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NPH: Neutral Protamine Hagedom
MHC: Major Histocompatibility Complex
HLA: Human Leukocyte Antigen
IGF-I: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
IDF: Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
AGE: Ileri Glikozillenme Son Uriinleri
NO: Nitrik Oksit
GFAT: Glutamin Fruktoz -6 Fosfat Aminotransferaz
GIcN-6P: Glukozamin -6 Fosfata
GIcN-1P: Glukozamin -1 Fosfat
GIcNACc: N-asetilglikozamine
UDP-GIcNAc: Uridin Di Fosfat N Asetilglikozamine
OGT: O-N- Asetilglikozamin Transferaz
DAG: Diagilgliserol
PKC: Protein Kinaz C
VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
STZ: Streptozotocin
MDA: Malondialdehit
GSH: Glutathione
LDL: Low-Density Lipoprotein
VLDL.: Very Low-Density Lipoprotein
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1. OZET

Bu ¢aligma, streptozotocin ile Tip I diyabet olusturulan siganlarda krom ve
Trigonella foenum-graecum'un (TFG) birlikte ve ayr1 uygulanmasinin oksidatif

stres, TNF-a ve diyabet lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla yapildi.

Calismada her grupta 10 hayvan olacak sekilde 60 adet, 2-3 aylik disi
Sprague-Dawley cinsi si¢an kullanildi. Kontrol grubuna ip. ve 21 giin oral serum
fizyolojik uygulandi. Deneme grubundaki hayvanlara ip. 50 mg/kg tek doz STZ
uygulamasiyla diyabet olusturuldu. Diyabet kontrol (DK) grubuna serum
fizyolojik, Trigonella grubuna 150 mg/kg TFG, krom grubuna 30 pg/kg krom,
kombine gruba 150 mg/kg TFG+30 ng/kg krom oral olarak, insiilin grubuna ise

subkutan 11U insiilin 21 giin uyguland.

Calismanin 0., 3. ve diyabet olusturulduktan sonraki 7., 14., 21. giinlerde
aclik kan glikoz degerleri, 21. giinde HbAl. ile Total Oksidan(TOS), Total

Antioksidan(TAS) ve TNF-a degerleri 6lgiildii.

DK grubu ile diger diyabetli gruplarm 21. giindeki aglik kan glikoz degerleri
kiyaslandiginda TFG, insiilin ile TFG+Cr gruplarinda p<0,001, Cr grubunda
p<0,01 diizeyinde azalma oldugu, HbAL; degerlerinde ise onemlilik olmadigi

belirlendi.

Diyabetli deneme gruplarinin plazma, eritrosit ve karaciger TOS diizeyleri
DK grubuna kiyasla onemsiz bir azalma gosterdi. Bobrek TOS diizeylerinde
kombine grupta p<0,05 oraninda azalig belirlendi. Eritrosit ve karaciger TAS
diizeylerinde onemlilik olmadigi, plazma TAS degerlerinde insiilin grubunda,

bobrek TAS degerlerinde ise krom grubunda p<0,05 diizeyinde artiglar saptandi.
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DK grubu ile diyabetli deneme gruplarinin plazma TNF-a degerleri
kiyaslandiginda krom grubunda p<0,05, karaciger TNF-a degerleri

karsilastirildiginda ise insiilin grubunda p<0,001 oraninda azalma belirlendi.

Sonug olarak; Tip | diyabette artan hiperglisemi, oksidatif stres ve TNF-
o’nin etkilerinin hafifletilmesinde ve aglik kan glikoz degerlerinde olusan
artiglarm kontrol altinda tutulmasinda, eksojen kullanilan Trigonella foenum-
graecum ve kromun faydali oldugu ancak insiilinle birlikte verilmelerinin daha

etkili olacagi kanaatine varild1.

Anahtar Kelimeler; Diyabet, Trigonella foenum-graecum, Krom, TNF-o,

Oksidatif Stres.
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2. ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF CHROMIiUM AND TRIGONELLA
FOENUM-GRAECUM (FENUGREEK) ON OXIDATIVE STRESS, DIABET
AND TNF-ALFA LEVEL IN STREPTOZOTOCIN-INDUCED DIABETIC
RATS

This study was conducted in order to determine the effects of the use of
chrome and Trigonella foenum-graecum (TFG) both together and individually, on
the oxidative stress, TNF-a and diabetes of the rats in which diabetes was caused

to occur with streptozotocin.

In the study, 60 female rats of Sprague-Dawley was used, all 2-3 months
old and being 10 of them in each group. Physiological saline solution was given
orally for 21 days to the control group. Diabetes was caused to occur in the
experimental group with 50 mg/kg single douse of STZ. Physiological saline
solution to the diabetes control group (DC), 150 mg/kg of TFG to the Trigonella
group, 30 ug/kg of chrome to the chrome group, 150 mg/kg TFG+30 ug/kg
chrome to the combined group orally and subcutaneous 11U insulin was given to

the insulin group for 21 days.

On the 0" and 3" and after diabetes was caused to occur, on the 7", 14™,
and 21* days of the study, preprandial blood glucose counts; and the on 21% day,
with HbA1., Total Oxidant Status (TOS), Total Antioxidant Status (TAS) and

TNF-a numbers were counted.

When the preprandial blood glucose counts of the 21% days of the DC

group and the other groups with diabetes were compared, it was found that there
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was a decrease in the TFG, insulin and TFG+Cr groups by p<0.001, by p<0.01 in

the Cr group; and no significance in the HbAl. counts.

The plasma, erythrocyte and liver TOS levels of the experimental groups
with diabetes showed an insignificant decrease in comparison to the DC group. A
decrease of p<0.05 in the kidney TOS levels of the combined group was
determined. It was found out that no significance had been present in the
erythrocyte and liver TAS levels, and that there was an increase in the plasma
TAS levels of the insulin group and in the kidney TAS levels of the chrome group

by p<0.05.

When the counts of the plasma TNF-a levels of the experimental groups
with diabetes were compared to the DC group; a decrease of p<0.05 in the chrome
group and when the liver TNF-a levels were compared, a decrease of p<0.001 in

the insulin group was found out.

In conclusion, it has been established that the exogenous use of Trigonella
foenum-graecum and chrome are useful in the control of the increases in the levels
of preprandial glucose and in the struggle to ease the effects of increasing
hyperglycemia, oxidative stress and TNF-a; however, that the medication of the

two together with insulin would be more effective.

Keywords: Diabetes, Trigonella foenum-graecum, Chrome, TNF-a, Oxidative

Stress.



3.GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Diyabetes  Mellitus  karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi
bozukluklariyla ortaya ¢ikan kronik metabolik bir hastalik olup (1, 2) giiniimiizde
tam olarak tedavi edilemeyip, uygulanan tedavi yontemleri diyabete bagli olarak

gelisen akut ve kronik komplikasyonlar1 6nlemeye yoneliktir.

Diinya saglik orgiitiine (WHO) gore Diinya genelinde oliimlerin % 5’inden
fazlas1 diyabetten kaynaklanmaktadir. 2010 yilinda 220 milyon olan diyabetli
hasta sayisinin, 2025’de 300 milyonu asmasi kaginilmaz goriilmektedir (4). Tim
diyabet vakalarinin %5-10'unu Tip | Diyabetes Mellitus hastalar1 olusturmaktadir.
Prevalans: toplumlara gére degismekle birlikte Ingiltere, Kanada, Amerika
Birlesik Devletleri, Yeni Zellanda, Portekiz gibi iilkelerde oldukga yiiksektir (4,
33). Amerika Birlesik Devletleri’'nde diyabet oliim nedenleri siralamasinda
yedinci durumdadir ve 15 milyondan fazla diyabetli hasta bulunmaktadir (123).
Tiirkiye’de ise 6,5-7 milyon diyabetli hasta bulunmaktadir (111, 124).

Diyabetes Mellitus 'un tedavisinde antidiyabetik bilesiklere yeni kaynaklar
aranmakla birlikte, pankreas transplantasyonu, adacik transplantasyonu ve kok
hiicre ¢alismalar1 devam ettirilmesine ragmen pankreas transplantasyonu ile
sagiltimin miimkiin olabilecegi gosterilmistir. Ancak yapilan ¢aligmalarda
pankreasin tiimii transplantasyonda kullanildiginda vaskiiler tromboz, pankreas
kanali drenaj gi¢liikkleri ve doku reddi gibi komplikasyonlarin gelistigi
belirtilmektedir. Bu nedenle seker hastalarinda kronik olarak ortaya ¢ikan ve
yasam kalitesini diigiiren komplikasyonlar ortadan kaldirilamamakta ve hasta

Oomiir boyu diyabet hastasi olarak kalmaktadir (5, 7). Ayrica Diyabetes Mellitus



komplikasyonlarinin tedavisi iilke ekonomileri i¢in yiiksek maaliyetlere neden
olmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yillik direkt (160) ve indirekt diyabet
harcamalarinin 174 milyar dolardan daha fazla oldugu belirlenmistir (6).

Trigonella foenum-graecum (Fenugreek) ve diger bitkiler son zamanlarda
diyabet tedavisi i¢in yeni antidiyabetik bilesiklere bir kaynak olarak
arastirtlmaktadir. Baklagiller familyasina ait, anavatan1 Hindistan olan ve Asya,
Afrika iilkelerinde yaygin bir sekilde ¢esni olarak kullanilan Trigonella foenum-
graecum’un besleyici ve onarict Ozellikleri bulunmaktadir (8, 9). Trigonella
foenum-graecum tohumlar1 sapogeninler, trigonellin, alkoloidler, fosfat,
potasyum, bakir, protein, kolin, vitamin C, beta- karoten, nikotinik asit ve folik
asit bakimindan olduk¢a zengindir (10). Trigonella foenum-graecum tohumlar ve
yapraklari kullanilarak yapilan klinik ¢alismalarda bitkinin; antihiperglisemik,
hipoglisemik, hipokolesterolemik ve antioksidan etkiler meydana getirdigi rapor
edilmistir (11, 12). Bu etkilerin biyokimyasal mekanizmasi tam olarak
bilinmemesine ragmen Trigonella foenum-graecum tohumlarinda bulanan yeni bir
amino asitin pankreas langerhans adaciklarinda bulunan beta hiicrelerini uyarmasi
ile hipoglisemik etkisini, sapogeninler ile ise kolesterol diisiiriicii etkisini meydana
getirdigi diistiniilmektedir (13).

Ug degerlikli krom diyetteki esansiyel minerallerdendir, karsinojenik
olarak bilinen alti degerlikli biitiin formlar1 toksik olup kullanilmamasi
Onerilmektedir (14). Kromun etki mekanizmasi hala arastirilmakla birlikte,
karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda rol oynayan Vve insiilinin normal fonksiyon
gostermesi igin gerekli olan esansiyel minerallerden biridir (15). Yapilan

caligmalarda yiiksek kan glikozuna maruz kalindiginda, krom takviyelerinin



timor nekrozis faktor-alfa’nin (TNF-a) ve oksidatif stresin artmasini engelledigi
tespit edilmistir (16).

Bu tez calismasi, deneysel olarak Streptozotocin ile Tip | diyabet
olusturulan siganlarda krom ve Trigonella foenum-graecum’un birlikte ve ayr1 ayri
uygulanmasinin oksidatif stres, TNF-a ve diyabet tizerindeki etkilerini belirlemek

amaci ile yapildi.



3.1. Diyabetes Mellitus’un Tamim ve Tarihgesi

Diyabetes mellitus; insiilinin yetersiz ya da hig¢ salgilanmadigi durumlarda
veya salgilanan insiilinin etkiledigi hedef hiicrelerde insiilin reseptorlerinin sayica
azalmas1 ya da postreseptor diizeyde insiilin etkinliginin azalmasi ile gelisen
karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi bozukluklariyla ortaya c¢ikan kronik

metabolik bir hastaliktir (1, 2, 3).

Tarihgesi ¢ok eski yillara dayanan Diyabetes Mellitus, millattan énce 1500
yilinda Misir’da Papiruslar da fazla idrar yapmakla kendini gosteren bir hastalik
olarak tanimlanmistir (125). Millattan sonra 130-200 yillarinda Kapodokya’da
yasayan Romali bir hekim olan Arateus kisilerin siirekli agirlik kaybetmesi
nedeniyle eriyip giden anlamima gelen “Diabetes” kelimesini ilk olarak
kullanmistir (17). 980-1037 yillarinda Ibni Sina ayaklarda goriilen diyabetik
gangreni ilk kez tanimlamistir. Seker hastalarinin idrarini tadarak tatli oldugunu
belirleyen Thomas Willis 1764 yilinda bu hastaliga ilk kez sekerli diyabet
anlamina gelen Diyabetes Mellitus adin1 vermistir (17, 126).1775 yilinda Mathew
Dobson seker hastalarinin idrarinda seker varlhigini belirlemistir, 1850 yilinda
idrarda kantitatif seker arama metodunu Fehling tarif etmistir (126). 1869 yilinda
Paul Langerhans pankreas hiicrelerinde iki farkli sistem oldugunu belirlemis ve
langerhans adaciklarmi tanimlamistir. 1889 yilinda Mering ve Minkowski
pankreaktomi yapilan kopekte diyabet gelistigini belirterek pankreasla hastaligin
iliskisini belirlemistir (18, 19). 1921 yilinda Dr. Frederick Banting ve ona yardim
eden tip 6grencisi Charles Best, pankreasin belirli yerlerinden insiilin salindigini
tespit etmislerdir (127). 1925 yilinda Erich Frank, guanidenin kan sekerini

diistirdiigiinii gosterdikten sonra, 1926 da kesfettigi sentetik synthaline maddesi ile



oral yoldan kan sekerinin kontrol edebilecegini ortaya koymus ve oral

antidiyabetik kullanimina 6nciiliik etmistir (20).

Diyabetes Mellitus’un tedavisinde ilk Onceleri domuz ve sigir
pankreasindan elde edilen insiilinler kullanilmis olup 1936 yilinda Protamin-Zinc
insiilin, 1946 NPH ( Neutral Protamine Hagedom ), 1951 yilinda Lente ailesi
insiilinleri, 1980’li yillarda rekombinant DNA teknolojisi ile insan insiilinleri
tiretildi. 1966 yilinda Richard Lilehei ve William Kelley tarafindan ilk pankreas

nakli yapild1 (21).

3.2. Diyabetes Mellitus’un Simiflandirilmasi

Diyabetes Mellitus yaygin olarak insiiline bagimli Tip I diyabet ve insiiline
bagimli olmayan Tip II diyabet olarak iki sekilde siniflandirilmaktadir. Ayrica
hipofizer  diyabet, adrenal diyabet, pankreatik diyabet olarak da

siniflandirilmaktadir.

3.2.1. Tip I Diyabetes Mellitus ( Insiiline Bagimh Diyabet )

Pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden insiilin
yapiminin bozulmasi ve beta hiicrelerinin kismen veya tamamen hasari sonucu
sekillenen (Sekil 1), insanlarda genellikle 30 yas altinda 6zellikle 14-15 yaslarinda
goriilen ve bu sebep ile juvenil diyabet olarak da adlandirilan diyabet tiiriidiir

(22).
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Sekil 1. Tip | Diyabetes Mellitus’ta insiilin yetersizligi (131).

Tip | Diyabetes Mellitus’un sekillenmesinde otoimmunite, genetik
faktorler ve viral enfeksiyonlar rol oynamaktadir (23). Otoimmun kaynakli Tip |
Diyabetes Mellitus pankreastaki beta hiicrelerinin haraplanmasi ve ortamdaki
sitokinlerin  beta  hiicrelerinden insiilin  sekresyonunu azaltmalar1 ile
sekillenmektedir (23, 24). Virlsler, toksinler, otoimmun antikorlar beta
hiicrelerini tahrip ederek insiilitis tablosunun gelismesine sebep olmaktadir.
Insiilitis gelismesini takiben lenfositlerden salinan TNF-o. ve interlokin-1
sitokinleri, nitrik oksit sentetaz araciligiyla L-arjinin- nitrik oksit yolunun
uyarilmasina neden olur ve hiicre iginde nitrik oksit yapimii hizlandirir (26).
Asir1 ve kontrolsiiz nitrik oksit sentezi, oksidatif fosforilasyonu ve glikolizi
arttirmakta ayrica TCA sikliisunun demir igeren bazi enzimlerini inhibe etmekte
ve DNA kirilmalarina neden olarak hiicre 6liimiine ve otoimmun diyabete neden

olmaktadir (25).



Tip | diyabetli kisilerin birinci derece akrabalarinda diyabet gelisme
riskinin 15-20 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (27). Genetik faktorler Tip
| diyabete yatkinligin 1/3” den sorumludur. 6.kromozomun kisa kolunda yer alan
MHC’in de (Major Histocompatibility Complex) klas | ve klas II bolgelerinde
HLA (Human Leukocyte Antigen) antijenleri bulunmaktadir (Sekil 2). Klas I
antijenler HLA-A B C serileridir. Klas Il antijenler HLA DR, DQ ve DP
serileridir. HLA-DR3-DQ2 ve HLA-DR4-DQ8 haplotipleri Tip | Diyabetes
Mellitus gelismesinde 6nemli rol oynarken, HLA-DR2 ve DR5’in Tip | Diyabetes
Mellitus gelismesinde koruyucu etkisi oldugu saptanmstir (27, 28). HLA-DR3
veya HLA-DR4 antijeni bulunduran kisilerde Tip | Diyabetes Mellitus gelisme
riskinin 2-3 kat, HLA-DR3 ve HLA-DR4 antijenin her ikisinin varliginda 7-10 kat

arttig1 tespit edilmistir (27, 29).
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Serolojik olarak ]zl Dowl DR1  DRwh2
tanimlanan DRw53
MHC molekilleri -l

DOw3a DR18

Sekil 2. 6. Kromozomda MHC (Major Histocompatibility Complex) (113).




Viriisler hem direkt sitotoksik etkileri ile hiicre hasar1 meydana getirerek
hem de otoimmuniteyi tetiklemek suretiyle Tip | Diyabetes Mellitus gelismesine
sebep olmaktadir. Bu sekilde insiilitis tablosuna yol acan viriislerin basinda;
rubelle, sugicegi, koksaki, kabakulak, sitomegaloviriis ( CMV) gelmektedir (30).

Tip | Diyabetes Mellitus genellikle ¢ocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan 6nemli
kronik hastaliklardan biridir. Tip | Diyabetes Mellitus epidemiyolojisi ile ilgili
yapilan calismalarda diinya niifusunun sadece % 5’ine ait veriler elde edilmistir.
Tip | Diyabetes Mellitus’un Tip II Diyabetes Mellitus’a gore goriilme oran1 daha
az olsada Tip | Diyabetes Mellitus’un goriilme orani her yil yaklasik % 3
artmaktadir (31, 32).

Tip | Diyabetes Mellitus’un prevalansi hem topluluklar arasinda hem de
aynt topluluk iginde genetik ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle farklilik
gostermektedir. Ozellikle Ingiltere, Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, Yeni
Zellanda, Portekiz gibi iilkelerde Tip | Diyabetes Mellitus’un prevalansi oldukga
yiikksek olup, yapilan ¢aligmalarda Tip | Diyabetes Mellitus’un prevalansinin

beyaz irkta daha yiiksek oldugu bulunmustur (4, 33).

3.2.2. Tip II Diyabetes Mellitus ( Insiiline Bagimh Olmayan Diyabet )

Pankreas langerhans adaciklarinin beta hiicrelerinden salgilanan insiilinin
etkiledigi hedef hiicrelerde reseptor sayisinin azalmasi ve postreseptor diizeyde
insiilin etkinliginin azalmasi ile sekillenen insiilin direnci (Sekil 3), Tip 1l
Diyabetes Mellitus’un ortaya ¢ikmasindaki temel nedenlerdendir. Tip Il Diyabetes
Mellitus insanlarda genelikle 40 yas civarinda ortaya ¢iktigi ic¢in eriskin tipi

diyabet olarak adlandirilmaktadir (1, 2).



Tip | Diyabetes Mellitus’un aksine Tip Il Diyabetes Mellitus’un erken
donemlerinde insiilin sekresyonu ve plazma insiilin konsantrasyonunda artis
gozlenmekte ancak hastaligin ilerleyen evrelerinde artmis insiilin sekresyonu
pankreas beta hiicrelerinin yipranmasina yol agmakta ve kan glikoz diizeyini
diisiirmek i¢in gereken miktarda insiilin salgilanamamaktadir (1, 34).

Tip Il Diyabetes Mellitus’un sekillenmesinde insiilin  direnci,
hipertrigliseridemi, hipertansiyon, obezite, kalitsal faktorler rol oynamaktadir.
Insiilin direncini hiperinsiilinemi, obezite ve hipertansiyon takip etmektedir (34).
Insiilin bilindigi gibi glikojenoliz ve glikoneogenezi baskilamakta, perifer
dokularda glikoz kullanimini artirmakta, lipaz enzimini inhibe ederek de lipolizi
baskilamaktadir (1). Insiilin direncinin gelismesiyle birlikte hepatik glikoz
tiretiminde artma, perifer dokular tarafindan glikoz aliniminda azalma meydana
gelmekte bunun sonucunda artan kan glikoz seviyesini diisiirmek i¢in beta
hiicrelerinden salgilanan insiilin miktarinda artma meydana gelmekte ve
hiperinsiilinemi tablosu ortaya ¢ikmaktadir. Ancak hastaligin ilerleyen evrelerinde
artmis insiilin sekresyonu pankreas beta hiicrelerinin yipranmasina yol agmakta ve

beta hiicrelerinin tahrip olmasina neden olmaktadir (1, 35, 36).
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Sekil 3. insiilin Direnci ve GLUT 4’iin Etkisi (129).

Yag dokusundan; leptin, resistin, TNF-a, adiponektin, adipsin, interlokin-
6, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-I), prostoglandin-l, gibi ¢ok sayida
protein salgilandigi ve endokrin bir organ gibi gérev yaptigi tespit edilmistir (37,
38). Yag dokusunda salgilanan, insiilin duyarliligt ve insiilin reseptorlerinin
tirozin fosforilasyonunu arttiran adiponektinin obezlerde ve Tip Il Diyabetes
Mellitus gelisenlerde azaldig: tespit edilmistir (39). Adiponektinin IL-6, TNF-a
saliimin inhibe edici, IL-1 ve IL-10 reseptdr agonistlerini stimiile edici etkileri
bulunmaktadir. Obezite de azalan adiponektin sonucunda TNF-a diizeyinde artma
meydana gelmekte, artan TNF-o insiilin reseptér sayisini azaltarak ve GLUT
MRNA sentezini inhibe ederek insiilin direnci gelismesine neden olmaktadir

(Sekil 4) (40).
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Sekil 4. Adiponektin ve Sitokinlerin Insiilin Direnci Uzerindeki Etkileri (130).

Tip Il Diyabetes Mellitus’da genetik faktorlerin  etkinligi hala
aragtirilmakla birlikte Tip II Diyabetes Mellitus’un MHC ile baglantisi
bulunamamistir (41). Ancak Rabson Mendenhall ve Donohue (Leprechaunism)
sendromlarinda insiilin reseptor geninin homozigot veya heterezigot mutasyonuna
bagli olarak herediter bir insiilin direnci gelistigi tespit edilmistir (41, 42).

Tip 1l Diyabetes Mellitus’un prevalansi hem topluluklar arasinda hem de
aynt topluluk icinde genetik ve c¢evresel faktorlerin etkisiyle farklilik
gostermektedir (112). 2007 yilinda IDF (Uluslararas1 Diyabet Federasyonu) iiyesi
iilkelerdeki 20 - 79 yaslarindaki erigkinlerin %7.3’{inlin diyabet oldugu tahmin
edilmektedir. Bati Pasifik Bolgesi ve Avrupa Boélgesinin en yiiksek diyabetli

popiilasyonuna sahip oldugu ve diyabet sikliginin ise en yiiksek Kuzey Amerika
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(%9.2) ve daha sonra Avrupa (%8.4) Bolgesinde mevcut oldugu tespit edilmistir
(4). Ulkemizde Istanbul T1p Fakiiltesi tarafindan Saglik Bakanligi’'nin isbirligi ile
yapilan Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Calismasi’nin (TURDEP-II) sonuglarina gore, 1997-98 yillar1 arasinda
yapilan ilk ¢alismada %7.2 bulunan diyabet oranmnin, son yapilan g¢alismada
%13.7’ye yiikseldigi tespit edilmistir (111).

3.3. Diyabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

HIPERGLISEMI

HEKSOZAMIN YOLU HIiPOKSI

AKTIVASYONU N /

OKSIDATIF

SORBITOL YOLU

(Gu— < LYV /e

AKTIVASYONU AKTIVASYONU

NON-ENZIMATIK GLIKOZILASYON

Sekil 5. Oksidatif stres ve diyabet
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Diyabetes  Mellitus  karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi
bozukluklariyla ortaya ¢ikan kronik metabolik bir hastalik olmakla beraber ayni
zamanda non-enzimatik glikozilasyon, sorbitol yol aktivitesi, heksozamin yolu
aktivitesi, oksidatif glikozilasyon, protein kinaz C aktivitesi ve enerji
metabolizmasindaki degisiklikler ile artmis bir oksidatif stres durumudur (43, 44).

Non-enzimatik olarak proteinlerin N-terminal amino asitlerine ve lizin
amino asitlerine galaktoz, mannoz veya glikozun serbest karbonil gruplarinin
Schiff bazi ile baglanmasi non enzimatik glikozilasyon olarak adlandirilmaktadir.
Stabil olmayan bu yapi yeniden diizenlenme reaksiyonuna girer, aldoz formdan
ketoz forma dontisiir ve amadori iiriinleri olusur bu reaksiyon amadori yeniden
diizenlenmesi olarak adlandirilir (48). Omiirleri kisa olan proteinler iizerinde
ketoamin yapili amodori iriinleri ‘erken glikozillenme {iiriinleri’, dmiirleri daha
uzun olan kollojen proteinleri tizerinde ise ileri glikozillenme son {iriinlerinin
(AGE) olustugu tespit edilmistir (Sekil 6) (43). AGE fiiriinleri; bazal membran,
endotel hiicreleri ve glomeruluslarda TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler araciligiyla tip
IV kollojen sentezini arttirarak, endotel hiicrelerinde NO (Nitrik Oksit)
inaktivasyonuna ve serbest oksijen radikallerinde artigsa neden olarak arteroskleroz
ve nefropati patogenezinde Onemli rol oynarlar (51). Non enzimatik
glikozilasyona ugrayan proteinlerden biride hemoglobindir. Hemoglobinin non
enzimatik glikozilasyonu ile HbA;, HbA;, HbA;. olmak iizere {i¢ mindr
komponenti meydana gelmektedir. Normalde non enzimatik glikozilasyon
reaksiyonu ¢ok yavag gelismekte ve eritrositlerin 6mrii boyunca devam etmektedir
(45). Diyabetes Mellitus sonucu sekillenen hiperglisemiye bagli olarak min6r

hemoglobin komponentlerinden HbAi’nin 2-3 kat arttigi tespit edilmistir.
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Glikozile hemoglobin diizeyinin kisa stireli kan glikoz diizeylerinden, egzersizden
etkilenmemesi ve 3-4 haftalik kan glikoz degerlerinin belirlenmesinde yardimci
olmas1 bakimindan Diyabetes Mellitus’un prognozu ve uygulanan tedavinin
izlenmesinde 6nemli bir parametredir (46). 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada
Diyabetes Mellitus lu kopekleri 7 ay boyunca takip etmisler ve insiilin takviyeleri
yapilmiglardir. Bu periyot boyunca HbA;. diizeyleri saglikli hayvanlarda %
3.5’den diisiik bulunurken, Diyabetes Mellitus’lu hayvanlarda ise % 3.5 - 6.8

arasinda tespit edilmistir (47).

GLIKOZ
. AMADORI
- v URUNLERI

PROTEIN l

ILERI
GLIiKOZILASYON

SON URUNLERI

(AGE)

Sekil 6. Non Enzimatik Glikozilasyon
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Glikoz almi igin insiiline gerek duymayan eritrosit, kornea ve sinir
dokusunda hiicre i¢i glikoz konsantrasyonu kan glikoz konsantrasyonuna bagli
olarak degismektedir. Diyabetes Mellitus’la artan kan glikoz seviyesine bagl
olarak aldoz rediiktaz enzimi aktifleserek sorbitol yolunu (poliol yolunu)
uyarmaktadir (Sekil 7) (49). Sorbitol yolunun aktif hale gelmesiyle glikoz; aldoz
rediiktaz enzimi araciligiyla sorbitole, sorbitol; sorbitol dehidrogenaz enzimi

araciligiyla fruktoza doniismektedir (50).

. NADPH ALDOZ SORBITOL
GLiKOZ + REDUKTA +
W . -z NADP*
FRUKTOZ
+
& SORBITOL
SORBITOL NAD* B NADH
" —— s
H*

Sekil 7. Sorbitol yolu aktivasyonu
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Poliol yolunun aktif hale gelmesi ile hiicre icinde sorbitol ve fruktoz
birikiminde artma meydana gelmektedir. Giiglii su gekici 6zelligi olan sorbitol ve
fruktoz hiicrelerde hidropik dejenerasyonun gelismesine yol agmakta ayrica artan
sorbitol iiretimi NADPH kullaniminda artmaya sebep olmakla birlikte, NADPH ‘1
enerji olarak kullanan ve antioksidan savunma mekanizmasinin 6nemli bir pargasi
olan glutatyon metabolizmasinin bozulmasina ve serbest oksijen radikallerinin
olusmasinda artisa neden olarak oksidatif stres tablosunun olusmasina yol
agmaktadir (52). Dahasi hiicre iginde sorbitol ve fruktoz birikimi membran
fosfolipitlerinin O6nemli bir pargasi olan miyoinositol’un azalmasina neden
olmaktadir, azalan miyoinositol ise Na- K ATPaz aktivitesinin azalmasina ve
hiicre iginde Na birikmesine yol agarak, diyabetik retinopati ve noropatinin
patogenezinde onemli rol oynamaktadir (53, 54). Yapilan in vitro ¢alismalarda
nedeni tam olarak bilinemiyen fosfokinaz aktivitesi tarafindan sorbitol ve
fruktozdan direkt olarak iretilen fruktoz-3 fosfat ve sorbitol-3 fosfat
metabolitlerininin diyabetik durumlarda arttigi tespit edilmistir (55, 56). Aldoz
rediiktaz inhibitorlerininin; noropati, retinopati, nefropati gibi diyabetik
komplikasyonlar1 6nemli 6lciide azalttig1 belirtilmistir. Yapilan in vitro ¢aligmada
normal tavsanlardan elde edilen retinal tabakada, diyabetik tavsanlardan elde
edilen retinal tabakaya oranla sorbitol seviyesi 6 kat daha az bulunmustur ve
poliol yolunun diyabetik retinopati olusmasinda onemli rolii oldugu, aldoz
rediiktaz inhibitorlerininin bu komplikasyonlar1 onlemede yararli oldugu tespit
edilmistir (57). In vitro yapilan baska bir calismada aldoz rediiktaz inhibitdrii olan

ONO-2235’in yiiksek glikoz konsantrasyonuna maruz kalan insan eritrositleri ve
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tavsan retinasinda sorbitol artisini1 azaltti§i ancak insiilininin bdyle bir etki
yapmadig tespit edilmistir (58).

Heksozamin yolu diyabetik komplikasyonlarin ve oksidatif stresin
olugsmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Normal kosullar altinda glikozun % 3
kadar1 heksozamin yolunu kullanmaktadir. Hiperglisemi sonucu heksozamin yolu
aktivasyonunuda artma meydana gelmektedir (59, 61). Heksozamin yolunda,
glutamin fruktoz-6 fosfat aminotransferaz (GFAT) tarafindan, glutaminden amido
grubu fruktoz-6 fosfata transfer edilerek glukozamin-6 fosfata (GICN-6P)
doniistiriilmektedir. GIcN-6P da glukozamin-1 fosfat’a (GICN-1P) , GIcN-1P da
N-asetilglikozamine (GIcNAc) dontismektedir. GICNAC ise tiridin di fosfat N
asetilglikozamine  (UDP-GIcNAc), UDP-GIcNAc, O-N- asetilglikozamin
transferaz (OGT) tarafindan katalizlenen O-bagl glikozilasyon ile GICNAC’e serin
ve threoninli proteinler transfer edilir ayrica Uridin di fosfat olusur (Sekil 8) (59).
Hiperglisemi ile artan heksozamin yolu aktivasyonu sonucu GICNACc seviyesinde
artis meydana gelmekte, artan GIcNAc’1n ise artan oksidatif strese bagli olarak
beta hiicrelerini tahrip ettigi, artan GFAT i ise hidrojen peroksit seviyesinde
artisa, insiilin salinitnimi, glikoz transporter 2 ve glikokinaz geninde ise azalmaya
yol agarak diyabet komplikasyonlarinin gelismesinde oOnemli rol oynadig
bildirilmistir (60).

Diyabet de sekillenen hiperglisemiye bagli olarak artan diagilgliserol
(DAG), protein kinaz C (PKC) aktivasyonunda artisa sebep olmaktadir. Artan
PKC retinal kan akiminda azalma meydana getirmekte, retinal kan akiminin
azalmasiyla lokal hipoksi gelismekte ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

(VEGF), TNF-a, endotelin-1 seviyelerinde artma meydana gelmektedir. Bu
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olaylarin sonucunda gelisen neovaskiilarizasyon ve makula O6demi diyabetik
retinopatinin  patogenezinde Onemli rol oynamaktadir (62). Ayrica PKC
aktivasyonunun artmasi ile anjiotensin aktivitesinde artma meydana gelmekte bu
da glomerular filtrasyon basincinin artmasma sebep olmaktadir. Glomerular
filtrasyon basincinin artmasindaki en oOnemli faktor ise Ozellikle afferent

arteriyollerdeki direncin azalmasidir (63, 64).
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Sekil 8. Heksozamin yolu (78).
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3.4. Streptozotocin

Streptomycetes achromogenes tiiriinden veya sentetik yollarla elde edilen
Streptozotocin  (2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose, STZ)
onceleri dar spektrumlu bir antibiyotik olarak kullanilirken (Sekil 9), sonralari
Rakieten ve arkadaslar1 tarafindan (65, 66) diyabetojenik etkisi tespit edilen
Streptozotocin, deneysel diyabet modeli olusturmak i¢in sik¢a kullanilmaya

baslanmustir.

HO
O
OH

HO OH
HN O

'0) N
\N/ \CH
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Sekil 9. Streptozotocin’in Kimyasal Yapisi (114).

Tip | diyabet modeli olusturmada sikga kullanilan STZ si¢anlara genellikle
40-60 mg/kg dozunda intraperitonal veya intravendz olarak tek doz uygulanmakta
olup 40 mg/kg dozun altinda tek doz uygulandig1 zaman etkili olmayabilmektedir

(67).
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STZ verilmesinden sonra hem kan glikoz hem de insiilin konsantrasyolarin
da ti¢ evreye ayrilan bir degisim gozlenmektedir. 1. evrede; STZ uygulamasindan
2 saat sonra kan insiilin seviyesinin diismesi ile birlikte hiperglisemi 2. evrede;
STZ uygulamasindan 6 saat sonra yiiksek kan insiilin seviyesi ile birlikte
hipoglisemi 3. evrede ise beta hiicrelerinde meydana gelen kalic1 hasar ve hiicre

kayiplar ile kan insiilin seviyesinde diisme ve kalici hiperglisemi gelismektedir

(68).

Diyabetojenik ajan olan STZ, N- metil-N-nitroz iire’nin 1-d-glikopiranoz
tirevidir (69). STZ nin yapisinda bulunan ve kimyasal olarak glikoza benzeyen 2-
deoksiglikoz komponenti ile diisiikk affiniteye sahip GLUT2 araciligi ile beta
hiicreleri igerisine tagindigi (Sekil 10) ve pankreatik beta hiicrelerindeki spesifik
toksitesini bu sekilde gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (70). Insiilin salgilayan
hiicrelerde GLUT2’nin ifade edilmedigi durumlarda STZ toksitesine karsi direng

gelistiginin gozlenmesi ile bu hipotez desteklenmektedir (71).

ATP-sensitive
potassium

voltage-gated s
calcium channel - 2

Sekil 10. Beta hiicrelerinden insiilin salinim1 (133).
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STZ’nin beta hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkisini ise 3 yolla
gergeklestirdigi diistiniilmekle birlikte temel sebebin DNA alkilasyonu oldugu
tespit edilmis olup STZ’nin alkilasyon aktivitesinin ise ozellikle guaninin O°
pozisyonundaki nitroziire kismu ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (72).
Ayrica STZ nitrik oksit ve reaktif oksijen tiirleri olusumunu arttirarak DNA hasar1
(Sekil 11) ve diger zararl etkilere sebep olmaktadir (73). Hem DNA alkilasyonu
hem de nitrik oksit ve reaktif oksijen tiirleri olusumundaki artis sonucu meydana
gelen DNA hasart sonucu DNA tamir enzimi olan poli (ADP-riboz) polimeraz
enzimi aktif hale gelmekte ve hiicre iginde NAD" ‘in seviyesinde diisme meydana
gelmektedir. NAD" ‘in azalmasi ise siklik ADP riboz seviyesinin azalmasina ve

insiilin sekresyonu basta olmak {izere beta hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina yol

acmaktadir (74,75).
NO4
;gém;a ALKILASYONU ——p DNA HASARI ——p POLI(ADP-RIBOZ)POLIMERAZ
rost +
~NaD+
SIKLIK ADP R'Isozl,
w
HASAR VE OLTUM

Sekil 11. Streptozotocin’in etki mekanizmasi (79).

STZ’nin krebs siklusunu inhibe ettigi, mitokondrilerde ATP iiretimini

giiclii bir sekilde sinirlandirdigr ve beta hiicrelerinde ATP’nin tiikkenmesine sebep
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olarak hiicre hasarma yol agtig1 tespit edilmistir (76). STZ uygulamasindan sonra
ksantin oksidaz enzim diizeyinde artma meydana gelmekte ve hem artan ksantin
oksidaz hem de STZ’nin mitokondri iizerindeki aktivitesi sonucu siiperoksit

anyonu olusumunda artma meydana gelmektedir (Sekil 12) (77).

STZ.=»NO} —p AKONITAZ | ATP} —KSANTIN OKSIDAZ t— or { H:0:4

Sekil 12. Streptozotocin’in ve ksantin oksidaz (79).
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3.5. Trigonella Foenum-Graecum ( Fenugreek- Cemen Otu)

Resim 1. Trigonella foenum-graecum tohumlari

Baklagiller ~familyasina ait olan Trigonella foenum-graecum un
(Fenugreek) ana vatani1 Hindistan olup ozellikle Asya, Akdeniz ve Kuzey Afrika
bolgelerinde yaygin bir sekilde yetistirilmektedir (8, 9). Elliye yakin tiir igeren tek
yillik bir bitki olan ¢gemen otunun Tiirkiye’ de kirk bese yakin tiirii bulunmaktadir
ve Akdeniz, Marmara, Giineydogu Anadolu bolgelerinde Trigonella foenum-
graecum L. tiriiniin kiltirti yapilmaktadir (80). Trigonella foenum-graecum
baharat ve cesni olarak kullanilmakla birlikte besleyici ve onarici 6zellikleri

oldugu kabul edilmekte olup uzun yillardan beri halk hekimliginde (ates, karin
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agris1, apse, diyabet vb durumlarda) kullanilmaktadir (81). Trigonella foenum-
graecum tohumlarinin sapogeninler, trigonellin, alkoloidler, fosfat, potasyum,
bakir, protein, kolin, C vitamini, beta- karoten, nikotinik asit ve folik asit
bakimindan oldukga zengin oldugu tespit edilmistir (10).

Tablo 1. 100 gr Trigonella foenum-graecum tohumlarindaki kimyasal

kompozisyon (136).

Kimyasal Kompozisyon Miktar
Protein 30gr
Yag 7540r
Fibrin 50 gr
Sapogenin 29r
Trigonellin 380 mg
Kalsiyum 160 mg
Magnezyum 160 mg
Fosfor 370 mg
Demir 14 mg
Sodyum 19 mg
Potasyum 530 mg
Bakir 33mg
Kiikiirt 16 mg
Klor 165 mg
Mangan 15gr
Cinko 7mg
Bakar 0,1 mg
Kolin 50 mg
Vitamin C 43 mg
B- Karoten 96 ng
Tiyamin 340 pg
Riboflavin 290 pg
Nikotinik Asit 1,1 mg
Folik Asit 84 ng
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Trigonella foenum-graecum tohumlarinin ve yapraklarinin hipoglisemik,
hipokolesterolemik, antioksidan, antiiilser ve immunmodiilator etkileri oldugu
rapor edilmis olup, Trigonella foenum-graecum ve diger bitkilerin (Momordica
charantia, Ganoderma lucidum, Mirabilis jalapa L vb. ) diyabet tedavisi i¢in yeni
antidiyabetik bilesiklere kaynak olabilecegi goriisii nedeniyle son zamanlarda
aragtirmalar yaygmlasmistir. (11, 12, 84). Trigonella foenum-graecum
tohumlarinin deneysel olarak diyabet olusturulan sigan, fare, kopeklerde, Tip 1 ve
Tip 2 diyabet hastalarinda ve saglikli bireylerde hipoglisemik etki gosterdigi ileri
stirilmiistiir (82, 83). Hipoglisemik etkisinin biyokimyasal mekanizmasi tam
olarak bilinmemesine ragmen, Trigonella foenum-graecum’un tohumlarinda tespit
edilen steroid saponinlerinin (didsgenin, trigonellin ve alkoloidlerin) in vitro
olarak bagirsaklardan glikoz alinimini inhibe ettigi ve yapisinda bulunan diyet
fibrinlerinin mide bosalmasin1 geciktirmek suretiyle kan glikoz seviyesini
diislirdiigine inanilmaktadir (13, 85). Ayrica Trigonella foenum-graecum
tohumlarindan izole edilen yeni bir amino asit olan 4- hidroksi izoldsin’in (Sekil
13), arjinin ve triptofan amino asitleri gibi antidiyabetik ve hipoglisemik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir (86). Bu amino asitin hem sican ve insan pankreas beta
hiicrelerinde glikoza bagimli olarak insiilin salinimini stimiile ettigi hem de Tip 2
diyabet modeli olusturulmus siganlarda, normal siganlarda ve kopeklerde glikoz
tolerans1 gelistirdigi tespit edilmistir (13). Broca ve ark (90) tarafindan yapilan
calismada izole edilen sican pankreasina 8.3 mM glikoz varliginda perfiize edilen
(2S, 3R, 4S) 4-hidroksi izolosin’in insiilin sekresyonunu uyardigi ve calisilan
farkli yapida diger 12 amino asit iginde en giiglii insiilinotropik etkiye sahip ajan

oldugu gosterilmistir.
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CH; CH; s
HN, CH;s HN. CH; HN CHy
S e =R £
S S
HO,C OH HO.C OH 0 °
Major isomer (2S,3R,4S) Minor isomer (2R,3R,4S) Lactone form

Sekil 13. 4-Hidroksi Izoldsin’in Yapis1 (90).

Ancak Haeri ve ark (89) yapmis oldugu c¢alismada STZ ile diyabet
olusturulan ve 50 mg/kg/giin dozunda (2S, 3R, 4S) 4-hidroksi izolosin ile entiibe
edilen siganlar da kan glikoz seviyeleri 500 mg/dl’den 330 mg/dl’e diismesine
ragmen, diyabet kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman plazma insiilin seviyelerinin
artmadigi, kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman ise plazma insiilin seviyelerinin %
65 oraninda azaldigini tespit etmislerdir ve (2S, 3R, 4S) 4-hidroksi izolosin’in
instilinotropik aktiviteye sahip olmadigi iddia edilmistir. Yapilan bir bagka
calismada ise STZ ile diyabet olusturulan siganlara 6 hafta boyunca 440 mg/kg,
870 mg/kg, 1740 mg/kg dozunda distile suda hazirlanan Trigonella foenum-
graecum tohum ekstrakti uygulanmis ve diyabet kontrol grubu ile kiyaslandigi
zaman hem aglik glikoz degerlerinde hem de glikozile hemoglobin seviyelerinde
Oonemli oranda azalma oldugu, ekstrakt verilen gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise doza bagli 6nemlilik oldugunu belirlemislerdir (87). STZ ile
diyabet olusturulan siganlara Eidi ve ark (88) 100 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg
dozunda Trigonella foenum-graecum tohumlarinin etanol ekstraktini 14 giin
boyunca oral olarak uygulamis ve 250 mg/kg- 500 mg/kg dozunda ekstrakt ve
glibenclamide verilen gruplar ile diyabet kontrol grubunu kiyaslandiklari zaman
kan glikoz degerlerinin 6nemli 6lgiide azaldigini, insiilin seviyesinin ise arttigini

tespit etmislerdir. Alloksan ile diyabet olusturulan farelere ise Trigonella foenum-
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graecum tohumunun %40, %60, %80 dekoksiyonu, 200 mg/kg ve 400 mg/kg
etanol ektrakti, 200 mg/kg Tolbutamide uygulanmis ve serum fizyolojik verilen
diyabet kontrol grubu ile kiyaslandig1 zaman madde verilen gruplarda kan glikoz
degerlerinin 6nemli Olgiide azaldigi ifade edilmistir (92). Trigonella foenum-
graecum yapraklarindan elde edilen suda hazirlanan ekstrakt intraperitoneal (i.p)
ve oral olarak uygulanmis, i.p ekstrakt uygulanan hem normoglisemik siganlarda
hem de alloksan ile hiperglisemi olusturulan si¢anlarda, kan glikoz
konsantrasyonlarinda azalma oldugu, ekstrakt oral uygulandiginda ise sadece
hiperglisemi gelismis siganlarin kan glikoz konsantrasyonunda azalma meydana
geldigi, alkolde hazirlanan ekstraktin ise sadece hiperglisemik sicanlarda 2. ve 24.
saatlerde kan glikoz konsantrasyonunu diisiirdiigii bundan dolayr alkol
ekstraktinin kan glikoz seviyesini azaltmada daha diisiik egilime sahip oldugu
gosterilmistir (11).

Trigonella foenum-graecum tohumlarinin hipokolesterolemik etkileri
oldugu 6ne siiriilmiis olup hem normal hem de diyabetik kdpeklerde yapilan
calismada yagsiz ekstraktin, kan glikoz ve plazma kolesterol seviyelerini
diistirdligli ancak lipit bulunan ekstraktin kan glikoz seviyesi ve plazma kolesterol
seviyesini diisiirmede etkili olmadigi belirtilmistir (93). Trigonella foenum-
graecum tohumlarimin hipokolesterolemik etkilerini yapisinda bulunan diosgenin
ve tigogenin sapogeninleri ile gergeklestirdigi, bu iki sapogeninin o6zellikle
karaciger kolesterol metabolizmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (94). Ayrica
sapogenin iceren bitki lifleri safra asidini absorbe edip, fekal atilim ile safra
kaybinda artis meydana getirmekte olup, bu kayip ise karaciger tarafindan

kolesterolun safra asidine doniistiiriilmesindeki artis ile dengelenmekte olup,
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tohumun bu sekilde hipokolesterolemik etkisini gosterdigi ileri siiriilmistiir (95).
Tip I diyabetik hastalarda yapilan ¢alismada kontrol grubuna izokalorik diyet,
diger gruba ise yagsiz Trigonella foenum-graecum tohum tozu eklenen diyet
verilmis ve Trigonella foenum-graecum eklenmis diyet verilen grupta kan glikoz
seviyesinin, serum Low-density lipoprotein (LDL), Very Low-density lipoprotein
(VLDL), total kolesterol ve trigliserit degerlerinin 6nemli 6l¢iide azaldigi, High-
density lipoprotein (HDL) seviyesinde ise degisiklik olmadigi tespit edilmistir
(96). Yapilan bir baska ¢alismada, normal ve diyabetik sicanlara 3 hafta boyunca
Trigonella foenum-graecum tohumlarindan elde edilen steroid saponinler
uygulanmis ve sonuglar kontrol gruplari ile kiyaslandigi zaman steroid saponin
uygulanan hem normal hem de diyabetik si¢anlarda plazma total kolesterol,
VLDL-LDL kolesterol seviyelerinde azalma, plazma trigliserit ve HDL
seviyelerinde ise degisiklik olmadig1 gésterilmistir (97).

Giliglii bir antioksidan oldugu diistiniilen Trigonella foenum-graecum
tohumlarinin (98) diyabetin sebep oldugu oksidatif stres tablosunu diizeltmede
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Alloksan ile diyabet olusturulan tavsanlara
oral olarak trigonellin ve Irak gemen tohumunun etanol ekstrakti uygulanmis ve 4
hafta sonunda diyabet kontrol grubu ile kiyaslandiginda plazma MDA
(malondialdehit) seviyesinin 6nemli dlglide azaldigi, plazma GSH (Glutathione)
seviyesinin ise arttig1 tespit edilmis olup ¢emen otu tohumunun oksidatif stres
parametrelerinin iyilesmesinde etkili oldugu ortaya konmustur (99). Yapilan
baska bir calismada 21 giin boyunca alloksan ile diyabet olusturulan si¢anlara
insiilin, vanadate ve Trigonella foenum-graecum tohumu (%5 pelete eklenerek)

uygulanmis, uygulama yapilan gruplarda kan glikoz degerlerinin kontrol grubuna
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yakin bir degerde oldugu ayrica diyabetik sicanlarin dokularinda meydana gelen
antioksidan enzim seviyelerindeki degisimin (karacigerde SOD, CAT, GPx
degerlerinin azaldigi, bobrekte CAT ve SOD azaldigi, GPx degerlerinin ise arttig1
gibi) normallestigi belirtilmistir (100).

Trigonella foenum-graecum’un antitilser etkisini gostermek i¢in yapilan
calismada, siganlarda HCI (hidroklorik asit)- etonal karisimi ile gastrik iilser
olusturulmadan 6nce Trigonella foenum-graecum tohumunun sulu ekstrakti (1, 2,
3 ml/rat), Trigonella foenum-graecum tohumundan elde edilen eriyebilir jel
fraksiyonu (500, 600, 700 mg/rat) ve omeprazol (10 mg/kg, giiglii bir proton
pompa inhibitorii) uygulanarak 6n tedavi yapilmis ve calismanin sonunda {ilser
olusturulan ratlarin midelerinde hiperemi, submukozal 6dem, damarlarda siddetli
konjesyon, pepsin aktivitesinde, mide protein igeriginde ve mide suyu hacminde
onemli 6l¢iide artma oldugu ancak 6n tedavi uygulanan gruplarda iilser siddetinin,
pepsin aktivitesinin, protein igerigi ve mide suyu hacminin anlamli 06l¢iide
azaldigi tespit edilmis olup yapilan bu ¢alisma ile Trigonella foenum-graecum’un
olusturulan mide hasarma karst doza bagimli olarak koruyucu etkileri oldugu
tespit edilmistir (101). Bu antiiilser 6zelliginde (91) ise yapisinda bulunan

flavonoidlerin etkili oldugu belirtilmistir (102).
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3.6. Krom

24

Cr

51.9961 Krom (Cr); atom numarast 24, kiitle numarast 51,996 olan

kristalize yapida bir metal olup oksidasyon sayisi -2 ile +6 arasinda degismektedir
(103). Ug degerlikli krom diyet de esansiyel minarellerden olup, krom asetat,
krom aspartat, krom selat, krom kloriir, krom trikloriir ve krom sitrat gibi formlari
bulunmaktadir. Alt1 degerlikli kromun biitiin formlar1 yiikseltgen bir ajan olup,
toksik ve karsinojenik 6zelliklerinden dolayr kullanilmamasi 6nerilmektedir (14).
Kromdan glikoz tolerans faktorii (GFT) olarak bahsedilsede, GFT yapisinda
glisin, sistein, glutamik asit ve iki molekiil nikotinik aside bagli krom igeren
kompleks bir yapidir ancak krom bu kompleks yapmin aktif bilesenlerinden
biridir (122). Normal diyet ile giinlik krom ihtiyact karsilanmasina ragmen,
yiiksek dozda seker alimi, rafine karbonhidratlar, agir egzersiz, gebelik, fiziksel,
metabolik ve ¢evresel stres krom eksikligine sebep olabilmektedir (119). Stres
durumunda insiilin antagonisti olan kortizol hormonu salimiminda artis ile es
zamanli olarak glikoz metabolizmasinda artis meydana gelmektedir. Bunun
sonucunda kan glikoz degerlerinde yiikselme ve viicut depolarindan kromun
mobilizasyonunda artig, mobilize olan kromun ise geri doniisiimsiiz olarak idrarla
kayb1 meydana gelmektedir (119, 120). ABD Cevre Koruma Ajansi tarafindan
belirlenen kromun referans dozu, Tahmini Giivenli ve Yeterli Giinlik Diyet
Aliminin (ESADDI) belirledigi dozun (200 pg) 350 kati iist sinir olarak kabul
edilmistir (158). Anderson ve ark (159) tarafindan krom kloriir ve krom

picolinatin, insanlar i¢in tahmini giivenli ve yeterli giinlik diyet alimininin
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belirledigi tist sinirin 1000 kat fazlasinin siganlarda toksisiteye sebep olmadigini
gostermislerdir. Karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinda etkili esansiyel
minarellerden biri olan kromun etki mekanizmasi hala arastirilmaktadir (104, 105,
117, 157). Kromun kas ve yag dokusu gibi hedef dokularda, insiilin ve reseptor
arasindaki etkilesimi kolaylastirdigi diistiniilmektedir (118). Krom eksikliginin ise
Diyabetes Mellitus’un sebeplerinden biri oldugu diisiiniilmektedir (121). Ayrica
hem diyabetik hayvanlarda hem de diyabetik insanlarda yapilan ¢ok sayida
caligmada krom takviyelerinin kan glikoz degerlerini, glikozile hemoglobin
seviyelerini, kolesterol degerlerini ve insiilin gereksinimini azaltilmada yardimci
olabilecegi belirtilmigtir (105, 106). Kromun diyabet iizerindeki etki
mekanizmasinda iki yol iizerinde durulmaktadir. Birincisi, kromun beta
hiicrelerindeki insiilin uyarimini arttirmasi (107), ikincisi kromun transferine bagli
olarak kanda tasinip daha sonra apokromoduline transfer olup, inaktif olan
apokromodulini aktif halokromoduline doniistiirerek insiilin reseptor aktivitesini
arttirmas1 (Sekil 14) (108) ve fosfotirozin fosfataz enzimini inhibe edip tirozin
kinaz enzim aktivitesini arttirarak insiilin reseptor fosforilasyonu ve insiilin

duyarliligini arttirmasidir (109).

extracellular ‘ '

insulin insulin

r ‘ie &

.ﬁ o 1% T SR = !v

receptor channel . holo- * i
insulin-
« ,/’ ‘ chromoduline receptor r
apochromoduline ‘ ‘

intracelluiar

Sekil 14. Krom insiilin liskisi (110).
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STZ ile diyabet olusturulan siganlara 5 hafta boyunca oral olarak 80 ng/kg
dozunda krom pikolinat uygulanmis ve ¢alismanin sonunda diyabet kontrol grubu
ile kiyaslandigr zaman krom verilen diyabetli si¢anlarda insiilin seviyelerinde
onemli bir artis, HbA; seviyelerinde ise dnemli bir azalis oldugu tespit edilmistir
(107). Yapilan bir baska ¢alismada 10 giin boyunca krom pikolinat 200 ug/kg
dozunda uygulanmis ve krom pikolinatin hem Tip | hem de Tip Il diyabet
hastalarinda insiilin duyarlilifini 6nemli o6l¢lide arttirdigi ve bu hastalarda
insiilinin dozunun ya da oral antidiyabetik ilaglarin dozunun azaltilabilecegi
belirtilmistir (115). Yedi hafta boyunca oral gavaj ile 400 pg/kg dozunda krom
pikolinat ve krom niacinate STZ ile diyabet olusturulan si¢anlara uygulanmus,
caligmanin sonunda diyabet kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman krom niacinate
uygulanan grupta glikozile hemoglobin miktarinin azaldigi, krom pikolinat verilen
grupta ise degisiklik olmadigi ve diyabetik si¢anlarda artan TNF-o, IL-1
seviyelerinin ve lipit peroksiyonunun hem krom pikolinat hem de krom niacinate
verilen diyabetik si¢anlarda oOnlendigi tespit edilmistir (116). Tip 2 diyabet
hastalarinda yapilan bir baska calismada ise krom ve krom ile birlikte E ve C
vitaminleri 6 ay boyunca uygulanmis ¢alismanin sonunda, uygulama yapilan her
iki grupta da acghik kan glikoz ve HbAL. degerleri ile insiilin direncinin énemli

olglide azaldig1 belirtilmistir (128).
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3.7. Tiimor Nekrozis Faktor

Tiimo6r dokusunda nekroza sebep oldugu i¢in tiimor nekrozis faktor
(TNF) olarak adlandirilan sitokin, gram negatif bakterilerin aktif hiicre duvari
maddesi olan lipopolisakkaritlerin (LPS) uyarimi ile salgilanmaktadir (188).
TNF ilk olarak 1975 yilinda Carswell ve arkadaslari tarafindan Bacillus
Calmette Guerin (BCG) ile muamele edilmis farelere lipopolisakkarit
verilmesinden sonra alinan serumlarda tespit edilmistir (190, 191). TNF’nin
polipeptid yapili timdr nekrozis faktor-alfa (TNF- o) ve glikoprotein yapili
timor nekrozis faktor-beta (TNF-B) olmak iizere iki formu bulunmaktadir
(189). Kasektin olarak da adlandirilan TNF-a, T lenfositler ve makrofajlar
tarafindan olusturulan bir¢ok inflamatuar ve immun cevapta rol oynamaktadir.
Monosit, makrofaj, T ve B lenfositleri, NK hiicreleri, endotoksin veya
mikrobiyal {lriinlerle uyarilan diger hiicreler tarafindan da salgilanan bir
sitokindir (192). Lenfotoksin olarak da adlandirilan TNF-f ise aktive olmus

yardimei T hiicreleri (Th) tarafindan salgilanmaktadir (193).

TNF’nin insanlarda 6. kromozom, farelerde ise 17. kromozomun sinif-

1, simif-2 MHC gen bélgeleri arasina lokalize oldugu bilinmektedir (188, 189).

—_— S I —f———— B F T SanaF I ——f

Sekil 15. TNF geninin smif-1-simif-2 MHC gen bdlgeleri arasina

lokalizasyonu (195).
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TNF geninin baz dizisinde 170-355, 962-1007, 1195-1242, 1544-1965
bolgelerini olusturan diziler ekzonlari, bu boélgenin haricindeki diziler ise

intronlar1 meydana getirmektedir (Sekil 16) (194).

Promator
Bolgesi Intron Intron ntron fintron
i— [ wlyl —L
Ekzon 1 Flezon 2 Fkzon 3 Elkzon 4
170-355 962-1007 11951242 1544-1965

Sekil 16. TNF geninin ekzonlar1 ve intronlar1 (194).

TNF’nin sentez ve salinimin1 baslatan bircok uyaran vardir, bunlarin
basinda LPS gelir ayrica gram negatif bakteriler, mantarlar, parazitler,
virusler, kompleman aktivasyon iirlinleri, enfekte eritrositler, X 1sinlari, tirat
kristalleri, vitamin D3, IFN-y, interlokin-2 (IL-2), graniilosit-makrofaj koloni
stimiile edici faktor (GM-CSF), koloni stimiile edici faktér (CSF) hatta
TNF’nin kendisi de bir TNF uyaricisi olarak gorev yapmaktadir (196).
Transmembran prekiirsor protein olarak sentezlenen TNF’nin sitoplazmik
kuyrugu, metalloproteaz Ozellikte bir enzim olan tiimor nekrozis faktorii
dontstiiriicti enzim (TACE) tarafindan pargalanip (199) ¢oziinmesiyle TNF
monomerleri aciga ¢ikmaktadir. U¢ TNF monomeri birbirine non-kovolen
baglarla baglanarak asil aktif yap1 olan homotrimer TNF’yi olustururlar (Sekil

17) (192, 196, 197, 198, 204).
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Monomer
TNF-u

Transmemran
Prokiirsor TNF-o

Prokiirsor TNF-o

Sekil 17. TNF-a’nin aktif formunun olusumu (200).

TNF-o’nin proformu 233 aminoasitten, aktif formu 157 aminoasitten
(17.400 D) olusurken; TNF-B’nin proformu 204 aminoasitten, aktif formu ise

171 aminoasitten (20.000 D) olusmaktadir (197).
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Tablo 2. TNF’nin yapis1 ve 6zellikleri

OZELLIK TNF
Kromozom 6

233 aminoasiteceeeeemmmmeeaaaa——- TNE-a

Proform

204 aminoasit-----=--s==msemmeea- TNF-p

157 aminoasit-—————-ceecemmmmmeae- TNF-a
Matur Form

171 aminoasit-----=---s=memmemmm-- TNF-p

Makrofajlar T ve B Lenfositleri, Keratinositler, Fibroblastlar
Hiicre
Endotel Hiicreleri Astrositler (TNF-a i¢in)

Kaynaklar

T Lenfositler (T H1 alt grubu), EBV B hiicre dizileri (TNF-[3)

80-K Da glikoprotein
Reseptor Kd: 1/10000000000 mol/'L

1.000-10.000 bélge hiicre

Arastirmalar sonucunda TNF’nin farkli reseptorleri oldugu bulunmus
olup, bu reseptorler TNF-R;, TNF-R; olarak isimlendirildigi gibi (196, 200),
Tip I, Tip II seklinde ya da molekiiler agirliklarina gére p55 ve p75 olarak da
isimlendirilmektedir (205, 211). TNF-R1 pek ¢ok hiicrede mevcutken, TNF-
R2 miyeloid hiicrelerde bulunur. TNF-R2’nin TNF-a baglama affinitesi TNF-
R1’den on kat daha fazladir. TNF-R1 sitotoksik aktivite ve endotoksik soktan
sorumluyken, TNF-R2 lenfosit proliferasyonunu yonlendirir. TNF-R1 ve
TNF-R2’ye ek olarak TNF reseptorlerinin ¢oziinebilir formlar1 da (sSTNFR)
mevcuttur. sTNFR’lerin en onemli o6zelligi TNF ile yarismasi ve onun
etkilerini bloke etmesidir (201). TNF spesifik reseptorlere baglandiktan sonra
TNF-reseptor kompleksi olusur. Olusan TNF-reseptor kompleksi G protein

sistemi araciliiyla fosfolipaz ve protein kinazlari aktive eder. Fosfolipaz ve
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protein kinazlar; arasidonik asit, inozitol fosfat, triagil gliserol, fosfatidik asit
ve tlirevlerinin olusumunu saglar. Bu medyatorler ya dogrudan ya da araci
haberciler ile mitokondride serbest radikal olusumunu harekete gecirerek

sitotoksiteye sebep olurlar (202).

Viicuttaki hiicreler, TNF’ye direngli, TNF’nin sitotoksik etkisine
duyarli ve TNF’nin oldiiriicii etki yaptig1r hiicreler olmak iizere ii¢ kisma
ayrilmaktadir. Sitotoksik etkiye duyarli hiicreler: neoplastik hiicreler,
viruslarla enfekte hiicreler ve bazi parazitler sayilabilir (202). TNF;
kompleman sistemini, serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusumunu ve
aragidonik asit metabolitlerinin iiretimini uyarmak suretiyle tiimor hiicreleri
tizerinde sitotoksik etki gosterir (203, 207). TNF sitotoksik etkisini biri
dogrudan digeri dolayli yoldan olmak tizere iki sekilde gerceklestirir. Birinci
yolda TNF dogrudan etkisini serbest radikaller olusturarak gergeklestirir
(206). TNF siiperoksit yol agimi kullanarak O, hidrojen peroksit (H,O,) ve
miyeloperoksidaz olusumunu arttirirken; L-arjinine bagli nitrik oksit (NO)
yolagin1 kullanarak da nitrojen dioksit (NO2) olusumuna sebep olur (206,
208). TNF ile karsilagmayi izleyen dakikalar icinde mitokondriden manganeze
duyarli siiperoksit-dismutaz  (MnSOD) enzimi sentezlenir. MnSOD
salgilamaya baslayan hiicre TNF’ye direnebilmektedir. MnSOD gibi 28 kD
agirhigindaki sicak sok proteini de benzer etkiye sahiptir; invitro olarak sicaga
maruz birakilan hiicreler daha sonra TNF etkisine duyarsiz kalmaktadir (201,
206) TNF inflamatuvar cevapta merkezi role sahip olan siif-I MHC’yi
dogrudan, simif-II MHC’yi IFN-y araciligiyla arttirir (202). TNF sadece

uyarilmig lenfositleri etkileyebilir, c¢linki uyarilmamis lenfositler TNF
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reseptorleri tasimazlar. TNF; IL-1, IL-2 ve IL-7 varliginda B ve T lenfositlerin
olgunlagsmasini saglar ayrica NK hiicrelerinden IFN-y salinimii da arttirir
(188, 201). TNF; IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF’nin kendisini iiretmek iizere
mononiikleer fagositleri, diger hiicre tiplerini uyarir ve vaskiiler endotel
hiicrelerini etkileyerek IL-1 ve IL-6’nin dolasima salinmasmi uyarir (209,

210).

TNF’nin toksik etki gosterebildigi tek normal hiicre pankreatik B
hiicresidir, bu etkinin olusabilmesi i¢in IL-1 ve IFN-y’nin katkis1 sarttir (202).
Bu nedenle son zamanlarda Tip | diyabetin patogenezisinde TNF-a’nin 6nemli
bir sitokin oldugu diisiiniilmektedir. TNF-a uygulanan adipositlerde insiiline
bagh glikoz tasinmasinda ve GLUT4 translokasyonunda azalma meydana
geldigi bilinmekle birlikte (171), Tip | diyabette GLUT4 translokasyonu ve
restorasyonunun hipoglisemik etki i¢in olduk¢a Onemli oldugu da ileri
stirilmustiir (142.). Ayrica TNF; leptin salimminda artisa ve lipoprotein
lipazin inhibisyonuna yol agarak hepatik ve periferik insiilin direncini arttirip
katabolik stireci hizlandirmakta ve bu tiim olaylarin net sonucu olarak kaseksi

tablosu olugmaktadir (202).



Tablo 3. TNF’nin fizyolojik ve patolojik etkileri

TNF’NIN FiZYOLOJIK
ETKILERI

TNF’NIiN PATOLOJIK
ETKILERI

Bazi hiicrelerden koloni stimiile edici
faktorlerin salinimini etkileme.

Intravaskiiler koagiilasyona neden
olarak doku perflizyonunu azaltir.

Bazi serbest radikaller ve non -
radikaller araciligiyla vaskiiler
permabiliteyi arttirma.

INOS enzimini aktive etmesiyle
sentezlenen NO myokard
kasilabilirligini azaltarak doku
perflizyonunu azaltir.

Viruslara karsi interferon benzeri
koruyucu etki gosterme.

Leptin salinimini arttirarak istahin
azalmasina, enerji tiiketiminin artigina
sebep olarak kilo kaybina yol
acmaktadir.

Vaskiiler hiicrelerde fosfolipaz A
sentezini arttirma.

Gram negatif sepsiste endotoksinler
TNF iiretimini tetikleyerek septik sok
tablosunu olugmasina sebep
olabilirler.

Inflamatuar 16kositleri dzellikle
notrofiller: mikroplar: 6ldiirecek
sekilde aktive eder.

Proteoglikan sentezini 6nleyerek
kikardak rezorpsiyonunu arttirdig: gibi
osteoklast gelisimini ve aktivitesini
stimiile ederek de kemik kaybina yol
acar.

Endotel hiicre yiizeyini adezyon
molekiilleri (ICAM-1, NCAM-1,
ELAM-1) aracilig1 ile daha yapiskan
hale getirerek hiicrelerin 6zellikle
16kositlere kars1 yeni reseptorleri
ekspresse etmelerini saglar.

Agir metabolik bozukluklara neden
olabilirler ( 6zellikle kas ve yag
dokusunda GLUT 4 translokasyonunu
azalmasina sebep olarak insiilin
direnci gelismesine yol agabilir)

Mononiikler fagositler ve vaskiiler
endotel hiicrelere etki ederek IL-1 ve

IL-6’nin dolagima salinmasin1 uyarir.

TNF, damar diiz kaslarin1 gevseterek
kan basincini ve doku perflizyonunu
azaltir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerecler

Bu calisma Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Bagkanligi’nin 08.11.2012 tarihli ve 104 sayil1 izni ile yapildi. Calismada hayvan
materyali olarak Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Unitesi’nden
temin edilen 60 adet, 2-3 aylik disi Sprague-Dawley cinsi (220 g = 30 g) sican
kullanildi ve arastirma Firat Universitesi Hayvan Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde yapildi. Siganlar standart sartlarda (25 £ 2°C sabit 151, % 60-65
diizeyinde nem ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat karanlik
olmak tizere) ve her giin altlar1 temizlenen kafeslerde ad-libitum olarak beslendi.
Uygulamalara 1 haftalik adaptasyon siiresinden sonra baglanildi ve uygulamalar
her giin 11:00 -12:00 saatleri arasinda yapildi. Hayvanlar her grupta 10, her
kafeste 5 hayvan olacak sekilde asagida belirtildigi gibi 6 gruba ayrildi. Deney
toplam 25 giin siirdii.

1. Grup kontrol (n:10), (intraperitonal (i.p) olarak serum fizyolojik + 21 giin
boyunca oral olarak serum fizyolojik uygulandi),

2. Grup diyabet (n:10), (intraperitonal (i.p) olarak 50 mg/kg Streptozotocin
(STZ), (50 ml sitrik asit + 40 ml disodyum hidrojen fosfat tampon
¢ozeltisinde (pH:4,5) ¢oziildii + 21 giin boyunca oral olarak serum
fizyolojik uygulandi ).

3. Grup diyabet + trigonella (n:10), (50 mg/kg i.p olarak STZ uygulamas1 +
21 giin boyunca oral olarak 150 mg/ kg Trigonella Foenum-Graecum

(TFG) uygulandi),
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4. Grup diyabet + krom (n:10), (50 mg/kg i.p olarak STZ uygulamas1 +21
giin boyunca 30 pg/kg oral krom uygulandi (Cr))

5. Grup diyabet + trigonella + krom (n:10), (50 mg/kg i.p olarak STZ
uygulamasi +21 giin boyunca oral 30 ug/kg krom + 150 mg/ kg Trigonella
Foenum-Graecum uygulandi (TFG+ Cr)),

6. Grup diyabet + insiilin (n:10), (50 mg/kg i.p olarak STZ uygulamasi +21

giin boyunca subkutan 11U insulin uygulandi).

Tek doz STZ uygulamasindan 72 saat sonra glikometre ile aclik kan glikoz
degerleri olciilecek 200 mg/dl lizerinde olanlar diyabetli olarak kabul edildi, krom,

Trigonella Foenum-Graecum ve insiilin 21 giin uygulandi.

Tablo 4. Sigan Yemi Bilesimi

SICAN YEMIi BiLESIMi KULLANILAN MADDELER
] En Cok (%) 12
HAM PROTEIN En Az (%) 24 Bugday, Arpa, Soya Kiispesi,
HAM SELULOZ En Cok (%) 7 Findik Kiispesi, Melas Mayasi,
HAM KUL En Cok (%) 8 Aycicegi Tohumu Kiispesi,
HCL’de COZULMEYEN KUL | En Cok (%) 2,0 Pamuk Tohumu Kiispesi, Misir
NaCl En Cok (%) 1,0 Proteini, Rasmol, Balik Unu,
KALSIYUM En Az- En Cok (%) 1,0-2,8 Tuz, Mermer Tozu, Melas,
FOSFOR En Az (%) 0,9 Tapiyoka, Sorgum, Kolza
SODYUM En Az- En Cok (%) 0,5-0,7 Kiispesi, Sentetik Lisin,
METABOLIK ENERJI En Az (%) 2,650 Sentetik Methionin, Premiksler,
Kcal/kg Kepek, Siit Tozu
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4.1.1. Kullanilan Cihazlar

1. Spektrofotometre (Spectra Max)

2. Homojenizator (Wigen Hauser)

3. Hassas terazi (Shimadzu)

4. Deiyonize su cihazi (Niive)

5. Sogutmali santrifiij (Hettich)

6. Derin dondurucu (Beko)

7. Buzdolabi (Profilo)

8. Analitik terazi (Precisa)

9. pH metre (Thermo Orion)

10. Etiiv (Niive)

11. Vorteks (Heidolph)

12. Dispenser (Brand)

13. Ayarlanabilir otomatik pipetler (Mikrolit, Brand, Eppendorf, Gilson) (1,
10, 20, 100, 1000 pL)

14. Glukometre (Smart Chek)

15. HbA1. Olgiim cihaz1 (Ceragem)

4.1.2 Kullanilan Kitler

1. Total oksidan kiti (Rel-Assay)

2. Total antioksidan kiti (Rel-Assay)

3. Sican TNF-alfa ELISA kiti (Invitrogen)

4.HbA1, Test kiti (Ceragem)
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4.1.3. Kullanilan Diger Malzemeler

1. Sigan gavaji

2. Steril enjektor (5, 10 ml) (Hayat)

3. Steril insiilin enjektorii (1 ml) (Hayat)

4. EDTA’l1 kan tiipii (Venoject)

5. Jelli tiip (Vacutainer)

6. Eppendorf tiip (1,5, 2 ml) (Eppendorf)

7. Otomatik pipet uglar1 (10, 100 ve 1000 ul) (Isolab)

8. Dispender uglari (0,1, 0,5, 1 ve 5 ml) (Eppendorf)

9. 96 kuyucuklu plate (Brand)

4.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Streptozotocin (Sigma)

2. Pentobarbital sodyum (Sigma)

3. Na;HPO, (Sigma)

5. Sodyum sitrat (Merck)

6. Hidroklorik asit (Merck)

7. Serum fizyolojik (Izofleks)



45

8. Krom (GNC)

9. Insiilin (Lilly Humolog)

4.2. Yontem

4.2.1. Cahismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar

4.2.1.1. Sodyum sitrat cozeltisi: 0,294 g sodyum sitrat dihidrat (CsHsNazO -
2H,0=294,1 g/mol) alinarak, deiyonize su ile hacim 100 ml’ye tamamland1 ve 1

Normal HCI ile pH’s14.5’a ayarlandi.

4.2.1.2. Streptozotocin ¢ozeltisi: Hazirlanan sodyum sitrat tamponundan 21 mg/
ml olacak sekilde alinarak icerisinde STZ ¢6zdiiriildii. STZ ¢ozeltisi 151k ve 1s1dan
etkilenebilecegi i¢in renkli tiipde hazirlandi ve enjeksiyon siiresince i¢i buz dolu
beher i¢inde muhafaza edildi ve taze bir sekilde hayvanlara uygulandi. Diyabet
olusturulacak hayvanlara, insiilin enjektorii ile hayvanlarin agirliklarina gore tek
doz 50 mg/kg STZ i.p olarak verildi. Kontrol grubu hayvanlara ise i.p olarak

serum fizyolojik enjekte edildi.

4.2.1.3. Fosfat Tampon Cozeltisi: 14.126 g Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,
Ma=141.96 g/mol) ile 4.535 g potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4 Ma=136.09
g/mol) tartildi. Tartilan Na,HPO, ve KH,PO,4 ayr1 ayr1t 500°er ml distile su ile
cozdiirilerek hazirlandi. Daha sonra bu iki c¢oOzelti birbirine esit oranda

karistirtlmak ve pH’s1 6.8’e ayarlandi.

4.2.1.4. Trigonella foenum-graecum Cozeltisi: 150 mg/kg dozunda Trigonella
foenum-graecum ekstrakti giinliik olarak serum fizyolojikte ¢oziilmek suretiyle

hayvanlara oral gavaj yoluyla verildi.
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4.2.1.5. Krom Cozeltisi: 30 pg/kg dozunda krom giinliik olarak serum

fizyolojikte ¢oziilmek suretiyle hayvanlara oral gavaj yoluyla verildi.
4.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Deneysel asamanin sonunda 0,4 ml/kg sodyum pentobarbital ile anestezi
altina alinan hayvanlardan daha 6nceden EDTA ile yikanmis enjektorlerle a.
femoralis'in bifurkasyon bdlgesinden girilerek yaklasik 4-6 ml kan alindi.
EDTA’ kan o6rnekleri hiicre ve plazmalarinin ayrilmasi i¢in 3000 rpm’de 4 °C’de
10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda plazmalar1 alinan kan
orneklerinden eritrosit paketi hazirlamak icin her seferinde 3 ml % 0.9’luk NaCl
eklenmek ve her santrifiijden sonra siipernatant kismi atilmak suretiyle ii¢ kez
yikandi. Son olarak eritrositlerden 100 pl alinip ve tizerine 900 pl deiyonize su
eklenerek hazirlanan eritrosit paketleri ve plazmalar analizlere kadar -20 C°’deki

deep freeze’de saklandi
4.2.3. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Kan oOrneklerinin alinmasimi takiben; karaciger, bobrek dokular1 alindi.
Doku ornekleri ise laktatli ringer soliisyonu ile yikandiktan sonra polietilen
posetlere sarilip etiketlendi ve analizlere kadar -20 °C’daki derin dondurucuda
sakland1. Analizlerin hemen Oncesinde karaciger ve bobrek orneklerinden bir
miktar tartilip lizerine agirligmin 9 kat1 fosfat tampon cozeltisi eklenerek (1/10
oraninda) homojenizatdr yardimi ile analizlerde kullanilan kitlerin prosediiriine
uygun sekilde homojenize edildi. Homojenize edilen doku 6rneklerinden santrifij

yardimiyla ayrilan homojenatlar polietilen tiiplere alindu.
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4.2.4. Trigonella foenum-graecum Ekstraktinin Hazirlanmasi

Trigonella foenum-graecum tohumlari ince toz haline getirildi. Toz 1:5
oranininda su ve etanol (su-etanol 2:8) karisimi ile sulandirilip (132) oda 1sisinda
48 saat calkalama su banyosunda bekletildi. 48 saat sonra filtre kagidindan
siiziilip, 50 C™”de indirgenmis basi¢ altinda evaporatorde, su ve alkol

buharlastirildi. 250 ml maserasyondan 9 gr ekstrakt elde edildi.

Resim 2. Trigonella foenum-graecum Ekstrakti

4.3. Deney Protokolii

4.3.1. A¢hik Kan Glikoz Degerlerinin Belirlenmesi

Calismaya baslanilan giin sifirinct giin kabul edildi ve 8 saat a¢ birakilan
hayvanlarda Smart Chek marka glikometre kullanilarak kuyruk ucundan alinan
kan Orneklerinden aglik kan glikoz seviyeleri tespit edildi. Tek doz STZ

uygulamasindan 72 saat sonra glikometre ile aglik kan glikoz degerleri 6l¢iildii ve
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200 mg/dl tizerinde olanlar diyabetli olarak kabul edildi, diyabetli olan hayvanlara
yukarida belirtilen prosediire uygun olarak 21 giin boyunca madde verildi. Madde
verildigi siire i¢inde de 7., 14. ve 21. giinlerde 8 saatlik aglik sonrasi kan glikoz

seviyeleri belirlendi.
4.3.2. HbAl; Degerlerinin Belirlenmesi

Calismanin son giiniinde Ceragem marka HbA 1. 6l¢tim cihaz1 ve test Kiti
kullanilarak tam kanda HbAL. degerleri belirlendi. Testin yapilisinda; 5ul kan
kapillar tiiplere alinip i¢inde 25 pl R1 (Reagent 1) bulunan tiiplerde iki dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kit icinden ¢ikan kartusa 25 ul
tipteki karisim eklendi, daha sonra tizerine 25 pl R2 (Reagent 2) yikama

soliisyonu eklenip kartus cihaza yerlestirilip okuma yapildu.
4.3.3. Total Oksidan (TOS) Degerlerinin Belirlenmesi

Ornekte bulunan antioksidanlar ferréz iyon-o-dianisididine komplekslerini
ferrik iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandir. Ferrik
iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar.
Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iligkili olan rengin siddetinin
spektrofotometrik olarak 6l¢iimii esasina dayanmaktadir (133). Kit igeriginde yer
alan standart 2 soliisyonundan 50 pL alinarak 10 ml deiyonize su ile karistirilip
vortekslendi, hazirlanan ilk soliisyondan 50 pL alinarak yeniden 10 ml deiyonize
suyla kanistirilip vortekslenerek standart 2 soliisyonu deiyonize su ile 40.000 kez
dilue edilmis olundu. Hazirlanan soliisyonun konsantrasyonu 20 mikromolar H,O,
oldu. Prosediirii pleyt’e uyarlamak igin reagent miktarlar1 esit oranda azaltildu.

Reagent 1 eklenip iizerine Standart 1-Standart 2-6rnek eklenip, 530 nm dalga
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boyunda ilk absorbans belirlendi, ilk absorbans belirlendikten sonra tizerlerine
Reagent 2 eklenip 10 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edildi, inkiibe edildikten

sonra 530 nm dalga boyunda ikinci absorbanslar belirlendi.

Hesaplama:

Sonuc = [ A ABS Omnek / A ABS Standart 2 ] x 20 [ Standart 2 degeri ]

A Ornek Absorbansi = ( Oregin 2. Absorbansi - Ornegin 1. Absorbansi )

A Standart 2’nin Absorbans1 = (Std 2’nin 2. Absorbansi - Std 2’nin 1.

Absorbansi )

Standart 2 Degeri = 20 pmol H,O, Equiv./L

4.3.4. Total Antioksidan (TAS) Degerlerinin Belirlenmesi

Bu 6l¢iim yonteminde 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6 sulfonic
acid) radikali (ABTS radikali) kullanilmaktadir. ABTS radikali, antioksidan
konsantrasyonuna ve antioksidan kapasiteye gore koyu mavi-yesil rengini
kaybetmektedir. Bu yontemin esast hidrojen peroksit varliginda ABTS
molekiiliinin ABTS® molekiiline okside olmasma dayanmaktadir (134).
Prosediirii pleyt’e uyarlamak i¢in reagent miktarlar1 esit oranda azaltildi. Reagent
1 eklenip tizerine deiyonize su -Standart -6rnek eklenip, 660 nm dalga boyunda
ilk absorbans belirlendi, ilk absorbans belirlendikten sonra iizerlerine Reagent 2
eklenip 10 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibe edildi, inkiibe edildikten sonra 660

nm dalga boyunda ikinci absorbanslar belirlendi.



50

Hesaplama

[ (A ABS Su)—(A ABS Ornek)]
[ (AABS Su)—(AABS Std )]

Sonu¢ =

A ABS Su = ( Suyun 2. Absorbansi - Suyun 1. Absorbansi )
A ABS Std = (Standart’in 2. Absorbansi — Standart’in 1. Absorbansi )

A Ornek Absorbansi = (Ornegin 2. Absorbansi - Ornegin 1. Absorbanst )

4.3.5. TNF-a Degerlerinin Belirlenmesi

Bu 6l¢lim yonteminde; ilk inkiibasyonda sican TNF-a antijeni ve antikoru
baglanarak hareketsiz kalmasi saglanir. Yikandiktan sonra rat TNF-a i¢in spesifik
biotinylated monoclonal antikor eklenir ve ikinci inkiibasyonda bu antikor ilk
inkiibasyonda hareketsiz kalan sican TNF-a’s1 baglanir. Fazla ikinci antikor
uzaklastirildiktan sonra Streptavidin peroksidaz enzimi eklenir ve bu dort faktor
sandivigi tamamlamak icin biotinylated antikora baglanir. Ikinci inkiibasyondan
sonra yapilan yikama ile biitiin serbest enzimler uzaklastirilir. Substrat
soliisyonunun eklenmesiyle bagli enzimler tarafindan renk degisimi baslatilir ve
bu renk yogunlugu numunelerdeki TNF-a konsantrasyonu ile orantilidir. Plazma
numuneleri 1:2 oraninda inkubasyon tamponu ile sulandirildi. 225 pl standart ve
375ul standart diluent buffer karistirildi ve 750 pg/ml Rt TNF-a mix elde edildi ve
6 tiipe 300 pl standart diluent buffer eklenip ( 375-187,5-93,8-46,9-23,4-11,7
pg/ml olacak sekilde) seri diliisyon yapildi. Streptavidin-HRP (100X) konsantre

solusyonundan 120 ul alinip 12ml Streptavidin-HRP diliient ile karigtirildi. Pleyte



51

100 ul standart, kontrol ve numuneler eklendi. Pleyt kapatilarak inkiibasyon i¢in
oda 1s1sinda 2 saat tutuldu. 2 saat sonunda pleyt iyice bosaltilip yikama soliisyonu
ile 4 kez yikandi. Sonra 100 pl biotin konjugat ilave edilip pleyt kapatildi ve
inkiibasyon i¢in oda 1sisinda 1 saat tutuldu. 1 saat sonunda pleyt iyice bosaltilip
yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi. 100 pul Streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu
eklenip oda 1sisinda 30 dakika inkiibasyon i¢in tutuldu (Buraya kadar yapilan
islemler de kromogen blank kuyucugu bos tutuldu). 30 dakika sonunda pleyt iyice
bosaltilip yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi. 100 pl stabilize kromogen her
kuyucuga eklenip 30 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi (aliiminyum
folyo ya da metal igeren polyester kullanilmamalidir) ve daha sonra 100 pl stop

soliisyonu eklenip 450 nm boyunda okuma yapildi.

Hesaplama

Plazma TNF-a igin;

y=0,0051x +0,0673 formiilii kullanildz.

1,2 y = 0,0051x + 0,0673
R2 = 0,9987
1 /
0,8
0,6 @ Seril

/ —— Dogrusal (Seri 1)
0,4

02 /

0 T T T 1
0 50 100 150 200
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Karaciger TNF-a icin;

y=0,0033x +0,1016 formiilii kullanildi.

3,000
y =0,0033x + 0,1016

2,500 P R?=0,9925

2,000

1,500 * @ Seril

——Dogrusal (Seri 1)

1,000 /
0,500
0,000 ", . . . .

0 200 400 600 800

4.4. istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin biyoistatistiksel olarak degerlendirilmesi
icin SPSS 18 paket programi kullanildi. Gruplar arasindaki degiskenlerin
degerlendirilmesi i¢in Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi
uygulandi. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak onemli kabul edildi (135).

Arastirma sonuglarina ait degerler ortalama + standart sapma olarak verildi.



53

5. BULGULAR

5.1. Gruplar Arasi Achk Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagh Degisimi

Calismanin 0. ve 3. giinleri ile diyabet olusturulduktan sonraki 7., 14. ve
21. giinlerinde tim gruplarin aghik kan glikoz degerleri glikometre ile 6lgiilerek
degerlendirildi (Tablo 5). Baslangigta tiim gruplarin aglik kan glikoz degerleri 85
— 105 mg/dl arasinda belirlenirken, gruplar arasinda istatistiksel agidan herhangi

bir 6nemlilik tespit edilemedi.

STZ uygulamasindan 3 giin sonra ve uygulamanin 7., 14., 21. giinlerinde
yapilan 6l¢iimlerde diyabetli deneme gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
kan glikoz degerlerinin 6nemli oranda artis (p<0,001) gosterdigi saptandi. Ancak
STZ uygulamasindan 3 giin sonra ve 7. giinde diyabetli deneme gruplar ile
diyabetik kontrol grubu kiyaslandiginda bu artigin istatistiksel olarak onemli
olmadigi belirlendi (p>0,05). Bununla birlikte 14. giin diyabet kontrol grubuna
kiyasla madde verilen diyabetli gruplarin aglik kan glikoz degerlerinde; TFG,
insiilin, TFG+Cr gruplarinda p<0,001, Cr verilen grupta ise p<0,01 diizeylerinde
bir azalma belirlendi. Ayrica; TFG, insiilin, TFG+Cr verilen gruplarin aglik kan
glikoz degerleri kiyaslandiginda da istatistiksel olarak bir 6nemlilik tespit
edilemedi (p>0,05). TFG ve insiilin gruplari ile Cr grubunun kan glikoz degerleri
kiyaslandiginda ise TFG ve insiilin gruplarmda p<0,05 diizeyinde bir azalma;
sadece Cr ve TFG+Cr verilen gruplarin glikoz degerleri kiyaslandiginda ise

istatistiksel olarak herhangi bir 6nemlilik olmadigi (p>0,05) gézlenmedi.

Diyabet kontrol grubu ile madde verilen diyabetli gruplarin 21. giindeki

aclik kan glikoz degerleri kiyaslandigi zaman TFG, insiilin ile TFG+Cr
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gruplarinda p<0,001, Cr grubunda ise p<0,01 diizeyinde bir azalma oldugu tespit

edildi. Aym1 zamanda TFG, insiilin ile Cr gruplarmnin aglik kan glikoz degerleri

kiyaslandiginda; TFG ve insiilin gruplarinda p<0,001 diizeyinde, Cr ile TFG+Cr

gruplarinin aglik kan glikoz degerleri karsilastirildiginda ise p<0,01 oraninda bir

azalma gosterdigi dikkat cekti.

Tablo 5. Gruplar Arasi Aclik Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagli Degisimleri

(mg/dl), (n=10) (X£SD)

GLIKOZ DIYABET
KONTROL TFG Cr TFG+Cr INSULIN
(mg/dl) KONTROL
0.GUN 104,89+4,31 105,20+2,35 104,00+3,56 104,00+3,62 104,00+2,75 102,11+3,79
3.GUN 86,50+7,39"  384,00+39,29°  357,88+36,42°  381,83+41,15°  37129+31,6°  379,57+45,64°
7.GUN 80,20+9,13%  381,11+36,87°  369,75+24,56°  376,67+47,50°  367,00+32,60°  369,71+31,68"
14.GUN 100,60+4,72°  477,75£39,63%  351,57+44.22°  411,71437,45°  366,20439,39  355,75+33,20°
21.GUN 102,88+3,83°  517,44+28,14%  336,67+49,70°  453,40430,68%  374,00+29,39°  345,00+28,49"

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b, a-c, a-d, a-bc, a-c!, b-d, bc-d: p<0.001

b-c: p< 0,05

c-d, cl-d: p<0,01

b- ¢!: p<0,01, p<0.001 (TFG + Cr - Cr, TFG - Cr ile Insiilin - Cr gruplari arasinda)
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5.2. Grup I¢i Achik Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagh Degisimi

Diyabet kontrol, Trigonella foenum-graecum, Cr, TFG+Cr ve insiilin
gruplarmm 0. ile 3., 7., 14. ve 21. giinlerinin aglik kan glikoz degerleri
kiyaslandiginda (Tablo 6) istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde olduk¢a dnemli
bir artig belirlendi. Diyabet kontrol grubunun 3. ve 7. giinleri kiyaslandiginda
istatistiksel olarak onemlilik olmadig1 (p>0,05); 14. ve 21. giinler ile 3. ve 7.
giinler kiyaslandiginda, 14. ve 21. giinler de aglik kan glikoz degerlerinin 6nemli
oranda arttigt (p<0,001); 14. ve 21. giinler aralarinda kiyaslandiginda ise

istatistiksel olarak 6dnemlilik olmadig1 (p>0,05) belirlendi.

Trigonella foenum-graecum, TFG+Cr ve insiilin gruplarinin aglik kan
glikoz degerleri uygulamanin 3., 7., 14. ve 21. ginlerinde aralarinda
karsilastirildiginda, en diisiik deger 21. giinde Trigonella foenum-graecum ve
insiilin gruplari arasinda gozlenmesine ragmen, belirtilen zaman dilimlerinde grup
ici yapilan degerlendirmelerde istatistiksel agidan bir onemlilik (p>0,05) tespit

edilemedi.

Krom grubunun, aglik kan glikoz degerleri belirlenen zaman birimlerine
gore degerlendirildiginde: 3. ile 21. giinler kiyaslandiginda p< 0,05 diizeyinde; 7.
giin ile 21. giin kiyaslandiginda ise p<0,01 diizeyinde aclik kan glikoz
degerlerinde bir artis tespit edildi. Ancak 14. ve 21. giinler aralarinda

kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak dnemlilik olmadig1 (p>0,05) belirlendi.
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Tablo 6. Grup I¢i A¢lik Kan Glikoz Degerlerinin Zamana Bagli Degisimleri

(mg/dl), (n=10) (X+SD)

GLIKOZ
0.GUN 3.GUN 7.GUN 14.GUN 21.GUN
(mg/dl)
KONTROL 104,89+4,31° 86,50+7,39% 80,20+9,132 100,60+4,72° 102,88+3,83°
DIYABET
105,2042,35  384,00£39,29°  381,11+36,87°  477,75439,63°  517,44+28,14°
KONTROL
TFG 104,0043,56°  357,88+36,42°  369,75+24,56°  351,57+4422°  336,67+49,70°
Cr 104,0043,62%  381,83+41,15°  376,67+47,50°  411,71%37,45°"  453,40+30,68°"
TEG+Cr 104,0042,75%  371,29+31,36°  367,00+32,60°  366,20+39,39°  374,00+29,39°
INSULIN 102,1143,79%  379,57+45,64°  369,71+31,68°  355,75+33,20°  345,00+28,49°

Aynt satirda farkl harfler istatistiksel dnemliligi gostermektedir.

a-b, a-c, , b-c, a-c*: p<0.001

b- ¢*: p< 0,05, p<0,01 (3.giin-21.giin, 7.giin-21.giin arasinda)
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5.3. Viicut Agirhklarinin Zamana Bagh Olarak Grup I¢i Degisimi

Tim gruplarin  viicut agirhiklart  ¢alismanin 0., 3. ve diyabet
olusturulduktan sonraki 7., 14. ve 21. giinlerinde o6l¢iildii (Tablo 7). Kontrol
grubundaki siganlarin 0.giin agirliklar ile 3., 7., 14. ve 21. giinlerdeki agirliklar

kiyaslandiginda tespit edilen artis istatistiksel agidan 6nemli bulunmadi (p>0,05).

Diyabet kontrol grubundaki sigcanlarin 0. giindeki agirliklar1 ile 3. giindeki
agirliklan kiyaslandiginda p<0,01 diizeyinde; 7., 14. ve 21. giinlerdeki agirliklar
ile kiyaslandiginda ise p<0,001 diizeyinde azalma oldugu belirlendi. Diyabet
kontrol, TFG, Cr ve TFG+Cr gruplarinin 3., 7., 14. ve 21. giinlerdeki agirliklar
kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak herhangi bir o6nemlilik (p>0,05)

belirlenemedi.

TFG grubundaki siganlarin 0. giindeki agirliklari ile 3. giindeki agirliklart
kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemlilik belirlenememekle birlikte (p>0,05);
0. giin ile 7. ve 14. giinlerdeki agirliklar kiyaslandiginda ise p<0,01 diizeyinde bir
azalma gozlemlendi. Benzer sekilde, ayni grubun 0. ve 21. giinlerdeki agirliklar

kiyaslandiginda ise p<0,001 diizeyinde azalma gosterdi.

Krom grubunun agirliklarinda ise 0. giin ile 3. ve 21. giinlerde p<0,05

diizeyinde, 7. giinde ise p<0,001 degerinde bir azalma bulundu.

TFG + Cr grubunun 0., 3., 7., 14. ve 21. giinlerdeki agirliklar1 kendi

aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel 6nemlilik (p>0,05) tespit edilemedi.

Insiilin grubunun hem 0., 3., 14. ve 21. giinlerdeki agirliklar: hem de 3. ile

7. giindeki agirliklart aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel bir énemlilik tespit
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edilemedi (p>0,05). Bununla birlikte 7. giin ile 0. ve 14. giinlerdeki agirliklar
karsilastirildiginda p<0,01 diizeyinde, 7. ile 21. giindeki agirliklar kiyaslandiginda

ise p< 0,05 diizeyinde artis gosterdigi belirlendi.

Tablo 7. Deney Hayvanlarimin Viicut Agirliklarinin Grup I¢i Giinler Arasi

Degisimleri (gr), (n=10) (X+SD)

AGIRLIK . . . . .
0.GUN 3.GUN 7.GUN 14.GON 21.GUN
(gn)
KONTROL 246,6+18,3 235,7£16,5 239,3+20,7 250,8+14,8 253,2+13,0
DIYABET b b b b
233,4+6,2° 217458 208,7+6,5 213,4+10,9 209,9+15,6
KONTROL
TFG 215,0+7,5°% 206,1+11,5% 196,4+10,3° 197,0£11,8¢ 192,4+14 4°
Cr 232,349,3? 217,0+11,5¢ 209,9+11,3¢ 221,3£13,3% 217,3+£12,9¢
TFG+Cr 198,8+7,1 189,8+7,8 188,2+8,1 199,1+10,9 200,8+17,6
INSULIN 212,6+10,4° 204,7+7,5% 196,4+5,9¢ 212,0+5,7° 208,4+12,0°

Ayni satirda farkli harfler istatistiksel 6onemliligi gostermektedir

a-b: p<0,01, p<0.001 (3.giin-0.giin, 7.,14.,21.gtinler ile 0.giin arasinda)
a-c: p<0,01, p<0.001 (7.,14.giinler ile - 0.giin, 21.giin - 0.giin arasinda)
a-d: p<0,05, : p<0,01 (3.,21.giinler ile - 0.gilin, 7.gilin-0.giin arasinda )

a-e: p<0,05, : p<0,01 (21.giin - 7.giin, 0.,14.giinler ile - 7.giin arasinda)
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5.4. HbA1, Diizeyleri

Kontrol grubu ile diyabetli gruplar glikozile hemoglobin degerleri
bakimindan karsilastirildigida (Tablo 8) diyabetli gruplarin glikozile hemoglobin
degerlerinde 6nemli oranda artis (p<0,001) gozlenmistir. Ancak, diyabetli gruplar
kendi aralarinda kiyaslandiginda en yiiksek degerin diyabet kontrol grubunda, en
diisiik degerin ise insiilin grubunda belirlenmesine ragmen aralarinda istatistiksel

bir 6nemlilik (p>0,05) tespit edilemedi.

Tablo 8. Deney Gruplarinin HbA 1. Diizeyleri, (n=10) (X£SD)

HbAL, % mmol/mol
Kontrol % 4,4+ 0,48° 30,1* mmol/mol
Diyabet Kontrol % 5,76+0,39° 39,4° mmol/mol
Trigonella foenum graecum % 5,29+0,36° 36,2° mmol/mol
Krom % 5,54+0,31° 37,9° mmol/mol
TFG+ Krom % 5,46+0,21° 37,4° mmol/mol
insiilin % 5,27+0,45° 36,1° mmol/mol

Aynt satirda farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b: p<0,01
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HbA1,
7,00
6,00 b b
5,00 MW kontrol
_'Ir.-
diyabet kontrol
< 4,00
B TFG
= 3,00 -
= mCr
2,00 -
B TFG+Cr
1,00 -
W insilin
0,00 -
kontrol diyabet TFG TFG+Cr insilin
kontrol

Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
a-b: p<0,01

Grafik 4. Tam Kan HbAL. Diizeyleri (%)

5.5. Plazma Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan(TAS) Diizeyleri

Kontrol grubu ile diyabetli gruplar karsilastirildiginda plazma TOS
diizeylerinin (Tablo 9) diyabetli gruplarda 6nemli oranda artis gosterdigi
gozlemlendi. Bu artis kontrol grubuna kiyasla Cr grubunda p<0,01
diizeyindeyken, diger diyabetli gruplarda ise p<0.001 degerinde saptandi. Bununla
birlikte, diyabetli deneme gruplart TOS diizeyleri bakimindan diyabet kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, en yiiksek TOS diizeyine diyabet kontrol grubunda, en
disik TOS diizeyine ise krom grubunda rastlanilmasina ragmen aralarinda
herhangi bir istatistiksel 6nemlilik belirlenemedi (p>0,05). Kontrol grubu ile
diyabetli gruplarin plazma TAS degerleri karsilastirildiginda (Tablo 9) aralarinda

istatistiksel bir 6nemlilik olmadigi (p>0,05); Ancak diyabet kontrol grubu ile
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insiilin grubu karsilagtirildiginda, insiilin grubunun plazma TAS diizeylerinde

onemli oranda artis oldugu (p< 0,05) belirlendi.

Tablo 9. Plazma TOS-TAS Diizeyleri, (n=10) (X£SD)

PLAZMA

TOS-TAS KONTROL

DIiYABET
KONTROL

TFG Cr

TFG+Cr iNSULIN

TOS
(umol HzOz
Equiv./L).
TAS
(mmol
Trolox
Equiv./L).

14,97+4,86°

1,05+0,22%

29,00+3,39°

0,85+0,08°

24,07+2,98°  23,56+1,32°

1,07£0,24%®  1,040,06®

27,85+5,04>  23,60+3,53°

0,96+0,18°  1,14+0,19°

Aynt satirda farkl harfler istatistiksel dnemliligi gostermektedir.

TOS: a-b: p<0,01, p<0.001
TAS: a-b: p<0,05

(4.grup - 1.grup, 2.,3.,5.,6.gruplar ile- 1.grup arasinda )

PlazmaTOS

L]

L3
=]
[ ]
[=]

Pl
Ln
=
=]

,

TOS (pmol H: O Equiv. fL).
=
P
&

2 b

kontrol diyabet
kontrol

TFG Cr

TFG+Cr instlin

W kontrol
diyabet kontrol
BTG
BCr
B TFG+Cr

Winsilin

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

a-b: p<0,01, p<0.001 (4.grup - 1.grup, 2., 3., 5., 6.gruplar ile- 1.grup arasinda )

Grafik 5. Plazma Total Oksidan Diizeyleri (umol H,O, Equiv./L).
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PlazmaTAS

ab
1,200 T b
1,000 - T M kontrol
0,800 - diyabet kontrol
0,600 - B TFG
ECr
0,400 -
B TFG+Cr
0,200 -
Winsiilin
0,000 -

kontrol diyabet TFG Cr  TFG+Cr insilin
kontrol

—

Y]
[=n

— &

TAS (mmol Trolox Equiv.fL)

Farkl1 harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
a-b: p<0,05

Grafik 6. Plazma Total Antioksidan Diizeyleri (mmol Trolox Equiv./L).

5.6. Eritrosit Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan(TAS) Diizeyleri

Kontrol grubu ile diyabet kontrol grubunun eritrosit TOS diizeyleri
karsilastirildiginda (Tablo 10), diyabet kontrol grubunda 6nemli oranda artig tespit
edildi (p<0,01). Diyabetli gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise en
yiksek TOS diizeyine diyabet kontrol grubunda, en diisiik TOS diizeyine ise
TFG+Cr verilen grupta rastlanilmasina ragmen aralarinda herhangi bir istatistiksel
onemlilik belirlenemedi (p>0,05). Eritrosit TAS diizeyleri (Tablo 10) bakimindan
kontrol grubu ile diyabetli gruplar karsilastirildiginda diyabetli gruplarda 6nemli
oranda artig oldugu tespit edildi (p<0,001). Ancak diyabetli gruplar kendi
aralarinda  kiyaslandiginda istatistiksel olarak herhangi bir O6nemlilik
bulunamamasina (p>0,05) ragmen en yiiksek TAS diizeyine insiilin grubunda

rastlanildi.
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Tablo 10. Eritrosit TOS-TAS Diizeyleri, (n=10) (X£SD)

ETRéTSI_‘?:;T KONTROL li)cl)YN[}r];léTL TFG Cr TFG+Cr iNSULIN
TOS
(umol H,0, 6,76+0,93% 8,62+40,98°  831+1,07%  7.46+0,85®  7,31+0,83®  8,19+1,07%®
Equiv./L).
TAS
(mmol Trolox ) /o 0038 2.856025°  2.85:0.15°  2.86+0,15°  2.9440,12°  3,09£0.21°

Equiv./L).

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
TOS: a-b: p<0,01
TAS: a-b: p<0,001

Eritrosit TOS

12,000

11] 000

TOS {pmol HzO: Equiv.fL).

kontrol diyabet Cr  TFG+Cr insdlin
kontrol

W kontrol

£,000 a
diyabet kontrol

6,000 - —
4,000 - mCr
2,000 WTFG+Cr

W insilin
0,000 -

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.
a-b: p<0,01

Grafik 7. Eritrosit Total Oksidan Diizeyleri (umol H,O, Equiv./L).



67

Eritrosit TAS

3,500
=
= 3,000
£
E 2500 M kontral
=
£ 2000 diyabet kontrol
£
= 1,500 BTFG
E HCr
£ 1,000 -
< W TFG4Cr
g 0,500 -
= W inzilin

0,000 -

kontrol divabet TFG Cr  TFG+Cr insllin
kontral

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir

a-b: p<0,001

Grafik 8. Eritrosit Total Antioksidan Diizeyleri (mmol Trolox Equiv./L)
5.7. Bobrek Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan (TAS) Diizeyleri

Kontrol grubu ile diyabetli gruplarin bazilarinin (Diyabet kontrol,
Trigonella  foenum-graecum, Krom, Insiilin) bébrek TOS  diizeyleri
karsilagtirildiginda (Tablo 11) belirtilen diyabetli gruplarda onemli oranda artis
gozlemlendi (p<0,001). Bununla birlikte, kontrol grubu ile TFG+Cr grubunun
bobrek TOS diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak bir 6nemlilik
belirlenememesine ragmen (p>0,05), diyabet kontrol grubu ile TFG+Cr verilen
grup kiyaslandiginda bobrek TOS diizeyinde diyabet kontrol grubuna gore 6nemli
oranda azalig tespit edildi (p<0,05). Kontrol grubu ile baz1 diyabetli gruplarin
(Diyabet kontrol, TFG, TFG+Cr, Insiilin) bobrek TAS diizeyleri
karsilastirildiginda (Tablo 11) istatistiksel olarak bir 6nemlilik olmadigi (p>0,05);

kontrol grubu ile Cr grubu kiyaslandiginda ise Cr grubunun bobrek TAS
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diizeyinin 6nemli oranda arttigi (p<0,01) gézlemlendi. Benzer sekilde, diyabet
kontrol grubu ile Cr grubu karsilastirildiginda ise Cr grubunda bobrek TAS

diizeyinin p< 0,05 oraninda arttig1 belirlendi.

Tablo 11. Bobrek TOS-TAS Diizeyleri, (n=10) (X+SD)

BOBREK DIYABET e
TOSTAS KONTROL KONTROL TFG Cr TFG+Cr iNSULIN

TOS
(umol
HzOg
Equiv./L).
TAS
(mmol
Trolox 0,980,222 1,0340,16°  1,14+0,22®  1,30+0,18°  1,13+0,13%®  1,04+0,14%®
Equiv./L).

6,25£229%  16,0443,09°  15,57+1,70° 15384247  10,49+£237®  14,37+3,93%

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

TOS: a-bc, a-c: p<0,001
ab-c: p<0,05

TAS: a-b: p<0,05, a-b: p<0,01 (1.grup - 4.grup, 2.grup - 4.grup arasinda)

Bobrek TOS

25,000
=
<. 20,000
= bc be M kontrol
: |
g 15,000 diyabet kontrol
=y B TFG
< 10,000
£ ECr
=2
® 5,000 - B TFG+Cr
-

W insilin
0,000 -
kontrol diyabet TFG Cr  TFG+Cr insilin
kontrol

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir
a-bc, a-c: p<0,001
ab-c: p<0,05

Grafik 9. Bobrek Total Oksidan Diizeyleri (wmol H,O, Equiv./L).
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Bobrek TAS

1,600

1,400

b
ah T b
a
ab

1,200 < | T ® kontrol
1,000 { diyabet kontrol
0,800 1 HTFG
0,600 mcr
0,400 - B TFG+Cr
0,200 - o

W insilin
0,000 -

kontral diyabet TFG Cr  TFG+Cr insilin
kontrol

TAS (mmol Trolox Equiv /L).

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir
a-b: p<0,05, a-b: p<0,01 (2.grup - 4.grup, 1.grup - 4.grup arasinda)

Grafik 10. Bobrek Total Antioksidan Diizeyleri (mmol Trolox Equiv./L).

5.8. Karaciger Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan (TAS) Diizeyleri

Diyabet kontrol ve Cr grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
karaciger TOS diizeyinin (Tablo 12) 6nemli oranda arttig1 (p<0,01) belirlendi.
Ancak TFG, TFG+Cr ve insiilin gruplart hem kontrol hem de diyabet kontrol
gruplart ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir 6nemlilik (p>0,05)
belirlenemedi. Karaciger TAS diizeyleri (Tablo 12) bakimindan kontrol grubu ile
diyabetli gruplar karsilastirildiginda ise en yiiksek TAS degeri TFG+Cr verilen
grupta tespit edilmesine ragmen aralarinda istatistiksel olarak Onemlilik

saptanamadi (p>0,05).
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Tablo 12. Karaciger TOS-TAS Diizeyleri, (n=10) (X+SD)

KARACIGER DIiYABET L.
KONTROL TFG Cr TFG+Cr iNSULIN
TOS-TAS KONTROL

TOS
(umol H,0,  12,19+1,86%  18,46+2,78"  15,58+2,44® 19,02+5,83° 18,0243,62% 15,66+2,82%
Equiv./L).

TAS
(mmol Trolox

. 1,25+0,04 1,11+0,08 1,19+0,19 1,2540,17 1,26+0,18 1,1140,08
Equiv./L).

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir.

TOS: a-b: p<0,05

TAS: p>0,05
-
Karaciger TOS

30,00
= b
= 2500
E h M kontrol
F 2000 ab
Py diyabet kontrol
o
o 15,00 B TFG
2 10,00 - mCr
=2
g 500 - B TFG+Cr
= B insiilin

0,00 -
kontrol diyabet TFG Cr  TFG+Cr instlin
kontrol

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir
a-b: p<0,05

Grafik 11. Karaciger Total Oksidan Diizeyleri (wmol H,O, Equiv./L).
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-
Karaciger TAS

1,600
-
= 1,400
.E
s 1200 - M kontrol
=
= 1,000 diyabet kontrol
E 0,800 - B TFG
3 0,600 1 mor
-
= 0,400 -
N=A ! W TFG+Cr

0,200 -
E Winsilin

0,000 -

kontrol divabet TFG Cr  TFG+Cr instlin
kontrol
p>0,05

Grafik 12. Karaciger Total Antioksidan Diizeyleri (mmol Trolox Equiv./L).

5.9. Plazma ve Karaciger TNF-o Diizeyleri

Kontrol grubu ile diyabet kontrol, TFG ve insiilin gruplarmin plazma
TNF-a seviyeleri kiyaslandiginda (Tablo 13) diyabetli gruplarda 6nemli oranda
artis belirlenmesine ragmen (p<0,05), kontrol grubu, Cr ve TFG+Cr gruplarinin
plazma TNF-a diizeyleri karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak bir 6nemlilik

(p>0,05) belirlenemedi.

Kontrol grubu ile diyabet kontrol grubunun karaciger TNF-o seviyeleri
kiyaslandiginda (Tablo 13) p<0,001; TFG, Cr ve TFG+Cr verilen gruplar
kiyaslandiginda ise p<0,01 oraninda artig tespit edildi. Ancak kontrol grubu ile
insiilin grubunun karaciger TNF-o seviyeleri arasinda istatistiksel bir 6nemlilik

olmadig1 (p>0,05) belirlendi. Keza, insiilin grubu ile TFG, Cr ve TFG+Cr
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gruplarmin karaciger TNF-o seviyeleri kiyaslandiginda ise insiilin grubunda

p<0,05 oraninda bir azalma oldugu belirlendi.

Tablo 13. Plazma ve Karaciger TNF-o Diizeyleri, (n=10) (X+SD)

DIYABET j
TNF-a KONTROL TFG Cr TFG+Cr iNSULIN
KONTROL
PLAZMA
2,904+0,81° 5,00742,17° 4,731+1,96° 2,850+0,45° 4,026+0,82% 4,759+156°
(pg/ml)
KARACIGER
391,07+58,19°  529,48+39,19°  488,00+41,22°  502,19+84,94°  496,92+57,12°  403,72435,28"
(pg/ml)

Ayni satirda farkl harfler istatistiksel dnemliligi gostermektedir.

Plazma TNF-a: a-b: p<0,05

Karaciger TNF-a: a-b: p<0,001, p<0,01(1.grup - 2.grup, 1.grup — 3,4,5.gruplar arasinda)

Plazma TNF-a

8,000

7,000 T b

6,000

_ 5,000 ab

4,000

— &
4]

3,000

2,000

1,000
0,000

kontrol diyabet TFG Cr TFG+Cr instlin
kontrol

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir
a-b: p<0,05

Grafik 13. Plazma TNF-a Diizeyleri (pg/ml)
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700,00
600,00
500,00

T 400,00

E: 300,00
200,00
100,00

0,00

Karaciger TNF-a

b b .
b 1]
L
1 a
T I I I
Kontrol Diyabet TFG Cr TFG+Cr insiilin
Kontrol

Farkli harfler istatistiksel onemliligi gostermektedir

a-b: p<0,001, p<0,01(1.grup - 2.grup, 1.grup — 3,4,5.gruplar arasinda)

Grafik 14. Karaciger TNF-a Diizeyleri (pg/ml)
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6. TARTISMA

Kronik metabolik hastaliklarin baginda gelen Diyabetes Mellitus; non-
enzimatik glikozilasyon, sorbitol yol aktivitesi, heksozamin yolu aktivitesi,
oksidatif glikozilasyon, protein kinaz C aktivitesi ve enerji metabolizmasindaki
degisiklikler ile artmis bir oksidatif stres durumudur (43,44). Oksidatif stresin
diyabette oOzellikle kronik komplikasyonlarin (ndropati, nefropati, retinopati)
gelismesinde Onemli bir aract oldugu bilinmektedir (182, 183, 184). Tip |
Diyabetes Mellitus’un tedavisinde insiilin enjeksiyonu ile kronik komplikasyonlar
onlenmeye calisilsa da, uzun siireli insiilin enjeksiyonlarinin basta lipoatrofi
olmak iizere gesitli komplikasyonlarin gelismesine sebep oldugu bilinmektedir
(181). Bu nedenle giinlimiizde diyabet tedavisi i¢in yeni antidiyabetik bilesiklere
kaynak olarak uzun yillardan beri halk hekimliginde kullanilan Trigonella
foenum-graecum ( Fenugreek ), Momordica charantia, Ganoderma lucidum,
Mirabilis jalapa L. vb. bitkilerin arastirilmasi yayginlagsmistir (84, 85, 92, 137).
Trigonella foenum-graecum bitkisinin tohum ve yapraklarinin hipoglisemik,
hipokolesterolemik, antioksidan, antiiilser ve immunmodiilator etkileri oldugu
belirtilmektedir. ~ Trigonella ~ foenum-graecum  bitkisinin ~ biyokimyasal
mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte antihiperglisemik etkisini
yapisinda bulanan trigonellin alkaloidi (13, 86, 138, 139) ve ilk olarak Fowden
tarafindan izole edilen 4-hidroksi izolosin amino asidi ile (83, 87, 140).
antioksidan 06zelligini ise yapisinda bulanan polifenolik flavonoidler ile
gerceklestirdigi distiniilmektedir (88, 141). Xue ve ark. (87) STZ ile diyabet
olusturduklart siganlara 6 hafta boyunca 440 mg/kg, 870 mg/kg, 1740 mg/kg

dozlarda Trigonella foenum-graecum tohumunun su bazli ekstraktini vermis ve bu
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stire sonunda diyabet kontrol grubu ile diger deneme gruplarin1 kiyasladiklarinda
aclik glikoz degerleri ile glikozile hemoglobin seviyelerinde 6nemli oranda azalis
tespit etmislerdir. Bununla birlikte yukarida bahsedilen parametrelerdeki bu

diisiisiin doz artis1 ile uyumlu oldugu da ifade edilmistir.

Insiilin hiicre membraninda GLUT4 translokasyonunu uyararak (145) kas
ve yag dokusunda glikoz alimini arttirmaktadir. Bu nedenle insiilin eksikligine
bagli olusan Tip I diyabette GLUT4 translokasyonu ve restorasyonu hipoglisemik
etki i¢in olduk¢a Onemlidir (142, 146). Vijayakumar ve ark (143) tarafindan
yapilan bir calismada Trigonella foenum-graecum tohum ekstraktinin, doza
bagimli olarak hiicre yiizeyinde GLUT4 translokasyonuna yol acarak hiicre igine
glikoz alimimi hizlandirdigi, ayn1 zamanda ekstraktin insiilinden bagimsiz haraket
edebilecek faktorler icerdigi oOzellikle de karaciger ve adipositlerde insiilin
reseptorii ve alt sinyal molekiillerini aktive etme yetenegine sahip olabilecegi ileri
striilmiistiir. Ayrica Puri ve ark. (144). STZ ile diyabet olusturulan tavsanlara
Trigonella foenum-graecum uygulamis ve insiilin seviyesinde 6nemli oranda
artiglar gozlemlemislerdir. Eidi ve arkadaslar1 da (88) STZ ile diyabet olusturulan
siganlara 14 giin boyunca 100 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg dozunda Trigonella
foenum-graecum tohumlarinin etanol ekstraktlarin1 oral olarak uygulamis, 250
mg/kg - 500 mg/kg doz gruplari ile glibenclamide verilen grubun kan glikoz
seviyelerinin diyabet kontrol grubuna kiyasla énemli oranda azaldigini, insiilin
seviyesinin ise arttigini belirlemislerdir. Ayrica Zia ve ark. (147) normoglisemik
farelere Trigonella foenum-graecum tohumunun hem distile suda hem de
metanolde hazirlanan ekstraktlarmi 0,5 ve 1 g/kg dozunda uygulamis ve

calismaninin sonunda distile su ekstraktinin her iki dozunun, metanolde
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hazirlanan eckstraktin ise sadece 1 g/kg dozunun kan glikoz seviyesini

diistirdiigiinii ve hipoglisemik etki olusturdugunu belirtmislerdir.

Esansiyel minarellerden olan ii¢ degerlikli kromun asetat, aspartat, selat,
kloriir, trikloriir ve sitrat gibi formlar1 bulunmaktadir. Ancak kromun alti
degerliliginin biitiin formlar1 yiikseltgen bir ajan olup, toksik ve karsinojenik
Ozelliklerinden dolay1r kullanilmamaktadir (14). Stres durumunda insiilin
antagonisti olarak bilinen kortizol hormonunun saliniminda artis olmakla birlikte,
es zamanli olarak glikoz metabolizmasinda da artis meydana gelmektedir. Bunun
sonucunda da kan glikoz degerlerinde yiikselme ve viicut depolarindan kromun
mobilizasyonunda artis, mobilize olan kromun ise geri doniisiimsiiz olarak idrarla
kayb1 meydana gelmektedir (119, 120). Bunun yanisira SOn zamanlarda yapilan
caligmalar ise kromun hem antioksidan o6zelligi (148, 149, 150, 151, 152) hem de
antihiperglisemik etkisinden dolay1 diyabete bagli olusabilecek komplikasyonlari
onleme tizerinde yogunlagmuistir (107, 108, 109). Biiyiikleblebici ve ark. (107)
STZ ile diyabet olusturduklar1 si¢anlara oral yolla 80 pg/kg dozunda krom
pikolinat uygulamis ve 5 hafta sonunda diyabet kontrol grubuna kiyasla krom
grubunun HbAL. diizeylerinde 6nemli oranda diisiis, insiilin seviyesinde ise
onemli artig belirlemislerdir. Tip | diyabetli insanlarla yapilan c¢alismalarda da
krom takviyelerinin kan glikoz seviyelerini diisiirmede olumlu sonu¢ verdigi
belirtilmistir (153, 154, 155). Tip | diyabetli 48 ve Tip Il diyabetli 114 hastaya 10
giin boyunca 200 pg dozunda krom pikolinat verilmis ve g¢aligmanin sonunda
hastalara tedavi amaciyla verilen insiilinin % 30 oraninda azaldigi tespit
edilmistir. Sonugta krom takviyesinin Tip | diyabetlilerde %71, Tip 1l

diyabetlilerde ise %74 oraninda olumlu sonu¢ verdigi ifade edilmistir (115).
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Benzer sekilde, Tip | diyabetli hastalarda yapilan baska bir ¢alismada da 3 ay
boyunca giinde 3 kez verilen 200 pg dozunda krom pikolinatin, glikolize
hemoglobin seviyelerini % 11.3’den % 7.9’a disiirdiigii belirtilmistir (156). Lai
(128) tarafindan yapilan bir ¢alismada da Tip Il diyabetli hastalar da krom ve
krom+C+E vitamini uygulamalarmin aglik kan glikoz degerleri, HbALl. diizeyleri
ile insiilin direng indekslerinde 6nemli oranda diisiise neden oldugu belirtilmistir.
Benzer sekilde, biz de calismamizin Ozellikle 14. ve 21. giinlerinde gruplar
arasinda yapilan degerlendirmelerde (Tablo 5) TFG, Cr, TFG+Cr ve insiilin
gruplariin aglik kan glikoz degerlerinin diyabet kontrol grubuna goére onemli
oranda azaldigini; HbAL. diizeylerinin ise (Tablo 8) diyabet kontrol grubuna
kiyasla madde verilen diyabetli gruplar da istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir
diislis gosterdigi belirlenmistir. Ancak grup iginde 6zellikle 3. ve 21. giinlerin
aclik kan glikoz degerleri karsilastirildiginda (Tablo 6) diyabet kontrol ve Cr
gruplarinda O6nemli oranda artis, TFG, Cr ve insiilin gruplarinda ise azalis
olmasina ragmen istatistiksel onemlilik tespit edilemedi. Bu sonuglar neticesinde
calismamizda da tespit edilen zamana bagli olarak aglik kan glikoz diizeylerinde
meydana gelen artiglarin; Trigonella foenum-graecum’un yapisinda bulunan
barsaklardan glikoz alimini1 inhibe eden saponin bilesenlerle (didsgenin,
alkaloidler ve trigonellinin) (185) ve ilk olarak Trigonella foenum-graecum
tohumlarindan saflastirilan, beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini uyaran 4-
hidroksi izolosin amino asidi ile (13) kontrol altina alindigi disiiniilmektedir.
Kromun etki mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen, diyabet kontrol

grubu ile kiyaslandigr zaman aglik kan glikoz diizeylerinde zamana bagli olarak
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meydana gelen artislarin engellendigi ancak Trigonella foenum-graecum un

antihiperglisemik etkinliginin daha fazla oldugunu séylemek miimkiindiir.

Oksidatif stresin diyabette kronik komplikasyonlarin gelismesinde oldukga
onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikarak eksojen
olarak verilen antioksidanlarin bu komplikasyonlarin hafifletilmesinde ve / veya
ortaya ¢ikmasinin engellenmesinde yararlt olabilecegi fikri ileri siiriilmiistiir.
Diyabette bobreklerde olusan hiperfiltrasyon, hiperperfiizyon, glikolize
hemoglobin miktarindaki ve glomerulus bazal membranindaki ileri glikozilasyon
tirtinlerinde meydana gelen artislarin nefropati olusturdugu belirtilmektedir (163).
Shetty ve ark. (161) tarafindan yapilan ¢alismada STZ ile diyabet olusturulan
sicanlara, Trigonella foenum-graecum uygulamasinin diyabet esnasinda artan
glutamin fruktoz-6 fosfat aminotransferaz’t (GFAT) kontrol altina aldigi ve bu
sekilde heksozamin yolundaki aktiviteye bagli olarak gelisen glomerular hasari
engellemede 6nemli bir rol oynayabilecegi ifade edilmistir. Bununla birlikte
yapilan bir bagska calismada da alloksan ile diyabet olusturulmus siganlarin
karaciger ve bobrek homojenizatlarinda glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz
ve katalaz enzim aktivitelerinde diyabet kontrol grubunda 6nemli bir azalma tespit
edilmis. Trigonella foenum-graecum ve vanadata’nin ayr1 ayri ve birlikte
uygulandig1 gruplarda ise kontrol grubuna olduk¢a yakin degerler elde edildigi
bildirilmistir (86). Yine Xue ve ark. (162) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
diyabet kontrol grubunun hem serum hem de renal korteksinde katalaz ve
superoksit dismutaz seviyelerinde azalis, malondialdehit seviyesinde ise artis
gozlenmistir. Bununla birlikte orta ve yiiksek dozda uygulanan Trigonella

foenum-graecum ’un malondialdehit seviyesinde azalisa, katalaz ve superoksit
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dismutaz seviyesinde ise Onemli oranda artisa sebep oldugu belirtilmistir.
Anuradha ve ark. (164) diyete %2 oranda katilan Trigonella foenum-graecum
tohum tozunun alloksan ile diyabet olusturulan siganlarda lipit peroksidasyon
irtinii olan Thiobarbitiirik Asit Reaktif Substans (TBARS) degerlerinin kontrol
grubuna kiyasla dnemli oranda arttig1; karaciger, bobrek ve pankreas dokusunda
hidrojen peroksit ve askorbat tarafindan desteklenen peroksidasyon

reaksiyonlarinin etkilerini ise azalttig1 ileri stirlilmiistiir.

STZ ile diyabet olusturulan siganlara krom pikolinat ile krom niacinate
verilmis ve sonugta diyabetik siganlarda TNF-o, IL-1 seviyelerinde ve lipit
peroksiyon diizeylerinde krom pikolinat ve krom niacinate uygulamasinin diisiise
neden oldugu bildirilmistir (116). Diyabette artan protein glikozilasyonunun
oksidatif stresi arttirdig1 (166), krom takviyelerinin protein glikozilasyonunu (106,
165) ve lipit peroksidasyonunu engelleyerek antioksidan o6zellik gosterdigi
belirtilmektedir (106). Yapilan in vitro ¢alismalarda yiiksek glikoz ve standart
oksitleyici olarak kabul edilen hidrojen peroksite maruz birakilan monosit
kiiltiirlerinde lipit peroksidasyonunun Onemli oranda arttigi, artan lipit
peroksidasyonunun ise krom takviyeleri (krom kloriir ve krom niacinate) ile
engellenebildigi belirtilmistir (167, 168). Bunun yanisira Lai (128) tip 2 diyabet
hastalarina krom ve krom+C+E vitamini uygulamis ve sonugta plazma TBARS
seviyelerinde onemli oranda azalig, plazma TAS seviyelerinde ise onemli artig
tespit etmistir. Biz de ¢alismamizda diyabetli gruplarin plazma ve eritrosit TOS
seviyelerinin (Tablo 9 - 10) TFG, Cr, TFG+Cr ve insiilin gruplarinda diyabet
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli olmayan azalis belirledik. TFG,

Cr ve TFG+Cr verilen gruplarin plazma TAS seviyelerinde (Tablo 9) istatistiksel
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acidan onemli olmayan artig, insiilin grubunda ise istatistiksel olarak 6nemli bir
artis gozlemledik. Ayrica Cr, TFG+Cr ve insiilin gruplarinin eritrosit TAS
diizeylerinde (Tablo 10) diyabet kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
onemli olmayan artis gozlemledik. Bununla birlikte TFG, Cr ve insiilin
gruplarinin bobrek TOS diizeylerinde diyabet kontrol grubuna kiyasla 6nemsiz bir
azalis, TFG+Cr grubunun ise bobrek TOS diizeylerinde Onemli bir azalis
gozlemledik. Ilaveten Cr grubunun bobrek TAS seviyelerinde &nemli artis
belirledik (Tablo 11). TFG, TFG+Cr ve insiilin gruplarinin karaciger TOS
diizeyleri diyabet kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli olmayan bir
azalig, TFG, Cr ve TFG+Cr gruplarinin karaciger TAS diizeylerinde ise dnemsiz
bir artis belirledik (Tablo 12). Trigonella foenum-graecum tohumlarinda bulunan
polifenollerin (141); metal selasyonu yaparak redoks reaksiyonlarini dnlenmesi ve
ksantin oksidaz, NADPH oksidaz enzimlerinin inhibisyonu (186) ile serbest
radikallerin olusumunu engelleyip antioksidan etki gosterdigi belirtilmektedir
(187). Kromun antioksidan mekanizmasi tam olarak bilinmemesine ragmen;
Insiilin diizensizliklerinin, lipit peroksidasyonunda artiglara sebep oldugu, ancak
Tip 1 diyabette olusan insiilin diizensizliklerinin azaltilmasinda (107) disaridan
verilen kromun yararli olabilecegi ileri siirilmiistiir (158). Yapilan bu tez
caligmasinda elde edilen verilere gore de oksidatif stresin azaltip antioksidan
sistemin giiglendirilmesinde uygulanan eksojen takviyelerin (TFG, Cr) yararl

olabilecegi kanaatine varildi.

Inflamatuar sitokinlerden biri olan TNF-o, otoimmun Tip | diyabetin
patogenezisinde 6nemli bir role sahip olmakla birlikte (173) in vitro ¢aligmalarda

izole edilen langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin hasarindan sorumlu
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oldugu da belirtilmistir (174). Yapilan ¢alismalarda uzun siire hiperglisemik sigan
ve farelerde (169), yiiksek glikoza maruz birakilan monosit kiiltiirlerinde (167) ve
STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda TNF-a iiretiminin énemli oranda arttigi
gbzlemlenmistir (170). TNF-o uygulanan adipositlerde insiiline bagh glikoz
tasinmasinda ve GLUT4 translokasyonunda azalma meydana geldigi bilinmekle
birlikte (171), Tip | diyabette GLUT4 translokasyonu ve restorasyonunun
hipoglisemik etki i¢in olduk¢a 6nemli oldugu da ileri siiriilmiistiir (142). Yang ve
ark. (172) toksik olmayan dozda ip olarak verilen TNF-o’nin diyabet insidansinda
artisa, obez olmayan farelere uygulanan anti TNF-o’nin ise diyabeti 6nledigi
belirtilmistir. Ayrica diisiik konsantrasyonlardaki TNF-o’nin insiilin ile uyarilan
reseptor tirozin kinaz aktivitesini, insiilin reseptor substrat 1 (IRS 1) ve GLUT4
translokasyonunu azalttigi, yiiksek konsantrasyonlarmim ise IRS’nin serin 307
kisminda fosforilasyonu arttirarak instilinin reseptore baglanmasinda ve sinyal
yolunda bozulmaya yol agabilecegi one siiriilmiistiir (176). Yiiksek glikoza maruz
kalan monosit kiiltiirleri ile standart oksitleyici hidrojen peroksite maruz birakilan
hiicrelerde, krom takviyesinin TNF-a sekresyonu {iizerinde inhibe edici etkiye
sahip oldugu; bu etkisinin ise kromun oksidatif stres {izerindeki 6nleyici etkisi ile
iligkili olabilecegi belirtilmistir (167). Tip | diyabette kronik hiperglisemiyi
takiben yetersiz insiilin uygulamasi yapildiginda insiilin direnci gelisebilecegi
(178), artan TNF-o ve hipergliseminin insiilin sinyal yolunu bozarak insiilin
direnci gelismesine sebep olabilecegi belirtilmektedir (179). Tip | diyabetli
hastalarda plazma TNF-a seviyelerinin saglikli bireylere oranla énemli oranda
yiiksek oldugu; bunun yani sira HbAL; seviyeleri ile plazma TNF-a seviyeleri

arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (177). Yapilan bir baska
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calismada ise Trigonella foenum-graecum’un obez siganlarda plazma, karaciger
TNF-a seviyeleri ile karaciger TNF-a reseptor ekspirasyonunu azalttigi ifade
edilmistir (175). STZ ile diyabet olusturulan si¢anlara oral olarak verilen krom
pikolinat ve krom niacinatenin ¢alismanin sonunda diyabetik siganlarda artan
TNF-o diizeyini azaltig1 belirtilmistir (116). Bizim ¢alismamizda ise hem plazma
hem de karaciger TNF-a diizeylerinin (Tablo 13) diyabet kontrol grubunda
kontrol grubuna kiyasla arttig1; diyabetli gruplarin plazma TNF-a diizeyleri kendi
aralarinda kiyaslandiginda en yiiksek degerin diyabet kontrol grubunda oldugu; Cr
ve TFG+Cr gruplarinda kontrol grubuna yakin degerler elde edildigi, TFG ve
insiilin gruplarinin plazma TNF-a seviyelerinin diyabet kontrol grubuna gore
Oonemsiz diizeyde azaldig1 saptanmistir. Karaciger TNF-a diizeyinin ise en yiiksek
diyabet kontrol grubunda oldugu, TFG, Cr ve TFG+Cr gruplarinin karaciger TNF-
a diizeylerinde istatistiksel olarak 6nemsiz bir azalma belirlemekle birlikte, insiilin
grubunda ise kontrol grubuna olduk¢a yakin degerler saptadik. Sonug olarak
inflamatuvar hastaliklarin ¢ogunda 6nemli bir medyatér olan TNF-a’nin Tip |
diyabetin takibinde onemli bir parametre oldugu diisiiniilmekte olup o6zellikle
krom takviyelerinin Trigonella foenum-graecum’a gore TNF-o diizeylerini

azaltmada daha etkili oldugu sdylenebilir.

Tip | diyabetin enerji metabolizmasindaki degisikliklerden dolay1 kilo
kaybina neden oldugu, bunun nedeni olarak da insiilin eksikligine bagli olarak
perifer dokularda meydana gelen glikoz alimindaki azalmanin ve hormona duyarli
lipaz enziminin aktive olmasi sonucu yag dokusunda meydana gelen
trigliseritlerin pargalanmasindaki (180) artisin etkili oldugu ileri siiriilmiistiir.

Genet ve ark ile Mohamad ve ark. (86, 100) alloksan ile diyabet olusturduklar
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siganlarda viicut agirliklarinin 6nemli oranda azaldigi, TFG ve insiilin verilen
diyabetik sicanlarda ise diyabet kontrol grubuna gore viicut agirliklarinda artis
oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte Tip | diyabetli hastalar da TFG’nin
viicut agirliklarinda onemli bir degisiklige neden olmadigi belirtilmistir (96).
Yapilan ¢alismalar bu tez ¢alismasindaki sonuglarimizi destekler nitelikte olup, O.
ve 21. giinlerdeki viicut agirliklar: karsilastirildiginda (Tablo 7) diyabet kontrol,
TFG ve Cr gruplarinda viicut agirliklarinin 6nemli oranda azaldigi, TFG+Cr ve

insiilin verilen gruplarda ise degisiklik olmadig1 tespit edildi.

Sonug olarak; Tip | diyabette artan hiperglisemi, oksidatif stres ve TNF-
a’nin etkilerinin hafifletilmesinde ve aglik kan glikoz degerlerinde zamana bagh
olarak meydana gelen artislarin kontrol altinda tutulmasinda, eksojen olarak
kullanilan Trigonella foenum-graecum ve krom takviyelerinin faydali oldugu

ancak insiilinle birlikte verilmelerinin daha etkili olacagi kanaatine varildi.
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