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to investigate the gene expression profile of CuZn-SOD and CAT enzymes in the 
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1. GİRİŞ  

Diabetes mellitus (DM), pankreatik beta (β) hücrelerinin kaybı ya da 

fonksiyonlarının bozulması nedeni ile β hücrelerinin çoğalma kapasitesinin yetersiz 

kalmasıyla ortaya çıkan bir hastalık olarak tanımlanmıştır [1]. 

Morbidite ve mortalitesi en yüksek hastalıklar arasında olup endüstrileşmiş 

ülkelerde prevalansı hızla artmakta ve tedavide çok büyük ekonomik maliyetlere yol 

açmaktadır [2,3]. Dünyada diyabetli hastaların sayısının 2025 yılında 300 milyona 

ulaşacağı tahmin edilmektedir [2,4]. Diabetin etiyopatogenezinden sorumlu birçok 

etyolojik faktörlerin pankreas β hücrelerinin zedelenmesine ya da tamamen kaybına 

neden olduğu belirtilmiştir [5].  

   Serbest radikaller, atom ya da moleküler orbitallerinde çiftlenmemiş elektron 

içeren moleküller olarak bilinip diğer biyolojik moleküllerle reaksiyona girebilmede 

aşırı derecede reaktif özelliğe sahip olduğu bildirilmiştir [6]. Diabette artmış serbest 

radikaller; lipidler, proteinler ve nükleik asitlerle etkileşerek hasar oluşturduğu ve bu 

etkileşim sonucu proteinlerde yapısal veya fonksiyonel değişikliklere, genetik 

mutasyonlara ve membran bütünlüğünün kaybına neden olduğu ileri sürülmüştür [7]. 

Diabette serbest radikallerin anormal bir şekilde artması ve antioksidan savunma 

mekanizmasındaki beraberinde gelen değişim, hücresel organellere ve enzimlere 

hasar vererek lipid peroksidasyonuna ve insülin direncinin artmasına neden olarak 

diabet komplikasyonlarını oluşturduğu bildirilmiştir [8-10]. 

Diabet ve komplikasyonları arasında ilerlemiş glikasyon son ürün (AGE) 

hipotezi, aldoz redüktaz hipotezi, oksidatif stres, gerçek hipoksi, karbonil stres, 

lipoprotein metabolizmasındaki değişiklikler, protein kinaz C aktivite artışı, büyüme 

faktöründeki değişiklikler ve sitokin aktivitesindeki değişiklikler gibi hipotezler 

araştırılmış ve bu hipotezlerden en çok oksidatif stres üzerinde inceleme yapılmıştır 

[11]. 

Vücutta reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumunu ve bunların meydana 

getirdiği hasarı önleyen antioksidan savunma sistemleri, oksidan moleküllerin neden 

olduğu hasarı hem hücre içi hem de hücre dışı savunma ile etkisiz hale getirmektedir. 

Hücre dışı savunma albumin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, ürik asit gibi çeşitli 
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moleküller ile hücre içi savunma süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz 

(GST), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon redüktaz (GR), katalaz (CAT) ve 

sitokrom oksidaz ile gerçekleşmektedir [12]. ROT’lar antioksidan savunma 

sistemindeki enzimlerin gen ifade ve aktivitelerini etkilemektedir [13,14]. 

Bu tezde, streptozotosin ile diabet oluşturulmuş ratların karaciğer dokularında 

antioksidan enzim gen ifadelerinin moleküler seviyedeki değişimlerinin araştırılması 

amaçlanmaktadır.  
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2.    KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Diabetes Mellitus  

DM, en eski hastalıklardan biri olup ilk tanımına M.Ö 1500 yılında Mısır 

Ebers Papiruslarında rastlanmıştır. 2. yüzyılda Kapodokyalı Areateus hastalık için 

akıp gitmek anlamına gelen Diabetes ismini vermiştir. Thomas Willis (1621-1675) 

şeker hastalarının, idrarının tatlı olduğunu belirtmiş ve hastalığı “Diabetes Mellitus” 

olarak adlandırmıştır. Daha sonraki yıllarda Von Mering ve Oscar Minkowski, bir 

köpeğin pankreasını çıkartarak diabet ve şeker hastalığı arasındaki ilişkiyi ortaya 

koymuşlardır [15,16].  

Vücudumuzu oluşturan tüm hücrelerin enerji ihtiyaçları glikoz tarafından 

karşılanmaktadır. Kandaki şeker (glikoz) konsantrasyonu pankreas tarafından 

salgılanan hormonlarla düzenlenmektedir. Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin 

salgı yapan bir organdır. Ekzokrin salgıda sindirim için gerekli enzimler 

salgılanmaktadır. Endokrin salgı Langerhans adacıkları denilen hücre gruplarında 

gerçekleşmekte ve dört farklı hücre tipi bulunmaktadır. Alfa (α) hücresinde 

glukagon, beta (β) hücresinde insülin, delta (δ) hücresinde somatostatin ve F 

hücresinde pankreatik polipeptid üretilmekte ve salgılanmaktadır [17]. Glukagon ve 

insülin vücut kan şeker miktarını uygun seviyede tuttuğundan hayati önem taşıdığı 

bildirilmiştir [18]. İnsülin hormonu 5,700 - 61,000 dalton moleküler ağırlığında iki 

polipeptid zincirinden oluşur ve birbirine disülfid bağlarıyla bağlanan A zincirinde 

21 amino asit, B zincirinde 30 amino asit bulunmaktadır [17]. İnsülin pankreasta 

preproinsülin olarak sentezlenir ve sentezden bir dakika sonra endoplazmik 

retikulumun sisternal bölgesinde prolitik enzimlerle proinsüline dönüştürülmektedir. 

Proinsülinin yapısında A ve B zincirine bağlı C (bağlayıcı) peptid bulunduğu bu 

proinsülinin golgi organeline aktarılıp orada olgunlaştıktan sonra karboksi peptidaz 

enzimiyle proinsülin amino asit zincirini iki noktada çözmektedir. Salgı granülleri 

golgiden mikrotübül ve mikroflamentler aracılığıyla transfer edilmektedir [19]. 

İnsülin karaciğerde glikoneojenezi sağlayan enzimlerin aktivitesini azaltarak 

glikoneojenez hızını yavaşlatmaktadır [17]. İnsülin pleotropik bir hormon olup 

hücrelerin içine besin transportunda, gen ekspresyonunun regülasyonunda, enzimatik 

aktivitenin modifikasyonu ve enerji homeostazisinin regülasyonu gibi birçok 
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fonksiyon oluşumunda yer almaktadır. İnsülinin hücre içi sinyal iletim yolu 

aracılığıyla bu fonksiyonlarını yerine getirdiği bildirilmiştir [20]. 

Glukagon hormonu, pankreasın α hücrelerinden önce proglukagon olarak 

sentezlenmektedir ve plazmaya 29 amino asit taşıyan tek zincirli bir polipeptid olarak 

salgılanmaktadır. Karaciğerde glukoneogenezi ve glikojenolizi artırarak kan 

glikozunu yükseltmektedir. İnsüline zıt etki gösterir ve karaciğerde yıkıldığı 

açıklanmıştır [18]. 

DM; insülin salgılanması, insülinin etkisi ya da her ikisinin defektiyle 

sonuçlanan, kronik hiperglisemiyle karakterize karbonhidrat, yağ, protein, elektrolit 

ve su metabolizmasındaki bozukluklara sebep olan metabolik bir hastalık olarak 

tanımlanmıştır [4,21-23]. DM’nin ortaya çıkmasında hem genetik hem de çevre 

faktörlerin önemli rol oynadığı belirtilmiştir [4]. Diabet gelişiminde çeşitli patojenik 

süreçlerin işe karışmasıyla insülin eksikliğine yol açan pankreas β hücre harabiyeti 

ve insülin direncine yol açan diğer nedenlerin olduğu açıklanmıştır [22]. Diabette 

kronik hiperglisemi göz, böbrek, kalp gibi organlarda; sinirlerde, kan damarlarında 

uzun dönemde hasar, disfonksiyon ve yetmezliğe neden olmaktadır [22]. Diabet 

hastalarındaki akut belirtiler polidipsi (çok su içme), poliüri (çok idrar yapma), 

hiperfaji (fazla yeme) kilo kaybı, bulanık görme; kronik belirtiler ise retinopati, 

nöropati ve nefropati gibi komplikasyonlardır. Diabet, ketoasidoz ya da non-ketotik 

hiperosmaların koma, sakatlık ve ölüme yol açabileceği bildirilmiştir [21,22,24].  

Dünya Sağlık Örğütüne göre (DSÖ), Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT)  

uygulandığında 2. saatteki plazma glikoz değerinin 200 mg/dl (11,1 mmol/l) veya 

üzerinde olması diabet belirtisidir. Yine ayrıca DM tanı kriterine baktığımızda, en az 

8 saat içinde kalori alımı olmadan açlık plazma glikoz değeri ≥ 126 mg/dl (7 mmol/l) 

olması sonucu diabetten kuşkulanılması gerekmektedir [25,26]. Diabetin geniş çapta 

ilk sınıflandırılmasını 1979 yılında Amerika Birleşik Devletleri’nde NDDG (Ulusal 

Diabet Veri Toplama Grubu) yapmıştır. 1980 yılında, DSÖ uzman komitesi bu 

tanıma dayalı bir rapor yayınlamıştır [23]. 1999 yılında DSÖ bu sınıflandırmadan da 

yararlanarak diabetin günümüzdeki hem klinik evrelerini hem de etyolojik tiplerini 

sınıflandırmıştır [27,28]. 
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Tip 1 Diabetes Mellitus ( İnsülin Bağımlı Diabetes Mellitus: IDDM ) veya 

juvenil başlangıçlı diabet, pankreatik β hücrelerinin hücresel aracılıklı otoimmün 

harabiyeti sonucu geliştiği ve diabetlilerin % 5-10’nunu oluşturduğu bildirilmiştir 

[21,25,29]. Klinik semptomlarda pankreas β hücrelerinin % 60-80’i tahrip olmuştur 

[30].  

Tip 1 diabetli hastalarının etyolojisi tam olarak anlaşılmamasına rağmen bazı 

viral enfeksiyonlar veya diğer çevresel toksinlerin anormal antikor cevabına neden 

olarak pankreas hücre hasarı oluşturabileceği açıklanmıştır [31]. Enterovirüsün, tip 1 

diabette β hücre otoimmünite gelişimine neden olduğu belirtmesine rağmen 

patogenezisteki rolü açıklanamamıştır [32]. IDDM pankreas β hücrelerinin harabiyeti 

ya da sitokinlerin β hücrelerinde insülin salınımı azaltmasıyla oluşmaktadır [31]. 

Pankreas β hücrelerinin yıkılımı değişken olup çocuklarda hızlı gelişirken 

erişkinlerde yavaş gelişmektedir. Bazı hastalarda özellikle çocuklarda hastalığın 

belirtisi olarak ketoasidoz görülmektedir. Yetişkin bireyler uzun yıllar ketoasidoza 

girmelerini önleyecek yeterlilikte β hücre fonksiyonlarını muhafaza 

edebilmektedirler. Ancak çoğu hasta sonunda hayatta kalabilmek için insüline 

bağımlı olur ve ketoasidoz riski ile karşı karşıya kalmaktadır [21]. Rewers vd  [33] 

20 yaşındandan küçük diabetik hastalarda ketoasidozla ilgi bir çalışma yapmışlar ve 

tip 1 diabetli hastaların % 29,1’inde tip 2 hastaların % 9,7’sinde ketoasidoz tanısı 

koymuşlardır. İmmün aracılıklı diabet sıklıkla çocukluk ve adolesan dönemde ortaya 

çıksada her yaşta görülebilmektedir. Bireyde açlık hiperglisemi ilk saptandığı zaman 

β hücrelerinin immün yıkımının belirteçleri olan adacık hücre otoantikorları, insülin 

otoantikorları, glutamik asit dekarboksilaz antikorlarından (AntiGAD65) biri veya 

daha fazlası bireylerin % 85-90’ında bulunmuştur. İdiyopatik tip I diabetli bireylerde 

otoimmüniteye ait kanıt bulunmamasına rağmen kalıcı insülinopeni ve ketoasidoza 

eğilimin mevcut olma nedeni açıklanamamıştır. Tip 1 DM’lerin küçük bir kısmı bu 

gruba girer ve bunların çoğu Afrika ve Asya kökenli olduğu yayınlanmıştır [21]. 

Tip 2 DM (İnsüline Bağlı Olmayan Diabetes Mellitus: NIDDM) genel olarak 

orta yaş ve yaşlılarda görülen bir hastalık olduğu ve tüm diabetiklerin ortalama 

olarak % 90’nını oluşturduğu bildirilmiştir [2,22]. İnsülin salgısı normal veya 

normalden fazla olduğu halde, glikozun organizmaya alınması sonucu artan plazma 
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glikoz düzeyi insülin cevabında azalmaya neden olduğu açıklanmıştır [34]. Tip 2 

diabet patogenezinde β hücre fonksiyon bozukluğu ve insülin direncinin mevcut 

olduğu belirtilmiştir [35]. Çevresel ve genetik olarak meydana gelen insülin direnci, 

tip 2 diabettin karakteristiksel özelliği olarak ifade edilmiştir [36]. Tip 2 diabette de 

tip 1 diabetteki kadar olmasada β hücre harabiyeti görüldüğü açıklanmıştır [37]. 

 Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) hamilelik sırasında ortaya çıkan 

komplikasyonlardan biri olup annede NIDDM’ye ve hipertansiyona neden 

olmaktadır [38]. Annedeki glisemi fetal gelişimi direkt etkileyebilmektedir [39].  

2.2. Diabet ve Serbest Radikaller  

Serbest radikaller birçok fizyolojik, patolojik süreçte üretilen, dış atomik 

orbitallerinde bir ya da daha fazla eşleşmemiş elektronlara sahip, stabil olmayan, kısa 

ömürlü ve moleküler ağırlığı düşük çok etkin  bileşikler  olarak  tanımlanmıştır 

[8,40-42]. 

Oksijen molekülü insan yaşamı için çok elzem olmasına karşın, metabolizma 

sırasında serbest radikal kaynağı olarak bilinmektedir. Serbest radikallerin dış 

yörüngelerindeki çiftlenmemiş elektronlar diğer moleküllerle birleşmesi sonucu 

kararlı bileşiklere dönüşmektedirler. Hücrelerde serbest radikal oluşumunun en 

önemli kaynağı elektron transport zincirinde oksijenin kullanılmasıyla oluşan 

elektron sızıntısı olarak bilinmektedir. Hücresel metabolizma sırasında oluşabileceği 

gibi dış etkenler aracılığıyla da meydana gelen serbest oksijen radikalleri lipitler, 

proteinler, nükleik asitler, enzimler ve polisakkaritler üzerinde toksik etki yaparak 

doku hasarına neden olduğu bildirilmiştir [8,43,44]. Moleküler oksijen dış 

orbitallerinde paylaşılmamış aynı yönde ve farklı orbitallerde iki elektron içeren 

minimum enerji seviyesinde diradikal yapıya sahip bir molekül olarak tanımlanmıştır 

[8].  

             Süperoksit radikali (O2
•-
)
 

biyolojik sistemlerde en çok bulunan oksijen 

radikali olarak bilinmektedir. Moleküler oksijenin (O2) bir elektron alarak 

indirgenmesi sonucu oluşmaktadır. Süperoksit radikali hem oksitleyici hem 

indirgeyici özelliğe sahiptir. Oksijenden daha oksitleyici olan süperoksit, bir elektron 

daha alırsa peroksi anyonuna indirgenmektedir. İndirgenmiş geçiş metallerinin 
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otooksidasyonu süperoksit radikali meydana getirebilmektedir [8,45]. Mitokondri 

elektron transfer zincirinde redükte nikotinamid adenin dinükleotid (NADH)’in, 

NADH oksidaz ile okside NAD
+
’a dönüştüğü reaksiyonda süperoksit radikal 

meydana gelmektedir. Elektron dizisine giren elektronların yaklaşık % 4’ü O2
•- 

oluşumuna neden olduğu bildirilmiştir [7]. DM’de glikozun otooksidasyonu ve 

enzimatik olmayan glikolizasyon olayları sonucu hidrojen peroksit ve süperoksit 

radikallerinin arttığı bildirilmiştir [46].  

Hidroksil radikali (OH•) en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali 

olarak bilinmektedir. Önemli iki kaynağı Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonudur. 

Süperoksit anyonu (O2
-
) Fe

+2
 katalizörlüğünde hidrojen peroksit ile reaksiyona 

girdiği zaman Haber-Weiss reaksiyonuyla zararlı OH
•
 radikali meydana gelmektedir 

[44,47].  

Tekil oksijen (
1
O2) moleküler oksijenin enerji almasıyla oluşur ve 

ortaklanmamış elektronu olmadığı için radikal olmayan reaktif oksijen molekülüdür. 

Tekil oksijen diğer moleküllerle etkileştiğinde içerdiği enerjiyi transfer ederek 

serbest radikal ürünleri oluşturmaktadır [8,48,45]. Hidroperoksit radikali (HO2
•
); 

süperoksit radikalinin protonlanmasıyla oluşur. Süperoksitten daha reaktif olduğu 

bildirilmiştir [8]. 

Hidrojen peroksit (H2O2); eşlenmemiş elektronu olmadığından serbest radikal 

değildir. Moleküler oksijenin iki elektron alarak indirgemesi sonucu oluşmaktadır.  

Hidrojen peroksit uzun ömürlü bir oksidandır. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tür 

olarak bilinmesinin nedeni demir, bakır gibi metal iyonlarının varlığında hidroksil 

radikalini oluşturmasıdır. Biyolojik sistemlerde H2O2’nin asıl kaynağı süperoksit 

anyonunun süperoksit dismutaz tarafından katalizlenen dismutasyon reaksiyonudur. 

İki süperoksit molekülü iki proton alarak H2O2 ve moleküler oksijeni oluşturduğu 

belirtilmiştir [7,8,49].  

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan arasındaki dengenin prooksidanlar 

lehine bozulmasıyla diabet ve diabetin daha sonraki komplikasyonlarının 

patogenezinde önemli rol oynadığı belirtilmiştir [8,50,51]. 
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DM’da serbest radikaller, glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, poliol 

yolu aktivitesi, antioksidan savunma sistemindeki çeşitli değişiklikler, hipoksiya gibi 

nedenler oksidatif stresi artıran mekanizmalardır. Glikoz konsantrasyonunun 

intraselüler ve ekstraselüler değişimi oksidatif stresle sonuçlanmaktadır [52,53].  

Yüksek glikoz konsantrasyonu antioksidan enzimlerin mRNA seviyelerinde 

ve aktivitelerinde yükselişe neden olabilmektedir. Bu antioksidan enzimlerin daha 

fazla ifade edilmesinin glikoz kaynaklı oksidatif strese karşı olabileceği belirtilmiştir 

[52]. Geçiş metallerin varlığında glikoz enediol radikal anyonuna dönüşür ve 

moleküler oksijen varlığında süperoksit radikal oluşumuna neden olduğu 

açıklanmıştır [52]. Süperoksit radikali ise metal iyonlarının varlığında oldukça etkin 

olan hidroksil radikaline dönüştüğü belirtilmiştir[8,52].  

Oksidatif stresin diğer önemli hedefi beta hücreleridir. Beta hücrelerinin 

disfonksiyonu yüksek kan glikoz düzeyine, serbest yağ asitlerinin artmasına ya da 

her ikisinin kombinasyonuna bağlı olarak meydana gelmektedir. Artan lipit 

peroksidasyon Langerhans ada hücrelerindeki glikoz otooksidasyonunu artırarak, 

insülin salınımını ve insülin mRNA’sının transkripsiyon faktörüne bağlanmasını 

inhibe ettiği bildirilmiştir [54]. Oksidatif stresin tip 1 diabette pankreas beta 

hücrelerinin apoptozisine, tip 2 diabette insülin salınmasını sağlayan mekanizmaları 

inhibe ederek insülin direncine neden olduğu açıklanmıştır [52].  

Diabette artmış oksidatif stres SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan 

enzimleri etkisiz hale getirmesi ya da antioksidanların yetersizliği ile β hücrelerinin 

ROT’lara karşı daha duyarlı olmasına neden olmaktadır. Böylece yüksek kan glikoz 

seviyesinin karaciğer, böbrek ve retina hücrelerine hasar verdiği belirtilmiştir       

[54-56]. Kardiyovasküler hastalıkların, nörolojik hasarların, kanser, diabet, 

iskemi/reperfüzyon ve yaşlanmanın patolojisinde oksidatif stresin etkili olduğu 

bildirilmektedir [6]. 

2.3. Diabet ve Antioksidan Savunma Sistemi 

Ökaryotik organizmaların bütün hücrelerinde reaktif oksijen türleri 

oluşmaktadır. Bunların meydana getirdiği hasarı önlemek için antioksidan savunma 

sistemi geliştirilmiştir. Bu savunma sisteminin düzenli işlev görmesinin sağlıklı 
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yaşam için önemli olduğu bildirilmiştir [49]. Antioksidan moleküller oksidan 

moleküllerin neden olduğu hasarı hem hücre içi hem de hücre dışı savunma ile 

etkisiz hale getiren, endojen ve eksojen kaynaklı yapılar olarak bilinmektedir. 

Enzimatik antioksidanlar hücre içinde, enzimatik olmayan antioksidanlar ise hücre 

dışında daha etkili olmaktadır. Hücre dışı savunma albumin, bilirubin, transferin, 

seruloplazmin, ürik asit gibi çesitli moleküller, hücre içi savunma SOD, GST, GR, 

GSH-Px, CAT ve sitokrom oksidazdır. Bakır, çinko ve selenyum gibi eser elementler 

ise bu enzimlerin fonksiyonları için gerekli olduğu belirtilmiştir [49,57-59]. 

 Diabette serbest radikal oluşumunun artması antioksidan savunma sisteminin 

yetersizliğine neden olmaktadır. Böylece hücre organellerinin ve enzimlerin 

hasarına, lipit peroksidasyonunun artmasına ve insülin reseptörlerinin insüline karşı 

duyarlılığının azalmasına yol açtığı belirtilmiştir [60].  

Antioksidan savunma sisteminin organizmadaki başlıca etki mekanizmaları: 

Serbest radikal oluşumunun önlenmesi veya ortamdan uzaklaştırılması, zincir 

reaksiyonunun kırılması, katalitik metal iyonlarının uzaklaştırılması ve reaktif 

oksijen türlerinin etkisiz hale getirilmesi şeklinde sınıflandırılmıştır [45]. 

SOD, hidrojen peroksidin dimutasyonunu katalizleyen metaloenzim olarak 

bilinmektedir. Bu enzim ilk olarak 1939’da Mann ve Keilin tarafından inek 

eritrositlerinde saflaştırılmış ve ksantin-ksantin oksidaz deney sisteminde sitokrom 

c’nin indirgenmesini inhibe ettiği gösterilmiştir. Süperoksit radikalini, radikal 

olmayan hidrojen  peroksite ve  moleküler oksijene  dönüştürdüğü  açıklanmıştır  

[8,61-63]. 

İnsanlarada sitozolik CuZn-SOD, mitokondrial Mn-SOD ve ekstraselüler EC-

SOD olarak üç tip izomeri bulunmaktadır. CuZn-SOD yaklaşık 30-32 kilo dalton 

(kD) molekül ağrlığında dimerik yapıda olup pH: 5-9,5 arasında aktivitesi 

değişmezken, 80-96 kD monotetramer yapıdaki mitokondriyal Mn-SOD pH: 7’nin 

üzerine çıktığında aktivitesini kaybetmektedir. CuZn-SOD’un ve Mn-SOD’un etki 

mekanizması aynı olup Mn-SOD antitümör aktiviteye sahip çok önemli bir 

antioksidan olarak bildirilmiştir [64-66]. SOD izoformlarının hücresel lokalizasyonu 

şekil 2.1’de [67] gösterilmiştir.  
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Şekil 2.1. SOD izoformlarının hücresel lokalizasyonu (HBD: Heparin bağlanma              

bölgesi) [67] 

 İnsan akciğerinde izole edilen EC-SOD yaklaşık 135 kD ağırlığında ve 

birbirine kovalent bağlı olmayan 4 eşit alt üniteden oluşmaktadır. Süperoksit radikal 

için yüksek aktiviteye sahip olduğu açıklanmıştır [64].  

Diabetik ratların eritrosit, böbrek ve karaciğer dokularında CuZn-SOD 

aktivitesinin azalmış olduğu belirtmiştir [68]. IDDM  hastaların eritrositlerinde 

CuZn-SOD glikasyonunun arttığı ve glikozillenmiş CuZn-SOD, süperoksit anyon ve 

hidrojen peroksidin oluşumuylu oksidatif hasarın olduğu gösterilmiştir [69]. 

Antioksidan enzimlerin enzimatik olmayan glikasyonu oksidatif stresi arttırdığı ve 

CuZn-SOD enziminin glikasyonla inaktive olduğu bildirilmiştir [70]. SOD ve CAT 

enzimlerin şekerle birleşmesi sonucu oluşan glikasyon ve diabet komplikasyonlarına 

sebep olan peroksit ve süperoksitlerin birikmesi bu enzimlerin inaktivasyonuna 

neden olduğu açıklanmıştır [71]. Diabetik durumda serum SOD ve CAT aktivitesinin 

reaktif serbest oksijen radikallerinden dolayı düştüğü belirtilmiştir [72]. 

CAT enziminin kristal formu sığır karaciğerinden Sumner ve Dounce 

tarafından 1937 yılında izole edilmiştir [73]. CAT enzimi peroksizomlara yerleşmiş 

olup dört hem grubu içeren, hidrojen peroksidi su ve moleküler oksijene dönüştüren 

enzim olarak bilinmektedir [43,74]. CAT dakikada 6 milyon hidrojen peroksidi 

oksijen ve su moleküle dönüştürmektedir [75]. CAT tüm hücre tiplerinde değişik 

konsantrasyonlarda bulunup özellikle eritrosit ve karaciğer dokularında bol miktarda; 
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beyin, kalp, akciğer ve iskelet kasında düşük konsantrasyonlarda bulunduğu 

açıklanmıştır [43]. İnsülin eksikliği H2O2 oluşumuyla sonuçlanan yağ asitlerinin beta 

oksidasyonunu kolaylaştırdığı ve yüksek konsantrasyondaki H2O2’nin 

detoksifikayonundan CAT enziminin işlev gördüğü bildirilmiştir [76].  

Diabetle ilgili yapılan araştırmalarda karaciğer ve böbrek dokusunda SOD ve 

CAT enzim aktivitelerinin azaldığı belirtilip bunun protein glikasyonu nedeniyle 

olabileceği açıklanmıştır [76]. Diabetik durumda CuZn-SOD ve CAT enzimlerinin 

aktivite ve protein ifadesinin önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiştir [49]. Başka bir 

çalışmada deneysel diabetik ratların böbrek dokusunda CAT enzim aktivitesinin 

CAT mRNA ifadesindeki azalmaya bağlı olduğu bildirilmiştir [77]. Diabette 

antioksidan savunma sistemindeki düzensizlik enzim aktivitesinde değişikliğe yol 

açmaktadır. Diabetik ratların böbrek dokusunda CuZn-SOD ve CAT antioksidan 

enzimlerin aktivitelerinde protein ve mRNA ifadesinde azalma olduğu açıklanmıştır 

[78].  
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3.    MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Araç ve Gereçler 

Dijital Acc-Check (Roche) mg/dl glukometre cihazı 

Gerçek zamanlı PZR makinası (Roche, LC480 modeli) 

PZR cihazı (Biorad-MyCycler) 

Terazi (Denver Instrument) 

Elektroforez güç kaynağı (Biorad) 

UV transilluminator jel görüntüleme cihazı 

pH-metre (Jenco, 6173 model) 

Masaüstü santrifüj cihazı (14,000 rpm) (Hettich-zetrifugen, micro 200 model) 

Homojenizasyon cihazı (Ultra turrax, T 25 model) 

Hassas otomatik pipetler ve uçları (Biohit) 

Vorteks (Labart) 

Manyetik karıştırıcı (Yellow line) 

Steril 1500 µl’lik ependorf tüpü 

3.2. Kullanılan Kimyasallar 

Araştırmada Sigma marka; Agaroz, Amonyum sülfat, Beta-merkaptoetanol, 

Borik asit, Ethidyum bromit, Etanol, Dietilpirokarbonat (DEPC), Guanidin 

tiyosiyanat, Hidroklorik asit, EDTA, Sodyum hidroksit, Sodyum klorit, Sodyum 

sitrat tribasik dihidrat, Streptozotosin, Tris base, Taq polimeraz, Invitrogen marka; 

dNTP, Ters transkriptaz, Qiagen marka; RNA mini saflaştırma kiti kullanıldı. 

3.3. Ratların Temini ve Bakımı 

Bu araştırma için, İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi deney hayvanları yerel 

etik kurulundan 03.12.2010 tarih ve 2010/75 sayılı protokol no’lu kararı ile etik onay 

alındı. Araştırmada 8-10 haftalık ratlar kullanıldı. Kontrol grubundaki ratların ağırlık 
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ortalamaları 222 ± 22,4 g (n=10) iken; diabet grubundaki ratların ağırlık ortalamaları 

238,42 ± 9,9 g (n=7) idi. Araştırmada kullanılan dişi Wistar albino ratlar, İnönü 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma Merkezi’nden 

temin edilerek kullanıldı. Çalışma bütçesinin tamamı İnönü Üniversitesi Bilimsel 

Araştırma Projeleri Koordinatörlüğü’nün 2010/75 proje no’lu kararı gereğince 

karşılandı. Deney süresince ratlar sıcaklığın 21 °C ve ortam neminin % 55–60 

olduğu, 12 saat ışık (08.00–20.00 saatleri), 12 saat karanlık uygulanan odalarda 

tutuldular ve ad libitum olarak beslendiler.  

3.4. Grupların Oluşturulması 

Diabet modeli Pushparaj vd [79] metoduna göre oluşturuldu. Deneye 

başlamadan önce bütün hayvanların ağırlıkları ve açlık kan şekerleri ölçüldü. 

Araştırmada kullanılan ratlar kontrol ve diabet olarak 2 gruba ayrıldılar.  

Kontrol grubu (n=10) ratlar: STZ’nin çözülmüş olduğu taşıt çözelti olan   

0,01 M sitrat tamponu (pH: 4,5) 1 ml hacimde tek bir doz olarak intraperitoneal yolla 

enjekte edildi.  

Diabet grubu ratlar (n=7): Deneye başlamadan bir gece önce aç bırakıldı ve 

0,01 M sitrat tamponu içerisinde (pH: 4,5) çözülmüş STZ her bir rata tek doz olarak 

50 mg/kg olarak uygulandı. Uygulamadan 72 saat sonra hayvanların açlık kan 

şekerleri kuyruk venlerinden alınan kandan glukometre ile ölçüldü ve açlık kan 

şekeri düzeyi 350 mg/dl ve üzerinde olan ratlar diabetli kabul edildiler. Bütün 

grupların açlık kan şekerleri ve ağırlıkları deneye başlamadan önce, 72. saatte ve 21. 

günde ölçüldü.  

3.5. Dokuların Alınması 

STZ uygulamasının ardından 21. gün de kontrol ve diabet grubundaki 

hayvanlar ksilazin-ketamin anestezisi altında (ketamin hidroklorür, Parke-Davis. 

Eczacıbaşı, İstanbul, 75 mg/kg ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid Rompun, Bayer İlaç) 

dekapite edilerek karaciğer dokuları alındı. CuZn-SOD ve CAT mRNA seviyelerinin 

tespiti için, gruplardan alınan karaciğer dokuları, steril şartlarda ve buz üzerinde 

küçük parçalar halinde kesildi ve RNA saklama çözeltisi içinde -35 
o
C derin 

dondurucuda analiz gününe kadar saklandı. Bu dokulardan Qiagen firmasının ürettiği 
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RNeasy mini kit kullanılarak toplam RNA saflaştırılması yapıldı. Hayvanlar bütün 

deney boyunca normal rat pelet yemi ile ad libitum olarak beslendiler. 

3.6.    Kullanılan Çözelti ve Tamponlar 

3.6.1. RNA Saklama Solüsyonunun Hazırlanması 

70 g Amonyum sülfat ve 25 mM Sodyum sitrat (pH: 5,2) 100 ml DEPC su ile 

işlenmiş bidistile suyla karıştırılıp pH: 5,2’ye ayarlandı.   

3.6.2. Streptozotosin Hazırlanması 

Diabet oluşturmak için -20 
o
C’de saklanan streptozotosin kimyasalı 0,01 M 

pH: 4,5 sitrat tamponu içinde çözüldü. Sitrat tamponunun hazırlanmasında: 0,68 g 

Sitrik asit monohidrat ve 0,51 g Trisodyum sitrat hassas terazide tartılıp bir miktar 

steril saf su eklenerek manyetik karıştırıcıda çözündükten sonra son hacim 500 ml’ye 

tamamlandı. pH: 4,5’e % 37’lik HCl ve doygun NaOH’la ayarlandı. Hazırlanan bu 

sitrat tamponunun 3 mililitresinde 50 mg STZ olacak şekilde çözelti hazırlanıp 

ışıktan korunması için alüminyum folyaya sarıldı. Deneysel uygulanmaya 

başlanmadan taze olarak hazırlanan çözelti buz üzerinde muhafaza edildi. 

3.6.3. RNA Denatüre Solüsyonu (RLT Çözeltisi) 

25 mM Sodyum sitrat (pH: 7), 4 M Guanidin tiyosiyanat, % 0,5 sarkosil 

içeren çözelti hazırlanıp kullanımdan hemen önce son konsantrasyon % 1 olacak 

şekilde ayarlandı. 

3.6.4. 5X TBE Çözeltisinin Hazırlanması 

            1000 ml 5X TBE çözeltisi hazırlamak için 54 g Tris baz, 27,5 g Borik asit 

hassas terazide tartılıp bir miktar bidistile suda çözündürdükten sonra üzerine 20 ml 

0,5 M EDTA çözeltisi konulup son hacimi 1000 ml’ye bidistile su ile tamamlandı. 

Çözelti pH: 8’e  % 37’ lik HCl ve doygun NaOH’la ayarlandı. 

3.6.5. Total RNA Saflaştırması (Qiagen Kit Protokolü) 

Bu işlem için Qiagen RNA mini saflaştırma kiti, aşağıda verilen şekliyle 

kullanıldı. Yaklaşık 100 mg doku parçası alındı ve % 5 (w/v) doku olacak şekilde 

RLT çözeltisi içine kondu. Numune homojenizatörde 13,500 rpm hızda, buz üzerinde 

1 dakika homojenize edildi. Homojenattan 600 µl alınıp, 10 dakika 18,000 rpm’de 
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santrifüj edildi. Elde edilen süpernatanta % 70 etanol (DEPC’li bidistile su ile 

hazırlanan) eklendi. Çözeltinin 600 µl’si filtreye kondu ve altındaki tüple beraber 

10,000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Kitte bulunan RWI solüsyonundan 700 µl 

eklendi ve 10,000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. 500 µl RPE solüsyonu ilave 

edilip 15 saniye 10,000 rpm’de santrifüj edildi. Tekrar 500 µl RPE eklendi ve 2 

dakika 10,000 rpm’de santrifüj edildi. 50 µl RNAaz içermeyen bidistile su eklendi ve 

1 dakika 10,000 rpm’de santrifüj edildi. Bu basamak tekrarlanarak 50 µl RNAaz 

içermeyen bidistile su konularak tekrar 1 dakika 10,000 rpm’de santrifüj edildi ve alt 

tüpteki saf toplam RNA hemen -35 
o
C derin dondurucuda saklandı. 

3.6.6. Total RNA’nın Agaroz Jele Yükleme İşlemleri 

Qiagen RNAeasy saflaştırma kiti ile karaciğer örneklerinden saflaştırılan 

toplam RNA’lar, % 1’lik agaroz jel üzerinde, 1X TBE tamponunda, elektroforezde 

100 mV’de koşturuldu. RNA bantları jel görüntüleme sisteminde görüntülenerek 28S 

ve 18S keskin ribozomal RNA bantlarının elde edildiği ve herhangi bir yıkımın 

olmadığı RNA’lar cDNA işleminde kullanıldı (Şekil 4.3). Örneklerin RNA miktarları 

spektrofotometrede 260 nm UV spektrumda okundu. RNA miktarı, 260 nm’deki 

okunan OD x sulandırma faktörü x 40/1000 formülü kullanılarak µg/µl cinsinden 

hesaplandı. 

3.6.7. cDNA Sentez Protokolü 

 cDNA sentezi için Invitrogen firmasının ürettiği Superscript III ters 

transkriptaz enzim kit protokolü kullanıldı. Her bir tüpe; 1,0 µg toplam RNA, 1 µl 

primer (4 pmol gen spesifik primer veya 100 pmol PoliT-18 primeri), 1 µl dNTP   

(10 mM) ve toplam hacim 13 µl olacak şekilde bidistile su eklenip karıştırıldı. PZR 

cihazına yerleştirip 65 
o
C’de 15 dakika inkübe edildikten sonra en az bir dakika buz 

üzerinde bekletildi. Daha sonra bu ependorf tüplerine: 4 µl 5x First Strand Tamponu, 

2 µl DTT, 1 µl bidistile su, 1 µl Superscript III ters transkriptaz enzimi eklenip 

karıştırıldı. PCR tüpündeki karışımın toplam hacmi 20 µl oldu. Buz üzerinde 

hazırlanan bu karışım tekrar PZR cihazına yerleştirilip, 50 
o
C’de 60 dakika ve         

70 
o
C’de 15 dakika inkübe edildikten sonra -20 

o
C’de analize kadar saklandı. 
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3.6.8. Gerçek Zamanlı PZR Protokolü 

Gerçek zamanlı PZR cihazı Roche LC480 modeli olduğu için ROCHE gerçek 

zamanlı “SYBR Green” boyası içeren PZR kit karışımı ile yapıldı. Reaksiyonlar: 10 

µl kit karışımı (enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 0,2 µl cDNA, 0,2 µl ileri ve geri 

primerler (10 pmol/µl) ve 9,4 µl bidistile su olacak şekilde karışımın toplam hacmi 

20 µl oldu. Primerlerin optimizasyonu sonrası PZR şartları; ilk denatürasyonu: 95 

o
C’de 5 dakika, denatürasyon 95 

o
C’de 30 saniye, bağlanma 56 

o
C’de 30 saniye ve 

polimerizasyon 72 
o
C’de 40 saniye olarak oluşturuldu ve döngü sayısı 65 olarak 

ayarlandı.  

 CAT gen ifadesinin analizi için kullanılan primerler PZR’de ilgili gen 

segmenti çoğaltıldığında 652 baz çiftlik büyüklük verecek                                         

5’-GCGAATGGAGAGGCAGTGTAC-3’ (ileri) ve 5’-

GAGTGACGTTGTCTTCATTAGCACTG -3’ (geri) primerler şeklinde, CuZn-SOD 

gen ifadesinin analizi için kullanılan primerler PZR’de ilgili gen segmenti 

çoğaltıldığında 383 baz çiftlik büyüklük verecek 5’-GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC 

-3’ (ileri) ve 5’-TCACACCACAAGCCAAGCGG -3’ (geri) primerler şeklinde [46], 

GAPDH gen ifadesinin analizi için kullanılan primerler PZR’de ilgili gen segmenti 

çoğaltığında 346 baz çiftlik büyüklük verecek 5’-CGTGGAGTCTACTGGCGTCT-3’ 

(ileri) ve 5’-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’ (geri) primer şeklinde [80] 

oluşturuldu.  

3.6.9. İstatistiksel Analizler 

İstatistik incelemede, SPSS for Windows 9.05 istatistik paket programı 

kullanılıp verilerin normal dağılım gösterip göstermediği, öncelikle Shapiro-Wilk 

testiyle  değerlendirildi   ve   verilerin  normal  dağılıma sahip  olduğu tespit edildi  

(P > 0,05). Veriler hayvan ağırlıkları ve açlık kan şekerleri için aritmetik ortalama ± 

standart sapma (ss), gen ifadeleri için ise aritmetik ortalama ± standart hata (sh) 

olarak gösterildi. Gen ifadelerinin ve hayvanların ağırlıklarının istatistikî 

karşılaştırılmaları bağımsız örneklem t testi ile yapıldı. P değerinin 0,05 den küçük 

olduğu değerler istatistikî olarak anlamlı kabul edildi.  

Hayvanların açlık kan şekerlerinin istatistikî analizi tek yönlü varyans analizi 

ile yapıldı. Varyansların homojenliği Levene testi ile değerlendirildi ve varyansların 
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homojen olduğu tespit edildi (P > 0,05). Gruplar arası çoklu karşılaştırmalarda 

Tukey’in testi kullanıldı. P’nin 0,05 den küçük olduğu değerler istatistikî olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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4.    ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Hayvanların Açlık Kan Şekeri Değerleri 

Kontrol grubu ratların 0. gün, 3. gün ve 21. gündeki açlık kan şekerleri 

karşılaştırıldığında  istatistikî olarak   herhangi  anlamlı  bir   fark    tespit   edilmedi    

(P > 0,05). Deneysel diabet oluşturulan gruptaki hayvanların açlık kan şekerleri 0. 

gün, 3. gün ve 21. gün ile karşılaştırma yapıldığında diabet grubunda istatistikî olarak 

anlamlı bir artış gösterdiği tespit edildi (P < 0,05) (Çizelge 4.1 ). 

Çizelge 4.1. Gruplarda ölçülen açlık kan şekeri değerleri (mg/dl) 

Sütunlarda birbirinden farklı olan harfler istatistikî olarak birbirlerinden anlamlı 

farklılığı ifade eder (P < 0,05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gruplar (ort ± ss) 

Günler Kontrol (n=10) Diyabet (n=7) 

0.gün 103,2 ± 5,4
a
 102,7 ± 9,1

a
 

3.gün 103,7 ± 2,9
a
 400,9 ± 33,1

b
 

21.gün 105,3 ± 9,6
a
 499,6 ± 11,3

c
 

 Şekil 4.1. Kontrol ve diabet grubu açlık kan şekerleri değeri 

 



 

19 

 

4.2. Hayvanların Ağırlık Değerleri 

Kontrol grubu ratların 0. gün ve 21. gündeki vücut ağırlıkları 

karşılaştırıldığında  istatistikî   olarak   herhangi anlamlı  bir  f ark   tespit  edilmedi 

(P > 0,05). Deneysel diabet oluşturulan gruptaki hayvanların 0. gün ve 21. gün 

arasındaki karşılaştırılan vücut ağırlığında ise diabet grubundaki hayvanların 21. 

gündeki vücut ağırlıklarının, 0. güne göre anlamlı bir azalma gösterdiği tespit edildi 

(P < 0,05) (Çizelge 4.2). 

Çizelge 4.2. Gruplarda ölçülen ratların ağırlık değerleri (g)  

 Gruplar (ort ± ss) 

Günler Kontrol (n=10) Diabet (n=7) 

0.gün 222 ± 22,4
a
 238,42 ± 9,9

a
 

21.gün 224,2 ± 17,3
a
 195,14 ± 4,33

b
 

Sütunlarda birbirinden farklı olan harfler istatistikî olarak birbirlerinden anlamlı 

farklılığı ifade eder (P < 0,05) 

 

 

Şekil 4.2. Kontrol ve diabet grubu ratların ağırlıkları   
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4.3. Moleküler Genetik Bulgular 

RNA’lar saflaştırıldıktan sonra % 1’lik agaroz jele yüklenerek inceleme 

yapıldı. Örneklerden saflaştırılan RNA’larda herhangi bir yıkım tespit edilmedi. 28S 

ve 18S’lik iki ribozomal bant büyük saflıkta elde edildi. Şekil 4.3’te her gruptan bir 

tane seçilen saflaştırılmış RNA’ların % 1 agaroz jelde koşturulmuş resmi 

görülmektedir. 

 

Şekil 4.3. Qiagen RNAeasy saflaştırma kiti ile karaciğer örneklerinden saflaştırılan  

toplam RNA örnekleri (% 1 agoroz jel)  

 

GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz), CAT ve CuZn-SOD 

enzimlerinin cDNA’ları gerçek zamanlı PZR’de çoğaltıldı ve gen ifadeleri analiz 

edildi (Şekil 4.4. A, B, D, C, F). 
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A. GAPDH 

 

 

B. CAT 

 

 

C. CuZn-SOD  
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D. GAPDH 

 

 

E. CAT 

 

 

F. CuZn-SOD  

 

Şekil 4.4. CAT ve CuZn-SOD gen ifadelerinin gerçek zamanlı PZR analizleri. 

“SYBR Green” kimyası kullanılarak GAPDH (A), CAT (B) ve CuZn-SOD (C) 

mRNA’larından sentezlenen cDNA’ların gerçek zamanlı PZR ile çoğaltımı 

sırasındaki “çoğalım eğrileri” ve GAPDH (D), CAT (E) ve CuZn-SOD (F) PZR 

ürünlerinin “erime eğrileri”  

PZR’de elde edilen DNA’lar % 1 agaroz jele yüklendi ve istenilen 

büyüklükte GAPDH, CAT ve CuZn-SOD ürünlerinin oluştuğu gözlendi (Şekil 4.5).  
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Şekil 4.5. GAPDH, CAT ve CuZn-SOD cDNA’larının PZR’deki çoğaltımının 

agaroz jel elektroforezi. Kullanılan DNA Markeri 100 bp DNA Marker’dir. 

(Fermentas) 

 

Kontrol ve diabet grubu ratların karaciğer CAT ve CuZn-SOD mRNA 

seviyeleri karşılaştırıldığında, diabet grubu CAT ve CuZn-SOD mRNA seviyelerinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma tespit edildi (P < 0,05) (Çizelge 4.3). 

Çizelge 4.3. Gruplarda ölçülen karaciğer CAT, CuZn-SOD/GAPDH mRNA  

seviyelerinin oranı 

Gruplar CAT/GAPDH  

    (ort ± sh) 

CuZn-SOD/GAPDH 

          (ort ± sh) 

KONTROL (n=10) 183907,0 ± 23335,06 
a
 

 

492060,2 ± 92549,2 
a
 

DİABET (n=7) 68499,5 ± 18309,5 
b 

 

104790,1 ± 24718,5 
b
 

Sütunlarda birbirinden farklı olan harfler istatistikî olarak birbirlerinden anlamlı 

farklılığı ifade eder (P < 0,05) 
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Şekil 4.6.’da GAPDH, CAT ve CuZn-SOD DNA örneklerinin “gerçek 

zamanlı PZR” ile yapılan analiz sonuçları aynı grafikte görülmektedir.  
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Şekil 4.6. Gruplardaki karaciğer CAT, CuZn-SOD/GAPDH mRNA seviyelerinin 

oranı. *Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında anlamlı farklılığı ifade eder (P < 0,05) 
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5. TARTIŞMA 

Bu tezde streptozotosin ile deneysel diabet oluşturulan ratların karaciğer 

dokularında CuZn-SOD ve CAT antioksidan enzim gen ifadelerinin moleküler 

seviyede araştırılması amaçlanmıştır. Araştırmamızda kontrol ve diabet grubu 

ratların karaciğer CAT ve CuZn-SOD mRNA seviyeleri karşılaştırıldığında, diabet 

grubu CAT ve CuZn-SOD mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma tespit edilmiştir (P < 0,05). Diabet grubu ratların açlık kan şekerlerinde 

artma, vücut ağırlığında ise azalma görülmüştür.  

Diabette oluşan ROT antioksidan savunma sisteminde birçok değişmeyi 

beraberinde getirebilmektedir. Diabette serbest radikal oluşumu karaciğer dokusunda 

nükleus dejenerasyonuna, perivasküler infiltrasyona, merkezi toplardamarda kan 

toplanmasına, hücresel şişkinlik gibi histolojik değişikliklerle hasar meydana 

getirdiği bildirilmiştir [81]. ROT aerobik metabolizma boyunca sürekli üretilmekte 

ve çeşitli antioksidanlar tarafından güvenli bir şekilde yok edilmektedir. Oksidatif 

streste prooksidanlardaki artış ya da antioksidanların yetersizliği aşırı moleküler 

hasara neden olduğundan tamir mekanizması anahtar bir rol oynamaktadır [45]. 

Birçok çalışmada diabette oluşan oksidatif stresin diabetik komplikasyonların 

gelişmesinde de önemli rol oynadığı bildirilmiştir [11,49,50, 82,83].  

Diabetik hiperglisemide, radikal oluşumu artmakta, buna bağlı olarak 

enzimatik ve non-antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasından dolayı 

antioksidanlara daha çok ihtiyaç duyulmaktadır [41,52,84,85]. Diabette mikro besin 

düzeyindeki bozulma antioksidan enzim aktivitesini etkilemektedir [86]. Buna ek 

olarak antioksidan aktivitesindeki değişikliğe oksidatif stres, glikasyon ve 

kofaktörlerin konsantrasyonundaki değişikliklerin etki ettiği gösterilmiştir [87]. 

Kakar vd [88] erkek Sprague Dawley diabetik ratların sağ böbreklerinde antioksidan 

enzimlerin değişimini 6 hafta boyunca incelemişlerdir. Total SOD ve CuZn-SOD 

aktivitesinin birinci haftadan itibaren yükseldiği fakat 6. haftada total SOD 

aktivitesinde küçük bir azalışın olduğunu belirtmişlerdir. Araştırmacılar 6. haftadaki 

SOD azalışını direkt H2O2’nin inhibitör etkisiyle ya da enzim glikasyonu nedeni ile 

olabileceğini bildirmişlerdir. Aynı çalışmada CAT aktivitesinin ise 1. haftada 
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yükseldiği 2. haftadan sonra azaldığını tespit etmişlerdir. Bu azalmanın süperoksit 

radikalinin artmasından dolayı olabileceğini açıklamışlardır. 

STZ indüklü deneysel diabet oluşturulan dişi Wistar ratlarda, yüksek 

derecede hiperglisemi ve eritrositlerdeki glutatyon azalmasıyla birlikte lipit 

peroksidasyonunda artış olduğu gözlenmiştir [89]. Delibaş ve Kılınç [90] diabetik 

ratların beyin dokusunda SOD ve GSH-Px aktivitesinde değişme olmadığını, CAT 

aktivitesinde  ise  artış    olduğunu   belirtmişlerdir. STZ indüklü diabetik  erkek  

Spraque–Dawley ratların testis dokusunda artmış oksidatif strese karşı SOD 

aktivitesinin yükseldiği ve CAT aktivitesinin düştüğü bildirilmiştir [91]. Diğer bir 

çalışmada alloksan indüklü diabetik tavşanların eritrosit hemozilatında SOD ve CAT 

antioksidan enzimlerin düştüğü gösterilmiştir [92]. Zhou ve Zhou [93] STZ indüklü 

erkek Wistar diabetik ratların karaciğer dokularında SOD, CAT ve glutatyon 

aktivitelerinde azalma olduğunu belirtmişlerdir. Araştırmacılar diabetik ratlara 

geleneksel Çin tıbbında kullanılan berberine bitkisini orta yüksek dozda 

verdiklerinde SOD, CAT ve glutatyon aktivitelerinin arttığını da göstermişlerdir.  

Diabetik ratların karaciğer ve böbrek dokularında SOD ve CAT enzimlerinin 

azalmasını reaktif serbest oksijen radikallerinin ya da olası enzim glikasyonundan 

olduğu bildirilmiştir [94]. Aynı zamanda yapılan diğer araştırmalarda diabetle 

birlikte antioksidan enzimlerin gen ifadelerinin de etkilenebileceği belirtilmiştir. STZ 

indüklü diabet oluşturulan ratların beyin dokusunda SOD enziminin gen ifadesi ve 

aktivitesinde yükseliş olduğu bildirilmiştir [95]. Cho vd [96] diabetik ratların 

karaciğer dokusunda SOD ve CAT aktivitesinin yükseldiği, mRNA ifadesinde 

diabetik ve kontrol grubu arasında önemli bir fark olmadığını bulmuşlardır.  

STZ indüklü diabetik ratların 6 hafta sonra böbrek korteks dokusunda CAT 

aktivitesinin azaldığı fakat RT-PCR analizinde CAT mRNA ifadesinin artmış olduğu 

tespit edilmiştir. Aynı çalışmada CuZn-SOD antioksidan enzimin mRNA seviyesinde 

ve aktivitesinde yükseliş olduğu açıklanmıştır [97]. Başka bir çalışmada diabetik 

ratların glomerüler dokusunda antioksidan enzimlerin mRNA ifadeleri incelenmiştir. 

CAT ve GPx mRNA ifadesinde önemli olmayan bir artış olduğu bildirilmiştir [98]. 

Yapılan araştırmalarda, diabetik ratların ince bağırsak dokusunda antioksidan 
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enzimlerden SOD ve CAT mRNA seviyesinde bir değişme olmadığı tespit edilmiştir 

[46].  

Yaptığımız çalışma sonucuna paralellik gösteren Sadi vd [99] 

araştırmalarında diabetik ratların karaciğerinde oksidatif stresin aşırı arttığını ve 

CnZn-SOD ve CAT antioksidan enzimlerin gen ifadesinin ve aktivitesinin düştüğünü 

belirtmişlerdir. Diabette oluşan aşırı oksidatif stres sonucu bu enzimlerin hem 

transkripsiyonunun ve hem de translasyonunun etkilendiğini ve bu yüzden enzim 

aktiviteside azalma olduğu rapor edilmiştir. Bir başka çalışmada, diabetik ratların 

nötrofillerinde antioksidan enzimlerin mRNA gen ifadesi ve aktivitesinde azalma 

olduğu bildirilmiştir [100].  

 Yapılan araştırmalarda diabette SOD ve CAT antioksidan enzimlerin çeşitli 

dokularda gen ifadesinde azalma [99-101] veya artma [ 95,97] veya herhangi bir 

değişme olmadığı [46,96,98] bildirilmiştir. Bu araştırmada tespit ettiğimiz diabetik 

rat karaciğer dokusunda CAT ve CnZn-SOD antioksidan enzimlerin mRNA gen 

ifadesindeki azalışa, oksidatif stres sonucu oluşan aşırı O2
•-
 ve H2O2, glikasyon, 

kofaktörlerin konsantrasyonundaki değişme [87] ve mikro besin düzeyindeki 

bozulma [86] neden olmuş olabilir. Karaciğer merkez metabolik önemi olan bir 

organ olup diabette oksijen serbest radikalleri aracılığıyla hasar gördüğü 

bilinmektedir [102]. Oksidatif  stres  sonucu  aşırı  biriken  H2O2  [87]  Fenton/ 

Haber–Weiss reaksiyonuyla zararlı OH
•
 radikaline dönüşmektedir [44,47]. Oluşan bu 

OH
•
 radikallerinin DNA molekülünde hasar oluşturduğu bildirilmiştir [103]. 

Diabetik durumda karaciğer dokusunda medyana gelen DNA hasarı [104] gen 

ifadesini engellemiş olabilir. 

 Nükleer faktör kappa-B (NF-ĸB) oksidatif strese duyarlı nükleer 

transkripsiyon faktörü olup [105] immünite ve inflamasyon ile ilişkili çok sayıda gen 

transkripsiyonunu regüle edebilmektedir [106]. Serbest radikaller transkripsiyon 

sürecinin başlamasını etkinleştirerek inhibe edici protein IKB şeklindeki NF-ĸB’nin 

sitoplazmada serbest kalmasıyla DNA’ya bağlanıp nükleus içinde translokasyona 

olanak vermesi hücre içi olaylar zincirine neden olmaktadır [107]. Örneğin oksidatif 

stres NF-ĸB transkripsiyon faktörüne aracılık ederek sitokin oluşumundaki önemli 

genlerin  transkripsiyonunu başlatmaktadır [108]. NF-ĸB bakteriyel endotoksin, 
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TNF-α, IL-1β, mitojenler, viral proteinler, iyonize edici radyasyon, UV ışığı ve bazı 

kimyasal maddeler de dahil olmak üzere çeşitli uyaranlarla hücrelerde aktive 

edilebilmektedir. Çeşitli uyaranlar tarafından reaktif oksijen  türlerinin  oluşumu   

NF-ĸB aktivasyonuyla olduğu kabul edilmiştir. Hücrelerde NF-ĸB’yi aktive eden 

ajanlar (endotoksin, TNF-α, IL-1, ve iyonizan radyasyon da dahil olmak üzere), 

oksidatif strese yol açmaktadır [106]. Diabetik durumda, AGE’nin oluşumu ve 

birikimi hızlanmış bir oranda ilerlediği bilinmektedir. AGE, NF-ĸB’nin üretimine yol 

açan inflamatuar yanıtları harekete geçirdiği ve oksidatif strese neden olduğunu 

kanıtlanmıştır [109]. Oksidatif stres NF-ĸB yoluyla sinyal ileticileri gibi davranıp 

antioksidan enzimlerin gen ifadesini azaltabileceği açıklanmıştır [110]. Diabette 

oluşan aşırı oksidatif stres bu enzimlerin hem transkripsiyonunu hem de 

translasyonunu etkilediğinden enzimlerin aktivitesi düşebilmektedir [99]. Nükleus 

içinde yükseltgenme–indirgenme reaksiyonları arasındaki dengesizlik transkripsiyon 

faktörlerini ve aynı zamanda translokasyonu etkilemektedir [111]. Dişi albino 

diabetik ratların karaciğer dokusunda NF-ĸB’nin artmış olduğunun görülmesi [112] 

antioksidan enzimlerin değişen gen regülasyonunu ifade etmektedir [97]. 

Antioksidanların in vitro ve in vivo koşullarda verilemesi NF-ĸB aktivasyonunu 

önlemektedir [106].  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 Diabette radikal oluşumunun artması antioksidanlara daha çok ihtiyaç 

olduğunu göstermektedir. Örneğin Sadi vd [99] diabetik ratlara alfa lipoik asit (ALA) 

ve vitamin C uygulanması sonucu diabette oluşan oksidatif hasarı önleyerek 

karaciğer dokusunda SOD ve CAT antioksidan enzimlerin aktivitesinde yükselme 

olduğunu göstermişlerdir. Melatonin; SOD, GSH-Px, GSSG-Rd, G6PD ve 

glutamilsistein sentetaz gibi bazı antioksidan enzimlerin gen ifadesini ya da 

aktivitelerini artırarak oksidatif stresi baskıladığı belirtilmiştir [113,114]. Melatonin,  

STZ indüklü diabetik ratlarda hiperglisemi olgusunu önemli derecede düşürmekte ve 

diabette oluşan oksijen radikallerini detoksifiye etme özelliğiyle böbrek hasarını 

azaltabilmektedir [115]. Diabetik ratların ALA ile tedavi edilmesi sonucu serum 

glikoz ve gikozillenmiş hemoglobinin düşüşüne, ROS üretiminde azalmaya neden 

olarak protein, yağ ve DNA hasarında azalma, antioksidan enzimlerin gen 

ifadelerinde ve aktivitelerinde iyileşme olduğu da bildirilmiştir [78]. Sharma ve 

Singh [116] tarafından diabetik ratlara Momordica dioica meyve özütü uygulanması 

sonucu karaciğer, böbrek, pankreas dokularında diabette oluşan serbest radikalleri 

inaktive ederek SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin 

yükselmesine neden olduğu açıklanmıştır.  

Bu çalışmada azalan antioksidan enzim gen ifadeleri antioksidan takviyesi ile 

tekrar artırılarak karaciğerde meydana gelebilecek muhtemel diabet kaynaklı 

oksidatif stresin önüne geçilebileceği kanaatini taşımaktayız.  
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EKLER 

Ek 1: CAT Gen Dizilimi 

Rat CAT geninin 2564 baz çiftinden oluşan mRNA dizilimi ve primerlerin 

dizilimdeki yerleri gösterilmiştir. Gen Bankası Kayıt No. NM_012520.2 

1 ctgattggcagagcctgaagtcaccactccagcgggcctgactgacgcgattgcctaccc 

61 cgggtggagaccgtgctcgtccggccctcttgcctcacgttctgcagctctgcagctccg                                                                   

121 caatcctacaccatggcggacagccgggacccagccagcgaccagatgaagcagtggaag                                                             

181 gagcagcgggcccctcagaaacccgatgtcctgaccaccggaggcgggaacccaatagga                                                                   

241 gataaacttaatatcatgactgcggggccccgagggcccctcctcgttcaagatgtggtt                                                                 

301 ttcaccgacgagatggcacactttgacagagagcggattcctgagagagtggtacatgca                                                               

361 aagggagcaggtgcttttggatactttgaggtcacccacgatattaccagatactccaag                                                                   

421 gcaaaggtgtttgagcatattgggaagaggactcctattgccgtccgattctccacagtc                                                             

481 gctggagagtcaggctcagctgacacagttcgtgaccctcgtgggtttgcagtgaaattc                                                                   

541 tacactgaagatggtaactgggaccttgtgggaaacaacacccctattttcttcatcagg                                                                   

601 gatgccatgttgtttccatcctttatccatagccagaagagaaacccacaaactcacctg                                                                   

661 aaggaccctgacatggtctgggacttctggagtctttgtccagagtctctccatcaggtt                                                                   

721 actttcttgttcagcgaccgagggattccagatggacatcggcacatgaatggctatggc                                                                   

781 tcacacaccttcaagctggttaatgcgaatggagaggcagtgtactgcaagttccattac 

                              >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>                

841 aagactgaccagggcatcaaaaacttgcctgttgaagaggcaggaagacttgcacaggaa 

                                                                   

901 gacccggattatggcctccgagatcttttcaatgccatcgccagtggcaattacccatcc                                                                   

961 tggactttttacatccaggtcatgactttcaaggaggcagaaaccttcccatttaatcca                                                                 

1021 tttgacctgaccaaggtttggcctcacaaggactaccctcttataccagttggcaaactg                                                                  

1081 gtcttaaacagaaatcctgctaattattttgctgaagttgaacagatggcttttgaccca                                                                 

1141 agcaacatgccccctggcattgagcccagcccggacaagatgctccagggccgccttttt                                                                  

1201 gcttacccagacactcaccgccaccgcctgggaccaaactatctgcagatacctgtgaac                                                                   

1261 tgtccctaccgtgctcgcgtggccaactaccagcgcgatggccccatgtgcatgcatgac                                                                  

1321 aaccagggtggtgctcccaactactaccccaacagcttcagcgcaccagagcagcagggc                                                                   

1381 tcggccctggagcaccatagccagtgctctgcagatgtgaagcgcttcaacagtgctaat 

                                                        <<<<<<<<<< 
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1441 gaagacaacgtcactcaggtgcggacattctatacgaaggtgttgaatgaggaggagagg 

         <<<<<<<<<<<<<<<<                                             

1501 aaacgcctgtgtgagaacattgccaaccacctgaaagatgctcagcttttcattcagagg                                                                 

1561 aaagcggtcaagaatttcactgacgtccaccctgactacggggcccgagtccaggctctt                                                                   

1621 ctggaccagtacaactcccagaagcctaagaatgcaattcacacctacgtacaggccggc                                                                   

1681 tctcacatagctgccaagggaaaagctaacctgtaaagcacgggtgctcagcctcctcag                                                                   

1741 cctgcactgaggagatccctcatgaagcagggcacaagcctcaccagtaatcatcgctgg                                                                   

1801 atggagtctcccctgctgaagcgcagactcacgctgacgtctttaaaacgataatccaag                                                                   

1861 cttctagagtgaatgatagccatgcttttgatggcatttcccgagggggaaattaaagat                                                                   

1921 tagggcttagcaatcacttaacagaaacatggatctgcttaggacttctgtttggattat                                                                   

1981 tcatttaaaatgattacaagaaaggttttctagccagaaacatgatttgattagatatga                                                                   

2041 tatatgataaaatcttggtgattttactatagtcttatgttacctcacagcctggtatat                                                                   

2101 atacaacacacacacacacacacacacacacacacacaccaaaacacacatacactatac                                                                  

2161 acacacacactaaaacacacatacacaacacacacatacactacacacacagaacacaca                                                                   

2221 acacacacatacacacatagacacacacacacacacacacacacacacacacacacacac                                                                  

2281 acacacacatgaatgaagggattataaagatggcccacccagaattttttttttattttt                                                                   

2341 ctaaggtccttataagaaaaaccatacttggatcatgtcttccaaaaataactttagcac                                                                   

2401 tgttgaaacttaatgtttattcctgtgtagttgatcggattccttttccccttgaaatta                                                                   

2461 tgtttatgctgatacacagtgatttcacatagggtgatttgtatttgcttacatttttac                                                                   

2521 aataaaatgatcttcatggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
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Ek 2: CuZn-SOD Gen Dizilimi 

Rat CuZn-SOD geninin 650 baz çiftinden oluşan mRNA dizilimi ve 

primerlerin dizilimdeki yerleri gösterilmiştir. Gen Bankası Kayıt No. NM_017050.1 

1 gttttgcaccttcgtttcctgcggcggcttctgtcgtctccttgctttttgctctcccag                                                                 

61 gttccgaggccgccgcgcgtctcccggggaagcatggcgatgaaggccgtgtgcgtgctg                                                                   

121 aagggcgacggtccggtgcagggcgtcattcacttcgagcagaaggcaagcggtgaacca 

                                            >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>   

181 gttgtggtgtcaggacagattacaggattaactgaaggcgagcatgggttccatgtccat                                                                  

241 caatatggggacaatacacaaggctgtaccactgcaggacctcattttaatcctcactct                                                                  

301 aagaaacatggcggtccagcggatgaagagaggcatgttggagacctgggcaatgtggct                                                                   

361 gctggaaaggacggtgtggccaatgtgtccattgaagatcgtgtgatctcactctcagga                                                                   

421 gagcattccatcattggccgtactatggtggtccacgagaaacaagatgacttgggcaaa                                                                   

481 ggtggaaatgaagaaagtacaaagactggaaatgctggaagccgcttggcttgtggtgtg 

                                               <<<<<<<<<<<<<<<<<<< 

541 attgggattgcccaataaacattccctatgtggtctgagtctcagactcatctgctgtcc 

      <                                                            

601 tgctaaactgtagaaaaaaaccaaaccattaaactgtaatcttaacagtt 
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Ek 3: GAPDH Gen Dizilimi 

Rat GAPDH geninin 1350 baz çiftinden oluşan mRNA dizilimi ve 

primerlerin dizilimdeki yerleri gösterilmiştir. Gen Bankası Kayıt No. NM_017008.4 

1 ggggctctctgctcctccctgttctagagacagccgcatcttcttgtgcagtgccagcct 

61 cgtctcatagacaagatggtgaaggtcggtgtgaacggatttggccgtatcggacgcctg                                                                   

121 gttaccagggctgccttctcttgtgacaaagtggacattgttgccatcaacgaccccttc                                                                   

181 attgacctcaactacatggtctacatgttccagtatgactctacccacggcaagttcaac                                                                   

241 ggcacagtcaaggctgagaatgggaagctggtcatcaacgggaaacccatcaccatcttc                                                                 

301 caggagcgagatcccgctaacatcaaatggggtgatgctggtgctgagtatgtcgtggag 

                                                           >>>>>>> 

361 tctactggcgtcttcaccaccatggagaaggctggggctcacctgaagggtggggccaaa 

      >>>>>>>>>>>>>                                                

421 agggtcatcatctccgccccttccgctgatgcccccatgtttgtgatgggtgtgaaccac                                                                  

481 gagaaatatgacaactccctcaagattgtcagcaatgcatcctgcaccaccaactgctta                                                                   

541 gcccccctggccaaggtcatccatgacaactttggcatcgtggaagggctcatgaccaca                                                                  

601 gtccatgccatcactgccactcagaagactgtggatggcccctctggaaagctgtggcgt                                                                   

661 gatggccgtggggcagcccagaacatcatccctgcatccactggtgctgccaaggctgtg 

                         <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<                      

721 ggcaaggtcatcccagagctgaacgggaagctcactggcatggccttccgtgttcctacc                                                                  

781 cccaatgtatccgttgtggatctgacatgccgcctggagaaacctgccaagtatgatgac                                                                   

841 atcaagaaggtggtgaagcaggcggccgagggcccactaaagggcatcctgggctacact                                                                   

901 gaggaccaggttgtctcctgtgacttcaacagcaactcccattcttccacctttgatgct                                                                   

961 ggggctggcattgctctcaatgacaactttgtgaagctcatttcctggtatgacaatgaa                                                                   

1021 tatggctacagcaacagggtggtggacctcatggcctacatggcctccaaggagtaagaa                                                                   

1081 accctggaccacccagcccagcaaggatactgagagcaagagagaggccctcagttgctg                                                                   

1141 aggagtccccatcccaactcagcccccaacactgagcatctccctcacaattccatccca                                                                  

1201 gaccccataacaacaggaggggcctggggagccctcccttctctcgaataccatcaataa                                                                

1261 agttcgctgcaccctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
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Ek 4: Deney Hayvanları Etik Kurul Kararı 
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