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OZET
Diabetes  mellitus  (DM),  mikrovaskiiler = ve  makrovaskiiler
komplikasyonlarla seyreden kronik metabolik bir hastaliktir. Quercetin
(3,3, 4°, 5, 7 pentahydroxyflavone) flavonoid tiirevi bir bilesik olup antioksidan,
antiinflamatuar ve antitumoral etkilere sahiptir. Calismanin amaci; Streptozosin
(STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda quercetin tedavisi ile Siklooksijenaz-2
(COX-2) ve Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (iNOS) degisimlerinin diyabet

ile olan iliskisinin biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirilmesidir.

Calismaya 40 adet, 8-10 haftalik, Wistar Albino tiirii erkek ratlar alindi.
Ratlar her grup esit olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Grup I (Kontrol Grubu: Sitrat
Tamponu), Grup II (Sham Grubu: Sitrat Tamponu + Tween Cozeltisi), Grup 111
(Diyabet Grubu) ve Grup IV (Diyabet + Quercetin) olarak belirlendi. Grup I ve
II’deki ratlara 0,1 mol/L Sitrat tamponu intraperitonal olarak 3 giin uygulandiktan
sonra Grup II ratlara % 0,2 Tween ¢0zeltisi intraperitonal olarak giinde 2 kez 14
giin boyunca verildi. Grup III ve Grup 1V’de bulunan ratlara, diyabet olusturmak
icin 3 giin boyunca 40 mg/kg dozda STZ 0,1 mol/L sitrat tamponunda (pH: 4,5)
coziilerek intraperitonal olarak uygulandi. Ayrica; Grup IV ratlara Quercetin 50
mg/ kg/ giin dozda % 0,2 tween ¢ozeltisinde ¢oziilerek ayn1 yol ile glinde 2 kez 14

giin boyunca uygulanarak Quercetinin koruyucu etkisi arastirildi.

Grup I ratlar ile karsilastirildiginda, Grup III ratlarda serum IL-6, doku
COX-2 ve iINOS diizeylerinde artis saptandi. Histopatolojik degerlendirmelerde,
Grup III’de rat karaciger, bobrek, aort dokularinda ilimli inflamasyon goriildii.
Quercetin tedavisinin serum IL-6, doku COX-2 ve iNOS diizeylerini azalttig1

karaciger, bobrek ve aort dokularinda inflamasyonu baskiladigi bulundu.
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Sonu¢ olarak; Quercetinin diyabet gelisimini ve komplikasyonlarimi

onleyebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Quercetin, Indiiklenebilir Nitrik

Oksit Sentaz, Siklooksijenaz-2.
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ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF EFFECTS QUERCETIN TREATMENT ON
CYCLOOXYGENASE-2 AND INDUCIBLE NITRIC OXIDE SYNTHASE

LEVELS AT EXPERIMENTAL DIABETIC RAT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by
microvascular and macrovascular complications. Quercetin  (3,3,4°,5,7
pentahydroxyflavone) is a flavonoid that has antioxidant, antiinflammatory and
antitumoral effects. This study aimed to determine biochemical and
histopathological changes in cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric
oxide synthase (iINOS) levels at the end of Quercetin treatment in the
streprozosin-induced diabetic rats.

In this study forty Wistar Albino male rats aged 8-10 weeks were used.
The rats were randomized into four groups. Group-I as control group: citrate
buffer, Group-II as sham group: citrate buffer +tween solution, Group-III as
diabetic group and Group-IV as diabetict+quercetin group were assigned (n=10 in
each group). After the intraperitoneally injection of 0,1 mol/L citrate buffer for 3
days to the Group-I and Group-II rats, % 0,2 tween solution was injected to
sham group rats intraperitoneally twice a day for fourteen days.

Group-1Il and Group-1V rats were injected 40 mg/kg streptozotocin
dissolved in 0,1 mol/L citrate buffer (pH: 4,5) intraperitoneally for 3 days and
diabetes was induced in rats. The rats in Group-1V were given dose of 50 mg/ kg/
day Quercetin dissolved in % 0,2 tween solution intraperitoneally for 14 days

twice a day and the protective effects of the Quercetin was investigated.

Xiii



When the 3 groups were compared with control group (Group I) , in the
diabetic group rats (Group-Ill) serum IL-6, tissue COX-2 and iINOS levels
increased  significantly.  Histopathological analysis demonstrated mild
inflammation in diabetic group rats (Group-III). Quercetin treatment decreased
serum IL-6, tissue COX-2 and iNOS levels; it suppressed the inflammation in
liver, kidney and aort tissues.

These results suggest that Quercetin might be useful in order to prevent
development of diabetes and its complications.

Key words: Diabetes mellitus, Quercetin, Cyclooxygenase-2, Inducible

Nitric Oxide Synthase.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) insiilin eksikligi veya dokularin insiiline
duyarsizlig1 sonucu organlarm uzun siire hiperglisemiye maruz kaldig1 metabolik
bir hastaliktir (1). Diabetes mellitus, gliniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1
tim diinyada hizla yayilan, yliksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir
hastaliktir.

Diabetes mellitus gelisiminde proinflamatuar sitokinler ve oksidatif stresin
onemli rol aldig1 bilinmektedir (2). Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde rolii oldugu, deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve
diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun
onemli derecede arttif1 gozlenmistir (3). Serbest radikaller; hiicrelerin lipid,
protein, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve karbonhidratlar gibi tiim 6nemli makro
molekiillerine etki ederek yapilarinin bozulmasma neden olur. Biyolojik
sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrik oksit (NO’), hidroksil radikali
(HO), siiperoksit anyonu (O;") peroksil radikali (ROO") ve radikal olmayan
hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en Onemli
nedenleri olarak bilinir (4).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ashnda makrofajlarda
tanimlanmasina ragmen iskelet kasi, yag dokusu ve karaciger gibi insiiline duyarh
bircok dokuda sentez edilmektedir (5). Diyabet durumunda c¢esitli organlarda
goriilen problemlerin ¢ogu bir reaktif oksijen tiiri olan iNOS ile
iliskilendirilmistir. Diyabetik olgularda cesitli organlarda iNOS diizeyinin arttig1
ve insiilin salgilayan hiicrelerinin fonksiyonunun nitrik oksit tarafindan

baskilanabildigi rapor edilmistir (6).



Siklooksijenaz-2(COX-2) enzimi, inflamasyondan sorumlu olan bir
izoenzimdir. COX-2 saglikli hiicrelerde normal sartlarda bulunmaz. COX-2, akut
ve kronik inflamasyon gibi patolojik durumlarda Onemli rolleri olan
prostaglandinlerin sentezinden sorumludur (7, 8). Deneysel diyabetik rat modeli
ile yapilan g¢alismalarda diyabetik komplikasyon gelisiminde COX-2 enziminin
rol aldig1 goriilmiistiir (9).

Interlokin 6 (IL-6); bircok biyolojik olaylarda etkili bir immiin sistem
mediatoriidiir (10). IL-6’nin en iyi tanimlanan etkileri hepatositler ve B lenfositleri
iizerine olup, akut faz yanitina katkida bulunan birgok plazma proteininin
hepatositler tarafindan sentezine neden olur (11). Proinflamatuvar sitokin olan
IL-6, insiilin sinyal yollar1 ile yarisma gostererek diyabetli hastalarda insiilin
direncine neden olmaktadir (12).

Quercetin  (3,3°,4°,5,7 pentahydroxyflavone) daha ¢ok sebze ve
meyvelerde bulunan bir flavonoid tiirevidir (13). Antioksidan, antitumoral,
antiinflamatuar, antiallerjen, antiviral, antibakteriyel, antitrombotik,
antihipertansif, antiaritmik ve antihumoral aktiviteler gibi farkli klinik etkileri
bulunmaktadir (14). Anti-inflamatuvar etkisini ise IL-6 gibi pro-inflamatuar
sitokinleri, Fosfolipaz A, (PLA;), Siklooksijenaz-2 (COX-2) ve 5-Lipooksijenaz
(5-LOX) enzimlerini etkileyerek gostermektedir (15, 16).

Diyabet gibi bir¢ok inflamatuar hastalikta, COX-2, iNOS, IL-6 gibi

proinflamatuar mediatdrler inflamatuar stiregte 6nemli rol almaktadir (9).



1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Tamim

Diabetes mellitus (DM) insiilin sekresyonu ve/veya insiilinin etkisindeki
bozukluklardan kaynaklanan karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi
bozukluklar1 ile hizlanmig aterosklerozla birlikte, mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar ile seyreden kronik metabolik bir hastaliktir (17).

Diabetes mellitus, anormal glukoz toleransi ile karakterize heterojen bir
metabolizma bozuklugudur (18). Hiperglisemi, DM tanis1 konulmadan uzun siire
once mevcut olabilir. Semptomlar ¢ogunlukla agir degildir. Agiz kurulugu,
poliiiri, géorme bozuklugu, kilo kaybi ve polifaji gibi semptomlar goriilebilir.
Bazen hi¢bir semptom goriilmeyebilir. Agir formlar1 tedavi edilmediginde stupor,
koma, hatta Oliime neden olan ketoasidozis veya nonketotik hiperosmolar
hiperglisemi ile kendini gosterebilir (19).

1.1.2. Epidemiyoloji

Diabetes mellitus’un taninmasi, erken donemde tani konmasi ve tedavi
programlarinin belirlenmesi i¢in hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi
onemlidir (17). Yeni bir konu olan diyabet epidemiyolojisi, ilk olarak 1979°da
“National Diabetes Data Group” toplantisinda ele alinmistir. Daha sonra 1980°de,
Diinya Saglk Orgiiti (WHO-World Health Organization), DM kriterleri ve
siniflandirmasinin  standardizasyonu toplantilarinda diyabet epidemiyolojisi
tartistlmistir. Son 20 yilda diyabetin arastirma, bakim ve Onlenmesi igin
epidemiyoloji calismalar1 olduk¢a hizlanmistir. Giiniimiizde DM birgok gelismis
ve gelismekte olan lilkede epidemik bir hastalik olarak kabul edilmektedir.
Gilintimiizde epidemiyolojiye genetik, cevresel, davranigsal, sosyoekonomik ve

kiiltiirel faktorlerin de etkili oldugu gosterilmis olup bu durum 6zellikle Tip 2



DM prevelansinda artisin sebepleri arasinda gosterilmistir. Diinyanin farkl
bolgelerinde farkli oranlarda goriilen DM’nin en yiiksek prevalansi Amerika’da
yasayan Pima Kizilderilileri'nde olup % 55°tir. Gronland ve Alaska
Eskimolarinda ise DM prevalansimin ¢ok daha diisiik oldugu saptanmistir (20).

Ulkemizde yapilan en genis calisma Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Arastirmast (TURDEP) olup; TURDEP-II ¢aligmasi 2010 tarithinde 540
merkezde tamamlanmis, % 37’si erkek ve % 63’1 kadin 26.499 kisi iizerinde
arastirma yapilmistir. Bu calismada DM prevalans: tiirk eriskin toplumda % 13,7
olarak bulunmustur (3). Gokegel ve arkadaslarinin Adana’da yaptigi ¢aligmada
1637 randomize secilmis, 20-79 yas aras1 erigkin birey ¢alismaya dahil edilmistir.
Erkeklerde DM prevalansi % 12,9 ve kadmlarda % 10,9 iken toplam prevalansi %
11,6 olarak bulunmustur. Kelestimur ve arkadaslarmmin Kayseri’de 30 yas ve
iizerindeki 1774 eriskinin 1452’sinde yapilan oral glukoz tolerans testi (OGTT)
sonrasinda % 4 DM, % 2,9 tan1 konulmamis DM, % 9 IGT saptanmis olup toplam
IGT % 15,9°dur (21).

1.1.3. Tam

Diabetes mellitus tanis1 konusunda oldukca sik degisiklikler olmustur.
Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve WHO uzmanlar1 tarafindan paneller
yapilmigtir. En son gozden gecirilen ve uzlasma saglanan tami kriterleri
aciklanmistir. ADA’nin 2004 ve WHO’nun 1999 yili raporlarma gére DM’nin

tan1 kriterleri Tablo 1’deki gibidir (20, 22-24).



Tablo 1. Diabetes mellitus tani kriterleri

1.

Klasik diyabet semptomlar: (poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybi) ile birlikte
gliniin herhangi bir saatinde, son 6giin zamani dikkate alinmaksizin, plazma glukoz
konsantrasyonunun > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) olmas1

En az 8 saatlik aglik sonrasinda plazma glukoz diizeyinin > 126 mg/dL (7,0 mmol/L)
olmasi

75 gr glukoz kullanilarak uygulanan olan Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)’ nin 2. saat

glukoz diizeyinin >200 mg/dL (11,1 mmol/L) olmasi

Eger aglik kan sekeri 100-125 mg/dL araliginda ise kiside bozulmus aglik

glukozu (IFG), OGTT sonras1 2. saat kan sekeri diizeyi 140-199 mg/dL araliginda

ise kiside bozulmus glukoz toleransi1 (IGT) mevcuttur (23).

Ugiincii kriter olan OGTT’nin rutin olarak uygulanmasi ©Onerilmez.

Diyabet icin yiiksek risk tasiyan bireyler (Tablo 2), tan1 amaclh olarak OGTT ile

degerlendirilmelidir (22, 25).

Tablo 2. Tip 2 Diabetes mellitus yiiksek risk gruplari

1.

Ailede diyabet 6ykiisii olmasi (anne-baba veya kardeste Tip 2 DM)

Obezite (Viicut Kitle Indeksi > 27 kg/m?, ideal viicut agirhgindan % 20 fazlalik)
Yas >45

Irk, etnisite (Hispanik Amerikalilar, Pasifik adalilar, vs.)

Gestasyonel diyabet veya makrozomi 6ykiisii (> 4 kg)

Polikistik over sendromu

Daha once IFG veya IGT tanisi alanlar

Hipertansiyon (Kan basinci > 140/90 mmHg)

HDL degeri 35 mg/dL’den az ve/veya trigliserid degeri 250 mg/dL’den fazla olanlar

Amerikan Diyabet Birligi, 2004 yilinda ac¢lik plazma glukoz diizeyinde bir

degisiklik yaparak alt smir1 100 mg/dL’ye indirmistir (Tablo 3).



Tablo 3. ADA (1997, 2004) ve WHO (1999) raporlarmna goére bozulmus glukoz

metabolizma kriterleri (23, 24).

ADA (1997) ADA (2004) WHO (1999)
Diyabet Aclik > 126 mg/dL > 126 mg/dL > 126 mg/dL
OGTT 2. saat > 200 mg/dL > 200 mg/dL > 200 mg/dL
IFG Aclik 110-125 mg/dL 100-125 mg/dL 110-125 mg/dL
OGTT 2. saat < 140 mg/dL
IGT Aclik <126 mg/dL
OGTT 2. saat 140-199 mg/dL 140-199 mg/dL 140-199 mg/dL

1.1.3.1. Oral Glukoz Tolerans Testi

Oral glukoz tolerans testi, sabah vaktinde, her zamanki fiziksel aktivite ve
en az 3 gilinliik sik1 bir diyet (>150 gr giinlilk karbonhidrat) yaptiktan sonra
yapilmalidir. Hastalar test Oncesi gece boyunca en az 10-16 saat a¢ kalmalidir.
Aclik kan 6rnegi alindiktan sonra, hastalara 5 dakikalik siire icinde 75 gr glukoz,
300 ml su i¢inde eritilerek icirilir. Kan drnekleri testten once (aglik) ve testin
baslangicindan sonra ikinci saatte alinmalidir. OGTT sonuglar1 Tablo 3’de verilen
kriterlere gore yorumlanmalidir (26).

1.1.4. Diabetes Mellitus Siniflamasi

Diyabetin spesifik etiyolojiyle tanimlanan formlarmnin artmasi lizerine
1997 yilinda, ADA diyabetin klinik siniflandirma kriterlerini diizenleyip WHO’ya
bildirmistir. Bu kriterler; 1999 yilinda WHO tarafindan bir rapor halinde
aciklanmistir. Yeni siniflama etiyolojiye gore yapilmistir. Bu smiflama ile
insliline bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabet yerine Tip 1 ve Tip 2

diyabet terminolojisinin kullanilmasi tavsiye edilmistir. Diyabet 4 ana klinik grup



olacak sekilde smiflandirilmistir. Bunlar; Tip 1 DM, Tip 2 DM, diger spesifik
diyabet tipleri ve gestasyonel DM (GDM)’dir (27, 28). ADA’nm 2004°te kabul
ettig1t DM nin etiyolojik siiflandirmasi Tablo 4’de gosterilmistir (23).

Tablo 4. Diabetes mellitusun etiyolojik siniflandirilmasi

I- Tip 1 Diyabet
a) Immunolojik
b) Idiopatik
II- Tip 2 Diyabet
III- Diger spesifik tipler

IV- Gestasyonel diyabet (GDM)

1.1.5. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreder. Uzun siireli diyabet
kapilleri, arteriolleri yapan vaskiiler hiicreleri ve bazal membranlar: etkileyerek
tiim damarlarin yapisin1 bozar. Tiim mikrovaskiiler yapilar etkilenmesine karsin
klinikte retina, renal glomeriil ve biiyiik sinirlerdeki patolojiler ile ortaya ¢ikar
(25). DM’nin akut ve kronik komplikasyonlar1 gruplar halinde Tablo 5’de
gosterilmistir (29, 30).

1.2. Oksidatif Stres

1.2.1. Giris

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirilma hizi bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak
adlandirilir. Oksidatif denge oldugu siirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda azalma bu dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak

adlandirilan bu durum serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma



mekanizmas1 arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku
hasarma yol agmaktadir (31).

Oksidatif stres, diyabetin etiyolojisinde onemli bir mekanizma olarak
degerlendirilir. Serbest radikaller normal metabolik siirecin sonucu olarak viicutta
iiretilir ve stirekli olarak ¢evresel uyarilarla etkilesim halindedir. Antioksidanlarin
cogu canl ortamda serbest radikal {iretiminin olumsuz etkilerine karsi viicudu
savunur (32).

Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda
serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun onemli derecede arttigi
gozlenmistir (33).

Ayrica antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin ve uzamis oksidatif
stresin, diyabetin kronik komplikasyonlarmin olugmasi ile iliskili oldugu
saptanmistir (9, 34).

1.2.2. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarmin ROS ile olan iligkisini gdsteren
calismalarda,  nonenzimatik  glikolizasyon, enerji  metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini
arttirdig1 saptanmistir (35).

Oksidatif strese duyarli oldugu bilinen beta hiicrelerinde gozlenen hasarin,

hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir (36).



Tablo 5. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari

Akut Komplikasyonlar
1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)
2. Hiperosmolar hiperglisemik sendrom (HHS)
3. Laktik asidoz
4. Hipoglisemi
Kronik Komplikasyonlar
1. Makrovaskiiler komplikasyonlar
a) Diyabetik kalp hastalig
b)Periferik arter hastalig
¢) Serebrovaskiiler hastalik
2. Mikrovaskiiler komplikasyonlar
a) Diyabetik ndropati
b) Diyabetik nefropati
c) Diyabetik retinopati
3.Diger komplikasyonlar
a) Diyabetik ayak
b) Diyabetik gastroenteropati
¢) Genitotiriner bozukluklar

d) Erektil disfonksiyon

Oksidatif stres belirteci olarak degerlendirilen 8-hidroksi deoksiguanozin (8-
OHdQG) diizeylerinde, diyabet olusturulan rat deney modellerinde artis oldugu
saptanmistir (37).

Hiperglisemi aracili ROS iiretimi bashica 1U¢ mekanizma ile

aciklanmaktadir (38).



1.2.2.1. Glukozun Otooksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Glukoz bir gecis elementinin varliginda, reaktif ketoaldehitlere ve
siiperoksit anyonuna doniistiiriiliir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin
hidrojen peroksit iizerinden hidroksil radikali olusturmasi ile son bulur. Hiicre i¢i
glukoz oksidasyonu rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfatin (NADPH)
aciga ¢ikmasma neden olur. Solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile
adenozin trifosfat (ATP) tretimi i¢cin gerekli enerjiyi saglamak tizere NADPH
kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali olusur.
Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal tiretimi
fazlalasir. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROS {iretim kaynagidir.
Normal solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali
olustugu sanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, diyabetteki patolojilerin bir¢ogunun

artmis mitokondriyal ROS tiretimi ile baglantili oldugu saptanmustir (39, 40).

1.2.2.2. Proteinlerin Glikolizasyonu ve Ilerlemis Glikolizasyon Son
Uriinleri Olusumu (AGEs: Advanced glycation end-products)

Protein glikolizasyonu glukozun aldehid formuyla proteinlerin serbest
amino gruplar1 arasindaki kovalent baglanmalar sonucu meydana gelir. Gegis
metallerinin varhiginda (demir, bakir vs.) glikolizasyona ugramis proteinler
molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest radikallerin olusmasma neden
olurlar. Daha sonralar1 bu olaymn ge¢is metallerinin yoklugunda da meydana
gelebilecegi gosterilmistir. Proteinin yar1 omriiniin 10 haftadan uzun oldugu
durumlarda glikolizasyona ugramis proteinler geri doniisiimsiiz modifikasyonlarla

Maillard iirtinlerini ya da AGEs’1 olustururlar. Glikolizasyona ugramig proteinler
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gibi, AGEs de serbest oksijen radikalleri olusturabilirler. Ayrica, ROS da

AGESs’in olusumunu hizlandirirlar (41).

1.2.2.3. Poliol Yolu

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol {iretimini arttirir.
Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢in i¢in hiicre ici NADPH kullanilir.
NADPH okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve NO sentezi igin
gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonug¢ta NADPH’in
yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasina yol agar (42). Oksidatif
stresin  diyabetin komplikasyonlarinin  patogenezindeki roli Sekil 1’de
gosterilmistir (43).

1.3. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) &zellikle makrofaj (monosit,
notrofil, hepatosit ve digerleri) ve damar endotel hiicrelerinde sentez edilmektedir.
Bu hiicreler spesifik sitokinlerin aktivasyonu ile nitrik oksit sentaz (NOS)
indiiksiyonuna ve nitrik oksit (NO) sentezine yol agmaktadir. Ozellikle bakteri
lipopolisakkaritleri ~ ve  interferon-y = veya  yliksek  konsantrasyonda
lipopolisakkaritle uyarilan makrofajlar ¢ok miktarda NO iireterek yabanci
hiicrelerde (bakteri, parazit, tiimor hiicresi) sitostatik ve/veya sitotoksik etki
meydana getirirler. Indiiksiyon sonras1 NO sentezi saatlerce hatta giinlerce devam
edebilir. Ancak uzun siireli asir1 miktarda NO sentezi makrofaj ve diger dokularda
da harabiyete yol acar (44). NO’in hasar olusturucu etkisini, siiperoksit (O;™+)
anyonuyla reaksiyona girmesi sonucu olusan peroksinitrit (ONOO™) araciligiyla

yaptig1 belirtilmistir (45).

11



Hiperglisemi

Folyol yﬂlu T |
aldr-.'as,-unu N
| ™ hikoz Al e
LI tonksidasyonu! e
Antioksdan He I T 7| Okadatif 4
defans 'M‘H_‘ v ‘f’f fakdsder |
Oksidatif stres ,
a R 4 i
27" || 1] O,/ No g e
w e h.\\
‘,.-"/ v '\\ H‘\‘*
_NObagml || | |IbL T LY Heparan |
vamdllg[tasyon" |_l oksdasyonul| sulfat
. .
VMG l " i
t Hematolo]ﬂ‘ i
molferasyonu ||
P I'-“W | e gisiktider NV ] |
i f."_agﬁ_lmm "1 Endonéral | | | |
! ‘f:r.ﬂ-as_}-?nu kan akm i
| . Hipoksi |
Vo ; !
Vaskiilopati Fetinopati Moropati ‘ Nefropafi |

Sekil 1. Oksidatif stresin diyabetin komplikasyonlarmin patogenezindeki rolii

(R.J. Reiter’den modifiye edilmistir). VSMC (Vascular Smooth Muscle Cell): vaskiiler diiz kas

hiicresi, NCV( neuron conduction velocity): ndron iletim hizi

Peroksinitrit (ONOO -) sitotoksik etkilerini lipid peroksidasyonu, protein
denatlirasyonu ve DNA hasariyla olusturmaktadir (46, 47). Reaktif nitrojen
tiirlerinin fazla {iretilmesi ‘“nitrosatif stres” olarak tanimlanir. Nitrosatif stres,
reaktif nitrojen metabolitlerinin fazla {iretildiginde ve notralize edilemediginde
meydana gelir (48). Son yillarda kardiovaskiiler sistem, sinir sistemi ve immiin
sistemde bulunabilen mesaj molekiilii olarak nitrik oksit (NO) gibi ve nitrosatif
stresi indiikleyen bir tiir olarak peroksinitrit (ONOO—-) gibi reaktif nitrojen
tiirlerinin fizyolojik fonksiyonlari izerine yogunlasiimistir (49).

Memeli hiicrelerin en kiiciik biyoaktif {irlinlerinden biri olan nitrik oksit

(NO), hemen hemen tiim hiicreler tarafindan iretilebilmektedir. NO, birgcok
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hiicrede, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalizlenir (50). NOS
enzimi, L-arginin aminoasitini ve molekiiler oksijeni kullanarak NO ve L-sitrulin
olugsmasimi saglar. Bu tepkime kofaktor olarak, nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) gerektirir. NO’ in ortaya ciktiktan sonra birka¢ saniyelik
yarilanma Oomrii vardir ve hizla hemoglobin ve siiperoksit anyonu tarafindan
notralize edilmektedir. Ya da yaklasik on saniye icerisinde nitrit ve nitratlara
dontstiiriiliir (51-53).

Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz sentezi Transkripsiyon faktor niikleer
faktor kappa B (NF-kB) ile diizenlenmektedir (5). NF-kB aktivasyonu hiicredeki
immiin ve inflamatuar yanitin amplifikasyonu ve diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar. NF-xB aktivasyonundaki artisi, inflamasyondaki sitokin ve diger
kemotaktik faktorlerin salmimindaki artis takip eder. Sitokinlerin biiyiik bir
boliimii NF-xB yi aktive eder. Boylelikle ROS iiretimini artirarak bir kisir dongi
olusturular (54, 55).

Yapilan caligmalarda diyabetik olgularda iNOS diizeyinin arttig1
saptanmistir (56). INOS salgilanmasindaki artis ile iskelet kas hiicrelerinde
insiiline bagh glukoz girisinde azalma oldugu goriilmiistiir (57). Obez diyabetik
farelerde INOS’un aclik hiperglisemisi ve karaciger insiilin direnci artisinda rol
aldig1 saptanmustir (5).

1.4. Siklooksijenaz-2 (COX-2)

Siklooksijenaz (COX) enzimleri hiicre icerisinde arasidonik asitten
eikosanoidlerin olusumunda gorevli enzimlerdir. COX-1 ve COX-2 olarak bilinen
iki tip izoformu mevcuttur. Son zamanlarda COX-3 diye isimlendirilen bir li¢lincii
formu daha bulunmugsa da heniiz fonksiyonu {izerinde caligmalar devam

etmektedir (58). Bu enzimlerden COX-1 enzimi, normal kosullarda bircok dokuda
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sentezlenmekte ve fizyolojik fonksiyonlarm saglanmasinda rol oynamaktadir (59).
Mukozal hasarlanma, sinir stimiilasyonu, inflamatuvar mediatorlerin salgilanmasi
ve diiz kas gerilmesinin COX-1 aktivitesini arttirarak prostanoidlerin sentezini
arttirdigr  bilinmektedir (60). Buna karsin COX-2 enziminin aktivitesi ise
inflamasyon, c¢esitli biiylime faktorleri ve tiimor hiicrelerinden salgilanan
sitokinler ile uyarilmaktadir (8). Sentezi esas olarak Interlokin I (IL-1) tarafindan
diizenlenmektedir (61). COX-2; inflamasyon, ateroskleroz, doku hasari,
anjiogenez ve timor olusumu dahil bir¢cok patofizyolojik siirecte kritik rol
oynayan indiiklenebilir bir enzimdir (62). COX-2 arasidonik asitten prostaglandin
H, (PGH,) olusumunu katalize eder. PGH,’den spesifik enzimlerce biyolojik
olarak aktif olan prostaglandinler ve tromboksan A, (TXA;) sentez edilmektedir
(63, 64). Arasidonik asit metabolizmasi Sekil 2’de gdosterilmistir (65). Temel
olarak bobrekte sentez edilen COX-2, bobregin fizyolojik ve hemodinamik
diizenlenmesinde, renin saliniminin uyarilmasinda rol oynamaktadir (66, 67).
Deneysel olarak olusturulan diyabet modelinde renal COX-2 seviyelerinin
arttig1 goriilmiistiir. Yapilan ¢aligsmalar ile diyabette renal COX-2 uyarilmasinda
oksidatif stresin 6nemli rol oynadig1 goriilmiistiir (68). COX-2 inhibisyonu ile
glomeruloskleroz gelisiminde azalma oldugu saptanmistir (67). Ayrica hipertansif
diyabetik rat modelinde COX-2 inhibisyonu ile inflamatuar PG’lerin sentezini ve
aktivasyonunu engelleyerek renal hasar olusumunda azalma oldugu saptanmistir

(69).
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Sekil 2. Arasidonik asit metabolizmasi

1.5. interlokin-6 (IL-6)

Interlokin-6 ¢ogu hiicre tipinde immiin ve nonimmiin sistem iizerine

onemli etkileri olan pleiotropik bir sitokindir (70).

Interlokin-6 insiilin sinyal yollar1 ile yarisma gostererek tip 2 diyabetli
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IL-6 immiinoregiilator
etkisinin yami sira iskelet kas hiicresi, adiposit, hepatosit, pankreatik ve

noroendokrin hiicreleri etkileyerek glukoz metabolizmasini etkileyebilmektedir

hastalarda insiilin direncine neden olabilmektedir (12, 72). Yapilan cogu
calismada IL-6’nin glukoz ile uyarilmis insiilin sekresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (73-76). IL-6 etkisini; JAK/STAT (Janus kinase /signal transducers
and activator of transcription) adi verilen reseptorii aracilig1 ile gostermektedir

(77). 1L-6, hepatositlerde JAK/STAT yolu iizerinden STAT3 fosforilasyonu ile



SOCS3 (suppressors of cytokine signaling) transkripsiyonuna yol acarak insiilin
reseptor otofosforilasyonu ile insiilin reseptdr substrat tirozin fosforilasyonunu
inhibe eder boylece glikoneogenezi azaltir, glukojenolizi artirir (71).

1.6. Quercetin

Quercetin daha cok sebze, meyve, findik ve kirmizi sarapta bulunan
polifenolik bir flavonoid tiirevidir (62). Besinlerin i¢erdigi quercetin miktar: Tablo
6’ da gosterilmistir. Yapisinda 3,3',4' ve 5,7 pozisyonlarinda —OH grubu baglhdir.

Yapisal formiilii Sekil 3” te gosterilmistir (78).

Sekil 3. Quercetinin yapisal formiilii

Quercetin, ROS ve RNT’i ortamdan uzaklastirirak giiclii  bir
antioksidan etki gostermektedir. Lipopolisakkaritle uyarilmis sitokin liretimini
inhibe eder. Nuclear faktor-kappa B (NF-kB) bagli gen transkripsiyonunu inhibe
edip COX-2 indiiksiyonunu inhibe etmektedir. Boylece giiclii bir antiinflamatuar
kapasiteye sahiptir (79, 80). Quercetin, tirozin fosforilasyonuyla baglantili

instilinomimetik bir ajan olarak kabul edilmektedir (81).
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Tablo 6. Besinlerin icerdigi quercetin miktarlari

Besin Quercetin Icerigi
Kapari 233 mg/100 g
Sogan 22.0 mg/100 g
Kakao tozu 20.0 mg/100 g
Kizileik 14.0 mg/100 g
Mavi yemis 7.4 mg/100 g
Elma 4.57 mg/100 g
Yesil cay 2.69 mg/100g
Siyah ¢ay 1.99 mg/100g
Ketcap 0.86 mg/100 g

Diyabet olusumu sonrasi verilen quercetin tedavisi ile kan glukoz
diizeylerinde azalma, insulin diizeylerinde artis oldugu gorilmiisir (82).
Quercetin tiiketimi ile pankreatik beta hiicrelerinin oksidatif stresten korundugu ve
diyabet komplikasyonlarinda azalma oldugu gosterilmistir (83). Postprandial
hiperglisemi DM ile iliskili kardiyovaskiiler risk faktorii agisindan bagimsiz bir
risk faktoriidiir (84). Deneysel diyabet modeli ile yapilan bir ¢calismada quercetin
ile tedavi sonras1 aclik ve postprandial hiperglisemi diizeylerinde azalma oldugu
saptanmistir (85).

Bu calismada streptozosin ile diyabet olusturulan siganlarda bir flavonoid
bilesigi olan quercetin'in  antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin
mekanizmasinin arastirilmasi ile COX-2 ve iNOS’un degisimlerinin diyabet ile
iligkisinin  biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirilmesinin yapilmasi
amaclanmistir. Bu calisma ile tedavi ajami olarak quercetin'in etkinliginin
arastirilmasi ve diyabetin komplikasyonlarinin 6nlenmesinde tedavi protokollerine

saglayacagi katkinin 6nemli olacagi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM
Bu c¢alismanin gergeklesmesi icin, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu (FUHADEK) onayr alindi Calisma, standart deneysel hayvan
calismalar1 etik kurallarina uygun olarak, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Biyokimya Anabilim dalinda ve Firat Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinde (FUDAM) yapildi.

2.1. Deney Hayvanlan
Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, FUDAM’dan alindi.

Ratlar, % 55+5 nisbi nem bulunan, havalandirma sistemine sahip bir ortamda,
0zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Ratlarin
beslenmesinde, Elazig Yem Fabrikasi’ndan saglanan pelet seklindeki standart rat
yemleri kullanildi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri
Tablo 7°de belirtilmistir. Ratlara kafeslerde 6zel boliimlere yerlestirilmis ve ug
kisimlarinda damlalik bulunan 6zel siseler ile su verildi. Deney hayvanlarinin
bulunduklar1 ortam sicakligi 22-24°C arasinda sabit tutuldu ve hayvanlar 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlikta birakildi. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak

safthaya kadar bakimlarina bu sekilde devam edildi.

2.2. Deneysel Uygulamalar
Deneysel ¢alismada, agirliklar1 250-350 gr olan, 8-10 haftalik, 40 adet

Wistar albino erkek rat kullanildi. Gruplar; Grup I (kontrol grubu: sitrat tamponu),
Grup II (sham grubu: sitrat tamponu + tween ¢ozeltisi), Grup IlI(diyabet grubu)
ve Grup IV (diyabet + quercetin) olarak 4 grup seklinde olusturuldu (her grupta

n:10).
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Tablo 7. Deney hayvanlarmin yem icerigi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D;, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg B,, 1,2 mg Bg, 0,006
mg By, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth. 0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-
Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu,
0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

2.3. Diyabet Indiiksiyonu ve Quercetin Uygulamasi
Kontrol grubu disindaki diger gruplara diyabet olusturmak icin 26

gauge’lik insiilin enjektoriiyle 40 mg/kg dozda Streptozosin (Zanosar, Pharmacia,
France) 0,1 mol/L sitrat tamponunda c¢oziilerek intraperitoneal (i.p) olarak
uygulandi. Kontrol grubunun tiimiine 0,1 mol/L sitrat tamponu i.p olarak 3 giin
uygulandiktan sonra kontrol grubu esit 2 gruba ayrilarak 2. Kontrol grubuna
Diyabet+Quercetin grubunun kontroliinii saglamak amaciyla % 0,2 tween
cozeltisi intraperitoneal olarak giinde 2 kez 14 gin boyunca verildi
Diyabet+Quercetin grubundaki ratlara quercetin 50 mg/ kg/ giin dozda % 0,2
tween ¢ozeltisinde ¢oziilerek 1.p olarak giinde 2 kez 14 giin boyunca uygulandi.
Bu siirede ratlarin viicut agirliklar1 ve kuyruk veninden kan almnarak glukoz
diizeyleri takip edildi. 72 saat sonra, glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu aglik

kan glukozu >250 mg/dI’yi gecen ratlar diyabetik olarak kabul edildi. Kan sekeri
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Olcimii Glucostix (Myles, Ekhart, IN) ile yapildi. Ratlarm aclik kan glukoz
diizeylerini saptamak i¢in kan drnekleri, 8-10 saatlik aglik sonrasinda sabah 9-10
arasinda alind1.

2.4. Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Tim ratlar diyabet gelisiminden 14 giin sonra, dekapitasyon ile sakrifiye
edilerek ¢alisma sonlandirildi. Ratlarin gévde kan 6rnekleri alind1 ve renal kortex,
aort, karaciger ve pankreas dokulari daha sonraki histopatolojik analizler i¢in
eksize edildi. Doku 6rnekleri, 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon solusyonunda
(10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid
(PMSF), 5uM soybean (bir tripsin inhibitérii olarak)) cam bir homojenizator
yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde
+4 °C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi. Siipernatantlar
eppendorf tiiplere alimarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in analizleri
yapilincaya kadar —70 °C’de saklandi (86). Alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi ve serumlar ¢alisilacagi giine kadar -20°C’de saklandi.

2.5. Biyokimyasal Degerlendirme
Calismada; kullanilan parametrelerin  diizeyleri asagida belirtilen

yontemlerle tayin edildi.

2.5.1. Kan Glukoz Diizeyleri

Kan glukoz diizeyleri ¢alisma siiresince glukometre (Glucostix (Myles,
Ekhart, IN) ile dl¢tildi.

2.5.2. Serum Interlékin-6 Diizeyleri

Serum IL-6 diizeyleri uygun ticari kitler (Uscn Life Science Inc., China,
Katalog No: E90079Ra ) kullanilarak enzyme linked immunosorbent assay

(ELISA) yontemi ile kit icerigine uygun olarak tayin edildi. IL-6 kitinin;
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Deteksiyon Limiti: 15.6-1,000 pg/mL,
Sensitivitesi; 6.1 pg/mL,
Presizyonu; Intraassay: CV<10% ; Interassay: CV<12%’ dir.

2.5.3. Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz ve Siklooksijenaz-2
Diizeyleri

Doku 6rnekleri uygun yontemler ile homojenize edilerek iNOS, COX-2

diizeyleri Western Blotting yontemi ile degerlendirildi.

2.5.3.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

SDS-PAGE celektroforez jel sisteminde akrilamid monomerlerinden
yararlanilir. Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile TEMED gibi
stabilizatorii saglayici ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak
sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olusan bu uzun zincirler arasinda yanal
baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-PAGE analizinde; jelin
yapisinda yer alan sodyum dodesil siilfat (SDS), deterjaninin bulunmasi ile
proteinler kendilerini olugsturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir. Boylece
protein agregasyonu Onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire
polipeptidler negatif yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid komplekslersi,
molekiil agirliklarma bagli olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden
molekiillerin agirliklari; ayn1 jel iizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak
tespit edilir. Mutasyon ge¢irme veya ¢esitli olumsuz ¢evre faktorleri sonucunda
canli organizmanimn bir kisim proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya
parca ilavesi ya da bazi proteinlerin yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu
jel sisteminde tespit edilmeye ¢aligilir (86).

Protein molekiillerinin hareketi gli¢ kaynagindan gelen elektrik akimina

gore negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. Incelenecek protein
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molekiilleri sayet 0—43 kDa araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu
%15, 40 kDa’dan yukar1 ise akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asagi
diistiriiliir. Diger bir ifade ile molekiiliin agirhgr arttik¢ca akrilamidin
konsantrasyonu diistiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun artisi jel igerisindeki ara
bosluklarin daha sik olmasma sebep olmaktadir. Dolayisiyla protein
molekiillerinin hareket hiz1 da azalmaktadir (87).

SDS-PAGE Jel hazirlanmasinda kullanilan ¢6zeltiler asagida verilmis
olup, ¢ozeltilerin hazirlanma protokolii Tablo 8’de belirtilmistir.

Kullanilan cozeltiler

. 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)
. 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
o % 10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
o %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi
o %10 Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (APS)
° N, N, N’, N’, -tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
o Gliserin
o 2-B-merkaptoethanol
o %0,05 Bromofenol blue ¢ozeltisi
o Boyama ¢ozeltisi (Stain solusyon/100 mL):
%0.1 Coomassie blue R-250;
%45 Metanol;
%10 Glasiyal asetik asit;
%45 Distile su

o Boya ¢ikarma ¢6zeltisi (Destain solusyon/100mL):
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%45 Metanol;

%10 Glasiyal asetik asit;

%45 Distile su
° Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3):

Tris base 9.0 g;

Glisin 43.0 g;

Distile su 600 ml

SDS-PAGE Analizleri

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina
yerlestirilmek iizere 10 ml’ lik ayirma jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel
solusyonu 1iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli
kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. iki
cam levha arasina jel ilave edilirken tst kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar
(=lcm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha
arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki
akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin
iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin aradolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli 10 ml
kadar hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve uygun bir
otomatik pipet yardimiyla, jel kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki
bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki camin en iist seviyesine kadar tamamlandi.
Yiikleme jeli cok cabuk polimerize oldugundan islemlerin kisa siirede yapilmasia
dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi.

Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden ¢ikarildi.
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Tablo 8. SDS-PAGE ig¢in jellerin hazirlanma protokolii

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35mL
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5mL
% 10 SDS 100 pL
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 mL
Amonyum persiilfat (%10) 50 uL
TEMED 5uL
Toplam 10.0 mL
Stacking jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 mL
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5mL
SDS (%10) 100 pL
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 mL
Amonyum persiifat (%10) 50 uL
TEMED 10 uL
Toplam 10.0 mL
Ornek solusyonlarin hazirlanmasi Miktar |Son
konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25 0.125 M
mL
% 10 SDS 1.6 mL | %4
%0.05 bromofenol blue 0.2 mL |%0.002
Gliserol 0.8 mL |% 20
2-B-merkaptoethanol 0.4mL |%10
Distile su 3.75 -
mL
Toplam 8.0mL |-

Bu islem sirasinda jel de meydana gelen ve Orneklerin birakilacagi

yuvalarin bozulmamasina dikkat edildi. Cam levhalardan olusan kaset

elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢dziicii solusyonu; 0,125 M Tris (pH
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6.8), %2’lik SDS, 9%0.002 oraninda Bromofenol mavisi, %?20’lik gliserol,
%10’luk merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Yaklasik olarak 150 pl olarak
alman her bir protein drnegine esit oranda ¢dziicli solusyondan ilave edildi ve
tyice karistirildi. Tarak disinin genisligine bagl olarak, hazirladigimiz karigimdan
1020 p1l kadar transfer edildi. Tank icerisine yeterli miktarda tank solusyonu
ilave edildi.

Glic kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze
verildi. 5-10 dakika sonra voltaj degeri yikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle
izlenilebilen mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi
kapatildi.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam
birbirinden ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarinin goriiniir hale
gelebilmesi i¢in bu jel % 1.25’1ik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en
az yarim saat en ¢ok bir gece boyunca oda sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alinan jel boyayr giderici solusyon (destaining
solution) ortamina alindi. Arasira ¢alkalanarak protein bantlarinin disindaki boya
maddesi uzaklastirildi. Boya giderici solusyonda 5’er dakika bekletildi ve
solusyon dokiildii. Jel tekrar boya giderici ortama alind1 ve bu islem 2-3 kez
tekrarlandi. Boylece jel lizerinde bulunan protein bantlarmnin digindaki boya

giderilmis olundu.

2.5.3.2. Western Blot Analizleri
Western blot prosediirii; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde goc
ettirilen proteinlerin, nitroseliiloz membrana transferi ve membrandaki

proteinlerin immiinolojik metotlarla gdsterilmesidir. Bu amacla hedef dokularimiz
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olan karaciger, bobrek ve aort dokularinin her biri i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere
Western Blotlama yapildi. Her doku gruplar arasi miktarlar esit olacak sekilde
orneklenerek; buz igerisinde, doku miktarmin alt1 kat1 homojenizasyon tamponu
kullanilarak, cam ve metal homojenizatorler ile homojenize edildi (88).

Blotlama yapilmadan 6nce calisilan 6rneklerdeki proteinler elektriksel
ortamda poliakrilamid jel 1iizerinde go¢ ettirilmektedir.  Proteinlerin
elektroforezleri SDS-PAGE’de gergeklestirilmektedir. Western blot teknigi,
elektroforez islemini takip eden 4 asamada gercgeklestirilir. Bunlar; jeldeki
proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan
reaksiyonlar1 engellemek i¢in nitroseliiloz membranda protein baglanmamis
bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama), 6zgiil antikorlarla tepkime
ve en son asamada ise proteinlerin goriintiilenme asamalaridir. Nitroseliiloz
membrana transfer sirasinda jel ile nitroseliloz membran kars1 karsiya
getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilmektedir. Jelin biiyiikligt
ile orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin transferi
saglanmaktadir.  Nitroseliiloz ~ membranin  6zgiill olmayan proteinlerle
bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir. Spesifik antikorlar olarak
monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin
kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok gii¢lii immiinokimyasal
kopriiler olusturmalarindan dolay1 avantaj saglamaktadir. Bu nedenle, monoklonal
antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, c¢alisilan proteinler
arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise ¢apraz reaksiyonlar sonucunda
yalanc1 pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarm kullanilmasi
durumunda ayni nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha

fazla oldugu bilinmektedir. Ancak calisilan antikor; molekiil agirligi bilinen bir
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antikor olup uygun bir markerla agirlik siras1 belirlendiginde poliklonal antikor
kullanim1 daha avantajli bir secim olmaktadir. Western blotta monoklonal
antikorlarm kullaniminin en Onemli dezavantaji;, SDS-PAGE ve blotlama
esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir. Belirlenmeye
calisilan epitopun ortadan kaldirilmas1 durumunda ise monoklonal antikor-epitop
baglanmas1  sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor
kullanildiginda, poliklonal antikorla calisilmasina kiyasla, yalanci negatiflik
ihtimali artmaktadir. Ozgiil antikorlarda raportsr madde olarak genellikle
radyoaktif izotoplar veya enzimler kullanilmaktadir. Enzim olarak alkalen fosfataz
ve peroksidaz enzimleri tercih edilmektedir. Bu enzimlerin substratlar1 ve
kromojen maddeleri birbirinden farklidir. Son yillarda enzimle isaretlemede, testin
duyarliligini arttirmak amaciyla peroksidazla isaretli avidin biyotin sisteminin
kullannmi  yayginlagsmistir. Kullanilan kromojenlerin en 6nemli 6zelligi
coziinmeyen renkli {riinler olusturmalaridir. Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz
membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA), aktarimi (blotlama): SDS-PAGE
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak {iizere alindi. Nitroseliiloz
membrana transferin gerceklestirilmesi icin poliakrilamid jel ile nitroseliiloz
membran yiizeyleri arasinda bosluk kalmayacak bi¢cimde karsi karsiya getirildi ve
bunlar filtre kagitlariyla sarilmig bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek
tampon solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus tampon solusyonuyla doldurulmus
tanka yerlestirilen diizenek i¢in 90 dakika boyunca 250 mA elektrik akimi
uygulandi. Bu sekilde proteinlerin nitroseliiloz membran yiizeyine transferi
saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliiloz membranda

protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama) islemi
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bittikten sonra petri kutularina alinan nitroselilloz membranlar tampon solusyonla
[NaH,PO4.2H,O (0.025 M), Na;HPO4.12H,O (0.075 M), NaCl (1.45 M)],
calkalayici tizerinde 3 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan
baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO4 (pH: 7.2)
tamponunda % 1°lik taze sigir serum albumini (BSA) ile 37 °C’de 60 dakikalik
inkiibasyonla bloklandi.

Ozgiil antikorlarla tepkime: Primer antikor olarak poliklonal Anti-Cox 2
(siklooksijenaz 2) ve Anti-iINOS (NOS2) antikorlar1 kullanildi. Primer antikorlar
% 0.05 oraninda Tween—20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak
kullanildi. Nitroseliilloz membranlar Anti-Cox 2 (siklooksijenaz 2) ve Anti-INOS
(NOS2) antikorlar1 ile +4 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha
sonraki sathada nitroseliilloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon soliisyonuyla
yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membranlar % 0.05
oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla
konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 C’de 90 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika
tampon solusyonuyla yikandu.

Bantlarin goriintiilenmesi: Bantlarin goriintiilenmesi i¢cin 1 M Tris (pH:
7.4) tamponunda % 0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB)
solusyonu kullanildi. DAB’la reaksiyon sonucu nitroselilloz membranlar
iizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriinlir hale geldi. 5-10 dakikalik bir
reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten
sonra nitroseliilloz membranlar iyice yikandi. Nitroseliiloz membranlar iyice
kurutulduktan sonra, bantlarin relatif yogunluklari analiz edilmek iizere alindi.

Bantlarin relatif yogunluklar1 Image Analyses System (Image J; National Institute
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of Health, Bethesda, USA) yazilim programi kullanilarak analiz edildi.
Calismanin sonuclarinin degerlendirilmesinde -aktin standart olarak kullanildi.

2.6. Histopatolojik Degerlendirme

Alinan doku ornekleri formol tesbitinden sonra parafin bloklara gémiildii.
Parafin bloklardan 4 pm kalinliginda elde edilen kesitler Hematoksilen-Eosin ile
boyanarak Olympus BX-51 marka 151k mikroskobunda patoloji uzmaninca
incelenerek pankreas, bobrek, karaciger ve aort dokularindaki histopatolojik
degisiklikler degerlendirildi.

2.7. Istatistiksel Analiz

Calismanin sonuglarmin degerlendirilmesi amaci ile SPSS 15.0 Istatistik
programi uygulandi. Elde edilen veriler ortalama =+ standart sapma olarak
belirlendi. Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlilik diizeyleri Mann-Whitney U
testi ve ANOVA testi ile belirlendi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kan Glukoz Diizeyleri
Gruplarin kan glukoz diizeyleri karsilastirildiginda Grup III ve Grup IV’

iin kan glukoz degerleri, uygulamalar sonucunda baslangica gore daha yiiksek
olarak bulunmustur. (p<0.001). Grup I ve Grup II ile karsilastirildiginda, Grup 111
ve Grup IV’ teki kan glukoz diizeylerindeki degisimlerin istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gosterdigi bulunmustur.(p<0.001) (Tablo 9 ).

Tablo 9. Gruplarda baslangi¢ ve uygulama sonu kan glukoz degerlerinin degisimi

Grup I Grup II Grup III Grup IV

(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Baslangi¢ 83,90+6,30  81,20+8,50 82,30+8,20 82,90+5,80
Kan glukozu (mg/dL)
Deney sonu 85,60+7,20  84,20+9,20 313,10+24,70*"° 295,40+35,60*>¢

Kan glukozu (mg/dL)

*Grup I ile karsilastirildiginda: p<0.001
°Grup 11 ile karsilastirildiginda: p<0.001
¢ Aymi grupta dl¢timler arasi karsilastirildiginda: p<0.001

3.2. Biyokimyasal Degerlendirme

3.2.1. Doku iNOS ve COX-2 Diizeyleri

Farkli doku orneklerindeki COX-2 diizeylerinin gruplara bagli olarak
degisimi incelendiginde; karaciger ve bobrek doku oOrneklerinin COX-2
diizeylerinin Grup I ve Grup II ‘de anlaml bir farklilik gdstermedigi(Sekil 4-6)
ancak aort COX-2 diizeylerinin Grup II’de Grup I’e gore istatistiksel olarak
anlaml bir azalma gosterdigi bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4,7). Grup I ile Grup
II; karaciger, bobrek, aort iNOS diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
farklhilik bulunmamistir(p>0.05),(Sekil 4, 8-10). Grup III, Grup IV; karaciger,

bobrek, aort COX-2 ve iINOS diizeyleri Grup I ile karsilastirildiginda anlamli
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olarak yiliksek saptanmistir (her ikisi icin p<0.05),(Sekil 4, 5-10) Grup IV
karaciger, bobrek, aort COX-2 diizeyleri ve Grup IV karaciger, bobrek iNOS
diizeyleri Grup III ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmiistiir (p<0.05),(Sekil 4, 5-10). Grup III ve Grup IV aort iNOS diizeyleri

arasinda ise anlamli bir farklilik bulunmamistir (Sekil 4, 10).

B-aktin ‘_— ’ - ‘

Karaciger iNOS | e ——
BSbrek iNOS | e
Aort iNOS | R — |
Karaciger COX-2 | _ m— |
Bébrek COX-2 | — |
Aort COX-2 | — — |

Grup I Grup II Grup III Grup IV

Sekil 4. Western Blot yontemi ile doku iNOS ve COX-2 ekspresyonu

*
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Sekil 5. Karaciger doku COX-2 aktivitesinin relatif dansite olarak degisimi

*p<0.05; Grup I ile karsilastirildiginda
**p<0.05; Grup I ile karsilastirildiginda
**%* p<0.05; Grup III ile karsilagtirildiginda
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Sekil 6. Bobrek doku COX-2 aktivitesinin relatif dansite olarak degisimi

*p<0.05; Grup I ile karsilagtirildiginda
**p<0.05; Grup I ile karsilastirildiginda
*** p<0.05 ; Grup Il ile karsilastirildiginda
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Sekil 7. Aort doku COX-2 aktivitesinin relatif dansite olarak degisimi

*p<0.05; Grup I ile karsilagtirildiginda

**p<0.05; Grup I ile karsilastirildiginda

*** p<0.05; Grup I ile karsilastirildiginda
***% p<0.05; Grup III ile karsilastirildiginda
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Sekil 8. Karaciger doku iNOS aktivitesinin relatif dansite olarak degisimi

* p< 0,05 Grup I ile karsilastirildiginda
** p<0,05 Grup I ile karsilastirildiginda
***p<0.05 Grup III ile karsilastirildiginda
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Sekil 9. Bobrek doku iNOS  aktivitesinin relatif dansite olarak degisimi

* p< 0,05 Grup I ile karsilastirildiginda
** p<0,05 Grup I ile karsilastirildiginda
***p<0.05 Grup III ile karsilastirildiginda
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Sekil 10. Aort doku iNOS aktivitesmin relatif dansite olarak degisimi

* p< 0,05 Grup I ile karsilastirildiginda
** p<0,05 Grup I ile karsilagtirildiginda

3.2.2. Serum IL-6 Diizeyleri
Grup III serum IL-6 diizeyleri; Grup I ve Grup II ile karsilastirildiginda

istatistiksel yonden anlamli olarak yiliksek bulunmustur (sirasiyla p<0.05, p<0.01).
Grup IV serum IL-6 diizeyleri; Grup III ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azalmis olarak bulunmustur (p<0.05) (Tablo 10). Ayrica serum

IL-6 diizeylerindeki degisimlerden doku COX-2 ve 1NOS aktiviteleri

etkilenmistir.
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Tablo 10. Serum Interlokin-6 Diizeyleri ile Doku iNOS ve COX-2 Diizeylerinin

Gruplardaki Degisimi

Grup I Grup 11 Grup IIT Grup IV

(n:10) (n:10) (n:10) (n:10)
Karaciger COX-2 14.52+2.72 18.09+2.47 50.99+3.63*"  38.61+8.05*"¢
Karaciger iNOS 36.81+1.90 35.80+2.19 59.83+2.66™°  49.62+3.25%¢
Bobrek COX-2 40.08+3.98 42.41+4.97 80.49+1.03*° 65.33+3.55%04
Bobrek iNOS 25.48+0.80 26.86+1.77 75.32+3.08*° 57.29+1.77%04
Aort COX-2 41.23+1.98 36.13+2.67° 84.17+7.63*°  58.93+11.02*>¢
Aort iNOS 25.80+0.87 25.78+3.55 44.45+4.03° 41.65+6.26™°
IL-6 (pg/mL) 8.314+7.25 5.8743.39 27.60+14.00*¢ 9.10+4.19¢

IL-6 diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda;

Grup I ile kargilagtirildiginda: *p<0.05
Grup II ile karsilastirildiginda: °p<0.05, p<0.01
Grup III ile karsilastirildiginda: “p<0.05

3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Grup III ratlarda pankreas adaciklarinda kii¢iilme, eosinofilik stoplazmali

hiicrelerde piknoz, hiperkromazi ve polimorf niiveli 16kosit (PNL) infiltrasyonu

goriiliirken; Grup IV ratlarin pankreas adaciklarinda hidropik dejenerasyon

gorilmistiir (Sekil 11).

‘\ r\" ‘V.V'.“v ' “‘»‘ ! .. 1
Sekil 11. Ratlarin pankreas dokularinda goriilen histopatolojik degisimler (H&E X200).
(A: KONTROL, B: GRUP III; C: GRUP 1V)
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Grup III ratlarda glomerullerde mezangial hiicrelerde artig, Polimorf
niiveli 16kositler (PNL) ve bazal membran kalinlagmasi ve tubul epitelinde nekroz
saptanirken, Grup IV ratlarin glomeriillerinde PNL infiltrasyonu, bazal membran

kalinlagmas1 ve tubul epitelinde nekrozda ilimli bir azalma gorilmustir (Sekil

12).

Sekil 12. Ratlarin bobrek dokularinda goriilen histopatolojik degisimler (H&E X200).
(A: KONTROL, B: GRUP III; C: GRUP 1V)

Grup III ratlarda karacigerde hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve
portal alanlarda seyrek iltihabi filtrasyon goriiliirken, Grup IV ratlarda bu bulgular

izlenmedi (Sekil 13).

Sekil 13. Ratlarin karaciger dokularinda goriilen histopatalojik degisimler (H&E X200).

(A: KONTROL, B: GRUP III; C: GRUP 1V)
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Damar endotelinin histopatalojik incelenmesi sonucu Grup I1II ratlarda aort

endotelinde goriilen diizensizlik tedavi grubunda azalmis olarak izlendi (Sekil 14).

Sekil 14. Ratlarm aort dokularinda goriilen histopatalojik degisimler.(H&E X200).
(A: KONTROL, B: GRUP III; C: GRUP 1V)

Grup II (Sham Grubu) ratlarin pankreas, bobrek, karaciger ve aort
dokularindaki yapisal degisiklikler Grup I ile benzerlik gosterdiginden, Grup II

ratlarin mikroskobik degerlendirilmesi sekillerde gosterilmedi.
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada STZ ile olusturulmus olan deneysel diyabet modelinde,
karaciger, bobrek ve aort dokularmm iINOS ve COX-2 diizeyleri, inflamatuar
hiicre infiltrasyonu, serum IL-6 diizeyleri incelenmistir. Quercetinin antioksidan
ve antiinflamatuvar etkilerinin mekanizmasinin arastirilmasi ile COX-2 ve iNOS
aktivitelerindeki degisimlerin diyabet ile iliskisinin biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirilmesinin yapilmasi amaclanmistir. Tedavi grubunda karaciger,bobrek,
aort iINOS ve COX-2 diizeyleri, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, serum IL-6
diizeylerinde azalma belirlendi. Bu bulgular, quercetinin antiinflamatuar ve
antioksidan etkisi ile oksidatif stresi azaltarak ve inflamatuar yolaklar1 etkileyerek
diyabet gelisimini ve komplikasyonlarin1 azaltici etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Diyabetes mellitus; insiilin sekresyonu ve/veya insiilinin etkisindeki
bozukluklardan kaynaklanan, hiperglisemi ile karakterize karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmas1 bozukluklar1 ve hizlanmis aterosklerozla birlikte,
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik metabolik
bir hastaliktir (17). Uluslararas1 Diyabet Federasyonu verilerine gore 2000 yilinda
150 milyon olarak hesaplanan diyabetik hasta sayisinin 2010 yilinda 220 milyona,
2025 yilinda ise 300 milyona yiikselecegi ongoriilmektedir (89, 90).

Son yillarda oksidatif stresin; DM, obezite, kanser, yaslanma, inflamasyon,
norodejeneratif hastaliklar, hipertansiyon, apoptozis, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve kalp yetmezligi gibi hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu ile ilgili ¢aligmalar
yapilmistir (91). Deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik

hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun oOnemli
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derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii
oldugu bildirilmistir (33)

COX-2 ve INOS diyabet komplikasyonlarin gelisiminde inflamasyon ve
oksidatif strese yol acan anahtar enzimler olarak bilinmektedir. COX-2
indiiklenebilir bir enzimdir. Uyarildig1 anda dramatik bir sekilde inflamasyon
artisgina yol agmaktadir. COX-2 ve olusan PG-E2, diyabet patogenezine ve
komplikasyon gelisimine neden olmaktadir. COX-2 aracili endotelyal
disfonksiyon ve diiz kas hipersensitivitesi diyabetik vaskiiler komplikasyon
gelisiminden kismen sorumludur. Yine benzer sekilde iNOS indiiklenebilir bir
enzim olup asir1 miktarda NO iiretimine neden olmaktadir. NO, bir serbest
radikaldir ve diyabet ile iliskili vaskiiler komplikasyon gelisimine neden
olmaktadir (92). Quilley ve ark.(68) deneysel diyabet modelinde renal COX-2
seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir. Calismamizda da diyabetik rat
gruplarinda COX-2 seviyelerinde artis saptandu.

Yiiksek glukoz miktarlar, COX-2 ekspresyonunda artisa yol agarak
oksidatif stresi indiikler ve bdylece vaskiiler komplikasyonlara neden
olabilmektedir (93, 94). Yapilan bir ¢alismada, diyabetik rat bobreklerinde COX-
2’ nin renal vazokonstriiktor etkide artis sagladigi goriilmiistiir (95). Deneysel
diyabet modelinde, COX-2 inhibitorii ile yapilan bir ¢alismada proteiniiri ve
glomertiler hasarda azalma oldugu saptanmistir (96). Deneysel diyabet modelinde
COX-2 inhibisyonunun, intramyokardiyal oksidatif stresi azaltarak sol ventrikiil
disfonksiyonuna kars1 koruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (97). Yine yapilan
baska bir ¢alismada COX-2 inhibisyonunun, diyabetik noropati gelisimine karsi
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (98). Calismamizda quercetin verilen

ratlarda karaciger, bobrek ve aort dokularmda COX-2 seviyelerinin azaldigi
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saptanmistir. COX-2 seviyelerinin quercetin tedavisi ile azalmasi diyabetik
komplikasyonlarmin 6nlenmesi agisindan 6nemli bir tedavi ajan1 olabilecegini
diistindiirmektedir.

Di Naso ve ark.(99) yaptiklar1 deneysel diyabet modelinde iNOS
diizeylerinde artis oldugunu gostermislerdir. Fujimoto ve ark.(5) deneysel diyabet
modelinde iINOS inhibisyonu ile aglik hiperglisemisi ve insiilin direncinde
diizelme oldugunu gostermislerdir. Diyabetik retinopatik rat modeli ile yapilan bir
calismada iINOS inhibisyonu ile diyabetik retinopati progresyonunda azalma
oldugu gortilmiistir (100). Diyabetik ratlarda kalp hiicrelerinde iNOS
ekspresyonunda artis oldugu saptanmistir. Yapilan bir caligmada iNOS
inhibisyonu 1ile kardiyak fonksiyonlarda diizelme oldugu gorilmiistiir (101).
Calismamizda diyabet olusturulan ratlarda karaciger, bobrek ve aort iINOS
seviyelerinde artig, quercetin verilen ratlarda ise INOS seviyelerinde azalma
saptandi. Bu sonu¢ quercetinin oksidatif streste onemli rolii olan ve diyabetik
komplikasyonlarin gelisimine katkida bulunan iNOS seviyelerini azaltarak
diyabetik komplikasyonlar1 dnleyebilecegini diisiindiirmektedir.

IL-6 farkli biyolojik etkilere sahip olan bir sitokindir (102). Yapilan
calismalarda Tip 2 DM’ li hastalarda IL-6 seviyesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir
(103). Ayrica IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin DNA hasarina neden olarak
bunun sonucunda daha fazla NO iiretimine neden oldugu goriilmiistiir (104).
Yapilan bir calismada oral antidiyabetik ajan olan sitagliptin tedavisi ile
pankreatik hiicrelerde IL-6 diizeyinde azalma oldugu saptanmistir (105).
Calismamizda diyabetik ratlarda IL-6 seviyesinde artis goriiliirken, quercetin

verilen ratlarda IL-6 seviyelerinde azalma oldugu saptandu.
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Nonalkolik steatohepatit (NASH), kronik viral hepatit, hemokromatozis,
alkolik karaciger hastalig1 ve siroz gibi karaciger hastalig1 bulunanlarda Tip 2 DM
prevelansi yiiksek olarak goriilmektedir. Tip 2 DM ve karaciger hasarinin siddeti
arasinda patogenik bir iliski oldugu ileri siiriilmektedir. Bu durum insiilin direnci,
reaktif oksijen tiirleri, proinflamatuar sitokin artis1 gibi mekanizmalarla
aciklanmaktadir (106). Panchal ve ark.(107) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada
quercetin tedavisi ile NASH semptomlarinda azalma oldugunu gdstermislerdir.
Granado-Serrano ve ark.(108) quercetin tedavisi ile karaciger hiicrelerinde
inflamasyonun azaldigmi gostermislerdir. Calismamizda quercetin tedavisi ile
karacigerde inflamatuar hiicre infiltrasyonunda 1limli derecede azalma saptandi.

Diyabet nefropatisi terimi, diyabetes mellitus’ta bobrekte olusan
bozukluklarin tamamimi ifade eder. Nefropati biiyiik ve kii¢iik damarlardaki
patoloji sonucu olusur. Diyabetes mellitus’taki patolojik degisiklikler, intrarenal
ve ekstrarenal arterlerin aterosklerozu ve glomeriiler kapiller yumagmdaki
mikroanjiyopati sonucu olusur. Ozellikle bat1 iilkelerinde, terminal bobrek
yetmezliginin esas nedeni diyabetik nefropatidir (109). Quercetin tedavisi ile rat
bobrek dokusunda 16kosit infiltrasyonu ve doku hasarmin azaldig: bilinmektedir.
Liu ve ark.( 110) yaptiklar1 deneysel bir ¢alismada gercetin tedavisinin oksidatif
stresi azaltarak bobrek hasarma karsi koruyucu etkisinin oldugunu gostermislerdir.
Lai ve ark. (111) yaptiklar1 deneysel diyabet modelinde quercetin tedavisi ile renal
fonksiyonlarda diizelme oldugunu gostermislerdir. Calismamizda quercetin
tedavisi verilen grupta bobrek dokusunda 16kosit hiicre infiltrasyonunda ve doku
hasarinda azalma oldugu saptandi.

Diyabetik komplikasyonlarin ¢oguna, endotel disfonksiyonuna yol agan

yiiksek serum glukoz seviyeleri ve ROS neden olmaktadir (112). ROS endotel
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disfonksiyon, hiicre birikimi ve inflamasyona yol agarak hiperplazi ve hipertrofiye
neden olabilmektedir. Ayrica matriks metalloproteinaz gibi enzimleri
indiikleyerek ateroskleroz patogenezine katkida bulunmaktadir (113). Vaskiiler
komplikasyonlarin DM’de morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenlerinden biri
oldugu bilinmektedir. Oksidatif stresin vaskiiler hasarla iliskili oldugu
goriilmiistiir (114). Calismamizda, quercetin tedavisi ile aort dokusunda
inflamatuar degisikliklerde azalma oldugu goriildi. Bu sonug, quercetinin
antioksidan etkisi ile ROS olusumunu 6nleyerek ve glisemik kontrolii saglayarak
vaskiiler komplikasyonlar1 azaltabilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, quercetin STZ ile olusturulan deneysel diyabet modelinde
diyabet patogenezinde Onemli rol oynayan yolaklar1 inhibe etmektedir.
Quercetinin, inflamasyon ve oksidatif streste anahtar enzimler olan COX-2 ve
INOS’ u, proinflamatuar sitokin olan IL-6" y1 azaltarak diyabet gelisimi ve

komplikasyonlarmim dnlenmesinde destek sagladigi goriilmiistiir.
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