DIYABETIK SICANLARDA IL-6 VE TNF-or SEVIYELERI: KUERSETININ ETKISI
LEVELS OF IL-6 AND TNF-at IN DIABETIC RATS: EFFECT OF QUERCETIN

SAYI
1 ., 2 i 3
Enver Ahmet Demir-, Mehmet Oz°, Muhammed Ikbal Alp°, 2
e vy 3
Hasan Serdar Gergerlioglu CILT
! Mustafa Kemal Universitesi, Tayfur Ata Sokmen Tip Fakiiltesi, Fizyoloji ABD, Hatay
2Mevlana Universitesi,Saghk Hizmetleri Yiiksekokulu, Fizyoterapi ve Rehabilitasyon Bol., Konya 1

®Selcuk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji ABD, Konya

Demir EA, Oz M, Alp MI, Gergerlioglu H. Levels of IL-6 and TNF-a in diabetic rats: effect of quercetin. ISJIMS 2015;1(2):27-31.
ABSTRACT

Flavonoids are widely used phenolic compounds in traditional medicine due to their health-beneficial features. Quercetin is a
remarkable member of flavonols, which is a sub-family of flavonoids, with its broad biological activity. Using flavonoids as
adjuvant agents in the treatment of diabetes mellitus is frequently being debated. Inflammation, which is mentioned in the
pathophysiology of diabetes, may be seen as a target for the adjuvant therapy. Thereby, in the present study, we aimed to
investigate the effects of quercetin on the plasma inflammatory cytokines, namely interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis
factor-a (TNF-a) in diabetic rats. Total six groups were assigned as controls and treatments (50 mg/kg and 100 mg/kg
quercetin) in diabetic and non-diabetic main groups. We found that diabetes resulted in a significant increase of plasma IL-6
and TNF-a levels (respectively p=0,01 and p=0,01). Both doses of quercetin reduced plasma IL-6 and TNF-a to the levels that in
non-diabetic animals (respectively p=0,01 and p=0,01). In terms of inflammatory cytokine levels, there was no significance
between non-diabetic quercetin injected and control animals (p=0,99). Therefore, we assumed that quercetin acts as an
immunomodulator rather than an immunosuppressant in diabetic rats.
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OZET

Flavonoidler saglik agisindan faydalarina istinaden geleneksel tipta yaygin kullanilan fenolik bilesiklerdir. Flavonoidlerin alt aile-
si olan flavonoller igerisinde kuersetin, yiiksek biyolojik aktivitesi ile dikkat cekmektedir. Flavonoidlerin diyabetes mellitus teda-
visinde destekleyici ajanlar olarak kullaniimasi sik¢a tartisiimaktadir. Diyabet fizyopatogenezinde séz edilen inflamasyon, des-
tekleyici tedavi agisindan bir hedef olarak gériilebilir. Buradan hareketle mevcut ¢alismamizda diyabetik sicanlarda kuersetinin
plazma inflamatuar sitokinlerinden olan interlékin-6 (IL-6) ve tiimér nekroz faktér-a (TNF-a) seviyelerine etkisinin arastirilmasi
amaglanmistir. Diyabetik ve non-diyabetik iki ana grup icerisinde kontrol ve tedavi (50 mg/kg ve 100 mg/kg kuersetin) olmak
tizere toplam alti alt grup olusturulmustur. Diyabetik hayvanlarda plazma IL-6 ve TNF-a seviyelerinde 6nemli diizeyde artis iz-
lenmistir (sirasiyla p=0,01 ve p=0,01). Her iki kuersetin dozu diyabetik hayvanlarda yiikselen plazma IL-6 ve TNF-a seviyelerinin
non-diyabetik hayvanlar diizeyine diisiiriilmesini saglamistir (sirasiyla p=0,01 ve p=0,01). inflamatuar sitokin seviyeleri agisin-
dan diyabetik olmayan sigcanlarda kuersetin enjeksiyonu yapilan ve yapilmayan hayvanlar arasinda farka rastlanmamistir
(p=0,99). Bu bulgular kuersetinin diyabetik sicanlarda immiinosupresandan ziyade immiinomodiilatér olarak davrandigini d-
stindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuersetin, diyabetes mellitus, inflamasyon, interlékin-6, tiimér nekroz faktér-o

27
Ibni Sina Journal of Medical Sciences



1. Giris

insiilin, basitge kan glukoz seviyelerinin kontroliinde sahip ol-
dugu gorevle taninan ve homeostaz agisindan kritik 6neme
sahip bir hormondur. Bu hormonun yetmezligi ve/veya resep-
torlerinin  duyarsizhgl neticesinde ortaya c¢ikan diyabetes
mellitus (DM) diinya genelinde 352 milyondan fazla insani et-
kilemektedir (1).

Tip 1 DM, CD4" ve CD8" T lenfositlerle birlikte makrofajlarin da
dahil oldugu otoimmiin kronik insulit neticesinde gelisirken (2)
tip 2 DM, insilin direnciyle baslayan ve inflamatuar olaylarin
dahil oldugu bir dizi slirecin sonunda beta hiicre hasarinin es-
lik ettigi karmasik bir tablonun eseridir (3).

Diyabetik mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisi-
minde kronik hiperglisemi, dislipidemi, hipertansiyon, kronik
inflamasyon gibi sistemik bozukluklar rol oynar (4).

Diyabetle birlikte ortaya ¢ikan hiperglisemi sistemik
inflamasyonu tetikler ve bu slrecte proinflamatuar sitokinler
olan interlokin-6 (IL-6) ve tumor nekroz faktor-o’nin (TNF-a)
kilit roli vardir. IL-6 aracili reaksiyonlar inflamatuar yanitin
kroniklesmesinde goérev aldigi gibi monosit kemoatraktan pro-
tein-1 (MCP-1) sekresyonunu stimile ederek monontikleer
hiicre infiltrasyonuna yol agar (5).

ilaveten, IL-6’nin hepatositlerde (6) ve adipoz dokuda (7)
instilin direnci agisindan provokator etkisi ortaya konulmustur.
TNF-a, IL-6 seviyelerini artiriyor olmasiyla 6neme sahiptir. Ay-
rica, IL-6’ya benzer sekilde miyosit ve adipostilerde insulin di-
rencinde rol oynar (8).

Flavonoidler, iki benzen halkasina sahip onbes karbonlu bir is-
keletten olusan bir grup fenolik bilesiktir ve bitkilerde bolca
bulunurlar (9).

Kuersetin, flavonoidlerin bir alt ailesi olan flavonol grubunun
tyesidir (10) ve antioksidan, antiastimatik, antikarsinojenik,
kardiyoprotektif, gastroprotektif, antihipertansif ~ ve
antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir (11).

Bu calismada streptozotosin ile diyabet olusturulan hayvan-
larda 50 ve 100 mg/kg kuersetin uygulamalarinin pro-
inflamatuar sitokinlerden olan IL-6 ve TNF-a seviyelerine etki-
sinin arastiriimasi amaglanmistir.

2. Gereg ve Yontemler

Kimyasallar

Streptozotosin (saflik 298%), sodyum karboksimetil selltiloz ve
kuersetin (saflik 295%) Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, A.B.D.)
isimli firmadan temin edilmistir. Sodyum karboksimetil
selltiloz her guin, kuersetin uygulamasi 6ncesinde taze olarak
hazirlanmistir.

Hayvanlar

Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nden (KONUDAM) alinan 45 adet Wistar
cinsi albino, erigkin (16 — 18 haftalik) erkek sigan (431,0 + 59,3
g.) polikarbonat kafeslerde, 12 saat aydinlik — karanlik dongu-
style, 22 + 2 °C ortam sicakliginda ve %50 nem ile klimatize
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edilen ortamda tutulmuglardir. Standart sigan yemi ve musluk
suyu kisitlamasiz olarak sunulmustur. Tim deneysel uygula
malar igin Necmettin Erbakan Universitesi Deneysel Tip Aras-
tirma ve Uygulama Merkezi Yerel Etik Kurulu'ndan onay alin-
mistir (#2013-127). Rastgele sekilde non-diyabetik (n=21) ve
diyabetik (n=24) ana gruplara ayrilan hayvanlar on iki saat bo-
yunca a¢ birakildiktan sonra non-diyabetik ana gruptaki hay-
vanlara tek doz 0,1 M (pH: 4,5), i.p. sitrat tamponu ve diyabe-
tik ana gruptaki hayvanlara ise sitrat tamponu igerisinde ¢o-
zinms tek doz 60 mg/kg, i.p. streptozotosin (STZ) uygulan-
migtir. STZ uygulamasindan 4 — 8 saat sonra ortaya gikmasi
muhtemel hipoglisemiye bagli 6lim ve konvilsiyon gibi komp-
likasyonlarin 6nline gegmek maksadiyla her iki gruptaki hay
vanlarin 24 saat sireyle %10 siikroz sollsyonuna serbest eri-
simleri saglanmistir. 72 saat sonra kuyruk kanindan
glukometre (Accu-check Go, Roche Diagnostics, Almanya) ile
glukoz tayini yapilmis ve kan glukoz diizeyi > 250 mg/dL olan
hayvanlar diyabetik olarak kabul edilmislerdir (12). Hayvanla-
rin kan glukoz seviyeleri diyabetin dogrulandigi guin ile birlikte
diyabetin 14. ve 21. giinlerinde o6lglIlmustir. Diyabet dogru-
lamasindan sonra diyabetik ve non-diyabetik hayvanlar 21 giin
boyunca intraperitoneal yoldan tasiyici (%0,5 karboksimetil
selliiloz) ya da kuersetin (50 veya 100 mg/kg) uygulanan alti
gruba ayrilmistir: Con (non-diyabetik kontrol, n= 7), Q50 (non-
diyabetik 50 mg/kg kuersetin, n=7), Q100 (non-diyabetik 100
mg/kg kuersetin, n= 7), DCon (diyabetik kontrol, n= 8), DQ50
(diyabetik 50 mg/kg kuersetin, n= 8) ve DQ100 (diyabetik 100
mg/kg kuersetin, n= 8). Deneyin son giiniinde,
sakrifikasyondan 5 ve 1 saat 6nce hayvanlara dahil olduklar
gruba gore tagsiyici veya kuersetin uygulanmistir. Deney slre-
since enjeksiyonlarin tamami giiniin ayni saatlerinde (08:00 —
11:00) gergeklestirilmistir. Diyabet indiksiyonu sonrasi farkl
giinlerde DCon ve DQ100 gruplarindan ikiser hayvan dlmustur
(sirastyla n=6 ve n=6).

Biyokimyasal Analizler

Son enjeksiyondan sonra ketamin + ksilazin (sirasiyla, 90
mg/kg ve 10 mg/kg, i.p.) anestezisi altinda 21 G uglu enjektor
ksifoid kartilajin solundan penetre edilerek kardiyak kan alin-
mis ve eksanguinasyonu takiben derin anestezi altindaki hay-
vanlar servikal dislokasyon marifetiyle sakrifiye edilmiglerdir.
Elde edilen kan buz tstiinde K2-EDTA iceren tuplere alinmig ve
3500 r.p.m. hizla, 4 °C'de 15 dakika santrifiijasyondan sonra
plazma ayrilarak biyokimyasal analizi yapilana kadar derin
dondurucuda (-70 °C) saklanmistir. IL-6 ve TNF-a analizleri ti-
cari ELISA kitleri (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
A.B.D.) kullanilarak, Ureticinin talimatlarina uygun sekilde yu-
ratilmastar.

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler GraphPad Prism v.6.01 (San Diego, CA,
A.B.D.) programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonra-
si post hoc Tukey’s test kullanilarak gergeklestirilmistir. istatis-
tiksel anlamlilik igin p<0,05 kabul edilmistir.



3. Bulgular
Plazma interl6kin-6

Non-diyabetik ana grupta 50 mg/kg veya 100 mg/kg kuersetin
uygulamalari plazma IL-6 seviyelerinde anlamli farka neden
olmamistir (sirasiyla, p=0,99 ve p=0,31). Diyabet, plazma IL-6
seviyelerinde 6nemli dizeyde artisa yol agmistir (p=0,01).
Hem 50 mg/kg hem de 100 mg/kg kuersetin uygulamalar di-
yabetik hayvanlarda plazma IL-6 seviyelerinin non-diyabetik
hayvanlar dlzeyine dusurilmesini  saglamistir (sirasiyla,
p=0,01 ve p=0,01).

Diyabetik ana grupta iki farkli doz kuersetin uygulamasinin
plazma IL-6 seviyeleri Uzerine etkisi agisindan farka rastlan-
mamistir (p=0,99). Tablo 1’de deney gruplarinin plazma IL-6
seviyeleri agisindan gapraz karsilastirma sonuglari gosterilmis-
tir.

Tablo 1: Plazma IL-6 seviyeleri
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Degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir. incele-
nen parametre igin yildiz (*) ile gosterilen grup istatistiki agI-
dan diger gruplardan farkhdir. Tukey’s test, p<0,05

Plazma Tiimor Nekroz Faktor-a

50 mg/kg veya 100 mg/kg kuersetin uygulamalari non-
diyabetik hayvanlarda plazma TNF-a seviyelerinde fark olus-
turmamistir (sirasiyla, p=0,99 ve p=0,97). Plazma TNF-a sevi
yelerinin diyabetle birlikte 6nemli diizeyde artis sergiledigi go-
ralmastir (p=0,01).

Diyabetik hayvanlarda 50 mg/kg veya 100 mg/kg kuersetin
uygulamasinin plazma TNF-a seviyelerini non-diyabetik hay-
vanlar duizeyine duslrdiglu gortlmustir (sirasiyla, p=0,01 ve
p=0,01). Diyabetik hayvanlarda kuersetinin iki farkli dozunun
plazma TNF-a seviyeleri Gizerine etkisi agisindan farka rast-
lanmamistir (p=0,86). Tablo 2’de deney grup larinin plazma IL-
6 seviyeleri agisindan capraz karsilastirma sonuglarn gosteril-
mistir.
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Tablo 2: Plazma TNF-a seviyeleri
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Degerler ortalama # standart sapma olarak verilmistir. incele-
nen parametre icin yildiz (*) ile gosterilen grup istatistiki agI-
dan diger gruplardan farkhdir. Tukey’s test, p<0,05.

4. Tartisma

Diyabet gelisiminde ¢ok sayida muhtemel faktérin
etkisi s6z konusu oldugu i¢in predispozan patoloji-
lerin fizyolojik sistemleri hangi dizeyde etkiledik-
lerinin tahmin edilmesi gugtir. Buna karsin diya-
bete giden yolda hiicresel hasara neden olan olay-
lar pankreatik inflamasyonda kesismektedir (13)
ve diyabetin iki major tipi fizyopatogenez agisin-
dan farklilik arz etmekle birlikte inflamasyon her
iki tip diyabette gozlenen ortak patolojilerden bi-
ridir (14). Bununla birlikte diyabetin farkli tiple-
rinde go6zlenen inflamatuar durumun gelisimine
zemin hazirlayan sebepler ayni degildir.

Tip 1 diyabetes mellitus otoimmin bir hastalik ol-
masi sebebiyle inflamatuar siregle siki iliskilidir.
Tip 1 diyabetin karakteristik 6zelligi olan insilit
gelisiminde antijen sunan hitcreler olan dendritik
hicreler merkezi bir role sahiptir (15, 16). Bu hiic-
reler pankreas adacik hicre antijenlerini major
histokompatibilite kompleksi sinif Il (MHC-IIl) ara-
cilhigiyla CD4+ T hicrelere sunarak hastaligin im-
munolojik temelini meydana getirirler (16).
inflamatuar siirecin ortaya ¢ikmasi icin CD4" ve
CD8" T hiicreler arasinda etkilesim gereklidir (17);
ancak adacik hiicre hasari CD4" T hiicrelerden zi-
yade CD8" T hiicrelerin eseridir (18) ve bu noktada
MHC-I aracih sitotoksik cbg’ T hiicre
otoreaktivitesi s6z konusudur (19). Pankreas ada-
cik hicrelerinin haraplanmasi inflamasyon netice-
sinde indliklenen apoptozise baglidir ve bu neden



le tip 1 diyabetik bireylerde diger pro-inflamatuar
sitokinlerle birlikte IL-6 seviyelerinin ne sekilde
degistigi merak konusu olmustur. Buradan hare-
ketle bahsedilen hasta popiilasyonunda, hastaligin
erken déneminde IL-6 seviyelerinin yiksek goril-
mesi bu sitokinin adacik hiicre hasarinda muhte-
mel rolinin sorgulanmasina yol agmistir (20, 21).
Her ne kadar bir galismada IL-6’nin pankreas ada-
cik hicrelerini inflamasyon aracili 6limden koru-
dugu bildirilmisse de (22) bu sitokinin tek basina
tip 1 diyabeti indiklememekle birlikte hastaligin
ortaya ¢ikisini hizlandirdigr (23) ve diyabetik
komplikasyonlarla korelasyon sergiledigi gosteril-
mistir (24). Ayrica hastaligin gelismesine ve
progresyonuna katilan Th17 hicrelerin IL-6 tara-
findan stimile ediliyor olmasi da bir baska onemli
husustur. Tip 1 diyabette TNF-a, dendritik hicre-
lerin (25) ve makrofajlarin (26) aktivasyonuna se-
bep olarak hastaligin fizyopatogenezine katkida
bulunur.Tip 2 diyabetes mellitus agisindan 6nemli
bir risk faktoru teskil eden (27) ve diyabet tablosu
yerlesmis olan bireylerde glukoz kontroline daya-
nan tedavi yanitinin belirleyici unsurlarindan biri
olan (27, 28) obezite; yani artmis subkutan yag
doku miktari, diyabetojenik bir adipokin olan
leptin saliniminda ve serbest yag asitlerinin mik-
tarinda artisla gorilmektedir (29). Adipoz doku
miktariyla orantili olarak salgilanan leptin IL-6 ve
TNF-a Uretimini uyarirken serbest yag asitleri in-
hibitér  kappa-B  (IkB) inhibisyonu vyoluyla
inflamasyonun kilit elemanlarindan olan nukleer
faktor kappa-B’nin (NFkB) aktivasyonuna ve boyle-
ce IL-6 ve TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
Gretimlerinin artmasina yol acar (29). inflamasyon
instlin direnci kadar diyabetik komplikasyonlarin
gelisiminde de role sahiptir (30).Mevcut ¢alisma-
mizda 50 ve 100 mg/kg kuersetinin doz bagiml
olmayan sekilde diyabete bagl gelisen plazma IL-6
ve TNF-a seviyelerindeki artisi engelledigi, diyabe-
tik olmayan hayvanlarda ise bazal plazma IL-6 ve
TNF-a seviyeleri tUzerine etkisinin bulunmadigi or-
taya konulmustur. Bu sonuglar obez Zucker sigan-
lardan (31) ve insan adiposit kultirianden (32) elde
edilen bulgulari destekler niteliktedir. Bununla
birlikte g¢esitli insan g¢alismalarinda plaseboya ki-
yasla kuersetinin IL-6 seviyelerini distrirken (33)
TNF-a seviyeleri lizerine etkisinin bulunmadigi ra-
por edilmistir (33, 34). Hayvan ve insan ¢alismalari
arasindaki uyumsuzluk kuersetinin bu iki tir ara-

sindaki fizyolojik farkhhklar nedeniyle
biyoyararlanimindaki farklara dayaniyor olabilir.
Ayni zamanda aglikon kuersetinin

absorbsiyonunun disik olmasi (35) ve bahsedilen
insan ¢alismalarinda uygulamalarin enteral yoldan
yaptlmasi diger bir muhtemel faktérdir. Bu galis-
mada biyoyararlanimdan kaynaklanan kisithiliklarin
6nine gecebilmek amaciyla uygulamalar
parenteral yoldan gergeklestirilmistir.Her iki major
tip diyabetin inflamasyonla iliskisi dikkate alindi-
ginda kuersetinin s6z konusu etkisinin diyabetik
bireylerde hastaligin ortaya ¢ikmasi ve prognozu
acisindan olumlu faydalari bulunabilecegini du-
sindirmektedir. Diger taraftan bazal IL-6 ve TNF-a
seviyelerinin kuersetin uygulamasi ile degismemis
olmasi bu flavonoidin, inflamasyonun homeostatik
mekanizmalari agisindan glvenilir oldugu sonucu-
nu akla getirmektedir. Kuersetinin bahsedilen ka-
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rakteri bu molekiilin diyabetik durum agisindan
immiinosupresan etkiden ziyade imminomodilat6r
etkiye sahip oldugunu géstermektedir.

Sonug olarak; kuersetinin streptozotosin ile indiiklenmis diya-
bette inflamatuar parametreler olan IL-6 ve TNF-a seviyeleri
Uzerine olumlu etkilerinin bulundugu ortaya konulmustur. Bu
bulgular diyabetin ortaya ¢ikisinda ve diyabetik komplikasyon-
larin gelisiminde inflamasyonun rolii nazara alindiginda dogal
bir flavonoid olan kuersetinin saglik agisindan olasi faydalarini
dustndirmektedir.
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