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ONSOZ

Canlilarin yagamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in alinmasi zorunlu besin maddeleri arasinda
yer alan proteinlerin yiliksek miktarlardaki tiiketimi bir¢ok fizyolojik fonksiyonun yani sira
kemik ve kalsiyum dengesinde de bozulmalara yol agabilmektedir. Giiniimiizde sentetik
ilaglarin meydana getirdigi ciddi yan etkiler tibbi bitkilerle tedaviyi bilimsel arastirmalarin
oncelikli konular1 arasina getirmis saponin iceren bitkilere de bir ilgi olusmustur. Ancak
saponinlerin hipokolesterolemik, hipoglisemik ve hemolitik gibi yaygin olarak bilinen
ozelliklerine karsilik kemik ve kalsiyum metabolizmas: lizerindeki etkilerini konu alan bir

calismaya rastlanilmamasi dikkate degerdir.

Bu tez; atkestanesi agacinin (4desculum hippocastanum L.) tohumlarinda bulunan ve
etken maddesini triterpenik saponin karisiminin olusturdugu “aescin”in (essin) , yliksek
protein iceren diyete ilavesinin 6zellikle kalsiyum ve kemik metabolizmasinda yer alan bazi

biyokimyasal parametrelere etkilerinin arastirilmasi amaciyla gergeklestirilmistir.
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1. GIRIS

Proteinler organizmadaki biitiin biyolojik olaylarin yapitaslarint olusturmasi
nedeniyle giinliik diyetle alinmasi zorunlu besin maddeleri arasinda yer almaktadir.
Sosyo-ekonomik refah seviyesi yliksek toplumlarda insanlar tarafindan giinliik
gereksinimin iizerinde bir protein tiiketimi olmaktadir. Yiiksek protein tiiketimi
ayn1 zamanda kilo kaybetmek amaciyla da kullanilmaktadir. Bunda giiniimiizde
obesitenin bir saglik sorunu olmasmin etkisi de bulunmaktadir. Beslenme,
osteoperoz ve obesite de dahil pek c¢ok kronik hastaligin patogenezi ve
onlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Benzer sekilde, verim artigini saglamak
ve gelismeyi hizlandirmak amaciyla ekonomik degeri olan hayvanlarin yemlerinde
de yiiksek protein kullanilmaktadir. Bununla birlikte, yiiksek protein tiiketimi
organizmada fizyolojik fonksiyonlarin bozulmasma neden olmakta ve sagligi
olumsuz etkileyebilmektedir. Bunlar arasinda, yiiksek protein tiiketimi nedeniyle
viicut kalsiyum dengesinin bozulmasi ve idrarla atilan kalsiyum miktarinin artmasi
da bulunmaktadir. Idrarla kalsiyum atiliminmn artmasinin osteoperoz riskini de
artrracag1 diisiiniilmekte ve bu nedenle yliksek protein tiiketiminin osteoperoz i¢in
muhtemel bir risk faktérii oldugu kabul edilmektedir. Bunun yaninda, yiiksek
kalsiyum tiiketiminin obesiteyi onledigine yonelik bildirimler dikkate alindiginda,
yiiksek protein tiiketimine bagh kalsiyum metabolizmasindaki bozulma obesitenin

hafifletilmesini olumsuz etkileyecektir.

Glinlimiizde sentetik ilaclarin kullanimi sonucu meydana gelen ciddi yan
etkiler, bunlarin yol ac¢tig1 medikal ve ekonomik sorunlar nedeniyle tibbi bitkilerle
tedavi tekrar popliler hale gelmis bulunmaktadir. Bu nedenle, bilim adamlari
yiiksek protein tiiketiminin organizmada yol actig1 olumsuzluklarin giderilebilmesi
ya da en aza indirilebilmesi amaciyla dogal bitkisel kaynaklardan yararlanilmasi
iizerinde durmakta ve bu alana yonelik 6nemli arastirmalar yapmaktadirlar. Bu
bitkisel kaynaklar arasinda, hem suda hem de yagda ¢oziinebilmeleri ve yiizey aktif
ozellikler icermesi nedeniyle saponin igeren bitkiler de yer almaktadir. Sindirim
olayr insan ve hayvanlarda degismekle birlikte, sindirim kanalinin degisik

bolgelerine yerlesmis mikroorganizmalarin proteinleri parcalamasi nedeniyle



amonyak olusmakta ve olusan amonyagin bir kismi kana gecerek karacigerde iireye
dontistirken bir kismi1 da digkiyla atilarak c¢evreyi olumsuz etkilemektedir.
Saponinlerin; sindirim kanali igerisinde hem proteinlerle sindirimi giic kompleksler
olusturmasi hem de amonyagi baglayarak emilimini diisiirdiigliniin
belirlenmesinden sonra, yiliksek protein diyetlerin organizmada yol agtig1
olumsuzluklarin 6nlenmesinde saponin igeren bitkilerin kullanilmasina yonelik bir

ilginin olusmasina yol agmustir.

Saponin igeren bitkilerin 6zellikle hipokolesterolemik, antiinflamatuvar,
oksidan-antioksidan denge ve hiicre membrani {izerindeki etkilerini konu alan ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Ancak diyetle birlikte yiiksek oranda protein
aliminin kalsiyum metabolizmas: tizerindeki olumsuz etkileri dnlemede saponin
icerikli bitkilerin etkilerine yonelik arastirmalar oldukga yetersiz olup, bu konulara
yonelik arastirmalara gereksinim bulunmaktadir. Bu nedenle, bu tez projesinde;
diinyada ve iilkemizde yaygin olarak bulunan atkestanesi agacinin (4desculum
hippocastanum L.) tohumlarinda bulunan ve etken maddesini triterpenik saponin
karisimmin olusturdugu “aescin”in (essin), yiiksek protein igeren diyete ilavesinin
ozellikle kalsiyum ve kemik metabolizmasi {izerindeki etkileri arastirilmistir. Bu
sayede, yiiksek protein tlketimine bagli olarak kemik ve kalsiyum
metabolizmasinda meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal degisimler ile
saponinlerin bu degisimler iizerine etkileri ve neden-sonug iligkisinde yer alan
mekanizmalarin agiga kavusturulmasi bakimindan yeni bilgiler elde edilmis ve bu
bilgilerin konuya yonelik bilimsel yorumlara katki saglayacagi kanaatine

varilmistir.

1.1. Proteinler Ve Protein Metabolizmasi

Yapilarinda karbon, hidrojen, oksijen ve azot bulunan proteinler, yasam i¢in gerekli
organik bilesikler olup, organizmanm genel yapi taslarmni teskil etmektedirler.
Canlilarin biiylimeleri, tiremeleri, kalitim 6zelliklerinin bir nesilden diger bir nesile
taginmasi, canli organizmadaki metabolizma olaylarini kataliz eden enzimler,

fizyolojik etki gdsteren hormonlarin bir kismi ve organizmayi bazi hastaliklara



kars1 koruyan antikorlar gibi 6nemli maddeler de protein yapisindadirlar. Proteinler
hiicre i¢cinde hem ¢Oziinmiis halde sitozolde hem de ¢0ziinmemis halde hiicrenin
iskeletinde bulunmaktadir. Organizmada proteinlerin ¢ogu devamli olarak
yikilmakta ve yeniden sentezlenmektedir. Nitekim radyoaktif izotoplarla
isaretlenmis amino asitlerden yapilan protein sentezinden yararlanilarak, ortalama
bir diyetle beslenen 70 kg agirliga sahip bir insanda giinde takriben 400 g proteinin
yikildig1 ve yeniden sentez edildigi hesaplanmistir (Ersoy ve Baysu, 1986). Bu
nedenle, proteinler biitliin canli organizmalarm en énemli maddelerini olusturmakta
ve organizmadaki diizeylerinin korunmasi i¢in diizenli diyetle alinmasi

gerekmektedir.

Diyetle alinan proteinler hayvansal ve bitkisel kaynakli olmaktadir. Giinliik
diyetle aliman proteinlerin kalite, cesit ve miktarlar1 birbirlerinden farklilik
gostermektedir. Sindirilebilirlik ac¢isindan hayvansal proteinler bitkisel proteinlere
gore daha fazla sindirilebilirlige sahiptirler. Esansiyel amino asitler agisindan ele
alimdiginda ise hayvansal kaynakli proteinler yeterli diizeyde iken, bitkisel kaynakli
proteinler yetersiz bulunmakta ve sindirimleri de gii¢ olmaktadir. Bununla birlikte,
bitkisel kaynakli gidalara goére ekonomik yonden daha pahali olan hayvansal
kaynakli gidalar icerdikleri doymus yag ve kolesterol nedeni ile asir1 tiikketildiginde
kalp - damar hastaliklarina neden olabilmekte ve sagligi olumsuz etkilemektedir.
Buna ilave olarak, diyetteki protein kaynagina bagli olarak kan lipid profilleri
degisebilmekte, bitkisel kaynakli proteinler hipokolesterolemik etki gdosterirken,
hayvansal kaynakli proteinler tam tersi hiperkolesterolemik etkiye sahip olmaktadir.
Bunun nedeni olarak, bitkisel proteinlerde hayvansal proteinlerde olmayan

fitokimyasallarin bulunmasi gosterilmektedir (Potter ve ark., 1993).

Insan ve hayvanlarda giinliik protein gereksinimi viicut yapisina ve
fizyolojik durumlara (bliytime, laktasyon, gebelik vb.) gore degisiklikler
gosterebilmektedir. Viicudun ihtiyacindan fazla alinan proteinler, enerji kaynagi
olarak da kullanilmaktadir (Ersoy ve Baysu, 1986). Son yillarda, zayiflamak ve kilo
kaybetmek amaciyla protein diizeyi ylksek diyetle beslenmeye yonelik bir ilgi

bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar, insanlarda istah ve kalori tliketiminin



kontroliinde yiiksek protein iceren diyetlerin yarar1 olduguna isaret etmektedir

(Johnstone ve ark., 2008).

1.1.1. Protein Tanimi

Yunanca’da “ilk ve 6nemli” anlamima gelen proteios sozcligiine dayanarak protein
ad1 verilmis olan proteinlerin yap1 taglarmi amino asitler olusturmaktadir (Baysu
Sozbilir ve Baysu, 2008). Bitkiler ve bazi mikroorganizmalar besin ortamlarinda
amino asit bulunmasina ihtiya¢ géstermezler ve karbon kaynagi olarak CO,, azot
kaynag1 olarak da amonyum tuzlar1 veya nitrat saglandigi siirece kendi sentezleri ile
amino asit ihtiyaclarimi karsilayabilmektedir (Ersoy ve Baysu, 1986). Gelismis
yiiksek organizmalar ise metabolizmada ihtiya¢ duyduklari amino asitlerin bir
kismini sentez edebilirlerken bir kismini sentezleyememekte ve besinlerle disaridan
almak zorundadirlar. Organizmanin normal metabolizmasi, gelismesi ve ¢ogalmasi
icin mutlaka gerekli olan ve disaridan besinlerle alinmasi zorunlu olan amino

asitlere “esansiyel amino asitler” denmektedir (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).

Proteinlerin proteolitik enzimler tarafindan par¢calanmasi sonucu 20 amino
asit elde edilir. Buna karsin, dogada 20’ den fazla amino asit bulunmakta ve
bunlarin bircogu sadece mikroorganizmalarda ve bitkilerde yer almaktadir. Prolin
ve hidroksiprolin istisna olmak lizere amino asitler a-amino karboksilli asitlerdir ve
radikal koklerine gore birbirinden ayrilirlar. Amino asitler (glisin hari¢) D- ve L-
olmak {izere iki stereoizomere sahiptirler ve dogal aminoasitlerin ¢ogu L- serisine
dahildirler (Kalaycioglu ve ark., 2006). R, H atomu veya bir alkil, aril, heterosiklik
grup olabilir. Proteinlerde her biri farkli “R” —grubuna sahip yirmiden fazla a-
amino asit bulunmaktadir. Her bir proteinde amino asitlerin dizilisi 6zgiin olup,
protein molekiiliiniin biitiin yapisinda yer almaktadir (Montgomery ve ark., 2000).
Karboksil (-COOH), AMINO (-NH,), imino (-NH), tiyo veya siilfhidril (-SH) ile
fenil halkasi gibi fonksiyonel gruplar bir araya gelerek amino asitleri olusturmakta
ve amino asitlerin peptid baglariyla baglanmalar1 sonucu ise polipeptidler,
polipeptidlerin (n) sayida birlesmesiyle de proteinler olusmaktadir (Baysu Sozbilir
ve Baysu, 2008).



1.1.2. Protein Metabolizmasi

Diyetle alinan proteinler sindirim kanali icerisinde kendilerini olusturan amino
asitlere parcalanmakta ve olusan amino asitler bagirsaklardan emilmektedir. Emilen
amino asitler karacigerde tekrar protein sentezinde kullanilmakta ve viicutta bir
havuzda depolanmaktadwr. Ancak proteinin viicutta depolanma orani
karbonhidsigan ve yaglardan ¢ok daha diisiik olmaktadir. Diyetle alinan proteinler
ihtiyactan fazla ise, fazla amino asitler karacigerde glikoz sentezinde ya da enerji
kaynag1 olarak kullanilmaktadir. Amino asitler; amino gruplarini kaybettikten sonra
kalan karbon iskeletleri ya glukoneogenezis olay1 ile glikoza cevrilmekte veya
trikarboksilik asit siklusu yolu ile CO;’e oksitlenmektedir (Ersoy ve Baysu, 1986).
Enerji elde etmek i¢in amino asit yikimi artarsa viicut azot dengesi bozulmaktadir.
Diyetle alinan protein yetersiz ise viicut amino asit havuzu i¢in gerekli olan diizeyi,
viicut proteinlerinin yikimi ile yerine konmaktadir. Enerji aliminin yetersiz olmasi
halinde ise amino asit havuzu 6nemli bir enerji kaynagmi olusturmaktadir (Noyan,

1993).

Protein doniisiimii yani hiicresel proteinlerin tiimiiniin yikim ve yeniden yapim
biitiin yasam bi¢imlerinde goriilen kilit bir fizyolojik olaydir. Organizmada her
protein oldukca farkli hizlarda yikilima ugramakta ve yikilim sonucu olusan amino
asitlerin fazlas1 depo edilmemektedir (Murray ve ark., 2004). Amino asitler kanda
tasinmakta ve perifer hiicreler tarafindan aktif transportla alinmaktadir. Hiicre i¢i
aminoasit havuzu; transportla gelen aminoasitlerin yani sira, hiicre i¢i protein
yikilimiyla serbest kalan aminoasitler ve hiicrede sentezlenen aminoasitlerden
olugmaktadir. Protein yikilimi1 sonucu olusan serbest amino asitlerin yaklasik yarisi
tekrar protein sentezinde kullanilmakta ve protein ihtiyacinin karsilanamadigi
durumlarda (6rn. aglik) bu oran %90’lara kadar yiikselebilmektedir (Kalaycioglu ve
ark., 2006). Ekonomik kosullarin yetersiz olmasi, dengesiz beslenme ve bazi
hastaliklara (gastrointestinal hastaliklar, bobrek ve karaciger hastaliklar1 gibi) baglh
nedenlerle giinliik diyetle alinmas1 gerekli protein miktarmin diisiik olmasi protein
yetersizligine yol a¢maktadir. Uzun siireli yetersizliklerde organizma kendi

dokularindaki proteini kullanmak zorunda kalmakta, bu durumda biiyiime



yavaslamakta, viicut agirligi azalmakta, hastaliklara kars1 direng azalmakta,
iyilesme gec¢ olmakta ve demir, kalsiyum ve A vitamini gibi besin 0gelerinin

kullanim1 azalmaktadir (Yaman, 2009).

Wilcut protei

Ten protemn
sentes icin

ikt telerar kullamlma

Protein

= Armno astler

Eatabolizma

Sekil 1.1. Protein Ve Amino Asit Doniisiimii (Murray ve ark., 2004)

Viicut azot dengesi; giinliikk gidalarla alinan toplam azot miktar1 ile digka,
idrar, siit ve ter ile atilan toplam azot miktar1 arasindaki farki gostermektedir.
Alinan azotun, atilandan daha fazla oldugunu gdsteren art1 azot dengesi biiyiime
donemini karakterize etmektedir (Murray ve ark., 2004). Gidalarla alinan proteinler
ve peptidler, oldugu gibi emilip kana verilmeyip gastrointestinal salgilar ve mukoza
hiicrelerinde bulunan proteolitik enzimler araciligi ile yikima ugramakta ve bu
yikim sonucu olusan amino asitler seklinde emilmektedir. Gastrointestinal kanal
icerisinde proteinler ilk olarak midede sindirime ugramakta ve ince bagirsaklarda

tamamen yikilarak buradan emilip kana gegmektedir.

Midede Protein Sindirimi: Protein sindirimi midede baslar ve pepsin
tarafindan gerceklestirilir. Pepsin, mide mukozasmin temel hiicrelerinde inaktif
formda bir proenzim olan pepsinojen halinde sentezlenir. Pepsinin optimal pH’s1
1.8 dolayindadir. Pepsin, endopeptidaz etkisine sahiptir ve protein zinciri i¢inde yer
alan 6zellikle aromatik aminoasitlerden (fenilalanin ve tirozin) sonra gelen peptit

baglarin1 oncelikle koparir ve peptit sindirimi sonucu 600-3 000 molekiil agirligima



sahip Onceleri pepton adi verilen peptit zincirleri olusur. Midede bu proteazlar
aracilig1 ile gerceklestirilen sindirimden sonra peptit karisimi mide igerigi ile

birlikte bagirsaklara gonderilir.

Bagirsaklarda Protein Sindirimi: Bagirsaklarda protein sindirimi oncelikle
pankreas salgis1 ile bagirsaklara ulastirilan proteinazlar aracilii ile stirdiiriilir.
Bunlardan en Onemlileri ise tripsin, kimotripsin, karboksi-peptidaz A ve B ile
elastaz’dir. Pankreasta  {iretilen proteazlar da proenzimler halinde
sentezlenmektedir. Tripsinojen barsaklarda bulunan enterokinaz ve daha Once
varolan tripsinin otokatalitik etkisiyle aktif tripsine doniistiiriilmekte ve
kimotripsinojen 1ile karboksipeptidazlar da tripsinin etkisiyle aktif hale
gecmektedirler. Tripsin ve kimotripsin endopeptidaz olup, peptit zincirinin ig
kisimlarinda yer alan peptit baglarni1 koparmaktadirlar. Bununla birlikte, peptit
baglarina olan spesifitileri bakimindan aralarinda farkliliklar bulunmaktadir. Tripsin
bazik aminoasitlerden (arjinin ve lizin) sonra gelen peptit baglarini koparirken,
kimotripsin daha ¢ok genis bir etki spektrumu gostermektedir. Bu iki enzimin
etkisiyle mide igerigi ile bagirsaklara gegen 600- 3 000 molekiil agirligma sahip
peptit zincirleri daha kii¢iik peptit zincirlerine parg¢alanmaktadir. Olusan bu kiiclik
peptit zincirleri de bir yandan pankreas sivisi ile gelen karboksipeptidaz A ve B,
diger yandan barsak mukoza hiicrelerince salman aminopeptidazlar araciligi ile
dipeptit ve serbest aminoasit karigimlarma kadar yikimlanmaktadir (Kalaycioglu ve
ark., 2006). Hem peptidler hem de amino asitler, ii¢ boyutlu yapilarma 6zgiin
taginim sistemlerinin yardimi ile emilmektedir. Genelde peptidler, barsak epitelyum
hiicrelerinde bulunan peptidazlar tarafindan hemen hidrolize edilmeleri nedeniyle

portal kana yalnizca amino asitler gegmektedir (Montgomery ve ark., 2000).

1.1.3. Yiiksek Proteinle Beslenmenin Organizmadaki Etkileri

Toplumlarin beslenme aliskanliklarmin degismesiyle birlikte, 6zellikle Batili
tarzdaki diyetlerde et, doymus yag ve rafine edilmis karbonhidrat miktarlar1
artmakta ve alman lif ve kalsiyum miktarlar1 ise azalmaktadir. Bu tip bir beslenme

tarz1 da, basta osteoporoz olmak iizere insulin direnci ve obezite riskinin artmasina,



daha diisiik hepatik glikoz c¢ikismma neden olmaktadir (Linn ve ark. 1996,
Belobrajdic ve ark., 2004). Giinliik olarak alinan protein miktarindaki bir artis,
renal ve kardiyovaskiiler hastaliklarin bir habercisi olan mikroalbuminuride artis
icin bir risk olusturmasinin yaninda (Hoogeveen ve ark., 1998) insuline bagimli
olmayan diabet goriilme sikliginda da bir artisa neden oldugu belirtilmektedir
(Bankir ve Kriz, 1995; Briandle ve ark., 1996; Yanagisawave ve Wada 1998). Chow
ve ark. (1994) yiiksek protein tiiketilmesi le renal hiicre kanseri riskindeki artig
arasinda bir iliski oldugunu gostermislerdir. Yiiksek miktarda protein ve diisiik
miktarlarda meyve ve sebze iceren bu diyetlerin metabolizmalar1 sonucunda
asidozis olusabilmekte (Barzel ve Massey, 1998), ozellikle saflastirilmis protein
almmasi, iriner kalsiyumu artirmakta ve negatif bir kalsiyum dengesine neden
olabilmektedir (Walker ve Linkswiller, 1972, Spencer ve ark., 1978). Yiiksek
protein tiiketiminin yol actig1 bu hiperkalsiriiniin nedeni olarak, glomerular
filtrasyon hizindaki (GFR) artis ile renal kalsiyum reabsorbsiyonundaki azalma
gosterilmektedir (Kerstetter ve ark., 2003). Bazi arastiricilar (Kerstetter ve ark.,
2003), idrarla Ca atilimmin diizenlenmesinde, giinliikk diyetle protein tiiketiminin

kalsiyum tiiketiminden daha 6nemli oldugunu 6ne siirmektedirler.

Protein igerigi yliksek diyetlerle uzun siire beslenmenin saglik tizerindeki
yararli ya da zararhi etkileri tam olarak aydinlatilamamistir. Sicanlarla yapilan
arastirmalarda, yiiksek protein tiikketiminin hayvanlarda yem tiiketimini diistirdigi
ve adipos dokuda azalmaya yol actig1 gosterilmistir (McArthur ve ark., 1993,
Bensaid ve ark., 2003). Peret ve ark. (1984) genetik olarak obez olan siganlarda
yaptiklar1 arastirmada; yiiksek protein tiiketiminin yem tiiketimi ve canli agirhigi
azalttig1, karacigerde iireogenezis ve glikoneogenezis ile yag dokusunda lipolizisi
uyardigmi bulmuslardir. Yiiksek protein tiiketimine bagli yem tiiketimindeki
azalmanin tokluk duygusundan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Bensaid ve
ark., 2003). Makro besinler arasinda proteinlerin tokluk duygusunun olusmasinda
karbonhidratlar ve yaglara gore daha etkin oldugu bildirilmektedir (Stubbs ve
Whybrow, 2004).



Organizmada protein sentezi ve yikilimi1 arasindaki dengeyi giinliik protein
tilketimindeki degisiklikler ile tiiketilen proteinlerin kalitesi etkilemektedir (Philips
ve ark., 2009). Bununla birlikte, degisik protein kaynaklar1 iceren (soya proteinti,
ovalbumin, laktalbumin) yiiksek proteinli diyet de yem tiiketiminde azalmaya
neden olmustur (Semon ve ark., 1987). Enerji tiiketiminin azalmasi protein
tilketiminin artirilmasi canli agirlikta azalmaya yol agmakta ve bu azalista viicut
yag kitlesindeki azalmadan kaynaklanmaktadir (Bensaid ve ark., 2003). Bu tiir bir
beslemede amino asitlerin enerji kaynagi olarak kullanilmasmna dogru
yonlendirilmesinin etkisi ile protein tiiketiminin diizenlenmesinde siganlarin
metabolizmasinda etkili sirkadiyen ritim hormonlarinin da rol oynamasi
miimkiindiir. Nitekim yapilan bir arastirmada, 3 makrobesinin arasinda serbest
secme imkani verilen siganlarda gecenin ilk ¢eyreginde proteinden en fazla
sakindiklar1 ve son ¢eyreginde ise proteini en fazla tiikettikleri gozlenmistir (Larue-

Achagiotis ve ark., 1992).

1.2 . Kalsiyum Metabolizmasi

Viicutta iskelet sistemi basta olmak iizere yumusak dokularda, hiicre i¢i ve hiicre
dis1 sivilarda bulunan kalsiyum, organizmada meydana gelen biyolojik olaylarin
pek ¢ogunda anahtar rol oynamaktadir (Kaneko, 1989). Kalsiyum; kas kasilmasi,
kanm pihtilagsmasi, enzim aktivitesi, sinirsel uyarim ve hormonlarin salinmasi ile
hiicre membranlarmin gegirgenligi gibi biyolojik mekanizmalarda da 6nemli gérev
yapmaktadir. Bu nedenle, kalsiyum (Ca™) intraselliiler ve ekstraselliiler fizyolojik
olaylarda oynadigr 6nemli rol ile omurgali canlilarda homeostazisin devamini

saglamaktadir ( Pineda, 2003).

Viicut kalsiyumunun ¢ogu kalsiyum fosfat tuzlar1 hidroksi apatit
[Cajo(PO4)s(OH),)] seklinde iskelet yapisinda bulunmaktadir. Kalsiyum fosfat
tuzlarinm iki 6nemli fonksiyonundan birincisi, yasamsal 6neme sahip i¢ organlarin
korunmasini ve hareket kolayligin1 saglayan iskelet yapisini olusturmak, digeri ise
bobrek ve ince bagirsaklardan yeterli kalsiyum emiliminin olmadigi durumlarda

ekstraselliiler siviya kalsiyum ve fosfor saglamaktir (Simsek ve Kocabey, 2002).
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Serumda iyonize olmus Ca™’nin diizeyi bir¢ok evcil hayvanda yaklasik 1,25-1,6
mmol/L (6,0-10,6 mg/dL) degerleri arasinda yer almaktadir (Kaneko, 1989).

Yapisinda esansiyel bir element olarak kalsiyumu igermesi nedeniyle iskelet
sistemi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilara kalsiyum saglayan ana depo olarak
fonksiyon gormektedir. Kandaki kalsiyum dengesinin saglanmasi i¢in iskelette
bulunan toplam kalsiyum deposundan sadece %1 oraninda kalsiyum hiicre dis1
siviya gecmektedir (Kaneko, 1989). Kan kalsiyum diizeyinin devamliligmin
saglanmasi i¢cin hormonal kontrol mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalar
paratiroid hormon (PTH), kalsitonin ve vitamin D (1,25-dihidroksikolekalsiferol)
olmak iizere ii¢c hormondan olusmaktadir (Oleszek ve Marston, 2000; Fidan ve
Diindar, 2002; Niranjan ve ark., 2002). Kemik siirekli olarak iki zit aktivite
tarafindan yenilenmektedir. Bu aktiviteler (rezorpsiyon ve formasyon) “kemik
remodelling unit” denen gegici anatomik yapida gerceklesmektedir. Remodelling
iskelet homeostazini devam ettirmek, kemik elastisitesini saglamak ve ekstraselliiler
kalsiyumun diizenli kaynagmi saglamak i¢in gereklidir (El¢i, 2004). Kanda
kalsiyum azalinca, kemik dokusu daha fazla kalsiyumu kana mobilize eder. Bu
mekanizma kan kalsiyumunun %7 mg’lik kismini sabit tutar. Kan kalsiyumunun
yaklasik %3 mg’lik kismini ise paratiroid bezi kontrol eder (Baysu Sozbilir ve
Baysu, 2008).

Plazmada kalsiyumunun yaklasik olarak %50 kadar1 serbest halde, %40 kadar1
proteine bagli, %10 kadar1 ise bikarbonat, laktat, fosfat ve sitrat gibi diffiize
olabilen kiiciik anyonlarla kompleks olusturmus halde bulunmaktadir (Kaneko,
1989; Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008). Insan ve hayvanlarin saghg i¢in, hiicre dis1
sivilarda kalsiyum iyonunun kontrolii hayati Onem tasimaktadir. Hiicre dis1
swvilarda kalsiyumun fizyolojik olarak aktif olan kismimi iyonize formu
olusturmaktadir. Hiicre ici Ca™; kas kontraksiyonu, hormonal sekresyon, glikojen
metabolizmast ve hiicre boliinmesi gibi ¢esitli hiicre fonksiyonlarmin 6nemli
diizenleyicisi olarak islev yapmakta ve toplam viicut kalsiyumunun %1 lik kismini

olusturmaktadir (Simsek ve Kocabey, 2002).
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Ca"™’nin proteine bagli fraksiyonu serum pH’ma baghdir ve genel olarak albuminin
negatif yiiklii tarafi ile daha az miktar1 globulinlere baghdir. Iyonize ve kompleks
halde bulunan Ca™, Ca™nin ultrafiltre edilebilen fraksiyonunu olusturur ve
glomerular filtratta bulunur. Filtre edilen kalsiyumun %98’inden fazlas1 bobrekler
tarafindan geri emilmektedir. Geri emilmenin yiiksek olmasi, viicuttaki kalsiyum
dengesinin siirdiiriilmesi i¢in 6nemli bir mekanizma olup, gerekli durumlarda
bobrekler biiylik miktarda kalsiyumu idrarla atabilmektedir. Filtre edilen
kalsiyumun yaklasik %701 proksimal tubiillerde, %20’si Henle kulbunda, %10’u
ise distal tubullerde reabsorbe edilir. Distal tubiillerdeki kalsiyum
reabsorbsiyonunun baslica uyaram1 PTH’dir. Kalsiyum emiliminin gergeklestigi
digir bir yer de bagirsaklardir. Bagirsaklardan kalsiyum emiliminin, transselliiler
tasimim ve interselliiler tasinim olmak iizere iki bileseni vardir. Intestinal
absorbsiyon, diyetle birlikte alinan kalsiyum ile ilgili olup alinan kalsiyum miktari

azaldik¢a absorbsiyon hiz1 artmaktadir ( Pineda, 2003).

Hiicre dis1 sivilardaki iyonize kalsiyum diizeyinin plazma membranindaki
Ca™ye duyarli reseptorlerle etkilesimi hiicresel fonksiyonu diizenler. Hiicre
membram Ca' reseptorii G-proteini ile birlesir ve bu 7-transmembran reseptdr ¢ok
6zeldir ¢iinkii bu reseptdr i¢in ligand bir iyondur. Bu Ca™ reseptorii, ekstraselliiler
Ca" homeostazinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynamakta ve paratiroid ana
hiicreleri ile beyin ve plesentada bulunmaktadir. Ca™ reseptorii, serum Ca’
konsantrasyonunu algilamada, paratiroid hormon ve kalsitonin sekresyonu ile

kalsiyum transportundan sorumludur (Pineda, 2003).

Kalsiyum ile yakindan ilgili olmasi nedeniyle birlikte ele alman bir diger

inorganik element fosfordur (P). Ancak inorganik fosfor (Pi), serumda HPO,” ve

H,PO,4 seklinde “fosfat” olarak bulunur (Ersoy ve Baysu, 1986; Pineda, 2003).
Ca™ nin alisilagelmis karsit iyonu olan fosfat, kemikteki hidroksiapatit kristali,

kalsiyum fosfattan olusur (Murray ve ark., 2004).

Viicutta bulunan fosfatin yaklasik %90°1 mineralize olmus kemik matriksinde
[Cajo(PO4)s(OH),] seklinde bulunurken %10’u yumusak dokularda intraselliiler

olarak bulunur. Viicuttaki inorganik fosfat Olclilmesine ragmen bulunan sonug
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“elementel fosfor” olarak ifade edilir (P;). Fosfat; enerji metabolizmasi, O, nin
hiicrelere dagilimi, kas kontraksiyonu ve iskeletal biitlinligi gibi metabolik

olaylarda 6nemli rol oynamaktadir (Pineda, 2003).

Diyetle birlikte alinan fosfatin yaklasik %60-70’1 bir Na/fosfat kotransporter
kullanilarak aktif transport ve pasif diflizyon ile barsaklardan absorbe edilir. Diyette
yetersiz fosfat bulunmasi, net fosfat absorbsiyonunu artirir. Ayrica 1,25-dihidroksi
vitamin D’nin renal tiretimindeki artis ve bobregin adaptosyonu, diisiik miktardaki
fosfat diizeyini dengeler. Fosfatin renal ekskresyonu, glomerular filtrasyon hizi ve
tubular reabsorbsiyonun maksimum hizi ile diizenlenir. Renal fosfat
reabsorbsiyonunun biiylik bir boliimii bobregin proksimal kivrimli tubiillerinde, az
bir kismu da nefronlarm distal bolimlerinde gergeklesir. Renal fosfatin
reabsorbsiyon hizt Na"in olup olmamasma bagli olup ve ihtiyaca gore diizenlenir.
Reabsorbsiyon; biiyiime, laktasyon, gebelik ve diisiik fosfat iceren diyetlerle
artarken, asir1 fosfat aliminda reabsorbsiyon azalir. Fosfat reabsorbsiyonu; tubular
reabsorbsiyonu azaltarak ya da renal ekskresyonu artirarak diizenleyen baslica

hormon paratiroid hormonudur (Pineda, 2003).
1.2.1. Mineral Ve Kemik Metabolizmasim Diizenleyen Hormonlar

Mineral ve kemik metabolizmasini diizenleyen temel hormonlar;
parathormon, kalsitonin ve 1,25-dihidroksivitamin D3 (veya D;) dir (Kalaycioglu ve

ark., 2006).

1.2.1.1. Paratiroid Hormon (PTH)

Paratiroild Hormon (PTH); disiilfit bagi icermeyen 84 amino asitlik tek bir
polipeptid zinciri olarak salgilanmakta ve pek ¢ok peptid hormon gibi prehormon
olarak sentezlenmektedir. Pro-PTH’nin alti aminoasidinin koparilmasiyla PTH
olusur. PTH 1-84 en aktif formudur. Ancak bu hormon periferik dokularda 34.
aminoasitten kirilir ve amino ucundan ilk 34 aminoasidi igeren par¢a biyolojik
aktivitenin %75-90’m1 korur. Karboksil ucundaki 35-84 parcasi ise bobreklerden
atilir (Montgomery ve ark., 2000).
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Tablo 1.1. Kalsiyum Metabolizmasini Diizenleyen Hormonlarin Siniflandirmasi,

Yerlesimi Ve Etkileri (Montgomery ve ark., 2000)

HORMON | HEDEF ETKILER | OZELLIKLER |IKINCIL
HABERCI
Paratiroid Bobrek, kemik Plazma Tek zincirli
hormon Ca™ unu polipeptit, 84
(PTH) artirrr;  PO4” | aminoasit
2m diisiiriir
Kalsitonin Kemik Plazma Tek zincirli | 1 cAMP
osteoklastlar1 Ca™unu polipeptit, 32
diistirir aminoasit
D vitamin Gastrointestinal | Plazma Steroid benzeri ) cAMP
sistem, kemik Ca?unu ve niikleer
PO, mi reseptor
artirir;

Paratiroid hormon memelilerde kan kalsiyumunun en 1yi sekilde
diizenlenmesinde gerekli baglica hormondur. Bu hormon biyolojik etkilerini
oncelikle kemikte ve bobreklerde hedef hiicrelerin plazma membraninda lokalize
olan reseptorlerle hormon-reseptor kompleksi olusturarak, ikincil olarak da farkli
hiicrelerin optimal fonksiyonlarini slirdiirmeleri ic¢in yeterli diizeyde plazma
kalsiyumunun saglanmasi i¢in dolayli olarak bagirsakta etkisini gostermektedir
(Pineda, 2003). PTH’un ana hedef dokular1 olan bobrek ve kemik disinda pek ¢ok
dokuda da PTH

icin resepror {retildigi ve etkilerinin dokudan dokuya

degisebilecegi One siirilmektedir (McCarty ve Thomas, 2003). Plazma
membraninda lokalize olan reseptorlerle hormon-reseptor kompleksi olusturarak
etkilerini gosterir (Pineda, 2003; Kalaycioglu ve ark., 2006). PTH; plazma kalsiyum
diizeylerini artirdig: i¢in, diisiik kalsiyum diizeyi (hipokalsemi) ile sentezi uyarilir,
inhibe 1,25-

dihidroksikolekalsiferol, PTH sentezini inhibe eder. PTH, kemige dogrudan etki

yiiksek kalsiyum diizeyr (hiperkalsemi) ile olur. Ayrica
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ederek rezorpsiyonu ve kemigin yeniden sekillenmesini artirir (Montgomery ve

ark., 2000).

Genel olarak PTH’ nun 6nemli biyolojik etkileri s6yle siralanabilir:

1. Kanm kalsiyum konsantrasyonunu artirmak

2. Kanin fosfor konsantrasyonunu azaltmak

3. Tubular resorbsiyon hizini azaltarak fosforun iiriner ekskresyonunu artirmak

4. Kalsiyumun tubular resorbsiyonunu artirmak

5. Kemik yilizeyinde osteoklastlarin sayisin1 ve kemik resorbsiyon net hizini
artirmak

6. Hidroksipirolinin iiriner ekskresyonunu artirmak

7. Hedef hiicrelerdeki adenilil siklaz1 aktive etmek

8. Baglica aktif vitamin D metabolitin (1,25-dihidroksikolekalsiferol; 1,25-

dihidroksivitamin D) olusumunu hizlandirmak.

PTH, kalsiyumu iskelet rezervlerinden ekstraselliiler siviya mobilize eder.
Kemigin paratiroid hormona yamit1 iki fazlidir. 11k etkiler var olan osteositlerin ve
osteoklastlarin aktivitelerinin artigiyla sonuglanir. Bu osteosit ve osteoklast
hareketliligi kanda kalsiyum konsantrasyonunu iyi bir sekilde ayarlamak i¢in
kemikten ekstraselliiler siviya hareketini kolaylastirir (Pineda, 2003). Yag doku
hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum diizeyi ylikseldiginde, hiicreye insulinin uyardigi
glikoz girisi baskilanmakta ve bu durum hiperparatiroidizmde insuline direng
olugsmasma yol agmaktadir (McCarty ve Thomas, 2003). Bununla birlikte, PTH un
insulinin lipolizisi baskilamadaki etkinligini engelledigine yonelik yeterli veri
bulunmamaktadir. Plazma kalsiyum ve vitamin D diizeyi yiilseldiginde PTH

sekresyonu azalmaktadir (Kinyamu ve ark., 1998).
1.2.1.2. Kalsitonin
Kalsitonin hormonu, tiroid bezinin crista neuralis kokenli C hiicreleri tarafindan

dretilir. Kalsitonin 32 aminoasitlik tek bir poli peptid zincirinden olusmaktadir.

Karboksil ucundaki prolin bir amid grubu ile bloke edilmistir ve biyolojik aktivite
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icin mutlaka gereklidir. Kemiklerde ve bobreklerde kalsitonine duyarli 6zel

reseptorler vardir (Montgomery ve ark., 2000).

Kemiklerdeki reseptorlere baglanan kalsitonin, osteoblast ve osteoklastlarin
kalsiyuma olan gec¢irgenligini azaltarak plazma kalsiyum diizeyinin artmasini 6nler
(Yaman, 1999). Kalsitonin sekresyonu 6zellikle plazma iyonize kalsiyum diizeyleri
ile regile edilir. Artan serum Ca™ diizeyleri ve hiperkalsemi kalsitonin
sekresyonunu stimiile ederken, azalan Ca™ diizeyleri ve hipokalsemi rediikler.
Farmakolojik dozlarda kalsitonin, kasiyum, fosfat, sodyum, potasyum ve
magnezyum renal tubuler reabsorbsiyonunu da azaltarak, serum kalsiyum ve fosfat

konsantrasyonunu diistiriir (Kalaycioglu ve ark., 2006).

Kemik yapimi ve yikimmin hizli oldugu durumlarda kalsitonin, plazma
kalsiyumunu hizla distirtir. Kalsitonin primer hipokalsemik etkisini, osteoklast
aktivitesini inhibe ederek ve kemik rezorbsiyonunu onleyerek gosterir. Biiylime ve
laktasyon gibi stres durumlarinda kalsitoninin kemigi korudugu diisiiniilmektedir.
Kalsitonin diizeyleri menapozdan sonra diiser ve osteoporoz aciga c¢ikar.
Kalsitoninin osteoklastlar iizerinde olan etkisi, 80 000 dalton agirhiginda bir
glikoprotein olan spesifik reseptorii araciligiyla olusur. Reseptdr adenilat siklaz
iizerinden hiicre i¢i cAMP diizeylerini artirarak etki gosterir (Montgomery ve ark.,

2000).

PTH ve kalsitoninin (CT) kemik tiizerindeki etkileri antagonistiktir fakat
fosforun renal tubular reabsorbsiyonunun azaltilmasinda ayni1 yonde etki gosterirler.
Kalsitoninin hipokalsemik etkisi; PTH’mn uyardigi kemik reabsorbsiyonunun gegici
olarak 6nlenmesine bagli olarak iskeletten plazmaya kalsiyum girisinin azalmasinin
bir sonucudur. Hipofosfatemi; osteoklastik osteolizisin bloke edilmesiyle kemik
resorbsiyonunun onlenmesiyle oldugu kadar fosfatin plazmadan yumusak doku ve
kemige tasinma hizinin artmasi iizerinde kalsitoninin dogrudan etkisinden
kaynaklanmaktadir. Kalsitoninin etkisi vitamin D’ye bagl olmayip osteoklastlar
kalsitonin i¢in reseptorlere sahiptirler. Kalsitonin ve paratiroid hormon,

ekstraselliiler stvida kalsiyum konsantrasyonunu belirli sinirlar igerisinde kalmasini
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saglamak i¢in bir negatif feedback mekanizmasi ile etki gosterirler. Normal sartlar
altinda paratiroid hormon, kalsiyum kan diizeyini siirekli olarak diizenleyen ve

hipokalseminin gelismesine kars1 koruyucu goérevleri olan baslica faktordiir.

Kalsitoninin fonksiyonlart:
1. “Fizyolojik” hiperkalseminin 6nlenmesi
2. Hamilelik doneminde anne iskeletinden kalsiyum ve fosforun asir1 kaybimni

onlemek (Pineda, 2003).

1.2.1.3. Vitamin D

Vitamin D; tarihte rasitizmi 6nleyen madde olarak bilinir. D vitaminin iki formu
vardir; bazi bitkilerde ve 1smma maruz birakilmis mayalarda bulunan D, vitamini
veya ergokalsiferol ve hayvanlarda ve balik yaginda dogal olarak bulunan D;
vitamini veya kolekalsiferol. Bu iki molekiil birbirinden ergokalsiferoldeki 22 ile
23. karbonlar arasindaki cift bag ile ayrilir. D, ve D; vitamini inaktiftirler ve
karaciger ve bobrekte meydana gelen iki hidroksilasyonla aktive edilmeleri gerekir.
Kolekalsiferoliin ilk hidroksilasyonu (25. karbondan) karacigerde olur ve
kolekalsiferol 25-hidroksilaz tarafindan katalizlenir. 25-hidroksikalsiferol (25-
hidroksivitamin D) kolekalsiferoliin sabit bir fraksiyonu gibi durmaktadir. 25-
hidroksivitamin D’nin yar1 dmrii yaklasik 15 giindiir. Dolayisiyla biyolojik olarak
daha aktif olan ancak yar1 dmrii yaklasik 15 saat olan 1,25-dihidroksivitamin D’nin

depo formu gibidir. (Montgomery ve ark., 2000).

D vitamini metabolizmasinin esas aktivasyon basamagi bobreklerde yer alir
ve 25-hidroksikalsiferol-1a-hidroksilaz tarafindan katalizlenir. Bu hidroksilasyon
sonucu olusan 1,25-dihidroksikolekalsiferol (1,25-dihidroksivitamin D) D
vitamininin en aktif formudur ve biitiin etkilerinden sorumludur. Enzim ayni
zamanda plazma inorganik fosfat diizeyleri ile de kontrol edilir. Yiiksek inorganik
fosfat diizeyleri enzim aktivitesini azaltir, diisiik fosfat diizeyleri ise uyarir. Plazma
kalsiyum diizeyleri bu enzimin aktivitesini dogrudan etkilemez. Ancak diyetteki

kalsiyumun azaltilmas1 veya cogaltilmas1 24 saatte dolayli olarak PTH {izerinden
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plazma 1,25-dihidroksivitamin D diizeylerini birkag¢ kat degistirir (Montgomery ve
ark., 2000).

D vitamini kalsiyum homeostazinda major rol oynar. Vitamin D’nin aktif
formu; kemik metabolizmasinda, kemik yapisinda ve ndyral fonksiyonlarda gerekli
olan kalsiyum iyonlarinin hiicre membranindan geg¢mesinde esas gorev alir.
Bagirsak mukoza hiicrelerinde aktif olan dihidroksi vitamin D niikleusa girip
kromatin reseptor ile birlesmeden once sitozolik reseptor proteine baglanir ve esas
etki DNA polimeraz II enziminin etkilenerek spesifik kalsiyum baglayici proteinin
(CaBP) sentez edilmesidir. Vitamin D, Ca’"un bagirsaklardan emilmesinde

kemiklerden mobilizasyonunda aracilik eder (Kalaycioglu ve ark., 2006).

Vitamin D sadece omurgali hayvanlar i¢cin esansiyeldir. Serum ve viicut
sivilarinda  kalsiyum ve fosfor miktarinin artmasi kemik biliylimesine ve
kemiklesmeye yardim eder. Bu etki sadece resorbsiyonun iyilestirilmesiyle degil
muhtemelen selliiler (mitokondriye bagli) kalsiyumun serbest hale gecirilmesiyle
olur (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008). D vitamini ayrica bdbrek tiibiiler epitelyum
hiicrelerinden de kalsiyum emilimini artirir ve bu durum bdbreklerde fosfor
tutulumunu da etkiler. D vitamin PTH ile birlikte kemigin yeniden
sekillendirilmesinde 6nemli rol oynar. D vitamini olmadiginda, plazma kalsiyum
diizeyinin diismesiyle normal kemik mineralizasyonu bozulur (Montgomery ve

ark., 2000).

Kemikte 1,25 (OH), D ve PTH farmakolojik konsantrasyonlarda kemik
reabsorbsiyonunda, Ca* ve PO,>’1 mobilize ederek kanda bu iyonlarin artmasma
sebep olur. Belki de osteoklastlarin sayist ve aktivitesini artirarak kemikte,
25(0OH);D osteoblastlar tarafindan yapilan osteokalsin, bone gla protein (BGP),
noncollagenous protein ve dolasimdaki osteokalsin konsantrasyonunu artirir.
Bobreklerde 1,25 (OH), D Ca™ ve PO, reabsorbsiyonunu artirir. Ayrica 1,25
(OH), D PTH i¢in mRNA sentezini ve PTH sekresyonunu inhibe ederek
paratiroidler lizerinde direkt bir etkiye de sahiptir (Kalaycioglu ve ark., 2006).
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7-dehidrokolesterol

Deri (Ultraviyole 151k etkisi)
Kolekalsiferol (Dj)

(Karaciger)
25- Hidroksikolekalsiferol

1,25-Dihidroksikolekalsiferol

T

Bagirsaklardan Ca®" emilimi Kemiklerden Ca>" ayrilmasi
Karaciger Bobrek Plazma
Vitamin D 25-Hidroksi-D 10.,23-Dihidroksi-D ——— Dok
itamin idroksi a,2g-Dihidroksi oku
(mikrozom) (mitokondria) (Baglayici protein)
Besin Deri 24,25-Dihidroksi-D — Katabolitler Ozel protein

Sekil 1.2. Vitamin D;’lin Metabolizmasi ve Fonksiyonu (Kalaycioglu ve ark., 2006)

1.2.1.4. Osteokalsin

Kemik olusumunun biyokimyasal belirteglerinden birisi de “osteokalsin”dir.
Osteokalsin; olgun osteoblastlar, odontoblastlar ve hipertrofik kondrositler
tarafindan sentezlenen 49 aminoasitten olusan kiiclik yapili kalsiyum baglayici
matriks bir protein olup kemik metabolizmasi siirecinin nispi olarak tayininde
kullanilan oldukga spesifik bir kemik belirleyicisidir (Eastell ve ark., 2001; Vigorita
ve ark., 2007). Deneysel calismalarda osteokalsinin kemik metabolizmasinin

diizenlenmesinde rol oynadigini gériilmiistiir. Bu protein y-karboksiglutamik asidin
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(Gla) ii¢ kalmntis1 ile karakterize edilir (Eastell ve ark., 2001). Osteokalsinin
%20’sin1 kemik matriksinin kollagen olmayan proteinler olusturur. Osteokalsin,
serbest kalsiyum iyonlarma zayif bir sekilde baglanirken kalsiyum ve hidroksiapatit

kristallerine giiglii bir sekilde baglanir (Vigorita ve ark., 2007).

Osteokalsin sentezi mineralizasyon ve osteoblastik farklilasimla artarken
dolasimdaki osteoklasinin, kemik matriksinin parcalanmasindan degil yeni kemik
sentezinden kaynaklanmaktadir. Osteokalsinin glomerular filtrasyon hizi ya da
renal katabolizmasi1 dolasimdaki osteokalsin diizeyini etkilemektedir (Eastell ve
ark., 2001). Osteokalsin genellikle yasa bagli olarak artan kemik degisimi ile artar
(Kaneka, 1989).

Osteokalsinin kandaki diizeyinin belirlenmesi;

1. Kadmlarda osteoporoz riskinin belirlenmesi

2. Perimenapoz, postmenapoz donemlerinde kemik metabolizmasmin
goriintiilenmesi

3. Biiylime eksikligi, hipotiroidizm, hipertiroidizm ve kronik renal yetmezligi
olan hastalarda kemik metabolizmasmin goriintiilenmesi acisindan

onemlidir (Host- EASIA KAP 1381, Biosource).

1.3. Proteinlerin Kemik Metabolizmasina Etkileri

Kemik hacminin yaklasik yarisinin ve Kkiitlesinin de yaklasik dortte birinin
proteinden olusmasi nedeniyle protein, kemigin en Onemli yapisal bilesenidir.
Protein, kemikle ilgili proteinlerin fonksiyonelligi ve iskeletal biitiinliik icin
oldukca onemlidir. Diyetle birlikte alinan protein ayni zamanda iskelet iizerinde
bir¢cok olumlu etkiye sahip olan insulin like growth faktor- I (IGF-I) {iretimini de

etkiler (Promislow ve ark., 2002).

Yapilan arastrmalar fazla miktarda protein tiiketildiginde lriner kalsiyum
(Ca) ekskresyonunu arttigi ve fazla miktarda protein alimi ile kirik riski artisi

arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. Diger taraftan 6zellikle ileri yaslarda
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daha fazla protein tiikketiminin kemik kaybimi ve kirik riskini azaltarak kemik
sagligina katki saglanabilecegini gosteren calismalar da bulunmaktadir (Ginty,

2003).

Siilfiir icerikli amino asitler, glutatyon sentezi basta olmak iizere infeksiyon,
malniitrisyon, kalp hastaliklar1 veya kanser gibi strese karsi ve peroksidatif
korunma i¢in gereklidir. Bu ylizden kalsiyum ekonomisi ve kemik metabolizmasi
iizerinde olumsuz etkileri de oldugu diisiiniilen siilfiir icerikli amino asitler hem
genel olarak sagligin korunmasinda hem de bazi patolojik durumlarda olumlu
fonksiyonlara sahiptir (Bonjour, 2005). Hegsted ve ark. (1986) farkhi kiiltiirler
iizerinde yapilan calismada diyette aliman protein miktarindaki artis, kalga kirigi
oraninda da artisa neden oldugunu belirtirken, Munger ve ark. (1999) diisiik
miktarda protein almmasinin da yiiksek oranda kalgca kirigina neden oldugunu

gozlemlemistir (Kerstetter ve ark., 2003).

Siilfiir; kalsiyum ve fosfordan sonra viicutta en fazla bulunan elementtir. Bu
element 6zellikle protein iceren diyetlerden saglanabilir ve proteinlerde bulunan 20
aminoasitten sadece iki tanesi siilfiir icerir. Bu aminoasitlerden biri olan methionin
viicut tarafindan sentez edilemez ve mutlaka diyetle birlikte alinmahdir. Siilftir
iceren diger aminoasit ise sisteindir. Siilfiir igeren amino asit ve organik asitlerin
oksidasyonundan sonra aciga ¢ikan proton ve alkali iyonlar total asit-baz havuzuna
katilirlar ve sonugta bobrek tarafindan ekskrete edilirler. Asit ya da alkali tiretimi,
basta karaciger olmak tizere diger metabolik olarak aktif olan hiicrelerde olusur.
Ornegin siilfiir iceren amino asitlerin iire ya da karbondioksite oksidasyonu siilfiirik
asidi vermektedir. Diger taraftan diyetle birlikte alinan sodyum sitrat gibi organik
asitlerin alkali tuzlar1 karbondioksit ve suya metabolize olur ve bikarbonatla birlikte
katyona doniisiirler. Kandaki siilfiirik asit bikarbonat tarafindan tamponlanirken
sodyum siilfat ve karbonik asit olusturulur. Karbonik asit akciger tarafindan
karbondioksit seklinde elimine edilir. Notral bir tuz olan sodyum siilfat bobrege
iletilir ve sodyum, dolasimdaki bikarbonat havuzunun yenilenmesi i¢in reabsorbe
edilir. Bu siireg, distal renal tubular kanaldaki aktif bir hidrojen iyonu sekresyonu

tarafindan kontrol edilir. Ancak bobrek pH 4.4’den daha asidik bir idrar
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hazirlayamayacagi i¢in hidrojen iyonlarinin biiyiik bir kismi tamponlanmalidir. En

onemli hidrojen iyonu akseptorii NH; diir (Remer, 2001).

Hiicre, yapis1 geregi H™ konsantrasyonundaki degisimlere olduk¢a duyarli
olup kan ve ekstraselliiler stivinin pH’1 belli sinirlar igerisinde olmalidir. Kan pH’1;
plazma proteinleri, hemoglobinin histidin kalintilar1 ve en 6nemlisi CO,-HCO3

sistemi ile tamponlanir. (Arnett, 2003).

Oksijenlenmis arteriyel kanin uygun pH araligi 7.35 ile 7.45 araligidir ve
karbondioksit yiiklii venéz kanin pH araligi ise 7.31 ile 7.41 araliindadir. Buna
gore kan pH aralig1 yaklasik 7.440.5 birimdir. Bu degerlerden kiiciik bir sapma bile
biyolojik olarak énemli degisimlere neden olur. Intraselliiler sitoplazmik pH icin

uygun aralik 7.4 £0.1°dir. selliiler pH’daki asidik bir egilim ;

1. Kemik resorpsiyonunu ile baglantilidir
Kemik olusumunda azalma

Nitrojen atig1 (hizlanan katabolizma)

Cal o

Biiyiime hormonu ve diger hipofiz hormonlarinin baskilanmasi1 gibi

etkilerle hiicresel metabolizmay1 olumsuz etkiler.

Tasarmmu ile alkalin olan metabolik proses hergiin 70,000 mmol H' iiretir.
(Brown ve Jaffe, 2000). H" konsantrasyonunun bu kadar sl bir aralikta
stirdiiriilmesi icin ii¢c 6zel mekanizma gereklidir: (1) tampon sistemler; (2) CO’in
nefesle birlikte verilmesi; (3) bobrek ekskresyonu. Alinan asit miktar1 yasam
bicimine bagli olarak asit icerikli besinlerin tiiketilmesiyle degisiklik gosterir.
Ozellikle hayvansal proteinler ve baklagiller H;PO; ve H,SOg4’iin dnemli birer
kaynagidir ve “asit-ash” yiyecekler olarak adlandirilirlar (New, 2002).
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Sekil 1.3. Asitin Hepatik Uretimi, Fizyolojik Tamponlanmasi ve Renal
Ekskresyonu (Ginty, 2003)

Metabolik asidozis; intestinal kalsiyum absorbsiyonunda bir degisim olmaksizin
idrar kalsiyum ekskresyonunda onemli bir artisla sonuglanan ve temel ekstraselliiler
tampon bikarbonatin konsantrasyonunda diismeye neden olan hidrojen iyonundaki

bir artistir (Litzow ve ark., 1967; Lemann ve ark., 1979).

Yiiksek oranda protein tiiketimine bagh olarak olusan metabolik asidozis,
asir1 miktarda siilfiir amino asitlerinin parcalanmasima bagli olarak gelismektedir.
Sisteinin katabolizmasi sonunda her bir mol siilfiir iceren amino asitten bir mol

S04 ve iki mol H' olusmaktadir (Kalaycioglu ve ark., 2006).

Asit olusumu asagidaki reaksiyonlarla gosterilebilir:

Methionin ya da sistin———> glikoz + iire + SO4> + 2H"
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Arginin' _____ | glikoz + iire + H"
R-H,PO, + HHO———»  R-OH + 0,8 HPO,” / 0,2 H,PO, + 1,8 H'
(Bushinsky, 2001).

Yiiksek diizeydeki endojen asidin tamponlanmasinda bobrekler yetersiz
kalirsa bu durumu telafi edebilecek “kemik™ gibi diger fizyolojik sistemlere ihtiyag
duyulabilir. Bu durumda kemik, mineral igerigi ve kiitlesinde azalmaya neden olan
kemik resorpsiyonu ile kalsiyum salinir. Kemik resorpsiyonu, kemik kirigi ve
osteoporoz riskini artiran bir faktordiir (Hoffman, 2004). Kemik, sodyum ve
potasyum i¢in bir rezervuar olup yiizeyi sodyum ve potasyumun hidrojen iyonlar1

ile kompleks olusturdugu negatif bir ylizeye sahiptir (Bushinsky ve Frick, 2000).

Arnett (2003) tarafinda yapilan deneysel g¢alismalarda bu hiicrelerin pH
yaklasik 7.3 ve iizerinde inaktif, pH yaklasik 6.9’da maksimum diizeyde stimule
olduklar1 gdzlenmistir. Kemik resorpsiyonu pH yaklasik 7.1°deyken H'
konsantrasyonu degisimlerine olduk¢a hassastir. Bu bdlgede 0.05 birimden daha
kiigiik bir degisiklik kemik yiizeyinde bosluklarin olusumunu iki katina ¢ikarabilir

ya da yar1tya indirebilir.

S- iceren aminoasitler methionin ve sisteinin H,SO4’e hepatik oksidasyonu
ve buna baglh olarak kan pH’min azalmasi, kemik rezorpsiyonunun artmasi ve
iriner kalsiyum kaybinin olusmasi yiiksek oranda protein tiiketimine verilen
yanittaki temel mekanizmadir. H ’nin NH; ile NH4 olusturmas1 gibi renal diizeyde
proksimal tubular hiicreler tarafindan NH; iiretimi asit yiikiine karst onemli bir
savunma mekanizmasidir. Bu katyon daha sonra siilfatla birleserek (NH4)>SO4
olusturur ve idrarla atilir. Bu sekilde biitiin iyonlarin eliminasyonu saglanir (Ginty,

2003).

Diyetsel proteinin kemik kalsiyumu iizerinde negatif etki ile ilgili hipotez ilk
kez Wachman ve Bernstein (1968) tarafindan ortaya atilmistir Hafif bir asidozisin
bile kemik metabolizmasinda derin etkileri vardir. Ornegin kemikten giinliik olarak

sadece 1 mEq asidin esdegeri tamponlamaya mobilize olursa, ortalama bir kiside on
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yilda toplam viicut kalsiyumunun %15°1 kaybolur (Sellmeyer ve ark., 2001).
Kerstetter ve ark. (2003), diyetle birlikte alinan protein ve iiriner kalsiyum arasinda
pozitif bir iligki oldugunu ve diyette alman proteindeki her 50 gr’lik artisin 24
saatlik iiriner kalsiyum ekskresyonunda yaklasik 1,6 mmol’liilk bir artisa neden

oldugunu belirtmiglerdir.

Allen ve ark. (1979) Ca’un tubular reabsorpsiyonundaki azalmanin, renal
transport prosesinin doygunluguna (saturation) dayandigmi belirtmislerdir. Diyetle
birlikte alinan proteindeki iki ya da ii¢ kathik bir artis, plazmadaki ultrafiltre
olabilen Ca diizeyinde 6nemli bir degisiklik olmaksizin glomerular filtrasyon
hizinda (GFR) onemli bir artisa neden olurken fraksiyonel renal tubular
reabsorbsiyonunda dnemli bir azalma meydana gelir. Alinan protein miktarindaki
bir artisa bagh olarak Ca’un fraksiyonel tubular reabsorbsiyonunda azalmanin
mekanizmasi, diyetteki proteinin “asit-ash™ icerigi ile ilgilidir. Proteindeki siilfiir
icerikli amino asitlerin katabolizmasinin bir sonucu olarak olusan ve ¢ok az
absorblanan SO-?; anyonu ekskresyonundaki artis, kalsiyumun renal tubular
reabsorbsiyonunu da azaltir. SO-%; anyonunun ¢ok az absorblanmasi nedeniyle
Ca’un renal tubular absorblanmasi da azalir; sonu¢ olarak Ca’un reabsorbsiyonu,
tubuler lumenin elektronegativitesindeki artis ya da filtre edilen filtre edilen Ca

yiikiinlin komplekslesmis fraksiyonundaki artigla azalabilir (Zemel, 1988).

pH’daki bir azalma sonucu olusan hidrojen iyonlarimin sodyum ve potasyum
ile yer degistirmesiyle sistemik asiditenin indirgenmesi (tamponlanmasi)
saglanmaktadir. Ekstraselliiler siviya baz katilimiyla kemik karbonati, fosfat ile yer
degistirir. Akut metabolik asidoziste pH’daki bir azalmaya bagli olarak kemik
tarafindan hem kalsiyum saliniminin hem de protonlarin tamponlanmasmin ve
sistemik pH’in normal smirlara donmesinin bir isareti olarak mineral fosfat ve
bikarbonatin azaldigi belirtilmektedir. Daha sonrasinda da osteoklastik kemik

resorpsiyonu uyarilir ve osteoblastik kemik olusumu baskilanir (Bushinsky, 2001).

Metabolik asidoziste, protonlar tamponlanirken kalsiyum salinimi meydana

gelmektedir. Bushinsky ve ark. (1987) kemik mineralinin ¢6ziinmesinin incelendigi
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deneysel c¢aligmada olusumun Gibbs serbest enerjisinin (DG) hesaplanmasiyla
kristalizasyon i¢in itici gii¢ hesaplanmistir. Doygunlugu, pH ya da kalsiyum ve
fosfat konsantrasyonu ile degisen ortamda, pH’in degismesiyle kemige kalsiyum
karbonat girisi ya da kemikten kalsiyum ¢ikiginin baslangictaki DG ile lineer olarak
degistigi belirlenmistir. Kalsiyum karbonat, kalsiyum karbonat bakimimdan doygun
olmayan ortamda ¢oziiniirken doygunlukta net gecis durur ve asir1 doygun ortamda
kemige gecis yapar. Burada 6nemli olan ortamin, kemik mineralinin kalsiyum
karbonat ile dengede olmasidir. Asidoziste ne mineral faz brusiti ne de apatiti ortam
ile dengede halindedir. Yapilan bu in vitro goézlemler, akut proton kaynakl
kalsiyum c¢ikis1 ve kemik kalsiyum karbonatmin c¢oziinmesine dayanmaktadir

(Bushinsky ve ark., 1987).

Yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda asidozisin, mineralize olan hiicre
ylizeyinde resorpsiyon olusabilmesi i¢in osteoklastlar1 uyardigi gézlenmistir ki bu
proses hem mineral hem de kollajen organik matriksin tasmimini da icermektedir.
Bushinsky ve ark. (1983, 1985, 1987) tarafindan yapilan caligmalarda asidozisin,
kemige H™ girisi i¢in kemikten Ca™*’nin fizyolojik kimyasal bir salimmmin
gergeklestigini gozlemlenmistir. Asidozis, in vitro olarak ilk asamada osteoklast
membranlarinda vakiiolar tip H'- ATPase’mn aktivitesine neden oldugu
belirtilmektedir ki bu enzim hidroksiapatitin ¢oziinmesi icin osteoklast disindan
ekstraselliiler resorpsiyon boliimiine H™ pompalanmasmdan sorumludur (Arnett,

2003).

-2
Ot Baslilanmug Cly HEO
osteoblast 3
+PGE,
Eollagen # el

Sekil 1.4. Metabolik Asidozis (Bushinsky, 2001)
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Bushinsky ve ark. (1985) tarafindan siganlar {izerinde yapilan c¢alismalarda,
osteoblastlar tarafindan iiretilen kollajen ve diger matriks bilesenlerinin iiretiminin
metabolik asidozis tarafindan inhibe edildigi belirtilmektedir. Ramp ve ark.(1994)
ise diisiik pH’da glikolizis, alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi ve kollajen iiretiminin
azaldig1 ve osteoblast fonksiyonu i¢in en uygun pH’m 7.2 olabilecegini
belirtmislerdir. ~ Yapilan bu  c¢alismada  pH’in  diismesiyle,  kemik
mineralizasyonundaki bir enzim olan osteoblast ALP aktivitesi de diismiistiir.
Asidozisin ilk evrelerinde asidozise karsi oldukca hassas olan ALP i¢cin mRNA’y1
down-regiile etmistir. Diisiik pH’da, mineralizasyonu onleyici fonksiyonu olan
Matrix Gla Protein (MGP) icin mRNA up-regiile, olmustur. Sonu¢ olarak pH
azaldig1 zaman hidroksiapatit ¢coziiniirliigiiniin oldukea arttig1 goriilmiis ve pH’daki
0.1 birimlik azalma kalsiyum-fosfat ¢oziintirligiinii 10 kat artirdig1 belirlenmistir

(Brandao ve ark. 2005).

Kronik metabolik asidoziste protein sentezi azalir, protein parcalanmasi
artar ve bu durum negatif nitrojen dengesi olusumuna neden olabilir (Balmer ve
ark., 1995). Sicanlar iizerinde yapilan deneylerde asidozisin yetersiz biliyiimeye
neden oldugu ve iskelet kasinda protein parcalanmasinda artis meydana getirdigi
gozlenmistir. Metabolik asidozisin proteinleri parcalamasinin yami sira dallanmig
zincir amino asit oksidayonunu da artrrmistir. Asidozis, hem protein sentezini
azaltarak hem de proteolizis ve amino asit oksidasyonunu hizlandirarak azot

dengesi iizerinde de etkilidir (Wiederkehr ve Krapf, 2001).

Yiiksek diizeyde protein alinmasinin, endokrin metabolizmasi iizerinde insulin
ve insulin- like growth factor-1 diizeylerini yiikseltmek gibi etkilere sahiptir
(Axellsson, 2006).

1.4. Atkestanesi Agacinin Tanitim

Atkestanesi olarak bilinen Aesculum hippocastanum tim diinyada gorkemli
giizelligi ile bilinen bir agactir. Biyolojik adi olan Aesculus, Latince besin anlamia

gelen “esca” kelimesinden tiiremistir. Agacin tohumlar: atin gozlerine benzetildigi



27

ve atlarin kirik tedavisinde kullanildigi i¢in bitkinin genel adi atkestanesidir.
Atkestanesinin Latince ad1 Aesculum hippocastanum L. (Hippocastanaceae) dir.
Bilimsel literatiirdeki diger taksonomik isimleri; Aesculus castaneo Gilib., A.
Procera Salisb., Castanea equino, Hippocastanum vulgare Gaertner’dir. (Mahaday,
2001) Atkestanesi Bati Asya’da dogal olarak yetisirken Avrupa ve Amerika
Birlesik Devletleri’'nde pek c¢ok iilkede park, bahge ve yol kenarlarinda kiiltiirel
olarak yetistirilmektedir (WHO, 2002).

1.4.1. Atkestanesinde Bulunan Bilesikler

Atkestanesi kok, tohum, yaprak ve ciceklerinin 6nemli bioaktif kimyasallar igerdigi
bilinmektedir. Bunlar bagsta “aescin” olmak {izere aga¢ kabugunda; kumarin
glikoziti olan esculin ve bunu aglikonu olan aesculetin, oksikumarinik glikoziti olan
fraksin ve skopolin bunlarin aglikonu fraksetin ve skopoletin, allantoin ve
kuersetin, ¢iceklerinde; flavonoid tiirevleri rutin ve kuersitrin, aescin, kolin ve
purin, tohumlarinda; nisasta, aescin, protein, yaglar, seker ve katesik tanenler
yapraklarda; kuersitrin, izokuersitrin, kuersetin adli flavonoidler ve karotenoidler

bulunur (Kocgkar, 1989; Sagdigoglu, 2000).

Atkestanesi tohumlarindan izole edilen, en Onemli triterpenoid saponin
bilesenlerinden biri olan ve baslica kimyasal bilesenleri olusturan “aescin”
icermektedir (Mahaday ve ark., 2001). Aescin, atkestanesi agaci Aesculus
hippocastanum L. (Hippocastanaceae) agacinin kurutulmus olgun tohumlarmin su
ve etil alkol karigimi ile ekstraksiyonundan elde edilir. Aescin, triterpen ester
saponinlerinin (30°’dan fazla farkli saponinin) kompleks bir karigimindan olusur
(Hosstettman ve Marston, 1995). Antienflamatuar, antiddematéz ve kapillar
koruyucu 6zelliginden dolay1 aescin, periferal vaskiiler bozukluklarin tedavisi ile
selliillitisten korunma ve tedavisi i¢in kozmetik sahada yaygin olarak

kullanilmaktadir (Yoshikawa ve ark., 1994).
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1.4.2. Saponinler

Genelde amorf ve renksiz olan, fakat kristal yapida ve beyaz renkte tiirleri bulunan
saponinler; su, etil alkol, metil alkol gibi polar ¢oziiciilerde ¢éziinen molekiillerdir
(Fidan ve Diindar, 2007). Saponinler, bir triterpen veya steroid aglikona bir seker
boliimiinlin eklenmesiyle olusan yiiksek molekiiler agirlikli “glikozitler” dir
(Hosstettman, Marston, 1995). Baska bir deyisle saponinler, asit hidrolizinde bir
karbonhidrat kismi1 ve bir aglikona parcalanabilen yiizey aktif bilesenlerdir (Belitz
ve ark., 2004).

Saponin — Sapogenin + Monosakkarid

Saponin molekiiliiniin aglikon ya da seker olmayan kismi genin ya da
sapogenin olarak adlandirilir (Hosstettman, Marston, 1995). Saponinler, polar
olmayan aglikonun polar yapidaki bir ya da daha fazla monosakkaridin
birlesmesinden olusurlar. Bu polar olan ve polar olmayan yapisal elementlerin
birlesmesi sulu c¢ozeltide molekiiliin sabun benzeri davranisini agiklamaktadir
(Vincken, 2007). Aglikonun dogasina bagli olarak saponinleri triterpen saponinler
ve steroid saponinler olmak tiizere baslica iki boliime ayrilir (Oleszek, 2002).
Steroidal yapidaki saponinler, tibbi bitkilerde ya da saglik koruma 6zelliginden
dolay1 kullanilan bitkilerde yaygin olarak bulunurken kiiltiirel tarimi yapilan
bitkilerde triterpen saponinler daha ¢ogunluktadir (Francis ve ark, 2002).
Triterpenler 30 karbona sahiplerken steroidler ortadaki 30. karbondan {i¢ metil
grubunun oksidatif olarak ayrilmasi sonucu 27 karbondan olusurlar (Hosstettman ve

Marston, 1995).

Bitkisel kaynaklardaki saponinlerin belirlenmesi Onceleri gravimetri ya da
saponinlerin kopiirme ve hemolitik aktivite gibi bazi kimyasal veya biyolojik
ozelliklerine dayanmaktaydi. Saponinler, kompleks molekiiller olduklar1 icin
icerisindeki her bir bilesenin izolasyonunda kullanilan en genel yontemlerden kolon

kromatografisi veya TLC’dir. Modern ayrma yontemlerinden o6zellikle HPLC,
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kapiler elektroforez izomerlerin ayirt edilmesini saglar (Sahu ve Achari, 2001;
Oleszek, 2002). Saponinlerin; alkolsiiz i¢eceklerde emiilsifier, sampuan, yangin
sondiiriicii, sabun ve steroid hormonlarin sentezini i¢ine alan bir¢ok endiistriyel ve

ticari alanda kullanilmaktadir (Deshpande, 2002).

Saponinler, hem dogal olarak yetisen hem de kiiltiirel olarak yetistirilen
bir¢ok bitkinin yapsinda bulunmaktasir( Naidu, 2000; Yiicekutlu ve Bildaci, 2008).
Saponin, bitkinin kok, filiz, cicek ve tohum gibi bitkinin farkli kisimlarinda
bulunabilir. Saponinler, bitki tiirlerinde yaklasik 100 familya ile yaygin olarak
bulunmaktadir ancak bunlardan bir kismmin insan ve hayvanlar tarafindan besin
maddesi olarak kullanildig1 bilinmektedir. Asya bitki familyasinin %76’s1 saponin
icermektedir (Gubanov et al.,, 1970). Bitkideki saponin konsantrasyonu eser
miktardan, Yucca schidigera govdesinde oldugu gibi %10 kuru maddeye kadar
degismektedir. Konsantrasyon bitkinin yetistirilis, yas, fizyolojik durum ve cografi

konumuna bagli olarak degisir (Naidu, 2000; Giiglii ve Uyanik, 2004).

Tablo 1.2. Baz1 Yiyeceklerdeki Saponin Miktarlar1 (Belitz ve ark. 2004; Giiglii ve
Uyanik, 2004; Fidan ve Kiiciikkurt, 2008)

Yiyecek Saponin Miktar1 (g/kg kat1 madde)
Bezelye (Pisum sativum spp) 11

Soya fasulyesi (Glycine Max L. Merrill) 43

Yer fistig1 (Arachis hypogaena L.) 6,3
Mercimek ( Lens Culinaris) 3,7-4,6
Ispanak (Spinacea oleracea L.) 47
Kuskonmaz (Asparagus officinalis L.) 15
Yulaf (Avena sativa L.) 1,0
Sarimsak (Allium satium L.) 2,9
Susam Tohumu (Sesamun inducum L.) 3,0
Yesil fasulye (P. Vulgaris) 13
Nohut (Cicer arietinum L.) 56
Bakla (Vicia faba) 3,5
Pancar (Beta vulgaris) 58
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1.4.3. Saponinlerin Biyolojik Etkileri

Son yillarda saponinler ile saponin bakimindan zengin bitkilerin insan saghiginin
korunmasi ile hayvanlarda verim artisinin saglanmasi iizerine etkilerinin tespit
edilmesine yoOnelik Onemli arastirmalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarin cogu
geleneksel bitkisel ilaglarin igerisinde saponinin arastirilmasini kapsamakta ve
farmasotik ajanlar olarak saponinlerin potansiyel rolii {izerine odaklanmaktadir
(Oleszek ve Marston, 2000). Saponinler biyolojik olarak biitiin saponinlerin az veya
cok gosterdigi genel etkiler yaninda sadece bazi saponinler tarafindan gdosterilen
ozel etkilere de sahiptirler. Sahip olduklar1 bu etkiler nedeniyle saponinler, bir¢ok
farmakolojik  Ozelliklere sahip olup fitoterapi ve kozmetik sanyiinde
kullanilmaktadir. Ornegin ginseng kokii (Panax ginseng C. A. Meyer, Araliaceae)
eskiden beri geleneksel dogu ilaclarmnin en Onemlileri arasinda yer alirken

gilinlimiizde tiim diinyada kullanilmaktadir ( Sparg ve ark., 2004).

Saponinlerin 6nemli biyolojik aktiviteleri arasinda hiicre membran
gecirgenligini etkilemesi ve lipidler 6zellikle de kolesterolle etkilesimlerinin bir
sonucu olarak hemolitik Ozellik gostermesi belirtilmektedir (Fidan ve Diindar,
2007). Saponinlerin hemolitik etkisi uzun siiredir bilinmekte ve bitkilerin i¢erdigi
saponin miktarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Sugano, 2005). Saponinlerin
biyolojik aktivitelerini etkileyen faktorlerden birisi seker yan zinciri olup yan
zincirin sayist hem hemolitik hem de membran gegirgenligini etkilemektedir.
Bugiine kadar 400’den fazla yapisi belirlenmis saponinin hem aglikan hem de
glikan kisimlarindaki farkliliklar nedeniyle hiicre membranm ile etkilesimler de
farklidir. Saponininlerin, memebranm yapisal biitiinliigiinii bozucu etkisi bunlarin
kolesterolle kompleks olusturma 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Saponinlerdeki
seker yan zinciri sayist hem hemolitik aktiviteyi hem de gecirgenligi etkilemektedir.
Saponinlerde seker yan zincirlerinin sayisinin artmasiyla kalsiyum iyonlar1 igin

membran gegirgenliginin arttig1 gézlemlenmistir (Bachran ve ark., 2006).



31

Saponin igeren bitkiler ilave edilmis diyetlerle beslenmeye bagli olarak, plazma
kolesterol diizeyinin azaldig1 ve sonug¢ olarak daha diisiik kardiyovaskiiler hastalik
riskine dikkat g¢ekilmektedir (Fidan ve Diindar, 2007). Bu etki, saponinlerin
kolesterol ya da safra asitlerinin ince bagirsaktan emilimlerinin azaltilmasma
baglanmaktadir (Deshpande, 2002). Saponinler; kolesterol ve safra asitleri ile bir
misel olusturarak sindirim kanalindan emilimi diistirmektedir. Nitekim diyete ilave
edilen saponinin tavuk, tavsan, sican, fare ve maymunlarda plazma kolesterol
diizeyini disiirdiigi ifade edilmektedir (Fidan ve Diindar, 2007). Ayrica
saponinlerin bagirsak hiicrelerinin dokiilmesine yol acan membranolitik etkisi
nedeniyle hiicre membranlarinin ve kolesterol kaybinin artmasia sebep oldugu da
ifade edilmektedir. Sitotoksik etkiye sahip olan sekonder safra asitleri, primer safra
asitlerinin mikrobiyel metabolizmasi sonucu olusmaktadir. Saponinler, primer safra
asitlerini baglayarak sekonder safra asitlerinin olusumunu engelleyerek kolon
kanseri riskinin onlenmesinde saponinlerin 6nem tasiyabilecegi ileri siiriilmektedir

(Gtgclii ve Uyanik, 2004).

Saponinlerin antimikrobiyel 6zellige de sahip oldugu ve bitkilerde var olan
saponinlerin bitkiyi fungal ataklara kars1 korudugu kaydedilmektedir (Hosstettman
ve Marston, 1995). Nitekim Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen
(Araliaceae)’den izole edilen saponinler Aphanomyces cochlioides zoosporun
motilitesi tizerinde Onleyici etki gostermistir (Sparg ve ark. 2004). Benzer sekilde,
sarmasiktan elde edilen Hederecoside saponinlerinin bir karisimi Gram-pozitif
bakterilere kars1 (Basillus spp., Staphylococcus spp., Enterecoccus spp,
Streptococcus spp.) ve Gram-negatif bakterilere kars1 (Salmonella spp., Shigella
spp., Pseudomanas spp., Esherichia coli, Proteus vulgaris) antibakteriyel aktivite

gosterdigi tespit edilmistir (Escop, 2003).

Saponinlerin antienflamatuvar ve antiddemik etkilerinin oldugu ileri
siriilmektedir (Fidan ve Diindar, 2007). Atkestanesinden elde edilen saponin
karisimi aescin parentaral ugulandiginda, siganlarin pencesindeki 6demin
azalmasinda rutin olarak kullanilan ilaglardan 600 kat daha etkili oldugu

gozlenmistir (Hosstettman ve Marston, 1995). Cesitli bitkilerden elde edilen
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saponin ekstraktlarinin hipertansif siganlarda kalp atim sayisini ve arteriyel kan
basincint 6nemli diizeyde azalttig1 goézlenmistir. Saponinlerin kan basincmni
digiiriici bu etkisinin dilireze yol agmasi, NO iiretimini stimiile edilmesi ve
anjiyotensin converting enzimini inhibisyonu ile agiklanmaktadir (Kiiciikkurt ve

Fidan, 2008).

Saponinlerin emilimleri diisiik olmasi1 nedeniyle etkilerini daha ¢ok sindirim
kanalinda gostermekte ve diyetle alinan besin maddelerinin sindirimini ve
emilimini degisik yollarla etkilemektedir. Saponinlerin biyolojik aktiviteleri:

1. Sindirilen diger bilesenlerle kimyasal ve fiziksel olarak etkilesime

girebilme,

2. Sindirim kanali mukozal hiicre membraninda gecirgenligin degismesine ya
da membrana bagli enzimlerin aktivitesinin ortadan kalkmasina yol
acabilme,

3. Uzun silire alinmasma bagli olarak gastrointestinal sistemin fizyolojisi
iizerinde trofik etkilere neden olabilme gibi etkilerine atfedilmektedir

(Cheeke, 1998).

FIRCA KENAE ) ) .
EAGIRZAE LUNMENI
Diyetle alnan/
Absorblanan bagirsak bilegeni Saponin
sapotin w& {
1 ‘
Sapotin-bilezen
kompleksi
L
Saponin-sitozel a4 Saponin-mernbran
etlalesim o etlalesirm

Sekil 1.5. Saponin Etkileri (Hosstettman ve Marston, 1995)
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Saponinlerin, ince bagirsakta biiyiik 6l¢iide emilmedigi ancak kolonik mikroflora
tarafindan degisiklige ugratildigt ve bu degisiklik sonucu meydana gelen
metabolitlerin bioaktivitesinin orijinal saponinlerinkinden daha yiiksek oldugu ifade
edilmektedir (Gurfinkel ve Rao, 2003). Nitekim Ginseng saponinlerinin intestinal
metabolitinde gdzlenen antikarsinojenik etkinin, orijinal saponinlerde gézlenmedigi

belirtilmektedir (Oleszek ve Marston, 2000).

1.4.4. Saponinlerin Protein Metabolizmasina Etkisi

Cok sayida gida ve beslenme materyali hem saponinleri hem de proteinleri
icermekte ve bunlar arasinda meydana gelen etkilesimler nedeniyle bir diyetin besin
degeri etkilenebilmektedir. Saponinler proteinlerin sindirilebilirligini, kismen
sindirilebilen saponin-protein kompleksleri olusturarak degistirebilmektedir
(Francis ve ark., 2002). Soya ve Quillaja saponinlerinin proteinlerle birlestigi ve
yuksek sicakliklarda (78 °C) yiiksek molekiil agirlikli kompleksler olusturdugu in
vitro olarak gozlemlenmistir (Oleszek ve Marston, 2000; Francis ve ark., 2002).
Proteinin serbest amino gruplari ile saponin arasinda goriilen reaksiyonun bir seker
ve bir protein arasindaki reaksiyondan (Millard reaksiyonu gibi) cok daha kompleks

oldugu 6ne siiriilmektedir (Oleszek ve Marston, 2000).

Sigir serum albuminin 1s1 stabilitesi soya saponinin ilavesiyle elektrostatik
ve hidrofobik etkilesimlere bagl olarak arttigi, sigir serum albumin-soyasaponin
kompleksinin sindirilebilirliginin serbest serum albumininkinden daha diisiik
oldugu ve dolayasiyla saponinli kompleksin proteinin hidrolizini azaltic1 bir etkiye
sahip oldugu ifade edilmektedir (Francis ve ark., 2002). Kazein igeren diyete
saponin eklendiginde goriilen hipokolesterolemik etkinin bu durumun bir sonucu
oldugu ileri siirilmektedir (Oleszek ve Marston, 2000). Shimoyamada ve ark.
(2000)’nin soya saponinlerinin siit proteinlerinin triptik ve kimotriptik hidrolizleri
iizerindeki etkilerini inceledikleri ¢caliymalarinda; soya saponinlerinin, sigir serum
albumini (BSA) ile etkileserek hem tripsin hem de kimotripsine daha duyarl: hale

getirdigini buna karsin, BSA-soyasaponin kompleksinin hidrolizatindan olusan N-
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terminal 26 kDA peptid kisminin a-kimotripsine hassasiyetinin diisilk oldugunu

tespit etmislerdir.

Saponinlerin amonyak baglama 6zelliginden dolay1r (Wallace ve ark., 1994),
ciftlik hayvanlarinda c¢evreye verilen amonyagin ve kokunun kontrolii amaciyla
kullanilmaktadir. Yapilan deneysel ¢calismalarin sonuglarina gore; Yucca schidigera
(YE) ekstraktinin amonyak baglama kapasitesinin her bir ml ekstrakt i¢in 2 pmol
amonyak seklinde oldugu belirlenmistir (Cheeke, 2000). In vitro 60 ppm saponin
iceren inkiibasyon ortaminda amonyak konsantrasyonunun %15 azaldigi tespit
edilmistir (Hussain ve Cheeke, 1995). Benzer sakilde, kedi ve kopeklerin diyetine
yucca ekstrakti (YE) ilave edildiginde, diski ile yayillan kokunun azaldigi
kaydedilmektedir (Fidan ve Diindar, 2007). Killen et al. (1998), YE sicanlara
verildiginde saponininlerin proteinlerin mikrobiyal fermentasyonunu oOnlemesi
nedeniyle bagirsaklardaki indol (protein bozunmasindan agiga ¢ikan koku) diizeyini

onemli Olciide azalttigini belirtmislerdir.

Gevis  getiren  hayvanlarin  rumeninde  meydana  gelen  azot
metabolizmasindan daha fazla yararlanmak i¢in saponinler ve saponin igeren
bitkilerden yararlanilmasi {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir (Hristov ve ark., 1998;
Eryavuz ve Dehority, 2004; Selcuk, 2005). Nitekim saponin igeren Yucca
ekstraktinin (YE) serum iire ve amonyagi azalttigr gosterilmistir (Hussain ve

Cheeke, 1995, Hussain ve ark., 1996).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1.Gerec¢

2.1.1. Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Atkestanesi (Aesculus hippocastanum L.), Usak Orman
Isletme Miidiirliigii bahgesinden temin edilmis ve Usak Universitesi Egitim
Fakiiltesi Ogretim Uyesi biyolog Yard. Dog¢ Dr. Mehtap Dénmez Sahin tarafindan
teshis edildi. Golge ortamda kurutulan bitkinin ekstraksiyon islemi, “United States
Patent- 3,609,137” numarali “Process for the production of an aescin rich
concentrate of active material from Horse-chestnut seeds” patente gore yapildi.
Bitkinin ekstraksiyonunda kiiciik parcalar haline getirilen atkestanesi meyvelerinin
icermis oldugu yag1 gidermek amaciyla 6nce %2’lik asetik asit ¢ozeltisi ile 1,5 saat
daha sonra siiziilerek ayrilan bitki kismi %350 etil alkol — su c¢oziicii sistemi
kullanilarak oda sicakliginda ve karistirmali ekstre edildi. Elde edilen sulu ekstrakt
vakum altinda konsantre edilerek toz hale getirilmistir. Elde edilen bu ekstraktin
icermis oldugu etken madde miktar1 Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali tarafindan HPLC yontemiyle

belirlendi.

2.1. 2. Deney Hayvani

Aragtrmada Isparta Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen deneysel amagh 2-3 aylik 173-287 g
agirhiginda 50 adet erkek Sprague-Dawley sigan kullanildi. Hayvanlarin se¢iminde
saglikll ve bagka bir calismada kullanilmamis olmalarma 6zen gosterildi. Aragtirma
Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan FEtik Kurulunun 15.04.2008 tarih,
B.30.2.AKU.0.82.00.00/182 sayr ve AKUHEK-26-08 referans numarali onay1
dogrultusunda gerceklestirildi. Siganlar Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezinde barindirildi. Her bir grupta 10 adet sigan bulunacak sekilde biri kontrol,
dordii deneme olmak iizere toplam 5 gruba ayrildi. Gruplar birbirleriyle temas

kuramayacak sekilde alt1 adet bolmeye her bir bolmede 10 adet sican olmak {izere
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yerlestirildi. Deney hayvanlar1 7 glinliik diyete alistirma donemini takiben, 30 giin
kendilerine tahsis edilen yemle beslendiler. Yemleme giin icinde saat 09:00 ile
19:00 da olmak iizere iki kez yapildi. Siganlar deneme boyunca normal oda

sicakliginda ve 12 saat aydmnlik, 12 saat karanlik olacak sekilde barindirildi.

Arastirmada kullanilacak kontrol ve deneme grubunu olusturan hayvanlar
arastirma siiresince igerigi Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Besleme Anabilim Dali tarafindan belirlenen ve igerikleri Tablo 2.1°de
verilen standart sigcan yemi ve standart yeme gore daha yiiksek oranda kazein igeren
(Tatar, 2003) yiiksek protein diyeti ile beslendiler. Deneme boyunca sicanlara
atkestanesi ekstresi, 100 mg/kg/giin esas almmarak 20 ml %50 etil alkol-su ¢dziicli

sisteminde ¢oziilerek gastrik gavaj yolu ile verildi.

I. Kontrol Grubu (K): Standart sigan yemi + i¢cme suyu

I1. Yiiksek Protein Grubu (YP): Yiiksek protein iceren sigan yemi + igme
suyu

III. Yiiksek Protein ve Atkestanesi Ekstresi Grubu (YP + AK): Yiiksek
protein igeren sigan yemi + 20 ml %50 etil alkol-su ¢oziicii sisteminde ¢oziilen
atkestanesi ekstresi (gastrik gavajla) + icme suyu

IV. Atkestanesi Ekstresi Grubu (AK): Standart sican yemi + 20 ml %50
etil alkol-su ¢dziicii sisteminde ¢oziilen atkestanesi ekstresi (gastrik gavajla)+ icme
suyu

V. Etil Alkol Grubu (EA): Standart sigan yemi + 20 ml %50 etil alkol-su

¢Oziicii sistemi (gastrik gavajla) + icme suyu
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Tablo 2.1. Arastirmada Kullanilan Standart ve Yiiksek Protein Iceren Sican
Yeminin Analiz Sonuglar1 ve Katki Maddeleri ((%)

Standart Sican Yiiksek
Yemi Protein Iceren
Sican Yemi
Bitkisel yag 3 3
Melas 1,5 1,5
Maisir, sar1 55 34
Et-kemik unu, %34 Ham 2 0
Protein
Soya kiispesi, %46 19,19 26,95
Soya tam yagh 17,64 10
Dikalsiyum fosfat 1,3 0.4
DL- Methionin 0,26 0
Kireg tas1 0,75 1,5
L-Lizin hidroklorid 0,26 0
Sodyumbikarbonat 0,20 0,25
Tuz 0,1 0,1
Vitamin-mineral karmasi 0,3 0,3
Kimyasal analiz
Kuru Madde,% 89,3 90
Ham Protein,% 20,0 40,2
Metabolik Enerji, kcal’kg 3062 3062
Kalsiyum, % 0,93 0,90
Kul. P, % 0,45 0,43

2.1.3. Teknik Aletler

HPLC (Agilent 1100 Serisi)

Mikropleyt okuyucu (Multiscan Spectrum. Thermo Labsystem.),
Spektrofotometre (Shimadzu. UV-1601), Roche / Hitachi 917/ ACN 714
Sogutmali santrifuj (Niive. NF 1000 R.)

Hassas Terazi (Precisa. 205 ASC. 0,0001 g’a duyarl)

Vorteks (Niive. NM 110)

pH Metre (WTW. pH 330)

Manyetik Karistiric1 (Niive. HP 221)

Shaker (Niive. SC 350)

Buz Dolabi/Derin Dondurucu (Siemens)
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Multi Kanalli Otomatik Pipet (Socorex)

Ayarlanabilir Otomotik Pipetler 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000ul (Socorex)
Lityum-Heparinli Tiip

Farkli boyutlarda deney tiipii, balon joje ve beher glas (Isolab)

Mikropleyt (96 kuyucuklu)

Steril Polietilen Enjektor (5-10 cc.’lik)

Cerrahi makas, pens, doku tutucular

Cerrahi eldiven

2.1.4. Kimyasal Maddeler

Osteokalsin kiti (Biosource, Kat. No: Kap.1381)

Kalsitonin kiti (Biosource, Kat. No: Kap.0421)

Paratiroid hormon kiti (DRG- PTH Intact, EIA-3645)

Vitamin D kiti (Immun Diagnostik, 25-OH Vitamin EIA)

Total protein kiti (Chema Diagnostica, Italy. Kat. No: TPS00CH),
Ure-N kiti (BioSystems, Spain. Kat. No: 11536),

Glikoz kiti (Chema Diagnostica, Italy. Kat. No: GLF400CH),

2.2. Yontem

2.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi

Bir aylik deneme siiresi sonunda, bir gece dncesinden yem verilmeyen hayvanlar 10
mg/kg ksilazin ve 50 mg/kg Ketamin HCI enjeksiyonu ile anestezi altina alindi.
Daha sonra teknigine uygun olarak gogis kafesleri acildi. Calisir durumda iken
kalpten Sml’lik enjektorlerle heparinli ve heparinsiz tiiplere ortalama 6-9 ml kan
almarak tiipler soguk zincir altinda zaman kaybetmeden laboratuvara getirildi.
Heparinli kan 6rneklerinin Niive NF 1000 R model santrifiij cihazi ile 3500 rpm’de
10 dk. Santrifiij edilerek plazmalar1 ayrilmistir. Plazmalar 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere alinarak, biyokimyasal parametreler inceleninceye kadar -30°C’de derin

dondurucuda saklanmistir. Heparinsiz tiiplere alinan kan O&rnekleri de oda
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sicakliginda bekletildikten sonra santrifiij edilerek tiipiin listiinde toplanan berrak
serum numunesi ependorf tliplere aktarildi (Baysu Sozbilir ve Baysu, 2008).
Serumda kalsiyum, fosfor ve alkalen fosfataz diizeyleri belirtilen yontemlerle ayni
giin Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya
Anabilimdali laboratuarinda tayin edildi. Plazma 6rneklerinde; PTH, kalsitonin, D

vitamini, osteokalsin , protein, lire azotu ve glikoz analizleri yapild:.

2.2.2. Kalsiyum Tayini

Kolorimetrik yontem uyguland.
Prensibi: Kalsiyum+o-kresolftalein kompleksonalkalin ¢ozelti — kalsiyum-o-
kresolftalein kompleksi
Olusan mor kompleksin renk yogunlugu kalsiyum konsantrasyonu ile dogru
orantilidir ve fotometrik olarak olgtildii.
R1: Etil alkolamin tampon: 1 mol/L, pH 10.6
R2: o-kresolftalein komplekson : 0.3 mmol/L; 8-hidroksiquinolin: 13.8 mmol/L;
hidroklorik asit:122 mmol/L

1. Ornek ve R1’in (tampon) ilavesi

2. R2’nin (kromogen) ilavesi ve reaksiyonun baglamasi

Sonuglar mg/dl biriminde hesaplandi.

2.2.3. Paratiroid Hormon (PTH) Tayini

Prensibi: Ozgiil antijen-antikor baglanmasimin antikorlara horseradish peroksidaz
gibi bir enzim baglanmasive bu enzim substratiminrenkli iirlinlere doniistiiriilmesi
suretiyle gosterilmesi esasina dayali immiinokimyasal 6l¢tim teknigine dayanan

ELISA yontemi kullanild1.

DRG Intact PTH Immunassay, PTH’in biyolojik olarak bozulmamis 84
amino asit zincirinin 6l¢iimii i¢in kullanilan bir ELISA testi olup PTH molekiilii
iizerinde cok 1iyi belirlenmis bdlgeler icin spesifik olabilen iki farkli poliklonal

antikor afinite kromatografisi ile saflastirilmistir. Birinci antikor sadece orta
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bolgeye ve C- terminal PTH 39-84’¢ baglanmasi i¢in hazirlanmistir ve bu antikor
biotinlenmistir. Diger antikor ise sadece N-terminal PTH 1-34’e baglanmasi i¢indir
ve bu antikor tespit i¢in hoseradish peroksidasyon (HRP) ile isaretlenmistir.
Streptavidin Well- biyotinlenmis Anti- PTH (39-84) bozulmamis PTH-Anti-PTH
(1-34) ile konjuge HRP orta bdlge ve C-terminal kisimlar1 biotinlenmis anti-PTH
(39-84) tarafindan kusatilmis olmasina ragmen sadece bozulmamis PTH (1-84)
analiz i¢in gerekli sandwich kompleksini olusturur.

1. Kalibratorler, kontroller ve Ornekler Streptavidin ile kaplanmis
mikropleytte enzim isaretli antikor ve bir biotin ile birlesmis antikor
ile eszamanli olarak inkiibe edildi.

2. Inkiibasyonun sonunda bagli olmayan bilesenler yikanarak
uzaklastirildi ve sabit faza bagli enzim substsrat olarak kullanilan
tetrametilbenzidin (TMB) ile inkiibe edild1.

3. Asidik bir reaksiyon sonlandirici ¢ozelti ilavesiyle reaksiyon
sonlandirilirken renk sartya doner. Sar1 rengin siddeti Ornekteki
PTH’1in konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Kalibratorlerden elde
edilen sonuglar kullanilarak konsantrasyona karsilik gelen absorbans
egrisi olusturulur (450 nm dalga boyu). Ornekteki PTH

konsantrasyonu bu egriden belirlendi.

2.2.4. 25-Hidroksi Vitamin D (25-OH Vit D) Tayini

Prensibi: 25-OH Vit D belirleyici ile birlikte 6rnekte bulunan 25-OH Vit D’nin
yarigmasidir. Biitiin bu siiregte 25-OH Vit D, vitamin D baglayan proteine (vitamin

binding protein-VDBP) baglanir.

1. Ik inkiibasyon asamasinda ornek, standartlar, kontrol, VDBP, ve
VDBP- antikoru, bu protein i¢in 6zel bir antikor sabit faza ilave edildi.
2. Ornekte bulunan 25-OH Vit D, baglayici proteinin spesifik baglanmasi
icin mikropleyt iizerinde bulunan belirleyici ile yarisir ve VDBP-
Antikoru, VDBP’e  baglamr.  Ornekteki 25-OH Vit D

konsantrasyonunun artmastyla baglayici protein miktar1 azalir.
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Yikama asamasinda bagli olmayan bilesenler uzaklastirildiktan sonra
VDBP  miktar tayini, enzim substrati olarak, TMB’nin
(tetrametilbenzidin) kullanildig1 spesifik peroksidaz isaretli antikorun
kullanilmasiyla inkiibasyon sonunda gergeklestirildi.

Asidik bir reaksiyon sonlandirici reaktifin ilavesiyle reaksiyon
sonlandirilir. Olusan sar1 rengin siddeti 6rnekteki 25-OH Vit D’nin
konsantrasyonu ile ters orantiidir (450 nm dalga boyu).
Kalibratorlerden elde edilen sonuclar kullanilarak konsantrasyona
karsilik gelen absorbans egrisi olusturulur. Ornekteki 25-OH Vit D

konsantrasyonu bu egriden belirlendi.

2.2.5. Kalsitonin Tayini

Prensibi:

I.

3.

Bu yontem sandwich ELISA teknigine dayanmaktadir. Sirasiyla;
Kalibratorler ve oOrnekler mikropleyt iizerinde kapli bulunan
monoklonal antikor (MAb1) ve horseradish peroksidaz ( HRP) ile
isaretlenmis bir monoklonal antikor (MAb2) ile reaksiyona girer.
Inkiibasyon siiresini takiben, MAb1, human CT (kalsitonin), MAb2-
HRP seklinde bir sandwich olusur.

Bagli olmayan bilesenler uzaklasincaya kadar yikama islemi yapilir.

Enzim isaretli bagli antikor, kromojenik bir reaksiyonla belirlendi.

Kromojenik ¢ozeltinin ilavesinden sonra inkiibe edildi. Stop ¢ozeltisinin

ilavesiyle reaksiyon sonlandirilarak mikropleyt uygun dalga boyunda

okundu. Substrat donilisiim miktar1 kalsitonin konsantrasyonu ile orantili

absorbans 6l¢iimii ile kolorimetrik olarak belirlendi (450 nm dalga boyu).

2.2.6. Osteokalsin Tayini

Prensibi:

Bu yontem sandwich ELISA teknigine dayanmaktadir. Deney,

monoklonal  antikorlarm  (MAbs), insan  osteokalsin  epitoplarina

yonlendirilmesiyle gerceklestirilir.
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1. Kalibratér ve orneklerdeki osteokalsin, mikropleyt {izerinde bulunan
monoklonal antikor (MAbl) ve horseradish peroksidaz (HRP) ile
isaretlenmis bir monoklonal antikor (MADb2) ile reaksiyona girdi.

2. Inkiibasyon siiresini takiben “ MAbI, human osteokalsin, MAb2-HRP”
seklinde bir sandwich olustu.

3. Bagl olmayan bilesenler uzaklagincaya kadar yikama islemi yapild.

4. Baglanmis haldeki enzim isaretli antikor, kromojenik bir reaksiyon
yardimi ile 6lgiiliir. Bunun i¢in kromojenik bir ¢ozelti ilave edildikten
sonra inkiibe edildi. Stop ¢ozeltisinin ilavesi ile reaksiyon sonlandirilirak
uygun dalga boyunda (450 nm) okuma yapildi.

5. Substrat donilisiim miktari, osteokalsin konsantrasyonu ile orantili olan
absorbansin Olciilmesiyle kolorimetrik olarak belirlendi. Hazirlanan
kalibrasyon  egrisinden  Ornekteki  osteoklasin  konsantrasyonu

interpolasyonla belirlendi.

2.2.7. inorganik Fosfor Tayini

Prensibi: Inorganik fosfat, ortamda H,SO4 bulunmasi halinde amonyum molibdat
ile formiilii (NH4)3;[PO4(M00O3);2] olan fosfomolibdat kompleksi olusturur. Olusan
mavi renk ayni isleme tabi tutulmus standart fosfat c¢ozeltisi ile karsilastirilir.
Kompleks fotometrik olarak ultraviyole bolgede (340 nm) belirlenir.
R1: Siilfuirik asit: 0.36 mol/L; deterjan
R2: Amonyum molibdat:3.5 mmol/L; siilfiirik asit: 0.36 mol/L; sodyum kloriir: 150
mmol/L

1. Ornek ve R1’in ilave edildi

2. R2’nin ilave edilerek reaksiyon baslatildi.

2.2.8. Alkalen Fosfataz (ALP) Tayini

Prensibi: Ortamda magnezyum ve ¢inko iyonlarinin bulunmas:t halinde p-

nitrofenilfosfat, fosfatazlar tarafindan fosfat ve p-nitrofenol olusturmak iizere
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hidrolize olur. Olusan p-nitrofenol, ALP aktivitesi ile dogru orantihidir ve
fotometrik olarak o6lgiiliir.
R1: Dietil alkoldiamin tampon: 1.02 mol/L, pH 9.8
R2: Dietil alkolamin tampon: 1.02 mol/L, pH 9.8; magnezyum kloriir: 0.51
mmol/L; p-nitrofenil fosfat: 61 mmol/L

1. Ornek ve R1’in (tampon) ilavesi

2. R2 (tampon/substrat)’m ilavesi ve reaksiyonun baslamasi

ALP
p-nitrofenil fosfat + H,O —— > fosfat + p-nitrofenol

Mg2+

Ortamda magnezyum ve ¢inko iyonlarinin bulunmasi halinde p-nitrofenil fosfat
fosfatazlar tarfindan fosfat ve p-nitrofenol olusturmak tizere hidrolize oldu. Olusan

p-nitrofenol ALP aktivitesi ile orantilidir ve fotometrik olarak 6l¢iildii.

2.2.9. Total Protein Tayini

Prensibi: Proteinlerin yapisindaki peptid baglari, alkalin ¢ozeltide 520-560 nm.’de
absorbans1 okunan mavi-mor kompleks olusturmak {izere Cu(Il) ile reaksiyona
girerler. Her bir Cu(Il), 6 peptid bagla kompleks olusturabilir. Tartarat tuzu bir
stabilizatordiir ve iyodid iyonlar1 alkalin kuprik kompleksin kendi kendine
rediiksiyonunu Onlemek icin ilave edildi. Hazirlanan oOrnekler 540 nm’de

spektrofotometrik yontemle Ol¢iilmiistiir. Sonuglar g/dl olarak hesaplanmistir.

2.2.10. URE AZOTU TAYINi

Prensibi: Yontem kandaki proteinlerin deproteinize edildikten sonra lireaz enzimi
ile lirenin parcalanmasi esasma dayanir. Analiz 0rnegi igerisindeki iire asagida
gosterilen reaksiyon ¢ifti yardimiyla spektrofotometrede Olgiilebilen renkli bir

kompleks olusturdu.
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Ure + H,O iireaz 2NH, + CO,

»
| o

NH," + salisilat + NaClO  nitroprussid indofenol

»
| o

2.2.11. GLIKOZ TAYINi

Prensibi: Glikoz oksidaz enzimi, glikozun glukonik asit ve H,O;’e oksidasyonunu
katalize eder. Olusan rengin yogunlugu glikoz konsantrasyonu ile orantilidir ve
fotometrik olarak 510 nm’de Olciildii. Elde edilen absorbanslardan sonuglar mg/dl

olarak hesapland:.

2.2.12. ISTATISTIK ANALIZLER

Yapilan caligmalar sonucunda elde edilen veriler SPSS 13.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi (Ozdamar, 2003). Verilerin ortalamalar1 + standart
hatalariyla ifade edildi. Elde edilen verilerin normallik testleri yapilmis ve gruplar
arasindaki istatistiksel farklar1 saptamak icin ANOVA testi, post-test olarak Duncan
testi uyguland. Istatistiksel anlamlilik i¢in P<0,05 degeri segildi.
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3. BULGULAR

3.1. Atkestanesi Ekstresinin HPLC Analizi Sonuclar

FLD1 A, Ex=373, Em=448 (SIAACI\31010590.D)
Ly
3.5
.
2.5
]
1.5+
.
g g
T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 m

Grafik 3.1. Igerisinde Sialik Asit Bulunmayan ve Tiirevlendirmede Kullanilan

Kimyasallarin Bulundugu Analiz

FLD1 A, Ex=373, Em=448 (SIAACI\31010505.D)
Ly
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Grafik 3.2. Sialik Asit (N-Asetil Neurominik Asit) Analizi
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FLD1 A, Ex=373, Em=448 (SIAACI\31010514.D)
w 4 8

Grafik 3.3. N-Asetil Norominik Asit ve N-Glikolilndrominik Asit Analizi

Tablo 3.1. Ekstredeki Aescin Miktar1 ve Aescinin Bilesimi (%)

Aescin 58,28

Aescin la 55,25

Aescin 1b 19,21

Isoaescin 1a | 20,07

Isoaescin 1b | 5,14

3.2. Hormonlar ve Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler

Yiiksek protein iceren diyetle beslenen sigcanlara atkestanesi agacinin (4esculum
hippocastanum L.) tohumlarmmdan elde edilen ekstrakt verilmesinin ozellikle
kalsiyum ve kemik metabolizmasi lizerindeki etkilerinin arastirildigi ve toplam 30
giin siiren denemede elde edilen kalsiyum, PTH, vitamin D, kalsitonin, osteokalsin,
fosfor, ALP, total protein, lire azotu ve glikoz diizeyler ile istatistiksel degerleri
Tablo 3.2.°de wverildi. Yiksek protein tiiketimi ve atkestanesi ekstresi
uygulamalarmin serum Ca diizeylerine etkisinin olmadigi, buna karsmn etil alkol
uygulamasinin sézkonusu parametreyi Kontrol ve deneme gruplarmma gore

istatistiksel anlamda onemli diizeyde (P< 0.001) diisiirdiigii bulundu (Tablo 3.2.).
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Arastrmada; PTH, kalsitonin, osteokalsin ve ALP diizeyleri bakimindan
uygulamalar arasinda istatistiksel anlamda bir farkliligin olmadigi (P> 0.10) tespit
edildi (Tablo 3.2.). Tablo 3.2. incelendiginde, vitamin D diizeylerini kontol
grubuna gore; yiiksek protein uygulamasinin etkilemedigi, yliksek proteinle birlikte
atkestanesi ekstresi uygulamasi ile etil alkol uygulamalarinin ise 6nemli (P< 0.07)
diizeyde artirdigi gozlendi. Calismada, serum fosfor diizeyleri yiiksek proteinle
beslenen hayvanlarda Kontrol grubundakilerden 6nemli diizeyde (P < 0.001)
yiiksek oldugu, buna karsin diger deneme gruplarinda Kontrol grubuna gore 6nemli
bir farkliligin olmadigi bulundu (Tablo 3.2.). Yiiksek protein tiiketimine bagli
olarak plazmada total protein diizeyleri rakamsal bir artis saglamasma ragmen
istatistiksel bir dneme ulasmazken, etil alkol verilen hayvanlardaki total protein
diizeylerinin yiiksek protein tiiketenlerinkinden 6nemli diizeyde (P < 0.05) disiik
oldugu bulundu (Tablo 3.2.). Tablo 3.2. incelendiginde, plazma iire azotunun;
Kontrol grubuna gore yiiksek protein tiiketen hayvanlarda 6nemli diizeyde yiliksek
oldugu (P< 0.001), atkestanesi akstresinin yiiksek protein iceren ve kontrol yemiyle
beslenen hayvanlardakine gore onemli diizeyde diisiirdiigii (P< 0.001), etil alkol
uygulamasinin ise sézkonusu parametreye etkisinin olmadigi goriildii. Arastirmada,
etil alkol uygulamasi yapilan hayvanlarda plazma glikoz diizeylerinin diger

gruplardakinden 6nemli diizeyde (P < 0.001) yiiksek oldugu bulundu (Tablo 3.2.).
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Osteokalsin, Fosfor, ALP, Total Protein, Ure Azotu ve Glikoz Diizeylerine Etkileri (n=10, = SEM).

PTH, Vitamin D, Kalsitonin,

Parametre I. Kontrol (K) II. Yiiksek III. Yiiksek Protein | IV. Atkestanesi | V. Etil Alkol P
X+SE Protein Grubu ve Atkestanesi Ekstresi Grubu (EA)
(YP) Ekstresi Grubu (YP | Grubu (AK) X+SE
X+SE + AK) X+SE
X £SE

Kalsiyu 10,34+0,17° 10,77+0,16° 10,77+0,10° 10,32+0,14° 9,62+0,11° 0,000
m (mg/dl)
PTH (pg/ml) 62,22+1,46 60,00+0,00 61,42+1,42 61,11+1,11 63,00+1,52 0,616
Vitamin D (pg /ml) 20,76+1,34° 23,67+2,25% 29,51+0,90* 23,88+2,27% | 31,62+2,84° 0,007
Kalsitonin(pg/ml) 1,37+0,42 0,74+0,23 1,06+0,31 1,25+0,38 1,90+0,63 0,528
Osteokalsin(pg/ml) 56,66+1,66 56,66+2,10 55,7142,02 58,75+4,40 60,00+2,10 0,797
inorganik Fosfor (Pi, mg/dl) | 8,92+0,21° 11,28+0,49° 9,92+0,39° 8,98+0,39° 9,17+0,21° 0,000
ALP (U/) 594,33 + 54,40 783,25 + 8438 824,85 + 83,57 736,10 £ 46,46 | 686,33 +61,31 | 0,143
Total Protein (g/dl) 6,68 £ 0,09° 7,06 +0,17° 6,96 +0,12*° 6,37+0,20% [6,17+0,34°¢ 0,022
Ure Azot (mg/dl) 23,90 +1,29° 31,34 £ 0,67° 2525+ 1,39° 1961 + 1,13 | 24,31+0,95" 0,000
Glikoz (mg/dl) 72,64 +2,18™ 73,71+ 3,57 84,44 £ 6,32° 68,63 +4,41° |108,03+3,33* 0,000

abse, Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasinda farklilik nemlidir.
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3.2.1 Serum Kalsiyum Diizeyleri
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Grafik 3.4. Serum Kalsiyum Diizeyleri

Calismada serum kalsiyum diizeyleri; Kontrol grubunda 10,34 + 0,17 mg/dl, yiiksek
protein iceren diyetin uygulandigi grupta 10,77 £ 0,16 mg/dl, yliksek protein ile
birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 10,77 + 0,10 mg/dl, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 10,32 £+ 0,14 mg/dl ve etil
alkol ve su karisimi1 uygulamasi yapilan diyette ise9,62 = 0,11 mg/dl olarak tespit
edildi. Serum kalsiyum diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.4.’de
verilmistir. Tablo ve grafikte de goriildiigii lizere serum kalsiyum diizeyi kontrol
grubu ve gore etil alkol uygulamasi yapilan grup arasindaki kalsiyum farki

istatistiksel olarak dnemlidir (p=0,000).
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3.2.2. Plazma Paratiroid Hormon (PTH) Diizeyleri
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Grafik 3.5. Plazma Paratiroid Hormon (PTH) Diizeyleri

Calismamizda plazma PTH diizeyleri Kontrol grubunda 62,22 + 1,46 pg/ml, yiiksek
protein iceren diyetin uygulandigi grupta 60,00 = 0,00 pg/ml, yliksek protein ile
birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 61,42 + 1,42 pg/ml, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 61,11 £ 1,11 pg/ml ve etil
alkol ve su karigimi uygulamasi yapilan diyette ise 63,00 £ 1,52 pg/ml olarak
Olgtilmiistiir. Plazma PTH diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.5.’de
verilmistir. Tablo 3.2. ve grafikte 3.5.°de goriildiigi lizere deneme gruplarinda

Kontrol grubuna gore istatistiksel onemde bir farklilik kaydedilmemistir (P = 0,616).
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3.2.3. Plazma Vitamin D Diizeyleri
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Grafik 3.6. Plazma Vitamin D Diizeyleri

Calismamizda plazma Vitamin D diizeyleri Kontrol grubunda 20,76 + 1,34 pg/ml,
yiiksek protein i¢eren diyetin uygulandigi grupta 23,67 + 2,25 pg/ml, yiiksek protein
ile birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 29,51 + 0,90 pg/ml, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 23,88 + 2,27 pg/ml ve etil
alkol ve su karigimi uygulamasi yapilan diyette ise 31,62 + 2,84 pg/ml olarak
Ol¢tilmiistiir. Plazma Vitamin D diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.6.’da
verilmistir. Kontrol ve etil alkol gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir

(p=0,007).
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3.2.4 Plazma Kalsitonin Diizeyleri
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Grafik 3.7. Plazma Kalsitonin Diizeyleri

Calismamizda plazma kalsitonin diizeyleri Kontrol grubunda 1,37 + 425,43 pg/ml,
yiiksek protein i¢eren diyetin uygulandigi grupta 0,75 £ 0,57 pg/ml, yiiksek protein
ile birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 1,06 = 0,31 pg/ml, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 1,24 + 0,38 pg/ml ve etil
alkol ve su karisimi uygulamasi yapilan diyette ise 1,90 + 0,63 pg/ml olarak
Olctilmiistiir. Plazma kalsitonin diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.7.’de
verilmistir. Tablo ve grafikten de goriilecegi gruplar arasinda istatistiki olarak

anlamli bir farklilik kaydedilmemistir (p=0,528).
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3.2.5. Plazma Osteokalsin Diizeyleri
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Grafik 3.8. Plazma Osteokalsin Diizeyleri

Calismamizda plazma osteokalsin diizeyleri Kontrol grubunda 57,77 £ 1,66 pg/ml,
yiiksek protein igeren diyetin uygulandigi grupta 56,66+£2,10 pg/ml, yiiksek protein
ile birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 55,71+2,02 pg/ml, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 58,75+4,40 pg/ml ve etil
alkol ve su karisimi uygulamasi yapilan diyette ise 60,00+£2,10 pg/ml olarak
Olctilmiistiir. Plazma osteokalsin diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.8.’de
verilmistir. Tablo ve grafikte de goriildiigii iizere deneme gruplarinda Kontrol

grubuna gore istatistiksel dnemde bir farklilik kaydedilmemistir (0,797).
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3.2.6. Serum Inorganik Fosfor Diizeyleri
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Grafik 3.9. Serum Inorganik Fosfor Diizeyleri

Calismamizda serum fosfor diizeyleri Kontrol grubunda 8,92 + 0,21 mg/dl, yiiksek
protein iceren diyetin uygulandigir grupta 11,28 £ 0,49 mg/dl, yiliksek protein ile
birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 9,92 + 0,39 mg/dl, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 8,98 + 0,39 mg/dl ve etil
alkol ve su karisimi uygulamasi yapilan diyette ise 9,17 = 0,21 mg/dl olarak
Olgtilmiistiir. Serum fosfor diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.9.°da
verilmistir. Tablo ve grafikte de goriildiigi lizere serum fosfor diizeyi kontrol ve
deneme grubu ile gore etil alkol uygulamasi yapilan grup arasindaki fosfor diizeyi

farkliliklari istatistiksel olarak 6nemlidir (p=0,000).
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3.2.7. Serum Alkalen Fosfataz (ALP) Diizeyleri
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Grafik 3.10. Serum Alkalen Fosfataz (ALP) Diizeyleri

Calismamizda serum ALP diizeyleri Kontrol grubunda 594,33 + 54,40 U/I, yiiksek
protein igeren diyetin uygulandigi grupta 783,25 + 8438 U/l, yiiksek protein ile
birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 824,85 + 83,57 U/I, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 736,10 + 46,46 U/l ve etil
alkol ve su karisimi uygulamasi yapilan diyette ise 686,33 + 61,31 U/l olarak
Olgtilmiistiir. Serum ALP diizeylerine ait veriler Tablo 3.2 ve Grafik 3.10.’da
verilmistir. Tablo ve grafikte de goriildiigii iizere deneme gruplarinda Kontrol

grubuna gore istatistiksel onemde bir farklilik kaydedilmemistir (P = 0,143).



56

3.2.8. Plazma Total Protein Diizeyleri
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Grafik 3.11. Plazma Total Protein Diizeyleri

Calismamizda plazma total protein diizeyleri Kontrol grubunda 6,68 + 0,09 g/dl,
yiiksek protein igeren diyetin uygulandigi grupta 7,06 + 0,17 g/dl, yiiksek protein ile
birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 6,96 + 0,12 g/dl, normal diyet
ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 6,37 £ 0,20 g/dl ve etil alkol ve
su karigimi uygulamasi yapilan diyette ise 6,17 + 0,34 g/dl olarak Olgiilmiistiir.
Plazma total protein diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.11.’de verilmistir.

(p =0,022)
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3.2.9. Plazma Ure Azotu Diizeyleri
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Grafik 3.12. Plazma Ure Azotu Diizeyleri

Calismamizda plazma iire azotu diizeyleri Kontrol grubunda 23,90 + 1,29 mg/dl,
yiiksek protein i¢eren diyetin uygulandigi grupta 31,34 + 0,67 mg/dl, yiiksek protein
ile birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 25,25 + 1,39 mg/dl, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 19,61 + 1,13 mg/dl ve etil
alkol ve su karigimi uygulamasi yapilan diyette ise 24,31 + 0,95 mg/dl olarak
Olgtilmiistiir. Serum kalsiyum diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.12.°de
verilmistir. Tablo 3.2 ve grafik 3.12’de goriildiigli iizere yiliksek protein iceren
diyetin uygulandig1 grup ile kontrol ve diger deneme gruplar1 plazma iire azotu

diizeyleri arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p = 0,000)
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3.2.9 Plazma Glikoz Diizeyleri
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Grafik 3.13. Plazma Glikoz Diizeyleri

Calismamizda plazma glikoz diizeyleri Kontrol grubunda 72,64 + 2,18 mg/dl,
yiiksek protein i¢eren diyetin uygulandigi grupta 73,71 + 3,57 mg/dl, yiiksek protein
ile birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta 84,44 + 6,32 mg/dl, normal
diyet ile birlikte atkestanesi ekstresinin uygulandigi grupta 68,63 + 4,41 mg/dl ve etil
alkol ve su karisimi uygulamasi yapilan diyette ise 108,03 £ 3,33 mg/dl olarak
Olctilmiistiir. Plazma glikoz diizeylerine ait veriler Tablo 3.2. ve Grafik 3.13.’de

verilmistir.
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4. TARTISMA

Kalsiyum metabolizmasinin  degerlendirilmesinde bir takim biyokimyasal
belirteclerden yararlanilmakta ve bu sayede kalsiyumun viicuttaki en biiyiik
deposunu olusturan kemik dongiisiindeki bozukluklarin tespit edilmesinde kemik
kaynakli belirteclerin serum veya idrardaki miktar tayini yaygin olarak
kullanilmaktadir. Saponin igeren bitkilerin hipokolesterolemik, hipoglisemik
(Mahaday ve ark., 2001, Francis ve ark. 2002) ve hemolitik aktivitelerini (Kogkar,
1989, Sagdicoglu, 2000) konu alan ¢ok sayida ¢alisma yapilmis olmasina ragmen,
saponinlerin yliksek protein igeren diyetin kalsiyum ve kemik metabolizmasinda
meydana getirdigi degisiklikler ile bu metabolizmada rol alan hormonlarla
etkilesimini ele alan bir calismaya rastlanilamamistir. Bu nedenle, yiiksek protein
iceren diyet ile triterpenik saponinleri iceren atkestanesi agacit (Aesculum
hippocastanum L.) tohumlarinin etil alkoldaki ekstraktinin 6zellikle kalsiyum ve
kemik metabolizmas1 {iizerindeki etkilerinin arastirildigi bu calismada; hayvan
materyali olarak kullanilan sicanlar, kontrol yemi, protein igerigi yiiksek yem,
kontrol yemi ve atkestanesi tohumunun etil alkol ekstrakti verilmis, protein igerigi
yiiksek yem ve atkestanesi tohumunun etil alkol-su ile ekstraksiyonundan elde edilen
ekstrakt1 verilmis ile kontrol yemi ve etil alkol verilmis 5 degisik gruba
ayrilmislardir.

Insan ve hayvan saghiginim korunmasi ile hayvanlarda verim artis1 saglayacak
sentetik katki maddelerine alternatif olarak tiim diinyada dogal bitkisel iirtinlerden ve
bunlarin ekstraktlarindan yararlanilmasi amaciyla yapilan calismalardan elde edilen
bulgular neticesinde, giinliik optimum saponin tiiketiminin 65 ila 100 mg/kg canl
agirhik arasinda olmasi gerektigi bildirimlerinden (Preston ve ark., 1987; Cheeke,
1998; Francis ve ark., 2002; Sparg ve ark, 2004; Aslan ve ark., 2006; Cigerci ve ark.,
2009) hareketle calismada, atkestanesi agaci tohumlarindan elde edilen etil alkol
ekstraktinin 100 mg/kg canli agirlik dozu kullanilmistir. Bu aragtirmada kullanilan
atkestanesi tohumlarindan hazirlanan ekstraktin %58,28 oraninda en Onemli
triterpenoid saponin bielsenlerinden biri olan “escin” icerdigi tespit edildi. Siganlarin

yemindeki protein diizeyi % 10’dan 20-25’e ¢ikartildiginda, viicut yag kitlesinin ve
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canli agirhigm azaldigi yoniindeki bildiriden (Thonney ve Ross, 1987) hareketle
calismada, yiiksek protein gruplarinin yemine protein katkisi olarak % 25 kazein
ilavesi yapilmis, bu sayede yemin HP oram1 %20’den % 40’a ¢ikartilmistir.
Calismada; atkestanesi tohumunun ekstraksiyonunda kullanilan etil alkoliin
muhtemel etkilerinin ortaya konmasi amaciyla, kontrol yemiyle beslenen sicanlara

20 ml %50 etil alkol-su karisimi gastrik gavaj yolu ile verilmistir.

Aragtirmada, 30 giin siiren denemenin sonunda tiim gruplardaki hayvanlardan
alman kan Orneklerinde elde edilen serum kalsiyum diizeyi 9.62 ila 10.77 mg /dl
arasinda tespit edilmis ve bu degerlerin siganlar i¢in kabul edilen normal degerler
arasinda oldugu goézlenmistir (6.00 ile 10.6 mg/dl) (Kaneko, 1989; Patrick ve ark.,
1998; Thrall ve ark. 2004). Caligmada; gerek yiiksek proteinin gerekse atkestanesi
ekstresinin serum Ca diizeyleri lizerine etkisinin olmadigi, buna karsin etil alkol
verilmesinin s6zkonusu degeri 6nemli diizeyde diisiirdiigii bulundu. Yiiksek protein
tiketiminin idrarla atilan Ca miktarim1 artirarak Ca metabolizmasmi olumsuz
etkiledigi yOniindeki bildirimlerin (Bell ve ark., 1975; Ginty, 2003) aksine, bu
calismada yiiksek protein tiiketiminin serum Ca diizeyini etkilemedigi bulundu. Bu
bulgunun, insanlarda yiiksek ve diisiik et tiiketiminin kalsiyum metabolizmasinda
herhangi bir degisime yol agmadig1 yoniindeki bildirimle uyumlu oldugu gozlendi
(Hunt ve ark., 1995). Calismada; idrarla atilan Ca miktar1 belirlenmemis olmasina
ragmen, yiiksek protein tiikketiminin serum Ca diizeyini etkilememesinin nedeni,
yiiksek protein tiiketimine bagli bagirsaklardan Ca emilimindeki artig olabilir.
Nitekim, yliksek protein tiilketimine bagl olarak idrarla atilan Ca diizeyi yiikselirken,
ayn1 zamanda bagirsaklardan emilen Ca diizeyinin de arttig1 ve idrarla atilan Ca’un
% 80’inin bagirsaklardan emilen Ca artistyla karsilandigi kaydedilmektedir
(Kerstetter ve ark., 2003).

Bu calismanin 6nemli arastirma konusundan birisi de saponinlerin Ca
homeostazisindeki degisikliklere etkisinin belirlenmesiydi. Steroidal saponin iceren
Yucca schidigera ekstraktlar1 verilen hayvanlarda kanda Ca diizeyinin yiikseldigi
yoniindeki bildirimelerin (Gtli¢lii, 2003; Avci ve ark., 2007) aksine ¢alismada; kontrol

grubuna gore, normal diyetle birlikte atkestanesi ekstresi uygulamasi yapilan grupta
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serum Ca diizeyi bakimindan istatistiksel anlamda bir fark olmadigi bulundu.
Southon ve ark. (1988), domuzlarm yemine yonca (Medicago sativa) saponinleri
ilave edildiginde serum Ca diizeyinin azaldigini tespit etmislerdir. Bu ¢alismada elde
edilen bulgu ile diger bildirimler (Southon ve ark., 1988; Giiglii, 2003, Avci ve ark.,
2007) arasindaki farklilgin nedeni, kullanilan saponinlerin yapilar1 (triterpenoid veya
steroidal), uygulama dozu ve saponinlerin eldesinde kullanilan ekstraksiyon islemi
ile materyal olarak kullanilan farkli sindirim sistemine sahip hayvanlardaki

farkliliklardan kaynaklanabilir (Francis ve ark., 2002; Sparg ve ark., 2004).

Alkol tiiketiminin iskelet sistemi tiizerinde olumsuz etkilerinin oldugu
bildirimini (Hogan ve ark., 1997) destekler nitelikte bu calismada, etil alkol
uygulamasi yapilan hayvanlardaki serum kalsiyum diizeyleri, kontrol ve diger
deneme gruplarinkinden 6nemli oranda diisiik oldugu tespit edildi. Alkol tiiketimine
baghh kan kalsiyum degisikliklerin belirlenmesine yonelik daha ©nce yapilan
calismalarda; sicanlara uzun siireli olarak toksikasyonu karakterize eden dozda etil
alkol uygulamasi yapildiginda serum kalsiyum diizeyinde herhangi bir degisiklik
olmadig1 (Baran ve ark., 1980) ya da diisiirdiigii ( Peng ve Gitelman, 1974)
bulunmustur. Arastirmada; etil alkoliin kan Ca diizeyini disiiriicii etkisinin, kontrol
yemiyle beslenen ve atkestanesinin etonol ekstresi verilen siganlarda gozlenmemesi,
saponinlerin etil alkoliin emilimini dnlemesine baglanabilir. Nitekim, Yoshikawa ve
ark. (1994) atkestanesinden elde edilen saponinlerin etil alkoliin emilimini 6nledigini
bulmuslardir. Bu bulgu, saponinlerin birlikte kullanildiginda alkol tiiketiminin iskelet

sistemi iizerine olan olumsuz etkisinin 6nlenebilecegine isaret etmektedir.

Calismada; kemik olusumu ve kemik resorpsiyonun diizenlenmesi ile
ekstraseliiler Ca ve P homeostazisinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir hormon olan PTH
diizeyleri, 60 ila 63 pg/ml arasinda bulundu ve bu degerlerin Kaneko (1989)
tarafindan bildirilen (70-700 pg/ml) normal degerlerin alt sinirina yakn, Hunt ve ark.
(2009)’nin insanlarda bildirdigi degerlerin (30-33 pg/ml) lizerinde oldugu goézlendi.
Bu arastirmada, gerek yliksek protein tiiketimi ve atkestanesi ekstresi verilmesi
gerekse etil alkol uygulamasinin sézkonusu parametre iizerine etkili olmadigi

bulundu. Yiiksek protein tiiketiminin PTH {iizerine etkisinin olmamasi, Roughead ve
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ark. (2003) ile Hunt ve ark. (2009)’nin bildirimleriyle uyumluydu. Kan Ca diizeyinin
kontroliinde 6nemli bir hormon olan PTH’un kan diizeylerine saponinlerin etkilerini
belirlemeye yonelik arastirmaya rastlanilamamistir. Bu arastirma, atkestanesi
ekstresinin PTH iizerine etkilerini belirlemeye yonelik elde edilen ilk bulgular:
icermekte ve saponinlerin PTH diizeyini etkilemedigini gostermektedir. Alkol
tikketiminin insanlarda kan PTH diizeylerini diislirdiigii bildirilmektedir (McCarty ve
Thomas, 2003). Etil alkol uygulamasma bagli serum Ca diizeyindeki azalmanin
PTH’un baskilanmasindan kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (Peng ve Gitelman,
1974). Bununla birlikte, bu ¢alismada etil alkoliin PTH diizeyini etkilememesi,
yukarida verilen calismalarin bulgulariyla ¢elismektedir. Bunun nedeni muhtemelen
paratiroid bezinin kan Ca diizeyine verdigi cevabin yetersizliginden kaynaklanabilir.
Nitekim, Chanard ve ark. (1980) siganlarda yaptiklar1 arastirmada, akut etil alkol
verilmesinin serum kalsiyum diizeyindeki diismeye paratiroid bezinin verdigi cevabi

azalttigini1 bulmuslardir.

Serum vitamin D diizeyi; giinlik vitamin D tiikketimi (kolekalsiferol ve
ergokalsiferol) ve derideki 7-dehidrokolesteroliin giines 1s1gmna maruz kalmasi
(kolekalsiferol) gibi ¢evresel faktorlerden onemli diizeyde etkilenmektedir (Baysu
So6zbilir ve Baysu, 2008). Bununla birlikte, vitamin D biiyiik oranda gilines 1s181na
maruz kalma sonucunda saglanirken, daha az diizeylerde diyet ve ilave kaynaklardan
saglanmaktadir (Reis ve ark., 2009). Vitamin D disiikligiiniin hiperparatiroidizme
yol actig1 bildirilmektedir (Alemzadeh ve ark., 2008). Calismada; tiim gruplarda elde
edilen plazma vitamin D diizeyleri 20.76-31.62 pg/ml arasinda bulunmustur. Yiiksek
protein tiikketiminin vitamin D diizeylerini etkilemedigi yOniindeki bildirimlere
(Roughead ve ark., 2003; Hunt ve ark., 2009) uygun olarak bu ¢alismada yiiksek
protein tiikketen hayvanlardaki vitmin D diizeyleri kontroldekilerden farkli
bulunmadi. Kronik alkol tiiketiminin insan (Laitinen ve ark., 1990) ve sigcanlarda
(Shankar ve ark., 2008) plazma vitamin D diizeyini diisirdiigii yoniindeki
bildirimlerin aksine, bu ¢aligmada, etil alkol uygulamasi plazma vitamin D diizeyini
artirmustir. Tiiketilen alkoliin diizeyi ve siiresinin vitamin D diizeyi lizerine etkisinin
oldugu ve kronik tiikketiminin bobreklerde sentezinin ya da yikiliminin artmasina

bagl olarak vitamin D diizeyini diistirdiigii ileri siiriilmektedir (Shankar ve ark.,
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2008). Nitekim siganlara 3 hafta gibi kisa siire etil alkol verilmesinin vitamin D
diizeylerini etkilemedigi bulunmustur (Turner ve ark., 1987). Toplam 4 hafta siiren
ve sicanlara diisiik diizeyde etil alkol verilen bu g¢aligmada, vitamin D diizeyinin
yiiksek olmasi muhtemelen kan Ca diisiikliigiine karacigerin daha fazla vitamin D’yi
dolasima vermesinin etkisi olabilir. Nitekim plazmada vitamin D artis1 Ca iyon
diizeyi ile ters orantili sekilde kontrol edildigi bildirilmektedir (Guyton ve Hall,
1996). Saponinlerin yiiksek oraniyla beslenen sicanlarda vitamin D diizeyinin
degismedigi yoniindeki bildirime (Coulson ve Evans, 1960) uygun olarak, bu
calismada da atkestanesi ekstresi uygulamasinin plazma vitamin D diizeyini
etkilemedigi bulundu. Calismada, etil alkoliin vitamin D diizeyini artirict etkisinin
atkestanesi verilen grupta gozlenmemesi, atkestanesinde bulunan ve saponince
zengin escinin etil alkoliin emilimini bozmasma (Yoshikawa ve ark., 1994)

baglanabilir.

Calismada; tiroid bezi tarafindan salgilanan ve kan kalsiyum diizeyini
diistiriicii etkiye sahip kalsitonin hormonu 0.74 ila 1.90 pg/ml arasinda tespit
edilirken, osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve osteoblastik aktivitenin arttigi
durumlarda serum diizeyleri yiikselen osteokalsin diizeyleri ise 55 ila 60 pg/ml
arasinda bulundu. Arastirmada, uygulamalarin hem kalsitonin hem de osteokalsin
hormonlarinin kan diizeylerine etkilerinin olmadig tespit edildi. Bu bulgu, yiiksek
protein diyeti (Roughead ve ark., 2003, Hunt ve ark.,2009) ve etil alkoliin (Perks ve
ark., 2006) kalsitonin ve osteokalsin diizeylerine etkisinin olmadig1 yoniindeki
bildirimlerle uyumluydu. Bu arastrma, saponin iceren atkestanesi ekstresinin
kalsitonin ve osteokalsin iizerine etkilerini belirlemeye yonelik elde edilen ilk
bulgular1 igermekte ve saponinlerin sézkonusu hormonlarin diizeyini etkilemedigini
gostermektedir. Calismada, osteokalsin ve kalsitonin hormon diizeylerine benzer
sekilde kemik yapiminda etkili ve kemik kalsifikasyonuyla iliskili bir enzim olan
ALP aktivitesine de uygulamalarin etkisinin olmadigi bulundu. Bu arastirmada;
osteoblastlar tarafindan sentezlenen (El¢i, 2004) osteokalsin diizeyleri ve serum
osteokalsin diizeyi ile beraber hareket eden ALP aktivitesi bakimindan

uygulamalarm etkisinin olmamasi; yiiksek protein tiiketimi ve saponin ile etil alkol
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uygulamalarinin osteoblast say1 ve fonksiyonlarmni dolayisi ile kemik yapimini

etkilemedigine isaret etmektedir.

Plazmada kalsiyum ve fosfor iyonlarindan birinin artmasi, genellikle
digerinin azalmasina sebep olmakta ve bu nedenle kanin normal kalsiyum
diizeylerinin korunmasinda fosfor gerekmektedir (Ersoy ve Baysu, 1986).
Calismada; tiim gruplarda bulunan fosfor diizeyleri 8.92-9.92 mg /dl arasinda
bulundu ve degerlerin siganlar i¢in bildirilen diizeyler (5.0-13.0 mg/dL) (Thrall ve
ark., 2004) arasmmda oldugu gozlendi. Sicanlarm yeminde protein diizeyi
artirildiginda viicutta P tutulumunun yiikseldigi yoniindeki bildirime (Grawes ve ark.,
1980) uygun olarak, bu calismada, yiiksek protein tiiketiminin serum Pi diizeyini
artirdig1r bulundu. Buna karsin, boyle diyetle beslenen siganlara atkestanesi ekstresi
verilmesinin s6z konusu degeri 6nemli diizeyde diislirdiigi gézlendi. Saponinlerin,
bu etkisinin sindirim kanali igerisinde proteinlerle olusturduklar1 sindirilemeyen
komplekse baglanabilir (Preston ve ark., 1987). Arastirmada serum Pi diizeyine
gerek etil alkol gerekse kontrol diyetle beslenen sicanlara atkestanesi ekstresi
verilmesinin etkisi olmadig1 bulundu. Bu bulgu, saponin igeren Yucca schidigera
ekstrakti ilave edilmis yemle beslenen tavsanlardaki bulgularla uyumluydu (Avct ve

ark., 2007).

Calismada, tiim gruplardan elde edilen total protein diizeyleri 6.17 ile 7.06
g/dl arasinda bulundu ve bu degerlerin siganlar i¢in bildirilen (Kaneko, 1989) normal
degerler 6.2 ile 7.8 g/dl arasinda oldugu gozlendi. Arastirmada, yiiksek protein
tiiketiminin total protein diizeyini rakamsal olarak artirdig1 fakat istatistiksel oneme
ulagsmadig1 bulundu. Bu bulgu, Hunt ve ark. (1995)’nin ytliksek ve diisiik et tiiketen
postmenopozal kadinlarmm kaninda total protein diizeylerinin farkli olmadig:
yoniindeki bildirimleriyle uyumluydu. Organizmada protein sentezi ve yikilimi
arasindaki dengeyi giinlik protein tiiketimindeki degisiklikler ile tiiketilen
proteinlerin kalitesi etkilemekte (Philips ve ark., 2009) ve viicudun ihtiyacindan fazla
alinan proteinler, enerji kaynagi olarak da kullanilmaktadir (Ersoy ve Baysu, 1986).
Peret ve ark. (1984) genetik olarak obez olan si¢anlarda yaptiklar1 arastirmada;

yiiksek protein tiiketiminin yem tiiketimi ve canli agirhgi azalttigi, karacigerde
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iireogenezis ve glikoneogenezis ile yag dokusunda lipolizisi uyardigini bulmuslardir.
Amino asitlerin glikoneogenezisin en oOnemli kaynagi oldugu ve amino asit
katabolizmasmin viicut enerji dengesinde biiylik bir etkiye sahip oldugu One
siriilmektedir (Reeds ve ark., 1998). Yiksek protein tiiketimine bagli yem
tilketimindeki azalmanin tokluk duygusundan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmekte
(Bensaid ve ark., 2003) ve makro besinler arasinda proteinlerin tokluk duygusunun
olusmasinda karbonhidratlar ve yaglara gore daha etkin oldugu bildirilmektedir
(Stubbs ve Whybrow, 2004). Yapilan calismalarda (Lean ve ark., 2001), yiiksek
protein tiikketimine kars1 organizmada bir adaptasyonun olustugu da bildirilmektedir.
Bu bilgiler 15181nda, bu ¢alismada yiiksek protein tiiketiminin total protein diizeyini
etkilememis olmasi; bu tiir bir beslemede amino asitlerin enerji kaynagi olarak
kullanilmasina dogru yonlendirilmesinin ya da tokluk duygusuna bagli olarak hayvan
tarafindan yem tiiketiminin azaltilmasiyla gilinliik protein alimimnin diisiiriilmesinin

etkisi olabilecegi sdylenebilir.

Calismada; gerek yiiksek proteinle beslenen sicanlara gerekse kontrol
yemiyle beslenen sicanlara atkestanesi ekstresi verilmesinin total protein diizeyine
etkisinin olmadig: tespit edildi. Saponinlerin proteinlerle sindirilmeyen kompleksler
olusturarak sindirim kanalinda proteinlerin sindirmini diisiirdiigii, ancak bu etkinin
diyetteki protein kaynagma gore degistigi bildirimi (Potter ve ark., 1993) dikkate
alimirsa, bu calismada saponinlerin total protein diizeyine etkisinin olmamasi

kullanilan protein kaynagindan olabilecegi diisiiniilebilir.

Alkoliin genel etkilerinden birisinin de protein kaybina yola agmasi,
bagirsaklardan protein emiliminin dnlenmesi ve idrarla atilan azot miktarini artirmasi
nedeniyle negatif azot dengesine sebep oldugu bildirimi (Hemat, 2003) dikkate
alindiginda, bu caligmada etil alkol verilen siganlarda total protein diizeyinin kontrol
sicanlarinkinden farkli olmamasi, kullanilan etil alkoliin miktar ve siiresiyle iligkili

olabilir (Shankar ve ark., 2008).

Arastirmada; plazma iire azotu diizeyleri 24 ile 31 mg /dl arasinda bulundu ve

bu degerler sicanlar i¢in bildirilen (Kaneko, 1989) diizeylerin (16.9 ile 21 mg/dl) tist
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sinirma yakin ya da tlizerinde oldugu gozlendi. Yiksek protein tiiketiminin
karacigerde lireogenezis ve glikoneogenezisi artirdig1 yoniindeki bildirimlere ( Peret
ve ark. 1984; Visek, 1984) uygun olarak bu caligmada, yiiksek protein tiiketimi kan
iire azotu diizeyini yiikseltmistir. Bu bulgu, Hunt ve ark. (1995)’nm bildirimleriyle
uyumluydu ve viicudun ihtiyacindan fazla alinan proteinlerin enerji kaynagi olarak
kullanildiklarina isaret etmektedir (Ersoy ve Baysu, 1986). Nitekim {lire dongiistinde
yer alan enzimlerin aktivitelerinde diyet ve hormonal faktorlere bagli olarak
degisimler oldugu ve sicanlarin yemindeki protein diizeyi % 15’ten % 65°¢
cikartildiginda, iire dongiisiinde yer alan biitiin enzimlerin aktivitelerinde 2 ila 4 kat

bir artisin oldugu ifade edilmektedir (Visek, 1984).

Saponinlerin sicanlarda dahil pek ¢ok hayvanin gastrointestinal kanal
icerisinde amonyak diizeyini diistirdiigii bilinmektedir (Wallace ve ark., 1994; Kileen
ve ark. 1998; Francis ve ark., 2002). Calismada; saponin uygulamalarmin siganlarda
kan tire azotu diizeylerini diisiirdiigli yoniindeki bildirimlere (Preston ve ark., 1987,
Potter ve ark., 1993, Killeen ve ark., 1998) uygun bir sekilde, gerek yiiksek protein
diyetle gerekse kontrol yemiyle beslenen sicanlara atkestanesi ekstresi verilmesinin
s0z konusu parametreyi onemli diizeyde diislirdiigii bulundu. Preston ve ark. (1987)
steroidal saponince zengin Yucca schidigera’nin diyetteki protein diizeyine bagh
olarak sicanlarin kalin bagirsaklarindaki {iireaz aktivitesinin artirilip ya da
azaltilabilecegini 6ne siirmektedirler. Bu ¢aligmadan elde edilen bulgular; saponin
uygulamalarmin yol ag¢tigi kan {ire azotu diizeyinde meydana gelen diismenin,
prteinlerin sindrim kanalinda proteinlerle olusturdugu sindirilmeyen kompleks
olusturmasindan daha ziyade azotlu maddelerin siganlarin kalin bagirsaklarinda
mikrobiyel sindirime ugramalar1 esnasinda yikimlanmalarinin engellenmesi ya da
yikimlanma sonucu olusan amonyagi baglayarak emilimlerinin diisiik olmasina

atfedilebilir (Killeen ve ark., 1998, Francis ve ark., 2002).

Calismada, tiim gruplardan elde edilen plazma glikoz diizeyleri 69 ile 108
mg/dl arasinda bulundu ve bu degerlerin sicanlar i¢in bildirilen (Kaneko, 1989)
normal degerler (47.7 ile 107.0 mg/dl) arasinda oldugu gozlendi. Arastirmada, gerek

yiiksek protein gerekse atkestanesi ekstresi verilmesinin plazma glikoz diizeyini



67

etkilemedigi ancak etil alkol verilmesinin s6z konusu degeri dnemli diizeyde artirdig1
bulundu. Bu bulgu, etil alkoliin kan glikoz diizeyini yiikselttigi ve atkestanesinden
elde edilen escinin etil alkoliin etkisini 6nledigi yoniindeki bildirimle (Yoshikawa ve

ark., 1994) uyumlu oldugu gézlendi.
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5. SONUC ve ONERILER

Yiiksek protein tiikketimi ve atkestanesinin etil alkoldeki ekstraktinin kan kalsiyum
diizeyi ile kan kalsiyum diizeylerini diizenleyen hormonlar etkilemedigi, buna karsin
etil alkol verilmesinin kan kalsiyum diizeyini diislirdiigi ancak alkoliin kemik
metabolizmasma olan olumsuz etkisinin kemik mineral durumunu diizenleyen
hormonlarin sekonder etkisiyle olmadigi, atkestanesi ekstrakti verilmesinin
bagirsaklarda azot yikilimini ya da amonyak emilimini azaltarak kan iire azotu
diizeyini disiirticegi ve alkoliin glikoz metabolizmasina olan olumsuz etkisini
azaltacagi kanaatine varildi. Bu ¢aligmada elde edilen bulgularin, yiiksek protein ya
da alkol tiiketimine bagli kemik ve kalsiyum metabolizmasinda meydana gelen
fizyolojik ve biyokimyasal degisimler ile saponinlerin bu degisimler iizerine olan
etkileri ve neden-sonug iligkisinde yer alan mekanizmalarin agiga kavusturulmasina
yonelik yapilacak yeni arastirmalara Onemli veri ve bilimsel yorumlara katki

saglayacagi sonucuna varildi.
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OZET

Atkestanesi (desculus hippocastanum L.)” bitkisinden elde edilecek ekstraktin
yiiksek protein iceren diyete ilavesiyle ratlarda kemik ve Kkalsiyum

metabolizmasina etkilerinin arastirilmasi.

Son yillarda tiim diinyada yeniden 6nem kazanan bitkilerle tedavide ele alinan
konular arasinda 6nemli bir yere sahip olan saponinlerin; hemolitik, antiinflamatuvar,
hiicre zar1 gecirgenligini etkilemesi gibi 6zelliklerini konu alan bir¢ok ¢alisma
bulunmasina ragmen birgok fizyolojik olayda Oonemli gorevleri olan proteinlerin
yiiksek miktarda tiiketilmesi durumunda kemik ve kalsiyum metabolizmasina

etkilerini konu alan bir ¢aligmaya rastlanilmamustir.

Bu tez atkestanesinden elde edilen ve triterpenoid yapida saponin igeren
aescinin, yiksek protein iceren diyete ilavesiyle kemik ve kalsiyum
metabolizmasinda yer alan bazi hormon ve biyokimyasal parametrelere etkilerinin
arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Arastirmamiz 50 adet 2-3 aylik erkek Sprague-
Dawley siganlardan olusan biri kontrol, dérdii deneme olmak iizere toplam 5 grupta
yapilmistir. Gruplardan kontrol grubuna standart sican yemi, yiiksek protein grubuna
standart yeme %25 kazein ilave edilmesiyle hazirlanan yiiksek protein diyeti, yiiksek
protein + saponin grubuna standart yeme yine %25 kazein ilavesiyle hazirlanan
yiiksek protein diyetinin yaninda 100 mg/kg/giin %58,28 aescin igerdigi bilinen
atkestanesi ekstresi 20 ml % 50 etil alkol- su iceren ¢oziicli sistemi igerisinde
coziilerek gastrik gavaj yolu ile, standart diyet + saponin grubuna standart yemin
yani sira 100 mg/kg/giin %58,28 aescin igerdigi bilinen atkestanesi ekstresi 20 ml %
50 etil alkol - su iceren ¢oziicii sistemi igerisinde ¢oziilerek gastrik gavaj yolu ile, etil
alkol grubuna ise standart yem ve 20 ml % 50 etil alkol — su gastrik gavaj yolu ile 30

giin boyunca verilmis ve igme sular1 hazir bulundurulmustur.

Calismamizda etil grubuna ait plazma kalsiyum seviyesi kontrol ve yiiksek protein
ve saponinin yer aldig1 diger deneme gruplarminkinden daha diisiiktiir (p = 0,000). Gerek

yiiksek protein gerekse saponin uygulamasi plazma paratiroid hormonu (PTH) tizerinde
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herhangi bir degisiklik meydana getirmemistir (p = 0,616). Plazma vitamin D diizeylerine
yiiksek protein diyetinin ve saponin uygulamasinin bir etkisi gdzlenmezken etanol grubunda
vitamin D diizeyinin arttigi goriilmektedir (p=0,007). Caligmamizda yer alan tim gruplar
arasinda plazma kalsitonin ve osteokalsin diizeylerinde anlamli bir farklilik goriillmemektedir
(p = 528 ve p = 0,797). Serum inorganik fosfor diizeyini yiiksek protein uygulamasinin
yiikselttigi ve yiiksek protein + saponin grubu ile kontrol ve diger deneme gruplari arasmdaki
farki anlamli hale getirdigi goriilmektedir (p = 0,000). Tiim gruplara ait serum alkalen
fosfataz diizeyleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p = 0,143).
Plazma total protein diizeyine saponin uygulamasinin bir etkisi bulunmamakla birlikte,
yiiksek protein diyeti yiikseltmistir ( p = 0,022). Bulgularimiz; plazma iire azotunun yiiksek
protein diyetiyle arttigini buna karsilik atkestanesi ekstresi verilmesinin ve standart yemin
verildigi gruplarda da yine atkestanesi ekstresinin verilmesinin iire azotu diizeyini
diisiirdiigiinii gostermektedir (p = 0,000). Yiiksek protein diyeti ve saponin uygulamasi
plazma glikoz diizeyinde 6nemli bir farklilik meydana getirmezken standart yemin yer aldigi
etanol grubunda artan plazma glikoz diizeyi, atkestanesi ekstresi ile istatistiksel olarak

anlaml sekilde diigmiistiir (p = 0,000).

Anahtar kelimeler:Aesculum hippocastanum L., triterpenoid saponin, kalsiyum,
paratirod hormon (PTH), vitamin D, kalsitonin, osteokalsin, fosfor, alkalen fosfataz

(ALP), total protein, iire azotu, glikoz.
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SUMMARY

Investigation Of Effect Extract Obtained From Aesculum Hippocastanum L.
Horse Chestnut Added To High Protein Diets On Bone And Calcium
Metabolism In Rats

The present thesis was planned to determine to effects of extract obtained from horse
chestnut (4desculum hippocastanum L.) seeds given especially on bone and calcium
metabolism in feeded rats with high protein. Material of animal, aged 2-3 months,
weighing 173-287 g,50 male Sprague-Dawley rats were used. Rats divided into 5
groups as a control and four study groups in each group will have 10 units in and
were placed unable to contact each other in the five compartments. While control
group was feed control rat diet, I. Study group was fed with added %25 casein to
standart diet, II. Study group was fed with added %25 casein to standart diet and
extract of horse chestnut, III. Study group was fed with standart diet and extract of
horse chestnut, IV. study group was fed with standart diet and 20 ml %50 ethyl

alcohol and water mixture.

Horse chestnut extract which dissolved 20 ml %50 ethyl alcohol and water
mixture was given 100 mg/day/kg to animals via gavage. Rats were housed so as
to12 hours light and 12 hours dark at normal room temperature for 30 days. At the
end of the study; calcium, parathyroid hormone (PTH), vitamin D, calcitonin,
ostecalcin, phosphorus, alkaline phosphatse (ALP), total protein, urea nitrogen and

glocose level were determined in were taken blood samples.

Appications of high protein diet and horse chestnut extract had no effects on
serum calcium levels in contrast with these parameters were obtained a decrease in
statiscal significance (P< 0.001) in control and study groups by application of
ethanol. In our study according to the findings there aren’t significant differences
(P> 0.10) in the levels of PTH, calcitonin, ostocalcin and ALP. Appications of high

protein diet had no effects on vitamin D levels, appications of high protein diet with
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horse chestnut extract and application of ethanol causing a significantly increase (P<
0.07) in vitamin D levels. In our study serum phosphorus levels were elevated in
feeded rats with high protein compared to the control group (P < 0.001). In animals
which feeded with ethanol total protein levels showed a statistically significant
decrease compared to the feeded animals with high protein. Our results show high
protein added group as causing an increase (P< 0.001), horse chestnut added groups
as causing a decrease (P< 0.001) in plasma urea nitrogen levels. In our study
according to the findings application of ethanol was elevated plasma glucose level

significantly (P <0.001).

It was concluded, high protein feeded and ethanol extract of horse chestnut
had no effect on blood calcium level and hormones which regulate blood calcium
levels in contrast with blood calcium level were obtained a decrease, horse chestnut
feeded causing a decrease in blood urea nitrogen and will reduced the negative effect

of ethanol.

Key words: Aesculum hippocastanum L., calcium, parathyroide hormone (PTH),
vitamin D, calcitonin, osteocalcin, phosphorus, alkalen phosphatase, total protein,

urea nitrogen, glucose.
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