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ONSOz

Glnumuzde diyabet ve diyabetik komplikasyonlarla ilgili bilgilerin artmasi, genetik
muahendisliginde ve teknolojideki ilerlemeler hastaligin bakim ve tedavisinde surekli
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saponin iceren bitkilerin, glnimizde uygulanan diyabet tedavisine destek olarak
besinlere/rasyona duslk duzeylerde katilmasinin diyabet kaynakli hiperglisemi ve
diyabetik komplikasyonlar gibi diyabetli yasamin risklerine karsi saglayacagi
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XII

OZET

Deneysel Diyabet Olusturulmus Ratlarda Diyete Katilan Farkh Yapilardaki
Saponin igerikli Bitkilerin DNA Hasari, Protein Oksidasyonu ve Lipid

Peroksidasyonu ile Bazi Biyokimyasal Parametrelere Etkilerinin Arastiriimasi

Bu tez kapsaminda deneysel diyabet olusturulmus ratlarda, diyete katilan farkl
yapilardaki saponin iceren dogal bitkisel kaynaklardan, steroit yapili saponin iceren
Yucca schidigera ve triterpenoit yapili saponin i¢ceren Quillaja saponaria ile ikisinin
karigimlarinin etkileri arastiriimistir. Deneysel diyabet 50 mg/kg STZ’nin intraperitonal
enjeksiyonuyla gercgeklestiriimistir. Kan glikoz dizeyi 200 mg/dl ve Uzerinde olan
denekler diyabetik olarak kabul edilmigtir. Her gurupta 10 rat olmak Gzere 5 gurup
olusturulmustur. Diyabetik olmayan kontrol gurubu (K) ve diyabetli kontrol gurubu (D)
standart rat yemi ile, Yucca schidigera gurubu (DY) standart rat yemi+100 ppm
Yucca schidigera (Sarsaponin 30®) tozu, Quillaja saponaria gurubu (DQ) standart rat
yemi+100 ppm Quillaja saponaria (Nutrafito®) tozu ve karisim gurubu ise (DQY)
standart rat yemi+100 ppm Yucca schidigera ve Quillaja saponaria karigim (Nutrafito
Plus®) tozu ilave edilmis deneme rasyonuyla 3 hafta siiren arastirma boyunca ad
libitum beslenmislerdir.

Calismamizda diyabet olusturulan tim ratlarda beden agirligi profillerinin, kontrol
gurubuna goére azaldi§i (p<0.01) izlenmistir. Diyabetik guruplarin, kontrol gurubuna
oranla daha fazla su tukettigi fakat DY ve DQ guruplarindaki deneklerin su
tiketimlerinin D ve DQY guruplarina gore azaldigi gézlenmistir. Diyabetik ratlarda
artan kan glikoz dizeylerininin DY ve DQ guruplarinda, D ve DQY guruplarina oranla
azaldigi (p <0.001) gorulmustir. Diyabetik guruplarda azalan insulin dizeylerinin DY
ve DQY guruplarinda arttigi (p<0.05) ayrica DQY gurubunda kontrol gurubu dizeyine
ulastigi saptanmistir. Diyabetik ratlarda T-Kolestrol dizeyinin D gurubuna goére DY,
DQ ve DQY guruplarinda azalarak (p <0.01) DY ve DQ guruplarinda kontrol
dizeylerinin altina geriledigi, artmig trigliserid duzeylerininse, DY, DQ ve DQY
guruplarinda o6nemli dizeyde (p<0,001) azaldigi tespit edilmistir. Diyabetik
guruplarda azalan HDL-kolestrol dizeyleri DQ ve DQY guruplarinda artmis
(p <0.05), DQ gurubunda kontrol gurubu dizeylerinin tGzerine ¢ikmistir. LDL-kolestrol
dizeyleri DY, DQ ve DQY guruplarinin gtinde de istatistiksel 6nemlilikte olmayan bir
azalma gostermistir. Diyabetiklerde artmis kan glikoz diizeyinin sonucu olarak ortaya

cikan oksidatif stres tablosu goéstergelerinden MDA dlizeylerinin D gurubuna oranla
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diger tim diyabetik guruplarda (p <0.001) anlamli olarak azaldigi, diyabet gurubunda
artmig olan mononukleer |6kosit DNA hasar dizeylerinin DY, DQ ve DQY
guruplarinda azalarak (p <0.001) DQ gurubunda kontrol gurubu dizeyine indigi, yine
protein oksidasyonu dizeyinin diyabetik guruplarda artmasina karsin DY, DQ ve
DQY guruplarinda azalarak (p<0.05) DQ ve DQY guruplarinda kontrol gurubu
dizeyine inmigtir. Diyabetik ratlarda azalan NO dizeyleri DQ gurubunda anlaml
olarak (p <0.01) artmistir. Guruplar arasinda total antioksidan kapasite diizeyleri D,
DY ve DQY guruplarinda kontrol gurubuna goére ylksek, DQ gurubunda ise, kontrol
gurubuna oranla dusuk bulunmus, fakat bu degisimler istatistiksel olarak anlamllik
gOstermemistir.

Yaptigimiz galismalar, Yucca schidigera ve Quillaja saponarianin, diyabetik ratlarda
gerek artmis kan glikoz dizeyi ve bozulmus lipid metabolizmasinin gerekse
metabolik parametrelerin dizenlenmesinde tedaviye destek olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular Quillaja saponaria ve Yucca
schidigeranin birlikte uygulanmalarinin,  bu bitkilerdeki antihiperglisemik etkili
kimyasallarin antagonist bir mekanizmayla baskilanarak, tek tek verildiginde
go6zlenen antihiperglisemik etkinin ortadan kalkmasina yol agtigini gostermektedir.
Bu nedenle konu Uzerinde bu mekanizmayi anlamaya yonelik yeni galismalarin
yapilmasi gerekmektedir. Elde ettigimiz veriler, Diayabetes Mellitus’'ta artmis oksidatif
stresin olumsuz etkilerinin tamponlamasinda ve diyabetik komplikasyonlarin
onlenmesi veya hafifletimesinde Quillaja saponarianin  Yucca schidigeraya gore
daha etkili olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak; diyabetik hayvanlarda yaptigimiz bu calismada Yucca schidigera ve
Quillaja saponaria tozlarinin, uygulanan dozda diyetlere eklenmesi ile hiperglisemi
ihmh dizeyde baskilanabilecedi ayrica bu bitkilerin, hipokolesterolemik ve
antioksidan etkileriyle hastaligin her asamasinda tedaviye destek saglayabilecegi

disunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetes Mellitus, Yucca schidigera, Quillaja saponaria,
Oksidatif Stres, DNA Hasari
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SUMMARY

The Investigation Of The Effects Of Structurally Different Saponin Containing
Plants On DNA Damage, Protein Oxidation, Lipid Peroxidation And Some

Biochemical Parameters On Experimentally Induced Diabetic Rats

A.Fatih FIDAN

In this thesis, the effects of diet suplementation with different types of saponin
containing plant sources such as Yucca schidigera in streoid type saponin or Quillaja
saponaria in triterpenoid type saponin or mixture of both plants were investigated on
experimentally induced diabetic rats. Experimental diabetes was applied by
intraperitoneal injection of 50 mg/kg streptozotosin. The blood glucose levels around
200 mg/dl and higher were considered as diabetic. Animals were allocated into 5
groups of each containing 10 rats.

Non-diabetic control group (K) and diabetic control group (D) were fed by standart rat
feed. The Yucca schidigera group (DY) by standart rat feed+100 ppm Yucca
schidigera powder (Sarsaponin 30%), Quillaja saponaria group (DQ) by standart rat
feed+100 ppm Quillaja saponaria powder (Nutrafito®) and mix group (DQY) by
standart rat feed+100 ppm Yucca schidigera Quillaja saponaria powder (Nutrafito
Plus®) were fed ad libitum for 3 weeks during the study.

In this study, the profile of body weight was decreased in diabetic rats compared to
non-diabetic control group (p <0.01). It was observed that diabetic groups consumed
more water than non-diabetic control group, however, water consumption of DY and
DQ groups were less when compared to D and DQY groups. It was seen that in
diabetic rats, the increased level of blood glucose was lower in DY and DQ groups
than in D and DQY groups (p <0.001). The decreased levels of insulin in diabetic
groups were increased in DY and DQY groups (p <0.05), moreover the level of the
DQY group almost reached the non-diabetic control group level. In diabetic rats T-
cholesterol levels in DY, DQ and DQY groups were found to be decreased compared
to D group (p <0.01) and it was dropped below non-diabetic control group level in DY
and DQ groups. Furthermore high trigliserid levels significantly decreased in DY, DQ
and DQY groups (p <0,001). Decreased levels of HDL-cholestrol in diabetic groups
were higher in DQ and DQY groups (p <0.05), whereas DQ group exceeded level of
non-diabetic control group. LDL-cholestrol levels showed non-significant decrease in

DY, DQ and DQY groups. MDA, an oxidative stress parameter, is a result of
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increased blood glucose level in diabetic animals, was decreased significantly in DY,
DQ and DQY groups rather than in D group (p <0.001). Increased levels of DNA
damage of mononuclear leukocytes in D group were decreased in DY, DQ and DQY
groups (p <0.001). In addition DQ group level was as low as at the non-diabetic
control group level. Although protein oxidation level was increased in diabetic
groups, it was decreased in DY, DQ and DQY groups and dropped in DQ and DQY
groups as low as at the non-diabetic control group level. Low level of NO in diabetic
rats was increased in DQ group (p <0.01). Levels of total antioxidant capacity
between groups were higher in D, DY and DQY group than those in non-diabetic
control group, however it was lower in DQ group then non-diabetic control group, but
these changes were found to be nonsignificant.

This study indicated that Yucca schidigera and Quillaja saponaria can be used for the
regulation of increased blood glucose level and disturbed lipid metabolism or
modification of metabolic parameters as treatment support entity. Combined use of
Yucca schidigera and Quillaja saponaria deppressed the antihyperglycemic effects
on diabetes mellitus when applied seperatelly for each plant. This might indicate that
these plants may have antagonist mechanism on the glucose metabolism when used
together. Thus more detailed studies are needed towards the understanding of the
mechanism.

Our findings suggest that Quillaja saponaria seemed to be more effective than Yucca
schidigera on balancing the negative effects of increased oxidative stress and
preventing or diminishing diabetic complications in diabetes mellitus.

As a result, hyperglisemie could be modarately repressed by adding mentioned
doseges of Quillaja saponaria and Yucca schidigera powders in diets of diabetic
animals. Moreover, it can be considered that these plants could support the treament

at every stage of the disease by hypocholestrolemic and antioxidant effects.

Key words: Diabetes Mellitus, Yucca schidigera, Quillaja saponaria, Oxidative
Stres, DNA Damage



1. GIRIS

Saf ya da bagil insulin eksikligi olarak tanimlanan diyabetes mellitus (DM) (1),
hem insanlarin hem de pet hayvanlarin énemli bir hastaligidir (2). Hastalik
achk kan glikoz dizeyinin yuksekligiyle karakterize sendromlardan olusur (3)
ve Omur boyu slrer (4). DM’un asil nedeni, pankreasin Langerhans
adaciklarindaki B-hucrelerinin  tahrip olmasi sonucu insulin saliniminin
azalmasi veya hi¢ olmamasi (Tip |I) ya da hucrelerdeki insulin reseptor
duyarlihginin azalmasidir (Tip ) (4). Hastahgin etiyolojisinde genetik
sebepler, immunolojik faktorler, yanlis beslenme aliskanliklari, hareketsiz
yasam ve diger cevresel etkenler rol oynamaktadir (5,6). Hastaligin prevalansi
hizla artmaktadir ve gunumudz dinya nufusunun %3’4 DM hastasi olup (7),
dinyadaki 6lim nedenleri arasinda 5. sirada DM yer almaktadir (8).

DM hastalarinin  magduriyetlerinin  ve hastaliktan Olumlerin  ¢ogdu,
patogenezinde oksidatif stresin yer aldigi retinopati, nefropati, néropati,
koroner kalp hastali§i, periferik damar hastaliji ve serebrovaskiiler hastaliklar
gibi komplikasyonlardan ileri gelmektedir (7,9,10). Olusan komplikasyonlar
sonucu diyabetli bir bireyin, normal bir bireye gore kor olma riski 25 kat,
bobrek yetmezligine yakalanma riski 20 kat, koroner kalp hastaliklarina
yakalanma riski ise yaklasik 4 kat daha artmaktadir (11).

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetik komplikasyonlarinin patogenezinde
onemli yer tutar (12). Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki hassas dengenin prooksidan ve oksidan maddeler lehine
bozulmasi oksidatif  strese yol acar. Hiperglisemi, enzimatik olmayan
glikolizasyon, oksidatif glikolizasyon, sorbitol yolu aktivitesi, proteinlerin non-
enzimatik glikolizasyonu, oksidatif DNA hasari, enerji metabolizmasi
degisikliklerinden kaynaklanan metabolik stres, antioksidan savunma
sistemindeki yetersizlik, inflamatuar mediator duzeyindeki degigiklikler ve
iskemik reperfizyon diyabette oksidatif stresin artmasina katkida bulunan
baslica mekanizmalardir (9,11,13,14,15).

GuUnumuzde arastirmacilarin kok hicre tedavisi Uzerine yaptiklari ¢alismalar,

DM icin yeni ufuklar acacak olsa da (16); bugin, DM hipergliseminin



onlenmesi,  komplikasyon  olusumunun  engellenmesi ve  olusan
komplikasyonlarla mucadele yontemleriyle iyilestiriimeye caligilmaktadir. Bu
nedenle oral antidiyabetik ajanlar ve insulin, tedavide yaygin olarak
kullaniimaktadir (17). Ozellikle Tip | diyabet hastalarinda B-hicrelerinin
dejenerasyonu sonucu insulin saliniminin azalmasi veya ortadan kalkmasi
hastalarin disardan insulin almalarini mecburi kilmaktadir. Bununla birlikte,
gerek oral antidiabetik ilaglarin yol acgtigi bobrek, karaciger ve gastro-intestinal
sistem bozukluklari, meteorism, diare ve vicutta ilag birikimine bagh gelisen,
uzun sureli hipoglisemi gibi istenmeyen etkiler, gerekse disardan instlin
alimina bagl bir yasam ¢ozulmesi gerekli sorunlar olarak ortada durmaktadir
(18). Ayrica oral antidiyabetik ilaclarin ve insulinin, bir ¢cok hastada olusan
komplikasyonlarin  6nlenmesinde yetersiz kaldigi (19), bu nedenle
glnumuzde, destekleyici alternatif yaklagsimlar olusturulabilmesi amaciyla
antioksidan ve hipoglisemik etkileri olan bitkisel Urlinler ve fitokimyasallar
uzerinde yogun c¢alismalar yapilmaktadir (19,20).

Bitkisel kaynakl preparatlarin kullaniimasinin diyabette, daha az yan etkiyle
sonuglandigi ve olumlu gostergelerin arttigini 6ne suren calismalar dikkat
cekmektedir (19,21,22).

DM’'un dogal sureci igerisinde daha saglikh bir metabolizma ve yasam igin
bazi fitokimyasallar ve bitkisel dogal urlnlerin etki mekanizmalarinin ortaya
konmasi ve tedaviye destek olarak kullanilmasi 6nemli bir yaklagim
olusturabilir. WHO verilerine gore diunya Uzerinde yaklasik 1200 ¢esit bitki DM
tedavisinde kullaniimaktadir (20). Calismalar, bu bitkilerin buyudk kisminin
hipoglisemik etkili olduklarini gostermektedir (20).

Geleneksel diyabet tedavisinde, dinyanin c¢esitli bolgelerinde saponin icerigi
yuksek bitkiler yuz yillardir kullaniimaktadir. Bu bitkilerin gogu hipoglisemik ve
antioksidatif yapilari nedeniyle giderek daha ¢ok dikkat cekmektedir (21,22).
Antibesinsel faktor olarak ele alinan ve hipoglisemik, hipokolesterolemik,
antikarsinojenik, antioksidan, antiinflamatér, antimikrobiyel, antiprotozoal,
antifungal, néroprolektif ve antihipertansif etkilere sahip, saponin igerigi

yuksek bitkilerin diyete dusuk dozlarda ilave edilmesinin gesitli hastaliklardaki



rejenere edici biyokimyasal ve fizyolojik etkileri arastiriimis ve dnemli veriler
elde edilmistir (23,24,25,26).

Gunumuzde en yaygin ticari kullanim alani bulmus saponin igerigi yuksek
bitkiler Yucca schidigera ve Quillaja saponaria’dir (26,27). Yucca
saponinlerinde steroidal c¢ekirdek bulunurken, Quillaja saponinlerinde ise,
triterpenoid cekirdek yeralmaktadir (27). Triterpenoid saponinler diyabetin
geleneksel tedavisinde yuz yillardir kullanilmaktadir (21,22). Ancak steroid
saponinlerin DM Gzerine olan etkileri Uzerine yapilan ¢alismalar yok denecek
kadar azdir.

Bu tez calismasi ile farkli yapilarda saponin igeren bitkilerin,
besinlere/rasyona dusuk duzeylerde katilmasi ile DM kaynakli hiperglisemi ve
diyabetin komplikasyonlarina kargsi etkilerinin arastirilarak elde edilen verilerin
diyabetli yagsamin risklerinden korunmada saglayacagi katkilarin aragtiriimasi
hedeflenmisgtir.

Sonug olarak; diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan kimyasal ajanlara
destek olabilecegi, bu ajanlarin istenmeyen yan etkilerini azaltilabilecedi ve
diyabetli yasam kalitesini artirabilecegi disunulen dogal bitkisel kaynaklardan
steroit yapili saponin iceren Yucca schidigera, triterpenoit yapili saponin
iceren Quillaja saponaria ve karigimlarinin diyabetik ratlarin diyetine ilave
edilmesi ile hem hipergliseminin onune gecilebilecedi hem de bu bitkilerin
hipkolesterolemik ve antioksidan etkileriyle diyabetik komplikasyonlarinin

baskilanmasinda destek olabilecekleri dusunulmektedir.



1.1 Genel Bilgiler

1.1.1 Diyabetes Mellitus

DM, insulinin normal veya yetersiz salindigi ya da hi¢ salinmadigi durumlarda,
hicrelerin sekeri yeterince kullanamamasi nedeniyle, kan glikoz duzeyi
yukselmesi ile karakterize sendromlardan olusan ve Omur boyu suren
metabolik bir hastahktir (3,4 ).

Seker hastaliginin bilimsel adi olan diyabetes sézcugu, Yununca'da “gecip
gitmek” anlamina gelir. ilk olarak diyabet adi M.S. birinci yiizyilda Arateus
tarafindan verilmistir, hastaliga yakalanan kisinin surekli agirhk kaybetmesi ve
titremesi nedeniyle “eritici hastalik” olarak adlandiriimistir.  Ortagag
Avrupasi’nda, hastanin idrarindaki sekerden dolayi, hastaliga balli idrar
anlamina gelen “mellitus” adi verilmistir. Bu dénemde, ibn-i Sina seker
hastalarinin idrarlarini kaynatarak buharlastirmasi sonucu kahverengi bir atik
kaldigini gozlemlemigtir. Seker hastalarinin  idrarlarinin  tath  oldugunu
belirleyen Thomas Wilis 1764'de, bu hastaliga ilk kez “sekerli diyabet”
(diyabetes mellitus) adini  vermistir ve gunimuzde de ayni isim
kullaniimaktadir. Hastaligin pankreasla olan iligkisi 1889 yilinda Mering ve
Minkowski'nin pankreasini gikardiklari bir kdpekte seker hastaligi belirtilerine
benzer durumun ortaya ¢ikmasiyla anlasiimistir. 1921 yilinda Kanada'li Dr.
Frederick Banting ve Charles Best, pankreasin belirli bdlgelerinden insulin
salindigini  bularak, hastaligin tanimi ve tedavisine yeni bir bakis

kazandirmislardir (4, 29).

1.1.1.1 insulin ve Metabolizmaya Etkileri

Pankreas, sindirimle ilgili ekzokrin salgi yapan doku iginde, adaciklar halinde,
endokrin salgl yapan dokuyu da tasir. Hormon yapan ve salan bu bdlgelere
“Langerhans Adaciklar’l denir. Langerhans adaciklarinda 3 tip hticre bulunur;
a- hicreleri, “glukagon” hormonunu; B- hucreleri, “insulin” hormonunu ve -
hiicreleri de “somatostatin” hormonunu sentezleyip salgilarlar (30).

insulin, polipeptid yapili ve yaklasik 6000 Dalton molekiil agirhigina sahip bir

hormondur. A ve B olmak Uzere iki aminoasid zincirinden olusur. Kisa olan A



zinciri 21, uzun olan B zinciri ise 30 aminasid icermektedir. Zincirler sistin
rezidulleri arasinda yer alan 2 disulfir kopristyle birbirine baglanir. A zinciri
uzerinde yine sistin aminoasidieri arasinda yer alan zincir igi bir disulfar
koprusu daha bulunur (28, 31).

insulin  pankreasin B-hiicrelerinde proinsulin  olarak sentezlenir. Golgi
kompleksi igindeki mikroveziktllere giren proinsulin, Sekil 1.1’de goéruldtugu
gibi proteazlarin etkisiyle C peptid segmentini kaybeder ve olgunlagir.
Olgunlasan vezikuller Golgi aparatindan sitoplazma igine gecerler. C peptidin
kopmasi insulinin Zn™ iyonu ile birlikte kristaller halinde ¢bkmesine neden
olur. Kristallerde 6 molekdil insulin yaninda iki tane Zn** iyonu bulunur. insulin
parsiyel eksositozla hiicreden salgilanirken beraberinde Zn™ iyonu ve
ekimolar miktarda C peptid de salgilanir. Proinsulinin insuline dénisumuande
tripsin, karboksi peptidaz ve gesitli proteazlarin rol oynadigi bilinmektedir (28,
32).
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Sekil 1.1. insulin Biyosentezi (33)



Pankreas'in  B-hicrelerinden insulin salinimi, depo veziklllerin hicre igi
mikrotubuller araciligiyla hucre membranina tasinmasi, membranin
yapisma noktasindan delinerek vezikllin disari atilmasiyla gercekles-
mektedir. Vezikullerin digari atilmasiyla sonucglanan bu ekzositoz sekline
"emiyositoz" ad1 verilmektedir. B-hlcrelerinin  uyariimasiyla insulin
salgilanmasi arasindaki iligkiyi, disardan hiicre igine giren Ca*™ ‘un sagladigu,
cAMP'nin de hucre ici aktivator olarak bu olayda rolu oldugu gosterilmistir (28).
insulin, alyuvar ve beyin hiicreleri disinda hemen her hiicreye baglanir.
Karaciger ve bobrek hicrelerine olan affinitesi daha yuksektir. Hucre
membraninda bulunan 6zgul glikoprotein yapisindaki 2a ve 23 alt Unitesinden
yapiimig reseptoriine baglanarak etki gdsterir. insulinin reseptére baglanmasi,
plazma membraninin metabolizmasinda degisiklik yaparak membrandaki
glikoz tasiyicilarinin  miktarinin artmasina neden olur. Bu baslangi¢
reaksiyonunda, kalsiyum Onemli rol oynar. Kalsiyum aracili hucresel
uyarimlarin ¢gogunda 2. haberci olarak kalmodulin etkinlik gostermektedir.
insulin hormonu hiicre igine girmez. insulinin reseptdre baglanmasi, adenilat
siklazin inhibisyonuna ve membrana bagh fosfodiesterazin uyarilmasina
neden olur. Bunun sonucu hucrede c-AMP konsantrasyonu duser, glukagon
ve adrenalin gibi adenilat siklazi uyaran hormonlar Uzerindeki reaksiyon

yetenedi azalir (4,34).

Dokular tarafindan kullanilan yakitlari duzenleyen en dnemli hormonlardan
biri olarak insulinin etkileri oldukca fazla ve karmasiktir. Metabolik etkisi
anaboliktir (3,4,28).

insulinin Hiicre Gegirgenligi Uzerine Etkileri: Pankreas'in beta hiicrelerinde
sentezlenen, depolanan ve belirli uyar sonucunda salgilanan insulin, glikoz,
yag ve protein metabolizmasi Uzerindeki etkilerinden en onemlisi karaciger,
cizgili kaslar, myokard ve yag dokusu hucrelerinin ara metabolizmasi
uzerindeki etkileri ve bu hicrelerin plazma membranlarindan glikoz transportu,

amino asitler ve yag asitlerinin alinmasini artirrmasidir (28, 34).

insulinin Lipid Metabolizmasi Uzerine Etkileri: Normal bir bireyde

besinlerle alinan glikozun ~ %10’u glikojene, ~% 30-40'1 lipidlere gevrilir (35)



Bu iki olay insulinin etkisiyle hizlandirilir. Pentoz-fosfat déngusu araciligiyla
fazla miktarda NADPH, Uretildiginden, yag asitleri veya lipidlerin sentezinin
artmasi s6z konusudur. Buna, lipid biyosentezindeki asetil-CoA karboksilaz,
enoil hidrataz, acil-CoA tasiyan enzimler gibi g¢esitli enzimlerin aktivitelerinin
artmasi da eklenir (34,36). insilinin yoklugunda cesitli zit diizenleyici
hormonlarca lipolizis artar ve karacigerde keton cisimleri olusur. Keton
cisimlerinin bir kismi enerji kaynagi olarak ¢izgili kas, kalp kasi ve oOteki
dokularca kullaniir. Fakat dretilen keton cisimleri c¢evre dokularin
gereksiniminden fazla bir diizeye ulasirsa bunlarin kanda birikimi sonucunda

ketoasidozis olayi gelisir (28, 34).

insulinin Protein Metabolizmasi Uzerine Etkileri: insulin amino asitlerden
bir cogunun hdcre icine aktif transportunda rol oynar. En guglu olarak tasinan
bu amino asitler arasinda valin, 18sin, izoldsin, tirozin ve fenil alanin sayilabilir
(36). insulinin, protein biyosentezine dogrudan etkisi ise m-RNA ve t-RNA
sentezlerini uyararak aminoasitlerden hulcresel protein sentezinin artiriimasi
seklindedir. Bu etkisi anaboliktir ve buylime hormonunun etkisine benzer
(28,35). insulin karacigerde glikoneojenezi saglayan enzimlerin aktivitesini
azaltarak glikoneojenez hizini yavaglatir. Glikoneogenezde kullanilan
subsratlarin ¢ogu plazma amino asitleri oldugundan, glikoneojenezin
baskilanmasi vucldun protein depolarindaki amino asitlerin korunmasini

saglar (36).

insulinin Karbonhidrat Metabolizmasi Uzerine Etkileri: insulin kan sekerini
¢ok etkin bir bicimde dusurur. Kan glikoz dizeyinin artmasiyla insulin salgisi
da artar. Glikoz hicre igine girdikten sonra glikokinaz enzimi araciligiyla
glikoz—6-fosfata déniisiip hiicre iginde kullanilabilir bir duruma gelir. insilinin
glikoz transportunu arttirmasina ek olarak, glikokinaz enzimini aktive ettigi de
gosterilmistir. Sonugta glikoz, glikoz—6-fosfata donustikten sonra karaciger

hicrelerinde su degisikliklere ugramaktadir (28) :



» Glikolizis ile T.C.A. siklusuna girerek piruvat Uzerinden CO;
ve H,0 ya kadar parcalanmaktadir.

» Glukuronik asid yolagina girerek  Uridindifosfoglikoza  (UDPG)
dénusmektedir.

» UDPG'ye donlusen glikoz, glikojen sentaz enzimi araciligiyla glikojene
cevrilmektedir. insulinin karacigerde glikojen sentezini artirici etkisi glikoz-
6-fosfat artisina bagl olmayip, sentezi insulin tarafindan artirilan glikojen
sentetazin uyarilmasina da baglidir (34)

» Pentoz fosfat yolagi Gzerinden gliseraldehit-3-fosfata dontismektedir.

» Glikoz-6-fosfataz enziminin etkisiyle glikoza dénusmektedir.

Sonuncusu diginda bu olaylar insulin tarafindan hizlandinimakta, sonuncu
olay ise insulin tarafindan inhibe edilmektedir. Bdylece hlicreye giren glikoz
yikilmakta, bu sayede, bol miktarda NADPH olusumu saglanarak,
karbonhidratlarin yaglara dénismesi desteklenmektedir. inslinin karbonhidrat
metabolizmasindaki bir bagka etkisi glikoneogenezisi inhibe etmesidir.
Diyabette glukoneogenez'in artmig olmasi hipergliseminin nedenlerinden birini
olusturmaktadir (28,33,34).

insulin Salinimi ve Kan Glikoz Diizeyinin Ayarlanmasi: Kan glikoz diizeyi
yukselince, insulin salinmasi artar. Glikoz dizeyinin dogrudan pankreas
tarafindan olguldigu, bu dogrultuda B-hucrelerinden, insulin salinmasinin
kontrol edildigi dusunulmektedir. Cunkl, Langerhans adaciklarina invitro
glikoz eklenmesi insulin salinmasini artirmaktadir. Bunun diginda, sindirim
kanalinda olusan gastrin, sekretin, kolesistokinin gibi polipeptidler ve glukagon
insulinin salinmasinda etkilidir (28,34).

insulin ve glukagonun kan plazmasindaki miktari; alinan glikoz miktari ile
biyume hormonu ve glikokortikoidler gibi kan glikoz duzeyine etkili diger
hormonlarin kandaki seviyelerine baglidir. insulin, kan glikoz dizeyini diisiiren
tek hormondur. Hucre dizeyindeki metabolik olaylarin kontrolinde, Sekil
1.2’de goéruldigu gibi insulin ve glukagon birlikte calisirlar ve kan glikoz

dizeyini ayarlarlar (34).



Dusuk Kan Yiuksek Kan
Glikoz Duzeyi Glikoz Duzeyi
Glukagon insulin
Saliniminin Saliniminin
Uyarilmasi Uyarilmasi

Pankreas

Glukagon insulin

Glikogenolizis Glikogenezis

Karaciger

Glikojen . *

Glikoz

Vicut Hucreleri

Artan Kan Glikoz Duzeyi Azalan Kan Glikoz Duzeyi

Sekil 1.2. insulin ve Glukagonun Kan Glikoz Diizeyini Ayarlarlamalari (37)

1.1.1.2. Diyabetes Mellitus’un Tipleri

Diyabetik sendrom, insulin salgisinda mutlak veya nisbi azalma ile insulin
sensitivitesindeki bozuklugun neden oldugu bir tablodur. Bu bakimdan diyabet
tiplendirmelerinde ayriliklarin énlenmesi icin WHO, Tablo 1.1’de gortlen

dinyada gecerli bir siniflamayi kabul etmis ve batin Ulkelere énermistir (29).
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Tablo 1.1. Diyabetes Mellitusun Siniflandiriimasi (29)

1. Tip | : insuline bagimli olan diyabet (IDDM)

2. Tip Il: insuline bagimli olmayan diyabet (NIDDM)
e Sisman Olmayan
e Sisman

3. Malnutrisyon diyabeti

4. Gebelik diyabeti (Gestasyonel diyabet)

5. Diger tip diyabetler
e Pankreatit, Cushing sendromu veya akromegali seyrinde ortaya ¢ikan
veya atrojenik nedenlere bagli, genetik bazi sendromlarla veya insulin
reseptor anomalileri ile ortaya ¢ikan diyabet.

DM, veteriner hekimlikte de insan hekimliginde oldugu gibi siniflandiriimaktadir
(38).

Tip | Seker Hastaligi, Insulin-Dependent Diabets Mellitus (IDDM)

Geng tipi seker hastaligi, birincil seker hastaligi ve ketoza yatkin seker
hastaligi gibi adlarla da anilir. Langerhans adaciklarindaki p-htcreleri yikima
ugradigindan sayilar azalir ve insulin salinimi diiser ya da durur. insulin
yetersizliginin baslica nedeni B hicrelerindeki yikimdir. Bundan dolay! kanda
insulin dizeyi azalir ve ¢ogunlukla insuline gereksinim duyulur. Bu nedenle
Tip | seker hastaligina insuline bagimli seker hastaligi adi da verilmektedir.
Hastaligin baslangic doneminde B-hlcrelerine kargi antikorlar geligir,
pankreasin insulin yedegi ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur ve kanda insulin dizeyi
¢ok dusuktiur. Yag depolarindaki yaglarin yikimi ile birlikte protein yikimi da
arttigindan bu hastalar genellikle fazla yemelerine karsin zayiftirlar (3,4).
insulin yokluguna bagli olarak glisemi ve yag asitlerinin artmasiyla kanda ve
idrarda keton cisimleri gorulir. Ketoasidoz komasina siklikla rastlanmasi
nedeniyle sadece plazma glikozunu dizenlemek igin degil, ayni zamanda
diyabetik ketoasidozu onlemek ve yagsami surdurmek amaciyla ekzojen insulin
verilmesi sarttir (39).

Tip | seker hastaliginin ortaya ¢ikisina neden olan etmenler ¢ok gesitlidir. Bu tur
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diyabetlerde kalitimin roli % 50 civarindadir. Beslenme aliskanhgi, hareketsizlik
ve viral nedenler de Tip | DM faktorlerindendir. Deney hayvanlarinda virus ile
olusturulan seker hastaliginda pankreasin lenfositlerle kapl oldugu ve
hayvanlarin kanlarinda da insulin Ureten beta hucrelerine kargi antikor olustugu
tespit edilmigtir. Ayrica, H1A-88, BW 15, B18, DW3, DW4 gibi bazi doku

tiplerinin bulundugu kisilerde birincil diyabetin ortaya ¢ikma olasiligr artmaktadir

(4).

Tip Il Seker Hastaligi, Non-Insulin-Dependent Diabets Mellitus (NIDDM)

Bu tip ergin tipi seker hastaligi, ikincil seker hastaligi ve insuline bagimh
olmayan seker hastaligi olarak da tanimlanir. Genellikle ge¢ yasta gortimeye
baslar. Bu hastalikta, B-hucrelerinde insulin olugsumu, salinimi, depo edilmesi ve
beta hdcrelerinin sayisi normaldir. Kanda insulin dizeyi biraz azalmig, normal
ya da yiksek olabilir. Onemli bozukluk, insulinin etkidigi hedef hiicrelerdeki
insulin reseptorlerinin sayica azalmasi, ya da hicre iginde postreseptor
dizeyde insulin etkinliginin azalimi ve insuline kargi diren¢ gelismesidir. Bunun
sonucunda hucrelere yeterince glikoz giremez ve NIDDM geligir. Bu tar
diyabette insulin kan sekerini normal diizeyde tutmamasina ragmen, yaglari
depo edecek diizeydedir. Bu nedenle genellikle agirlik artigi vardir (3, 4).

Tip Il seker hastaligi kalitsal ve siklikla orta yaglarda gorulen bir hastalik olup,
hastaliga neden olan faktorlerin niteligi tam bilinmemektedir, Sismanlik,
yaslilikta adacik damarlarindaki skleroz, 6zellikle ikiden fazla olan gebelikler,
agir zorlanimlar, buydime hormonu, kortizon, glukagon, epinefrin, tiroit
hormonlari gibi hormonlarin fazla salinimi ve bu hormonlarin sagaltim amaciyla
kullanimi, bazi ilaglar, toksik etmenler, 6zellikle pankreasa yerlesen virtslarin
olusturdugu hastaliklar ve pankreas yangilari, pankreasin ¢ikarilmasi, Cushing
sendromu, akromegali, bazi ategli hastaliklar, beyin urlari, ruhsal soklar

hastaligin ortaya ¢ikmasinda dikkat gekmektedir (4).
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Deneysel Diyabetes Mellitus

DM’'da hormonal bozuklugun nedeninin anlasiimasi, deneysel diyabetin
olusturuimasina temel teskil etmigtir. Deneysel diyabet modelleri, yalnizca
diyabetin etyolojisini anlamak icin degil, diyabetik komplikasyonlardan sorumlu
mekanizmalarinin arastiriimasinda da kullaniimaktadir (40). Deneysel diyabet

olusturmak i¢in dort yontem kullaniimaktadir:

1. Cerrahi diyabet: Tarihgesi agisindan bilinen en eski deneysel diyabet
olusturma yontemidir. Hayvanlarda total veya subtotal pankreatektomi ile

saglanmaktadir (41).

2. Kimyasal diyabet: Cok sayida kimyasal maddenin deney hayvanlarinda
IDDM benzer bir bozukluk olusturdugu gosterilmistir. Bu maddeler arasinda
en ¢ok kullanilanlar alloksan ve streptozotosindir (STZ). STZ, pankreasta
serbest radikal temizleyicisi olan superoksit dizmutazi inhibe eder ve
boylece serbest radikallerin birikmesi sonucu NAD" deplesyonu ve DNA
hasari meydana getirdigi ve B-hdcrelerinin yikima ugradiklar bildiriimigtir
(28, 42). Alloksan'in diyabetojenik etkisinde ise, hidroksil radikalinin dnemli
roli olmadigi, sitotoksik etkiden superoksid radikali ve hidrojen peroksid'in
sorumlu oldugu bildirilmigtir. Bunlarin yanisira proheptadin, vakopentadimin
ve hekza-metiimelamin gibi maddeler de diyabet olusturmak igin

kullanilimiglardir (28).

3. Spontan diyabet: Genetik duzenlemeler sonucunda diyabetik oldugu
g6zlenen hayvan turlerinin  baslicalari Cin Kemirgeni, BB Wistar Sigani,
OB Faresi, Zucker Sigcanlardir (28).

4. Viral diyabet: Viral enfeksiyon hem insanda hem de hayvanlarda
diyabetin nedenlerinden biri olarak gdsterilmigtir. Diyabete yol acan gesitli
virisler arasinda; Ensefalomiyokarditis virGsinin M-varyanti, Kokssaki

Virtsleri, Rubella Virlsl, Reovirls bildirilmistir (43).
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1.1.1.3. Diyabetik Komplikasyonlar

insulin'in tedaviye girmesinden bu yana yaklasik 90 yil gegmesine ragmen DM
insan ve hayvan sagligini tehdit etmeye devam etmektedir. Magduriyetlerin ve
olumlerin ¢ogu, diyabetin kronik komplikasyonlari olarak adlandirilan diyabetik
retinopati, nefropati, néropati ve g¢esitli damar hastaliklarindan ileri gelmektedir
(10).

1.1.1.3.1. Diyabetin Makro ve Mikrovaskiiler Komplikasyonlari

DM’nin  komplikasyonlari mikrovaskuler ve makrovaskuler komplikasyonlar
olarak ikiye ayrilir. Mikrovaskuler komplikasyonlari; retinopati, nefropati ve
néropatidir. Makrovaskuller komplikasyonlari ise koroner kalp hastaligi,

periferik damar hastali§i ve serebrovaskiiler hastaliklardir (10,44).

Diyabetin makrovaskuler komplikasyonlari denildigi zaman aterioskleroz,
kardiovaskuler komplikasyonlar, beyin arterlerinde degisiklikler ve bunlara
bagli hemoraji ve trombozlar, bacaklarda aterioskleroza bagl tromboz
semptomlarina rastlanmasi ve neticede gangren egiliminin artmasi gibi

durumlar akla gelmektedir (10).

Diyabetik hastalarda kuiguk damarlarda mikroanjiopatiler gelismektedir. Damar
duvarinin  bazal membraninda glikozillenmig .protein ve mukopolisakkarit
birikmektedir.  Hiperglisemi bazal membranin glikoproteinleri iginde
karbonhidrat rezidiulerinin artmasina ve HDL/LDL kolesterol oranlarinin
bozulmasina neden olmakta, sonugta vaskuler komplikasyonlar ortya
cikmaktadir (10).

1.1.1.3.2. Diyabetik Retinopati

Uzun sure diyabetli olan sahislarin %20'sinde korlik mutlaka gelismektedir.
Bu sahislarda gorme kaybinin birinci sebebi retinopatidir. Diyabetik
retinopati, gézun arka kismindaki retinay1 besleyen damarlarda diyabete

bagli gelisen mikrovaskuler bir hastaliktir. Retinopati proliferatif ve proliferatif
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olmayan diye iki gurup altinda incelenebilir. Retinada kanamalar, eksudalar,

venoz ve kapiller degisiklikler, anevrizmalar olusur (10,45,46).

1.1.1.3.3. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, patogenezinde hemodinamik mekanizmaya ilave olarak ile
glikotoksisite ve anormal lipid profil gibi ¢esitli mekanizmalar s6z konusudur.
Hemodinamik mekanizmada erken degisiklikler, glomeruler bazal membranda,
tiibiiler bazal membranda ve bowman kapsiiliinde kalinlasmayi icerir. ikinci
mekanizmada ise glikotoksisite ve hemodinamik stres hucresel fonksiyonu
degistirerek poliol yolunda aldoz rediktaz yodnunde artma olusturur.
Bobreklerde diffuz glomeruloskleroz, noduler glomeruloskleroz ve eksudatif
lezyonlar, pyelonefritis, tubuler hucrelerde glikoz birikmesi ve yagl

degisikliler gibi lezyonlar gorulebilir (44).

1.1.1.3.4. Diyabetik Noropati

Diyabet, ndropatinin en sik rastlanan nedenidir. Olgularin ¢gogunda duyusal
sorunlar baskin olup el ve ayaklarda duyu kaybi vardir. Seker alkolerinin fazla
miktarda birikmesinin sinir zedelenmesi meydana getirdigi kabul edilmektedir.
Sinir doku miyoinozitolinun azalmasi ve hucre mebraninin bozulmus enerji
metabolizmasi ile dogrudan badlantihdir. Hipergliseminin derecesi, ile
ndropatinin siddeti ve prevalanslari arasinda iligki vardir. Diyabetik ndropati;
simetrik duyusal noéropati , asimetrik duyusal noropati  (diyabetik
amiyotropi) ve karigik duysal ve motor polindropati (organ noropatisi) olarak
kargsimiza cikar. Diyabetik hastalarda Carpal Tunnel sendromu ve diger

sikisma néropatilerine de sik rastlanir (10, 47).

1.1.1.4. Hayvanlarda Diyabetes Mellitus

DM, sigir, at, koyun ve domuzlarda nadir, kdpeklerde ise daha sik gorulur
(48,49). Aclik kan sekeri hayvanlar arasinda farkhlik gosterir. Basit mideli

hayvanlarda kan glikoz duzeyi 80-120 mg/dl arasindadir. Gevis getirenlerde ise,
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kan glikoz duzeyi yasa ve sindirim kanalinin gelisimine gore degisiklik gosterir.
Ergin bir gevis getirende kan glikoz dizeyi 40-60 mg/dl'dir. Geng¢ gevis
getirenlerin mideleri tam calisir hale gelene kadar kan glikoz duzeyi basit

midelilerdeki gibi yuksektir (4).

Koyunda kan glikoz dizeyi 30-50 mg/dl kadardir. Koyunlarda alloksan diyabeti
olustugunda kan glikoz dizeyi 140-200 mg/dl'ye kadar ulasmaktadir. Bu
hayvanlara kisa zincirli yag asitleri intravendz verildiginde insulin duzeyi
yukselmektedir (4). Yine koyunda rumendeki yag asitleri dizeyinin yemlemeden
sonra yukseldigi ve a¢ birakildiklarinda ise azaldigi gézlemlenmistir (4). Yapilan
c¢alismalar, rumende Uretilen yag asitleri ile plazma insulin dlzeyi arasinda
guclu bir iligki bulundugunu gostermektedir. Nitekim, butirik asitin enjektorle
verilimesinden sonraki ilk 15 dakika igerisinde insulin en yuksek duzeye
ulasmaktadir. Koyunda yapilan arastirmalara gore insulinin en fazla salinimi
glikoz alimina oranla kisa zincirli yag asitlerinin toplardamardan verilmesi
sonucunda olusmaktadir. Yine hayvanlar yesil otla beslendiklerinde, rumendeki
yuksek propiyonat ve butirik asit yoluyla insulin yukselmektedir. Batin kisa
zincirli yad asitleri arasinda, kanda insulin dizeyini en fazla yukselten
propiyonattir. iste bu nedenle gevis getirenlerde DM'a iligkin bildirimler yok
denecek kadar azdir. Ancak enerjinin buyuk bir bolimu ugucu yag asitlerinden
saglandigi icin seker hastaliginda metabolik bir tablo olan ketozis gevis
getirenlerde gorulebilmektedir. Sigir ve koyunda olusan ketozis seker
hastaligindaki metabolik olaylarla seyretsede DMdan farkh nedenler
sonucunda olugsmaktadir. Ornegin, siit verme déneminde yag depolari gabuk
tuketilir. Cok zengin rasyonla beslenildiginde bile bu dbénemde vyag
depolarindan yararlanmanin surdtraldigu gézlemlenir. Hayvan bu depolardan
olusturdugu yag asitlerini uygun bicimde kullanamazsa kanda ve idrarda keton
cisimlerinin gorulmesiyle karakterize, ketozis tablosu ortaya c¢ikar. Ketozisli
hayvanlarda igtahin kesilmesi, hastaligin daha tehlikeli seyrine neden olur ve

hayvanda asidoza bagli koma ve 6lume yol acabilir (4).

insulin kanatlilarda, karbonhidrat metabolizmasinda daha az rol oynar ve glikoz

normalde ylUksek bir duzeyde tutulmaya galigilir. Kanatllarda DM en yaygin
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olarak bazi papaganlarin turlerinde gértulmustir. Seker hastaligi kanatlilarda

gunluk insulin enjeksiyonlari ile iyi bir sekilde denetim altinda tutulabilmektedir

(4).

DM vyaklasik olarak her 400 kedinin birinde rastlanan ve erkek kedilerde
gorulme olasihgi disilere gore 1,5 misli daha fazla olan bir hastaliktir. Kedilerde
108 mg/dl olan aclik kan glikoz duzeyi pankreasi cikarildiktan sonra 338-1050
mg/dl’ ye kadar ylkselir (4). Bu hayvanlarda, pankreastaki Langerhans
adaciklarinda amiloit dejenerasyonu ve hidropik dejenerasyon oldukga
yaygindir. Bu dejenerasyonlar beta hucrelerinde islev bozuklugu ve insulin
yetersizligi yarattigindan seker hastaliginin birincil nedenidir. Asirt yaghlik ve
kizginhgin bastiriimasi i¢in kullanilan progesteron hormonu, seker hastaliginin
nedenleri arasindadir (48). Progesteron, biylme hormonu salinimini ve
hipotalamustaki reseptor-hormon baglantisi ile vucutta besin ve su alimini
artinr, boylece karbonhidrat metabolizmasi yukselir. Bununla birlikte,
progesteron insulin etkinligi icin zit etki gosterir ve gevresel insulin direncine
neden olur (4, 48, 50).

Kopeklerde seker hastaligina oldukga sik rastlanilir. Hastalik genellikle 4-14 yas
gurubu kopeklerde gorulur ancak insidensin en yuksek oldugu yas gurubu 7-9
dur. Predispozisyon gOsteren kopek irklari Keeshond, Poodles, Samoyed,
Daschund, Alaskan malamute, Miniature schnauzer, Chow chow, Beagle,
Doberman, Labrador retriever, Hungarian puli, Golden retriever, Miniature
pinscher, Old English sheepdog, Springer spaniel, Schipperke, Finnish spitz,
West Highland white terrier ve Cairn terrierdir (51). Disi kopeklerde insidens
erkeklere gore 2 kat daha fazladir ve prevalansi yasa paralel olarak artis
gOsterir (4,48).

Kdpekerde Tip | diyabette genetik yatkinlik s6z konusudur ve her patojenik
islev genetik kontrol altindadir. Hastalikta sekillenen otoantikorlar direkt olarak
B-hiicrelerinin dejenerasyonuna neden olur. (4,48). insiilin bagiml olmayan
diyabetin patogenezinde esas olarak insulin saliniminda noksanlik, sekonder

olarak da insulin toksisitesi veya amiloid birikimi rol oynar. Plazma glikoz dizeyi
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surekli yliksek oldugu icin, B-hlcreleri surekli ve siddetli uyariya maruz kalirlar.

Bu durum B-hucrelerinde fonksiyon kaybina neden olur (4).

1.1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri

1.1.2.1. Reaktif Tiirler Olarak Radikaller

Atomlar, proton ve nétronlardan olusan pozitif yukli bir gekirdek ve ¢ekirdegin
etrafinda bulunan negatif yuklt elektronlardan olusurlar (52).

Radikaller, dig orbitallerinde paylasiimamig elektron igeren kimyasal turlerdir
(53,54) ve molekulun kimyasal simgesinin sag ust kosesine konan nokta veya
cizgiyle gosterilir (565). Boyle bir kimyasal tur basit bir atom ya da kompleks
yapili bir organik molekul olabilir. Kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler daima
atomlarin dig orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gergeklesir. Dis orbitallerde
paylasilmamig elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal turin reaktivitesini
olaganustu arttirdigi igin, radikaller reaktivitesi ¢ok yUksek olan kimyasal
turlerdir. Elementlerin bir kismi, atomik yapilarinda paylasilmamis elektron
icerdiklerinden, dogada atomlari seklinde degil; molekuller seklinde bulunurlar.
Ornegin hidrojen, karbon, nitrojen, oksijen ve diger bazi elementler dogada
atomlari seklinde serbest bulunmazlar. Asal gazlar gibi elementlerde ise
icerdikleri butlin orbitalleri elektronlarla doyuruldugu igin serbest atom seklinde
bulunabilirler ve reaktiviteleri yoktur (52).

Reaktif tlrler baslica 3 temel mekanizma ile olugurlar (52, 53, 54).

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: YUksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yuksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur.
Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri atomlar
uzerinde kaliyorsa, bu tur kirllmaya homolitik kirllma denir ve her iki atom
uzerinde de paylasilmamis elektron kalir. Organik molekullerdeki
baglarin heterolitik kirllmasi durumunda zit yuklu iyon ciftleri olusur ve bu
turler de reaktiftir.

AB—- A +B
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2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 0zelligi
bulunmayan bir molekulden elektron kaybi sirasinda disg orbitalinde
paylasiimamis elektron kaliyorsa, bu atom yada molekulin radikal formu
olusur.

AB — A" +B"

3. Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tagimayan bir
molekule, bir elektron transferi ile dis orbitalinde paylagiimamis elektron

tasir hale gelirse, bu indirgenme radikal olusumuna neden olur.

A+te —» A

1.1.2.1.1. Oksijen ve Oksijen Radikalleri

Molekuler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamig iki elektron igerir. Bu
elektronlar, spinleri ayni yonde ve farkli orbitallerde iken minimum eneriji
seviyesindedirler. Radikal tanimina gore oksijen diradikal yapiya sahip bir
molekuldir. Fakat oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine ¢ok dusuktar.
Diradikal yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekille tepkimeye
girebilmesi icin, tepkimeye girecedi molekulun de farkl orbitallerde spinleri ayni
yonde elektron icermesi gerekir. Oysa basta organik molekuller olmak Uzere,
atom ve molekuller orbitallerinde elektronlari antiparalel ve eslesmis olarak
icerirler veya paylagilmamis elektronlar kovalent baglara katiimislardir. Bu
nedenle, oksijenin diger molekullere olan reaktivitesi son derece kisitlanmistir.
Bu kisitlama spin kisitlamasi olarak adlandirilir (52).

Canllarin oksijeni kullanabilmesi icin, oksijene elektron transferi yaparak spin
kisitlamasini agsmalari gerekir. Bu iglem igin canlilar gegis elementleri sinifindaki
Fe, Cu, Mn, Zn, Co ve Mo gibi metal iyonlarindan yararlanirlar. Canlilarda
oksijeni kullanan enzimler ya da oksijenle etkilesime giren proteinler, bu
elementlerden en az bir tanesini icermek zorundadirlar. Canlida ve ¢gevremizde
sadece oksijen merkezli radikaller degil, ayni zamanda diger atom merkezli

radikaller de olugabilirler. Oysa oOzellikle biyolojik sistemlerde “radikaller”
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kavrami reaktif oksijen turleri manasinda kullaniimaktadir. Bu algilamaya yol

acan faktoérler sunlardir (52):

1. Diger atom merkezli radikaller difizyon limitine yakin buyldk bir hizla
oksijenle tepkimeye girerler ve tepkimede paylagiimamis elektron oksijen
atomu Uzerine kayar; radikallik 6zelligi oksijen atomu Uzerinde devam
eder.

2. Molekuler oksijen hucrelerde devamli olarak kullanilan bir molekuldir.
Oksijeni kullanabilmek icin elektron transferi ile spin kisitlamasinin
aslimasi gerekir. Bu nedenle de oksijen metabolizmasi sirasinda reaktif
radikal tUrlerinin olusmasi kaginilmazdir.

3. Elektrofilik bir atom olan oksijen, dis orbitaline elektron alarak
biyomolekulleri oksitler, bu sirada kendisinin radikal turleri olugur. Fe ve
Cu gibi metal iyonlari oksijenin bu tur oksitleyici etkilerini Fenton
Reaksiyonlariyla 3000 ile 4000 kat hizlandirirlar.

Oksijenin dig orbital elektronlarinin mevcut durumunun degistiriimesi onu reaktif
hale getirir ve kullanimina olanak saglar. Bu amagla spin kisitlamasi iki yolla
asilabilir (52):

a. Oksijene elektron transferi: Serbest metal iyonlari, ¢gok daha etkili
olmak Uzere ise, proteinlere baglh metal iyonlari araciligi ile oksijene bir
veya iki elektron aktarimi katalizlenebilir. Oksijene tek elektron transferi
ile superoksit radikali olusur. Spin kisitlamasi kalktigi igin stperoksit,
oksijene gére cok daha reaktiftir. Iki elektron transferi ile de peroksi
anyonu olusur. Bu tir ortamdan aldigi iki proton ile H,O; olusturur.

b. Enerji absorpsiyonu:. Bu mekanizma ile oksijenin iki uyariimis formu
olusur. Singlet oksijen (102) diye adlandirilan oksijenin bu formlarinda dis
orbital paylasilmamis elektronlarindan birisinin spini degismistir. Delta
formunda zit spinli elektronlar ayni orbitalde veya sigma formunda ise
ayri ayri orbitallerde bulunabilirler. Her iki formun reaktivitesi ¢ok
yuksektir. Oksijenin spin kisittamasi asilmig formlari  Sekil 1.3'de

gOrulmektedir
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Sekil 1.3. Molekiler Oksijenin Farkh Formlarinin 2p Orbital Elektronlarinin
Konfiglirasyonu (52)

Oksijenin enzimatik olarak vucutta kullanimi sirasinda, icerdikleri metal
iyonlarinin yardimi ile, spin kisitlamasi asilir. Ancak enzimler tarafindan Uretilen
reaktif tirler normal kosullarda genellikle disuk derisimde olup, ortama verilen
radikaller sinirhdir. Patolojik durumlarda ise enzimatik olarak uretilip ortama
verilen ve nonenzimatik tepkimelerle yapilan radikal miktarindaki artisa bagl
olarak oksijenin toksik etkileri gértilmeye baslar.

Oksijen bulunan bir ortamda oksijenin metabolize edildi§i aerobik canhlarda
daima radikal Uretimi gerceklesir. Hucresel kosullarda olusabilen oksijen

radikalleri ile oksijen iceren reaktif turlerin 6nemli olanlari Tablo 1.2.’de

gOrulmektedir (54).
Tablo 1.2. Sik Kargilagilan Radikaller, Simgeler ve Kimlikleri (54)
Radikal Simge Tanimlama

Hidrojen H* Bilinen en basit radikal
Siiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara Grind
Hidroksil OH* En toksik (reaktif) oksijen metaboliti
Hidrojen peroksit H,O, | Reaktivitesi gok duguk, molekuller hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen (07Y Yarilanma émr0 hizh, giiclu oksidatif etkili
Perhidroksi radikal HO,* Lipidlerde hizli ¢dziinerek lipid peroksidasyonunu artirir
Peroksil radikal ROO" | Perhidroksile oranla daha zayif efkili, lipidlere lokalize olur
Triklorometil CCl; CCl, metabolizmasi Griini karacigerde uretilen bir radikal
Thyl radikali RS*® Sulfurlu ve ciftlenmemis elektron iceren turlerin genel adi
Alkoksil RO’ Organik peroksitlerin yikimi ile Gretilen oksijen metaboliti
Nitrojen oksit NO L- arjinin amino asitinden in vivo Uretilir.
Nitrojen dioksit NO, NCO’in oksijen ile reaksiyonundan uretilir.
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Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda olusan oksijen radikalleri ile gesitli
biyolojik fonksiyonlari yerine getirmek Uzere uretilen nitrik oksitin derisimleri
genellikle ¢ok dusuktur. Dusuk derigimlerdeki reaktif turler, hucrelerin
antioksidan sistemleri tarafindan inaktive edildiklerinden énemli toksik etkilere
neden olmazlar. Canli organizmada olusabilen radikallerin sayisi yuzlerle
ifade edilse de, bu radikaller arasinda superoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit
ve hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir. Hatta bu radikaller icinde superoksit
ve nitrik oksit temel radikaller sayilabilir. Cunkl superoksit ve nitrik oksit
enzimatik mekanizmalarla, devamli olarak ve o6nemli derisimde Uretilen
radikallerdir. Ayrica bu iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger batun
onemli radikaller ile radikal yapida olmayan reaktif turlerin olusumunu
baslatabilecek 6zelliktedirler (52).

Hucrelerde oksijen metabolizmasinin reaktif metabolit tGretim mekanizmasi
asagidaki gibi 6zetlenebilir. Tam olarak indirgendigi reaksiyonlarda son urun
olarak suya donugsen oksijen, reduksiyonun ara basamaklarinda reaktif
metabolitler verir. Ornegin, bir elektron alarak indirgenmesi, nikotin amid
difosfat hidrojene (NADPH) bagl olarak dehidrogenazdan elektron sizmasina
ve superoksit radikali olusumuna yol acar (54). Superoksit indirgeyici 6zellikteki
biyomolekuller oksijene tek elektron verip kendileri oksitlenirlerken, cesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak Uzere, yuzlerce enzimin katalitik etkisi
sirasinda ve mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken
uretilmektedir (52, 54, 55).

O+ e — 0,

Zayif bir oksidan olan superoksit radikalinin kendi basina 6nemli htcre
hasarlarina yol agmasi mumkin goérulmemektedir. Stperoksitin asil énemi,
hidrojen peroksit kaynadi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir (53, 56).

O, + O, + 2H" > H>O5 + O
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Suiperoksit, Fe*? ve Cu *? gibi gecis metalleri ve radikal tiirleriyle kolay
reaksiyona girer ve H,0; ile “Haber-Weis” tepkimesini vererek toksik hidroksil
radikalini olusturur Bu reaksiyonlarin en onemlilerinden biri Haber-Weiss
reaksiyonudur. Bu reaksiyon katalizor varliginda veya katalizorstiz olusabilir.
Demirle katalizlenen reaksiyon ise ¢ok hizlidir ve bu reaksiyona Fenton
reaksiyonu adi verilir. Bu reaksiyonda O, ve H,O, demir varliginda

etkileserek oldukga reaktif olan OH® radikallerini olusmaktadirr (54,57).

Fe* cu™

0, + H,0O, — OH®* + OH +0O»

Demir iyonlar katalizorlugunde “Fenton” tepkimesi gerceklegir ve reaksiyon
ortalama 4000 kez hizlanir (54).

Fe** +H,0, — Fe® +OH" +OH

Hidroksil radikali (HO®), biyolojik sistemlerde bulunan en gugli serbest
radikaldir. Biyolojik ve kimyasal sistemlerde Uretilebilen hidroksil radikali
canlilarda iyonlastirici radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekillerinin
iyonlasmasi ve hidrojen peroksitin eksik indirgenmesi ile olusabilir. OH®,
radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu baslica kimyasal turdur.
Vicutta OH®, en 6nemli kayna@ hidrojen peroksitin eksik indirgenmesidir
(52,55).

OH°radikalleri basta lipid, protein ve niikleik asitler olmak (izere hemen hemen
bitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. OH*In, DNA da
bulunan deoksiriboz molekuline etki ederek gesitli Urinler olusturdugu ve bu
olusan Urlnlerin bazilarinin mutajenik olduklari gorilmustir. Yine OH® aromatik
halkaya katilma 06zelligi gosterdiginden DNA ve RNA'da bulunan purin ve
pirimidin bazlarina katilarak radikal olusumuna neden olur bununla beraber
OH®, DNA'nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA iplik
kirilmalarina neden olurlar. (57, 58).

OH*®'In sebep oldugu bir diger biyolojik hasar lipid peroksidasyon olayidir. OH®
membran fosfolipitlerinin doymamig yag asit yan zincirlerine hicum eder. Bu

Ozellikle aragidonik asit gibi doymamis yag asitlerinin yan zincirlerinden -C
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atomunun birinden H atomunun c¢ikartimasi ve su olusumu seklinde
gerceklesir. Bu reaksiyon sonunda membranda - C - radikali kalir. Bu - C -

radikali oksijen ile kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

-C-+0p —» -C-
02'

Peroksil radikaller reaktiftir ve yakinindaki doymamis yag asitlerinin yan
zincirlerine saldirir:
02' H 02H

C- +-C —> -C-+-C-

lipid hidroperoksit

Boylece OH® vyiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit hidroperoksitlere
donustardr.  Membranda lipit  hidroperoksitlerinin  birikimi  membran
fonksiyonunu bozar ve membrana baglh bazi enzimler ile reseptorleri inaktive
ederler (55,59,60).

Reaktif oksijen turlerinden bir taneside Singlet Oksijen (Oy)dir. Singlet oksijen
elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi donug yonunun
tersi yonde olan farkh bir yoringeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi
superoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile
reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Singlet oksijen diger molekillerle
etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimelere girer.
Ozellikle karbon-karbon cift baglari singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir.
Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini (ROO")
olusturur ve OH® kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baglatabilir (52,
61, 62, 63).

1.1.2.1.2. Reaktif Nitrojen Turleri

Reaktif nitrojen turleri lipofilik 6zellikte olup, oksijensiz ortamda oldukga stabildir.
Dusuk konsantrasyon'larda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini

koruyabilen NO*® bilinen en dislik molekil agirlikh, biyoaktif memeli hiicresi
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sekresyon Urunudur. Diger radikallerden farkli olarak dusik dozlarda toksik
degildir ve ¢cok 6nemli fizyolojik islevleri gerceklestirir. Nitrik oksit bir atom azot
ile bir atom oksijenin ciftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana
gelmistir ve bu ylzden radikal tanimina uymaktadir. Bu lipofilik serbest radikal
damar endotel hucrelerinde Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-
arjininden sentezlenir. NOS'In birgok izoformu tanimlanmistir. NO“in yari émrii
10-20 saniyedir. Kolayca duz kasa gecerek Guanilat Siklaz enziminin "hem™
demirine baglanir ve cGMP sentezini uyarip damar gevsemesini saglar.
Sentezlenen NO, ayni zamanda tiyol guruplarini S-nitrozilasyona ugratarak
protein ve reseptor fonksiyonlarini da degistirir. NO®* Fe-S kiimelerine afinite
gOsterdigi igin bu guruplari iceren akonitaz enzimine de baglanir. Bu enzim
hicre ici demir trafigini kontrol eder. (55,64, 65).

NO metabolize olurken molekuler oksijen ile badlanip nitrojen dioksidi (NO3)
olusturur (55).

2NO" + O —— 2NO,

NO"in radikal oksijen turleri ile reaksiyona girerek gucli bir oksidan olan
peroksinitriti (ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH*®

radikalinin olusumuna yol ac¢tidi ifade edilmektedir:

NO + Oy — ONOO'
ONOO® —>ONOOH
ONOOH —— NO,+ HO

Sonug olarak NO, endotel hicre disfonksiyonu ve buna bagli ateroskleroz

hipertansiyon ve DM gibi bazi 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir (55).

1.1.2.2. Baslica Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
reduksiyon reaksiyonlari sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakli etkilerin

etkisiyle de olusabilir. Hicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal
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olusumuna sebep olurlar. Bunlarin yanisira radyasyon, stres ve
ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal Uretimini arttirirlar.
Sitokrom p-450, sitokrom b-5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi
durumlar, mitokondrial elektron transport sistemi, molekuler otooksidasyon
yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin ve antibiyotik gibi molekullerin hepsi
hicresel serbest radikalleri olustururlar (61,66,67,68). Serbest radikal

olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak Uzere iki guruba ayrilabilir.

1.1.2.2.1. Endojen Kaynaklar

Normal olarak metabolizmada, bazi biyokimyasal olaylarin cesitli
basamaklarinda serbest radikaller olusmaktadir. Her ne kadar serbest radikal
yapisina sahip maddelerin organizmaya zarar verme potansiyelleri varsa da.

bazi metabolik olaylarin ilerleyebilmesi icin bunlarin olusmasi kaginilmazdir.

Serbest radikallerin en fazla uretildigi metabolik islem, mitokondriyal elektron
transport zinciridir. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen
kullanilirken, tuketilen oksijenin %1-5 kadari superoksit yapimi ile sonlanir.
Buradaki radikal yapiminin nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi
elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir. Fizyolojik
kosullar altinda mitokondriyal elektron transport sistemi serbest radikal

uretiminin en dnemli kismini olugturmaktadir (69, 70).

Endoplazmik retikulum ve nukleer membranda, membrana iligkin sitokrom p-
450 ve b-5 gibi sitokromlarin yag asitleri ile ksanobiyotiklerin oksidasyonu, ve
dioksijenin reduksiyonu ile serbest radikaller olusur. Bu sistem, molekdulleri

indirgeyerek veya oksitleyerek serbest radikal olusturur (55,71).

Aragidonik asit metabolizmasi reaktif oksijen turlerinin Uretildigi 6nemli bir
kavsaktir. Fagositoz hucrelerinin  uyarilmasi, membran siklooksijenaz,
fosfolipaz ve protein kinaz enzimlerinin aktivasyonu arasidonik asit salinimina

neden olur. Aragidonik asitin enzimatik oksidasyonu ile de serbest radikaller
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ortaya cikar. Arasidonik asidin siklooksijenaz tarafindan katalizlenen
oksidasyonu  prostaglandinleri, lipooksijenaz tarafindan katalizlenen
oksidasyonu ise I0kotrienleri verir ve bu tepkimeler sirasinda serbest radikaller
olusur. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in
peroksitlere ihtiyag duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi daha sonra
prostaglandinlerin sentezi iginde gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla
sonuglanir. Ote yandan lipooksijenaz lipit peroksitleri tizerinden I6kotrienlerin
olusumunu katalize eder. Ayni zamanda bazi ksenobiyotiklerden bu esnada
reaktif ara Urlnler olusmaktadir. Bu ara Urunler hedef yapilarla etkileserek
toksik etki gosterirler (55,72).

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Metiadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin gibi bilesikler
alternatif bir redoks siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftenmemis
elektron kazanma egilimindedirler. Bu ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana
bilesige ddénusmek icin kolayca oksijenle oksitlenir ve slperoksit radikalini
olustururlar (73)

Olusan ksenobiyotik ve superoksit radikalleri intra sellUler renitin depolarindan
demiri serbest hale getirirler. Sitozole salinan demir, serbest radikaller
arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikici olan hidroksil radikali gibi

ikincil radikallerin olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar (57).

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
aretimini arttirirlar. Aktive fagositler Tablo 1.3’de gértlen intrasellller radikal
olusumuna neden olurlar. Aktive olmus fagositlerde Uretilen serbest radikaller

patojenlerle savasta dnemli rol oynar (55).

Tablo 1.3. Fagositlerin Urettigi Reaktif Oksidan Uriinler (55)

Trombositler H,0,,0,,0H

Notrofiller H,0,,0,,0H ,HOCI
Eozinofiller H,0,,0,,0H,HOCI
Makrolajlar H,0,,0,,0H,HOCI, NO
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Monositler, kupfer hucreleri, alveolar makrofajlar gibi doku makrofajlari
ilenétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi granulositler immunojenik veya 6zel bir
uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarini disari vermeye baslarlar. Reaktif
oksijen olusumunun yanisira mitokondri disindaki oksijen Uretiminde bir
patlama (respiratory brust) olur. Fagosite edilmis patojenler oksidan ajanlar
tarafindan o6lduralir. Solunum vyolu ile patlamanin amaci oksidan ajanlar
saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri Oldurmenin yanisira
myeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorit
kombinasyonu, myeloperoksidaz sistemine etkiyerek de gugli bir
antimikrobiyal aktivite gosterir. Bu radikaller, memeli bakteri ve parazitlerine
karg! sitotoksik etkiye sahip oksidan ajanlardir. Membran peroksidasyonu,
membran proteinlerinin dekarboksilasyonu veya oksidasyonuna yol agip
membran butinligunu bozabilir ve DNA'yl okside ederek pargalayabilir.
Fagositik kaynakli oksidan ajanlar; ototoksik, immunosupresif ve mutojenik
etki olugturabilirler (73,74).

Endojen serbest radikal Uretim kaynaklari arasinda otooksidasyonun onemli
bir yeri vardir. Doku bilesenlerinin ¢ogu molekuler oksijenin varliginda
kimyasal olarak stabil degildirler ve metabolik sartlar altinda az yada c¢ok
otookside olurlar. Kolayca otookside olabilen bu bilesenler doku ve hicrelerin
son derece Onemli komponentleridirler. Bunlar arasinda, hemoglobin gibi
metalloproteinler, hormonlar, tiyoller, doymamis membran lipitleri sayilabilir.

Batun otooksidasyonlar sirasinda serbest radikal intermediyerleri kadar aktive
oksijen turleri de Uretilir. Boylece otooksidasyonlar vicudun radikal

kaynaklarina katkida bulunurlar (55,75).

Oksidan Enzim Reaksiyonlari serbest radikal Uretiminde 6onemlidir. Aerobik
organizmalarda oksijenin katildigi birgok reaksiyonda oksijenin tek degerlikli
indirgenmesiyle superoksid anyonu meydana gelebilir. Glikojen oksidaz
ksantin oksidaz. NADPH oksidaz. NADH oksidaz, diamin oksidaz, Uraz

oksidaz gibi enzimler bunlardan bazilaridir (55).
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1.1.2.2.2. Ekzojen Kaynaklar

Cevresel kimyasal ajanlara maruz kalma gibi eksojen nedenler, hicrelerde
radikal olusumu ve serbest radikal reaksiyonlarini artirarak oksidatif strese yol
acgmaktadir. Hava kirliligi, kimyasallara maruz kalma, organik yanik madde ve
yanmis gidalarin alimi, sigara dumani ve iyonize edici radyasyon gibi faktorler

radikal olusumuna yol agan baslica eksojen kaynaklaridir (54, 76).

1.1.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller Sekil 1.4’de goéruldagu gibi hicrede lipit, protein, DNA ve

karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yapi ve bilesiklere etkilidir (55).

[ DNA'da Yapisal Degisiklikler )

Lipid Peroksidasyonu ‘/( [DNA‘da Konformasyonel Degisiklikler ]

Y

N

Radikal Oksijen Tiirleri Oksidatif Protein Hasari Sonucu

|—| DNA Polimerazlarin Etkisinde ve
DNA Onarim Enzimlerinde Azalma

Hucre Proliferasyonunun
Uyarilmasi

Radikal Nitrojen Turleri

|

Reaktif Turler Nedeniyle Protein
ve Genlerin Modiilasyonu

l

[ Apoptik ve Nekrotik Mekanizmalarla Hiicrelerin Bilylimesi, Farklilasmasi ve Olimii ]

Sekil 1.4. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tdrlerinin Vicuttaki Etkileri (55)

Membrani olusturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler gibi doymamis yag
asitleri ile membran proteinleri radikaller igin oldukga c¢ekici hedeflerdir.
Radikaller yogun olarak dretildiklerinde, aerobik solunumu ve kapillar
permeabiliteyi bozarak, hicresel potasyum kaybini ve kapillar trombosit

agregasyonunu hizlandirir (54,55).
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1.1.2.3.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallerin lipitler Gzerine yaptigi etki lipit peroksidasyonu (LP) olarak
adlandirihr, LP doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi
sonucu doymamis yag asidindeki metilen gurubundan bir hidrojen atomunun
uzaklastiriimasi ile baglamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin stiperoksit
anyon radikali ile hidroksil radikali oldugu, bu nedenle lipit peroksidasyonunu
baslica hidroksil radikalinin baglattigi kabul edilmektedir. Stperoksit radikali ve
hidrojen peroksid hidroksil radikaline donugmektedir (54, 77).

Hidrojen atomunun kopariimasiyla olusan serbest yag asiti radikali molekuler
oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan peroksit
radikali yUksek reaksiyon yetenegine sahip olup bagka bir yag asidi molekulu
ile yeni bir hidroperoksit ve yeni bir yag asiti radikali olusturacak sekilde
reaksiyona girer. Olusan bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birleserek bir
hidrojen atomunun daha ayrilmasini saglar. Bu baglayan zincir reaksiyonu
olugsan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak artan bir hizda devam eder
(55, 78).

Bir ¢cok olayda bu sekilde olusan lipit peroksitleri RO®* ve OH® verecek sekilde
parcalanir ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni
zincir reaksiyonlarini baslatacak olan radikallerini olustururlar. Boylece olusan
bir radikal surekli olarak yeni radikallerin olugsmasina neden olur (78).

Lipit peroksitleri hucre zarlarinin 6nemli bir komponentidir ve Fe Cu gibi gegis
metallerinin varliginda alkoksil ve peroksi radikallerini verirler. Fe veya Cu
tuzlari lipit peroksidasyonunun hizini arttirarak, hucre zari akigkanhgr ve
permabilitesini zayiflatirlar, bu tablo hicre butunligunun bozulmasina neden
olabilir. Lizozomal membranlanin yikimlanmasi hidrolitik  enzimlerin

salinmasina ve intrasellller sindirime neden olur (74, 78, 79).

1.1.2.3.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlerle iligkisi aminoasit icerigine goére degisir.
Protein molekulleri Uzerindeki suilfhidril veya amino guruplariyla serbest

radikallerin etkilesmesi sonucu olugsan yapisal degisiklikler amino asitlerin
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modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu, agregasyonu ve c¢apraz
baglanmalar olmak lGzere Uge ayrilir (80).

Fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi doymamis yapilar tasiyan aromatik amino
asitler ve sulfirli amino asitler oksidatif ataklara karsi ¢ok hassastir. Protein
temel yapisindaki degisiklik, antijenite degiskenligine ve proteolize yatkinlik
nedeniyledir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girerek enzim,
norotransmitler ve reseptor proteinlerinin  fonksiyonlarinin  bu yolla
bozulmasina neden olabilirler (81). Serbest radikal tirlerinin lizozomal
membranlara zararli etkisi sonucu, hidrolitik enzimlerin hlicre icine salinmasi
duyarli aminoasit kalintilarini okside ederek veya zincir polimerizasyon
reaksiyonlarina neden olarak enzimleri inaktive edebilir (74, 78, 79).

Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albimin gibi ¢ok sayida disulfit bagi
bulunduran proteinler de G¢ boyutlu yapi bozulur ve normal fonksiyonlarini
yitirirler. Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar gorurler.
Ornegin, oksihemoglobinin O,* veya H,O, ile reaksiyonu methemoglobin

olusumuna sebep olur (55).

1.1.2.3.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diyabet ve sigara kullanimi ile gelisen
kronik hastaliklar da 6nemli rol oynarlar (81).

Enflamatuar eklem hastaliklarinda synovial siviya gegen polimorf nukleer
IOkosit'lerin  extrasellller siviya biraktiklart H,O, ve Oy ortamdaki
mukopalisakkarit yapisinda olan hyaluronik asidi parcalar. Hyallronik asit,
gbzun vitroz sivisinda bol miktarda bulunur ve oksidatif hasari katarakt

olusumuna yol agar (72).

1.1.2.3.4. Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Genetik bilgiyi tagiyarak, nesilden nesile aktariimasini saglayan DNA kolay
zarar gorebilen bir molekuldur ve Uzerinde surekli olarak hasar olugsmaktadir.

insan bedeninin her hiicresindeki DNA, gunde 10.000 kez serbest radikal
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saldirisina maruz kalmaktadir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok fazla oldujgu veya onarim sistemlerinin
yetersiz kaldigi durumlarda DNA Uzerinde olusan hasar hucre 6lumune veya
mutasyona neden olur. DNA hasarinin gesitli hastalikiarin etyolojisinde ve
yaslanmada o6nemli rol oynadigi ileri sUrUlmektedir (55,82,83,84). Serbest
radikaller DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara, purin ve
pirimidin  bazlarin spesifik modifikasyonuna ve DNA-protein ¢apraz
baglanmalarina neden olur (85,86). Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu baz
salinimini ve DNA zincir kiriklarini indiklerken oksidatif baz modifikasyonlari
mutasyonlara yol agabilmektedir (87,88). Farkli radikal metabolitlerinin DNA
hasarlarina neden olus mekanizmalarida farklidir (89).

Yapilan cesitli arastirmalar superoksit anyonu ve onun dismutasyonuyla
olusan hidrojen peroksitin dogrudan DNA ile egleserek baz oksidasyonuna
ve zincir Kkiriklarina yol agmadigi ancak gegis metal iyonlari varlhiginda Fenton
reaksiyonu ile olusan ve daha aktif bir serbest radikal olan hidroksil
radikalinin DNA hasari olusturdugunu gostermiglerdir (90,91). Singlet oksijen
ise guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (92,94). DNA hasarlarinin
olusumunda vyer alan endojen reaksiyonlar oksidasyon, metilasyon,
depurinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir. Nitrik oksid veya nitrojen
dioksid (NO;), peroksinitrit (ONOO"), dinitrojen trioksid (N2Os3) ve nitrik asid
(HNO3) gibi reaktif Urlnleri, nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlari ile
mutajenik aktivite gosterirler (93).

Hidroksil radikali purin bazlar ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona
girerek sirasiyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- purin radikallerini olusmaktadir
(94). C4-OH- ve C5-OH-purin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside purin
radikallerini  olustururlar. C8-OH-purin radikallerinin  bir elektronlarinin
oksidasyonu ve yine bir elektronlarinin reduksiyonu ile sirasiyla
8-hidroksipurinler (7.8-dihidroksi-8-oxo-purunler) ve formamidopirimidinler
olusur (94). Sekil 1.5 a ve b’de 6nemli oksidatif DNA hasar Urunleri ve
8-hidroksiguanin (7.8-dihidroksi-8-axoguanin:8-OH~Gua) ve FapyGua olarak
adlandirilan 2.6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin olusum mekaniz-

malari gorulmektedir (95).
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Her iki tepkimede hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda
olusabilmektedir. indirgeyici ajanlar formamidopirimidinlerin  olusumunu
arttinrken, 8-OH-pirimidinlerin olugmasi i¢in ise oksijenli ortam gereklidir (92).
Bazlardan timinin alil radikalinin oksidasyonu ile 5-hidroksimetilurasil ve 5-
furmilurasil olugsmaktadir. Diger taraftan dehidrasyon ve deaminasyon
reaksiyonlarina yalnizca sitozin katilabilmektedir. Boylece sitozin; glikol
dehidrasyonla urasil, glikol deaminasyon ile 5-hidroksi urasil (5-OH-Ura),
dehidrasyon ve deaminasyon ile de 5-hidroksisitozini (5-OH-Cyt) vermektedir
(96).

Hidroksil radikali fraksiyonunun DNA'daki seker gurubu ile etkilesmesi, bes
karbon atomunun herhangi birinden bir H atomunun ¢ikariimasiyla olmaktadir
(76). Seker radikalleri bircok farkli reaksiyonla meydana gelmektedir.
Oksijensiz sistemlerde C4' merkezli radikallerin pargalanmasi, DNA zincirlerini
kirar, sonugta saglam olan baz ve degisiklige ugramis seker serbest kalir. Cl
merkezli radikallerin oksidasyonu ise seker laktonu olusumu ve saglam bazin
salnimi gercgeklesir. Oksijen yoklugunda, baz radikalleri kendilerine komsu
olan seker gurubundan H atomu alarak seker radikallerini olugturarak zincir
kirllmalarina yol acar. Oksijenli sistemlerde ise karbon merkezli seker
radikaline molekuler oksijenin eklenmesi ile peroksil radikalleri olusmaktadir.
Seker peroksit radikallerinin en karakteristik 6zelligi karbon-karbon bagini
kirarak alkali bolge olusturmalaridir. C5 merkezli peroksil radikali, oksil
radikaline donusturulerek pargcalanma ile DNA zincirinin kirilmasina, saglam
bazin ve degismis sekerin serbest kalmasina yol agmaktadir. DNA'daki
degisiklige ugramis seker guruplari DNA zincirinden salinabilir ya da fosfat
baglariyla DNA'ya bagli kalabilir (95).

8-OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana gelen bir baz hasar Grunu
oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin Olgiimesinde hasar indeksi olarak
kabul edilmektedir (92). Ancak 8-OH-guanin dizeylerinin belirlenmesi oldukga
pahali bir yontem olmasi ve ileri teknoloji gerektirmesi, arastirmacilari DNA
hasar duzeyi tesbitinde hizli, basit ve ucuz yontemler gelistirmeye yitmistir.
Son yillarda gelisen “Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE) teknigi DNA
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sarmal kiriklarinin tesbiti icin hassas, hizli ve ucuz bir yontemdir. SCGE
teknigi “Comet Assay” ya da “Microgel Electrophoretik Tecnique” olarak da
adlandiriimaktadir (97).

insan hiicrelerinde DNA tek sarmal kiriklarinin tespiti ilk kez Rydenberg ve
Johanson tarafindan gergeklestiriimigtir. Notral teknik olarak adlandirilan bu
yontemle DNA’nin ayrilmasina izin veren hafif alkali sartlar altinda lam
Uzerindeki agarozda gomulmids olan hucreleri parcgalayarak hucreleri
proteinlerinden ayirmiglardir. Daha sonra noétralize edip akridin oranj ile
DNA’y1 boyamis ve kirmizi florosana yesilin orani hesaplamiglardir. Kirmizi
florasans tek sarmali, yesil florasans ise ¢ift sarmali gostermistir. Fakat bu
teknik ¢cok yaygin kullaniimamistir (97). Ostling ve Johanson 1984 yilinda
noétral teknigi modifiye ederek, hicredeki DNA hasarinin direkt

gosterilmesinde “Microgel Electrophoretik Tecnique” olarak sunmuslardir.

Ostling ve Johanson agarozda slspanse edilen radyasyona maruz kalmis
hucreleri lam Uzerine yayarak, yuksek tuz ve deterjanla lizing iglemine tabi
tutmuglar ve ardindan elektroforezis uygulanarak akridin oranj gibi DNA
baglayici floresan boyasiyla boyamiglar ve floresan mikroskopta
degerlendirmislerdir. Degerlendirme sonucunda gevsemis ve kiriimig DNA
fragmanlari nedeni ile elektrik yuk kazanmig olan DNA, g¢ekirdekten anoda
dogru go¢ ederek kuyruklu yildiz gérunimuini vermis, bu nedenle hasarl
hicreler comet olarak adlandiriimistir. Kuyruk uzunlugu DNA hasarini
saptamak igin 6l¢iimus ve kuyruk uzunlugunun g¢alismada kullanilan oksidatif
ajan dozunun fonksiyonu oldugu gozlemlenmiglerdir (98). Ancak, DNA cift
sarmal kiriklarinin tespitine izin veren noétral sartlar, tek sarmal kiriklarinin
belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa DNA da hasar olusturan ¢ogu ajan
DNA c¢ift sarmalindan ¢ok DNA tek sarmalinda hasar meydana getirmektedir.
Bunun yaninda notral sartlarda proteinler tam olarak uzaklastirlamamaktadir
(99). Bu nedenle Singh ve ark. 1988 yilinda alkalin comet metodunu
tanimlamiglardir. Bdylece “ tek sarmal kiriklari” denilen ve sadece alkali
teknikle ortaya cikarilabilen DNA tek sarmal kiriklarini tanimlama imkani

dogmustur. Kullanillan daha guglu lizis kosullari proteinlerin % 95 inden
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fazlasini yok edebilmekte, boylelikle SCGE teknigin yeni dizayni birey
hicrelerinin hemen hepsinde DNA hasar buyuklugunun direkt olarak tespitini
saglamaktadir (100,101,197).

1.1.2.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmanin canli ve saglikh kalabilmesi igin hlcresel homeostatik dengenin
korunmasina yonelik c¢abalar tim canli ortamlar ve hucrelerde dikkat
cekmektedir. Normal fizyolojik sartlarda i¢ ve dis kaynakli stres olusturucular
hicresel dengeyi surekli degistirmekte, 6zellikle reaktif tlrlerin stresine kargi
korunma ise hucrenin gelistirdigi ve antioksidan savunma olarak adlandirilan
mekanizmalarla gerceklestiriimektedir (54).

Aerobik canlilarin homeostasisi igin basilica tehdit reaktif oksijen ortamlar ve
oksijen metabolizmasi drunleri olarak asiri uUretilen reaktif metabolitlerdir.
Dahasi, bu reaktif Grunler hucre icin olmazsa olmaz temel fizyolojik ve
metabolik islemlerde Uretiimektedir. Serbest radikal Uretimindeki artis, hicre
yapilari ve fonksiyonlari icin toksik etkili goértlmektedir. Antioksidan sistemi
olusturan elemanlarin gorevi, bu toksik etkilere kargi organizmayi ve hucresel
dengeyi korumaktir. Koruma iglemi; toksik etkili oksidan metabolitlerin
uretimlerinin engelenmesi, var olan radikallerin temizlenmesi, sekonder
oksidan Ureten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi, endojen antioksidan
kapasitenin artirnimasi ve inflamatuvar mediatorlerin blokaji gibi yollarla
olusturulmaktadir (54).

Gunlik yasamin rutin ilerleyisi sirasinda karsilasilan reaktif metabolitlerin
giderilmesi ve fizyolojik isleyisin devaminda endojen antioksidanlar énemlidir.
Bununla birlikte antioksidan kapasitenin guglendiriimesi amaciyla, eksojen
antioksidan maddelerin alimi gindeme gelmistir (54 ).

Hucresel enzimler ile nonenzimatik vyapilardan olusan endojen
antioksidanlarile eksojen antioksidan maddeler ve oOzellikleri Tablo 1.4. ve

Tablo 1.5'de listelenmistir.
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Tablo 1.4. Bilinen Endojen Antioksidanlar ve Etkinlikleri (54)

Antioksidanlar

Yapisi

Yerlesimi

islevi

Stkrm oksdz

Tetramerik protein

Plazma

Siperoksid nétralizani

SOD

CuZn, Mn SOD

Mitokondri, serum,

Siperoksidi H202'e gevirir

Katalaz

Hemoprotein

Peroksizomlar

Peroksit notralizani

GSH-Px

Selenoprotein

Sitosol, mitokondri

L P drdnlerini indirger

GSH-rediiktaz

Dimerik protein

Citool, mitokondri

Distilfitleri indirger

a-tokoferol Yagda ¢dziinen vit. Membranlar,eks.sel. ortam | Peroksidasyonu azaltir
B-karoten Vit A prekursoéri Hucre membranlari Peroksil temizleyicisi
Glutatyon Tripeptid intraseliiler ortam, alveoller | GSH redoks substrati
Askorbik asit Suda ¢dziinen vit. Hucre igi ve disi sivilari Vit E’yi rejenere eder

Urik asit Okside plrin bazi Genis bir dagilim gosterir Hidroksil toplar, vit C korur
Sistein Amino asit Genis bir dagihm gdsterir Organik bilesikleri indirger
Albumin Protein Plazma, serum Serbest radikalleri giderir
Bilirubin Hemoprotein Grinu Dolasim kani, dokular Zincir kirici antioksidan
Seruloplazmin Protein Dolasim kani, dokular Siiperoksidi H2O,'e gevirir
Transferrin Glikoprotein Plazma Demir iyonlarini baglar
Laktoferrin Protein Plazma Demir iyonlarini baglar
Ferritin Glikoprotein Dolasim kani, dokular Doku demiri baglaycisi

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldiriima
hizi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir.
Oksidatif denge saglandigi surece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Ancak, akut fiziksel aktiviteler, gebelik gibi fizyolojik
durumlar ve pek c¢ok patolojide lokal ve genel antioksidan kapasite
asilabilmekte ve antioksidan savunma sistemi yetersiz kalmakta ve oksidatif
denge bozulmaktadir. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum ozetle:
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir
(102).

gerekmektedir.

Ancak burada onemli bir ayrintinin gozden kagiriimamasi

Mikroorganizmalarin ~ dldurilmesi, duz kas tonusunun

ayarlanmasi, p-450 ve p-5 oksidasyonlari gibi 6nemli fizyolojik reaksiyonlarini
dizenleyen serbest radikallerin ¢ok tehlikeli GrlGnler olarak gértlmesi yanhs bir

yaklasimdir. Tehlikeli olan bu radikallerin asiri artisidir. Bu zararin giderilmesi
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amaciyla kullanilan antioksidan maddeler ne saf ne de spesifik antioksidandir.
intersellller antioksidan enzimlerin artisi ve antioksidan dizeylerinin
yukselmesi, hipervitaminozis ve bilingsiz antioksidan madde kullanimi gibi
olgularda oksidan-antioksidan denge antioksidanlar lehine bozulmakta ve

gercekte bir antioksidatif stres tablosu olusmaktadir (54).
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Tablo 1.5. Baglica Ekzojen Antioksidanlar ve Ozellikleri (54)

Superoksid
dismutaz

Antioksidan .
Spesifik tipi Islevi
Sinif pesifik tipi slevi
. Ksantiz oksidaz reaksiyonunda siiperoksit tGretimini inhibe
Allopurinol
= eder
o= N Ksantiz oksidaz reaksiyonunda stiperoksid Uretimini inhibe
8o Oksipurinol
S5 eder
c = - - - — —————
=2 Pterin aldehit Ksantiz oksidaz reaksiyonunda superoksid Uretimini inhibe
) eder
x Ksantiz oksidaz reaksiyonunda siliperoksid Uretimini inhibe
Tungsten
eder
NS Soya tripsin inhibitdri Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
E S Serin proteal inhibitorleri Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
e
o< Fenilmetilsilfonil (PMSF) Ksantin dehidrogenazdan oksidaz olusumunu bloke eder
. Mmakrofajlarda NADPH oksidaz ile stiperoksid olusumunu
Adenozin .
N onler
E E Lokal anestezikler Makrofajlarda NADPH oksidaz ile stiperoksid olusumunu onler
; % Kalsiyum kanal blokerleri Makrofajlarda NADPH oksidaz ile stiperoksid olusumunu onler
Q. Nonsteroid
9,: £ or.l.s erol Makrofajlarda NADPH oksidaz ile stiperoksid olusumunu 6nler
> antlnflamatuvarlar
Cetiedil Makrofajlarda NADPH oksidaz ile stiperoksid olusumunu 6nler
Dogal SOD Siperokstten hidrojenperoksid dismutasyonunu katalizler
IgA bagimh SOD Superokstten hidrojenperoksid dismutasyonunu katalizler

Polietilen glikol SOD

Siiperokstten hidrojenperoksid dismutasyonunu katalizler

Ginkgo Biloba (Egb 761)

SOD ile benzer fonksiyon

3 Dogal katalaz H202'nin oksijen ve suya indirgenmesi ve nétralizasyonu
N
% PEG-katalaz H202'nin oksijen ve suya indirgenmesi ve nétralizasyonu
E Lipzom kapstillii katalaz H202'ni O, ve H,O'’ya gevirir
o Mannitol Hidroksil radikal giderici
®©
S Albumin Genis capli oksidan toplayici
g‘ Dimetil sulfoksid Fe, sliperoksit, hidroksil toplayici
g 17-aminosteroit lazaroidler | H2O, ve hidroksil giderici
"é Glutatyon Stiperoksid giderici
N Urik asit Siiperoksid ve hidroksil giderici
% Spin tuzaklari TUm radikalleri toplar
Z Bilirubin Peroksidasyon zincirini bozar
" E Deferoksamin ?erbest Fe® atomlarini baglayarak radikal reaksiyonlarin
X% onler
B2 . Serbest Fe®" atomlarini baglayarak radikal reaksiyonlarini
= Apotransferrin Snler
£z .
O 5 . Serbest Fe® atomlarini baglayarak radikal reaksiyonlarini
0O ¢ Seruloplazmin Snler
N
_ & Antindtrofil serumu Hicresel glutatyon peroksidal enzim aktivitesini artirir
s S
.°C_-’. g _§ MonokInal antibodiler Nétrofillerin endotele adezyonu inhibe eder
o c
T 5 c
LT § ;’g Platelet aktive edici faktdr | Notrofillerin adezyonunu inhibe eder
©
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1.1.3. Diyabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

DM’un erken ve ge¢ donem komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif stres
onemli bir rol oynamaktadir (102). DM’da serbest radikallerin; non-enzimatik
glikasyon, enerji metabolizmasi degigikliklerinden kaynaklanan metabolik
stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyona baglh doku hasari
sonucu arttigi ve antioksidan savunma duvarinin asildigi diyabette bu
tablonun diyabetik komplikasyonlara yol ac¢tigi vurgulanmaktadir (103,104,
105).

Serbest radikallerin etkisiyle olusan (B hlicre hasarinin en iyi bilinen kaniti
deneysel diyabette kullanilan iki ilag olan alloksan ve STZ'nin her ikisinin de
ortamda asiri serbest radikal meydana getirerek Langerhans adaciklarini
selektif olarak tahrip etmeleridir (106). Bununla birlikte beta hUlcrelerinde
gbzlenen hasarda, hipergliseminin toksik etkilerinin de rolinun oldugu
distnilmektedir (107). Hidrojen peroksidin, OH® radikaline doéniserek insiilin
reseptor sinyal sistemi Uzerinde etkili oldugu ve insulin tarafindan reseptoru
araciligi ile dizenlenen sinyal transduksiyon vyollarinda anahtar bir rol
oynayabilecegi diger bir mekanizma olarak ileri strilmustir. Glikasyon aracili
serbest radikal Uretiminin insulinin gen transkripsiyonunu azalttigini ve p hucre
apoptozuna yol actigini gdsteren c¢alisma bulgulari; (108,109) diyabet
olusturulan ratlarda oksidatif stres belirteci olarak degerlendirilen
8-OHdGuanin duzeylerinin arttigini gosteren g¢alismada (110) ve serbest
radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen
calismalar ile yuksek konsantrasyonda glikoz iceren ortamda inkube edilen
endotel ve duz kas hucrelerinde serbest radikal olusumunun arttigini belirten
calismalar (111), hiperglisemi ve diyabet ile oksidatif stres arasinda yakin iligki
oldugu gorusunu desteklemektedir (112).

Lipid peroksidasyonu, hem yaygin vaskuler inflamasyon sonucu aktiflesen
lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve gecis
metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hucrelerin membranlarinda
bulunan lipidlerden, nonenzimatik yolla olusmaktadir. Daha sonra her iki yola
ait arunlerin, karsilikh olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu

artirdiklar  bildirilmistir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, plazma lipid
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peroksidlerindeki artigin, diyabetten c¢ok, vaskuler hastaligin kendisi ve
hipertrigliseridemi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Yine arastirmacilarin
bulgulari, vaskuler komplikasyonlari olan diyabetli hastalarda, hem LDL
oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye bagl
artiglar oldugunu gostermektedir (103, 113,114,115).

Diyabet olgularinda, lipid peroksidasyonu yani sira ilave olarak protein
oksidasyonu da artmakta, sistemik oksidatif stres protein karbonil guruplarinin
artisina yol agmaktadir. Karbonil stres olarak tanimlanan bu artisin;
hiperglisemi, hiperlipidemi, oksidatif stres veya reaktif karbonil tlrevlerinin
detoksifikasyonundaki azalmanin etkili olabilecegi bildiriimektedir (116).
Hiperglisemi aracili serbest radikal olusumu baglica U¢ temel mekanizma ile
aciklanmaktadir (103, 117).

1. Glikozun Otooksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi: Bir gecis elementinin
varhginda glikoz, reaktif ketoaldehitlere ve superoksit anyonuna geuvrilir.
Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit Uzerinden
hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hicre ici glikoz oksidasyonu
solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP Uretimi icin gerekli
enerjiyi saglamak uzere kullanihan NADH’nin agida ¢ikmasina yol acar.
Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda ara metabolit olarak
superoksit radikali aciga cikar. Bu nedenle Mitokondri solunum zinciri
baglica hucre i¢i radikal turlerin Uretim kaynagidir. Normal solunum zinciri
olaylari sirasinda surekli olarak superoksit radikali olustugu
dusunulmektedir. YUksek glikoz konsantrasyonlarinda bu yolla superoksit
radikal Uretimi artar. Son yillarda yapilan c¢alismalar, diyabetteki
patolojilerin bicogunun artmis mitokondriyal radikal oksijen turlerinin tGretimi

ile baglantili oldugunu gostermektedir (103,118,119).

2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE: Yuksek glikoz konsantrasyonlarinda,
glikoz non-enzimatik olarak ortamdaki proteinlere baglanir ve istenmeyen
glikasyon reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis protein,

molekuler oksijene bir elektron vererek serbest radikal olugum
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reaksiyonlarni artirir (10, 120). Glikoz ile proteinlerin amino guruplari
arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlari
sonunda once Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan Amadori Urunleri
olusur. Amadori Urlnleri ise ileri glikasyon son urlnlerine (AGE) donusur
(10,121). AGFE’ler, endotelin araciligiyla vazokonstriksiyonu arttirarak
endotel hasarina ve kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest
radikal artisina yol agar. AGE’ler proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarini
degistirerek oksidatif stres olusturabilirler (122,123). Yapilan ¢alismalarda
AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C (PKC)yi aktive ettigi, aktive
PKC’nin, vaskuler kan akimini, damar permeabilitesini, hicre disi matriks
bilesenlerini ve hicre buyumesini etkileyerek vaskuler komplikasyonlar da
rol aldi§1 6ne siriimektedir (124,125,126). insanda non-enzimatik protein
gilikozillenmesinin en 6énemli 6rnedi hemoglobinin gikozillenmesidir (10).
Proteinlerin ve hemoglobinin glilikozillenmesi diyabet komplikasyonlarinin
patogenezinde  Onemlidir. Hemoglobin glikozilenme  derecesi,
hipergliseminin suresi ve duzeyine baghdir ve normal sahislarda %3-6
arasinda olan glikozillenmis hemoglobin miktari, iyi kontrol edilmeyen
diabetiklerde %6-12 arasina g¢ikmaktadir. HbA, oksijenin ¢ogunu tasidigi
yere biraktigi halde glikozillenmis hemoglobinler ancak %50'sini birakir.
Diger yandan 2,3-difosfogliserata affinitelerinin azaldigindan oksijen
baglama yetenekleri bozulabilir ve doku hipoksisi gelisebilir. Buda diyabetik
anjiopati gelismesinde 6nemli bir yoldur (10). Antitrombin III'Un non-
eozimatik glikozillenmesi sonucu heparine afinitesi azalir ve boylece
trombin inhibe edici 0zelligi 6nemli derecede bozulur. Bu tablo,
diabetiklerde depo fibrinin artmasi sonucuna yol acar (10). Hiperglisemide,
glikozun lens proteinlerine ¢apraz baglarla baglanma 6zelligi, lizin amino
gurubunun non-enzimatik glikozillenmesi ile olmaktadir, Burada,
gilikozillenmenin son Urlnleri, lensin kristallin proteinine baglanir. Boylece
lensin spektroskopik 6zellikleri bozulur ve senil katarakt gelisir (10). Bag
doku komponentlerinin  glikozillenmesindeki artisin  birdiger onemi
lipopoteinlerin arter duvarinda tutulmasi ile geligsebilen atherogenezisdir.

Gilikozillenmis damar duvari proteinleri LDL kolesteroll, normal kolestrole
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go6re 3 kat daha fazla baglayarak, lipit birikmesi ve lipit plaklarin olusmasi,
makrofajlarin devreye girmesi, foam (kdpuk) hlcre formasyonuna bagh
makrofaj orijinli buyime faktori sekresyonunun stimilasyonu, diz kas
hicresi mitogenezi veya diger makrofaj urtnlerinin retinada, glomertller,
koroner arter, beyin arterioileri ve periferik damarlarin daralmasina yol
acar. llerlemis glikozillenme (riinleri DNA proteininin, dzellikle lizin
varliginda, glikozla reaksiyona girmesi ile olusan reaksiyonlari kromozomal
degisiklikler, DNA zincirinde kirilmalar, DNA'nin tamiri, repilkasyon ve
transkripsiyonda bozukluklara neden olabilir. Diabetik hiperglisemilerde bu

olaylarin artmasi erken hlicre yaslanmasini olusturmaktadir (10).

. Poliol (Sorbitol) Yolu Aktivitesinin Artmasi : YUksek glikoz konsantrasyonu,
poliol yolu ile sorbitol Gretimine neden olur. Sorbitol, glikozdan fruktoz
olusumu sirasinda meydana gelen, glikozun bir alkoludur. Hucre igi sorbitol
metabolik yolu aktif olunca, sorbitol hucre iginde birikmeye baslar.
Hiperglisemi ile birlikte lens, sinir, retina, bobrek, kan damarlari, iskelet
hicreleri gibi diabetik komplikasyonlar i¢in éncul risk alanlarinda glikozun
hidcre igine girmesi icin insuline ihtiyag olmadigindan hucre igi glikoz
kandaki seviyeye ulasgir. Hucre ici glikoz miktari fizyolojik duzeyleri aginca
glikoz igin yuksek Km degerine sahip olan aldoz rediktaz enzimi aktif hale
gecger ve sorbitol yolu acilir (10,35). Sorbitol yolu, aldoz rediiktaz ve
sorbitol dehidrogenaz enzimleri tarafindan katalize edilen glikozun NADPH'
ye bagimli olarak sorbitole oksidasyonu ve sorbitoliin de NAD'ye bagimli
olarak fruktoza reduiksiyondur. Glikozun metabolizmasina ait U¢ metabolik
yoldan biri olan sorbital yolu c¢alismaya basladiginda, olusan fruktoz
ortamda mevcut olan hekzokinaz kapasitesini asar. Fruktozdan meydana
gelen gliseraldehitin gliserole donusmesi ve gliserolinde lipid sentezinde
kullanilmasi diyabetiklerdeki hiperlipidemiyi izah etmektedir. (10,35,127).
Bu yoldaki aldoz rediktaz enzim aktivitesi icin NADPH kullanilarak ttketilir.
Okside glutatyonun redukte forma cevrilebilmesi ve nitrik oksit sentezi igin
de NADPH gerekli oldugundan sorbitol yolunun aktif olmasi NADPH

yetmezligine bu tabloda glutation Uzerinden antioksidan etkinlgigin
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kittenmesine neden olur. Redukte glutatyonun ve vazodilatatér olan NO
sentezinin azalmasi diabetin vaskuler komplikasyonlarini ortaya cikarir
(103). Vazodilator mediatorlerin  kaybi, endondronal kan akimi ve
endondronal hipoksi veya iskemi sonucu noronlarin yikimlanmasinda
onemlidir (60,61). Glikozun sorbitol yolu ile fruktoz ve sorbitola
¢evrilmesinin bir sonucu olarak hicre miyoinozitol dizeyleri azalir ve sinir
iletim hizi igcin 6nem tagiyan Na-K ATP-az enzim aktivitesi duser (103, 128,
129). Agir diyabette gdz mercegine sorbitol gibi seker alkollerinin
birikmesi, suyun tutulmasina neden olur. Bdylece gdéz mercegi sismeye
baslar lentikller opasiteler ve katarakt meydana gelir (10). Miyoinozitol,
insan ve hayvan organizmasinda bobrek disi dokuda, reversibl olarak
membran fosfolipidierinin ve fosfoinozitidlerinin yapisina girer. Hicre disi
olaylarin hucre i¢i mesajlar olarak iletiminde etkin olan fosfoinozitid
metabolitlerinin azalisi Na/K ATP'az aktivitesindeki azalis ile paralel olarak
sinir iletim hizinda bir azalmaya sebep olmaktadir. Hiperglisemide
miyoinozitol miktari ya sorbitol metabolik yolu aktivitesi artisina bagh
olarak ya da glikozun hulcrelere miyoinozitol girisi hiperglisemi nedeniyle
inhibe edilmektedir (10).

DM’daki uzun sureli ylksek kan glikoz konsantrasyonlari, agiklanan

mekanizmalar ile surekli ve siddetli olarak oksidatif stresi tetiklemektedir.
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1.1.4. Saponinler

Saponinler; hemolitik Ozellige sahip, genellikle triterpenik veya steroidal
cekirdege sahip glikozitlerdir. Sulu c¢ozeltileri kuvvetli kdpurme 06zelligine
sahiptir ve bu nedenle saponin ismi verilmigtir (130). Ayrica antifungal,
antibiyotik aktiviteye sahip olmalari, kolesterol ile kompleks meydana
getirmeleri ve baliklar gibi soguk kanli hayvanlar Uzerinde toksik etki
saponinlerin tipik 6zellikleri arasinda sayillmaktadir. Saponinler deterjan veya
yuzey gerilimini disurtcu 6zellige sahiptir. Bu 6zellik yapisinda hem suda
hem de yagda c¢ozunebilir bilesenlerinin olmasindan kaynaklanmaktadir (24,
131).

Onceleri saponinlerin sadece bitkilerde bulundugu disunlirken, bazi deniz
hayvanlarinda da bu tip bilegiklerin bulundugu tespit edilmistir. Echinodermata
(derisidikenliler), Holothuroidae (deniz kadayifi), asteroitae (deniz yildizi)
familyalarina dahil canlilardan da yapica farkh, fakat 6zellikleri bakimindan
saponin karakterinde bilegikler izole edilmigtir (132).

Bitkiler saponinleri gevreden gelebilecek insekt saldirilar gibi zararl etkenlere
kars! kendilerini savunmada kullanmaktadirlar (132). Kurak bdlgelerde yetisen
bazi bitkilerin saponin igeriklerinin yuksek olmasi, bitkinin kurak bodlgede
yetismesi nedeniyle strese karsi kimyasal savunma mekanizmasinin bir drini
olarak bilinmektedir. ClUnkl saponin yuzey aktif 6zelligi ile su ve besin
maddelerini bitki icinde tutabilmekte ve bodylece stresin olumsuz etkisini
minimize etmede bitkiye yardim etmektedir (133).

Saponinlerin zararli oldugu dusunidlmesine ragmen, yapilan arastirmalar

saponinlerin hem yararli hem de zararli etkilerinin olabilecegi gostermektedir.

1.1.4.1. Saponinlerin Kimyasal Yapisi ve Saponin Kaynaklari

Saponinler Sekil 1.6'da goéruldagu gibi yapisal olarak glikan ve aglikan
(sapogenin) olmak Uzere iki kisimdan olugurlar ve aglikan kisminin yapisina
gore steroidal veya triterpenoidal saponinler olarak iki gurup altinda toplanirlar
(27,131).
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SAPONIN

o

Sapogenin

Notral Saponinler Asit Saponinler

l l

[ Steroidal Saponinler (270)) [Triterpenoidal Saponinler (300))
a. Spirostanol Saponinler a. Monodesmozidikler
b. Furostanol Saponinler
c. Nuatigenin Saponinler 1. Nétral Saponinler

d. Polipodo Saponinler 2. Ester Saponinler

3. Asidik saponinler
- Uronik asit Tagiyanlar
- Asit aglikonlu saponinler
- Aglikonu Asidik Olan ve
Uronik Asit Taglyan Saponinler
4. Acil Saponinler (Agilozitler)

b. Bisdezmodikler
1. Nétral Bisdezmodikler

2. Asidik Bisdezmodikler
3. Hayvansal Saponinler

Sekil 1.6. Saponinlerin Kimyasal Siniflandirmasi (131,134)

Saponinlerin, aglikan kismi —OH, —COOH ve —CHs; gibi ¢esitli fonksiyonel
guruplara sahiptir (134). Bu bilesiklerin glikan kismini ise, aglikan kisminda
bulunan bir hidroksil veya bir karboksil gurubuna veya her ikisine birden
baglanmis olan duz yada dallanmis oligosakkaritler olusturur. Gerek steroidal
ve gerekse triterpenik tip saponinler tasidiklari karbonhidrat zinciri sayisina

gbre monodezmozidik saponinler, bisdezmozidik saponinler ve tridezmozid
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saponinler olarak siniflanmakta (134), aglikan kisminda bulunan bu baglanma
bolgelerine bir seker gurubu baglanmissa monodezmodize, iki seker gurubu
baglanmissa bidezmozide, U¢ seker gurubu baglanmigsa tridezmozide olarak
adlandiriimaktadir. Monodezmozidik yapida olanlar tipik saponin 6zellikleri
gosterirken, bidezmozidikler bu 6zellikleri hemen hemen hi¢ veya zayif olarak
gOsterir. Saponinlerin yapisinda yaygin olarak D-glikoz, D-galaktoz, D-
glikironik asit, D-riboz, D-ksiloz, L-arabinoz, L-fruktoz ve L-ramnoz’un yani
sira 3-metil glikoz, quinovoze ve apioz gibi karbonhidratlarin da bulunabilecegi
bildirilmektedir (134, 135, 136).

Aglikan kisminin yapisindaki fonksiyonel guruplar ve glikan yapisiniolusturan
seker zincirlerinin kompozisyonu, dallanma o6zellikleri ve substitisyon tipleri
farkll saponinlerin olusumunu saglar (134). Buglune kadar 100°Un Uzerinde
steroidal, muhtemelen daha c¢ok sayida triterpenoidal saponinin identifiye
edilmis, ayrica bir bitkide birden fazla saponin tipinin bulunabilecedi ortaya
konmustur (134,135,136). Saponin miktarlari ve vyapilari, gravimetrik,
spektrofotometrik, ince tabaka kromatografisi, gaz kromatografi, yulksek
performans likit kromotografi gibi kromatografik ydntemler ve kapillar
elektroforez gibi metotlarla belirlenebilmektedir (134,137,138).

Saponin Kaynaklari

Saponinler dogada genis bir yayilis gostermektedir. Orta Asya’da yetisen 104
familyada, 1730 bitki tart Gzerinde yapilan bir galismada 627 turde triterpenik
ve 127 turde steroidal yapida olmak Uzere, incelenen bitkilerin %45’inde
saponin tipi Dbilesiklerin varhgi bildirilmigtir (131). Yaklasik 100 bitki
familyasinin saponin icerdigi (134), ancak bunlardan bir kisminin insan ve
hayvanlar tarafindan besin maddesi olarak kullanildigi bildiriimektedir
(139,140). Tablo 1.6’da bazi bitkilerin saponin icerikleri gértilmektedir (139).
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Tablo 1.6. Saponin igeren Bazi Bitkiler Ve Saponin igerikleri (139)

Bitki adi Saponin miktari (g/kg KM)
Nohut ( Cicer arietinum L) 56
Soya Fasulyesi ( Glycine Max L. Merrill) 43
Yonca ( Medicago sativa L.) 56
Yonca Filizleri 87
Yesil Fasulye (P. Vulgaris) 13
Fistik ( Arachis Hypogaena L.) 6.3
Ispanak ( Spinacea oleracea L.) 47
Mercimek 3.7-4,6
Susam Tohumu ( Sesamun indicum L.) 3.0
Yesil Bezelye ( Pisum sativum ssp.) 11
Kuskonmaz ( Asparagus officinalis L.) 15
Sarimsak ( Allium sativum L.) 29
Yulaf ( Avena sativa L.) 1.0

1.1.4.1.1. Yucca schidigera

Dunyada en yaygin ticari kullanim alani bulmus saponin igerigi yuksek bitkiler
Yucca schidigera ve Quillaja saponaria’dir Yucca schidigera Amerika Birlesik
Devletlerinin glneybatisi ve Meksika ¢ollerinde yetisen bir ¢él bitkisidir (27).

Resim 1.1°’de Yucca schidigera bitkisi gérunmektedir.

Resim 1.1. Yucca schidigera Bitkisi (141)

Yucca saponinlerinde Sekil 1.7°de goruldugu gibi steroidal ¢ekirdek bulunur ve

saponinlerinin - monodezmozidal yapida oldugu bildiriimektedir. Yucca
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schidigera bitkisinin govdesi mekanik olarak parcgalanip kurutulduktan sonra
%100 yucca tozu veya pargalanan materyalin mekanik sikistirilasiyla elde

edilen yucca suyunun evaporasyonu ile yucca ekstrati elde edilmektedir (27).

Sekil 1.7. Yucca schidigera Saponini (27)

1.1.4.1.2. Quillaja saponaria

Quillaja saponaria, Silide yetisen bir agag¢ olup, agag¢ yapraklari ve kabuklari
geleneksel saponin kaynagi olarak kullaniimaktadir. Resim 1.2’de Quillaja
saponaria bitkisi gorinmektedir (27). Quillaja saponinler Quillaja saponaria
agacinin kabuklari buylk tanklarda kaynatildiktan sonra elde edilen sivi

ekstratin evaporasyonla konsantre edilmesiyle elde edilmektedir (27).
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Resim 1.2. Quillaja saponaria Agaci (142)

Quillaja saponinlerinde S$Sekil 1.8’'de goéruldugu gibi triterpenoid ¢ekirdek
bulunmaktadir. Ayrica quillaja saponinlerinin bidezmozidal yapida oldugu

bildiriimektedir (27).

(e}
HO o
B-D-Glukuronik asit OH )
o. HO a-L-Arabinoz
COOH ! .
f !
OR,
\O o
X HO.
HO z o
cHo Ho 3,5-dihidroksi-6-metillaktanoik asit
,5-dihidroksi-6-metillaktanoik asi
HO o B-D-Xyloz
Q o) o (0]
OH or—Q
HO HO
HO R,0 HO a-L-Rhamnoz
p-D-Galaktoz R3O0 HO
Rq: Xyl
Ry: Api
R3: Glc
R4 Rha

Sekil 1.8. Quillaja saponaria Saponini (27 )
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1.1.4.2. Saponinlerin Etkileri

Saponinlerin Mebranlara Etkisi: Saponinlerin biyolojik etkilerinin buyuk bir
kismi membranlar Uzerindeki rollerine baglanmaktadir (143,144). Saponinlerin
eritrosit membranlari Uzerinde litik etkisi uzun bir zamandir bilinmekte ve bu
Ozellikleri saponinlerin taninmasinda kullaniimaktadir (130). Saponinlerin
hemolitik aktivitesi aglikonlarin membran sterollerine 0zellikle kolesterole
affinite gostermelerinden kaynaklanir ve ¢bézinmeyen kompleksler olusur (24).
Permeabilizasyon igin gerekli glikozitlerin miktari kolesterolden zengin
membranlarda kolesterolsiz membranlara goére daha dusuktir (24,145).
Saponinlerin neden oldugu lezyonlar membran ylzeyindeki saponinler ve
kolesterolin olusturdugu misel benzeri yapilar olarak dusuniimektedir.
Saponin molekdlleri kolesterolle birleserek membranin dis yuzeyi hidrofobik
hale gelir (24). Yapilan calismalarla ¢ift kath lipit tabakasina saponinlerin
aglikon yapisinin baglanmasinin kolesterol varligina bagli olmadigini
belirtmiglerdir (146).

Saponinlerin Lipid Metabolizmasi Uzerine Etkisi: Hem yagda hem de suda
¢ozunebilme 6zelligine sahip olan saponinlerin yuzey gerilimini dusurucu etkisi
ve deterjan Ozelligine sahip olmalari nedeniyle, safra asitleri, yag asitleri,
digliseritler ve yagda eriyen vitaminleri iceren misellerin olusumu da dabhil
olmak Uzere sindirim  sisteminde yagda ¢O6zunen  maddelerin
emulsifikasyonunu etkiledigi bildirilmektedir (27). Yuzlerce safra asiti ve
saponin molekulleri, hidrofobik gekirdek kismi ige, hidrofilik karbonhidrat kismi
disa gelecek sekilde kompleksler olustururlar (147). Saponin igeren bitkilerin
yedirildigi veya saponin ekstrakti verilen insan ve cesgitli hayvanlarda lipid
metabolizmasinin  etkilendigi  gosterilmistir.  Ratlarda  (148,149,150),
tavsanlarda (147), yumurtaci tavuklarda (26), eseklerde (151) ve insanlarda
(152) saponinlerin serum kolesterol dizeyini azalttig1 bildirilmistir. Yapilan
calismalar, saponinlerin, karaciger lipid ve plazma trigliserit konsantrasyonunu
azaltigini, ancak karaciger kolesterol ve plasma HDL duzeyini ise
etkilemedigini saptamiglardir (153).Yumurtaci tavuklarda Yucca schottii

saponinlerinin yumurta sarisi kolesterolinu etkilemedigi bildiriimesine karsin
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(154), yonca veya Yucca schidigera saponinlerinin yumurta kolesterollinu
azalttigi tespit edilmistir (155, 156).

Saponinler eksojen ve endojen hiperkolesterolemiyi bagirsak lumeninde
kolesterolle kompleksler olusturarak kolesterolin presipitasyonu, kolesterol
iceren misellerin blUyuklik ve stabilitesini etkileyerek mukoza hucrelerine
girigini azaltarak ve mukoza hucre membranindaki kolesterolu de etkiledigi i¢in
membran transport fonksiyonunu bozarak onleyebilmektedir (136,151,157).
Ayrica, saponinlerin  bagirsak hlcrelerinin  dokulmesine yol agan
membranolitik etkisi nedeniyle hicre membranlarinin ve kolesterol kaybinin
artmasina sebep oldugu da agiklanmigtir (147).

Ortamda saponinlerin bulunmasi, saponin-safra asitleri komplekslerinin yani
sira safra asitlerinin seliloza adsorbsiyonunu da arttirmakta, dolayisiyla
yuksek molekul agirlikli miseller olusmasina yol agmaktadir. Bu da safra
asitlerinin reabsorbsiyonunu 6nleyerek safra asitlerinin atilimi ve buna bagh
olarak karacigerde kolesterolin safra asitlerine donisiminin artmasina
neden olmaktadir (147,149,158). Kolesterol emiliminin baskilanmasiyla yakin
iligkili olan hepatik kolesterol dizeyinin azalmasinin, hepatik HMG-CoA
reduktaz aktivitesinin ve hepatik LDL reseptor duzeyinin artigsina neden oldugu

aciklanmigtir (158).

Antioksidan Etkileri: Antioksidanlar oksidatif zincir reksiyonlarinin
baglamasini ve devam etmesini engelleyen lipidlerin oksidasyonunu durduran
ya da geciktiren bilegiklerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri redoks
Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bunlar serbest radikallerin, singlet ve triplet
oksijenin notralize edilmesinde veya peroksidazlarin dekompozisyonunda
onemli rol oynarlar (159).

Yucca schidigera ile in vitro olarak yapilan calismada fenolik bilegiklerin
trombositlerdeki oksidatif stresi onledigi gorulmektedir (160). Yine yumurtaci
tavuklarda yapilan bir galismada Yucca schidigera ekstraktinin antioksidan
aktiviteyi olumlu yonde etkiledigini ve bunun fenolik bilesiklerin yani sira gesitli
fitokimyasallardan ileri gelebilecegini bildirmektedirler (26). Cay saponinleri ile

ratlarda yapilan calismada ise antioksidan etkinin ksantin, ksantin oksidaz
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sistem Uzerinden olustugu bildiriimektedir (161). Siyah ve yesil cayin insanlar
Uzerindeki antioksidan etkileri de polifenolik bilesiklere baglanmaktadir (162).
Panax ginseng’in metanolli ekstaktindaki saponinlerin de antioksidatif
Ozelliklerinin bulundugu bildiriimektedir (163).

Antihipertansif Etkisi: Yapilan bir ¢cok arastirma saponinlerin kan basinci
uzerine etkilerini bildirmektedir. Cesitli bitkilerden elde edilen saponin
ekstraktlarinin hipertansif ratlarda kalp atim sayisini ve arteriyel kan basincini
onemli bir sekilde azalttigini géstermektedir (164,165,166,167). Saponinlerin
kan basincini dusurtcu etkisi ditretik (164,165), NO Uretiminin stimulasyonu
(166,167) ve anjiotensin converting enziminin inhibisyonu (168) tarafindan
olustugu ileri surulmektedir. Yapilan diger bir ¢alismada deneysel
hipertansiyon olusturulan ratlarda Yucca schidigera ekstraktinin antihipertansif
etki gosterdigini, kalp atim sayisi ve arteriyel kan basincini azalttigini
bildirmektedirler (169). Diger taraftan hipertansif ratlara 30 gin boyunca oral
olarak verilen Heniaria glabra saponinlerinin arteriyel basinci azalttig1 fakat

kalp atim sayisini deg@istirmedigi bulunmustur (165).

Antikarsinojenik Etkisi: Saponinlerin, safra asitleri ile etkilesimine badgli
olarak kolon kanseri riskinin onlenmesinde rol oynayabilmektedir. Sitotoksik
etkiye sahip olan sekonder safra asitleri, primer safra asitlerinin mikrobiyel
metabolizmasi sonucu olugsmaktadir (27,170). Ornegin primer safra asiti olan
kolik asit, kalin bagirsakta mikrobiyel fermentasyonla deoksikolik asite
cevrilmektedir (171). Saponinler, primer safra asitlerini baglayarak sekonder
safra asitlerinin olusumunu engellediklerinden (149), kolon kanseri riskinin
onlenmesinde énem tagsiyabilecegi ileri surtlmuastir (172). Farelerde yapilan
bir arastirmada saponinler preneoplastik kolon lezyonlarinin sayisini azaltigi
(170), yine farelerde yapilan bir baska arastirmada ise kirmizi ginsengten elde
edilen ginsenoside-Rb2 ve ginsenoside-Rg3  saponinlerinin  timor
metastazlarini inhibe edici etkilerinin oldugu bildiriimektedir (173). Ayrica
Panax ginseng’in metanolll ekstaktindaki saponinlerin sitotoksik ve sitostatik

etkileri ile cilt kanserini dnledigi saptanmistir (163).



53

Mineraller Uzerine Etkileri: Gypsophila saponini ile beslenen ratlarda demir
emiliminin azaldigi, ancak femur ¢inko duzeyinin etkilenmedigi tespit edilmistir
(150). Saponinlerle mineraller arasindaki bu etkilesimin saponinlerin buyumeyi
azaltmasinda etkili olabilecegi bildiriimektedir (150,157). Bununla birlikte
rasyonlarina farkli oranlarda Yucca schidigera tozu ilave edilen yumurtaci
bildircinlarda serum kalsiyum duzeyinin yuksek olmasi, bu bitkinin sindirim
kanalinda mineral emilimini arttirici etkisi olabilecedine baglanmistir (174).
Ayrica yemin yag igerigi ile saponin igerigi arasinda bir etkilesim bulundugu,
badirsak ortaminda yaglarin baglanmasiyla sindiriimeyen mineral (kalsiyum)
sabunlari  olusumunu azaltarak minerallerin  bagirsaktan emiliminin
artabilecegini bildirmektedir (175). Cogu bitkilerin yapisinda bulunan
saponinlerin mikronutrientlerin emilimini engelledigi belirtiimis olmasina
ragmen bu etkisinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan
calismalarda diyetteki Gypsophila saponinlerinin barsaktaki demir emilimini
bozarak karacigerdeki demir miktarini azalttigr belirtilirken, Lecurne
saponinlerinin ratlarda demir ve magnezyum atihimini artirdigi, domuzlarda ise
plazma kalsiyum ve c¢inko dizeyini disurdigu bulunmustur (151). Bu etkinin
saponinlerin g¢inko ve demir ile kompleks olusturmasi ve barsak emilimini
bozmasi sonucu oldugu dusunulmektedir. Sindirilmis saponinler barsakta
safra asitleri, kolesterol, mukozal hicrelerin membran sterolleri ve diyetteki
nutrisyonel ve antinutrisyonel faktorler ile gugli baglar kurmakta ve bunlarin

etkilerini artirmakta yada azaltmaktadir (155).

Reprodiiksiyona Etkileri: Saponinlerin hayvan reproduksiyonu Uzerine
negatif etkileri uzun suredir bilinmektedir. Bu negatif etkileri abort yapici,
antizigotik ve implantasyonu engelleyici 6zelliklerine baglanmaktadir. Broom
weed (Gutierrezia sp.) ve lechuguilla (Agave lecheguilla)dan elde edilen veya
farmakolojik olarak hazirlanmis olan saponinler tavsan, kegi ve ineklerde 2-3
mg/kg’dan yuksek dozlarda damar igi verildigi zaman abort, 6l dogum veya
her ikisine de sebep oldugu bildiriimektedir. Cesitli bitkilerden elde edilen

saponinler farelerde steriliteye neden olmustur (176,177). Anadolu’da
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yumrulari kadinlar tarafindan kisirlik tedavisinde kullanilan Cyclamen coum
var. Coum ve Cyclamen mirabile’ nin triterpenik saponinlerinin si¢anlarda
antimikrobiyel ve uterokontraktif etkileri oldugu bildiriimektedir (178). Ayrica
Mussaenda pubescens’in butanol ekstrakti ratlarda gebeligin sonlanmasina
yol agmistir. Bu bitkinin ekstrakti Cin’in Fujian bélgesinde gebeligin olusmasini
engellemek amagh kullaniimaktadir (179).

Saponinler hipofiz hucre kulturinden luteinlestirici hormon (LH) salimini
oldukga gugclu sekilde uyarirlar. Disi ratlara saponinden zengin ekstrakt
verilmesi sonucunda uterus buyumesi uyarilir, LH salinimi azalir ve 0Ostrus
siklusu bloke edilir. Ratlara steroid 6zelligi bulunan saponin enjekte edilmesi
sonucunda ostrojen uretiminin engellendigi ve didstrusun uzadigi gozlenmistir.
Steroid saponinler direk olarak steroid sentezinden sorumlu olan geni durdurur
ve ovaryum folliklllerinde FSH tarafindan dizenlenen granulosa hicrelerinin
c¢ogalmasini baskilar (143, 180,181).

insan spermi yapilan (zerine bazi galismalrada saponinlerin spermada
motiliteyi ve ilerlemeyi artirdigi bazilarinda ise sperma canliligini engelledigi
tespit edilmigtir (182,183).

Saponinlerin reproduktif fonksiyon Uzerine in vivo etkileri, steroid reseptorler
ile etkilesime girmesi sonucu ortaya ¢ikabilir, cinku steroidlerle saponinlerin
kimyasal yapisi arasinda benzerlik bulunmaktadir (184). Ginseng saponinleri
insan miyometrium sitosollerinde &strojen ve progesteron baglanma bdlgeleri
icin Ostrojen ve progesteronlerle gugli sekilde yarismaktadir. Spirostenol
steroid yapili saponin olan digitonin progesteronun sigir luteal membrana
baglanmasini uyarir ve bu etkisi membran sterollerine baglanmasiyla ortaya
cikar (185). Saponin reseptor kompleksi c¢ekirdek icinde bulunabilir ve
cogalma ozelliklerini etkileyebilir. Gisenoside Rg3 doza badli olarak androjen
ve testesteronu daha guglu etki gosteren dihidrotestesterona donusumunden
sorumlu olan alfa reduktaz reseptorlerinin ¢ogalmasindan sorumlu genin

kodlanmasini engelleyici etki gdsterdigi bildiriimektedir (186).
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1.1.4.3. Saponinlerin Kullanimi

Yucca ekstrakti domuz ve kanatli barinaklari ile kopek, kedi ve tavsan
yemlerinde amonyak ve kotu kokuyu kontrol etmek icin kullaniimaktadir.
Yucca saponinlerinin  amonyak bagdlama kapasiteleri nedeniyle kanath
barinaklarinda puskurtme yoluyla kullaniimaktadir. Diyetlere ilave edilen
saponinler emilmeden sindirim kanalindan gecerler ve fecesle atilirlar.
Saponinler digkidaki amonyaga ve bazi diger ugucu maddelere baglanir ve
onlarin havaya gegisini azaltirlar. Saponinlerin bu 6zelligi nedeniyle kdpek ve
kedi diyetlerine Yucca schidigera’nin ekstrati katillarak digkidaki koti koku
azaltilabilmektedir.  Ayrica bakterilerin  protein sentezi igin rumen
amonyagindan daha uzun sulre vyararlanabilmesi amaciyla ruminantlarin
diyetlerine katilmaktadir (27,133,187).
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2. MATEYAL ve METOD

2.1. Arag ve Geregler

Calismamizda Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Veteriner Fakdltesi

Biyokimya ve Fizyoloji Anabilim Dallarinda bulunan ve asagida ozellikleri

verilen cihazlar/ labratuvar malzemelerinden yararlaniimistir.

Elektroforez diizenegi
e 20x20 yatay elektroforez tanki (Thermo Labsystem)
e Guc kaynagi (Power Station 200. Labnet)

Floresan mikroskop (Olympus CX-41)

Isik mikroskobu (Olympus)

Spektrofotometre (Shimadzu. UV-1601)

Kaltur plagi okuyucusu (Multiscan Spectrum. Thermo Labsystem.)

Buz Dolabi/Derin Dondurucu (Siemens)

Sogutmal santrifij (Nive. NF 1000 R.)

Vorteks (Niive. NM 110)

Hassas terazi (Precisa. 205 ASC. 0,0001 g’a duyarli)

Su banyosu (Niive. BM 402)

Isitici tabla (Ndve. HP 221)

Shaker (Niive. SC 350)

Dijital pH metre (Inolab)

Glukometre (Accu-check Go. Bayer)

Degisik hacimlerde otomatik pipet (Ependorf, Scorex)

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

Ependorf tlpl (0,5-1,5 ve 2 ml'lik, Roth)

Lam (Ozel yapim buzlu lam)

Lamel (24 x 60 mm , 24 x 50 mm, Isolab)

Lam / lamel pensi (Roth)

Mikro Playte (96 kuyucuklu, Roth)

Cerrahi makas, pens, doku tutucular

Cerrahi eldiven
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] Polietilen enjektor (2,5, 5, 10 ml, Ayset)
=  insulin enjektori

. Lityum-Heparinli tip
2.2. Kimyasal Maddeler

1. Comet analiz igin:

= Histopaque 1077 (Sigma)

= PBS tablet (Mg+2 — Ca+2 free) (Sigma)

= NaCl (Merck)

» EDTA-Na (Merck)

» Tris-HCI (Sigma)

» Trisma base (Sigma)

» Triton X100 (Sigma)

= DMSO (Sigma)

= NaOH (Merck)

= Ethidum bromide (Sigma)

» Diisiik kaynama dereceli agaroz (LMP-37 °c) (Sigma)

= Normal kaynama dereceli agaroz (HMP-65 °c) (Sigma)
2. Lipid peroksidasyonu (MDA tayini) igin:

= Thiobarbitliric asit (TBA) (Merck)

= Trichloroacetic asit (TCA) (Merck)
3. Protein Oksidasyonu (PO) igin:

= HCI (Merck)

» 2,4 dinitrophenlyhydrazine (DNPH) (Fluka)

» Ethanol (Sigma)

= Etil asetat (Sigma)

» Guanidin HCI (Sigma)

= Trichloroacetic asit (TCA) (Merck)
4. Total Antioksidan Kapasite igin:

» Antioxidant Assay Kit (Cayman Chemical Kat. No:709001)
5. NOxicin;

» Vanadium klortir (VCls;, Merck)
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= Sdlfanilamit (Merck)
= N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NEDD) (Merck)
6. Insulin icin:
» Rat/Mouse insulin Elisa Kit (Linco Kat. No: #£EZRMI-13K#)
7. Glikoz igin:
» Glucose Oxidase Liq. Reagent Set (Teco Diagnostic
Kat.No:G520-480)
8. Total Kolestrol igin:
» Kolestrol FL Kit (Chema Diagnostica Kat. No:CTF400CH)
9. Trigliserid igin:
= Globe Diagnostic (Kat. No:ADO18AF)
10. HDL igin:
» HDL Cholestrol (Drict. Enzimatic colormetric) Kit (Spinreact
Kat.No166-T)
11. LDL igin:
» [DL Cholestrol (Enzimatic colormetric. Liquid ) Kit (Spinreact
Kat.No:LIQ-398)
12. Deneysel diyabet olusturulmasi igin:

= Streptozotocin (Fluka)

2.3. Deney Hayvanlari

Arastirma Afyonkarahisar Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
ve Fizyoloji Anabilim Dallari arastirma laboratuarlari ile Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezinde gerceklestirilmistir. Afyonkarahisar
Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulunun 250706 referans no ve 026

saylli izni ile hayvan denemelerine baslanmistir.

Calismada 3-4 aylik yasta, agirliklari 175-250 gr. arasinda dedisen 50 adet
erkek “Wistar-albino” rat kullaniimistir. Hayvanlarin sec¢iminde saglk
durumlarinin iyi olmasina ve daha once herhangi bir deneyde kullaniimamis
olmalarina 6zen gosterilmistir. Arastirmadan 10 gun dnce gézlem altina alinan

deneklerin deney ortamina adaptasyonu saglanmistir.
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Denekler 12 saat karanlhk, 12 saat aydinlikta kalacak sekilde ve her bir

kafeste 3 rat olmak Uzere ayrilimiglardir. Calisma suresince tum denekler esit

cevresel kosullar altinda tutulmustur. Deneklere ¢alisma suresince standart rat

yemi ve su ad libitum olarak verilmis,

yemleme gun iginde saat 09.00 ile

19.00 da olmak Uzere iki kez yapiimistir. Asagida Tablo 2.1’de arastirmada

kullanilan standart rat yeminin bilesimi ve katki maddeleri goriimektedir.

Tablo 2.1. Standart Rat Yemi icerigi (188)

Analiz sonuglari

Kuru Madde (En az) % 88
Ham Protein (En az) % 23
Ham Seliiloz (En cok) % 7
Ham Kiil (En ¢ok) % 8
HCI' de Cozilmis Kl (En ¢ok) % 2
NaCl (En cok) % 1
Metabolik Enerji (En az) (kcal/kg) % 2600
Makro Elementler

Kalsiyum (En az-En ¢ok) % 1,0-2,5
Fosfor (En az) % 0,9
Sodyum (En az-En ¢ok) % 0,5-1
Mikro Elementler

Mangan (En az mg/kg) % 10
Cinko (En az mg/kg) % 4
Amino Asitler

Lysine (En az) % 1,0
Methionin (En az) % 0,3
Sistin (En az) % 0,1
Vitaminler

Vitamin A (En az IU/kg) 400
Vitamin D3 (En az IU/kg) 300
Vitamin By (En az mg/kg) 5
Vitamin Bz (En az mg/kg) 20
Vitamin E (En az IU/kg) 30
Vitamin K3 (En az IU/kg) 1

Deneye baslamadan Once ¢lkabilecek aksakliklarin en aza

indirilmesi

amacilyla, laboratuar sartlarinda STZ uygulamasina bagli deneysel diyabetin,

uygulamanin hangi guninde olustugu ve hiperglisemi siddeti izlenerek bir 6n

calisma gerceklestirilmigtir.
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2.4. Deney Guruplarinin ve Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

2.4.1. Deneysel Diyabetin Olugturulmasi

Calismamizda deneysel diyabet modeli olusturulmasinda STZ kullaniimistir
(189). Laboratuar hayvanlarinda Tip | diyabet, yaygin olarak STZ ya da
alloxan enjeksiyonuyla olusturuimaktadir. STZ ve alloxan pankreatik
R-hicrelerine olan spesifik toksisiteleri nedeniyle diyabetojenik ajan olarak
kabul edilmektedir. Her iki ajan da kan sekeri duzeyinde Ug¢ fazh etki olusturur
(190,191).

e Birinci faz: Gegici hiperglisemik evredir. Kan sekeri maddenin
kullanimini izleyen 2 saat icinde karaciger glikojeninin ani yikimi
nedeniyle yukselir.

e Jkinci faz: Olimle sonugclanabilecek hipoglisemik fazdir. Bu sirada,
hasara ugrayan R-hlcrelerinden salinimi oldukga artan insulinin plazma
dizeyi hizla yUkselir.

o Ugiincii faz: Kalici hiperglisemik fazdir. Bu noktadan baglayarak
insulin duzeyleri, kullanilan diyabetojenik ajanin dozu ile iligkili olarak

duser ve kan sekeri yUkselir.

Deneysel diyabet olusturulmasi icin rutin saglik kontrolleri ve tartilar yapilan
denekler 12 saat sureyle ac¢ birakilmis, aclik kan glikoz duzeyleri kuyruk
venlerinden alinan 1-2 damla kanda, Accu-chek Go marka glukometre
yardimiyla ol¢culimuagtur. Denekler gruplarina gore kulaklarindan igaretlenmigtir.
Daha sonra rast gele secilen 40 denege %0.9’luk serum fizyolojik i¢erisinde
taze hazirlanmis STZ ¢ozeltisinden 0,5 ml icinde 50 mg/kg olacak sekilde tek
doz (189), intraperitonal enjeksiyonla deneysel diabet olusturulmustur. Kontrol
gurubundaki 10 denege ise 0,5 ml serum fizyolojik intraperitoneal olarak
enjekte edilmis ve bu denekler isaretlenerek saghkh kontrol gurubu

olusturulmustur.
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STZ'in etki tarzi g6z 6niunde tutularak, STZ enjeksiyonu yapilmis hayvanlarin
icme sularina enjeksiyondan 2 saat sonra baslamak Uzere, 24 saat sure ile
%5 oraninda sukroz ilave edilmigtir (189).

Enjeksiyondan 48 saat sonra glukometre ile kuyruk veninden alinan kan
orneklerinde Olgllen glikoz duzeyi 200 mg/dl ve Uzerinde olan denekler

diyabetik olarak kabul edilmis ve deney guruplari olusturulmustur (192).

2.4.2. Deneysel Guruplar ve Deneme Protokolu

Deneysel diyabet olusturulmasini takiben 21 gunlik (189,193) bir deney

uygulamasi i¢in denekler 5 guruba ayriimiglardir.

Gurup: Kontrol Gurubu (K) (n=10)

Gurup: Diyabetik Kontrol Gurubu (D) (n=10)

Gurup: Diyabet + Yucca schidigera Gurubu (DY) (n=10)
Gurup: Diyabet + Quillaja saponaria Gurubu (DQ) (n=10)
Gurup: Diyabet + Karisim Gurubu (DQY) (n=10)

a kw0 b=

Kontrol Gurubu (K): Saglikli kontrol gurubu olarak 10 adet denek, standart
rat yemi ile 21 gin boyunca beslenmiglerdir. Deneme 6ncesi ve denemenin;
2., 7., 14. ve 21. gund, ayni gun ve ayni saatte deneklerin kuyruk veninden
alinan kan orneklerinde glukometre ile aglik kan glikoz duzeyleri olgulmus ve

vucut agirliklar tartilarak kaydedilmistir.

Diyabetik Kontrol Gurup (D): 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile diyabet
olusturuimus deneklerden rast gele segilen 10 hayvan ile “D” gurubu
olusturulmustur. Denekler deneme silresi boyunca standart rat yemi ile
beslenmiglerdir. Deneme dncesi ve denemenin; 2., 7., 14. ve 21. gunu, ayni
gun ve ayni saatte deneklerin kuyruk veninden alinan kan orneklerinde
glukometre ile aglik kan glikoz duzeyleri dlguimus ve vucut agirliklar tartilarak
kaydedilmistir.

Yucca schidigera Gurubu (DY): 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile diyabet

olusturuimus deneklerden rast gele 10 tanesi secilerek “DY” gurubu
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olusturulmustur. Deneme suresi boyunca standart rat yemine 100 ppm (26)
Yucca schidigera (Sarsaponin 30®, Desertking) tozu ilave edilmis deneme
rasyonuyla beslenmiglerdir. Deneme 6ncesi ve denemenin; 2., 7., 14. ve 21.
gunu, ayni gun ve ayni saatte deneklerin kuyruk veninden alinan kan
orneklerinde glukometre ile acglik kan glikoz dizeyleri olgilmis ve vicut

agirhiklar tartilarak kaydedilmistir.

Quillaja saponaria gurubu (DQ): 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile diyabet
olusturulmus deneklerden rast gele 10 tanesi secilerek “DQ” gurubu
olusturulmustur. Deneme suresi boyunca standart rat yemine 100 ppm
Quillaja saponaria (Nutrafito®, Desertking) tozu ilave edilmis deneme
rasyonuyla beslenmiglerdir. Deneme 6ncesi ve denemenin; 2., 7., 14. ve 21.
glnu, ayni gin ve ayni saatte deneklerin kuyruk veninden alinan kan
orneklerinde glukometre ile acglik kan glikoz duzeyleri olgulmug ve vulcut

agirliklar tartilarak kaydedilmigtir.

Karigim Gurubu (DQY) : 50 mg/kg STZ enjeksiyonu ile diyabet olusturulmus
deneklerden diger deneme guruplari olusturulduktan sonra kalan 10 rat ile
“‘DQY” gurubu olusturulmustur. Deneme suresi boyunca standart rat yemine
100 ppm Yucca schidigera ve Quillaja saponaria karisimi (Nutrafito Plus®,
Desertking) tozu ilave edilmis deneme rasyonuyla beslenmiglerdir. Deneme
oncesi ve denemenin; 2., 7., 14. ve 21. gunu, ayni glin ve ayni saatte
deneklerin kuyruk veninden alinan kan orneklerinde glukometre ile acglik kan

glikoz dizeyleri dlgulmus ve vacut agirliklari tartilarak kaydedilmistir.

Calismamizda saponin kaynagi olarak deneme rasyonlarina katilan Yucca
schidigera, Quillaja saponaria ve her ikisinin karigimlarindan olusan ticari
preparatlara ait Uretici firmadan alinan teknik veriler, Asagida Tablo 2.2’'de

gorulmektedir.
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Tablo 2.2. Saponin Kaynagi Olarak Kullanilan Ticari Preparatlarina Ait Teknik Veriler (194)

Yucca schidegera Qualija saponaria Y. schidegera + Q.saponaria

Tozu Tozu Tozu
Uretici Firma Desert King Desert King Desert King
Ticari isim Sarsaponin 30°® Nutrafito® Nutrafito Plus®

S . . . %2,5 triterpenoid-%0,5
s o _ ) ,

Saponin igerigi >%8 steroidal %2,5-3,5 triterpenoid steroidal
Nem %6 <%7 <%7
Kiil %4,94 <%7 <%7
Ham protein %2,43 >%1 >%1
Ham Yag %0,81 >%0,5 >%0,5
Karbonhidrat %61,11 >%40 >%45
Ham lif %24,71 <%45 <%42

Deneme boyunca deneklerin tumu, esit ¢gevresel kosullar altinda tutulmustur.
Kafeslerdeki althklar gun asiri degistiriimistir. Deneklere kesinlikle insulin
uygulamasi yapilmamistir. Calisma suresi igerisinde olen deneklerin derhal
otopsileri yapilarak gorinen degisimler ve lezyonlar fotograflanarak

kaydedilmigtir.
2.5. Kan Orneklerinin Alinmasi

21 gunlik deneme slresi sonunda, bir gece oncesinden yem verilmeyen
hayvanlarin canli agirlik dl¢gimleri ve aclik kan glikoz dizeyleri kaydedilmigtir.
Denekler 10 mg/kg Xylazine HCI ve 50 mg/kg Ketamin HCI enjeksiyonu ile
anestezi altina alinmistir. Daha sonra teknigine uygun olarak gogus kafesleri
acllimigtir. Calisir durumda iken kalpten 5ml’lik heparinli enjektorlerle, ortalama
6-9 ml kan alinarak heparinli tiplere aktariimis ve tupler soguk zincir altinda

zaman kaybetmeden laboratuara getirilmigtir.

Alinan kan orneklerinden 2 ser ml’si MononuUkleer I6kositlerin seperasyonu ve
MDA tayininde kullaniimak tzere ayrilmigtir. Geriye kalan kan ornekleri Nuve
NF 1000 R model santriflij cihazi ile 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek
plazmalari ayriimistir.  Plazmalar 1.5 mllik ependorf tuplere alinarak,
biyokimyasal parametreler inceleninceye kadar derin dondurucuda

korunmustur (-30°¢).
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Plazma orneklerinde protein oksidasyonu, total antioksidan kapasite, nikrik
oksit metabolitleri (NOy), insulin, glikoz, kolestrol, trigliserid, HDL ve LDL

miktarlarinin analizleri yapilimigtir.

2.6. Monontukleer Lokositlerin Seperasyonu

Yontem Sekil 2.1. de gériildiigi gibi tam kan drneginin Histopaque 1077 © ile
santrifij edilmesinden sonra tipte olusan gradient farki nedeniyle
Mononukleer Iokositlerin tupte belli bir alanda toplanmalari esasina dayanir
(195). Mononukleer l6kositlerin seperasyonu igin, temiz cam deney tluplerine
konan 1 ml Histopaque 1077 Uzerine heparinize taze kan sizdirma seklinde
ilave edilmis ve tabaka olusmasi saglanmistir. Daha sonra tupler 2100 rpom’de
25 °C de 30 dk. santrifiij edilmistir.

X)) [—

2100 rpm 30 dk.

o L

~<— Tam Kan /[

Histopaque 1077

‘ -«—— Mononukleer
Lokositler

-«— Eritrositler

Sekil 2.1. Histopaque 1077 ile Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Orta tabakada biriken Mononukleer |6kositler pipet yardimiyla dikkatlice alinip
1 ml tuzlu fosfat tamponu (pH:7,4) ile karistirildiktan sonra 1600 rpm’de 25 °C
de 10 dk. santrifuj edilmistir. Stpernatant atilip pelet tuzlu fosfat tamponu ile
(pH:7,4) mm?® de 10° Mononikleer 16kosit olacak sekilde diliie edilmistir
(196).
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2.7. Comet Assay Yontemi ile DNA Hasar Tayini

Prensip

Comet assay yontemi, alkali pH da farkli molekul agirliklarina ve farkl elektrik
yuke sahip DNA molekdillerinin elektriksel alanda farkh sekilde go¢ etmeleri
esasina dayanir. Tek hucreler veya gekirdekgikler Sekil 2.2 de goruldugu gibi
agaroza gomulur; yuksek tuz ve deterjan igeren lizis solusyonunda hucrelerin
lize olmalari saglanir, daha sonra DNA’larin elektroforez de yurutlilmeleri
esnasinda hasarsiz DNA’larin butunlugunt kaybetmeden yurur yani kuyruk
(comet) olusturmaz, oysa, hasarli DNA’larin fragmenleri olusan hasardan
dolayr farkh molekuler agirliklara ve farkh elektrik yuklerine sahip
olduklarindan elektriksel alanda farkli hizda hareket eder ve kuyruk seklinde
bir goruntu olustururlar, sonug¢ olarak elde edilen DNA migrasyon goruntuleri
degerlendirilerek bir kani olusturulur (197,198,199).
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Hucrelerin LMA igerisinde
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Slaytlarin Hazirlanmasi
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Degerlendiriimesi

Hasarsiz DNA

Sekil 2.2. Comet Analiz Akis Diyagrami
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Yéntemin Uygulanisi
1. Slaytlarin hazirlanmasi

PBS icerisinde hazirlanan %1’lik NMP agaroz jelden 80 pl alinarak buzlanmis
lam Uzerine damlatilmis ve lam Uzeri lamel ile kapatilarak 2-4 °C'de 5 dk.
bekletildikten sonra lameller kaldirilmig ve birinci agaroz tabakasi
hazirlanmistir. Hazirlanan lamlar nemli kutularda 2. ve 3. agaroz katlari
dokulene kadar saklanabilir (197,198,199).

PBS ile mm?® te10° hiicre olacak sekilde siispanse edilmis Mononiikleer
|6kositlerden 10 pl alinarak 80 pl %0,5lik LMP agaroz ile (37 °C)
karistirilarak birinci agaroz kat Uzerine tabakalandiriimis ve tekrar lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi icin 5 dk. bekletiimistir. Ugiincli asamada
ayni konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin Gzerine
ince bir kat halinde tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi tamamlanmigtir.

Asagida Sekil 2.3 de slaytlarin hazirlanma basamaklari gértilmektedir.

Buzlu Lam

_— %1 lik NMA Agaroz

V %0,5 lik LMA icerisinde siinspanse edilmis
mononukleer I6kositlerin agaroza uygulanmasi

XX %0,5 lik LMA icerisinde siinspanse edilmig
o osed / mononukleer |6kositlerin agaroza gdmulmesi

. W %0,5 lik LMA ile hazirlanan {iglincii tabaka

Sekil 2.3. Comet Analiz Tekniginde Kullanilan Slaytlarin Hazirlanmasi
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2. Lizis Asamasi

Lizis solusyonu hicre ve gekirdek zarini lize edip DNA sarmallarinin agaroz
icinde serbest kalmasini saglamak amaciyla kullanilir (197,198,199). Bu
amagla, hucreler lam (zerinde agaroz jele gomuldiukten sonra, slaytlar
yaklasik 1 saat sure ile yuksek konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren soguk
lizis solusyonunda bekletilmistir.
Lizis solUsyonunun hazirlanmasi;
0 Stok lizis sollisyonu:
= 100mM EDTA-Na,
= 2,5MNaCl
= 10 mM Trizma base’den olugsan stok lizis solusyonu distile su
icerisinde hazirlanir.
o Calisma Solusyonu:
» Lizisten bir saat dnce hazirlanir. % 1 oraninda triton X-100 ve
% 10 DMSO bolon jojeye alinir.
= Uzeri stok lizis soliisyonu ile 100 ml ye tamamlanir ve pH’ s1 10’a
ayarlanir.
= Calisma solisyonu bekletimeden buzdolabina alinarak

sogutulur.

3. Elektroforez Tamponu

Alkali elektroforez ¢ozeltisi, 1 mM EDTA-Na; ve 300 mM NaOH’in distile su
icerisinde ¢ozdurulmesi ile hazirlanir (197,198,199). Tampon hazirlandiktan
sonra buzdolabinda sogutularak kullanilir (pH>13). Elektroforezde yurtitmeden
once DNA zincirlerinin ayrilmasi igin slaytlar alkali elektoforez tamponunda

20-30 arasinda inkubasyona birakiimistir.
4. Elektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inklibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢ozelti igerisinde 300 mA 20 volt’ luk elektriksel alanda 5-25 °C’de 30
dk. (197,198,199) yurGtalmustur.
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5. Nétralizasyon

Elektroforezde yuritme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon ¢ozeltisini
slaytlardan uzaklastirmak icin slaytlar 3 dk ve 3 kez 5 ml/slayt 0,4 M Tris HCI
pH 7,5 nétralizasyon tamponu ile yikanmistir (197,198,199).

6. Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra slaytlar, floresan boya olan Ethidium
bromid boyasi (5ug/ml) kullanilarak DNA’lar boyanmis ve dort saat iginde
degerlendirilmigstir (196).

7. Degerlendirme

Ethidium bromid ile boyanan slaytlarin Gzerine lamel kapatilarak 20 buyutmeli
floresan mikroskop (Olympus CX-41) ile 100 adet DNA goéruntisu

degerlendirilmistir.

Degerlendirme gorsel skorlama yontemiyle gerceklestiriimistir  (200).
Migrasyon uzunlugu fargmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve
alkali-labil bolgelerin seviyesine bagl olarak degisiklik gosterdiginden, olusan
hasarin derecesine gore DNA goruntileri 5 alt kategoride siniflandirilarak
puanlandiriimistir. Sekil 2.4’de goruldigu gibi hi¢ hasar bulunmayan DNA'lar
0, hasar olan DNA’lar hasarin derecesine gbére 1 den 4’e kadar
puanlandiriimistir ve sonuglar arbitrary unit (AU) olarak degerlendirilmigstir
(201).



0. Kategori 1. Kategori

2. Kategori 3. Kategori

4. Kategori

Sekil 2.4. Comet Analiz Tekniginde Kullanilan Puanlandirma Cetveli.

2.8. MDA Tayini

Prensip

Serbest radikaller sonucu olusan peroksidasyon uritnlerinden MDA tayini,
Draper ve Hadley’in (202) cift kaynatma yontemi kullanilarak belirlenmigtir.
Metot, yag asitlerinin peroksidasyonunda bir son urin olan MDA
(malondialdehit)in, TBA ile reaksiyona girerek 532 nm dalga boyunda
spektrofotometrik Olgcimde maksimum absorbans vermesi prensibine

dayanmaktadir.

Realktifler

» %10luk TCA g¢ozeltisi: 10 gr. TCA distile su ile 100 ml.’ye

tamamlanarak hazirlanir.
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* % 67’lik TBA c¢ozeltisi: 100 ml. 0.05 N NaOH ¢o6zeltisinde 0.67 gr.

TBA ¢ozdurulerek hazirlanir.

Yéntemin uygulanisi

Tam kan orneklerinden alinan 0.5 ml numune, 2.5 ml %10’luk TCA ile temiz
vida kapakli deney tiiptinde karistirilarak 95 °C’de 15 dk. kaynatiimistir. Daha
sonra hemen sogutularak 4 °C’de 5000 rpm’'de 10 dk. santrifiij edilmistir.
Olusan slUpernatandan 1 ml alinmis ve Uzerine % 67’lik TBA'dan 0.5 ml
eklenerek 15 dk kaynatilmis ve hemen sogutululmustur. Sogutmay: takiben
en ge¢ 45 dk. igcerisinde, Shimadzu UV-1601 marka spektrofotometrede, 532
nm dalga boyunda distile suya karsi absorbans degeri okunarak, elde edilen
degerler dilusyon katsayisi ile ¢arpilmisg ve nanomol/ml biriminde MDA miktari

belirlenmistir.

2.9. Protein Oksidasyonu

Prensip

Levine ve arkadaglari tarafindan geligtirilen bir metot olup proteinlerin
oksidasyonu sonucu olusan karbonil guruplari ile 2,4-dinitrofenilhidrazinin
reaksiyona girmesi ile olusan hydrozone Dbilegiklerinin  renginin

spektrofotometrik olarak élglimune dayanan bir yontemdir (203,204)

Reaktifler

= DNPH c¢ozeltisi: 10 mM 2,4-dinitrofeneilhidrazin 2 M’lik HCI icinde
¢ozulerek hazirlanir.

= % 10 TCA cozeltisii 10 gr. TCA distile su ile 100 ml.'’'ye
tamamlanarak hazirlanir.

» Guanidin HCI ¢ozeltisi: 6 M guanidin HCI, 20 mM potasyum fosfat
tamponu (pH:2,3) icinde ¢ozulerek hazirlanir.

= Etanol:Etil asetat ¢ozeltisi: 1:1 oraninda etanol ve etil asetat

karigtirilarak hazirlanir.
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Yéntemin uygulanisi

15 ul plazma, 0,5 ml DNPH c¢ozeltisi ile karistirilarak oda i1sisinda 1 saat
inkUbasyona birakilmistir. Daha sonra Uzerine 0,5 ml TCA ¢ozeltisi eklenerek
vortekslenmis ve 15000 rpm’de 3 dk. santrifuj edilmistir. SUpernatan atilarak
pelet 2 kez 1:1 oraninda karistiriimis etanol:etil asetat ile yikanmistir. Kalan
pelet Gzerine 0,6 ml Guanidin HCI ¢0zeltisi ilave edilip 15 dk. 37 °C'de
inkiibasyona birakilarak peletin ¢ozulmesi saglanmis ve Shimadzu UV-1601
marka spektrofotometrede 365 nm’de absorbanslari okunmustur. Elde edilen
abzorbans degerleri, absorbsiyon katsayisi (emax=22000/M/cm) ile carpilarak

sonuglari nmol/mg protein seklinde hesaplanmistir.

2.10. Total Antioksidan Kapasite

Total antioksidan kapasite Cayman Chemical tarafindan Uretilen 709001
katalog numarali “Antioxidant Assay” kiti kullanilarak, Multiscan Spectrum.
(Thermo) kultlr plagr okuyucusunda tayin edilmistiir. Sonucglar mM olarak

verilmigtir.

2.11. NOx

NO yari dmru ¢ok kisa olan bir madde olup oksidasyon ile stabil metabolitleri
olan nitrat ve nitrite donuaslr. Bu yuzden NO seviyesi genellikle bu
metabolitlerin tespiti ile degerlendirilir (205). Bu nedenle plazma 6rneklerinde,
nitrik oksit miktari Miranda ve ark. (2001)nin  “Vanadium klortir (lll) - Gries

Reaksiyonu” yontemi ile belirlenmistir (206,207).

Prensip

Vanadium kloraran 37°C’de ortamdaki nitrati nitrite dontstlirmesi ve Griess
reaksiyonu olarak adlandirlan, nitritin asitik ortamda primer bir aromatik amin
olan sulfanilamit ile diazotizasyonu ve N-(1-naphthyl) ethylenediamin (NEDD)

ile renkli bir azo turevi olusturmasi esasina dayanir.
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Reaktifler

Vanadium klorur (VCls) ¢ozeltisi: 50 ml hidroklorik asitte 400 mg
Vanadium klorur ¢gozdurtulmesiyle hazirlanir.

Sulfanilamit ¢dzeltisi: 2 g sulfanilamitin % 2’lik hidroklorik asit ile 100
ml’ye tamamlanmasi ile hazirlanir.

NEDD c¢Ozeltisi: Distile su ile hazirlanmis % 0.1'lik NEDD

cozeltisidir.

Yéntemin uygulanisi

Plazmadan alinan 100 pl 6rnek tzerine, 100 pl Vanadium klorar ¢ézeltisinden

eklenmis, bunun Uzerine seri halde 50 pl sulfanilamit ve 50 ul NEDD ¢ozeltileri

ilave edilmistir. Ornekler 37°C’de 30 dk. inkilbasyona birakildiktan sonra

Multiscan Spectrum (Thermo) kultlir plagi okuyucusuna yerlestirilerek 550

nm’de absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar Grafik 2.1. de goérilen daha

once degisik konsantrasyonlardaki sodyum nitratin absorbans degerlerine

g6re hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak degerlendirilmistir.

120

100 + y =168,72x - 1,4103
R? = 0,9995

80

60 1

Abzorbans

40 1

20 +

0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7
Sodyum nitrat (umol/L)

Grafik 2.1.Sodyum Nitrat Kalibrasyon Egrisi
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2.12. insulin

Plazma insulin duzeyleri Linco Research tarafindan Uretilen “#EZRMI-13K# “
katalog numarali Rat/Mause Insulin Elisa kiti kullanilarak, kualtar plagi
okuyucusunda (Multiscan Spectrum. Thermo) tayin edilmistir. Sonuglar ng/ml

olarak verilmistir.

2.13. Glikoz, Total Kolestrol, Trigliserid, HDL Kolestrol ve LDLKolesterol
Tayinleri

Bu parametrelerin timu, klasik ydntemlerle markasi belirtilen ticari kitler

kullanilarak, Shimadzu UV-1601 marka spektrofotometrede tayin edilmistir.

2.14. istatistik Analizler

Yapilan c¢alismalar sonucunda elde edilen veriler SPSS 13,0 istatistik
programi kullanilarak degerlendirilmigtir. Verilerin ortalamalari + standart
hatalariyla ifade edilmistir. Elde edilen verilerin normallik testleri yapiimis ve
guruplar arasindaki istatistiksel farklari saptamak icin ANOVA testi, post-test
olarak Duncan testi uygulanmistir. istatistiksel anlamlilik igin p<0,05, 0,01 ve
0,001 degerleri segilmistir (208).
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3. BULGULAR

3.1. Beden Agirhigi ve Su Tuketim Profilleri

Deneme guruplarina ait 21 ginlik beden agirhdr bulgularin istatistiksel
Tablo 3.1 ve Grafik 3.1'de,

guruplardaki su tuketim profilleri ise Grafik 3.2’de sunulmustur.

kargilastirmasi deneme suresi boyunca

Calismamizda diyabet olusturulan tum ratlarda beden agirligi profillerinin,
kontrol gurubuna goére, Ozellikle deneme suresinin 14. gununden sonra

anlamli olarak azaldigi gozlenmigtir (p <0.01).

Tablo 3.1. Guruplarda Gézlenen Beden Agirligi Degisimi

Olgiim K D DY DQ DQY
Zamani X +SE X +SE X +SE X +SE X +SE
0.giin 189,513 192,5+11,5 225,5+14 222,5+14 207,59
7.glin 219422 179,5¢11,5 20113 176,5¢15 190£10
14.giin 2239° 160£10,9° 167,5¢12° 175£12° 185£11°
21.giin 237,5+7° 157,5¢12° 183+10° 162,5¢14° 165+13°
a,b: Ayni satirda farkli harf tagiyan guruplar arasi farklilik 6nemlidir (p<0.01).
250
225
——K
=D
5 200 - —A—DY
——DQ
—%—DQY
175 Q
150
0.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin
Olgiim Zamani

Grafik 3.1. Beden Agirligi Profilleri
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Guruplar arasindaki su tiketim profiline gore diyabetik guruplardaki tim
denekler, kontrol gurubuna oranla daha fazla su tiketmiglerdir. DY ve DQ
guruplarindaki denekler, denemenin ilk haftasindan itibaren D gurubuna goére
daha az su tuketmislerdir.

200

180
160

= 140 - ’
&£ 120

T —=-D
< 100 - —A—DY
£

5 80 DQ
@ —%—DQY
I 60

40 |
20 |

0.Gln 7.Gln 14.Gln 21.Gln
Olgiim Zamani

Grafik 3.2. Guruplardaki Su Tuketim Profili

3.2. Biyokimyasal Parametrelerdeki Degisimler

Calismamizda olusturulan bes deneme gurubundan, alinan kan érneklerinde
glikoz, kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid, total protein,
insulin, MDA, mononukleer l6kosit DNA hasari, protein oksidasyonu, total
antioksidan kapasite ve nikrik oksit metabolitleri (NOy) duizeyleri tayin
edilmigtir. Bu gostergelerin 21 gunluk arastirma suresi sonundaki duzeylerine
ait bulgularin istatistiksel degerleri ve karsilagtirmasi Tablo 3.2'de

sunulmustur.



Tablo 3.2.

Olgiilen Parametrelere

Anlamhlik Duzeyleri
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Ait Bulgularin Aritmetik Ortalama, Standart Hata ve

Kontrol
X +SE

D
X +SE

DY
X +SE

DQ
X +SE

DQY
X +SE

Glikoz
(mg/dl)

115,62+4,75*

445,75+38,95*

338,87+35,55*°

325,62+42,68*°

447,25+41,24*®

T-Kolesterol
(mg/dl)

63,56+3,35

73,87+6,39*°

50,31+5,64**°

50,68+4,33**°

64,4344 61*%®

LDL-
kolesterol
(mg/dl)

30,2245,81

31,82+4,51

25,60+4,04

25,83+£3,45

23,1846,06

HDL-
kolesterol
(mg/dl)

13,72+2,78***2°

5,63+1,56***°

6,63+3,41° P

19,605,47****

12,93+3,38***

Trigliserid
(mg/dl)

45,1+3,10*°

111,0249,95*

47,87+8,67*°

61,26+11,38*°

75,37+13,23*°

Insulin
(ng/ml)

0,18+0,004 2

0,15+0,003 P

0,17+0,00" 2

0,15+0,002"®

0,18+0,001" @

MDA
(nmol/ml)

2,95+0,32*°

17,55+4,81*

10,09+2,34*°

3,53+0,26*°

3,93+0,17*°

Mononukleer
Lokosit DNA
Hasari

(AU)

59,25+4,41*°

143,756,08*°

112+7,23*°

81,75+13,46*

109,75+4,85*°

Protein
Oksidasyonu
(nmol/mg
protein)

1,25+0,12" "¢

1,77+0,16 " 2

1,61£0,13***2

1,2840,16***°

1,17+0,09***°

Total
Antioksidan
Kapasite
(mM)

1,64+0,35

2,26+0,31

2,24+0,34

1,38+0,34

1,95+0,34

NOX
(umoll)

9,07+1,37"°

3,82+0,4**P

2,74+0,56**"

6,47+2,26**

4,21+0,65**°

a,b,c: Ayni satirda farkli harf tasiyan guruplar arasi farklilik 6nemlidir.
*: p<0.001, **: p<0.01, ***: p<0.05

3.2.1. Aclik Kan Sekeri Profilleri ve Plazma Glikoz Duizeyleri

Calismamizda, guruplarin kan sekeri profillerine bakildiginda, Grafik 3.3'de

g6ruldigu gibi diyabetik guruplardaki ratlarin haftalik olarak él¢llen acglik kan

sekeri dlizeylerinin kontrol gurubuna gére anlamli olarak yikseldigi (p <0.001)

saptanmigtir.
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Grafik 3.3. Deney Guruplarinin Aglik Kan Sekeri Profilleri

Aragtirmanin tamamlandigi gun alinan kanlardaki aglik kan glikoz duzeyleri,
Grafik 3.4 ve Tablo 3.2’de goruldigu gibi diyabetik guruplarda kontrol
gurubuna oranla anlamh olarak ytksek (p <0.001) bulunmustur. Ayrica DY ve
DQ guruplarinda aglik kan sekeri seviyelerinin D ve DQY guruplarindan
anlamli olarak daha dusuk oldugu (p <0.001) gérulmustar.

600,00 —

500,00 —

400,00

300,00

200,00 —

—
—

Glikoz (mg/dl)

it

100,00

0,00 T T T
Kont. D DY ple} pQy

Grafik 3.4. Plazma Glikoz Dulzeyleri
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3.2.2. Plazma Total Kolesterol ve Trigliserid Duzeyleri

Calismamizda D gurubundaki deneklerin plazma kolestrol ve trigliserid
dizeylerinin Grafik 3.5, Grafik 3.6 ve Tablo 3.2'de goéruldugu gibi kontrol, DY,
DQ ve DQY guruplarina goére anlamh olarak yuksek oldugu (p<0.01)
g6zlenmigtir. Ayrica, DY ve DQ gurubunun plazma kolesterol dizeylerinin
kontrol gurubu plazma kolestrol dlzeylerinin altinda oldugu (p<0.01)

gOrulmustar.

100,00

80,00—

|

——

60,00—

40,00

20,00

——

Kolesterol (mg/dl)

0.00 T T T T T
Kont. D DY DQ DQY

Gurup

Grafik 3.5. Guruplardaki Plazma Kolesterol Diizeyleri
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Grafik 3.6. Guruplardaki Plazma Trigliserid Duzeyleri

3.2.3. Plazma LDL-Kolesterol ve HDL-Kolesterol Duzeyleri

Calismamizda D, DY ve DQY guruplarindaki ratlarin HDL-kolesterol duzeyleri
Grafik 3.7 ve Tablo 3.2°de goruldigu gibi kontrol gurubuna goére anlamli olarak
azalirken (p<0.05), DQ gurubunun plazma HDL-kolestrol dizeyleri diger
guruplara gore istatistiksel 6nemlilikte (p <0.05) artmistir.

Guruplardaki LDL-kolesterol duzeyi degisimine bakildiginda, Grafik 3.8 ve
Tablo 3.2’de goéruldagu gibi D gurubu LDL-kolesterol diizeylerinin, hem kontrol
hem de DY, DQ ve DQY guruplarina goére yukseldigi; ancak bu farkhliklarin,
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir.
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Grafik 3.7. Plazma HDL-kolesterol Dizeyleri
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Grafik 3.8. Plazma LDL-kolesterol Diizeyleri
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3.2.4. Plazma insulin Diizeyleri

insulin diizeylerine ait veriler karsilastirildiginda, Grafik 3.9 ve Tablo 3.2'de
goruldugu gibi D, DY ve DQ guruplarindaki ratlarda plazma insulin
dizeylerinin kontrol gurubunu olusturan ratlarin insulin seviyelerine oranla
anlamli olarak azaldidi (p<0.05), diger yandan DY ve DQY guruplarindaki
plazma insulin dizeylerinin ise, D ve DQ gurubuna goére istatistiksel
onemlilikte arttigi (p<0.05) ve DQY gurubu insulin dizeyinin kontrol gurubu

degderine ulagtigi gorulmektedir

0,250
0,200— T T
? I I
< 0,150 L — .
(o2}
£
£
S
2]
[=
= 0,100
0,050—
0,000 T T T T T
Kont. D DY DQ DQY

Gurup

Grafik 3.9. Deney Guruplardaki Plazma insulin Diizeyleri
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3.2.5. Plazma MDA Diizeyleri

Lipid peroksidasyonu gostergelerinden MDA, Grafik 3.10 ve Tablo 3.2'de
g6ruldigu gibi D gurubunda kontrol gurubuna oranla anlamli olarak (p <0.001)
artmistir. Diger yandan DY, DQ ve DQY guruplarinda MDA duzeyleri, D
gurubuna oranla anlamli olarak azaldigi (p <0.001) bulunmustur. DY, DQ ve

DQY guruplarinda MDA’nin kontrol gurubu duzeylerine geriledigi gézlenmigtir.
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Grafik 3.10. MDA Duzeyleri
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3.2.6. Mononiikleer Lokosit DNA Hasar Duzeyleri

Yeni bir analiz metodu olan COMET ANALIZ teknigiyle elde edilen
mononukleer I6kosit DNA hasar duzeyleri incelendiginde, Grafik 3.11 ve Tablo
3.2'de goruldugu gibi diyabet gurubundaki ratlarda DNA hasar duzeyinin,
kontrol gurubuna kiyasla anlaml olarak yuksek oldugu (p <0.001), DY ve
DQY guruplarindaki DNA hasar dizeylerinin ise diyabetli guruba gére anlaml
olarak azaldigi (p <0.001) gorulmustir. DQ gurubundaki ratlarin mononukleer
Iokosit DNA hasar duzeyleri ise kontrol gurubu degerlerine yakin dizeyde
olup, tim diyabetli guruplardan dusuktur (p <0.001).
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Grafik 3.11. Deney Guruplardaki Ratlarin Mononukleer Lokosit DNA Hasar Duzeyleri
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3.2.7. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu Ol¢im sonuglari, Grafik 3.12. ve Tablo 3.2’de géruldiagu
gibi D ve DY guruplarindaki protein oksidasyonunun kontrol gurubuna gore
anlamli olarak artmis oldugunu (p<0.05) gostermektedir. DQ ve DQY
guruplarindaki protein oksidasyonunun D ve DY guruplarina oranla azaldigi

(p <0.05) ve kontrol gurubu degerlerine yaklastigi belirlenmistir.
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Grafik 3.12. Guruplardaki Protein Oksidasyonu Duizeyleri
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3.2.8. Total Antioksidan Kapasite Duzeyleri

Guruplarin antioksidan direncinin gostergesi olarak oOlgulen total antioksidan
kapasite duzeyleri Grafik 3.13 ve Tablo 3.2’de goéruldugu gibi D, DY ve DQY
guruplarinda kontrol gurubuna gore ylksek, DQ gurubunda ise kontrol
gurubuna oranla disuk bulunmus, fakat bu degisimler istatistiksel olarak

anlamlihk gostermemistir.
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Grafik 3.13. Total Antioksidan Kapasite Dizeyleri
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3.2.9. NO Duizeyleri

Diyabet, DY ve DQY guruplarini olusturan ratlarda nitrik oksit metabolitlerinin
Grafik 3.14 ve Tablo 3.2’de goruldugu gibi kontrol gurubundaki ratlara gore
azalmis oldugu (p<0.01) goérulmustar. DQ  gurubundaki ratlarin NO
dizeylerininse D, DY ve DQY guruplarina oranla anlamli olarak arttigi

(p <0.01) belirlenmistir

12,50

10,00

7,50

5,00
2,50

Kont. D DY DQ DQY

NOx (umol/l)

—
_|
I_

Grup

Grafik 3.14. Guruplardaki NO, Dizeyleri
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4. TARTISMA

Calismamizda, deney guruplarinin su tiketim profilleri incelendiginde, Grafik
3.2’de goruldugu gibi, tim diyabetik guruplar, Kontrol Gurubu’na oranla daha
fazla su tuketmiglerdir.  Diyabetteki klinik bulgular protein, lipid ve
karbonhidrat metabolizmasinda sekillenen patofizyolojik degisiklikler sonucu
ortaya ¢cikmaktadir. DM’da en énemli degisiklik karaciger, kas ve yad dokusu
gibi insulin  bagimli dokularda glikoz kullaniminin azalmasi, artmis
glikoneogenez ve hepatik glikojenolize bagli olarak gelisen hiperglisemidir.
Glikozun alinimi ve kullanimindaki azalmaya bagh olarak gelisen bu
hiperglisemi, renal glikoz esiginin asiimasina ve glikoziiriye sebep olur. idrarla
seker atilimi beraberinde suyu da surukleyeceginden ozmotik ditrez ve politri
tablosu sekillenir. Poliuri hipotalamustaki susama merkezini uyarirken, volim
noksanligina bagli olarak da polidipsi meydana gelmektedir (30,48,209).
Saponinlerin diyabet tablosuna etkilerine iligkin ¢calismalar olmasina ragmen,
Yucca schidigera ve Quillaja saponaria tozlarinin diyabetik ratlarin su tiketim
profilleri Uzerindeki etkisine iliskin herhangi bir literatur bilgiye rastlanmamistir.
Calismamizda DY ve DQ Guruplarindaki deneklerin su tuketimlerinin
denemenin ilk haftasindan itibaren azalmasi, Yucca schidigera ve Quillaja
saponaria tozlarinin su ve enerji metabolizmasini en azindan olumlu yonde
desteklediginin bir isareti sayilabilir. Ayrica, Yucca schidigera ve Quillaja
saponaria tozlarinin diyabetik ratlarda su tuketimini azaltmasi, bu bitkilerin
hipoglisemik etkilerinin ozmotik ditrezi dusurmesinden kaynaklanabilecedi,
bu nedenle Yucca schidigera ve Quillaja saponaria’nin diyabetik hastalarin
onemli sorunlarindan olan politri ve polidipsinin baskilanmasinda geleneksel

tedaviyi destekleyici olarak kullanilabilecedi dustunulmektedir.

Calismamizda, deney gruplarindaki ratlarin beden agirliklari, Tablo 3.1 ve
Grafik 3.1’de goruldugu, gibi 6zellikle deneme suresinin 14. gininden sonra
Kontrol Gurubu disindaki tGm guruplarda anlamli olarak azalmigtir. DM’un
katabolik yollari sitimule etmesinin bir gostergesi olarak beden agirliginin

azaldigi, bu baglamda, insulin hormonunun beden agirligindaki azalmay!
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engelledigi veya duzelttigi bilinmektedir (210,211). Karaciger ve kaslardaki
glikojen depolarinin tuketilmesi ve insulin yetersizligine bagli olarak glikoz
oksidasyonunun bozulmasi, karbonhidrat olmayan kaynaklarin kullanimini
zorunlu kilar. Béylece yag ve protein yikimi artar. Ozellikle Tip | diyabette,
hastalar ¢cok yemek yemelerine kargin zayiflarlar. Zayiflamanin temel nedeni,
hiicrelerin glikozu yeterince kullanamamasidir. idrarla glikoz atilimina bagl
olarak olugan kalori ve elektrolit kaybi, dehidrasyon ve insulin yetersizliginden
kaynaklanan yag ve protein katabolizmasindaki artis da DM’da meydana
gelen kilo kaybinin diger nedenleridir (4). DM’da ortaya ¢ikan glikozuri ile
atilan her gram glikoz igin vucuttan 4.1 kcal yitirilir. Bu kaybi karsilamak igin
oral kalori aliminin artiriimasi plazma glikozunu daha da yukseltip glikozuriyi
artirir. Endojen protein ve yag depolarinin mobilizasyonu ve kilo kaybini
Oonlenemez (212). Antinutrisyonel faktér olarak kabul edilen saponinleri iceren
bitkilerin yliksek oranda tiketilmelerinin hayvanlarda toksik etkili oldugu (130),
rasyona dusuk duzeylerde ilave edilmesinin ise, hayvanlarin verimlerinde
artisa yol agabilecegi konusu son yillarda sik¢a tartisilmaktadir (132). Nitekim,
saponin iceren bitkilerin rasyonlara degisik dizeylerde ilave edilmesi
ruminantlarda canli agirlik ve yapagi kalitesini (213), etlik pilic (133) ve
bildircinlarda da (174) canli agirhdr artirdigi bildirilmigtir. Calismamizda elde
edilen veriler, uygulanan dozda Yucca schidigera ve Quillaja saponaria’nin
diyabetli ratlarin canli agirligini, diyabetin proteolitik ve lipolitik etkilerine karsi

yeterli duzeyde koruyamadigini dugundurmektedir.

Bu calismada, diyabetik guruplardan elde edilen aglk kan sekeri verileri,
dogal olarak diyabetin bir karakteristigi olan artmis kan glikoz duzeylerini
ortaya koymaktadir. Diyabetik guruplardaki ratlarin haftada bir élgtlen aclik
kan sekeri duzeyleri Grafik 3.3’de goéruldugu gibi Kontrol Gurubu’na goére
anlamli olarak yuksektir. Denemenin 2. haftasindan itibaren; rasyonlarina
Yucca schidigera ve Quillaja saponaria tozlari katilmig guruplarda kan
sekerinin dugmeye basladigi, karisim gurubunda ise, deneme boyunca kan
sekeri profilinin dusmedigi izlenmistir. Arastirmanin tamamlandigi gun olgulen,

aclik kan glikoz duzeylerinin Grafik 3.4. ve Tablo 3.2’de goéruldugu gibi D
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Grubunda Kontrol Gurubu'na oranla anlamh olarak ylksek oldugu;
rasyonlarina Yucca schidigera ve Quillaja saponaria tozlari katilmis diyabetik
guruplarda ise, saponinlerin plazma glikoz duzeylerini dusurdugu yonundeki

bildirimlere (214,215) paralel olarak aclik kan glikoz duzeyleri azalmistir.

Calismamizda, Tablo 3.2’de géruldugu gibi, D, DY ve DQ Guruplarinda
insulin duzeyleri, STZ'nin deney hayvanlarinda IDDM benzer bir bozukluk
olugturarak insulin duzeyini dusurdigunu bildiren literaturlere uygun olarak
Kontrol Gurubu’na goére dusuktir (216). Rasyonlarina Yucca schidigera tozu
katiimis diyabetik ratlarda plazma insulin dizeyleri D ve DQ Gurubuna goére
istatistiksel Onemlilikte artmistir. Quillaja saponaria + Yucca schidigera
tozlarinin  karigimlarinin ise, insulin duzeyini kontrol gurubu degerine

ulastirdigi goértlmustar.

Saponinlerin kan glikoz duzeyini, pankreasta insulin salinimini sitimuile
ederek, karacigerde glikoz Uretimini azaltarak, dokularda hucrelerin glikoz
tiketimini artirarak (217) ve gastro-intestinal kanalda ise, glikoz emilimini
bozarak (26) dusurebilecegi bildirilmistir. Duffy ve ark., (2001) ratlarin
diyetlerine 200 ppm duzeyinde katllan Yucca schidigeranin kan glikoz
dizeylerinde olusan dalgalanmaya ragmen insulin duzeyini etkili bicimde
artirdigini bildirmislerdir (218). Bu literatir bilgiler 1siginda farkli yapilardaki
saponin iceren bitkilerin kan sekerini ya ayni yollardan ya da birden fazla
mekanizmayi ortaklasa kullanarak dusurebilecegi; steroid saponin igeren
Yucca schidigeranin hipoglisemik etkisinin pankreasta insulin salinimini
sitimtle ederek (218) ve hicrelerde insulin etkinligini artirarak saglayabilecegi
akla gelmektedir (219). Calismamizda DY Gurubundaki kan glikoz
dizeylerinin dismis olmasi bu mekanizma ile agiklanabilir. DQ Gurubunda
elde edilen duslk glikoz duzeyleri ise, triterpenoid saponin iceren Quillaja
saponarianin plazma insulin dizeyini artirmamasina ragmen gastro-intestinal
kanalda glikoz emilimini bozmasiyla bu etkiyi gosterdigini dusindurmektedir.
Quillaja saponaria + Yucca schidigera tozlari plazma insulin duzeyini kontrol

gurubu degerlerine ylkseltmesine karsin, kan glikoz duzeylerini tek baglarina
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iken 6nemli dizeyde dusuren bu bitkilerin, yan yana geldiklerinde henlz fark
edemedigimiz bir mekanizma ile antagonist etki gOstererek, kan glikoz
dizeyini azaltici etkilerini kaybettikleri gorulmagstur. Bu bitkilerin karigimlarinin
diyabetli ortamlarda glisemik indeks agisindan antagonist etkili olduklari
soylenebilir. Karisim gurubunda bu iki farkl saponin igeren bitkinin, insulin
salinim mekanizmasina sinerjik etkili oldugu goértlmustir. Bu etkiyi de STZ ile
tamamen tahrip olmamis B hicrelerinde homeostatik dengeyi saglayip insulin
salinimini tekrar artirimasiyla gergeklestirmis olabilecedi dusunulmektedir.
Bu konu Uzerinde daha fazla deneysel arastirma yapilarak bu etkinin
nedeninin ortaya konulmasi gerekmektedir. Elde ettigimiz bulgular
dogrultusunda Yucca schidigera ve Quillaja saponaria tozlar diyabetik
ratlarda kan sekeri dizeylerini saglikl kontrollerin seviyesine indiremese de
ihmli olarak dusurdidgu, bu nedenle diyabet tedavisinde artmis kan glikoz
duzeyini azaltmada tedaviyi destekleyici olarak kullanilabilecegi

dusunulmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler, diyabetin diger bir karakteristigi olan
hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemi tablosunu ortaya koymustur.
Diyabetik kontrol gurubundaki ratlarda ol¢ilen plazma total kolesterol ve
trigliserid duzeyleri, Grafik 3.5 Grafik 3.6 ve Tablo 3.2’de goéruldugu gibi, diger
guruplara goére anlaml olarak yuksektir. DY, DQ ve DQY Guruplarindaki
ratlarda plazma total kolesterol ve trigliserid seviyeleri anlamli olarak
dusmastur. Ayrica, diyete katilan Yucca schidigera ve Quillaja saponaria
tozlar diyabetik ratlarda plazma total kolestrol diuzeyini kontrol gurubu
dizeyinin altina indirmigtir.

D Gurubu LDL dlzeylerinin, Tablo 3.2°de goéraldugu gibi, hem kontrol hem de
Yucca schidigera, Quillaja saponaria ve karigsim guruplar’'na gore yuksek
oldugu; ancak bu farkhliklarin, istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptanmigtir.

Diger yandan D, DY ve DQY Guruplarindaki ratlarda HDL dizeyleri, Grafik
3.7 ve Tablo 3.2'de géruldugu gibi, Kontrol Gurubu'’na gbre anlamli olarak

azalmistir.
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Diyabetik hastalarda hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemi oldukca sik
karsilasilan durumlardir (220). DM’da lipid metabolizmasina bakildiginda total
kolesterol, trigliserid, VLDL, LDL ve HDL duzeylerindeki degisim gbze garpar
(221). VLDL ve VLDL igindeki trigliseridler karacigerde sentez edilir. insulin
hormonunun yag metabolizmasi Uzerine etkisiyle yag asitleri adipoz dokuya
girerek trigliserid seklinde depolanir (35). Gerek Tip | diyabetteki insulin azlid,
gerekse Tip Il diyabetteki insulin duyarsizligi sonucu dolagimda fazla miktarda
serbest yag asidi bulunur. Bu serbest yag asitleri karacigerde VLDL Uretimine
girerler. Bununla birlikte portal dolagsimda ve karacigerde fazla miktarda
serbest yag asidi bulunmasi insulin sensitivitesinin azalmasina yol agarak
negatif feed back ile kisir doéngl yaratir (221). Plazma kolesterollu artisinin
dokularda meydana gelen lipid metabolizmasi degisikliklerinin bir sonucu
olabilecegi bildirilmistir (220). Bu hipotezi savunanlara gore hiperkolesterolemi
ve hiperlipidemi gibi plazma lipid profili degisikliklerinden baslica lipoprotein
lipaz ve hepatik lipaz enzim aktiviteleri sorumludur (222,223,224). VLDL ve
besinler ile alinan trigliseridlerden zengin silomikronlarin yikimi buydk ol¢ude
kapillar endoteline lokalize lipoprotein lipaz enzimi ile olur. Lipoprotein lipaz
aktivitesi insulin hormonu etkisi altinda artar. insulin azligi veya duyarsizhgi
sonucu lipoprotein lipaz enzim aktivitesi duguk duzeyde olacagindan endojen
trigliseridleri tagiyan VLDL ve besinlerle alinan eksojen trigliseridleri tagiyan
silomikron katabolizmasinda azalma olur. Bununla birlikte karacigerde artan
VLDL dretimi ve periferde VLDL ve silomikron yikiminin azalmasi sonunda
serum trigliseridleri yukselir (221). LDL, lipoprotein fraksiyonlari arasinda en
aterojenik olanidir. VLDL'den delipidasyon olarak adlandirilan bir sureg
sonunda IDL, sonra da LDL olugsur. Serum trigliserid seviyesi ylUksekliginde
olusan LDL’nin dansitesi artar ve ¢api kagulur. Bu tir LDL c¢api buylk ancak
dansitesi dusuk LDL’'ye oranla daha aterojeniktir. HDL ise aterosikloroza karsi
koruyucu lipoprotein fraksyonu olarak degerlendiriimektedir. HDL yapiminda
hepatik trigliserid lipaz aktivitesi ©6nemlidir. Bu enzim HDL i¢inde bulunan
trigliseridleri hidrolize eder. Boylece daha fazla kolestroll periferik dokulardan
alma kapasitesine sahip HDL3; kolestrol olusur. insulin, lipoprotein lipaz

aktivitesini artirdi§i gibi hepatik trigliserid lipaz aktivitesini de artirir. insulin
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yetmezligi veya insensitivitesinde serum VLDL miktari artarken HDL miktari
azalir (221). Anlatilan bu mekanizmalar diyabetik hastalarda LDL dizeylerinin
yuksek bulundugu yonunde genel bir fikir birligi olduguna dikkati cekmektedir
(222,225).  Yine literatur verilerinin bir cogu diyabetik hastalarin HDL
dizeylerinin disukligune isaret etmekte (220), bu nedenle LDL/HDL oraninin
DM’da 6nemli derecede yukseldigi kabul edilmektedir (226).

Diyabetik bireylerdeki ylksek LDL kolesterol konsantrasyonu nedeniyle LDL
kolesterol, glikolize kollajen tarafindan normal kolestrole gore 3 kat daha fazla
baglanir. Gilikozillenmis bu damar duvari kollajenleri bu halleriyle lipid
birikmesini davet ederler. Lipid plaklarin olusmasi, makrofajlarin devreye
girmesi, foam adi verilen kopuk hicre formasyonu ile makrofaj orijinli buyume
faktorinian sekresyonunun stimuilasyonu, diz kas hlcresi mitogenezi ve diger
makrofaj Urlnleri devreye girerek retinada, glomerullerde, koroner arterlerde,
beyin arteriollerinde ve periferik damarlarda aterosikloroza sebep olmaktadir
(10).

Saponin iceren bitkiler veya saponin ekstraklari hayvanlarda lipid
metabolizmasini etkiledigi bilinmektedir (27). Rao ve Kendall (1986), Sidhu ve
Oakenfull (1986), Southon ve ark., (1988) ratlarda (148, 149, 150); Morehouse
ve ark., (1999) tavsanlarda (147); Aslan ve ark., (2004) yumurtaci tavuklarda
(26); Malinow ve ark., (1981) eseklerde (151) ve Bingham ve ark.,(1978)
insanlarda (152) saponinlerin  serum kolesterol dizeyini azalttigini
bildirmiglerdir. Hem yagda hem de suda ¢b6zUnebilme 06zelligine sahip olan
saponinlerin yuzey gerilimini dusuricu etkiye ve deterjan 6zelligine sahip
olmalari, safra asitleri, yag asitleri, digliseritler ve yagda eriyen vitaminleri
iceren misellerin olusumu da dahil olmak Uzere, sindirim sistemindeki yagda
¢6zlinen maddelerin emulsifikasyonunu etkilemektedir. Yuzlerce safra asiti ve
saponin molekulleri, hidrofobik gekirdek kismi ige, hidrofilik karbonhidrat kismi
disa gelecek sekilde kompleksler olustururlar (27).

Saponinler, bagirsak lumeninde kolesterolle kompleksler olusturarak
kolesterolin presipitasyonuna neden olmakla ayrica, kolesterol misellerinin
bayUklik ve stabilitesini etkileyerek mukoza hucrelerine girigini azaltmakla

eksojen ve endojen hiperkolesterolemiyi Onleyebilmektedir (136,151,152).
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Yine saponinlerin kolesterol emilimini azaltip, safra asiti ve Kkolesterol,
koprostanol, bitki sterolleri gibi noétral sterollerin fekal atilimini arttirdigi
(136,157,158), bagirsak hucrelerinin dékilmesine yol agan membranolitik
etkileri nedeniyle hicre membranlarina etki ederek kolesterol kaybina yol
actigi bildirlmigstir(147).

Ortamda saponinlerin bulunmasi, saponin-safra asitleri komplekslerinin yani
sira safra asitlerinin seluloza adsorbsiyonunu da arttirmakta, dolayisiyla
yuksek molekul agirhikh miseller olusmasina yol agmaktadir. Bu da, safra
asitlerinin reabsorbsiyonunu onleyerek, safra asitlerinin atilimina bagh olarak
karacigerde kolesterollin safra asitlerine dénisiminidn artmasina neden
olmaktadir (149, 157, 158). Kolesterol emiliminin baskilanmasiyla yakin iligkili
olan hepatik kolesterol duzeylerinin azalmasi, hepatik HMG-CoA reduktaz
aktivitesinin ve hepatik LDL reseptor dlzeylerinin artisina neden olur (158).
Whitehead ve ark., (1981) saponinlerin, karaciger lipid ve plazma trigliserit
konsantrasyonunu azalttigini, ancak karaciger kolesterol ve plasma HDL
dizeyini etkilemedigini saptamiglardir (153). Quillaja saponaria tozu ilave
edilmis gurupta verilerimiz bu literatlr bilgiye ek olarak plazma HDL dizeyinin
de artabilecegini gostermistir. Bu baglamda c¢alismamizda, Yucca schidigera
ve Quillaja saponaria uyguladigimiz dozda aterosikleroz Onleyici Ozellikte
olabilir.  Hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi ve bozulmus HDL/LDL
kolesterol oranlarinin diuzeltimesinde etkin olarak kullaniimalari ile diyabetin
onemli komplikasyonlardan olan anjiyopatilerin ve aterosiklerozun gelismesini

baskilayabilir.

Calismamizda, Grafik 3.10 ve Tablo 3.2’de goruldigu gibi, lipid
peroksidasyonu gostergelerinden MDA duzeyleri D Gurubunda Kontrol
Gurubu’na gore yuksektir. DY, DQ ve DQY Guruplarinda ise MDA dizeyleri, D
Gurubu’na oranla anlamli olarak azalmig, DQ ve DQY Guruplarinda Kontrol
Gurubu verilerine yaklagmistir.

Serbest radikaller DM, ateresikleroz, hicre hasari, kanser, myokard
infarktust, hemolitik hastaliklar ve immun hastaliklar gibi bircok hastaligin

patogenezinden sorumlu tutulmaktadir. Serbest radikallerin lipitler Gzerine
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yaptigi etki lipid peroksidasyonu (LP) olarak adlandirilir. Diyabetteki
hiperglisemi, serbest radikal olusumuna ve antioksidan sistemin yetersiz
kalmasina yol acarak oksidatif stresi artirmaktadir (227). Gegis elementlerinin
varhginda glikoz, reaktif ketoaldehitlere ve superoksit anyonuna cevrilir.
Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit Uzerinden
hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir (103,118,119,228) LP doymamis
yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu doymamis yag
asidindeki metilen gurubundan bir hidrojen atomunun uzaklastiriimasi ile
baglamaktadir (55, 77). Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag
asiti radikali, molekuler oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini
olusturur. Olusan peroksit radikali bagka bir yag asidi molekllu ile yeni bir
hidroperoksit ve yeni bir yag asiti radikali olusturacak sekilde hizla reaksiyona
girer. Olusan bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birlesir bir hidrojen
atomunun daha ayrilmasini saglar. Baslayan bu zincir reaksiyonlari olugan
yeni radikallerin etkisiyle artarak devam eder (78). Lipit peroksidasyonu
sonucu, hucre zari akiskanhigi ve permabilitesi zayiflar ve hicre batunlugu
bozulabilir. Lizozomal membranlanin yikimlanmasi hidrolitik enzimlerin
salinmasina ve intraselliler sindirime neden olur (74, 78, 79). Lipid
peroksidasyonu hipergliseminin yani sira, hem yaygin vaskuler inflamasyon
sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest
radikaller ve gecis metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hicrelerin
membranlarinda bulunan lipidlerden, nonenzimatik yollarla da olugur. Daha
sonra bu Urlnler, karsilikli olarak birbirlerini aktive ederek, lipid
peroksidasyonunu artirir (103,115,229).

Diyabetik bireylerde plazma ve doku LP Urdnlerinin ayni yastaki saglikli
kisilerden daha fazla oldugu bulunmus ayrica retinopati ve anjiyopatili Tip |
DM hastalarinda LP Urunlerinin komplikasyonu olmayan hastalara gore artmis
oldugu goérulmastur. Bu durum diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde
LP’in dnemini ortaya koymaktadir. Diyabetik hayvanlarda da benzer bulgular
elde edilmistir (236,237). Jain ve ark., (1990) STZ ile diyabet olusturduklari
ratlarda yaptiklari ¢calismada, diyabetik ratlarin eritrositlerinde LP’nin Kontrol

Grubuna gére anlamli olarak yiiksek oldugunu bulmuslardir. insulin tedavisi ile
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hiperglisemi kontrol altina alinabilirse, lipid peroksidasyonunun da
baskilanabilecedi gbzlemlemislerdir (230)

Calismamizda, D Gurubunda Kontrol Gurubuna goére LP drunlerindeki artis
hemen hemen tim caligmalarda ayni netliktedir (28,227,231). Sur ve ark.,
(2001) saponinlerin antioksidan o6zelliklere sahip oldugunu gdstermiglerdir
(161). Ayrica, rasyona Yucca schidigera tozu katilmasi kan MDA duzeylerini
degistirmemekle birlikte kan GSH duzeylerini ve total antioksidan kapasiteyi
artirdigi  bulunmustur. Bu bulgu, Yucca schidigera tozunun rasyona
katilmasinin  hicrelerde dogal oksidasyon reaksiyonlarinin yikimlayici
etkilerine kargl koruyucu etki saglayan antioksidan gucu artirdigini
gOstermektedir. Calismamizda DY Grubunda MDA dizeylerinin D Gurubu’na
gbre anlamli olarak azalmasi, Yucca schidigera tozunun oksidasyon
reaksiyonlarinin  yikimlayici etkilerine karsi koruyucu etki sagladigini
gostermektedir. Yine DQ ve DQY Guruplarindaki MDA seviyelerinin Kontrol
Gurubu  verilerine yaklasmis olmasi, Quillaja saponaria’nin lipid
peroksidasyonunu onlemede gugclu bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu

dusundurtmektedir.

Protein oksidasyonu gostergelerinden protein karbonil (PCO) duzeylerine ait
verilerimiz, Tablo 3.2’de goruldigu gibi, D Gurubunda diger guruplara oranla
anlamli olarak yuksektir.  Ancak saponinlerin verildigi her U¢ gurupta da
karbonil duzeyleri azalmig DQ ve DQY Guruplarinda ise, Kontrol Kurubu
verilerine yaklagsan duzeyler elde edilmigtir.

DM’da hiperglisemi, hiperlipidemi, oksidatif stres ve/veya reaktif karbonil
turevlerinin detoksifikasyonundaki azalmaya bagli olarak PCO dizeyleri
artmaktadir (232). Yiksek glikoz konsantrasyonlarinda, glikoz non-enzimatik
olarak ortamdaki proteinlere baglanarak glikasyon reaksiyonlarina neden olur.
Glikasyona ugramis protein, molekuler oksijene bir elektron vererek serbest
radikal olusum reaksiyonlarni artirir (10, 120). Bu temel mekanizma glikoz ile
proteinlerin amino guruplari arasinda kendiliginden gelisen non-enzimatik
glikasyon reaksiyonlari ile dnce Shiff bazlarini, sonrasinda daha stabil olan

Amadori Uranlerini olusturur. Amadori Urunleri ise ileri glikasyon son drunlerine
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(AGE) donusur (10,121). AGE’ler, endotelin araciligiyla vazokonstriksiyonu
arttirarak endotel hasarina ve serbest radikal artisina; proteinlerin yapi ve
fonksiyonlarini degistirerek de oksidatif strese yol agarlar (122,123). Yapilan
calismalar AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz C (PKC)'yi aktive ettigi,
aktive PKC’nin, vaskuler kan akimini, damar permeabilitesini, hicre disi
matriks  bilesenlerini ve hucre buyUmesini etkileyerek  vaskuler
komplikasyonlarda rol aldigini agiklamaktadir (124,125,126). insanda bu tarz
non-enzimatik protein glikozillenmesinin en 6nemli 6rnedi, hemoglobinin
glikozillenmesidir (10). Hemoglobinin glikozillenmesi diyabet
komplikasyonlarinin patogenezinde onemlidir. Bag doku komponentlerinin
glikozillenmesindeki artis lipopoteinlerin arter duvarinda tutunmasi ile
gelisebilen aterogenezi dogurabilmektedir (10).

PCO duzeylerindeki artis hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabette goriimektedir.
Dominguez ve ark. (1998) Tip | diyabetik c¢ocuklar Uzerinde vyaptiklari
arastirmada, komplikasyonsuz diyabetik ¢ocuklar ve adolesanlarla, kontrol
gruplari karsilastirildiginda plazma PCO duzeylerinin anlamli  derecede
yuksek oldugunu saptamislardir (238). Bu durum oksidatif protein hasarinin
diyabetin erken donemlerinde basladigini ve artarak devam ettigini
gOstermektedir. Telci ve ark. (2000) nin komplikasyonsuz Tip 1 diyabetik
hastalardaki oksidatif protein hasarinin belirteci olan plazma PCO duzeylerinin
kontrollere goére arttigini bildirmektedir (239). Tezimizde olusturulan modelde,
protein oksidasyonu gdstergelerinden PCO dizeylerinin D Gurubunda Kontrol
gurubu'na gore anlamli artisi DM’'da oksidatif protein hasarini agiklayan
calismalara uyum gdstermistir.

Diyabetteki karbonil stresin aterosklerozla birlikte tedavisinde; antioksidanlarin
kullaniimasi, reaktif karbonil tirevlerinin detoksifikasyonu ve karbonil stresin
inhibisyonu gibi tedavi yaklagimlarinin faydali olabilecedi yoninde cesitli
gorugler vardir (116). Bu arastirmada, saponinlerin verildigi her G¢ gurupta da
PCO dlzeylerinin azaldigi ve DQ ve DQY Guruplarinda daha radikal
iyilesmelerin oldugu gozlenmistir. Bu verilere gore, ¢alismamizda kullanilan
saponin igerigi yuksek bitkiler diyabetteki karbonil stresin gideriimesinde

faydali olabilir. Bulgularimiza go6re, Quillaja saponaria ve Quillaja
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saponaria+Yucca schidigera karisimlarinin protein oksidasyonu Uzerinde daha

etkili oldugu sdylenebilir.

Tez calismamizda dusuk dizeydeki DNA hasar duzeylerini hassas bir sekilde
gOsterebilmesi, az sayida hicre ile analizin gergeklestirilebilmesi, ekonomik
olmasi, sonuglarin birka¢ saat icinde elde edilebilmesi ve degerlendiriimesi
gibi nedenlerden dolayr DNA hasar tespitinde giderek yayginlasan Comet
Analiz yontemiyle gerceklestiriimistir (201, 235). Elde ettigimiz DNA hasar
dizeyi bulgulari, Tablo 3.2’de géruldugu gibi, D Gurubunda diger guruplara
oranla anlamli olarak yuksektir. Ancak saponin igerigi yuksek bitkilerin
verildigi DY, DQ ve DQY Guruplarinda DNA hasari anlamli dizeyde azalmig
ayrica DQ Gurubunda Kontrol Gurubu verilerine yaklagsmistir.

DNA kolay zarar gdrebilen bir molekiildiir. insan bedeninin her hiicresindeki
DNA, gunde yaklasik 10.000 kez serbest radikal saldirisina maruz kalmakta
ve DNA hedefli serbest radikal ataklari, mutasyonlara ve hucre élumlerine yol
acgmaktadir. Hidroksil radikali daha ¢ok bazlar ve deoksiribozla reaksiyona
girerken, hidrojen peroksit membranlardan gegerek ¢ekirdek DNA'sina ulasip
ve hlcre disfonksiyonuna hatta 6limine neden olabilmektedir (59,82,90,92).
DM'da ilerlemis glikozillenme urunlerinin DNA'y1 etkilemesiyle, kromozomal
degisiklikler, DNA zincirinde kirilmalar, DNA'nin tamirinde, replikasyonunda ve
transkripsiyonunda bozukluklar olabilir. Diyabetik hiperglisemilerde olaylarin
hizlanmasi erken hicre yaslanmasi ve 6limunli meydana getirebilir (10).
Dandona ve ark. (1996) DM hastalarinda oksidatif DNA hasarinin ve oksidatif
DNA hasar drunlerinden 8-OHdG’in  gerek Tip | gerekse Tip Il DM
hastalarinda saglikli kontrol gurubundan yutksek oldugunu bildirmektedir (240).
Yine diyabet olusturulan rat deney modellerinde oksidatif stres belirteci olarak
degerlendirilen 8-OHdG dizeylerinde de artis gdzlenmistir (110). Dinger ve
ark. (2003)'nin Comet Analiz yontemiyle Tip | DM hastalarinda mononukleer
|I6kosit DNA hasar duzeylerini arastirdiklari ¢galismada, Tip | DM hastasi kadin
ve erkelerde mononukleer |I0kosit DNA hasar duzeylerininin saglkli kontrol
grubu’na goére anlamh olarak artmis oldugunu tespit etmislerdir (233).

Tezimizdeki Comet Analiz sonuglarimiz, DM’da DNA hasar duzeyinin arttigi
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yonundeki bildirimlerle (233, 234, 235) benzesen DNA hasari dlizeylerindedir.
Yucca schidigera gurubu ve Quillaja saponaria + Yucca schidigera karigim
guruplarinda DNA hasarinin diyabetli guruba goére anlamli olarak ortadan
kalktigl, ancak diyabetik ratlarin mononukleer 16kosit DNA hasarini en etkili

sekilde Quillaja saponarianin azalttigi géralmustur.

Guruplarin plazma antioksidan direncinin gostergesi olmasi amaciyla olgulen
total antioksidan kapasite duzeylerinde Tablo 3.2'de goéruldugu gibi gruplar
arasinda anlamh bir degisim izlenmemektedir. Gumieniczek ve ark., (2005)
alloksan ile deneysel diyabet olusturulmus tavsanlarda Diyabetik Kontrol
Gurubu total antioksidan kapasite duzeylerinin Saglikli Kontrol Gurubuna
oranla anlamli olarak azaldigini bildirmistir (242). Fakat tez ¢galismamizda D
Gurubunda istatistiksel anlami olan bir degisim izlenmemistir. Anderson ve
ark., (1998) ile Tas ve ark. (2006) bildirdigi diyatetik kontrollerdeki benzer
sonucun (235, 243) olusmasinda, antioksidan olarak tanimlanan katabolik
ardnlerin artisindan yada butunligu bozulmus hucrelerden antioksidan
sizintiya bagh olarak (54) hicresel antioksidan maddelerin vicut sivilarinda
birikmis olmasindan kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Aslan ve ark.,
(2004) yumurtaci tavuklarda (26); Yucca schidigera tozunun rasyona 100 ppm
dizeyinde katilmasinin total antioksidan kapasiteyi artirdigini bildirmektedir.
Calismamizda da DY Grubu total antioksidan kapasite dlzeyinde istatistiksel
onemi olmayan bir artis dikkat gcekmektedir. DQ ve DQY Guruplar total
antioksidan kapasite duzeylerinde de yine istatistiksel olarak anlamli bir
degisim izlenmemektedir. Bu durumun gelismesinde, DM’da vucutta sekerle
birlikte idrarla atilan siviyla antioksidan kaybinin artmisg olabileceginin,
metabolik stres yasayan karaciger ve diger hucrelerin antioksidan etkinlik igin
yeni sentez ve reaksiyonlara c¢ok istekli olmamalarinin etkili olabileceqgi

dusunulmektedir.

Calismamizdaki nitrik oksit bulgularinda, Tablo 3.2’de géruldugu gibi, D, DY
ve DQY Grubunda Kontrol Gurubundaki ratlara gére anlamli olarak azalma
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izlenmektedir. DQ gurubunda ise NO duzeylerinin kontrol grubu dizeyinde
oldugu gorulmektedir.

Diyabetik hastalarda hiperglisemi sonucu, poliol yolu aktivitesinde artis
meydana gelir. Aktive olmus sorbitol yolu, bu yoldaki aldoz rediktaz enzim
aktivitesi icin NADPH kullandigindan htcre i¢ci NADPH tuketilir. Oysa nitrik
oksit sentezi icinde NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif
olmasi ve sonugta NADPH’In yoklugu NO sentezinin azalmasina ve diyabetin
vaskuler komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olur (103). Saglikli
bireylerin koroner arterlerinde insulin, endotel badimli vazodilatasyona yol
acarken, plazma glikoz konsantrasyonu artmasi, endotelden NO
salgilanmasini azaltmaktadir (241). DM'da endotelden NO salgilanmasinin
azaldigr yonundeki bildirimlere benzer bigimde, diyabetik gruplarimizdaki
nitrik oksit dizeyinin Kontrol Gurubu’na oranla azalmis oldugu gorulmustar.
Jeon ve ark. (2000) na gore triterpenoid saponin igeren Korean red ginseng
saponin fraksiyonu NO miktarini arttirmaktadir (166). Yapisinda triterpenoid
saponin iceren Quillaja saponaria verilen deney grubumuzda DM’daki
azalmis NO dizeyinin anlamli olarak arttigi goéralmustar.

Yucca schidigera, ve Quillaja saponari+Yucca schidigera karigimlarinin
azalmis NO duzeyini anlamh olarak artirmamasina karsin  Quillaja
saponaria’nin azalmis NO duzeyini anlaml olarak arttirmis olmasi Quillaja
saponaria’nin  bu vyolla, diyabetin onemli komplikasyonlarindan olan

anjiyopatilerin onlenmesinde etkili olabilecegini akla getirmektedir.
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5. SONUG

Sonug¢ olarak Deneysel diyabet olusturulmus ratlarin rasyonlarina Yucca

schidigera,  Quillaja saponaria ve her ikisinin karigimlarinin 100 ppm

dizeyinde katilmasi ile;

DY ve DQ guruplarindaki deneklerin su tiketimlerinin denemenin ilk
haftasindan itibaren azalmasi Yucca schidigera ve Quillaja saponaria
tozlarinin diyabette su ve enerji metabolizmasini olumlu ydnde
destekledigi,

Uyguladigimiz dozda saponin kaynaklarinin, diyabetli ratlarin canli
agirhgini, diyabetin proteolitik ve lipolitik etkilerine karsi yeterli duzeyde
koruyamadigt,

Yucca schidigera ve Quillaja saponaria tozlarinin  diyabetik
hayvanlarda kan sekeri duzeylerini Kontrol Gurubu seviyesine
indiremese de Ilml olarak dusurdugu,

Yucca schidigera, Quillaja saponaria ve Kkarisimlarinin diyabetik
ratlarda plazma Kkolesterol seviyelerini dustrdigu, ayrica, Yucca
schidigera ve Quillaja saponaria tozunun plazma kolesterollinl radikal
bir sekilde etkileyerek, Kontrol Gurubu dizeylerine gerilettidi,
Uygulanan dozda Quillaja saponaria ve Yucca schidigera ‘nin
aterosikleroz Onleyici 0Ozellikte olabilecegi ve hiperkolesterolemi,
hipertrigliseridemi ve bozulmus HDL/LDL kolesterol oranlarinin
diuzeltiimesinde etkin olarak kullanilabilecegi, bu yolla diyabetin 6nemli
komplikasyonlardan olan mikroanjiyopatiler ve aterosikleroz gelisiminin
baskilayabileceqi,

Diyabetik ratlarda artmig MDA duzeylerinin DQ ve DQY guruplarinda
duserek Kontrol Gurubu verilerine yaklasmis olmasi nedeniyle, Quillaja
saponaria’nin lipid peroksidasyonunu onlemede Yucca schidigera’ya
go6re daha guclu potansiyele sahip bir antioksidan olabilecegi,

Quillaja saponaria ve Quillaja saponaria + Yucca schidigera
karigimlarinin protein oksidasyonu Uzerinde sadece Yucca schidigera

uygulamasina gore daha etkili oldugu,
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e Diyabetik ratlarin mononukleer I6kosit DNA hasarini en etkili sekilde
Quillaja saponarianin azalttigi,

e Quillaja saponaria’nin azalmis NO dizeyini diger diyabetik guruplara
gore anlamli olarak arttirdigi gozlenmigtir.

Calismamizdaki oksidatif stres gostergeleri géz 6ntine alindiginda fizyolojik
tabloya en uygun biyokimyasal sonuglar Quillaja saponaria gurubunda
gorulmektedir.

Yucca schidigera gurubunda oksidasyon gostergeleri iyilestiriimis olsa da bu
iyilesme Quillaja saponaria  gurubuna oranla daha ilimli dizeyde olup
istatistiksel olarak 6nemsenecek degerde degildir. Calismamizda elde
ettigimiz bulgular Quillaja saponaria ve Yucca schidigeranin Dbirlikte
uygulanmalarinin, bu bitkilerdeki antihiperglisemik etkili kimyasallarin
antagonist bir mekanizmayla baskilanarak, tek tek verildiginde godzlenen
antihiperglisemik etkinin ortadan kalkmasina yol ac¢tigini gostermektedir. Bu
nedenle konu Uzerinde bu mekanizmay! anlamaya yonelik yeni calismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Quillaja saponarianin ve Yucca schidigera’nin oksidatif gostergeleri duzeltici
etkisini hiperglisemi ve hiperkolesterolemiyi iyilestirici etki gostermesi yoluyla;
artmis kan glikoz duzeyininin lipidler, proteinler ve DNA Uzerinde olusturdugu
temel oksidasyon reaksiyonlarini kirarak gdsterdigi dusunulmektedir. Ancak,
Yucca schidigera’nin yuksek kan glikoz ve kolestrol duzeylerini iyilegtirici etkisi
kadar oksidatif stresi baskilayici etkinlik gostermemis olmasi, Quillaja
saponaria ve karisim gurubundaki c¢ok iyi tamponlanmis oksidatif stres
gostergeleri  Quillaja saponariada henuz tanimlanmamis antioksidan

Ozelliklerin olabilecegini dusundurmektedir.

Yaptigimiz ¢alismalar, Yucca schidigera ve Quillaja saponarianin, diyabetik
ratlarda gerek metabolik parametrelerin gerekse artmis kan glikoz dizeyi ve
bozulmus lipid metabolizmasinin duzenlenmesinde klasik DM tedavisine

destek olarak kullanilabilecegini, ayrica Quillaja saponaria ve Yucca
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schidigera karisiminin DM’da artmis kan glikoz dizeyinin baskilanmasinda
antagonist etkili olabilecedini dolayisiyla bu konuda daha fazla c¢alisma
yapilmasinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Elde ettigimiz veriler, DM’da
artmis oksidatif stresin olumsuz etkilerinin tamponlamasinda ve diyabetik
komplikasyonlarin 6nlenmesi veya hafifletiimesinde Quillaja saponarianin

Yucca schidigeraya gore daha etkili oldugunu gostermektedir.

Sonu¢ olarak, diyabetik hayvanlarda yaptigimiz bu c¢alismada Yucca
schidigera ve Quillaja saponaria tozlarinin, ¢alismamizda kullanilan dozda
diyetlere eklenmesi ile diyabet tedavisine destek saglayabilecegi

dusunulmektedir.
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