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ONUR SOZU

“Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Streptozotosin ile Diabet
Olusturulan Rat Karaciger Dokusunda Antioksidan Enzimlerin Gen
Ifadeleri” baslikl1 bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin iginde hem de kaynakc¢ada yontemine uygun bigimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.”
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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

STREPTOZOTOSIN ILE DIABET OLUSTURULAN RAT KARACIGER
DOKUSUNDA ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN GEN i{FADELERI

NURAY TEMEL
Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Biyoloji Anabilim Dali

44 + x sayfa

2014

Danisman : Dog. Dr. Yilmaz CIGREMIS

Bu tezde deneysel diabet olusturulmus ratlarin karaciger dokusunda CuZn-SOD ve
CAT enzimlerinin gen ifadesini arastirmak amaciyla 20 adet disi Wistar cinsi rat
kullanilmigtir. Ratlar; kontrol ve deneysel diabet olmak tiizere iki gruba ayrilmistir.
Deneysel diabet grubundaki ratlara 50 mg/kg streptozotosin (STZ) 0,01 M sitrat
tamponu igerisinde (pH: 4,5) ¢oziilerek intraperitoneal yolla tek doz olarak
verilmistir. Kontrol grubu ratlara ise STZ’ nin ¢6ziildiigii tasit madde olan 0,01 M
sitrat tamponu uygulanmistir. STZ uygulamasinin ardindan 72 saat sonra ratlarin
kuyruk veninden alinan kanlardan kan seker Slgiimii yapilmis ve aglik kan sekerleri
350 mg/dl ve iizerinde olanlar diabetli kabul edilmistir. STZ uygulamasindan 21 giin
sonra ratlar dekapite edilerek karaciger dokulart alinmistir ve gergek zamanli PZR’de
CuzZn-SOD ve CAT enzimlerinin gen ifadelerine bakilmistir. Sonug olarak kontrol
grubu ile karsilastirildiginda diabet grubu CuzZn-SOD ve CAT gen ifadelerinde
anlamli1 bir azalma bulunmustur (p<<0.05).

ANAHTAR KELIMELER: Rat, Diabet, Streptozotosin, CuZn-SOD, CAT, mRNA



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

THE GENE EXPRESSION OF ANTIOXIDANT ENZYMES IN
STREPTOZOTOCIN-INDUCED EXPERIMENTAL DIABETES IN RAT LIVER
TISSUE

Nuray TEMEL

[n6nii University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

44 + x Pages

2014

Supervisor: Assoc, Prof. Dr. Yilmaz CIGREMIS

In this thesis, 20 female Wistar rats with experimentally induced-diabetes were used
to investigate the gene expression profile of CuzZn-SOD and CAT enzymes in the
liver tissue. The rats were divided into 2 groups as control and the experimental
diabetes group. In experimental diabetes group, as a single dose of 50 mg/kg
streptozotocin (STZ) dissolved in 0.01 M citrate buffer (pH: 4,5) was given to the
rats intraperitoneally administration. 0.01 M citrate buffer which is the vehicle for
STZ was applied to the rats in control group. 72 hours after STZ treatment, blood
samples were collected from the tail vein, and the blood sugar levels were measured.
Rats with fasting blood sugar levels above 350 mg/dl were considered to be diabetic.
The rats were decapitated 21 days after STZ treatment. The liver tissues were
collected, and the gene expression profile of CuzZn-SOD and CAT in the liver was
measured using real-time PCR. In conclusion, it was found that a significant decrease
(p<0.05) in CuzZn-SOD and CAT gene expression of diabetic groups according to
control groups rats.

KEYWORS: Rat, Diabetes, Streptozotocin, CuZn-SOD, CAT, mRNA
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1. GIRIS
Diabetes mellitus (DM), pankreatik beta (B) hiicrelerinin kaybi ya da

fonksiyonlarinin bozulmasi nedeni ile B hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesinin yetersiz

kalmasiyla ortaya ¢ikan bir hastalik olarak tanimlanmustir [1].

Morbidite ve mortalitesi en yiiksek hastaliklar arasinda olup endiistrilesmis
tilkelerde prevalansi hizla artmakta ve tedavide ¢ok biiyiik ekonomik maliyetlere yol
acmaktadir [2,3]. Diinyada diyabetli hastalarin sayisinin 2025 yilinda 300 milyona
ulasacagi tahmin edilmektedir [2,4]. Diabetin etiyopatogenezinden sorumlu birgok
etyolojik faktorlerin pankreas B hiicrelerinin zedelenmesine ya da tamamen kaybina

neden oldugu belirtilmistir [5].

Serbest radikaller, atom ya da molekiiler orbitallerinde ¢iftlenmemis elektron
igeren molekiiller olarak bilinip diger biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilmede
asir1 derecede reaktif 6zellige sahip oldugu bildirilmistir [6]. Diabette artmis serbest
radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitlerle etkileserek hasar olusturdugu ve bu
etkilesim sonucu proteinlerde yapisal veya fonksiyonel degisikliklere, genetik
mutasyonlara ve membran biitiinliigiiniin kaybina neden oldugu ileri stiriilmistiir [7].
Diabette serbest radikallerin anormal bir sekilde artmasi ve antioksidan savunma
mekanizmasindaki beraberinde gelen degisim, hiicresel organellere ve enzimlere
hasar vererek lipid peroksidasyonuna ve insiilin direncinin artmasina neden olarak

diabet komplikasyonlarini olusturdugu bildirilmistir [8-10].

Diabet ve komplikasyonlar arasinda ilerlemis glikasyon son iiriin (AGE)
hipotezi, aldoz rediiktaz hipotezi, oksidatif stres, gercek hipoksi, karbonil stres,
lipoprotein metabolizmasindaki degisiklikler, protein kinaz C aktivite artisi, bilyliime
faktoriindeki degisiklikler ve sitokin aktivitesindeki degisiklikler gibi hipotezler
arastirilmis ve bu hipotezlerden en ¢ok oksidatif stres {izerinde inceleme yapilmistir

[11].

Viicutta reaktif oksijen tlirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 6nleyen antioksidan savunma sistemleri, oksidan molekiillerin neden
oldugu hasart hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirmektedir.

Hiicre dis1 savunma albumin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi ¢esitli

1



molekiiller ile hiicre i¢i savunma siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve
sitokrom oksidaz ile gergeklesmektedir [12]. ROT’lar antioksidan savunma

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

Bu tezde, streptozotosin ile diabet olusturulmus ratlarin karaciger dokularinda
antioksidan enzim gen ifadelerinin molekiiler seviyedeki degisimlerinin aragtirilmasi

amaclanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Diabetes Mellitus

DM, en eski hastaliklardan biri olup ilk tanimma M.O 1500 yilinda Misir
Ebers Papiruslarinda rastlanmistir. 2. ylizyilda Kapodokyali Areateus hastalik igin
akip gitmek anlamina gelen Diabetes ismini vermistir. Thomas Willis (1621-1675)
seker hastalarinin, idrarinin tath oldugunu belirtmis ve hastaligi “Diabetes Mellitus”
olarak adlandirmigtir. Daha sonraki yillarda Von Mering ve Oscar Minkowski, bir
kopegin pankreasini ¢ikartarak diabet ve seker hastaligi arasindaki iliskiyi ortaya
koymuslardir [15,16].

Viicudumuzu olusturan tiim hiicrelerin enerji ihtiyaclar1 glikoz tarafindan
karsilanmaktadir. Kandaki seker (glikoz) konsantrasyonu pankreas tarafindan
salgilanan hormonlarla diizenlenmektedir. Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin
salgi yapan bir organdir. Ekzokrin salgida sindirim i¢in gerekli enzimler
salgilanmaktadir. Endokrin salgi Langerhans adaciklar1 denilen hiicre gruplarinda
gerceklesmekte ve dort farkli hiicre tipi bulunmaktadir. Alfa (o) hiicresinde
glukagon, beta (B) hiicresinde insiilin, delta (8) hiicresinde somatostatin ve F
hiicresinde pankreatik polipeptid iiretilmekte ve salgilanmaktadir [17]. Glukagon ve
instilin viicut kan seker miktarin1 uygun seviyede tuttugundan hayati énem tasidigi
bildirilmistir [18]. Insiilin hormonu 5,700 - 61,000 dalton molekiiler agirliginda iki
polipeptid zincirinden olusur ve birbirine disiilfid baglariyla baglanan A zincirinde
21 amino asit, B zincirinde 30 amino asit bulunmaktadir [17]. Insiilin pankreasta
preproinsiilin olarak sentezlenir ve sentezden bir dakika sonra endoplazmik
retikulumun sisternal bolgesinde prolitik enzimlerle proinsiiline doniistiiriilmektedir.
Proinsiilinin yapisinda A ve B zincirine bagli C (baglayict) peptid bulundugu bu
proinsiilinin golgi organeline aktarilip orada olgunlastiktan sonra karboksi peptidaz
enzimiyle proinsiilin amino asit zincirini iki noktada ¢6zmektedir. Salg1 graniilleri
golgiden mikrotiibiil ve mikroflamentler araciligiyla transfer edilmektedir [19].
Insiilin karacigerde glikoneojenezi saglayan enzimlerin aktivitesini azaltarak
glikoneojenez hizini yavaslatmaktadir [17]. Insiilin pleotropik bir hormon olup
hiicrelerin i¢ine besin transportunda, gen ekspresyonunun regiilasyonunda, enzimatik

aktivitenin modifikasyonu ve enerji homeostazisinin regiilasyonu gibi bir¢ok



fonksiyon olusumunda yer almaktadir. Insiilinin hiicre igi sinyal iletim yolu

araciligryla bu fonksiyonlarini yerine getirdigi bildirilmistir [20].

Glukagon hormonu, pankreasin o hiicrelerinden once proglukagon olarak
sentezlenmektedir ve plazmaya 29 amino asit tasiyan tek zincirli bir polipeptid olarak
salgilanmaktadir. Karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi artirarak kan
glikozunu yiikseltmektedir. Insiiline zit etki gosterir ve karacigerde yikildig

aciklanmistir [18].

DM; insiilin salgilanmasi, insiilinin etkisi ya da her ikisinin defektiyle
sonuglanan, kronik hiperglisemiyle karakterize karbonhidrat, yag, protein, elektrolit
ve su metabolizmasindaki bozukluklara sebep olan metabolik bir hastalik olarak
tanimlanmistir [4,21-23]. DM’nin ortaya ¢ikmasinda hem genetik hem de gevre
faktorlerin 6nemli rol oynadigi belirtilmistir [4]. Diabet gelisiminde gesitli patojenik
stireglerin ise karigmasiyla insiilin eksikligine yol agan pankreas B hiicre harabiyeti
ve insiilin direncine yol agan diger nedenlerin oldugu agiklanmistir [22]. Diabette
kronik hiperglisemi g6z, bobrek, kalp gibi organlarda; sinirlerde, kan damarlarinda
uzun donemde hasar, disfonksiyon ve yetmezlige neden olmaktadir [22]. Diabet
hastalarindaki akut belirtiler polidipsi (¢ok su i¢me), poliiiri (¢ok idrar yapma),
hiperfaji (fazla yeme) kilo kaybi, bulanik gorme; kronik belirtiler ise retinopati,
noropati ve nefropati gibi komplikasyonlardir. Diabet, ketoasidoz ya da non-ketotik

hiperosmalarin koma, sakatlik ve 6liime yol acabilecegi bildirilmistir [21,22,24].

Diinya Saglhk Orgiitiine gore (DSO), Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT)
uygulandiginda 2. saatteki plazma glikoz degerinin 200 mg/dl (11,1 mmol/l) veya
tizerinde olmasi diabet belirtisidir. Yine ayrica DM tan1 kriterine baktigimizda, en az
8 saat iginde kalori alim1 olmadan aglik plazma glikoz degeri > 126 mg/dl (7 mmol/I)
olmast sonucu diabetten kuskulanilmasi gerekmektedir [25,26]. Diabetin genis capta
ilk siniflandirilmasini 1979 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde NDDG (Ulusal
Diabet Veri Toplama Grubu) yapmistir. 1980 yilinda, DSO uzman komitesi bu
tanima dayal1 bir rapor yaymlamistir [23]. 1999 yilinda DSO bu smiflandirmadan da
yararlanarak diabetin giiniimiizdeki hem klinik evrelerini hem de etyolojik tiplerini

siiflandirmistir [27,28].



Tip 1 Diabetes Mellitus ( insiilin Bagimli Diabetes Mellitus: IDDM ) veya
juvenil baslangi¢li diabet, pankreatik [ hiicrelerinin hiicresel aracilikli otoimmiin
harabiyeti sonucu gelistigi ve diabetlilerin % 5-10’nunu olusturdugu bildirilmistir
[21,25,29]. Klinik semptomlarda pankreas B hiicrelerinin % 60-80’i tahrip olmustur
[30].

Tip 1 diabetli hastalarinin etyolojisi tam olarak anlagilmamasina ragmen bazi
viral enfeksiyonlar veya diger ¢evresel toksinlerin anormal antikor cevabina neden
olarak pankreas hiicre hasari olusturabilecegi agiklanmistir [31]. Enteroviriisiin, tip 1
diabette B hiicre otoimmiinite gelisimine neden oldugu belirtmesine ragmen
patogenezisteki rolii agiklanamamistir [32]. IDDM pankreas f hiicrelerinin harabiyeti
ya da sitokinlerin B hiicrelerinde insiilin salinimi azaltmasiyla olusmaktadir [31].
Pankreas B hiicrelerinin yikilmi degisken olup ¢ocuklarda hizli gelisirken
eriskinlerde yavas gelismektedir. Bazi hastalarda ozellikle ¢ocuklarda hastaligin
belirtisi olarak ketoasidoz goriilmektedir. Yetiskin bireyler uzun yillar ketoasidoza
girmelerini  Onleyecek  yeterlilikte [  hiicre fonksiyonlari1 =~ muhafaza
edebilmektedirler. Ancak ¢ogu hasta sonunda hayatta kalabilmek igin insiiline
bagimli olur ve ketoasidoz riski ile kars1 karsiya kalmaktadir [21]. Rewers vd [33]
20 yasindandan kiiciik diabetik hastalarda ketoasidozla ilgi bir ¢aligma yapmislar ve
tip 1 diabetli hastalarin % 29,1’inde tip 2 hastalarin % 9,7’sinde ketoasidoz tanisi
koymuslardir. Immiin aracilikli diabet siklikla ¢ocukluk ve adolesan dénemde ortaya
ciksada her yasta goriilebilmektedir. Bireyde aclik hiperglisemi ilk saptandigi zaman
B hiicrelerinin immiin yikiminin belirtegleri olan adacik hiicre otoantikorlari, insiilin
otoantikorlari, glutamik asit dekarboksilaz antikorlarindan (AntiGADG65) biri veya
daha fazlas1 bireylerin % 85-90’1nda bulunmustur. Idiyopatik tip | diabetli bireylerde
otoimmiiniteye ait kanit bulunmamasina ragmen kalic1 insiilinopeni ve ketoasidoza
egilimin mevcut olma nedeni agiklanamamistir. Tip 1 DM’lerin kiigiik bir kismi1 bu

gruba girer ve bunlarin ¢ogu Afrika ve Asya kokenli oldugu yayinlanmistir [21].

Tip 2 DM (insiiline Bagl: Olmayan Diabetes Mellitus: NIDDM) genel olarak
orta yas ve yaslilarda goriilen bir hastalik oldugu ve tiim diabetiklerin ortalama
olarak % 90’ninm1 olusturdugu bildirilmistir [2,22]. Insiilin salgis1 normal veya

normalden fazla oldugu halde, glikozun organizmaya alinmasi sonucu artan plazma



glikoz diizeyi insiilin cevabinda azalmaya neden oldugu agiklanmistir [34]. Tip 2
diabet patogenezinde B hiicre fonksiyon bozuklugu ve insiilin direncinin mevcut
oldugu belirtilmistir [35]. Cevresel ve genetik olarak meydana gelen insiilin direnci,
tip 2 diabettin karakteristiksel 6zelligi olarak ifade edilmistir [36]. Tip 2 diabette de
tip 1 diabetteki kadar olmasada f hiicre harabiyeti goriildiigii agiklanmistir [37].

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) hamilelik sirasinda ortaya ¢ikan
komplikasyonlardan biri olup annede NIDDM’ye ve hipertansiyona neden
olmaktadir [38]. Annedeki glisemi fetal gelisimi direkt etkileyebilmektedir [39].

2.2. Diabet ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir¢ok fizyolojik, patolojik siirecte iiretilen, dis atomik
orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektronlara sahip, stabil olmayan, kisa
omiirlii ve molekiiler agirligr diisiik ¢ok etkin bilesikler olarak tanimlanmistir
[8,40-42].

Oksijen molekiilii insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasina karsin, metabolizma
sirasinda  serbest radikal kaynagi olarak bilinmektedir. Serbest radikallerin dis
yoriingelerindeki ¢iftlenmemis elektronlar diger molekiillerle birlesmesi sonucu
kararli bilesiklere dontismektedirler. Hiicrelerde serbest radikal olusumunun en
onemli kaynagi elektron transport zincirinde oksijenin kullanilmasiyla olusan
elektron sizintis1 olarak bilinmektedir. Hiicresel metabolizma sirasinda olusabilecegi
gibi dis etkenler araciligiyla da meydana gelen serbest oksijen radikalleri lipitler,
proteinler, niikleik asitler, enzimler ve polisakkaritler iizerinde toksik etki yaparak
doku hasarina neden oldugu bildirilmistir [8,43,44]. Molekiiler oksijen dis
orbitallerinde paylasilmamis ayni yonde ve farkli orbitallerde iki elektron igeren

minimum enerji seviyesinde diradikal yapiya sahip bir molekiil olarak tanimlanmigtir

[8].

Siiperoksit radikali (O,”) biyolojik sistemlerde en ¢ok bulunan oksijen
radikali olarak bilinmektedir. Molekiiler oksijenin (Oz) bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem
indirgeyici 6zellige sahiptir. Oksijenden daha oksitleyici olan siiperoksit, bir elektron

daha alirsa peroksi anyonuna indirgenmektedir. Indirgenmis gecis metallerinin
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otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilmektedir [8,45]. Mitokondri
elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)’in,
NADH oksidaz ile okside NAD™a doniistiigii reaksiyonda siiperoksit radikal
meydana gelmektedir. Elektron dizisine giren elektronlarin yaklagik % 4’0 Oy
olusumuna neden oldugu bildirilmistir [7]. DM’de glikozun otooksidasyonu ve
enzimatik olmayan glikolizasyon olaylar1 sonucu hidrojen peroksit ve siiperoksit

radikallerinin arttig1 bildirilmistir [46].

Hidroksil radikali (OH") en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali
olarak bilinmektedir. Onemli iki kaynagi Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonudur.
Siiperoksit anyonu (O,) Fe*? katalizérliigiinde hidrojen peroksit ile reaksiyona
girdigi zaman Haber-Weiss reaksiyonuyla zararli OH radikali meydana gelmektedir
[44,47].

Tekil oksijen (*O,) molekiiler oksijenin enerji almasiyla olusur ve
ortaklanmamis elektronu olmadig1 i¢in radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir.
Tekil oksijen diger molekiillerle etkilestiginde igerdigi enerjiyi transfer ederek
serbest radikal ftiriinleri olusturmaktadir [8,48,45]. Hidroperoksit radikali (HO);
stiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur. Siiperoksitten daha reaktif oldugu

bildirilmistir [8].

Hidrojen peroksit (H20,); eslenmemis elektronu olmadigindan serbest radikal
degildir. Molekiiler oksijenin iki elektron alarak indirgemesi sonucu olusmaktadir.
Hidrojen peroksit uzun omiirlii bir oksidandir. Hidrojen peroksidin oksitleyici bir tiir
olarak bilinmesinin nedeni demir, bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil
radikalini olusturmasidir. Biyolojik sistemlerde H2O;’nin asil kaynagi siiperoksit
anyonunun siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonudur.
Iki stiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olusturdugu

belirtilmistir [7,8,49].

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan arasindaki dengenin prooksidanlar
lehine bozulmasiyla diabet ve diabetin daha sonraki komplikasyonlarinin

patogenezinde 6nemli rol oynadig belirtilmistir [8,50,51].



DM’da serbest radikaller, glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, poliol
yolu aktivitesi, antioksidan savunma sistemindeki cesitli degisiklikler, hipoksiya gibi
nedenler oksidatif stresi artiran mekanizmalardir. Glikoz konsantrasyonunun

intraseliiler ve ekstraseliiler degisimi oksidatif stresle sonug¢lanmaktadir [52,53].

Yiiksek glikoz konsantrasyonu antioksidan enzimlerin mRNA seviyelerinde
ve aktivitelerinde yiikselise neden olabilmektedir. Bu antioksidan enzimlerin daha
fazla ifade edilmesinin glikoz kaynakli oksidatif strese karsi olabilecegi belirtilmistir
[52]. Gegis metallerin varliginda glikoz enediol radikal anyonuna doniisiir ve
molekiiler oksijen varliginda siiperoksit radikal olusumuna neden oldugu
aciklanmistir [52]. Siiperoksit radikali ise metal iyonlarinin varliginda oldukga etkin

olan hidroksil radikaline doniistiigi belirtilmistir[8,52].

Oksidatif stresin diger 6nemli hedefi beta hiicreleridir. Beta hiicrelerinin
disfonksiyonu yiiksek kan glikoz diizeyine, serbest yag asitlerinin artmasina ya da
her ikisinin kombinasyonuna bagli olarak meydana gelmektedir. Artan lipit
peroksidasyon Langerhans ada hiicrelerindeki glikoz otooksidasyonunu artirarak,
instilin salinimin1 ve insiilin mMRNA’sinin transkripsiyon faktdriine baglanmasini
inhibe ettigi bildirilmistir [54]. Oksidatif stresin tip 1 diabette pankreas beta
hiicrelerinin apoptozisine, tip 2 diabette insiilin salinmasini saglayan mekanizmalari

inhibe ederek insiilin direncine neden oldugu agiklanmustir [52].

Diabette artmus oksidatif stres SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan
enzimleri etkisiz hale getirmesi ya da antioksidanlarin yetersizligi ile p hiicrelerinin
ROT’lara kars1 daha duyarli olmasina neden olmaktadir. Boylece yiiksek kan glikoz
seviyesinin karaciger, bobrek ve retina hiicrelerine hasar verdigi belirtilmistir
[54-56]. Kardiyovaskiiler hastaliklarin, norolojik hasarlarin, kanser, diabet,

iskemi/reperfiizyon ve yaslanmanin patolojisinde oksidatif stresin etkili oldugu
bildirilmektedir [6].
2.3. Diabet ve Antioksidan Savunma Sistemi

Okaryotik organizmalarin  biitiin  hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir. Bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in antioksidan savunma

sistemi gelistirilmistir. Bu savunma sisteminin diizenli islev gdrmesinin saglikli
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yagam i¢in Onemli oldugu bildirilmistir [49]. Antioksidan molekiiller oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile
etkisiz hale getiren, endojen ve eksojen kaynakli yapilar olarak bilinmektedir.
Enzimatik antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre
disinda daha etkili olmaktadir. Hiicre dist savunma albumin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, iirik asit gibi g¢esitli molekiiller, hiicre i¢i savunma SOD, GST, GR,
GSH-Px, CAT ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser elementler

ise bu enzimlerin fonksiyonlari igin gerekli oldugu belirtilmistir [49,57-59].

Diabette serbest radikal olusumunun artmasi antioksidan savunma sisteminin
yetersizligine neden olmaktadir. Boylece hiicre organellerinin ve enzimlerin
hasarina, lipit peroksidasyonunun artmasina ve insiilin reseptorlerinin insiiline karsi

duyarliliginin azalmasina yol agtig1 belirtilmistir [60].

Antioksidan savunma sisteminin organizmadaki baslica etki mekanizmalart:
Serbest radikal olusumunun Onlenmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi, zincir
reaksiyonunun kirilmasi, katalitik metal iyonlarinin uzaklastirilmast ve reaktif

oksijen tiirlerinin etkisiz hale getirilmesi seklinde siniflandirilmistir [45].

SOD, hidrojen peroksidin dimutasyonunu katalizleyen metaloenzim olarak
bilinmektedir. Bu enzim ilk olarak 1939’da Mann ve Keilin tarafindan inek
eritrositlerinde saflastirilmis ve ksantin-ksantin oksidaz deney sisteminde sitokrom
¢’nin indirgenmesini inhibe ettigi gosterilmistir. Siiperoksit radikalini, radikal
olmayan hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene donistirdiigii a¢iklanmistir
[8,61-63].

Insanlarada sitozolik CuZn-SOD, mitokondrial Mn-SOD ve ekstraseliiler EC-
SOD olarak ¢ tip izomeri bulunmaktadir. CuZn-SOD yaklasik 30-32 kilo dalton
(kD) molekiil agrliginda dimerik yapida olup pH: 5-9,5 arasinda aktivitesi
degismezken, 80-96 kD monotetramer yapidaki mitokondriyal Mn-SOD pH: 7’nin
tizerine ¢iktiginda aktivitesini kaybetmektedir. CuZn-SOD’un ve Mn-SOD’un etki
mekanizmast ayni olup Mn-SOD antitiimoér aktiviteye sahip ¢ok Onemli bir
antioksidan olarak bildirilmistir [64-66]. SOD izoformlarinin hiicresel lokalizasyonu

sekil 2.1°de [67] gOsterilmistir.



Sekil 2.1. SOD izoformlarmin hiicresel lokalizasyonu (HBD: Heparin baglanma
bolgesi) [67]

Insan akcigerinde izole edilen EC-SOD vyaklasik 135 kD agirliginda ve
birbirine kovalent bagli olmayan 4 esit alt initeden olusmaktadir. Siiperoksit radikal

icin yiiksek aktiviteye sahip oldugu agiklanmistir [64].

Diabetik ratlarin eritrosit, bobrek ve karaciger dokularinda CuZn-SOD
aktivitesinin azalmis oldugu belirtmistir [68]. IDDM hastalarin eritrositlerinde
CuZn-SOD glikasyonunun arttig1 ve glikozillenmis CuZn-SOD, siiperoksit anyon ve
hidrojen peroksidin olusumuylu oksidatif hasarin oldugu gosterilmistir [69].
Antioksidan enzimlerin enzimatik olmayan glikasyonu oksidatif stresi arttirdigi ve
CuZn-SOD enziminin glikasyonla inaktive oldugu bildirilmistir [70]. SOD ve CAT
enzimlerin sekerle birlesmesi sonucu olusan glikasyon ve diabet komplikasyonlaria
sebep olan peroksit ve siiperoksitlerin birikmesi bu enzimlerin inaktivasyonuna
neden oldugu agiklanmistir [71]. Diabetik durumda serum SOD ve CAT aktivitesinin
reaktif serbest oksijen radikallerinden dolay diistiigii belirtilmistir [72].

CAT enziminin kristal formu si@ir karacigerinden Sumner ve Dounce
tarafindan 1937 yilinda izole edilmistir [73]. CAT enzimi peroksizomlara yerlesmis
olup dort hem grubu igeren, hidrojen peroksidi su ve molekiiler oksijene doniistiiren
enzim olarak bilinmektedir [43,74]. CAT dakikada 6 milyon hidrojen peroksidi
oksijen ve su molekiile doniistiirmektedir [75]. CAT tiim hiicre tiplerinde degisik
konsantrasyonlarda bulunup 6zellikle eritrosit ve karaciger dokularinda bol miktarda;
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beyin, kalp, akciger ve iskelet kasinda diisiik konsantrasyonlarda bulundugu
aciklanmistir [43]. Insiilin eksikligi H,O, olusumuyla sonuglanan yag asitlerinin beta
oksidasyonunu  kolaylastirdigt ~ ve  yiiksek  konsantrasyondaki  H;O,’nin

detoksifikayonundan CAT enziminin islev gordiigii bildirilmistir [76].

Diabetle ilgili yapilan arastirmalarda karaciger ve bobrek dokusunda SOD ve
CAT enzim aktivitelerinin azaldig:i belirtilip bunun protein glikasyonu nedeniyle
olabilecegi agiklanmistir [76]. Diabetik durumda CuzZn-SOD ve CAT enzimlerinin
aktivite ve protein ifadesinin énemli 6l¢tide azaldig: tespit edilmistir [49]. Baska bir
calismada deneysel diabetik ratlarin bobrek dokusunda CAT enzim aktivitesinin
CAT mRNA ifadesindeki azalmaya bagli oldugu bildirilmistir [77]. Diabette
antioksidan savunma sistemindeki diizensizlik enzim aktivitesinde degisiklige yol
acmaktadir. Diabetik ratlarin bobrek dokusunda CuZn-SOD ve CAT antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde protein ve mRNA ifadesinde azalma oldugu agiklanmistir
[78].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Arag ve Gerecler
Dijital Acc-Check (Roche) mg/dl glukometre cihazi

Gergek zamanli PZR makinasi (Roche, LC480 modeli)
PZR cihazi (Biorad-MyCycler)

Terazi (Denver Instrument)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Biorad)

UV transilluminator jel goriintiileme cihazi

pH-metre (Jenco, 6173 model)

Masaiistii santrifiij cihazi (14,000 rpm) (Hettich-zetrifugen, micro 200 model)
Homojenizasyon cihazi (Ultra turrax, T 25 model)
Hassas otomatik pipetler ve uglar1 (Biohit)

Vorteks (Labart)

Manyetik karistirici (Yellow line)

Steril 1500 pl’lik ependorf tiipii

3.2. Kullanmilan Kimyasallar

Arastirmada Sigma marka; Agaroz, Amonyum siilfat, Beta-merkaptoetanol,
Borik asit, Ethidyum bromit, Etanol, Dietilpirokarbonat (DEPC), Guanidin
tiyosiyanat, Hidroklorik asit, EDTA, Sodyum hidroksit, Sodyum Kklorit, Sodyum
sitrat tribasik dihidrat, Streptozotosin, Tris base, Taq polimeraz, Invitrogen marka;
dNTP, Ters transkriptaz, Qiagen marka; RNA mini saflastirma kiti kullanildu.

3.3. Ratlarin Temini ve Bakim

Bu arastirma icin, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlar1 yerel
etik kurulundan 03.12.2010 tarih ve 2010/75 sayili protokol no’lu karari ile etik onay
alindi. Arastirmada 8-10 haftalik ratlar kullanildi. Kontrol grubundaki ratlarin agirlik
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ortalamalar1 222 + 22,4 g (n=10) iken; diabet grubundaki ratlarin agirlik ortalamalari
238,42 + 9,9 g (n=7) idi. Arastirmada kullanilan disi Wistar albino ratlar, Inonii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilerek kullanildi. Calisma biitcesinin tamami Inénii Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii'nin 2010/75 proje no’lu karari geregince
karsilandi. Deney siiresince ratlar sicakligin 21 °C ve ortam neminin % 55-60
oldugu, 12 saat 151k (08.00-20.00 saatleri), 12 saat karanlik uygulanan odalarda

tutuldular ve ad libitum olarak beslendiler.

3.4. Gruplarin Olusturulmasi

Diabet modeli Pushparaj vd [79] metoduna gore olusturuldu. Deneye
baslamadan Once biitiin hayvanlarin agirliklart ve aglik kan sekerleri ol¢iildii.

Arastirmada kullanilan ratlar kontrol ve diabet olarak 2 gruba ayrildilar.

Kontrol grubu (n=10) ratlar: STZ’nin ¢ozilmiis oldugu tasit ¢ozelti 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 baslamadan bir gece 6nce ag¢ birakildi ve
0,01 M sitrat tamponu igerisinde (pH: 4,5) ¢6ziilmiis STZ her bir rata tek doz olarak
50 mg/kg olarak uygulandi. Uygulamadan 72 saat sonra hayvanlarin aglik kan
sekerleri kuyruk venlerinden alinan kandan glukometre ile 6lgiildii ve aclik kan
sekeri diizeyi 350 mg/dl ve {izerinde olan ratlar diabetli kabul edildiler. Biitiin
gruplarin aclik kan sekerleri ve agirliklar1 deneye baslamadan dnce, 72. saatte ve 21.

giinde ol¢iildii.

3.5. Dokularin Alinmasi

STZ uygulamasimin ardindan 21. giin de kontrol ve diabet grubundaki
hayvanlar ksilazin-ketamin anestezisi altinda (ketamin hidrokloriir, Parke-Davis.
Eczacibasi, Istanbul, 75 mg/kg ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorid Rompun, Bayer Ilac)
dekapite edilerek karaciger dokular1 alindi. CuZn-SOD ve CAT mRNA seviyelerinin
tespiti i¢in, gruplardan alinan karaciger dokulari, steril sartlarda ve buz iizerinde
kiiciik parcalar halinde kesildi ve RNA saklama ¢ozeltisi iginde -35 °C derin

dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi. Bu dokulardan Qiagen firmasinin trettigi
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RNeasy mini kit kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi. Hayvanlar biitiin
deney boyunca normal rat pelet yemi ile ad libitum olarak beslendiler.

3.6. Kullanmilan Cozelti ve Tamponlar
3.6.1. RNA Saklama Soliisyonunun Hazirlanmasi

70 g Amonyum siilfat ve 25 mM Sodyum sitrat (pH: 5,2) 100 ml DEPC su ile
islenmis bidistile suyla karistirilip pH: 5,2 ye ayarlandi.

3.6.2. Streptozotosin Hazirlanmasi

Diabet olusturmak i¢in -20 °C’de saklanan streptozotosin kimyasali 0,01 M
pH: 4,5 sitrat tamponu i¢inde ¢oziildii. Sitrat tamponunun hazirlanmasinda: 0,68 g
Sitrik asit monohidrat ve 0,51 g Trisodyum sitrat hassas terazide tartilip bir miktar
steril saf su eklenerek manyetik karistiricida ¢6ziindiikten sonra son hacim 500 ml’ye
tamamlandi. pH: 4,5’¢ % 37’lik HCI ve doygun NaOH’la ayarlandi. Hazirlanan bu
sitrat tamponunun 3 mililitresinde 50 mg STZ olacak sekilde ¢ozelti hazirlanip
isiktan  korunmas: igin aliiminyum folyaya sarildi. Deneysel uygulanmaya

baslanmadan taze olarak hazirlanan ¢6zelti buz tizerinde muhafaza edildi.

3.6.3. RNA Denatiire Soliisyonu (RLT Cozeltisi)
25 mM Sodyum sitrat (pH: 7), 4 M Guanidin tiyosiyanat, % 0,5 sarkosil

iceren ¢ozelti hazirlanip kullanimdan hemen once son konsantrasyon % 1 olacak

sekilde ayarland.

3.6.4. SX TBE Cozeltisinin Hazirlanmasi
1000 ml 5X TBE ¢ozeltisi hazirlamak igin 54 g Tris baz, 27,5 g Borik asit

hassas terazide tartilip bir miktar bidistile suda ¢oziindiirdiikten sonra iizerine 20 ml
0,5 M EDTA ¢ozeltisi konulup son hacimi 1000 ml’ye bidistile su ile tamamlandi.
Cozelti pH: 8’e % 37’ lik HCI ve doygun NaOH’la ayarlandi.

3.6.5. Total RNA Saflastirmasi (Qiagen Kit Protokolii)

Bu islem i¢in Qiagen RNA mini saflastirma kiti, asagida verilen sekliyle
kullanildi. Yaklasik 100 mg doku pargasi alindi ve % 5 (w/v) doku olacak sekilde
RLT c¢ozeltisi i¢cine kondu. Numune homojenizatdrde 13,500 rpm hizda, buz tizerinde

1 dakika homojenize edildi. Homojenattan 600 ul alinip, 10 dakika 18,000 rpm’de
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santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanta % 70 etanol (DEPC’li bidistile su ile
hazirlanan) eklendi. Cozeltinin 600 pl’si filtreye kondu ve altindaki tiiple beraber
10,000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Kitte bulunan RWI soliisyonundan 700 ul
eklendi ve 10,000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. 500 ul RPE soliisyonu ilave
edilip 15 saniye 10,000 rpm’de santrifiij edildi. Tekrar 500 pl RPE eklendi ve 2
dakika 10,000 rpm’de santrifiij edildi. 50 pl RNAaz igermeyen bidistile su eklendi ve
1 dakika 10,000 rpm’de santrifiij edildi. Bu basamak tekrarlanarak 50 pl RNAaz
icermeyen bidistile su konularak tekrar 1 dakika 10,000 rpm’de santrifiij edildi ve alt
tiipteki saf toplam RNA hemen -35 °C derin dondurucuda saklandu.

3.6.6. Total RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme Islemleri

Qiagen RNAeasy saflagtirma kiti ile karaciger orneklerinden saflastirilan
toplam RNA’lar, % 1’lik agaroz jel iizerinde, 1X TBE tamponunda, elektroforezde
100 mV’de kosturuldu. RNA bantlar1 jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek 28S
ve 18S keskin ribozomal RNA bantlarinin elde edildigi ve herhangi bir yikimin
olmadigi RNA’lar cDNA isleminde kullanild: (Sekil 4.3). Orneklerin RNA miktarlari
spektrofotometrede 260 nm UV spektrumda okundu. RNA miktari, 260 nm’deki
okunan OD x sulandirma faktorii x 40/1000 formiilii kullanilarak pg/ul cinsinden

hesaplanda.

3.6.7. cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasmin irettigi Superscript III ters
transkriptaz enzim kit protokolii kullanildi. Her bir tiipe; 1,0 ug toplam RNA, 1 ul
primer (4 pmol gen spesifik primer veya 100 pmol PoliT-18 primeri), 1 pul ANTP
(10 mM) ve toplam hacim 13 pl olacak sekilde bidistile su eklenip karistirildi. PZR
cihazina yerlestirip 65 °C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra en az bir dakika buz
tizerinde bekletildi. Daha sonra bu ependorf tiiplerine: 4 pl 5x First Strand Tamponu,
2 ul DTT, 1 pl bidistile su, 1 pl Superscript III ters transkriptaz enzimi eklenip
karigtirlldi. PCR tiiptindeki karigimin toplam hacmi 20 pl oldu. Buz iizerinde
hazirlanan bu karisim tekrar PZR cihazina yerlestirilip, 50 °C’de 60 dakika ve
70 °C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra -20 °C’de analize kadar saklandh.
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3.6.8. Ger¢cek Zamanh PZR Protokolii

Gergek zamanli PZR cihazi Roche LC480 modeli oldugu i¢in ROCHE gercek
zamanli “SYBR Green” boyasi igeren PZR kit karisimu ile yapildi. Reaksiyonlar: 10
ul kit karistmi (enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 0,2 ul cDNA, 0,2 ul ileri ve geri
primerler (10 pmol/ul) ve 9,4 ul bidistile su olacak sekilde karisgimin toplam hacmi
20 ul oldu. Primerlerin optimizasyonu sonrasi PZR sartlari; ilk denatiirasyonu: 95
°C’de 5 dakika, denatiirasyon 95 °C’de 30 saniye, baglanma 56 °C’de 30 saniye ve
polimerizasyon 72 °C’de 40 saniye olarak olusturuldu ve dongii sayis1 65 olarak

ayarlandu.

CAT gen ifadesinin analizi i¢in kullanilan primerler PZR’de ilgili gen
segmenti cogaltildiginda 652 baz ciftlik biiyiiklik verecek
5-GCGAATGGAGAGGCAGTGTAC-3" (ileri) ve 5-
GAGTGACGTTGTCTTCATTAGCACTG -3’ (geri) primerler seklinde, CuZn-SOD
gen ifadesinin analizi i¢in kullanilan primerler PZR’de ilgili gen segmenti
cogaltildiginda 383 baz ciftlik biiylikliik verecek 5 -GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC
-3’ (ileri) ve 5-TCACACCACAAGCCAAGCGG -3’ (geri) primerler seklinde [46],
GAPDH gen ifadesinin analizi i¢in kullanilan primerler PZR’de ilgili gen segmenti
cogaltiginda 346 baz ciftlik biiytikliik verecek 5 -CGTGGAGTCTACTGGCGTCT-3"’
(ileri) ve 5-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3" (geri) primer seklinde [80]

olusturuldu.

3.6.9. istatistiksel Analizler

Istatistik incelemede, SPSS for Windows 9.05 istatistik paket programi
kullanilip verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi, oncelikle Shapiro-Wilk
testiyle degerlendirildi ve verilerin normal dagilima sahip oldugu tespit edildi
(P > 0,05). Veriler hayvan agirliklar ve aglik kan sekerleri igin aritmetik ortalama +
standart sapma (ss), gen ifadeleri igin ise aritmetik ortalama =+ standart hata (sh)
olarak gosterildi. Gen ifadelerinin ve hayvanlarin agirliklarimin  istatistiki
karsilagtirilmalart bagimsiz 6rneklem t testi ile yapildi. P degerinin 0,05 den kii¢iik

oldugu degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.

Hayvanlarin aglik kan sekerlerinin istatistiki analizi tek yonlii varyans analizi

ile yapildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi ve varyanslarin
16



homojen oldugu tespit edildi (P > 0,05). Gruplar arasi ¢oklu karsilastirmalarda
Tukey’in testi kullanildi. P’nin 0,05 den kiigiik oldugu degerler istatistiki olarak
anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hayvanlarin A¢hk Kan Sekeri Degerleri

Kontrol grubu ratlarin 0. giin, 3. giin ve 21. giindeki aglik kan sekerleri

karsilastirildiginda istatistiki olarak herhangi anlamli bir fark

tespit edilmedi

(P > 0,05). Deneysel diabet olusturulan gruptaki hayvanlarin aglik kan sekerleri 0.

giin, 3. gilin ve 21. giin ile karsilastirma yapildiginda diabet grubunda istatistiki olarak

anlaml1 bir artis gosterdigi tespit edildi (P < 0,05) (Cizelge 4.1 ).

Cizelge 4.1. Gruplarda 6lgiilen aclik kan sekeri degerleri (mg/dl)

Gruplar (ort £ ss)
Giinler Kontrol (n=10) Diyabet (n=7)
0.glin 103,2 + 5,4 102,7 +9,1°
3.giin 103,7 £ 2,9 400,9 + 33,1°
21.glin 105,3 + 9,6 499.6 + 11,3°

Sutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlaml
farklilig1 ifade eder (P < 0,05)

Aghk kan sekeri degeri (mg/dl)

600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

3. glin
Gl'inlerg

0. glin

21. giin

Sekil 4.1. Kontrol ve diabet grubu aglik kan sekerleri degeri

18

m Kontrol

m Diyabet



4.2. Hayvanlarin Agirhik Degerleri

Kontrol grubu ratlarm 0. giin ve 21. gilindeki viicut agirliklar
karsilastirildiginda istatistiki olarak herhangi anlamli bir fark tespit edilmedi
(P > 0,05). Deneysel diabet olusturulan gruptaki hayvanlarin 0. giin ve 21. giin
arasindaki karsilagtirilan viicut agirliginda ise diabet grubundaki hayvanlarin 21.
giindeki viicut agirliklarinin, 0. giine goére anlamli bir azalma gosterdigi tespit edildi

(P < 0,05) (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Gruplarda dl¢iilen ratlarin agirlik degerleri (g)

Gruplar (ort £ ss)

Giinler Kontrol (n=10) Diabet (n=7)
0.glin 222 +£22.4° 238,42 £ 9,9
21.gln 2242 +17,3% 195,14 + 4,33°

Suitunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlamli
farkliligr ifade eder (P < 0,05)

400 -

250 -
m Kontrol
m Diyabet

200 -
150 -
100 -

Ratlarin canh agirliklar1 (gr)

0. glin Glinler 21. giin

Sekil 4.2. Kontrol ve diabet grubu ratlarin agirliklar
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4.3. Molekiiler Genetik Bulgular

RNA’lar saflastirildiktan sonra % 1°lik agaroz jele yiiklenerek inceleme
yapildi. Orneklerden saflastirilan RNA’larda herhangi bir yikim tespit edilmedi. 285
ve 18S’lik iki ribozomal bant biiyiik saflikta elde edildi. Sekil 4.3’te her gruptan bir
tane segilen saflastirilmis RNA’larin % 1 agaroz jelde Kkosturulmus resmi

goriilmektedir.

KONTROL DIABET

28S

18S

Sekil 4.3. Qiagen RNAeasy saflastirma kiti ile karaciger orneklerinden saflastirilan
toplam RNA ornekleri (% 1 agoroz jel)

GAPDH (Gliseraldehit-3-fosfat  dehidrogenaz), CAT ve CuZn-SOD
enzimlerinin cDNA’lar1 gergek zamanli PZR’de ¢ogaltildi ve gen ifadeleri analiz
edildi (Sekil 4.4. A, B, D, C, F).
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D. GAPDH

10,422
a.422|
g422|

3 7422

4

= 6422

3

5 5422]
4422

3

g

2 3422

=

z 242z
1422

0422] =

E. CAT

3 £l a2 ) % & @ 3 9 %
Temperature (*C)

16,889
15,38
1388
8
& 1238
F
& 1080
£ g

ﬁ 7,88

R

=

=:

=

3 23
183

0308 ==

F. CuZn-SOD

7 ] 62 i i3 ] 9 A 9 %
Temperature (°C)

Melting Peaks Select| | Zoom

14711
1371
1271
=1
2 10m
g 9m
¥ 87
g 7711
8711
g 5711
¥l
5 oam
2 um
1711

‘
cuzson2 — |

D71
-0.28%|

78 il &2 B4 g8 &8 0 92 ] E3
Temperature [C)

Sekil 4.4. CAT ve CuZn-SOD gen ifadelerinin ger¢cek zamanli PZR analizleri.
“SYBR Green” kimyasi kullanilarak GAPDH (A), CAT (B) ve CuzZn-SOD (C)
mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin gergek zamanli PZR ile ¢ogaltimi
sirasindaki “cogalim egrileri” ve GAPDH (D), CAT (E) ve CuZn-SOD (F) PZR
tirtinlerinin “erime egrileri”

PZR’de elde edilen DNA’lar % 1 agaroz jele yiiklendi ve istenilen
biiyiiklilkte GAPDH, CAT ve CuZn-SOD iiriinlerinin olustugu gozlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. GAPDH, CAT ve CuZn-SOD cDNA’larmin PZR’deki ¢ogaltiminin
agaroz jel elektroforezi. Kullanillan DNA Markeri 100 bp DNA Marker’dir.
(Fermentas)

Kontrol ve diabet grubu ratlarin karaciger CAT ve CuZn-SOD mRNA
seviyeleri karsilastirildiginda, diabet grubu CAT ve CuZn-SOD mRNA seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (P < 0,05) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Gruplarda Olgiilen karaciger CAT, CuZn-SOD/GAPDH mRNA
seviyelerinin orani

Gruplar CAT/GAPDH Cuzn-SOD/GAPDH
(ort £ sh) (ort £ sh)

KONTROL (n=10)  183907,0 + 23335,06 * 492060,2 + 92549,2 °

DIABET (n=7) 68499,5 + 18309,5 ° 104790,1 + 24718,5°

Sutunlarda birbirinden farkli olan harfler istatistiki olarak birbirlerinden anlamli
farklihigi ifade eder (P < 0,05)
23



Sekil 4.6.’da GAPDH, CAT ve CuZn-SOD DNA orneklerinin “gercek

zamanli PZR” ile yapilan analiz sonuglar1 ayn1 grafikte goriilmektedir.

600000 -

525000+ _[_

450000

375000+

300000

225000+

150000+

75000 T

CAT, CuZn-SOD mRNA sinyal orani

0

Kontrol Diabet Kontrol Diabet
Katalaz Cuzn-SOD

Sekil 4.6. Gruplardaki karaciger CAT, CuZn-SOD/GAPDH mRNA seviyelerinin
orani. *Kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilig: ifade eder (P < 0,05)
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5. TARTISMA

Bu tezde streptozotosin ile deneysel diabet olusturulan ratlarin karaciger
dokularinda CuZn-SOD ve CAT antioksidan enzim gen ifadelerinin molekiiler
seviyede aragtirilmasi amaglanmistir. Arastirmamizda kontrol ve diabet grubu
ratlarin karaciger CAT ve CuZn-SOD mRNA seviyeleri karsilastirildiginda, diabet
grubu CAT ve CuZn-SOD mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edilmistir (P < 0,05). Diabet grubu ratlarin ag¢lik kan sekerlerinde

artma, viicut agirliginda ise azalma goriilmiistiir.

Diabette olusan ROT antioksidan savunma sisteminde bir¢cok degismeyi
beraberinde getirebilmektedir. Diabette serbest radikal olusumu karaciger dokusunda
niikleus dejenerasyonuna, perivaskiiler infiltrasyona, merkezi toplardamarda kan
toplanmasina, hiicresel siskinlik gibi histolojik degisikliklerle hasar meydana
getirdigi bildirilmistir [81]. ROT aerobik metabolizma boyunca siirekli tiretilmekte
ve cesitli antioksidanlar tarafindan gilivenli bir sekilde yok edilmektedir. Oksidatif
streste prooksidanlardaki artis ya da antioksidanlarin yetersizligi asir1 molekiiler
hasara neden oldugundan tamir mekanizmasi anahtar bir rol oynamaktadir [45].
Birgok calismada diabette olusan oksidatif stresin diabetik komplikasyonlarin

gelismesinde de 6nemli rol oynadigi bildirilmistir [11,49,50, 82,83].

Diabetik hiperglisemide, radikal olusumu artmakta, buna bagli olarak
enzimatik ve non-antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasindan dolay1
antioksidanlara daha ¢ok ihtiya¢ duyulmaktadir [41,52,84,85]. Diabette mikro besin
diizeyindeki bozulma antioksidan enzim aktivitesini etkilemektedir [86]. Buna ek
olarak antioksidan aktivitesindeki degisiklige oksidatif stres, glikasyon ve
kofaktorlerin  konsantrasyonundaki degisikliklerin etki ettigi gosterilmistir [87].
Kakar vd [88] erkek Sprague Dawley diabetik ratlarin sag bobreklerinde antioksidan
enzimlerin degisimini 6 hafta boyunca incelemislerdir. Total SOD ve CuZn-SOD
aktivitesinin birinci haftadan itibaren yiikseldigi fakat 6. haftada total SOD
aktivitesinde kiiglik bir azalisin oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar 6. haftadaki
SOD azalisin1 direkt H,O,’nin inhibitor etkisiyle ya da enzim glikasyonu nedeni ile

olabilecegini bildirmislerdir. Ayni calismada CAT aktivitesinin ise 1. haftada
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yiikseldigi 2. haftadan sonra azaldigini tespit etmislerdir. Bu azalmanin siiperoksit

radikalinin artmasindan dolay1 olabilecegini agiklamislardir.

STZ indikli deneysel diabet olusturulan disi Wistar ratlarda, yiiksek
derecede hiperglisemi ve eritrositlerdeki glutatyon azalmasiyla birlikte lipit
peroksidasyonunda artis oldugu gozlenmistir [89]. Delibas ve Kiling [90] diabetik
ratlarin beyin dokusunda SOD ve GSH-Px aktivitesinde degisme olmadigini, CAT
aktivitesinde ise artis  oldugunu belirtmislerdir. STZ indiiklii diabetik erkek
Spraque—Dawley ratlarin testis dokusunda artmis oksidatif strese karst SOD
aktivitesinin yiikseldigi ve CAT aktivitesinin distiigii bildirilmistir [91]. Diger bir
calismada alloksan indiiklii diabetik tavsanlarin eritrosit hemozilatinda SOD ve CAT
antioksidan enzimlerin diistiigii gosterilmistir [92]. Zhou ve Zhou [93] STZ indiiklii
erkek Wistar diabetik ratlarin karaciger dokularinda SOD, CAT ve glutatyon
aktivitelerinde azalma oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar diabetik ratlara
geleneksel Cin tibbinda kullanilan berberine bitkisini orta yiiksek dozda
verdiklerinde SOD, CAT ve glutatyon aktivitelerinin arttigini da géstermislerdir.

Diabetik ratlarin karaciger ve bobrek dokularinda SOD ve CAT enzimlerinin
azalmasini reaktif serbest oksijen radikallerinin ya da olasi enzim glikasyonundan
oldugu bildirilmistir [94]. Aym1 zamanda yapilan diger arastirmalarda diabetle
birlikte antioksidan enzimlerin gen ifadelerinin de etkilenebilecegi belirtilmistir. STZ
indiiklii diabet olusturulan ratlarin beyin dokusunda SOD enziminin gen ifadesi ve
aktivitesinde yliikselis oldugu bildirilmistir [95]. Cho vd [96] diabetik ratlarin
karaciger dokusunda SOD ve CAT aktivitesinin yiikseldigi, mRNA ifadesinde

diabetik ve kontrol grubu arasinda 6énemli bir fark olmadigini bulmuglardir.

STZ indiiklii diabetik ratlarin 6 hafta sonra bobrek korteks dokusunda CAT
aktivitesinin azaldigi fakat RT-PCR analizinde CAT mRNA ifadesinin artmig oldugu
tespit edilmistir. Ayni ¢alismada CuZn-SOD antioksidan enzimin mRNA seviyesinde
ve aktivitesinde yiikselis oldugu agiklanmistir [97]. Baska bir calismada diabetik
ratlarin glomeriiler dokusunda antioksidan enzimlerin MRNA ifadeleri incelenmistir.
CAT ve GPx mRNA ifadesinde 6nemli olmayan bir artig oldugu bildirilmistir [98].

Yapilan arastirmalarda, diabetik ratlarin ince bagirsak dokusunda antioksidan
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enzimlerden SOD ve CAT mRNA seviyesinde bir degisme olmadigi tespit edilmistir
[46].

Yaptigimiz ¢alisma sonucuna paralellik gosteren Sadi vd [99]
arastirmalarinda diabetik ratlarin karacigerinde oksidatif stresin asir1 arttigini ve
CnZn-SOD ve CAT antioksidan enzimlerin gen ifadesinin ve aktivitesinin distiigiinii
belirtmislerdir. Diabette olusan asir1 oksidatif stres sonucu bu enzimlerin hem
transkripsiyonunun ve hem de translasyonunun etkilendigini ve bu yiizden enzim
aktiviteside azalma oldugu rapor edilmistir. Bir baska calismada, diabetik ratlarin
notrofillerinde antioksidan enzimlerin mRNA gen ifadesi ve aktivitesinde azalma
oldugu bildirilmistir [100].

Yapilan arastirmalarda diabette SOD ve CAT antioksidan enzimlerin ¢esitli
dokularda gen ifadesinde azalma [99-101] veya artma [ 95,97] veya herhangi bir
degisme olmadig1 [46,96,98] bildirilmistir. Bu arastirmada tespit ettigimiz diabetik
rat karaciger dokusunda CAT ve CnZn-SOD antioksidan enzimlerin mRNA gen
ifadesindeki azalisa, oksidatif stres sonucu olusan asir1 O, ve H,0,, glikasyon,
kofaktorlerin konsantrasyonundaki degisme [87] ve mikro besin diizeyindeki
bozulma [86] neden olmus olabilir. Karaciger merkez metabolik 6nemi olan bir
organ olup diabette oksijen serbest radikalleri araciligiyla hasar gordigi
bilinmektedir [102]. Oksidatif stres sonucu asir1 biriken H,O, [87] Fenton/
Haber—Weiss reaksiyonuyla zararli OH' radikaline doniismektedir [44,47]. Olusan bu
OH" radikallerinin DNA molekiiliinde hasar olusturdugu bildirilmistir [103].
Diabetik durumda karaciger dokusunda medyana gelen DNA hasar1 [104] gen

ifadesini engellemis olabilir.

Niikleer faktor kappa-B (NF-kB) oksidatif strese duyarli niikleer
transkripsiyon faktorii olup [105] immiinite ve inflamasyon ile iligkili ¢ok sayida gen
transkripsiyonunu regiile edebilmektedir [106]. Serbest radikaller transkripsiyon
stirecinin baglamasini etkinlestirerek inhibe edici protein IKB seklindeki NF-kB’nin
sitoplazmada serbest kalmasiyla DNA’ya baglanip niikleus icinde translokasyona
olanak vermesi hiicre i¢i olaylar zincirine neden olmaktadir [107]. Ornegin oksidatif
stres NF-xB transkripsiyon faktoriine aracilik ederek sitokin olusumundaki 6nemli

genlerin  transkripsiyonunu baslatmaktadir [108]. NF-xB bakteriyel endotoksin,
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TNF-0, IL-1pB, mitojenler, viral proteinler, iyonize edici radyasyon, UV 15181 ve bazi
kimyasal maddeler de dahil olmak {izere ¢esitli uyaranlarla hiicrelerde aktive
edilebilmektedir. Cesitli uyaranlar tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin olusumu
NF-xkB aktivasyonuyla oldugu kabul edilmistir. Hiicrelerde NF-xB’yi aktive eden
ajanlar (endotoksin, TNF-a, IL-1, ve iyonizan radyasyon da dahil olmak iizere),
oksidatif strese yol agmaktadir [106]. Diabetik durumda, AGE’nin olusumu ve
birikimi hizlanmis bir oranda ilerledigi bilinmektedir. AGE, NF-xB’nin iiretimine yol
acan inflamatuar yanitlar1 harekete gegirdigi ve oksidatif strese neden oldugunu
kanitlanmistir [109]. Oksidatif stres NF-xB yoluyla sinyal ileticileri gibi davranip
antioksidan enzimlerin gen ifadesini azaltabilecegi agiklanmistir [110]. Diabette
olusan asir1 oksidatif stres bu enzimlerin hem transkripsiyonunu hem de
translasyonunu etkilediginden enzimlerin aktivitesi diisebilmektedir [99]. Niikleus
icinde yiikseltgenme—indirgenme reaksiyonlari arasindaki dengesizlik transkripsiyon
faktorlerini ve ayni zamanda translokasyonu etkilemektedir [111]. Disi albino
diabetik ratlarin karaciger dokusunda NF-kB’nin artmis oldugunun goriilmesi [112]
antioksidan enzimlerin degisen gen regiilasyonunu ifade etmektedir [97].
Antioksidanlarin in vitro ve in vivo kosullarda verilemesi NF-xB aktivasyonunu
onlemektedir [106].
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6. SONUC VE ONERILER

Diabette radikal olusumunun artmasi antioksidanlara daha ¢ok ihtiyag
oldugunu géstermektedir. Ornegin Sadi vd [99] diabetik ratlara alfa lipoik asit (ALA)
ve vitamin C uygulanmasi sonucu diabette olusan oksidatif hasar1 onleyerek
karaciger dokusunda SOD ve CAT antioksidan enzimlerin aktivitesinde yiikselme
oldugunu gostermislerdir. Melatonin; SOD, GSH-Px, GSSG-Rd, G6PD ve
glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ifadesini ya da
aktivitelerini artirarak oksidatif stresi baskiladigi belirtilmistir [113,114]. Melatonin,
STZ indiiklii diabetik ratlarda hiperglisemi olgusunu 6énemli derecede diisiirmekte ve
diabette olusan oksijen radikallerini detoksifiye etme 0Ozelligiyle bobrek hasarini
azaltabilmektedir [115]. Diabetik ratlarin ALA ile tedavi edilmesi sonucu serum
glikoz ve gikozillenmis hemoglobinin diisiisiine, ROS {iretiminde azalmaya neden
olarak protein, yag ve DNA hasarinda azalma, antioksidan enzimlerin gen
ifadelerinde ve aktivitelerinde iyilesme oldugu da bildirilmistir [78]. Sharma ve
Singh [116] tarafindan diabetik ratlara Momordica dioica meyve oziitli uygulanmasi
sonucu karaciger, bobrek, pankreas dokularinda diabette olusan serbest radikalleri
inaktive ederek SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin

yiikselmesine neden oldugu agiklanmustir.

Bu ¢aligsmada azalan antioksidan enzim gen ifadeleri antioksidan takviyesi ile
tekrar artirilarak karacigerde meydana gelebilecek muhtemel diabet kaynakli

oksidatif stresin Oniine gegilebilecegi kanaatini tagimaktayiz.
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EKLER
Ek 1: CAT Gen Dizilimi

Rat CAT geninin 2564 baz g¢iftinden olusan mMRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No. NM_012520.2

1 ctgattggcagagcctgaagtcaccactccagegggectgactgacgegattgectacee

61 cgggtggagaccgtgctegtecggecctettgccteacgttctgcagcetetgeageteeg

121 caatcctacaccatggcggacagccgggacccagcecagegaccagatgaageagtggaag
181 gagcagcgggcccctcagaaaccegatgtectgaccaccggaggcgggaacccaatagga
241 gataaacttaatatcatgactgcggggcecccgagggeccctectegttcaagatgtggtt
301 ttcaccgacgagatggcacactttgacagagagcggattcctgagagagtggtacatgea
361 aagggagcaggtgcttttggatactttgaggtcacccacgatattaccagatactccaag

421 gcaaaggtgtttgagcatattgggaagaggactcctattgecgtecgattctccacagte

481 gctggagagtcaggctcagcetgacacagttcgtgaccetegtgggtitgcagtgaaatte
541 tacactgaagatggtaactgggaccttgtgggaaacaacacccctattttcttcatcagg

601 gatgccatgttgtttccatcctttatccatagccagaagagaaacccacaaactcacctg

661 aaggaccctgacatggtctgggacttctggagtctttgtccagagtctctccatcaggtt

721 actttcttgttcagcgaccgagggattccagatggacatcggeacatgaatggetatgge

781 tcacacaccttcaagctggttaatgcgaatggagaggceagtgtactgcaagttecattac
SSSSSSSSSSSSSSSS>SS>>

841 aagactgaccagggcatcaaaaacttgcctgttgaagaggcaggaagacttgcacaggaa

901 gacccggattatggcctccgagatcttttcaatgccatcgecagtggceaattacceatee

961 tggactttttacatccaggtcatgactttcaaggaggcagaaaccttcccatttaatcca

1021 tttgacctgaccaaggtttggcctcacaaggactaccctcttataccagttggcaaactg
1081 gtcttaaacagaaatcctgctaattattttgctgaagttgaacagatggcettttgaccca

1141 agcaacatgccccctggcattgagceccageccggacaagatgcetccagggecgccttttt
1201 gcttacccagacactcaccgccaccgcectgggaccaaactatctgcagatacctgtgaac
1261 tgtccctaccgtgcetecgegtggecaactaccagegegatggecccatgtgeatgcatgac
1321 aaccagggtggtgctcccaactactaccccaacagcttcagcgcaccagagcagcaggge

1381 tcggecectggageaccatagcecagtgcetctgcagatgtgaagegcettcaacagtgctaat
<L L L L L LKL
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1441 gaagacaacgtcactcaggtgcggacattctatacgaaggtgttgaatgaggaggagagg
<<LLLLLLLLLLLL LKL

1501 aaacgcctgtgtgagaacattgccaaccacctgaaagatgctcagcttttcattcagagg
1561 aaagcggtcaagaatttcactgacgtccaccctgactacggggeccgagtccaggctctt
1621 ctggaccagtacaactcccagaagcctaagaatgcaattcacacctacgtacaggecgge
1681 tctcacatagctgccaagggaaaagcetaacctgtaaagcacgggtgctcagectectcag
1741 cctgcactgaggagatccctcatgaagcagggcacaagcctcaccagtaatcatcgetgg
1801 atggagtctcccctgetgaagegcagactcacgctgacgtctttaaaacgataatccaag
1861 cttctagagtgaatgatagccatgcttttgatggcatttcccgagggggaaattaaagat
1921 tagggcttagcaatcacttaacagaaacatggatctgcttaggacttctgtttggattat
1981 tcatttaaaatgattacaagaaaggttttctagccagaaacatgatttgattagatatga
2041 tatatgataaaatcttggtgattttactatagtcttatgttacctcacagcctggtatat

2101 atacaacacacacacacacacacacacacacacacacaccaaaacacacatacactatac
2161 acacacacactaaaacacacatacacaacacacacatacactacacacacagaacacaca
2221 acacacacatacacacatagacacacacacacacacacacacacacacacacacacacac
2281 acacacacatgaatgaagggattataaagatggcccacccagaattttttttttattttt

2341 ctaaggtccttataagaaaaaccatacttggatcatgtcttccaaaaataactttagcac
2401 tgttgaaacttaatgtttattcctgtgtagttgatcggattccttttccecttgaaatta

2461 tgtttatgctgatacacagtgatttcacatagggtgatttgtatttgcttacatttttac

2521 aataaaatgatcttcatggaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Ek 2: CuzZn-SOD Gen Dizilimi

Rat CuZn-SOD geninin 650 baz c¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve
primerlerin dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No. NM_017050.1

1 gttttgcaccttegtttcctgcggeggcttetgtegtetecttgcetttttgetcteceag
61 gttccgaggccgecgegegtetcccggggaageatggegatgaaggeegtgtgegtgetg

121 aagggcgacggtccggtgcagggegteattcacttcgagcagaaggeaageggtgaacca
SSSSS>SSSSSSSSSS>>>>

181 gttgtggtgtcaggacagattacaggattaactgaaggcgagceatgggttccatgtccat
241 caatatggggacaatacacaaggctgtaccactgcaggacctcattttaatcctcactct
301 aagaaacatggcggtccagcggatgaagagaggcatgttggagacctgggceaatgtggct
361 gctggaaaggacggtgtggecaatgtgtecattgaagategtgtgatctcactctcagga
421 gagcattccatcattggccegtactatggtggtccacgagaaacaagatgacttgggcaaa

481 ggtggaaatgaagaaagtacaaagactggaaatgctggaagccgcettggcettgtggtgtg
<<LLLLLLLLLLLLLLLLKL
541 attgggattgcccaataaacattccctatgtggtctgagtctcagactcatctgetgtec
<
601 tgctaaactgtagaaaaaaaccaaaccattaaactgtaatcttaacagtt
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Ek 3: GAPDH Gen Dizilimi

Rat GAPDH geninin 1350 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve
primerlerin dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No. NM_017008.4

1 ggggctctetgctectecctgttctagagacagecgcatcttettgtgcagtgecagect

61 cgtctcatagacaagatggtgaaggtcggtgtgaacggatttggeegtatcggacgectg
121 gttaccagggctgccttctcttgtgacaaagtggacattgttgccatcaacgaccectte
181 attgacctcaactacatggtctacatgttccagtatgactctacccacggcaagttcaac
241 ggcacagtcaaggctgagaatgggaagctggtcatcaacgggaaacccatcaccatcttc

301 caggagcgagatcccgctaacatcaaatggggtgatgcetggtgctgagtatgtegtggag
S>S>>5>5>>

361 tctactggcgtcttcaccaccatggagaaggetggggcetcacctgaagggtggggecaaa
SS>35>>5>5>5>5>5>5>>

421 agggtcatcatctccgecccttecgetgatgeccecatgtttgtgatgggtgtgaaccac
481 gagaaatatgacaactccctcaagattgtcagcaatgcatcctgcaccaccaactgctta
541 gceecectggecaaggteatceatgacaactttggeatcgtggaagggctcatgaccaca
601 gtccatgccatcactgccactcagaagactgtggatggeccctctggaaagetgtggegt

661 gatggccgtggggcageccagaacatcatccctgeatecactggtgetgecaaggetgtg
<<LLLLLLLLLLLLLLLLLL

721 ggcaaggtcatcccagagctgaacgggaagcetcactggceatggectteecgtgttectace
781 cccaatgtatcegttgtggatctgacatgccgectggagaaacctgccaagtatgatgac
841 atcaagaaggtggtgaagcaggcggccgagggcccactaaagggcatcetgggctacact
901 gaggaccaggttgtctcctgtgacttcaacagcaactcccattcttccacctttgatget

961 ggggctggcattgctctcaatgacaactttgtgaagctcatttcctggtatgacaatgaa

1021 tatggctacagcaacagggtggtggacctcatggectacatggcectccaaggagtaagaa
1081 accctggaccacccagcccagcaaggatactgagagcaagagagaggceccteagttgetg
1141 aggagtccccatcccaactcagcccccaacactgagcatctcectcacaattccatccca
1201 gaccccataacaacaggaggggcctggggagccctcccttctctcgaataccatcaataa

1261 agttcgctgcaccctcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Ek 4: Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Karar

INOND ONiVERSITESI
TIP FAKULTESH
DENEY HAYVANLARI ETiK KURULU KARARI

Toplant: Tarthi 1 03-12-2010

Toplant: Yeri : Tip.Fak. Toplants Salonu-Malatya
Aragtirma Protokol no.su 1 2010/75

Deneyde Kullanilacak Hayvann Tiirii :Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanmn Soyu : Wistar Albino

Deneyde Kullanilacak Hayvanmn Cinsiyeti :(Je [OD  RFarketmez
Deneyde Kullanlacak Hayvanin Sayis: =20 adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yagt ve Afarl : 8-12 hafialik 200-250 gr

Tip Fakiiltesi Ogretim Oyelerinden Dog.Dr. Dog. Dr. Yilmaz CIGREMIS'in yerittiicisii oldugn
“Streptozotosin ile Diabet Olusturulan Rat Karaciger Dokusunda Antioksidan
Enzimlerin Gen ifadeleri™ isimli 201075 Protokol no.lu galigmanin dosyasi incelendi.

Adi gegen arastrmanin; aragtma protokoline tamamen uyulmak, InGnd Oniversitesi Tip
Fakiiltesi Dency Hayvanlsn Etik, Kurul Yénergesi'nde belirtilen hususlar yerme getirilmek ve
sorumluluk aragtincilara ait olmak (zere ¢aligmanin yspimasinda herhangi bir etik sakinca

bulunmadsgina oy birlifi ile karar verildi.
katddinad)
Prof.Dr. Yusuf TURK( Dog.Dr. Abdurrahman KARAMAN  Yrd Dog.Dr. Mustafa KARAKAPLAN
Bagkan Baskan Yard. Raportdr
N
b.h‘may
Prof Dr. Y ProfDr. Selim DOGANAY
Uye
G

Vet th AVCI

Sivil Uye
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