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ONSOZ

Diabetes mellitus, morbidite ve mortaliteye neden olan Onemli bir hastaliktir.
Diyabetik hastalarda en sik rastlanilan komplikasyonlardan biri de diyabetik noropatidir.
Endojen antioksidan o&zellige sahip olan taurinin diyabet ve diyabetin kronik
komplikasyonlar1 {izerine olumlu etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada
oksidatif strese karsi hiicresel savunma mekanizmalarindan biri olan Nrf2/HO-1 sinyal
yolag1 lizerine taurinin etkileri arastirilmistir. Diyabet ve komplikasyonlarindan korunmak
icin yapilacak yatirimlar, hastalarin yasam kalitelerini onemli Olgiide artirabilir ve llke

ekonomisi tizerindeki mali yiikii anlaml1 bir sekilde azaltabilir.
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OZET

Diyabet hastaliginda 6nemli sekonder komplikasyonlardan biri olan diyabetik
noropatinin olumsuz etkilerinin giderilmesi, hasta bireylerin yasam Kkalitelerini artirmak
acisindan 6nem tasimaktadir. Taurin, metiyonin ve sistein metabolizmasindan tiireyen
endojen antioksidan 6zellige sahip yar1 esansiyel bir amino asittir. Bu ¢alismanin amaci;
taurinin, streptozotosin (STZ) ile diyabetik ndoropati olusturulan ratlarin  beyin
dokusundaki, niikleer faktor E2 iligkili faktor 2 (Nrf2) ve hem oksijenaz 1 (HO-1) sinyal
yolagi tizerine muhtemel etkilerinin arastirilmasidir. Ayrica; glukoz tasiyici protein 1
(GLUT1), glukoz tasiyict protein 3 (GLUT3) proteinlerinin diizeyleri ile serum
malondialdehit (MDA) diizeyleri iizerine taurinin etkisi incelenmistir. Arastirmada, toplam
40 adet (180+20 g), 8 haftalik yasta, erkek Wistar albino irki rat kullanildi. Hayvanlar her
grupta 10’ar adet rat olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. (i) Kontrol grubu (n=10): tek
doz serum fizyolojik (SF) enjekte edilen grup. (ii) Taurin grubu (n=10): SF enjekte edilen
ve ¢alisma boyunca igme suyuna taurinin %2 (w/v) karistirilarak verilen grup. (iii) STZ
grubu (n=10): STZ’nin (60 mg/kg i.p.) tek doz olarak uygulandig: grup. (iv) STZ+Taurin
grubu (n=10): STZ’nin (60 mg/kg i.p.) tek doz olarak uygulandigi ve ¢alisma boyunca
taurinin %2 (w/v) oraninda igme suyuna karistirilarak verildigi grup. Arastirma 8 hafta
stirdi. Calisma sonunda, STZ grubunda, kontrol grubuna kiyasla MDA diizeyinin
yiikseldigi (P<0.001), STZ+Taurin grubunda ise STZ grubuna oranla onemli Olgiide
diistiigii belirlenmistir (P<0.05). Beyin dokusunda; GLUT1 ve GLUT3 proteinlerinin
diizeylerinin, STZ grubunda 6nemli dl¢iide azaldigi goriiliirken (P<0.001), bunun aksine
STZ+Taurin grubunda STZ grubuna oranla anlamli bir artis gosterdigi gozlenmistir
(P<0.05). Nrf2 ve HO-1 proteinlerinin diizeylerine bakildiginda ise; STZ grubunda,
kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lglide bir azalma (P<0.001), STZ+ Taurin grubunda ise
STZ grubuna kiyasla Nrf2 ve HO-1 proteinlerinin diizeylerine anlamli bir artis oldugu
saptanmistir (P<0.001). Sonug olarak, diyabetik noéropati olusturulan ratlarda taurin
suplemantasyonunun, Nrf2 protein diizeyini artirarak Nrf2/HO-1 sinyal yolagimi
aktiflestirdigi ve diyabetik noropati gelisiminde 6nemli rol oynayan oksidatif hasari

onlemeye yardimci oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik Noropati, Taurin, Nrf2, HO-1, GLUT1, GLUT3
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SUMMARY

The Effect of Taurine on Nrf2/HO-1 Signaling Pathway on Diabetic Neuropathy in Rats

Eliminating the adverse effects of diabetic neuropathy, which is one of the
secondary complications of diabetes mellitus, is an important objective to improve the life
quality of patients. Taurine; is a free amino acid, which has endogenous antioxidant
properties derived from the metabolism of methionine and cysteine. The aim of this study
Is; to investigate the possible effects of taurine on nuclear factor-E2-related factor 2 (Nrf2)
and the heme oxygenase 1 (HO-1) signaling pathway in the brain tissue of diabetic
neuropathy induced rats with streptozotocin (STZ). In addition, the effect of taurine on
glucose transporter protein 1 (GLUT1), glucose transporter protein 3 (GLUT3) levels and
serum malondialdehyde (MDA) levels were also examined. Male Wistar albino rats
(180+20 g, n=40, 8 weeks old) were used in this study. The animals were assigned
randomly to 4 groups and each group contained 10 animals; (i) control group (single dose
intraperitoneally (i.p.) saline injected group). (ii) Taurine group; Saline injected and taurine
received (2 % wi/v, dissolved in water). (iii) STZ group; 60 mg/kg, (i.p.) injected with a
single dose STZ. (iv) STZ+Taurine group; 60 mg/kg, (i.p.) injected with a single dose STZ
and taurine received (2 % wi/v, dissolved in water) group. Study finished after 8 weeks. At
the end of this study; MDA levels increased in STZ group compared to control group
(P<0.001), and it was decreased significantly in STZ+Taurine group in comparison to
STZ group (P<0.05). In brain tissue; the protein levels of GLUT1 and GLUT3 were
significantly decreased in STZ group (P<0.001) and increased conversely in STZ+Taurine
group when compared to STZ group (P<0.05). When Nrf2 and HO-1 protein levels
considered; the STZ group levels were distincly lower in comparison to control group
(P<0.001) and Nrf2 and HO-1 protein levels were higher in STZ+Taurine group compared
to STZ group (P<0.001). In conclusion; taurine supplementation on diabetic neuropathy
induced rats, enhances Nrf2 protein levels and activates Nrf2/HO-1 signaling pathway,
thus; improves prevention of oxidative stress that plays a major role in the development of

diabetic neuropathy.

Keywords: Diabetic Neuropathy, Rat, Taurine, Nrf2, HO-1,GLUT1,GLUT3
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1. GIRIS

Diabetes mellitus; insiilin hormonunun sekresyonundaki azalma ya da hormonun
metabolik etkisine karsi gelisen direng ile olusan ve kan glukoz konsantrasyonun
yiikselmesi ile karakterize kronik bir metabolizma hastaligidir (Walter vd., 1991;
Hasselbaink vd., 2003; Abou-Seif ve Youssef, 2004; Guyton ve Hall, 2007). Diyabette
hiperglisemi gibi akut komplikasyonlarin yani sira 6nemli dl¢lide morbidite ve mortaliteye
neden olan kronik komplikasyonlar da vardir. Bu komplikasyonlar, insiilin ve enerji
metabolizmasinda meydana gelen aksakliklardan kaynaklanmaktadir (Abou-Seif ve
Youssef, 2004). Kronik komplikasyonlar mikrovaskiiler (nefropati, retinopati ve ndropati)
ve makrovaskiiler (koroner arter hastaligi, inme ve periferal arter hastaligl) olarak ikiye
ayrilmaktadir (Michael, 2008). Diyabetin uzun siirede ortaya ¢ikan ve en sik goriilen
komplikasyonlarindan biri olan diyabetik néropati ¢esitli klinik belirtilerle ortaya ¢ikan ve
sinir sisteminin farkli boliimlerini etkileyen bir grup hastaligidir (ADA, 2011). Diyabetin
mikrovaskiiler komplikasyonlarinin altinda yatan temel sebeplerden biri diyabetten
kaynaklanan oksidatif strestir (Cheesman ve Slater, 1993). Deneysel olarak indiiklenen
diyabetik néropati de oksidatif hasarin arttigi tespit edilmistir (Kakkar vd., 1995; Lewis ve
Husicker., 1993). Diyabette oksidatif stresi artiran mekanizmalarin basinda, antioksidan
savunma sisteminde meydana gelen aksakliklar yer almaktadir. Serbest radikal
olusumunun diyabet ile birlikte artmasi ve bunun bir sonucu olarak gelisen radikal
baglayicilarinin azalmas1 ile diyabette antioksidanlara daha c¢ok ihtiya¢ duyuldugu
bildirilmistir (Langenstroer ve Pieper, 1992). Oksidatif stresin olumsuz etkilerini gidermek
icin diyetsel maniiplasyonlarin uygulandig: cesitli ¢calismalar bulunmaktadir. Bu anlamda
vitaminler, karotenoidler, mineral maddeler, biyoaktif bilesikler ve aminoasitler gibi
katkilarin kullanilabildigi bildirilmektedir (Lubec vd., 1997; Manuel y Keenoy vd., 1999;
Dogukan vd., 2010; Sahin vd., 2007, 2012).

Taurin, metiyonin ve sistein metabolizmasindan tiireyen bir amino asittir. Beyin,
kalp, bobrek ve lenste yiiksek konsantrasyonlarda bulunan O6nemli endojen
antioksidanlardan biridir (Huxtable, 1992; Obrosova vd., 2001; Franconi vd. 2006).
Taurinin patolojik durumlar, osmoregiilasyon, safra asidi konjugasyonu ve pek ¢ok doku
hasarina neden olan oksidant koruma gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlarda rol oynadigi
bildirilmistir (Eppler ve Dawson, 2001). Taurinin biyolojik sistemdeki antioksidan etkileri;

reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizlemek, biyomembranlarin biitiinliiglinii korumak ve



lipit peroksidasyonu azaltmak seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Lallemand ve De Witte, 2004;
Banks vd., 1992). Taurin 6zellikle diyabetin retina, lensler ve sinirler {izerinde olusturdugu

hasar1 6nlemede de etkili oldugu bildirilmektedir (Obrosova vd., 1999; 2001).

Metabolizma sonucu olusan serbest radikallere karsi hiicredeki antioksidan
savunma mekanizmalar1 hayati nem tagimaktadir. Sinir hiicreleri kendilerini esas olarak
faz 11 ve antioksidan enzimleri kullanarak korurlar. Bu enzimlerin iretilmesinden sorumlu
genlerinin transkripsiyonlari, niikleer faktér E2 iligkili faktor 2 (Nrf2) proteini tarafindan

diizenlenmektedir (Kobayashi ve Yamamoto, 2006).
1.1. Diabetes Mellitus

Literatiirde, Diabetes mellitus ile ilgili olarak ¢ok ve sik idrara ¢ikma anlamina
gelen poliiiri tantm1 M.O. 1550°de yazilmis, antik tip uygulamalar ile ilgili en iinlii
belgelerden biri olan Eber Papiriis’te yapilmistir. Diyabet (“idrara ge¢en” yada “sifon”)
kelimesi ilk kez M.S. 81-138 yillar1 arasinda yasamis olan Aretacus tarafindan
kullanilmistir. Aretaeus diyabet ile ilgili viicudun eriyerek idrara gectigini ifade eden bir
tamim ortaya koymustur. Insiilinin 1921 yilina kesfedilmesi, M.O. var oldugu bilinen ve
heniiz kesin tedavisi bulunamayan bu hastaliga farkli bir boyut kazandirmistir. Diabetes
mellitus, kalitsal ve ¢evresel etkenlerin birlesimi ile olusan, akut ve kronik
komplikasyonlar ile seyreden, insiilinin kismen ya da tamamen yetersizligi sonucu
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasindaki bozukluk ile karakterize olan metabolik
bir bozukluktur (Walter vd., 1991; Hasselbaink vd., 2003; Abou-Seif ve Youssef, 2004;
Guyton ve Hall, 2007). Diyabet gelisimi esnasinda rol oynayan farkli patogenetik
mekanizmalar vardir. Bunlar pankreas  hiicrelerindeki otoimmiiniin bozulmasiyla olusan
insiilin eksikligi ve insiilin direncinin gelismesidir. Insiilinin hedef dokulardaki etkisinin
yokluguna bagli olarak karbohidrat, lipit ve protein metabolizmasinda anormallikler ortaya
cikmaktadir (Guyton ve Hall, 2007). Diyabetin etkileri organlarda uzun siireli hasar,
fonksiyon bozuklugu ve yetersizligi seklinde ortaya g¢ikmaktadir. Kronik hiperglisemi
ozellikle gbz, bobrek, sinirler, kalp ve kan damarlarin da uzun siireli hasarlara neden olur.
Diyabetin karakteristik belirtileri susama, poliiiri, gérme bulanikligi ve kilo kaybi
seklindedir. Ketoasidoz ve hiperosmolar nonketotik koma en agir formlari arasinda yer alir
ve tedavi edilmedigi takdirde 6liimle sonuglanabilir (Expert Commuttee, 2003).
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Diinya capinda diyabetli yetigkinlerin sayisinin 1995 yilinda 135 milyon oldugu ve
2025 yilindan 6nce iki katina ulasacagi ve bu sayisal artisin biiyiik ¢ogunlukla gelismekte
olan iilkelerde meydana gelecegi bildirilmektedir (King vd., 1998). Ulkemizde ise 2002
yilinda sonuglar1 yayinlanan Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi-1 (TURDEP-1) raporunda diyabet prevalansinin %7.2
oldugu bildirilmektedir (Satman vd., 2002).

1.2. Diabetes Mellitus Tipleri

Diabetes mellitus; Tip 1, Tip 2, spesifik tipler ve Gestasyonel olmak iizere dort ana
gruba ayrilmaktadir (Tablol). Bunlarin biiyiik bir kismimi Tip 1 ve Tip 2 diyabet vakalar
olusturmaktadir (Guyton ve Hall, 2007). Diabetes mellitusun tipini belirlemek, tam
esnasindaki bireyin durumu ile dogrudan iliskilidir. Ornegin, Gestasyonel diabetes
mellitus’da (GDM) dogum sonrasinda devam eden hipergliseminin kararli olmasi, Tip 2

diyabetin gostergesidir (ADA, 2011).



Tablo 1. Diabetes mellitus siniflandirmasi (ADA, 2011).

I. Tip 1 Diabetes Mellitus (-hiicre yikimi, genellikle mutlak insiilin eksikligi)

A. Immiinolojik

B.

Idyopatik

I1. Tip 2 Diabetes Mellitus (insiilin direnci ve goreceli insiilin salg1 bozuklugu)

I11. Diger Spesifik Tipler

A. B- Hiicrelerindeki Genetik Hata 6. Diazoksit
1. Kromozom 12, HNF-1a (MODY?3) 7. Beta-adrenerjik agonistler
2. Kromozom 7, glucokinase (MODY2) 8. Tiazidler
3. Kromozom 20, HNF-4a (MODY1) 9. Dilantin
4. Kromozom 13, IPF-1 (IPF-1; MODY4) 10. Interferon
5. Kromozom 17, HNF-1a (MODY5) 11. Digerleri
6. kromozom 2, NeuroD1 (MODY®6) F. infeksiyonlar
7. Mitokondrial DNA 1. Konjenital Rubella
8. Digerleri 2. Sitomegalovirus
B. Insiilin Etkisindeki Genetik Hata 3. Digerleri
1. Tip A insiilin direnci G. Yaygm Olmayan Immun
Kaynakh Diyabetler
2. Leprechaunism 1. “Stiff-man” sendromu
3. Rabson-Mendenhall sendromu 2. Anti-insiilin reseptor antikorlart
4. Lipoatrophic diyabet 3. Digerleri
5. Digerleri H. Diyabetle Birlikte Goriilebilen
Diger Genetik Sendromlar
. Ekzokrin Pankreas Hastaliklari 1. Down sendromu
. Pankreatit 2. Klinefelter sendromu
. Travma/Pankreatektomi 3. Turner sendromu
. Neoplazi 4. Wolfram sendromu
. Kistik Fibrozis 5. Friedreich ataksia
. Hemokromatozis 6. Huntington koresi
. Fibrokalkiiloz Pankreatopati 7. Laurence-Moon-Biedl sendromu
. Digerleri 8. Myotonic distrofi
. Endokrinopatiler 9. Porphyria
. Akromegali 10. Prader-Willi sendromu

. Cushing’s sendromu

. Glukagonoma

. Feokromasitoma

. Hipertiroidi

. Somatostatinoma

. Aldesteronoma

Dlgerlen

. Ila¢ veya Kimyasal Uyan

. Vakor

. Pentamidin

. Nikotinik asit

. Glukokortikoidler
. Tiroid hormonu

11. Digerleri

IV. Gestasyonel Diabetes Mellitus




1.2.1. TiP 1 Diabetes Mellitus

Diyabetin bu formu, Tip 1 diyabet, juvenil diyabet ya da insiilin bagimli diyabet
(IDDM) olarak bilinmektedir. Tip 1 diyabet, pankreasin insiilin iireten beta hiicrelerinde,
viral enfeksiyonlar ya da otoimmiin bozukluklarin neden oldugu hasardan kaynaklanabilir.
Viral enfeksiyonlar ya da otoimmiin bozukluklar olmaksizin kalitimsal olarakta beta
hiicrelerinde dejenerasyona yatkinlik s6z konusu olabilir. Diabetes mellitus vakalarinin
yaklasik %5-10’unu kapsayan Tip 1 Diyabet, immiin kaynakli ve idiyopatik olmak lizere
ikiye ayrilmaktadir (Guyton ve Hall, 2007; ADA, 2011).

1.2.1.1. immiin Kaynakh Diyabet

Immiin kaynakli diyabette B- hiicrelerinde olusan hasar, cocuklarda oldugu gibi
hizli ya da yetigkinlerdeki gibi yavas bir sekilde ortaya cikabilmektedir (ADA, 2011).
Pankreastaki (- hiicrelerinde meydana gelebilecek kalici bir hasar, insiilin {iretme
yeteneklerini yitirmelerine, dolaysiyla artan kan glukoz diizeyini dengelemek amaciyla
viicuda disaridan insiilin hormonu destegini zorunlu kilacaktir. Tip 1 diyabet birka¢ giin
veya hafta i¢inde aniden baglayabilir. Kan glukozunun artmasi, enerji ve karacigerde
kolesterol yapimi igin yag kullaniminin artmasi ve viicut proteinlerinin azalmasit Tip 1
diyabetin ti¢ 6nemli bulgusudur. Kan glukozunun normal diizeyin {izerine ¢ikmasi hiicre igi
ve hiicreler dis1 ortamlarda dehidratasyona neden olmaktadir. Bu durum diyabetin klasik
semptomlar1 politiri ve polidipsiye neden olmaktadir (Guyton ve Hall, 2007). Ayrica kan
glukoz diizeyinin kronik olarak yiiksek kalmasi periferik sinir sistemi hasari olan periferik
noropati ye neden olabilir. Karbonhidrat metabolizmasi yerine yag metabolizmasinin

aktiflesmesi, ketoasidoz komasi ve 6liim ile sonuglanabilmektedir (ADA, 2011).
1.2.1.2. idiyopatik Diyabet

Tip 1 diyabet hastalarinin ¢ogunlukla Asya ve Afrika kokenli bireylerinde
gozlemlenen, heniiz otoimmiiniteye ait kanit bulunamayan kuvvetli olarak kalitimsal olan

formudur (ADA, 2011).



1.2.2. TiP 2 Diabetes Mellitus

Cogunlukla 30 yasindan sonra siklikla 50-60 yaslarindan sonra ortaya ¢ikan Tip 2
diyabet insiilinden bagimsiz ya da yetiskin diyabeti olarak da adlandirilmaktadir. Diyabet
vakalarinin yaklasik %90-95’ini olusturan bu tip sisman bireylerde yavas bir bigimde
ilerlemektedir (Guyton ve Hall, 2007; ADA, 2011). Tip 2 diyabette, insiilinin metabolik
etkilerine karst hedef dokulardaki duyarliligin azalmasi insiilin direnci olarak
tanimlanmaktadir. Hedef dokularin hiicrelerindeki insiilin reseptorii yetersizligi, glukozun
kullaniminm1 ve depolanmasini olumsuz yonde etkiler. Bu duruma paralel olarak da kan
glukoz diizeyinin artig1 s6z konusu olmaktadir. Tip 2 Diyabetin ilerlemis evrelerinde
pankreasin beta hiicreleri hiperglisemiyi engelleyecek nicelikte insiilin tiretemez hale
gelirler. Tip 1 ve Tip 2 formlarinin baslangi¢ sebepleri farkli olmasina ragmen hastaligin
seyrinde her iki tipte de insiilinin salgilanmas1 veya insiilin hormonu duyarlilig1 ya da her
ikisinde birden olusabilecek dejenerasyon soz konusudur (Guyton ve Hall, 2007; ADA,
2011).

1.2.3. Diger Spesifik Tipler

B- Hiicre fonksiyon hatalar1 diyabetin spesifik tiplerinden biridir. Genglerin diyabeti
olarakta adlandirilan (maturity onset diabetes of the young, MODY) ve hiperglisemi ile
karakterize olan bu tip genellikle 25 yasindan once ortaya ¢imaktadir. Bu tipte insiilin
sekresyonu bozulmustur. En yaygin olan formu 12. kromozomda yer alan hepatosit niiklear
faktor (HNF)-la olarak isimlendirilen bir hepatik transkripsiyon faktoriindeki
mutasyondur. Bir diger tip ise insiilin etkisinde genetik hatadir ve diyabetin nedenleri
arasinda nadiren rastlanir. Ekzokrin pankreas hastaliklari, pankreatit, travma, injeksiyon,
pankreatektomi gibi pankreasa zarar verebilen her hastalik diyabete neden olabilir. Kistik
fibrozis 6nemli Olgiide B-hiicre hasarina neden olduklarinda diyabete neden olabilirler.
Glukagon, biiytime hormonu, kortizol gibi insiilinin etkisine zit etki gosteren hormonlarin
viicutta asirt miktarda bulunmasi (Glukagonoma, Akromegali, Cushing sendromu)
diyabete yol acabilir. Ilaglar veya kimyasal uyaranlar insiilin sekresyonunda bozukluga
neden olabilir. Bir fare zehri olan Vacor, kalici pankreatik [-hiicre hasarinin
sebeplerindendir (ADA, 2011).



1.2.4. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel diyabetes mellitus ilk olarak gebelik esnasinda ortaya ¢ikan glukoz
intolerans1 olarak tanimlanir. Amerikan Diyabet Dernegi’nin verilerine gére GDM
insidansi ortalama %7 dir (ADA, 2011). GDM’li kadinlarda Tip 2 Diyabetin ileri yaslarda
gelisme riskinin yedi kat arttig1 bildirilmisitir (Bellamy vd., 2009).

1.3. Diabetes Mellitus Tanis1

Diabetes mellitus tanisi igin, poliiiri, polidipsi, istahsizlik, agiklanamayan ani kilo
kaybu, halsizlik, ¢abuk yorulma, agiz kurulugu gibi diyabetin klinik semptomlari ile birlikte
Tablo 2’de yer alan diyabet tami kriterleri igin esas alinan testlerin uygulanmasi
gerekmektedir. A¢lik durumunda plazma glukoz diizeyinin >126 mg/dl ya da aglik-tokluk
durumuna bakilmaksizin giiniin her hangi bir aninda plazma glukoz diizeyinin >200 mg/dI
olmasi halinde diyabet semptomlarinin varhigi ile de diyabet tanist konulabilir (ADA,
2011, DMCG, 2009).

Tablo 2. Diyabet tan1 kriterleri

Test Tipi Sonug
Herhangi bir giiniin herhangi bir saatinde, 200 mg/dL (11.1mmol/L)’ye
ag veya tok olunmasina bakilmaksizin esit veya iizerinde olmasi.

plazma glukoz diizeyinin 6lgiilmesi.

En az 8 saatlik tam aglik sonrasi, aglik 126 mg/dL (7,0mmol/L)’ye
plazma glukoz diizeyinin olgiilmesi. esit veya lizerinde olmasi.
75 g’lik oral glukoz tolerans testi 200 mg/dL (11.1mmol/L)’ye
sirasinda 2. saat plazma glukoz diizeyinin esit veya lizerinde olmasi.
Olcililmesi.




1.4. Diabetes Mellitus Komplikasyonlar:

Diabetes mellitus akut ve kronik komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir. Akut
komplikasyonlar diyabetik ketoasidoz, hiperglisemi, hiperosmolar nonketotik sendrom ve
hipoglisemi olup hastaligin tedavi edilemeyen herhangi bir zamaninda olusabilir (Arnold

ve Norman, 2003).

Akut komplikasyonlarin yani sira vakalarin durumuna ve tedavinin yan etkilerine
bagli olarak uzun vadede gelisebilen vaskiiler sorunlar, gérme problemleri, bobrek
problemleri ve sinir fonksiyon bozuklugu gibi kronik komplikasyonlar da bulunmaktadir
(Marshall ve Flyvbjerg, 2006). Diyabetin kronik komplikasyonlari genellikle birka¢ yil
icinde gelisebilir ve kademeli degisiklikleri i¢erir. Bu durum bireylerin ortalama yasam
stiresini kisaltabilir. Hipergliseminin vaskiiler ag tizerinde olusturacagi dogrudan veya
dolayli etkinin hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabette 6nemli dl¢lide morbidite ve mortaliteye
neden oldugu bilinmektedir. Kronik komplikasyonlar mikro ve makrovaskiiler olmak {izere
ikiye ayrilir. Makrovaskiiler komplikasyonlar; koroner arter hastaligi, inme ve periferal
arter hastaligidir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar ise diyabetik nefropati, retinopati ve
noropatidir (Michael, 2008).

1.5. Diyabetik Noropati

Diyabetin uzun stirede ortaya ¢ikan ve en sik goriilen komplikasyonlarindan biri
olan diyabetik noropati; ¢esitli klinik belirtilerle ortaya ¢ikan ve sinir sisteminin farkli
boliimlerini etkileyen bir grup hastaligidir. Noropatiler, periferik sinir sisteminin her iki
temel boliimiinii etkileyebilen sinir liflerinin ilerleyici kaybi ile karakterizedir. Kabul
edilen en yaygin tanima gore, diger nedenler hari¢ diyabetli bireylerde periferik sinir
disfonksiyonun semptom ve/veya bulgularinin varligi olarak tanimlanir. En yaygin olan
diyabetik noropatiler arasinda kronik sensorimotor distal simetrik polindropati (DPN) ve
otonomik noropatiler yer almaktadir (Aring vd., 2005; ADA2011). Diyabetik ndropati
prevalansi %S5 ile %60 arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bu farklar, vakalarin yaslarina
ve diyabetik noropati teshisinin zorluklarina dayanmaktadir (Thomas, 1997). Diyabetik
ndropati sensorimotor ve otonomik olmak tizere iki alt tipe ayrilmaktadir (Tablo 3) (Aring

vd., 2005).



Tablo 3. Diyabetik néropati smiflandirmasi (Aring vd., 2005)

Sensoriomotor Noropati

- Distal Simetrik Polindropati

- Fokal Noropati

- Diyabetik mononoropati(Kranial, torakal ve periferal
sinirler)

- Monondropati multipleks

- Diyabetik amyotrofi

Otonomik Noropati

- Hipoglisemik Farkindasizlik

- Anormal pupiller fonksiyon

- Kardiyovaskiiler otonomik ndropati
- Vasomotor ndropati

- Sudomotor ndropati

- Gastrointestinal otonomik ndropati
- Gastrik atoni

- Diyabetik daire veya konstipasyon

- Fekal inkontinas

- Genitotiriner otonomik ndropati

- Mesane disfonksiyonu

- Seksiiel disfonksiyon

Diyabette tek bir tip ndropati olabilecegi gibi kombinasyonlari seklinde gelisebilen
tipleri de goriilebilir. Sensoriomotor néropati de dokunma hissinde azalma ve agr1 ortaya
cikmaktadir (Bhadada, 2001; Aring vd., 2005; Said, 2007). Tip 2 diyabetli bireylerin 60
yas ve lzeri olanlarin 9%50’sinden fazlasinda periferik noropati goriilmektedir.
Literatiirdeki veriler periferik noropatinin yaslilar arasinda sik oldugunu ve diisme riskini
arttirdigin1 - desteklemektedir. Kas zayifliklari, denge problemleri, uyusukluk, gece
diismeleri gibi duyusal semptomlar Sensoriomotor ndropatinin semptomlari arasinda yer

almaktadir (Aring vd., 2005).

Distal simetrik polindropati 25 yil ve daha uzun siireli diyabet hastalarin yaklasik
%40’ 11 etkileyen diyabetik noropati en sik goriilen formudur. Otonomik néropati, hem
Tip 1 hem de Tip 2 diyabetli hastalarda gelisebilir. Otonomik ndropati diyabet herhangi bir
asamasinda ortaya cikabilir ancak genelde kotii glisemik kontrol ile 20 yi1l veya daha fazla

hastalik gegirmis bireylerde gortilmektedir (Aring vd., 2005, Said, 2007).



1.5.1. Diyabetik Noropati Patogenezi

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlarinda artan oksidatif stres 6nemli bir rol
oynamaktadir. Mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamasina ragmen, diyabetik
noropatinin  gelisimindeki en Onemli patogenetik faktoriin hiperglisemi oldugu
distiniilmektedir (Vincent vd., 2004). Hipergliseminin oksidatif strese neden olan
mekanizmalar1 arasinda ilerlemis glikasyon son {iriinleri (AGE), poliol, protein kinaz C
(PKC), poli ADP-riboz polimeraz (PARP) ve heksoamin yolaklart yer almaktadir
(Edwards vd., 2008). ilerlemis glikasyon son iiriinleri diyabetik néropatide iki sekilde
ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan biri; ekstraselliiler matriksin yapisinda yer alan proteinler
arasinda capraz baglar olusturarak matriks yapisini ve fonksiyonlarini bozmaktir. Digeri
ise; AGE’lerin bazi hiicrelerde bulunan reseptorlere baglanarak farkli sinyal yolaklarimi
aktive etmekdir. Bu yolaklar ile Niikleer faktor kapa B (NF-kB) ve Nrf2 gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile birgok metabolik degisikliklere neden olurlar
(Bierhaus vd., 1997; He vd.,2011). Diyabet vakalarinda AGE diizeyinde bir artis tespit
edilmistir. Deneysel diyabet modellerinde AGE’nin gerek sensorimotor sinir iletim hizini
gerekse periferik sinirlere kan akimini azaltarak diyabetik noropatiyi artirdigi bildirilmistir
(Vlassara vd., 1985). Hiperglisemi, poliol yolagini1 aktiflestirerek glukozu iki basmakta
fruktoza dontistiirtir (Sekil 1). Aldoz rediiktaz enzimi ile dnce sorbitole daha sonra sorbitol
dehidrogenaz enzimi ile fruktoza doniistiiriir. Her iki enzim hiperglisemiye baglh olarak
diyabet komplikasyanlarinda dokularda oldukg¢a fazla bulunmaktadir (Vincent vd., 2004).
Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢in NADPH kullanildigindan hiicre igi
NADPH azalir ve bu durum okside glutatyonun rediikte forma gevrilebilmesini yavaslatir.
Sorbitol yolunun aktif olmasi ve NADPH’1in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin
azalmasina neden olmaktadir (Maritim vd., 2003). Rediikte glutatyonun ve NO sentezinin
azalmasi diyabetin vaskiiler komplikasyonlarmin olusmasinda 6nemli rol oynar (Das ve
Chainy, 2001). Hiicre iginde yiiksek sorbitol konsantrasyonun oksidatif stresi arttirdigi
bildirilmistir (Brownlee, 2005). Poliol yolu ile glukozun sorbitol ve fruktoza cevrilmesi
hiicrede miyoinozitol ve taurin diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na-K ATP-az
enzim aktivitesinde azalmaya neden olur. Bu durum sinir iletim hiz1 i¢in Onem
tasimaktadir (Stevens vd., 2000; Vincent vd., 2004).
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Sekil 1. Poliol yolag: (Edwards vd., 2008)

Hiperglisemi, artan diagilgliserol sentezi (DAG) ile, protein kinaz C (PKC)
yolaginin aktivasyonuna neden olur. PKC hiperstimulasyonu, diyabetik noropati
patogenezinde vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF), plazminojen aktivator
inhibitor-1 (PAI-1), NF-kB ve TGF-B proteinlerinin asir1 ekspresyonuna neden olur
(Figueroa-Romero, 2008). Poli ADP-riboz polimeraz, duyusal néronlar, Schwann hiicreleri
ve endotelyal hiicrelerde eksprese edilen oksidatif stres ile yakindan iliskili bir niikleer
enzimdir. Hiperglisemi, serbest radikaller ve oksidanlar PARP aktivasyonu stimiile ederler
ve PARP ta oksidatif strese neden olur (Obrosova ve Julius, 2005). Heksoamin yolaginin
son {rlinii tridindifosfat-N-asetilglikozamindir (UDP-GIcNAc). Spl, UDP-GIcNAc
tarafindan diyabet komplikasyonlarinda uyarilan bir transkripsiyon faktoridiir. Asiri
glukoz varliginda Spl, PAI-1 ve Transforme edici biiyime faktérii B1’in (TGF-B1)

ekspresyonunu diizenler (Brownlee, 2001).
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Diyabetik noropati baslangicinin ve ilerlemesinin temelini farkli yolaklar sonucu

olusan sistemik ve noral oksidatif stres olusturmaktadir (Figueroa-Romero vd., 2008).
1.6. Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron ihtiva eden kisa dmiirlii,
atom ve molekiillere serbest radikal denir. Serbest radikaller normal hiicre metabolizmasi
esnasinda olusur ve son derecede reaktif liriinlerdir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak
bilinen bu molekiiller coklu doymamis yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik
asitlere zarar veririler. Organizmada bu molekiillerin zararli etkilerine engel olmak iizere
antioksidan savunma sistemleri geligmistir. Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki
dengenin serbest radikaller lehine bozuldugu bu durum oksidatif stres, olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikal artis1 ile antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
dengesizlik doku hasarma yol acabilmektedir (Gutteridge ve Halliwell, 2002; Valko vd.,
2006;2007)

Lipit peroksidasyonu, hiicre membrani ve yapisinda bulunan doymamis yag
asitlerinin reaktif oksijen tiirleri tarafindan oksidasyonudur. Lipit peroksidasyon,
membranlarda bulunan fosfolipit, glikolipit, gliserin ve sterol yapisinda yer alan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin, ROS tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan, pentan gibi iiriinlere yikilmasi ile sonug¢lanir (Gutteridge ve Halliwell, 2002).
Yag asitlerinin peroksidasyonunun sonucu olarak 4-hidroksinonenal ve malondialdehit gibi
sitotoksik aldehitler ortaya ¢ikar (Valko vd., 2006; Catala, 2009). Malondialdehit (MDA),
reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel membranlarda olusturdugu lipit peroksidasyonun en
onemli gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Niki, 2009; Del Rio vd.,2005).
Ikiden fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu meydana gelen MDA,
hiicre membranlarindan iyon alig-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol agar ve iyon gegcirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur (Gutteridge ve Halliwell, 2002). Hiicrede olusan hasar, doku
ve organ sistemlerinde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olarak kalp damar
hastaliklari, kanser, norolojik hastaliklar, diyabet, iskemi-reperfiizyon, yaslanma,
otoimmiin hastaliklar, alerji ve solunum yolu hastaliklar1 gibi ¢esitli patolojik durumlara
yol acar (Valko vd., 2006; Catala, 2009).
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1.7. Niikleer Faktor E2 Tliskili Faktor 2

Niikleer faktor E2 iliskili faktor 2 (Nrf2), elektrofiller, ksenobiyotiklerin, agir
metaller, UV radyasyon ve stres gibi birden fazla uyaranlar tarafindan aktive edilen bir
transkripsiyon  faktoriidiir ~ (Zhang, 2006). Transkripsiyon faktorii, genlerin
transkripsiyonunu kisa DNA dizilerine baglanarak, genetik bilginin DNA’dan RNA’ ya
akisini pozitif yada negatif olarak diizenledigi bilinen, spesifik proteinlerdir (Latchman,
1997). Okaryotlarda transkripsiyon islemi i¢in tanima noktasi olarak gorev yapan ve
kontrol ettikleri genin basinda yer alan niikelotit dizilerine promotor bolge adi verilir.
Promotor boélge, transkripsiyonun baslangicini ve yoniinii tayin eden bolgedir.
Okaryotlarda, DNA’nin acilip transkripsiyona hazir hale gelmesinin ardindan promotor
bolgeye transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz II enziminin baglanmasi sonucu
transkripsiyon kompleksi olusmaktadir (Klug ve Cummings, 2011). Olusan bu kompleksle
transkripsiyonun baglamasi ve diizenlenebilmesi i¢in, genin iginde yer alan ve ¢ok yakin
olan cis-acting DNA dizilerinin (cis-acting elements) ve transkripsiyonun uyarilmasinda
gorev aldigi bilinen ve DNA ya disaridan baglanan trans-acting protein (trans-acting
elements) faktorlerinin iliski halinde olmalar1 gerekmektedir (Ham, 1992). Var olan trans-
acting faktorler, promotor bolge lizerindeki cis-acting diizenleyici dizelerini etkilemek
suretiyle RNA polimeraz II enziminin baglanmasi ve transkripsiyonun baslamasini
kolaylastirir. Transkripsiyonun baslamasini kontrol etmek i¢in var olan proteinler birden
fazla genin ekspresyonundan sorumlu olabilmektedir. Ayrica sorumlu olduklart genlerin
ekspresyonlarin1 pozitif ya da negatif yonde etkileyebilmektedir (Klug ve Cummings,
2011). Normal yasam boyunca, siirekli olarak serbest radikallere maruz kalan hiicreler igin
kars1 antioksidan savunma mekanizmalarinin  Oonemi  biyiiktiir. Hiicreler bu
mekanizmalarda Faz | ve Faz Il olarak adlandirilan enzim sistemlerini kullanirlar. Sinir
hiicreleri esas olarak Faz II ve antioksidan enzimleri (glutatyon (GSH), siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon transferaz, glutatyon peroksidaz)

kullanarak kendilerini korurlar (Kobayashi ve Yamamoto, 2006).

Niikleer faktor E2 iligkili faktor 2, cap'n'collar (CNC) benzeri 16sin fermuar
domainine sahip CNC transkripsiyon faktor ailesinin bir tiyesidir (Itoh vd., 2004; Surh vd.,
2008). Niikleer faktor eritroid 2, p45 ve pl8 altbirimlerinden olusan bir heterodimerik
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proteindir. Cap'n'collar transkripsiyon faktor ailesinin bilinen diger tiyeleri ise Nrfl, Nrf3,
p45, BACH1 ve BACH2 dir. DNA ya baglanma ve 16sin fermuar domainleri yiiksek
homoloji gostermelerine ragmen farkli biyolojik rollere sahiptirler. Ayrica bu faktorler,
CNC domainleri vasitasiyla kiigiik Maf proteinleri ile dimerize olurlar ve DNA ya
baglanirlar. Kiigiik Maf proteinleri ile kompleks olusumu transkripsiyonun regiilasyonu
icin gereklidir. Nrf2, antioksidan ve faz II detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu
diizenler (Zhang, 2006). Nrf2, ozellikle detoksifikasyon reaksiyonlarinin gergeklestigi
dokularda oldukga fazla eksprese edilir. Beyin, akciger, mesane, bobrek, karaciger,
ovaryum, makrofajlar ve eritrositleri de igeren bircok dokuda Nrf2, hiicresel savunma
mekanizmasinin en Onemli diizenleyicisidir (Surh vd., 2008). Nrf2, aktivasyonunun
oksidatif strese karsi hiicre koruma da en 6nemli koordinasyon yolaklarindan biri oldugu
bildirilmektedir (Sahin vd., 2012). Nrf2 sistemi, reaktif oksijen tiirleri, egzoz gazlari,
inflamasyon, kalsiyum bozuklugu, UV ve sigara dumaninin toksik etkilerinden dokularin

korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Lee ve Johnson, 2004).
1.7.1 Nrf2 ile Oksidatif Stres iliskisi

Oksidatif stres diyabetik noropati patofizyolojisinde onemli bir role sahiptir.
Oksidatif strese karst olusan savunma sisteminin Nrf2 eksenli oldugu kabul edilmektedir
(Negi ve Kumar, 2011; Sahin vd., 2012). Bu durumun dayanak noktasini diyabetik
noropati patofizyolojisi ile Nrf2 yolag1 arasindaki iliski olusturmaktadir. Nrf2’nin yapilan
deneysel calismalarla diyabet basta olmak {izere serebral iskemi, kanser, ndrodejenerasyon,
ateroskleroz ve cok sayida diger inflamatuar durumlar i¢in koruyucu etkilerinin oldugu
bildirilmistir (Innamorato vd., 2008; Tanaka vd., 2010; Ungvari vd., 2010; Sahin vd.,
2012). Nrf2’ nin, beyin de olusan oksidatif stres ve inflamasyona karsi korumada roliiniin
oldugu saptanmistir. Astrositlerde Nrf2 yiiksek ekspresyon diizeyleri ile oksidatif stres
etkilerinden noronlart korudugu tespit edilmistir (Innamorato vd., 2008). Nrf2, diyabet ve
diyabetle iliskili komplikasyonlarda 6nemli bir hedef olarak ortaya konmustur. Diyabette,
Nrf2 ve HO-1 ekspresyon diizeyinin azaldig tespit edilmistir. Retina ganglionlarinda Nrf2
noroprotektif etkileri sahip oldugu gosterilmistir (Koriyama vd, 2010). Streptozotosinin
neden oldugu Pankreas f-hiicrelerindeki hasarin siilforafan tedavisi ve Nrf2 asir1

ekspresyonu ile engellendigi bildirilmistir (Song vd., 2009).
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1.8. Hem Oksijenaz

Hem oksijenaz (HO), hem molekiiliinii safra pigmentlerinden biliverdin’e katalize
eden bir enzimdir. Reaksiyon esnasinda, hem molekiiliiniin a-methen képriisiindeki karbon
atomu, karbon monoksit (CO) olarak, demir ise +2 formunda salinmaktadir (Tenhunen vd.,
1969). Hem oksijenaz enzim aktivitesi i¢in bu reaksiyonda oksijen ve NADPH’a ihtiyag
duymaktadir (Tenhunen vd., 1968). Reaksiyon sonucu olusan biliverdin, biliverdin
rediiktaz enzimi ile bilirubin’e doniisiir (Sekil 2)(Tenhunen vd., 1970).
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Sekil 2. Hem oksijenaz reaksiyonu

Hem oksijenazin tanimlanmis {i¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlardan HO-2 ve HO-
3 sabit (yapisal) olarak eksprese edilen, HO-1 ise indiiklenebilen formudur. Is1 sok proteini
32 (HSP-32) olarak ta bilinen HO-1, 32 kDa, HO-2 36 kDa ve HO-3, 33 kDa molekiil
agirhiklarina sahiptirler (Mainer ve Panahian, 2001). Normal sartlarda bir¢ok hiicrede HO-1
protein ekspresyonu diisiik diizeyde seyrederken, HO-2 diizeyi dalak, bobrek, karaciger ve

sinir siteminin dahil oldugu bir ¢ok doku ve organda sabit miktarda bulunur. HO-1 ve HO-
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2 iki farkli genin dirlinleridirler. Buna ek olarak amino asit dizileri (%43 oraninda
homoloji) ve biyokimyasal nitelikleri bakimindan birbirlerinden farklidirlar. HO-1’de
sistein grubu bulunmazken, HO-2'de ise sistein-prolin gruplari bulunur (Rotenberg ve
Maines., 1990; Cruse ve Maines., 1998). Aym reaksiyonlar1 katalize eden HO-1 ve HO-
2’in reaksiyonlarda kullandiklar1 substrat, kofaktér ve koenzim aynidir. Farkliliklar, Km
degerleri, termostabiliteleri ve immiinoreaktiviteleri arasindadir (Maines vd., 1986; Maines
ve Trakshel, 1992). HO-1, karaciger, dalak, pankreas, bagirsak, bobrek, kalp, retina,

akciger, prostat, beyin, deri ve endotelial hiicrelerde eksprese edilir (Exner vd., 2004).

Tenhunen ve arkadaslar1 (1969) hem oksijenazlarin, agirlikli olarak hiicrelerin
mikrozomal fraksiyonunda, ya da diiz endoplazmik retikulumda lokalize olduklarini
bildirmiglerdir. Ancak daha sonra, HO-1 hiicrenin diger kompartmanlardaki varlig1 tespit
edilmistir. HO-1’in biliverdin rediiktaz enzimi ile birlikte endotelial hiicrelerin plazma
membraninda yer alan kaveolalarda bundugu tespit edilmistir. Kaveolada
kompartmanlasmis HO-1’in kaveola aracili sinyal kaskadi ile hiicresel korumada énemli
rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir (Kim vd., 2004). Yapilan baska bir ¢aligmada, HO-1
fraksiyonunun karaciger mitokondrisinde yine biliverdin rediiktaz ile birlikte
mitokondriyal hem metabolizmasi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini modiile ettigi
bildirilmistir. Mitokondrideki lokalizasyonu, norodejenerafit bozukluklarda oldugu gibi
artan mitokondrial ROS’a karst HO-1 koruyucu etkisi olarak agiklanmaktadir (Converso
vd., 2006). Hipoksi ya da diger uyaranlara maruz kalmasi sonucu C-terminali kesilmis bir
bigimde HO-1’in ¢ekirdekte lokalize oldugu tespit edilmistir. C-terminalinden yoksun HO-
I’in niikleer lokalizasyonu, enzim aktivitesi ve dolayisiyla sitoprotektif etkisinin azaldig,
buna ek olarak, aktivatér protein 1’in (AP-1) dahil oldugu oksidatif stres cevabin
olusturan transkripsiyon faktorlerini aktive ettigi bildirilmistir. Oksidatif stresin varliginda,
HO-1 proteinin niikleer lokalizasyonu, sitoprotektif etki saglanmasi i¢in dnemli bir sinyal
yolagidir (Lin vd., 2007).HO-1 indiiksiyonu, mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK),
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), tirozin kinaz, ve protein kinaz A, C, G yi igeren farkli
protein fosforilasyon kaskadlarinin aktivasyonu ile gerceklesir. MAPK kaskad:i hiicresel
stres ile aktif olmaktadir (Ryter vd., 2006). HO-1 geninin en onemli transkripsiyonel
diizenleyicisi Nrf2 dir. Nrf2, antioksidan, sitoprotektif ve antiinflamatuar genlerin pozitif

diizenleyicisidir (Motohashi ve Yamamoto, 2004; Levonen vd., 2007). Nrf2, HO-1
16



transkripsiyonunu artirir. Bachl ile Nrf2 arasinda HO-1 transkripsiyonunun baskilanmasi
icin bir rekabet so6z konusudur (Sun vd., 2002). Normal sartlarda Nrf2 sitoplazmada
“Kelch-like ECH-associated protein 1” (Keapl) proteini ile bagli halde bulunur. Cekirdek
icine transloke oldugu zaman HO-1 diizeyi artar (Itoh vd., 1999; 2003). Hiicreler oksidatif
strese maruz kaldiklarinda Nrf2 sitoplazmada bagli oldugu Keapl’den ayrilarak ¢ekirdek
icine transloke olur ve hedef genine baglanarak transkripsiyonu uyardigi gosterilmistir
(Dinkova-Kostova vd., 2002). HO-1’in faydali etkileri, hem molekiiliiniin biyolojik
aktivite ile par¢alanmasi sonucu olusan yan {irlinlerin araciligi ile ger¢eklesmektedir. HO-
I’in antioksidatif etkisi biliverdin ve bilirubin aracilig1 ile gerceklestigi bildirilmistir

(Stocker vd., 1987).
1.9. Nrf2/HO-1 Sinyal Yolag:

Nrf2, oksidatif strese karsi hiicresel savunma mekanizmasina ait en Onemli
elemanlardan biri oldugu bildirilmistir (Kobayashi ve Yamamoto, 2006; Surh vd., 2008;
Sahin vd., 2012). Normal sartlar altinda, Nrf2 sitoiskelet-iliskili protein olan Keapl
tarafindan sitoplazmada alikonulmaktadir (Kima vd., 2010). Keapl proteini, Nrf2
ubikitinasyonu ve proteazomol yikimini saglayarak, Nrf2 negatif diizenleyicisi olarak
gorev yapmaktadir (Furukawa ve Xiong, 2005; Kobayashi ve Yamamoto, 2006). Reaktif
oksijen tiirleri Keapl’den Nrf2 nin ayrigmasina neden olur. Nrf2, Keapl baskilayicisindan
ayrilinca, ¢ekirdege transloke olur ve kiicik Maf (sMaf) proteini ile heterodimer
olusturmaktadir. Nrf2-sMAF dimeri daha sonra hiicre savunma mekanizmasinda goérev
alan birgok genin promotor bolgesinde bulunan antioksidan yanit elementine (ARE)
baglanir ve aktivasyonunu saglar (Kensler vd., 2007). Nrf2 yiiksek ekspresyonunun, reaktif
oksijen tiirlerine karsi hiicresel savunmada Onemli rolleri olan NAD(P)H, kinon
oksidorediiktaz (NQOI), glutatyon S-transferaz (GST), hem oksijenaz-1 (HO-1) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi ARE bagimli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu
arttirdigini rapor edilmistir (Lee ve Johnson, 2004; Chen vd., 2006; Keum vd., 2003). Hem
oksijenaz 1’in oksidatif hasara kars1 anahtar savunma mekanizmalarindan birini
olusturdugu diyabette heniiz agiklanamayan mekanizmalar araciligi ile endotel
disfonksiyonu, apoptozisi ve siiperoksit olusumunu azalttigi bildirilmektedir (Abraham vd.,
2008; Bao vd., 2010).
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Sekil 3. Nrf2/HO-1 sinyal yolagi. A. Normal sartlar altinda: Nrf2, Keapl tarafindan sitoplazmada alikonur. B. Oksidatif stres arttiginda: Nrf2, Keap1 baskilayicisindan
ayrilarak niikleusa transloke olur ve ilgili sMaf proteinleri ile heterodimer olusturur. Olusan bu heterodimer ARE’ye baglanarak hiicresel savunmada 6nemli rolleri olan
NAD(P)H, kinon oksidorediiktaz (NQO1), glutatyon S-transferaz (GST), hem oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu artirmaktadir. Nrf2: Niikleer faktor E2 iliskili faktor 2; Keapl: Kelch like-ECH-associated protein 1; ARE: Antioksidan yanit elementi (Carmona-Ramirez

vd.,2013).
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1.10. Glukoz Tasiyic1 Proteinler

Glukoz, okaryotik organizmalarin metabolizmasindaki merkezi role sahip ana
enerji kaynagidir. Plazmadaki glukoz homeostazi, hiicre membranlarindan glukoz
hareketine olanak saglayan spesifik tasiyici proteinler tarafindan etkilenmektedir. Glukoz
tasiyici proteinler ikiye ayrilmaktadir. Bunlar sodyuma bagli glukoz tasinimina aracilik
eden Na/glukoz co-tasiyici ailesi (SGLT) ve pasif kalaylastirilmig tasinima aracilik eden
kolaylastirict glukoz tastyicilar: protein ailesi (GLUT) dir. Farkli hiicre tiplerinde glukoz
tasiyicilarin ekspresyonu bu hiicrelerin 6zel ihtiyaglarina bagl olarak degisiklik gosterir

(Bell vd., 1990; Carruthers, 1990).

Glukoz tasiyicilar1 (GLUT veya SLC2A) memeli hiicrelerinde bulunan bir
membran protein ailesidir (Thorens ve Mueckler, 2010). Bir¢ok GLUT izoformu vardir
(Tablo 4) ve ekspresyonlari hiicreye spesifik olup ¢evresel ve hormonal kontrole
bagimlidir. Genel olarak bu tasiyicilar kinetik Ozellikleri, substrat spesifiteleri, doku
dagilimlar1 ve diizenlenmeleri bakimindan farklidirlar. GLUT larin 6nemli 6zellikleri
arasinda; glukoz ve diger heksozlari birbirinden farkli sekilde tasimalar1 ve dokuya 6zgii
dagilim gostermeleri yer alir. Ayrica bir hiicrede birden fazla izoform bulunabilmektedir

(Hediger ve Rhoads, 1994).

Glukoz tastyici proteinler, farkli uzunluktaki dongiiler ile birlikte a-helikal domeini
kapsayan 12 hidrofobik transmembran (TM) icerir ve bu proteinlerin hiicre i¢inde 6 ve 7
TM domeinleri arasinda biiylik bir dongli bulunmaktadir Transmembran bdlgesini,
sitoplazmik ve eksoplazmik bdlgelerden olusmaktadir. GLUT proteinleri sitoplazmik
bolgede kisa N-terminal segmentini, biiyiikk bir sitosolik halkay1 ve biiyiik C-terminalini
kapsar. Eksoplazmik bolge ise biiyiik bir halka yataginda tekli N-bagh kiiciik oligosakkarit
parcasini kapsar (Joost ve Thorens, 2001; Uldry ve Thorens, 2004). Sitoplazmik ve
eksoplazmik bolgelerde bulunan izoform spesifik aminoasit sekanslari, bu bolgelerin
dokuya spesifik tasinim fonksiyonunun diizenlenmesinden sorumlu olduklarini gdsterir

(Rodolfo ve Gareth, 2002).
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Glukoz tasiyict protein ailesinin, insan genomunda tanimlanmig on dort iyesi
bulunmaktadir. Karakteristik 6zelliklerine ve sekans benzerliklerine gore ii¢c alt sinifa
ayrilmaktadir (Joost ve Thorens, 2001). Sinif I karakteristik izoformu olan GLUT1’in yan1
sira GLUT2, GLUT3, GLUT4 ve en son olarak tanimlanan GLUT14’#i kapsamaktadir (Wu
ve Freeze, 2002). GLUTI, enerji kaynagi olarak glukozu kullanan beyin endotel
hiicrelerinde ve eritrositlerde yiiksek diizeyde eksprese edilir. GLUTS, GLUT7, GLUT?Y,
ve GLUTI11 den olusan siif II {iyeleri fruktoza spesifik tasiyici proteinlerdir. Sinif III ise
GLUT6, GLUTS, GLUTI10,GLUTI12 ve HMIT izoformlarin1 kapsamaktadir (Joost ve
Thorens, 2001).

Her izoform spesifik doku dagilimina sahiptir ve birden ¢ok izoform ayni veya
farkli zamanlarda benzer dokuda eksprese edilebilir. Bu genlerin ekspresyonu farkli
diizenlemeler gosterir. Farkliliklarin agiga ¢ikmasi her bir glukoz tasiyict izoformunun
glukoz homeostasisinde ve cesitli dokulardaki spesifik rollerinden dolayidir (Zhao ve
Keating, 2007).
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Tablo 4. Glukoz tastyici proteinler (Zhao ve Keating, 2007)

Temel 2 oress s .
Protein  izoform fm  Eksprese Edildigi Onemli Ongoriilen Ozelligi
1 (mM) Yerler
(aa)
Kolaylastiric1 Glukoz Tasiyicilar (GLUT)
GLUT-1 492 3.7 Kltirhicrelerinde ve ayn: Bazal glukoz alinim,
zamanda tiim dokularda
: Karaciger, Pankreatik B Yiiksek kapasiteli ve diisiik
GLUT-2 524 17 Hiicreleri, Bobrek affiniteli taginim
(==
E GLUT-3 496 14 Beyin, Sinir Hiicreleri Noronal taginim
)
GLUT-4 509 66  ‘dipoz Doku Iskelet Glukozun tutulmasini
Kaslari, Kalp
GLUT-14 Testis
GLUT-5 501 Bagirsak, Bobrek, Testis Fruktoz taginimi
GLUT-7 524 0.3 Kiigiik Baglrs_ak, Kolon, Fruktoz taginimi
= Testis
b=
=
) GLUT-9  511/540 ? Karaciger, Bobrek -
GLUT-11 496 ? Kalp, Iskelet Kas1 Fruktoz taginimi
GLUT-6 501 2’ Dalak, Lokosit,Beyin -
Testis, Blastosit, Beyin, Blastositlerde insulin duyarl
GLUT-8 art 2 Iskelet Kas1, Adipoz Doku taginim
P
=
‘E GLUT-10 541 0.3 Karaciger, Pankreas -
7
GLUT-12 617 ? Kalp, Prostat, Meme Bezi -
HMIT 618/629 ? Beyin -
Na® / Glukoz Co-Tastyicilar (SGLT)
SGLT-1 664 0.2 Bobrek, Bagirsak Glukoz reabsorbsiyonu
SGLT-2 672 10 Bobrek Tasinmim
SGLT-3 660 2 Kiigtik Bagirsak, Iskelet Glukoz Na+ kanallarini aktive
Kast eder.

Taa, amino asit. 2 glukoz ve 2-deoksiglikoz igin net akis; *?=bilinmiyor
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1.10.1. Glukoz Tasiyic1 Protein 1

Glukoz tasiyici protein 1’in ortaya c¢ikan protein dizisi yaklagik olarak 54 kDa
molekiiler agirliginda olup baliklarda 488, tavuklarda 490 ve insan, sigir, rat ve farelerde
ise 492 amino asitten olusur. GLUTL eritrositlerin, hepatositler ve beyin endotelial
hiicrelerin plazma membraninda bulunmaktadir (Zhao ve Keating, 2007). GLUT1
izoformu eritrosit toplam membran proteininin %3-5’ini kapsar. GLUT1 mRNA’s1 her
yere dagilmis bir izoform olarak oosit ve blastosit evreleri arasindaki fare embriyosunda,
cesitli insan ve hayvan dokularinda belirlenmistir (Hediger ve Rhoads, 1994). Ozellikle siit
veren meme bezinin, plasentanin, ¢evresel sinir sisteminin, goéziin ve beyinin endoepitelial
ve epitelial bariyerlerinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi gosterilmistir (Takata vd.,
1990; Zhao vd., 1993). GLUT!’in omurgalilarin beyin gelisiminde kritik bir role sahip
oldugu bildirilmistir (Jensen vd., 2006). Bazal kismin intraselliiler boliimiinde bulunan
dokuya spesifik GLUT4 proteini ile plazma membraninda lokalize olmus GLUT1 proteinin
oldugu yag ve kas gibi insiiline hassas dokulardaki GLUT1 ve GLUT4 proteinlerinin
arasindaki etkilesim, GLUT1 proteinin diger izoformlarla ortak bir rol oynadiginin
kanitidir (Mueckler, 1994).

1.10.2. Glukoz Tasiyic1 Protein 3

Glukoz tasiyict protein 3, beyinde tespit edildiginden beri néron spesifik glukoz
tasiyici olarak kabul edilmektedir (Shepherd vd., 1992; McCall vd., 1994) Sperm, embriyo,
noronlarin hem dendrit hem de akson ve pankreas B-hiicrelerinin plazma membraninda yer
alamaktadir (Mantych vd., 1992; Sato vd., 1996). Ayrica lenfositler, trombositler,
monositler ve makrofajlarda bulunmaktadir. Bu durumda GLUT3’in immiin ve
inflamatuar hiicre aktivasyonunda rolii olabilir (Estrada vd., 1994; Maratou vd., 2007).
Ayrica, GLUT3 mRNA’simnin insan dokularindaki dagilimi daha yaygmdir. GLUTS,
yiiksek affinite ile glukozu (1.4 mM) ve ayrica galaktozu (8.5 mM), mannozu, maltozu,
ksilozu ve dehidroaskorbik asitide tasidigi bildirilmistir (Joost ve Thorens., 2001).

1.11. Taurin

Ik olarak 1827 yilinda sigir (Bos taurus) safrasindan izole edilen (Jacobsen ve

Smith, 1968) taurin (2-aminoetan sulfonik asit), filogenetik olarak olduk¢a eski bir
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molekiil olup biosferde yaygin olarak bulunmaktadir. Hayvanlar da oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda bulunurken, bitkilerde nadir bulunur. Memeliler dahil olmak iizere
hayvanlarin pek ¢ogunda bulunan diisiik molekiil agirlikli organik bilesenlerden biridir
(Huxtable, 1992). Taurin, renksiz, suda eriyen, metiyonin ve sistein metabolizmasindan
tireyen molekiil agirligi yaklasik 125 dalton olan yari esansiyel bir amino asittir. Taurini
diger amino asitlerden farkli kilan karakteristik 6zellik karboksil (-COOH) grubu yerine
stilfonik asit (-SO3H) grubu igermesidir (Sekil 4)( Kendler, 1989; Franconi vd., 2006).
Taurin, protein biyosentezinde kullaniimamakla birlikte birgok hiicrede hiicre-i¢i amino

asit havuzu iginde baglanmamis olarak bulunur (Redmond vd., 1998).
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Sekil 4. Taurinin kimyasal yapisi

Siniflandirmada bir alfa amino asit olarak yer almasina ragmen, proteinlerin
yapisina katilmaz. Yapisinda yer alan siilfonil grubundan dolayr birgok dokuda serbest
halde bulunabilir (Satoh ve Sperelakis, 1998). Taurin en fazla insan viicudunda bulunur ve
glukoz metabolizmasinda onemli bir role sahiptir. Hem Tip 1 ve Tip 2 hem de deneysel
olarak olusturulan diyabet modellerinde taurin homeostazinda degisiklikler saptanmistir
(Franconi vd., 2006). Taurin, hayvanlarin bir¢ogunda ozellikle deniz hayvanlarinda
oldukga yiiksek oranda bulunur (Stapleton vd., 1997). Periferik sinir sisteminde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasinin yani sira gesitli dokularda mevcut olan toplam amino asit
havuzunun % 50'sini temsil ederken (Hanna vd., 2004) plazmada goreceli olarak diisiik
konsantrasyondadir (Tablo 5) (Satoh ve Sperelakis., 1998). Yaklasik 70 kg agirligindaki

bir insanda ortalama 70 gr taurin bulunur (Lourengo ve Camilo, 2002).
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Tablo 5. Taurinin insan viicudundaki dagilimi (Lourengo ve Camilo, 2002)

Doku/Organ pmol/g
Beyin 0.8-5.3
Eritrosit 0.05-0.07
Kalp 6
Bobrek 1.4-1.8
Karaciger 0.3-1.8
Akciger 1-5
Kas 2.2-54
Trombosit 16-24
Retina 30-40
Dalak 114
Hiicreler 20-35

Glinliik olarak alinmasi gereken taurin miktar1 ortalama 58 mg diizeyindedir. Et, siit

tirlinleri, kiimes hayvanlari, yumurta ve balik taurinin 6nemli kaynaklaridir (Tablo 6)

(Lourengo ve Camilo, 2002).

Tablo 6. Bazi besinlerin taurin igerigi (Lourengo ve Camilo, 2002)

Cinsi mg /100 g
Et
Sigir eti 43
Domuz eti 61
Tavuk eti 169
Hindi eti 306
Kuzu eti 47
Jambon 50
Deniz iiriinleri
Tonbaligi/Konserve 42
Balik/Cig 151
Midye/Cig 655
Istiridye/Taze 70
Balikyagi 31
Siit ve siit iiriinleri
Patorize Siit 6
Cedar peyniri --
Yogurt 3.3
Dondurma/vanilla 1.9
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1.11.1. Taurin Sentezi

Insanlar igin taurinin ana kaynagmi, taurin onciileri olan metiyonin ve sistein’i
yiiksek konsantrasyonlarda bulunduran diyetsel gida firiinleri olusturmaktadir. Ancak
sentez yetenegi tiirler arasinda farkliliklar gostermekte ve insanlardaki maksimum sentez
orani bilinmemektedir. Yetiskin bir bireyde, taurinin giinliik ortalama sentezi 0.4-1.0 mmol
araligindadir. Stres altinda sentez kapasitesinde 6dnemli dl¢iide bir diisiis gézlemlenebilir

(Jacobsen ve Smith, 1968; Stapleton vd., 1997).

Endojen taurin sentezi agirlikli olarak beyin ve karaciger dokusunda gerceklesir
(Worden ve Stipanuk, 1985). Sentez enzimatik oksidasyon ve sistein doniisiim igeren
birka¢ basamaktan olusur. Taurin, viicuda alinan besinlerin yikilimu ile tiiretilebilecegi gibi
viicut, karaciger de sistein siilfonik asit yolagini kullanarak sistein ve metiyoninden kendi
taurin dretebilir. Bu yolakta sisteinin siilfhidril grubu sistein dioksijenaz enzimi ile sistein
siilfinik asit’e okside edilir. Sistein silfinik asit, sistein siilfinik asit dekarboksilaz ile
hipotaurine dekarboksile edilir. Daha sonra hipotaurin ya kendiliginden ya da enzimatik

reaksiyonla taurine yiikseltgenir (Sekil 5) (Stapleton vd., 1997).

Metyonin

'

Homosistein

'

Sistein Proteinler. GSH

Sistein deoksijenaz
Sistein sulfinik asit —— = Siilfat, Piruvat
l Sistein sulfinik asit dekarboksilaz
Hipotaurin

Hipotaurin dehidrojenaz ( ? )

) H.,CSO,OH
TAURIN =
CH, (NH,)

Sekil 5. Taurin sentezi
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1.11.2. Taurinin Antioksidan Etkisi

Taurinin endojen antioksidan (Obrosova vd., 2001), kalsiyum modiilator,
norotransmiter, biiyiime modiilasyonu, membran stabilizasyonu, glikoliz ve glikojenezis
stimiilasyon gibi 6nemli fonksiyonlar1 vardir (Redmond vd., 1998). Literatiirde, taurin
antioksidan aktivitesi ile ilgili 6nemli bir tartisma mevcuttur. Aruoma ve arkadaslar
(1988), taurinin direkt olarak antioksidatif etkisi olmadigint bildirmislerdir. Yapilan bir
baska caligmada ise taurinin, hidrojen peroksit ile olusturulan oksidatif strese karsi
hepatositleri korudugu gosterilmistir (Fukuda vd., 2000). Taurinin 6nemli islevlerinden biri
de kalsiyum diizeyini dengede tutmasi ve bdylece kalp dokusunun diizgiin kasilma
fonksiyonu desteklemesidir. Taurinin kalp yetmezligi ve kardiyomiyopati gibi patolojik
kosullara kars1 koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Ayrica, yiiksek dozlarda taurinin,
epinefrin tarafindan uyarilan erken ventrikiiler kasilmayi 6nledigi bildirilmistir (Hanna vd.,
2004). Taurin, diyabetik lens ve retinada diyabet kaynakli lipit peroksidasyonu onledigi
rapor edilmistir (Obrosova vd., 2001). Taurin, beynin gelisimi ve rejenarasyonun yani sira

noronlarin ¢ogalmasi ve yasamasinda 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Lima vd.,

2001).

Taurin miktarinin, normal bir insana gore diyabetik hastalarda daha diisiik diizeyde
oldugunu bildirilmistir (Huxtable, 1992). Taurin 6zellikle diyabetin retina, lensler ve
sinirler lizerinde olusturdugu hasar1 6nlemede etkili oldugu saptanmistir. Tip 1 ve Tip 2
plazma sirkiilasyonun da lens, bobrek ve retina da olusan oksidatif strese kars1 olan taurin
diizeyinin azaldig1 gosterilmektedir (Obrosova vd., 1999; 2001). Yapilan bir ¢alismada,
Tip 1 ve Tip 2 diyabet olusturulmus fare karaciger dokusunda lipit peroksidasyonuna karsi

taurinin koruyucu etkisinin oldugu bildirilmistir (Lim vd., 1998).

Modern anlamda taurinle ilgili ¢aligmalar 1968 yilinda yayinlanan bir derlemeyle
baslamistir ve ¢ok cesitli fizyolojik rollere sahip olmasi nedeniyle hala arastiricilarin

ilgisini cekmektedir (Lombardini ve Schaffer, 2002).
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1.12. Amag

Endojen antioksidan ozellige sahip olan taurinin diyabet ve diyabetin kronik
komplikasyonlar1 iizerine olumlu etkileri olabilecegi disiiniilmektedir. Antioksidan
savunma mekanizmalarindan biri olan Nrf2/HO-1 sinyal yolagi iizerine taurinin etkileri ile
ilgili herhangi bir literatiire rastlanilmamistir. Bu ¢alismanin amaci, kuvvetli bir
antioksidan olan taurinin streptozotosin ile diyabetik noéropati olusturulan ratlarin beyin

dokusunda Nrf2/HO-1 sinyal yolag tizerine muhtemel etkilerinin arastirilmasidir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Hayvan Materyali

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) onay1 alindiktan
sonra (Tarih: 20.01.2011, Toplant1 2011/01, Karar N0:23) ¢alismalara baslandi.

Bu calismada Firat Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden (FUDAM) temin
edilen Wistar albino cinsi ratlar kullanildi. Ratlar havalandirma sistemi bulunan bir
ortamda 0zel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler,
0zel ¢elik kaplarda, su paslanmaz ¢elik bilyeli biberonlarda normal musluk suyu olarak
verildi. Deney hayvanlari Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan pelet rat
yemleriyle beslendi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 7. Diyetin bilesimi

Yem maddeleri Yiizdesi (%)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2,
B6, B12 vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir.

**Mineral karmasi: Mangan, demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olusmustur.



2.2. Arastirma Gruplari

Deneysel c¢alismalara baslamadan o©nce, c¢ikabilecek aksakliklarin asgariye
indirilmesi amaciyla 6n ¢alisma yapildi. Ratlara giinliikk 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik
olacak sekilde bir aydinlatma periyodu uygulandi. Ratlar 22 +2°C sicaklik, %55 +5 nisbi
nem bulunan ortamda barindirildi. Ayrica hayvanlara taze su ve yem ad libitum olarak
verildi. Calismanin baglangicinda ve sonunda canli agirliklar kaydedildi. Arastirma

FUDAM da yiiriitiildii.

Bu c¢alismada, 40 adet, 180+£20 g canli agirliginda, 8 haftalik yasta, erkek Wistar
albino 1rk1 rat kullanildi. Hayvanlar her grupta 10’ar adet rat olacak sekilde rastgele 4
gruba ayrildi (Tablo 9). (i) Kontrol grubu (n:10): tek doz serum fizyolojik (SF) enjekte
edilen grup. (ii) Taurin grubu (n:10): SF enjekte edilen ve calisma boyunca taurinin %2
(w/v) oraninda icme suyuna karistirilarak verildigi grup. (iii)) STZ grubu (n:10):
Streptozotosinin (STZ) (60 mg/kg i.p.) tek doz olarak uygulandig1 grup. (iv) STZ+Taurin
grubu (n:10): STZ’nin (60 mg/kg i.p.) tek doz olarak uygulandigi ve calisma boyunca
taurinin %2 (w/v) oraninda i¢cme suyuna karistirilarak verildigi grup. Arastirmanin

deneysel sathasi 8 hafta siirdii.

Tablo 8. Aragtirma gruplari

Gruplar Verilen Madde Miktar/Uygulanma Sekli Siire
Kontrol SF i.p.
Taurin Taurin %2 (W/v) (Igme suyu)
£
STZ STZ 60 mg/kg i.p =
STZ+Taurin STZ STZ, 60 mg/I'<g i.p
Taurin Taurin,%2 (w/v) (Igme suyu)

Deney hayvanlari, uygulamalara baglamadan 6nce 10 giin siire ile standart sartlara
adaptasyonlar1 saglandi. Streptozotosin (STZ) (Sigma, St. Louis, MO), 60 mg/kg canl

agirlik dozunda 0.1 M fosfatsitrat tamponunda (pH: 4.5) ¢6zdiiriildii ve intraperitoneal
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enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi (Yao vd., 2009). STZ uygulamasindan 6nce ratlarin
kan glukoz diizeyleri belirlendi ve STZ uygulamasindan sonra aglik kan sekerleri 140
mg/dl’den yiiksek olanlar diyabetik ratlar olarak siniflandirildi (ADA, 2011). Taurin,
(Taurin, Cral Roth, Germany) % 2 oraninda i¢gme suyuna karistirtlarak ilgili gruplara
verildi (Li vd., 2005; Yao vd., 2009). Kandaki glukoz konsantrasyonu ACCU-Chek Active
(Roche Diagnostics), glukometre cihazi kullanilarak 6l¢iildii.

Calisma sonunda ratlar beyin ve kan dokulari alinmak tizere anestezi altinda
dekapite edildi. Western Blot analizi i¢in beyin dokusuna ait 6rnekler kiigiik plastik tiiplere
konulup sivi nitrojen iginde 10 saniye tutulup donduruldu. Kan 6rnekleri ise alindiktan
hemen sonra, serum ile hiicre pelleti + 4°C’de santrifiij yapilarak ayrildi. Beyin ve kan
dokusuna ait 6rnekler analizleri yapilincaya kadar derin dondurucuda -80°C’de muhafaza
edildi.

2.3. Laboratuvar Analizleri

Laboratuar analizleri beyin ve kan dokusuna ait 6rneklerde yapilmistir (Tablo 10).

Tablo 9. Beyin ve kan dokusuna ait 6rneklerde yapilan analizler

Analiz Beyin Kan/Serum
Malondialdehit (MDA) MDA Analizi
Glukoz Glukoz degerleri
Western Blot Glukoz tastyici protein-1 (GLUT1)
Western Blot Glukoz tastyici protein-3 (GLUT3)
Western Blot Niikleer faktor E2 iligkili faktor 2 (Nrf2)
Western Blot Hem oksijenaz-1 (HO-1)

2.3.1. Malondialdehit Analizi

Serum Orneklerindeki MDA konsantrasyonu yiiksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC, Shimadzu, Tokyo, Japan) kullanilarak olgiildi (Karatepe, 2004; Barim ve
Karatepe, 2010), 250 nm'de Inertsil 5p C—18 (15 cm x 4,6 mm) kolonu kullanildi.
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2.3.1.1. HPLC ic¢in Ekstraksiyon ve Standart Hazirlama

YV V V V V

Serum oOrneklerinden, 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij tiiplerine 400 pul alindi.
Orneklerin tizerine 300 ul 0.5 M HCI1O4 eklenerek vorteksle karistirildi.

Karisim 4500 devir/dk. hizla sogutmali santrifiijde 5 dk. boyunca santrifiijlendi.
Stipernatant dikkatlice viallere alinarak serumlarin ekstraksiyon islemi tamamlandi.
Tim islemler boyunca homojenatlar ve kimyasallar 1siktan korundu ayrica soguk
zincire riayet edildi.

Kalibrasyon grafigi olusturulmak ve hesaplamalarda kullanmak iizere MDA
(1,1,3,3-tetraethoksi-propan, Sigma-Aldrich, Almanya) standartlar1 hazirlandu.
MDA standardi igin tetracthoksi-propandan 10 pl hacimde alinarak 10 ml’lik
kapakl1 bir cam tiipe alind.

Hacim 0.1 M hidroklorik asit (HCI, %37, Merck, Almanya) ile 10 ml hacime
tamamlandi.

Benmaride (Memmert, Almanya) 100 °C’de 5 dk kapak kapali sekilde muamele
edildikten sonra sogutuldu ve 100 ml hacime ultra saf su ile tamamlandi. Elde

edilen soliisyon 2,92 pg/ml MDA icermektedir.

2.3.1.2. HPLC’ de MDA Analizi

>

Analizler ultraviyole (UV) dedektér (SPD-20A), pompa (LC-20AD), otosampler
(SIL-20A) ve kolon firmi1 (CTO-10ASVP) initelerine sahip olan yiiksek
performansh sivi kromatografisi (High Performance Liquid chromatography,
HPLC) cihazinda (Shimadzu, Japonya) LC Solution (LabSolution LCsolution
Release 1.21) paket programi kullanilarak yapildi.

Analizde kolon olarak C18 (ODS-3, 5 um, 4,6 x 250 mm, Inertsil, GL Sciences,
Japonya), hareketli faz olarak ise pH: 3.6 olarak ayarlanan 30 mM potasyum
dihidrojen fosfat (KH,PO,4, Merck, Almanya) — metanol (CH40, Sigma-Aldrich,
Almanya) karisimi (% 82.5-17.5; v/v) kullanildi.

Analiz sartlari; kolon firin1 sicakligi 30 °C, haraketli faz akis hizi 1 ml/dk,
enjeksiyon hacmi 30 pl, dalga boyu 250 nm ve analiz siiresi 10 dk olacak sekilde

ayarlandi.
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> Orneklerin alikonma siiresi yaklasik 5 dakika olarak belirlendi.
2.3.2. GLUT1, GLUTS3, Nrf2 ve HO-1 Proteinlerinin Western Blot ile Analizi

Beyin dokusuna ait 6rnekler homojenize edilerek homojenatlarin igerdigi toplam
protein miktarlar1 hesaplandi. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ve Western blot analizi ile GLUT1, GLUT3, Nrf2 ve HO-1 proteinlerinin diizeyleri
belirlendi.

2.3.2.1. Beyin Dokusuna Ait Orneklerinin Homojenizasyonu

Beyin oOrneklerinin  homojenizasyonunda Tuzcu (2004) tarafindan uygulanan

homojenizasyon yontemi kullanildi.

Dondurulmus dokular 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon solusyonunda (10mM
Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM NacCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid 19 (PMSF), 5uM
soybean (bir tripsin inhibitorii olarak)) cam-cam homojenizator yardimiyla soguk ortamda
homojenize edildi. Proteinlerin proteaz aktivitesi ile bozulmalarini engellemek amaciyla
homojenizasyon islemleri esnasinda tiim islemler buz igerisinde yapilmistir. Homojenatlar
sogutmali santrifijde +4 °C’de 60 dakika siireyle 15.000 rpm’de santrifiij edildi. ilk
slipernatantlar mikrosantrifiij tiiplere alinarak analizler yapilincaya kadar —80 °C’de
sakland1. Pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon solusyonunda (25 mM Tris-
HCI (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —100 ve % 1’lik SDS) yeniden siispanse
edildi. +4 °C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve homojenatlar sogutmali santrifiijde
+4°C’de 60 dakika siireyle 15.000 rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen 2. siipernatantlar
mikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri igin —80 °C’de

saklandi.
2.3.2.2. Total Protein Miktarmmin Spektrofotometrik Analizi

Beyin orneklerine ait homojenatlarin igerdigi toplam protein miktar1 Lowry metodu
(1951) ile belirlenmistir.

Na,CO;3; (Sodyum Bikarbonat) (%2): 2 g Na,COg3 iizeri 100 ml’ye 0.1 N NaOH ile

tamamlanir.
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Na-K Tartarat (Sodyum Potasyum Tartarat) (%1): 1 g Na-K Tartarat tizeri 100 ml’ye

dH-,0 ile tamamlanir.
CuSOq (Bakir Siilfat) (% 0.5): 0.5 g CuSO, tizeri 100 ml’ye dH,0O ile tamamlanur.

Alkali Bakir: 48ml % 2’lik Na,COj ¢ozeltisine 1 ml % 1°lik Na-K Tartarat ¢ozeltisi ve 1
ml % 0.5’lik CuSOy ¢ozeltisi ilave edilir.

Folin: 1:1 oraninda dH,O ile seyreltilir.
Bovin Serum Albumin (BSA): 1 mg/ mL olacak sekilde dHO ile ¢oziiliir.

Alkali ortamda bakir iyonu (Cu+2) proteinlerdeki peptid baglar1 ile bir kompleks
olusturur ve Cu™"> ¢ indirgenir. Iindirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan
Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden olur.
Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 600 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Her bir tiipe 0, 20, 40, 60, 80, 100 ul BSA, 2 ml alkali bakir ve 10 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Sonra her tiipe 0.2 ml Folin eklendi ve vortex edildi. Oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. 600 nm dalga boyunda her numunenin absorbansi

belirlenerek standart olarak kullanilan bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Standartlar ve Orneklerin spektrofotometrik analizleri hata paymi minimuma
indirmek i¢in iki tekrarli gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik analiz i¢in her bir beyin
homojenatindan 75 pl alinmis ve 975 pl dH,O seyreltilerek tizerlerine alkali bakir ¢ozeltisi
ilave edilmis ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyonu takiben her bir 6rnege Folin
belirteci eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (OPTIMA, SP 3000, Tokyo, JAPAN) okunmustur.
Spektrofotometre sonuglari regresyon yontemi araciligiyla degerlendirilerek, her bir beyin

homojenatindaki toplam protein miktar: hesaplanmaistir.
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2.3.2.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi sisteminde akrilamid
monomerlerinden yararlanilir. Amonyum persiilfat (APS) gibi bir serbest radikal ile
TEMED gibi stabilizatorii saglayict ortamda akrilamid monomerleri uzun zincirler
olusturacak sekilde polimerlesmekte ve daha sonra olugsan bu uzun zincirler arasinda yanal

baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir.

SDS-PAGE analizinde jelin yapisinda yer alan sodyum dodesilsiilfat deterjanin
bulunmasi ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir.
Boylece protein agregasyonu Onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire
polipeptidler negatif yiik kazanirlar. SDS baglantili polipeptid kompleksleri, molekiil
agirliklarina bagli olarak jel icerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklary; aym jel lizerinde bulunan bir standartla karsilastirilarak tespit edilir. Mutasyon
gecirmis veya ¢esitli olumsuz ¢evre faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parca ilavesi ya da bazi proteinlerin

yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sisteminde tespit edilir.

Protein molekiillerinin hareketi giic kaynagindan gelen elektrik akimina gore
negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. incelenecek protein molekiilleri sayet 0—
43 kDa araligina tekabiil ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15, 40 kDa’dan yukart ise
akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asagi distriiliir. Diger bir ifade ile molekiiliin
agirhgr arttikga akrilamidin konsantrasyonu diisiiriiliir. Akrilamid konsantrasyonunun
artigl, jel icerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasina sebep olmaktadir. Dolayisiyla

protein molekiillerinin hareket hizi da azalmaktadir (Tuzcu, 2004).

34



2.3.2.3.1. Jellerin Hazirlanmasi (SDS-PAGE)

Beyin dokularina ait protein Ornekleri Laemmli (1970), tarafindan belirtildigi

sekilde hazirlanan SDS-PAGE ile incelendi.

Tablo 10. Separating (ayirma) jel bilegimi

Separating (ayirma) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3.35ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 100 pl
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul

TEMED 5ul

Toplam 10.0 ml

Tablo 11. Stacking (yiikleme) jel bilesimi

Stacking (yiikleme) jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
SDS (%10) 100 pl
Akrilamid-Bis (%30) 1.3ml
Amonyum persiifat (%10) 50 pl

TEMED 10 pl

Toplam 10.0 mi

SDS-PAGE clektroforezi islemi Bio-Rad Mini Protean Tetra Cell Elektroforez

sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Jel olusturmak icin uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek

tizere 10 ml’ lik separating jel (Tablo 11) solusyonu hazirlandi (Sekil 7).

Sekil 6. Jel kaset sisteminin hazirlanis1 (a-ince ve kalin camlarin jel
dokiilecek alani (0.75mm) olusturmak tiizere {ist liste getirilmesi. b-
Sikistrma  aparatina  camlarin  yerlestirilmesi. c-Sikistirma  aparati
mandallarinin kapatilmasi. d-Cam kasetlerin jel dokiilmek iizere dikey
olarak sabitlenmesi.)

Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karigtirildi ve uygun bir otomatik pipet
yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina
aktarildi ( Sekil 7d). ki cam levha arasma jel ilave edilirken iist kisimda tarak dislerinin
yiiksekligi kadar (=1cm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset seklindeki bu iki cam levha
arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek aralarindaki
akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra iki cam levhanin ist
kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi. Tarak dislerinin dolgu
maddesi olarak ifade edilen stacking jel (Tablo 12), 10 ml kadar hazirlandi. Hazirlanan bu
jel soliisyonu iyice karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla, jel kasetine
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu, iki camin en {ist

seviyesine kadar tamamlandi.
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Stacking jel ¢cok cabuk polimerize oldugundan islemlerin kisa slirede yapilmasina

dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek polimerlesme saglandi.

Sekil 7. Kaset sisteminin elektroforez i¢in hazirlanmasi (a-Anot-katot
haznesi. b-Kasetlerin hazneye yerlestirilmesi. c-Hazne mandallarinin
kapatilmasi. d-Haznenin tanka yerlestirilmesi.)

Kaset sistemi elektroforez tankina yerlestirildi (Sekil 8d). Tarak, polimerlesmesi
tamamlanan jelden ¢ikarildi. Bu islem sirasinda jelde drneklerin yiiklenecegi kuyucuklarin
bozulmamasina dikkat edildi. Ardindan, olusturulan jel planina bagli olarak, her bir
kuyucuga (markir kuyucugu hari¢) Spektrofotometrik yolla toplam protein miktarlarinin
belirlenen beyin dokusuna ait Ornekler toplam protein miktarlar1 esit olacak sekilde
yiiklendi. Tank igerisine yeterli miktarda yiiriitme (Running) tamponu ilave edildi. Giig¢
kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. Ornekler Stacking
(ylikleme) jeli gegince voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gdzle izlenilebilen
mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi. Elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi.
Protein bantlarinin goriiniir hale gelebilmesi icin bu jel % 1.25’lik Coomassie blue boya
ortamina alindi. Burada en az yarim saat en fazla bir gece boyunca oda sicaklifinda

bekletildi.
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Boya soliisyonundan alinan jel boyayi giderici soliisyon (destain soliisyon)
ortamina alindi. Ara sira calkalanarak protein bantlarinin disindaki boya maddesi
uzaklastirildi. Boya giderici soliisyonda 5’er dakika bekletildi ve soliisyon dokiildii. Jel
tekrar boya giderici ortama alindi ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel {izerinde
bulunan protein bantlarinin disindaki boya giderilmis olundu. Jel iizerinde goriiniir hale

gelen protein bantlariin fotograflari bir kamera yardimiyla ¢ekildi.
2.3.2.4. Western Blot

Beyin dokusuna ait orneklerinin Western blot analizleri Tuzcu (2004), tarafindan

uygulanan metoda gore gergeklestirilmistir.

Western blot; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde goc ettirilen proteinlerin,
nitroseliilloz membrana transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla
gosterilmesidir. Blotlama yapilmadan Once calisilan Orneklerdeki proteinler elektriksel
ortamda poliakrilamid jel lizerinde gog ettirilmektedir. Proteinlerin elektroforezleri SDS-
PAGE’de gergeklestirilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4
asamada gergeklestirilir (Sekil 9).

[ Blotlama: jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarima. ]

l

Bloklama: spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek igin nitroseliiloz
membranda protein baglanmamis bélgelerin ilgisiz proteinlerle
kaplanmasi.

J

[ Ozgiil antikorlarla tepkime ]

J

[ Goruntileme ve Analiz ]

Sekil 8. Western blot analizi asamalari
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Nitroseliilloz membrana transfer sirasinda jel ile nitroseliiloz membran kars1 karsiya

getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar: arasina yerlestirilmektedir (Sekil 10).

Filtre Ragidi
Siinger — o
(- (+)

SDS-PAGE Jel Nitroseliiloz Membran

SDS-PAGE Jel — Nitroseliiloz Membran

Sekil 9. Blotlama sistemi

Jelin biiytikliigi ile orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanip
proteinlerin transferi saglanmaktadir. Jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi
(blotlama): SDS-PAGE tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak {izere alindi.
Nitroseliiloz membrana transferin gergeklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroseliiloz
membran (Schleicher and Schuell, Inc., USA) ylizeyleri arasinda bosluk kalmayacak
bicimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla sarilmis bir sekilde blotlama
diizenegine yerlestirilerek, Blot (Transfer) tamponu ile doyuruldu (Sekil 10). Sogutulmus
Blot (Transfer) tamponu ile tanka yerlestirilen diizenek manyetik karistiric1 iizerinde 60
dakika boyunca 350 mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin Nitroseliiloz

membrana transferi saglanmis oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroselilloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama): Blotlama islemi
bittikten sonra nitroseliiloz mebranlarin dlclilerine uygun dikdortgen kapakli cam
kutularina alinan nitroseliilloz membranlar 1 X PBS tampon soliisyonla ¢alkalayici iizerinde

3 kez 5’er dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, % 5’lik sigir
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serum albumini ile 37 °C’ de 90 dakikalik inkiibasyonla bloklandi. Nitroseliiloz membranin

0zgil olmayan proteinlerle bloklanmasinda albumin tercih edilmektedir.

Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal antikorlar kullanilabilir.
Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil olmalar1 ve ¢ok giiglii
immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolay:r avantaj saglamaktadir. Bu nedenle,
monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir. Ancak, ¢alisilan proteinler
arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise capraz reaksiyonlar sonucunda yalanci
pozitiflikler ortaya c¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin kullanilmasi durumunda ayni
nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin daha fazla oldugu bilinmektedir.
Western blotta monoklonal antikorlarin kullaniminin en biiyiik dezavantaji, SDS-PAGE ve
blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin ortadan kaldirilmasidir. Belirlenmeye
calisilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda ise monoklonal antikor-epitop
baglanmasi1 sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal antikor kullanildiginda,

poliklonal antikorla ¢alisilmasina kiyasla, yalanci negatiflik ihtimali artmaktadir.

Primer antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat Nrf2, HO-1, GLUT1 ve GLUT3
kullanildi. Sekonder antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat kullanildi (Tablo 13).

Tablo 12. Western blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

SDS-PAGE Blok Primer . Sekonder

Jel tampon  primer Antikor ~ Antikor Sﬁﬂ%?(%?r Antikor  Firma

(%) (%)

%12 %5 Nrf2 1:1000  goat-anti- 1:1000 Abcam
rabbit

%12 %5 HO-1 1:1000  goat-anti- 1:1000 Abcam
rabbit

%12 %5 GLUT1 1 ug/ml goat-anti- 1:1000 Abcam
rabbit

%12 %5 GLUT3 1/8000  goat-anti- 1:1000 Abcam
rabbit

%12 %5 B-Aktin 1/100 goat-anti-  1:1000 Abcam
rabbit

Nitroseliiloz membranlar primer antikorlar ile +4°C’ de gece boyunca inkiibasyona

birakildi. Daha sonraki sathada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5’er dakika 1X PBS tampon
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soliisyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroselilloz membranlar %
0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla
konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37 °C’ de 90 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada nitroseliiloz membranlar 5 kez 5 dakika 1X PBS

tampon soliisyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi i¢in 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-0.05
oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la reaksiyon
sonucu nitroseliilloz membranlar lizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriintir hale geldi.
5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar net olarak
goriildiikten sonra nitroseliiloz membranlar iyice yikandi. Nitroseliilloz membranlar iyice
kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif yogunluklar1 analiz edilmek {izere alindi. Bantlarin
rolatif yogunluklar1 Image analyses system (Image J National Institute of Health Bethesda,

USA) programi kullanilarak analiz edildi.

2.3.3. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Prism yazilimi kullanilarak yapildi (PRISM 4,
GraphPad Software Inc, LaJolla, CA). Veriler; ortalamanin standart hatasi belirlenerek (+
SEM) sunuldu. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gruplar karsilastirildi.
Post hoc analizi olarak Tukey testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi i¢in P degeri <

0.05 olarak belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. Canh Agirhk

Calismada, deneysel diyabet olusturulmadan ve taurin uygulamasi yapilmadan 6nce
kullanilacak ratlarin ortalama baslangi¢ canli agirliklar1 belirlenmistir (Sekil 11). Sekiz
haftalik uygulamanin sonunda her gruptaki bitis canli agirlik ortalamalart alinarak gruplar
arasi canli agirlik degisimleri tespit edilmistir (Sekil 10). Bitig canli agirlik degisimlerinde,
kontrol grubu ile karsilastirildigida STZ grubunda onemli bir diisiis oldugu gézlemlendi
(P< 0.001). Kontrol ile Taurin ve STZ ile STZ+Taurin gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkin olmadig1 belirlenmistir (P> 0.05).
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Sekil 10. Canli agirlik degisimleri (a-b: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir p<0.001)



3.2. Kan Glukoz Diizeyleri

Kan glukoz diizeyleri, c¢alisma baslamadan o6nce (0. giin), Streptozotosin
uygulanmasinin ardindan (2.giin) 28.glin ve 56.giin olmak iizere toplam dort kez ol¢iildii.
2. giin, 28. giin ve 56. giinlerde STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ+Taurin grubunda
kan glukoz diizeylerinde istatistiksel olarak oOnemli olmayan bir azalma oldugu
gozlemlendi (P>0.05). Kontrol ile Taurin ve STZ ile STZ+Taurin gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir (P> 0.05).

Tablo 13. Kan glukoz diizeyleri

Gruplar*
Zaman**

Kontrol Taurin STZ STZ+Taurin
0.giin 89,1+2,79 88,4+4,12 92,9+1,54°¢ 92,1+2,21°
2.giin 93,9+2,82° 97,1+2,62° 374,844,655  384,7+7,6%
28.giin 94,5+2.21° 93,8+2.4" 493+17,49" 458,84+24,81"
56.giin 92,54+2,9" 97+2,62" 488,6+23,88"™  453,5+16,37°

Veriler Ortalama + standart hata olarak sunulmustur.
* a-b: Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamli p<0.05
** A-C: Ayni siitunda farkl harfi tagiyan gruplar arasi fark anlamli p<0.05
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3.3. Serum MDA Diizeyleri

Serum MDA diizeyleri, yiiksek basingli sivi  kromatografisiyle (HPLC)
belirlenmistir. Gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmustur (Sekil 12) (p<0.001). En
yiiksek MDA diizeyinin STZ grubunda (0,783+0,089 umol/L) oldugu saptandi. STZ grubu
ile karsilastirildiginda STZ+Taurin grubu (0,520+0,041umol/g) MDA diizeyinde &nemli
bir diisiis oldugu belirlenmistir (P<0.05). Kontrol grubu ile Taurin grubu (0,337+0,035
umol/g) arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmedi (P>0.05). STZ+Taurin grubunda MDA diizeyi STZ grubuna gore daha diisiik

olmakla birlikte (P<0.05), kontrol ve Taurin grubuna gore daha yiliksek bulunmustur.

1.0
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]
n

0.24

0.0 T T

Kontrol Taurin STZ STZ+Taurin

Sekil 11. Serum MDA diizeyleri (a-b: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (p<0.001))
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3.4. Beyin dokusunda GLUT1, GLUT3, Nrf2 ve HO-1 Proteinlerinin Diizeyleri

Bu calismada, taurin suplemaninin diyabetik ndropati olusturulan ratlarin beyin
dokusunda Nrf2/HO-1 sinyal yolag: tizerine olan etkisi arastirllmistir. Bu amagla beyin
dokusunda GLUT1, GLUTS3, Nrf2 ve HO-1 proteinlerinin diizeyleri Western blot metodu

kullanilarak analiz edilmistir.

3.4.1. GLUT1 Proteini Diizeyleri

Beyin GLUTL1 proteini diizeyleri sekil 12°de gosterilmistir. GLUT1 proteini
diizeyleri bakimindan gruplar arasinda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (P<0.001). STZ
grubu GLUT1 proteini diizeyi, kontrol grubuna gore azalmistir (P<0.001). STZ grubu ile
karsilagtirildiginda STZ+Taurin grubu GLUT1 proteini diizeyinde anlamli bir artis tespit
edildi (P<0.01). Kontrol grubu ile Taurin grubu arasinda yapilan karsilagtirmada
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmedi (P>0.05).

Beyin GLUTL| I S | o s
B-AKIN |~ s i e s - o s
125 A
a - S
100 - —— -
b
S 7 C
c
o
X
£ 501
25 1
0 1 1
Kontrol Taurin STZ STZ+Taurin

Sekil 12. GLUT1 proteini diizeyleri (a-c: farkls harf tagiyan gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P<0.001))
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3.4.2. GLUTS3 Proteini Diizeyleri

Beyin GLUT3 proteini diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda dnemli farkliliklar
tespit edilmistir (Sekil 13) (P<0.001). STZ grubu GLUT3 proteini diizeyi, kontrol grubuna
gore onemli olglide azalmistir (P<0.001). STZ grubu ile karsilastirildiginda STZ + Taurin
grubu GLUTS3 proteini diizeyinde anlamli bir artis tespit edildi (P<0.05). Kontrol grubu ile

Taurin grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gdzlenmedi (P>0.05).

Beyin GLUT3 | 1 S s Nt
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Sekil 13. GLUT3 proteini diizeyleri (a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki
farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P<0.001))
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3.4.3. Nrf2 Proteini Diizeyleri

Beyin Nrf2 proteini diizeyleri sekil 14’de gosterilmistir. Nrf2 diizeyleri bakimindan
gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (P<0.001). STZ grubu Nrf2 proteini
diizeyi, kontrol grubuna goére Onemli Ol¢lide azalmistir (P<0.001). STZ grubu ile
karsilagtirildiginda STZ + Taurin grubu Nrf2 proteini diizeyinde anlamli bir artig tespit
edildi (P<0.001). Kontrol grubu ile Taurin grubu arasinda yapilan karsilastirmada

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (P>0.05).
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Sekil 14. Nrf2 proteini diizeyleri (a-c: farkl harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P<0.001))
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3.4.4. HO-1 Proteini Diizeyleri

Beyin HO-1 proteini diizeyleri incelendiginde; STZ grubu HO-1 proteini diizeyi,
kontrol grubuna gore Onemli Ol¢lide azalmistir (Sekil 15) (P<0.001). STZ grubu ile
karsilastirildiginda STZ + Taurin grubu HO-1 proteini diizeyinde istatistiksel olarak
anlaml bir artis tespit edildi(P<0.05). Kontrol grubu ile Taurin grubu arasinda yapilan

karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmedi (P>0.05).
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Sekil 15. HO-1 proteini diizeyleri (a-b: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P<0.001))
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Diabetes mellitus, kalitsal veya gevresel faktorlerin etkisiyle olusan, akut ve kronik
komplikasyonlar ile seyreden, insiilinin kismen ya da tamamen yetersizligi Ssonucu
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasindaki bozukluk ile karakterize metabolik
bozukluklardan biridir (Walter vd., 1991; Hasselbaink vd., 2003; Abou-Seif ve Youssef,
2004; Guyton ve Hall, 2007). Diyabetik hastalarda en sik rastlanilan komplikasyonlardan
biri de diyabetik noropatidir (Michael, 2008). Diyabetik noropatinin gelisimindeki en
onemli faktorlerden birinin hiperglisemi oldugu bildirilmistir (Vincent vd., 2004).
Hipergliseminin, diyabetik noronlarda gesitli yolaklarin aktivasyonu ile oksidatif stresi
artirdig1 bildirilmistir (Edwards vd., 2008). Diyabette oksidatif stresin olumsuz etkilerini
gidermek i¢in diyetsel manipiilasyonlarin uygulandig: ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu
anlamda flavonoid, karotenoid, mineral madde, ve amino asit gibi katkilarin
kullanilabildigi bildirilmektedir (Lubec vd., 1997; Manuel y Keenoy vd., 1999; Dogukan
vd., 2010; Sahin vd., 2007, 2012). Taurin, metiyonin ve sistein metabolizmasindan tiireyen
yar1 esansiyel bir aminoasittir (Franconi vd., 2006). Taurinin endojen antioksidan 6zellige
sahip oldugu bildirilmistir (Obrosova vd., 2001). Antioksidatif etkiye sahip taurinin
streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarin beyin dokusunda niikleer faktor E2 iligkili
faktor 2 (Nrf2)/ Hem oksijenaz (HO-1) sinyal yolagi iizerine muhtemel etkilerinin
arastirilmasi amaclanmustir.

Bu c¢aligmada, taurin suplemaninin diyabetik noropati olusturulan ratlarda serum
malondialdehit (MDA) ve kan glukoz degerleri {izerine etkisi ile beyin dokusunda Nrf2,
HO-1, glukoz tasiyict proteinler 1 (GLUT1) ve glukoz tasiyici proteinler 3 (GLUT3)
proteinlerinin diizeyleri lizerine olan etkileri incelendi.

Diyabette en sik rastlanan bulgulardan biri canli agirligi kaybidir. Enerji kaynagi
olarak glukozun kullanilamamasi viicut yaglarmin ve proteinlerinin kullanimini artirirken
ve depolanmasini ise azaltir (4). Bu arastirmada, bitis canli agirliklar1 kontrol grubuna
kiyasla Taurin grubunda herhangi bir degisim goriilmezken; STZ ve STZ+Taurin
gruplarinda daha diisiik oldugu saptandi. Obrosova ve Stevens (1999) streptozotosin ile
diyabet olusturduklari ratlarda, %1 ve %5 taurin suplemaninin canli agirhigr kaybini
engellemedigini rapor etmislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada alloksan ile diyabet

olusturulan ratlarda taurin suplemaninin canl agirligi etkilemedigi bildirilmistir (Das vd.,



2012). Taurin suplemaninin diyabete bagli olarak meydana gelen canli agirligi kaybini
engellemede etkili olmadig1 belirlenmistir.

Kan glukoz diizeyindeki artis, diyabetin en sik ratlanilan bulgular1 arasinda yer
almaktadir. Bu arastirmada, STZ grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda kan glukoz
diizeyinde onemli bir artis oldugu tespit edilirken, STZ+Taurin grubunda artan kan glukoz
diizeyinde istatistiksel olarak dnemli olmayan bir azalma oldugu tespit edildi. Obrosova ve
arkadaslar1 (2001) tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada, deneysel diyabetik néropati
olusturulan ratlarda taurin suplemaninin kan glukoz diizeyine olan etkisi ¢alismamizin
sonuglariyla paralellik gostermektedir. Literatiirde, deneysel diyabet olusturulan ratlarda
taurin suplemanmin kan glukoz diizeyini degistirmedigi bildirilmistir (Pop-Busui vd.,
2001; Wang vd., 2008; Zeng vd., 2010).

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve doku ya da
serumda meydana gelen oksidatif stresin belirlenmesinde en sik kullanilan yollardan
biridir. Lipit peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre membrani, lipitleri ve diger
bilesenlerinde bozulmaya neden oldugu bir siiregtir. Serbest oksijen radikallerinin yol
actig1 hiicresel hasarlanmanin en iyi gostergelerinden biri lipit peroksidasyonudur.
Diyabetin bazi komplikasyonlarinin  serbest radikallerin neden oldugu lipit
peroksidasyonunun artis ile iliskili oldugu bildirilmistir (Pari ve Latha, 2002). Lipit
peroksidasyonunun anormal artis1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinin eszamanli
olarak azalis1 yiiksek diizeyde hiicre organellerin bozulmasina ve oksidatif strese neden
olabilecegi rapor edilmistir (Maritim vd., 2003).

Yapilan bu arastirmada, STZ grubunda (0,783 pumol/L) kontrol grubuna (0,331
umol/L) kiyasla serum MDA diizeyi diyabete bagli olarak yiikselirken, STZ+Taurin
grubunda (0,520 umol/L) ise STZ grubuna oranla belirgin dl¢iide diistiigii belirlenmistir.
STZ+ Taurin grubunda MDA diizeyinde saptanan azalma taurinin kuvvetli bir antioksidan
Ozellige sahip olmasi ile agiklanabilir. Taurin (T), vanadil siilfat (VS) ve taurin-vanadil
siilfat (TVS) kombinasyonunun oksidatif ve antioksidatif sistemler {izerine etkilerinin
arastirildigr bir ¢alismada, plazma MDA diizeyinin diyabet grubuna kiyasla T ve TVS
gruplarinda 6nemli dl¢iide azaldig: bildirilmistir (Tas vd., 2007). Ratlarda streptozotosinle
diyabet olusturularak yapilan bir calismada, taurin suplemanmin farkli dozlarda
uygulandigr gruplarda plazma MDA diizeylerinin diyabet grubuna oranla taurin

suplemaninin doz artisina bagh olarak onemli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir (Pandya vd.,
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2010). El Zahraa ve arkadaslar1 (2012), taurin suplemanin, pankreatik MDA diizeyini
diyabet grubuna gore diisiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Beyin hiicreleri enerji gereksiniminin % 90’1n1 glukoz metabolizmasindan elde eder
(Handa vd., 2000). Bu nedenle, glukoz alinimmin ve kullaniminin kesintiye ugramasi
beyin hiicrelerinin fonksiyonu ve hayatta kalma oranini olumsuz yonde etkileyebilir (Singh
vd., 2006). Memeli hiicrelerine glukoz tasinimi, glukoz tasiyici protein ailesinin iiyeleri
araciliginda gergeklesmektedir (Maher vd., 1994). Beyin hiicrelerine glukoz tasinimu;
glukoz tasiyici protein GLUT1 ve GLUT3 araciligr ile gergeklestirildigi bildirilmistir
(Vannucci vd., 1998; Wood ve Trayhurn, 2003). Glukozun, kandan beyin ekstraselliiler
bosluguna taginimi, kan beyin bariyerinin (KBB) endotel hiicrelerinin hem luminal hemde
abluminal membranlarindan GLUT1 aracilig1 ile ger¢eklesmektedir. Beyin mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinde ve bu endotel hiicreleri ile yakin iliskide olan astrositlerde GLUT1
proteinin varliginit dogrulayan bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir (Bondy vd., 1992; Virgintino
vd., 1997). Beyinde ozellikle nonvaskiiler néronal glukoz taginiminin GLUT3 proteini
tarafindan gerceklestirildigi bildirilmistir (Shepherd vd., 1992; Nagamatsu vd., 1992).

Bu calismada, STZ grubunda kontrol grubuna oranla GLUT1 ve GLUT3
proteinlerinin diizeylerinde 6nemli 6lgiide bir azalma goriiliirken, taurin veilen grupta hem
GLUTI hem de GLUT3 diizeylerinde anlamli bir artis oldugu saptanmistir. Duelli ve
arkadaglar1 (2000) STZ ile indiiklenen diyabetik ratlarin beyin dokusunda, GLUTI1
proteinin diizeyinin azaldigini bildirmislerdir. Zhang ve arkadaslart (2009) GLUT1 ve
GLUT3 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna oranla diyabet grubunda azaldigi,
serebral iskemi-reperfizyon gergeklestirilen gruplar da ise belirgin bir bigimde artarak
kontrol grubuna yaklastigi tespit edilmistir. Ayrica, GLUT1 ve GLUT3 protein ekspresyon
diizeyleri ile mMRNA ekspresyon diizeylerinin benzer oldugu bildirilmistir (Zhang vd.,
2009). Yakin zamanl bir ¢alismada insan endotel beyin hiicrelerinde, alkol ile olusturulan
in vitro KBB hasarinda, GLUT1 diizeyinin belirgin bir bi¢imde azaldigi Asetil L-karnitinin
gruplarinda ise kontrol grubuna yaklastigi bildirilmistir (Abdul Muneer vd., 2011). Xin-
juan ve arkadaslar1 (2011) deneysel diffiize beyin hasar1 (DBH) olusturulan ratlarin beyin
dokusunda, GLUT]1 proteinin ekspresyon diizeyleri arasinda sham grubu ile DBH grubu
karsilastirildiginda 6nemli bir farkin olmadigini, DBH grubuna kiyasla diisiik ve yiliksek
dozlarda taurin tedavisinin uygulandigi gruplarda ise Onemli bir artisin oldugunu

bildirmislerdir. Ayni ¢alismanin sonuglarina gére GLUT3 protein diizeyinin DBH grubuna
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oranla taurin ile tedavi edilen gruplarda doz artisina paralel olarak anlamli bir artig
gosterdigi tespit edilmistir.

Diyabetik noropatide hiicreye asir1 glukoz grisini énlemek i¢in GLUT1 ve GLUT3
proteinlerinin ekspresyonlarinin baskilanmasia karsi, taurin suplemantasyonu beyin
dokusundaki enerji arzim1 saglamak i¢in GLUT1 ve GLUT3 diizeylerinde bir artig
saglayarak noroprotektif etki mekanizmasinda yer aldig1 diistiniilebilir.

Niikleer faktor E2 iliskili faktor 2, oksidatif strese karsi hiicresel savunma
mekanizmasinda ait en onemli elemanlardan biri oldugu bildirilmistir (Kobayashi vd.,
2006; Surh, 2008; Sahin vd., 2010). Nrf2’nin, kinon oksidorediiktaz (NQO1), glutatyon S-
transferaz (GST), glutamilsistein sentaz (y-GCS) hem oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan yanit elementi (ARE) bagimli antioksidan enzimlerin
gen ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktorii oldugu rapor edilmistir (Jaiswal,
2004; Nguyen vd., 2004). Normal sartlar altinda, Nrf2 sitoplazmada Keapl ile inaktif
kompleks halinde bulunur. Oksidatif hasar olustugunda, Keap-1’de meydana gelen
konformasyonel degisiklik Nrf2’nin Keapl’den ayrilarak serbest kalmasina neden
olmaktadir. Serbest kalan Nrf2 ¢ekirdege transloke olarak MAF proteinleri ile heterodimer
olusturur ve ARE bolgesine baglanir. Bdylece hiicre savunma mekanizmasinda gérev alan
birgok genin aktivasyonunu saglamaktadir (Kensler vd., 2007; Kima vd., 2010).

Bu ¢alismada, STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla Nrf2 ve HO-1 proteinlerinin
diizeylerinde 6nemli 6l¢lide bir azalma tespit edilmistir. Taurin suplemanin uygulandigi
grupta Nrf2 ve HO-1 diizeylerinde 6nemli bir artis oldugu saptanmistir. Palsamy ve
Subramanian (2011) yaptigi bir ¢alismada, diyabet olusturulmus ratlarda hiperglisemi
aracil1 oksidatif stresin, diyabetik gruba kiyasla resveratrol uygulanan gruplarinda Nrf2, y-
GCS, GST ve HO-1 diizeylerinin 6nemli 6lciide arttirdigini tespit etmislerdir. Yapilan bir
baska calismada, STZ ile indiiklenerek olusturulan deneysel diyabetik néropatide,
melatonin farkli dozlarda (3 ve 10 mg/kg) uygulandig1 tedavi gruplarinda, doz artigina
paralel olarak Nrf2 ve faz Il detoksifiye edici enzim HO-1’in diizeylerinin diyabet grubuna
oranla arttigi gosterilmistir (Negi vd., 2011). Lee ve arkadaslar1 (2012) metilglioksal
uygulamasi ile olusturduklar1 in vivo diyabet modelinde, antioksidan ve antidiyabetik
etkiye sahip Ankaflavin verilen tedavi gruplarinda Nrf2’ye ait mRNA ve protein
ekspresyonunda kayda deger bir degisimin olmadigin1 ancak fosforile protein diizeyinde

onemli 6l¢iide bir artisin oldugunu tespit etmislerdir. Nrf2’nin fosforilasyonuna bagh
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olarak HO-1’in artan transkripsiyonel aktivasyonu ile bu duruma eslik ettigi bildirilmistir.
Yapilan bir bagka ¢aligmada deneysel diyabetik néropati olusturulmus ratlarda azalan Nrf2
ve HO-1 diizeylerinin BAY 11-7082 ile tedavi edilen ratlarda normal diizeylerine dondiigii
gosterilmistir (Kumar vd., 2012). Sahin ve arkadaslar1 (2012) diyabetik ratlarin beyin
dokusunda, kontrol grubuna oranla diyabet grubundaki Nrf2 diizeyinin azaldigini, krom
pikolinat ve krom histidinat verilen gruplarda ise diyabet grubuna oranla arttigini
bildirilmiglerdir. Diyabetik noropati patogenezinde 6nemli rol oynayan oksidatif stresin
olusturacagi hasar1 dnlemede, taurin suplemantasyonunun, Nrf2 aktivasyonu ile HO-1’in
diizeyini artirarak yardimci olabildigi bu bulgular 1s18inda diisiintilebilir.

Sonug olarak, diyabetik noropati olusturulan ratlarda taurin suplemantasyonunun
MDA diizeyini azalttigi, beyin dokusunda azalmis GLUT1 ve GLUT3 proteinlerinin
diizeylerini artirdigi belirlenmistir. Ayrica; Nrf2 protein diizeyini artirarak Nrf2/HO-1
sinyal yolagimi aktiflestirdigi ve diyabetik noropati gelisiminde 6nemli role sahip oksidatif

stresi dnlemede etkili oldugu tespit edilmistir.

Niikleer faktor E2 iliskili faktéor 2°nin niikleusa tarnsloke olduktan sonra
ekspresyonunu tetikledigi HO-1 gibi diger antioksidan enzimlerin (NQO1, GST, y-GCS,
HO-1 ve GPx) hem mRNA hem de protein ekspresyon diizeylerinin incelenmesi, oksidatif

hasara kars1 taurinin etki mekanizmasinin agiklanmasi yoniinde degerlendirilebilir.
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