SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRELERINDE YUKSEK
GLUKOZLA OLUSTURULAN HASARA KARSI
NEOERIOSITRININ KORUYUCU ETKISiNiN
ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF
NEOERIOCITRIN AGAINST HIGH GLUCOSE-INDUCED
DAMAGE IN SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELLS

Deniz TULUMCUOGLU

Prof. Dr. Giildeniz SELMANOGLU

Tez Danmismani

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin
Biyoloji Anabilim Dali icin Ongordiigii

YUKSEK LIiSANS TEZI olarak hazirlanmustir.

2021



OZET

SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRELERINDE YUKSEK
GLUKOZLA OLUSTURULAN HASARA KARSI
NEOERIOSITRININ KORUYUCU ETKISININ
ARASTIRILMASI

Deniz TULUMCUOGLU

Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Giildeniz SELMANOGLU

Haziran 2021, 62 Sayfa

Diabetes mellitus glinlimiizde yaygin olarak goriilen bir metabolik hastaliktir ve her gegen
glin insidans1 onemli Olglide artmaktadir. Diabetes mellitus’un artisiyla birlikte bu
hastaliga bagl gelisen komplikasyonlarda da onemli bir artis olmaktadir. Diyabetik
ndropati bu komplikasyonlar arasinda en sik goriilendir. Bu nedenle, diyabetik ndropatiyi
hafifletmek, diyabetik noropatiden korunma yollar1 bulmak, korumak veya iyilestirmek
icin ¢esitli ilaglar ve dogal aday ajanlar bulunmaya calisilmaktadir. Flavonoidler,
bitkilerde bol miktarda bulunan ve antioksidan ve antidiyabetik etkiye sahip fenolik
bilesiklerdir. Neoeriositrin yeni kesfedilen bir flavonoid olup hakkinda fazla bilgi yoktur.
Bu nedenle flavonoidlerin antioksidan etkileri dikkate alinarak neoeriositrin'in aday bir
ajan olabilecegi diisiiniilerek bu c¢alisma planlanmistir. Caligmada SH-SY5Y
noroblastoma hiicrelerinde yiiksek glukoz konsantrasyonu (350 mM) ile hasar

olusturularak neoeriositrinin (5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlarinda) koruyucu



etkisi aragtirllmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesi igin kristal viyole ve tripan mavisi
boyamalar yapilmistir. Antioksidan 6zelligini tespit etmek icin oksidatif strese bagl
ortaya ¢ikan hiicre ici ROS miktar1 ve lipit peroksidasyon belirteci olan MDA miktari
Olctimleri yapilmistir. Ayrica hiicrenin metabolik aktivitesini belirlemek i¢in ATP
seviyeleri dl¢lilmiis ve apoptotik hiicre 6liimii TUNEL testi ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuclara gore neoeriositrinin, konsantrasyona bagli olarak ROS miktarini diisiirdiigii ve
20 M konsantrasyonda lipid peroksidasyonu azalttigi bulunmugstur. Diger yandan
neoeriositrinin artan konsantrasyonlarinda SH-SY5Y hiicrelerinde ATP miktarinda artisa
ve apoptotik hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Calismadan elde
edilen sonuglarla yiiksek glukoz konsantrasyonuyla diyabetik ndropati modellemesi
yapilan SH-SYSY hiicrelerinde olusan hasara karsi neoeriositrinin koruyucu etkisinin

oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik néropati, flavonoid, koruyucu etki, neoeriositrin, yiiksek
glukoz, SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatt.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF
NEOERIOCITRIN AGAINST HIGH GLUCOSE-INDUCED
DAMAGE IN SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELLS

Deniz TULUMCUOGLU

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giildeniz SELMANOGLU

June 2021, 62 Pages

Diabetes mellitus is a common metabolic disease and its incidence increases dramatically.
With the spread of diabetes mellitus, there is a significant increase in the complications
of disease. Diabetic neuropathy is the most common disease among these complications.
Therefore, candidate natural agents have been searching for various medicines for
relieving, protecting or remediation against diabetic neuropathy. Flavonoids, which are
phenolic compounds found in plants, have antidiabetic and antioxidant effects.
Neoeriocitrin is a newly discovered flavonoid and there is not much information about its
effect. Therefore, this study has been planned by considering antioxidant effects of
flavonoids, neoeriocitrin may be a candidate agent. In this study, the protective effect of
neoeriocrine was investigated by causing damage to SH-SY5Y neuroblastoma cells with
high glucose concentration. In the study, crystal violet and trypan blue staining were
performed to determine cell viability. In order to determine its antioxidant properties, the
amount of intracellular ROS resulting from oxidative stress and the amount of MDA,



which is a lipid peroxidation marker, were measured. According to the results obtained,
it was found that neoeriocitrin decreased the amount of ROS at increasing concentrations
and had an effect on the reduction of lipid peroxidation at a concentration of 20 uM. On
the other hand, ATP levels were measured to determine the metabolic activity of the cell
and apoptotic cell death determined by the TUNEL test. According to the results, it was
found that the amount of ATP increased and the number of apoptotic cells decreased in
SH-SY5Y neuroblastoma cells at increasing concentrations of neoeriocitrin. Considering
all the results obtained from the study, it was revealed that neoeriocitrin had a protective
effect against the damage in SH-SY5Y cells that were modeled for diabetic neuropathy
with high glucose concentration.

Keywords: Diabetic neuropathy, flavonoids, protective effect, neoeriocitrin, high

glucose, SH-SY5Y neuroblastoma cell line.
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1. GIRIS

Giliniimiizde obezitenin ve diizensiz beslenmenin artmasiyla birlikte diyabet ve
hiperlipidemiye bagli hastaliklarin insidansi da her gegen giin artis gdstermektedir.
Diyabetin artmasiyla beraber diyabetin komplikasyonlarinin goriilme siklig1 da giinden
giine artmaktadir. Bu sebeple diyabetin komplikasyonlari1 arasinda en fazla goriilen ve
ileri donemlerde amputasyon gibi ¢ok ciddi sonuglara sebep olan diyabetik noéropati
hastalig1 insidansinda da 6nemli oranda artis gbzlenmektedir. Goriilen bu artisa ragmen
bu hastalik i¢in uygulanan modern tedaviler tek hedefe odaklanmaktadir ve bu nedenle

karmasik patolojinin biitiinsel bir sekilde ele alinmasinda basarisiz olmaktadir [1].

Hiperglisemi, diyabetik noropati (DN), retinopati ve nefropati gibi ciddi
komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Diyabetik ndropati,
noronal hasara yol agan ve noral diyabetik komplikasyonlara neden olan yiiksek glukoza
uzun siire maruz kalmanin ciddi bir sonucudur [2]. Sunulan deneysel ve klinik kanitlar,
oksidatif strese neden olan hiicresel fonksiyondaki degisikliklerin DN'nin gelismesinde

ve ilerlemesinde basta gelen bir faktor oldugunu gostermektedir [3].

Bu hastalikla ilgili bir hedefe odaklanan ilaglar, muhtemelen karmasik fizyolojik
dengenin bozulmasi nedeniyle piyasadan siklikla geri cekilmektedir. Bu nedenle
diyabetik néropati i¢in rahatlatici, hastaligin seyrini olumlu yonde etkileyen, koruma veya
tyilestirmeye yonelik gesitli ilaglar, dogal aday ajanlar bulunmaya ¢alisilmakta ve bu
konuda ¢aligmalara devam edilmektedir. Son zamanlarda yogun olarak calisilan, bitkilere
sar1, turuncu, kirmizi gibi renkleri veren, insanlarda antioksidan etkisi oldugu bilinen
bitkisel kaynakli flavonoidlerin diyabetik noropati iizerinde koruyucu etkisinin oldugu

tespit edilmistir [4].

Flavonoidler; cesitli bitkilerden izole edilen fenolik bilesiklerdir. Bir¢ok g¢alismada
flavonoidlerin antialerjik, antienflamatuar ve antioksidan biyolojik aktiviteler sergiledigi
ileri stiriilmektedir. Bununla birlikte, serbest radikal olusumunu azaltmasi ve serbest
radikalleri temizleyebilme 6zelliklerinden dolay1 flavonoidlerin antioksidan aktivitesi en
¢ok caligilan alanlar arasinda basta gelmektedir [5]. Flavonoidlerin bilinen bu
ozelliklerinden dolay1 oksidatif stres ve serbest radikal olusumu kaynakli hastaliklarda

onemli terapdtik ajanlar olabilecegiyle ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir [6].

Neoeriositrin, yenilerde kesfedilmis, basta turunggiller (Citrus) olmak iizere birgok bitki

ve meyvede bulunan bir flavonoiddir. Citrus flavonoidlerinin genel anlamda oksidatif
1



stres kaynakli hastaliklarda fayda sagladigi bilinmektedir [7]. Bununla birlikte
neoeriositrinin antioksidan kapasitesi hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir.

Mevcut bilgilerden yola ¢ikarak bu tez kapsaminda diyabetik noropati arastirmalarinda
en yaygin kullanilan hiicre hatlarindan biri olan SH-SY5Y insan néroblastoma hiicre hatti
kullanilarak neoeriositrinin hiperglisemiye bagli olarak gelisen diyabetik noropatide

koruyucu etkisi aragtirilmistir.

Bu dogrultuda SH-SYS5Y hiicrelerine yiiksek glukoz konsantrasyonu uygulanarak hasar
olusturulmus ve bu hasara karsi neoeriositrinin koruyucu etkisi arastirilmistir. Tezin
amacina uygun olarak sitotoksisite testleri, oksidatif stres dlgiimleri ve hiicre 6liim tayini

testleri yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) karakteristik uzun siireli komplikasyonlarin eslik ettigi bir

metabolik diizensizliktir ve en 6nemli anormal glukoz metabolizmasi hastaligidir [8].

Diabetes mellitus, insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisindeki bozukluklardan
kaynaklanan kronik hiperglisemik bir durumla karakterize metabolik bozukluktur.
Diyabet kaynakli uzun siireli hiperglisemi 6zellikle bobrekler, gozler, sinirler, kalp ve kan
damarlarini etkilemektedir. Diyabet gelisiminde bir¢ok karmasik patojenik siirecler yer
almaktadir. Bunlar, pankreatik f hiicrelerinden, hiicrelerde olusan insiilin direncine kadar
varan anormallikler gosterebilmektedir. Diyabette karbohidrat metabolizmasinin yani
sira yag ve protein metabolizmasinda da anormallikler gdézlenmektedir. Bu

anormalliklerin temeli, insiilinin hedef dokular tizerindeki yetersiz etkisidir [9, 10].

Hiperglisemi belirtileri arasinda 6zellikle poliiiri (belli bir zaman araliginda yiiksek
miktarda idrarin dretilip atilmasi), polidipsi (¢cok fazla su icme istegi), kilo kaybi ve
bulanik gorme bulunmaktadir. Kontrolsiiz diyabetin akut ve hayati olabilecek sonuglari

arasinda ketoasidozlu hiperglisemi 6ne ¢ikmaktadir [9].

Diyabetin uzun vadeli vaskiiler komplikasyonlar1 arasinda retinopati; potansiyel gorme
kaybina sebep olmaktadir. Nefropati, bobrek yetmezligine yol agabilmektedir. Periferik
noropati, ayak iilseri, amputasyon ve Charcot eklem hastaligi riski tasimaktadir. Otonom
ndropati ise gastrointestinal, genitoiiriner, kardiyovaskiiler semptomlara ve cinsel islev
bozukluguna neden olabilmektedir [9]. Diyabet vakalarinin biiyiik ¢ogunlugu iki genis

kategoriye ayrilmaktadir.

Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), diinya ¢apinda diyabet vakalarinin sadece % 10'unu
temsil eder, ancak yasamda ¢ok daha erken donemde goriiliir. T1DM, pankreasin insiilin

salgilayan B hiicrelerinin otoimmiin yikimindan kaynaklanmaktadir [11].

T1DM’nin nedenini insiilin sekresyonunun eksikligi olusturmaktadir. Bu tip diyabet
genellikle pankreatik adaciklarda meydana gelen otoimmiin patolojik siire¢ Ve genetik
belirteclerle tanimlanabilir. TIDM’de hem insiilin direnci hem de B hiicreleri tarafindan
azalmis insiilin sekresyonu sinerjistik bir rol oynar. Pankreasin B hiicrelerini yok eden ve
instilin eksikligine yol agan faktorler; genetik ve cevresel etkili veya immiinolojik

faktorler ile ilgili olabilmektedirler [9, 11].



Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), tiim diyabet vakalarinin % 90-95’ini olusturmaktadir ve
genellikle 40 yasindan sonra goriilmeye baslar; ancak, TIDM’da oldugu gibi T2DM de

herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir ve gliniimiizde ¢ocuklarda da goriilebilmektedir.

T2DM’nin ana patofizyolojik 6zellikleri, bozulmus insiilin sekresyonu ve artan insiilin
direncidir. Yaslanma, obezite, alkol, sigara kullanimi vb. faktérler T2DM patogenezinin
bagimsiz risk faktorleri olmasina ragmen, pankreatik hiicre fonksiyonunun bozulmasi
Ozellikle T2DM’un ilerlemesinde artisa sebep olmaktadir. Genetik yatkinlik, obezite ve
fiziksel hareketsizlik T2DM diyabeti tetikleyen etkenler arasindadir. Hastaligin temelinde
genetik olarak yatkin kisilerde yagsam tarzi ile tetiklenen insiilin direnci ve zamanla insiilin

salgist azalmasi s6z konusudur [10].

2.2. Diabetes mellitusun Mikrovaskiiler Komplikasyonlari

Diyabete 6zgii komplikasyonlar arasinda mikrovaskiiler komplikasyonlar retinopati,

nefropati ve ndropatidir.

Diyabetik retinopati (DR), yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde her y1l 10.000 yeni
korliik vakasindan sorumludur. Bu istatistik Diinya genelinde ele alindiginda ¢ok biiyiik
bir yiizdeyi temsil etmektedir. Genellikle proliferatif retinopati ve arka plan retinopatisi
iki gruba ayrilir. Proliferatif retinopati, retinanin yiizeyinde yeni kan damarlarinin
olusumu ile karakterizedir ve kanamalara yol agabilmektedir. Arka plan retinopatisi ise
retinanin orta katmanlarindaki kii¢iik kanamalar1 igerir. Klinik olarak “nokta” olarak

gortiniirler ve bu nedenle siklikla “nokta kanamalar1” olarak adlandirilirlar [12].

Bobrek yetmezligine sebep olan en biiyiik hastalik diyabetik nefropatidir. Oncelikli
olarak mikroalbliminiiri olan diyabetik hastalarda, mikroalbiiminiirinin ilerleyen
doénemlerinde tipik olarak proteiniiri ve diyabetik nefropati olusumu gézlenir. Bu ilerleme
hem T1DM hem de T2DM’de goriiliir. T2DM hastalarin %7’si kadarinda diyabet teshisi
konuldugu anda mikroalbliminiiri goriilmektedir. Bobrekteki patolojik degisiklikler,
artmis glomeriiler bazal membran kalinligi ve mikroanevrizma olusumu ile
karakterizedir. Diyabetik nefropatinin altinda yatan hasar mekanizmalari ayrica diyabetik

retinopatinin hasar mekanizmalarin bir kismini veya tamamini igerebilmektedir [12].



Diyabetik néropati, hem T1DM hem de T2DM’in ¢ok yaygin goriilen ve maliyeti oldukca
yiiksek olan bir komplikasyonudur. Hiperglisemi, noronlarda oksidatif stresi indiikler ve
coklu biyokimyasal yollarin aktivasyonuyla diyabetik noropati olusumuna yol agar.
Noropati prevalansinin yeni teshis edilen hastalarda yaklasik % 8, uzun siiredir devam
eden hastalig1 olan hastalarda ise % 50'den fazla oldugu tahmin edilmektedir. Diyabetik
noropati hayat standardimi diistiren siddetli agri ve en sonunda amputasyon ile
sonuglanabilmektedir [12, 13].

2.3. Diyabetik Noropati

Diyabetik noropati (DN), uzun siireli TIDM veya T2DM diyabet hastalarinin periferik
sinir sisteminde hasar olugmasidir ve diyabetin, retinopati ve nefropati de dahil olmak
tizere mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biridir. Diyabetik noropati ayni zamanda
diyabet hastalarinda en sik karsilasilan komplikasyonudur. Noropati ¢ogunlukla uzun
siire DM hastalig1 olan kisilerde ortaya ¢ikma egilimindedir. Diyabetik néropati insan
hayatini olumsuz yonde etkilemekle birlikte hayat kalitesini de oldukg¢a diisiiren

giinlimiizin 6nemli metabolik hastaliklarindan biridir [13].

Diyabetli hastalarin yasamlar1 boyunca % 60-70’e varan kisminda diyabetik ndropati
gelismektedir. Diyabetik ndropati, farkli anatomik dagilimlari, klinik seyirleri ve
muhtemelen altta yatan patojenik mekanizmalar1 olan klinik ve subklinik sendromlarin
bir spektrumunu kapsayan tamimlayici bir terimdir. Her biri, diabetes mellitustan
kaynaklanan periferik somatik veya otonom sinir liflerinde yaygin veya fokal hasar ile
karakterize edilir [13].

Diyabetik noropati sendromlari iki genel baglik altinda toplanabilir. Bunlar diffuz ve fokal
noropatilerdir. Bunlar arasinda distal simetrik sensorimotor polinéropati (DPN) ve
diyabetik otonomik noéropati (DAN) yaygindir, genellikle kroniktir ve siklikla
ilerleyicidir. Fokal noropatiler daha az yaygindir, genellikle baslangicta akuttur ve

genellikle kendi kendini sinirlarlar [13].

DPN'de duyusal eksiklikler genellikle motor sinir fonksiyon bozuklugunu golgede birakir
ve ilk dnce ekstremitelerin distal kisimlarinda goriiliir. Diyabetin artan siiresi veya siddeti
ile birlikte bir “corap eldiven” dagiliminda (bu dagilim, noropatili hastalarda genellikle
geceleri yogunlasan dirsekler ve eller arasinda ve dizler ve ayaklar arasinda olusan

siddetli, tipik agri ve uyusma rahatsizligini belirten bir dagilim modelidir) proksimal
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olarak ilerler. Daha ileri asemptomatik noropati ilk 6nce ayagin iilserasyonu veya

noroartropati (Charcot eklemleri) gibi ge¢ komplikasyonlarla ortaya ¢ikabilmektedir.

Diyabetik otonom noéropati (DAN) ise diger bir yaygin diyabetik néropati semptomudur.
DAN siklikla DPN'ye eslik eder ve herhangi bir sempatik veya parasempatik otonomik
fonksiyonu bozabilir. Her ne kadar DAN olduk¢a yaygin ve belirgin derecede diisiik
yasam kalitesi ve artmig mortalite ile iligkili olsa da, diyabetin en az taninan ve en az

anlasilan komplikasyonlar1 arasindadir [13, 14].

Diyabetik noropatinin fokal formlari, tek (monondropati) veya ¢oklu periferik sinirlere
(monondropati multipleks), kraniyal sinirlere, brakiyal veya lumbosakral pleksuslara
(pleksopati) veya sinir koklerine zarar verir. Fokal diyabetik néropatiler nispeten nadirdir,
baslangicta akut olarak seyreder ve kendi kendini sinirlar; yaslt hastalarda ortaya ¢ikma

egilimindedir. En sik goriilen kraniyal noropati ti¢iincii sinirleri etkilemektedir [13, 15].

Sonug olarak, DPN ve DAN c¢ok yaygindir, genellikle daginik ve ilerleyicidir. Bununla
birlikte fokal noropatiler genellikle nadirdir, baslangicta ani sekilde goriiliir, siklikla
kendi kendini sinirlar ve yagli hastalarda ortaya ¢ikma egilimindedir [13, 15].

2.4. Diyabetik Noropatinin Patolojisi

Temel bilimler ve klinik aragtirmalar kapsaminda yapilan ¢aligmalar, hipergliseminin
neden oldugu oksidatif stresin norotoksisite patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Yiiksek glukoz seviyesi sonucu serbest radikallerin artis1 ve
antioksidanlarin azalmasiyla oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Hipergliseminin neden
oldugu artan hiicresel oksidatif stres, noropatinin ilerlemesi ile iliskili birka¢ glukoz
metabolik yolunu uyarmaktadir. Bunlar arasinda protein kinaz aktivasyonu, poliol yolagi,
(ADP-riboz) polimeraz aktivasyonu bulunmaktadir. Apoptoz hem in vitro hem de in vivo
caligmalarda yiiksek glukoz ile uyarilan noéronal hiicre 6liimii i¢in potansiyel bir
mekanizma olarak bildirilmistir. Oksidatif stres, cesitli kimyasal ve fizyolojik
indiikleyicilerle apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. Ornegin, hidrojen
peroksit, ¢esitli hiicre tiplerinde apoptozu indiikleyebilmektedir ve bu etki antioksidanlar
tarafindan inhibe edilebilmektedir. Arastirmalarda, dogal iiriinlerin veya bunlarin aktif
bilesenlerinin iyilestirici 6zellikleri ve ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler bozukluklar
gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde ve/veya tedavisinde antioksidan tedavinin 6nemi

kaydedilmistir [16].



Diyabette sinir hasari, Ozellikle metabolik nedenlerle periferik sinir aksonlarinda
beslenme bozuklugu, oksidatif stres, endoplazmik retikulum stresi, ¢esitli metabolik
yolaklarda aksakliklar ve yiliksek kan yaglar1 gibi faktorlerin etkisi ile olusmaktadir.
Glisemik kontrol ve iyi bir ayak bakimi disinda diyabetik ndropatinin bilinen kesin bir
tedavisi yoktur. Bu mekanizmaya dayali tedavileri belirlemek amaciyla bozuklugun
patogenezine yonelik devam eden arastirmalar 1s18inda son yillarda néropatiye yol acan
poliol yolag1 gibi ¢ok sayida farkli metabolik yolun bozulmus oldugu goriisii ortaya

cikmistir. Bu goriisiin temelinde de hiicresel oksidatif stres yatmaktadir [17].
Diyabetik noropati hastaliginda etkili metabolik yolaklar asagidaki gibidir.

Diyabetik noropati hastaliginda 6zellikle poliol yolu karsimiza ¢ikmaktadir. Poliol yolu,
iki asamali bir indirgeme/oksidasyon yoluyla glukozu fruktoza dondstiiriir: Aldoz
rediiktaz enzimi, glukozu sorbitole indirger ve daha sonra sorbitol dehidrojenaz, sorbitolii
fruktoza okside eder. Hem aldoz rediiktaz hem de sorbitol dehidrojenaz, diyabetik
komplikasyonlara egilimli dokularda yaygindir. Aldoz rediiktaz yolu, hipergliseminin
Kitlesel etkisi ile asir1 aktivasyona yatkindir, bu da NADPH ve sorbitol yolak
metabolitlerinden ikisinin dengesizligine yol agar. Yolaktan gegen fazla glukoz akisi,
azalmis glutatyonun rejenerasyonu icin gerekli olan NADPH 1n tiikketimine neden olur

[18, 19].

Hiicre i¢i indirgeme potansiyeli, poliol yolundaki ikinci asama olan fruktoz iiretimi ile
daha da azalmaktadir. Hiperglisemiye bagl asir1 fruktoz iiretimi, NADPH'nin daha da
tilkenmesini saglar. Son olarak aldoz rediiktazin aktivasyonu, hiicreyi 6liime veya bazi
hastaliklarin olusumuna gotiirebilecek protein kinaz C yolunu aktive eden diagilgliserol
olusumunu arttirtr. Poliol yolu, diyabetik nropatinin tedavisinde ilag miidahalesinin bir

hedefi olmustur ve olmaya devam etmektedir [17, 20].

Ikinci olarak gelismis glikasyon iiriinleri (AGE), plazma proteinlerinin enzimatik
olmayan glikasyonu ile olusturulan, molekiiler konformasyonlarini degistirerek, enzim
aktivitesini bozarak ve reseptdr fonksiyonuna miidahale ederek normal islevlerinde
bozulmaya neden olan heterojen bir molekiil grubudur. AGE'ler farkli hiicre tiplerinde
birikir ve sadece proteinlerle degil, ayn1 zamanda c¢esitli diyabetik komplikasyonlara
katkida bulunan lipitler ve niikleik asitlerle capraz baglanarak hiicre dis1 ve hiicre i¢i yap1
ve iglevlerini etkiler. Ayrica, AGE'ler LDL partikiillerini degistirir ve vaskiiler hasarla
birlikte aterosklerozu hizlandirir [12, 21].



Uciincii metabolik yol heksozamin metabolik yoludur. Heksozamin metabolik yolunda
da poliol yolunda oldugu gibi, mevcut fazla glikoz, heksozamin yolunda kiitle etkisinin
artmasina neden olur. Normal kosullar altinda, az miktarda glikolitik ara madde fruktoz-
6 fosfat, glikolizden heksosamin yoluna aktarilir. Heksosamin yolu, glutamin fruktoz-6
fosfat amidotransferaz ile fruktoz-6 fosfati glukozamin-6 fosfata doniistiiriir.
Glukozamin-6 fosfat daha sonra O-GIcNAC transferazi i¢in zorunlu substrat olan {iridin
difosfat-N-asetil  glukozamine (UDP-GIcNAc) donistirtlir ve O-GIcNAC'
transkripsiyon faktorlerine baglar, boylece gen ekspresyonunu degistirir. Boylece, bu yol
boyunca hiperglisemiye bagli bir artis gozlenir ve bu durum gen ekspresyonunda
anormalliklere neden olur [12, 22].

Diyabetik noropatideki bagka bir metabolik yol ise protein kinaz C (PKC) metabolik
yoludur. Hiperglisemi, PKC'yi aktive eden diagilgliserol (DAG) sentezini arttirarak
(PKC) yolunun asir1 aktivasyonunu uyarir. Ozellikle PKC p-isoformun, retinopati,
nefropati ve kardiyovaskiiler hastalik gelisimi ile baglantili oldugu bilinmektedir. PKC
izoformlarinin asir1 ekspresyonu ayrica dogrudan diyabetik néropatinin baslamasina

katkida bulunabilecek insiilin direncini indiiklemektedir [12, 23, 24].

Son olarak Poli-ADP Riboz Polimeraz (PARP) metabolik yolunda, oksidatif stresle
yakindan iliskili bir niikleer enzim olan PARP, duyu néronlarinda, Schwann hiicrelerinde
ve endotel hiicrelerinde ifade edilir. Hiperglisemi, serbest radikaller ve oksidanlar PARP
aktivasyonunu uyarirken, PARP ayrica oksidatif strese neden olur. PARP'in Katalitik
aktivitesi, gen ekspresyonundaki degisiklikler, serbest radikal ve oksidan
konsantrasyonundaki artiglar, NAD" tiikenmesi ve glikolitik ara maddelerin PKC
aktivasyonuna ve AGE olusumuna yol agabilecek bir takim zararli etkilere neden olur

(Sekil 2.1.) [12, 25, 26].



Hiperglisenu
I TCA Déngisi
Glikoliz & & &
Fosforilasyon _..Ros

N g RNS
? F-§-P Diasilglizerol //
NADPH ' - i v

3 Aldoz e
AGE Uriinleri nADP f| Rediktaz UDPGIcNAC prct « DNA
Ha Hicrei O=motik l Hasan
cre dipn ticre igt SOVTmoI o s S 1 Mt
Cahs | o! Disf Ty
‘ !SDH K Degl;-,tn ilmis ny an fonksiyonu
! Yolzm Iranskripsiyon | PARP
AGE Reseptérimin X Fakitelen PAL Aktivasyoun
Aktivasyonu Fruktoz T*ROSIRNS VEGF . v
y 3 Redok= J pAL1 NF-xB
ROS/RNS e [ e Dedismi
Dewesi V' TaR-p, TGF-p, Cen Ifadesi
1 NADPH NADP l
Degismis Gen Ifades: AN 208 .
Protain Modifikasyonu Inflamasyon
| !
»  Hiicre Disfonksiyonu & Olim <
AGE Yolag Polyol Yolag: Heksozamin Yolag PKC Yolag: PARPYolagn  Oksidatif Stres

Sekil 2.1. Diyabetik néropatide etkili metabolik yollar [12].

2.5. Diyabetik Noropatide Bitkisel Tedavi Yaklasimlari

Diyabetik noropati, kronik bir diabetes mellitus komplikasyonudur. En ¢ok goriilen
belirtileri arasinda, hareket kabiliyetinde yogun bir azalma ve periferik kisimlarda siddetli
agr1 ve uyusma olmasidir. Noronlardaki oksidatif stres, serbest radikallerin olusumuyla
sonuclanan  ¢oklu  biyokimyasal yollarin  aktivasyonunu baslatir.  Mevcut,
formiilasyonlarin yani sira, hiperglisemi ve iligkili komplikasyonlar1 kontrol etmek i¢in

bitkisel bazli dogal triinler ile ilgili kapsamli aragtirmalar yapilmaktadir [27].

Modern tip formiilasyonlarinda, diyabetin zararli etkilerini ve komplikasyonlarini
azaltmak i¢in ¢esitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bitkisel tedavi yontemleri daha az yan
etkiye sahip olmalar1 ve daha diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle ozellikle son
donemlerde daha sik tercih edilmektedir. Son yillarda bitkilerin tibbi amaglarda
kullanilmasinda biiytik gelismeler olmustur ve bu ilaglar hem gelismis hem de gelismekte
olan iilkelerde dogal kaynakli olduklar1 ve daha az yan etkiye sahip olduklar1 i¢in
popiilerlik kazanmaktadir. Bu nedenle, farkli sifali bitkilerin sahip oldugu potansiyel goz
Oniline alindiginda, giiniimiizdeki mevcut aragtirmalar, diinyada biiyiik bir ekonomik

soruna yol acan ve yiiksek oranda sakat birakma ihtimaline sahip bir hastalik olan diabetes
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mellitus ve kardiyomiyopati ve noropati gibi iligkili komplikasyonlarin tedavisinde

kullanilan bitkisel ilag preparatlarina ve bitkilere odaklanmaktadir [28].

2.6. Flavonoidler

Flavonoidler, en az 6000 fenolik bilesik igermektedir ve en biiyiikk bitki sekonder
metabolit gruplarindan biridir. Meyveler, sebzeler, findik, tahil tohumlari, kakao,

cikolata, cay, soya, kirmiz1 sarap, otlar ve i¢ecek iirlinlerinde yaygin olarak bulunurlar
[29].

Bu fenolik bilesikler, yapilarina gore gesitli alt gruplara ayrilir: flavonlar, flavonoller,
izoflavonlar, flavanonlar ve antosiyaninler. Flavonoidlerin, antioksidan, anti-
enflamatuar, anti kanser, antimikrobiyal, antidiyabetik ve antialerjik Ozellikleri
bilinmektedir. Diyabet, birgok biyokimyasal yolu etkileyen ve retinopati, ndropati,
nefropati gibi ikincil komplikasyonlara yol agan kronik ve ilerlemeye meyilli bir
metabolik bozukluktur. Bunlar arasinda, diyabetik néropatinin tedavisi ve izlenmesi,
doktorlar ve farmasotik endiistrileri i¢in biiyilik bir zorluktur. Flavonoidler, antioksidan
ozellikleri sayesinde diyabet ve ilgili komplikasyonlarin tedavisinde yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica flavonoidler, oksidatif stresin azalmasi, glukoz kullaniminin
artmas, ileri glikasyon son tirlinlerinin olusumunda azalma ve a-glukozidaz enziminin
inhibisyonu gibi diyabetik ndropatinin ilerlemesinde rol oynayan ¢esitli metabolik yollari
inhibe edebilmektedir [30].

Flavonoidler yapisal olarak, oksijenli heterosiklik bir halka (C halkasi) olusturan bir 3-
karbon zinciri ile baglanan, iki aromatik halkadan (A ve B halkalar1) olusur. Doymamislhik
derecesine ve kimyasal modeline bagl olarak farkli flavonoid siniflar1 bulunmaktadir
(Sekil 2.2.) [29, 31].

i)
i)

Sekil 2.2. Flavonoid grubunun genel kimyasal yapisi [31].
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Flavonoidler, giinimiizde ¢esitli nutrasotik, farmasdtik, tibbi ve kozmetik uygulamalarda
vazgecilmez bir bilesen olarak kabul edilmektedir. Bu, temel hiicresel enzim
fonksiyonunu diizenleme kapasiteleriyle birlikte antioksidatif, antienflamatuar,

antimutajenik ve antikanserojen 6zelliklerine atfedilmektedir [6, 32].

Flavonoidler iizerine arastirma ve gelistirme ¢alismalarinin mevcut egilimleri,
flavonoidlerin izolasyonu, tanimlanmasi, karakterizasyonu, fonksiyonlar1 ve son olarak
saglik yararlar1 tizerine uygulamalar ile ilgilidir. Molekiiler alandaki yerleri ve
biyoinformatik bilgisi de endiistri tarafindan potansiyel uygulamalari ve iiretimi tahmin

etmek i¢in kullanilmaktadir [6].

Flavonoidler uzun zamandir geleneksel tipta esas olarak antioksidan 6zellikleri nedeniyle
kullanilmaktadir. Ornegin, Radix puerariae (Puerarin) uzun yillardir diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica flavonoidler, antioksidatif, antienflamatuar ve antikanserojenik
ozellikleri ve temel hiicresel enzim fonksiyonlarini modiile etme kapasiteleri nedeniyle

insan saglig1 agisindan yararli, genis bir etki yelpazesine sahiptir [32, 33].

Flavonoidlerin antienflamatuar, antioksidan ve antihiperlipidemik etkileri genis Olciide
gosterilmistir. Bu nedenle, bu bilesikler 6zellikle son zamanlarda potansiyel antidiyabetik
ilag c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu konuya, flavonoidlerin diyabet igin etkili
olabilecek ¢oziimler sunabilmesi hipotezine dayanarak yapilan ¢ok sayida in vitro ve in

vivo ¢alismada deginilmektedir [34, 35].

Flavonoidler glukoz metabolizmasini veya insiilin duyarliligin1 farkli seviyelerde
diizenler, glukoz alimini ve insiilin sekresyonunu arttirir ve glukoz tiretimini inhibe eder
[36]. Flavonoidlerin farkli dokulardaki, 6rnegin, iskelet kasi, beyaz yag dokusu,
karaciger, ince bagirsak, pankreas ve bobrek gibi antidiyabetik etkisini gosteren bir¢cok

yayin bulunmaktadir [37].

Ayrica flavonoidlerin antimikrobiyal aktiviteleri de bilinmektedir. Bununla beraber
bircok ¢alismada, flavonoidlerin, antifungal, antibakteriyel ve antiviral aktivite
ozelliklerine sahip yapilari izole edilmis ve tanimlanmustir. Ornegin quercetin, naringin,
hesperetin ve katesin gibi flavonoidlerin, degisken derecede antiviral aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir ve bu flavonoidler bazi RNA ve DNA viriislerinin ¢ogalmasini ve

enfektivitesini etkilemektedir. Sonug olarak flavonoidler bilinen bu 6zellikleri nedeniyle,
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giiniimiizde beslenme, gida giivenligi ve saglik alanlarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [38, 39].

2.7. Neoeriositrin

Sekil 2.3. Neoeriositrinin kimyasal yapisi.

Neoeriositrin son donemlerde kesfedilmis, basta turunggiller (Citrus) olmak iizere bir¢ok
bitki ve meyvede bulunan énemli bir flavonoiddir. Ozellikle turunggil meyvelerinden
bergamotun, limon kabugunun ve kamkat meyvesinin neoeriositrin i¢erdigi bildirilmistir.
Neoeriositrinin yapist naringin flavonoidi ile benzerlik gostermektedir ve Drynaria
bitkisinin rizomundan da izole edilmistir (Sekil 2.3.) [40-42].

Hiicre modeli olarak insan adipoz dokusundan mezensimal kok hiicreler kullanilarak
yapilan bir ¢alismada Citrus bergamia suyundan elde edilen ekstraktin adipogenez ve
lipoliz tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Citrus bergamia
ekstrakti analiz edilmis ve igeriginde apigenin, neoeriositrin, naringin basta olmak iizere

bir¢ok flavonoidin tayini yapilmistir [43].

Insan keratinosit hiicre hatt1 olan NCTC 2544 hiicrelerinde yapilan ¢alismada interferon-
gama (IFN-y) ve histamin (H) ile muamele edilen hiicrelerde neoeriositrin, naringin,
neohesperidin ve diger flavonoidleri igeren Citrus bergamia, Risso ve Poiteau'dan elde
edilen ekstraktlarin antienflamatuar/antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Aymn
zamanda ekstrakt icerisinde bulunan flavonoid igerigi de degerlendirilmis ve

neoeriositrinin varhigi %72 oraninda tespit edilmistir. Kullanilan yontemler ve yapilan
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testler sonucunda elde edilen ekstraktin antienflamatuar/antioksidan etki gosterdigi

bulunmustur [44].

Bir bagka ¢alismada naringin ve neoeriositrin ac¢isindan zengin oldugu tespit edilen tibbi
bir egrelti tiirti olan Drynaria roosii ile yapilmistir. Bu ¢alismada preosteoblast MC3T3-
E1 hiicreleri kullanilarak naringin ile neoeriositrinin osteojenik farklilagma ve hiicre
proliferasyonu {lizerine etkileri karsilastirilmistir. Bu ¢alisma sonunda neoeriositrinin,
naringinden daha fazla hiicre proliferasyonuna ve osteojenik farklilasmaya neden oldugu

bildirilmistir [45].

Citrus flavonoidleri ve bu flavonoidlerin biyolojik 6zelliklerini aragtirmak i¢in yliksek
konsantrasyonlarda flavonoid ig¢eren turunggil meyvelerinin incelendigi ¢alismada ise
Citrus flavonoidlerinin antikanserojen ve antitiimdr aktivileri igeren genis bir biyolojik

spekturuma sahip oldugu bildirilmistir [46].

Yapilan literatiir arastirmasinda neoeriositrin flavonoidinin etkileriyle ilgili fazla bilgiye
ulasilamamis ve diyabetik ndropati ile yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu amagla,
bu tez ¢alismasi kapsaminda in vitro kosullarda SH-SY5Y insan noéroblastoma hiicre
hattinda yliksek glukozla diyabetik noropati modeli olusturularak neoeriositrinin olasi

etkileri arastirilmistir.

2.8. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicreleri

SH-SYS5Y noroblastoma hiicre hatti ilk olarak SK-N-SH hiicre hatt1 adiyla 1973 yilinda
ndroblastomasi olan 4 yasindaki bir kiz gocugunun kemik iliginden izole edilmistir. Daha
sonra alt kiiltlir yontemi ile sirasiyla SH-SY ve en son olarak {igiincii kiiltiirde SH-SYSY
noroblastoma hiicre hatt1 elde edilmistir. SH-SYS5Y hiicre hattin1 diger alt kiiltiirlerinden
ayiran Ozelligi dopamin beta hidroksilaz enzim aktivitesi sayesinde dopamini
noradrenaline ¢evirebilmesidir. Ayrica glutamati dekarboksilleyerek gamma amino

bitiirik asit formuna (GABA) doniistiirebilmektedir [47].

SH-SYSY hiicre hatt1 norotoksisite ¢aligmalarinda kullanilmasinin yani sira diyabetik
noropati arastirmalarinda da en yaygin kullanilan hiicre hatlarindan biridir. Bu hiicreler,
yuksek glukoz ile muamele edildiginde diyabetik néropati modeli olusturulabilmektedir

[48].
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Son dénemde diyabetik noropati ile ilgili yapilan ¢alismalarda hem hayvan modellerinde
hem de insan sinir biyopsilerindeki bulgulara gore; oksidatif stres, mitokondriyal (Mt)
membran depolarizasyonu (MMD) ve programlanmis hiicre O6liimiiniin (PCD)
indiiksiyonu ile diyabetik noropatinin yakindan iliskili oldugu bildirilmistir. SH-SY5Y
noroblastoma hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada diyabetik noropati agisindan oksidatif
stres ve programlanmis hiicre 6liimiiniin ayrintili mekanizmasi streptozotosin (STZ) ile

noropati olusturularak incelenmistir [49].

SH-SY5Y hiicrelerinin kullanildigi bir diger c¢alisma konusu ise sinyal iletim
degisiklikleridir. Sinyal yolaklarinda, anormal nitrik oksit tiretimi ve Na*/K* pompasinin
aktivitesinin incelendigi c¢alismalarda da bu hiicre hatti kullanilarak arastirmalar

yapilmaktadir.

2.9. Hiicre Canhilik Testleri
2.9.1. Kristal Viyole Canlilik Testi

Kristal viyole boyamasi in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda canlilik analizleri igin
kullanilan ve DNA’y1 ve proteinleri boyayan giivenilir bir yontemdir. Kristal viyole
boyast oOzellikle ylizeye tutunan hiicrelerin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hiicrelerde 6liim gerceklesirse, hiicreler ylizeye tutunamaz hale gelir ve
daha sonra hiicre populasyonundan kaybolur, bu da bir kiiltiirdeki mor boyama miktarini
azaltir. Kristal viyole boyasi canli hiicrelerdeki DNA ve proteinlere baglanarak mavi-mor
renge boyar. Olii hiicrelerin DNA ve proteinlerine baglanamayacag: i¢in acik renk bir
1s1ma goriilerek diisiik OD degerlerinin okunmasina sebep olur. Bununla birlikte, canli
hiicrelerde DNA ve proteinler boyandigi icin yiiksek absorbans degeri verir ve

spektrometrede bu degerler karsilastirilarak % canlilik orani hesaplanir [50].

2.9.2. Tripan Mavisi Canhilik Testi

Tripan mavisi canlilik testi bir slispansiyondaki canli veya 6lii hiicre sayisini belirlemek
i¢in kullamlir. Ozellikle yiizeye tutunan hiicrelerde etkili ve c¢ok tercih edilen bir
yontemdir. Tripan mavisi negatif yiiklii biliyiik bir molekiildiir. Bu boyama yontemi 6li
hiicrelerin zar biitiinliigiiniin bozularak boyay1 hiicre icine alabilme prensibine
dayanmaktadir. Canli hiicrelerde hiicre zar biitiinliigii korunmaktadir ve negatif yiiklii

biiylik bir molekiil olan tripan mavisini hiicre i¢cine alamaz. Bu sayede canli hiicrelerde
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mavi bir renk goriilmez. Bununla birlikte, 6lii hiicreler tripan mavisi boyasint hiicre i¢ine
alabildigi i¢ini mavi renkte goriillirler. Deney diizenegine gore 6lii ve/veya canlt hiicreler

sayilarak % canlilik hesab1 yapilmaktadir [51].

2.10. Apoptoz ve Apoptoz Tayini

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz, fetal gelisim sirasinda ve yetiskin
dokularda ¢ok cesitli fizyolojik siireglerde kritik roller oynamaktadir. Cogu durumda,
fizyolojik hiicre 6liimii, nekrozun aksine apoptozla gergeklesmektedir. Apoptotik hiicre
Olimii diizenlenmesindeki kusurlar, hiicre birikiminin meydana geldigi bozukluklar
(kanser, restenoz) veya hiicre kaybinin meydana geldigi durumlar (felg, kalp yetmezligi,

norodejenerasyon, AIDS) gibi birgok hastaliga sebep olmaktadir [52].

Apoptoz, morfolojik bir siirectir. Isik (veya elektron) mikroskobu ile goriilebilmektedir.
Kromatin yogunlasmas1 ve niikleer par¢alanma (piknoz), plazma membran kalinlagsmasi
ve hiicre kiiclilmesi apoptotik hiicrelerin belirgin 6zellikleri arasinda bulunmaktadir.
Sonunda hiicreler, enflamatuar bir tepkiye neden olmadan fagositozla temizlenen kiigiik
zarla ¢evrili parcalara (apoptotik cisimlere) ayrilir. Apoptotik cisimlerin serbest
birakilmasi, Yunanca'dan "apoptoz" terimine ilham veren, "uzaklagmak" anlamina
gelmektedir ve sonbaharda yaprak doken agaclardan yapraklarin diigmesi kavramlarini

cagrigtirmaktadir [52].

Apoptoz (programlanmis hiicre o6liimii), yetiskin dokularin normal gelisimi ve
homeostazinda 6nemli bir rol oynar. Hiicrelerin apoptotik 6zellik gostermesi, kanser dahil
birgok hastalik mekanizmasiyla da baglantilidir. Apoptozun biyokimyasal 6zelliklerinden
biri, kromatinin tek ve ¢oklu oligoniikleozom uzunlugundaki fragmanlara boliinmesi
yoluyla DNA iizerinde serbest 3'-hidroksil u¢larinin iiretilmesidir. TdT aracili dUTP-
biyotin ¢entik ug etiketleme (TUNEL) testi, DNA'nin agikta kalan uglarmi etiketleyerek
bu biyokimyasal oOzelliklerden yararlanir ve bdylelikle pargalanmig DNA igeren

cekirdeklerin gorsellestirilmesini saglar [53].

Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) dUTPNick-EndLabeling (TUNEL) testi,
apoptozun gec asamalarinda kapsamli DNA bozunmasina ugrayan apoptotik hiicreleri
saptamak i¢in tasarlanmistir. Bu yontem, TdT'nin ¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin kor

uclarmin etiketlenmesine dayanmaktadir [54].
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2.11. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksijen ac¢isindan zengin bir diinyada yasamin beklenen bir
sonucudur. Hiicredeki oksijen tiikketiminin artmasiyla % 3-5 oraninda reaktif oksijen
tiirleri iiretilir ve oksijen radikalleri ve diger aktif oksijen tiirleri, acrobik metabolizmanin
yan lriinleri olarak ve gesitli dogal ve sentetik toksik maddelere maruz kalmanin bir
sonucu olarak {iretilir. Hiicreler, dokular, organlar ve organizmalar oksijenin neden
oldugu stres ve hasarla baga ¢ikmak i¢in birden fazla antioksidan savunma mekanizmasini
kullanmaktadir. Bu koruyucu sistemlerin ¢ogu enzimleri icermektedir. Bu enzimler,
40'tan fazla memeli geninin ekspresyonunun yukari regiile edildigi oksidatif stres
kosullar1 altinda indiiklenebilmektedir. Mitotik hiicreler, DNA'nin histon proteinleri ile
korundugu, enerji gereksinimi olmayan genlerin azalan ekspresyonu ile korundugu gegici
bir biilyliime durumuna (adaptasyonun ilk agamalarinda) girme ve ek savunma kabiliyetine
sahiptir. Oksidatif stresle tam anlamiyla basa ¢ikamama durumunda, mitotik hiicreleri
kalict biiyiimenin durdugu bir duruma siirekleyebilir ve bu durum yaslanmaya
benzetilebilir. Hiicreler daha siddetli oksidatif stresle karsilastiklarinda ya da koruyucu
enzimler azaldiginda, yaslanmayla iliskili adaptif kapasiteye bagli olarak hiicreler,
etrafin1 saran saglikli dokuyu daha fazla hasardan koruyan apoptoz ile programli 6liim
yoluna gitmeyi segebilirler. Yalnizca en siddetli oksidatif stres kosullarinda, hiicreler,
kendilerini gevreleyen dokulari bir enflamatuar immiin tepkisinin diger degisikliklerine

maruz birakan nekrotik bir 6liimle sonlandirir [55].

Siiperoksit iyonu (O2"), hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksit (NO), normal fizyoloji
icin ihtiya¢ olan ancak aymi zamanda yaslanmayi hizlandirdigina ve hiicresel
dejenerasyona sebep oldugu bilinen reaktif oksijen tirleridir (ROS). Hastalik
durumlarinda bu serbest radikallere kars1 koymak i¢in viicut, kendini savunmak i¢in bir
antioksidan cephanesi tretmektedir. Flavonoidler, iirik asit, bilirubin, albumin, E
vitamini, C vitamini, a-lipoik asit (ALA), tioredoksin (Trx) ve glutatyon (GSH) gibi
bilesikler; ve Kkatalaz, stiperoksit dismutaz (SOD), peroksiredoksinler, glutatyon
peroksidaz gibi enzimler ve antioksidanlar olarak tarif edilmistir. Halliwell, bir
antioksidan1 ~ "oksitlenebilir  bir  substratinkilerle  karsilastirildiginda  diisiik
konsantrasyonlarda bulundugunda bu substratin oksidasyonunu énemli dl¢iide geciktiren

veya inhibe eden herhangi bir madde" olarak tanimlamistir [56]. Oksidatif stresin nedeni,
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serbest radikallerin iiretiminin sistemin antioksidan kapasitesini asmasindan
kaynaklanmaktadir [57].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kimyasal Malzemeler

Tez galismasi kapsaminda koruyucu etkisi arastirilan Neoeriositrin (Kat no: 13241-32-2,
%95 saflikta) Santa Cruz firmasindan satin alinmistir. Neoeriositrin, dimetil siilfoksit
icerisinde ¢oziilmiistiir ve ¢oziicii etkisinin arastirilmasi igin ¢oziicii kontrol olarak deney
gruplarina DMSO grubu da eklenmistir. Yiiksek glukoz konsantrasyonu hazirlamak i¢in
toz glukoz (Merck, ORM108337.1000) DMEM/F12 besiyeri igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir ve 0.22 uM filtre ile siiziilerek steril edilmistir. Calismada canlilik testi igin
kristal viyole (Merck, C.I. 42555) boyasi kullanilmistir. Her deney Oncesi hiicre sayisinin
belirlenmesi i¢in Tripan mavisi (Hyclone, Logan, UT) boyasi kullanilmigtir. Asetik asit

(Merck), deneylerde ¢oziicii olarak kullanilmastir.

Tez kapsaminda hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) 6l¢iimii DCFDA boyasi (sc-
359840, Santa Cruz) kullanilarak yapilmistir ve sonuglar fluorimetri cihazinda
olgiilmiistiir. Lipid peroksidasyonu belirlemek i¢in TBARS Kolorimetrik Ol¢iim Kiti
(Cayman, 10009055) kullanilarak yapilmigtir. Hiicre i¢ci ATP seviyeleri, ATP
Kolorimetrik Olg¢iim Kiti (Elabscience, E-BC-K157-S) kullanilarak 8l¢iilmiistiir. Hiicre
6liim tipi tayininde kullanilan testlerden birisi olan TUNEL Testi ise (Elabscience, E-CK-

A331) apoptotik hiicrelerin tayininde kullanilmistir.

3.2. SH-SY5Y Noroblastoma Hiicrelerinin Kiltire Edilmesi

Hiicreler % 1 antibiyotik (gentamisin), % 20 fetal sigir serum (FBS) igeren DMEM/F-12
besiyerinde, % 5 CO: igeren etiivde 37 °C’de inkiibe edilerek kiiltiire edilmistir. Her 2
giinde bir besiyerleri degistirilerek hiicresel devamlilik saglanmistir. Hiicreler kiiltiir
ortaminda genel olarak sahip olduklar1 kisa gomak sekli ile ayirt edilmektedir (Sekil 3.1).
SH-SYS5Y hiicreleri adherent 6zellik gostermektedirler (Sekil 3.2.) ve yaklasik 5-7 giin
arasinda flask yiizeyini kaplayacak hale gelmektedir. Hiicrelerin analizlerde kullanilmak
tizere flask yilizeyinden kaldirilmasi, her pasajlama asamasinda ve hiicre dondurmasi igin
tripsinizasyon islemi uygulanmistir. Tripsinizasyon islemi i¢in dncelikle hiicre tizerindeki

besi ortam1 uzaklastirilmis ve 25 cm? flask icin 1 ml, 75 cm? flask icin Tripsin/EDTA
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soliisyonu hiicrelerin {izerine eklenerek besiyerinin etkisini inhibe etmek icin hiicrelere
ilk yikama yapilmistir. Daha sonra ilk yikamadaki tripsin flasktan ¢ekilerek ayn1 sekilde
ikinci yikama yapilarak kullanilan tripsinin yarisi flask i¢inde birakilmis ve hiicrelerin
kalkmas1 amaciyla flask 37 °C etiivde bekletilmistir. SH-SYS5Y hiicreleri yapisal olarak
kiimeli tiremeye c¢ok yatkin olduklart i¢in etiivde bekleme siiresi bittikten sonra
DMEM/F12 besiyeri 25 cm? flask i¢in 5 ml, 75 cm? flask icin 10 ml olarak hiicrelere
eklenmis ve hiicrelerin kiimeli yapisim1 ayirmak ve tripsinin etkisini inhibe etmek
amaciyla 10 ml serolojik pipet kullanilarak 1-2 dk siireyle pipetaj yapilmistir. Deneysel

caligmalarin tamaminda 6 ve 14 pasaj araligindaki hiicreler kullanilmistir.

Hiicrelerin yeniden kullanilmasi ve hiicre stogu hazirlanmasi amaciyla dondurma
asamasinda, oncelikle % 10 DMSO ve % 90 FBS kullanilarak dondurma vasati
hazirlanmistir. Hiicreler tripsinizasyon igslemine tabi tutulduktan sonra siispansiyon, 5 dKk,
800 rpm 24 °C’de santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir. Hiicreler, Onceden
hazirlanmis dondurma vasati igine alinarak pipetaj yapilmis ve istenilen miktar kadar
kriyotiiplere dagitilmistir. Hiicreler dondurma asamasinda oncelikle 24 saat -80 °C’de
bekletilmis ve daha sonra uzun Omiirlii stoklar yapilmasi amaciyla -196 °C siv1 azot

tankinda saklanmistir.

Dondurulan hiicreler tekrar kullanilacaginda ¢ozdiiriilecegi zaman oOncelikle hiicrelerin
bulundugu kriyotiipler buzun c¢oziilmesi amaciyla 1 dk su banyosunda (37°C)
bekletilmistir. Daha sonra 800 rpm, 5 dk santriflij edilerek siipernatanlar atilmistir.
Hiicrelerin bulundugu pelet kismina 1 ml besi ortami eklenerek pipetaj yapilmistir. Daha
sonra hiicreler sayisina gore 25 cm?’lik veya 75 cm?’lik flasklara aktarilmistir. Hiicrelerin
tiremesini arttirmak ve tutunmalarini saglamak amaciyla flask basina gereken miktar

kadar besi ortami hiicrelerin tizerine eklenmistir[58].
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Sekil 3.2. SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinin 10. pasaj mikroskop goriintiileri.
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3.3. Glukoz Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi ve Hesaplanmasi

Diyabetik noropati modeli olusturmada kullanilacak glukoz konsantrasyonunu
belirlemek i¢cin SH-SYS5Y hiicrelerine 300-600 mM araliginda glukoz konsantrasyonlari
uygulanmistir. Oncelikle gerekli hesaplamalar yapilarak toz glukoz miktarlar1 20 ml
DMEMY/F12 besiyeri igerisinde vorteks yardimiyla ¢ozdiiriilmistiir. Toz glukozun tartimi
steril kabinin disinda yapildig1 icin her deney oOncesi glukoz konsantrasyonlar
uygulanmadan 6nce 0.22 uM filtre kullanilarak glukoz konsantrasyonlari kabin igerisinde
steril edilmistir. DMEM/F12 besi ortam1 igerisinde bulunan glukoz miktar1 hesaplanarak,
uygulanan glukoz konsantrasyonu ayarlanmistir. Hiicreler 6ncelikle ml’sinde 1x10° hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra en az 3 tekrarli olacak sekilde 300 mM-600 mM arasindaki glukoz
konsantrasyonlari hazirlanarak hiicrelerin lizerine eklenmistir ve hiicreler tekrar 24 saat

inkiibasyona birakilmaistir.

Yapilan tekrarli kristal viyole canlilik testleri (en az ii¢ tekrar yapilmistir) sonucunda
SPSS/Probit istatistiksel analiz programi ile 1Cso degeri 350 mM olarak hesaplanmustir.

Daha sonraki biitiin analizlerde bu konsantrasyon kullanilmstir.

Konsantrasyonlarin bu degerler arasinda sec¢ilme nedeni, yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda
100-250 mM yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin modelleme icin hiicre canlili1

tizerinde yeterli etkisi olmamasidir.

3.4. Neoeriositrin  Stok  Cozeltisinin  Hazirlanmas1 ve  Neoeriositrin

Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Neoeriositrin flavonoidi dimetilsulfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilebilmektedir [45].

Neoeriositrin ana stok hazirlanmasi amaciyla toz neoeriositrin {lizerine 1 ml DMSO
eklenerek, vorteks yardimiyla neoeriositrin kabin igerisinde steril ortamda
¢ozdiiriilmistiir. Daha sonra neoeriositrin ana stok konsanstrasyonlari 500 pl’lik tiiplere
10 adet olacak sekilde dagitilmis ve ana stoklar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Calismada
kullanilacak neoeriositrinin koruyucu konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in 5 pM-
30uM araliginda neoeriositrin konsantrasyonlar1 hazirlanarak kristal viyole canlilik testi

ile hiicre canlilig1 test edilmistir. Bu testlerden elde edilen tekrarli sonuglar dogrultusunda
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5 uM, 10 uM ve 20 uM neoeriositrin konsantrasyonlart secilerek yapilacak diger

analizlerde bu konsantrasyonlar kullanilmustir.

Calisma konsantrasyonlar1 da besiyeri i¢ginde diliie edilerek kullanilmistir. Bu nedenle tez
caligmalar1 kapsaminda neoeriositrin DMSO i¢inde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlanmis
ve calisma konsantrasyonlarinin hazirlanmas: icin DMEM/F12 besi yeri ortami

kullantlmistir.

Coziiclinlin etkisinin gozardi edilmesi amaciyla deney gruplarina ¢6ziicii kontrol grubu

olarak DMSO igeren besi ortami uygulanan grup eklenmistir.

Neoeriositrinle  yapilmis fazla c¢alisma olmamasi nedeniyle neoeriositrinin
konsantrasyonlar1 benzer flavonoid ¢aligsmalari esas alinarak 5 uM-30 uM konsantrasyon

araliginda uygulanmstir.

Deneylerde  kullanilacak  neoeriositrin ~ konsantrasyonlar1 ~ belirlendikten  sonra
neoeriositrinin koruyucu etkisini arastirmak icin segilen neoeriositrin konsantrasyonlari
(5 uM,10 uM ve 20 uM) hiicrelere glukoz ile hasar olusturmadan 6nce uygulanmis ve 24

saat inkiibasyona birakilmistir.

Daha sonra ortama SH-SY5Y hiicrelerinde 1Cso degeri belirlenen glukoz konsantrasyonu
(350 mM) eklenerek 24 saat inkiibasyondan sonra kristal viyole canlilik testi yapilmis ve
neoeriositrinin koruyucu etkisi incelenmistir. Boylece yiiksek glukoz uygulanan grup ile

neoeriositrin+glukoz uygulanan gruplarin hiicre canlilik test sonuglar1 karsilagtirilmustir.

3.5. Deney Plani

Calismada izlenen deney semas1 Sekil 3.3.’de verilmistir. Ayrica deney plan1 ve deney

gruplar1 Sekil 3.4.”de goriilmektedir. Calismada yer alan gruplar asagidaki gibidir.
1. Grup: Kontrol

2. Grup: Glukoz (350 mM)

3. Grup: Coziicii (DMSO) kontrol

4. Grup: 5 uM Neo+350 mM Glukoz

5. Grup: 10 uM Neo+350 mM Glukoz

6. Grup: 20 uM Neo+350 mM Glukoz
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Sekil 3.3. Deney Semasi
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3.6. Sitotoksisite Testleri

3.6.1. Kristal Viyole Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canlilik testleri, hiicre ¢calismalarinda kiiltiir ortaminda canli kalan hiicre oraninin

belirlenmesinde kullanilan testlerdir.

Kristal viyole hiicre canlilik testinde kristal viyole boyasi hiicrelerdeki proteinler ve

DNA’ya baglanarak canli hiicrelerin mor renkte goriinmesini saglamaktadir [59]. Bu

amagla:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Oncelikle hiicreler 96 gozlii plaklara (1x10° hiicre/ml) ekilerek, 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.

24 saat inkiibasyondan sonra koruyucu etkisi arastirilacak olan neoeriositrinin
belirlenen konsantrasyonlari (5 pmol, 10 pmol ve 20 umol) hiicrelere uygulanmis
ve hiicreler tekrar 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelere ICso (350 mmol) glukoz konsantrasyonu
uygulanmis ve hiicreler tekrar 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Daha sonra hiicreler, %10 (V/V) formaldehit (PBS i¢inde hazirlanmig) 100 pl
olacak sekilde her kuyucuga eklenerek 1 saat siiresince oda sicakliginda fikse
edilmistir.

1 saat sonunda formaldehit dokiilerek kristal viyole boyasi (0,1 gr’1 100 ml distile
suda ¢oziilmiig) 100 pl’ser her kuyucuga dagitilarak hiicreler 30 dk karistirict
tizerinde inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyon sonunda boya dokiilerek 2 kez distile su ile yikama yapilmustir.
Yikama tamamlandiktan sonra her kuyucuga %10 asetik asit (¢ozlicii) eklenerek
595 nm’de ELISA cihazinda okuma yapilmistir.

Hiicre canlilik yiizdeleri kontrol grubu %100 canli alinarak asagidaki formulasyon

ile hesaplama yapilmistir.

%Canlilik= (ODomek-ODgackground / ODkontrolgrup-ODubackground) X 100
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3.6.2. Tripan Mavisi Hiicre Canlilhik Testi

Hiicre canliligin1 6l¢mekte kullanilan en yaygin yontemlerden biri de tripan mavisi hiicre
canlilik testidir. Tripan mavisi non-vital 6zellik gosteren bir boyadir ve yaklasik olarak
960 dalton agirliginda bir molekiildiir. Tripan mavisi hiicre membrani saglam olan
hiicrelerden gecemez. Bununla birlikte tripan mavisi boyasi 6lii hiicrelerin veya membran
biitlinliigii bozulmus hiicrelerin hiicre zarindan gecebilmekte ve bu sayede bu hiicreler

mavi renkte boyanmaktadir [60].

SH-SYS5Y hiicrelerinin ikileme zamanlarinin tespit edilmesi i¢in tripan mavisi boyamast

yapilarak canli hiicreler sayilmaistir.

Canli hiicre sayimi hemasitometre laminda (Biirker laminda) mikroskop altinda

gercgeklestirilmis ve hiicrelerin % canlilik orani tespit edilmistir.

Hiicre sayimi i¢in hiicre siispansiyonundan ependorf tiiptine 900 pL koyularak iizerine
100 pL tripan mavisi boyasi eklenmis ve Biirker laminda canli hiicreler sayilmistir.

Kontrol grubu esas alinarak canli hiicre yiizdeleri asagidaki sekilde hesaplanmustir.

% Canl1 Hiicre = (Canli hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayis1) x 100

3.7. TUNEL Testi ile Apoptoz Tayini

TUNEL testi terminal deoksiniikleotit transferaz (TdT) aracili dUTP-biotin nick-end-
labeling (TUNEL) olarak hiicrelerde DNA kiriklarini belirleyen ve apoptoz tespitinde
kullanilan bir testtir. Bu yontemde apoptotik hiicrelerde kirtlan DNA zincirinin 3'-OH
ucu, TdT enzimi kullanilarak biyotinlenmis niikleotitlerle etiketlenmektedir. Tez
kapsaminda TUNEL testiyle, yiiksek glukoz uygulamasi sonucu SH-SYSY hiicrelerinde
ortaya ¢ikan apoptoz tespit edilerek hiicre 6liim tipi belirlenmistir [61]. Neoeriositrin
uygulamasiyla da yiiksek glukozla olusturulan hiicre hasari ve 6liimiinde neoeriositrinin
koruyucu etkisi degerlendirilmistir. TUNEL testi, ticari kit kullanilarak ve kit direktifleri
dogrultusunda gergeklestirilmistir [61].

1) Bu test i¢in hiicreler dncelikle PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra 15-60 dk
boyunca oda sicakliginda (15-25 °C) son konsantrasyon % 4 olacak sekilde PBS
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icinde ¢oziilmiis paraformaldehit ile hiicreler fikse edilerek tekrar PBS ile 5’er dk
3 kez yikama yapilmistir.

2) Daha sonra hiicrelerin iizerine son konsantrasyonu % 3 olacak sekilde methanol
iginde ¢Ozdiiriilmiis H202 bloklama tamponu eklenmis ve hiicreler 10 dk
inkiibasyona birakilmigtir.

3) PBS ile yikama yapilmis ve hiicrelere son konsantrasyon % 0,1 olacak sekilde
Triton-100 % 0,1°lik sitrat sodyum i¢inde ¢ozdiiriilmiis permeabilizasyon tampon
eklenerek tekrar PBS ile yikama yapilmistir.

4) Her kuyucuga 50 pl TdT enzimi i¢eren ¢aligma soliisyonu eklenmis ve 37 °C’de
60 dk inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra PBS ile yikama yapilmis ve her
kuyucuga 50 pl Streptavidin-HRP enzimi igeren ¢alisma soliisyonu eklenerek 37
°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir.

5) Inkiibasyon sonunda tekrar PBS ile yikama yapilmis ve her kuyucuga 50 ul DAB
sollisyonu eklenmistir.

6) 30 sn-5 dk inkiibasyon sonucu PBS ile yikama yapildiktan sonra lamlar

kurutulmus ve entellan ile kapatilarak mikroskopta goriintiileme yapilmistir

3.8. Oksidatif Stres Ol¢iimii
3.8.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Ol¢iimii

Diyabetik noropati oksidatif stres kaynakli ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stres sonucunda
antioksidan seviyesinde azalma ve reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artis gézlenmektedir.
Bu tez kapsaminda ROS o6l¢iimiinde florojenik bir boya olan 2’,7’-dikloroflorosein
diasetat (DCFDA) kullanilmistir. DCFDA boyas1 hidroksil, peroksil ve diger reaktif
oksijen tiirlerinin dl¢limiinii saglar. Hiicrelere DCFDA’nin difiizyonu sonrasi hiicresel
esterazlar tarafindan parcalanir, nonfloresan olan DCFDA, ROS tarafindan floresan bir

bilesik olan 2°,7’-dikloroflorosein (DCF)’e doniisiir (Sekil 3.5) [62].

Calismada SH-SYSY hiicrelerine yiiksek glukoz uygulanmasiyla (hiperglisemi kosulu
saglama) hiicreler oksidatif strese girmistir. Koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglanan
neoriositrinin hiicre i¢i ROS aktivitesinin baskilanmasinda bir antioksidan etkisinin olup

olmadiginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in ROS 6l¢iimii yapilmastir.
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ROS 6l¢iimii igin SH-SY5Y hiicreleri 6 gozlii plaklara 1 ml’de 5 x 10° hiicre/kuyu olacak

sekilde ekilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

Hiicreler, tutunmasi i¢in 24 saat boyunca 37°C etiivde inkiibasyona birakilmus,
daha sonra hiicrelere neoeriositrinin belirlenen konsantrasyonlar1 uygulanmastir.
Neoeriositrin konsantrasyonlart DMEM/Fenol red (-) besiyerinde hazirlanmistir.
Hiicreler 24 saat siire ile neoeriositrin konsantrasyonlari (5 uM, 10 uM ve 20 uM)
ile inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda DMSO igerisinde ¢dziilmiis olan DCFDA boyas1
konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde DMEM/Fenol red (-) besiyerinde
hazirlanmis ve hiicrelere eklenerek 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Hiicrelere 350 mM glukoz konsantrasyonlari eklenerek tekrar 24 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda scraper kullamlarak hiicreler 6 gozlii plaklardan
kazinmis ve 15 ml’lik falkonlarda toplanmuistir.

Toplanan hiicreler 5 dk, 800 rpm’de santrifiij edilmistir.

Daha sonra hiicrelerin iizerindeki besiyerleri 1000 ml’lik pipetor ile ¢ekilerek
hiicrelere 1X PBS ile yikama yapilmistir.

PBS ile yikamadan sonra hiicreler tekrar 5 dk, 800 rpm’de santrifiij edilmistir.

Her grup i¢in slipernatantlar toplanarak siyah 96 gozlii plakalara yiiklenmistir.

10) Fluorimetrik olarak 485/535 nm’de okuma yapilmstir.
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Sekil 3.5. DCFDA’nin, ROS tarafindan floresan bir bilesik olan 2°,7’-dikloroflorosein
(DCF)’e doniistiiriilmesi.

3.8.2. Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii

Oksidatif strese bagli olarak lipid peroksidasyon sonucunda hiicre zarinda hasar meydana
gelmektedir. Coklu doymamis yaglardan (PUFA) tiiretilen peroksitlerin ayrigsmasi,
tiyobarbitiirik asit ile kontrollii reaksiyonunu takiben kolorimetrik olarak Olgiilebilen

malondialdehit (MDA) ve lipid peroksidasyon yan iiriinleri olusumuna yol agmaktadir
[62].

MDA, organizmalardaki lipid peroksidasyonunun yaygin iiriinlerinden biridir. Klinik

bilimde, MDA, organizmadaki lipid peroksidasyonunun derecesini yansitabilen ve
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dolayli olarak hiicre zar1t hasarmin derecesini gosteren bir lipid peroksidasyon

biyobelirtecidir.

Koruyucu etkisi arastirilacak olan neoeriositrinin lipid peroksidasyona etkisi MDA
miktariin 6l¢limiiyle ortaya ¢ikarilmistir. Lipid peroksidasyonu hasari, Cayman TBARS
Assay Kit dogrultusunda soliisyonlar manuel olarak hazirlanarak (Tiyobarbitiirik Asit
Reaktif Maddelerinin) 6l¢iilmiistiir [62].

1) Hiicre lizatlari, kit igerisinde yazan direktifler dogrultusunda hazirlanmistir.

Oncelikle SH-SYS5Y hiicreleri sayilar1 2x107 hiicre/ml olacak sekilde 1x75 ml
flasklara ekilmistir.

Hiicrelerin ekimi takiben 24 saat sonra belirlenen neoeriositrin konsantrasyonlari (5
pmol, 10 pmol ve 20 pmol) hiicrelere uygulanmistir. Neoeriositrin uygulama
konsantrasyonlar1 % 3 FBS ve % 1 gentamisin iceren DMEM-F12 besi ortamu ile

hazirlanmstir.

Neoeriositrin  uygulamasini  takiben 24 saat sonra hiicrelere 350 mmol
konsantrasyonunda glukoz uygulanmistir. DMSO ve kontrol gruplarina glukoz ve

neoeriositrin uygulamasi yapilmamustir.
Glukoz uygulamasinin ardindan hiicreler 37°C etiivde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda SH-SY5Y hiicre lizatlarinmin hazirlanmasi amaciyla 1 ml
PBS hiicrelere eklenmistir ve hiicreler flasklarin ylizeyinden scraper ile kazinarak 2

ml’lik santrifijj tliplerine alinmistir.

Daha sonra Cayman TBARS Assay Kit direktifleri dogrultusunda hiicreler, 1600 g’de
4°C’de santrifiij edilmis ve en az 3’er Ornek olacak sekilde 500 pl’lik santrifiij

tiiplerine supernatantlar dagitilmstir.
Hiicre lizatlar, kit 6lgiimiine kadar -80°C ‘de muhafaza edilmistir.

2) Kitile calismaya baglamadan once kit igerisinde bulunan reaktifler ve kromojenik
ajan kitte verilen direktifler dogrultusunda hazirlanmistir.
v' % 20 TCA (Trikloroasetik asit) hazirlanmigtir. (50 ml ultra saf distile su
icerisinde 20 gram olarak hazirlanmistir)
v" % 0,53 TBA soliisyonu hazirlanmustir. (50 ml TCA asetik asit + 50 ml %
0,1 Molar NaOH (pH= 3,5)
v' Standartlar TBA soliisyonu ile hazirlanmustir.
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3) Standart egri olusturmak i¢in 200 umol/L standart ¢ozelti ile ¢ift damitilmis suyla
seri diliisyon yontemi kullanilarak standartlar hazirlanmistir. Seyreltme
gradyani;100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 0 pumol/L’dur.

4) Standartlar hazirlandiktan sonra hazirlanan drneklerin dlgiimiine gecilmistir. ilk
olarak, standart tiipler i¢cine daha onceden numaralandirilan 10 ml cam tiiplere
farkli konsantrasyonlarda 100’er ul standart soliisyonlar1 koyulmustur.

5) Ornek tiiplerine her 6rnek igin 100 ul olacak sekilde érnekler eklenmistir.

6) Daha sonra kit direktifleri dogrultusunda, standartlar1 ve drnekleri i¢eren her cam
tiip igerisine 100 pul %7 SDS (sodyum dodesil siilfat) soliisyonu eklenmistir.

7) Inkiibasyondan dnceki son asamada reaksiyonu baslatmak icin her cam tiipe 4 ml
kromojenik ajan eklenmistir.

8) Her cam tiipiin agz1 parafilm ile kaplanarak iistlerine delikler agilmistir ve 1 saat
boyunca 100 °C’de 6rnekler ve standartlar inkiibasyona birakilmustir.

9) 1 saat inkiibasyondan sonra reaksiyonu durdurmak i¢in standartlar ve 6rnekler 10
dk boyunca buz tizerinde bekletilmistir.

10) Daha sonra 6rnekler ve standartlar 15 ml plastik falcon tiiplere alinarak 1600 ¢,
4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir.

11) Ornekler ve standartlarin supernatantlar1 96 kuyucuklu plaklara mikropipet ile

250 pl alinarak 530-540 nm dalga boyunda florimetride okutulmustur.

3.9. ATP Seviyelerinin Ol¢iimii

Adenozin trifosfat (ATP) tiim canli sistemlerde enerji kaynagi olarak kullanilan yiiksek
enerjili bir molekiildiir. ATP'nin fosfat baginda bulunan kimyasal enerji, cogu hiicresel
siireci yonlendirmektedir. Bu nedenle ¢alismada yiiksek glukoz konsantrasyonu ile hasar

olusturulan SH-SYS5Y hiicrelerinde ATP seviyesi 6l¢iimii yapilmistir [63].

ATP test kiti, hiicre ve doku lizatlarinda, biyolojik sivilarda ve kan hiicrelerinde toplam
ATP'yi oOlgmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Kitin c¢aligma esast gliseroliin
fosforilasyonu 1ile olusan iriiniin kolorimetrik olarak (OD 570 nm) tayinine

dayanmaktadir.

1) Hiicre lizatlar1, kit igerisinde yazan direktifler dogrultusunda hazirlanmistir.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

I.  Oncelikle SH-SY5Y hiicreleri sayilar1 1x10° hiicre/ml olacak sekilde 24
kuyucuklu plaklara ekilmistir.

Il.  Hiicrelerin ekildigi saati takiben 24 saat sonra belirlenen neoeriositrin
konsantrasyonlari (5 pmol, 10 pmol ve 20 umol) hiicrelere uygulanmistir.
Neoeriositrin uygulama konsantrasyonlar1 % 3 FBS ve % 1 gentamisin
iceren DMEM-F12 besi ortami ile hazirlanmaistir.

I1l.  Neoeriositrin uygulamasini takiben 24 saat sonra hiicrelere 350 mmol
glukoz konsantrasyonu uygulanmistir. DMSO ve kontrol gruplarina
glukoz ve neoeriositrin uygulamasi yapilmamastir.

IV.  Glukoz uygulamasinin ardindan hiicreler 37°C etliivde 24 saat sonra
lizatlarin hazirlanmasi i¢in inkiibasyona birakilmaistir.

V. Inkiibasyondan sonra hiicreler pipetaj yontemi ile 0.3 ml kaynatilnis su
ile 1.5 ml santrifijj tiiplerine alinmigtir.

VI.  Toplanilan hiicreler 10 dk boyunca kaynar suda (100°C) inkiibe edilmistir.

VIl.  Daha sonra her bir tiip vorteks yardimiyla karistirilarak Elabscience ATP
Kolorimetrik Assay Kit direktifleri dogrultusunda 10000 g ve 4°C’de 10
dk santrifiij edilmistir.

VIIl.  Daha sonra en az 3’er 0rnek olacak sekilde 500 pl’lik santrifiij tiiplerine
supernatantlar dagitilmistir.

IX.  Hicre lizatlari, kit 6l¢glimiine kadar -80°C ‘de muhafaza edilmistir.

Kit ¢alisilmaya baslanmadan 6nce kit icerisinde bulunan reaktifler ve kromojenik
ajan kitte verilen direktifler dogrultusunda hazirlanmistir.

Kit igerisinde yazan direktifler dogrultusunda kontrol, standart, blank ve 6rnek
tiipleri hazirlanmigtir.

Daha sonra kontrol, standart, blank ve 6rnekler 37°C’de su banyosunda 30 dk
boyunca inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra her tiipe 50 pl reaktif 5 eklenmis ve her 6rnek
3’er saniye vorteks ile karigtirilmastir.

Daha sonra 6rnekler, 4°C 10000 g ve 5 dk boyunca santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi her 6rnekten 2’ser tekrar olacak sekilde 300 ul supernatantlar 96
kuyucuklu plaklara alinmistir ve her kuyucuga rekasiyonu baglatmak i¢in 50 ul
kromojenik ajan eklenmistir.

2 dk boyunca oda sicakliginda reaksiyonun ger¢eklesmesi beklenmistir.
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9) Daha sonra her 6rnek en az 3’er tekrarli olacak sekilde her kuyucuga 50 pl reaktif
8 eklenerek reaksiyonu durdurulmustur.

10) 96 kuyucuklu plak oda sicakliginda 5 dk boyunca karistirildiktan sonra 636 nm
dalga boyunda mikroplak okuyuculu spektrofotometrede (BIO-TEK pQuant,
BIO-TEK Instruments, Inc, USA) okutulmustur.

3.10. istatistiksel Analizler

Tez kapsaminda yapilan her deney en az 3 kez tekrarlanmistir. Veriler, IBM SPSS
statistics 23 programui ile analiz edilmistir. Deneylerde tek degisken olarak uygulama ve
farkli konsantrasyon miktarlar1 kullanilmistir. Zaman faktorii her deney i¢in sabit oldugu
icin elde edilen verilerin istatistiksel analizleri tek yonlii varyans (one way ANOVA)
kullanilarak hesaplanmistir. Her deney i¢in Onem kontrol diizeyi p<0,05 olarak

belirlenmistir.
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4. SONUCLAR

4.1. Tripan Mavisi Boyasi ile Hiicre Canlihg Analiz Sonuclar

SH-SY5Y hiicrelerinin ikilenme zamanlari, tez deneylerinde kullanilmak iizere
belirlenmistir. Bu deney kapsaminda hiicreler 6 kuyucuklu plaklara hiicre baglangi¢ sayisi
5x10* olacak sekilde ekim yapilmistir. 10 giinliik bir yasam dongiisii boyunca hiicreler
her giin tripan mavisi boyamasi ile sayilarak ikileme siiresi tespit edilmistir (Sekil 4.1.)
10. giiniin sonunda SH-SY5Y hiicreleri i¢in ikileme siiresi doubling time 6l¢iim lizerinden

48,28 saat olarak hesaplanmustir [64].

ikilenme Egrisi

Hicre Sayisi x 10*
= [N N N w
(6] o (6] o (6, ] o

o

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10
Siire (Giin)

Sekil 4.1. SH-SYSY noroblastoma hiicrelerinin biiyilime egrisi grafigi.
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4.2. SH-SY5Y Hiicrelerinde Yiiksek Glukoz Konsantrasyon Uygulama Sonuglari

SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde diyabetik ndropati modellemesi igin yiiksek glukoz
konsantrasyonlari uygulanmistir. 300-600 mM araliginda uygulanan konsantrasyonlar ile
hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve bu inkiibasyon sonucunda ICsg
konsantrasyonu 350 mM olarak tespit edilmistir. 350 mM glukoz uygulamasi sonrasi
hiicrelerdeki canlilik orani kristal viyole testi ile 6l¢iilmiistiir ve % 49,77 canlilik orani
bulunmustur (Sekil 4.2.). Sonug olarak yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile indiiklenen

diyabetik néropati modellemesi igin ¢alismada 350 mM glukoz kullanilmistir.

120
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Sekil 4.2. SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde kristal viyole testi sonucu hiicre canlilik

verileri. a: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik (p<0,05).

SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde diyabetik néropati modeli olusturmak igin glukoz
uygulamasi 24 saat ve 350 mM konsantrasyon olarak se¢ilmistir. Cesitli ¢calismalarda
glukoz uygulama siiresi ve konsantrasyonu degisiklik gosterse de bu ¢alismada hiicre
ortam kosullar1 ve pasaj sayisina uygun olarak belirtilen konsantrasyon ve siire
saptanmistir. SH-SY5Y hiicrelerine daha yiiksek konsantrasyonlarda glukoz uygulamasi
sonucu hiicre canliliginda belirgin azalmalar gozlenmezken, secilen 350 mM glukoz
konsantrasyonunda 24 saat siirede ICso degeri elde edilmistir. Ayrica daha kisa siirelerde
daha yiiksek konsantrasyon denemeleri de yapilmistir. Denemeler sonucunda en uygun

glukoz konsantrasyonu ve siiresi 350 mM ve 24 saat olarak bulunmustur.
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4.3. Neoeriositrin Konsantrasyonlarimi Belirleme Sonuclar:

Calismada kullanilan neoeriositrin konsantrasyonlar1 kristal viyole canlilik testi ile
belirlenmistir. Koruyucu etkisi arastirilan neoeriositrin, hiicrelere glukoz uygulamasindan
once uygulanmistir. 5-30 uM konsantrasyon araliginda yapilan tekrarli deneyler
sonucunda 5 uM, 10 puM, 15 uM, 20 uM, 25 uM ve 30 pM neoeriositrin
konsantrasyonlarinda glukoz hasarinin azaldigi ve hiicre canliliginin arttigi tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonuglara gére 5 uM, 10 uM ve 20 uM neoeriositrin
konsantrasyonlari, daha sonraki analizlerde kullanilacak konsantrasyonlar olarak
belirlenmistir (Sekil 4.3.).
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Sekil  4.3.  SH-SYS5Y  noroblastoma  hiicrelerinde  neoeriositrinin -~ farkli
konsantrasyonlarinin kristal viyole testi ile hiicre canlilik testi sonuglart. a: Glukoz

kontrol grubundan farkli (p<0,05).

Kontrol grubu ve DMSO grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi
icin DMSO (g¢6ziicii kontrol) grubu grafiklerde verilmemistir. Glukoz kontrol grubu ile
kiyaslandiginda 10 pM Neo+Glukoz, 20 uM Neo+Glukoz ve 30 uM Neo+Glukoz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. Hiicre canliligi, neoeriositrin

konsantrasyonundaki artiga bagli olarak artmistir. 5 uM Neo+Glukoz grubunda ise hiicre
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canlilik miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmemesine ragmen glukoz

kontrol grubuna oranla canlilik yiizdesinde % 11,35 artis tespit edilmistir (Sekil 4.2.).

Kristal viyole canlilik testi sonuglar1 dogrultusunda daha sonra yapilacak analizler igin 5

uM, 10 uM ve 20 uM neoeriositrin konsantrasyonlari se¢ilmistir.

4.4, ROS Ol¢iim Sonuglar

Hiicre i¢inde biriken reaktif oksijen tiirleri, oksidatif stres belirtecidir. Tez kapsaminda
SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin 6l¢timii DCFDA boyasi
kullanilarak belirlenmistir. ROS sonuglar1 Sekil 4.4.°de verilmistir.

Kontrol, glukoz kontrol grubu ve hidrojen peroksit uygulama gruplari karsilastirildiginda
bu ti¢ grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Bu durumda, yiiksek
glukoz uygulamasi, reaktif oksijen tiirleri miktarini negatif kontrol grubu olan hidrojen
peroksit kadar arttirmamis olmasina ragmen, kontrole oranla reaktif oksijen tiirlerinde
artis gézlenmistir. Yiiksek glukoz uygulanan grupta ROS miktarinda kontrol grubuna
gore artig tespit edilmis, ancak ROS miktarindaki artig negatif kontrol grubu olan hidrojen
peroksit grubundan daha diisiik olmustur. Deney sonuglarina gore 5 pM Neo+Glukoz ve
10 uM Neo+Glukoz gruplart ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu
bulunmustur. Bu iki deney grubunda ROS miktarinin kontrole gore arttigi tespit edilmis,

fakat bu artis hidrojen peroksit grubundaki kadar fazla olmamustir.

20 uM Neo+Glukoz grubunun ROS miktar1 ise hidrojen peroksit grubunun ROS
miktariyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunurken, kontrol grubu
ile bir fark bulunmamuistir. Bu sonug neoeriositrinin reaktif oksijen tiirlerinin azalmasinda

etkisinin oldugunu gostermistir.
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Reaktif Oksijen Turleri Tayini
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Sekil 4.4. SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinde hiicre i¢i ROS 6lgiim sonuglari. a:
Kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05). b: 200 uM hidrojen peroksit (H20>)

grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05).

4.5. Lipid Peroksidasyon Ol¢iim Sonuglar

Deney gruplarinin MDA miktar sonuglar1 Sekil 4.5.’de verilmistir. Elde edilen verilere
gore kontrol grubu ile karsilagtirildiginda glukoz grubunda MDA miktarinin arttigi
belirlenmigtir. SH-SYS5Y hiicrelerine neoeriositrin uygulamasi sonucu 20 pM
Neo+Glukoz grubundaki MDA miktarinin diistiigi ve kontrol grubu degerine yakin

degerde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5.)
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Sekil 4.5. SH-SYSY noroblastoma hiicrelerinde lipid peroksidasyonu 6l¢iim sonuglari.

4.6. Hiicre Ici ATP Olciim Sonuclar

Hiicrelerdeki ATP seviyeleri, hiicrelerin metabolik aktivisini gostermektedir. Calisma
kapsaminda hiicre i¢i ATP analizinden elde edilen ATP miktar sonuglar1 Sekil 4.6.’de

verilmistir.
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Sekil 4.6. SH-SY5Y noéroblastoma hiicrelerinde hiicre i¢ci ATP miktarlarinin 6lglim
sonuglari. a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05). b: Glukoz kontrol grubu

ile arasinda anlaml bir fark (p<0,05).

Elde edilen verilere gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda glukoz, 5 uM Neo+Glukoz
ve 10 uM Neo+Glukoz gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur.
Glukoz kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise 20 uM Neo+Glukoz grubu ile glukoz

kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir.

ATP ol¢iim sonuglarina gore istatistiksel olarak 5 uM Neo+Glukoz ve 10 puM
Neo+Glukoz gruplari i¢in anlamli olmasa da neoeriositrin uygulamasi yapilan hiicrelerin

ATP seviyelerinde artis gdzlenmistir.

4.7. TUNEL Testi Sonug¢lari

Yiiksek glukoz hasar1 olusturulan SH-SYS5Y noéroblastoma hiicrelerinde neoeriositrinin
koruyucu etkisinin arastirilmasi amaciyla hiicrelerdeki 6liim tipi TUNEL apoptoz testi ile
belirlenmistir. Her deney grubu i¢in apoptotik hiicreler DAB boyas1 ile kahverengi
boyanmustir, canli hiicre ¢ekirdekleri ise hematoksilen boyast ile mor renkte boyanmustir.
Isik mikroskobunda cekilen fotograflara gore hiicre sayimlart yapilmistir. Apoptotik
hiicre yiizdeleri Sekil 4.7.”de, mikroskop goriintiileri Sekil 4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. SH-SYSY noéroblastoma hiicrelerinde TUNEL testi ile belirlenen apoptotik
hiicre yiizdeleri. a: Kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark (p<0,05). b: Glukoz kontrol
grubu ile anlaml bir fark (p<0,05).

Istatistiksel olarak kontrol ve glukoz kontrol gruplari arasinda anlaml bir fark vardir ve
glukoz kontrol grubundaki apoptotik hiicre sayisinin kontrol grubundan istatistiksel
olarak 6nemli derecede artmis oldugu tespit edilmistir. Glukoz kontrol grubu ile 20 uM
neoeriositrin konsantrasyonunun uygulandigi grup arasinda da apoptotik hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmistir. Apoptotik hiicre sayisi 20 uM
Neo+Glukoz grubunda, glukoz kontrol grubuna gére % 22 oranda azalmistir. 5 uM
Neo+Glukoz ve 10 uM Neo+Glukoz gruplari, kontrol ve glukoz kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina ragmen apoptotik

hiicre sayisinin neoeriositrin konsantrasyonlari arttik¢a azaldigi gézlenmistir.

TUNEL testi sonuglaria gore 20 uM Neo+Glukoz grubundaki apoptotik hiicre sayisinin
kontrol grubuna ¢ok yakin degerde oldugu bulunmustur. Bu durumda, 20 pM

Neo+Glukoz grubunda neoeriositrinin apoptotik hiicre sayisini azalttigini sdyleyebiliriz.




Sekil 4.8. SH-SY5Y ndroblastoma hiicrelerinin TUNEL testi mikroskop goriintiileri. mp
Apoptotik hiicre, A:Kontrol, B: 350 mM Glukoz, C: 5 uM Neo+Glukoz, D: 10 uM
Neo+Glukoz, E: 20 uM Neo+Glukoz.
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5. TARTISMA

Diabetes mellitus, insiilin yetersizligine bagli, kandaki yiiksek glukoz seviyesi
(hiperglisemi) ve bozulmus glukoz metabolizmasi ile karakterize edilen bir grup
heterojen bozuklugu ifade etmektedir [65]. Diabetes mellitusun en ¢ok goriilen iki formu
tip 1 diabetes mellitus (TLDM) ve tip 2 diabetes mellitustur (T2DM). T1DM, insiilin
bagimliligina ve hiperglisemiye yol acan pankreatik 3 hiicrelerinin otoimmiin yikiminin
sonucunda ¢ocuklarda ve ergenlerde yaygin olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bati
toplumlarinda obezitenin artmasi ile ayn1 zamanda T2DM tanilariin sayisinda da artis
meydana gelmistir; dilnya niifusunun tahmini % 7'si T2DM'den etkilenmektedir ve

gengler de giderek daha fazla etkilenmeye baglamistir [29, 66].

T1DM veya T2DM'li hastalarin biiyiik bir kisminda, genis dl¢iide mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar seklinde vaskiiler komplikasyonlarin geligsmesi
beklenmektedir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar viicudun en karmagik sekilde
damarlanmis organlarini, 6zellikle sinir sistemini, retinay1 ve bobrekleri etkilemektedir
[67]. Diyabetik retinopati, nefropati ve néropati, ileri glikasyon son {iriinlerinin (AGE'ler)
tiretimi ve oksidatif stresin indiiklenmesi gibi cesitli mekanizmalar yoluyla kronik
hipergliseminin neden oldugu baslica bilinen mikrovaskiiler komplikasyonlardir [68].
Makrovaskiiler komplikasyonlar, erken miyokard enfarktiisii, iskemik olaylar, felg ve
erken 6lim ile sonuglanan bilyiik kan damarlarinin bozukluklarini kapsamaktadir [22].
T1DM ve T2DM’un belirgin komplikasyonlar1 arasinda en yaygin goriileni diyabetik
noropatidir. Diyabetik noropati, alt ekstremitelerde distalde baslamaktadir ve ayni
zamanda agri ve uyusma ile karakterize bir duyusal fonksiyon kaybidir. Zamanla,

diyabetli hastalarin en az % 50'sinde diyabetik noropati gelismektedir [69].

Dislipidemi ve hiperglisemi, degismis insiilin sinyaliyle birlikte, néronlarda, glia ve
vaskiiler hiicrelerde sinir disfonksiyonuna ve sonucunda DNA hasari, endoplazmik
retikulum stresi, norodejenerasyon, mitokondriyal disfonksiyon, ve norotrofik sinyal
kayb1 dahil noropatiye yol agabilen gesitli patolojik degisikliklere yol agmaktadir ve bu
durum makrofaj aktivasyonunu tetikleyebilmektedir. Bu yollarin néropati gelisimindeki
Onemi hiicre tipine, hastalik profiline ve zamana gore degismektedir, ¢linkii farkli hiicre
tipleri metabolik bozukluklara bagli olarak yaralanmalara farkli sekilde tepkiler

gostermektedir.

43



Diabetes mellitusta, yiiksek glukoz seviyesinin vaskiiler komplikasyonlar1 baslatan ana
patolojik siire¢ oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte, diyabetik ndropatiye etki eden
yollarin ayn1 zamanda diabetes mellitus gelisimi ile de ilgili oldugu son donemde yapilan
calismalar dogrultusunda giderek daha netlesmektedir [65]. Glukozun diyabet ve
diyabetik ndropatiye olan etkisi géz Oniinde bulundurularak tez kapsaminda hiicresel

hasar olusturmak i¢in yiiksek glukoz seviyeleri (350 mM) kullanilmistir.

Diyabetik noropati, hastalarda ellerde ve ayaklarda his kaybina neden olmakta ve
Ozellikle geceleri karincalanma ve uyusma ile kendini gostermektedir. Bu hastalik,
diyabetin ileri donemlerinde ortaya ¢ikmaya daha yatkin olmasina ragmen diyabetin ilk
sathalarindan itibaren erken evrelerde gelismeye baslar. Heniiz diyabetik noropati ile
ilgili kesin bir tedavi yontemi olmamakla birlikte bir¢ok bilimsel arastirma ve son dénem
calismalar1 diyabetik néropatinin etkilerinin iyilestirilmesinden ¢ok ilerlememesine veya
onlenmesine odaklanmistir. Bu sebeple 6zellikle diyabetik ndropati hastalari piyasadaki

ilaglardan ¢ok, dogal ajanlara yonelmektedir.

Biyolojik 6zellikleriyle baglantili olarak polifenoller, seker hastaliginin ¢esitli yonleri i¢in
faydali nutrasotikler ve tamamlayici tedaviler i¢in ajan olarak gosterilmistir. Birkag in
vitro dayanagi olan hayvan ve bazi insan ¢aligmalarinda, polifenollerin birgok metabolik
stirecte rol oynayabildigi gosterilmistir. Polifenoller, lipid ve ayrica karbonhidrat
metabolizmasini  diizenleyebilmektedir. Bu diizenleyici etkisi ile hiperglisemi,
dislipidemi ve insiilin direncini azaltabilmekte, yag dokusunu iyilestirebilmekte ve
oksidatif stresi, strese duyarli sinyal yollarini ve inflamatuar siiregleri hafifletebilmektedir
[70, 71].

Tip 2 diyabetik siganlardan alinan, serumda kiiltiire edilen sigan Schwann hiicrelerinde
ve T2DM siganlarinda yapilan bir ¢alismada, proantosiyanidinlerin etkisi aragtirilmistir.
Uziim ¢ekirdeginde bulunan proantosiyanidinlerin T2DM’lu si¢anlara verilmesi
sonucunda lipoprotein miktarinda ve diyabetik siganlarda sinir iletim hizinda artis
saptanmustir [72]. Bagka bir ¢alismada, diger bir flavonoid olan, epigallokatesin-gallat
(EGCG)’in hiicresel DNA'y1 reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) korumada alfa-lipoik
asidinkine benzer bir etkinlige sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, lipid peroksidasyonunu

azaltmada ¢ok daha etkili bir antioksidan oldugu belirlenmistir [73].

Narenciye meyvelerinde bulunan bir¢ok flavonoidin oksidatif stresi azalttigi, insiilin

duyarliligini iyilestirdigi ve glukoz toleransini azalttig1 bildirilmistir. Ek olarak, yapilan
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calismalarda narenciye flavonoidlerinin lipid metabolizmasini diizenledigi, inflamasyonu
ve apoptozu baskiladigi ve endoteliyal disfonksiyonu iyilestirdigi bildirilmistir [74, 75].
Neoeriositrin ise yenilerde kesfedilmis bir flavonoiddir ve turunggil meyvelerinde
bulundugu bildirilmistir [43]. Bununla birlikte neoeriositrinin yiiksek glukoz hasarina
etkisi ile ilgili bir arastirma literatiirde mevcut degildir. Bu tez kapsaminda flavonoidlerin
antioksidan ve antidiyabetik etkileri dikkate alinarak SH-SYS5Y ndroblastoma
hiicrelerinde yiiksek glukoz uygulamasi ile diyabetik modelleme yapilarak hiicredeki
hasara kars1 bir flavonoid olan neoeriositrinin koruyucu etkisi arastirtlmistir. Calisma
kapsaminda hiicre canlilik analizleri, hiicre igi ATP miktarinin belirlenmesi, reaktif
oksijen tiirlerinin ol¢iilmesi, lipid peroksidasyon tiirlinii 6l¢iimii ve hiicre 6lim tipi tayini

yapilmistir.

Yiiksek glukoz konsantrasyonlar1 kullanilarak diyabetik néropati modelinin
olusturuldugu ve gesitli flavonoidlerin antioksidan ve antidiyabetik etkilerinin incelendigi

in vivo ve in vitro ¢alismalar bulunmaktadir [76, 77].

Bir Citrus flavonoidi olan neoeriositrin ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Neoeriositrinin glukoz hasarma karsi etkisi ilk kez bu tez kapsaminda calisilmistir.
Neoeriositrinin SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri lizerindeki glukoz hasarina karst olan
koruyucu etkisinin arastiritlmasi amactyla kristal viyole canlilik testi kullanilmistir. Genel
olarak hiicre canlilik analizlerinde MTT testi kullanilmakla beraber ¢alismamizda kristal
viyole boyama testi yapilmistir. Flavonoidler ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalarda MTT testi
igcerisinde bulunan tetrazolyum kristalleri ile bazi flavonoidlerin etkilesime girerek test
sonuglarinda hatalar olabilecegi gosterildiginden [78] kristal viyole hiicre canlilik analizi

tercih edilmistir.

Yapilan kristal viyole boyamasi sonuglarina goére SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde
glukoz i¢in ICsp konsantrasyonu 350 mM olarak bulunmustur. Koruyucu etkisi aragtirilan
neoeriositrin  konsantrasyonlar1 igin kristal viyole canlilik testi sonuglarinda ise
neoeriositrin konsantrasyonlar1 arttikca hiicre canliliginda da artis oldugu ve 20 uM
Neo+Glukoz grubunda canli hiicre sayisinin kontrol grubu hiicre sayisina ulastigi
bulunmustur. Kristal viyole canlilik testi sonuglarimiza gore neoeriositrinin yiiksek
glukoz hasarina kars1t SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinde hiicre canliliginda koruyucu

etkisinin oldugunu sdyleyebiliriz.
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Icerisinde quersetin ve kaempferol flavonoidlerinin bulundugu Ziziphus jujuba bitkisinin
glukoz kaynakli norotoksisite tizerindeki etkisinin arastirildigi bir caligmada PC12 hiicre
hatt1 kullanilmis ve canlilik testi olarak MTT testi yapilmustir. 0, 75, 100, 125 ve 150
mM'de artan glukoz seviyelerine maruz birakilan PC12 hiicrelerinde, 100 mM glukoz
konsantrasyonunda maksimum toksik etki tespit edilmistir. 300 pg/ml dozundaki ZJF
Oziitli, 24 saat sonra PC12 hiicrelerinde yiiksek glukoz kaynakli toksisiteyi dnemli 6l¢iide
inhibe etmistir [16]. Farkli bir néron hiicre hatt1 olan PC12 hiicrelerinde hasar olusturan
glukoz konsantrasyonu 100 mM iken, ¢alismamizda kullanilan SH-SYS5Y hiicrelerinde
daha yiiksek bir glukoz konsantrasyonu tespit edilmis ve ICso konsantrasyonu 350 mM

olarak bulunmustur.

Meyan kokii olarak bilinen Glycyrrhiza glabra’nin yiiksek glukoz hasarina karst SH-
SYS5Y hiicreleri iizerine etkisinin arastirildigi 2021 yilinda yapilan bir ¢alismada, yiiksek
glukoz konsantrasyonu 300 mM olarak bulunmustur. Meyan kokii bitkisi bir¢ok
flavonoid icermektedir ve ¢alisma sonuglarina gore bu bitkinin, SH-SY5Y hiicrelerinde
yiiksek glukoz kaynakli hiicre 6liimiine kars1 etkili oldugu bildirilmistir [79]. Ayn1 hiicre
hattiyla yapilan ¢alismada uygulanan yiiksek glukoz konsantrasyonu, bu tez kapsaminda

belirlenmis olan ytiksek glukoz konsantrasyonlar1 birbiri ile uyumluluk gostermektedir.

Rotenon hasarna karst SH-SYS5Y hiicreleri iizerine naringin flavonoidinin etkisinin
arastirildig bir calismada, flavonoid konsantrasyonlart 2 pM, 5 uM ve 10 pM se¢ilmis
ve bu konsantrasyonlarda naringinin, rotenon hasarina karst SH-SY5Y noroblastoma
hiicrelerinde nérokoruyucu etkisi oldugu bulunmustur [80]. Naringin flavonoidinin
hiicresel apoptoz tizerine koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. Naringin i¢in belirlenen
flavonoid konsantrasyonlarinin, ¢alismamizda se¢ilen neoeriositrin konsantrasyonlariyla
yakin konsantrasyonlar oldugu goriilmektedir. Kimyasal yapisi neoeriositrine benzerlik
gosteren naringin uygulamasiyla elde edilen TUNEL testi sonuglari, calismamizdan elde

edilen TUNEL testi sonuglari ile benzerlik gostermektedir.

Diger yandan naringin flavonoidinin sitokrom P450 enzim inhibisyonuna neden

oldugunu ortaya koyan ¢aligsmalar bulunmaktadir [81].

SH-SYS5Y hiicrelerinde bir flavonoid olan fisetinin, ROS iiretimini indiikledigi bilinen 6-
Hidroksidopamin (6-OHDA)’e kars1 etkisinin arastirildigi bir calismada DCFDA boyasi
kullanilarak hiicresel ROS seviyesi o6l¢iilmiistiir. Calismada kullanilan fisetin

konsantrasyonu 10 uM olarak belirlenmistir. Arastirmacilar fisetin ile 56n muamele edilen
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hiicrelerde ROS {iretiminin yaklasik % 58 oranda distiigiinii bulmuslardir [82].
Calismamizda DCFDA boyama sonuglarina gore neoeriositrin konsantrasyonundaki
artisla ters orantili bir sekilde ROS miktarinda azalma tespit edilmistir ve 6zellikle de 20
uM neoeriositrin grubunda ROS miktar1 kontrol grubu degeri seviyesinde bulunmustur.
Calismamizda elde edilen ROS sonuglar1 fisetin flavonoidi uygulanan c¢alismanin
sonuclariyla karsilagtirlldiginda benzer konsantrasyonlarda benzer koruyucu etki

gosterdigini sdyleyebiliriz.

Diyabetik noropati igin bir in vitro hiicresel model olarak PC12 hiicrelerinde yiiksek
glukozla (HG) indiiklenen norotoksisite tizerine sildenafilin etkisinin arastirildigi bir
calismada, lipid peroksidasyon 6l¢limii yapilmis, ATP miktarlari tayin edilmis ve hiicrede
biriken reaktif oksijen tiirlerini dl¢iilmiistiir. Caligma sonuglarina gére sildenafilin PC12
hiicrelerinde glukoza bagli hasar1 azaltarak lipid peroksidasyonu ve hiicre i¢i ROS
miktarin1 azalttigit ve hiicresel ATP miktarin1 diizenledigi bulunmustur [83].
Calismamizda da bir sinir hiicre hatt1 olan PC12 hiicreleriyle yapilan ¢alismada oldugu
gibi yiiksek glukoz konsantrasyonlar1 ile diyabetik noéropati modeli olusturularak

neoeriositrinin koruyucu etkisi arastirilmistir.

Propoliste bulunan bir flavonoid olan pinocembrinin  SH-SY5Y noéroblastoma
hiicrelerinde mitokondriyal koruma {izerine etkisinin mekanizmasinin arastirildigi
calismada SH-SYS5Y hiicrelerinde flavonoid uygulamasi sonucu ATP miktarlarindaki
degisiklikler gozlenmistir. Flavonoid ile muamele edilen SH-SY5Y noéroblastoma
hiicrelerinde 25 uM  konsantrasyonundaki  pinocembrin  flavonoidinin ~ ATP
seviyelerindeki diisiisii ortadan kaldirdig: bildirilmistir [84]. Bu tez kapsaminda yapilan
ATP olgtimii analizlerine gore, 20 uM neoeriositrin uygulamasinda hiicresel ATP
miktarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 tespit edilmistir. Pinocembrin ile
yapilan bu ¢alismanin sonuglar ile tez kapsaminda yapilan ATP 6l¢lim sonuglart hem
uygulanan flavonoid konsantrasyonlar1 agisindan hem de flavonoid uygulamasi sonucu

elde edilen veriler acisindan uyumluluk gostermektedir.

Mpyrica cerifera’nin kok kabugundan izole edilen bir flavonoid olan myricitrin’in SH-
SYSY hiicrelerinde metilglioksal ile indiiklenen mitokondriyal disfonksiyon {izerine
etkisinin arastirildigi ¢alismada ise flavonoidlerin antioksidan etkisi dikkate alinarak
hiicresel ATP miktar1 ve DCFDA boyama ile hiicre i¢i ROS miktarlari 6l¢iilmiistiir. Bu

calismanin sonuglarma gore 10 pM myricitrin  konsantrasyonunun SH-SY5Y
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hiicrelerinde metilglioksal kaynakli ROS birikimini azalttig1 ve hiicre i¢i ATP miktarin
arttirdig1 bildirilmistir [85]. Ayni hiicre ile yapilan bu g¢alisma sonuglari ile bu tez
kapsaminda olgiilen ATP miktarlarinin sonuglar tutarlilik gostermektedir. SH-SYS5Y
noroblastoma hiicrelerine 10 pM neoeriositrin uygulamasi sonucunda SH-SY5Y
hiicrelerinin ATP miktarlarinda kontrol ve glukoz kontrol gruplarma gore artis

bulunmustur.

Phloretin ve phlorizin flavonoidlerinin SH-SY5Y noéroblastoma hiicrelerinde rotenon
kaynakl1 norohasara kars1 koruyucu etkisinin arastirildigi bir baska calismada DCFDA
boyama ile hiicre ici ROS miktar1 ve TBARS testiyle lipid peroksidasyon olciimleri
yapilmistir. Calismada phloretin veya phlorizin flavonoidlerinin ¢aligma konsantrasyonu
10 uM olarak segilmistir. Rotenon konsantrasyonlarina maruz birakilan SH-SY5Y
hiicrelerine kiyasla hem phloretin hem de phlorizin ile muamele edilen hiicrelerde ROS
tiretiminde onemli diigiisler gozlemislerdir. Rotenon inkiibasyonundan 6nce SH-SY5Y
hiicrelerine phloretin veya phlorizin (10 uM) eklenmesinin, kontrol gruplarina kiyasla
lipid peroksidasyonunda bir azalmaya sebep oldugunu bulmuglardir. Yani, phloretin veya
phlorizin flavonoidlerinin 10 uM konsantrasyonda rotenon tarafindan indiiklenen lipid
peroksidasyonunu gii¢lii bir sekilde engelledigini bulmuslardir [86]. Tez kapsaminda,
elde edilen verilere gore 20 uM neoeriositrin konsantrasyonunda SH-SYSY hiicrelerinde
lipid peroksidasyon miktarinin kontrol grubu degerine yakin oldugu, neoeriositrinin lipid
peroksidasyonu azalttigi bulunmustur. Calismamizdan elde edilen sonuglar ile phloretin
ve phlorizin flavonoidlerinin kullanildigi ¢alismadaki lipid peroksidasyon sonuglari ile

benzerlik gostermektedir.

Birgok bitki ve ar1 iirliniinde bulunan ve giiglii néroprotektif ve antioksidan 6zellikleri
olan dogal olarak aktif bir flavon olan chrysinin SH-SY5Y hiicrelerinde diklofenak ile
indiiklenen apoptoz iizerinde noroprotektif etkilerinin arastirildigi 2020 yilinda
yaymlanan ¢alismada apoptotik hiicrelerin tayini i¢in TUNEL testi, reaktif oksijen
tiirlerinin 6l¢timii igin DCFDA boyama ve lipid peroksidasyonunun dl¢iimii igin TBARS
testi kullanilmistir. Diklofenak ile SH-SY5Y hiicrelerinin muamelesi sonucu hiicrelerde
ROS miktarinin, lipid peroksidasyonun ve apoptotik hiicre sayisinin arttifi tespit
edilmistir. Bununla birlikte 50 uM konsantrasyonda chrysin flavonoidinin SH-SY5Y
hiicrelerine 6n muamelesinin, diklofenak ile indiiklenen lipid peroksidasyonu sonucu

artan MDA seviyelerini 6nemli derecede diisiirdiigii bildirilmistir. Chrysin flavonoidinin
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on uygulamasimin ayrica diklofenak ile indiikklenen apoptozu da énemli 6lgiide inhibe

ettigi kaydedilmistir [87].

Sonug olarak bu tez kapsaminda yapilan hiicre canlilik analizleri, oksidatif stres testleri
ve hiicre 6liim tipi tayini deneylerinden elde edilen sonuglara gére neoeriositrinin SH-
SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde yiiksek glukoz hasarina karst koruyucu etkisinin
oldugu bulunmustur. Calismamizdan elde edilen sonuglara gore yenilerde kesfedilmis
olan bir flavonoid olan neoeriositrinin antioksidan ve ndrokoruyucu etkisi sayesinde
diyabetik noropatiye kars1 giiclii bir potansiyel ajan olabilecegini ileri siirebiliriz. Bu tez
kapsaminda neoeriositrinin diyabetik ndropati iizerine koruyucu etkisiyle ilgili ilk veriler
elde edilmis ve bu koruyucu etkinin mekanizmasinin daha ayrintili olarak analiz edilmesi

icin yapilacak aragtirmalarin 6nii agilmstir.
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6. YORUM

Bitkisel kaynakli flavonoidlerin bilinen bir¢ok koruyucu etkisi vardir. Bunlar i¢inde en
onemlileri antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabetik ve antikanserojen etkileridir.
Dogada kesfedilmis fazla sayida flavonoid vardir ve kesfedilmeye devam etmektedir. Bu
tez kapsaminda yenilerde kesfedilmis ve genel olarak Citrus meyvelerinde bulunan bir
flavonoid olan neoeriositrinin SH-SY5Y hiicrelerinde yiiksek glukoz hasarina koruyucu

etkisi arastirilmistir.

Tez kapsaminda yapilan deneyler sonucunda neoeriositrinin yiiksek glukoz hasarina kars1
SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde koruyucu etkisi oldugu bulunmustur. Bu sonuglarin
diyabetik noropati hastaligina kars1 gelistirilmekte olan tedavi yontemlerine ve ilaclara
katki saglayacagi diistinlilmektedir. Tez kapsaminda neoeriositrinin yiiksek glukoz
hasarina karsi koruyucu etkisi ilk kez aragtirilmis olmasi ¢alismanin 6zgiin degerini
olusturmaktadir. Literatiirdeki ¢ogu calismada neoeriositrin bazi meyve Oziitlerinde
birden ¢ok flavonoid ile beraber karisim olarak ele alinmistir. Tez kapsaminda ise

neoeriositrinin tek flavonoid olarak yiiksek glukoz hasarina etkisi incelenmistir.

Neoeriositrin flavonoidi, noroblastoma hiicrelerinde yiiksek glukoz hasarini oldukga
azaltmistir. Tez kapsaminda yapilan sitotoksisite, oksidatif stres ve hiicresel 6liim yolu
tayini deneyleri ¢alismamizin hipotezi desteklenmistir. Yapilan kristal viyole canlilik testi
sonuglarina gore neoeriositrin konsantrasyonlar1 arttitkga SH-SYS5Y noroblastoma
hiicrelerinde hiicresel canlilik oraninin atti§i bulunmustur. Glukoz kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bu artis istatistiksel olarak anlamlidir. Hiicresel canliligi gosteren
baska bir boyama yontemi ise Tripan Mavisi boyamasidir. Bu boyama ile canli hiicre

sayimlar1 yapilarak kristal viyole sonuglar1 desteklenmistir.

TUNEL testi ile neoeriositrinin 20 uM konsantrasyonda apoptotik hiicre 6liimii izerinde

koruyucu etkisi oldugu bulunmustur.

Tez kapsaminda elde edilen ATP Olglim sonuglarina gore, neoeriositrinin artan
konsantrasyonlarinin ATP miktarini arttirdig1 bulunmustur. Lipid peroksidasyon belirteci
olan MDA 6l¢iim sonuglarina gore ise neoeriositrinin 20 uM konsantrasyonda MDA
miktarini azalttig1 ancak 5 ve 10 uM konsantrasyonlarda biiyiik bir etkisi olmadigi tespit

edilmistir.
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SH-SYSY hiicrelerinde neoeriositrinin artan konsantrasyonlarinda ROS miktarinin

azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuclar neoeriositrinin antioksidan etkisini gostermektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan in vitro deneylerin ileride flavonoidler ve ozellikle
neoeriositrin ile ilgili yapilacak olan in vivo deneylere Onciilitk edecegi diistiniilmektedir.
Flavonoidlerin ve neoeriositrinin antidiyabetik ve antioksidan Ozellikleri dikkate
alindiginda klinik c¢aligmalarda diyabetik noropati hastaliginin tedavisine katki

saglayacag1 ongoriilmektedir.
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