerin

duyarliliginin azalmasiyla olusan diyabet tiiriidiir (ADA, 2005).

Hastalik genellikle kilo problemi olan kisilerde ve yas ilerlemesi ile ortaya
cikabilmektedir. Diinya {izerindeki diyabetlilerin % 90’1 tip 2 diyabetli olup 40 yas tizeri
ve kilolu kisilerde siklikla goriiliir. Bu hastalikta insiilin salgilanmasina ragmen hiicre
reseptorlerine baglanamaz ve glikoz hiicre i¢ine alinamaz. Bu nedenle bu hastalarin oral

olarak insiilin ya da hipoglisemik ajan almali gerekmektedir (Anonymous, 2007)

2.4.3. Spesifik nedenlere bagh diyabet

Nadir karsilasilan bir diyabet seklidir ve tiim diyabetlilerin %1'inden daha az bir
kismi bu smifa girmektedir. Bu tip diyabete bazi hastaliklarin sebep oldugu
diistiniilmektedir. Bunlara 6rnek olarak ekzokrin pankreas hastaliklari endokrinopatiler
glukagonoma, hipertiroidi, ilag ve kimyasal ajanlara bagli gelisen diyabetler
enfeksiyonlar ve diyabetle birlikte goriilebilen bazi genetik sendromlar (Down
sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu) gosterilebilir (ADA, 2005).

2.4.4. Gestasyonel diyabet

Gebelik sirasinda fark edilen diyabettir. ilk kez gebelik sirasinda ortaya cikan
diyabet formudur. Bu tip diyabette, kan sekeri hamilelik sonrasinda genellikle normale
doner. Ancak bu Kisilerin yaklasik % 40'inda, sonraki 15 yil igerisinde Tip II diyabet gelisir
(Sentiirk, 2004; Serlin ve Lash 2009).

2.5. Diyabet Teshisi

Diyabet teshisinde kullanilan yontemler arasinda rastgele plazma glikoz Sl¢limii,
aclik plazma glikoz 6l¢iimi, oral glikoz tolerans testi ve hemoglobin Alc kullanilabilir.

Amerika Diyabet Dernegine (2013) gore;
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e Rasgele plazma glikoz diizeyi > 200 mg/dL

e Aglik plazma glikozunun > 126 mg/dL

e Oral glikoz testi esnasinda 2. Saat degerinin > 200 mg/dL

e HDbAlc>%6.5
durumlarindan birinin olmas1 durumunda diyabet olarak kabul edilir. Ayrica aglik kan
sekerinin 100 - 125 mg/dL yada OGTT de 2. Saatte 140 — 200 mg/dL arasinda olmasi

bozulmus glikoz toleransi olarak adlandirilir.

2.6. Hayvanlarda Deneysel Diyabet Olusturma Modelleri

Fare, sigan, tavsan, kobay, hamster, maymun, domuz, kopek ve kedi gibi deney
hayvanlar1 deneysel diyabet olusturmak amaciyla kullanilabilmektedir. Deney
hayvanlarinda deneysel diyabet olusturulmasi kimyasal ajanlarla, cerrahi, spontan olarak
veya viriis araciligiyla yapilabilmektedir. Bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen
yontem kimyasal ajanlarla olusturulan diyabet modelidir. Bu amagla en ¢ok kutlanilan

kimyasallar alloksan ve streptozotosindir.

Alloksan, monohidrat yapisinda bir irik asit tiirevidir ve suda kolayca erimektedir.
Bu molekiil, secici olarak pankreas beta hiicrelerini hasarlayarak insiiline bagiml
diyabete neden olur. Streptozotosin, glikozamine yapisinda bir molekiildiir ve 1sik ile
notral pH'da bozulmaktadir. Bu nedenle streptozotosin  pH’1 4-4.5 olan sitrat
tamponunda hazirlanmaktadir. Pankreas [ hiicrelerine hasar vererek hem insiiline
bagimli hem de insilinden bagimsiz diyabete neden olmaktadir (Szkudelski, 2001;
Ontiirk ve Ozbek, 2007).

2.7. Merkezi Sinir Sistemi

Beyin (cerebrum) ve omurilikten (medulla spinalis) olusan merkezi sinir sistemi
sinir hiicreleri araciligi ile viicudun kontrol sistemini olusturur. Tiim hayatsal faaliyetler

merkezi sinir sisteminin kisimlari tarfindan yiiriitiiliir.
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2.7.1. Beyin

Beyin diisiinebilme ve hafiza gibi temel olaylar1 kontrol etmesi yani sira uyarilari
alma ve degerlendirme gorevi de vardir. Ayrica organlarin ¢alismasi ve motor

aktiviteleri saglama 6zelligi vardir.

Beyin, kafatasi boslugunda yer alir. Yetigkin bir insan beyni yaklasik olarak 1300-
1500 gr kadardir. Yumusak bir doku formunda olmasina ragmen beyni g¢evreleyen zarlar
sayesinde korunmasi saglanir. Sert zar, kafatas1 kemiklerinin hemen altinda bulunur. Sert
zarin hemen altinda Sriimceksi zar yer alir. Tasidig1 bag doku lifleri sayesinde igteki ince
zar ile distaki sert zar1 birbirine baglar. Beyin zarmin en igte bulunan tabakasi ise ince
zardir. Ince zar beynin biitiin kivrimlarini érter. Tasidig1 kan damarlar1 sayesinde beynin

beslenmesini de saglar (Arinci ve Elhan, 2001).
2.7.2. On beyin

Beynin hacimsel olarak en biiyiikk alanidir. Diger beyin kisimlarini {istten Orter.
Embriyo gelisimi sirasinda 6n beyinin biiylik bir boliimii telensefalonun geri kalani da

diensefalonun yapisina katilmaktadir.

Telensefalon beynin en genis kismi olan telencephalon iki yarim kiireden ve
koklama lobundan olusur. Beyin yarim kiireleri korpus kallozum ile birbirlerine
baglanmaktadir. Koklama, dokunma gibi duygularin yani sira motor fonksiyonlar da bu

yapi tarafindan kontrol edilir (Taner, 2002).

Diensefalon beyin yarim kiireleri tarafindan c¢evrelenmis alandir. Bu alan
epitalamus, hipotalamus ve talamus yapilarindan meydana gelir. Epitalamus kus ve
memelilerde salgi organi olarak gelismistir. Talamus koku duyusu impuslar1 hari¢ diger
tim duyu impulslarinin kortekse gitmeden once toplandig yerdir. Hipotalamus otonom

sistem ile endokrin sistemi kontrol eder (Arinci ve Elhan, 2001).

2.7.3. Orta beyin (Mezensephalon)
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Orta beyin, ponsun tizerinde, beyincik ve ara beyin arasinda kalan bolgedir ve
beynin en kiigiik pargasidir.. Serebellum, pons, medulla oblangata ve medulla spinalis

arasinda baglanti kuran sinir liflerinin gegit bolgesidir (Ari, 2003).

2.7.4. Arka beyin (Rhombensephalon)

Pons, Bulbus ve Cerebellum olmak {izere {i¢c 6nemli béliimden meydana gelir. Pons ve
bulbusta (medulla oblongata) kafa sinirleri ve sonlanma ¢ekirdekleri yerlesmistir.
Cerebellum (beyincik) ise viicudun dengesi, kas tonusunun regiilasyonu ve hareketlerin

koordinasyonu cerebellum'un ana fonksiyonlarini olusturur (Ari, 2003).

2.7.5. Omurilik (Medulla Spinalis)

Medulla spinalis, vertebra kanalinin igerisinde bulunur ve medulla oblangata ile
birlesir. Alt ucu ise, gittikge incelir ve conus medullaris adin1 alir. Omurilikte ventral kok,
dorsal kok ve yan boynuz bulunur ayrica burdan otonom sinir sistemine ait sinirler ¢ikar.

Omurilik refleks merkezidir. Beyne gelen ve ¢ikan impulslari iletir (Ar1, 2003).

2.8. Serbest Radikaller

Atomlar, nétron ve protondan olusan bir cekirdekle, bu cekirdegin g¢evresinde
donen elektronlardan olusurlar. Elektronlarin orbital adi verilen yoriingede ¢ekirdegin
etrafinda donerler. Elektronlar orbitallerde genellikle ¢iftler halinde bulunur. Bu yapinin
bozulmasi ile yani eslenmemis elektron bulundurmalar1 durumunda etrafindaki
molekiillerde elektron koparirlar. Bu gibi durumlarda son ydriingelerinde ¢iftlesmemis

elektron bulunduran molekiil ya da atomlara serbest radikaller denir (Akkus 1995).

Organizmalarda normal olarak serbest radikaller olugsmaktadir. Bu durum oksijenli

solunum sonucunda dogal olarak meydana gelir. Fagositoz hiicreleride fonksiyonlarini
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yerine getirebilmek i¢in serbest radikaller {iretirler. Ancak bu iki siirecte de
antioksidanlar ile oksidanlar denge halindedir. Hastalik, kullanilan ilaglar, sigara, stres
gibi durumlar serbest radikal miktarinin artmasina ve oksidan antioksidan dengesinin
bozulmasina yol acar. Ortamda bulunan serbest radikaller kararli hale gecebilmek i¢in
cevrelerindeki molekiillerden elektron koparirlar. Bu kopardiklar1 elektronlar
karbonhidrat, yag, protein ve niikleik asitlerden olabilir. Bunun sonucunda ciddi hiicre

ve doku hasarlar1 ya da hastaliklar ortaya ¢ikabilir (Aruoma, 1998).

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijenden olusmus
radikallerdir. Oksijen atomunun dig yoriingesinde eslenmemis elektron bulundugundan
diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Oksijen bu kararsiz
yapisint giderebilmek i¢in baska bir oksijen atomunun dis yoriingesindeki iki elektronu

ortaklasa kullanarak ‘Oksijen Radikalleri’ni olusturur (Stahl ve ark., 2002).

Arjinin

Slperoksit
dismutaz

Katalaz ¥
HoO5 ONOO -

]

HzO

H+
x-ray
- OH -DOH + MOg-

Do ﬂ
LOD - es— - e

LH

Sekil 2.5. Serbest oksijen radikallerinin olusumu (Stahl ve ark., 2002).

2.8.1. Siiperoksit radikali ( oz')
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Molekiiler oksijen dis yoriingesinde iki elektron igerir. Bu dis orbitallerden her biri
birer elektron daha kabul edebilir. Bu orbitallerin bir elektron almasi ile siiperoksit

radikali olusur.

Stiperoksit kendisi direkt olarak biyolojik yapilara fazla zarar vermez. Asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.
Stiperoksit diisik pH degerinde daha reaktiftir Fagositik hiicreler serbest radikkaleri
biyolojik hedeflerin par¢alamasinda kullanabilir (Akkus, 1995).

2.8.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi1 sonucu peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii de
iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O;) olusturur (Akkus, 1995).
H,0,, siiperoksid dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu sonucu

ortaya cikabilir

+
20+ 2H » O +HO
2 2 2 2

H,O, membranlardan gegebilen uzun Omiirlii bir oksidandir. H,O, iiretimi,
hiicrelerde mitokondride, mikrozomlarda ve kloroplastlarda olur. Ayrica peroksizomlar
cok onemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar. Fakat, peroksizomlarda katalaz aktivitesi cok
yiiksektir. Bu sebeple bu organelden sitozole ne kadar H,O, gectigi bilinmemektedir
(Akkus, 1995; Gutteridge ve Halliwell, 1998).

2.8.3. Hidroksil radikali (OH )

Hidroksil radikali ¢ekirdek membran zarmi kolayca ge¢mesi ve DNA’y1

etkilemesi onu kimyada en aktif radikal yapar. Hidroksil radikali farkli yollarla

11
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olusabilir. Bunlar arasinda suyun hidrolizi ve hidrojen peroksitin demirle birlesmesi

sayilabilir (Gutteridge ve Halliwell, 1998)

2.8.4. Singlet oksijen ( '02)

Singlet oksijen, yar1 omrii kisa bir radikaldir. Ortaklanmamis elektronu olmadigi
icin radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin eslesmemis elektronlardan

birinin verilen enerji sonucu bir iist enerji seviyesine ¢ikmasi ile olusur (Giardino, 2005).

2.8.5. Nitrik oksit

Nitrik oksit (NO) diiz kaslarin gevsemesi, vazadilatasyon gibi fizyolojik olaylarda
gorev alir. Diisiik konsantrasyonda bu gorevleri istlenirken, yiiksek konsantrasyonda
oksijen ile azotun birlesmesinden dolay1 radikal tanimina uymaktadir. Bu 6zelliginden
dolay1 lipitlere ve niikleik asitler {izerinde hasar meydana getirir (Lieberman ve Marks,
2008).

2.9. Antioksidan Sistemler

Serbest radikallerin zararl etkilerine kars1 organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi1 ise olusmus
serbest radikallerin zararli etkilerini 6nler. Bu islevleri yapan maddelerin tiimiine birden
genel olarak antioksidanlar denir (Akkus, 1995). Antioksidanlar serbest radikallerin
etkilerini farkli yollarla yok ederler. Bunlar:

- Toplayic1 (scavenging) Etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari
tutma veya cok daha zayif yeni bir molekiile ¢evirme islemine toplayict etki denir.
Antioksidan enzimler, trakeo-bronsial mukus ve kiigiik molekiiller bu tip bir etki
gosterirler (Akkus, 1995).

- Bastiric1 (quencher) Etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir

hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki

12
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adi1 verilir. Vitaminler, flavanoidler, trimetazidin ve antosiyanoidler bu tarz bir etkiye
sahiptirler (Akkus, 1995).

- Onarici (repair) Etki: Hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar (Akkus, 1995).

- Zincir Kirict (Chain Breaking) Etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarin1 engelleyici etkiye zincir kirict etki denir.

Hemaoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler (Akkus, 1995).

Antioksidanlar sadece lipitlerin degil, ortamda bulunan tiim molekiillere etki

ederler. Olusan hasarlar1 6nlemede gorev alan antioksidanlardan bazilarina deyinelim.
2.9.1. Enzimatik antioksidanlar
2.9.1.1. Siiperoksid dismutaz (SOD)

Antioksidan enzimlerden en Onemlisi olan SOD, hepatositlerin, eritrositlerin ve
beyin hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. Ortamda

bulunan stiperoksiti O, ve H,0;’ ye donistiirtir (Armstrong, 1998).
SOD

202- + 2H S Oz + H202

SOD enzimi kofaktor olarak icerdigi metal iyonu tipine gére Cu-Zn SOD, Mn-
SOD ve Fe-SOD olmak iizere ii¢ sinifta toplanir (Landis ve Tower, 2005).

2.9.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), dort tane hem grubu iceren bir hemoproteindir. Molekiil agirligi
248,000 Dalton’dur. Hidrojen peroksidi molekiiler oksijen ve suya katalizler.

Katalaz
2H O
2 2

v

2HO+ O
2 2
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CAT enzimi hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda bol

miktarda bulunur (Akkus, 1995).
2.9.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir
enzimdir ve selenyum igerir. Selenyum eksikligi bu enzimin aktivitesini etkiler. Enzim

aktivitesinin en fazla oldugu yapilar eritrositler ve karacigerdir (Brigelius-Flohe, 1999).

GSH-Px
(ROOH)H202+ 2GSH » GSSG + 2H20(ROH)

2.9.1.4. Glutatyon S transferaz (GST)

Selenyuma bagli olmayan GSH-Px olarak bilinir. Arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak tizere lipit peroksitlerine karsi Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi
aktivite gosterir (Akkus, 1995).
2.9.1.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

Hidroperoksitlerin ortamdan uzaklastirilmast esnasinda okside glutatyonun,
glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar rediikte haline doniismesi basamaginda gorev alir.
Reaksiyonun gerc¢eklesmesi i¢in NADPH’a ihtiyag vardir (Akkus, 1995).

2.9.2. Nonenzimatik antioksidanlar

2.9.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptitdir. Viicuttaki
GSH’nun biiyiik boliimi karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan sentezlenir. Bu

14
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ozelligi bakimindan hemen olusabilen ve hiicreleri serbest radikallere karsi korur

(Akkus, 1995; Benzie 2003).

2.9.2.2. Vitamin E

E vitamini dokularda en énemli zincir kiric1 antioksidandir. Ozellikle vitamin E
yagda c¢oziinme Ozelligi sayesinde serbest radikallerin yaglara zarar vermesini
engellemeye ilk karsi koyan molekiildiir. Bunu ortamda ki serbest radikallere bir

elektron vererekten de yapabilir (Akkus, 1995; Benzie 2003).

2.9.2.3. Vitamin C (Askorbik asit)

C vitamini (askorbik asit) suda ¢6ziinen bir vitamindir. Bu nedenle su
konsantrasyonunun yiiksek oldugu dokularda bol miktarda bulunur. Insan viicudunda
sentezlenmedigi i¢in disaridan diyetle alinmak zorundadir. Siiperoksit ve hidroksil
radikalini ortamdan temizler. Ancak diisiik konsantrasyonlarda ortamdaki demir ile
etkilesime girmesi ve bu demiri hidroksil radikali olusturabilecek forma doniistiirmesi
nedeni ile oksidan gibi davrandigi durumlarda olur. Fakat bu duruma c¢ok sik

rastlanilmaz (Kojo, 2004; Seo ve Lee, 2002; Benzie 2003)
2.10. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki denge bozuldugu zaman cesitli
hasarlara yol agar. Karbonhidrat, lipit, protein ve DNA gibi molekiiller saldiran serbest
radikaller eger ortamdaki antioksidanlar yetersiz kalirlarsa bu molekiiller iizerinde geri

doniigiimsiiz hasarlar meydana getirirler (Akkus, 1995).

2.10.1. Serbest radikallerin membran lipitleri iizerine etkileri

15
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Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler,
fakat lipitler en hassas olanlaridirlar (Akkus, 1995). Ozellikle hiicre zarinin yapisinda ki
yaglar serbest radikaller tarafindan ¢ok cabuk etkilenirler (Esterbauer ve ark., 1991).
Boyle hiicre biitiinliigii bozulmaya ya da hiicre i¢in zararli maddeler olan malondialdehit
(MDA), akrolein, 4- hidroksi-2-hekzenal (HHE) ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi
kimyasallar a¢iga ¢ikar. (Malekirad ve ark., 2005). Mesela olusan MDA iyon

aligverisini, enzim aktivitesini ve DNA’y1 olumsuz yonde etkiler.

2.10.2. Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipitlerden daha az hassastir ancak etkilenme
dereceleri icerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir
iceren aminoasitlerden olusan proteinler serbest radikallerden ¢ok ¢abuk etkilenir.

Protein yapisinda ki bozukluklar 6nemli hastaliklara sebep olmaktadir. Alzheimer,
katarakt olusumu, bobrek yetmezligi, kistik fibrozis, diyabet, iskemi ve reperflizyon hasari,
bu hastaliklar arasinda yer alir. Ayrica serbest radikallerin meydana getirdigi hasar
sonucunda proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu
meydana gelir. Yapilart bozulan proteinler normal fonksiyonlarmi meydana
getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde
degisiklikler meydana gelir (Stadtman, 2006).

Proteinlerde yapisal degisiklik protein karbonil (PCO) tiirevlerinin olusumu, protein
oksidasyonu, protein tiyol gruplarinin kaybi, nitrotirozin (NT), radyasyon aracili oksidasyon
ve ileri protein oksidasyon tiriinlerinin (AOPP) olusumu olarak siralanabilir (Limaye ve ark.,
2003; Bhor ve ark., 2004).

Serbest radikallerin proteinlere vermis oldugu hasarlar karbonillenmis gruplarin
tespiti, amino grup asit dizi analizi, western blot gibi tekniklerle tespit edilebilir. PCO
diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede genel olarak kabul goérmiis

bir yontemdir (Donne ve ark., 2003).

2.10.3. Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri
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Serbest radikaller ~monosakkaritlerin  otooksidasyonunun, protein ¢apraz
baglanmalarima hatta niikleik asitlerin yapisinda ki 5 karbonlu sekerleri de etkileyerek

canli organizmada biiyiik hasarlara neden olmaktadir (Akkus, 1995).

2.10.4. Serbest radikallerin niikleik asitler iizerine etkileri

Canl1 organizmalar hayatlar1 boyunca X-1sinlari, 1s1, stres ve kimyasal maddeler ile
tehdit altindadir. Bu etkiler araciligiyla olusan hasarlar hayatsal boyutta degil ise
hiicrelerde bulunan tamir mekanizmalari ile tamir edilir. Agir DNA hasar1 bu tamir
mekanizmalari ile tamir edilemez boyuta ulastiginda hiicre kendi kendini 6liime gotiiriir.
Serbest radikaller bu sekilde hasar olusturabilecek yapilar arasindadir. Serbest
radikallerin DNA iizerinde olusturduklar1 hasarlar arasinda tek ve cift zincir kiriklar,

mutasyon, seker hasar1 seklinde olabilir (Bohr ve ark., 1998; Dilsiz, 2009)

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona giren ve
degisikliklere yol agan bir radikaldir. Siiperoksid ise, guanin ile kolayca tepkimeye
girme 6zelligine sahiptir. (Akkus, 1995).

DNA da olusan oksidatif hasar DNA fragmantasyonu, western blot, olusan {iriin
tespiti gibi yontemler kullanilabilir. DNA fragmantasyonubu uygulamalar arasinda sik¢a
bagvurulan yontemler arasindadir. Bu yontem oksidatif hasar iiriinii olan 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine miktarinin tespitiyle de yapilabilir.

2.11. Kullanilan Maddeler

2.11.1. NADH(Nikotin adenin diniikleotid hidrit)

NADH, (Nikotin Adenin Diniikleotid Hidrit) insan viicudunda tiim canlt

hiicrelerde dogal olarak bulunan, bir koenzimdir. NADH ayn1 zamanda hiicrenin enerji
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iiretiminde 6nemli rol oynar. Avrupa’da yapilan bazi ¢alismalar oral yolla NADH
takviyesi yapilan depresyon, parkinson ve alzimer hastalarinda bu hastaliklarin sebep

oldugu semptomlarin 6nemli derecede azaldigi goriilmiistiir (Birkmayer ve 1991).

2.11.2. Resveratrol

Resveratrol dogal olarak olusan bir fitoaleksindir. Ozellikle siyah iiziim
¢ekirdeginde ve kabugunda bol miktarda bulunur (Soleas ve ark., 1997; Silan ve ark.,
2007).

Resveratrol cis ve trans izomer sekillerde bulunur. Resveratrol yag, di metil
stilfoksit (DMSO) ve alkolde ¢6ziinen bilesiktir. Molekiil agirlig1 228 g/mol, erime
sicakligr 253-255 °C dir. (Prokop ve ark., 2006).

Yapilan ¢aligmalarda oksidatif stresi, lipit peroksidasyonunu engelledigi, ayrica
kalp damar hastaliklarina ve kansere karsi olan etkileri siklikla aragtirilmistir. (Alkan,
2007). Mikroorganizmalarla yapilan ¢aligmalarda Staphylococcus, Pseudomonas ve
Helicobacter gibi bakterilerin biiyiime ve gelisimlerini engelledigi de belirtilmektedir.
Bu sebeplerden otiirii ticari olarak sentezlenmesi ve satilmasi Cin, Hindistan ve Japonya

gibi iilkelere 6nemli ticari kazang saglamistir.
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Sekil 2.7. Resveratroliin yapisi
2.11.3. Oxovanadium salat

Vanadyum atom numarasi 23 olan bir gecis elementidir. Yapilan ¢alismalarda bu
elementin antidiyabetik, antitimdr ve antiamoebic gibi birgok etkisinin oldugu
gorlilmiistiir. Elementin sahip oldugu toksik etkide goz dniinde bulundurularak son
yillarda yapilan c¢alisma sayisi hizla artmistir ( Boden ve ark., 1996; Yanardag ve Tunali,
2006).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Deney hayvanlarinin yetistirilmesi

Calismada kullanmilan sicanlar Harran Universitesi Biyoloji  Béliimii
Biyoteknoloji Laboratuvarina bagli hayvan laboratuvarindan temin edildi.
Hayvanlarin bulundugu oda 22 + 2 °C’de, 12 saat karanlik 12 saat 151k ortaminda
tutuldu. Hayvanlar standart kafeslerde barindirildi, standart yem ile beslenilen
hayvanlarin su alimi serbest birakildi. Calismaya baglamadan Once Harran

Universitesi (HADYEK) Etik Kurulu’ndan onay alind: (Karar sayisi: 2012/270-132).

3.1.2. Hayvanlarin deneye hazirlanmasi

8 hafta sonunda yaklasik olarak 178-183 g olan Winstar albino siganlar
calismaya uygun kabul edildi. Tamami erkeklerden olusan siganlar ayr1 kafeslere
konularak, penceresinde havalandirma tertibati bulunan, sicakhigi 22 °C’de sabit
tutulmaya caligilan ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik siklusu saglanacak sekilde
0zel olarak hazirlanmis odada deneysel uygulamaya kadar beslenme tarzlar

degistirilmeden tutuldu.

3.2. Yontem
3.2.1. STZ’nin hazirlanmasi

Deneysel olarak diyabet olusturmak igin segilen STZ pH’1 4 olacak sekilde

hazirlanan sitrat tamponu icerisinde hazirlandi.

3.2.2. Deneysel uygulamalar

Diyabette antioksidan etkisi oldugu bilinen maddelerin etkilerinin incelenmesi
icin siganlar 5 gruba ayrilmis ve her bir grupta 6 sicanin bulundugu deney protokolii

olusturuldu.
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Grup: Kontrol grubu (n= 6, erkek)

Grup: STZ (diyabetik) grubu (n= 6, erkek)
Grup: STZ+ Resveratrol (n= 6, erkek)
Grup: STZ+ NADH (n= 6, erkek)

Grup: STZ+ VOL (n=6, erkek)

o r W N E

Sicanlar rastgele yukaridaki gibi gruplara ayrildiktan sonra ayr1 ayri kafeslere
konuldu. Kontrol grubu hari¢ diger gruplara intraperitonal olarak streptozotosin
(65mg/kg) uygulandi. Uygulamadan 2 giin sonra aglik kan sekeri seviyesi 200 mg/dl
olan sicanlar diyabetik kabul edildi ve rastgele gruplara ayrildi. Diyabetik ve kontrol
grup hari¢ diger gruplara giin asir1 olarak madde uygulamalar1 (Resveratrol, NADH,
VOL) yapildi ve bu siire boyunca aglik kan sekerleri ve agirliklar1 kaydedildi.
Diyabetik gruba ise sadece serum fizyolojik verildi. 15 giinliik deney siiresinden
sonra desikatorde CO; gazi ile Oldiiriiliip beyin dokusu uygun sekilde alinarak
phosphate buffered saline (PBS) ile yikandiktan sonra analizler yapilana kadar -80
°C’de tutuldu.

1.Grup; Kontrol grubu: 6 adet erkek sigandan olusan bu gruba deney
stiresince serum fizyolojik intraperitonel yolla verildi. Deney gruplariyla beraber
bunlarin da aclik kan sekerleri ve agirliklart dlgiilerek tabloya kaydedildi. 15 giiniin
sonunda desikatorde CO, gazi ile oldiiriiliip beyin uygun sekilde alinarak phosphate

buffered saline ile yikandiktan sonra analizler yapilana kadar -80 °C’de tutuldu.

2.Grup; Diyabetik (STZ) grup: 6 adet erkek sicandan olusan bu gruba deney
stiresince serum fizyolojik intraperitonel yolla verildi. Deney gruplartyla beraber
bunlarin da aclik kan sekerleri ve agirliklar: dlciilerek tabloya kaydedildi. 15 giiniin
sonunda desikatérde CO; gaz ile dldiiriiliip beyin uygun sekilde alinarak phosphate

buffered saline ile yikandiktan sonra analizler yapilana kadar -80 °C’de tutuldu.
3.Grup; STZ+Resveratrol: 6 adet erkek sigandan olusan bu gruba deneyin

baglangicindan itibaren resveratrol (10 mg/kg) intraperitonel yolla verildi. Deney

gruplariyla beraber bunlarin da aglik kan sekerleri ve agirliklari dlgiilerek tabloya
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kaydedildi. 15 giinlin sonunda desikatorde CO, gaz1 ile Oldiiriiliip beyin uygun
sekilde alinarak phosphate buffered saline ile yikandiktan sonra analizler yapilana
kadar -80 °C’de tutuldu.

4.Grup; STZ+NADH: 6 adet erkek sigandan olusan bu gruba deneyin
baglangicindan itibaren NADH (10 mg/kg) intraperitonel yolla verildi. Deney
gruplariyla beraber bunlarin da aglik kan sekerleri ve agirliklar Olgiilerek tabloya
kaydedildi. 15 giiniin sonunda desikatorde CO; gazi ile o6ldiriiliip beyin uygun
sekilde alinarak PBS ile yikandiktan sonra analizler yapilana kadar -80 °C’de tutuldu.

5.Grup; STZ+VOL: 6 adet erkek sicandan olusan bu gruba deneyin
baslangicindan itibaren VOL (10 mM/kg) intraperitonel yolla verildi. Deney
gruplariyla beraber bunlarin da aglik kan sekerleri ve agirliklart Slciilerek tabloya
kaydedildi. 15 giinlin sonunda desikatorde CO, gaz1 ile oldiiriilip beyin uygun
sekilde alinarak phosphate buffered saline ile yikandiktan sonra analizler yapilana
kadar -80 °C’de tutuldu.

3.2.3. Beyin dokusunun alinmasi ve hazirlanmasi

Streptozotosin uygulandiktan 15 giin sonra dekapite edilen hayvanlarin beyin
kafatas1 dikkatlice acild1 ve beyin kismi tiim olarak alindi. PBS ile yikandiktan sonra
tizerindeki fazla suyun uzaklastirilmasi i¢in kurutma kagidi ile kurutulduktan sonra

onceden daralar1 alinmis olan tiiplere alinarak analizler yapilana kadar zaman

kaybedilmeden -80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.4. Beyin dokusundan MDA analizi

Beyin dokusunda bulunan sinir hiiclerinin izolasyonda yer alan yag dokusunda
meydana gelen hasar1 belirlemek igin Liaudet ve ark. kullanmis oldugu yontem
kullanildi.

Onceden tartilan beyin &rnekleri 1/10 oraninda potasyum kloriir ile
homojenizasyonlar1 yapildi. Bu homojenattan 200 pl alinarak iizerine %0,8 lik

tiyobarbiiritik asit, % 8,1 lik sodyum dodesil siilfat, % 20’lik asetik asit ve saf su
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ilave edildi. 90 °C’de ki su banyosunda 45 dakika bekletilen tiipler oda sicakliginda
sogumaya birakildi ve 10.000 g de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatan mikroplatelere
alinarak 532 nm de okumasi yapildi. Beyin homojenatlarindaki MDA miktar tayini,

kalibrasyon egrisine gore hesapland:.

3.2.5. Beyin dokusunda GSH analizi

Beyin dokusunda GSH 6lgtimii Liaudet ve ark. (2000) kullanmis oldugu yontem
gore yapildi.

Tartilip deney tiiplerine almman beyin ornekleri % 5°lik siilfosalisilik asit
icerisinde  1/10 oraninda seyreltilerek homojenize edildi. 10.000 g de 20 dk
homojenize edilen 6rneklerin siipernatant kismindan 20 ul alinarak iizerine 0.3 M
sodyum hidrojen fosfat ve % 1 lik sodyum sitrat igerisinde hazirlanmis % 0. 04 lik
5,5 dithiobis ilave edildi. 10 dk inkibasyon sonunda mikroplatelere alinan 6rnekler
405 nm de okundu. Orneklerin GSH miktar1, rediikte GSH kullanilarak olusturulan

standart grafigine gore mg/GSH olarak hesalanmistir.

3.2.6. DNA fragmentasyon (Apoptozis) analizi

Bu ¢alisma i¢in Roche firmasina ait Apoptotic DNA ladder kit kullanildi. Kit
manueline gecilmeden once agirliklar1 bilinen dokular SDS, NaCl, ve Tris EDTA
dan olusan lysis buffer ile 1/10 oraninda seyreltilerek IKA T10 ULTRA-TURRAX
marka bigakli homejenizator kullanilarak homojenize edildi. Bu asamadan sonra kit
prosediirii izlenildi ve 50 pul eliisyon buffer i¢inde stok DNA elde edildi. Stok DNA
dan alinan 6rnekler DNA yiikleme boyasi ile karistirilarak onceden hazir olan Mini-
PROTEAN precast (Bio-Rad) jelin her yuvasina 10 ul 6rnek yiiklenerek dikey
elektroforezde 1XTBE’de 150 V’de yaklasik 40 dakika yiizdiiriildi ve Bio-Rad

Chemidoc goriintiileme sisteminde jel goriintiisii alindi.

3.2.7. Nitrik oksit analizi
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Bu c¢alisgmada Abcam firmasina ait Nitric Oxide Assay Kit (Colorimetric)
kullanildi. Onceden tartimlar1 yapilan beyin dokulari 1/10 oraninda pro-prep protein
extraction solisyonu (ABC scientific) ile bigakli homojenizatérde homojenizasyon
yapildi. Daha sonra 6rnekler 13.000 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Protein miktar1
yiiksek orneklerin hatali sonuglar olusturmasini engellemek i¢in 6rnekler 10 kDa
(Amicon- Milipore) filitre tiiplerinden gegcirilerek proteinlerin uzaklastirilmasi
sagland1. Orneklerle calismaya baslamadan once standart grafiginin ¢izilmesi icin
ImM’lik nitrit standartt hazirlandi. Bu standartlar mikroplate alinarak istenen
konsatrasyonlar olusturuldu. Daha sonra standart ve orneklere nitrat rediiktaz ve
enzim kofaktorii eklenerek ortamdaki nitratin nitrite doniisiimii saglandi. Ortama
enhancer (pekistirici) eklendi. Bu asamadan sonra ortamdaki nitrit ile reksiyona
girerek renkli bilesik olusumunu saglayan GRIESS reaktifleri eklendi ve renk

olusumu 540 nm de okunarak alinan sonuglar hesaplamada kullanildu.

3.2.8. Protein karbonil analizi

Onceden tartimlar1 yapilan beyin dokular1 1/10 oraninda pro-prep protein
ekstraksiyon soliisyonu ile bigakli homojenizatérde homojenize edildi. Daha sonra
ornekler 10 dk inkiibe edildi ve 13000 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Ornekler i¢inde
yer alan niikleik asitleri ¢oktiirmek igin tiiplere streptomisin ilave edildi. Ornekler 15
dk bekletildikten sonra 13000 g de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar ikiye
ayrilarak birinci kisim protein karbonil ikinci kisim ise protein miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanildi. Protein karbonil analizi su sekilde devam etmistir:

- Safsuile 300 pl’ye tamamlanan drneklere % 20°lik TCA eklendi.

- 500g de 2 dk santrifiij edildi.

- Siipernatantlar dokiildii.

- Tipler kontrol ve 6rnek olarak ikiye ayrildi.

- Ornek grubuna 0,5 ml DNPH, kontrol grubuna ise 0,5 ml HCI
eklendi.

- Sonikatérde parcalama yapildi ve 10 dk inkiibe edidi.

- Her 6rnege 0,5 ml TCA eklendi.
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- Tiipler 5 dk buzda bekletildi, ardindan +4 °C’de 5000 g de 2 dk
santrifiij edildi.

- Siipernatantlar dokiildii.

- 1 ml 1/1 oraninda etil asetat etanol ¢ozeltisi eklendi.

- Siipernatantlar dokiildii.

- 1 ml 1/1 oraninda etil asetat etanol ¢ozeltisi elendi.

- Siipernatantlar dokiildii.

- Peletler tizerine 1 ml Guanidin-HCI 500 mM KPQO, pH 2,5 eklendi
ve tiim ornekler vortekslendi.

- 5000 g de 3 dk santrifiij edildi.

- Tim Ornekler mikropleytlere yiiklenerek 370 nm de okuma

yapildi.
Protein analizi ise Abcam marka BCA Protein Quantification kiti ile yapildi. 1
mg/ml stok soliisyondan degisik konsatrasyonlarda standartlar hazirlandi. Daha sonra

bakir iceren calisma soliisyonu ile standartlar karistirildi ve 50 °C de 60 dk inkiibe

edildi. Standart grafigindeki absorbanslara gore protein miktarlarit hesaplandi.

3.3. istatistiksel Yontemler

Sonuglar ortalama +SD olarak verildi. Istatistik degerlendirmeler igin

gruplarin dagilimi paired Student’s t test ile incelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

Calismada sirastyla kontrol grubu 180,83+1,74 g (n=6), diyabetik grubu
178,33+1,33 g (n=6), resveratrol grubu 178,33+1,33 g (n=6), NADH grubu
182,00+1,13 g (n=6), VOL grubu 179,83+1,87 g (n=6) olmak iizere erkek sicanlar
kullanilda.

Gruplarin beyin dokusunda bulunan indirgenmis glutatyon (GSH), nitrik oksit
(NO), protein miktari, protein karbonil (PCO), Malondialdehit (MDA) BMG Labtect
FLUOStar Omega cihazi yardimi ile dlgiiliip kaydedildi.

Gruplarin beyin dokusunda apoptotic DNA Ladder kit ile apoptozise bakilip
“’Mini-PROTEAN precast gel’” de yiizdiiriilerek Bio-RAD Chemidoc cihazi yardimi

ile goriintii elde edilmistir.

4.1.1. Agirhk degisimi:

Cizelge 4.1. Deney siiresi boyunca gruplardaki agirlik degisimi (gram)

0. Giin

1. Giin

4. Giin

7. Giin

10. Giin

13. Giin

15. Giin

180,83+1,74

180,83+1,74

180,83+1,74

181,17+1,78

181,50+1,77

181,67+1,86

181,67+1,86

178,33+1,33

174,67+1,05

170,33+1,15

167,83+1,01

165,50+1,23

160,50+1,09

156,83+1,49

178,33£1,33

175,17+1,19

172,00+1,44

169,33+1,28

167,17+1,58

164,83+1,49

162,67+1,26

182,00+1,13

179,00+1,13

175,67+0,95

172,17+1,25

169,50+1,06

167,00+1,13

164,17+1,19

<|Z2 X |0 X

179,83+1,87

175,67+2,14

171,83+2,41

169,3342,51

169,33+£2,51

162,67+2,44

160,00+2,44

Cizelge 4.2. Deney sonuna kadar kaybedilen net agirlik ve yiizdesi

Gruplar ilk agirhk(g) |Son agirhk(g) | Fark(g) % g degisim
K 180,83 181,67 0,84 0,46
D 178,33 156,83 -21,5 -12,06
R 178,33 162,67 -15,66 -8,78
N 182 164,17 -17,83 -9,80
\Y 179,83 160 -19,83 -11,03

26




4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Semih SAYIN

4.1.2. Glikoz degisim

Cizelge 4.3. Deney siiresi boyunca gruplarin glikoz miktarlari (mg/dl)

0. Giin 1. Giin 4. Giin 7. Giin 10. Giin 13. Giin 15. Giin
K [93,83+3,3 |93,5+3,34 94,67+3,9 94,5+3,76 94,33+£3,22 1 96,17+4,15 | 93,5+2,86
D |93,83+3,66|316,7+11,5 |378,8+17 370+19 373,2+18,4 | 359,2+13,4 |369,7+15,4
R [95,67+3,13|299,33+7,87 | 347,2+16,7 |340,5+15,7 |334,5+9,26|320,83+5,83 | 302,17+8,32
N [92,83+3,75|326,5+15,9 |353,2+14,7 |338,3+11,3 |337,7+11 |330,3£13,6 |323,17+6,46
V |93,1743,23|339,2+14,6 |340,83+9,13 |317,67+8,15 |312,33+7 |317,83+4,83|302,5+4,49
400
. SJ—a—a— . =
300 j &—
l =4—[Kontrol
250
/ ——Diyabet
200
/ Resveratrol
150 i NADH
100 ‘4%;;‘;* —=VOL
50
0 T T T T T T 1
0.Gun 1.Gun 4.GUn 7.GUn 10.GuUn 13.Gun 15.Gln

Sekil 4.1: Deney gruplarimin seker degisimi (mg/dl)

Cizelge 4.4. Deney baslangicinda ve sonunda seker miktar1 ve yiizdesi (mg/dl)

Gruplar ilk 6lciim(mg/dl) | Son 6lciim(mg/dl) | Fark(mg/dl) | % mg/dl degisim
K 93,83 93,5 -0,33 -0,35
D 93,83 369,7 275,87 294,01
R 95,67 302,17 206,5 215,85
N 92,83 323,17 230,34 248,13
\ 93,17 302,5 209,33 224,68
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300 - 70 $eker Degl§lml
250 A
200 A
150 A
M Seril
100 A
50 A
—

Sekil 4.2: Deney gruplarinin % seker degisimi (mg/dl)

% seker mg/dl

4.1.3. MDA analizi sonuglar:

0,6

a y=0,0112x+0,0284
b /o R?=0,9985
s 04 /
0,3 /
r -
b 0,2 / ¢ Seril
a 01 ~ Dogrusal (Seri 1)
n 0 T T T T T !
s 0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00

konsantrasyon

{nmol)

Sekil 4.3: MDA standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi
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Cizelge 4.5: Beyin dokusunda MDA degerleri (nmol/g doku yas agirlik)

Madde miktari Ortalama
Grup Absorbans (nmol/g yas agirhk) (nmol/g dokuyas agirhk)
K 0,31 1,09
K 0,62 2,31
K 0.49 L79 1,730,160
K 0,50 1,83
K 0,47 1,71
K 0,46 1,66
D 0,74 2,76
D 0,75 2,78
D 0,80 2,99 3,01+0,104
D 0,82 3,08
D 0,92 3,46
D 0,80 3,00
R 0,47 1,73
R 0,56 2,05
R 0,56 2,07 2,15+0,309
R 0,43 1,55
R 0,51 1,85
R 0,97 3,64
N 0,60 2,22
N 0,82 3,07
N 0,71 2,66 2,50+0,153
N 0,70 2,62
N 0,54 2,00
N 0,66 2,43
\ 0,81 3,02
Vv 0,85 3,18
v 0,74 2,78 2,660,178
Vv 0,53 1,96
V 0,66 2,45
V 0,69 2,59
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Sekil 4.4: Deney gruplarinin MDA miktar1 (nmol/g doku yas agirlik)

Madde miktar {(nmol/yas agirlik)

4.1.4. GSH analizi sonuglar:

Standart GSH kullanilarak hazirlanan 6rneklerle kalibrasyon egrisi ¢izildi ve
bu grafige gore hesaplamalar yapildi.

0,4

P y=0,0411x+ 0,0462

0,35 R?=0,9976
03 e

0,25 /

P 0,2 ’/ )

b 0,15 / ¢ Seril

2 01 Dogrusal (Seri 1)
n 0,05 —/

s 0 T T T T 1
0] 2 4 6 8 10

konsantrasyon nmol
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Sekil 4.5: GSH standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi.
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Cizelge 4.6: Beyin dokusunda GSH degerleri

Madde miktari

(nmol/g doku yas Ortalama
Grup Absorbans agirhk) (nmol/g doku yas agirhk)
K 0,16 5,75
K 0,09 2,33
K 0,18 6,49 6,07+1,32
K 0,29 11,86
K 0,13 4,05
K 0,17 5,93
D 0,11 2,93
D 0,13 3,88
D 0,14 4,63 3,46+0,38
D 0,12 3,72
D 0,12 3,64
D 0,11 2,93
N 0,13 4,06
N 0,14 4,53
N 0,14 4,73 4,59+0,26
N 0,13 3,90
N 0,14 4,56
N 0,16 5,73
R 0,14 4,68
R 0,17 5,96
R 0,14 4,74 5,19+0,33
R 0,13 4,27
R 0,18 6,36
R 0,15 5,15
V 0,17 5,93
V 0,13 3,98
V 0,16 5,42 4,3540,46
V 0,11 2,86
V 0,13 3,83
V 0,13 4,08
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Sekil 4.6: Deney gruplariin GSH miktar1 (nmol/g doku yas agirlik)
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4.1.5. Protein karbonil (PCO) analizi sonuglari:

Beyin dokusundaki protein karbonil miktarini belirlemek igin Oncelikle
protein miktar1 belirlendi. Protein seviyeleri mikroplaka okuyucuda 562 nm dalga

boyunda okunarak absorbans degerleri kaydedildi

BCA

1.2 y=0,063x+0,0364

1 3 RZ=0,9915
o

0,4 / * Seril
0
A
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w S o O =

Protein miktan
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Sekil 4.7: Protein standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi.
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Cizelge 4.7: Beyin dokusunda protein degerleri

Grup | Ortalama Absorbans | Madde miktari (ug/ml) | Ortalama (ug/ml)
K 0,11 1,09
K 0,12 1,25
K 0.1 1,20 1,27+ 0,0489
K 0,12 1,36
K 0,13 1,42
K 0,12 1,33
N 0,12 1,37
N 0,13 1,55
N 0.17 2,04 1,59+ 0,0974
N 0,14 1,64
N 0,13 1,49
N 0,13 1,45
R 0,13 1,53
R 0,12 1,28
R 0.17 2,06 1,734+ 0,143
R 0,13 1,45
R 0,16 2,03
R 0,17 2,04
D 0,12 1,30
D 0,14 1,66
D 0.14 160 1,47+ 0,0664
D 0,13 1,50
D 0,13 1,50
D 0,12 1,25
\ 0,12 1,37
\ 0,14 1,60
v 0.15 183 1,65+ 0,0637
V 0,15 1,72
V 0,14 1,71
\ 0,14 1,64

Beyin dokusu PCO seviyeleri mikroplaka okuyucuda 370 nm dalga boyunda

okunarak absorbans degerleri kaydedildi.
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Cizelge 4.8: Beyin dokusunda protein karbonil (nmol karbonil/mg protein) degerleri

Ortalama
(nmol
Karbonil (nmol karbonil/mg
Grup Karbonil absorbans karbonil/mg protein) | protein)
K 0,011 9
K 0,008 5,76
K 0,011 8,32 6,610,859
K 0,012 8
K 0,007 4,5
K 0,006 4,08
N 0,001 0,58
N 0,017 9,02
N 0,017 ! 7,65+1,70
N 0,022 12,12
N 0,01 6,04
N 0,018 11,16
R 0,012 7,04
R 0,018 12,6
R 0,028 12,38 11,27+0,959
R 0,022 13,78
R 0,025 11,12
R 0,024 10,68
D 0,015 10,46
D 0,019 10,36
D 0,017 9,62 1274117
D 0,027 16,26
D 0,025 15
D 0,02 14,5
\ 0,017 11,14
V 0,01 5,62
V 0,023 11,36 1134125
V 0,027 14,42
\ 0,025 13,28
V 0,022 12,12
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Sekil 4.8: Deney gruplarinin PCO degerleri (nmol karbonil/mg protein)

4.1.6. Nitrik oksit analizi sonuglari:

o w T o

w S o O =
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Sekil 4.9:Nitrit standartindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi.
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Cizelge 4.9: Beyin dokusunda nitrik oksit degerleri

Grup Absorbans | Madde Miktari(nmol/ul) Ortalama

K 0,317 0,176471

K 0,312 0,1714

K 0,272 0,130832 0,15095+0,00918
K 0,289 0,148073

K 0.3 0,159229

K 0,261 0,119675

R 0,239 0,097363

R 0,165 0,022312

R 0,232 0,090264 0,0625+0,0318
R 0,198 0,055781

R 0,222 0,080122

R 0,172 0,029412

N 0,236 0,09432

N 0,242 0,100406

N 0,235 0,093306 0,09500+0,00116
N 0,237 0,095335

N 0,236 0,09432

N 0,234 0,092292

D 0,272 0,130832

D 0,282 0,140974

D 0,196 0,053753 0,07910,0206

D 0,186 0,043611

D 0,233 0,091278

D 0,157 0,014199

V 0,247 0,105477

V 0,228 0,086207

\Y 0,191 0,048682 0,08181+0,00833
V 0,237 0,095335

V 0,229 0,087221

V 0,21 0,067951
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Sekil 4.10: Deney gruplarinin NO degerleri (nmol/pl).

Gruplarin beyin nitrik oksit seviyelerindeki degisimler incelendiginde istatistiki

olarak anlamli bulunmustur.

4.1.7. DNA fragmentasyonu (Apoptozis) analizi sonuglari:

Apoptozisin en onemli 6zgiin yonii DNA’nin internukleozomal bolgelerden
yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalari1 olusturacak
sekilde par¢alanmasidir. Kiiglik molekiil yapisina sahip DNA bantlar1 agir olanlardan
daha hizli bir sekilde hareket ettiginden daha hizli bir sekilde ilerler. Bu durum

agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisiiniin ortaya ¢ikmasina neden olur.
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Sekil:4.11: Beyin dokusu apoptozis gorintiisii (K: Kontrol, R: Resveratrol, D: Diyabet, V:
VOL, N: NADH

4.2. Tartisma

Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin bir iliski oldugu goriisii in vivo
calismalar ile de desteklenmistir. Deneysel diyabet olusturmak ig¢in kullanilan
streptozotosin, oksidan maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarini selektif
olarak tahrip etmektedir (Altan ve ark., 1998; Das ve Chainy, 2001). Diyabetik
hastalarin uzun siireli yiiksek kan glukoz konsantrasyonlarina maruz kalmalari

oksidatif stresi arttirir ve antioksidan savunma sistemlerinde degisimlere sebep olur.

(Altan ve ark., 2006).

Deney sonunda gruplarin agirlik degisimlerine bakildiginda diyabet hastaligi
sonucunda en belirgin komplikasyonlar arasinda yer alan kilo kaybi bizim deney
sistemimizde de goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabet grubunda
% 12 gibi gibi bir diisiis goriilmiistiir. Ancak madde gruplar1 bu diisiisii kism1 olarak
azaltmistir. Madde gruplar arasinda ise en yiiksek etkiyi resveratrol gostermistir.

Kan glikoz diizeylerine bakildiginda ise pankreas hiicrelerinde olusturulan

doku harabiyeti ile insiilin salinimindaki azalmaya bagli olarak glikoz miktari
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diyabetik grupta gozle goriiliir derecede artmistir. Madde uygulamalarindan sonra ise
diisiisler goriilmiistiir. Madde gruplart arasinda en fazla bu etkiyi gosteren grup ise

resveratrol grubu olmustur.

Canli organizmalarda cesitli hastaliklar, stres, kimyasal maddeler gibi cesitli
sebeplerden dolay: artan serbest radikallerin yaglara saldirmasi nedeniyle MDA gibi
son lrlinler ortaya ¢ikabilir. Bu gibi zararli son {iriinlerin olusumunu engellemek i¢in
bitkisel, hayvansal ya da sentetik maddeler siklikla kullanilmakta ve diyabetle
iligkileri arastirilmaktadir. Bu amagla yapmis oldugumuz inceleme sonunda diyabet
grubu si¢anlarda seker miktarmin yiikselmesi nedeniyle ortamda serbest radikal
miktarmin arttifi daha onceki ¢alismalardan bilinmektedir. Bu serbest radikallerin
artmasi ile birlikte MDA seviyesi diyabetik grupta artmistir. Antioksidan 6zelligi
olan maddelerin verilmesi ile birlikte MDA seviyesinde azalma olmustur. Ancak bu
azalma incelendiginde resveratrol maddesinde ki azalma istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p<0,05). VOL ve NADH grubu ise istatiksel olarak anlaml
bulunmustur. Resveratrol grubunun istatiksel olarak anlamli bulunmamasi ise

degerler arasinda ki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.

Hiicre igerisinde serbest radikal diizeyinin artmasi ile birlikte karbonhidratlar,
proteinler, yaglar ve niikleik asitler lizerinde hasarlar meydana gelmektedir. Diyabet
sonrasinda da artan serbest radikal miktar1 ortamda bulunan antioksidanlar tarafindan
yok edilmeye calisir. GSH bu noktada énemli bir géreve sahiptir. Ozellikle 3 amino
asitten ve kendiliginden olusmasi nedeni serbest radikaller ilk tepki mekanizmasi
igerisinde alir. Bu nedenle bilimsel c¢alismada serbest radikallerin etkileri
incelenirken GSH bagvurulan bir sonu¢ olmustur. Bizde bu calismada deney
gruplaria uygulamis oldugumuz maddelerin sonuglarini inceleme agisindan énemli
bir sonu¢ teskil eden GSH miktar degisimlerini inceledik.. GSH seviyesine
bakildiginda kontrol grubu degerleri arasinda yer alan deger nedeni ile standart hata
cok artmis ve bu nedenle kontrol grubuna gore karsilastirildiginda gruplarda
istatiksel olarak anlamli bulunamamistir (p<0,05). Ancak diyabetik gruba gore
karsilastirildiginda resveratrol, NADH ve VOL gruplan istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05).
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Serbest radikallerin tespiti i¢in kullanilan parametrelerden bir tanesi de NO’tir.
NO o6zellikle norotransformasyon, vaskiiler diizenleme ve apoptozis de 6nemli gorev
alir. Canli organizmada olusan NO hizli bir sekilde nitrit ve nitrata doniistiiriiliir.
Nitrat ise ortamda Griess reaktifinin bulunmasi durumunda bu madde ile reaksiyona
girerek mor renkli iiriinler elde edilir. Gruplar arasinda NO degerlerine bakildiginda
kontrol grubuna gore kiyaslandiginda resveratrol, NADH, VOL gruplarinda ki

azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Serbest radikallerin proteinlerle etkilesmesi sonucunda amino asitler, peptit
omurgast yada tiyol gruplarinda hasara neden olur. Ozellikle proteinlerin canli
organizmanin temel taslarin1 olusturmasi enzim, hormon gibi yapilarinda protein
yapisinda olmasiyla bu molekiillerin oksidasyonu 6nemli hastaliklar1 tetiklemektedir.
Bu amagla DNPH ortamdaki proteinlerin karbonillenmis gruplarn ile reaksiyona
girerek renkli birlesikler olusturur ve bu da kolorimetrik olarak incelenebilir. PCO
seviyesine bakildiginda diyabetik grupta bu oranin kontrol grubuna gore arttigi
resveratrol, NADH ve VOL uygulamas: ile birlikte bu seviyenin diistigi

gorlilmiistiir ve istatiksel olarak anlamli bulumustur.

Apoptozis hiicrelerde yer alan fizyolojik bir olaydir. Ancak ortamda ki serbest
radikaller miktarinin artmasi ile birlikte bu fizyolojik olay hizlanmakta ve saglikli
hiicrelere de hasar gorebilmektedir. Bu amagla serbest radikallerin niikleik asitlere
etkilerinin incelenmesi igin apoptozis miktarinin tespiti biiyiilk 6neme sahiptir. Bu
amagla DNA fragmantasyonuna bakilarak bu etki hakkinda bilgi edinilmeye
calismistir. Jel gorlintiimiize baktigimizda jel iizerinde olusan merdinven seklindeki
yap1 apoptozis varligini gostermektedir. Bantlar arasindaki kalinlik farki da bu olay

hakkinda bilgi vermektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Diabetes mellitus insiilin salgilama yetersizligi ya da insiilinin etkili bir sekilde
kullanilamamas1 sonucunda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir. Bu hastalik sonucunda kanda
seker konsatrasyonunun artmasina ragmen insiilin yetersizliginden yada etkili sekilde
kullanilamamasi nedeniyle hiicreler glikozu hiicre i¢ine alamaz. Enerji tiretiminde ilk tercih
olan glikoz hiicre i¢ine alinamadiginda hiicreler protein yada yag molekiillerini pargalamaya
baglar. Bu da son iiriin olarak aldehit ve keton grubu molekiillerin artmasina bunlara ek olarak
glikozun kandaki yiiksek konsantrasyonu bobrek, goz, beyin basta olmak {izere birgok dokuya
zarar vermektedir (Walter ve ark., 1991). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda diyabet
hastalarinin komplikasyonlarinin azaltilmasi i¢in ya da tedavi amagh kullanilabilecek bitki ve
ila¢ arastirmalar1 hiz kazanmistir. Bizim c¢alismamizda daha once ki ¢alismalarda kullanilan
maddelerin bir arada incelenmesi acisindan Onemli bir yere sahip deney ortami

olusturulmustur

Yapmis oldugumuz c¢alismada STZ enjeksiyonundan sonra sicanlar da kan sekeri
artmistir. Buna ilaveten takip ettigimiz agirliklar1 da 6zellikle diyabet grubunda biiyiik oranda
diigmiistir. Bu durum diyabet gruplarinda beklenen bir olaydir. Ayrica deney gruplarimiz da
poliliri ve yem tiiketimlerinde artis olmustur. Fakat bunlar deney sonuglar1 icerisinde yer

verilmemistir. Ciinkii bunlar genel diyabet komplikasyonlar1 arasinda yer alir.

Deney gruplarimizda ilk dikkat ettigimiz olaylardan bir tanesi glikoz seviyesinde Ki
degisikliktir. Diyabet hastalarinda da goriilen ilk belirtiler arasinda yer alan glikoz seviyesi
deney gruplarimizda STZ ile olusturulmaya calisilmistir. STZ nin enjeksiyonundan sonra
diyabet grubumuzda bariz degisiklik goriilmiistiir. Resveratrol, NADH ve VOL uygulamasi

ile bu seviye nispeten biraz daha diistirilmistiir.

Agirhik degisimleri ise seker hastaliginin bir sonucu seklindedir. Seker miktarinin

ylikselmesine ragmen insiilin yetersizligi veya insiilinin etkili sekilde kullanilamamasi
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glikozun hiicre igine alinamamasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda enerji ihtiyacinin
kargilanmasi i¢in proteinler ve yaglar kullanilabilmekte buda kilo kaybinin en 6nemli sebebini
olusturmaktadir. Deney gruplarinda genel olarak diisiis goriilmiis ancak vermis oldugumuz
maddeler insiilin gibi gorev yaparak yada insiilin etkisini arttirarak glikozun hiicre igine
almmasma yardimct olmus ve kilo kaybindan diyabet grubuna kiyasla daha az

etkilenmislerdir.

Canli organizmalarda ¢esitli hastaliklar, stres, kimyasal maddeler gibi cesitli
sebeplerden dolay1 artan serbest radikallerin yaglara saldirmasi nedeniyle MDA gibi son
iiriinler ortaya ¢ikabilir. Bu gibi zararli son iirlinlerin olusumunu engellemek i¢in bitkisel,
hayvansal ya da sentetik maddeler siklikla kullanilmakta ve diyabetle iligkileri
arastirilmaktadir. Bu amagcla yapmis oldugumuz inceleme sonunda diyabet grubu siganlarda
seker miktarmin ylikselmesi nedeniyle ortamda serbest radikal miktarinin arttigi, bu amagla
da kulanmis oldugumuz maddelerin etkileri oldugu ve bu etkilerin karsilagtirmali olarak
ortaya konmustur. Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini azaltir ya da tamamen yok
edebilir. Bizim kullandigimiz maddelerin de antioksidan o6zelligi oldugu bilinmektedir.
Calisma sonucunda kontrol grubuna gore karsilastirildiginda diyabet grubunda MDA miktari
arttig1 ancak kimyasal madde verilen gruplarda azaldigi goriilmiistiir. Bu maddeler arsinda ise

resveratrol digerlerine gore daha fazla etki gostermistir.

Hiicre igerisinde serbest radikal diizeyinin artmasi ile birlikte karbonhidratlar,
proteinler, yaglar ve niikleik asitler iizerinde hasarlar meydana gelmektedir. Bu hasarlarin
onlenmesinde gorev alan molekiillerden bir taneside GSH dir. Ozellikle 3 amino asitten ve
kendiliginden olusmasi nedeni serbest radikaller ile ilk tepki mekanizmasi igerisinde alir. Bu
nedenle bilimsel calismada serbest radikallerin etkileri incelenirken GSH bagvurulan bir
sonu¢ olmustur. Bizde bu ¢alismalarda deney gruplarina uygulamis oldugumuz maddelerin
sonuglarini inceleme agisindan 6nemli bir sonug teskil eden GSH kullandik. Kontrol grubu ile
diyabet grubu karsilastirildiginda diyabet grubunun GSH miktar1 6nemli oranda azalmstir.
Kullanmig oldugumuz maddelerin genel olarak GSH miktarin1 diyabet grubuna kiyasladiginda

arttirdig1 ve dzellikle resveratroliin digerlerine gore daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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Serbest radikallerin tespiti i¢in kullanilan parametrelerden bir tanesi de NO’tir.
Ozellikle nérotransformasyon, vaskiiler diizenleme ve apoptozis de dnemli gorevler alir. Canli
organizmada olusan NO hizli bir sekilde nitrit ve nitrata doniistiiriiliir. Nitrat iSe ortamda
Griess reaktifinin bulunmasi durumunda bu madde ile reaksiyona girerek mor renkli {iriinler
elde edilir. Deney gruplarimizda NO seviyesi diyabet grubunda azaldigi resveratrol, NADH

ve VOL kullanimz1 ile kontrol grubuna yakin degerlere geldigi gortilmiistiir.

Apoptozis hiicrelerde yer alan fizyolojik bir olaydir. Kanser, diyabet, AIDS, iskemi gibi
hastaliklarin baglangicinda apoptozis sonucu asir1 vezikiil artigt oldugundan immiin sistem
bunlar1 yok etmede yetersiz kalabilir ve sonugta apoptozis mekanizmasi belli bir asamadan
sonra igleyemez hale gelir. Boylece patolojik durumlar ortaya ¢ikar (Dilsiz, 2009). Bu amagla
serbest radikallerin niikleik asitlere etkilerinin incelenmesi i¢in apoptozis miktarinin tespiti
biiyiik 6neme sahiptir. Bu nedenle DNA fragmantasyonuna bakilarak bu etki hakkinda bilgi
edinilmeye c¢alisilmistir. Kendi deney setimizde gozlemledigimiz apoptozis sonuglarinda
diyabet gruplarinda olusan apoptozis miktarinin arttigi, madde gruplarimizda ise bu oranin
diisiiriildiigii goriilmiistiir. Ozellikle hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen organizmada

hastaliklarin yani sira fizyolojik stirecte de yer alir.

Serbest radikallerin proteinlerle etkilesmesi sonucunda amino asitler, peptit omurgasi
yada tiyol gruplarinda hasara neden olur. Ozellikle proteinlerin canli organizmanin temel
taglarin1 olusturmasi enzim, hormon gibi yapilarinda protein yapisinda olmasiyla bu
molekiillerin oksidasyonu onemli hastaliklar tetiklemektedir. Bu amagla DNPH ortamdaki
proteinlerin karbonillesmis gruplari ile reaksiyona girerek renkli birlesikler olusturur ve bu da
kolorimetrik olarak incelenebilir. Protein karbonil seviyesine bakildiginda diyabet grubunda
bu seviyenin olduk¢a fazla oldugu, uygulanan kimyasal maddeler ile birlikte bu durumun

azaldig1 goriilmiistiir.

5.2. Oneriler

Bu ¢aligmada genellikle siyah iiziimden elde edilen resveratrol, bir koenzim olan NADH
ve kimyasal yolla elde edilen VOL maddelerinin diyabet iizerine olan etkilerini karsilagtirmali
olarak arastirmaya calistik. Deney sonuglarimiza gore 6zellikle diyabet sonucunda kanda

seker miktarinin asir1 ylikselmesi ile birlikte bir ¢ok doku ve organ hasar gormekte bu da
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kisilerin yasam kalitelerini olumsuz etkilemektedir. Ayrica bu hastaliklarin tedavi siiresince
tadavi masraflar1 devlet lizerinde ekstra giderlere sebep olmaktadir. Bu amacla son yillarda
gerek devlet, gerekse 6zel kurum, kurulus ve dernekler araciligi ile diyabet tanitimi, Kilo
kontrolu, diyabet hastalarina biliclendirmek {iizere bir ¢ok toplantilar diizenlenmektedir.
Bilimsel ¢alismalarla bu olaylar desteklenmeye calisilmaktadir. Son yillarda diyabet iizerine
yapilan ¢alismalarin yani sira diyebet sonucu olusan semptomlarin azaltilmasi yada tamamen
ortadan kaldirilmasma yonelik calismalar devam etmektedir. Bunlarin bir sonucu olarak
ortaya c¢ikan bitkisel kaynakli arastirmalar yada sentetik ilaglar {izerine yonelik ¢alismalar
artmaktadir. Bizde bu calismalara katkida bulunmak iizere resveratrol, NADH ve VOL
maddelerini kullandik. Yaptigimiz ¢calismada resveratrol diger maddelerimize gore etki olarak
daha fazla 6n plana ¢ikmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda resveratroliin yaglanma ve
iskemi gibi durumlarda da etkili oldugu gériilmiistii. [laveten NADH ve VOL iin de etkileri
goriilmistiir. Ancak bu maddelerle ilgili yapilan calismalarin sayisinin arttirilmasi
gerekmektedir. Giinlimiizde resveratrol ve NADH’1n tabletleri ticari olarak satilmaktatir.
Ulkemizin baghk alanlarimin fazla ve zengin olmas: nedeni ile iiziim cesitlerine yonelik
resveratrol miktarlar1 incelenebilir. Resveratrolii bol olan iiziimden veya diger iriinlerden
ticari olarak ilag yapilabilir. Ayrica pekmez tiretimi sirasinda atik olarak ayrilan resveratrol
miktar1 yoniinden zengin olan iiziim kabuklar1 bu yonde degerlendirilebilir ve ekonomiye

katki saglanmis olur.

Ancak her maddenin farkli bireylerde gosterecegi etkinin farkli olacagindan kesinlikle
doktor kontrolii olmadan kullanilmasina dikkat edilmelidir. VOL ise daha yeni bir madde
olmasi nedeni ile daha ¢ok arastirma yapilmas: gerekmektedir. Ozellikle VOL i¢inde bulunan
vanadyum fazla tiiketilmesi durumunda toksik etki yaptig1 goriilmiistiir. Bu amagla daha ¢ok

arastirmaya gerek vardir.
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