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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BEYIN ANTiOKSiDAN ENZIMLERININ TiP 1 DiYABET iLE DEGIiSiMi:
RESVERATROL’UN ETKILERI

Dilan KONAT

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Yrd. Do¢. Dr. Gokhan SADI

Ekim, 2014, 85 sayfa

Diyabetin beyin fonksiyonlar1 {izerine hayati etkilerinin oldugu ve cesitli beyin
bolgelerini etkileyerek 6grenme ve hafiza fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikardigi
son yillarda yapilan calismalarla gosterilmistir. Bu ¢alisma; beyin antioksidan
enzimlerinin diyabet ile nasil degisim gosterdigini ve resveratroliin diyabetin neden

oldugu degisimleri diizenleyici etkilerini ortaya ¢ikarmak icin gergeklestirilmistir.

Erkek Wistar sicanlarinda diyabet; streptozotocin’nin (55mg/kg) intraperitonial yoldan
enjekte edilmesiyle olusturulmustur. Bir hafta ardindan, resveratrol giinliik 20mg/kg
olmak {lizere yirmi dort giin boyunca verilmis ve beyin dokularinda antioksidan
enzimlerin gen ve protein ekspresyon diizeyleri ile aktivitelerinin dl¢timleri molekiiler

ve biyokimyasal teknikler kullanilarak belirlenmistir.

Sonuglar beyin dokularinda CAT, GPx, SOD-1 ve GST (Mu ve Pi) enzimlerinin gen
ekspresyon diizeylerinin diyabet ile anlamli bir sekilde yiikseldigini gostermistir.
Western blot ve aktivite olgiimlerine gore gen ifadesindeki bu artislar, ayn1 zamanda



¢ogu enzimin protein ve aktivite dlizeyinde de artis meydana getirmistir. mRNA,
protein ve aktivitedeki bu artig, diyabetik beyin dokularinda antioksidan enzimlerin
genellikle transkripsiyon diizeyinde diizenlendigini gostermektedir. Resveratrol; GPx,
SOD-1 ve GST (Mu ve Pi) enzimlerinde diyabet ile meydana gelen gen ifadesi
degisimlerini tekrar kontrol diizeylerine yaklastirmistir. ifade diizeyleri artan bu
genlerin resveratrol ile tekrar kontrol diizeylerine yaklasmasi; diyabetin neden oldugu
oksidatif stresin, beyin dokularinda resveratrol ile azaltildigini ve dolayisi ile enzim

aktivasyonu i¢in gen ifade diizeyini yiikseltmeye gerek kalmadigin1 géstermektedir.

Sonu¢ olarak bu calisma ile resveratrol gibi kuvvetli bir antioksidan molekiiliin
diyabetin neden oldugu olas1 degisimleri iyilestirici veya diizenleyici etkileri ortaya
cikarilmis ve diyabetin neden oldugu molekiiler degisiklikleri inceleyen diger

calismalara yon verebilecek sonuclar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Resveratrol, Antioksidan Enzimler, Gen Ekspresyonu



ABSTRACT

Ms Thesis

CHANGES IN BRAIN ANTIOXIDANT ENZYMES WITH TYPE 1 DIABETES:
EFFECTS OF RESVERATROL

Dilan KONAT

Karamanoglu Mehmetbey University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Gokhan SADI

October, 2014, 85 pages

Recently, it has been shown that diabetes has detrimental effects on brain functions. It
has negative outcomes on learning capabilities and memory functions by affecting
different regions of brain. This study was designed to demonstrate how diabetes
changes the antioxidant enzyme status in brain tissues and how resveratrol mediates

these diabetes induced alterations.

Diabetes was induced in male Wistar rats by streptozotocin (55kg/mg) injection to
intraperitonial cavity. After one week, resveratrol were administered as 20mg/kg daily
injections throughout twenty four days. Then, gene and protein expression levels and
activity status of the antioxidant enzymes were measured from brain tissues with

molecular and biochemical techniques.

According to results; gene expression levels of CAT, GPx, SOD-1 and GST (Mu and
Pi) enzymes were found to be up-regulated in diabetic brain tissues. Western blot results

and activity measurements showed that most of these enzymes’ protein and activity



levels were also augmented reflecting that antioxidant enzymes were regulated in
diabetic brain tissues at the level of transcription. Application of resveratrol to diabetic
animals restored the enhanced antioxidant enzyme status towards the control values.
Restoration of these genes to the control levels indicates that diabetes induced oxidative
stress were lowered with resveratrol application. Therefore, there was no need for the

induction of brain antioxidant enzymes with resveratrol in diabetes.

As a result, in this study it has been revealed that a strong antioxidant molecule such as
resveratrol may restore or modulate the changes induced by diabetes in brain tissues. By
this way, the results have been put forward to orient the new studies searching for

molecular mechanism of diabetes induced changes in brain tissues.

Keywords: Diabetes, Resveratrol, Antioxidant Enzymes, Gene Expression
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1. GIRIS

Serbest radikaller yapilarinda eslenmemis elektron bulunduran ve cevresindeki her
madde ile tepkime verme yatkinlig1 olan, negatif yiiklii elektron sayisinin ¢ekirdekteki
pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir (Fang ve ark., 2002). Serbest
radikaller; yapilari, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, hiicresel kaynaklari, rol oynadiklari
tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli klinik durumlarin patojenezinde rol oynarlar

(Wassmann ve ark. 2004).

Yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in aerobik organizmalar tarafindan organik
molekiillerden enerji elde edilmesinde oksijenin kullanilmasi, bu organizmalarda toksik
oksijen tiirlerinin olugmasina neden olmakta ve bu maddelerin zararli etkileri ile karsi
karsiya birakmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan bu toksik
serbest radikaller, hiicre i¢in yagamsal olan fizyolojik ve metabolik olaylar ile beraber
olusmaktadir (Gutteridge, 1984).

Insiilin hormonunun yoklugu veya yetersizligi sebebiyle aclik kan sekerinin normalin
tizerinde seyrettigi, tiim yas gruplarinda goriilebilen ve yasam boyu siiren, hiperglisemi
ile birlikte 6zel komplikasyonlara yol agan diyabet, viicuttaki birgok organi etkiler.
Viicuttaki glukoz miktarina bagl olarak glukozun artan otooksidasyonu (Wolff ve
Dean, 1987), enzimsel olmayan protein sekerlenmesi (Ceriello, 1997) ve polyol
yolundaki enzim aktivitelerinin artmasi (Williamson ve ark., 1993) diyabetli dokularda
serbest oksijen radikallerin artmasina neden olmakta, dolayisi ile bircok dokuda
hiicrelerin enzimsel ve enzimsel olmayan antioksidan savunma sistemlerini

etkilemektedir (Brownlee, 2001).

Gergeklestirdigimiz bu ¢aligmanin amacini su sekilde 6zetleyebiliriz: 1) diyabetin beyin
dokularinda ana antioksidan enzimler (SOD, CAT, GST, GPx) iizerine meydana

getirdigi degisiklikleri i¢c molekiiler seviyede; mRNA, protein, aktivite belirlemek, ii)



resveratrol gibi kuvvetli bir antioksidanin diyabetin neden oldugu komplikasyonlari
iyilestirici veya diizenleyici gorevlerini ortaya ¢ikarmaktir. Boylece resveratroliin beyin
antioksidan enzimleri {izerine etkileri ortaya c¢ikarilarak diyabetin neden oldugu
molekiiler degisiklikleri inceleyen diger ¢alismalara yon verebilecek sonuglar elde

edilecektir.

2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektronlara sahip atom veya
molekiillerdir. Eslesmemis elektronlara sahip olmalarindan dolay: ait olduklar1 atom
veya molekiillerin simgelerinin iist kismina konulan bir nokta ile (X') gosterilirler
(Akkus, 1995; Sen, 2001). Oldukga reaktif olan serbest radikaller, ¢evrelerinde yer alan
molekiillerle ve atomlarla kolaylikla tepkime verebilirler. Radikal olmayan maddelerle
reaksiyonlar gergeklestirip onlarin da radikal olmasini saglarlar. Ayrica zincir
oksidasyon reaksiyonlarini baglatarak bir¢ok radikalin de olusumunu tetiklerler (Dikici,
1999).

Kisa 0miirlii olmalari, diisiik molekiiler agirliga sahip olmalari, ¢ok kararsiz bir yapiya
sahip olmalar1 gibi ortak 6zellikleri olan serbest radikaller, diger kararli molekiillerin
yapilarint bozarak onlarin kararsiz hale ge¢melerini saglamakta olduk¢a etkin

molekiillerdir (Abdollahi ve ark., 2004).

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en ¢ok mitokondriyal elektron transferi sirasinda
olusmaktadir (Mccord, 1985). Buna ilave olarak serbest radikallerin olusumu homolitik
parg¢alanma, heterolitik ayrilma ve bir molekiile elektronun eklenmesi seklinde {i¢ farkli
yolla gergeklesebilmektedir (Cheeseman ve Slater, 1993; Bast ve ark., 1997).

Molekiildeki kovalent baglarin homolitik par¢alanmasi ve sonucunda elektronlardan her



birinin farkli atomlar iizerinde kalmasi homolitik pargalanma olarak tanimlanir

(Cherubini ve ark., 2005).

Biyolojik sistemlerde genellikle goriilmeyen bu pargalanmalar; yiiksek 1s1, UV ya da
iyonlastirict radyosyon gibi kuvvetli enerjilere maruz kalindiginda biyolojik sistemlerde

de meydana gelebilmektedir (Cihaner, 2009).
X:Y —» X+Y (Homolitik pargalanma)

Kovalent bagli atomlar arasinda bulunan kovalent baglar1 olusturan elektronlarin esit

paylasilmadig1 ayrilma olaylari ise heterolitik ayrilma olarak bilinmektedir.
X:Y - X +Y7 (Heterolitik par¢alanma)

Ayrica elektronlarin bir molekiilden kimyasal yollarla ayrilmasi veya katilmasi da

serbest radikal olusumuna katki verebilmektedir.

A+e - A

2.1.1 Serbest Radikal Tiirleri

Serbest radikal olarak bilinen maddelerin bir ¢ogu oksijen veya nitrojen (azot) tiirevi
bilesiklerdir. Bu nedenle bu bilesikler reaktif oksijen tiirleri (ROT) veya reaktif nitrojen
tiirevi (RNT) olarak bilinirler.

Biyolojik sistemlerde bulunan en onemli radikaller oksijenden olusan radikallerdir.
(Atmaca ve Aksoy, 2009). Uzerindeki elektron dagilimina bakildiginda iki elektronu
eslesmemis oldugu goriilen atmosferik oksijen bazen biradikal (diradikal) olarak da
degerlendirilir. Oksijen molekiilleri reaktif ozellikleri olmamasina ragmen, diger
radikallerle kolaylikla reaksiyona girebilmekte ve son derece reaktif ara iiriinler
olusturabilmektedir (Vincent, 2004; Cherubini, 2005).
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En bilinen reaktif oksijen tiirleri icerisinde siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, nitrik
oksit, lipit peroksit ve hidrojen peroksit yer almaktadir. Hiicrede oksijenin %90’1
oksidatif fosforilasyonun merkezi olan mitokondrilerde tiiketilmekte ve bunun %2’si
basta stiperoksit olmak iizere oksijen radikallerine doniiserek hiicrelerde DNA, lipit,
protein ve karbonhidratlar gibi yapisal biyomolekiillere hasar vermektedir (Cankurtaran,
2005).

Siiperoksit Radikali (O,")

Oksijen molekiilii disaridan bir elektron alirsa, dis yoriingesinde bir fazla elektron
bulunduran stiperoksit radikali (Oz") olusmaktadir (Cavusoglu, 2009). Genel olarak
anyon seklinde tarif edilen bu radikal, ortamin pH’sma bagli olarak protonlanarak
katyon haline doniisebilmekte ve perhidroksi radikali (HO7) ismini almaktadir. Oksijen
molekiiliiniin baska molekiillerden elektron almis sekli olan siiperoksit radikali,
ozellikle mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH)’mn okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")’ a okside
olmasiyla iiretilmektedir. Ayrica pek c¢ok hiicresel oksidaz tarafindan da iiretilmektedir
(Vincent ve ark., 2004; Memisogullar1 ve ark., 2003; Cherubini ve ark., 2005; S6zmen,
2002 ). Ornegin; hiicre zarlarinda bulunan siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri,
16kosit membranindaki NADH oksidaz enzimi, sitoplazmada bulunan ksantin oksidaz
ve triptofan dehidrogenaz enzimleri ile hiicre igerisinde siiperoksit radikali siirekli
olugmaktadir (Weisiger, 1986; Cakir, 1997).

O, +1e — Oy

Stiperoksit radikali ayn1 zamanda kendinden daha reaktif radikallerin olusmasinda da
bir baglangi¢ molekiilii olarak gorev alir. Siiperoksit radikalinin en zarar verici etkisi
sekonder olarak fiirettigi radikallerden kaynaklanmaktadir. Ornegin sulu ortamda
stiperoksit dismutaz (SOD) enzimlerinin katalizledigi dismutasyon reaksiyonu ile

stiperoksit radikali, hidrojen peroksit (H,0,) olusturmaktadir (Cavusoglu, 2009).

4



20,7 + 2H" — H,O, + Oy

Olusan hidrojen peroksit ise metal gegis iyonlarinin varliginda metal aracili
reaksiyonlarla (Fenton ve Haber-Weis reaksiyonlar1) kolaylikla en toksik radikal olarak
bilinen hidroksi (OH’) radikaline doniismektedir. H,O, kaynagi ve gecis metal

iyonlarinin indirgeyicisi olmasi siiperoksit radikalini 6nemli kilmaktadir.

Zararl etkilerinin yaninda bir¢ok biyolojik yararli etkileri de bulunan siiperoksit
radikali, notrofillerin bakterisidal aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler
fonksiyonlar1 kontrol etmekte de gorev almaktadir (Vincent ve ark., 2004;
Memisogullar1 ve ark., 2003; Cherubini ve ark., 2005; S6zmen, 2002 ).

Singlet Oksijen

Yapisinda eslesmemis elektron icermediginden serbest radikal tanimina uymayan
singlet oksijen, oksijen atomu iizerinde bulunan elektronlarin dénme ydnlerinin farkli
olmasindan dolay1 yiiksek reaktif 6zellige sahip oksijen tiirevi bir molekiildiir. Aldig1
enerjiyi ¢evreye dalga seklinde vererek, oksijene geri doniisebilen singlet oksijen,
pigmentlerin (6rnegin; flavin igeren niikleotidler, retinal, biluribin) oksijenli ortamda
15181 absorblamasiyla, hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimeleri ile,
veya kendiliginden dismutasyon tepkimeleri ile (0rnegin; fagozom iginde) viicutta

olusabilmektedir (Bozdemir, 2007).

Hidrojen Peroksit (H,0O5)

Hidrojen peroksit (H20,), oksijenin iki elektronla indirgenmesi veya siiperoksitlerin
enzimatik ve enzimatik olmayan dismutasyonu reaksiyonlar: sonucu olusan ve serbest
radikal tanimina uymayan oksijen tiirevi bir bagka bilesiktir (Bozdemir, 2007).

Yapisinda  paylasilmamis  elektron olmamast nedeniyle radikal  6zelligi



bulunmamaktadir (Subhashinee ve ark., 2005). Hiicrelerde siiperoksitin SOD ile
dismutasyonu sonucunda ya da spontan olarak H,O, tiretilebilmektedir.

O, "+ 2e + 2H" - H,0,

Hidrojen peroksit, tek basina serbest radikal olmayip, yiiksek konsantrasyonlarda toksik
olabilmektedir (Cihaner, 2009). Ancak, Fe** ve diger gecis metallerinin varhginda
fenton reaksiyonlar1 ile hidroksil radikalini olusturarak hiicrelerde biyomolekiiller

tizerinde 6nemli hasarlarlara sebep olmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

Hidroksil Radikali (OH))

Yarilanma Oomrii en kisa ve bilinen en reaktif serbest radikal olan hidroksil radikali
(OH"), biyolojik sistemlerde ¢esitli tepkimelerle ve iyonlastirici radyasyonun etkisiyle
olusan ¢ok tehlikeli bir reaktif oksijen tiirevidir (Biaglow ve ark., 1997).

Hidrojen peroksitin iki elektron ile indirgenmesi sonucu su meydana gelirken, bir
elektron ile indirgenmesi OH' olusumuna sebep olmaktadir. Bu tiir indirgenme
reaksiyonlari Fe*?, Cu*? gibi metal iyonlar tarafindan katalizlenir (Halliwell ve
Gutteridge, 1984). Fenton ve Haber-Weis reaksiyonlar1 hidroksil radikalinin olusumu

icin ana kaynaktir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).
Fe*? + H,0, — Fe™ + OH + OH' (Fenton Reaksiyonu)

Ayrica mitokondriyel elektron tagmmasinda olusan siiperoksit radikalleri, Fe*?
katalizorligiinde H,O ile reaksiyona girerek hidroksi radikallerini Haber-Weiss
reaksiyonlari ile olusturur (Duthie ve ark., 1989).

Fe*

0O,” + H,O — 0, + OH + OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)



Nitrik Oksit (NO)

Azot (nitrojen) merkezli bir radikal olan nitrik oksit, hiicrelerde ¢ok Onemli
fonksiyonlar1 yerine getirmek igin siirekli tiretilir. Nitrik oksit iizerinde azot atomuna ait
paylasilmamus bir elektron varsa, bu elektron hem azot hem de oksijen atomu tizerinde
yer degistirebilir. Bu nedenle nitrik oksit tam olarak radikal 6zellik gostermemektedir.
Diger radikallere gore aktivitesi baskilandigindan goreceli olarak uzun Omiirliidiir.
Etkinligi metal iceren merkezler ve radikaller ile hizla tepkimesinden kaynaklanur.

(Bozdemir, 2007).

2.1.2. Biyolojik Sistemlerde Serbest Radikal Kaynaklar:

Biyolojik sistemlerde serbest radikalleri olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak
tizere ikiye ayrilir (Firat, 1997; Yanbeyi, 1999). Endojen kaynaklar hiicre ve dokularin
icerisinde gergeklesen dogal metabolik reaksiyonlar ve bu reaksiyonlar1 katalizleyen
enzim ve kofaktorler olarak tanimlanirken, giines 15181, X-151n1, radyasyon gibi ¢evresel
etmenler ise serbest radikal olusumu ise ekzojen kaynaklar olarak bilinirler. Biyolojik
sistemlerde serbest radikal olusumuna katkida bulunan endojen ve ekzojen kaynaklar

Cizelge 1’de 6zetlenmektedir.

Atmosferik oksijenin katalizledigi serbest radikal zincir reaksiyonlar1 olan
otooksidasyon tepkimeleri, en Onemli biyolojik serbest radikal kaynagi olarak
gosterilmektedir. Hemoglobin, myoglobin, katekolamin ve indirgenmis sitokrom c gibi
oksijenle kendiliginden tepkime verebilen biyomolekiillerin oksijenle tepkimesi sonucu

serbest radikaller olusmaktadir (Fridovich ve ark., 1983, 1995).

Ayrica hiicresel pek c¢ok enzim sistemi reaksiyonlart sirasinda ve/veya sonucunda
serbest radikal iiretimine neden omaktadir. Ornegin, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz,

aldehit oksidaz, prostaglandin sentaz, lipoksigenaz, amino asit oksidaz ve sitokrom
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P-450 gibi enzimler normal metabolik gorevlerini yiiriitiirken reaksiyonlarinda serbest

radikaller olusturmaktadir (Halliwell ve ark., 1995).

Cizelge 1. Hiicrelerde serbest radikal olusturabilen kaynaklar (Cross ve ark., 1987).

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron tasima zinciri
Kloroplast elektron tagima zinciri
Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz
Indolamin dioksijenaz
Triptofan dioksijenaz
Galaktoz oksidaz
Siklooksijenaz
Lipooksijenaz
Mono aminooksidaz
Fagositik hiicreler: Nétrofiller
Monosit ve makrofajlar
Eozinofiller
Endotelyal hiicreler
Oto-oksidasyon reaksiyonlari (Fe* vb)

Ilag oksidasyonlar1 (Or. Parasetamol, CCly)
Iyonize radyasyon

Glines 15181

X- 1s1nlar1

UV- 1sinlar

Is1 soku

Glutatyonu okside eden maddeler

Sigara duman

Ozon

Kiikiirtdioksit

Egzos gazlari



Mitokondri hiicresel oksidasyon olaylarinin meydana geldigi ana organel olup,
hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin olusum merkezidir. Mitokondriyal elektron tasima
sistemindeki sizintilar, oksijen molekiiliiniin siiperoksit radikaline doniismesine sebep

olur (Kalra ve ark., 1994; Halliwell, 1995).

Canli sistemlerde demir (Fe*?) ve bakir (Cu*?) gibi gecis metal iyonlari, serbest radikal
olusumunu hizlandiran giiclii oksidatif katalizorler olarak gorev alirlar (Halliwell ve
Gutteridge, 1990). Cu*? ve Fe? gesitli enzim ve proteinlerde porfirin halkasinda selat
olusturmug formda bulunurlar. Biyolojik sistemlerde ATP iiretimi, oksijen taginmasi,
DNA ve klorofil sentezinde bulunan demirin serbest formlari, hiicrelerde toksik etki
yaratmaktadirlar. Bu toksik etki sonucunda da aktif oksijen tiirleri olusabilmektedir
(Miller, 1996).

Demir iyonlarmin radikal olusum siirecine katkilar1 ve olusan radikallerin biyolojik
hasar mekanizmalar1 Fenton ve Haber-Weis reaksiyonlari olarak bilinir. Bu reaksiyonlar
daha 6nce gosterildigi gibi Fe*? iyonlarmim Kkatalizérliigiinde hidroksiperoksitlerin
zararli hidroksi radikaline doniligmesini saglayan Fenton reaksiyonlaridir. Bu
reaksiyonlar neticesinde olusan hidroksil radikali, lipitlerle tepkimeye girerek lipit
radikallerini olustur ve zincirleme lipit peroksidasyonu reaksiyonlarinin baglamasini

saglar (Miller, 1996).

Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinin bulundugu mikrozomal membran
sistemi, bircok yikim ve sentez enzimi, flavaprotein ve hemoproteinlerin bulundugu
elektron tasima sistemlerini bulundurur (Freeman ve Crapo, 1982; Firat, 1997). Bu
sistemlerinin  aktivitesinde yalmizca oksijen tiirevi radikaller meydana gelir.
Ksenobiyotiklerin metabolizmas1 aninda ise ilave olarak yiiksek toksisiteye sahip
karbon merkezli radikaller de olusabilmektedir (Cheeseman ve Slater, 1993; Firat,
1997).



Peroksizomlar, gii¢lii bir hiicresel hidrojen peroksit kaynagi olup, D-amino asit oksidaz,
tirat oksidaz, L-alfa-hidroksi asit oksidaz ve yag KoA oksidazdan ¢ok zengin olmakla
birlikte hidrojen peroksit agiga cikartici 6zellige de sahiptir (Masters ve Holmes, 1977).
Cesitli kimyasallar, ilaglar, sigara dumani, radyasyon, gazlar ve ¢evre kirliligi biyolojik
sistemlerde serbest radikal olusumuna katkida bulunan ekzojen faktorler arasinda yer
almaktadir. Sigara dumaninda bulunan aldehitler ve nitrik oksit (NO) biyomolekiiler
tizerinde hasara neden olmaktadir (Eiserich ve ark., 1995 ). Duman igeriginde aldehit
peroksit, epoksit gibi alveollere zarar veren oksidan maddeler bulunmakla beraber,

katraninda ise kararli serbest radikaller yer almaktadir.

Giines 1s1n1na uzun siire maruz kalma veya radyoterapi, doku hasariyla beraber serbest
radikal olusumuna sebep olabilmektedir. Gamma, X ve UV isinlart yiiksek enerjilerini
hiicrelere aktardiklarinda primer radikallerin olusumuna sebep olurlar. Ozon ve nitrojen
oksit gibi gazlar, hidroksil ve siiperoksit radikalini olusturarak lipit peroksidasyonuna

neden olurlar.

2.1.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Biyolojik sistemlerde oldukga aktif olan serbest radikaller hiicre i¢ersinde ve dokularda
lipit, protein, karbonhidrat, niikleik asitler (DNA ve RNA) ve koenzimler gibi bir¢ok
biyolojik materyale zarar verirler. Bu zararlarindan dolayr kalp-damar hastaliklari,
yaslilik hastaliklari, katarakt, kanser, bagisiklik sisteminde zayiflama, romatizmal
hastaliklar, diyabet, alzheimer ve sinir sistemi hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga sebep
olurlar (Diplock, 1998). Viicutta metabolizma sirasinda meydana gelen serbest
radikaller, ¢ok etkin kimyasal tirlinler olup hiicrenin biiylime ve gelisimi iizerine de etki

ederler (Bejma ve Ji, 1999; Zaobornyj, 2005).

Giiclu reaktif 6zelliklere sahip olan serbest radikaller, hiicresel biitiin yapilari; DNA,

protein, lipit, karbonhidrat ve enzim sistemleri gibi tiim Onemli bilesikleri kolayca

etkileyerek yikima ugratabilirler (Isbilir, 2008). Cok reaktif olan hidroksil radikali ve
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stiperoksit radikali sitoplazma, niikleus, mitokondri ve endoplazmik retikulum
membranlarinda hasarlara sebep olabilmektedir (Sekil 1) (Giirbiiz, 2008).

Solunum

i enzimleri
o’ et §E g ?/\
A Mitokondrial
F MV
QR / hasar
Membran | ;=-\‘\\ SER 3/ DNA
AAAANAY ! /
hasar e = 2\RER /
\ fﬁ\ .\ 02
OH: 4
Cekird k.) \.}:I.O ‘-\““j‘,-'\“\ Hiicrede
2 ekirdek Na = TEEAE
DNA dennsrenn |~ Onay Ca2t ""w: Sy siskinlk
Hasan X &W)
A
- ¥ S Gegirgenlikte
SO, P ars

Lipit peroksidasyonu

Sekil 1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark., 2002)

Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler, biiylik molekiil agirligina sahip polipeptidler olup hiicre foksiyonlarinda ve
hiicre yapisinda ¢ok Onemli gorevler tstlenir. Ancak oksidatif reaksiyonlar sonucu
onemli modifikasyonlara da ugrayabilirler. Serbest radikallerin proteinler {izerinde yol
actigr baglica degisiklikler; aminoasitlerin modifikasyona ugramasi, proteinlerin
fragmantasyonu ve c¢apraz baglarin olugmast seklinde siralanabilir (Kayis, 2010).
Proteinlerin  yapitaglari olan amino asitler; serbest radikallerin en Onemli
hedeflerindendir. Proteinleri olusturan amino asitlerin hasarlanmasi, proteinde kalici
degisikliklere sebep olur. Ornegin; sistein, sistin, histidin, metiyonin, tirozin ve triptofan
gibi aminoasitler, serbest radikallere en duyarli molekiillerdir. Radikaller ile tepkimeleri
sonucu 2-pirolidon, glutamik semialdehit, aminokadipik semialdehit gibi oksidasyon
tirlinlerine dondsiirler. Proteinlerin serbest radikallere karsi duyarliligi, amino asit
bilesimine, protein aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu amino

asitlerin dizilimine ve hasarli proteinlerin onarilabilirligine baghdir (Karabiga, 2006).
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Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikaller karbonhidratlar iizerinde de ciddi etkiler birakmaktadir. Fizyolojik
sartlarda otooksidasyona ugrayan glikoz, mannoz ve deoksi sekerler, siiperoksit ve
hidrojen  peroksitin ~ olusumuna  sebebiyet  vermektedir. = Monosakkaritlerin
otooksidasyonu, protein ¢apraz baglanmalarina yol acarak bazal membranda
kalinlasmaya yol agar. Ayrica yapisi bozulan karbonhidratlar katarakt ve benzeri
hastaliklara da sebep olabilmektedir (Tekkes, 2006).

Serbest Radikallerin Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Niikleik asitler serbest radikaller tarafindan hasar gormeye acik onemli hedeflerdir.
Iyonize edici radyasyonla meydana gelen serbest radikaller, niikleik asitlere etki ederek
hiicrede mutasyon ve 6liimlere sebep olurlar (Ames ve ark., 1993; Frei, 1994; Ward,
1977). Nikleik asiterde serbest radikal aracili zincir reaksiyonlarinin olusma olasiligi

protein ve karbonhidratlardan daha yiiksektir.

Serbest Radikallerin Lipitler Uzerine Etkileri

Biitiin biyomolekiiller serbest radikallerden etkilenir. Ancak lipitler bunlarin igerisinde
en hassas olamdir. Hiicrede en ¢ok lipitin bulundugu bolge hiicre zart oldugu igin, bu
yapilar serbest radikal kaynakli oksidasyonlara c¢ok duyarli biyomolekiillerdir
(Cheesman ve Slater, 1993; Tekkes, 2006). Serbest radikaller atmosferik oksijenin
varliginda lipitler tizerinde peroksidasyon tepkimelerini baslatarak lipit radikallerini (L")
ve peroksi lipitleri (LOO", LO ; L: lipit) olusturmaktadir (Sekil 2). Bu radikaller gesitli
mekanizmalarla hiicrede olusturulmakta ve hiicre membraninin harabiyetine yani lipit

peroksidasyon iirlinlerinin olusmasina neden olabilmektedir (Karabiga, 2006).
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LH + R —» L + RH

L + O —» LOO

LOO + LH —/ LOOH + L
LOOH » OO veya LO

Sekil 2. Serbest radikallerin baglattig1 zincirleme lipit peroksidasyonu tepkimeleri. L herhangi

bir lipit molekiiliinii temsil etmektedir.

Olugmus olan lipit peroksitler daha sonra yikim firiinleri olan malondialdehid (MDA)
ve 4-hidroksi nonenal gibi yapilara doniiserek DNA ve/veya proteinlerle reaksiyona
girerek DNA hasar1 ve protein bozukluklar1 olusturabilmektedir. (Young ve Woodside,
2001; Masella ve ark., 2005; Niki ve ark., 2005). Yapilan ¢alismalarda diyabet, kanser,
alzahimer gibi bir ¢ok hastalikta plazma ve doku lipit peroksidasyon triinlerinde artis

meydana geldigi bulunmustur (Halifeoglu ve ark., 2005).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek tizere
viicutta birgok savunma mekanizmas: bulunmaktadir. Bunlara antioksidan savunma
sistemleri veya antioksidanlar denir. Bu mekanizmalar; radikallerin yada baska bir ifade
ile oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini, radikal zincir reaksiyonlari
olusturmalarmi1 veya oksijenin oldukca reaktif {riinlere donligmesini engelleyerek
olusacak hasari en aza indirmeye caligirlar (Bagchi ve Puri, 1998; Azzi ve ark., 2004).
Dogal antioksidanlar; etki mekanizmalarina gore enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar olarak iki grupta toplanmaktadir. Bu antioksidanlardan enzimler ve
diisik molekiiler agirlikli  molekiiller viicutta tretilmektedir. Non-enzimatik
antioksidanlar ise genellikle viicuda beslenme yoluyla alinmaktadir. Bu molekiillerin
baginda polifenoller gelmektedir. Ayrica vitaminler, karotenoidler, organosiilfiirli
bilesikler ve mineraller de diger non-enzimatik antioksidan sinifina girmektedir
(Cihaner, 2009).
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Serbest radikaller ve olas1 hasarlari, antioksidan bilesiklerle beraber antioksidan enzimler
tarafindan denetlenmektedir. Organizmada meydana gelen serbest radikalleri zararsiz
hale getirmeye calisan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimler hiicreleri serbest radikallerin
toksik etkilerine kars1 korumaktadir. Antioksidan enzimlerin radikal siipiiriicii etkileri

Sekil 3’te 6zetlenmestir.

NADPH NADP~

Q.

GER

<< I

GLUTATYON  OKSIDE GLUTATYON

T

(-3 S0D1 GLUTATYON PEROKSIDAZ
Oy —» Oy~ » H:0; * H:0
S0D2 EATATLAZ
NO- Fe2*

ONOO- OH

Sekil 3. Serbest radikallerin olusumu ve antioksidan enzimlerin serbest radikalleri ortadan
kaldirici etkileri (Vincent ve ark. 2004).

SOD enzimi hem sitopldzmada hem de mitokondride siiperoksit radikallerini hidrojen
peroksite c¢evirmekte, peroksizomal CAT ve sitoplazmik GPx enzimleri ise olusan
hidrojen peroksiti hidroksil radikaline doniismeden nétralize etmektedirler. GPx enzimi
hidrojen peroksiti indirgemede antioksidan molekiil olan indirge glutatyonu (GSH),
kullanmaktadir. Yine ayni sekilde sitoplazmik GST enzimleri de indirge glutatyonu

kullanarak hiicrelerdeki oksidan stresi azaltmaya yonelik gorev almaktadir (Sekil 4).
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GST’ler ayn1 zamanda oksidatif olarak modifiye edilmis molekiilleri hiicre icerisinde

detoksifiye ederek, hiicresel peroksitleri de etkisiz hale getirirler (Kwag ve ark., 1999).

Hz0 GSH NADPH
GPx yada GE GAPDH
(G5Ts
H20: GS5G NADP-

Sekil 4. Antioksidan enzimlerin glutatyon redoks dongiisii ile beraber serbest radikal

kaynaklarini ortadan kaldirma mekanizmasi.

2.2.1. Antioksidan Enzimler

Siiperoksit dismutaz (SOD) (EC: 1.15.1.1) siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene donilisiimiinii saglayan bir metaloenzim olarak tanimlanmistir
(Moscone, 1988). Kendiliginden de gergeklesebilen bu doéntisiim reaksiyonu SOD
esliginde 4000 kat daha hizli olmaktadr.

SOD
0" + 07 + 2H" —» H,0, + O,

Normal metabolizma sirasinda hiicrelerde yiiksek oranda siiperoksit radikali olusmasina
ragmen bu oran SOD sayesinde ¢ok diisiik seviyelerde tutulmaktadir. Ancak reaksiyon
sonunda membranlardan gegebilme O6zelligine sahip hidrojen peroksit olusmaktadir.
Gecis metalleri varliginda en tehlikeli radikal olarak bilinen hidroksil radikallerine
donesebilen hidrojen peroksit CAT ve GPx enzimlerinin artan aktiviteleri ile ortamdan

uzaklastirilmaktadir (Kayis, 2010).

SOD’un aktif merkezinde bulunan gecis metallerinin farkli olmasi sonucu, Cu-Zn SOD

(SOD-1), Mn-SOD (SOD-2) ve Fe-SOD (SOD-3) olmak iizere t¢ izozimi
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bulanmaktadir. Bunlardan Cu-Zn SOD hiicrelerde en bol bulunan SOD izozimi olup
toplam 32 kDa molekiil agirligina sahip iki esit molekiil agirliklr alt {initeden olugsmakta
ve her alt tinitesinde bir bakir ve bir ¢inko atomu igermektedir. Cu-Zn SOD hayvan
hiicrelerinde en ¢ok sitozolde bulunmakla beraber lizozomlarda, i¢ ve dis mitokondrial
membran bosluklarinda ve ¢ekirdekte de bulundugu tespit edilmistir. Cu-Zn SOD’lar

icin siyaniir iyonlar1 gii¢lii bir inhibitdrdiir.

Mn-SOD hayvan bakteri ve bitki dokularinda bulunan mitokondrial bir enzim olup esit
molekiil agirlikli dort alt {initeden olusmaktadir. Aktif bélgesinde mangan buluduran
enzim, mitokondriyel elektron tagima sistemi ile olusabilecek siiperoksit radikalinin
ayni organelde ortadan kaldirmaktan sorumludur. Bu enzim siyaniir iyonlari ile inhibe

olmaz.

Fe-SOD, 41 kDa agirliginda iki alt iiniteden olusan ve her alt {initesinde bir ya da iki
demir atomu bulunduran bir enzimdir. Hiicre dis1 bir enzim olan Fe-SOD, ekstrasellular

matriks igerisinde siiperoksit radikaline karsi savagmaktadir (Kayis, 2010).

Katalaz (CAT) (EC: 1.11.1.6) enzimi hiicre i¢i hidrojen peroksiti detoksifiye eden,
yapisinda prostetik grup olarak porfirin halkas1 ve dolayisi ile demir igeren
peroksizomal bir enzimdir. CAT enziminin temel fonksiyonu molekiiler oksijen
varliginda hiicre metabolizmasinin bazi basamaklarinda sentezlenen, hidrojen peroksit
ve diger peroksitlerin ortadan uzaklastirilmalarini saglamaktir. Asagidaki reaksiyon
gosterildigi gibi CAT iki hidrojen peroksit molekiiliinii su ve molekiiler oksijene

doniistiiren hiicresel antioksidan enzimlerin en 6nemlilerinden bir tanesidir.

CAT
H.0, + H)0O; —» 2H,0 + O,

Hiicre igerisinde sitozolde de varligi tespit edilen CAT enzimi en ¢ok peroksizomlarda
bulunmaktadir. CAT ile birlikte hidrojen peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu GPx

enzimi, sitozol ve mitokondride lokalize olmasiyla birbirlerini tamamlayici bir yerlesim
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gostermektedir. Boylece hiicre i¢i hidrojen peroksitin konsantrasyonunu tamamlayici

birliktelik cergevesinde etkin bir sekilde diizenlerler.

Glutatyon peroksidaz (GPx) (EC: 1.11.1.9) enzimi mitokondri, sitozol ve hiicre
membranlarinda bulunan ve glutatyonu elektron kaynagi olarak kullanarak hidrojen
peroksit ve organik hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir antioksidan enzimdir.
Normal kosullarda CAT ve GPx hiicrenin farkli yerlerine yerlestiklerinden dolayi,
karacigerde endojen olarak olusan hidrojen peroksit seviyesini diizenlemede birlikte

calistiklar1 bilinmektedir (isbilir, 2008).

GPx
2GSH + H,0, —® GSSG + 2H,0
GPx
2GSH + ROOH —® (GSSG + ROH + H;0

GPx enzimi aktif bolgesinde selenosistein formunda kovalent bagli selenyum atomu
icerir. Organik hidroperoksitlerle birlikte ayn1 zamanda hidrojen peroksite karsi da
aktiftir. Hidroperoksitlerin yikimint GSH’in oksidasyonu ile gergeklestirir. Bu
reaksiyon ile olusan okside glutatyon (GSSG) ise glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
yardimu ile tekrar eski yapisina, yani GSH’a indirgenir (Sekil 5). Fosfolipit savunmasini
yapan selenyum bagimli GPx’in bir diger izozimi ise fosfolipit hidroperoksit GPx (PL-
GPx)’tir. Bu enzim bir selenyum atomu igerir ve fosfolipit hidroperoksitleri alkollere

indirgeyerek hiicre membranlarini radikallere kars1 korur (Kays, 2010).
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Sekil 5. Antioksidan enzimler ve glutatyonun indirgenme reaksiyonu (Giirbiiz, 2008)

Glutatyon rediiktaz (GR) (EC: 1.8.1.7), bir flavin enzimidir. Koenzimi NADPH ve
prostetik grubu FAD’tir. Sitozol ve mitokondride gorev yapan GPXx, hidroperoksitlerin
indirgenmesi ile olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

dontisiimiinti  katalizler. Bu reaksyonun olusabilmesi i¢in indirgeyici giic olarak

NADPH gereklidir (Giirbiiz, 2008).

Glutatyon-S-Transferaz (GST) (EC: 2.5.1.18), her biri iki protein alt biriminden
olusmus bir enzim ailesidir. Genel olarak biri mikrozomal ve {igli de sitozolik olmak
lizere 4 ana gruba ayrilirlar. GST’ lerin katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida islevi
bulunmaktadir. Organizmaya ¢esitli  yollarla giren  ksenobiyotiklerin  biyo-
transformasyonunda dnemli gorevler listlenmektedir. Bagta arasidonik asit ve linoleat
hidroksiperoksitleri olmak iizere lipit hidroperoksitlere karst Se-bagimsiz GPx aktivitesi

de gostererek antioksidan savunmasina yardimer olurlar (Isbilir, 2008; Storey, 1996).

GST
ROOH + 2GSH —® GSSG + ROH + H,0O

2.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Serbest radikallere kars1 dnemli bir antioksidan olan glutatyon, glutamik asit, sistein ve
glisinden meydana gelen bir tripeptiddir (Sekil 6). Serbest radikaller ve peroksitlerle

reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (Reiter, 1997).
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Sekil 6. indirge glutatyonun (GSH) molekiil sekli

Hiicrede biiyiik bir kismi1 indirgenmis olarak bulunan (GSH)’in az bir kism1 ise okside
glutatyon (GSSG) seklinde bulunur (Mytilineou ve ark., 2002).

GSH’a antioksidan 6zelligi saglayan kisim tiyol grubudur. Glutatyon hiicreyi oksidatif
hasarlara karsi1 korumak i¢in hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerini
temizlemenin yaninda, diger Serbest radikaller ve peroksitlerle de reaksiyona
girebilmektedir. Ayrica fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engellemek igin proteinlerdeki stilfhidril (-SH) gruplarmi rediikte halde tutarak bu
gruplar1 oksidasyona karsi korur. Glutatyon, yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve
aminoasitlerin hiicre i¢ine tasinmasinin gibi ¢esitli metabolik fonksiyonlarda da énemli

gorevler almaktadir (Reiter, 1997).

E vitamini, o, B, y, 6-tokoferol olarak adlandirilan bilesiklere verilen genel bir isimdir. E
vitamini olusturan a, B, v, d-tokoferol bilesikleri arasinda dogal dagilim olarak en ¢ok
bulunan ve biyolojik aktivite yoniinden de en yiiksek aktiviteye sahip olan a-
tokoferoldiir. a-Tokoferol, hidroksil, siiperoksit, singlet oksijen radikalleri ile beraber
lipit peroksil ve diger bazi serbest radikallerin temizlenmesinde gorev alir (Blokhina ve
ark., 2003). Lipit peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattin1 olusturarak membranda
serbest radikal toplayict etki olusturur. Hiicre membraninda bulunan doymamis yag
asitlerini serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyarak, lipit peroksidasyonunu

erken safhalarinda engeller.

Ayn1 zamanda askorbat ya da askorbik asit olarak da bilenen C vitamini (VC)
organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici gii¢ olarak gorev alir
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(Kayis, 2010). VC insanda sentezlenemeyen, suda ¢oziinen bir yapiya sahip giiclii
indirgeyici aktivitesinden dolay1 iyi bir antioksidan bilesiktir. Singlet oksijenin yaninda
hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil, hipoklorit ve peroksil radikallerini tutma
Ozelligine sahiptir. Membranlarda bulunan a-tokoferol ile reaksiyona girerek o-
tokoferoliin yenilenmesini de saglamaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2007).
Polifenoller; flavonoidler, antosiyaninler, lignanslar, fenolik asitler ve stilbenleri i¢eren
bir antioksidan ailesidir. Polifenolik bir bilesik olan resveratrol (3,4,5-
trihydroxystilbene) (Sekil 7) stilbenlerin alt grubu olup {izlim, sarap, yer fistigi ve

yabanmersininde bulunur (Li ve ark., 2006).

OH
OH

Sekil 7. Trans-Resveratrol’iin molekiil sekli

1976 yilinda tizimde fitoaleksin olarak bulunan resveratrol, cilt enfeksiyonlari, fungal
enfeksiyonlar, kalp, karaciger ve damar hastaliklarinda kullanilan Polygonum
cuspidatum kurusunda bol miktarda bulunmaktadir (Wenzel ve Germany, 2005).
Resveratrol yenilebilir bitkilerde nadir olarak bulunmakla beraber itadori ¢ayi, yer

fistig, fistik, liziim ve sarap ile besinlerden alinir.

Resveratroliin baslica biyolojik etkileri, serbest radikalleri berteraf etme, antikanser,
trombosit agregasyonunun inhibisyonu, vazorelaksiyon kapasitesinde artig, lipit
metabolizmasinin modiilasyonu ve peroksidasyonun inhibisyonu, Ostrojenik aktivite,
eikozanoit sentezi modiilasyonu olarak siralanabilir (Frémont, 2000). Ayrica biyolojik
sistemlerde bulunan antioksidanlarin hiicre i¢i konsantrasyonlarmin siirdiiriilmesini de

saglamaktadir. Pek ¢ok caligmada resveratroliin hem siiperoksit hem de hidroksil
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radikalini yakalama yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (De La Lastra ve Villegas,
2007).

Yapilan bir ¢alismada, resveratroliin hidrojen peroksit ile aktive olan insan
lenfositlerinde glutatyon miktarini arttirdigi belirtilmistir (De La Lastra ve Villegas,
2007). Baska bir ¢alismada ise resveratroliin insan lenfositlerinde GPx, GR ve GST gibi
glutatyon metabolizmasiyla ilgili enzimlerin miktarini arttirdigi gosterilmistir (Das ve
Maulik, 2006).

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; antioksidan maddelerin azalmasiyla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asirn tretimi olarak veya serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest
radikaller lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu durum serbest radikal olusumu
ile antioksidan savunma mekanizmas1 arasindaki ciddi dengesizligi gostermektedir.
Oksidatif stress sonucunda doku hasarlart meydana gelmektedir (Serafini ve Del Rio,
2004). Organizmalarda oksidatif streste goriilen artigin, antioksidan savunma
sistemindeki bir azalmadan ya da serbest radikal iiretimindeki bir artmadan (Sekil 8)

kaynakli oldugu bir ¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir (Sadi ve ark., 2014).
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Sekil 8. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan molekiiller arasindaki dengenin bozulmasi

oksidatif stres olarak adlandirilir (Cihaner, 2009)

Oksidatif stres lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA mutasyon ve
kiriklarina, sitotoksik etkilere (Sekil 9) ve sinyal iletilerinde bozulmaya sebep olur
(Percival, 1998; Podda ve Grundmann-Kollmann, 2001; Portugal ve ark., 2007).

Normal Hiicre Serbest Radikale Saldirisi Sonrasi Oksidatif Strese Maruz Kalmig
Hiicre Hiicre

Sekil 9. Oksidatif stresin hiicreler {izerine etkisi (Cihaner, 2009)

Oksidatif stres bircok hastaligin patogenezinin gelisimine molekiiler anlamda sebep

olmaktadir. Oksidatif stres olusumunu engellemek i¢i serbest radikallerin ¢ok erken
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safhalarda indirgenmesi, biyolojik molekiillerin korunmasi ag¢isindan hayati 6neme
sahiptir (Cihaner, 2009).

Oksidatif stresin, doku hasarina yol agtig1 kanser, diyabet ve ateroskleroz gibi patolojik
durumlarin gelismesinde etkin oldugu pekg¢ok ¢alismada gosterilmistir (Reuter ve ark.,
2010; Valko ve ark., 2006; Joshi ve ark., 2005). Yapilan aragtirmalarda bu durumun
ayrica diyabetin makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlarina neden oldugu
vurgulanmaktadir. Oksidatif stresin ayrica glukoz metabolizmasi tizerinde de ¢esitli
etkileri bulunmaktadir (Memisogullari ve ark., 2003; Noyan ve ark., 2004; Cherubini ve
ark., 2005).

2.4. Diyabet

Diabetes Mellitus (DM), insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiiline kars1 doku
cevabimnin mutlak ve goreceli azligi sonucunda karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda bozukluklara sebep olan kronik hiperglisemik bir metabolizma
hastaligidir (Yenigiin ve Altuntas, 2001). Tip I ve Tip II olmak {izere bilinen iki tipi
bulunmaktadir. Diyabet tiplerinden ilki, insiiline bagimli diyabet olarak adlandirilan ve
genellikle geng yaslarda goriilen Tip | diyabettir. Pankreastaki beta hiicrelerinin viral
yollarla ya da otoimmiin sistemlerce hasar gormesi sonucu insiilin liretme yeteneklerini
yitirmeleri sonucu olusan diyabet cesididir. Tip II olarak adlandirilan diger bir diyabet
tipi ise genellikle yetigskin ve Kilolu insanlarda goriilir. Her iki diyabet tipinde de
baslangi¢ sebepleri farkli olmasina ragmen hastaligin seyrinde, insiilin sekresyonunda
ya da insiilin hormonu duyarliliginda (ya da her ikisinde) bozukluklar olabilmektedir
(Kazkayasi, 2011).
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2.4.1. Diyabet ve Oksidatif Stres

Son yillarda yapilan galismalarda, diyabette gelisen komplikasyonlarin sebebinin artan
oksidatif strese bagl oldugu bildirilmektedir. Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha
sonraki komplikasyonlarinda etkin olarak rol almaktadir. Bununla beraber diyabette
oksidatif stresi artiran mekanizmalar olarak antioksidan savunma sistemindeki ¢esitli
degisikliklerin yaninda, enzimatik olmayan glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon,
sorbitol yolu aktivitesi, hipoksi gibi nedenler gosterilebilir (Brownlee, 2001).
Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iliskisini gdsteren
calismalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon
sonucu meydana gelen doku hasariin serbest radikal iiretimini arttirdigi (Baynes ve
Thorpe, 1999) ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi savunulmaktadir (Altan ve

ark., 1994; Saxena ve ark., 1993; Elmali ve ark., 2004; Kili¢ ve ark., 1988).

2.4.2. Deneysel Diyabetik Hayvan Modelleri

Insiilin eksikliginden olusan diyabet, giiniimiizde yasam kosullarinin etkisi ile gittikge
daha ¢ok rastlanan ve bu sebepten dolayi tedavisi ve etki mekanizmalar1 konusunda ¢ok
calisilmis ve hala ¢alisilmakta olan bir hastaliktir. Bu Konudaki ¢alismalar 6ncelikle
deney hayvanlar1 tizerinde yapilar ve elde edilen veriler insanlardaki uygulamalarda
kullanilir (Szkudelski, 2001). Bu baglamda deneysel diyabetik hayvan modelleri
hastaligin patogenezini, komplikasyonlarin1 ve diyabet riskini artiran genetik ya da
cevresel etkileri anlamak ve cesitli terapotik ajanlarin etkinliklerini degerlendirmek

amaciyla kullanilan temel araglardir.

Deneysel diyabetik hayvan modelleri spontan olabildigi gibi kimyasal, diyet, cerrahi

operasyon ya da bunlarin kombinasyonlari ile elde edilebilir (Srinivasan ve Ramarao,

2007). Diyabeti taklit eden ¢ok sayida deneysel hayvan modelinin i¢inde en yaygin
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kullanilanlar1 alloksan ya da streptozotosin (STZ) enjeksiyonu ile olusturulan modeldir.
STZ, Streptomyces acromogenes’den izole edilen genis spektrumlu bir antibiyotiktir.
Antibiyotik olmasinin yani sira antildsemik ve karsinojen oldugu da gdsterilmistir.
STZ’nin diyabetik etkisi pankreas B hiicrelerinin tahrip edilmesine dayanmaktadir
(Szkudelski, 2001). STZ glukoz oksidasyonunu bozmak suretiyle insiilinin
biyosentezini ve salgilanmasini azaltmakta ayrica beta hiicreleri iizerindeki direkt

sitotoksik etkisi ile hiperglisemiye neden olmaktadir.

STZ’nin beta hiicrelerinin 6liimiine katkida bulunan mekanizmalar1 arasinda serbest
radikal olusumu bulunmaktadir. Ayrica STZ’nin neden oldugu DNA dizisindeki
kirilmalar, alkilasyon ve bunun sonucunda poli-ADP-riboz sentaz enziminin artmasi

hiicrelerin 6liimiine neden olmaktadir (Srinivasan ve Ramarao, 2007).

2.5. Beyin

Beyin, viicut hareketlerimizin kontrol edilmesi, organlarimizin diizenli ¢aligsmasi ve
diisinme ve hatirlamadan sorumlu organimiz olup, bir¢ok islevi es zamanli olarak
yerine getiren bir organimizdir (Foster-Deffenbaugh, 1996; Wortock, 2002). Beyni
olusturan temel birimler, sinir hiicreleri (ndronlar) ve bunlarin uzantilarinin diger sinir
hiicreleri ile olusturdugu degme noktalaridir (sinaps). Noronlarin olusturdugu ag oriintii
sayis1 ne kadar fazlaysa bilgi isleme siireci o kadar giiglii gergeklesir. Sinir sistemindeki
biitiin etkinlikler ve bellek, noronlarda olusan elektrik akimi ile ilgilidir (Yaltkaya,
2000; Ozkurt, 2002).

Beyin, fazla oksijen kullanimi sebebiyle oksidatif strese karsi zayif bir organdir. Ayrica
yiksek seviyede Fe'? ve diger divalent katyonlari bulundurdugu igin Fenton
reaksiyonlar1 ile reaktif oksijen tiirleri ndronlara zarar verebilmektedir. Diger
dokularimizda oldugu gibi antioksidan savunma sistemleri beyin dokusunu serbest
radikallerin etkilerine karsi korumaktadir. Ancak beyin-kan bariyeri nedeniyle beyin

dokusu genelde diisilk antioksidan savunmasina sahiptir. Ciinkii  metabolik
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antioksidanlarin beyin dokusuna girebilmesi ¢ok zordur. Beyin dokusu ayrica oksidatif
hasara karst dokuyu zayiflatan c¢oklu doymamis yag asitlerini yiiksek seviyede
bulundurmaktadir. Oksidatif strese maruz kaldiginda olusan hasarlar hafiza kaybi, beyin
iskemisi, Alzheimer, Parkinson gibi sinirsel bozukluklarda kendini gostermektedir

(Meydani, 2001).

3. KONU iLE ILGILI ONCEKi CALISMALAR

Diyabette antioksidanlarin ve/veya oksidanlarin dokularin yapi ve fonksiyonu iizerine
etkilerini diizenleyen mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamadigi bilinmekte ve bir¢ok
bilim insan1 tarafindan ileri ¢aligmalarin yapilmasi onerilmektedir. Bu nedenle, oksidan
stres kaynakli patolojilerin molekiiler seviyede kaynaklarmin bulunmasi gliniimiiziin
Oonemli arastirma konulart arasindadir. Daha Onceden yapilan caligmalar, diyabetik
dokularda lipit peroksidasyonunun ve protein karbonillerinin normalden ¢ok daha fazla
oldugunu gostermis ve bunun sebebini ise diyabette var oldugu diisiiniilen oksidan stresi

ile agiklamiglardir (Cho ve ark., 2002; Anwar ve Meki, 2003).

Diyabet hastaliginda gelisen oksidatif stres ve oksidatif degismelerin nedenlerinden
birinin dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikler olarak
gosterilmektedir. Oksidatif streste, organizmanin antioksidan savunma sistemini
olusturan enzimlerin adaptif cevap ile uyarildiklarini ve ayrica, oksidatif stres karsisinda
enzim inaktivasyonunu gosteren calismalarda mevcuttur (Seven ve ark., 2004; Dinger

ve ark., 2002).

Antioksidan, anti-enflamatuvar, anti-apoptotik etkileri olan resveratroliin, diyabetin
patofizyolojisinde oksidatif hasara kargi koruma yetenegi ve enzimlerin gen ve protein
ekspresyonu seviyelerini etkiledigi ¢esitli ¢calismalarda gosterilmistir (Li ve ark., 2006;
Stervbo ve ark., 2007; Sayimn ve ark., 2008; Robb ve ark., 2008). Giiglii bir antioksidan

olan resveratrol kontrol hayvanlara uygulandiginda insulin hormonunu baskilayici
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etkilere sahipken (Szkudelski, 2008), streptozotocin ile olusturulmus diyabetik
hayvanlarda insulin etkisini arttirict bir etki gostermektedir (Su ve ark., 2006;

Szkudelska ve Szkudelski, 2010).

Yapilan bir ¢alismada resveratrol’iin insan lenfositlerinde glutatyon miktarini arttirdigi
bulunmustur. Bu calismada insan lenfositlerinde resveratrolin GR, GPx ve GST gibi
glutatyon metabolizmast ile ilgili enzimlerin aktivitelerini degistirdigi de gosterilmistir

(Das ve Maulik, 2006).

Resveratroliin yaglanmay1 6nleyici ve yiiksek yagli diyet nedeniyle olusan mortalite
oranini azaltict etkileri de bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, giinlik 50 mg/kg
resveratrol iceren diyet ile beslenen farelerde, kalori kisitli diyet ile beslenen farelerdeki
gibi etki elde edilmistir. Bu ¢alismada, resveratroliin uzun yasam ile iliskilendirilen
SIRT1 geninde belirgin bir degisiklik olugturmamasina ragmen yaslanma siirecinin bazi

parametrelerinin inhibe edildigi gosterilmistir (Akar ve ark., 2010)

Bunun yaninda resveratroliin sismanlik ve diyabet gibi hastaliklarin komplikasyonlarini
onlemedeki koruyucu ve anti-hiperglisemik etkileri de giliniimiiziin giincel arastirma
konular1 igerisindedir. Streptozotosin ile diyabet olusturulmus siganlarda resveratroliin
karaciger ve bobrekte oksidatif stres faktorlerine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada,
sicanlar giinlik 10mg /kg oraninda resveratrol ile tedavi altina alinmistir. Calisma
sonunda resveratroliin, diyabetik siganlarda karaciger ve bobrekte SOD ile delta
aminoleviilinik asit aktivitesinde artiy meydana getirdigi ve antioksidan etkinligi

gosterilmistir (Hamadi ve ark., 2012).

Alloksan ile diyabet olusturulmus tavsanlara igme suyu icerisinde Smg/L ve 50mg/L
oraninda verilen resveratroliin plazma glukoz diizeyini azalttig1, plazma insiilin diizeyini
ise anlamli bir sekilde arttirdigi gosterilmistir. Ayni calismada diyabet ile artan
trigliserit ve LDL diizeylerinin 50mg/L oraninda verilen resveratrol tedavisiyle azaldigi
ve diyabet ile azalan HDL diizeylerinin ise kismen iyilestirildigi saptanmistir (Han ve

ark., 2011)
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Streptozotocin ile diyabet olusturulmus diger bir ¢calismada ise resveratrol tedavisinin
diyabet kaynakli karaciger hasarini azalttigi ve serum glikoz diizeyini normale
dondiirdiigli gosterilmistir (Delucchi ve ark., 2012). Alloksan ile diyabet olusturulmus
farelerde resveratroliin etkinliginin incelendigi bir ¢alismada ise resveratroliin bobrek,

karaciger iizerinde antioksidan ve antidiyabetik etkinlikleri saptanmustir.

Resveratroliin diyabetik si¢anlarda karaciger enzimleri lizerinde etkinliginin incelendigi
bir ¢alismada sicanlarda streptozotocin ile diyabet modeli olusturulmustur. Calisma
sonunda resveratrol tedavisinin karaciger AST ve ALT diizeylerinde herhangi bir
degisiklik yapmadig1r saptanmistir (Moreira ve ark, 2013). Bagka bir calismada ise
streptozotocin ile diyabet olusturulmus wistar siganlarinda resveratroliin diyabet
kaynakli kardiyovaskiiler hasarlar iyilestirdigi gosterilmistir (Soylemez ve ark., 2009).
Diyabet, antioksidan enzimler ve resveratrol iiggeninda yapilan en son calismada
diyabet ile baskilanan antioksidan enzim aktivite ve ekpresyon diizeylerinin karaciger
dokularinda resveratrol ile normal degerlere ulasabilecegi gosterilmistir (Sadi ve ark.,

2014).

Son zamanlarda yapilan galismalar ise diyabetin beyin fonksiyonlar1 iizerine hayati
etkilerinin oldugunu gosteren c¢alismalar ise giin gectikce artmaktadir. Insan ve
hayvanlarda diyabetin merkezi sinir sistemi iizerine patalojik etkilerinin oldugu ve
beyin dokusunda vaskiiler komplikasyonlarin meydana gelebilecegi gosterilmistir
(Biessels ve Gispen, 2005). Diyabetin neden olabilecegi artan sinaptik hareketlilik,
astrosit reaktivitesi, vaskiiler degisiklikler, dendrit kompleksitesinin azalmasi ve
bozulan norotransfer aktivitesi diyabetin hayvansal modellerinde belirlenmistir
(Magarinos ve McEwen, 2000). Ayrica Tip 1 ve tip 2 diyabetin hafiza kaybina neden
oldugunu gésteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (Jung ve ark., 2010). Diyabetin dendrit
morfolojisini degistirdigi ve bununda hafiza ve Ogrenme yetenegini diislirdiigii

bulunmustur (Kolb ve ark., 2008).

Diyabetin beyin igerisine insiilin taginmasini da etkiledigi gosterilmis, kan beyin
bariyerinden insiilin ge¢isinin yiikseldigi bulunmustur (Banks ve ark., 1997). Diyabet ile
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meydana gelen oksidatif stresin onbeyin, serbellum ve beyin kokii gibi ¢esitli beyin
bolgelerini etkiledigi gosterilmistir (Bree ve ark., 2009; Banks ve ark., 1997).
Hiperglisemi ve diyabetin hipokampus, hipotalamus gibi bolgelerde oksidatif hasar
neticesinde 0grenme ve hafiza fonksiyonlarinda negatif etkileri oldugu gosterilmistir
(Bree ve ark., 2009; Beauquis ve ark., 2010). Ancak diyabetin neden oldugu hafiza

kayiplarinin molekiiler temelleri tam olarak aydinlatilamamastir.

Streptozotocin ile diyabet olusturulmus sigcanlarda resveratroliin tedavi edici etkinligi
incelenmis, olusan norodejenerasyon ve ensefalopatide TNF-a, IL-6 ve NF-kB
diizeylerini iyilestirdigi saptanmistir (Ramar ve ark,. 2012). Benzer bir calismada
resveratroliin diyabet {izerinde inflamatuar faktorlerin yan1 sira bobrek, kalp, retina gibi

dokularda apoptozu azalttig1 gosterilmistir (Soufi ve ark., 2012).
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4. AMAC VE GEREKCE

Gliniimiizde diyabetin beyin dokusu ve yapisina etkilerinin arastirilmasina yonelik
caligmalar devam etmektedir. Diyabette antioksidanlarin ve/veya oksidanlarin beyin
yapt ve fonksiyonu iizerine etkilerini diizenleyen mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilamadig1 bilinmekte ve bir¢cok bilim insan1 tarafindan ileri calismalarin
yapilmasi Onerilmektedir. Bu sebepten dolay1 beyin dokusunda oksidatif stres kaynakl
patolojilerin molekiiler seviyede etkilerinin incelenmesi amaci ile gergeklestirilen

caligsmalarin yasam kalitesini arttirmak i¢in derinlestirilmesi gerekmektedir.

Gergeklestirdigimiz bu caligmanin amaci beyin dokularinda diyabetin antioksidan
enzimleri (SOD, CAT, GST, GPx) iizerine etkilerini molekiiler ii¢ seviyede; mRNA,
protein, aktivite belirleyerek, meydana gelen degisimleri ortaya ¢ikarmaktir. Ayrica
resveratrol gibi kuvvetli bir antioksidan molekiiliiniin diyabetin neden oldugu olasi
degisimleri iyilestirici veya diizenleyici etkilerini belirlemektir. Boylece resveratroliin
beyin antioksidan enzimleri iizerine etkileri ortaya ¢ikarilarak, diyabetin neden oldugu
molekiiler degisiklikleri inceleyen diger ¢aligmalara yon verebilecek sonuglar elde

edilecektir.
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5. MATERYAL VE YONTEM
5.1. Materyal

5.1.1. Kullanilan Kitler ve Kimyasal Maddeler

Bakir (II) siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0), Sodyum hidroksit (NaOH), Hidroklorik
Asit (HCI), Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Ammonium persulfate (APS), Tween-20,
Sodyum kloriir (NaCl), KH,PO,, Serum albiimini (BSA), Na-K Tartarat, Folin reaktifi,
Ammonium persulfate (APS), Tween-20, Gliserol, Glutathione, Glutathione rediiktaz,

Acrylamid, Bisacrylamid; Sigma (Louis, ABD) marka;

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), Tris-HCI, Nonfat dried milk powder;
AppliChem (Darmstadt, Almanya) marka;

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Amresco (Cochran Road Solon, ABD) marka;
Anti-CAT Rabbit 1gG, Anti-GPx Rabbit 1gG, Anti-GST-Mu Rabbit IgG, Abcam

(Cambridge, ABD) marka;

Anti-SOD-1 Rabbit 1gG, Anti-SOD-2 Rabbit 1gG, Anti-GAPDH Rabbit 1gG, Goat Anti
Rabbit 19G-HRP, Santa Cruz (ABD) marka;

KCI, KCN, Pyrogallol, Amonyum siilfat, Glisin, Sodyum karbonat (Na,CO3) ; Merck
(GERMANY) marka;

SYBR Green Mastermix (Roche, Foster City, California, ABD) ve Total RNA
saflastirma kiti Qiagen RNeasy Kiti kullanilmustir.
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5.2. Deneysel Diyabetin Olusturulmasi ve Resveratroliin Uygulamasi

Deneylerde kullanilan esit yasta erkek Wistar siganlari Kobay Deney Hayvanlari
Laboratuar1 AS’den satin alinmistir. 48 Adet erkek esit yasta siganin bakimi, diyabet
olusturulmasi, resveratroliin giinliik olarak enjeksiyonu, veteriner hekim gdzetiminde
yerel etik kurul onay1 ile (KMU yerel etik kurulu 04.08.2011 tarihli 02/01 sayili onay)
hayvan  deneyleri  kullanim  sertifikasina  sahip  arastirmacilar  tarafindan
gerceklestirilmistir. Deney hayvanlart {izerine yapilan uygulamalar Sekil 10°da

Ozetlenmistir.

AKS >200mg/dl olan hayvanlar
diyabetik olarak kullanildi

Diyabet grubu (24 rat) Uygulamasiz Diyabet grubu (D) (n=12)
Diyabet 55 mg/kg STZ'nin

tek doz IP uygulamasiile
olusturuldu.

0.3ml %20 DMSO 24 giin bayunca hergiin IP enjekte edildi

Resveratrol uygulanan Diyabet grubu (D+RSV) (n=12)

20mg/kg RSV (%20 DMSO iginde) 24 giin bayunca hergiin IP enjekte edildi = <

Kontrol grubu (24 rat) Uygulamasiz Kontrol grubu (K) (n=12)

r 0.3ml %20 DMSO 24 giin bayunca hergiin IP enjekte edildi ;
ﬁ Resveratrol uygulanan Kontrol grubu (K+RSV) (n=12)

Kontrol grubuna sadece 20mg/kg RSV (%20 DMSO iginde) 24 giin bayunca hergiin IP enjekte edildi

50mM sitrat tamponu
(pH. 4.5) verildi

! | | | | |
T 1 1 1

0 1 2 3 4 5 Zaman (hafta)

Sekil 10. Diyabetin hayvansal modelinin olusturulmasi ve resveratrol uygulamasi

Buna gore 48 adet esit yasta, yaklasik esit agirlikta (>300gr) erkek wistar rat; Kontrol
(K), Diyabetik (D), resveratrol verilmis kontrol (K+RSV), resveratrol verilmis diyabetik
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(D+RSV) olmak tizere dort gruba ayrilmis, iki grupta diyabet, S0mM sitrat tamponu
(pH:4.5) icerisinde hazirlamis STZ’nin (55mg/kg) intraperitonial yoldan enjekte
edilmesiyle olusturulmustur. Kontrol hayvanlarina ise sadece 0,3 ml 50mM sitrat

tamponu (pH:4.5) verilmistir.

STZ uygulamasinin iki giin sonrasinda kuyruk veninden alinan kanlarda, aclik kan
sekeri (AKS) ol¢limii Abbott (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA) seker
Ol¢tim cihaz1 ile gergeklestirilmis, a¢lik kan sekerleri 200mg/dl’nin iizerinde olan
hayvanlar diyabetik olarak kullanilmistir. STZ enjeksiyonun bir hafta ardindan K+RSV
ve D+RSV gruplarina resveratrol 20mg/kg olacak sekilde %10’luk DMSO igerisinde
sicanlarin intraperiton bdlgelerine enjeksiyonu ile 24 giin boyunca giinliikk olarak
verilmistir. Ayni siire zarfinda K ve D gruplarma sadece %10’luk DMSO enjekte
edilmistir. Sican agirliklar1 giinliik olarak, aglik kan sekerleri ise haftalik 6l¢iilmiistiir.
Diyabet grubuna resveratrol verildikten iki hafta sonra, bu gruptaki (D+RSV)
hayvanlardan biri 06lmiis ve ikisi ise diyabetik durumdan kurtulmuslardir
(AKS<110mg/dl). Bu nedenle D+RSV grubu ornek sayisi dokuza inmistir (n=9).
Diyabetik durumdan kurtulan hayvanlarin dokulari, deneylerin optimizasyonu amaci ile
kullanilmigtir. Diyabet ve resveratrol uygulamalarinin ardindan deney hayvanlari,
anestezi uygulamadan giyotin ile dekapite edilmis ve organlar (karaciger, bobrek, kalp,
beyin, testis, arter, lens) ayrilarak sivi azot igerisinde dondurulmustur. Ardindan

deneylerde kullanilmak iizere -85°C de saklanmustir.

5.3. Beyin Dokularimmin Homojenizasyonu

Beyin dokusu ornekleri iizerinde biyokimyasal deneylerin gerceklestirilebilmesi igin
hipfiz ve hiptalamik bolge igermeyen sol loblar biitiin bir sekilde tartilarak 3 kati kadar
hacimde 50 mM KPI (pH:7.0), 5 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 1,15 % KCI iceren
tampon ¢ozeltisi ve homojenizator (Tissue Ruptor™, Qiagen, ABD) kullamilarak buz

igerisinde homojenize edilmistir. Homojenizasyonu takiben niikleer kisim ve
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pargalanmayan hiicrelerin ayirimi i¢in 6rnekler 1500g°de 4°C derecede 15 dK santrifiij

edilmistir. Siipernatanlar ependorflara aktarilarak -85 °C’de muhafaza edilmistir.

5.4. Toplam Protein Tayini

Homojenize edilen dokularda toplam protein konsantrasyonu mikoplakada o6l¢iimlere
uyarlanmis Lowry yontemine (Lowry ve ark., 1951) gore belirlenmistir. Bu yontemde
alkali ortamda bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglariyla kompleks
olusturmakta ve Cu™ ¢ indirgenmektedir. indirgenmis bakir yine proteinlerde yer alan
Tyr, Trp ve Cys aminoasitleriyle birlikte Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek protein
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak renk degistiren ve 660 nm’de spektrofotometrik

olarak oOl¢iilebilen tiiriin olusturmaktadir.

Yonteme gore toplam protein tayini yapabilmek i¢in 96’ lik mikro plakalar igerisine 50
kat seyreltilmis ornekler ve standart BSA (0,02-0,75 mg/ml) ¢ozeltileri 40 pl olarak
kuyucuklara yiiklenmistir. Uzerlerine 200 pl ACR reaktifi [(Reaktif 1 (%2
CuS04.5H,0): Reaktif 1l (%2 Na-K Tartarat): Reaktif A (0,1 N NaOH igerisinde %2
Na,COj3)(1:1:100 oraninda)] eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 10 dk inkiibe
edilmistir. Bekleme siiresinin ardindan 6rnekler iizerine 20 pl Folin-fenol reaktifi (1 N)
eklenerek karanlikta 30 dk renk olusumu saglanmistir. Orneklerin renk yogunlugu
spektrofotometrik mikroplaka okuyucusu (MultiScanGo, Thermo, ABD) kullanilarak
660 nm de Ol¢iilmus, olusturulan kalibrasyon egrisi (Sekil 11) yardimi ile protein

miktarlart hesaplanmustir.
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Sekil 11. Mikro Lowry yontemi ile olusturulan BSA standart kalibrasyon egrisi. X-ekseni
standart protein konsantrasyonunu (mg/ml), Y ekseni ise 660nm absorbans degerlerini ifade

etmektedir.

5.5. Beyin Dokularinda Antioksidan Enzimlerin Protein Ekspresyonlarinin
Western Blot Teknigi ile Belirlenmesi

Antioksidan enzimlerin beyin dokularindaki protein diizeyindeki farkliliklar Western
blot teknigi ile belirlenmistir. Bu teknik su iic temel asamadan olusmaktadir; 1)
proteinlerin SDS-PAGE ile birbirlerinden kismi olarak ayrilmast, ii) jeldeki proteinlerin
PVDF membranlara transferi (Western blot), iii) PVDF membran iizerindeki

proteinlerin antikorlar ile igsaretlenerek boyanmasi ve kuantifikasyonu.

SDS-PAGE teknigi genellikle proteinlerin molekiiler biiyiikliiglinii analiz etmek
amaciyla kullanilan elektroforetik bir yontemdir. Ancak Western blot tekniginde 6n
basamak olarak proteinleri ayristirarak bunlarin antikorlar ile isaretlenmelerini
kolaylagmaktadir. Yonteme baslamadan 6nce poliakrilamit jellerin uygun yiizdelerde
hazirlanmas1 gerekmektedir. Antioksidan enzimler i¢in kullanilan %12’lik ayirict jel;
1,7 ml dH,0, 2 ml akrilamit (%30 T, 2,67 C), 1,25 ml ayiric1 jel tamponu (1,5 M Tris-
HCI pH: 8,8), 50 ul SDS (10mg/ml), 50 ul amonyum persiilfat (APS) (%10 a/h) ve 5 pul
TEMED karisimu ile, %4’liik sikistiric jel ise 3,05 mL dH,O, 0,65 ml Akrilamit (%30
T, 2,67 C), 1,25 ml sikistirict jel tamponu (0,5 M Tris-HCI pH: 6,8), 50ul SDS
(10mg/ml), 25 pl APS (%10 a/h) ve 5 ul TEMED karistimi ile hazirlanmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Ayirict ve sikistirict poliakrilamit jellerinin hazirlanmasi.

Ardindan 6rnek yiikleme tamponu (62,5 mM Tris-HCI, pH: 6,8, 25% gliserol, 2% SDS,
0,01% Bromofenol mavisi, 0,05% (h/h) B-mercaptoetanol) ile 1/1 oraninda karistirilan
ve 5 dk boyunca 95 °C’de bekletilen 6rneklerden kuyucuklara esit miktarda protein
(SOD-1, SOD-2 ve CAT i¢inl0ug, GPx ve GST-Mu i¢in 50pug) yiiklenmis (Sekil 13a)
ve proteinler birbirilerinden 200 V sabit voltajda Mini Protean Tetra elektroforez cihazi
(Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA) kullanilarak yapilan dikey elektroforez ile
ayrilmistir (Sekil 13b).

Sekil 13. Orneklerin poliakrilamit jellere yiiklenmesi (a) ve dikey elektroforez ile birbirlerinden
ayrilmasi (b).

SDS-PAGE yontemi ile birbirlerinden ayrilan proteinler sabitlenmek ve antikorlar ile
isaretlenmek {izere Western Blot teknigi ile PVDF (Polyvinylidene fluoride)
membranlara aktarilmistir (Towbin ve ark., 1979). Jelden membrana aktarim Trans-blot
Turbo™ (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, ABD) cihazi kullanilarak yari kuru
ortamda 1 amper akim ile 30dk’da gerceklestirilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. SDS-PAGE ile birbirlerinden ayrilan proteinlerin Trans-blot turbo cihazi ile PVDF

membranlara blotlanmasinin sematik gosterimi.

Blotlamadan ¢ikan PVDF membranlari, TBST soliisyonu (0,5 M NaCl, 20 Mm Tris pH:
7,4, 0,05% Tween-20) ile iic kez yikandiktan sonra, membran {izerindeki protein

icermeyen biitiin bolgelerin kapanmasimi (bloklama) saglayacak %5’ lik BSA (TBST

icinde hazirlanmig) ile orbital ¢alkalayicida bir saat ¢alkalanmustir (Sekil 15).

Sekil 15. PVDF membranlar iizerindeki proteinlerin bloklama ve antikor inkiibasyonunda

kullanilan ¢alkalayici.
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Daha sonra primer antikorlar (Anti-Catalase Rabbit 19G, Abcam: Cambridge, ABD,
1/6.000; Anti-GPx Rabbit 1gG, Abcam: Cambridge, ABD, 1/2.000; Anti-GST-Mu
Rabbit 1gG, Abcam: Cambridge, ABD, 1/5.000; Anti-SOD-1 Rabbit 1gG, Santa Cruz,
ABD, 1/100; Anti-SOD-2 Rabbit 1gG, Santa Cruz, ABD, 1/100; Anti-GAPDH Rabbit
IgG, Santa Cruz, ABD, 1/1000) ile oda sicakliginda 2 saat bekletilen membranlar TBST
tamponu ile bes kez yikandiktan sonra Horse Radish Peroksidaz (HRP) ile konjuge
edilmis ikincil antikorla (Goat Anti Rabbit IgG-HRP, Santa Cruz, ABD, 1/5000) bir saat
muamele edilmistir. Ardindan Clarity’™™ (BioRad Laboratories) ECL gbriintiileme
solisyonu ile 5 dk inkiibe edilen membranlarin kemiluminesan goriintiileri
ChemiDoc™ MP goriintiileme sistemi (Sekil 16) (Bio-Rad Laboratories, Hercules CA,
ABD) ile alinmistir. Ardindan normalizasyon i¢in membranlar yukarida belirtildigi gibi
GAPDH antikoru ile muamele edilerek gruplara ait internal standart goriintiileri de elde

edilmistir.

Sekil 16. ChemiDoc™ MP (Bio-Rad) kemiluminesan gériintiileme sistemi

Image Lab4.1 Programinin yardimi ile bant yogunluklari Olgiilen proteinlerin
ekspresyonlari, GAPDH ekspresyonu ile oranlanarak normalize edilmistir (Sadi ve ark.,
2014).
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5.6. Toplam RNA izolasyonu, c¢DNA Sentezi ve Real.:l‘ime PCRile CAT, GPx,
SOD-1, SOD-2 ve GST-Mu Gen Ekspresyonlarimin Olgiilmesi

Siganlarin beyin dokularmin sag lobunun bir kismi1 (50mg) kullanilarak toplam RNA
izolasyonu gergeklestirilmistir. Beyin dokusuna ait toplam RNA’lar RNAeasy (Qaigen,
Venlo, Hollanda) saflastirma kiti kullanilarak {ireticinin kilavuzuna gore izole
edilmistir. Toplam RNA izolasyonundan sonra elde edilen RNA’larin biitiinliikleri
%1’lik agaroz jel elektroforezi (Sekil 17a), RNA Kkonsantrasyonu ve protein
kontaminasyonu ise MultiscanGO spektrofotometre (Sekil 17b) ile 260 ve 280 nm de

spektrofotometrik 6l¢iimler ile kontrol edilmistir.

- = NNW A0 0
wn w

©
wn

Sekil 17. Toplam RNA’larin (a) agaroz jel elektroforez gériintiisii; izole edilen RNA’larin
miktar ve kalite tayininin spektrofotometrik olarak gergeklestirildigi (b) MultiscanGO nano-
spektrofotometre

cDNA sentez kiti (MBI Fermentas, ABD) kullanilarak gergeklestirilen modifiye cDNA
sentezi yontemine gore 1 pg toplam RNA’ya 1 ul oligo (dT)is primer (100mM)
eklenmis, ardindan hacim niikleaz icermeyen DEPC-distile su ile 12 pul’ye
tamamlanmistir. 4 pl 5XM-MuLV reaksiyon tamponu, 1 ul RiboLockTM (20 u/ul)
(MBI Fermentas, ABD), 2 pl 10 mM dNTP karisimi eklendikten sonra tiipler 37°C” de
5 dakika inkiibe edilmis, ardindan 1 pl M-MuLV RT (200 u/ul ) eklenerek cDNA
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sentez reaksiyonu thermal cycler (Bioneer, Giiney Kore) yardimi 1 saat siire ile 42°C’de
ile gerceklestirilmistir. Ters transkriptaz denatiirasyonu i¢in 70 °C’de 5 dakika
bekletilen ¢cDNA oOrnekleri buz fiizerinde sogutulduktan sonra elde edilen cDNA
ormekleri qPCR  reaksiyon ¢alismalarina kadar -85 °C’de  saklanmistir.
Beyin dokularinda CAT, SOD-1, SOD-2, GST, GPx ve GAPDH genlerine ait mMRNA
miktarlart SYBR Green I reaksiyon kimyasi ve gercek zamanli PCR ile Cizelge 2°de

belirtilen primer ¢iftleri kullanilarak belirlenmistir.

Cizelge 2. CAT,GPx,SOD-1,S0OD-2,GST-Mu ve GAPDH genleri i¢in primer dizilimleri (Sadi
ve ark., 2012; Sadi ve ark., 2009)

Uriin

F-Primer (5° —3°) R-Primer (5’ —3°) (bg)
CAT GCGAATGGAGAGGCAGTGTAC GAGTGACGTTGTCTTCATTAGCACTG 670
GPx CTCTCCGCGGTGGCACAGT CCACCACCGGGTCGGACATAC 290
SOD-1 GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC TAGCAGGACAGCAGATGAGT 450
SOD-2 GCACATTAACGCGCAGATCA AGCCTCCAGCAACTCTCCTT 240
GST-Mu AGAAGCAGAAGCCAGAGTTC GGGGTGAGGTTGAGGAGATG 450
GAPDH TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG  TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT 360

Sentezlenen cDNA igerisindeki istenilen mRNA karsiliginin yiikseltgenebilmesi i¢in 5
ul SYBR Green Mastermix (FastStart Universal SYBR Green Master Mix with Rox,
Roche, Almanya) 2 ul ileri, 2 ul geri primerlerle (her birinden 2 mM) karistirildiktan
sonra karigim iizerine 1 pl cDNA (1:10 oraninda seyreltilmis) eklenmistir. 95 °C’de 10
dakika baslangi¢ denatiirasyonunun ardindan, 94°C’de 15 saniye denatiirasyon, 58
°C’de 30 saniye baglanma ve 72 °C’de 30 saniye uzatma asamasi 45 kez tekrarlanirken
her dongiiniin baglanma asamasindan sonra meydana gelen floresan 1s1ma LightCycler

480 IT (Roche, Almanya) cihazi (Sekil 18a ve Sekil 18b) ile belirlenmistir.
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Fluorescence History
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Fluorescence (465-510)
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egrileri olusturulmustur. Normalizasyon i¢in internal standart olan GAPDH geni
kullanilmis, standart egri yontemine gore dokular igerisinde aranan gen ekspresyon
diizeyleri GAPDH genine oranlanarak dokular birbirleri ile karsilagtirilmigtir. Ayni
zamanda PCR {irlinlerinin ve kontaminasyonun kontrol edilmesi i¢in iiriinler iizerine
melt analizi gergeklestirilerek triinlerin safliklar1 kontrol edilmistir (Sekil 19).
Reaksiyon sirasinda herhangi bir cDNA ya da DNA igermeyen kor reaksiyon tiipleri

kullanilarak genomik DNA kontaminasyonu olup olmadig: da kontrol edilmistir.

Melting Peaks
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Sekil 19. Real Time PCR sonucu olusturulan drnekler iizerinde gergeklestirilen 6rnek melt

analiz goriintiileri.
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5.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

5.7.1. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesi Tayini

GPx enzim aktivitesi sonucunda indirge glutatyon (GSH) okside glutatyona (GSSH)
doniismektedir (Sekil 20). GPx aktivitesi ile olusan bu irinin GR ile tekrar
indirgenmesi  sirasinda  kullanilan NADPH oksitlenmesi olay1 340 nm’de

spektrofotometrik lgiilmektedir (Paglia ve Valentine, 1967).

GSSH

2GSH + H,0,

A 4

GPx

340
NAD~ |<—nrnNADPH |

GR

Sekil 20. GPx aktivite 6l¢lim metodu prensibi

Yonteme gore 3 mL’lik quartz kiivet i¢erisine 840 pl tris tamponu (0,1 M, pH: 8,0), 25
ul glutatyon (80 Mm), 33 ul NADPH (2 mM), 33 ul Glutatyon Rediiktaz (3,6 M
amonyum silfat ile hazirlanan 0,24 {inite/100 pl), 33 pl ornek (5 kat seyreltilmis)
eklenmistir ve ardindan da 33 pl H;O, (1,5 mM) eklenmistir. 340 nm’de NADPH
(£340=6220 M™.cm™) oksidasyon hizi 3 dakika boyunca spektrofotometrik olarak
belirlenmis ve GPx aktivitesi bir dakikada bir miligram protein igeren beyin

homojenatinin oksitledigi NADPH miktar1 olarak hesaplanmaistir.
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5.7.2. Toplam Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitelerinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi Marklund ve Marklund’un (1974) kullandiklari
yonteme gore Ol¢iilmiistiir. Buna gére SOD substrati olan siiperoksit radikali, alkalin pH
da 151k ve atmosferik oksijen ile pyrogallol oto-oksidasyonu sonucu olusmakta ve
olusan bu radikal, pyrogallolii sar1 renkli kromofora ¢evirmektedir (Sekil 21). Olusan
kromoforun 440 nm’de takip edilmesiyle de siiperoksit dismutaz aktivitesi

Olctilebilmektedir.

SOD
/otoksidasyon \/ Sari renkli
PYROGALLOL :
Bazik ortam 2 PYROGALLOL
ADDUCT
(412 nm)

PYROGALLOL

Sekil 21. SOD aktivite 6lgiim metodu prensibi

Yonteme gore 96’11k mikroplaka igine 250 pl tampon (50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH:
8.2), 30 ul Pyrogallol (20 mM) ve 6rneklerden degisik oranlarda (5 pl, 10 pl, 20 pl, 30
ul, 50 pl, 75 pl) yiiklenmis ve absorbans degisimi 440 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢tilmiistiir. Aktiviteler pyrogalloliin oto-oksidasyonun 440nm baskilanmasi prensibi
ile hesaplanmistir. Buna goére SOD aktivitesi pyrogallol oto-oksidasyonunu %50

engelleyen protein miktar1 olarak belirlenmistir.

5.7.3. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz enzim aktivitesi Aebi’nin (1974) metodu kullanilarak 6l¢iilmistiir. Yontemde
CAT substrati olarak hidrojen peroksit kullanilmaktadir. Ultra viole (UV) 151k bolgesi

olan 240nm de absorbans veren hidrojen peroksitin katalaz tarafindan suya
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doniistiiriilmesinin spektrofotometrik olarak dl¢lilmesine dayanan bu yontemde hidrojen
peroksitin  ekstinksiyon katsayisi  0.00364 L/mmol.mm olarak kullanilmistir.
Aktivite dlgtimii i¢in 96’ ik UV gecirgen mikroplaka kuyucuklaru igerisine 240 ul fosfat
tamponu (50 mM, pH: 7,0) 10 ul 6rnek (5 kat seyreltilmis) ve 50 pl H,O, (200mM)
sirastyla eklenmis ve enzimatik reaksiyon baslatilmistir. Katalaz enzim aktivitesi
240nm de 2dk boyunca odlciildiikten sonra CAT aktivitesi bir dakikada, bir miligram
protein iceren beyin homojenatinin notiirlestirdigi hidrojen peroksit miktar1 olarak

hesaplanmustir.

5.7.4. Toplam Glutatyon-S-Transferaz (GST) Aktivitesi

1-chloro-2,4-dinitrobenzene (cDNB) biitiin GST izozimleri igin ortak bir substrattir.
CDNB ile glutatyonun —SH grubu arasindaki tepkimeleri katalizler ve 340nm absorbans
veren renkli bir {iriin (S-2,-4 dinitrofenilglutatyonun) olusturur (Sekil 22) (Mannervik ve
Guthenberg, 1981).

cl
NO; o NHg o] -HCI o NH; o]

o) o
+ ;:\C-CILCHZ-CHZ—EE-NH-CH—(!-NHCHZ — /\\C-ClLCHzCHz—E'NH'CT—Q'NHCHz—'(
o CH:Z o o cHa o
NO, SH S
NO,
CDNB GSH
NO,

Sekil 22. GST ile katalizlenen enzimatik reaksiyon mekanizmasi

Beyin dokularinda toplam GST aktivitesi Habig ve arkadaslarinin (Habig ve ark., 1974)
gelistirdigi yonteme goére belirlenmistir. Buna gére UV gecirgen mikroplaka
kuyucuklari i¢ine 250 pl fosfat tamponu (50 mM; pH:7,0) , 20 ul GSH (20 mM), 15 ul
ornek (5 kat seyreltilmis) ve 15 pl CDNB (25 mM) (3/2 etanol/su i¢inde ¢oziilmiis)
eklenmistir. Absorbans degisimi 340 nm de 2 dakika Olgiilerek dakikada absorbans

degisimi hesaplanmistir. Ayrica enzimatik olmayan cDNB, GSH reaksiyonunu
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belirlemek i¢in enzimsiz reaksiyon hizida belirlenmistir. Beyin dokulardaki toplam GST
aktivitesi bir dakika bir mg protein igeren homojenatin olusturdugu iiriin miktar1 olarak

belirlenmistir.

5.8. Istatistiksel Analiz

Aritmetik ortalamalari, standart sapmalar1 (SD) ve ortalamanin standart hatalart (SEM)
hesaplandiktan sonra biitiin veriler tezin tamaminda ortalama + SEM seklinde ifade
edilmistir. Deney gruplar1 arasindaki istatistiksel farkliligi belirlemek ic¢in tek yonlii
varyans analizi (one-way ANOVA ) ve gruplarin karsilastirilmasi igin de post hoc
testlerden Tukey HSD (Tukey’s Honestly Significant Difference) testi uygulanmustir.
Istatisitiksel analizlerde p<0,05 anlamlilik diizeyi olarak belirlenmistir. Istatistiksel
karsilastirmalar SPSS 15.0 paket program: (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD)

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Deney Hayvanlarinin Agirhik ve A¢hk Kan Sekeri Diizeylerinin Degisimleri

Deney hayvanlarinin agirliklart deney siiresince giinliik olarak takip edilmis ve agirlik
degisimleri Sekil 23’de 6zetlenmistir. Sonucglara gore diyabetik sican agirliklarinin
kontrol grubuna gore onemli Slgiide azaldigr bulunmus, bu kilo kaybinin resveratrol
uygulamasi ile istatistiksel olarak degigsmedigi hem kontrol hemde diyabet gruplarinda
gosterilmistir. Ancak resveratrol uygulamasinin genel bir kilo kaybma neden oldugu

istatistiksel olarak anlamli olmasa da kendini belli etmektedir.

600;

500;

400;

Hayvan Agirliklar
(ar)
w
(=}
o

200
- Kontrol
| - K+RSV
100 - Diyabet
-- D+RSV
0 - v v - - .
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (Gun)

Sekil 23. Deney hayvanlarinin dort grupta olgiilen ortalama agirlik degisim grafigi. K: Kontrol,
D:Diyabet, K+RSV: Resveratrol verilmis kontrol, D+RSV: Resveratrol verilmis diyabetik

grup.* Kontrol grubuna gore anlaml1 farkliligi gdstermektedir.
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STZ uygulamasinin iki giin sonrasinda kuyruk veninden alinan kanlarda, aclik kan
sekeri (AKS) ol¢timii Abbott (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, ABD) seker
Olclim cihaz1 ile gercekestirilmis, aglik kan sekerleri 200mg/dl nin {izerinde olan
hayvanlar diyabetik olarak ele alinmistir. AKS 6l¢timleri haftalik olarak olgiilmiis ve
haftalik AKS degisimlerini 6zetleyen grafik Sekil 24’te verilmistir.

6003
- Kontrol
2 - K+RSV
500+ - Diyabet
-~ D+RSV

IS
)
i

Aclik Kan Sekeri
(mg/dl)

N w

(=] (=]

i~ i~

100 s . - .

Zaman (Hafta)

Sekil 24. Deney hayvanlarinin dort grupta Olgiilen ortalama aclik kan sekeri (AKS) degisim
grafigi. Degerler mg/dl olarak verilmistir. K: Kontrol, D:Diyabet, K+RSV: Resveratrol verilmis
kontrol, D+RSV: Resveratrol verilmis diyabetik grup. * Kontrol grubuna goére anlaml1 farklilig

gostermektedir.

AKS ol¢iim sonuclarindan da anlasilacagi gibi tek doz STZ’nin intraperitonal yoldan
uygulanmasi diyabetin hayvansal modelinin olusturulmasi icin yeterli bulunmustur.
Ayrica sonuglar diyabetin ilerleyen asamalarinda (2. haftadan sonra) diyabetik AKS
diizeylerinin kontrol grubuna yaklastigini, yani diyabetik siiregte bir iyilesmenin

meydana geldigini gostermektedir. Ancak bu iyilesme yada kan sekeri diizeyinin
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400mg/dl diizeylerinden 200mg/dl diizeylerine diismesi, resveratrol uygulamasindan
bagimsiz gerceklesmistir. Resveratrolin  AKS diizeylerinde azaltici bir etkisinin

olmadig1 bulunmustur.

6.2. Beyin Homojenatlarinin Protein Konsantrasyonlari

Tez calismasi gergevesinde kullanilan beyin dokularinin bir boliimii (sol lob) uygun
homojenizasyon ¢ozeltisi (bknz: yontemler) kullanilarak homojen hale getirilmistir.
Homojenatlar igerisindeki toplam protein konsantrasyonu, 96 kuyulu mikroplakalarda
optimize edilmis Lowry (1951) yontemine gore ThermoScanGO mikroplaka okuyucusu
(Thermo Fisher Scientific, USA) kullanilarak belirlenmistir. K, D, K+RSV, D+RSV
gruplarinin beyin homojenatlarinda olglilen protein konsantrasyonlart Cizelge 3’te
Ozetlenmistir. Mikro Lowry yonteminde herbir 6rnek dorder kez dlgiilerek hesaplamalar

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3. Mikro Lowry yontemine goére hesaplanan doku homojenat toplam protein
konsantrasyonlari (mg/ml). K: Kontrol, D:Diyabet, K+RSV: Resveratrol verilmis kontrol,
D+RSV: Resveratrol verilmis diyabetik grup. Her bir 6rnek icin dort 6l¢iim gerceklestirilmis ve

veriler ortalama olarak verilmistir.

Protein Protein Protein Protein
Kons. Kons. Kons. Kons.
Ornek (mg/ml)  Ornek  (mg/ml) Ornek (mg/ml) Ornek (mg/ml)
K1 16,83 D1 9,48 K+RSV1 7,93 D+RSV1 11,20
K2 15,15 D2 10,26 K+RSV2 8,49 D+RSV2 9,51
K3 17,43 D3 9,93 K+RSV3 15,47 D+RSV3 11,46
K4 18,43 D4 11,99 K+RSV4 13,31 D+RSV4 11,73
K5 15,28 D5 12,00 K+RSV5 14,75 D+RSV5 11,18
K6 19,36 D6 11,42 K+RSV6 13,99 D+RSV6 11,41
K7 20,11 D7 8,15 K+RSV7 11,40 D+RSV7 10,43
K8 13,86 D8 7,96 K+RSV8 12,43 D+RSV8 10,68
K9 13,51 D9 9,18 K+RSV9 13,12 D+RSV9 11,37
K10 15,65 D10 8,82 K+RSV10 16,54
K11 17,22 D11 10,61 K+RSV11 13,92
K12 16,19 D12 9,99 K+RSV12 14,85
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6.3. Beyin Dokularindan Elde Edilen Toplam RNA Konsantrasyonlari

Beyin dokularinin bir bolimii (sag lob) ise toplam RNA izolasyonu i¢in kullanilmis ve
dokulardan toplam RNA izolasyonu Qiagen RNesy saflastirma kiti kullanilararak,
lireticinin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. Izole edilen toplam RNA
konsantrasyonlari ThermoScanGO mikroplaka okuyucusu (Thermo Fisher Scientific,
USA) ile mikro hacimde (2ul) spektrofotometrik (OD260/OD2gp) olarak belirlenmistir.
Her 6rnegin 6lgtimii dort kez tekrarlanmig ve ortalamalart alinmigtir.  Cizelge 4, beyin
dokularindan izole edilen toplam RNA konsantrasyonlarini ve OD2gp/OD2gp oranlarini

Ozetlemektedir.

Cizelge 4. Beyin dokularindan izole edilen toplam RNA konsantrasyonlarmi (ug/ml) ve
bitiinliikleri gosteren ODy50/OD,g9 degerleri. Her bir 6rnek i¢in dlg¢timler dort kez tekrarlanmus
olup ortalama degerler verilmistir. K: Kontrol, D:Diyabet, K+RSV: Resveratrol verilmig
kontrol, D+RSV: Resveratrol verilmis diyabetik grup.

RNA Kons. OD260/OD g

(ng/ml)

K1 1452.38 2.05 D1 129.69 1.98
K2 803.60 2.08 D2 239.96 2.03
K3 700.77 2.06 D3 195.87 2.06
K4 758.96 2.05 D4 154.92 2.03
K5 425.79 2.06 D5 232.75 2.05
K6 984.52 2.03 D6 269.44 2.04
K7 630.27 2.08 D7 287.08 2.06
K8 296.77 2.06 D8 156.67 2.00
K9 91.54 1.89 D9 93.46 2.07
K10 221.25 1.96 D10 301.69 2.03
K11 85.25 2.15 D11 15.56 241
K12 231.06 2.06 D12 330.85 2.03
K+RSV1 580.65 2.04 D+RSV1 298.73 2.06
K+RSV2 416.00 2.03 D+RSV2 486.08 2.04
K+RSV3 713.33 2.03 D+RSV3 71.54 2.07
K+RSV4 1080.98 1.96 D+RSV4 62.12 2.07
K+RSV5 407.52 2.03 D+RSV5 340.29 2.02
K+RSV6 581.15 2.04 D+RSV6 440.13 2.03
K+RSV7 466.62 2.03 D+RSV7 159.40 1.99
K+RSV8 894.83 2.02 D+RSV8 97.79 2.06
K+RSV9 624.06 2.02 D+RSV9 286.21 2.04
K+RSV10 286.12 2.05
K+RSV11 484,31 2.02
K+RSV12 581.92 2.00
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RNA izolasyonunun ardindan izole edilen RNAlarin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile
belirlenmistir. Sekil 25’te her gruptan segilen bir 6rnegin agaroz jel elektroforez
goriintiisi verilmektedir. Bu goriintiiden de anlasilacagi gibi kit yardimu ile saflastirilan

RNA o6rneklerinde herhangi bir pargalanma veya bozulma s6z konusu degildir.

K+RSV D D+RSV

Sekil 25. Beyin dokularindan elde edilen RNA’larin 6rnek agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
Ust bandlar 28S, alt bandlar ise 18S ribozomal alt birimleri gdstermektedir. K: Kontrol,

D:Diyabet, K+RSV: Resveratrol verilmis kontrol, D+RSV: Resveratrol verilmis diyabetik grup.

6.4. Beyin Dokularinda Antioksidan Enzimlerin Gen Ekspresyon Diizeylerinin
Belirlenmesi

Toplam RNA izolasyonunun ardindan oligo(dT);s primerler ve ters transkriptaz enzimi
kullanilarak mRNA’larin  ¢cDNA’ya doniisiimii  gergeklestirilmistir. Elde edilen
cDNA’lar kullanilarak antioksidan enzimlerin gen ekspresyon diizeyleri gercek zamanli
PCR teknolojisi ile belirlenmistir. Verilerin normalizasyonu i¢in internal standart
GAPDH kullanilmis ve gen ekspresyon diizeyleri GAPDH genine oranlanarak ifade
edilmistir. Buna gore diyabetin ve diyabette RSV uygulamasinin beyin dokularinda ana
antioksidan enzimler olan CAT, GPx, SOD-1, SOD-2 enzimlerinin mRNA ekspresyon
diizeylerinde meydana getirdigi degisimler Sekil 26’da 6zetlenmektedir. Sonuglara gore
diyabet CAT, GPx ve SOD-1 gibi ana antioksidan enzimlerin ifade diizeylerini kontrol
grubuna goére anlaml 6l¢iide yiikseltmistir. Oksidan stresle miicadelede en onemli iki

enzim olan CAT ve SOD-1 enzimlerinin mRNA diizeyleri yaklasik iki kat artis
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gosterirken (Sekil 26a-c), GPx enzimindeki artis %33 dolaylarinda kalmistir (Sekil
26b). Benzer bir sekilde kontrol grubuna resveratrol uygulamast CAT ve SOD-1 mRNA
diizeylerini anlamli derecede arttirirken (yaklasik %50), GPx ve SOD-2 enzimleri

tizerine belirgin bir etki gostermemistir (Sekil 26d).
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Sekil 26. Beyin dokularinda diyabet ve resveratrol uygulamalari ile a) CAT enziminin mRNA
ifade diizeylerinin degisimi, b) GPx enziminin mRNA ifade diizeylerinin degisimi, c) SOD-1
enziminin mRNA ifade diizeylerinin degisimi, d) SOD-2 enziminin mRNA ifade diizeylerinin
degisimi verilmektedir. Veriler internal standart olarak kullanilan GAPDH mRNA seviyesine
oranlanarak verilmistir. ¥*Kontrol grubuna gore istatisitiksel farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir.
Diyabet grubuna gore istatisitiksel farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir.
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Ayrica diyabetik hayvanlara resveratrol verildiginde beyin dokularinda SOD-1 ve GPx
gen ekspresyon diizeyleri kontrol seviyelerine geri yaklasmistir. Mitokondriyel bir
enzim olan SOD-2 enziminin gen ifade diizeyleri incelendiginde ise; ne diyabetin ne de
resveratrol uygulamasimnin gen ifade diizeyinde belirgin bir etki yaratmadigi

belirlenmistir.

Hicre icinde elektrofilik gruplar igeren bilesiklerle glutatyon arasindaki tepkimlere
aracililk eden GST enzim ailesinin en Onemli gorevi; doku ve hiicrelerde
biyotransformasyon reaksiyonlarini gergeklestirmektir. Bu enzimler ayrica peroksidaz
etkileri sayesinde antioksidan gorevler de dstlenir. Diyabetin ve resveratrol
uygulamasinin beyin dokularinda biyotransformasyon enzimerinden olan GST-Mu,
GST-Pi ve GST-Alfa izozimlerinin mRNA ekspresyon diizeylerindeki degisimler qRT-

PCR ile 6lglilmiis ve sonuglar Sekil 27(a-c)’de 6zetlenmistir.

Ana antioksidan enzimlere benzer bir sekilde; beyin dokularinda GST ailesine ait ii¢
izozimin gen ifade seviyesinin diyabet ile artis egiliminde oldugu belirlenmistir. GST-
Mu ve GST-Pi izozimlerinin diyabet ile yaklasik %40 artan gen ifade diizeyleri (Sekil
27a ve 27c) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Kontrol gruplarina
resveratrol verildiginde GST izozimlerinde belirgin ve anlamli bir degisim olmamustir.
Resveratroliin diyabet ile meydana gelen GST gen ifadesi degisimlerini tekrar kontrol
diizeylerine yaklastirdigi ortaya c¢ikarilmig, diyabet ve resveratrol uygulamasi ile
ekspresyon diizeyi degismeyen GST izoziminin GST-Alfa oldugu belirlenmistir (Sekil
27b).
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Sekil 27. Beyin dokularinda diyabet ve resveratrol uygulamalari ile a) GST-Mu enziminin
mRNA ifade diizeylerinin degisimi, b) GST-Alfa enziminin mRNA ifade diizeylerinin
degisimi, ¢) GST-Pi enzimlerinin mRNA ifade diizeylerinin degisimi verilmektedir. Veriler
internal standart olarak kullanilan GAPDH mRNA seviyesine oranlanarak verilmistir. *Kontrol
grubuna gore istatisitiksel farklilign (p<0.05) ifade etmektedir. “Diyabet grubuna gore

istatisitiksel farklilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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6.5. Antioksidan Enzimlerin Western Blot Analizi

Doku veya hiicrelerdeki spesifik proteinleri analiz etmemizi saglayan bir teknik olan
Western blot sayesinde bir proteinin varligi, biyiikligi, konsantrasyonu ve
konsantrasyon degisimleri, farkli gruplar arasindaki miktarlarinin karsilastirilmasi
saglanmaktadir. Bu baglamda beyin dokularinda antioksidan enzimlerin mRNA
diizeyinde meydana gelen degisimlerin protein miktarlarina yansiyip yansimadigi ve
dolayis1 ile diyabetin herhangi bir mekanizma ile protein translasyonunu etkileyip
etkilemedigini incelemek amaci ile Western blot analizleri gerceklestirilmistir. Western
analizi i¢in internal standart olarak GAPDH proteini kullanilmis ve sonug¢lar GAPDH’e
oran olarak aciklanmistir. Sekil 28’de analizi gergeklestirilen biitiin proteinlerin (CAT,
GPx, SOD-1, SOD-2, GST-Mu) ckspresyon diizeylerinin diyabet ve resveratrol

uygulamasi ile nasil degistigi 6zetlenmektedir.
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Sekil 28. Beyin dokularinda diyabet ve resveratrol uygulamasi ile degisen a) CAT; b) GPx; ¢)
SOD-1; d) SOD-2; e€) GST-Mu protein diizeylerinin western blot analiz sonuglari. Veriler
internal standart olarak kullanilan GAPDH protein seviyesine oranlanarak verilmistir. *Kontrol
grubuna gore istatisitiksel farkhihigi (p<0.05) ifade etmektedir. *Diyabet grubuna gére
istatisitiksel farklilig1 (p<0,05) ifade etmektedir.
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6.5.1. Katalaz Protein Diizeyinin Western Blot Analizi

Diyabet ve resveratrol uygulamasinin birlikte ve ayr1 ayr1 CAT gen ekspresyonunu
arttirdigin1 bir onceki bolimde aciklamistik. CAT protein ekspresyon diizeylerinin
gruplarda nasil degistigini arastirmak icin gerceklestirilen Western blot analiz

gorlntiileri Sekil 29°de verilmektedir.

R —— CAT(GOkD)-—--_..-_____

. ws=GAPDH (36kD)

Kontrol Diyabet e

. S—— I W —— . —

Kontrol+RSV Diyabet+RSV

Sekil 29. Kontrol, diyabetik, resveratrol uygulanmis kontrol (Kontrol+KSV) ve resveratrol
uygulanmig  diyabetik (Diyabet+KSV) sican beyin dokularinda CAT proteini igin
gerceklestirilen Western blot gériintiisii. Ustteki bant yaklasik 60kD’lik CAT proteinini ve
alttaki bant yaklasik agirligi 36kD olan GAPDH proteinini gostermektedir. Farkli kuyulardaki
bantlar farkli 6rnekleri temsil etmektedir. Her kuyucuga 10 pg protein igeren 6rnek soliisyonu

yiiklenmistir.

Western blot analiz sonuglarina gore resveratrol uygulamasi sigan beyin dokularinda
CAT protein ifade diizeyini arttirmistir (Sekil 28a). Kontrol grubuna uygulandiginda
CAT protein seviyesini anlamli (p<0.05) olgiide yiikselten resveratrol, ayni etkiyi
diyabetik beyin dokularinda gdstermemistir. CAT protein ekspresyonundaki bu artis

daha onceden agiklanan mRNA miktarindaki artis ile paralellik gostermektedir. Buda
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diyabetin ve/veya resveratrol uygulamasinin beyin dokularinda CAT enzimini

transkripsiyon seviyesinde diizenledigini gostermektedir.

6.5.2. Glutatyon Peroksidaz Protein Diizeyinin \Western Blot Analizi

Beyin dokular1 kullanilarak gergeklestirilen GPx Western blot analiz sonuglarina (Sekil
30) gore; diyabet ile anlamli bir degisim gosteren mRNA miktarindaki artis, protein
diizeyinde herhangi bir degisime neden olmamistir. Ancak resveratrol uygulamasinin
etkileri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuglara gore resverartrol hem
kontrol, hemde diyabetik hayvanlarda beyin GPx protein diizeyinde artisa neden
olmustur (Sekil 28b).

GAPDH (36kD
A — - S \( )
- -
Kontrol ; / Diyabet
GPx (23 kD)
Kontrol+RSV Diyabet+RSV

Sekil 30. Kontrol, diyabetik, resveratrol uygulanmis kontrol (Kontrol+KSV) ve resveratrol
uygulanmis diyabetik (Diyabet+KSV) sican beyin dokularinda GPx proteini i¢in gergeklestirilen
Western blot goriintiisii. Alttaki bant yaklasik 23kD’lik GPx proteinini ve Ustteki bant yaklasik
agirhigi 36kD olan GAPDH proteinini gostermektedir. Farkli kuyulardaki bantlar farkli 6rnekleri
temsil etmektedir. Her kuyucuga 100 pg protein igeren 6rnek soliisyonu yiiklenmistir.
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6.5.3. Siiperoksit Dismutaz-1 (SOD-1) Enziminin Western Blot Analizi

Diyabet ve kontrol gruplarinda SOD-1 proteini igin gergeklestirilen Western blot
goriintiileri Sekil 31°de verilmektedir. Bant yogunluklarmin o&lgiilmesi neticesinde
ekspresyon diizeyleri belirlenen SOD-1 proteininin diyabet ile meydana gelen artisi,
ayni enzimin gen ifadesinde meydana gelen degisimle paralellik gostermektedir.
Kuvvetli bir antioksidan olan resveratrol kontrol grubunda SOD-1 miktarinda herhangi
bir degisime neden olmamasina ragmen diyabetik hayvanlarda gen ifade diizeylerinde

oldugu gibi protein ifade diizeylerini de ylikseltmistir.

— e

— e e w cas e G S B GRS PRy =R G
GAPDH (36kD)
‘—

— —
— GE— — —
— w— T — — — — — — —

-— e JIIE S S R S —— - o
Kontrol \

i Diyabet

SOD1(15kD)

—

Kontrol+RSV Diyabet+RSV

Sekil 31: Kontrol, diyabetik, resveratrol uygulanmis kontrol (Kontrol+KSV) ve resveratrol
uygulanmig diyabetik (Diyabet+KSV) si¢can beyin dokularinda SOD-1 proteini igin
gerceklestirilen Western blot goriintiisii. Alttaki bant yaklasik 15kD’lik SOD-1 proteinini ve
iistteki bant yaklagik agirligi 36kD olan GAPDH proteinini gostermektedir. Farkli kuyulardaki
bantlar farkli 6rnekleri temsil etmektedir. Her kuyucuga 10 pg protein iceren 6rnek soliisyonu

yiiklenmistir.
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6.5.4. Siiperoksit Dismutaz-2 (SOD-2) Enziminin Western Blot Analizi

Stiperoksit radikallerini mitokondri igerisinde hidrojen peroksite doniistiiren SOD-2
enziminin gen ekspresyon diizeylerinin diyabet ve resveratrol uygulamasi ile
degismedigini bir onceki boliimde agiklamistik. SOD-2 protein diizeylerinin nasil
degistigini incelemek icin gergeklestirilen Western blot goriintileri Sekil 32°de

verilmektedir.

GAPDH (36kD)
S R o2 =k A ' S
N w
Kontrol SOD2 (22kD) Diyabet
——- . e e . —
-
Kontrol+RSV Diyabet+RSV

Sekil 32. Kontrol, diyabetik, resveratrol uygulanmis kontrol (Kontrol+KSV) ve resveratrol
uygulanmig diyabetik (Diyabet+tKSV) si¢can beyin dokularinda SOD-2 proteini igin
gergeklestirilen Western blot goriintiisii. Alttaki bant yaklagik 22kD’lik SOD-2 proteinini ve
iistteki bant yaklagik agirligi 36kD olan GAPDH proteinini gostermektedir. Farkli kuyulardaki
bantlar farkli 6rnekleri temsil etmektedir. Her kuyucuga 10 ug protein igeren 6rnek soliisyonu

yiiklenmistir.

Western blot analiz sonuglarina gore diyabet uygulamasi sigan beyin dokularinda SOD-
2 proteininin diizeylerini azaltmistir (Sekil 28d). Yaklasik %50 azalan SOD-2 protein
ifadesindeki degisim istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. Resveratroliin

SOD-2 proteini lizerine herhangi bir iyilestirici etkisi olmadig1 gibi kontrol grubuna
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uygulandiginda tipki diyabet gibi SOD-2 protein diizeyinde bir azalmaya neden
olmustur. Bu durum diyabetin ve/veya resveratrol uygulamasinin beyin dokularinda

SOD-2 enzimini transkripsiyon seviyesinde diizenlenmedigini gostermektedir.

6.5.5. Glutatyon S-Transferaz-Mu (GST-Mu) Enziminin Western Blot Analizi

CAT, SOD-1 ve GPx gibi diyabet ile gen ifade diizeyi artan enzimlerden biri de GST-
Mu izozimidir. Bu baglamda gen ifadesindeki artisin protein diizeyi ile paralellik
gosterip  gOstermedigini  anlamak i¢in GST-Mu i¢in Western blot analizi
gerceklestirilmis  olup, analizlerde elde edilen membran goriintileri Sekil 33’de

verilmektedir.

Kontrol Diyabet

GST-Mu (25kD)

S i

Kontrol + RSV

B — — —

Diyabet + RSV

Sekil 33. Kontrol, diyabetik, resveratrol uygulanmis kontrol (Kontrol+KSV) ve resveratrol
uygulanmig diyabetik (Diyabet+tKSV) si¢can beyin dokularinda GST-Mu proteini igin
gergeklestirilen Western blot goriintiisii. Alttaki bant yaklagik 25kD’lik GST-Mu proteinini
gostermektedir. Farkli kuyulardaki bantlar farkli 6rnekleri temsil etmektedir. Her kuyucuga 100

ug protein igeren ornek soliisyonu yiiklenmistir.
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Western blot analiz sonuglarina gore diyabet uygulamasi sican beyin dokularinda GST-
Mu protein ifade diizeyini yaklasik iki kat arttirmistir (Sekil 28e). Diyabet grubuna
uygulandiginda GST-Mu protein seviyesini anlamli 6lgiide azaltan resveratrol, benzer
bir etkiyi mRNA diizeyinde de gdstermistir. Diyabet ve resveratrol ile GST-Mu gen ve
protein diizeyindeki degisimlerin paralellik gostermesi diyabet ve resveratrol
uygulamasinin GST-Mu enzimini beyin dokularinda transkripsiyon seviyesinde

diizenledigini gostermistir.

6.6. Beyin Dokularinda Antioksidan Enzimlerin Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi

Diyabet ve resveratrol uygulamasinin beyin antioksidan enzimlerinde meydana getirdigi
degisimleri gen ve protein diizeyinde gosterdikten sonra enzimlerin hiicre igerisindeki
asil etkinlikliklerinin bir gostergesi olan enzim aktivitelerindeki degisimler de ¢alisma
kapsaminda ortaya ¢ikarilmistir. Calisilan enzimlere 6zel kullanilan substrat ve
reaksiyon ortamina gore spektrofotometrik olarak belirlenen CAT, GPx, SOD ve GST

enzimlerine ait aktivite 6l¢iim sonuglar1 Sekil 34° de dzetlenmektedir.

Hiicre ve dokularda siiperoksit dismutaz enzimlerinin etkinligi ile olsturulmus hidrojen
peroksitin detoksifikasyonundan sorumlu iki enzimin (CAT ve GPx) diyabet ve
resveratrol ile akitivite degisimlerinin benzer yonde hareket ettikleri goriilmiistiir.
Sonuglara gore CAT enzim aktivitesi diyabet ve/veya resveratrol uygulamasi ile beyin
dokularinda anlamli bir gekilde yiikselmistir (p<0,05). Diyabet ve resveratrol ayr1 ayri
aktivite lizerinde etkiliyken, diyabetli hayvanlara resveratrol uygulandiginda bu etki
daha da artmistir (Sekil 34a). Diyabetin ve resveratroliin benzer etkisi GPx enzim
aktivitesinde de benzer degisimlere neden olmustur (Sekil 34b). Buna gore GPx enzim
aktivitesi resveratrol verilmis gruplarda artis gostermektedir. Resveratrol kontrol ve

diyabetik gruplara uygulandiginda GPx aktivitesini yaklasik iki kat yiikseltmistir.
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a. CAT Enzim Aktivitesi b. GPx Enzim Aktivitesi
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Sekil 34. Beyin dokularinda diyabet ve resveratrol uygulamalari ile a) CAT enzim aktivitesi b)
GPx enzim aktivitesi ¢) Toplam SOD enzim aktivitesi d) GST-Mu enzim aktivitesindeki
degisimler verilmektedir. *Kontrol grubuna gore istatisitiksel farkliigr (p<0,05) ifade
etmektedir. “Diyabet grubuna gore istatisitiksel farkliligi (p<0,05) ifade etmektedir.

Hiicresel serbest radikallerden siiperoksit radikali sitoplazma, mitokondri ve
ekstraseliiler sivida olusabilmekte ve SOD enziminin degisik izozimleri ile bu radikal
hidrojen peroksite doniistliriilmektedir. Beyin dokularinda SOD enzim aktivitesi toplam
olarak Ol¢iilmistiir. Aktivite 6l¢iim sonuglari diyabetin beyin dokularinda toplam SOD
aktivitesini yaklasik 2,5 kat yikselttigi bulunmustur (Sekil 34c). Diyabet grubuna
uygulandiginda toplam SOD aktivitesini anlamli (p<0,05) dlgiide yiikselten resveratrol,

ayni etkiyi kontrol grubu beyin dokularinda géstermemistir.
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Detoksifikasyon metabolik yolunda son iiriin olan merkapturik asit olusumundaki ilk
basamag: katalizleyerek homeostasisi saglayan ¢ok islevli bir enzim ailesi olan GST
aktivite Ol¢iimleri, biitiin GST’lerin ortak substrati olan c¢DNB kullanilarak
gergeklestirilmistir. Bu nedenle tipki SOD enziminde oldugu gibi beyin dokularinda da
toplam GST aktivitesi belirlenmistir. Sonuglara gore diyabet toplam beyin GST
aktivitesinde anlamli bir degisim olusturmamistir (Sekil 34d). Ancak kontrol grubunda

resveratrol GST aktivitesini de anlaml1 (p<0,05) bir artisa neden olmustur.
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7. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda yapilan gilincel arastirmalar diyabetin beyin fonksiyonlar1 iizerine
hayati etkilerinin oldugunu gostermistir. Diyabetin merkezi sinir sistemi tiizerine
patalojik etkileri ve beyin dokusunda vaskiiler komplikasyonlarin meydana geldigi
cesitli calismalarla ortaya c¢ikarilmustir (Biessels ve Gispen, 2005). Diyabet merkezi
sinir sisteminde sinaptik hareketlilige ve astrosit reaktivitesinde bir artisa, ayrica
olusturdugu vaskiiler degisikliklerle dendrit kompleksitesinin azalmasina ve
norotransfer aktivitesinin bozulmasma neden olmaktadir (Magarinos ve McEwen,
2000). Bununla birlikte Tip 1 ve tip 2 diyabetin hafiza kaybina neden oldugu (Jung ve
ark., 2010) ve dendrit morfolojisini degistirerek hafiza ve Ogrenme yetenegini
diistirdiigii bildirilmistir (Kolb ve ark., 2008).

Diyabet; karaciger ve bobrek gibi pek ¢ok dokuda oksidatif stres kaynakli patolojiler
olusturarak doku harabiyetine neden olmaktadir (Sadi ve ark., 2012; Sadi ve ark., 2014).
Diyabet ile meydana gelen oksidatif stresin dnbeyin, serebellum ve beyin kokii gibi
cesitli beyin bolgelerini de etkiledigi gosterilmistir (Bree ve ark., 2009; Banks ve ark.,
1997). Hiperglisemi; oksidatif hasar ile hipokampus ve hipotalamus gibi beyin
bolgelerini etkileyerek ogrenme ve hafiza fonksiyonlarinda bozukluklara neden
olmaktadir (Bree ve ark., 2009; Beauquis ve ark., 2010). Diyabetin neden oldugu beyin
fonksiyonlarmin degisimi ve hafiza kayiplarinin molekiiler temelleri gliniimiize kadar
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle beyin dokularinda diyabet ve oksidatif stres
kaynakli degisimlerin molekiiler seviyede etkilerinin incelenmesi ve molekiiler
etkilerinin detayli bir sekilde ortaya cikarilmast gerekmektedir. Bu baglamda

gerceklestirilen bu tez calismasi ile literatiirdeki aciklar kapatilmak istenmistir.

Calisma ile elde edilen verilere gore tek doz STZ uygulamasi diyabetin hayvansal
modelinin olusturulmasinda yeterli olmus ve STZ ile diyabetli hayvanlarda anlamli bir
kilo kayb1 meydana gelmistir. Diyabetik bireylerin, viicudun kan seker seviyesinin
yiiksekligine ragmen, glukozu kullanamadigi ve dokularda glukoz alternatifi besin
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kaynaklarmin (yag ve protein) yakilmasimi hizlandirdigi bilinmektedir. Bu durum

diyabetin neden anlamli kilo kaybina yol ac¢tigin1 agiklamaktadir.

Diyabet ile aglik kan sekeri diizeyleri 300 mg/dl’nin {izerine ¢ikmis fakat resvertaroliin
diyabetik sicanlarda a¢lik kan sekeri diizeyini kontrol grubuna yaklastirdigi
belirlenmigtir. Resveratroliin kan sekerini diisiiriicii etkileri daha oOnce yapilan

calismalar ile benzerlik gostermektedir (Palsamy ve Subramanian, 2011).

Stiperoksit dismutaz (SOD); siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene dontisiimiinii saglayan en 6énemli antioksidan enzimlerden bir tanesidir. Ancak
SOD aktivitesi sonunda membranlardan gecebilme 6zelligine sahip hidrojen peroksit
olugmaktadir. Gegis metalleri varliginda en tehlikeli radikal olarak bilinen hidroksil
radikallerine donesebilen bu molekil; CAT ve GPx enzimlerinin aktiviteleri ile ortadan
kaldirilmaktadir. Ayrica antioksidan savunmada da rol oynayan GST’ler toksik ara
maddelerin temizlenmesi ve oksidatif stres ile meydana gelen zararli iiriinlerin

atilmasindan sorumlu ¢ok fonksiyonlu detoksifikasyon enzimleridir.

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada beyin dokularinda CAT, GPx, SOD-1 ve GST (Mu ve
Pi) enzimlerinin gen ekspresyon diizeylerinin diyabet ile anlaml bir sekilde yiikseldigi
bulunmustur. Western blot ve aktivite 6l¢timlerine gore gen ifadesindeki bu artiglar,
ayni zamanda ¢ogu enzimin protein ve aktivite diizeyinde de artis meydana getirmistir.
MRNA, protein ve aktivitedeki bu artig, diyabetik beyin dokularinda antioksidan
enzimlerin genellikle transkripsiyon diizeyinde diizenlendigini gostermektedir. Bu
durum beyinde varligi disiiniilen oksidatif stres durumuna karsi beyin dokusunun

olusturdugu savunma yanit1 ile ortaya ¢ikmaktadir.

Antioksidan enzimlerdeki bu degisiklikler, beyin dokularinda diyabette meydana gelen
oksidatif stres sonucu olusan enzim aktivasyonun bir gostergesidir. Ayrica diyabetik
hayvanlarda detoksifikasyon enzimlerinden 6zellikle GST-Mu izoziminde meydana
gelen ifade artisi, diyabet patalojisini ve oksidatif {iriinlerin ortadan kaldirilmasina

yonelik bir adaptasyon olarak goriilmektedir. Bu sonuglar literatiir bilgisi ile paralellik
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tasimaktadir. Cilinkii diyabetin olusturdugu oksidatif stres ile organizmanin antioksidan
savunma sistemini olusturan enzimlerin adaptif cevap ile uyarildiklar1 daha Onceki
calismalarda karaciger ve bobrek gibi farkli dokularda gosterilmistir (Seven ve ark.,
2004; Dinger ve ark., 2002; Kakkar ve ark., 1995).

Elde edilen bu sonuglar; bir¢cok ¢alismada varlig1 ve etkileri gosterilen diyabetin neden
oldugu oksidatif stres durumuna bagli olarak, antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerin
transkripsiyonun yiikseldigini gdstermektedir. Antioksidan ve detoksifikasyondan
sorumlu genlerin mRNA diizeylerindeki bu artis, 6zellikle bu genlerin transkripsiyon
diizeylerini etkileyen Nrf2 (niiklear faktor -eritroid-tiirevi 2) ve NF-xB (niiklear faktor
kapa beta) gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin gen ve proteinlerinin oksidatif strese

bagli olarak uyarilmalari ve etkinliklerinin artis1 ile aciklanabilir.

Beyin dokularinda antioksidan enzimlerin etkinligindeki bu goriiniir artig, daha once
karaciger dokular1 kullanilarak elde ettigimiz sonuglardan farklidir. Yapilan son
calismalar diyabetin karaciger antioksidan enzimlerinde gen, protein ve aktivite
diizeyinde bir azalisa veya baskilanmaya neden oldugunu gostermis (Sadi ve Giiray,
2008, Sadi ve ark., 2013) ve bu durum karaciger dokularinda asir1 oksidatif stresle
gerceklesen enzim oksidasyonu ve buna bagli olarak meydana gelen enzim

inaktivasyonu ile agiklanmistir.

Beyin antioksidan enzimlerinde meydana gelen degisimler karaciger sonuglari ile
karsilastirildiginda, karaciger dokusunda diyabet ile meydana gelen oksidatif stresin,
serbest radikaller araciligi ile antioksidan enzimlerin yapisini1 bozarak onlart etkisiz hale
getirdigi ortaya ¢ikmaktadir. Beyin antioksidan enzimlerinde meydana gelen adaptif
artis, oksidatif stresin karaciger dokularina oranla beyin dokularinda daha zayif
gerceklestigini ve bunun da antioksidan enzimleri savunma saglanmasi agisindan

uyardigini ortaya koymaktadir.

Mitokondriyel bir enzim olan ve toplam SOD igerisinde SOD-1’e oranla ¢ok daha

kiiciik bir paya (yaklasik %10) sahip SOD-2 enziminin gen ifade diizeyleri diyabetle
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degismemistir. Ancak protein miktarinda goriilen anlamli azalis; mitokondri igerisinde
elektron tagima sisteminin asir1 etkinligi ve yiiksek siiperoksit olusumu ile agiklanabilir.
Mitokondri igerisindeki radikal iiretiminin asir1 ylikselmesi, SOD-2 enziminin asir1

oksitlenmesi ile tetiklenen protein degredasyonunun bir gostergesidir.

Polifenoller; flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asitler, lignanslar ve stilbenleri
kapsayan bir antioksidan ailesidir. Resveratrol (3,4°,5-trihydroxystilbene) stilbenlerin
alt grubu olup tiziim, sarap, yer fistigi ve yabanmersininde bulunan polifenolik bir
bilesiktir (Li ve ark., 2006, Szkudelska ve Szkudelski, 2010). Antioksidan, anti-
enflamatuvar, anti-apoptotik etkileri olan resveratroliin, diyabetin patofizyolojisinde
oksidatif hasara karsi koruma yetenegi ve enzimlerin gen ekspresyonu seviyelerini
etkiledigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Li ve ark., 2006; Stervbo ve ark., 2007;
Sayin ve ark., 2008; Robb ve ark., 2008). Giiclii bir antioksidan olan resveratrol kontrol
hayvanlara uygulandiginda insiilin  hormonunu baskilayict etkilere sahipken
(Szkudelski, 2008), streptozotocin ile olusturulmus diyabetik hayvanlarda insiilin
etkisini arttiric1 bir etki de gostermektedir (Su ve ark., 2006).

Resveratrol’in diyabetik siganlarda karbonhidrat metabolizmasinda yer alan bazi
enzimlerin (hekzokinaz, piruvat kinaz, laktat dehidrojenaz, glu-6 fosfataz, Fru 1,6
bifosfataz, Glu-6P dehidrojenaz, glikojen sentaz ve fosforilaz) aktiviteleri {izerine
etkileri arastirllmis ve karbonhidrat metabolizmasinda yer alan bu enzimlerin
aktivitelerindeki ~ degisimler belirlenmistir (Palsamy ve Subramanian, 2009).
Resveratrol’tin insan endotel hiicrelerinde antioksidan enzimlerin (SOD-1 ve GPx)
mRNA ve protein diizeylerinde meydana getirdigi degisiklikleri gosteren (Spanier ve
ark., 2009) ve diyetle alinan resveratroliin fare beyinlerinde antioksidan enzimlerin
aktivitelerini degistirdigini (Mokni ve ark., 2007; Robb ve ark., 2008) belirten
calismalar, resveratroliin metabolik ve diyabete karst koruyucu etkileri {izerinde

yogunlasmislardir.

Bu caligmada resveratrol gibi kuvvetli bir antioksidan molekiiliin diyabetin neden
oldugu degisimleri iyilestirici veya diizenleyici etkileri de ortaya cikarilmistir. Buna
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gore resveratrol; diyabet ile GPx, SOD-1 ve GST (Mu ve Pi) enzimlerinde meydana
gelen gen ifadesi degisimlerini tekrar kontrol diizeylerine yaklagtirmistir. Diyabet ile
ifade diizeyleri artan bu genlerin resveratrol ile tekrar kontrol diizeylerine yaklasmasi;
diyabetin neden oldugu oksidatif stresin, beyin dokularinda resveratrol ile azaltildigini
ve dolayisi ile enzim aktivasyonu igin gen ifade diizeyini yiikseltmeye gerek
kalmadigimi gostermektedir. Resveratroliin beyin antioksidan savunmasini gii¢lendirici
etkisi; kontrol gruplarina uygulandiginda CAT ve SOD-1 enzimlerinin gen ifadesinin,
CAT ve GPx protein diizeylerinin ve CAT, GPx ve SOD aktivitesinin artis1 ile belirgin
bir sekilde ortaya koyulmustur.

Resveratroliin doku antioksidan enzimlerinde diyabet ile meydana gelen degisimlerin
tekrar geri kazanilmasindaki etkileri karaciger dokular1 kullanilarak gerceklestirilen
daha onceki galismalarda ortaya ¢ikarilmistt (Sadi ve ark., 2014). Aym sekilde bu tez
caligmasinda resveratroliin oksidan stresi azaltici ve gen ifadesini diizenleyici etkileri
beyin dokularinda da gosterilmistir. Sonu¢ olarak bu calisma ile resveratrol gibi
Kuvvetli bir antioksidan molekiiliin diyabetin neden oldugu olas1 degisimleri iyilestirici
veya diizenleyici etkileri ortaya c¢ikarilmig ve diyabetin neden oldugu molekiiler

degisiklikleri inceleyen diger ¢aligmalara yon verebilecek sonuclar elde edilmistir.
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