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1. OZET

Diinya genelinde insidansi hizla artan diyabet ile miicadelede yeni Stratejilerin
arastirilmasi icin siklikla hayvan modelleri kullanilmaktadir. Rodentlerde yiiksek
yagl diyet (YYD) ve STZ uygulanmasi insan tip 2 diyabeti (DM2) igin uygun bir
modeldir. DM2 ve komplikasyonlarina karsi gesitli fitokimyasallarin koruyucu
veya tedavi edici etkileri aragtirilmaktadir. Curcuma amada Roxb (Mango Ginger,
MG) tibbi bitkiler alaninda antioksidan ve antiinflamatuvar gibi farmakolojik ve
biyolojik etkileri ile dikkat ¢cekmektedir. Bu ¢alismanin amaci; yiiksek yagl diyet
(YYD) ve streptozotosinle (STZ) indiiklenmis diyabetik siganlarda, diyabetin
olumsuz etkilerine karsi potansiyel koruyucu etkisi olabilecek MG ekstraktinin
etkilerinin belirlenmesi ile GSK-3 beta/Fyn/Nrf2 sinyal yolaklar1 tizerine MG
ekstraktinin nasil etki edeceginin ortaya konmasidir. Caligmada 28 adet erkek
Wistar albino sican rastgele dort gruba ayrildi; i) Kontrol Grubu; standart diyetle
beslenen ratlar; ii) MG grubu: standart diyet+ MG (50 mg/kg/giin) uygulanan
ratlar; iii) YYD grubu: YYD ile beslenen ve STZ, (40 mg/kg i.p.) uygulanan
ratlar; iv) YYD+STZ+MG. Calisma,12 hafta siireyle devam ettirilmistir.
Diyabetik ratlarda glikoz, insiilin ve bazi biyokimyasal degerler artis gosterirken
(P<0.01), MG uygulamast bu durumu hafifletmistir (P<0.001). Diyabetik
siganlarda, serum ve karaciger malondialdehit (MDA) artarken (P<0.001), total
antioksidan kapasite (TAK) azalmistir (P<0.001). YYD+STZ grubunda GSK-38,
Fyn ve Keap-1 protein diizeyleri artarken Nrf2 ve HO-1 protein diizeyleri azalmis

buna karsin MG uygulamasi, diyabetik siganlarda tersine bir etki gostermistir



(P<0.05). Diyabetik siganlarda MG uygulamasinin biyokimyasal parametreleri
iyilestirdigi ve GSK-3 beta/Fyn/Nrf2 sinyal yolaklarini regiile ederek antioksidan
savunma mekanizmalarini iyilestirdigi ve boylece diyabet tedavisinde destekleyici

ve komplikasyonlar1 hafifletici 6zellik gosterdigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Mango ginger, yiiksek yaglh diyet, streptozotosin, diyabet,

sinyal yolaklar1



2. ABSTRACT

The Effect of Mango Ginger Extract on GSK-3 beta/Fyn/Nrf2 Signaling

Pathway in High-Fat Diet/Streptozotocin-Induced Diabetic Rats

The animal models are often used to investigate new strategies against diabetes,
which is a rapidly increasing ailment worldwide. High-fat diet (HFD) and
streptozotocin (STZ) administration in rodents is a suitable model of human type
2 diabetes (DM2). The protective or therapeutic effects of various phytochemicals
have been investigated against DM2 and its complications. Curcuma amada Roxb
(Mango Ginger, MG) is well-known for its pharmacological and biological effects
such as antioxidant and anti-inflammatory etc., in the field of medicinal plants.
The aim of this study is; assessing the effects of MG extract which may have
potent protective effects against the adverse effects of diabetes in high fat diet
(HFD) and streptozotocin (STZ) induced diabetic rats, and it is exhibited how MG
effects GSK-3 beta/Fyn /Nrf2 signaling pathways. A total of twenty-eight Wistar
albino rats divided into four groups; i) Control group (non-diabetic rats) fed a
regular diet; ii) MG group rats fed regular diet and administrated with MG (50
mg/kg BW per day); iii) HFD+STZ group rats fed an HFD and then injected STZ
(40 mg/kg, i.p.); Group IV rats fed a HFD and administrated with MG (50 mg/kg
BW); and iv) HFD+STZ+MG Group rats fed HFD and then injected STZ
administrated with MG. The study conducted for 12 weeks. Blood glucose,
insulin, and some biochemical values increased in diabetic rats (P<0.01),

however, MG administration alleviated this condition (P<0.001). Serum and liver



malondialdehyde (MDA) increased (P<0.001) and total antioxidant capacity
(TAK) decreased in diabetic rats (P<0.001). In the YYD + STZ group, GSK-3p,
Fyn, and Keap-1 protein levels increased while Nrf2 and HO-1 protein levels
decreased, whereas MG administration had an adverse effect in diabetic rats
(P<0.05). In diabetic rats, MG treatment improves biochemical parameters and
regulates the GSK-3 beta / Fyn / Nrf2 signaling pathways, thereby improving the
antioxidant defense mechanisms and thus alleviating supportive and

complications in the treatment of diabetes.

Keywords: Mango ginger, high-fat diet, streptozotocin, diabetes, signaling

pathways



3. GIRIS

Beslenme rejimlerinin bozulmasi ve hatali beslenme gibi durumlar, bir¢ok
kronik hastaligin ortaya ¢ikma riskini artirmaktadir. Asir1 ve kontrolsiiz tiiketilen
diyetler, 6zellikle yag igerigi yiiksek diyetler ve bunun yaninda yetersiz fiziksel
aktivite; insiilin direnci, hiperlipidemi ve oksidatif stres gibi onde gelen bir
obezite ve obeziteye bagli diyabet ve bir¢ok komplikasyonlara neden
olabilmektedir (1, 2). Kronik olarak yag icerigi yiiksek beslenme rejimi obezite,
diyabet ve metabolik sendroma neden olur (3). Epidemiyolojik g¢alismalarda,
obezite, dislipidemi, glikoz intoleransi ve hipertansiyon arasinda bir iliski
gozlenmektedir (4). Deney hayvanlarinda yiiksek yagh diyetle (YYD) besleme
viseral obezite, insiilin direnci, hiperlipidemi, hipertrigliseridemi, hiperinsiilinemi
ve glikoz intoleransi endotel disfonksiyonu ve hipertansiyon gibi metabolik
degisikliklerle dogrudan iligkilidir (1, 5).

Diabetes mellitus (DM), kronik komplikasyonlara neden olan
mikrovaskiiler patoloji ile karakterize bir hastaliktir. Diyabet vakalarin yaklagik
%90’1 Tip 2 diyabettir (DM2) ve en 6nemli belirtisi de ¢ogunlukla obezite ve lipit
bozukluklariyla seyreden insiilin direnci ve hiperglisemi tablosudur (6, 7).

Deneysel olarak olusturulan diyabet modellerinde, gesitli fitokimyasallarin
anti-diyabetik  aktivite  gosterdigi  bildirilmektedir  (7-9). Diyabet ve
komplikasyonlarina kars1 koruyucu veya tedavi edici fitokimyasallar1 konu alan
birgok g¢alisma (10-13) yapilmakla beraber bu etkilerini nasil ve hangi hiicresel

mekanizmalarla ortaya koydugunun arastirilmast gerekmektedir (14, 15).



Antioksidan o6zelligi bulunan Mango gingerin (MG) diyabet hastaligi ve
komplikasyonlarina karsi1 hangi yolaklar1 nasil etkilediginin ortaya konmasi ve

koruyucu veya tedavi edici stratejilerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

3.1. Diabetes Mellitus

Insiilin, basta glikoz olmak iizere siilfoniliireler ve arginin gibi uyaricilara
cevap olarak pankreasin B-hiicrelerinden sentezlenen bir hormondur (16). DM
diinya capinda yaklasitk 400 milyon insani etkileyen (17), hiperglisemi ve
pankreasta insiilin iretiminin ve/veya insiilinin hiicreler {izerine etkisinin
yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan anormal protein, karbonhidrat ve lipit
metabolizmasi ile devam eden bir grup metabolik bozukluktur (18). Ozellikle kan
damarlari, gozler, bobrek, kalp, sinirler gibi gesitli organ ve sistemler bu bozukluk
sonucunda zarar gorebilmektedirler (19, 20). Diyabette, hipergliseminin yaninda
ortaya ¢ikan hiperlipidemi ve oksidatif stres gibi faktorler de farkh
komplikasyonlara yol agarak diyabetin patogenezinde rol oynamaktadir (21).

Fizyolojik kosullar altinda gida alimindan sonra kan glikoz seviyesi artar
ve pankreastan insiilin sentezi uyarilarak glikozun hiicre i¢ine alinmasi saglanir.
Insiilin ayn1 zamanda glukagon ad1 verilen hormonun sentezini inhibe etmekte ve
kan serumundaki yag asit miktarmi diislirerek karacigerdeki glikoz iiretiminde
azalmaya sebep olmaktadir (21). Yetersiz insiilin ya da insiilin direnci dokularin

yetersiz glikoz almasina neden olarak hiicre i¢i hipoglisemi ve hiicre dis1



hiperglisemi ile sonuglanmaktadir. Bu durum DM nin patofizyolojisinin temelini

olusturmaktadir (Sekil 1; 22).

Azalan insiilin seviyesi ya da
artan insiilin direnci

%

Glikozun dokulara gecisinin azalmasi

% %

Hiicre ici hipoglisemi Hiicre dis1 hiperglisemi

Y% Y%

Diyabetik ketoasidoz, azalan
protein sentezi ve azalan gama
globiilinler

Hiperglisemik koma ve ozmotik
dilirezis

Sekil 1. Diabetes mellitusun patofizyolojisi (22).

DM, insiilin sentezine bagimli (IBDM) yani tip 1 diabetes mellitus (DM1),
insiilin sentezine bagimli olmayan (IBODM, DM2) ve gebelik sirasinda
goriilebilen gestasyonel DM olmak iizere baslica lig tipte siniflandirilmaktadir (23,
24). Buna karsin diyabet siniflandirilmasinda, monogenik diyabet sendromu,
kistik fibrozise bagli diyabet, posttransplantasyon diyabet ve ilag ve/veya
kimyasal kullanimina bagli diyabet gibi tiirleri iceren diger/6zel diyabet tiirleri

olarak yeni bir siniflandirma da bildirilmektedir (23).



3.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Pankreasin B hiicrelerinin fonksiyonunu yerine getirememesi ile meydana
gelen insiilin yetersizligi sonucu olusan bu diyabet tiiri (25) g¢ogunlukla
cocuklarda ve ergenlik donemindeki bireylerde goriilmektedir (24). DM1, esas
olarak T-hiicresi aracili inflamatuar yanit (insiilitiS) ve ayn1 zamanda humoral (B-
hiicresi) yanit yolu ile pankreasin [ hiicrelerinin oto-immiin yikimindan
kaynaklanmaktadir (22, 26). DM1’de pankreasin langerhans adaciklarindaki
hiicrelere kargi otoantikorlar ortaya ¢ikmaktadir. Otoantikorlar arasinda adacik
hiicresi otoantikorlari, insiilin otoantikorlari, glutamik asit dekarboksilaz, tirozin
fosfataz 1A-2 (ada hiicresi antijeni), tirozin fosfataz IA-2 ve ¢inko tasiyici protein
(ZnT) otoantikorlart bulunur (27). Bu pankreatik otoantikorlar, DM]1’in
karakteristigidir ve bu hastalarin serumunda, hastaligin baslangicindan aylar veya
yillar 6nce saptanabilir (24, 28). Cogunlukla genetik yatkinlik sonucu olusan bu
tip DM etiyolojisinde viriisler, vitamin D yetersizligi, anne karninda kimyasal
ajanlara maruz kalma, hijyen yetersizligi, obezite gibi baz1 ¢evresel faktorler de

yer alabilmektedir (17).

3.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Bu tip diinyada en yaygin DM tipidir ve goriilme siklig1 giderek
artmaktadir. DM2 insiilin sekresyonunun bozulmasi, dokularda insiilin direncinin

olusmasi ile ilgili genetik faktorlerin yaninda obezite, asir1 beslenme, egzersiz



eksikligi, stres ve yaslanma gibi ¢evresel faktorlerin birlesiminden kaynaklanan
heterojen bir bozukluktur (29). Otoimmiin bir bozukluk olmamasinin yaninda
sorumlu genlerin karmasikligindan dolay1 ¢ogu hastada bu tipe yatkinlik gosteren
duyarli genler tanimlanmamis (22) olsa da Transkripsiyon faktorii 7-benzeri-2
(TCF7L2) geni tiirevlerinin bu diyabete yatkinligi arttirdigi bildirilmektedir (30).
DM2’nin genetik iliskisi DM1'den daha karmasiktir. DM2’nin patogenezi insiilin

sekresyonunun bozulmasi ve insiilin direnci olusmasi ile karakterizedir (Sekil 2;

22).
Genler »| Yasam Tarzi
Insiilin Sekresyonunun Dokularda Insiilin Direnci

Bozulmasi Olusmasi “

\ /

Glikoz Toleransinin
Bozulmasi

:

[ Tip 2 Diabetes Mellitus ]

!

;[ Stirekli Hiperglisemik Durum J <

Sekil 2. DM2’nin Patogenezi (22, 23)



DM2’de hiperglisemi olusumu yillar icerisinde yavasca gerceklesip
hastalarda siddetli klasik diyabet semptomlar1 gézlenmediginden tehsisinin erken
asamada gerceklestirilmesi zordur. DM2’li hastalar normal veya yiikselmis
goriinen insiilin seviyelerine sahip olabilirken, yliksek kan sekeri diizeyinin daha
yiikksek insiilin degerlerlerine yol agmasi [-hiicre fonksiyonlarinin normal
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle insiilin sekresyonu kusurlu hale gelir
ve insiilin direncini telafi etmek i¢in yeterli olmayabilir (23).

Insiilin direnci olusmasinin ardindan pankreasta insiilin iiretiminin
azalmasi ile hiperglisemi meydana gelir. Obezlik ve egzersizden yoksun yasam
tarzi insiilin direncinin ortaya ¢ikmasinin ana sebeplerindendir. DM2 genellikle
gen¢ yaslarda gorliilmemektedir ancak yasam tarzi, yanlhis ve fazla beslenme,
sagliksiz ¢evre kosullart gibi degiskenler obeziteye neden olarak erken yaslarda

DM2’nin goriilme sikligini arttirmig bulunmaktadir (23, 31).

3.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Bu tip DM, gebelik esnasinda kendini ilk kez gdsteren bir glikoz tolerans
bozuklugu olarak tanimlanabilir (32). Genellikle gebeligin son 1/3’liik kisminda
insan plasental laktojen hormonunun (HPL) insiilinin dokulardaki etkisini inhibe
etmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (33). Gestasyonel diyabetin etkisi dogumdan sonra
diizelmektedir. Ancak sonraki gebeliklerde de ortaya c¢ikabilmekte ve ilerleyen

yaslarda DM2’ye neden olabilmektedir (34).
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3.1.4. Diger/Ozel Diyabet Tiirleri

Diger/6zel nedenlere bagl spesifik tipler: Monojenik diyabet sendromlari,
ekzokrin pankreas hastaliklari, organ nakli sonrasi, ila¢ ve kimyasal maddelere
bagli diyabet gibi 6zel tiirler ve diger diyabet tiirleri tablo 1°de sunulmustur.

Monojenik diyabet sendromlari, neonatal diyabet 6 aylik yasin altindaki
yeni doganlarda ortaya cikarken, DM1’in 6 aylik yastan Once ortaya g¢ikmasi
nadirdir. Bu diyabet tiirii gegici ya da kalici olabilmektedir (23). Genglerde
goriilen Erigkin Tipi Diyabet genellikle 25 yasin altinda goriilen erken yasta
hipergliseminin baslamasi ile karakterizedir. Bu diyabette insiilin sekresyonu
bozulmakta ancak salinan insiilinin etki yeteneginde bir kayip goriilmemektedir
(23).

Kistik fibrozise bagli diyabet (CFRD), kistik fibrozisli ergenlerin yaklasik
%20'sinde ve yetiskinlerin %40-50'sinde meydana gelen en yaygin hastaliktir.
DM1 ve DM2 ile karsilastirildiginda CFRD hastalar1 daha kotii beslenme
durumuna, daha siddetli yangisal akciger hastaligima ve yiiksek mortaliteye
sahiptirler (23).

Posttransplantasyon diyabet, organ transplantasyonundan sonra baslangic
zamanina bakilmaksizin ortaya ¢ikan diyabeti tanimlar. Bobrek transplantasyonu
sonrasinda alicilarin %90’ninda hiperglisemi goriilmektedir (35). Transplantasyon
sonrasi  kullanilan  bagisiklik  baskilayict  ajanlar  hiperglisemiye neden

olabilmektedir (23, 36).
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Tablo 1. Diabetes Mellitusun siniflandirilmasi (37).

I. Tip 1 Diyabetes Mellitus
A. Immun aracilikli
B. Idiyopatik

I1. Tip 2 Diyabetes Mellitus

I11. Gestasyonel Diabetes Mellitus

IV. Diger/Ozel Diyabet Tiirleri

A. Monogenik diyabet formlari

2. Kromozom, KLF11 (MODY7)
2. Kromozom, NeuroD1 (MODY6)
7. Kromozom, Glukokinaz (MODY2)
7. Kromozom, PAX4 (MODY9)
8. Kromozom, BLK (MODY11)
9. Kromozom, CEL (MODY8)
11. Kromozom, INS (MODY10)
11.  Kromozom, Neonatal

(Kir6.2,ABCC8,KCNJ11 mutasyonu)
12. Kromozom, HNF-1a (MODY3)
13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)
17. Kromozom, HNF-1b (MODY5)
20. Kromozom, HNF-4a (MODY1)
Mitokondriyal DNA

DM

Diger
B. Insiilinin  etkisindeki  genetik
defektler

Leprechaunism
Rabson-Mendenhall sendromu

E. ila¢ veya kimyasal ajanlar

a —Interferon
Anti-viral ilaglar
Atipik anti-psikotikler
b-adrenerjik agonistler
Diazoksid
Doku ve organ naklinde rejeksiyonunu

onlemek i¢in kullanilan ilaglar
Fenitoin
Glukokortikoidler
Nikotinik asit
Pentamidin
Proteaz inhibitérleri
Statinler
Tiroid hormonu
Tiyazid grubu ditiretikler

Vacor

Diger
F. Immun aracilikli nadir diyabet
formlari

Lipoatrofik diyabet Anti insiilin-reseptor antikorlari
Tip A insiilin direnci “Stiff-man” sendromu
Diger Diger
C. Pankreasin ekzokrin doku G. Divabetle iliskili genetik sendromlar
hastaliklari Alstrom sendromu
Fibrokalkul6z Down sendromu
Hemokromatoz Friedreich tipi ataksi
Kistik fibroz Huntington korea
Neoplazi Klinefelter sendromu
Pankreatit Laurence-Moon-Biedl sendromu
pankreatopati Miyotonik distrofi
Travma/pankreatektomi Porfiria
Diger Prader-Willi sendromu
D. Endokrinopatiler Turner sendromu
Akromegali Wolfram (DIDMOAD) sendromu

Aldosteronoma
Cushing sendromu
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma
Diger

H. infeksiyonlar
Koksaki
Konjenital rubella
Sitomegalovirus
Digerleri (adenoviriis, kabakulak)
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3.2. Deneysel Diabetes Mellitus Modeli

Deneysel diyabet modelleri si¢an, hamster, fare, kobay, tavsan, kedi ve
kopek gibi deney hayvanlart kullanilarak olusturulabilmektedir (11, 38-40). DM
modeli olusturmak amaciyla streptozotosin (STZ) ve alloksan kullanilmakta olup
fare ve sican en ¢ok tercih edilen deney hayvanlaridir. Kullanilan kimyasal ajanlar
pankreasin langerhans adaciklarindaki B hiicrelerinde hasara neden olarak ve
insiilin salinimin1 sekteye ugratmaktadirlar (40, 41).

Bir bakteri olan Streptomycetes achromogenes’ten izole edilen STZ
diyabet olusturabilen dar spektruma sahip bir antibiyotiktir (40, 42). STZ, glikoz
molekiilii igeren zararli bir glikoz analogudur ve glikoza benzer sekilde glikoz
transport proteini 2 (GLUT2) araciligi ile pankreasin B hiicrelerine alinir (40, 43).
STZ, pankreasin [ hiicrelerinin DNA’larinin pargalanmasina ve sonrasinda
hiicrelerin nekrozuna neden olarak insiilin salinimini azaltmaktadir (40, 44, 45).

Yiksek doz STZ uygulamasi, DM2’deki gibi insiilin sekresyonunu ciddi
sekilde bozar, ayn1 zamanda keton cisimcikleri olugsmasina neden olarak onlarin
idrarda goriilmesine de yol agabilir (46). Diger yandan diisiikk doz STZ, DM2’nin
son agamasinadaki gibi insiilin sekresyonunda hafif bozulmaya neden olmaktadir
(47, 48). Ancak disik doz STZ DM2’deki gibi tipik insiilin direnci aksisini
olusturamamaktadir (49). Bazi ¢alismalar, YYD ile asir1 beslenen hayvanlarin
insiilin direnci gelistirdiklerini gdstermistir. Bu nedenle, periferal insiilin direncini
indiiklemek i¢in YYD ve ardindan pankreas -hiicrelerini hedefleyen diisiik dozda

STZ’nin uygulandigi bir model, sadece fenotipi degil ayni zamanda insan
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DM2'sinin patogenezini de taklit edebilmektedir (47, 48). Uzun vadede obeziteye
yol agan asir1 besleme, karacigerin yani sira iskelet kasindaki insiilin direncini de
hizla uyarabilir. Yag dokusunun siddetli genislemesi, disfonksiyonel adipositleri
temsil eden yag doku yangisi ile siki bir sekilde iligkilidir. Yag doku
disfonksiyonu karaciger, kas ve [-hiicreleri gibi yagdoku disindaki yerlerde
ektopik yaglanmaya neden olmaktadir (50, Sekil 3). insiiline direngli kaslar daha
diisiik seviyede glikojen sentezleme kapasitesine sahip olduklarindan kendine
gelen glikozu tekrar karacigere gonderir ve karacigerdeki de novo lipogenezis
sonucu lipid birikimi meydana gelir. Karacigerdeki yag birikimi insiilin direncini

indiikler, glikojen sentezini azaltir ve glikoneogenezisi arttirir (50, 51).

Enerji alimi > Enerji gikisi

Ektopik Yaglanma

kas, karaciger ve B- Hiicre

W\

— insiilin Direnci
kas, karaciger ve B- Hiicre

B- Hiicre
Kompenzasyonu

AN

Hiperinsiilinemi

Sekil 3. DM2’de ¢oklu dokular arasindaki etkilesimlerin sadelestirilmis genel

goriiniimii. KG; Kan glikozu, TG; Trigliserid (50).
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YYD ile beslenme belli bir siire uygulandiktan sonra insiilin direncini
meydana getirmekte ve diyabetin indiiksiyonunu baslatabilmektedir (47, 52).
Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda en az 2 haftalik YYD uygulamasindan sonra diigiik
dozda STZ enjeksiyonunu takip eden ilk 3-7 giin igerisinde kandaki glikoz
seviyesi artmaktadir (53-56). STZ, YYD uygulamasindan 8 hafta (57) veya 12
hafta (58) sonra da uygulanabilmektedir.

YYD ve STZ uygulamasimin meydana getirdigi metabolik degisiklikler

Sekil 4’te gosterilmektedir (5).

insiilin reseptorleri
l Glikoz transportu

Glikoz metabolizmasi

[CnckosavyesBisimi| g

A e S Ay > 3 pone " "
| | Kas Insiilin direnci
‘ i Yangi
@ @ insiilin direnci
9 > Yangi
N Yag § Glikoz transportu
m
Hepatik insiilin direnci
| ? I Yangl
Streptozotosin Enjeksiyonu | ? > Boyut, agirhik
§ | Karaciger Hepatik steatozis
A Glikojen icerigi
1 | Glikokinaz aktivitesi
s insiilin sekresyonu
‘::6 T > Adaciklardaki insiilin
N Pankreas 4 Yangi
& B- Hiicre hasari
Glikoz seviyesi
| | ¢ Yangisal mediyatorler
| Yiiksek Yagh Diyet | | > | § insiilin seviyesi

Kan Dislipidemi

Sekil 4. Yiiksek yagli diyet ve streptozotosin uygulamasinin etkileri (5).



3.3. Obezite, Metabolik Sendrom ve Diabetes Mellitus

Obezite, viicuda alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi sonucu
viicutta fizyolojik sinirin lizerinde yag birikmesi olarak adlandirilabilen kronik bir
hastaliktir (59, 60). Obezitenin asirt olmasi durumunda kardiyovaskiiler
hastaliklar, solunum sistemi hastaliklari, kanser ve diyabet gibi hastaliklar ortaya
cikabilmektedir (61). Insanlar ve sicanlar iizerinde yapilan calismalar diyet ile
tilketilen fazla yagin obezitenin ana sebeplerinden oldugunu dogrulamaktadir (62,
63). Ozellikle hayvan i¢ yag1 bulunan YYD ile beslenen siganlarda hiperglisemi,
viseral yaglanma, hiperinsiilinemi ve karaciger yaglanmasi gibi bozukluklar
gelisebilmektedir. Diyette serbest yag asitleri ve doymus yaglarin fazla olmasi
aynt zamanda metabolik hastaliklara ve yangisal cevabin kronik bir sekilde
aktivasyonuna sebep olur (63, 64).

Obezite kalp hastaliklarint ve DM2 riskini arttiran metabolik sendrom ile
iligkilidir (31, 65). DM2’li ve DM riski bulunanlarda bazi 6nemli belirtiler
goriilebilir. Elma tipi viicut (santral obezite), yiiksek tansiyon, dislipidemi,
pihtilasma bozukluklari, endotelyal fonksiyon bozuklugu ve kardiyaovaskiiler
morbidite bu belirtilerin en 6nemlileridir. Ana sebebinin insiilin direnci oldugu
kabul edilen bu belirtilerin hepsine birden metabolik sendrom denir (66).

Insiilin direnci, obezlerde diyabet olusmasina neden olan 6nemli bir
belirteg olarak kabul gérmektedir (67). Obezlerde kas, karaciger ve oOzellikle
pankreasta olusan yaglanma bu organlarin islevlerinde azalmaya neden olmakta

ve pankreasin B-hiicrelerinden insiilin salinimin1  azaltmaktadir. Obezite,
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dokularda reseptor diizeyinde insiilin direnci olusturmasinin yaninda dolasimdaki
insiilin seviyesini de diisiirdiigii i¢in glikoz intoleransi ve DM2 olusumuna neden

olmaktadir (68, 69).

3.4. Diabetes Mellitusta Tedavi Yontemleri

DM tedavisi kan glikoz seviyesinin fizyolojik simirlar igerisinde tutmak,
hastalik sonucu ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar1 6nlemek ya da azaltmak i¢in
beslenme, spor ve ¢esitli ilaglar ile hastanin yasam kalitesini arttirmaya yonelik
yapilan uygulamalar1 kapsamaktadir (70). Medikal tedavide, insiilin salgilatic
(stilfonilireler, glinidler) ve insiilin  duyarliligmi arttirict  (biguanidler,
tializolinedion) antidiyabetik ajanlar ile farkli etki siireleri olan sentetik insiilinler
kullanilabilmektedir (71).

Beslenme rejiminin diizenlenmesi ile yapilan tedavi, hastanin daha saglikli
bir sekilde beslenmesini saglayip kan sekeri seviyesini uygun seviyede tutarak,
DM’nin komplikasyonlarin1 onler veya geciktirir ve bdylece hastanin yasam
kalitesi arttirilmis olur (72).

DM’de alternatif tedavi ¢gok onemli bir yere sahiptir. Konvansiyonel tedavi
yaninda kullanilan bitkisel ilagclar IBODM durumlarinda hipoglisemik etki
olusturarak tedaviye yardimci olmaktadirlar (10, 73). Cesitli fitokimyasallarin
antidiyabetik aktivite mekanizmalart gosterdigi (Tablo 2; 7-9, 13) ve

komplikasyonlarina karsi1 etkili oldugu birgok ¢alisma ile gosterilmistir (14, 15).
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STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda resveratroliin, oksidatif stresi
baskilayarak, karaciger dis1 dokularda glikoz alim potansiyelini artirabildigi ve
DM’nin komplikasyanlarini azaltabilecegi bildirilmistir (7).

Qiu ve ark. (74) siganlarda STZ ile olusturulan DM’de siyah soya tohumu
ve siyah soya tohumunun polifenolik ekstraktinin pankreasin B hiicrelerinden
insiilin salmimini arttirarak bobrekteki fonksiyon bozuklugunda potansiyel bir
koruma sagladigini bildirmislerdir.

Karlowicz-Bodalska ve ark. (12) ginger ailesinin bir iiyesi olan zerdegalin
belirgin bir antioksidan ve antiinflamatuar etki gosterdigini, bazi sinyal
molekiillerini baskilayarak DM’nin komplikasyonlarini azalttigini1 bildirmislerdir.
Sharma ve ark. (75) diyabet olusturulan farelerde MG ekstrakti uygulanmasinin
glikoz toleransini iyilestirmekle birlikte anti-hiperglisemik ve orta diizeyde
hipoglisemik etki gosterdigini soylemislerdir. MG ekstraktinin siganlarda
kullaniminin hipotrigliseridemik (76) ve anti-hiperkolesterolemik etki gosterdigi

bildirilmistir (7).
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Tablo 2. Anti-diyabetik 6zelligi olan gesitli bitkiler ve aktif bilesenleri (13).

Botanik Adi

Kullanilan Kisim

Ana Aktif Bilesen

Allium sativum

Annona squamosa
Areca catechu
Artemisia pallens
Azadirachta indica
Bauhinia forficata

Beta vulgaris
Boerhavia diffusa
Camellia sinensis
Cinnamomum zeylanicum
Combretum micranthum
Gynandropsis gynandra
Lantana camara
Momordica charantia
Ocimum sanctum

Panax quinquefolius
Parinari excelsa
Phyllanthus amarus
Prunus amygdalus
Pterocarpus marsupium
Punica granatum
Ricinus communis
Salacia oblonga wall
Sarcopoterium spinosum
Tinospora cordifolia

Sogani
Meyve
Tohum
Yapraklari ve ¢icekleri
Yaprak, ¢i¢ek ve tohum
Yaprak

Kok

Biitiin bitki
Yapraklar
Kabuk
Yapraklar
Kok
Yapraklar
Yapraklar
Biitiin bitki
Kok

Kabuk
Biitiin bitki
Tohumlar
Biitiin bitki
Meyve

Kok

Kok kabugu
Kok

Kok

Allil propil disiilfiir, allisin
Liriodenin, moupinamide
Avrecaine ve iscoline
Germacranolide
Azadirachtin ve nimbin
Astragalin, kaempferitrin
Fenolikler, beta-siyaniler
Punarnavine ve ursolic asit
Kafein ve katesinler
Cinnamaldehyde, eugenol
Polifenoller

N, N-dietiltoliamid
Lantanoside, lantanon
Charantin, sterol

Eugenol

Ginsenosides

Myricetin, quercertin
Phyllanthin

Amigdalin

Kenotannik asit, piroatekin
Punicalagin, punicalin
Risinolik asit

Salacinol

Katesin ve epikatesin

Tinosporon, tinosporik asit
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3.5. GSK3p / Fyn / Nrf2 Sinyal Yolagi

Nrf2, oksidatif ve elektrofilik stres karsisinda bir sensor vazifesi goren,
oksijen tiirevi serbest radikallere karst hiicresel direng iireten bir diizenleyicidir
(78). Kelch benzeri ECH-iliskili Protein- 1 (Keap-1) Nrf2’nin transkripsiyonel
aktivasyonu ile iligkilidir (79). Bu iki transkripsiyon faktoriiniin birlikte
bulunduklar1 sinyal yolagi Diyabet hastaligina karsi direngte biiyilk Oneme
sahiptir. Diyabette Nrf2'nin bozulmus aktivasyonu oksidatif strese kars1 metabolik
savunmanin diismesi ile iligkilidir ve Nrf2/Keapl sinyal yolaginin modiilasyonu
diyabet ve iligkili hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir potansiyel arz etmektedir
(80). Yapisal olarak aktif bir kinaz olan GSK-3, glikojen sentaz (GS) ve diger
substratlarin fosforilasyonu ile viicut metabolizmasini diizenleyen bir kinazdir.
Yapilan caligmalar, GSK-3'iin Alzheimer hastali1 ve DM2’nin altta yatan yaygin
patolojisinde yer aldigin1 gostermektedir (81). Tirozin kinazlarin Src ailesinin bir
tiyesi olan Fyn, cesitli hiicre tiplerinde hiicre iskelet sisteminin yeniden
modellenmesinde kilit bir diizenleyicidir (82). Fyn, Nrf2'nin negatif bir
diizenleyicisidir ve sitoplazmaya Nrf2'yi vermek i¢in gekirdeklere girer. Yang ve
ark. (83) diyabet kaynakli nefropatiye karsi ¢inko takviyesi yaparak ¢inkonun, Akt
fosforilasyonu ve GSK-3p fosforilasyonunu arttirirken Fyn  niikleer
translokasyonunda bir azalma ile birlikte Nrf2'nin de sitoplazmaya aktarilmasinin
gerceklestigini bildirmislerdir. Nrf2, bir Nrf2 negatif diizenleyicisi olan Fyn'in
aktivasyonu icin GSK-3p tarafindan hedeflenmektedir ve diyabet olusturulan

ratlarda biyoaktif bir bilesen olan siilforafan uygulanmasi sayesinde,
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GSK3pB/Fyn/Nrf2 sinyal yolagi (Sekil 5) araciligi ile diyabet komplikasyonlarinda

kismi bir iyilesme gosterilmistir (84).

DIiYABET

Antioksidan

R O S Maddeler
Nrf2
Degradasyonu

? Akt ]
Nrf2\§ Keapl l

Nrf2 GSK-3p T

Sitozole Fyn | AEtio_ksiIdan
i ] nzimler

Nrf2 Gegis

Sitoplazma

Sekil 5. Diabetes Mellitus ve GSK3p/Fyn/Nrf2 sinyal yolagi arasindaki iliski (84-
87).
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3.6. Mango Ginger

MG (Curcuma amada Roxb.) karakteristik ham mango aromasi nedeniyle
MG olarak bilinen ve tibbi bitkiler alaninda incelenen énemli bir tiirdiir (Sekil 6).
MG fitokimyasal, farmakolojik ve etnobotanik caligsmalari ile 6ne ¢ikmaktadir.
MG, biyomedikal 6nemi olan 130'dan fazla kimyasal bileseni icermekte ve
antibakteriyel, insektisit, antifungal ve antioksidan 6zellikleri arastirilmaktadir. Bu
maddenin farkli potansiyel biyolojik Ozelliklerini O6grenmek, gelecekteki
caligsmalar1 planlamak ve MG’nin siirdiiriilebilir kullanimini tesvik etmek i¢in bir

temel olusturacak yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (88, 89).

Sekil 6. MG’nin kisimlart. (A) Bitkisi, (B) Kokleri, C; Kokiin yatay kesiti (90).
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3.6.1. Mango Gingerin Antioksidan Aktivitesi

MG’nin farkli ekstraktlarinin DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
radikal temizleme aktivitesi, siiperoksit radikali temizleme aktivitesi, metal
selatlama aktivitesi ve lipit peroksidasyon aktivitesi gibi farkli antioksidan aktivite

analizleri ile antioksidan 6zelligi oldugu gosterilmistir (91).

3.6.2. Mango Gingerin Antibakteriyel Aktivitesi

MG’den izole edilen yeni ve dogal bir antibakteriyel bilesik
(difurocumenonol), gram-negatif ve gram-pozitif bakteriler dahil olmak iizere
bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gostermektedir (91). MG’nin tek basina ve
zerdegal ile birlikte, Escherichia coli, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus'a

kars1 antibakteriyel aktivitesi gosterilmistir (92).

3.6.3. Mango Gingerin Lipitler, Trigliseritler ve Kolesterol Uzerine

Etkisi

MG’nin Kkloroform ekstrakti, hipertrigliseridemi diyetindeki siganlarda
karaciger ve serum trigliseridleri, karaciger toplam lipitlerinin diislisiine, normal
diyetle beslenen si¢anlarda serbest yag asitleri ve karacigerdeki toplam lipitler ile
serum total lipitlerinde 6nemli diisiislere neden olmaktadir (76). Yapilan bir

calismada 4 hafta boyunca normal diyetle beslenen yetiskin disi wistar
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siganlarinda MG (%10) karaciger ve serum trigliseritlerini diistirmistiir (93).
Alloksan araciligi ile diyabet olusturulan farelerde MG’nin metanol ekstrakti
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada bu ekstraktin pankreastan insiilin salinimini
uyardigi, glikoz toleransinin iyilestigi, antihiperglisemik ve antihiperkolestrolemik

etki gosterdigi gortilmiistiir (75).

3.7. Amag

Diinya genelinde insidanst hizla artan diyabet ile miicadelede yeni
stratejilerin  aragtirllmasi i¢in siklikla hayvan modelleri kullanilmaktadir.
Rodentlerde insiilin direncini indiiklemek icin yiiksek yagh diyet (YYD) ve
ardindan pankreas B-hiicrelerini hedefleyen STZ uygulanmasi modeli, sadece
fenotipi degil ayn1 zamanda insan tip2 diyabetinin (DM2) patogenezini de taklit
edebilmektedir (5, 23). DM2 diyabete ve komplikasyonlarina karsi ¢esitli
fitokimyasallarin koruyucu veya tedavi edici etkileri arastirilmaktadir (15, 23, 41).
Mango ginger (Curcuma amada Roxb.) tibbi bitkiler alaninda antioksidan,
antibakteriyel, antifungal ve antiinflamatuvar gibi farmakolojik ve biyolojik
etkileri ile dikkat ¢ekmektedir (88, 90). MG’nin potansiyel biyolojik 6zelliklerini
ogrenmek, gelecekteki ¢alismalart planlamak ve MG’nin siirdiiriilebilir
kullaniminm1 tesvik etmek i¢in bir temel olusturacak yeni c¢aligmalara ihtiyac
duyulmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci; yiiksek yagh diyet (YYD) ve
streptozotosinle (STZ) indiiklenmis diyabetik sigcanlarda, diyabetin olumsuz

etkilerine ve bazi komplikasyonlarina karsi1 potansiyel koruyucu etkisi olabilecek
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Mango ginger (MG) ekstraktinin etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilerin
gerceklesmesinde diyabet ve antioksidan savunma mekanizmalarinda rol oynayan
GSK-3 beta/Fyn/Nrf2 sinyal yolaklarinin {izerine mango ginger ekstraktinin nasil

etki edeceginin ortaya konmasidir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec
4.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmada, Firat Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi
(FUDHAM) aracilig1 ile temin edilen sekiz haftalik yasta 193.9+13.4 g agirhginda
28 adet Wistar Albino irki erkek sigan kullanildi. Arastirmada kullanilacak
hayvan materyali icin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
(FUHADEK) 28.07.2017 tarihli, 2017/89 protokol numarali ve 169 numaral
karar1 ile etik kurul izni alindi. Siganlara 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
aydinlatma periyodu uygulandi. Siganlar ortamin sicakligi 2242 °C, nispi nemi
%355+5 olacak sekilde ayarlanan, kontrollii havalandirma sistemi olan bir ortamda
0zel olarak barindirildi ve glin asirt altlar1 temizlenerek kafeslerde beslendi.

Siganlar, uygulamadan 6nce 10 giin siire ile standart sartlara adapte edildi.

4.1.2. Yem materyali

Arastirmada kullanilan ve bilesimi tablo 3’te verilen kontrol (bazal) ve
YYD Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvarlarinda saf hammaddeler kullanilarak
literatiirde belirtilen oranlarda (9, 94, 95) hazirlandi. Kontrol diyeti i¢in kalorinin

%12’s1 yagdan saglanirken, YYD i¢in kalorinin %42’si yagdan saglandi.
yag g
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Tablo 3. Siganlara verilen kontrol (bazal) ve yiiksek yagli diyetlerin bilesimi

Hammadde, %

Kontrol (Bazal)

Yiiksek Yagh Diyet (YYD)

Diyet
Kazein 20.00 20.00
Misir Nisastast 57.95 15.00
Siikroz 5.00 14.95
Soya Yagi 7.00 -
Si1gir Don Yagi

- 40.00

(I¢ yagn)
Seluloz 5.00 5.00
Vitamin-mineral

4.50 4.50
karigimr*
L-sistein 0.30 0.30
Kolin bitartarat 0.25 0.25

*Vitamin-mineral karisimimin kilogramr; 1.8 mg tiim-trans retinil asetat (A vitamini), 0.025 mg
kolekalsiferol (D Vitamini), 12.5 mg tiim rac-alfa-tokoferol asetat (E vitamini), 1.1 mg menadion
sodyum bisulfit (K3 Vitamini), 1.1 mg tiyamin (Vitamin B1), 4.4 mg ribolavin (Vitamin B2), 35
mg niasin (Vitamin B3), 10 mg kalsiyum pantotenat (B5 vitamini), 2.2 mg Vitamin B6, 0.02
Vitamin B12, 0.55 mg folik asit, 0.1 mg d-biyotin, 40 mg Mn (MnO), 12.5 mg Fe (FeSO4), 25 mg

Zn (Zn0), 3.5 mg Cu (CuSQy), 0.3 mg I (KI), 0.15 mg Se (Na,SeOs), 175 mg kolin klorit

(CsH1CINO).
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4.1.3. Kimyasallar ve Ayiraclar

Mango Ginger ekstrakti (Mango Ginger Ekstract, OmniActive Health Technologies
Ltd. Thane, Hindistan)

Streptozotosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerika)

Sitrik Asit (C¢HsO7 H20, Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)

Disodyum hidrojen fosfat (NazHPO4 12H,0, Merck, Darmstadt, Almanya)
Perklorik asit (HCIO4, Riedel-de Haen, Seelze, Almanya)

Butil hidroksi toliien (C1sH240, Merck, Darmstadt, Almanya)
1,1,3,3-tetraethoksi-prooan, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfot (KH2PQO4, Merck, Darmstadt, Almanya)
Methanol (CH.4O, Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)

Nonidet-P40 ((C.H4O)nC14H220, Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)
HEPES (CsH1sN20.S, Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)

Potasyum klorit (KCI, Merck, Darmstadt, Almanya)

Magnezyum kloriir (MgClz, Merck, Darmstadt, Almanya)

EDTA (Titriplex, CioH16N2Os, Merck, Darmstadt, Almanya)

PMSF (Fenilmetilsiilfonil-floriir, C;H7FO.S, Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum klorit (NaCl, Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)

Akrilamid (C3HsNO, Merck, Hohenbrunn, Almanya)

Bis-akrilamid (CsHsNO, Merck, Hohenbrunn, Almanya)

Albiimin fraksiyonu (Albumin fraction V, Merck, Darmstadt, Almanya)
Tween-20 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya)

Diaminobenzidin (Amresco DAB tablets, LLC, Ohio, Amerika)
Tris (H,NC(CH20OH)s, Merck, Darmstadt, Almanya)

Glisin (Co.HsNO., Bioshop, Burlington, Kanada)

Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck, Darmstadt, Almanya)
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4.2. Yontem

4.2.1. Deneme Diizeni

Toplam 28 adet Wistar Albino 1rki erkek sigan her gruptaki hayvan sayist

yedi olacak sekilde rastgele dort gruba ayrildi (Tablo 3). Gruplar;

i) Kontrol (n=7): Kalorinin %12’sinin yagdan saglandig1 standart diyet ile
beslenen ve serum fizyolojik (SF) (1ml/kg sigan) verilen siganlar,

i) MG (n=7): Kalorinin %12’sinin yagdan saglandig1 standart diyet ile
beslenen ve 50 mg/kg/giin dozunda oral gavaj ile MG ekstrakti verilen

si¢anlar,

1) YYD+STZ (n=7): Kalorinin %42’sinin yagdan saglandigt YYD ile
beslenen ve 40 mg/kg intraperitoneal (i.p., periton-i¢i) dozunda

streptozotosin enjeksiyonu yapilan siganlar,

1v) YYD+STZ+MG (n=7): YYD ile beslenen, STZ enjeksiyonu yapilan ve

gavaj yolu ile MG verilen sicanlar seklinde olarak diizenlendi.

Calismada kullanilan MG ekstrakt: ticari bir firmadan temin edildi. MG

ekstrakti 50 mg/kg dozunda igme suyunda ¢ozdiiriilerek hazirland1 ve oral gavaj

ile uygulandi. Gavaj uygulamasinda hacim hayvan basmma Iml miktarini

geemeyecek sekilde ayarlandi. Caligmada kullanilan YYD ve diisiik doz STZ (40

mg/kg i.p.) uygulamasi ile si¢anlarda diyabetin indiiklenmesi saglandi (6, 96-98).

Ayrica, kontrol gruplaria (kontrol ve MG gruplari) STZ uygulamasina plasebo

olarak hayvan basina 1 ml i.p. pH 4.5 citrat tamponundan uygulama yapildi.
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Benzer sekilde MG ekstrakti verilmeyen gruplara (Kontrol ve STZ+YYD

gruplar1) plasebo olarak oral gavaj ile hayvan basina 1 ml igme suyu verildi.

Sicanlara kontrol ve deneme diyetleri ile su ad libitum olarak verildi.

Tablo 4. Deneme Diizeni.

STZ

No Grup Adi Diyet MG uygulamasi

uygulamasi
1 Kontol Bazal - -
2 MG Bazal - + (50 mg/kg oral
gavaj)

3 YYD+STZ YYD + (40 mg/kg -
i.p.)

4 YYD+STZ+MG YYD + (40 mg/kg + (50 mg/kg oral
i.p.) gavaj)

MG: Mango Ginger; YYD: Yiiksek yagh diyet; STZ: Streptozotosin; i.p.: intraperitoneal

(periton-igi).

4.2.2. Sicanlarda Diyabetin Streptozotosin ve Yiiksek Yagh Diyet ile

Indiiklenmesi

Insan DM2 modeli igin hayvan modelleri miikkemmel olmasa da, siganlarda

YYD ve STZ modeli; uygun maliyeti, kolay ulasilabilir olmasi, uygulama

30



kolayligi, stabil ve wuzun siireli hiperglisemi ve benzeri semptom ile

komplikasyonlart meydana getirmesi nedeniyle tercih nedenidir (5).

Sicanlarda diyabetin indiiklenmesi 12 hafta siire ile YYD (Tablo 2)
beslemesi ardindan tek ve diisiik doz STZ (40 mg/kg i.p.) uygulamasi yapilarak
sagland1 (96-98). Hayvanlar 15 giin YYD ile beslendikten sonra STZ uygulamasi
yapildi. STZ uygulamasindan 72 saat sonra aglik kan glikoz degeri 200 mg/dL
lizerinde olan sicanlar diyabetli kabul edildi (5, 23, 99). Ac¢lik kan sekeri
yiikselmeyen si¢anlar icin tekrar STZ uygulamasi yapildi. Streptozotosin pH
seviyesi 4,5 olan 0.1 M sodyum sitrat tamponu iginde ¢6ziilerek hazirlandi. STZ
hazirlanirken; 1.05g sitrik asit, SF ile son hacim 50 ml olacak sekilde ¢ozdiiriildii
(A soliisyonu). Disodyum hidrojen fosfattan 3.6 g alinarak son hacim 40 ml
olacak sekilde SF ile ¢ozdiiriildii. Ortalama canli agirligt 200 g kabul edilen
siganlar i¢in 40 mg/kg dozu iizerinden hayvan basina 8 mg/ml/rat olacak sekilde
STZ, pH:4.5 olacak sekilde 45 ml (25 ml Soliisyon A+ 20 ml Soliisyon B)
¢oziiciide hazirlandi. Optimum STZ dozu uygulamasi i¢in hayvanlara bireysel
isaretleme Yyapilarak her si¢anin canli agirhigina gére STZ uygulama miktar
ayarlandi. Ornek olarak; STZ 200 g agirligindaki bir sigan igin 1 ml olarak
uygulanirken, 190 g agirhigindaki bir sigana 0.95 ml enjekte edildi. STZ
uygulamalar1 giinliik taze hazirlanan soliisyondan intraperitoneal (i.p., periton-igi)
olarak uygulandi. STZ enjeksiyonundan once siganlarin kuyruk veninden aglik
kan glikoz seviyeleri 6l¢iildii. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra aglik kan

sekerleri 200 mg/dl seviyesini asan siganlar diyabetik olarak kabul edildi (5, 23,
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99). Kandaki glikoz konsantrasyonu seker Olglim cihazi (Glukometre, Accu-
Check Active, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak ol¢iildii.
Aclik kan sekeri 6l¢iimleri i¢in hayvanlar bir gece dncesinden ag¢ birakilirken igme
suyu ad libitum uygulandi. Calisma siiresince (12 hafta) ilgili gruplarda yer alan
sicanlar (YYD+STZ ve YYD+STZ+MG gruplar1) ad libitum olarak YYD ile

beslendi.

4.2.3. Canh Agirhiklarin Belirlenmesi

Hayvanlarin canli agirliklar1 bireysel kuyruk isaretlemesi yapilarak, 1 g
hassasiyetteki terazi (Denver DL-3, Amerika) yardimiyla belirlendi. Canli
agirliklar calisma baslangici, STZ uygulamalar1 6ncesi, kontrolleri ve g¢alisma

sonunda bir gece a¢ birakilan hayvanlarda giiniin ayni1 saatlerinde ve ayni terazi ile

kaydedildi.

4.2.4. Yem Tiiketiminin Belirlenmesi

Hayvanlarin yem tiiketimleri haftalik olarak tespit edildi. Buna gore; her
hafta yemliklerde kalan yem miktar1 o hafta verilen toplam yem miktarindan
cikartilarak belirlendi. Hayvan basina giinliik ortalama yem tiiketimleri, grubun
her hafta tiikettigi yem miktarinin, giin sayisi (yedi) ile o gruba ait hayvan sayisina

boliinmesi seklinde hesaplandi.
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4.2.5. Orneklerin Alinmasi

Sicandan 12 haftalik ¢alisma sonunda, dekapitasyon ile kan ve doku
ornekleri alindi. Kan 6rnekleri jelli biyokimya tiiplerine (Standardplus & Medical
Co., Ltd., Almanya) alinarak sogutmali santrifiijde (Universal 320R, Hettich,
Almanya) 5000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilerek hayvanlara ait serum
ornekleri elde edildi. Elde edilen serumlar mikro santrifiij tiiplerine (Eppendorf,
Hamburg, Almanya) boliinerek analizler i¢in ayrildi. Ayrica siganlarin karaciger
dokular1 hizli bir sekilde ¢ikarilarak bir kismi protein analizleri i¢in buz igerisine
plastik kilitli posetlere alindi, karaciger dokusu i¢in bir kisim da histopatolojik
incelemeler icin %10’luk formol igerisine alindi. Serum ve doku (histopatolojik
ornekler hari¢) ornekleri analiz edilinceye kadar derin dondurucuda (Hettich

Fereezer, Almanya) -80 °C’de muhafaza edildi.

4.2.5. Laboratuvar Analizleri

Laboratuvar analizleri, Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Besleme ve Beslenme Hastaliklart Anabilim Dalinda bulunan Yem Analizi
laboratuarlari, Molekiiler Analiz laboratuvari, HPLC Unitesi ile Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda yer alan mikroskop laboratuvarinda

gerceklestirildi.
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Laboratuvar analizlerinde, distile su (GFL 2004, Burgwedel Almanya) ve
ultra saf su sistemi (Human Power | Scholar-UV, Kore) ile iretilen 18.3 MQ

kalitede ultra saf su kullanildi.

4.2.5.1. Biyokimyasal Parametrelerin Belirlenmesi

Serum oOrneklerinde biyokimyasal parametrelerden glikoz, alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), kolesterol, trigiliserid,
kreatin ve tlire konsantrasyonlar1 ticari ¢oklu test kartuslari ile ¢alisan otoanalizor

cihazi (Samsung Labgeo PT10, Suwon, Giiney Kore) kullanilarak belirlendi (94).

4.2.5.2. Serum Insiilin Seviyesinin Belirlenmesi

Sicanlarda serum insiilin seviyesi enzim bagli immiin assay (ELISA,
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi ile sigan uyumlu ticari ELISA
kiti yardimiyla (Elabscience, Wuhan, Cin) belirlendi Serum 6rneklerinde insiilin
diizeyi ticari kitte belirtilen yontemle, ELISA sisteminde (ELx800; BioTek
ELISA Okuyucu ve ELx50 Yikayici Sistem BioTek, VT, Amerika) ¢alisildi ve
sonuclar KCjunior paket programi (KCjunior sofwtware 1,3 BioTek VT,
Amerika) yardimiyla hesaplandi. ELISA TAC o6l¢iimii icin calisma igi ve
caligmalar arasi varyasyon katsayist (intra- ve inter assay CV) oranlar <%10

olarak verildi ve sonuglar, mIU/L olarak hesaplandi.
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4.2.5.3. Serum Total Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Sicanlarda serum total antioksidan kapasite (TAK) degeri ticari ELISA Kiti
yardimiyla (Rel Assay Diagnostics, Mega Tip Sanayi ve Ticaret Limited Sirketi,
Gaziantep, Tirkiye) belirlendi (100, 101). TAK yontemi, serumdaki
antioksidanlar ile koyu mavi-yesil renkli 2,2'-azino-bis (3-etilbenz-tiyazolin-6-
silfonik asit) ABTS radikalinin karakteristik renginin agartilmasina
dayanmaktadir (100). Serum oOrneklerinde TAK diizeyi ticari kitte belirtilen
yontemle, ELISA sisteminde (ELx800; BioTek ELISA Okuyucu ve ELx50
Yikayic1 Sistem BioTek, VT, Amerika) c¢alisildi ve sonuglar KCjunior paket
programi (KCjunior sofwtware 1,3 BioTek VT, Amerika) yardimiyla hesaplandi.
ELISA TAK 6l¢iimii igin ¢alisma ici varyasyon katsayisi (intra-assay CV) %2.8
ve g¢alismalar aras1 varyasyon katsayisi (inter assay CV) %3.3 olarak verildi ve

sonuclar, mmol/L Trolox esdegerinde ifade edildi.

4.2.5.4. Serum ve Karaciger Malondialdehit Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve karaciger Orneklerinin malondialdehit diizeyleri yiiksek
performansl sivi kromatografisi (High Performance Liquid chromatography,

HPLC) ile belirlendi (8, 102).
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Serum Orneklerinin ekstraksiyonu i¢in, 1.5 ml hacimli mikrosantrifiij
tiiplerine 400 pl serum alindi. Orneklerin iizerine proteinleri ¢oktiirmek icin 300
ul 0.5 M perklorik asit (HCIO4, %60) eklenerek vorteksle karistirildiktan 5000
rpm devirde 4 C°’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice viallere alinarak
serumlarin  ekstraksiyon islemi tamamlandi. Karaciger doku Orneklerinin
ekstraksiyon islemi icin; karaciger dokusundan 0.5 g alinarak buz iizerinde iyice
kiyildi, daha sonra 1 ml ultra saf su, 100 pl butil hidroksi toliien (500 pg/ml; 2,6-
di t-butil-p-kresol, BHT) ve 1 ml 0.5 M perklorik asit ile cam homojenizator
(Sartorius, Goettingen, Almanya) yardimiyla buz igerisinde homojenize edildi.
Ornekler kapakli polipropilen santrifiij tiiplerine alindi ve vorteksle iyice
karistirildiktan santrifiij edildi. Siipernatant dikkatlice viallere alinarak dokularda
ekstraksiyon islemi tamamlandi. Tiim ekstraksiyon ve analiz islemlerinde 1s1 ve

151k oksidasyonundan sakinildi.

Kalibrasyon grafigi olusturulmak ve hesaplamalarda kullanmak {izere
MDA (1,1,3,3-tetraethoksi-propan) standartlari hazirlandi. MDA standardi igin
tetraethoksi-propandan 10 pl hacimde alinarak 10 ml’lik kapakli bir cam tiipe
alindi. Hacim 0.1 M hidroklorik asit (HCI, %37) ile 10 ml hacme tamamlandi.
Benmaride (Memmert, Almanya) 100 C°’de 5 dk kapak kapali sekilde muamele

edildikten sonra sogutuldu ve ultra saf su ile 100 ml hacme tamamlanda.

Serum ve karaciger MDA analizleri, kolon firin1 (CTO-10ASVP) sicakligi
30 C°, hareketli faz akig hiz1 1 ml/dk olan pompa (LC-20AD), enjeksiyon hacmi

30 ul olan otosampler (SIL-20A), dalga boyu 250 nm — 254 nm ultraviyole (UV)
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dedektor (SPD-20A) ile C18 kolonda (ODS-3, 5 um, 4.6 x 250 mm, Inertsil, GL
Sciences, Japonya), hareketli faz olarak ise pH: 3.6 olarak ayarlanan 30 mM
potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs) — metanol (CH4O) karisimi1 (%82.5-17.5;
v/v) ile 8 dk analiz siiresinde HPLC cihazinda (Shimadzu, Kyoto, Japonya)
oOl¢iildii. Standart ve oOrneklerin MDA diizeyleri LC Solution (LabSolution,
LCsolution Release 1.21, Shimadzu, Kyoto, Japonya) paket programi kullanilarak

hesaplandi. Serum ve karaciger MDA diizeyleri pmol/L ve nmol/g olarak verildi.

4.25.5. GSK-3p, Fyn, Nrf2, Keap-1 ve HO-1 Protein Diizeylerinin

Belirlenmesi

Western blot yontemi kullanilarak siganlarin karaciger dokularinda
glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK-3f), C-syn proto onkogen (Fyn), niikleer faktor
eritroid 2 iliskili faktor 2 (Nrf2), kelch benzeri ECH iligkili protein 1 (Keap-1),
hem oksijenaz 1 (HO-1) ve protein diizeyleri sigan spesifik antikorlar kullanilarak
onceki caligmalarda belirtilen sekilde tespit edildi (103, 104). Bu amagla; ¢alisma
sonunda dekapite edilen sicanlardan karaciger dokular1 ¢ikarilarak plastik kilitli
posetlere alind1 ve analiz edilinceye kadar -80°C’de derin dondurucuda (HS4486
Hettich Freezer, Almanya) muhafaza edildi. Karaciger oOrnekleri ayri olarak
homojenizasyon tamponu (A+B) ile proteinleri ayirma amaciyla homojenize
edildi. Protein ekstraksiyonu i¢in: Numuneler 1 ml buz soguklugunda hipotonik
tampon A [(10 mM HEPES (pH 7,8), 10 mM KC1, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT, 0,1

mM EDTA, 0,1 mM fenilmetilsiilfonil- floriir (PMSF)] igerisinde cam

37



homojenizatorle homojenize edildi. Homojenatlara %10 Nonidet P-40 (NP-40)
cozeltisinden 80 pl ilave edildi ve karisim 14.800 g’de +4°C’de 45 dk siireyle
santrifiijlendi. Stipernatant, GSK-3p, Fyn, Nrf2, Keap-1 ve HO-1 protein analizi
icin sitosolik fraksiyon olarak toplandi. Coken niikleuslar bir kez 500 pl hipotonik
tampon+40 pl %10’luk Nonidet P—40 ile yikandi, santrifiijlendi, 200 pl tampon B
(50 mM HEPES (pH 7.8), 50 mM KC1, 300 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM
DTT, 0.1 mM PMSF,%20 gliserol) i¢cinde yeniden silispansiyon haline getirildi ve
14.800 g'de +4°C’de 45 dk santrifiijlendi. Boylece niikleer proteinleri de igeren
siipernatant topland1 (103). Orneklerin, protein yogunluklari Lowry metodu
(Sigma-Aldrich, Missouri, Amerika) ve nano spektrofotometre yardimi ile (MN-
913, MaestroGen Inc., Tayvan) belirlenerek esit diizeyde protein igeren ¢aligsma
numuneleri her bir grup i¢in SDS-PAGE yontemi ile %12’lik akrilamid igeren
jelde kosturuldu (Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell, CA, Amerika). Jeldeki
proteinlerin nitroseliiloz membrana transferi i¢in poliakrilamid jel ile nitroseliiloz
membran (Schleicher and Schuell, Inc., Amerika) aralarinda bosluk kalmayacak
sekilde birlestirildikten sonra filtre kagitlari, slingerler ve kaset aparatlar ile
sikigtirildi.  Ardindan hazirlanan kasetler blotlama diizenegine koyuldu ve
blotlama soliisyonu ile doyuruldu. Blotlama ortaminin soguk kalmasi i¢in buz
akiileri ve manyetik karigtiricilar kullanildi. Blotlama tanki giic kaynagina
baglandi ve 90 dakika boyunca 250 mA akim verilecek sekilde ayarlanarak

proteinler nitroseliilloz membrana aktarildi.

38



Blotlama isleminden sonra membranlar PBS tampon ¢dzeltisi
[NaH2P0O4.2H.O (0.025 M), Na,HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)] ile 5
kez yikandi ve bloklama islemine gecildi. Ticari toz albiimin fraksiyonundan
(Albumin fraction V) 5 g, PBS ile 100 ml hacime tamamlanarak bovine serum
albiimini (BSA) hazirlandi. Nitroselilloz membranlar BSA ile 37°C sicaklikta 90
dakika boyunca bloklama islemine tabi tutularak spesifik olmayan proteinlerin
kapatilmasi saglandi. Primer antikor olarak poliklonal 6zellikteki anti-GSK—-3 beta
antikoru (ab131356: Abcam, Cambridge, Ingiltere), anti-Fyn antikoru (ab137382:
Abcam, Cambridge, Ingiltere) ve anti-Nrf2 antikoru (ab92946: Abcam,
Cambridge, Ingiltere) anti-Keap-1 antikoru (ab139729: Abcam, Cambridge,
Ingiltere) ve anti-HO-1 antikoru (ab13243: Abcam, Cambridge, Ingiltere)
kullanildi. Sekonder antikor olarak tiim primerler ile uyumlu bir antikor kullanildi
(ab7090: Abcam, Cambridge, Ingiltere). Primer ve sekonder antikorlar %0.05
Tween—20 bulunan tampon ¢ozeltisi kullanilarak %0.1 oraninda seyreltidi ve +4
°C’da yaklasik olarak 16 saat boyunca inkiibe edildi. Ardindan nitroseliiloz
membranlar her seferde 5 dakika olacak sekilde 5 kere tampon soliisyonu ile
yikandi. Bu islemden sonra membranlar %0.05 Tween—20 bulanan tampon
kullanilarak %0.1 oraninda diliie edilen, peroksidazla konjugasyonu saglanmis
sekonder antikor kullanilarak 37 C* de 90 dakika boyunca inkube edildi.
Membranlar yine tampon ¢ozeltisi ile yikandi ve goriintiileme asamasina gegildi.
Bantlarin goriintiilenmesi i¢in diaminobenzidin (DAB) 7.4 pH’ya sahip 1 M Tris
tamponunda %0.03-0.05 oraninda seyreltilerek kullanildi. DAB nitroseliiloz

membran iizerindeki bantlarla etkilesime girerek onlar1 goriinlir hale getirdi.
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Nitroseliiloz membranlar goriintiileme isleminden sonra distile su ile yikandi ve
ardindan kurumaya birakildi. Kuruyan membranlarin iizerindeki bantlarin rolatif
yogunluklar1 Image J analyses system (Image J National Institute of Health
Bethesda, Amerika) programi kullanilarak belirlendi. Hesaplanan GSK-3f3, Fyn,
Nrf2, Keap-1 ve HO-1 i¢in bant yogunluklari kontroliin yiizdesi olarak ifade

edildi.

4.2.5.6. Histopatolojik Inceleme

Calisma sonunda siganlardan alinan karaciger doku ornekleri %10 luk
formol tespitinden sonra rutin takibe alindi. Takip sonrast dokular parafine
gomiilerek elde edilen parafin bloklarindan 4 pm kalinliginda kesitler alindi ve
hemotoksilen eozin ile boyandi. Histopatolojik incelemeler her bir numunenin
geldigi gruba kor olan ayni patoloji uzmani tarafindan 151tk mikroskopunda

(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) 200 kat biiyiitme ile incelendi (105-107).

4.2.6. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler, SPSS (IBM SPSS versiyon 21). paket programi
yardimiyla istatistiksel olarak degerlendirildi (108). Gruplar arasi farkliliklar:
belirlemek icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) prosediirii kullanildi.
Parametreler i¢in gruplarin ikili karsilastirmalarinda post hoc analizi olarak Tukey
testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak kabul edildi. Veriler

aritmetik ortalama ve standart sapma olarak sunuldu.
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5. BULGULAR

Yiiksek yagli diyet (YYD) / streptozotosin (STZ) uygulamasi ile diyabet
olusturulan siganlarda, mango Ginger (MG) ekstrakti uygulamasinin, 12 haftalik
calisma sonunda canli agirlik degisimi, yem tiiketimleri ve serum biyokimyasal
parametreleri lizerine etkileri tablo 5’de sunulmustur.

Sicanlarin c¢alisma sonu canli agirliklar1 arasinda istatistiki bir farklilik
belirlenmistir (Sekil 7; P<0.001). YYD+STZ ile diyabet olusturulan siganlarda
canlt agirlik degeri kontrol grubuna gore yaklasik %20.1°lik bir oranda azalirken
(P<0.001), YYD+STZ grubuna gore diyabetik sicanlara uygulanan MG
(YYD+STZ+MG) canli agirhik diizeyini yaklasik %11.3 oraninda artirmistir
(P<0.01). Calisma sonu canli agirlik degerleri agisindan kontrol ve sadece MG
uygulanan grup arasinda istatistiki bir fark bulunmazken (269 ve 277; P>0.05),
YYD+STZ+MG grubuna ait canlt agirlik degeri kontrol grubuna gore %11.1 daha
diisiik bulunmustur (P<0.01).

Siganlarin ortalama yem tliketimleri kontrol ve MG gruplarinda orttalama
21.1 g ve 21.7 g olarak belirlenirken, YYD+STZ ve YYD+STZ+MG gruplarinda
17.3 g ve 17.9 g seklinde belirlenmistir (Tablo 5). Yem tiiketimleri bakimindan
kontrol gruplar1 arasinda istatistiki bir fark tespit edilmezken (P>0.05),
YYD+STZ grubunda kontrol grubuna kiyasla yaklasik %18 azalmistir (Tablo 5;

P<0.001). MG ekstrakti uygulamasi hem kontrol grubunda (MG) hem de
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diyabetik sicanlarda (YYD+STZ+MG) ortalama yem tiiketimini etkilememistir

(P>0.05).

Tablo 5. Mango Ginger (MQG) ekstraktinin yiiksek yagl diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda canli agirlik ve

biyokimyasal parametreler iizerine etkisi.

Gruplar
Parametre

Kontrol MG YYD+STZ YYD+STZ+MG

Canli Agirlik, g 269.00£13.26° 276.86+6.84° 214.86+11.13° 239.14+16.65°
Yem Tiiketimi, g = 21.07+2.13%  21.66+1.41° 17.30+1.18°  17.94+0.79"
Glikoz, mg/dL ~ 78.86+£3.98°  79.71+£3.55° 345.43+4.58% 203.43+14.39
insillin, mIU/L  10.63+1.08°  11.63+1.23° 28.09+1.17°  23.34+1.65

ALT, U/L 71.29£6.97¢  72.86+£5.79° 144.86+£6.72°  119.86+5.61"
AST, U/L 143.43£5.06° 140.71£6.34° 266.71£10.59°  172.00+6.30°
Kolesterol,

59.43+3.64°  61.00+£2.38° 164.86+5.64®  131.29+5.28P
mg/dL
Trigilserid,

49.86+3.85¢  50.14+5.30° 151.43+7.61*  109.14+4.02°
mg/dL
SYA, mM 1.07+0.04° 1.09£0.04°  4.00+0.29? 2.25+0.18°
Kreatin, mg/dL 0.34£0.05¢  0.31£0.04°  0.65+0.05° 0.4440.06°
Ure, mg/dL 20.43+£3.69°  26.71+3.73°  42.71£3.25%  31.14+4.63°

ALT: Alanin aminotransferaz; AST: Aspartat aminotransferaz; SYA: Serbest yag
asidi. a-c: Aym satirda farkli harfi tasiyan gruplar igin fark istatistiki olarak
anlamlidir (Turkey's post hoc test, P<0.05).
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Sekil 7. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda calisma sonu canl
agirliklarn tlizerine etkisi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler icin fark

istatistiki olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).

Diyabetik siganlarda, MG uygulamasi ile serum glikoz degeri degismistir
(Sekil 8; P<0.001). YYD+STZ ile diyabet olusturulan siganlarda serum glikoz
degeri kontrol grubuna goére yaklasik 4.4 kat artis gostermistir (P<0.001).
YYD+STZ grubuna gore YYD+STZ+MG grubunda serum glikoz degeri yaklagik
%41.1 oraninda artirmistir (P<0.001). YYD+STZ+MG grubunda, siganlarin

serum glikoz degeri kontrol grubuna gore yaklasik 2.6 kat yiiksek olarak tespit
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edilmistir (P<0.001). Kontrol grubu ile sadece MG uygulanan grup arasinda

serum glikoz degeri bakimindan istatistiki bir fark bulunmamistir (P>0.05).
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Sekil 8. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda kan glikoz diizeyi
tizerine etkisi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler icin fark istatistiki olarak

anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).

YYD ve STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan sicanlarda, MG ekstrakti
uygulamasi serum insiilin konsantrasyonunu, Kontrol ve MG grubu siganlarda
degistirmezken (Sekil 9; P>0.05), serum insiilin konsantrasyonu YYD+STZ ve
YYD+STZ+MG grubu siganlarda kontrol grubuna kiyasla sirasiyla yaklagik 2.6
ve 2.2 katlik bir artis gostermistir (P<0.001). Diyabet olusturulan gruplarda serum
insiilin konsantrasyonu MG uygulamas: ile yaklasik %16.9 oraninda azalmistir

(P<0.001).
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Sekil 9. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda serum insiilin diizeyi
tizerine etkisi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler icin fark istatistiki olarak

anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).

YYD ve STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan siganlarda, serum alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) seviyeleri Kontrol
sicanlarina oranla sirasiyla %103.2 ve %86.0 oraninda artmistir (Tablo 5;
P<0.001). Serum ALT ve AST diizeylerindeki bu artis MG uygulamasi
(YYD+STZ+MQG) ile sirasiyla %17.3 ve %35.5 oraninda iyilesme gostermesine
(P<0.001) karsin, kontrol grubuna gére YYD+STZ+MG grubu si¢anlarda serum

ALT ve AST degerleri %68.1 ve %19.9 oraninda daha yiiksek bulunmustur
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(P<0.001). Serum ALT ve AST degerleri Kontrol ve MG gruplari arsinda farklilik
gostermemistir (P>0.05).

Sicanlarda, YYD ve STZ ile olusturulan diyabet modelinde MG
uygulamasinin lipit profil iizerine etkileri tablo 5’de gosterilmistir. YYD+STZ
grubunda, kolesterol, trigliserid ve serbest yag asitleri (free fatty acids, SYA)
diizeyi, kontrol grubuna gore sirasiyla yaklasik 2.8, 3.0 ve 3.7 kat artmistir
(P<0.001). YYD+STZ+MG grubu siganlarda serum kolesterol, trigliserid ve SYA
diizeyi, YYD+STZ grubu sicanlara gore sirasiyla %20.4, %27.9 ve %43.8
oraninda azalmistir (P<0.001). Serum kolesterol, trigliserid ve SYA degerleri
bakimindan Kontrol ve MG gruplar1 arasinda istatistiki bir fark tespit edilmemistir
(P>0.05).

Sicanlarda serum kreatin ve iire konsantrasyonlari, YYD ve STZ ile
indiiklenen diyabet modelinde degiskenlik gostermistir (Tablo 5). Serum Kreatin
ve lire konsantrasyonlar1 YYD+STZ grubu si¢anlarda kontrol grubu siganlara gore
%90.3 ve %45.1 oraninda artig gostermistir (P<0.001). YYD+STZ grubuna gore
YYD+STZ+MG grubu siganlarda serum kreatin konsantrasyonu %32.5 oraninda
azalirken (P<0.001), serum {ire konsantrasyonu %?27.1 oraninda azalma
gostermistir  (P<0.001). Diyabet olusturulan sigcanlarda, MG uygulamasi
(YYD+STZ+MG) ile serum kreatin konsantrasyonu agisindan kontrol grubuna
gore %28.6’lik bir fark varken (P<0.01), serum fiire konsantrasyonu i¢in istatistiki
bir fark tespit edilmemistir (P>0.05). Serum kreatin ve iire konsantrasyonlarinda

kontrol ve MG grubu siganlar arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0.05).

46



YYD ve STZ uygulamasi ile diyabet olusturulan sicanlarda, MG ekstrakti
uygulamasi serum ve karaciger MDA degeri ile serum total antioksidan kapasite
verilerini anlamli sekilde degistirmistir (Tablo 6; P<0.001). Serum ve karaciger
MDA degerleri, YYD ve STZ ile diyabet olusturulan siganlarda, kontrol grubu
siganlara gore, 3.4 ve 3.0 kat artis gostermistir (Sekil 10 ve 11; P<0.001).
YYD+STZ+MG grubu siganlarda, YYD+STZ grubu si¢anlara gére serum MDA
degeri %40.8 oraninda bir iyilesme gosterirken (Sekil 10; P<0.001), bu oran
karaciger MDA degerleri i¢in %43.7 olarak tespit edilmistir (Sekil 11; P<0.001).
Kontrol grubu sicanlar ile sadece MG uygulanan sicanlar i¢in serum MDA
degerleri (0.53 umol/L ve 0.47 umol/L) arasinda istatistiki bir fark tespit
edilmemigtir  (P>0.05). Serum MDA degeri diyabetik sicanlara gore
YYD+STZ+MG grubu siganlarda daha diisiik olmasina karsin, kontrol grubu
sicanlara oranla yaklasik 2 kat daha yiliksek bulunmustur (P<0.001). Benzer
sekilde, karaciger MDA degeri i¢in kontrol ve MG grubu arasinda istatistiki fark
bulunmazken (P>0.05), YYD+STZ+MG grubu si¢anlarda bu deger kontrolden,
1.7 kat daha yiiksek bulunmustur (P<0.001). Serum TAK degeri icin YYD+STZ
grubu siganlarda kontrol grubuna gore %81.9 oraninda azalma tespit edilmistir
(Sekil 12; P<0.001). YYD+STZ+MG grubunda serum TAK degeri YYD+STZ
grubuna gore 2.6 kat daha yiiksek bulunurken, kontrol grubuna gore 2.2 kat daha
diistik bulunmustur (P<0.001). Serum TAK degeri MG grubunda kontrole gore

%10.3’1iik bir artis gostermistir (Sekil 12; P<0.001).
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Tablo 6. Mango Ginger (MQG) ekstraktinin yiiksek yagli diyet (YYD) /

streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda serum ve karaciger

malondialdehit (MDA) ile total antioksidan kapasite (TAK) tizerine etkisi.

Gruplar

Parametre

Kontrol MG YYD+STZ YYD+STZ+MG
Serum MDA, 530070 0.4740.04°  1.8320.11% 1.08+0.10P
pmol/mL
Karaciger 1.3740.09  1.22+0.07°  4.12+0.20° 2.3240.16"
MDA, nmol/g
Serum TAK,

1.40+0.11°  1.55+0.07*  0.25+0.05¢ 0.65+0.08°
U/mL

a-d: Aymni satirda farkli harfi tagiyan gruplar igin fark istatistiki olarak anlamlidir (Turkey's post

hoc test, P<0.05).
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Sekil 10. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda serum malondialdehit
(MDA) iizerine etkisi. a-c: Barlarda farkli harfi tagiyan degerler icin fark istatistiki

olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).
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Sekil 11. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda karaciger malondialdehit
(MDA) iizerine etkisi. a-C: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler i¢in fark istatistiki

olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).
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Sekil 12. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda serum total antioksidan
kapasitesi (TAK) tizerine etkisi. a-d: Barlarda farkli harfi tagiyan degerler i¢in fark

istatistiki olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).
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Sekil 13. Mango Ginger (MQG) ekstraktinin yiiksek yagli diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda glikojen sentaz kinaz 3
beta (GSK-3pB) protein diizeyi tizerine etkisi. Veriler kontroliin yiizdesi olarak,
ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile olgiilen
parametre i¢in blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini saglamak
icin B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler igin fark

istatistiki olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).

Karaciger glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK-3B) protein diizeyi, kontrol
ve MG grubu sicanlarda degismezken (P>0.05), diyabetli grupta (YYD+STZ)
%352.6 oraninda artig gostermistir (Sekil 13; P<0.001). YYD+STZ+MG grubu
siganlarda YYD+STZ grubuna gore %:20.3 oraninda bir azalma gozlenirken

(P<0.01), GSK-3p protein diizeyi kontrol grubu si¢anlara gére %21.6 daha yiiksek
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bulunmustur (Sekil 13; P<0.05). Karaciger GSK-3f protein diizeyi en diisiik,

%92.9 degeri ile MG grubunda tespit edilmistir (Sekil 13; P<0.001).
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Sekil 14. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda C-syn proto onkogen
(Fyn) protein diizeyi lizerine etkisi. Veriler kontroliin yiizdesi olarak, ortalama ve
standart sapma olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile 6l¢iilen parametre i¢in
blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini saglamak icin B-aktin ile
analiz yapildi. a-C: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler icin fark istatistiki olarak

anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).
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Karaciger C-syn proto onkogen (Fyn) protein diizeyi, kontrol ile MG ve
kontrol ile YYD+STZ+MG grubu sicanlar arasinda istatistiki olarak degismezken
(P>0.05), diyabetli (YYD+STZ) siganlarda kontrol grubu si¢anlara gore yaklasik
1.5 kat artig gostermistir (Sekil 14; P<0.01). YYD+STZ+MG grubu sicanlarda,
YYD+STZ grubuna gore %18.0 oraninda bir azalma gozlenirken (P<0.05), MG
grubuna gore Fyn protein diizeyi %42.4 daha yiiksek bulunmustur (Sekil 14;
P<0.05). Karaciger Fyn protein diizeyi en diisik MG (%87.9) grubunda tespit
edilmistir.

YYD ve STZ ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda karaciger niikleer faktor
eritroid 2 iligkili faktor 2 (Nrf2) protein diizeyi, kontrol grubuna gore %20.3
oraninda azalirken (Sekil 15; P<0.01), bu azalma MG uygulamasi ile
(YYD+STZ+MG) geriye ¢evrilmistir (P<0.05). MG grubu si¢canlarda Nrf2 protein
diizeyi, kontrol grubuna gore %15.2 oraninda artis gosterirken (P<0.05),
YYD+STZ ve YYD+STZ+MG grubu siganlarda Nrf2 protein diizeyi MG grubuna

gore %17.3 ve %30.8 daha diisiik tespit edilmistir (Sekil 15; P<0.01 ve P<0.001).
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Sekil 15. Mango Ginger (MQG) ekstraktinin yiiksek yagli diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda niikleer faktor eritroid 2
iligkili faktér 2 (Nrf2) protein diizeyi ilizerine etkisi. Veriler kontroliin yiizdesi
olarak, ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile
Olciilen parametre i¢in blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini
saglamak i¢in B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler

icin fark istatistiki olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).

Karaciger Kelch benzeri ECH iligkili protein 1 (Keap-1) protein diizeyi
Kontrol ve MG grubu siganlarda degismezken (P>0.05), YYD+STZ ve

YYD+STZ+MG grubu siganlarda kontrol grubuna gore sirasiyla %38.1 ve %18.4
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oranlarinda artmistir (Sekil 16; P<0.001 ve P<0.01). Diyabetik sicanlarda MG
uygulamasi Keap-1 protein diizeyini %14.3 oraninda disiirmiistiir (P<0.01).
Karaciger Keap-1 protein diizeyi en diisik MG (%93.3) grubunda, en yiiksek

YYD+STZ (%138.1) grubunda tespit edilmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Mango Ginger (MGQG) ekstraktinin yiiksek yaghh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda Kelch benzeri ECH
iliskili protein 1 (Keap-1) protein diizeyi lizerine etkisi. Veriler kontroliin yiizdesi
olarak, ortalama ve standart sapma olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile
Olciilen parametre i¢in blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini
saglamak i¢in B-aktin ile analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler

igin fark istatistiki olarak anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).

56



Diyabetik siganlarin karacigerinde tespit edilen hem oksijenaz 1 (HO-1)
protein diizeyleri, kontrol grubuna ve MG grubuna gore sirasiyla %60.8 ve %66.4
oranlarinda azalmistir (Sekil 17; P<0.001). YYD+STZ+MG grubu sicanlarda HO-
1 protein diizeyi diyabetik siganlara (YYD+STZ) gore yaklasik 2.5 kat artis
gostererek kontrol grubu siganlara yaklagmistir (P<0.001). MG grubu si¢anlarda
HO-1 protein diizeyi, kontrol ve YYD+STZ+MG grubu siganlara gore %14.2 ve

%15.1 daha yiiksek tespit edilmistir (Sekil 17; P<0.05).
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Sekil 17. Mango Ginger (MG) ekstraktinin yiiksek yagh diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik siganlarda hem oksijenaz 1 (HO-1)
protein diizeyi lizerine etkisi. Veriler kontroliin yiizdesi olarak, ortalama ve
standart sapma olarak sunulmustur. Western blot teknigi ile 6lgiilen parametre i¢in
blotlar en az 3 kez tekrarlandi, esit protein yiiklemesini saglamak icin B-aktin ile
analiz yapildi. a-c: Barlarda farkli harfi tasiyan degerler i¢in fark istatistiki olarak

anlamlidir (Turkey's post-hoc test, P<0.05).
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YYD+STZ+MG

Sekil 18. Mango Ginger (MQG) ekstraktinin yiiksek yagl diyet (YYD) /
streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik sicanlarda, karaciger dokusu
histopatolojik degisiklikleri tizerine etkisi. Gruplarin karacier histopatolojik

goriiniimleri (H&E, x200).

YYD ve STZ ile indiiklenen diyabetik sicanlarda karaciger dokusu
incelendiginde; Kontrol ve MG grubunda normal histolojiye sahip bulunmustur.
YYD+STZ grubu sicanlarin karaciger dokusunda yaglanma gozlenirken,
YYD+STZ+MG grubu sicanlarin karacigerlerinde yaglanma odaklar1 kismen

azalmis ve hidrobik dejenerasyonlar tespit edilmistir (Sekil 18).
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6. TARTISMA

DM2, eriskinlerde ortaya ¢ikan insiiline bagimli olmayan ve diyabet
hastalarimin %90-95’nde goriilen tiptir. DM2 temel olarak lipit metabolizmasinda,
insiilin direncinde ve pankreatik B-hiicre disfonksiyonundaki degisikliklerle
karakterize olan karmasik bir metabolik bozukluktur (109). Obezite serum
trigliserit miktarini, hipertansiyonu ve insiilin direncini arttirarak DM2 olusumuna
neden olan en onemli risk faktoriidiir (110). Terapdtik alanda pek cok gelisme
olmasina ragmen, DM2 i¢in mevcut etkin bir tedavi yoktur (111). Dolayis ile
DM2 ile miicadele etmek icin yeni, Onleyici ve / veya terapotik stratejiler
gelistirmeye ihtiyag duyulmaktadir (5, 53).

Diyabet tedavisinde veya  Onlenmesinde  destekleyici  olarak
kullanilabilecek alternatif yontemlerin sayisi giderek artmakla birlikte bitkiler,
bitki ekstraktlart ve bitki aktif maddeleri bunlarin basinda gelmektedir (30, 112-
116). Bu c¢alismada diyabet tedavisinde kullanilabilmesi amaci ile
antihiperglisemik ve antihiperkolestrolemik (75) 6zelligi bildirilen MG kullanildx.

Diyabetin indiiklenmesi ve insiilin direncinin baslatilmasi i¢in hayvanlar
belirli bir siire boyunca YYD tiiketmelidir (47, 52). Cogu deneyde 2 haftalik diyet
uygulamasinin ardindan diisiik dozda STZ enjeksiyonu yapilmasi 3-7 giin i¢inde
kan glikoz seviyesinin artmasina neden olmaktadir (53, 54-56). Bu ¢alismada
sicanlar 2 hafta YYD ile beslendikten sonra diisiik doz STZ enjeksiyonu yapilip

12 hafta boyunca YYD verilerek DM2 indiiklenmistir.
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YYD ile beslenen kemirgenler obez olma egilimindedirler. Bununla
birlikte YYD tiiketimini takiben canli agirlikta belirgin bir artis oldugu ve bunun
STZ uygulamasindan sonra azaldigi kabul edilir (47, 117, 118). YYD beslenmesi
sirasinda viicut agirhi@r artis1 2 haftalik diyet manipulasyonundan sonra kademeli
olarak gortlebilir Srinivasan ve ark(47, 54). YYD'nin kilo alimina yol agtigini ve
STZ enjeksiyonunun (35 mg/kg) viicut agirhginda gecgici bir azalmaya neden
oldugunu, diyabetik hayvanlarin son agirliklarinin 6nemli Slgiide arttigini ve
kontrollerden daha yiiksek oldugunu bildirilmistir (47). Wang ve ark. (119)
YYD’yi takiben kilo aliminda herhangi bir degisiklik olmadigini, ancak STZ
uygulamasindan (30 mg/kg) sonra viicut agirliginda belirgin bir azalma oldugunu
bildirmislerdir. Bu c¢alismada YYD+STZ grubundaki siganlarda STZ
uygulamasina bagl olarak canli agirlik degerleri kontrol grubuna gore azaldi. STZ
kaslarda protein sentezinin azalmasi ya da proteolizin (120) artmasina bagli olarak
kas atrofisine neden olmaktadir (121). Swanston-Flatt ve ark. (122) tarafindan
STZ ile indiiklenmis diyabetik sicanlarda antidiyabetik bitkiler kullanilarak
yapilan bir calismada diyabet olusturulmamis normal siganlarin canl
agirliklarinda, plazma glikoz ve insiilin seviyelerinde bir degisikligin olmadig:
goriilmiistiir. Bunun aksine diyabet olusturulmus sicanlarda kullanilan sarimsak,
ardig, yonca, Okaliptiis ve kisnisin canli agirlik kaybini azalttigi sdylenmistir
(122). Yine antidiyabetik 6zelligi olan curcumin ile yapilan bir calismada STZ ile
indiiklenmis diyabetik si¢anlara 2 hafta boyunca 30 mg/kg dozda curcumin
verilmistir. Calisma sonunda curcumin verilen diyabetik siganlarin curcumin

verilmeyen diyabetik sicanlara gore daha fazla canli agirliga sahip olduklar
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bildirilmistir (123). Benzer bir sekilde bu calismada da kontrol ve sadece MG
uygulanan grup arasinda istatistiki bir fark bulunmazken, YYD+STZ grubuna
gore diyabetik sicanlara uygulanan MG (YYD+STZ+MG) canli agirlik diizeyini
arttirdi.

Diyabet indiiksiyonunu belirlemek i¢in kullanilan kan sekeri diizeyleri 126
ile 400 mg/dL arasinda degismektedir (5, 53). Ancak hayvan modellerinde
DM2'yi tanimlamak i¢in standartlasmis bir glikoz seviyesi olmamakla birlikte
STZ uygulanan hayvanlarda > 150 mg / dL'lik aclik glikoz seviyesi ve > 200 mg /
dL'ik tokluk glikoz seviyesi olmasi tavsiye edilmektedir (124). YYD ve STZ
uygulamasi ile diyabet olusturulan gruplardaki artan serum glikoz seviyesi DM2
igin spesifik hiperglisemi tablosunu gostermektedir. YYD+STZ+MG grubundaki
glikoz seviyesi YYD+STZ grubuna gore daha diisilk bulunmasi MG’nin
antihiperglisemik ve hipoglisemik 6zelliklerinden kaynaklanabilmektedir (75).

Yapilan farkli calismalarda YYD ve STZ ile indiiklenmis diyabetik
sicanlarda kan insiilin seviyelerinin artabildigi (98, 125, 126), azalabildigi (107,
127) veya degismedigi bildirilmektedir (5, 53). Calismada diyabetik ratlarda
serum insiilin seviyesinin arttif1 ve diyabetik siganlara MG uygulamasinin serum
insiilin seviyesini azalttig1 goriildii.

Serum AST ve ALT seviyelerinin YYD ve STZ ile indiiklenmis diyabetik
sicanlarda kontrol gruplarina kiyasla arttigt daha Once yapilan caligmalarda
gozlemlenmistir (107, 128, 129). Hiicrelerde, mitokondri gibi organellerin zarar
gormesi (130) , hiicre hasar1 ve hiicre membraninin biitiinligiiniin bozulmasi gibi

durumlarda AST ve ALT enzimlerinin salinimi artmaktadir (131). YYD+STZ
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grubu siganlarda serum AST ve ALT seviyeleri kontrol grubuna gore daha ytiksek
bulunurken, YYD+STZ+MG grubu YYD+STZ grubu ile karsilastirildiginda AST
ve ALT seviyesinin daha diisik olmasi; MG’nin hiicre hasarin1 Onleyici
antioksidan aktivite gostermesi (91) ve antienflamatuar (132) etkileri ile
agiklanabilir.

Kan lipitlerindeki diizensizlik basta dolagimdaki SYA'lar olmak iizere
insiilin direnci ile birlikte DM2’nin karakteristigidir. Yag metabolizmasindaki
bozukluk sonucu yag dokudan basta karaciger olmak iizere diger dokulara SYA
akigt meydana getirerek ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) sentezi ve
salgilanmasini arttirmaktadir. Artan VLDL seviyesi diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) reseptoriinii regiile ederken (133), LDL kolesterol partikiillerini (134) ve
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol seviyesini azaltarak periferik TG
konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir (135). SYA'lar ve TG bakimindan
zengin lipoproteinlerin kalintilart hepatositlerdeki yag asiti havuzunu arttirarak
kisir bir dongii olusturur ve VLDL iiretimini daha da artirir. Bizim ¢alismamizda
da ayni sekilde YYD+STZ grubunda kolesterol, TG ve SYA diizeyi kontrol
grubuna gore arttifi goriildi. Yapilan caligmalarda triton ile indiiklenen
hiperlipidemik siganlarda MG ekstraktinin hiportrigliseridemik aktivite gosterdigi
ve ayrica hem karaciger sentezinde hem de kan temizliginde etkili oldugu
gosterilmistir (76, 93). Gergeklestirilen ¢alismada MG uygulanan diyabetik
sicanlarin serum kolesterol, trigliserid ve SYA diizeylerinin MG uygulanmayan

diyabetik si¢anlara gore diisiik oldugu ve bir iyilesme sagladig: goriildii.
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Diyabette hiperglisemi, doku hasarinin baslangi¢ nedenidir (19, 136).
Hiperglisemi her ne kadar tiim dokularin tiim hiicrelerini etkilese de, diyabet
durumunda retinadaki kilcallardaki endotelyal hiicreler, bobrek glomerulusundaki
mezensimal hiicrelere ve noronlar gibi hiicrelere segici olarak zarar verir (19).
Hiicreler hiperglisemiye maruz kaldiginda membrandan glikoz taginmasini
siirlandirarak sabit i¢ glikoz konsantrasyonlarini koruyabilirken, endotelyal ve
mezensimal hiicreler gibi bazi hiicreler hiperglisemi durumunda bunu yapamazlar
(136). Hiperglisemi, protein katabolizmasint ve bobrek fonksiyon bozuklugunun
onemli belirtegleri olarak kabul edilen serum iire ve kreatinin diizeylerinde
yiikselmeye neden olabilir. Ure, viicutta protein katabolizmasmin en énemli son
tirtintidiir. Diyabetik durumda, hem hepatik hem de plazma proteinlerinin belirgin
bir sekilde azalmasi, sistemik dolasimdaki tire birikiminin atilimindan daha fazla
olmasma yol acabilmektedir. Diyabette yiiksek konsantrasyonda kan glikozu
bobrek fonksiyonlarinda bozulmaya neden olur ve bu durum dolasimda azotlu
atiklarin birikmesi ile sonuglanabilir (137). Yapilan ¢alismada serum kreatin ve
tire konsantrasyonlar1 YYD+STZ grubu sigcanlarda kontrol grubu siganlara gore
artis gosterdi. YYD+STZ+MG grubu sicanlarda ise YYD+STZ grubuna gore
serum iire ve kreatin seviyelerinde bir azalma oldugu goriiliirken iire seviyesi
bakimindan kontrol ve MG gruplari ile arasinda bir fark gézlemlenmedi. MG nin
diyabetik gruplardaki serum iire ve kreatin seviyeleri {izerine iyilestirici etkisi
antihiperglisemik ve hipoglisemik (75, 90) 6zelliklerinden dolay1 olabilir.

Diyabette katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon

rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri azalir ve dokularda oksidatif
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hasar meydana gelebilir (19, 138). Diyabetin ilerlemesinde serbest radikaller, kan
sekeri ve lipit peroksidasyonu artist arasinda yakin bir iligski oldugu bilinmektedir
(139). Diyabet durumunda, kronik hiperglisemiye bagh yiiksek oksidatif stres
gosterirdikleri i¢in antioksidatif savunma sisteminin aktivitesini azalir ve serbest
radikallerin olusumu artar (140). Lipid peroksidasyonunun bir yan iiriinii olan
MDA, viicuttaki oksidasyon derecesini yansitir (141). Tuzcu ve ark. (142) YYD
ile beslemede antioksidan enzimlerin azalmasi ile birlikte TAK’in azalmasi ve
retinal MDA diizeyinde artiginin olustugunu goézlemlemislerdir. Bu caligmada
diyabetik sicanlarda ki MDA degerleri artarken TAK degerleri diistii.
YYD+STZ+MG grubu siganlarda, YYD+STZ grubu siganlara goére MDA
degerlerinde bir iyilesme ve TAK degerlerinde artis gdzlemlendi.

Insiilinin reseptdriine baglanmasi, insiilin reseptdr substratlarini (IRS)
fosforile eden insiilin reseptor tirosin kinaz alanini aktive eder (143) Fosforlanmis
IRS proteinleri daha sonra bir adaptdr protein olarak islev goriir ve oOzellikle
fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K) olmak iizere ¢ok sayida sinyalleme partneri i¢in
baglanma alanlari saglarlar (144). Fosfatidilinositol-3 kinaz daha sonra Akt olarak
da bilinen protein kinaz B'yi (PKB) aktive eden fosfatidilinositol 3,4,5 -tifosfat
tiretmek icin fosfatidilinositol 4,5 -bisfosfat1 fosforile eder (143, 144). Aktive Akt
/ PKB rapamisin protein kompleksinin memeli hedefinin aktivasyonu (145)
araciligi ile GSK3’iin (146) inhibisyonu sonucu birgok pro-apoptotik ajanin inhibe
edilmesi ve hiicre sagkalimi yolu ile glikojen sentezini indiikler (147).

Yiiksek yagli diyetler, reseptor yetmezligi olmaksizin toplam insiilin

reseptOr sayisinin azalmasina neden olabilir (5, 148). Ek olarak, yag agisindan
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zenginlestirilmis diyetler insiilin reseptdriiniin otofosforilasyonunu, IRS-1
fosforilasyonunu ayrica PI3K ve Akt fosforilasyonu ve aktivitesini azaltmaktadir.
YYD, PI3K / AKT yolunun bozulmasi ve hedef dokularda insiilin etkisinin
degistirilmesi ile insiilin direncine neden olarak DM2'yi indiikler (149-151). YYD
ile beslenen hayvanlarda hem insiilin reseptoriiniin hem de IRS'in insiilin ile
uyarilmis tirozin fosforilasyonu azalir (152).

Calisma bulgularinda literatiir bilgilerine benzer bir sekilde karacigerdeki
GSK-3p protein diizeyi diyabetli sicanlarda yiiksek olarak bulundu. GSK-38
proteini seviyesi MG uygulanan diyabetik sicanlarda MG uygulanmayan
diyabetik si¢anlara gore anlaml1 bir sekilde azaldi.

Nrf2’nin negatif diizenleyicisi olan Fyn’nin diyabetik farelerdeki niikleer
birikiminin belirgin bir sekilde arttigi bildirilmistir (153). Dolayist ile Fyn’nin
¢ekirdekteki birikiminin azaltilmasi antioksidant bir faktor olan Nrf2’nin
aktivasyonunun Oniine gegmeyecegi igin diyabet tedavisinde umut verici bir hedef
olabilecegi soylenmektedir (84, 153).

GSK-3p'in fosforilasyon durumu onun aktivitesini diizenler. Serin 9
kalintisindan fosforlanmis GSK-3p inaktiftir ve aktivasyon tirozin 216
kalintisinda fosforilasyon ve / veya serin 9'un defosforilasyonu ile olmaktadir (87,
154). Aktif GSK-3B, Fyn’nin treonin kalintilarini aktive ederek niikleer birikimine
aracilik eder (155) ve fosforlanmis Fyn Nrf2’nin tirozin 568 kalintilarini
fosforlayarak Nrf2’nin ubikuinasyona ugramasi sonucu g¢ekirdek disina ¢ikmasi
ile yikimlanmasina neden olmaktadir (156). Elde edilen verilerde, karaciger Fyn

protein diizeyi diyabetli (YYD+STZ) siganlarda kontrol grubu siganlara gore artti
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ve diyabetli sicanlara uygulanan MG Fyn protein diizeyini YYD+STZ grubuna
gore azalttl. Yine literatiir ile benzer sekilde karacigerdeki Nrf2 proteini diizeyi
diyabetli siganlarda azald1 ve MG uygulamasi bu azalisi iyilestirdi. Buna ek olarak
sadece MG uygulanan siganlarda da Nrf2 seviyesinde belirgin bir artis goriildii.

Keap-1 Nrf2’nin transkripsiyonel aktivasyonu ile iliskilidir (157).
Fizyolojik kosullarda yiiksek seviyede Nrf2 gerekmedigi zaman Nrf2
sitoplazmadaki baskilayicisi olan Keapl’e bagl olarak bulunmaktadir (157).
Oksidatif stres altindayken Keapl uyarilir ve Nrf2 sitoplazmada serbest kalarak
cekirdege gecebilecek hale gelir. Cekirdege gecen Nrf2 antioksidan yaniti tetikler
(157). Bitar ve Al-Mulla (158) genetik olarak diyabetli si¢canlarda fibroblast ve
deri yaralarinda Keapl’in belirgin bir sekilde yiikseldigini sdylemiglerdir.
Hiperglisemi aracili oksidatif stres sirasinda, Nrf2 esliginde glutamil-sistein ligaz,
glutatyon s-transferaz ve HO-1 gibi oksidatif stresi diizenleyici enzimler,
diyabetik sicanlarin renal dokularinda onemli olglide azalmaktadir (159). Bu
caliymada da karacigerdeki Keap-1 YYD+STZ ve YYD+STZ+MG grubu
sicanlarda kontrol grubuna goére artarken diyabetik siganlarda MG uygulamasi
Keap-1 protein diizeyini diyabetik siganlara gore disiirdii. Bu bulgulara ve
literariir bilgisine benzer sekilde karacigerdeki HO-1 proteini, diyabetik si¢ganlarda
diiserken MG uygulanan gruplarda belirgin bir artig gostererek diyabetin oksidatif
stres iizerindeki olumsuz etkisini iyilestirdigi goriildii.

Diyabetik durumda yag metabolizmasindaki bozukluk sonucu yag
dokudan bagta karaciger olmak ftizere diger dokulara yag birikimi meydana

gelidigi bildirilmistir (133). Das ve ark. (160) diyabet olusturulan si¢anlarin
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karacigerlerinde yaglanma oldugunu gozlemlemislerdir. Elde edilen histopatolojik
bulgulara gore diyabetik sicanlarin karacigerlerinde yaglanma tespit edilirken, bu
sicanlara MG uygulanmasi karacigerdeki yaglanma odaklarini azaltti.

Sonug olarak diyabetik siganlarda MG uygulamasinin biyokimyasal
parametreleri iyilestirdigi ve GSK-3 beta/Fyn/Nrf2 sinyal yolaklari regiile
ederek antioksidan savunma mekanizmalarini iyilestirdigi ve bdylece diyabet
tedavisinde destekleyici ve komplikasyonlar1 hafifletici 06zellik gosterdigi
sOylenebilir. MG ekstrakt1 gibi fitokimyasallarin daha dogru ve bilingli kullanim
imkanlarinin ortaya konmasi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. MG
ekstraktinin etki mekanizmalarinin ortaya konmasi bir¢ok hastaligin veya bu
hastaliklarin ~ komplikasyonlarinin  hafifletilmesi  i¢in  uygun stratejiler

gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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