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1. OZET

Ribes rubrum L. meyvesinin antidiyabetik ve antitrombosit etkisinin incelenmesi
Ogrencinin Adi: Gizem GULMEZ

Danismanin Adi: Prof. Dr. Azize SENER

Ikinci Damigmanin Adi: Dr. Ogr. Uyesi Ali SEN

Amac: Protrombotik ve inflamatuar durum, Tip 2 Diabetes Mellitus'un (T2DM)
kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin gelisiminde énemli bir rol oynar ve biyolojik
olarak aktif bilesenler iceren bitkiler, s6z konusu komplikasyonlarin 6nlenmesi ve
tedavisi i¢in yararl olabilir. Bu ¢alismanin amaci Ribes rubrum meyvelerinden elde
edilen ekstraktlarin antidiyabetik ve antitrombosit potansiyelini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Ribes rubrum ektrelerinin (%100 etanol,% 50 etanol ve su) in vitro
anti-diyabetik ve anti-inflamatuar aktivitelerini degerlendirmek i¢in o-amilaz, o-
glukozidaz, lipooksijenaz enzimlerini inhibisyonu, ayrica antioksidan aktiviteleri,
toplam fenolik ve flavonoid igerikleri incelendi. In vivo g¢alisma igin, siganlarda
streptozotosin ile deneysel diyabet modeli olusturuldu. Hiperglisemi gelistirildikten
sonra, tedavi gruplarina 14 giin boyunca R. rubrum %100 etanol ekstresi (100 mg/ kg
/glin ve 500 mg/kg/giin) verildi. Plazma glukoz seviyeleri, timor nekroz faktorii-o
(TNF-a), trombosit P-selektin, nitrit diizeyleri ve mitokondriyal membran
polarizasyonu (MMP) incelendi.

Bulgular: Antidiyabetik aktivite analizinde ve anti-inflamatuar etkide, a-amilaz, a-
glukozidaz ve lipooksijenaz icin test edilen ii¢ ekstrenin [Kso degerleri sirasiyla 130
ug/ml, 170 pg/ml, 182 pg/ml; 190 pg/ml, 227 pg/ml, 354 pg/ml; 21 ug/ml, 18 ug/ml,
30 pg/ml olarak bulundu. In vivo ¢alismada plazma TNF-a~(p <0,05) ve trombosit P-
selektin diizeyleri (p <0,05) onemli ol¢iide azalirken, plazma glukoz diizeyi 100 mg/
kg tedavi grubunda orta derecede azaldi. Trombosit MMP (p<0.05) ve nitrit diizeyi R.
rubrum gruplarinda anlamli olarak artt1.

Sonug: Sonuglar R. rubrum meyvelerinin antitrombotik, anti-inflamatuar potansiyeli
oldugunu ve T2DM komplikasyonlarinin  Onlenmesine/tedavisine  destek
saglayabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler:Ribes rubrum, anti-inflamatuar etki, antiplatelet aktivite, diabetes

mellitus, streptozotosin



2. SUMMARY

Investigation of antidiabetic and antiplatelet effects of Ribes rubrum L.

Student Name: Gizem GULMEZ

Name of Supervisor: Prof. Dr. Azize SENER

Name of II. Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Ali SEN

Objective: Prothrombotic and inflammatory status plays an important role in the
development of cardiovascular complications of Type-2 Diabetes Mellitus (T2DM)
and plants containing biologically active ingredients may be useful for the prevention
and management of said complications. The purpose of this study was to investigate
the antidiabetic and antiplatelet potential of extracts obtained from fruits of Ribes
rubrum.

Materials and Methods: To evaluate the in vitro anti-diabetic and the anti-
inflammatory activities of the R. rubrum extracts (ethanol, 50% ethanol and water),
inhibition of a-amylase, a-glucosidase and lipoxygenase were investigated. In vitro
antioxidant activities and levels of total phenolic and flavonoids were also examined.
For in vivo study, a streptozotocin-induced experimental diabetes model was created
in rats. After hyperglycemia developed, the treatment groups received ethanol extract
of R. rubrum (100 mg/kg/day, 500 mg/kg/day ) for 14 days. Additionally, plasma
glucose levels, tumor necrosis factor-a (TNF-a), platelet P-selectin, nitrite levels, and
mitochondrial membrane polarization (MMP) were examined.

Results: In the antidiabetic activity and anti-inflammatory effect assays, the ICso
values of the three extracts for a-amylase, a-glucosidase and lipoxygenase were found
to be 130 pg/ml, 170 pg/ml, 182 pg/ml; 190 pg/ml, 227 pg/ml, 354 pg/ml; 21 pg/ml,
18 pg/ml, 30 ng/ml respectively. In vivo study, plasma TNF-a (p<0,05) and platelet P-
selectin levels (p<0,05) significantly decreased, while plasma glucose was level
moderately decreased in the 100 mg/kg treatment group. Platelet MMP (p<0,05) and
nitrite level significantly increased in the R. rubrum groups.

Conclucion: The results show that fruits of R. rubrum may provide support for the
prevention/treatment of complications of T2DM by demonstrating it’s the antiplatelet,
anti-inflammatory potential.

Key words: Ribes rubrum, anti-inflammatory effect, antiplatelet activity, diabetes

mellitus, streptozotocin



3. GIRIS ve AMAC

Diyabetes Mellitus (DM), insiilin yetersizligi sonucunda veya viicudun tirettigi insiilini
etkin bir sekilde kullanamadiginda ortaya c¢ikan, hiperglisemi ile karakterize
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinin bozuldugu kronik bir hastaliktir
(World Health Organization, 2016; Bozkurt, 2013). Beslenme, yasam tarzi gibi
cevresel faktorler ile kontrol altina alinabilen DM’nin, kontrol altina alinamadigi
durumda yaygin bir etkisi olan hiperglisemi zamanla kalp, kan damarlari, goz, bobrek
ve sinir sistemini de iceren disfonksiyonlara yol agar (Harvey ve ark., 2007).
Gliniimiizde 400 000 000’dan fazla insan DM ile yasamaktadir (World Health
Organization, 2016).

Diyabetes Mellitus’ta ketoasidoz, laktik asidoz, nonketotik koma, hipoglisemi gibi
akut komplikasyonlar; retinopati, nefropati, noropati gibi mikrovaskiiler kronik
komplikasyonlar; koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik, periferik vaskiiler
hastalik gibi makrovaskiiler kronik komplikasyonlar goézlenebilmektedir ve
hiperglisemiden korunmak ve normoglisemiyi saglamak, bu komplikasyonlarinin
sebep olabilecegi morbidite ve mortaliteyi onlemek agisindan onemlidir (Tiirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018; Fowler, 2008; Mario ve Pugliese,
2003).

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), diinya genelinde hastaliga bagl sakatlik ve
Olimlerin en sik nedenidir. Her yil yaklasik 17 000 000 insan yasamint KVH’den
yitirir ve KVH tiim diinyadaki oliimlerin %31'ini olusturur. DM, kardiyovaskiiler
sistemi ¢esitli yollardan etkileyebilmektedir ve aterosklerotik siirecin hizlanmasina
sebep olmaktadir (Pereira ve ark., 2018; Khartoum ve ark., 2015). Insiilin direnci
sendromlar1  ve hiperglisemi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve trombotik
komplikasyonlar i¢in artmuis risk ile iligkilidir (Altindis, 2014; Stolla ve ark., 2013).
Trombositler, 2-5 um ¢apinda, oval ya da bikonveks disk bi¢iminde, hemoostazin yap1
tas1 olup vaskiiler fonksiyonlar, inflamasyon ve ateroskleroz gibi olaylarda énemli
gorevlere sahip kan hiicreleridir. Hiperglisemi, trombositlerin aktivasyonunu
arttirmaktadir ve trombosit mitokondrilerinin isleyisinde de degisikliklere yol
acabilmektedir (Siewiera ve ark., 2016; Vara ve ark., 2013; Michelson, 1996).

Trombositler aktive oldugu zaman yapilarinda yer alan a-graniilleri membrana dogru



hareket eder ve depoladiklari mediatdrler ve sitokinler plazmaya salinir veya membran
yapisina dahil olur. Bu molekiillerin plazma diizeyi artis gosterir. Diyabetik kisilerde
P selektin diizeyleri yliksek bulunmustur (Santilli ve ark., 2015; Altindis, 2014; Aoui
ve ark., 2014).

Diyabetes Mellitus’ta vaskiiler inflamasyona sebep olan mekanizmada, artmis
oksidatif stres de rol oynayabilmektedir. Hiperglisemi, reaktif oksijen tiirler (ROT)
tiretimini dogrudan glukoz metabolizmasi ve oto-oksidasyon yoluyla indiikleyebilir
(Santilli ve ark., 2015). DM ve komplikasyonlarinin ROT ile olan iliskisini gosteren
caligmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon
sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdigi ve antioksidan
savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (Robertson ve ark., 2004). Glukozun
trombositler lizerindeki etkisinin, siiperoksit veya hidrojen peroksit gibi ROT’larin
ortamda bulunmasiyla daha giiclii olarak meydana geldigi gézlenmistir (Altindis,
2014).

Diyabetes Mellitus ve komplikasyonlarinin medikal tedavisinde kullanilan insiilinin,
oral hipoglisemik ilaclarin, aspirin ve klopidogrel gibi antitrombotik tedaviler olarak
kullanilan geleneksel antitrombosit ilaglarin bazen uzun siireli kullanimdan sonra
etkinlik kaybindan bazen de hastalarin gdstermis oldugu direngten dolay1 etkinligi
azalabilmektedir. Kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 dnleyici tedavi arayislari dnemli
bir arastirma alanidir (Jamiu ve ark., 2016). Bitkiler, iyi bilinen biyolojik aktiviteleri
nedeniyle hastaliklarin tedavisinde diinya capinda ilgi ¢cekmektedir (Feng ve ark.,
2016). Ozellikle antioksidan kapasiteleri, fenolik ve flavonoid igeriklerinden dolay1
koyu renkli meyvelerin kronik hastaliklarin gelisimini dnleyebildigi veya geciktirdigi;
ornegin kardioprotektif, antikanser, anti-inflamatuar, gastrointestinal sistemi koruyucu
ve antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Feng ve ark., 2016; Xianli,
2004).

Ribes rubrum L. Grossulariaceae familyasinin Ribes cinsine girmektedir (Kendir,
2012). R. rubrum’un antioksidan etkinligi ve biyolojik icerigi c¢aligmalarla ortaya
konulmustur. Meyveleri yliksek oranda antosiyanidin, antosiyanin, gallik asit, rutin,
katesin, sirinjik asit, klorojenik asit i¢erir. Antosiyanidinlerin anti-inflamatuar 6zellige

sahip oldugu in vivo ve in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir (Garbacki, 2005). In vitro



bir calismada yapisindaki major fenolik bilesik klorojenik asit igerigi ile potansiyel
DM ve KVH’1 6nlemek ve/veya tedavi etmek i¢in iyi bir bitkisel diyet kaynagi
olabilecegi ileri siiriilmektedir (Behget, 2001). Geleneksel olarak R. rubrum
antiskorbiit, laktasif, diiiretik, detoksifiye edici etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir.
Yapraklarinin karigimi romatizmal semptomlar1 gidermek icin haricen tercih
etilmektedir. Ates diisiiriicti, terletici, menstruasyonu tetikleyici, miishil etkili, istah
arttirici, idrar soktiiricli, yara iyilestirici Ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir.
Meyveleri kozmetikte yorgun ve cansiz cildi sikilastirmak i¢in kullanilmaktadir (Tim,
2012). Iskandinav iilkelerinde yapilan c¢alismalarda bagirsak kurtlarina kars:
kullanildig: belirtilmistir (Waller ve ark., 2001).

Biyolojik olarak aktif bilesenleri igeren bitkiler (protrombotik ve inflamatuar durumun
kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin gelisiminde 6nemli rol aldigi) DM’nin ve
komplikasyonlarinin  6nlenmesi/ tedavisi i¢in faydali olabilir. Bu bilgiler
dogrultusunda c¢alismada R. rubrum L meyvelerinden elde edilen ekstrelerin

antidiyabetik, antitrombosit potansiyeleri arastirilmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus (DM), pankreasta insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/ veya
dokuda insiilin aktivitesinde olusan defektler sonucunda ortaya ¢ikan, hiperglisemi ile
karakterize karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinin bozuldugu kronik,
metabolik bir hastaliktir (Bozkurt ve Yildiz, 2013; Bishop ve ark., 2016).

Diyabetes Mellitus terimi, ilk olarak milattan sonra (M.S.) 81-133 yillarinda
Kapadokyal1 Aretaecus’un sik idrara ¢ikmanin gozlendigi bir hastalig1 isimlendirmede
kullandig1, Yunanca ‘sifon’ anlamina gelen diabetes ve bu kelimeye 1675 yilinda
Londra’da doktor olan Thomas Wills’in hastalarinin idrarinin tadina bakip tath
oldugunu tespit etmesinin ardindan Latince ‘bal kadar tatli’ anlamina gelen mellitus
kelimesini eklemesi ile ortaya cikmustir. (Awad, 2002). DM’ye benzer klinik
ozellikler, milattan once (M.O.) 3000 yillarinda eski Misirhilar tarafindan
tammlanmustir. 1862°de Misir’da bulunan M.O. 1550 yilindan kalma Ebers
papiriislari, aralarinda DM’nin de oldugu diisiiniilen poliiireik sendromu olan ¢esitli
hastaliklarin tanimini igermektedir. 10. ve 11. yiizyillarda (y.y.) Ibn-i Sina, DM nin
klinik ozelliklerini ve bazi komplikasyonlarini tanimlamig ve idrarin tadinin tath
olmasi fikrini vurgulamistir. Modern tibbin deneysel temellerinin kurulmast DM nin
patogenezini anlamanin yolunu a¢gmustir. 17. y.y.’da Will’in idrarda seker tayinini
yapmasinin ardindan Claude Bernard kan sekeri 6l¢miistiir. Fehling tarafindan 1800°Lii
yillarda idrarda glukozun kantitatif tayini metodu gelistirilmistir. Mering ve
Minkowski 1889'da, pankreasin ¢ikarilmasinin diyabete yol agtigini bulmustur. Mayer
ve Schaefer 1909 ve 1910 yillarinda kan sekeri seviyesini diigiiren salgty1 insiilin
olarak isimlendirmistir. Banting, Best ve Collip 1921'de insiilin eksikliginin DM’ye
neden oldugunu kesin olarak belirlemislerdir. 20. y.y.’da hastaligin patogenezi ile ilgili
ve tedavisine yonelik pek ¢ok bilgi edinilmistir ve hala ¢alismalar devam etmektedir

(Lakhtakia, 2013; Senel, 2005).



4.2. Diyabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diyabetes Mellitus, ililkemizde ve tiim diinyada siklig1 giderek artan, morbidite ve
mortaliteyi yiikselten bir halk saglig1 sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore
1980 yilinda 108 000 000 insanin, 2000 yilinda 171 000 000 insanin DM’1i oldugu ve
bu rakamlarin 2030 yilinda 366 000 000 olacagi belirtilmis; ancak heniiz 2011
yilindaki veriler diinyada 346 000 000 DM’li insanin oldugunu gostermistir (Alphan
ve ark., 2013). Uluslaras1 Diyabet Federasyonu’nun (IDF) verilerine gore de; 2017
yilinda, diinya genelinde 18-99 yas araliginda 451 000 000 DM’1i insan oldugu tahmin
edilmektedir. Bu rakamlarin 2045 yilina kadar 693 000 000°a ¢ikmasi1 beklenmektedir.
DM ile yasayan insanlarin % 49,7’sinin teshis edilmedigi belirlenmistir ve bozulmus
glukoz toleransi (IGT) olan yaklasik 374 000 000 insan oldugu diisiiniilmektedir. 2017
yilinda, diinya ¢apinda 20-99 yas arasindaki dliimlerin yaklasik 5 000 000’unun
DM’ye bagl oldugu saptanmustir. Kiiresel saglik harcamalarinin 2017 yilinda DM’1i
hastalara yapilaninin 850 milyar ABD dolar1 oldugu tahmin edilmektedir (Cho ve ark.,
2018).

Tirkiye’de de DM’li insan sayis1 her gilin artmaktadir. 1997 yilinda ve 2010 yilinda
yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi (TURDEP-II) ¢alismasina gore 12 yilda
tilkemizde DM goriilme sikligt %7,2° den %13,7’ye yiikselerek %90 oraninda
artmustir. IGT ise %6,7 den %7,1 e yiikselmistir. Tiirkiye’de bilinen DM’li kisi sayisi
10,3 milyon, IGT’li sayisi ise 5,3 milyon olarak hesaplanmistir. TURDEP-II
calismalarina gére DM prevalansinin kadinlarda (%14,6) erkeklerden (%12,4) daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Uluslaras1 Diyabet Federasyonu verilerine gore de;
Tiirkiye’de 2017°de 20-79 yas aras1 DM prevalanst %12,8, IGT oran1 %7,4’tiir ve bu
oranlarin 2045’te sirasiyla %16,5 ve %8’e ¢cikmasi tahmin edilmektedir. Altmis yas
altindaki kisilerde DM nedeniyle 6liim oran1 2017°de %30 olarak belirlenmistir
(Alphan ve ark., 2013; Satman ve ark., 2013; https://diabetesatlas.s, Erisim tarihi: 9
Ekim 2019).



4.3. Diyabetes Mellitus’un Simiflandirilmasi ve Patofizyolojisi

Farkli etiyolojik faktorler igermesi ve patogenezinin giderek daha iyi anlasilmasi ile
DM zaman i¢inde farkli sekillerde siniflandirilmistir. 1936'da, Tip 1 ve Tip 2 DM
arasindaki ayrim agikca yapilmistir (Baynest, 2015). 1979 yilinda Ulusal Diyabet Veri
Grubu (NDDG), bu hastalik i¢in Tip 1 insulin bagimli DM ve Tip 2 insulinden
bagimsiz DM olmak {iizere 2 genis kategoriye ayirdiklar siniflandirma ve tani plani
olusturmustur. 1980 yilinda WHO bu smiflandirmay1 onaylamistir. 1995 yilinda
Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) sponsorlugunda kurulan Uluslarast Uzman
Komitesi, DM’ nin siniflandirilmasi ve teshisinde degisiklik yapilmasinin gerekip
gerekmedigine karar vermek i¢in toplanmis ve 1979 yilinda baslatilan siniflandirmay1
giincellestirmistir. ADA ve WHO’nun giincel kilavuzlarina goére, DM 4 temel
etyolojik smifa ayrilmistir (Tablo 1) (ADA, 2018; The Expert Committee, 2003;
Gavin, 1998; Albert ve Zimmet, 1998).

Tablo 1. DM’nin smiflandirilmasi (ADA, 2010, degistirilerek kullanilmistir)

1. Tip 1 DM: Genellikle mutlak insiilin eksikligine sebep olan B hiicre disfonksiyonu vardir.
A. Otoimmun aracil

B. idiopatik

2. Tip 2 DM: Insulin direnci ile karakterize, nispi insiilin eksikligi gdzlenebilen, insulin
sekresyon defekti vardir.

3. Diger spesifik DM tipleri

A. Beta hiicre fonksiyonunu bozan genetik defektler

B. Insiilin etki mekanizmasindaki genetik defektler

C. Pankreasin ekzokrin (salgisal) hastaliklari

D. Endokrinopatiler

E. Ilag veya kimyasal ajanlar

F. Enfeksiyonlar

G. iImmun aracil diyabetin nadir formlari

H. Diyabetle iliskili olabilen diger genetik sendromlar

4. Gestasyonel DM (GDM): Daha 6nce herhangi bir glukoz tolerans bozuklugu tespit
edilmemis, gebelik esnasinda ortaya ¢ikar ve genellikle dogumla birlikte diizelir.

Diyabetes Mellitus’un tiim siniflarinda hiperglisemi gézlenmekle birlikte, bu duruma
sebep olan patolojik mekanizmalar farklilik gostermektedir. Bir birey icin bir diyabet
tiiriinii belirlemek, ¢ogu zaman tani sirasindaki mevcut kosullara bagli oldugundan
birgcok DM’li birey tek bir sinifa dahil edilemeyebilir. GDM’li bir birey dogumdan

sonra da hiperglisemik olmaya devam edebilir ve aslinda Tip 2 DM oldugu tespit



edilebilir. Bu nedenle 6ncelikli olarak hipergliseminin patofizyolojisinin anlasilmasi

etkin bir tedavi i¢in 6nemlidir (ADA, 2010).

4.3.1. Tip 1 DM

Pankraestaki beta (B) hiicre disfonksiyonu nedeniyle mutlak insiilin eksikliginin
ortaya ¢iktig1 ve egzojen insiilin tedavisinin sart oldugu, ketoasidoz ve hiperglisemiye
yatkinlik ile karakterize bir DM tiiriidiir. Herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilmesine
karsin ¢cocukluk ve ergenlik doneminde belirtiler hizla gelisir ve genelikle 25 yasin
altinda goriilmeye baglanir. Tip 1 DM’li bireyler genellikle normal veya diisiik kilolu
olmakla beraber obezite de gelisebilir (Zubin ve ark., 2018).

Tip 1 DM’ nin immun sistem aracili ve idiopatik olmak iizere 2 formu vardir. Tiim
DM’1i bireylerin %5-10’unu olusturan immun formunda pankreasin B hiicrelerinde
otoimmun bir hasar s6z konusudur. Bireylerin dogduklarinda pankreas hiicreleri
yeterlidir. Pankreasin Langerhans adacik hiicrelerine aktive T lenfositler ve
makrofajlar sizarak insiilitis olarak adlandirilan pankreas adaciklarinin iltihabina yol
acar. Yillarca siiren bu otoimmun saldirilar ¢evresel faktorlerin de etkisiyle B hiicre
poplilasyonunun kademeli olarak yok olmasina yol agar. Hiicrenin immun tahribatinin
isaretleri arasinda adacik hiicre otoantikorlari, insiilin otoantikorlari, glutamik asit
dekarboksilaz otoantikorlar1 (GAD), tirozin fosfotaz otoantikorlar1 (IA-2, TA-2pB)
sayilabilir. Bu otoantikorlarin bir veya daha fazlasi aglik hiperglisemisi olan hastalarda
%85-90 oraninda bulunmaktadir. Ancak bu otoantikorlarin seviyeleri zamanla
azalabileceginden tan1 amagli rutin olarak kullanilmasi uygun degildir. B hiicrelerinin
cogu tahrip oluncaya dek hastaligin belirtileri ortaya ¢ikmazken, % 80-90" tahrip
oldugunda semptomlar aniden ortaya ¢ikmaya baslar. Poliiiri, polidipsi, kilo kaybi
yakinmalari, halsizlik gézlenir. Bu asamada, pankreas glukoz alimina yeterli sekilde
cevap verememeye baslar. Organizmada insiilin yokken glukagon miktar1 artmaktadir.
Bu iki hormonun derigimlerindeki farklilik, glukoneogenezin ve lipolizin olmasina
sebep olmakta ve lipitlerin B oksidasyonunu arttirarak keton iiretiminden sorumlu
olmaktadir. Metabolik kontrolii yeniden saglamak ve hayati tehdit eden ketoasidozu
Onlemek i¢in insiilin tedavisi gerekli olmaktadir (Ammon, 2019; Bishop ve ark., 2016;

Harvey ve Ferrier, 2011; ADA, 2010).



Tip 1 DM nin nadir olarak goriilen idiyopatik formu ise kalitimsaldir. Otoimmiiniteye
dair bir kanit olmayip, B hiicre disfonksiyonunun sebebi tam olarak bilinmemektedir.
Idiyopatik formundaki bireyler ¢ogunlukla Afrika ve Asya bolgesindeki insanlardir.
Ketoasidoz ataklar1 ve ataklar arasinda cesitli derecelerde insiilin eksikligi goriiliir.
Egzojen insiilin tedavisi ihtiyaci degiskenlik gosterir (ADA, 2010).

Tip 1 DM’li bireyler Hashimato Tiroiditi, Vitiligo, Grave’s, Addison, (Cdlyak,
Otoimmiin Hepatit, Myastenia Gravis, Pernisiyoz Anemi gibi otoimmiin bozukluklara

da egilimlidirler (Chiang ve ark., 2014).

4.3.2. Tip 2 DM

Insulin sekresyon bozuklugu ve insiilin direnci sonucunda ortaya ¢ikan hiperglisemi
ile karakterizedir ve tim DM’lilerin yaklasik %90’ 1n1 bu grup olusturmaktadir. {3 hiicre
disfonksiyonuna giden yollar Tip 2 DM i¢in daha az aydinlatilmis olsa da Tip 2 DM’li
bireylerde de P hiicre disfonksiyonu ve insiilin direnci bir arada bulunur. Bazi
bireylerde hiperglisemi kontrolii i¢in insiilin gerekse de, yasamin devami i¢in egzojen
insiilin elzem degildir (ADA, 2018; Harvey ve Ferrier, 2011).

Oncelikle genetik faktdrler olmak iizere, obezite, abdominal yaglanma, ileri yas,
fiziksel olarak inaktif yasam, insiilin sekresyon defekti ile iligkili inflamasyon ve
metabolik stres Tip 2 DM’ nin ortaya ¢ikisinda rol oynayan faktorlerdir (ADA, 2018;
Bishop ve ark., 2016).

Insiilin direnci; normal konsantrasyondaki insiilinin karaciger, kas, adipoz doku gibi
hedef dokularda normalden daha az biyolojik yanit olusturmasi ya da glukoz
kullanimini uyarma etkisinin azalmasidir. insulin direnci kontrol edilemeyen hepatik
glukoz iiretimi, kas ve adipoz doku tarafindan azalmis glukoz alimi ile karakterizedir.
Pankreasin f hiicreleri, ilk donemlerde bu direnci kirabilmek i¢in insiilin sekresyonunu
arttirmaya calisir ve hiperinsiilinemi gozlenir. Bu stiregte B hiicrelerinde herhangi bir
bozukluk yoktur. Fakat 3 hiicre disfonksiyonunun baglamasiyla insiilin sekresyonu da
azalmaya baslar ve ortaya Tip 2 DM cikar. Insulin direnci gelisiminin preklinik
doneminde preprandiyal ve postprendiyal kan glukoz diizeyleri normal iken insiilin
diizeyleri yliksek bulunur. Postprandiyal kan glukoz diizeyinin yiiksekligi, hiicresel

diizeyde insiilin direncinin sebep oldugu hipergliseminin ilk gostergesidir ve bunu
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preprandiyal glukoz konsantrasyonunun yiikselmesi izler. Preprandiyal glukoz diizeyi
80 mg/dl’den 140 mg/dl’ye yiikseldiginde insiilin diizeyi normal bireylere gore artar.
140 mg/dI’yi gectiginde ise B hiicreleri insiilin sekresyonunu daha fazla arttiramaz ve
preprandiyal hiperglisemi diizeyi yiikseldik¢e insiilin sekresyonu da kademeli olarak
azalmaya baglar. Bu azalmaya karsilik hepatik glukoz iiretimi artmaya baslayarak
preprandiyal hiperglisemiye katkida bulunur (Alphan ve ark., 2013; Harvey ve Ferrier,
2011; Ozdemir ve Hocaoglu, 2009).

Insiilin direnci prereseptor diizeyinde insiilin genindeki mutasyonlar, dolasimdaki
insiilin etkisini antogonize eden faktorler; reseptor diizeyinde reseptor afinitesini
bozan mutasyonlar, reseptor sayisinin azalmasi, insiilin reseptdr antikorlarinin var
olmasi; postreseptdr diizeyinde insiilin reseptor sinyal iletimindeki anormallikler,
tirozinkinaz aktivitesinin azalmasi, glukoz fosforilasyonunda ve transportunda azalma
gibi sebeplere bagl olarak gelisebilir (Ulu ve Yiiksel, 2015).

Tip 2 DM’nin olusum siirecinin yavas olmasi, hipergliseminin asamali olarak
gelismesi ve baslangicta klasik semptomlarin ¢ok fark edilebilir olmamasi nedeniyle
hastalik uzun yillar teshis konulmadan ilerleyebilir. Poliiiri, polidipsi, polifaji,
yorgunluk, yaralarin gec¢ iyilesmesi, tekrarlayan enfeksiyonlar, el ve ayaklarda uyusma
ve karincalanma gibi semptomlar gozlenebilir. Tip 2 DM’de ketoasidoz nadir goriiliir
ve genelde enfeksiyon gibi bagka bir hastalifa bagli stres sebebiyle olusur. Bu
bireylerde glukozun fazla miktarda iiretilmesinden dolay1 nonketotik hiperozmolar
durum s6z konusudur. Tip 2 DM’li hastalarda, mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisme riski artmistir ve tani oncesi donemin uzun olmasi
sebebiyle yeni tan1 konulan hastalarin % 20’sinde retinopati, %80’inde nefropati gibi
kronik komplikasyonlar saptanmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) Tip 2
DM’de en sik rastlanan 6liim nedenidir (Bishop ve ark., 2016; Baz, 2014; The Expert
Committee, 2003).

4.3.3. Diger spesifik DM tipleri
Beta hiicre fonksiyonunu bozan genetik defektlerden kaynakli diyabet formu; erken

yaslarda, genellikle 25 yasindan dnce, hipergliseminin baglamasi ile karakterize edilir.

Insulin sekresyonunda defekt ok azdir veya yoktur. Farkli kromozomlardaki 6 farkli
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genetik lokasyonda anormallik tespit edilmis olmakla birlikte en yaygin bigimi
hepatosit niikleer faktorii lo olarak adlandirilan hepatik bir transkripsiyon
faktoriindeki mutasyon ile iliskilidir (ADA, 2010).

Genetik olarak belirlenmis insiilin etki anormalliklerinden kaynaklanan olagandisi
diyabet tiirlinde, insiilin reseptdriindeki mutasyolar ile baglantili hiperinsiilinemiden
hiperglisemiye kadar degisebilen metabolik anormalliklerin goézlendigi bir tablo
vardir. Insiiline direngli lipoatrofik diyabeti olan hastalarda insiilin reseptdr yapisinda
ve islevinde degisiklikler goriilemediginden bu tip diyabeti olan hastalarda
lezyonlarin, reseptér sonrasi sinyal iletim yollarinda bulundugu diisiintilmektedir.
Insulin etki mekanizmasindaki bozuklulara yol agan mutasyonlarla koyu renk tonuna
sahip wrklarda daha sik karsilasilabilir. Kadinlarda biiyiimiis kistik yumurtaliklar
olabilir. Leprikonizm ve Rabson-Mendenhall Sendromu insiilin reseptér fonksiyon
bozuklugu ve instilin direncinin ortaya ¢iktig1 insulin reseptorii genindeki mutasyonun
sebep oldugu 2 pediatrik hastaliktir. Leprikonizm’de karakteristik yiiz 6zellikleri
gozlenir ve genellikle bebeklik doneminde o6liimciildiir. Rabson-Mendenhall
Sendromu ise dis ve tirnak anormallikleri ve epifiz bezi hiperplazisi ile iligkilidir
(ADA, 2010).

Pankreatit, travma, enfeksiyon, pankreatektomi, pankreas karsinomu gibi pankreasin
yaygin sekilde zedelenmesine neden olan herhangi bir durum pankreasin ekzokrin
hastaliklarindan kaynakli diyabet tiirliniin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir (ADA,
2010).

Insulin ile antagonist bilyiime hormonu, kortizol, glukagon, epinefrin gibi hormonlarin
fazlaligindan kaynakli endokrinopatiler de diyabete neden olabilirler. Bu durum
genellikle instilin sekresyonunda dnceden mevcut defektleri olan kisilerde ortaya ¢ikar
ve hiperglisemi, hormon sekresyonlar1 normale dondiigiinde diizelir (ADA, 2010).
Insulin etkisini azaltabilecek bir¢ok ila¢ ve hormon bulunmaktadir. Bu ilaclar tek
baslarina diyabete neden olmayabilir; ancak insiilin direncine sahip kisilerde tabloyu
siddetlendirebilir (ADA, 2010).

Beta hiicre tahribatina yol agtig1 diisiiniilen baz1 viriisler, enfeksiyondan kaynakli
diyabetik bir tablonun goriilmesine sebep olabilirler. Konjenital kizamik¢ik
hastalarinda diyabet goriilebilmektedir ancak bu bireylerin ¢ogunda Tip 1 DM’ nin

karakteristik immiin belirtecleri vardir. Coxsackievirus B, sitomegaloviriis, adenoviriis
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ve kabakulak bazi hastalik vakalarinin indiiklenmesinde rol oynamaktadir (ADA,
2010).

Immun aracili diyabet tiirii anti-insiilin reseptdrii antikorlarmin, insiilin reseptdriine
baglanarak insiilinin hedef dokulardaki reseptoriine baglanmasini bloke etmesi veya
bazi durumlarda antikorlarin, reseptore baglandiktan sonra insiilin agonisti olarak
gbrev yaparak hipoglisemiye neden olmasi sonucu gozlenebilir. Anti-insiilin reseptor
antikorlar1 otoimmiin hastaliklar1 olan kisilerde bulunabilir (ADA, 2010).

Tim bu faktorler dsinda Down Sendromu, Klinefelter Sendromu, Turner Sendromu
gibi kromozomal anormallikleri igeren bir¢ok genetik sendrom da diyabet insidansinin

artmasina eslik eder (ADA, 2010).

4.3.4. Gestasyonel DM

Hipergliseminin gebelikte baslamasi veya ilk olarak gebelik doneminde saptanmasi
durumudur. GDM risk faktorleri arasinda ileri yas, obezite, gebelikte fazla kilo artisi,
ailede DM varligi, 6nceden yapilmis diisiik dogum, yiiksek dogum agirlikli bebek veya
dogumsal abnormaliteli bebek gibi durumlar yer almaktadir. GDM hastalarinin cogu
dogumdan sonra normale donebilmektedir; ancak perinatal komplikasyonlar, sonraki
gebeliklerinde tekrar GDM, gebelikten 5-10 y1l sonra Tip 2 DM ile karsilasma riskleri
yiiksektir (International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups, 2010;
Hong ve ark., 2008)

Gestasyonel DM’nin nedeni gebelik doneminden kaynaklanan metabolik ve hormonal
degisimlerdir. Gebelik siirecinde pankreasin endokrin fonksiyonlar1 degisir. Kortizol,
Ostrojen, progesteron gibi hormonlarin yiikselmesi sonucu hiperinsulinizm gelisir ve
artan plazma insililin ihtiyacim1 karsilamaya [ hiicre fonksiyonunun yetmemeye
baslamas1 sonucu glukoz intoleransi ortaya ¢ikar (Bishop ve ark., 2016; Alphan ve
ark., 2013)

Gestasyonel DM, gebeligin herhangi bir doneminde goriilebilecegi gibi glukoz
intoleransi genelde gebeligin 2. ve 3. trimesterinde ortaya ¢ikar. Tani i¢in oral glukoz
tolerans testi (OGTT) uygulanmaktadir. Gebelere 24-28. haftalar1 arasinda GDM
yoniinden OGTT ile tarama yapilmasi Onerilmektedir. ADA 2019°da yayimlamis
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oldugu kilavuzda OGTT’nin 2 farkli stratejiden birisi ile gerceklestirilebilecegini
belirtmistir (Tablo 2) (ADA, 2019).

Tablo 2. GDM tarama ve teshisi ( ADA, 2019, degistirilerek kullanilmustir)

Tek asamal strateji

Daha o6nce diyabet tanis1 konmamis gebelerin 24-28. gebelik haftalarinda; en az 8 saatlik gece
aclig1 sonras1 75 g OGTT ile aglikta, 1. ve 2. saatlerde plazma glukoz 6l¢timii yapilir.

GDM tanis1 asagidaki plazma glukoz degerlerinden herhangi biri veya daha yiiksek degerleri ile
karsilagildiginda konur;

. Aglik >92 mg/dl (5,1 mmol/l)

. 1. saat >180 mg/dl (10,0 mmol/l)

° 2. saat >153 mg/dl (8,5 mmol/l)

iki asamali strateji:

> 1. asama: Daha 6nce diyabet tanis1 konmamis gebelerin 24-28. gebelik haftalarinda; 50

g OGTT sonrast 1. saatte (aclik gerekmez) plazma glukoz 6l¢tiimii yapilir.
Yiiklemeden 1 saat sonra dlgiilen plazma glukoz seviyesi; > 130 mg / dl, 135mg / dl veya 140
mg /dl (7.2mmol /1, 7.5mmol /1 veya 7.8mmol /1) ise, 100 g OGTT uygulanir.
> 2. asama: 100 g OGTT hasta agken yapilir.
GDM tanisi asagidaki 4 plazma glukoz seviyesinden en az 2 tanesi (OGTT sirasinda aglik ve 1.
saat, 2. saat, 3. saat 6l¢iilen) ile karsilasildiginda konur;

Carpenter-Coustan (Carpenter ve National Diabetes Data Group

Coustan, 1982) (NDDG) (National Diabetes Data
Group, 1979)
. Aclik 95 mg/dl (5,3 mmol/L) 105 mg/dl (5,8 mmol/L)
. 1. saat 180 mg/dl (10,0 mmol/L) 190 mg/dl (10,6 mmol/L)
. 2. saat 155 mg/dl (8,6 mmol/L) 165 mg/dl (9,2 mmol/L)
. 3. saat 140 mg/dl (7,8 mmol/L) 45 mg/dl (8,0 mmol/L)

Gebelikte maternal glukoz diizeylerinin normal seviyelerde siirdiiriilmesi maternal,
fetal ve neonatal riskleri azaltir. Kontrol altina alinamayan GDM’de bebeklerde
makrozomi, 6lii dogum riski, dogum travmasi, yenidogan sarilig1, hipoglisemi ve ileri
yaslarda obezite ve Tip 2 DM goriilme riski; annelerde preeklampsi, kan yaglarinin
yiikselmesi, infeksiyon hastaliklarina yakalanma riskinin artmasi ve benzeri gebelik

komplikasyonlar1 gibi durumlar ortaya ¢ikabilir (Hartling ve ark., 2013).

4.4. Diyabetes Mellitus’un Tanm Kriterleri

Diyabetes Mellitus i¢in tani testleri, ADA’nin 2010 yilinda revize ettigi ve 2019
yilinda da aym sekilde yaymladig1 kilavuzuna gore; beden kitle indeksi (BKI) >25

kg/m? olan ve asagida belirtilen risk faktorlerinden 1 ya da 2 tanesine sahip olan

yetiskinlere uygulanmalidir.
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e Birinci dereceden akrabalarinda diyabet olmasi

e Yiiksek riskli etnik gruba ait olma (Afrika- Asya, Latin kokenli Amerikalilar,

Pasifik Adalilar)

e Kardiyovaskiiler hastalik hikayesi

e Hipertansiyon ( >140/90 mmHg ya da hipertansiyon tedavisi alanlar)

e HDL-kolesterol <35 mg/dl ve/veya trigliserit >250 mg/dl

e Polikistik Over Sendromu (PCOS) olan kadinlar

e Fiziksel inaktivite

e Insiilin direncinin klinik bulgular
Prediyabetli hastalar (A1C> %5,7, IGT, bozulmus aclik glukozu (IFG) olanlar) tanm
testlerini her yil tekrarlamalidirlar. Test sonuglari normalse bu testler 3 yilda 1 defa
tekrarlanmali, risk faktoriinii tagimayan kisilerde de 45 yasindan sonra yapilmalidir.
GDM tanist almig kadinlar yasamlart boyunca testleri her 3 yilda 1 defa
tekrarlamalidirlar (ADA, 2019).
Diyabet i¢in aglik plazma glukozu, 75 g OGTT ile glukoz yiiklemesinden 2 saat sonra
plazma glukozu, HbA1C ve diyabet semptomlar1 varliginda rastgele plazma glukozu
Olgiimii olmak iizere 4 tanisal test Onerilmektedir (Tablo 3) (World Health

Organization, 2019; ADA, 2019).

Tablo 3. DM tani kriterleri; glukoz testleri ve yorumu (ADA, 2019; Handelsman ve ark., 2015; Alphan
ve ark., 2013,degistirilerek kullanilmistir)

Test Sonuc¢ Tam
<100 mg/dl Normal
Achik plazma glukozu 100-125 mg/dl Bozulmus aglik glukozu (IFG)
>126 mg/dl Diyabet
<139 mg/dl Normal
2. saat, 75 g- OGTT sonras1  140-199 mg/dl Bozulmus glukoz toleransi
plazma glukozu (IGT)
>200 mg/dl Diyabet
<5,7 Normal
Hemoglobin A1C (%) 5,7- 6,4 Yiiksek risk
>6,5 Diyabet
Rastlantisal plazma glukozu  >200 mg/dl Diyabet
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4.5. Diyabetes Mellitus’un Komplikasyonlar:

Diyabetin tiim gruplarinda, hiperglisemiden korunmak ve normoglisemiyi saglamak,
DM komplikasyonlarinin sebep olabilecegi morbidite ve mortaliteyi Onlemek

agisindan énemlidir (Fowler, 2008).

Tablo 4. DM’nin komplikasyonlari

Akut Komplikasyonlar Kronik Komplikasyonlar
A.Mikrovaskiiler B.Makrovaskiiler
Non ketotik hiperozmolar koma Nefropati Koroner arter hastaligi
Ketoasidoz Retinopati Serebrovaskiiler hastalik
Laktik asidoz Noropati Periferik vaskiiler hastalig1
Hipoglisemi

4.5.1 Akut komplikasyonlar

Nonketotik hiperozmolar koma, DM’nin ketoasidoz olmaksizin ileri derecede
hiperglisemi, plazma hiperosmolaritesi, dehidratasyon ile karakterize mortalite orani
yiiksek bir komplikasyonudur. Artmis hepatik glukoz yapiminin yaninda periferik
glukoz kullaniminin azalmasi temellidir. Glukoz iiretimi ile idrar yoluyla atimi
arasinda dengesizlik vardir ve bu durum kalp hastaliklari, pankreatit ve felce sebep
olmaktadir (Bishop ve ark., 2016; Bozkurt, 2013).

Ketoasidoz, insiilin ve insiilin antagonisti bilylime hormonu, kortizol, glukagon gibi
hormonlar arasindaki dengenin insiilin aleyhine bozulmasi sonucu enetji i¢in glukoz
yerine yaglarin kullanilmasi ve flretilen keton miktarinin artmasidir. Ketoasidoz
karaciger tarafindan iiretilen ketoasitlerin artisina baglidir. Kanda glukoz ve keton
cisimlerinin artmasi sonucu artan hiicre dis1 basing etkisiyle, hiicre i¢inden disina su
¢ekilmesi, dehidratasyona sebep olmaktadir (Franz ve Evert, 2017; Bozkurt, 2013).
Laktik asidoz, nadir rastlanilan ve genel olarak Tip 2 DM’de goriilen bir
komplikasyondur. Hiicrelerin, enerji i¢in glukoz dis1 yakit kaynaklarini kullaniminin
artmasi sonucu iretilen laktik asit miktar1 da artmaktadir ve viicutta laktik asitin
birikmesi sonucu denge bozulmaktadir. Metforminin asir1 alimi sonucunda
goriilebilmektedir (Akcay ve ark., 2018; https://www.turkdiab.org, Erisim tarihi: 27
Ekim 2019).
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Hipoglisemi, DM nin en sik karsilagilan ve akut etkilenmeler i¢inde tedavi edilmezse
en tehlikeli olabilen komplikasyonudur. Plazma glukoz seviyesinin 70 mg/dl ve altinda
olmasi hipoglisemi olarak tanimlanir. Plazma glukoz seviyesi 50- 55 mg/dl
arasindayken titreme, bas donmesi, terleme, anksiyete, aclik, kalp carpintisi,
yorgunluk, 6fke, bas agrisi, biling kayb1 gibi semptomlar gozlenir. Hipogliseminin
sebepleri arasinda yiliksek dozdaki insiilin ve oral sekretagog ilag kullanimi, 6giin
atlanmasi ve yanlig 6giin plani, uzun siiren yiliksek yogunlukluktaki fiziksel aktivite

yer almaktadir (Franz ve Evert, 2017; Bishop ve ark., 2016).

4.5.2. Kronik komplikasyonlar

Diyabetin vaskiiler aga olan dogrudan ve dolayli etkilerinden dolay1r viicudu
hiperglisemiden korumanin 6nemi goz ard1 edilemez. Kronik hiperglisemi uzun siirede
organlarda hasara ve fonksiyon bozukluklarina sebep olabilir. ince damarlardaki
hasara bagli mikrovaskiiler komplikasyonlar, biiyilkk damarlardaki hasara baglh

makrovaskiiler komplikasyonlar ortaya ¢ikar (Salci ve ark., 2017).

A. Mikrovaskiiler

Nefropati, DM’nin glomeriillerdeki hasar sonucu bobrekte ilerleyici yapisal ve
fonksiyonel anormalliklerin olusmasi ile ortaya ¢ikan, proteiniiri ve hipertansiyon ile
karakterize bir komplikasyonudur ve gelismis iilkelerdeki son dénem bobrek
yetmezliginin en sik karsilagilan sebebidir. Fonksiyonel olarak dncelikle glomeriiler
filtrasyon hiz1 artmaktadir. Hiperglisemi hiperfiltrasyonu indiiklemektedir.
Intraglomeriiler hipertansiyon ortaya ¢ikmakta ve sonugta proteiniiri, sistemik
hipertansiyon ve fonksiyonel kayip olusmaktadir. En erken klinik bulgusu
mikroalbuminiiridir. DM, hipertansiyon ve bobrek yetmezligi birbiriyle baglantili
oldugundan, nefropatide hiperglisemi ve hipertansiyon kontrolii énemlidir (Tiirkiye
Diyabet Vakfi, 2019; ADA, 2002; Hostetter ve ark., 1981).

Retinopati, uzun siireli hiperglisemiye bagli olarak retina kapillerlerinde meydana
gelen fonksiyonel ve yapisal degisikliklerdir. Goérme kaybi1 ve korliikle

sonuclanabilmektedir. Hiperglisemi sebebi ile glukozun normalden daha fazla oranda
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fosforilasyona gerek kalmadan fruktoza donlismek suretiyle metabolize edilmesi
sonucu, goz lenslerinde artan sorbitol hiicre icine su cekerek 6deme ve hiicre
fonksiyonlarimin bozulmasina sebep olur. DM’de goz hastaliklar1 baslangicta belirgin
semptomlar gdstermediginden, retinopati agisindan takibin diizenli olarak yapilmasi
gerekmektedir (Fowler, 2008; Bozkurt, 2013).

Noropati, hipergliseminin periferik, somatik veya otonomik sinirlerde sebep oldugu
hasar sonucu otonomik, motor ve duyusal fonksiyonlari olumsuz etkileyen bir
komplikasyondur. En sik karsilasilan tiirii periferal ndropatidir ve hastalarin yaklagik
yarisinda asemptomatiktir. Diyabetik noropatiye bagli cesitli problemler olmasina
karsin en yaygin belirtileri ayak iilserleri, ayaklarda karincalanma, uyusukluk, agri,
bacak ve ellerde zayifliktir. Konstipasyon, diyare gibi gastrointestinal sistem motor
bozukluklar1 goriilebilir (Tirkiye Diyabet Vakfi, 2019; Alphan ve ark., 2013; Bozkurt,
2013).

B. Makrovaskiiler

Makrovaskiiler komplikasyonlarda merkezi patolojik mekanizma, arter duvarlarinin
daralmasina neden ateroskleroz siirecidir. Aterosklerozun, hipergliseminin kronik
iltihaplanma ve periferik veya koroner vaskiiler sistemdeki arter duvara vermis oldugu
hasardan kaynaklandigi  diistiniilmektedir. DM ve iligkili mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 olan hastalar serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklara yol
acan ateroskleroz agisindan daha yiiksek riski altinda gortinmektedir (Chawla ve ark.,
2016; Fowler, 2008).

Periferik arter hastaligina bagli bacak ve ayak ampiitasyonlar1 DM’li bireylerde daha
fazla goriilmektedir. Mikrovaskiiler komplikasyonlarla birlikte diz altindaki kiiclik ve
orta capli damarlarda lezyon olusumlari kolaylasir (Hacioglu, 2012).

Ateroskleroz nedeniyle beyin kan akimini saglayan biiylik damarlarda meydana gelen
degisiklikler serebrovaskiiler hastaliklara sebep olur ve DM’li bireylerde bu
damarlarda trombiis olusumu sik goriiliir. Trombotik inme riski DM’de 2-6 kat

artmistir ve inmeler daha 6liimciil olmaktadir (Hacioglu, 2012).
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4.6. Diyabetes Mellitus’un Kardiyovaskiiler Komplikasyonlari

Kardiyovaskiiler hastaliklar, diinya genelinde hastaliga bagl sakatlik ve 6liimlerin en
stk nedeni olup DM’nin makrovaskiiler komplikasyonlarinin énemli bir kismin
olusturur ve diyabetli hastalarda mortalitenin en ©onde gelen sebebidir. DM,
kardiyovaskiiler sistemi ¢esitli yollardan etkileyebilmektedir ve aterosklerotik siirecin

hizlanmasina sebep olmaktadir (Keskin ve Balci, 2011; ADA, 1998) (Sekil 1).

Diyahetes Mellitus
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Hizlanmus aterosklerom

Sekil 1. Diyabetes Mellitus’ta kardiyovakiiler komplikasyon gelisim patolojisi (Keskin ve Balci, 2011,
degistirilerek kullanilmistir)

Hiperglisemi, glukoz oksidasyonu, lipit oksidasyonu ile serbest yag asitlerinin artmasi
ve ileri glikozilasyon metabolizmasi {iriinii (AGE) ile sonuc¢lanir (Sekil 2) ve endotel
hiicreleri ile monositlerin aktivasyonunu arttirarak endotel fonksiyonunun
bozulmasina ve inflamasyonuna, nitrik oksit (NO) saliniminin azalmasina katkida
bulunur. Buna bagl olarak trombosit fonksiyonunda bozukluklar ve aktivasyonunda
arti ortaya ¢ikmaktadir. Aktivasyonu artan monositler tiimor nekroz faktor-a (TNF-a)
ve interlokinler (IL) dahil olmak {izere proteinazlari ve inflamatuar mediatorleri iireten
kopiik hiicreler olan makrofajlara doniiserek inflamasyonu tetikler. Viicutta
inflamatuar yanitin artmasi 16kosit sayisinin artmasina sebep olur. Artan 16kosit sayisi

da oksidatif stresin artisina katki saglar. Sonucta hiperglisemi ve artmis inflamatuar
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yanit, endotel disfonksiyonuna neden olarak kardiovaskiiler komplikasyonlarin

gelisimine katki saglar (Wang ve ark., 2016; Keskin ve Balci, 2011; Hunt 1990).

T LY -‘1!{!‘\;\;\:\ P

Sekil 2. AGE onciillerinin artmus iiretimi ve patolojik sonuglar1 (Brownlee, 2005, degistirilerek
kullanilmustir)

Dislipidemi DM’de yaygin olarak goriiliir. Artmis trigliserit (TG), ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL), apoprotein B ve azalmis yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) seviyeleri ile karakterizedir. Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
seviyeleri ¢ok yiikselmis olmasa da daha aterojenik modifikasyonlar1 artmistir. Bu
LDL partikiilleri arter duvarlarina daha fazla penetre olarak okside lipitlerin birikimini
ve monosit salinimini arttirarak aterosklerotik hasar1 hizlandirmaktadir (Wang ve ark.,
2016).

Diyabetes Mellitus’ta vaskiiler inflamasyona sebep olan mekanizmada, artmis
oksidatif stres de rol oynayabilmektedir. Serbest radikaller, son yoriingelerinde
paylasilmamig elektron iceren molekiil ya da atomlardir. Elektronlarin bu dizilimi
kararsiz oldugundan radikaller hizli bir sekilde diger molekiillerle veya radikallerle
reaksiyona girerek kararli bir konfigilirasyon olusturmaya ¢alisirlar. Bu bilesikler hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme o0zelligi gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin
fonksiyonlarini yitirmesine neden olmaktadir (Woods ve ark., 2002). Organizmada

serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
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icerisindedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda
bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur ve bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilir (Robertson ve ark., 2004; Serafani ve Del Rio, 2004).

Diyabetes Mellitus’ta enzimatik, nonenzimatik, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdig
ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (Robertson ve ark.,
2004). Mitokondriyal solunum zinciri non enzimatik yoldur. Mitokondriyal elektron
transport sisteminde, oksidatif fosforilasyon siirecinde elektronlar oksijene tasinir ve
O2 radikali agiga ¢ikar. Hiperglisemi nedeniyle artmis radikal Gretimi artmis glukoz
metabolizmasiyla ilgilidir ve DM’de oksidatif stresin en 6nemli sebeplerindendir
(Macit ve Akbulut, 2015; Brownlee, 2005) (Sekil 3, 4).

Diyabette oksidatif strese yol agan sebeplerden birisi de poliol yolu ile sorbitol
tiretiminde rol alan aldoz rediiktaz enzim metabolizmasinda meydana gelen
degisikliklerdir. Aldoz rediiktaz toksik aldehitleri inaktif alkollere ceviren bir
enzimdir. Glukoz normalde aldoz rediiktaz i¢in afinitesi diisiik bir substrat iken yiiksek
diizeylerinde aldoz rediiktaz, glukozu fruktoza cevirerek sorbitol olusumuna sebep
olur ve bu enzimin aktivitesi i¢in bu yolakta, dnemli bir serbest radikal temizleyicisi
olan glutatyonun etkinligini gosterdigi rediikte forma doniisiimii ve NO sentezi i¢in de
gerekli olan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) tiiketilmis olur
(Brownlee, 2005; Memisogullari, 2005).

o -
T"]"hﬂi‘ﬂer Inaltif alkoller
R
;““" Sorhitel 75%.:? :
= Iy

NAD+ NADH

Sekil 3. Hipergliseminin poliol yolu iizerine etkisi (Brownlee, 2005, degistirilerek kullanilmistir)
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Diyabetes Mellitus’ta oksidatif strese bagli olarak artan glikozilasyon tepkimeleri
sonucunda, makrofajlardan IL1 ve 6, TNF-a ve insulin benzeri biiyiime faktorii
sekresyonunu aktive eden, endotel inflamasyonuna ve ayrica reseptdér aracili
mekanizma ile reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olan AGE iiretimi artar (Ott
ve ark., 2014; Chuah ve ark, 2013). Hiperglisemide artan nikotinamid adenin
diniikleotit-hidrojen/nikotinamid adenin diniikleotit (NADH/NAD) oranina bagh
olarak protein kinaz C aktivasyonu da artar ve protein kinaz C aktivasyonundaki artis
DM deki vaskiiler patolojilere sebep olur. Endotel hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna neden olarak endotel fonksiyonundaki bozulmada rol alir (Macit ve

Akbulut, 2015; Brownlee, 2005).

$ Gluk NADPH NADP* NAD* NADH
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T Gliseraldehit-3-P rotein Kinaz C Yolag:
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Sekil 4. Hiperglisemiye bagli gelisen hasarlarin mekanizmas1 (Yilmaz, 2011, degistirilerek

kullanilmustir)

4.7. Trombositler

Trombositler, 2-5 um ¢apinda, oval ya da bikonveks disk biciminde, hemoostazin yap1
tas1 olup vaskiiler fonksiyonlar, inflamasyon ve ateroskleroz gibi olaylarda énemli
gorevlere sahip kan hiicreleridir. Trombositler, ilk kez 1842 yilinda eritrosit ve

l6kositlerin yaninda kanda bulunan yuvarlak partikiiller olarak tanimlanmistir. Osler
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trombositleri 1874 yilindaki ¢aligmalarinda, kanda dolasan ve kan damarlarindan
cikarildiklarinda hizli bir sekilde agrege olan disk benzeri yapilar olarak tarif etmistir.
1882 yilinda Bizzozero trombositleri anatomik olarak tanimlamakla kalmamis
hemoastazdaki gorevlerini bildirmistir. Bizzozero, trombosit ile ilgili yayinlarindan 12
yil once de megakaryositleri tanimlayan ilk kisi olmus; ancak trombositlerin
prekiirsoriiniin magakaryositler oldugunu kesfedememistir. Wright, 1906 yilinda
trombositlerin kemik iliginde bulunan hiicreler olan megakaryositlerden parcalanarak

olustugunu bildirmistir (Barutguoglu, 2016; Altindis 2014; Coller, 2013).

4.7.1 Trombosit iiretimi

Trombositler, biiyiik ve ¢ekirdekli hiicreler olan megakaryositlerin fragmantasyonuyla
olusan, niikleus igermeyen, icinde bulunan aminoasitleri kullanarak protein
sentezleyebilen hiicrelerdir. Protein sentezininin mitokondriyal niikleik asitler
aracilifiyla gerceklestigi diistintilmektedir. Saglikli bir bireyin kanindaki normal
trombosit konsantrasyonlar1 150 000- 400 000/ mm?’tiir. Bir megakaryositten ortalama
1 500-2 000 (500-4 000) trombosit olusabilmektedir. Megakaryositlerden
olusmalarinin ardindan 5-7 giin kadar dolagimda bulunurlar. Bu silirenin sonunda
dolagimdan retikiiloendotelyal sistem tarafindan uzaklastirilir. Trombositlerin,
dolasimda bulunduklari normal dongiileri siirecinde yapilar1 degisir; boyutlar kii¢tiliir
ve dansiteleri azalir (Holinstat,2017; Celkan, 2003).

Megakaryositler kemik iliginde sinlizoidal membrana yakin alana yerlesmislerdir.
Olgunlagmalar1 sirasinda, olusturmus olduklar1 ve protrombosit olarak adlandirilan
ince, uzun sitoplazmik uzantilarini, sinuzoid membranindaki endotel hiicrelerindeki
vendz siniislerin i¢ine uzatirlar. Sitoplazmadaki graniiler segmentlerde ayrilir ve bu
uzantilarin pargalanmasiyla trombositler olusur. Geride kalan nukleus igeren yap1 da

fagosite edilir (Thon ve Italiano, 2012; Debili ve ark., 1990) (Sekil 5).
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Hemaiozitohlast

Sekil 5: Megakaryositlerden trombosit olusumu (https://medium.com/the-surg/lung-makes-blood-
8c2090a629af, Esirim tarihi 30 Kasim 2019, degistirilerek kullanilmistir )

4.7.2 Trombosit yapisi
Fizyolojik fonksiyonlar1 agisindan trombosit yapisi periferik bolge, sol jel bolgesi,

organel bdlgesi ve membran sistemi olmak iizere 4 bolgeye ayrilarak incelenebilir

(Gremmel ve ark., 2016)( Sekil 6).

—Mikrotibdller— e

Yodun grandller ~—
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' . YoQun tabdler .
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Peroksizom

Lizozom

Plazma
membram

Sekil 6. Trombosit yapis1 (Senel, 2005, degistirilerek kullanilmigtir)

Periferik bolge: Bu bolge glikokaliks, submembran ve {init membran béliimlerinden
olusur. Trombosit membrani nispeten pliriizsiizdiir ve diger kan hiicrelerine gére daha
kalin bir glikokaliksa sahiptir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii elektron mikroskobunda, bir¢ok

kiigiik kivrim ve agik kanal sistemin rastgele dagilmis acgikliklart ile burusuk bir
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goriinlim sergiler. Trombosit dis cephesi olan glikokaliks dinamik bir yapidir ve ¢evre
ile ilk temas yeridir. Buradaki yiizey glikoproteinleri (GP), trombositlerin hasar
gormils damar duvarinin subendotel yapilariyla, adezyon ve agregasyon igin
etkilesmesini saglayan reseptdr gorevi goriir. Ozellikle, mobil reseptor kompleksleri
olan GPIb-IX-V ve integrin allbp3 aktif halde olmayan trombositlerin yiizeyinden bol
miktarda eksprese edilir ve hemostazda biiyiik 6nem tasir (Gremmel ve ark., 2016;
Altindis, 2014).

Cift katli membran tabakasinda glikokaliks tabakanin altinda, trombosit i¢ ortaminin
korunmasi, trombosit adezyonu ve kontraksiyonda gorev alan lipit bir yap1 bulunur.
Lipit tabaka, diger hiicre tiplerinin membranlarina morfolojik olarak benzer olmakla
birlikte kan pihtilagmasinda énemli bir rol oynar. Bu yap1 trombosit aktivasyonunu
takiben negatif yiiklenen fosfotidilserin ile doku faktoriinii (TF) igerir. Trombositler
aktive edildiginde, koagiilasyon faktorleri Va, VIla ve Xa'y1 ylizey fosfatidilserinine
baglayabilen TF-tasiyan mikro partikiilleri serbest birakir. TF ile etkilesimi sayesinde
koagiilasyon intekrasyonu aktif trombositlerin yiizeyinde gergeklesir (Gremmel ve
ark., 2016; White, 2013).

Submembran bélge dogrudan lipit ¢ift tabakasinin altinda bulunur ve trombosit islevi
icin biiylik 6neme sahiptir. Bu bolgede bulunan kalmodulin, miyozin ve aktin i¢eren
mikroflamanlar ve mikrotiibiiller, trombosit seklinin korunmasi i¢in 6nemlidir ve tim
transmembran reseptorlerinin sitoplazmik alanlar1 miyozin ve aktin filamentleri ile
iliskili proteinlerle etkilesime girdiginden trombosit aktivasyonu ic¢in gerekli olan
sinyalizasyon islemlerinde gorevlidir (Gremmel ve ark., 2016; Hartwing ve DeSisto,
1991).

Sol jel bolgesi: Trombositin daha merkezi bir kisminda bulunan saydam ve viskoz bir
maktris olan bu bolge sitoplazma ve mikrotiibiil ile mikroflamanlardan olusur. Fibréz
bir yapist vardir. Submembran bélgenin hemen altinda bulunan mikrotiibiiller
aktiflesmemis trombositlerin seklinin korunmasini saglar. Bu tiibiiler sistemin, i¢erdigi
enzimler nedeniyle prostaglandin metabolizmasinda rolii oldugu diistintilmektedir. Sol
jel bolgesindeki 2 kanal sisteminin digeri olan agik kanal sistemi ise depo organeller
ve membran ile olan iliskisi sebebiyle trombosit sekresyonunda rol almaktadir

(Becker, 2008; Celkan, 2003).
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Organel bolgesi: Organel bolgesi belirgin bir alan degildir fakat sitoplazma boyunca
dagilmis olan ve trombositlerin 3 ana salgi organi olan a-graniiller, yogun graniiller ve
lizozomlar ile trombositlerin enerji metabolizmasi i¢in Onemli organel olan
mitokondri, glikozomlar1 ve tiibiilleri igerir. Trombositlerin niikleusu ve niikleer
deoksiriboniikleik asiti (DNA) olmamasina karsin yapisinda bulunan bol miktardaki
mitokondri, apoptozun gesitli basamaklarinin gergeklestirildiginin isaretidir. Organel
bolgesi metabolik islemlerin gergeklestigi merkezi bolgedir; ayrica enzimler, adenin
niikleotitleri, serotonin, kalsiyum ve ¢ok cesitli proteinler i¢in bir depolama alani
olarak da islev goriir (Gremmel ve ark., 2016; Becker,2008).

Alfa graniiller; her trombositin 60-80 a-graniilii igerdigi bildirilmistir. Alfa graniilii,
graniiliin salgilanmasinin ardindan trombosit yilizeyine veya sirkiilasyona salinan bazi
proteinleri igerir. Alfa graniiliinden salinan trombosit aktivasyonunun en Onemli
belirteglerinden biri, a-graniil salgilanmasini takiben trombositin plazma zarinin digina
baglanip seliilozik trombositler ile damardaki diger hiicreler arasinda bag gibi islev
goren P selektindir (Holinstat, 2017). Bunun yaninda a- graniiliin submembran bolgesi
tiip benzeri yapilarinda Willebrand faktorii icerirken, periferal bolgede megakaryositik
proteinleri, koagiilasyon faktérii V, trombospondin ve trombositler tarafindan
disaridan alinmis olan proteinleri icerir. Alfa graniiliin merkezi bolgesi, potansiyel
olarak agir metaller i¢in baglanma boélgelerine sahip proteinlerin bulundugunu
gosteren ¢evresel bolgeden daha yogun goriiniir (Gremmel ve ark., 2016; White, 2013;
White, 2004).

Yogun graniiller; her trombosit icinde paketlenmis yaklasik 4-6 yogun graniil oldugu
diistiniilmektedir. Alfa graniillerden daha kiicliktlirler. Megakaryopoezi sirasinda
yogun graniiller, a-graniilleri ile birlikte ortaya ¢ikar ve a-graniilleri gibi, erken yogun
graniiller de multivezikiiler govdelerde siralanir. Muhtemelen membran pompasi
aktivitesinin artmasi nedeniyle igerikleri olgunlastikca yogunlasir. En berlirgin
ozellikleri bos bir alan ile ¢evrili elektron opak kiiresel yapilarinin olmasidir. Bununla
birlikte, baz1 yogun graniillerde bu bosluk, filamentler tarafindan veya graniil benzeri
bir madde ile doldurulur. Bu graniiller yiiksek oranda kalsiyum, adenin tri fosfat
(ATP), adenin di fosfat (ADP), urasil ve guanin niikleotitleri ve potasyum olmak iizere
200'den fazla kiigiik molekiil igerir. Ayrica, polifosfatlar ve serotonin ve histamin gibi

biyoaktif aminler de trombositin yogun graniillerinde bulunur. Trombosit
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aktivasyonunun ilk asamalarini takiben, yogun graniil, trombositin plazma zar ile
birlesir ve icerigini hiicre dis1 vaskiiler alana birakir ve salinan bilesenler trombosit
agregasyonunu saglar. Ayni zamanda igerigindeki bazi serotonin gibi bilesenler de
lokal vazokonstriksiyona katkida bulunur. Bu kii¢iik molekiillerin birgogu trombositi
ylizey reseptorleri lizerinden isaret edebilir. Yogun graniil hareketine cevap verdigi
bilinen trombosit ilizerinde en ¢ok calisilan reseptdr siniflarindan biri purinerjik
reseptordiir (P2Yx). Trombositler, her ikisinin de trombosit aktivasyonunda dnemli rol
oynadig1 diisliniilen antitrombosit tedavinin hedefi olan, P2Y1 ve P2Y12 adl 2
purinerjik reseptorii eksprese ederler (Holinstat, 2017; Gremmel ve ark., 2016;

Flaumenhaft, 2013).

Tablo 5. Alfa graniil igerigi (Gremmel ve ark., 2016; Celkan, 2003, degistirilerek kullanilmistir)

Enzimler al antitripsin
a2 makroglobulin
a2 antiplasmin
Cl-esteraz inhibitdrii
Adezyon proteinleri Fibrinojen
Fibronektin
VWEF
Trombospondin
Vitronektin
GP IIbllla
P-Selektin
Biiyiime faktorleri Epidermal biiyiime faktorii
Hepatosit biiylime faktorii
Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
Endotelyal biiyiime faktorii Transformer
bliylime faktorii 3
Sitokin benzeri proteinler IL1
CD 40 Ligand
Trombosit faktor
B-Tromboglobulin
Koagiilantlar, antikoagiilantlar ve Plazminojen
fibrinolitik proteinler Faktor V
Faktor IX
Faktor XIII
Fibrinojen
Antitrombin,
Protein S, doku
a2-makroglobulin
Immun mediatorler Prekiirsor C3 ve C4, 1gG
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Tablo 6. Yogun graniil icerigi (Gremmel ve ark., 2016, degistirilerek kullanilmistir)

Katyonlar Kalsiyum
Magnezyum
Potasyum
Fosfatlar Polifosfat
Pirofosfat
Biyoaktif aminler Serotonin
Histamin
Epinefrin
Niikleotidler ADP*
ATP**

* ADP, adenozin difosfat; **ATP, adenozin trifosfat; ***UTP, idrar trifosfat; ****GTP, guanozin
trifosfat

Lizozomal graniil; proteinin parg¢alanmasinda 6nemli gorevleri vardir. Graniiliin
salimiminin biiylik bir kismi trombosit aktivasyon siirecinde ve muhtemelen yeni
trombositlerin biiyiiyen bir trombusa doniistiiriilmesinde pozitif feedbackte 6nemli bir
rol oynarken, bir kisim salinimin da ¢evredeki kan hiicrelerine ve endotele isaret ettigi
diisiiniilmektedir (Holinstat, 2017). Bu durumun damarda yaralanma sonrasi olusan
bir durum oldugu ve ilk trombosit aktivasyonu ile pihtt olusumunu takiben yara
iyilesmesinde rol oynayan bir mekanizma oldugu disiiniilmektedir. Trombosit
lizozomlar1 protein parcalayan elastaz, katepsin, kollestaz gibi enzimleri;
karbonhidratlar1 parcalayan glukozidaz ve galaktozidaz gibi enzimleri igerir

(Flaumenhatft, 2013).

Tablo 7. Lizozomal igerik (Gremmel ve ark., 2016, degistirilerek kullanilmistir)

Katepsinler
Protein parcalayici enzimler Elastaz
Kolajenaz
Glukozidaz
Karbonhidrat parcalayici enzimler Galaktozidaz
Mannozidaz
Fosfat esterlerini parcalayici enzimler  Asit fosfataz

Membran sistemi: Dis plazma mebraninin yan1 sira, bu bdlge trombositlerdeki
membran sistemleri golgi komplekslerini, yiizeye bagli agik kanal sistemi, yogun
tiibiiler sistemi ve kaba endoplazmik retikulumdan olusur. Ag¢ik kanal sistemleri,
trombositin i¢ ksimlarina dogru ilerleyen trombosit ylizey membran yapisidir ve bu
kanallar hiicresel aktarimda genis bir yiizey alani saglayarak trombosit aktivasyonu

boyunca sekil degisikligi ve graniil igeriginin salgilanmasnda goérev alir. Yogun
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tiibiiler sistem, prekiirsorii olan megakaryositin diiz endoplazmik retikulumunun bir
kalintisidir ve trombosit hiicresinin i¢inde bulunan 2. bir membran sistemini temsil
eder. Prostaglandin sentezinde yer alan enzimlerin yani sira kalsiyum i¢in bir
depolama alam1 gorevi goriir. Iki membran sistemi birbiriyle dogrudan iletisim

halindedir ve icerik degisimini saglar (Gremmel ve ark., 2016; Becker, 2008).

4.7.3. Trombosit fonksiyonlari

Normal kosullarda, trombositler diger trombositlerle veya vaskiiler endotel ile
etkilesime girmeden kan damarlarinda dolasir. Endotel hasar1 varliginda aterosklerotik
plaklarin yirtilmasindan, trombositten zengin pihti olusumuna yol agan bir takim
olaylar baslar. Baglangi¢ olayna bagli olarak, bu normal hemostaz veya patolojik
vaskiiler tromboz olabilir. Trombositler aktive olduklarinda saniyeler ve dakikalar
icinde fonksiyonlarin1 yerine getirmeye baslarlar (Sekil 7). Normal kosullarin
bozulmasiyla trombositlerde bir siire¢ halinda adezyon, aktivasyon, sekresyon ve

agregasyon fonksiyonlari gergeklesir (Fritsma, 2015;Becker, 2008).

Sekil 7. Aktif olmayan ve aktif haldeki trombosit a) aktif olmayan, b) aktif (Willoughby ve ark.,
2002; George, 2000, degistirilerek kullanilmistir)
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Adezyon: Aktif olmayan trombositler normalde diskoid yapida olup diizgiin bir
ylizeye sahiptir. Hasara baglh uyariya ilk yanit, trombositlerin adezyonu ve sekil
degisikligidir. Vaskiiler tabaka araliklarinin ortaya c¢ikmasina sebep olan
patofizyolojik damar hasar1 subendotelyal dokunun agiga c¢ikmasina neden olur.
Trombositlerin subendoteliyal matrikse adezyonu, plazma von Willebrand Faktorii’
(VWF) niin etkilesmesi ve yilizeyindeki reseptor gorevi goren glikoproteinlerin
kollajen, fibronektin, laminin, fibrinojen gibi subendotelyal yapilara baglanmasi ile
gerceklesir. Ilk olarak trombosit gdvdesi sertlesir ve psodopodlar olusur ve bu
psodopodlar yoluyla trombosit damara tutunur. Ardindan trombosit yayilma fazina
gecerek daha siki bir sekilde subendotelyal dokuya baglanir. Psddopod formasyonu
olusmadiginda graniillerin merkezde toplanmasi ile trombosit kiiresellesmesi
gerceklesir. Kan akiminin yavas oldugu bolgelerde GP Ia/lla, GP IV reseptorii ile
kollajen ile adezyona ugrar. Kan akiminin hizli oldugu bdlgelerde ise vWF nin,
trombosit glikoproteinlerindeki 6zgiil reseptorii olan GP-Ib/IX kompleksine
baglanmasi ile gerceklesir (Becker, 2008; Gachet ve Cazenave, 1991; Siess 1989).

Tablo 8. Yiizey membran glikoprotein reseptorleri (Becker, 2008, degistirilerek kullanilmistir)

Reseptor Ligand Integrin komponenti  Biyolojik Aktivite
GP la/lla Kollajen a2p1 Adezyon
GP Ib/IX von Willebrand - Adezyon
Faktori
GP Ic/lla Fibronektin aSp1 Adezyon
GPIIb/II1a Kollajen allbp3 Agregasyon (ikinci rol
Fibrinonektin adezyon)
Vitronektin
Fibrinojen
von Willebrand
Faktorii
GP1V Trombospondin - Adezyon
GPVI Kollajen Avp3 Adezyon
Vitronektin reseptér  Vitronektin
Thrombospondin
VLA-6 Laminin A6B1 Adezyon

Aktivasyon: Adezyonu takiben bu bdlgeye toplanan trombositler, aktivasyonu
tetikleyen ADP, epinefrin, trombin, kollajen, arasidonik asit, fibrinojen, trombokson
A2 (TXA2), serotonin, plazmin gibi agonistlerin salgilanip trombosit ylizeyindeki

reseptore baglanmasiyla aktivasyona baslar. Agonistlerin bir kismi1 ¢cevredeki doku ya
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da plazmada olusurken, bir kismi da trombositlerin kendilerinden salinir. Trombosit
aktivasyonunu baslatan bu agonistler, agregasyonun engellendigi durumlarda bile
graniil sekresyonunu uyaran giiclii agonistler (kollajen, trombin, prostaglandin,
endoperoksitler, TXA2, trombosit aktive edici faktor) ve tek basina graniil
sekresyonunu uyaramayip yalnizca agregasyonu uyarabilen zayif agonistler (ADP,
epinefrin, vazopressin, serotonin) olarak smiflandirilirlar. Aktivasyon igin
trombositlerin bu agonistlerle uyarilmasi ve beraberinde de kalsiyum ve magnezyum
iyonlarinin, fibrinojen, vWF gibi plazma proteinlerinin ve trombosit ylizey
reseptorlerinin  olmas1 gerekir. Agonistlerin trombosit ylizey reseptorlerine
baglanmasiyla hiicre i¢indeki sinyal iletim mekanizmasindaki inositol 1,4, 5 trifosfat
(IP3), diagilgliserol (DG) ve arasidonik asiti i¢eren ikincil mesajc1 sistemi devreye
girer. Inositol 1,4, 5 trifosfat, trombositlerin yogun tiibiiler sisteminden kalsiyum agi1ga
cikararak sitozolik kalsiyum diizeyini yiikseltir. Artan sitozolik kalsiyum diizeyleri
aragidonik asit salintmin1 kolaylastirir. Diagilgliserol de, Ca™ bagiml proteinkinaz
C’yi uyararak graniil sekresyonuna ve membran glikoprotein kompleksi iizerindeki
fibrinojen reseptorlerinin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu islem plazma membraninda
ve yogun tiibiiler sistemde gerceklesir. Arasidonik asit, TXA2’ye doniistiikten sonra
hiicreden uzaklasip trombositlerdeki 06zgiil reseptorleriyle etkileserek daha ileri
trombosit aktivasyonuna neden olur. Her agonist, trombostlerdeki kendi 6zgiil
reseptorlerine baglanarak sinyal mekanizmalar1 aracilifiyla bu olaylarin farkl
boliimlerini etkiler. Ikincil mesajc1 uyarilarmin iletilmesine trombositler sekil
degistirip, kiimeler olusturarak ve graniil sekresyonunu gergeklestirerek cevap verirler.
Bu cevaplardan birisi de trombosit aktivasyonunun 6nemli gostergelerinden olan o-
graniillerden salinimla es zamanli olarak trombosit yiizeyinde P selektin (Glikoprotein
140= PADGEM proteini= CD 62 (Cluster Diferentiation 62)) ekspresyonunun
baslamasidir (Altindis, 2014; Ates, 2010; Becker, 2008; Michelson, 1996; Shattil ve
ark., 1987; Berridge, 1987; Ring ve Sage, 1990).

Agregasyon: Aktive olan trombositlerin hemostatik bir tika¢ olusturmak ig¢in
kiimelesip sekil degisikligine ugrayarak fibrin baglar1 ile birlesmeleridir. Aktivasyon
sonucunda trombositlerin glikoprotein membran yiizeyinde protein baglanma
kisimlar1 ortaya cikar. Agregasyonda 6zellikle GP IIb/IIla 6nemli goreve sahiptir. GP

IIb/IIa kompleksi iizerindeki fibrinojen baglanma bolgelerinin aktif hale gegmesiyle
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2 trombosit arasinda fibrin baglari ile fibrinojen kopriileri kurulur ve mikroagregatlar
olusur. Baglanma, ortamda bulunan kalsiyum konsantrasyonu ile de yakindan
iligkilidir (Egemen, 2010; Becker, 2008).

Sekresyon: Trombosit aktivasyonu ile graniillerin igeriginin es zamanl salindigi
bilinmektedir ve bu olaya sekresyon denir. Bu olay 2 sekilde gergeklesir; birincisi
trombosit graniilleri i¢inde depolanmis maddelerin, adezyonun baglamas: ile birlikte
membranin kanal sistemleri araciligiyla ortama salmmasidir. ilk olarak yogun
graniiller, daha sonra a-graniil igerikleri salmr. Ikincisi ise plazma membranindan
ekzositoz ile salinmasidir. Bu esnada trombositlerin ¢ap1 artar ama biitiinligi
bozulmaz ve fonksiyonlarina devam edebilirler. Graniil sekresyonlar1 enerji
molekiiliiniin varlifina ve intraseliiler kalsiyum konsantrasyonuna baglidir. Bu
sekresyonun devam edisi aktivasyonu zorlayarak yeni agregasyonlar1 baslatir.
Trombositlerin de yapis1 degiserek caplar1 artmaya baglar. Trombin ve kollajen gibi
maddeler sekresyonu baglatabilir. Olusan trombosit agregatlar1 arasinda fibrinlerin
meydana gelmesi ve ilerleyen asamalarda fibroblastlarin da bu mekanizmaya dahil

olmasi ile piht1 sabitlesir (Holt, 1985; George ve Shattil, 1991).

4.7.4. Diyabetes Mellitus ve trombositler

Diyabetes Mellitus, trombosit fonksiyonlarinin degismesi ile de karakterize edilir ve
trombositler DM’nin makrovaskiiler komplikasyonlarmin temel patolojisi olan
aterosklerozda merkezi bir rol oynar. Diyabet hastalarinin %651 kalp krizi ve felg gibi
trombotik olaylardan yasamlarini kaybetmektedirler. Hiperglisemi, insiilin eksikligi ve
direnci, DM ile iliskili metabolik durumlar ve diger hiicresel anormalliklerin artmis
trombosit aktivitesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Hiperaktivasyon sonucu
meydana gelen hiperagregasyonun neden oldugu tromboz, ana damarlar1 tikayarak
doku o6liimiine kadar gidebilen harabiyete sebep olur (Ferreiro ve ark., 2010 ; Ferreiro
ve Angiolillo, 2011).

Tip 1 veya Tip 2 DM hastalariin trombositleri hiperreaktiftir ve artmis agregagasyon
ile trombiis olusumunun yani sira artmig adezyon gosterirler. Artan ortalama trombosit

hacmi ve trombosit turnoveri, diizensiz kalsiyum homeostazi, artan ROT, TXA2
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liretimi ve benzeri biyokimyasal degisikliklerin diyabet hastalarinin trombositlerin
hiperaktivitesine aracilik ettigi rapor edilmistir (Santilli ve ark., 2015).
Hiperglisemi, trombositlerin aktivasyonunu arttirip protein yap1 ve dizilimi, membran
lipid dinamikleri ve membran akiskanligi ile mitokondri isleyisinde degisikliklere yol
acmaktadir (Sekil 8). Hiperglisemi;

e Trombosit membran proteinlerinin enzimatik olmayan glikasyonu ile

trombosit adezyonunu artirabilen zar akiskanligini azaltabilir.

e Glukozun ozmotik etkisi ile trombosit GP IIb/Illa kompleksinin

aktivasyonunu ve P selektin ekspresyonu arttirabilir.

e Trombosit aktivasyonunun bir mediatorii olan protein kinaz C'nin

aktivasyonu arttirabilir.

e Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonunu artiran LDL glikasyonuna sebep

olur (Stolla ve ark., 2013; Vara ve ark., 2013; Ferreiro ve ark., 2010).
Insulin eksikligi, DM gelisimi igin temel faktdrdiir ve trombosit fonksiyon
bozukluguna katkida bulunur. Insiilin reseptdrlerinin ve insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1(IGF-1) reseptorlerinin trombositlerde eksprese edildigi bilinmektedir.
Yapilan in vitro galigmalarda insiilinin reseptére baglanmasinin, magnezyumun
trombosit i¢ine translokasyonuna neden oldugu ve trombin ile indiiklenmis trombosit
agregasyonunun azalmasinda rol oynadigi gosterilmistir. Insiilinin genellikle ADP,
kollajen, trombin, arasidonik asit ve trombosit aktivasyon faktorii gibi agonistlere
verdigi trombosit tepkilerini azalttig1 ve bu yiizden insulin yetersizligi durumunda da
trombosit hiperaktivitesinin arttig1 diisiiniilmektedir (Kakouros ve ark., 2011; Ferreiro
ve ark., 2010; Vinik ve ark., 2001).
Trombositler, trombozun 6nlenmesi ve tedavisi icin DM hastalarinin % 10-40’1nda en
sik kullanilan ila¢ olan aspirine biyokimyasal olarak duyarsizdir. Artmis trombosit
turnoveri, inflamasyon ve artmis trombosit oksidatif stresi diyabetik hastalarin
trombositlerinin aspirine duyarsizliligindan sorumlu tutulmaktadir (Santilli ve ark.,

2015; Ferreiro ve Angiolillo, 2011).
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Sekil 8. DM'de trombosit fonksiyon bozuklugu ile ilgili mekanizmalar (Ferreiro ve Angiolillo, 2011,
degistirilerek kullanilmistir)

4.8. Diyabetes Mellitus‘un Tedavisi

Tip 1 DM’de primer tedavi insiilin tedavisi, prediyabet ve Tip 2 DM tanist alan
hastalarda ise ilk tedavi se¢enegi kilo kayb1 olmalidir. DM nin yonetiminde insiilin
tedavisi ve antidiyabetik ilaclarin yaninda tibbi beslenme tedavisi, egzersiz gibi yasam

tarz1 degisiklikleri tedavinin temel yap1 taglarini olusturur ( ADA, 2019).

4.8.1. insulin tedavisi

Tip 1 DM’li bireylere, hiperglisemik acil durumda olanlara, kontrol altina alinamayan
Tip 2 DM’de, diyet ile kontrol altina alinamayan GDM’li bireylere uygulanir. Ekzojen
insiilin  glukozun hiicre icine girisini saglayarak karbonhidrat, protein, yag
metabolizmasini diizenler. Insulin etki profiline gore kisa, hizli, orta hizl etkili, uzun

etkili olarak siniflandirilir (Tablo 9) ( ADA 2018).
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Tablo 9. insulin gesitleri ve etki profilleri (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2019,
degistirilerek kullanilmistir)

Insiilin tipi Etki baslangici Pik etki Etki siiresi
Kisa/ mzh etkili
Regiiler U100 30-60dk 2-4st 5-8st
Lispro U100 & U200 <15dk 30-90dk 3-5st
Lispro U200(**) <15dk 30-90dk 3-5st
Biyobenzer Insiilin Lispro U100(**) <15dk 30-90dk 3-5st
Aspart <15dk 1-3st 3-5st
Glulisin 15-30dk 30-60dk 4 st
Regiiler Inhaler(**) <5 dk 20-40dk 3st
Cok Hizli Etkili Aspart(*™) 4 dk 30-90dk 3-5st
Orta etkili
| Regiiler U5000**) 30 dk 2-4st <24 st
. NPH 1-2st 4-10st >14 st
Uzun etkili
Detemir 3-4st 6-8st 20-24 st
(Piksiz)
Glargin U100 90 dk Piksiz 24 st
Biyobenzer Insiilin Glargin U100 90 dk Piksiz 24 st
Glargin U300 90 dk Piksiz 26 st
Degludec U100 & U200 30-60dk Piksiz >30 st
NPH/Reg70/30 30dk 2-4st 14-24 st
NPA/Asp70/30 6-12dk 1-4st 18-24st
NPL/Lis 75/25 15-30dk 30-150dk 14-24 st
NPL/Lis 50/50, NPA/Asp50/50 15-30dk 30-180dk 14-24 st
NPA/Asp30/70 10-20dk 1.6-3.2st 14-24 st
Deg/Asp 70/30 14-72 dk 2-3st >24 st

(*)Etki baslangici, pik etki ve etki siiresi hastaya 6zgii nedenlerle degisim gosterebilir. Pik etki ve etki
stiresi doza bagimlidir. Yiiksek dozlarda etki siiresi uzar.

(**)Ulkemizde ruhsath degildir.
NPH: Noétral protamin Hagedorn, Reg: Regiiler, NPA: Notral protamin aspart, Asp: Aspart, NPL: Notral
protamin lispro, Lis: Lispro, Deg: Degludec

4.8.2. Oral antidiyabetik ilaglar

Tip 2 DM’de yasam tarzi onerilerine ilave olarak kullanilan farmakolojik ajanlar ile
diyabet insidansinin diisiirildiigii gosterilmistir. Kullanilmakta olan baslica ilag
gruplart; insiilin salgilaticilar, insiilin duyarlhilastiricilar, o- glukozidaz inhibitorleri,
insulinomimetrikler ve sodyum glukoz transporter 1inhibitorleridir. Diyabetin dogal

stireci olarak oral ilaglardan baslangigta alinan iyi yanitlarin azalmasi sonucu kombine
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ilag tedavileri de uygulanabilmektedir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi, 2019; Turan ve Kulaksizoglu, 2015).

Insulin salgilaticilar, pankreasin B hiicrelerindeki reseptdre baglanarak insiilin
sekresyonunu uyarirlar. Hepatik glukoz ¢ikisini baskilayan ve periferik dokuda glukoz
kullanimini arttiran Gibenklamid gibi sulfoniliireler ve etki siiresi kisa fakat hizli bir
insiilin uyarisina neden olan glinid grubu ilaglar insiilin salgilaticilardir (Mizuni ve ark,
2008; Turan ve Kulaksizoglu, 2015).

Insiilin duyarlilastiricilar, uzun yillardir Tip 2 DM tedavisinde kullanilan metformin
formu olan biguanidler ile tiazolidinedion grubu ilaglardir. Biguanidler hepatik glukoz
tretimini  baskilayip, periferik dokularin insulin  duyarliligin1  arttirirlar.
Tiazolidinedionlar, kas dokuda glukoz transporterlar1 olan GLUT (Glukoz
transportorii tip)-1 ve GLUT-4 ekspresyonunun artmasini saglayarak  insiilin
duyarliligin arttirirlar . Serbest yag asidi seviyelerini diisiiriip hepatik glukoz yapimini
azaltirlar (Turan ve Kulaksizoglu, 2015; Gurnel, 2005).

Alfa glukozidaz, ince bagirsagin fircamsi kenar hiicrelerinde bulunup oligosakkarit ve
disakkaritleri parcalayan enzimdir. Alfa glukozidaz inhibitorleri bagirsaktan glukoz
absorpsiyonunu geciktiremesiyle 6zellikle postprandiyal hiperglisemi tedavisinde
kullanilir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2019).
Insulinomimetrikler, amilin agonistleri ve inkretin mimetik ilaglardir. Amilin, B
hiicrelerinden insulin ve c-peptid ile birlikte salgilanan, 6zellikle postprandiyal
glukagon sekresyonunu baskilayarak ve gastrik bosalmay1 geciktirerek 6giin sonrasi
dolasima glukoz girisini azaltan bir hormondur. Inkretin mimetikler ise inkretin
hormonlar1 (glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)) gastrik inhibitor peptid GIP))taklit
ederek veya yikimini engelleyerek, glukagon sekresyonunun inibe edilmesini
saglamak {iizere gelistirilmislerdir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi,
2019; Weyer ve ark, 2001).

Sodyum glukoz transporter 1inhibitorleri, renal proksimal tubulusta glukozun
emilimini azaltarak idrar ile atilimini arttiran ilaglardir. Gliflozinler ve glukoretikler

bu gruptadirlar (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2019).
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Tablo 10. Antidiyabetik ilaclar (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018; ADA, 2018,
degistirilerek kullanilmistir)

Jenerik ad1 Giinliik doz Allnma zamam

Insiilin salgilaticilar

Glipizid (Sulfoniliire) 2.5-10 mg Giinde 2 kez, kahvaltida ve aksam yemeginde

Glipizid kontrollii salinimli 5-10 mg Giinde 1 kez, kahvaltidan 6nce veya kahvaltida

form (Sulfoniliire)

Gliklazid (Sulfoniliire) 80-240 mg Giinde 1-2 kez, kahvaltida, gerekirse aksam
yemeginde

Gliklazid modifiye salinimli 30-120 mg Giinde 1 kez, kahvaltidan 6nce veya kahvaltida
form (Sulfoniliire)

Glibenklamid(Sulfoniliire) 2.5-10 mg Giinde 1-2 kez, kahvaltida, gerekirse aksam
yemeginde

Glimepirid (Sulfoniliire) 1-8 mg Giinde 1-2 kez, kahvaltida, gerekirse aksam
yemeginde

Glibornurid (Sulfoniliire) 12.5-75 mg Giinde 1-2 kez, kahvaltida, gerekirse aksam
yemeginde

Glikuidon (Sulfoniliire) 15-120 mg Giinde 1-2 kez, kahvaltida, gerekirse aksam
yemeginde

Repaglinid (Glinid) 1.5-6 mg Giinde 3 kez, yemeklerden hemen 6nce

Nateglinid (Glinid) 180-360 mg Giinde 3 kez, yemeklerden hemen dnce

Insiilin duyarlastiricilar

Metformin (Biguanid) 500-2500 mg Giinde 1-3 kez, a¢ karnina, yemekte veya tok
karnina (giinde bir kez 500 mg’dan baslanip
doz kontrollii artirtlir

Metformin uzun saliiml 500-2000 mg Giinde 1 kez, a¢ karnina, yemekte veya tok,
form(Biguanid) tercihen aksam
Pioglitazon (Tiazolidindion) 15-45 mg Giinde 1 kez, yemekten bagimsiz

Alfa Glukozidaz inhibitorleri

Akarboz 150-300 mg Gtinde 3 kez, yemeklerde ilk lokma ile birlikte
Miglitol 150-300 mg Giinde 3 kez, yemegin baslangicinda
Insiilinomimetikler
Eksenatid (GLP-1A) Baslangig Giinde 2 kez, sabah ve aksam yemekten 0-
dozu:10pg 60 dakika 6nce, subkutan. injeksiyon
Idame: 20
ng
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Tablo 10. Antidiyabetik ilaclar (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2018; ADA, 2018,
degistirilerek kullanilmistir) (devam)

Liraglutid (GLP-1A) Baglangic Giinde 1 kez, yemekten bagimsiz, subkutan.
dozu: 0.6 mg  injeksiyon
Idame: 1.2-1.8
mg
Liksisenatid (GLP-1A) 10-20 g Giinde 1 kez, sabah veya aksam yemekten
1 saat dnce subkutan injeksiyon
Dulaglutid (GLP-1A) 0.75-1.5mg Haftada 1 kez subkutan. injeksiyon
Sitagliptin (DPP4-) 100 mg Giinde 1 kez, yemekten bagimsiz
Vildagliptin (DPP4-I) 100 mg Giinde 1-2 kez, yemekten bagimsiz
Saksagliptin, 5mg Giinde 1 kez, yemekten bagimsiz
Linagliptin(DPP4-I)
Sodyum glukoz transporter inhibitorleri
Dapagliflozin 5-10 mg Giiniin herhangi bir saatinde 1 kez, yemekten
bagimsiz
Empagliflozin 10-25 mg Giinde 1 kez sabah, yemekten bagimsiz

GLP-1A: Glukagon benzeri peptid-1 anologlari, DPP-41: dipeptidil peptidaz 4 inhibitérleri, SGLT-2i:
Sodyum glukoz kotransporter 2 inhibitorleri

4.9. Ribes rubrum L.

Ribes rubrum, diger isimleriyle red currant, kirmizi frenk iziimii, genellikle kuzey
iliman kusakta yayilis gosteren Grossulariaceae (Ribesiaceae) familyasinin Ribes
cinsine ait bir bitkidir. Bu familya yaklasik 150 tiir Ribes cinsi igermektedir. R. rubrum
tiirii 6zellikle Belcika, Fransa, Almanya, Hollanda, Kuzey Italya, Kuzey Ispanya ve
Portekiz olmak iizere Bati Avrupa'nin bazi bdlgelerinde yaygin olarak
yetistirilmektedir (Sasaki ve ark., 2013; Kendir, 2012; Tim, 2012). Tirkiye’de
genellikle Kuzeydogu Anadolu’da olmak tiizere Ribes’in 8 tiirii dogal olarak
yetismektedir. R. rubrum, R. nigrum ve R. uva-crispa’nin meyvelerinden dolay1
kiiltiirii yapilmaktadir. Ancak iilkemizde yetistirilen frenk {iziimlerinin ¢ogu yabanci
kokenlidir. R. rubrum bitkisi de meyvelerinden dolay1 tilkemizde kiiltiirii yapilan frenk
lizimii ¢esitlerinden biridir. Ziraat fakiilteleri ve arastirma enstitiilerinin katilimiyla 16
farkli bolgede frenk iiziimii denemelerinin kurulmasina aracilik eden, 1995 yilinda
baslatilan “Frenk tiziimii, Ahududu ve Bogiirtlen Cesit Islah1” adli proje gibi ¢aligmalar
bu bitki ¢esidinin iilkemiz kiiltiirline de alinmasina katkida bulunmaktadir (Baspinar,

2016).
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Frenk {iziimii meyvesi soguk iklimi seven bir bitkidir ve kuzey bolgelerine
adaptasyonu iyidir. Yaz sicagina toleranssizdir ve kisa vadelidir. Bitkiler meyveyi
olgunlastirmak ve vejetatif donemlerini tamamlamak i¢in 120-140 donsuz giine ihtiyag
duyar ve meyveleri 90 giinde olgunlasir (Tim, 2012).

Ribes rubrum, normalde 1-1,5 m boyunda, bazen de gri govdeli 2 m boylarinda,
kiigiik, yaprak doken bir ¢alidir. Yapraklar1 3 loblu, yesil renk, genelde 6x7 cm’dir.
Meyveleri kiiresel, tiiysiiz, asidik, yaklagik 8—12 mm ¢apinda, yar1 saydam, parlak ve

kirmizidir (Tim, 2012).

Resim 1. Ribes rubrum bitkisi (http://kwyg.stonepocket.com/ Erigim Tarihi: 17 Kasim 2019,
degistirilerek kullanilmistir)

Ribes rubrum, siyah frenk tiziimlerine gore biraz daha asidik olmasi nedeniyle ¢ig
tilketimi yerine ¢ogunlukla dondurulmus, kurutulmus konserve, regel veya surup
haline getirilerek kullanilir. Dogal olarak yetistigZi mevsiminde salatalarda,
garnitiirlerde ve igeceklerde taze olarak kullanilabilir. Iskandinavya'da sik sik meyve
corbalarinda ve yaz pudinglerinde kullanilir. Almanya'da krema veya beze ile birlikte
tartlarda kullanilir. Birlesik Krallik'ta jole olarak, pazar rostolarinda kuzu eti ile
geleneksel bir baharat olarak kullanilir (Sumic ve ark., 2016; Tim, 2012).

Ribes rubrum’un 100 graminda; 56 kilokalori enerji, 1,40 g protein, 1,4 g total yag,
13,8 g krabonhidrat, 4,3 g diyet lifi, 7,37 g seker, 33 mg kalsiyum, 1 mg demir, 13 mg
magnezyum, 44 mg fosfor, 275 mg potasyum, 1 mg sodyum, 41 mg C vitamini, 8 mg
folat, 7,6 mg kolin, 2 g retinol es degeri vitamin A, 25 ug B karoten, 0,1 mg vitamin

E igerir. Ayrica antosiyanin ve polifenol bilesikler bakimindan da zengindir. Bu
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bilesenler ve vitamin C igerigi ile insan beslenmesinde 6nemli bir etkiye sahip olup
zararli bilesikler olan serbest radikal tiirleri iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptirler.
Yapilan caligsmalar tiim ham o6zlerin, siiperoksit radikallerine karsi oldukca aktif
oldugunu gostermektedir. Antidiyabetik, antihipertansif ve antioksidan aktivite
acisindan etkinligi ¢alismalarla ortaya konmustur (Sumic ve ark., 2016; Tim, 2012,
Duke ve ark., 2002). Calismalarin ¢ogu meyvelerin yumusak kisimlarinda bulunan
polifenolik bilesiklere odaklansada ayrica bazi sonuglar tohum yag igerigi nedeniyle
hamilelik sirasinda kullanimmnin  yeni dogmuslarda atopik dermatit riskini
azaltabilecegini gostermektedir (Vuorinen ve ark., 2016).

Geleneksel olarak R. rubrum antiskorbiit, laktasif, diliretik, detoksifiye edici
etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir. Yapraklarinin karigimi1 romatizmal semptomlari
gidermek icin haricen tercih etilmektedir. Ates diigiiriicii, terletici, menstruasyonu
tetikleyici, miishil etkili, istah arttirici, idrar soktiiriicii 6zelliklere sahip oldugu
diisiiniiliir. Kurutulmus yapraklarinin agiz enfeksiyonlar1 i¢in gargara soliisyonu
olarak kullaniminin faydali oldugu sdylenir. Meyveleri kozmetikte yorgun ve cansiz
cildi sikilastirmak igin kullanilir (Tim, 2012). Iskandinav iilkelerinde yapilan
calismalarda bagirsak kurtlarina kars1 kullanildig: belirtilmistir (Waller ve ark., 2001).
Meyve suyunun haricen Oksiiriikk ve astim tedavisi i¢in kullanildigi belirtilmistir

(Sari¢-Kundali¢ ve ark., 2010).

4.10. Deneysel Diyabet Modelleri

Glinlimiizde c¢esitli hastaliklarin patogenezinin anlagilmasi, hastaliktan korunma ve
tedavi segenckleri olusturulabilmesi i¢in deneysel hayvan modellerinin kullanimi
yaygindir. DM kronik ve yaygin bir yaygin hastaliktir ve hayvan modellerinde
deneysel olarak DM indiiksiyonu, DM nin patogenezinin ¢esitli yonlerinin anlagilmasi
ve nihayetinde yeni tedaviler bulunmasi i¢in esastir (Abu-Abeeleh ve ark., 2009).

Siklikl1 fare ve sigan olmak {izere kobay, hamster, tavsan, domuz, maymun, kopek ve
kedi gibi deney hayvanlar1 deneysel diyabet modeli olusturmak amaciyla
kullanilabilmektedir (Ontiirk ve Ozbek, 2007). Hayvanlarda DM’yi indiiklemek igin
cesitli modeller kullanilabilir. Bunlardan bir tanesi pankreasin cerrahi olarak

cikarilmasidir; ancak diyabeti tetiklemek i¢in pankreasin en az %90-95'inin
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cikarilmasi gerekmektedir. Transgenik modeller, viriisle olusturulan modeller, spontan
hiperglisemili modeller, eksperimental modeller (insulin antagonisti hormonlarin
yiiksek dozlari, yiiksek yagl ve sekerli diyetle besleme) ve daha siklikla tercih edilen
streptozotosin (STZ), alloksan kullanilan kimyasal ajanlarla indiikleme deneysel DM
modeli olusturmak icin kullanilan yontemlerdir (Akbarzadeh ve ark., 2007; Irer ve

Alper, 2004).

4.10.1. Streptozotosin

Deneysel olarak insanlardakine benzer DM’yi indiiklemek i¢in kullanilan STZ, 2-
deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-Dglukopiranoz ~ olarak  adlandirilan  bir
kimyasaldir. STZ, Streptomyces achromogens bakterisi tarafindan iiretilir. Kati halde
stabil degildir. Isiktan korunmasi ve -20°C’de dondurulmus olarak saklanmas1 gerekir.
Notral pH’da hizla dekompanze oldugundan kullanilacagi zaman taze olarak
hazirlanmali ve pH’s1 4-4,5 olacak sekilde sitrat tamponunda ¢ozdiiriilerek, 4°C’de,
1siktan korunarak hemen kullanilmalidir (Wu ve Yan, 2015; Ontiirk ve Ozbek, 2007;
Irer ve Alper, 2004; Szkudelski, 2001).

Streptozotosin, yapisinda bulunan glukoz molekiili araciligiyla plazma
membranindaki glukoz tasiyicisina baglanarak glukoz ile uyarilan insulin salinimini
baskilar. Pankreasin B hiicrelerine olan direk etkisiyle toksiktir. Glukoz molekiiliine
bagli olan reaktif metilnitrosolire ile STZ’nin sitotoksik etkilerini gdosterdigi
diistiniilmektedir. B hiicrelerinin plazma membranlarinda bulunan GLUT2 reseptorleri
ile glukoz taninir ve sitotoksik kismi pankreas [ hiicrelerine yonlendirerek f
hiicrelerinin harabiyetine sebep olur. Bu nedenle pankreas B hiicresi, STZ'nin spesifik
bir hedefidir. STZ’nin temel etki yerlerinden birisi DNA’dir. STZ’nin hiicre igine
GLUT?2 ile alindiktan sonra direk DNA bazlarinda alkilasyona sebep olup hiicreyi
oldiirdiigli ongoriilmektedir. GLUT2 karaciger ve bobreklerde de az miktarda
bulundugundan, yiiksek STZ dozlar karaciger ve bobrek fonksiyonlarint da bozabilir
ancak STZ’nin ¢ok kisa bir dmre sahip olmasi nedeniyle karaciger ve bobreklerde
akut toksisite kalict hiperglisemi elde edildikten sonra ihmal edilebilmektedir.
STZ’nin viicuttan atilmasindan sonra karaciger ve bobregin herhangi bir islevsel

bozuklugu, diyabetik hipergliseminin etkilerine baglanabilir. Bu nedenle STZ bu
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organlar ile beyin, kalp ve kas gibi diger organlardaki diyabetik komplikasyon
mekanizmalarinin ¢alisilmasinin temel modelini olusturmaktadir (Wu ve Yan, 2015;
Deeds ve ark., 2011; Irer ve Alper, 2004).

Streptozotosinin pankreas 3 hiicrelerini hasarlamasi ile hem Tip 1 DM hem de Tip 2
DM olusturulabilir. STZ, B hiicrelerinin geri doniisiimsiiz kaybina ve insiiline bagimli
diyabet modelinin olusmasina neden olabilirken, nikotinamid (NA) B hiicrelerinin
Olimiinii Onler. Bu nedenle deneysel diyabet modeli olusturulmasinda STZ
uygulamasi dncesi kullanilan ekzojen nikotinamid, B hiicrelerinin 6limiinii 6nleyerek
Tip 2 DM modelinin indiiklenmesinde rol oynar (Gtilsiin ve Sahin, 2017).
Streptozotosin uygulamasindan sonra ilk 2 saatte karacigerde glikojenin ani yikimina
bagli olarak kan glukozu yiikselir ve gegici hiperglisemi goriiliir. Bu durum uygulama
oncesi deney hayvaninin 12- 18 saat a¢ birakilmasi ile engellenebilir. Uygulamadan 6
saat kadar sonrasinda siddetli hipoglisemi faz1i baglar. Bu nedenle STZ
uygulamasindan sonraki ilk 24 saat hayvana %>5-10’luk dekstroz soliisyonu verilmesi
hipoglisemiden kaynaklanabilecek dliimleri engelleyebilir.Uygulamadan 10-12 saat
sonrasinda plazma insiilin diizeylerinin diismesiyle kalic1 hiperglisemi faz1 baslar (irer

ve Alper, 2004; Szkudelski, 2001).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Etanol (C,HsOH) MERCK
Dimetil siilfoksit (DMSO) MERCK
DPPH c¢ozeltisi MERCK
Askorbik asit MERCK
Troloks MERCK
Biitilhidroksi anisol (BHA) MERCK
Biitilhidroksitoluen (BHT) MERCK

2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik MERCK

asit) diammonyum tuzu

Potasyum persiilfat (K,S>Og MERCK
Borat tamponu MERCK
Tip V soya lipoksijenaz ¢ozeltisi MERCK
Linoleik asit ¢ozeltisi MERCK
Indometasin MERCK
Sodyum fosfat tamponu (pH 6,9) MERCK
Nisasta MERCK
Dinitrosalisilik asit (DNSA) MERCK
Akarboz MERCK
Alfa glukozidaz enzimi MERCK
p-nitrofenil-a-D-glukopiranozit (pNPGQG) MERCK
Folin-Ciocalteau soliisyonu MERCK
Sodyum siilfat (Na>SOs) MERCK
Kersetin MERCK
Gallik asit MERCK
Sodyum nitrit (NaNO>) Sigma-Aldrich
Aluminyum klorid heksahidrat (AICI;.6H,O0) MERCK
Sodyum hidroksit (NaOH) MERCK
Potasyum kloriir (KCL) MERCK
Glibenklamid Nobel (Gliben 5 mg)
Streptozotosin Santa Cruz
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Serum fizyolojik
Nikotin amid (NA)
Kolesterol dl¢tim kiti

Trigliserit 6l¢tim kiti

Trisodyum sitrat (Na;CsHsO7)

Eter

Formaldehit

JC-1

Anti-CD62P antikor (FITC)
Fosforik asit (H;PO4)
Sulfanilamid
Naftiletilendiamin

Ure 6l¢iim kiti

ALT ol¢tim kiti

AST 6l¢giim kiti
Gama-glutamil p-nitroanilid
Glisilglisin

Tris

Hidroklorik asit (HCL)
Trikloro asetik asit (TCA)
TNF-alfa 6l¢tim kiti

5.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Rotary evaporator
Buzdolab1

Derin dondurucu -20° C
Derin dondurucu -80° C
Elektronik terazi

Mikro plaka okuyucu
Sicak su banyosu
Glukometre

ELISA Yikayicisi

Etiiv

Polifarma

Santa Cruz

Biolabo (Cat No:80106)
Biolabo (Cat N0:80019)
MERCK

MERCK

MERCK

Abcam ab113850
Abcam ab73972
MERCK
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biolabo (Cat N0:92032)
Biolabo (Cat No:80027)
Biolabo (Cat No: :80025)
SIGMA (ABD)

SIGMA (ABD)
MERCK

MERCK

Sigma-Aldrich

Abcam, ab46070 Rat ELISA Kit

R- 300 Buchi
Vestel

Bosch(Almanya)

Metler Toledo MP 220 (italya)

Scaltec(Almanya)
EPOCH,BIOTEK
Memert (Almanya)

Accu Check Performa Nano

RT-2600C
Binder (Almanya)
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Homojenizator IKA -WERK RW 14H

Florometre Promega modulus II microplate
Otomatik ve yar1 otomatik pipetler Rainin (1-10pl, 10-100pl,

100- 1000ul, 50-200ul)
Nanodrop Epoch( BIOTEK)
Sonikator Bandelin
PH metre Metler Toledo
Santrifiij Hettich Universal

5.3. Ribes rubrum Bitki Ekstresinin Hazirlanmasi

Ribes rubrum bitkisinin meyveleri yerel ticari marketten satin alindi. Meyve Dr. Ogr.
iiyesi Ismail Senkardes tarafindan teshis edildi. Meyvenin birka¢ 6rnegi, Marmara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu‘nda (MARE) 22298 numara ile
kayithdir. Invitro yapilacak ¢alismalar i¢in meyveler taze olarak tartilip havanda biraz
ezilip 500 ml’lik erlenmayerde her defasinda 24 saat olmak tizere 3 defa %96 etanol,
su ve %50 etanol ile maserasyona birakildi. Bekletme siiresinin sonunda ¢ozeltiler
stizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintiilerin ¢oziiciileri rotary evaporator cihazi
kullanilarak 40°C’yi ge¢meyen sicaklikta ucuruldu. Elde edilen ekstreler analiz
stiresine kadar +4 °C’de saklandi.

Elde edilen ekstrelerin her biri 5 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde DMSO ile
¢oOziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢bzeltilden, her seferinde 1:8 oraninda olmak
iizere DMSO ile diliie edilerek 0,63 mg/ml, 0,08 mg/ml ve 0,01 mg/ml

konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi.

Resim 2. Ribes rubrum meyvelerinin sirasiyla; sulu, %100 etanol, %50 etanol ekstreleri.
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Calisma gruplarina verilmek tizere ekstre hazirlanan R. rubrum bitkisinin meyveleri,
yerel ticari marketten mevsiminde taze olarak alinip -20°C’de saklandi. Yaklasik 180
g meyve calisma Oncesinde oda 1sisinda ¢ozdiiriilerek, havanda biraz ezilip 500 ml’lik
alt1 diiz balonda her defasinda 24 saat olmak iizere 3 defa %100 etanol ile maserasyona
birakildi ve bekletme siiresinin sonunda siizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin
¢oziiciisii, rotary evaporatdr cihazi kullanilarak 40°C’yi gegmeyen sicaklikta uguruldu.
Elde edilen ektre, sican basina 100 mg/kg ve 500 mg/kg dozunda uygulanacak sekilde

serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek ¢alisma siiresince +4°C’de saklandi.

5.4. Ribes rubrum Bitki Ekstresi ile Yapilan In Vitro Cahismalar
5.4.1. DPPH" radikalini siipiiriicii aktivite tayini

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, Zou ve arkadaglarinin metoduna gore tayin edildi
(Zou ve ark., 2011). R. rubrum meyvesinin %100 etanol ekstresinin (%100 RRE),
%350 etanol ekstresinin (%50 RRE) ve sulu ekstresinin (%100 RRS) 5 mg/ml
konsantrasyonda DMSQO’da hazirlanan stok ¢ozeltisi ve stok ¢ozeltiden 1:8 oraninda
diliie edilerek hazirlanan 3 farkli konsantrasyondaki ekstrelerden (n:4) 10 pl,
mikroplaka kuyucuklarina aktarilip iizerlerine 190 pl 0,1 mM’lik DPPH ¢dzeltisi ilave
edildi. Karigimlar 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildiktan sonra
absorbanslari 517 nm’de mikro plaka okuyucuda kor olarak kullanilan DMSQO’ya kars1
Olciildi. Standart olarak askorbik asit ¢ozeltisi, troloks, BHA ve BHT kullanildi.
Ekstrelerin, ortamdan DPPH® radikali siipiirme yiizdesi asagidaki formiile gore
hesaplandi;

DPPH" radikali stiptirme ylizdesi (%): [(A kontrol (kontroliin absorbansi) - A

ornek (6rneklerin absorbansi)) / A kontrol] x100

A kontrol: DPPH ¢6zeltisi ve DMSO igerir.

A ornek: DPPH c¢ozeltisi ve 6rnek soliisyonlarini igerir.

Sonuglar, DPPH® radikalinin % 50’sini ortadan kaldiran ekstrelerin inhibisyon

konsantrasyonlar1 (IKso) degeri ile ifade edildi.
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Resim 3. DPPH" deneyi mikro plaka goriintiisii.

5.4.2. ABTS" radikalini siipiiriicii aktivite tayini

Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri, Zou ve arkadaglarinin metoduna gore tayin edildi
(Zou ve ark., 2011). Total antioksidan kapasite tayininde kullanilan ABTS®
radikalinin iiretimi i¢in, 7 mM ABTS, 2,45 mM K2S:20s ile karistirilip reaksiyon
karanlikta, oda sicakliginda (23 °C), 16 saat inkubasyona birakildi. ABTS™" ¢6zeltisi
analitik saflikta % 96’ lik etanol ile 734 nm’de 0,700 + 0,050 absorbans degerine gore
diliie edildi. %100 RRE, %50 RRE ve %100 RRS’nin 5 mg/ml konsantrasyonda
DMSO’da hazirlanan stok ¢ozeltisi ve stok ¢ozeltiden 1:8 oraninda diliie edilerek
hazirlanan 3 farkli konsantrasyondaki  ekstrelerden (n:4) 10 pl, mikroplaka
kuyucuklarina aktarilip {izerlerine 190 pul ABTS™ soliisyonu eklendi. Cozelti, 30
dakika oda sicakliginda inkube edildikten hemen sonra 734 nm’de mikro plaka
okuyucuda olgiildii. Kontrol olarak 10 ul DMSO, standart olarak askorbik asit
¢ozeltisi, troloks, BHA ve BHT kullanildi. Ortamdan ABTS'" radikali siiplirme
yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi;

ABTS"" radikali stipirme ylizdesi (%): [(A kontrol - A 6rnek) / A kontrol] x100

A kontrol: ABTS™ ¢ozeltisi ve DMSO igerir.

A 6rnek: ABTS™ ¢ozeltisi ve ornek soliisyonlarini igerir.

Sonuglar IKso degeri olarak ifade edildi.
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Resim 4. ABTS"" deneyi mikro plaka goriintiisii.

5.4.3. Anti-inflamatuar etkinin belirlenmesi

Phosrithong ve arkadaglar1 tarafindan tarif edilen anti-inflamatuar aktivite metodu,
biraz degisiklikle gerceklestirildi. Yontem 96 kuyucuklu mikroplaka formatina
uyarlandi (Phosrithong ve ark., 2016; Yildirim ve ark., 2019). Test i¢in kuvars 96
kuyucuklu mikroplaka kullanildi. 4’er 6rnek olacak sekilde, 10 ul %100 RRE, %50
RRE ve %100 RRS nin DMSQO’da ¢oziilerek hazirlanan 5 mg/mL konsantrasyondaki
stok ¢ozeltisi ve stok ¢ozeltinin 2 kez 1:8 oraninda diliie edilerek hazirlanan farkli
konsantrasyondaki ekstreler iizerine, 20 ul su, 20 ul etanol ve 25 ul borat tamponu
eklenip ardindan tampon igerisinde 25 pul tip V soya lipoksijenaz ¢ozeltisi (20.000
U/ml) ilave edildi. Karisim 5 dakika 25°C'de inkiibe edildikten sonra 100 ul 0.6 mM
linoleik asit ¢ozeltisi ilave edilip iyice karistirildi ve 234 nm'de absorbanstaki degisim
6 dakika siireyle kaydedildi. Indometasin referans standart olarak kullanildi. Anti-
inflamatuar etki acisindan ylizde inhibisyon asagidaki formiile gore hesaplandi;
Yiizde inhibisyon: [(A kontrol - A 6rnek) / A kontrol] x100

A kontrol: kontroliin absorbansi, A 6rnek: 6rneklerin absorbansi olarak alindi.

Sonuglar iKso degeri olarak ifade edildi.
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5.4.4. Antidiyabetik etkinin belirlenmesi

Ramakrishna ve arkadaslar1 (2017) tarafindan tarif edilen antidiyabetik aktivite
yontemi, kiiclik degisiklikle uygulandi. Yontem 96 kuyucuklu mikroplaka formatina

uyarlandi.

5.4.4.1. Alfa-amilaz inhibisyonunun belirlenmesi

Dorder 6rnek olacak sekilde, 10 ul %100 RRE, %50 RRE ve %100 RRS DMSO’da
coziilerek hazirlanan 5 mg/ml konsantrasyondaki stok cozeltiden diliisyonlar ile
hazirlanan farkli konsantrasyondaki ekstreler tizerine 15 pl 0.02 M sodyum fosfat
tamponu (pH 6.9, 0.006 M sodyum kloriir (NaCl) ile) ve 25 pl tamponda hazirlanan o
-amilaz (0.5 mg/ml-15 iinite) enzimi karistirildi. Karisim 10 dakika, 25°C'de inkiibe
edildi. Ardindan, her kuyucuga tamponda hazirlanan %1°lik nisasta ¢ozeltisinden 25
ul ilave edildi ve tekrar 10 dakika, 25 °C'de inkiibe edildi. Reaksiyon, 50 pl DNSA
ile durduruldu ve 10 dakika, 90°C’lik kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
Inkubasyondan sonra ¢ozeltiler oda sicakligina kadar sogutulup iizerlerine eklenen 225
ul distile su ile seyreltilerek 540 nm’de &lgiildii. Olgiimler 3 defa tekrarlandi. Standart
olarak akarboz kullanildi. Ekstrelerin, enzim aktivitesini inhibe etme yiizdeleri
asagidaki formiile gore hesaplandi.

Alfa- amilaz enzimini inhibe etme yiizdesi (%): (A kontrol - A 6rnek / A kontrol)
x100

A kontrol: Ekstre hari¢ (onun yerine DMSO) tiim bilesenleri igerir.

A ornek: Ekstre dahil tiim bilesenleri igerir.

Sonuglar [Kso degeri olarak ifade edildi
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Resim 5. Alfa-amilaz inhibitor aktivite tayini deneyi

5.4.4.2. Alfa-glukozidaz inhibisyonunun belirlenmesi

Dorder 6rnek olacak sekilde, 10 ul %100 RRE, %50 RRE ve %100 RRS DMSO’da
coziilerek hazirlanan 5 mg/ml konsantrasyondaki stok cozeltiden diliisyonlar ile
hazirlanan farkli konsantrasyondaki ekstreler iizerine 40 ul 0.1 M sodyum fosfat
tamponu (pH 6.9) ve 100 pl tamponda hazirlanan a-glukozidaz (Saccharomyces
cerevisiae‘den elde edilmis) enzimi eklendi. Karigimlar 10 dakika, 25 °C'de inkiibe
edildi. Ardindan ¢ozeltilerin lizerine tamponda hazirlanan 50 ul 5 mM pNPG eklendi.
Karigimlar 5 dakika boyunca 25°C'de tekrar inkiibe edilerek, absorbanslar1 405 nm’de
inkiibasyondan once ve sonra mikroplaka okuyucuda 6lgiildii. Olgiimler 3 defa
tekrarlandi. Standart olarak akarboz kullanildi. Ekstrelerin, enzim aktivitesini inhibe
etme yiizdeleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

Alfa-glukozidaz enzimini inhibe etme yiizdesi (%): (A kontrol - A 6rnek/ A kontrol)
x100

A kontrol : Ekstre hari¢ (onun yerine DMSO) tiim bilesenleri igerir.

A ornek : Ekstre dahil tiim bilesenleri igerir.

Sonuglar iKso degeri olarak ifade edildi.
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Resim 6. Alfa- glukozidaz inhibitor aktivite tayini deneyi.

5.4.7. Toplam fenolik madde miktarmin (TFM) belirlenmesi

Ekstrelerin toplam fenolik igerigi, Folin-Ciocalteau soliisyonu kullanilarak Gao ve
arkadaslar tarafindan Onerilen metoda gore 96 kuyucuklu mikroplaka formatina
uyarlanarak yapildi (Gao ve ark., 2000; Yildirim ve ark., 2019). %100 RRE, %50 RRE
ve %100 RRS’den DMSO’da ¢oziilerek hazirlanan 5 mg/ml konsantrasyondaki stok
cozeltiden dillisyonlar ile hazirlanan farkli konsantrasyondaki ekstrelerden 10 pl
orek (n:4) mikroplakalara alindi. Ardindan sirasiyla; 20 ul Folin-Ciocalteau
soliisyonu, 200 pl distile su ve 100 pl % 15’lik Na2SOs4 ilave edildi. Cozeltiler 765
nm’de mikro plaka okuyucuda kor olarak kullanilan DMSO’ya karsi olciildii.
Olgiimler 3 defa tekrarlandi. Standart egri grafigi icin, gallik asit kullanilarak (500 -
0,977 nug/ml) her bir konsantrasyona karsilik gelen absorbanslar 6l¢iildii. Ekstrelerin
toplam fenolik igerikleri, bu grafikten hesaplanarak, sonu¢lar mg gallik asit esdegeri

(GAE)/g bitki ekstresi olarak ifade edildi.
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Resim 7. Toplam fenolik madde miktar tayini deneyi.

5.4.8. Toplam flavonoid miktarimin (TFLM) belirlenmesi

Ekstrelerin toplam flavonoid icerigi Zhang ve arkadagslari tarafindan onerilen metoda
gore 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak yapildi (Zhang ve ark., 2013;
Yildirim ve ark., 2019). %100 RRE, %50 RRE ve %100 RRS’den DMSO’da
coziilerek hazirlanan 5 mg/mL konsantrasyondaki stok cozeltiden dillisyonlar ile
hazirlanan farkli konsantrasyondaki ekstreler 25 ul mikroplakalara alindiktan sonra
iizerine 125 pl distile su ve 7,5 pul % 5 NaNO:z ilave edildi. 6 dakika 25°C'de inkube
edildikten sonra ¢ozeltinin lizerine 15 pl % 10 AlCI3.6H20 eklendi. 5 dakika 25°C'de
inkubasyondan sonra 50 pul 1M NaOH eklenip iizeri distile su ile 250 ul’ye
tamamlandi. Cozeltiler hemen 510 nm’de mikro plaka okuyucuda kor olarak
kullanilan DMSO’ya kars1 6lgiildii. Standart egri grafigi i¢in, kersetin kullanilarak
(500- 0,977 pg/ml) her bir konsantrasyona karsilik gelen absorbanslar 6l¢iildii.
Ekstrelerin toplam flavonoid igerikleri, bu grafikten hesaplanarak, sonuglar mg

kersetin esdegeri (KE)/g bitki ekstresi olarak ifade edildi.
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Resim 8. Toplam flavonoid madde miktar tayini deneyi.

5.5. Calisma Gruplar1 ve Deney Protokolii

Calisma igin Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
“99.2018.mar” protokol kodu ile etik kurul onay1 (Ek-1) alinmistir.

Marmara Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
(DEHAMER) yetistirilen disi, 200-300 g agirliginda Sprague-Dawley sicanlar
randomize bir sekilde kontrol, diyabetik kontrol, glibenklamid, R. rubrum-100 mg/kg,
R. rubrum-500 mg/kg olmak tizere her grupta n:6 olacak sekilde ayrildi. Siganlarin
calisma Oncesinde 1 hafta ortama adaptasyonu saglandi. Sicanlar 21°C+2, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik siiresince nem %45-50 olacak sekilde otomatik ayarlanan
odalarda, seffaf kafeslerde, standart sican yemi ile beslenecek sekilde tutuldu. Su ve
standart yem ad libitum sunuldu.

Kontrol (K) grubu: 14 giin siireyle her giin 0,2 ml/100 g serum fizyolojik gavaj yolu
ile oral olarak verildi.

Diyabetik kontrol (DK) grubu: 65 mg/kg STZ uygulamasin takiben 72 saat sonra kan
glukoz diizeyi >250 mg/dl olan hayvanlara 14 giin siireyle her giin, 0,2 ml/100 g serum
fizyolojik gavaj yolu ile oral olarak verildi.

Glibenklamid (G) grubu: 65 mg/kg STZ uygulamasimi takiben 72 saat sonra kan
glukoz diizeyi >250 mg/dl olan hayvanlara 14 giin siireyle her giin, 0,2 ml/100 g serum
fizyolojik i¢inde ¢oziilen 5 mg/kg glibenklamid gavaj yolu ile oral olarak verildi.
Ribes rubrum- 100 mg/kg (R100) grubu: 65 mg/kg STZ uygulamasini takiben 72 saat
sonra kan glukoz diizeyi >250 mg/dl olan hayvanlara 14 giin siireyle her giin, 0,2
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ml/100 g serum fizyolojik i¢inde ¢dziilen 100 mg/kg %100 etanollii R. rubrum meyve
ekstresi gavaj yolu ile oral olarak verildi.

Ribes rubrum- 500 mg/kg (R500) grubu: 65 mg/kg STZ uygulamasini takiben 72 saat
sonra kan glukoz diizeyi >250 mg/dl olan hayvanlara 14 giin siireyle her giin, 0,2
ml/100 g serum fizyolojik i¢inde ¢oziilen 500 mg/kg %100 etanollii R. rubrum meyve
ekstresi gavaj yolu ile oral olarak verildi.

Deney oOncesi tim gruplarda, gece aclhigi sonrast kan glukoz degerleri ve viicut
agirliklart dl¢tildi ve ardindan diyabet modeli olusturulan gruplara, 100 mg/kg NA,
0,2 ml/100 g serum fizyolojik i¢inde ¢oziilerek intraperitoneal (i.p) enjeksiyon ile
verildi. NA uygulandiktan 15 dakika sonra, 65 mg/kg STZ, uygulama aninda 0,1
ml/100 g, 0,1 M sitrat tamponunda (pH:4,5) ¢oziilerek i.p enjeksiyon ile verildi. STZ
uygulamasi sonrasi 24 saat boyunca %10’luk dekstroz ¢ozeltisi iceren su verildi. STZ
uygulamasini takiben 72. saatte kuyruk veninden alinan kan 6rneginde kan glukoz
degerleri 6l¢iildii ve kan glukoz degeri 250 mg/d]’nin iistiinde olanlar diyabetik olarak
degerlendirilerek tiim gruplarda deney siireci baslatildi. Tiim gruplar ¢calisma siiresince

poliiiri, polidipsi ve polifaji acisindan izlendi.

5. 6. Kan Glukoz Degerleri ve Viicut Agirhiklar1 Olciimii

Sicanlarin, viicut agirliklart deney baslangicinda 12 saat agligi takiben STZ 6ncesinde
Ol¢iildii ve deney stiresince gavaj uygulamasini takiben 5. giin, 9. giin ve 14. giinlerde
Olctimler tekrarlandi.

Kan glukoz degerleri, glukometre kullanilarak deney baslangicinda gece aghigimi
takiben STZ oncesinde kuyruk veninden alinan 1 damla kan ile olgiildi. STZ
uygulamasini takiben 72. saatte ve gavaj uygulamasini takiben 5. giin, 9. giin ve 14.
giinlerde kan glukoz degerleri, kuyruk veninden alinan kanda glukometre kullanilarak
Olctildii. 15.glinde inhalasyon ile eter anestezisi altina alinan siganlardan kapiller

(hemotakrit) tiip, orbital pleksusa 45° C’lik ag1 ile batirilarak kan 6rnekleri alindu.
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5.7. Doku ve Plazma Eldesi

Diyabet gelisimini takiben 14.giinlinli tamamladiginda, tim gruplardaki hayvanlar
idame dozdaki eter ile anestezi edildi. Kan 6rnekleri 1:9 oraninda % 3,8’lik sodyum
sitrat iceren tliplere alindi ve aliman kan Ornekleri 15 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 1 500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiplerin
ist kismindaki trombositten zengin plazma (PRP), pipet yardimiyla alinarak ependorf
tiiplere aktarilip trombosit P selektin diizeyi Ol¢limii, mitokondriyal membran
polarizasyonu, protein ve nitrit diizeyleri 6l¢iimii i¢in kullanildi. Kalan kan 3 000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ayrilan plazma ependorf tiiplere aktarilip nitrit,
trigliserit, kolesterol, iire, ALT, AST, GGT, TNF-a diizeylerinin dl¢iilmesi i¢in -20°
C derin dondurucuda sakland1

Sicanlardan kan 6rnekleri alindiktan sonra tiim gruplardan pankreas ve karaciger doku
ornekleri alindi. Dokular serum fizyolojik ile yikandiktan sonra filtre kagidinda
kurutuldu ve TNF-a diizeylerinin dl¢iilmesi i¢in derin dondurucuda saklandi. Analizler
oncesinde derin dondurucuda saklanan dokular oda 1sisinda ¢oziilerek 1:10 oraninda
0,15 M KCL iginde milli homojenizator ile homojenize edildi. Daha sonra
homojenatlar soguk sartlarda ultrasonikatorde tekrar homojenize edildi. Santrijiij edidi

ve list fazda TNF-a diizeyleri dl¢iildii.

5.8. Trombosit P-selektin Diizeyleri Ol¢iimii

P selektin (CD62P), C tipi lektin ailesinin bir iiyesi, stimiilasyon {izerine trombositlerin
a-graniillerinden hiicre yiizeyine hizli bir sekilde translokasyona ugrar. Bu
glikoproteinin hiicre yiizeyine translokasyonu ve diizeylerinin Ol¢iimii trombosit
aktivasyonunun iyi bir gostergesi olarak degerlendirilir (Hsu- Lit ve ark, 1984). P
selektin diizeyleri florometrik olarak floresan izotiyosiyanat (FITC) isaretli CD62P
kullanilarak 6l¢iildii ve akim sitometrisi yontemi mikroplaka okuyucuna adapte edildi.
PRP 6rnekleri CD62P-FITC ile inkiibe edildikten sonra floresan yogunlugu dlgiilerek
saptand1. Kisaca deneyin yapilisi;

1. Ependorf tiiplere 200 pul PRP 6rnekleri koyuldu ve iizerlerine 2,5 pl

CD62P-FITC eklenerek 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
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2. Inkubayon sonras1 3 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifligasyon sonras1 ependorflardaki {ist faz dokiilerek tiiplerin
kenarlar1 iyice kurulandi ve dipte ¢oken hiicreler 200 pl serum fizyolojik
ile siispande edildi.

4. Ornekler siyah mikro plaka kuyucuklarma alinarak florometrede
(Ekzitasyon: 488 nm/Emisyon: 515-545 nm) 6l¢iim yapildi. Sonuglar RFU
olarak ifade edildi.

5.9. Trombosit Mitokondriyal Membran Polarizasyonu (MMP)

Mitokondri membran polarizasyonu degisikligi mitokondriyal apoptozun
gostergesidir. Membran polarizasyonu katyonik boya 5,5,6,6’-tetrakloro-1,1",3,3”
tetraetilbenzimi dazoilkarbosiyanin iodid (JC-1) ile florometrede 6lgiildii. Olgiim
yonteminde biraz degisiklik yapildi. Saglikli mitokondriler normal membran
potansiyele sahiptir. JC-1 boya negatif yiiklii mitokondriye girer, birikir ve
kendiliginden kirmiz1 floresan J-agregatlar1 olusturur. Buna karsilik, sagliksiz veya
apoptotik hiicrelerde JC-1 boyasi, mitokondriye girer. Mitokondrinin i¢i artan
membran gecirgenligi ve bunun sonucunda elektrokimyasal potansiyel kaybi
nedeniyle daha az negatiftir. Bu sart altinda, JC-1, J agregatlarinin olugumunu

tetiklemek icin yeterli bir konsantrasyona ulasamaz, boylece orjinal yesil floresansini

korur (Sivandzade ve ark., 2019).

Diisiik mitokondriyal membran potansiyeli

« JC1 monomer

& IC 1 polimer .
Depolarizasyon

Yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli

Sekil 9. JC-1 boya ile MMP
(https://www.gbiosciences.com/Bioassays/Cell Health Assay/Apoptosis-Assays-Accessories/JC-1,
Erisim tarihi: 7 Aralik 2019, degistirilerek kullanilmigtir)
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Deneyin yapilisi;
200 pl PRP+ 2,5 pl (final konsantrasyon:2 pmol/L) JC-1

10 dakika oda 1si1sinda inkiibasyon

3 000 rpm’de 5 dakika santrifiij

Ust faz dokiiliip, 200 ul serum fizyolojik ile siispansiyon

Florometrede 6l¢iim
Ornekler siyah mikro plaka kuyucuklarina almarak florometrede iki filtrede (yesil
ekzitasyon: 488 nm/emisyon: 500-550 nm, kirmizi ekzitasyon: 561 nm/Emisyon:
560-610 nm) Sl¢iim yapildi. Sonuglar kirmizi /yesil floresans orani olarak ifade

edildi.

5.10. Protein Tayini

Trombosit Orneklerinin protein igerigi tayini Warburg ve Christian (280/260 nm
absorbsiyonu) yontemine gore nanodrop kullanilarak 6l¢iildii (Warburg ve Christian,
1941).

5.11. Nitrit Diizeylerinin Ol¢iimii

Biyolojik sivilarda NO, hizla nitrit (NO2™ ) ve nitrata (NO3") doniistiigiinden NO

diizeyleri, dayanikli son tiriinleri olan nitrit ve nitratin 6l¢iilmesi prensibine dayanarak

saptanabilir.
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Calismamizda nitrit diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Nitrit diizeylerinin 6l¢liimii; asidik ortamda
nitritin aromatik bir amin olan siilfanilamid ile diazotizasyonu sonucu olusan tuzun
naftiletilendiamin ile pembe renkli bir kompleks olusturmasi prensibine dayanir.
Kullanilan ¢ozeltiler

o % 2,5 fosforik asit ¢ozeltisi

e % 1 sulfanilamid ¢6zeltisi (%2,5 fosforik asitte hazirland1)

e % 0,5 naftiletilendiamin ¢ozeltisi (%2,5 fosforik asitte hazirland1)

e Standardin hazirlanmasi: 10 mM sodyum nitrit (NaNOz) stok ¢dozeltisi

hazirlandi ve bu ¢ozeltiden diliisyonlarla 0-30 pM standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Deneyin yapihis
Yontem 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak asagida yer alan protokole

gore ¢alisildi ve olusan rengin absorbansi 540 nm’de spektrofotometrede 6l¢iildii.

Kor Ornek Standart
Distile su 25 pul - -
Ornek F 25 ul -
Standart - - 25 ul
Siilfonilamid ¢6zeltisi 50 pl 50 pul 50 pl
Naftiletilendiamin cozeltisi 50 pl 50 pl 50 pl

Resim 9. Nitrit diizeylerinin 6l¢timi
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5.12. Trigliserit Diizeylerinin Olciimii

Trigliserit diizeylerinin 6l¢iimii ticari kit kullanilarak yapildi. Trigliserit 6l¢iimii
gliserolii agiga c¢ikarmak icin enzimatik ve alkali hidrolizi igeren bir prensibe
dayanmaktadir. Bu reaksiyonlar:
Trigliserit Lipaz Gliserol + Yag asidi
—
Gliserol + ATP Gliserol Kingaz Gliserol-3-fosfat + ADP
Gliserol-3-fosfat + O, GPO Dihidroksiasetonfosfat + H,O,
—>
H202 + 4- klorofenol + PAP POD Kuanonemin + 2H,O
—
Kit icerigi
. Tampon (R1) :

Magnezyum klorit 9,8 mmol/l
Kloro-4-fenol 3,5 mmol/l
Koruyucu

. Enzim (R2) :

Lipaz > 1000 IU/1

Peroksidaz (POD) > 1700 IU/1

Gliserol 3 fosfat oksidaz (GPO) > 3200 IU/I

4-Amino-antifirin (PAP) 0,5 mmol/l

Adenozin trifosfat Na (ATP) 1,3 mmol/I
o Standart :

Trigliserit 200 mg/dl (2,28 mmol/1)
Deneyin yapilisi

Kit prosediiriine gore yontem 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak

asagidaki protokole gore caligildi.

Kor Standart Ornek
Distile Su 10 pl - -
Standart - 10 pl -
Ornek - - 10 ul
Reaksiyon Cozeltisi 200 ul 200 pl 200 ul

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip absorbans1 500 nm’de spektrofotometrede
ol¢iildii. Sonuglar agagidaki formiile gore hesaplandi;

Sonug¢= (Ornek absorbans1)/Standart absorbansi) x Standart konsantrasyonu
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5.13. Kolesterol Diizeylerinin Ol¢iimii

Kolesterol diizeylerinin 6l¢timii ticari kit kullanilarak yapildi. Prensibi:
Kolesterol ester  CE Kolesterol +Serbestyag asidi
_
Kolesterol + O2  CO Kolestenon + H,O2
- .
2H202 + Fenol + PAP__POD ___,, Kuanonemin(pembe) + 4 H>O
Kit icerigi
. Tampon (R1):

Fosfat tamponu 100 mmol/I
Kloro-4-fenol 5 mmol/l
Sodyum kolat 2,3 mmol/l
Triton x 100 1,5 mmol/l
Koruyucu

. Enzim (R2):
Kolesterol oksidaz (CO) > 100 IU/I
Kolesterol esteraz (CE) > 170U/l

Peroksidaz (POD) > 1200 IU/
4-Amino-antifirin (PAP) 0,25 mmol/l
PEG 6000 167 pmol/l
. Standart :
Kolesterol 200 mg/dl (5,17 mmol/l)
Deneyin yapilisi

Kit prosediiriine gore yontem 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak

asagidaki protokole gore ¢aligildi.

Kor Standart Ornek
Distile Su 10 ul - -
Standart - 10 pl -
Ornek - - 10 pl
Reaksiyon Cozeltisi 200 pl 200 pl 200 pl

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilip absorbanst 500 nm’de spektrofotometrede
Olciildii. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi;

Sonug= (Ornek absorbansi) / Standart absorbansi) x Standart konsantrasyonu
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5.14. Ure Diizeylerinin Ol¢iimii

Ure diizeylerinin dl¢iimii ticari kit kullanilarak yapildi. Prensibi:
Ure +H20  Ureaz  2NH3 + CO:
—_—
NH;+ oksoglutarat+ NADH+ H* GLDH  Glutamat + NAD" + H>O
2
Kit icerigi
. Tris Tampon (R1):
Tris pH 7.9 £ 0,1, 30°C 80 mmol/l

Oksoglutarat 5 mmol/l

Koruyucu
o Enzim koenzim (R2):

NADH (CO) > 0,21U1

Ureaz 20 000 1U/

GLDH > 1200 U/
. Standart:

Ure 400 mg/dl (6,6 mmol/l)
Deneyin Yapihsi

Kit prosediiriine gore yontem 96 kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak

asagidaki protokole gore calisildi.

Kor Standart Ornek
Distile Su Sul - -
Standart - Sul -
Ornek - - 5ul
Reaksiyon Cozeltisi 200 ul 200 ul 200 pl

Oda sicakliginda 30 saniye inkiibe edilip 340 nm’de spektrofotometrede 1. absorbans,
90 saniye sonra 2. absorbans 0l¢iildii. Sonuglar agsagidaki formiile gore hesaplandi;
Sonucg= (Ornek absorbans1 (1.absorbans - 2.absorbans) / Standart absorbansi

(1.absorbans - 2.absorbans)) x Standart konsantrasyonu
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5.15. Alanin Aminotransferaz (ALT) Diizeylerinin Ol¢iimii

ALT diizeylerinin dl¢limii ticari kit kullanilarak yapildi. Prensibi:

L-Alanin + a-Ketoglutarat ~ALT Piruvat + L- Glutamat
4—

Piruvat + NADH+H'T LDH  L-laktat + NAD'T + H20
e

Kit icerigi

. Reaktif (R1):
2-oksoglutarat 15 mmol/l
L- alanin 500 mmol/l
Laktat dehidrogenaz (LDH)> 1600 IU/I
NADH < 0,18 mmol/l
Tris tampon 100 mmol/l
pH 30°C de 7,5 £0,1

Deneyin Yapihisi

Reaktif 1,30 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi ve kit prosediiriine gére yontem 96

kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak asagidaki protokole gore ¢alisildi.

Kér Ornek

Distile Su 20 ul -
Ornek - 20 pl
Reaksiyon Gozeltisi 200 pl 200 pl

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilip spektrofotometrede 340 nm’de 1. 2. ve
3.dakikalardaki absorbanslar1 okundu. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplands;

ALT (IU/1)= ( A Absorbans/ A dakika)x 1746
5.16. Aspartat Aminotransferaz (AST) Diizeylerinin Olciimii

AST diizeylerinin 6l¢iimil ticari kit kullanilarak yapildi. Prensibi:

L-Aspartat + 2-oksoglutarat _AST_ Oksaloasetat + L-Glutamat
<—

Oksaloasetat + NADH + HT MDH L-laktat + NAD ™"
—

62



Kit icerigi
. Reaktif (R1):

EDTA 5 mmol/l

2-oksoglutarat 12 mmol/l

L- aspartat 200 mmol/l

Malat dehidrogenaz (MDH) 495 1U/1

LDH 820 U/

NADH < 0,18 mmol/l

Tris tampon 80 mmol/I

pH 30°C de 7,8 0,1
Deneyin Yapihisi

Reaktif 1,30 ml distile suda ¢oziilerek hazirland1 ve kit prosediiriine gére yontem 96

kuyucuklu mikroplaka formatina uyarlanarak agsagidaki protokole gore ¢alisildi.

Kor Ornek

Distile Su 20 ul -
Ornek - 20 ul
Reaksiyon Cozeltisi 200 pl 200 pl

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilip spektrofotometrede 340 nm’de 1. 2. ve
3.dakikalardaki absorbanslari okundu. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplands;

AST (IU/L)= (A Absorbans/ A dakika)x 1746

5.17. Gama Glutamil Transferaz (GGT) Aktivitesinin Ol¢ciimii

GGT aktivitesi tayini Szasz’in metoduna gore biraz degisiklikle yapildi (Szasz, 1968).
Kullanilan c¢ozeltiler
o 57 mM HCL
o 4 mmol/l gama-glutamil p-nitroanilid 57 mM HCL iginde hazirlandu.
o 40 mmol/1 glisilglisin 185 mmol/L Tris HCI tamponu i¢inde hazirlandi.
o 185 mmol/l Tris
. % 25’lik TCA
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Deneyin yapihist

Aynmi hacimdeki gama-glutamil p-nitroanilid, glisilglisin ¢dzeltileri karistirildi.
Karisimin son pH 8,2 olmalidir. GGT tayini i¢in 20 pl 6rnek tizerine 200 pl hazirlanan
¢ozeltiden ilave edildi. Hazirlanan karigsim lizeri kapatilarak 37°C’ de 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 25 pl TCA eklenerek reaksiyon durduruldu ve 405 nm’de 1., 2., ve 3.
dakikalarda absorbanslar1 6l¢iildii. GGT aktivitesi asagidaki formiille gore hesaplandi.
GGT (IU/1)= (A Absorbans/ A dakika)x 1111

5.17. Tiimor Nekroz Faktor (TNF)-o Diizeylerinin Ol¢iilmesi

TNF-a diizeyleri, ticari kit kullanilarak enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA)
yontemi ile olgtldii.
Kit icerigi

. TNF-a spesifik antikor kapli mikroplaka

o TNF-a standardi

o 10X standart diliisyon tampon
o Biyotinlenmis anti-TNF-a
. Biyotinlenmis antikor diliisyon ¢ozeltisi

. Streptavidin-HRP
. HRP diliisyon ¢ozeltisi
o 200X yikama tamponu

. Kromojen TMB substrat ¢ozeltisi
. Standart
. Durdurma ¢6zeltisi

Cozeltilerin Hazirlanmasi
. 1X standart diliisyon tamponu: 10X Standart diliisyon tamponu, distile
su ile 10 kat diliie edilerek hazirlandi.
o 1X yikama tamponu: 200X yikama tamponunun distile su ile 200 kat

diliie edilerek hazirlandi.

Kullanilan mikroplaka 200X yikama tamponu Distile su hacmi (ml)
serit sayisi hacmi (ml)
1-6 5 995
1-12 10 1990
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o 1X biyotinlenmis anti-TNF-a: Asagidaki tabloya gdre biyotinlenmis

anti-TNF-a, biyotinlenmis antikor diliisyon c¢ozeltisi ile diliie edilerek

hazirlandi.
Kullanilan mikroplaka Biyotinlenmis anti-TNF-a Biyotinlenmis antikor
serit sayisi hacmi (pl) diliisyon c¢ozeltisi hacmi
(nD)
2 40 1,060
3 60 1,590
4 80 2,120
6 120 3,180
12 240 6,360

o 1X Streptavidin-HRP ¢o6zeltisi: Streptavidin-HRP’ye 500 pl HRP
diliisyon ¢ozeltisi ilave edilerek Streptavidin-HRP konsantrasyonu hazirandi.
Bu karisima 1X; asagidaki tabloya gore HRP diliisyon ¢ozeltisi ilave edilerek

1X Streptavidin-HRP ¢ozeltisi hazirlandi.
Kullanilan mikroplaka Streptavidin HRP hacmi HRP diliisyon ¢ozeltisi

serit sayisi (n) hacmi (ul)
2 30 2
3 45 3
4 60 4
6 75 5
12 150 10
. TNF-alfa standart: Kitin i¢inde yer alan TNF-a standardi, 1X standart

dilisyon tamponu ile sulandirilarak hazirlandi. Hazirlanan bu standardin diliie

edilmesiyle farkli konsantrasyondaki diger standartlar hazirlandi.
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Deneyin yapihisi
TNF-a spesifik antikor kapli mikroplakaya; tiim 6rnek, standartlar ve
kontrolden 100 pl eklendi.

a

50 pl 1X biyotinlenmis anti-TNF-a eklenip mikroplakanin {izeri kapatilarak

oda sicakliginda, karanlikta 3 saat inkiibe edildi.

=

Her kuyucuga 300 pl 1X yikama tamponu ilave edilerek 3 defa yikama
yapildu.

s

100 pl 1X streptavidin-HRP ¢ozeltisi her kuyucuga eklenerek
tizeri kapanan mikroplaka oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi

"

Her kuyucuga 300 pl 1X yikama tamponu ilave edilerek 3 defa
yikama yapildi.

"

100 ul kromojen TMB substrat soliisyonundan her kuyucuga
ilave edilerek {izeri kapanan mikroplaka oda sicakliginda 10-20

dk karanlikta inkiibe edildi.
Her bir kuyucuga 100 ul durdurma reaktifi eklenerek 450 nm sperktrometrede
absorbanslari 6l¢iildii.

Sonuglar standart absorbansi kullanilarak hesaplandi. Plazma i¢in pg/ml, dokular i¢in

ng/g doku ve pg/ g doku olarak ifade edildi.
5.19. Istatistiksel Analiz

Istatistik analizler igin Graphpad Prism 5 (Graphpad Yazilim, San Diego, ABD)

progranmu kullamldi. In vitro calismalarda “nonlinear regression” grafigi ile 1Kso
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degerleri hesaplandi. In vivo galismada ikili gruplarin degerlendirilmesinde t testi,
coklu gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi tek yonlii varyans analizi
(ANOVA), ileri analiz olarak Tukey’s ile yapildi. P<0,05’ten kiigiik olan degerler

anlaml olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. In Vitro Antioksidan AKktivite Sonuclari

6.1.1. DPPH" radikalini siipiiriicii aktivite tayini

Ribes rubrum meyvesinden elde edilen ekstrelerin farkli konsantrasyonlarinda DPPH*
radikalini siipiiriicii aktivitesi 6l¢iildii ve IKso degeri hesaplanarak Tablo 11°de verildi.
Ekstreler icinde en diisiik IKso degerini, dolayisiyla en yiiksek siipiiriicii aktiviteyi %50
RRE gosterdi. %100 RRE, %50 RRE ve %100 RRS’nin standart olarak kullanilan
askorbik asit, troloks, BHA ve BHT ye gére iKso degerlerinin daha yiiksek oldugu
saptandi. Genel olarak degerlendirildiginde her 3 ekstrenin de kontrollere gore ¢ok

giicliit DPPH" siipiirme yetenegine sahip olmadig belirlendi.

Tablo 11. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve standart antioksidanlarin DPPH" radikalini sitipiiriicii etki
icin IKso degerleri

Ekstreler/ Pozitif kontrol IKso degerleri (ug /ml)

%100 RRE 434,8 + 3,40

%50 RRE 273,6 £1,13

%100 RRS 3153 +2,40

Askorbik asit 17,6 £0,37

Troloks 14,54 £ 0,18

BHA 57,15+ 0,09

BHT 213,6 15,20

6.1.2. ABTS"" radikalini siipiiriicii aktivite tayini

Ribes rubrum meyvesinden elde edilen ekstrelerin ABTS™ siipiirticii aktivitesi farkli
konsantrasyonlarda 6lciildii ve IKso degeri hesaplanara Tablo 12°de verildi. Ekstrelerin
pozitif kontrol olarak antioksidanlara gore daha yiiksek iKso degerine ve dolayisiyla

daha diisiik ABTS"" radikali stipiiriicii aktivitesine sahip oldugu gézlendi.
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Tablo 12. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve standart antioksidanlarm ABTS™" radikalini siipiiriicii etki
icin IKso degerleri.

Ekstreler/ Pozitif kontrol IKso degerleri (ug/ml)

%100 RRE 395,8+3,61

%50 RRE 356,1 £4,17

%100 RRS 352,2+22,77
Askorbik asit 14,5+0,32
Troloks 13,00 £ 0,21

BHA 17,06 £ 0,58

BHT 26,82 +1,12

BHT

BHA

Troloks

Askorbik asit

%100 RRS

%50 RRE

I

%100 RRE

(=]

100 200 300 400 500

m ABTSe+ siipiiriicii IK50 degerleri (ug /ml)
mDPPHe siipiiriicii IK50 degerleri (ug /ml)

Sekil 10. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve standart antioksidanlarin antioksidan aktivite sonuglari

6.2. In Vitro Anti- inflamatuar Etki Sonug¢lar:

Ribes rubrum meyve ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarina karsi anti-inflmatuar
etkisi lipoksijenaz enzimi inhibisyon oranlar1 6lgiilerek belirlendi ve 1Kso degerleri
hesaplanarak Tablo 13’de verildi. Ekstrelerin pozitif kontrol olarak kullanilan
indometasine yakin IKso degerine sahip oldugu gézlendi. %50 RRE ve % 100 RRE nin
Ko degerleri indometasin ve %100 RRS’e gore biraz daha diisiik bulundu.
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Tablo 13. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve pozitif kontrol indometasinin anti-inflamatuar etki
acisindan IKsy degerleri

Ekstreler/Pozitif kontrol IKso degerleri (ug/ml)
%100 RRE 20,67 + 0,28
%50 RRE 17,87 +0,82
%100 RRS 29,91+ 1,87
indometasin 22,39+ 0,26

woves

(==}
w

10 15 20 25 30 35

Sekil 11. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve standart indometasin anti-inflamatuar etki sonuglar

6.3. In Vitro Antidiyabetik Etki Sonuglar:

6.3.1. Alfa-amilaz inhibisyonu

Ribes rubrum meyve ekstrelerinin a-amilazi inhibisyonu farkli konsantrasyonlarda
ociildii ve IKso degerleri hesaplandi (Tablo 14). %50 RRE ve %100 RRS nin yaklasik
olarak ayni aktiviteyi gosterdigi ve %100 RRE ektresinden daha az aktif olduklar
gozlendi. Ektrelerin o-amilaz inhibisyonu igin iKso degeleri pozitif kontrol olarak
kullanilan akorbaz ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu dolayisiyla a-amilaz

enzimi inhibisyon gii¢lerinin daha diigiik oldugu saptandi.
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Tablo 14. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve akarbozun a-amilaz inhibisyonu i¢in IKso degerleri

Ekstreler/ Pozitif kontrol iKso degerleri (ug /ml)
%100 RRE 130,2 £ 0,01
%50 RRE 170,4 £7,58
%100 RRS 181,8 £5,18
Akarboz 2,51+0,12

6.3.2. Alfa-glukozidaz inhibisyonu

Ribes rubrum meyve ekstrelerinin farkli konsantrasyonlarinda a-glukozidaz inhibiyon
oranlar1 Olgiilerek 1Kso degerleri hesaplandi (Tablo 15). %100 RRE’nin diger
ekstrelere gore daha yiiksek a-glukozidaz enzimini inhibe edici etkiye sahip oldugu
belirlendi. Ektrelerin pozitif kontrole gore diisiik a-glukozidaz inhibitor etkisine sahip

oldugu saptandi.

Tablo 15. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve akarbozun a- glukozidaz inhibisyonu igin IKso degerleri

Ekstreler/Pozitif kontrol IKso degerleri (ug /ml)
%100 RRE 189,7+8,84
%50 RRE 227,0+£9,19
%100 RRS 353,8 +£23,12
Akarboz 95,41 + 1,48

Akarboz

%100 RRS

%50 RRE

llr

%100 RRE

50 100 150 200 250 300 350 400

(e

B Alfa glukozidaz inhibisyonu IK50 degerleri (ug /ml)
B Alfa amilaz inhibisyonu IK50 degerleri (ug /ml)

Sekil 12. Ribes rubrum meyve ekstreleri ve akarbozun antidiyabetik aktivite sonuglart



6. 4. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Miktar Tayini Sonuclar

Ribes rubrum meyve ekstrelerinin total fenolik ve total flavonoid madde miktarlar:
belirlendi (Tablo 16, Tablo 17). Sonuglar total fenol madde miktar1 i¢in gallik asit
(GAE), total flavonoid madde miktar1 i¢in kersetin esdegeri (KE) olarak ifade edildi.

Ekstrelerin total fenolik ve flavonoid icerigi birbirine olduk¢a yakin bulundu.

Tablo 16. Ribes rubrum meyve ekstrelerinin total fenolik ve flavonoid miktarlar

Ekstreler Total Fenol Total Flavonoid
(mg GAE/g ekstre) (mg KE/g ekstre)
%100 RRE 44,27 + 0,00 4,58 £ 0,06
%50 RRE 41,76 = 2,36 4,18 +£0,25
%100 RRS 40,09 = 1,77 428 +0,13

6.5. In Vivo Bulgular

In vitro bulgular dogrultusunda, ¢alismanin amacina uygun olarak en yiiksek
antidiyabetik ve anti-inflamatuar etki gosteren ve 1Kso degerlerinde istatistiksel olarak
en diigik standart sapmaya sahip olan %100 RRE’nin in vivo c¢aligmalarda
kullanilmasina karar verildi. Tim in vitro ¢alisma sonuglar1 birlikte Tablo 17’de
verilmistir.

Table 17. Ribes rubrum meyve ekstrelerinin invitro calismalar sonucunda bulunan iKso (ug/mL)
degerleri

Anti-
Antioksidan aktivite inflamatuar Antidiyabetik aktivite
Ekstreler aktivite
. . . .. Alfa- .

DPPH ABTS Lipoksijenaz . Alfa-amilaz
aktivite aktivite inhibisyonu glukozidaz = =\ o onu

inhibisyonu Y

%100 RRE 434,8+3,40 395,8+3,61 20,67+0,28 189,7+8,8 130,2+0,0

%50 RRE 273,6+1,13 356,1+4,17 17,87+0,82 227,0+£9,19 170,4+7,58

%100 RRS 315,3£2,40 352,222,777 29,91+1,87 353,8423,12 181,8+ 5,18
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Sekil 13. Calisma dizayni.

6.5.1. Viicut agirhiklar ve kan glukoz degerleri

Gruplarin, deney baslangicinda STZ uygulamasi 6ncesi 12 saat acligi takiben ol¢iilen
viicut agirligi (to), STZ sonrasi (diyabet gelistikten sonra, t1) deney siliresince gavaj
uygulamasini takiben 6l¢iilen 5. giin (ts), 9. giin (tv) ve 14.giindeki (ti4) viicut agirliklar
Tablo 18” de gosterildi. Kontrol grubunun ti4‘de viicut agirligi kendi baslangicinaa
gore ~%12 artarken (p<0,05), DK grubunda kendi baslangicina gére ~%11 azalma
(p>0.05) tespit edildi. Diger gruplarda ti«‘de kendi gruplarinin baslangi¢ viicut
agirliklarina gore degisim azdi. Viicut agirliklarindaki degisim gruplar arasinda
degerlendirildiginde, viicut agirliklariin to’da K grubuna goére DK (p<0,01), G (p<
0,05), R100 (p< 0,05) ve R500 (p< 0,05) gruplarinda anlaml1 olarak azaldig1, ti4’te de
K grubuna gore DK (p<0,001), G (p<0,05), R100 (p<0,05) ve R500 (p<0,01)
gruplarinda anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Tiim gruplarin sular1 her giin ayn
zamanda degistirilip, suluklar tamamen dolu olacak sekilde tekrar verildi. Suluklardaki
su miktar1 bir sonraki giin su degisimi Oncesinde polifaji agisindan nitel olarak
degerlendirildiginde, genel olarak en fazla tiiketimin R500 grubunda, daha sonra DK
grubunda oldugu gozlendi (Resim 10).

Tablo 18. Gruplarin viicut agirliklari

Gruplar to ts to ti4
K 252+ 16 267+ 29 279+36 284+24
DK 254+ 15 236+17 23241 7%* 224+£19%**
G 249+15 243 +£07 2394+15% 249+14*
R100 251+19 240+14 240412%* 247+14%
R500 254409 242419 244+16* 24341 7%*

*p< 0,05, **p< 0,01, *** p< 0,001 K grubuna gore
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Sekil 14. Gruplarin ¢alisma siirecindeki viicut agirliklar (g) degisimi

Resim 10. Sirasiyla DK,DK, G,G, R100, R100, R500, R500, K gruplarinin su tiiketim diizeyleri

Tiim siganlarin kan glukoz diizeylerini degerlendirmek tizere kuyruk veninden to, STZ
uygulamasini takiben 72. saat (t1), ts, to ve tia’de alinan birer damla kan, glukometre
ile olgiildi (Tablo 19). STZ uygulanmasi sonras1 72. saatte alinan kan 6rneklerinde
glukoz diizeyleri Olgiildii ve degerlendirildiginde hipergliseminin gercgeklestigi
goriildii. Diyabet grubunda kan glukoz diizeyleri K grubuna goére anlamli olarak
yiiksekti (p<0,001). Diyabet gelisimi sonrast diyabetik ratlar gruplar arasinda
randomize olarak dagitild1 ve oral gavaj uygulamalarina baslandi. DK grubunda ts, to,
ti4 ‘de de kan glukoz diizeyleri de K grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu. DK
grubuna gore G grubunun to ve ti4 kan glukoz diizeylerinin anlamli olarak daha diisiik

(strastyla p<0,01, p<0,05); G grubuna goére R500 grubunun ts ve to kan glukoz
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degerlerinin anlamli olarak daha ytiiksek (sirasiyla p<0,05, p<0,01) oldugu saptandi.
R100 grubunun aglik kan glukoz diizeylerinde tis’te DK grubuna gore %24 kendi
grubunun t1 glukoz diizeylerine gore %20 azalmaya neden oldugu gozlendi. Ancak

R500 grubunda bu etki gdzlenmedi.

Tablo 19. Gruplarin kan glukoz degerleri.

Gruplar to t1 ts to ti4
K 119£10 118+08 105+ 06 104+ 04
DK 439+73™ 440 98" 450£154™
G 94+ 07 429490 2724122 223+106"" 259+ 107*
R100 385£126** 370+70™ 343+ 60™
R500 474£150™" 432+£130™"* 444+150™"

** < (0,01, *** p< 0,001 K grubuna gore; "p< 0,05, “p< 0,01 DK grubuna gore; “p< 0,05, 7 p< 0.01
G grubuna gore.
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Sekil 15. Gruplarin ¢aligma siirecindeki kan glukoz degerlerindeki (mg / dl) degisim

6.5.2. Trombosit P-selektin diizeyleri

Trombosit P selektin diizeyleri, K grubuna goére DK (p<0,001), G (p< 0,05), R100 (p<
0,05) ve R500 (p< 0,01) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek; DK grubuna
gore G (p< 0,05), R100 (p< 0,05) ve R500 (p< 0,01) gruplarinda anlamli olarak daha
diisiik oldugu belirlendi. Diyabetik gruplar i¢inde R100 grubunun P-selektin
diizeylerinin daha diisiik oldugu bulundu (Tablo 20).
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Tablo 20. Trombosit P selektin diizeyleri

Gruplar Trombosit P selektin diizeyleri (RFU/mg

protein)
K 247+ 80
DK 494 £74%**
G 407+£64**
R100 376+£55%*
R500 435+ 100**,*

**%p< 0,001, **p< 0,01, * p< 0,05 K grubuna gore; *p< 0,01, *p< 0,05 DK grubuna gére

500 + *

400 ]

00

protein)

200

100

Trombostt P selektin dizeylen (RFU/mg

K Dk 5 R10O0

Sekil 16. Trombosit P selektin diizeyleri.

6.5.3. Trombosit mitokondriyal membran polarizasyonu

RSO0

Gruplarin trombosit MMP sonuglar1 Tablo 21’ de gosterildi. K grubuna gére DK

grubunda anlamli olarak MMP’de azalma oldugu goriilmektedir. DK grubuna gore G
(p<0,05), R100 (p<0,01) ve R500 (p<0,001) ile tedavi gruplarinda MMP’de anlamli

olarak artis gozlendi.

Tablo 21. Trombosit mitokondriyal membran polarizasyonu.

Gruplar Trombosit MMP (kirmizi/yesil orani)

K 0,60+ 0,06
DK 0,36+ 0,09"*
G 0,51 0,09*
R100 0,54+ 0,05
R500 0,62+ 0,09+

***p< (0,001 K grubun agére; *p<0,001, *p<0,01, *p< 0,05 DK grubuna gére.
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Sekil 17. Trombosit mitokondriyal membran polarizasyonu

6.5.4. Trombosit ve plazma nitrit diizeyleri

Trombosit nitrit diizeyleri K grubuna gére DK (p< 0,05), R100 (p< 0,001) ve R500
(p< 0,05) gruplarinda anlamli olarak yiiksek ytiksek bulundu. G grubunda anlamli bir
farklilik goériilmedi. R100 grubunun trombosit nitrit diizeylerinin. tiim gruplarin nitrit

diizeylerine gore anlamli olarak yiiksek oldugu saptandi (p< 0,001) (Tablo 22).

Tablo 22. Trombosit nitrit diizeyleri

Gruplar Trombosit Nitrit (nmol/mg protein)
K 0,46+ 0,13
DK 0,76+ 0,12"
G 0,58+ 0,21
R100 1,31+ 0,10+ aaa, ==
R500 0,84+ 0,20"

*rkp< (0,001, *p< 0,05 K grubuna gore; "p< 0,001 DK grubuna gére, *7p< 0,001 G grubuna gére;
2an< 0,001 R500 grubuna gore

Plazma nitrit diizeylerinde K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikseklik
saptanmadi. DK (p< 0,05) ve R100 (p< 0,05) gruplarinda K grubuna gore nitrit
diizeyleri anlamli olarak diisiik bulundu (Tablo 23).
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Tablo 23. Plazma nitrit diizeyleri

Gruplar Plazma Nitrit (uM)
K 0,94+ 0,08
DK 0,75+ 0,117
G 0,88+ 0,14
R100 0,77+ 0,02*
R500 0,87+ 0,07

*p< 0,05 kontrol grubuna gore.
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Sekil 18. Trombosit ve plazma nitrit diizeyleri

6.5.5. Plazma iire, trigliserit ve kolesterol diizeyleri

DK grubunun iire ve kolesterol diizeyleri K grubuna gore anlamli olarak daha ytiksek
bulundu (p< 0,01) ancak TG diizeylerinde anlaml1 bir farklilik goriilmedi (Tablo 24).
G grubunun iire diizeyleri DK grubuna gore anlamli bir diisiikliik gosterdi (p< 0,001)
ancak TG ve kolesterol diizeylerinde anlaml bir diisiikliik saptanmadi. G grubunun
iire, TG ve kolesterol diizeylerinde K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sonug elde edilmedi. R. rubrum 100 mg/kg ve R500 gruplarinin iire ve TG diizeyleri
DK grubuna gore daha diisiik bulunmasina karsin istatistiksel olarak K, DK ve diger
tedavi grubu olan G grubuna gore anlamli bir diisiikliik saptanmadi. R100 ve R500
gruplarinin kolesterol diizeyleri DK grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulundu

(swrastyla; p< 0,01, p< 0,001).
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Tablo 24. Plazma iire, trigliserit ve kolesterol diizeyleri

Gruplar Ure (mg/dl) TG (mg/dl) Kolesterol
(mg/dl)
K 33,33+5,33 55,69+ 9,90 115,65+8,18
DK 47,33+£7,61" 64,28+30,54 144,00+6,12™
G 31,01+7,267+ 37,05+ 8,04 128,71+12,00
R100 40,10+2,46 43,33+ 7,06 116,88+9,92**
R500 38,75+ 3,72 57,01+£14,47 110,42+15,18"*

**p< 0,01 kontrol grubuna gore; “p< 0,01, " p< 0,001 DK grubuna gore.
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Sekil 19. Plazma iire, trigliserit ve kolesterol diizeyleri

6.5.6. Plazma enzim diizeyleri

DK grubunun GGT aktivitesi K grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,01)
(Tablo 25). Plazma GGT enzim aktivitesi, R100 ve R500 gruplarinda DK grubuna
gore daha diisiik bulunmasina karsin, bu degisiklik istatistiksel olarak anlaml1 degildi.
GGT aktivitesi G grubunda DK grubuna gore anlamli olarak daha diistik bulundu (p<
0,05). Plazma ALT diizeyi, DK grubunda K grubuna gore biraz yilikselmesine karsin
istatiksel olarak bu fark anlamli degildi. Diger gruplarda da ALT diizeylerinde
anlamli farklilik gozlenmedi. G grubunun ALT diizeyinin K grubuna gore daha
yiiksek; DK, R100 ve R500 gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(Tablo 25).
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Gruplar arasinda plazma AST diizeylerinde istatistiksel olarak bir anlamli farklilik

gozlenmedi (Tablo 25).

Tablo 25. Plazma enzim diizeyleri

Gruplar  GGT (UN) ALT(U/) AST(U/N)
K 25,4942 47 22,11£6,17 17,31+4,03
DK 39,05+ 10,97 29,53+9,5 23,57+13,56
G 27,03+ 3,25* 24,73+5,22 26,34+17,0
R100 28,62+ 4,36 29,25+17,15 27,9349,33
R500 29,62+5,78 35,5+11,5 24,15+8,86

**p< 0,01 kontrole gore; "p< 0,05 DK grubuna gore
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Sekil 20. Plazma enzim diizeyleri

6.5.7. TNF- a diizeyleri

DK grubunun plazma TNF- a diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek
bulundu (p< 0,05) (Tablo 26). R100 ve G gruplarinin plazma TNF- a diizeyleri DK
grubuna gore anlamli olarak diisiiktii (p<<0,05). R100 ve R500 grubunun plazma
TNF- a diizeyleri K grubuna yakindir ve istatistiksel olarak farklilik géstermemistir.

DK grubunun karaciger TNF- o diizeyleri K grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0,05). G grubunun sonuglart DK grubuna gore diisiik bulunmasina karsin
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 26). Karaciger dokusunun TNF- o
diizeyleri R100 ve R500 gruplarinda DK grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu

(p<0,05) ancak K ve G grubuna gore istatistiksel bir anlamlilik gostermedi. Pankreas
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TNF-a diizeyleri R100, R500 ve G tedavi gruplarinda DK grubuna gére anlamli olarak
daha diistik bulundu (sirasiyla: p<0,001, p<0,001, p<0,01) ancak R100 ve R500
gruplarinda K grubuna gore anlamli bir disiiklik saptanmadi. R100 ve R500
gruplarmin sonuglart G grubuna gore daha diisiik bulundu ancak istatistiksel bir
anlamlilik saptanmadi. DK grubunun pankreas TNF- a diizeyleri K grubuna gore

anlamli1 bir yiikseklik gosterdi (p<<0,01) (Tablo 26).

Tablo 26. Gruplarin plazma, karaciger ve pankreas TNF- a diizeyleri

Gruplar Plazma TNF-a Karaciger TNF-a Pankreas TNF-a
(pg/ml) (ng/g doku) (pg/g doku)
K 16,77+1,80 10,30+ 1,01 225,89+35,64
DK 24,61+8,02" 13,9142,38" 320,38+ 7,28™
G 17,48+1,93* 10,78+2,39 242,85+17,46""
R100 17,21£2,11* 10,12+ 1,73* 211,62+38,40"+
R500 18,20+2,44 9,91+1,95* 212,174 24,70+

*p< 0,05,**p< 0,01 K grubuna gére; *p< 0,05, p< 0.01, *p< 0,001 DK grubuna gore
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ekil 21. Plazma, karaciger ve pankreas TNF- a diizeyleri
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7. TARTISMA ve SONUC

Diyabetes Mellitus hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, lipit ve protein
metabolizmasinin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan akut ve kronik komplikasyonlari
sebebiyle yasam sliresi ve yasam kalitesini diisiirebilen kronik bir hastaliktir. DM’de,
artan trombosit aktivasyonunun patogenezinde Onemli rol oynadigir bilinen
aterosklerotik siire¢, diinyada hastaliga bagli dliimlerin en sik nedenini olusturan
KVH’m ortaya ¢ikmasinda onemli bir risk olusturur (https://www.who.int/health-
topics/cardiovascular-diseases/#tab=tab1, Erisim tarihi: 06 Kasim 2019). Bu nedenle
DM ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin 6nlenmesi/ tedavisinde yeni arayislar
devam etmektedir. Biyolojik aktiviteleri ve giiclii antioksidan etkinlikleri nedeniyle
koyu renkli meyveler ile hastaliklardan korunma ve hastaliklarin tedavisi tizerine ¢ok
fazla ¢galisma mevcuttur (Feng ve ark., 2016).

Ribes rubrum bitkisinin antioksidan etkinligine, flavonoid ve fenolik igerigine yonelik
calismalar literatiirde mevcuttur. Flavonoid ve fenolik bilesiklerin antidiyabetik ve
anti-inflamatuar Gzellige sahip olabilecegi In vivo ve iIn vitro calismalarla
gosterilmistir. (Garbacki, 2005; Pinto ve ark., 2010). Caligmamizda, biyolojik olarak
aktif bilesenler iceren ve tllkemizde kiiltiirii yapilan R. rubrum’un meyvesinin,
antidiyabetik ve DM’nin kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde énemli rol
oynayan trombosit hiperaktivasyonunu onleyici etkileri incelendi.

Siyah ve kirmizi meyvelerin antioksidan kapasitesinin aragtirildigi bir ¢aligmada R.
rubrum meyvesinin DPPH®  radikalini stipiiriicti etkisi diisiik bulunmustur (Feng ve
ark.,2016). Buna karsin R. rubrum, Rubus idaeus Fragaria ananassa, Prunus avium,
Prunus cerasus meyvelerinin DPPH" ve ABTS" antiradikal etkisine bakilan bir
calismada R. rubrum, antioksidan kapasitesi yliksek bulunan meyve grubuna alinmistir
(Piljac ve a Samec, 2011). R. rubrum meyvesinin sulu ekstresinin DPPH* radikalini
slipiiriicii etkisinin incelendigi bir bagka ¢alismada R. rubrum’un yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Pinto ve ark., 2010). R. rubrum meyvesinin
%100 metanol, %50 metanol ve sulu ekstreleri ile yapilan bir diger ¢alismada ise
DPPH* ve ABTS" radikallerini siipiiriicii aktivite i¢in 1Kso degeri en diisiik %50
metanol ekstresinde bulunmus ve diger meyvelerle karsilastirildiginda R. rubrum
meyve ekstrelerinin antioksidan aktivitesi daha diisiik gozlenmistir (Zold ve ark.,

2018). Calismamizda da R. rubrum’un %100 etanol, %50 etanol ve sulu ekstrelerinin
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pozitif kontrol olarak kullanilan antioksidanlara gore diisiik antioksidan etkisi
gozlenirken, ekstreler i¢inde en yiiksek etki %50 RRE’de saptandi. Pinto ve
arkadaglar1 (2008) Ribes nigrum, R. rubrum ve Ribes uva-crispa sulu ekstresi (5g yas
meyve/100ml) ile yaptiklari ¢aligmalarinda en yiliksek aktiviteyi %70 DPPH®
inhibisyonu ile R. rubrum sulu ektresinde gozlemislerdir. Arastiricilar galismalarinda
farkli donemlerde hasat edilen R. rubrum’un fenolik icerik ve antioksidan aktivite ile
ilgili olarak 6nemli farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda ekstre
konsantrasyonlart in Vvivo c¢alismalarda da rasyonel olabilmesi en yiiksek
konsantrasyon 5 mg yas ekstre/ml olacak sekilde calisilmistir. Sulu ektrenin %50
DPPH" siipiiriici etkisi 315 pg/ml konsantrasyonda gozlenmistir. R. rubrum’un
antioksidan aktivitesi ile ilgili farkli bulgular ekstrelerin eldesinde kullanilan ¢oziicii
farklilig1, konsantrasyon farkliliklar1 ve meyvenin farkli donemlerde hasadina baglh
olabilir.

Flavonoidler ve fenolik bilesikler bitkilerin yapisinda yer alan anti-inflamatuar ve
diyabet karsit1 faydalar saglayabilen dogal pigmentlerdir (Mejia ve Johnson, 2015).
Ayni1 zamanda ¢oklu doymamis yag asitlerinden olan (PUFA) omega-3 yag asiti
¢esitlerinden o-linolenik asit de anti-inflamatuar eikosanoidlerin Onciillerindendir
(Vuorinen ve ark., 2016). R. rubrum’un tohum ve yapraklarinda biiyiik miktarda
PUFA'nin varligr dogrulanmistir (Hirano ve ark., 1997). Literatiirde R. rubrum’un
anti-inflamatuar etkisi ile ilgili ¢aligma bulunmamaktadir. Ancak diger Ribes tiirlerde
yapilmis ¢alismalar vardir. Ribes nigrum yaprak ektresinin 1okositlerde giiglii anti-
inflamatuar etkiye sahip oldugu ve bu etkilerinin fenol igerikleri ile iligkili oldugu
(Tabart ve ark., 2012), Ribes magellanicum and Ribes punctatum‘un meyvelerinin
gastrointestinal dijestiyon sonrasi insan Caco-2 hiicrelerinde IL-8, IL-6 TNF-a
diizeyleri ile COX-2 ve iNOS gen ekspresyonlarini azalttigi gosterilmistir (Edwars ve
ark., 2019). Calismamizda in vivo ¢alismalar 6ncesinde R. rubrum meyve ekstrelerinin
In vitro olarak anti-inflamatuar etkisi ortaya konmustur. %100 RRE ile %50 RRE’nin
lipoksijenaz enzim aktivitesi inhibisyonu icin 1Kso degerleri birbirine ¢ok yakin
bulunmus ve standart olarak kullanilan indometasin kadar etkili olduklari
gbzlenmistir.

Tip 2 DM’de mevcut terapotik yaklagimlardan birisi de pankreas a-amilaz ve a-

glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu ile glukoz emilimini geciktirerek hiperglisemiyi
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kontrol altina almaktir. Meyve ve sebzelerde bulunan dogal a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibitorleri, hipergliseminin kontrolii adina iyi bir strateji sunabilmektedir. Yapilan
bir in vitro ¢aligmada R. rubrum meyvesinin sulu ekstresinin Ribes nigrum, Ribes uva
crispa’ya gore en yiliksek a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitor aktivitesi gosterdigi
saptanmistir. Bu inhibit6r etkideki muhtemel roliin klorojenik asit ve protokatejik asit
icerigi ile a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitoér aktivite arasinda bulunan anlaml
iligkiye bagli olabilecegi belirtilmistir (Pinto ve ark., 2010). Yapmis oldugumuz
calismada %100 RRE’nin %100 RRS, % 50 RRE’ye gore en yiiksek a-amilaz ve o-
glukozidaz inhibitor aktiviteye sahip oldugu saptanmis ancak ekstrelerin standart
olarak kullanilan akarboz ile kiyaslandiginda inhibitor aktiviteleri diisiik bulunmustur.
Flanovoid ve fenolik bilesikler kronik kompleks hastaliklarin ve komplikasyonlarinin
onlenmesi, ilerleyisinin yavaslatilmasinda yarar saglayabilmektedir. Ektrelerin total
fenol ve fenolik igerikleri ektraksiyon i¢in kullanilan c¢oziiciiye ve meyvelerin
toplanma zamanina bagli olarak degiskenlik gosterir. Caligmamizda in vitro olarak,
ekstrelerin TFM ve TFLM diizeyleri incelenmistir. R. rubrum meyvesinin %100
etanol, %50 etanol ve sulu ekstrelerinin TFM (40-44 mg GAE/g yas ekstre arasinda)
ve TFLM (4,1-4,7 KE/g yas ekstre arasinda) diizeyleri birbirine yakin bulundu.
Calismamizda ekstrelerin TFM diger diger koyu renkli meyvelerle literatiirde yapilan
calismalarla kiyaslandiginda ¢ok diisiik bulunmamistir. Cilek suyu ile yapilan bir
calismada taze cilek suyunun total fenol igerigi 1197 ve 1441 mg GAE/100 g yas
agirlik (Panico ve ark., 2009) mersin meyvesi (Myrtus communis) metanol, etanol ve
su ekstrelerinde yapilan bir calismada TFM 9-15,7 mg GAE /g arasinda bulunmustur
(Amensour ve ark., 2009). Ug¢ farkli nar cesidi tohumlarinda yapilan bir ¢alismada
TFM diizeyinin 3.98-4.96 GAE/g, TFLM diizeyinin 0,51-0,68 KE/g arasinda degistigi
gosterilmistir (Peng, 2019). Literatiirde R. rubrum meyvesinin diger meyvelerle
birlikte incelendigi ¢aligmalarda farkli bulgular bildirilmistir. Meyvenin sulu, %100
metanollii ve %50 metanollii ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada TFM 73-193 GAE
mg/100 g, TFLM 38-40 mg KE/100 g olarak saptanmis ve bu degerler ¢alismada
karsilastirilan diger meyvelere gore diisiik bulunmustur (Z6ld ve ark., 2018). Doksan
iki farkli bitki materyali ile yapilmis bir ¢aligmada R. rubrum meyvesinin %100
metanol ekstresinin TFM degeri 12,6 GAE mg/g olarak saptanmig ve g¢alismada
bakilan 18 meyve icinde diisik TFM degerine sahip meyvelerden biri olmustur
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(Kahkonen ve ark., 1999). Taze prese edilmis meyve sularinda yapilan bir calismada
R. rubrum meyvesinin TFM degeri Rubus idaeus, Rubus occidentalis, Ribes nigrum
ve Vaccinium myrtillus’a gore en diisik bulunmus, 133 GAE mg/100 g olarak
belirlenmistir (Konic’-Ristic've ark., 2011). Feng ve arkadaslar1 (2016) tarafindan
koyu siyah ve kirmizi renkli meyveler ile yapilan bir ¢alismada, R. rubrum meyvesinin
TFM degeri 251 mg GAE/g diger meyvelere gore diisiik bulunmustur.

Ribes rubrum meyvelerinin o-amilaz ve a-glukozidaz aktiviteleri iizerinde giiglii
inhibitdr etki gozlenmemesine karsin literatiirde antidiyabetik etkinligi bildirildigi i¢in
baska mekanizmalar {izerinden antidiyabetik etki potansiyeli olasilig1 ve giiclii anti-
inflmatuvar etki gostermesi nedeniyle DM iligkili sistemik inflamasyon ve trombosit
hiperaktivitesi lizerine etkinliginin degerlendirilmesinin yararli olacag: diistintilmiis ve
%100 RRE ile in vivo deney planlanmustir.

Diyabetes Mellitus’un patogenezinin anlasilmasi ve koruyucu/tedavi edici stratejilerin
olusturulabilmesi i¢in diyabetin c¢esitli yollarla indiiklendigi deneysel hayvan
modelleri kullanilmaktadir. STZ, pankreatik  hiicrelerine hasar vermesi ile hayvan
calismalarinda diyabet gelistirmek icin yaygin olarak kullanilan kimyasallardandir.
Literatiirde STZ dozu ile ilgili farkli bilgiler yer almaktadir. Yetiskin sicanlarda tek
doz 40-60 mg/kg intravendz STZ uygulamasinin Tip 1 DM’ye, yeni dogan si¢anlarda
tek doz intraperitoneal veya intravendz 100 mg/kg STZ uygulamasinin ise Tip 2
DM’ye neden oldugu bildirilmistir (Ontiirk ve Ozbek, 2007). Ancak STZ dozunun
etkisine bakmak i¢in siganlarda yapilan bir ¢alismada; 30 mg/kg STZ dozunun 1limh
degisikliklere yol agtig1, 7. giinde aglik kan glukozunun normal seviyelere dondiigi
ve pankreas adaciklarin normal oldugu; 50 mg/kg STZ dozunun &liimciil olabilecegi,
hayatta kalan hayvanlarda da toksik etkilere yol a¢tig1; 40 mg/kg STZ dozunun diyabet
modeli olusturmak i¢in optimal doz oldugu bildirilmistir (Nagarchi ve ark.,2015).
Intravendz veya intraperitoneal olarak tek seferde, 40-100 mg/kg STZ ile 48-72.
saatler sonunda kan glukoz diizeyinin kontrolii yapilarak diyabet olusturulabilecegi
bildirilmistir (Irer ve Alper, 2004; Ontiirk ve Ozbek, 2007; Benwahhoud ve ark., 2001;
Pushparaj ve ark., 2000; Cetto ve ark., 2000). STZ ile birlikte NA uygulanmasinin
sicanlarda da deneysel diyabeti indiiklenmesi i¢in 6nerilmistir. NA instilin salgilayan
hiicreleri STZ'ye karst kismen korumak i¢in siganlara uygulanmaktadir (Giilsiin ve

Sahin, 2017). NA’nin koruyucu etkisi, PARP-1 aktivitesinin inhibisyonundan
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kaynaklanmaktadir. STZ’ye maruz kalan hiicrelerde NAD" ve ATP'nin tiikkenmesini
onleyerek bu enzimi inhibe eder. Deneysel siganlarda diyabetin ciddiyeti, STZ ve NA
dozlarma giiclii bir sekilde baghdir. Kan glukozunun hafif hiperglisemiden 6nemli
hiperglisemiye kadar genis bir aralikta degisebildigi bildirilmistir (Szkudelski, 2012).
Calismamizda disi, 200-300 g agirliginda Sprague-Dawley siganlarda diyabet modeli
65 mg/kg STZ ve 100 mg/ kg NA uygulanarak olusturulmus, uygulamanin ardindan
72.saatte kan glukoz diizeyi >250 mg/dl olan siganlar diyabetik kabul edilmistir.
Kontrol grubuna gore diger diyabetik gruplarda 72. saatte kan glukoz diizeylerinin
anlamli olarak daha yiiksek bulunmus olmasi ile STZ ile diyabet modeli olusturmada
basarili olundugunu gostermistir. Olusturulan hipergliseminin diyabet grubunda 14.
giin sonuna kadar devam ettigi gézlenmistir.

Literatiirde STZ ile diyabet olusturulan siganlarda viicut agirliginda azalma oldugunu
gosteren caligmalar bulunmaktadir (Pauzi ve ark., 2013; Lee ve ark., 2003).
Calismamizda STZ uygulanmamis K grubunun viicut agirliklarinin, ¢alisma sonuna
kadar artig gosterdigi, STZ uygulanan DK, G, R100 ve R500 gruplarinin K grubuna
gore to ve ti4’te anlaml olarak azaldig1 saptanmustir.

Calismamizda pozitif kontrol olarak glibenklamid kullanilmistir. Glibenklamid
pankreas [ hiicre reseptorlerine baglanarak insiilin sekresyonunu uyarici etki
gostererek kan glukoz diizeyinin kontrol altinda tutulmasinda rol oynar (Mizuni ve ark,
2008). Sicanlarla yaptigimiz ¢calismada 100 mg/kg ve 500 mg/kg olmak iizere iki farkli
dozda %100 RRE verilen sicanlarda, R. rubrum meyvesinin kan glukoz diizeylerine
etkisi, kontrol gruplari ile beraber instilinojenik bir ajan gibi etki gdsteren glibenklamid
verilen grup ile de karsilastirilmigtir. Bulgularimiz dogrultusunda belirli araliklarla
yapilan glukoz Olgiimlerinde R100 grubunda DK grubuna gore kan glukoz
diizeylerinde anlamli olmamakla birlikte azalma (%24) oldugu goriilmiistiir. Bu
degisiklik G grubundaki kadar belirgin degildir. Diyabetik ratlarda Ribes tiirlerinin
antidiyabetik aktivitesinin incelendigi cok az sayidaki in vivo ¢alismalardan birinde
alloksan ile 1liml1 hiperglisemi indiiklenen siganlarda 500 mg/kg dozda Ribes nigrum
meyvesinin sulu ekstresi akut verildiginde 3. saatte giiclii antidiyabetik aktivite
gosterirken, 100 mg/kg dozdaki ekstrenin Onemli bir antidiyabetik aktivite
gostermedigi; subakut antidiyabetik denemede ise 500 mg/kg dozdaki ekstrenin ilk

giinden 7. giine kadar 6nemli bir aktivite gdsterirken, 100 mg/kg dozunun kan glukoz
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diizeyinde 5. giinden 7. giine kadar anlamli bir diisiis gosterdigi kaydedilmistir
(Sivalingam ve Sriram, 2013). Ribes biebersteinii Berland ile STZ indiiklii diyabet
modelinde yapilan calismada meyvenin sulu ektresinin (80 mg/100g) diyabetik
ratlarda anlamli olarak kan glukoz diizeyini diisiirdiigii, lipid profili lizerine etkisinin
olmadig gosterilmistir (Sm ve ark., 2018). Calismamizda STZ ile indiiklenen diyabet
modelinde ciddi hiperglisemi olusturulmustur. Glibenklamid diyabetik ratlarda kan
glukoz diizeyini DK grubuna gore % 57 azatirken, 100 mg/ kg konsantrasyonda ekstre
kan glukoz diizeyini anlamli olmamakla beraber DK grubuna gore %24 azalmasini
sagladi. Ancak 500mg/kg konsantrasyonda ekstre kan glukoz diizeyi iizerinde etkili
bulunmadi. Yiiksek konsantrasyonda R. rubrum’un kan glukozu iizerinde etkili
olmamasini artan konsantrasyonla birlikte ekstrenin seker iceriginin de artis1 kaynakl
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Diyabetes Mellitus’ta dislipidemi yaygin olarak goriilmektedir ve diyabetin
kardiyovaskiiler komplikasyonlarina sebep olan aterojenik mekanizmada rol aldigi
literatiirdeki ¢alismalarla ortaya konmustur. DM’de artmis TG ve VLDL, azalmis
HDL diizeyleri gozlenmektedir (Wang ve ark., 2016). Ribes cinsi meyvelerin tohum
yagi, kan lipid profilinin ve trombosit agregasyonunun kontrol altina alinmasinda rol
oynayan a-linolenik, y-linolenik yag asitlerinden zengindir (Vuorinen ve ark.,2016;
Tim, 2012; Hirano ve ark., 1997). Omega-3 yag asiti ¢esitlerinden olan esansiyel a-
linolenik asitin, kanda LDL ve kolesterol diizeylerini diisiiriip HDL’yi arttirarak
aterosklerotik siirecteki oksidasyonun artmasini engelledigi, trombosit agregasyonunu
Onleyen prostoglandin E3’lin 6ncii maddelerinden oldugu bilinmektedir (Aksoy,
2016). Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda R. rubrum meyvesinin kan lipit
profiline ve iire diizeyine etkisine bakilmistir. Diyabet grubunda kontrol grubuna gore
tire ve kolesterol diizeyi anlamli olarak artarken R. rubrum her iki grupta da iire, TG
diizeylerinde degisiklige neden olmadi ve kolesterol diizeylerini DK grubuna gore
anlamli olarak diismesini sagladi. R. rubrum verilen R500 grubunda kan glukoz
diizeyine etkisi gozlenmediginden her iki konsantrasyonda goriilen kolesterol
diizeyinin azalmast R. rubrum ekstresinin a-linolenik, y-linolenik yag asidi igerigi
kaynakli olabilir.

Literatiirde bulunan caligmalar DM’nin karaciger fonksiyonlarinda ve yapisinda

bozulmaya yol agabilecegini gostermektedir (Acharya ve ark., 2016). Fareler iizerinde
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obezite iligkili karaciger yaglanmasinin incelendigi bir ¢alismada Ribes nigrum’un 16.
haftada dolasimdaki ALT' yi 6nemli dl¢iide azalttig1 goriilmiistiir (Lee ve ark., 2019).
Caligmamizda karaciger fonksiyon testi olarak ALT, AST ve GGT diizeyleri
incelenmistir. Diyabetik kontrol grubunda ALT ve AST diizeylerinde K grubuna gore
anlaml farklilik gozlenmedi. Bu durum c¢alisma sliremizin 14 giin ile sirh
tutulmasindan kaynaklanmis olabilir. R. rubrum’un her iki konsatrasyonunda da
plazma ALT ve AST diizeylerine anlaml farklilik bulunmadi. Serum GGT aktivitesi
asirt alkol tiiketimi veya karaciger hastaliklar1 igin bir belirteg¢ olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda GGT'nin referans aralik dahilinde artisinin oksidatif
stresle ilgili erken ve hassas bir belirtec olabilecegi bildirilmistir (Lee ve ark., 2004).
Diyabetik kisilerde serum GGT aktivitesi yiiksek bulunmustur ve bu durum oksidatif
stres artisi ile iliskilendirilmektedir. Calismamizda literatiir bilgilerine paralel olarak
DK grubunda GGT aktivitesi K grubuna gore anlamli olarak arttti. R. rubrum ekstresi
her iki konsatrasyonda DK grubuna gore anlamli olmamakla birlikte GGT
diizeylerinde azalmaya neden oldu. Plazma GGT aktivitesinin R. rubrum ektresi ile
azalmasi ekstrenin diyabete bagli oksidatif stresi baskiladiginin gdstergesi olabilir.
Diyabetes Mellitus ve inflamasyon arasindaki iliski caligmalarla ortaya konmustur.
(Yal¢in ve Rakicioglu, 2018). TNF-a bir proinflamatuar sitokin olup, pek c¢ok
hastaligin inflamasyon patogenezinde rol almaktadir (Kalfa ve Aksu, 2011).
Literatirde R. rubrum’ un gelencksel olarak romatoid artrit gibi inflamatuar
hastaliklarda kullanildigina ve anti-inflamatuar aktivite gosterdigine dair bilgiler
bulunmaktadir (Tim, 2012; Duke ve ark, 2002). Literatiire uygun olarak ¢calismamizda
diyabetik siganlarda ¢ok yiiksek olmamakla birlikte K grubuna goére plazma, karaciger
ve pankreas TNF-a diizeyleri istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi. R. rubrum 100
mg / kg konsantrasyonda plazma TNF-a diizeyinin azalmasini saglarken karaciger ve
pankreas TNF-a tiretimini her iki konsantrasyonda da baskiladi.

Diyabetes Mellitus, trombosit fonksiyonlarmin degismesi ile de karakterize edilir ve
trombositler DM nin makrovaskiiler komplikasyonlarinin temel patolojisinde merkezi
bir rol oynar (Ferreiro ve ark., 2010; Ferreiro ve Angiolillo, 2011). Tip 1 veya Tip 2
DM hastalarinin trombositleri hiperreaktiftir ve artmis agregasyonu ile trombiis
olusumunun yani sira artmis adezyon gosterirler. Artan ortalama trombosit hacmi ve

trombosit turnoveri, diizensiz kalsiyum homeostazi, artan ROT, TXA2 {iretimi ve
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benzeri  biyokimyasal degisikliklerin  diyabet hastalarinin  trombositlerin
hiperreaktivitesine aracilik ettigi rapor edilmistir (Santilli ve ark., 2015). Trombosit
aktivasyonunun 6nemli gostergelerinden birisi de a-graniillerinden salinan P selektinin
hiicre yiizeyine lokasyonudur (Wasiluk, 2004; Hsu- Lit ve ark, 1984). Rubus idaeus ve
Rubus caesiu yaprak ekstreleri, ¢ilek gibi meyvelerde yapilan ¢alismalarda kirmizi
renkli meyvelerin P selektin ekspresyonunu baskiladigi ortaya konmustur (Dudzinska
ve ark., 2016; Alarcon ve ark., 2014). Ribes nigrum yapraklarinin %70 sulu aseton
ekstresi ile On igleme tabi tutulan insan umblikal ven endotel hiicrelerinde yapilan bir
calismada trombositlerde P selektin analizi yapilarak ADP’nin neden oldugu trombosit
reaktivitesine bakilmis ve belirgin bir azalma goriildiigii ifade edilmistir. Ancak bu
caligmada kontrole gore Ribes nigrum yaprak ekstresi ile inkiibe edilmis hiicrelerde
bir degisiklik saptanmamistir (Luzak ve ark., 2014). Literatirde R. rubrum’un
trombosit aktivitesi lizerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Daha
once ex vivo olarak yaptigimiz 6n ¢aligmada R. rubrum meyve suyunun trombosit
aggregasyonu, P selektin ekspresyonunu anlamli olarak baskiladigini gostermistik
(Giilmez ve ark., 2018). Bu ¢alismamizda R. rubrum’un %100 etanol ekstresinin
diyabet iligkili artan trombosit aktivitesini baskilayabildigini trombosit P selektin
diizeyleri lizerinden gosterdik. Calismamiz bu yoniiyle literatiire katki saglayabilir.
Mitokondri membran polarizasyonunun degisikligi mitokondriyal disfonksiyonun ve
apoptozun bir gostergesidir. Sagliksiz ve apoptotik hiicrelerde mitokondrinin artan
membran gegirgenligi sonucunda ortaya ¢ikan elektrokimyasal potansiyel kaybi
nedeniyle mitokondrinin i¢i daha az negatif hale gelmektedir. Katyonik bir boya olan
JC-1 ile florometrik olarak mitokondride meydana gelen bu degisikligi ortaya koyan
caligmalar literatiirde mevcuttur (Sivandzade ve ark., 2019; Elefantova ve ark., 2018;
Perelman ve ark., 2012). Trombositler nukleus icermedikleri i¢in trombosit saglig
biiylik Olgiide mitokondrilerinin sagligi tarafindan belirlenir. Bazi hastaliklar
trombositlerde erken apoptoza yol agabilir. Trombositlerin saglikli kalmasi (bir
trombosit dmrii 7-10 giin) i¢in mitokondrinin enerji tiretimi gerekliligi ve niikleer
olarak kodlanmis mitokondri (mtDNA) g6z oniine alindiginda mitokondrilerinin
trombosit dmriinii belirlemesi muhtemeldir (Melchinger ve ark., 2019).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentazin (NOS) 3 izoformu (ndranol (nNOS), endotelyal
(eNOS), indiiklenebilir (iNOS)) tarafindan iretilir. Endotelyal hiicrelerde ve
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trombositlerde eNOS ve iNOS bulunur (Gkaliagkousi ve ark., 2007). Endotel
hiicreleri tarafindan iiretilen NO ve prostasiklin saglikli endotele trombositlerin
yapismasini engeller (Goubareva ve ark., 2007). Cok sayida epidemiyolojik ¢aligma
polifenol igerigi ile sebze ve meyvelerin endotel iizerindeki koruyucu etkisini
gostermektedir (Schini ve ark., 2010). Trombosit kaynakli NO trombositlerin endotele
adezyonunu ve trombosit kiimelesmesi sirasinda kiimelere yeni trombositlerin
katilimin1 ve tromboz olusumunu Onler. Trombositler aktive oldugunda veya
hiperglisemik sartlarda iNOS kaynakli NO diizeylerinde artig olabilecegi bildirilmistir
(Gkaliagkousi ve ark., 2007). Calismamizda NOS diizeyleri incelenmemis, NO
diizeyleri, metabolitlerinden biri olan nitrit diizeyleri {izerinden degerlendirilmistir.
Diyabet grubunun nitrit diizeylerinin K grubuna gore artis gosterdigi saptanmustir.
Ribes cinsi meyvelerden Ribes nigrum yapraklarinin %70 sulu aseton ekstresi ile 6n
isleme tabi tutulan insan umblikal ven endotel hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada,
Ribes nigrum yaprak ekstresinin endotelyal nitrik oksit sentaz aktivasyonuna arttirdigi
belirtilmistir (Luzak ve ark., 2014). Plazmada nitrit diizeylerinde DK grubunda K
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir diislis gézlenmistir. Tip 1 DM veya Tip 2
DM hastalarinda serum NO diizeylerinin degistigi bildirilmistir. Ancak, sonuglar
tartismalidir. Baz1 ¢alismalar diyabetik hastalarda artmis NO diizeyleri bildirirken
(Adela ve ark., 2015) bazilar1 azaldigin1 (Krause ve ark., 2012) bildirmektedir. R100
ve R500 gruplarinin plazma NO diizeyleri DK grubuna goére anlamli farklilik
gostermemistir. Buna karsin R100 grubunun trombosit nitrit diizeylerinin tiim gruplara
gbre anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. R100 grubunda trombosit aktivasyon
gostergesi olan P selektin diizeyleri de azaldigi i¢in bu artisin iNOS ve aktivasyon
kaynakli degil eNOS fizerinden NO sentezinin artisi kaynakli olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Sonug olarak; R. rubrum %100 etanol ekstresi kan glukoz diizeyinde 1limli degisiklige
neden olmaktadir ve bu etkisi doz bagimli degildir. Anti-inflamatuar etkiye sahiptir.
Diyabet indiiklii trombosit aktivasyonu artigint ve mitokondriyal disfonksiyonu
Onleyebilmektedir. Literatiirde Ribes cinsi meyvelerin antioksidan kapasitesi,
farmakolojik ozellikleri, antidiyabetik, anti-inflamatuar ve antitrombosit etkilerine

yonelik in vitro ¢alismalar bulunmasina karsin in vivo ¢alismalar sinirhidir. R.rubrum
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meyvesi anti-inflamatuar ve antitrombotik etkileri ile DM'nin komplikasyonlarinin

onlenmesi/tedavisinde yarar saglayabilir.
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POSTER SUNUM BILDIRILER

INVESTIGATION OF ANTIDIABETIC, ANTI INFLAMMATORY AND ANTIPLATELET
POTENTIAL OF RIBES RUBRUML

Gizem GULMEZ, Al SEN, Turgni SEKERIER, Azze SENER
Thurkey

Abstract: Objective: Prothrombotic and mflammatory status plays an moportant role in the development of
cardiovascular complications of fype-2 diabetes mellius (T2DM) and plants containmg iologically active
ingredients may be useful for the prevention and management of said complications. The purpose was to In-
veshgate the anti-inflammatory, anfidiabetic and antiplatelet potential of extracts obtained from fimits of Fibes
mubrum L. Matenals and Methods: To evahiate the in vitro anti-diabetic and the anti-inflammatory effects of the
extracts (ethanol, 50% ethanol and water), their effects on mhibition of a-amylase, a-glucosidase and lipoxy-
genase enzymes were mveshgated. In addition, m vifro antioxidant activities and amownts of total phenolic
and flavonoid of extracts were exammed For in vivo study, a streptozetocin-induced experimental diabetes
model was created in rats. After developed hyperglycemia, the treatment group received ethanol extract of
Ribes mbrum (100 mgkg/day) for 15 days. Plasma glucose levels, tumor necrosis factor-o (TNF-o), platelet
P-selectin levels were exammed. Results: In the antidiabetic and anti-inflammatory actrvities assays, the IC50
values of the tested three extracts for o-amylase, a-glucosidase and lipoxygenase were found to be 130 pg/ml,
170 pg/ml. 181 pgiml; 189 pg'ml, 227pg'ml. 354 pg/ml; 21 pg/ml, 18 pg/ml, 30 pz'ml respectively. Plasma
THF-u (p=0.03) and platelet P-selectin levels (p=20.05) significantly decreased, while plasma glucose level
moderately decreased m the treatment group. Conclusion: The results show that fruits of Fibes rubrum may
provide support for the prevention/treatment of complications of T2DM by demonstrating its the antithrom-
botic, anti-inflammatery potential.

Eeywords: Anti-imflammatery Activity, Antiplatelet Activity, Diabetes Mellitus, Ribes Enbrum

114



EK-2. Etik Kurul Onay1

MARMARA UNIVERSITES| HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURLILLY

PFROJE ONAY FORMU

PROTOKOL KODU 59.2018.mar |cALISMA: TEZ

Ribes Rubrum L Meyvesinin Antidiyabetik ve

PFROIE AR | . 1 oy X
I-ﬁ-ntltrurnlms-lt Etkisinin Incelenmesi
BASVLRL SORAUMLL ARASTIRMACI | o il
BiLGILER] UNVANI/ ADI Prof. Dr. Azize SENER
T
ARASTIRMA MERKEZ! DEHAMER
DESTEKLEYIC]
TARIH: 05.11. 2018
Twkarsia bagsuns bgien uulim aragt ey bagpsury sosyas ve dgin bdwrmm:lm wulll;l_anl:., wakim e
KARAR BiLGILER] ba i ol ikt g al L 3 e gemeblesrimasnde smeomcs | B 0Ny
brllil Ilrlrrur-lﬂ'nk Onay wonravnda vapdacek her tliid proje dedigiibed “.i‘himr.hr baghk wh i veya nml-uml
phicleriven Bth Kurats bidinlersk proge ceaginm pesdenmey parekmeknedr, e
EFik wLRut BiLGiLER]
Deney hayvanian Pe yagslacak ofan bilmsel araghinma, s, sadlk hemetken uygoamalan ve e im-2d rebm gid temed
CALISAA EEAS) eakdnidande wularlan ponbem ve materyaler T igH i skandarti an g , etk Peeler dog 3 gorGy
I irmeesi. aragbrma tinerderin imcelemei ve seridkas) olmayariann deney hayvan kdlasmatanm engeilemeitic ]
LYELER
| Onaylanan
nvani/ Adyf Soyads | CEmankk Kurumus/ €& Dyeligi Projefle | |Crantia imea
[rah M Katihm
L fkisi
LD, Eozacilik Fakiites ve
Prof.Dr. Goksel SENER | ryompinlop | Mayvam Deneyled EtkEural  |Var s |
Bagkew Fak Ewet Haywr
| e
| Prof.Or. Levent EABASAKAL . WAL, Etratl ik Fiskidites ve
| Fasmabolep Hirywvas Deverylers Bt Kuryl Dyesi :; Euat M
Prof.Dr, Aysen YARAT B ML i Hehdmid| Fakiostesl we iy, v ]
| BOEKITHR | e van Deneyier Btk Kurul Dyesi (ya) et Hupr {::__;caf.tﬁ
Histaleyi ; o
Prol.Dr, Serap SIRVANC | ol .U Tip Fakiltesi ve Hayvan Nar m
ABD Deneyleri Etit Kunal Uyes ; ¥al Evet At
Prol.Dr, Rerran GULHAN - M. Tip Fakiiltesi ve Hapan [y
g | Formbeil | et e Oye s S i
Drog.br, Giirkan SERT Tip Tarihl ve ML Tip Fakiiltesi ve Havwam  |ygr
Etik m’llﬂ Etlﬂul'l.llhﬂ ¥ak [
. " Vaterines WL Tip Fakiiltesi ve Hayvan
Vet. Br. Dilek QzoEYU Hl Bereyleri £k Kumal et |17 Fet b 5@,]
_ﬂhfﬁhmmluwmln =
Gig, ""MEMH; Bapoiaji Kurumla s olmayan TC War
tandayiiye Yok Ewvgt  Hagir
Cihansah MURATOGLL Lerbipnt Kignemlg i-q-iis-nljumﬁrc
"_'i" Danegrmn 1k bkt ;':: Evet  Bayr

115



10. OZGECMIS

Ad1 Gizem Soyadi GULMEZ
Dogum Yeri |istanbul Dogum Tarihi |27.02.1994
Uyrugu Tiirk Tel +90 545 920 72 69
E-mail ggizemgulmez@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans
Lisans Marmara Universitesi 2016
Lise Sehremini Anadolu Lisesi 2012
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Yil - Y1)
Diyetisyen Gentest 2018-2019
Diyetisyen Ozel Bahat Hospital 2017-2018
Okudugunu
Yabanci Dilleri Anlama® Konusma* Yazma*
Iyi Iyi Iyi Iyi
Yabanc Dil Sinav Notu #
YDS |UDS |IELTS |TOEFL |TOEFL |TOEFL |FCE |CAE |CPE |YOKDIL
IBT PBT CBT
71,25
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 80,28

(Diger) Puam

116




Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi
Adobe Photoshop Cs6 Zayif

*Cok 1yi, iyi, orta, zayif olarak degerlendiriniz

117






