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OZET

Diyabetik Ratlarda Madimak (Polygonum cognatum Meissn.) Etanol
Ekstraktinin Baz1 Biyokimyasal Parametreler ve Histopatolojik Degisimler
Uzerine Etkisi

Amag: Bu calismada, Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda Madimak
(Polygonum cognatum Meissn.) etanol ekstraktinin diyabet {izerine koruyucu ve tedavi
edici etkisinin olup olmadigi arastirildi.

Materyal ve Metot: Sunulan calismada agirliklar1 250-300 gram arasinda
degisen Spraque-Dawley cin.si 24 adet erkek rat her grupta 6 rat olacak sekilde;
Kontrol; Diabetes mellitus (DM), Polygonum cognatum Meissn. etanol ekstrakti (PCE)
ve Diabetes mellitus + Polygonum cognatum Meissn. etanol ekstrakti uygulanan grup
(DM+PCE) 4 gruba ayrildi. Deneysel diyabet olusturmak tizere Streptozotosin (STZ)
DM ve DM+PCE gruplarina 60 mg/kg/i.p tek doz uygulandi. STZ uygulamasinin 7.
giiniinde kan glukoz diizeyi 250 mg/dL ve yukarist olan hayvanlar diyabetli olarak
kabul edildi. PCE 10 mg/kg/p.o gavaj yoluyla 20 giin boyunca uygulandi. 20 giin
sonunda ratlar sakrifiye edilerek kan ve karaciger dokusu ornekleri alindi.

Bulgular: Kontrol ve diyabet gruplari karsilastirildiginda diyabet grubunda
Glukoz, AST, ALT, ALP, LDH, TG, CHOL, LDL-CHOL ve MDA diizeyinde artig
(p<0.001); HDL-CHOL, GSH diizeylerinde, GPx, CAT ve SOD aktivitelerinde azalma
saptandi. STZ ile birlikte PCE uygulamasinin Glukoz, AST, ALT, ALP, LDH, TG,
CHOL, LDL-CHOL ve MDA diizeylerinde azalmaya, HDL-CHOL, GSH diizeylerinde,
GPx, CAT ve SOD aktivitelerinde artisa neden oldugu belirlendi.

Sonu¢: Biyokimyasal ve histopatolojik bulgular dogrultusunda PCE’nin
diyabetli ratlarda kan sekerini diisiirdiigli, karaciger enzimleri ve lipid profili lizerine
olumlu etkiler sagladigi, lipid peroksidasyonunu azalttig1, antioksidan enzim diizeylerini
onemli oranda arttirdig1 ve olusan oksidatif stresi onledigi goriilmektedir. Madimagin
etanol ekstraktinin diyabet ve komplikasyonlarinin tedavisinde kullanilmasinin yararh
olabilecegi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, AST, diyabet, LDL-CHOL, madimak, rat.



ABSTRACT

Effects of Madimak (Polygonum cognatum Meissn.) Ethanol Extract on Some
Biochemical Parameters and Histopathological Changes
in Streptozotocin-Induced Diabetic Rats.

Aim: In this study, it was investigated whether Madimak (Polygonum cognatum

Meissn.) ethanol extract has protective and therapeutic effect on diabetes in
streptozotocin-induced diabetic rats.
Material and method: A total of 24 healthy Spraque-Dawley male rats were randomly
divided into four groups containing of 6 rats per group as Control; Diabetes mellitus
(DM); Polygonum cognatum Meissn. ethanol extract(PCE) and DM+PCE.
Experimental diabetes was induced by a single dose of 60 mg/kgl/i.p
Streptozotocin(STZ) injection for DM and DM+PCE groups. The animals showing
diabetes (Blood glucose level >250 mg/dL) will be selected for diabetes groups in
7"days. PCE was given at a dose of 10 mg/kg /day/p.o via gavage 20 days. All of rats
were sacrificed on 20""day, taken blood and dissected liver tissues.

Results: Compared with the control and diabetes groups, glucose, AST, ALT,
ALP, LDH, TG, CHOL, LDL-CHOL and MDA levels increased(p<0.001);HDL-CHOL,
GSH levels, GPx, CAT and SOD activities were decreased in diabetes group. PCE given
with STZ decreased glucose, AST, ALT, ALP, LDH, TG, CHOL, LDL-CHOL and
MDA levels (p<0.001); HDL-CHOL, GSH levels, GPx, CAT and SOD activities were
increased.

Conclusion: According to the biochemical and histopathological findings, it is
seen that PCE decreased glucose, positive effects on liver enzymes and lipid profile,
reducing of the lipid peroxidation, increased antioxidant enzyme levels and prevented
oxidative stress in diabetic rats. Because of these positive effects, it is thought that it
may be beneficial to use Madimak ethanol extract in the treatment of diabetes and its

complications.

Key Words: Antioxidant, AST, diabetes, LDL-CHOL, madimak, rat.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ADA : Amerikan diyabet birligi
ADP . Adenozin difosfat

ALP :  Alkalen fosfataz

ALT . Alanin aminotransferaz
AST : Aspartat aminotransferaz
ATP :Adenozin trifosfat

B : Beta

CAT :  Katalaz

°C : Santigrat derece

CHOL : Kolesterol

DM : Diabetes mellitus

dL . Desilitre

DNA :  Deoksiribo niikleik asit
DTNB . 2,2’-dinitro-5,5ditiyo-dibenzoikasit
EDTA . Etilendiamintetraasetikasit
FAD : Flavin adenin dintikleotid
g : Gram

GPx : Glutatyon peroksidaz
GSH : Glutatyon

GR :  Glutatyon rediiktaz

GST :  Glutatyon transferaz

H202 : Hidrojen peroksit

HCI :Hidroklorik asit
HDL-CHOL . Yiksek yogunluklu lipoprotein
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1. GIRIS

Insanoglu varolusundan beri tamamlayic1 terapileri kullanmaktadir. Gegmisten
glinlimiize kadar bitkiler insanlik i¢cin hem besin hem de ila¢ kaynagi olmustur. Diinya
Saglik Orgiitii diinya genelinde 4 milyara yakin bireyin saglik sorunlarini dncelikle
bitkisel ilaglarla tedavi etme egiliminde olduklarini bildirmektedir. Bununla birlikte
eczanelerden recete ile alinan ilaglarin yaklasik %25’inin etken maddesi bitkisel
kaynaklidir.*

Hastaliklarin tan1 ve tedavilerinde gozlenen hizli gelismeler ile birlikte yirminci
yiizyilin ortalarindan itibaren tamamlayici tedavilerin kullaniminda bir artis olmustur.?
Yasam siiresinin artistyla birlikte, bakim ve tedavisi giic olan bir¢ok hastaliktaki
goriilme siklig1, yeni gelistirilen teknolojik imkanlarin maliyetinin yiiksek olusu, bu
imkanlara ulasilma giicliikleri, saglik ¢alisanlarinin sayica yetersiz olusu, giincel tedavi
yontemlerine insanlarin kuskulu yaklasimlart ve olas1 yan etkilerinden duyulan kaygi
tamamlayic1 tedavi yontemlerine olan ilginin artisinda biiyiik l¢iide etkili olmustur.’

Diinya genelinde yarim milyon kadar bitki tiiri tanimlanip isimlendirilmistir.
Diinya Saglik Orgiitii raporunda tibbi amaglarla kullanilan 70.000 kadar bitkinin 21.000
kadar1 ilag iiretiminde kullanilmaktadir. Tibbi bitki bakimindan zengin bir floraya sahip
olan Tiirkiye bu bitkilerin ihracatini yapan 110 iilke arasinda 18. sirada yer almaktadir.*
6

Tiirkiye’de Polygonum cinsine bagl 27 bitki tiirii teshis edilmis olup bunlardan
Polygonum cognatum (Meissn.) orta Anadolu’da insanlar tarafindan yogun olarak
pisirilerek tiiketilen ve halk arasinda “madimak” olarak bilinen pazarlarda da satilan bir
bitkidir. Seker hastaligina karsi, idrar arttirici olarak, bobrek taslarina karsi ve

bebeklerin viicutlarinda olusan isilige kars1 kullanilmaktadir.’®



Diabetes mellitus (DM), pankreasin insiilin sekresyonundaki yetersizlik,
dokularin insiiline cevabinin bozulmus olmasi veya her iki durumun birlikte goriilmesi
sonucu meydana gelen, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarini etkileyen bir
metabolizma hastaligidir. Bununla birlikte DM diiz kaslarin  yapilarmmin  ve
fonksiyonlarinin bozulmasina sebep oldugu i¢in diyabet hastalar1 ateroskleroz, konjestif
kalp yetersizligi, hipertansiyon ve anjiyopati gibi kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina
yatkin hale gelirler.!®!!Diyabet hastalarinda viicudun antioksidan savunma sisteminin
zayifladigi, bunun sonucunda da reaktif oksijen tiirleri ile serbest radikallerin
iiretimindeki artisa neden olarak diyabet ile ilgili komplikasyonlarin meydana gelmesi
ve gelismesine ortam hazirladig1 kabul edilmektedir.*?

DM’nin farmakolojik tedavisi insiilin ve hipoglisemik (kan sekeri diisiiriicii) ilag
kullanimi temeline dayanmaktadir.'®* Ancak bu tedavi yontemlerinin yan etkilerinin
olmasindan dolayr bitkisel ve alternatif tedavi yontemleri daha c¢ok ragbet
gormektedir.***® Ulkemizinde de diyabetin tedavi edilmesi igin geleneksel bitkiler
kullanilmaktadir.'®!’ Birgok tibbi bitkinin kan sekeri diisiiriicii 6zellikleri ile ilgili
birgok bilimsel arastirma mevcuttur.’3?® Ayni zamanda diyabet oksidatif hasara da
sebep olan bir hastalik oldugu icin antioksidan etkiye sahip bilesikler iceren bitkilerin
diyabet tedavisinde olumlu yonde etkilerinin olabilecegi diisiiniilmektedir.?

Yabani bitkiler oldukca yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bilesikler ihtiva
ederler.?! Antioksidanlar, oksidasyonu baslangig, gelisme veya her iki basamakta inhibe
eden veya gecikmesini saglayan maddelerdir. Canlinin biinyesinde antioksidan
aktiviteye sahip olan bilesikler temel bir ihtiya¢ olmakla beraber yasamin devami icin
de gereklidir. Antikarsinojenik, antiaging ve antimutajenik gibi biyolojik etkiler bu
antioksidanlardan saglanir.?? Dogal kaynakli antioksidan maddeler yabani bitkiler, tahil

ve baklagil iiriinlerinde ve bitkisel kaynakl iceceklerde zengin olarak bulunurlar.??



Karaciger, karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynar.?* Diyabete bagli olarak karacigerde glikojen ve lipid metabolizmasini etkileyen

25 Diyabet sonucu ozellikle

cesitli yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusabilir.
karaciger olmak iizere pek cok organda oksidatif stresin arttig1 belirtilmistir.2°
Hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres sonucu hepatositlerde belirgin siskinlik,
kromatin yogunlasmasi, apoptotik cisimcikler ve nekroz olustugu bildirilmistir.?” Ayrica
oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu bilinen pankreas B hiicrelerinde
gdzlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.?®

Bu calismada diyabetes mellitus’un ilaglarla tedavisinin yan etkileri g6z oniine
aliarak alternatif tedavi yontemi gelistirme amaciyla antioksidan aktiviteye sahip

Polygonum cognatum Meissn. etanol ekstraktinin streptozotosinin uyardigi diyabetin

onlenmesinde veya iyilestirilmesinde kullanilabilirliginin arastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Polygonum cognatum Meissn (Madimak) Bitkisinin Tanimi ve Tarihgesi

Polygonum cognatum Meissn. tiirli Plantac alemi, Magnoliophyta bdoliimi,
Magnoliopsida smifi, Caryophyllales takimi, Polygonaceae (Kuzukulagigiller)
familyasi, Polygonum cinsine dahildir. Polygonum cinsi adin1 Yunanca ¢ok anlamina
gelen “Poly” ve bogum anlamina gelen “gonu” kelimelerinden almaktadir.?

“Madimak” veya “madimalak” olarak bilinen P.cognatum odunsu goévdeli,
toprak yiizeyine paralel, ¢igekleri kiiclik pembe renkte ve yenilebilir olan ¢ok yillik otsu
bir bitki tiiriidiir. Tirkiyede halk arasinda madimak, madimalak, madimak pancari,
badimalak, badimak, mercimenek, mercimelek ve kus ekmegi ismiyle de bilinir.*

Erzurum bolgesinden toplanan P. cognatum Meissn. bitkisi Sekil 2.1°de sunulmustur.

Sekil 2.1. Polygonum cognatum Meissn bitkisi



Madimak bitkisine Yyollarin kenar kisimlari, tarlalarin siir bolgeleri, yamag ve
ucurumlar alanlar ile kiiltiir arazileri gibi yerlerlerde 720-3000 m rakimlarda rastlanir.
Ulkemizde sebze olarak odzellikle , Sivas, Yozgat, Tokat, Corum ve Giimiishane gibi
Karadeniz bolgesinin i¢ sehirlerinde ve Orta Anadoluda tiiketimi oldukca yaygindir.
Onceleri sadece kdylerde bilinen madimak, daha sonra sehirlerde de pazar tezgahlarinda
yerini almistir. Madimak el ile ya da bir bigak yardimi ile toplanabilir.®* Madimak
bitkisi Anadolu’nun bir¢ok yerinde yemek olarak sofralarda yer almaktadir. Bu bitkinin
corbadan sulu yemegine, yahniden salatasina kadar ¢ok sayida yemegi yapilmaktadir.

Yetistigi bolgelerde oldukga fazla kullanilan bir yemek malzemesi oldugu halde
tip alaninda kullanimi1 ¢ok siirhdir. Seker hastalarinda hipoglisemik etkili, idrar artiric
ve damarlart biiziicii 6zelliginden dolayr uzun siiren kanamalarin durdurulmasinda,
hemoroidlerde, kusma, diyare, bobrek taslarinin diistiriilmesinde ve 6zellikle tohumlari
bronsitin tedavisinde kullanilmaktadir.®*3? Egzema ve diyabet tedavisi i¢in Burdur’da
tiiketilirken, bitkinin lapa haline getirilmis hali guatr hastalig1 tedavisi amaciyla hastanin
bogazina sarilir.3? Jinekolojik hastalilarda Erzurum’da siit igerisinde haslanarak tiiketilir
ve bugu seklinde kullanilir.3®* Romatizma hastalig1 i¢in Tunceli'de kullanilir.3*

2.2. Polygonum cognatum Meissn.’in Kimyasal Ozellikleri

P.cognatum (madimak), fenolik bilesiklerce zengin oldugu i¢in kiiltiir
bitkilerinin ve yabani bitkilerin gelisimi iizerinde olumsuz yonde etkisi vardir.
Iceriginde catechol, epicatechin, catechin, coumarin, P- coumaric asit, gallik asit,
salisilik asit, gentisic asit, chlorogenic asit, sinapic asit, caffeic asit, t-cinnamic asit ve
quercitrin gibi 13 farkli fenolik bilesik vardir. Madimagin toprak istiinde kalan
bolimlerinden elde edilen ekstraktlarin inhibitér etkisi toprak altinda kalan

boéliimlerinden elde edilene oranla daha fazladir.?®



Madimak iceriginde bulunan organik asitlerden dolay1 hafif eksi bir tada sahiptir
ve 100 gr yenebilir kisimda 1.4 gr protein, 0.4 gr yag, 25 mg sodyum, 55 mg kalsiyum
ve 6 mg fosfor bulunmaktadir.® Ote yandan madimak bitkisi 86.21 mg/100 g’lik
askorbik asit icerigi ile ayn1 zamanda bir C vitamini kaynagidir.*® Onemli
antioksidanlardan biri olan C vitamini genel olarak birgok hastaliga karst koruyucu
etkiye sahiptir. Ote yandan C vitamininin, saklanmis etlerde ve igme sularinda goriilen
nitrit ve nitratlardan meydana gelen ve ¢esitli kanser tiirlerine neden olan N-nitrous
bilesimlerinin meydana gelmesini &nledigi belirtilmistir.*® Ulkemizde icme suyundan
kaynakli nitratlar 6zellikle kirsal bolgelerde biiyiik sorun olusturur. Madimak bitkisinin
salata olarak tiiketildiginde iyi bir C vitamini saglayici oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte madimak bitkisinin birgok kiiltiir bitkisine oranla mineral igeriginin oldukca
zengin oldugu tespit edilmistir.>®

Farmakolojik arastirmalarin  bazilarinda bitki ekstrelerinin  antibakteriyel
ozelliginde fenolik bilesiklerin etkili oldugu belirtilmistir.3” Farmakolojik bir calismada
madimagin etanol ve eter ekstrelerinin Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus
bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel etki gosterdigi, fakat madimagin su ekstresinin
etkisinin olmadig1 rapor edilmistir.%®

2.3. Diabetes Mellitusun Tanim ve Tarihgesi

Diabetes mellitus (DM), insiilin sekresyonundaki eksiklik veya insiilinin
etkisindeki yetersizlik sebebiyle viicudun karbonhidrat, protein ve yaglardan yeterli
diizeyde yarar saglayamadigi, devamli tibbi takip gerektiren, kronik olan bir
metabolizmal hastaliktir.® Hastalik hem bireyi hem de toplumu olumsuz yonde
etkilemekle birlikte komplikasyonlar1 ile bireyin beslenme aligkanliklarindan uyku

durumuna kadar bir¢cok alanda anormaliklere neden olmaktadir. Anormalliklerin



temelinde organlardaki insiilin sekresyonundaki kusurlar, insiilin salgilanmasindaki
yetersizlikler veya insiiline verilen cevabin azalmasi yatmaktadir.*°

Diyabet tarihte bilinen en eski hastaliklar arasinda olmakla birlikte ilk olarak
milattan 6nce 1550 de Eber Papiriislerinde rastlanmaktadir. Milattan sonra 2. yiizyilda
Kapadokyali Aretaecus tarafindan Yunanca diatbetes “akip giden” anlamia gelen
“Diabetes” ad1 verilmistir.** 17. yiizyi1lda Thomas Willis Latince “tatli” anlamina gelen
“mellitus” kelimesini idrarin seker icermesinden dolayr “diabetes” kelimesine ilave
etmistir.*?

Diabetes mellitus (DM), genellikle kalitimsal ve ¢evresel etmenlerin birlesimi ile
olusan metabolik bir bozukluktur.*® Diabetes mellitus tiim diinyada oldukga sik goriilen
kronik hiperglisemi ile karakterize bir endokrin hastalik olup pankreasta bulunan
Langerhans adaciklarinin B hiicrelerden insiilinin salinimindaki eksiklik, insiiline kars1
olusan duyarlilik veya her ikisindeki bozukluklar sonucu meydana gelmektedir.*
Hastalik karbonhidrat, yag ve protein metabolizmast anormalliklerine sebep
olmaktadir.®®

Diyabet olduk¢a sik goriilen ve Omiir boyu devam eden bir hastaliktir.
Tiirkiye’de yetiskin niifusun % 7.2’si diyabetten etkilenmektedir.“® flerleyen yillarda
da yayginlagsmaya devam edecegi tahmin edilmektedir. $6yle ki; lilkemizde 20 yas {istii
bireylerde 1997 yilinda yapilan “Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Arastirma Projesi”
(TURDEP-1) verileri iilkemizde diyabet yaygmligint % 7.2, 2010 yili TURDEP-2
verileri ise diyabet yayginliginin % 90 oraninda artarak % 13.7 ye ulastigim
gostermektedir.*’ Tim bu verilerin 1s13inda Tiirkiye’nin diyabet goriilme sikligi

bakimindan 6nlimiizdeki 20 y1l i¢inde diinyada ilk 10’a girecegi ongoriilmektedir.



2.4. Diyabetes Mellitus’ un Siniflandirilmasi
Amerikan Diyabet Birligi (ADA), 1997 yunda Boston’da bir toplanti
diizenleyerek yeni bir smiflandirma yapmistir ve DM’u dérde ayirmugtir,#248:49
1. Tip 1 Diabetes Mellitus
- Tip 1A Diyabet (Otoimmiin)
- Tip 1B Diyabet (Idiyopatik)
2. Tip 2 Diabetes Mellitus
- Insiilin Direnci
- Insiilin Sekresyonunda Azalma
3. Diger Spesifik Tipler
- Endokrin pankreas hastaliklar
- B hiicresinde genetik bozukluklar
- Endokrinopatiler
- llag veya kimyasal ajanlarla olusan
- Enfeksiyonlara bagh
- Otoimmiin diyabetin nadir formlar1
- Bazen diyabetle iliskili olabilen diger genetik sendromlar
4. Gestasyonel Diyabet
2.4.1. Tip 1 Diabetes Mellitus
Beta hiicrelerindeki tahribata bagli olup cogunlukla insiilin eksikligi ile
sonuglanan immun aracili diyabet tlriidiir veya pankreastaki beta hiicrelerinin
otoimmun yikimima bagli olarak kronik gelisen bir hastaliktir.®® Tip 1 diyabet
cogunlukla 40 yas oncesi goriilmektedir. Tip 2’ye gore daha az sayida goriilen bu tip,

diyabet hastas1 biitiin bireylerin % 10’u kadardir.®® Tip 1 diyabetli bireylerin %



90’ninda otoimmiin (Tip 1A), % 10’u civarinda ise non-otoimmiin (Tip 1B) B-hiicreleri
harabiyeti vardir.>

Tip 1A Diyabet (Otoimmiin): Genetik egilimi olan bireylerde toksinler, viriisler

ve stres gibi ¢evresel tetikleyici faktorlerin etkisiyle otoimmiinite tetiklenerek ilerleyici
B-hiicre hasar1 baslamaktadir. Tip 1A diyabetli hastalarin serumlarinda baslangic
asamasinda adacik otoantikorlar1 pozitif olarak goriiliir.*?

Tip 1B Diyabet (Idiyopatik): Otoimmiinite haricindeki bazi sebeplere bagli

olarak mutlak insiilin eksikligi sonucunda olusur.®® Tip 1B diyabetli bireylerin
serumlarinda adacik otoantikorlar1 gozlenmez.*?

2.4.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabet insiiline kars1 olusan direng ile pankreastaki beta hiicrelerinin
insiilin salgisinda bozulmalara sebep olan ve diyabetli kisilerin % 80- 90’11 olusturan
en sik goriilen diyabet tipidir. 40 yas ve iizeri kisilerde daha sik goriilmekle birlikte son
yillarda ergen ve ¢ocuklarida Tip 2 diyabet etkilemektedir.5%°

Tip 2 diyabete neden olan bircok faktor gosterilmektedir. Bunlarin baslicalari;
kotii beslenme, ileri yas, aile Oykiisii, obezite, 1rk, fiziksel aktivite azlig1 ve hamilelik
stiresince kan sekerinin yiiksek olmasiyla anne karnindaki bebegin bu durumdan
etkilenmesidir.5® Olgularin % 85’inde asir1 kilo ve obezite gdzlenmektedir.*5°>%" Ciinkii
obezitenin insiilin direncinin artmasina sebep oldugu bilinmektedir.® Tip 2 diyabette de

insiilinin etkisi veya salgilanmasinda azalma s6z konusudur.>® (Sekil 2.2)

Insiilin_Direnci: Organizmada iiretilen insiilinin kullaniminda ortaya g¢ikan

sorunlar hiicre-reseptor defektinden kaynaklanmaktadir. Bu sebeple glukoz hiicre igine
emilip enerji olarak kullanilamaz. Insiilinin etkisi periferik dokularda (&zellikle
karaciger, kas ve yag dokusunda) yetersiz kalir, yag hiicresinde ve kasta glukoz

tutulumu azalir.®®



Insiilin Sekresyonunda Azalma: Insiilini yeteri kadar salgilayamayan pankreas,

kandaki glukoz diizeyine yanit veremez ve karacigerde glukoz yapimi asir1 derecede
artig gosterir. Insiilin sekresyonundaki defekt ve sabaha karsi daha aktif olan kontr-
insiiliner sistem hormonlar1 adrenalin, biiylime hormonlar1 ve kortizol karaciger glukoz

yapimi artisina sebep olmaktadir.®

Gen - Cevre Gen - Cevre
Insiilin Anormal Insiilin Tip 2
Direnci + p-hiicre == eksikligi ‘ Diyvabet

fonksiyvon

Sekil 2.2. Tip 2 Diyabetin gelismesi ile insiilin direnci ve PB-hiicre disfonksiyonu
arasindaki etkilesim. °

Tip 2 diyabetli bireylerin sayis1 Diinya’da hizla artig gostermektedir. EKkonomik
kalkinma, yaslanan niifus, artan kentsellesme, beslenme seklindeki degisiklikler,
fiziksel inaktivite artist ve diger yasam tarzi durumlarmin degisimi bu artisin
nedenlerindendir. Diinya’daki 382 milyon yetigkin niifusun yaklasik % 8.3’i diyabetli
bireylerden olugmaktadir. Bununla birlikte bu artisa gore 2035 yilinda 592 milyon
kisinin yani her 10 yetiskinden birinin diyabetli olacagi tahmin edilmektedir.%
Tiirkiye’de 1997-98 yillarinda 20 yas ve lizeri yetiskin bireylerde diyabet goriilme
siklig1 % 7.2 iken®?bu oran 2010 yilinda % 13.2° ye yiikselmistir.%®

2.4.3. Tip 2 Diyabette Klinik Belirtiler

Tip 2 diyabetin erken doneminde belirtilere rastlanmadigi icin hastalik tani
konulmadan yaklasik 4-7 yil énce baslamaktadir.>>* Baslangic1 genellikle sinsi olan
Tip 2 diyabetin en ¢ok goriilen belirtileri asir1 susama, sik idrara ¢ikma, kilo alma, aclik

hissinde artma veya kilo kaybi, yorgunluk hissi, el ve ayaklarda uyusma, dikkat
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daginikligi, tekrarlayan enfeksiyonlar, yara iyilesmesinde gecikme ve karincalanma
hissidir,>6:64.65

2.4.4, Tip 2 Diyabette Risk Gruplari

Ailede varolan diyabet, prediyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik,
yiiksek riskli etnik grup mensubu, trigliserid >250 mg/dL, HDL kolesterol <35 mg/dL,
fazla kilolu veya obez olma, gestasyonel diyabet hikayesi, polikistik over sendromu, 4
kilonun tizerinde bebek dogurma Gykiisii, non-alkoliksteatohepatit, akantozis nigrikans,
bazi antidepresan ve atipik antipsikotik ilaglarin kullanimi, sizofreni, bdbrek
transplantasyonu ve fiziksel inaktivite gibi risk faktorlerinden bir ya da birka¢i 40 yas
lizeri bireylerde bulunuyorsa diyabet riski artar.%®

2.5. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

DM sonucunda hiperglisemi gelisir. Bu hiperglisemik durumun devami halinde
periferik ve otonom sinir sisteminde, bobreklerde ve retinada patolojik durumlar ortaya
cikabilir. Ayrica DM, koroner kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar ve periferik
damar hastaliklar1 gibi problemlerin gen¢ yaslarda meydana gelmesine ve siddetli
seyrine sebep olabilir.®”®® Diyabette metabolizma bozuklugunun énemli bir sonucu
olarak, biiyiik ve kiiclik vaskiiler anormalliklerin birini veya her ikisini de igeren c¢esitli
komplikasyon durumlari meydana gelir.®® Gegis metalleri metabolizmasindaki
bozukluklar ve peroksit diizenlenmesindeki anormallikler, hastaligin olusmasinda ve
uzun dénem komplikasyonlarinda énemli rol oynarlar.”® Serbest radikal iiretimindeki
artls, antioksidan savunma mekanizmalarindaki yetersizlik ve proteinlerin
glukozilasyonu bir¢ok diyabet tiiriinde hipertansiyon, ateroskleroz ve retinopati gibi
diyabetik komplikasyonlara yol acar.”* (Tablo 2.1)

Glukozun dokular i¢ine girmesi icin insiilin gereklidir. Insiilin eksikliginde ise

glukoz, kana ve yag dokusuna yeterli diizeyde tasmamaz. Insiilin salinimindaki
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yetersizlik ayrica hepatik glukojenolizis, ketojenezis ve glukoneojenezise sebep olur.
Sonug olarak, hiperglisemi (yiiksek kan sekeri) ve ketoasidozis (metabolik asidoz)
meydana gelir.

Ulusal diizeyde hastaliklara bagl kaybedilen yasam siiresi ve engellilik hali
Olcegi DAL’e (Disability Adjusted Life Years) gore yasam siiresindeki kisalma ve
engellilik haline sebebiyet veren ilk 20 hastaligin arasinda diyabet biitiin yas gruplarinda
% 1.9 ile 12. sirada yer alan hastaliktir.”” Ulkemizde 6liime sebep olan hastaliklarin ilk
10’u arasindaki dagilima bakildiginda diyabetin % 2.2 ile 8. siwrada yer aldigi
goriilmektedir.”® Insiilin ilaglar1 ve oral yoldan alman antidiyabetik ilaglarn
kesfedilmesiyle son zamanlarda tedavilerde ilerleme kaydedilmis ve diyabetli hastalarda
yasam siireleri belirgin diizeyde uzamistir. Ote yandan diyabetin prevalansi ve kronik
komplikasyonlarin gériilme sikliginda artis gdzlenmistir.”* DM, metabolizmanin farkli
boyutlarda etkilenmesi sonucu retinopati, nefropati, ndropati, periferik arter hastaligi,
iskemik kalp hastaliklar1 ve serebrovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli komplikasyonlara

sebep olmaktadir.”

Tablo 2.1. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlart

Akut Komplikasyonlar Kronik Komplikasyonlar
Makrovaskiiler Mikrovaskiiler
-Hipoglisemi Komplikasyonlar Komplikasyonlar
-Diyabetik Ketoasidoz
-Hi isemi -Koroner arter hastaligi
Hiperglisemi ot o _Retinopati
-Hi ->CreorovaskKuler
Hiperozmolar _Nefropati
-Nonketotik Koma hastalik .
-Noropati
-Periferal vaskiiler ] )
-Diyabetik Ayak

hastaliklar
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2.6. Karaciger

Karaciger, glukozun glikojen formuna doniistiiriiliip depolanmasi, glikojenin
¢Oziilmesi ve ihtiya¢ halinde yeniden kan dokusuna salinmasi olaylarinin gergeklestigi
onemli hiicreleri igeren bir organdir.”®"’

Diyabette karaciger, iskelet kaslar1 ve yag dokusu insiiline kars1 olusan direncin
en fazla yerlesik oldugu yerlerdir. Karacigerde insulin direnci, bir gecelik aglik sonrasi
glukoz yapimim arttirir ve yemegin hemen ardindan glukoz iiretiminin baskilanmasini
azalma yoniinde etkiler. Emilimin ardindan insuline bagimsiz en biiyiik glukoz tiiketen
dokular glukozun "4’iinii tasir. Bu sebepten bdyle durumlarda insulin direncinde
ekstrahepatik dokulara gore karaciger son derece dnemli rol oynar. Yemegin ardindan,
glukoz benzeri bir sekilde karaciger ve iskelet dokular: tarafindan alinir. Bundan dolay1
karaciger ve kaslar yemegin ardindan insulin duyarliligi bakimindan ayni 6neme
sahiptir.®

2.7. Karaciger Fonksiyon Testleri

2.7.1. AST (Aspartat Aminotransferaz)

Aspartat aminotransferaz (AST) herhangi bir organa 6zgii bir enzim olmayip,
karaciger hiicrelerinde, bobrek dokusunda, plasentada, kalp ve iskelet kaslarinda
bulunur. Bu organlarda doku hasar1 gelistiginde serum AST konsantrasyonunda
yiikselme goriiliir. Karaciger hiicreleri iginde bulunan AST enziminin ortalama % 80’1
mitokondri i¢inde, diger bir kismida ¢oziiniir halde sitoplazma i¢inde bulunur. AST nin
mitokondriyel formunun salinimi i¢in membran gecirgenliginde degisime neden olan
hasardan daha siddetli bir bozuklugun olmasi gereklidir. Bu durumun bir sonucu olarak
AST aktivitesindeki artis, ALT aktivitesindeki artisdan daha ge¢ gerceklesir. AST

aktivitesindeki artis karaciger ile ilgili hastaliklarda en yaygin sekilde goriiliir.”®"
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2.7.2. ALT (Alanin Aminotransferaz)

Alanin aminotransferaz (ALT) bir sitoplazmik enzimdir. Hepatoseliiler membran
gecirgenliginin artisinda hiicre disina saliniminda artis gozlenir. Karacigerde doku
hasarmin siddetli oldugu serum ALT seviyesinin yiiksek olusuyla anlasilir. ALT enzimi
transferazlar grubunda yer alir ve ALT albumin metabolizmasinda AST ile birlikte
gorev alir. ALT, hiicre sitoplazmasinda L-alanin ve alfaketoglutarat’in piruvat ve
glutamata geri dontisiimlii transaminasyonunu katalize eder. Piridoksal 5’-fosfat, ALT
ve pek ¢ok aminotransferazlara siki sekilde baglanan bir kofaktdrdiir ve AST de oldugu
gibi B6 vitamininin alimmindaki yetersizlik enzim aktivitesinde azalmaya sebep
olur.808

AST ve ALT’nin serumdaki yiiksek konsantrasyonu genellikle saglik
taramalarinda karaciger hastaliklarinin gostergesi olarak kullanilir. Diyabetli hastalarda
serum aminotransferazlarinin yiikselmesi karacigerde yag infiltrasyonunun olmasindan
kaynaklanmaktadir. Obezitede de serum aminotransferazlarinin ozellikle de ALT
aktivitesinin yiikseldigi bilinmektedir.®? Diyabette serum glukoz konsantrasyonu, AST
aktivitesi ile birlikte serum ALT diizeylerinde de 6nemli oranda yiikselmektedir.2®

2.7.3. ALP (Alkalen Fosfataz)

ALP kemiklerde ve karaciger hiicrelerinde (safra kanallarinin yakinindaki)
bulunur. Kemik ve karaciger hasarinda ALP yiikselir. Safra kanallar1 tikanikligi
durumlarinda GGT ve ALP birlikte yiikselir. Kemik tiimori, kemik iligi hastaliklar ve
kemik rahatsizlig1 durumlarinda ALP yiikselirken GGT referans degerleri arasindadir.®

2.8. Lipit Paneli Testleri

2.8.1. Trigliserit

Notral yaglarin biiyiik cogunlugunu trigliserit adi verilen lipitler olusturur ve li¢

molekiil yag asidinin bir molekiil gliserol ile esterlesmesi sonucu olusur.
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2.8.2. Kolesterol

Lipoproteinlerin ve hiicre zarinin yapi taslarindan biri olan kolesterol safra
tuzlarinin 6n maddesini ve steroid hormonlar1 olusturmaktadir. Kolesterol basta sinir
dokusu olmak iizere viicuttaki hemen hemen biitiin hiicrelerde kolesterol esterleri
seklinde bulunmaktadir. Kolesteroliin ii¢iincii karbonundaki hidroksil (~OH) grubunun
yag asitleri ile esterlesmesi sonucunda kolesterol esterleri meydana gelir.%®

2.8.3. Lipoproteinler

Lipoproteinler kanda lipidleri tasiyan kompleks yapilardir. Makromolekiil olan
lipoproteinlerin i¢ yilizeylerinde kolesterol, trigliserit ve diger lipitler bulunurken, dis
yiizeylerinde ise fosfolipidler, apoproteinler ve kolesterolden olusur. Lipidler
proteinlerden daha az yogunluga sahiptirler bundan dolay1 lipoproteinlerin lipid miktari
ne kadar fazlaysa yogunlugu o kadar azdir.%®

e Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL)

Kolesterol orant en fazla %75 olan lipoproteinlerdir. Cok diisilk yogunluklu
lipoproteinlerin (VLDL) lipid kisimlarinin par¢alanmasi sonucunda LDL olusur. LDL
kolesterolii karaciger disindaki dokulara tasidigi i¢in kotii kolesterol olarak adlandirilir
ve diger dokulardaki kolesterol sentezini diizenler.®’

e Yiiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL)

Protein orani1 lipid oranindan ¢ok olan yani lipit oram diisiik olan
lipoproteinlerdir. HDL karacigere periferal dokulardaki zararl kolesterolii tagidigi icin
iyi kolesterol olarak adlandirilir.®

HDL kolesterol miktart ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin beslenme

sonucu azalir.88
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2.9. Pankreas

Karnin arka duvarinda ve midenin arka yiiziinde, duodenum ile dalak arasinda
yer alir. Pankreasin iki tip salgis1 vardir. Bunlardan biri endokrin digeri ise ekzokrin
salgilardir. Insiilin hormonu bir endokrin salgis1 olmakla birlikte, glukagon ve
somotostatin dogrudan kana verilmektedir. Tripsin, amilaz ve lipaz ise ekzokrin
salgisidir. Bu salgilar karbonhidrat, yag ve proteinlerin sindirilmesinde gorevlidirler.®

Pankreas, i¢ salgilarin yani sira dis salgilarda iireten bir bezdir. Dis salginin
gorevi, onikiparmak bagirsaginda alkali ortamin siirdiiriilmesini saglamaktir. Pankreas,
langerhans adaciklar1 adi verilen Ozellesmis hiicre kiimelerinden olusmustur.
Langerhans adaciklar1 ¢ok sayida oldugu halde, pankreas agirliginin en ¢ok % 1’1 ve
pankreas hiicrelerinin ise % 2-3’iinii olustururlar. Bu hiicre kiimelerinin renkleri agik
olup bagdoku igerisinde diizgiin bigimde dagilmislardir.%

Langerhans adaciklarinda bes tip hiicre vardir. Bunlardan A (o) hiicreleri
glukagon hormonunu, B (B) hiicreleri insiilin ve amilin hormonlarini salgilamaktadir. C
hiicreleri a hiicrelerinin dnciislidiir veya a ve B hiicrelerinin graniil i¢eriklerini bosaltmis
ya da dinlenme asamasindaki tipleridir. D (y) hiicreleri somatostatin hormonu ve
vazoaktif intestinal peptidi salgilar ve F (PP) hiicreleri pankreatik polipeptid adli
hormonu salgilamaktadir.®

2.10. Insiilin

Pankreastan salgilanan bir hormondur. Insiilin karbonhidrat, yag, protein ve
niikleik asitlerin sentez ve depolanmasini metabolik olarak uyarir. Birgok endojen
molekiiliin hiicre membraninda tasinmasini, membrandaki insiilin reseptorlerini aktif
duruma getirmek kosuluyla diizenler.

Insulin karaciger hiicrelerinde, glukozun glikojen formuna déniistiiriiliip

depolanmasiin artmasini, glikojenin ¢dziilmesini ve buna bagl olarak hiicre disina
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glukozun c¢ikmasmin ve diger besinlerin glukoza donistiiriilmelerinin 6nlenmesini
saglayan o&nemli bir hormondur. Insulin yag ve kas doku hiicrelerinde, hiicre
igcerisindeki glukoz tasiyicilarinin hiicre membranina ulagmalarin1 saglar ve bdylece
tastyicilar kan dokusundan hiicre icerisine glukozun gegisini kolaylastirir.”5’"9 Ote
yandan insulin, bu hiicrelerde glukozun metabolizmasini arttirarak piruvata
dontistiiriilmesine sebep olur, daha sonra piruvat aerobik metabolizma ile CO2 ve H2O
cevrilerek ATP agiga cikar. Insulin, glukoz molekiillerini kan disina cikararak,
metabolizmada kullanilmasin1 ya da daha sonra kullanilmak {izere depolanmasini
saglayarak ve ayni zamanda kan sekeri diizeyini diisiirerek dengelemede Onemli
gorevler iistlenir.9%

Kanda glukoz diizeyi diisiince, insiilin salgilanmas1 azalir ve insiilin ile zit yonde
calisan kan glukoz seviyesini artirict kortizol, glukagon, biiylime hormonu ve
katekolaminler gibi hormonlar goérev yapar. Bununla birlikte, stoklardan glukoz
cekilerek kana salmim siireci basltilmis olur. Sonu¢ olarak karbonhidrat
metabolizmasini diizenleyen bu sistemin herhangi bir sebeple aksamasi halinde, diyabet
ortaya gikar.%®

Insiiline direngli durumlarda insiilin reseptoriine baglanmada bozukluk meydana
gelir. Insiilin direnci iki yerde kendini gosterir. Bunlardan birincisi karaciger dokusudur.
Insiilin direnci nedeni ile karaciger dokusunun glukoz depolama ozelligi azalir ve
perifere glukoz cikisinda artis meydana gelir, glikoneojenez ve glikojenoliz nedeni ile
kas ve yag dokularinda erime baslar ve sonugta kan glukoz seviyesi hizla yiikselir.
Insiilin direncinin ikinci yeri ise kas dokusudur. Olusan diren¢ sonucu kas hiicresi
igerisine glukoz gecemedigi i¢in kandaki glukoz seviyesi artar ve hiicrelerdeki glukoz

yetersizligi karacigerden siirekli glukoz salinmasina sebep olur.%-102
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2.11. Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Bir¢ok hastaligin patogenezinin anlasilmasi, tedavi olanaklarimin ve hastaliktan
korunma yollarinin belirlenebilmesi icin deneysel hayvan modeli kullanimina ihtiyag
vardir. Arastirilan hastalifa uygun olan hayvan tiirlerinin genetik yonden segilebilmesi,
cevre faktorlerinin etkilerini géz Oniine alacak kontrollerin kullanilabilmesi, istatistiksel
degerlendirme yapabilmek igin yeterli sayida ornekte ¢alisilabilmesi, hayvan modelleri
ile calismay1 alternatif kilan temel 6gelerdir.19 Ozellikle farmakolojik arastirmalarda in
vivo yontemle yiiriitiilen deneylerin biiylik boliimii, insanlardaki hastaligi temsil eden
hayvan modelleri iizerinde yapilir. Bu modellerin bazilar1 i¢in insandaki hastaliga
patolojik yonden benzerlik gosterse de tam olarak o hastalikla birebir ayn1 oldugu kesin
bir ifadeyle sdylenemez. Laboratuvar hayvanlarinda DM olusturulmasi i¢in bir¢ok
yontem kullanilmaktadir. Pankreasin cerrahi olarak ¢ikartilmasi etkili bir metod olmakla
birlikte, diyabeti tetikleyebilmek i¢in en azindan pankreasin % 90-95’inin alinmasi
gereklidir.2%4 Diyabeti meydana getirmek igin anterior hipofiz ekstrakti enjeksiyonunun
kullanimi daha az giivenilir sonuglara sahiptir.1®® Daha etkili ve yaygin bir kullanima
sahip bir diger yontem ise, streptozotosin enjeksiyonudur. Streptozotosin (STZ; N-nitro
glukozamin tiirevi), memelilerde insiilin iireten beta hiicrelerine kismen toksik etkili
olan, sito-toksik kimyasal ve genis spektrumlu bir antibiyotiktir.2%1% STZ kullanilarak
ratlarda olusturulan diyabet oldukca elverislidir ve uygulanmasi kolaydir,106-110.111

2.12. Streptozotosin (streptozotocin, STZ)

Deney hayvanlarinda 6zellikle sican ve farelerde Tip 1 diyabeti olusturmak
amactyla STZ kullanim1 yaygindir.!% STZ enjeksiyonu Langerhans adaciklarinin beta
hiicrelerinin tahribatia yol agar.19112113 STZ nin intravendz veya intraperitonal olarak

uygulanmast ile diyabeti tetikledigi rapor edilmisgtir.%®
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STZ pankreastaki B hiicrelerine hasar vererek hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabete
neden olmaktadir.®” N-(Metilnitrosokarbamil)-a-D-glukozamin yapisindadir (Sekil2.3).
Isik gecirmeyen bir kap icerisinde muhafaza edilmelidir. Yapisi notral pH’da hizla
bozuldugundan ortam pH’1 4 ila 4.5 civarinda olmalidir ve bunu saglamak sitrat
tamponu kullaniimalidir.!%®

STZ yapisinda glukoz molekiilii igerir ve pankreastaki B hiicrelerinin igine
girisini GLUT2 saglar.!* STZ’nin diyabet olusturucu etkisinin GLUT2 iiretiminin
azaldig1 hallerde ortadan kalktigi gdzlenmekle birlikte!®®, coklu dozlarda uygulanan
STZ’nin de GLUT2 iiretiminde azalmaya neden oldugu gdzlenmistir.!1°

STZ’nin oOncelikli olarak etkisinin B hiicrelerinin glukoza verdigi yaniti yok
etmek oldugu bilinir.'*"1!8 Daha sonra kalic1 beta hiicre hasar1 ortaya ¢ikar. Sicanlara
STZ uygulamasindan 2 saat sonra kandaki glukoz seviyesinde yiikselme s6z konusudur
ve 6. saatten itibaren ise kanin insiilin seviyesindeki azaliga bagl olarak hipergliseminin
olusmasiyla birlikte STZ’nin diyabetik etkileri ortaya ¢ikar.'® STZ’nin glukoz

oksidasyonunu,'? insiilinin biyosentezi ve sekresyonunu azalttigi dal?l1?

rapor
edilmistir. STZ’nin pankreasta bulunan B hiicrelerinin DNA molekiiliinii hedefleyerek
STZ’nin hiicre i¢inde nitroziire gruplarimin diizensizligi ile olusan reaktif karbonyum
iyonlari DNA baz dizilerinde alkilasyon meydana getirir.!?3!2* Bu olayr DNA tamiri
takip eder ve tamir esnasinda gorev alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) enzimi
hiicre icerisindeki nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD) kullanmak suretiyle NAD
stoklarim1 bosaltir ve hiicredeki ATP icerigini asag1 seviyeye ceker. Boylelikle
hiicrelerin enerji stoklarinin bitmesi B hiicresinde nekroza sebep olur.'* NAD ve PARP
inhibitorleri ile tedavi, STZ’nin diyabet olusturma etkisine karsi koruyucu bir

yontemdir.}?® STZ’nin nitrik oksit (NO) verici 6zelliginin DNA hasarinda rol oynadig

ileri surilmektedir.
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STZ bilesigi ayn1 zamanda oksidan Ozellige sahiptir. Hiicre igerisine STZ
uygulandiktan sonra ksantin oksidazin aktiflestigi ve bununla birlikte hidrojen peroksit

ve hidroksil radikallerinin tiretiminin yapildig1 bildirilmistir.

Sekil 2.3. STZ’nin kimyasal yapisi

Yetigkin ratlarda Tip I diyabet olusturmak amaciyla tek doz 40-60 mg/kg i.v, i.p.
veya s.c. yoldan uygulanmasi yaygin olmakla beraber (66), 35-80 mg/kg dozda da
uygulamalar mevcuttur.t?62” Bynunla birlikte STZ’nin 40 mg/kg’in altindaki i.p.
uygulamalarinin diyabetik etkisi olmadig1 bildirilmistir.1?®

STZ, Tip II diyabet olusturmak amaciyla yeni dogan hayvanlara dogumu takip
eden ilk hafta 1. ve 2. giin uygulanmaktadir. STZ’ye bagli olarak gelisen pankreastaki 3
hiicrelerindeki hasarin biiyiik boliimiiniin takip eden giinlerde rejenere olarak, Tip 1I
diyabet olusumuna benzerlik gosteren bir tabloya sebep oldugu bildirilmistir.*?°

STZ enjeksiyonu sonrasinda hayvanlarin diyabet olup olmadiklarinin anlasilmasi
icin uygulamay1 takip eden 2-3 giin icerisinde ratlarin kanlarinda glukoz seviyeleri
(>200 mg/dl ya da > 11.0 mmol/L) dl¢iilmeli %1% ve kandaki insiilin seviyesi
diisiikliigii (<0,04 pg)'** normalin iizerinde idrar yapma (>25 ml/giin)}** ve idrarda

glukoz varlig1 (>%2) degerlendirilmelidir.*®
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2.13. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde eslesmemis halde elektron bulunduran ve
kisa Omiirlii olan reaktif atom veya molekiiller seklinde tanimlanir. Serbest redikallerin
olusmasini ve reaksiyonlarmi onlemeye c¢alisan maddelere ise antioksidanlar olarak
tanimlanir. Bu serbest radikallerden en sik rastlanilanlar siiperoksit (O2°), hidrojen (H"),
hidroksil (OH"), peroksit radikali (HO2), nitrojendioksit (NO2) ve nitrojenoksit (NO)’tir.
Serbest radikaller normal metabolizma tarafindan olusturulmasinin yanisira etki
bakimindan molekiiler degisimin neden oldugu gen mutasyonlari, aging (yaslanma) ve
doku-hiicre yikiminada yol agabilirler.t%

2.13.1.Serbest Radikal Cesitleri

Siiperoksit Radikali (02-")

Tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde oksijen molekiiliiniin bir elektron
alarak indirgenmis forma doniismesi sonucu, serbest siiperoksit radikal anyonu olusur.

O+e—> 0O~

Stiperoksit radikali, ksantin oksidaz’in rol aldig1 enzimatik tepkimelere girer ve
bu radikal tiirli, baz1 oksidaz tepkimelerde, fagositoz’un elektron tasima sistemi
asamasinda meydana gelir. Oz~ radikalinin enzimatik dismutasyona girerek azalmasi,
SOD enzimi ile katalizlenmesiyle olur.¥’

Hidrojen Peroksit (H202)

Serbest radikal olmayan H2O: biyolojik zarlara niifuz edebilmesi ve reaktif
oksijen tiirlerinin iretilmesine katkida bulunmasindan dolay1r 6nemlidir. Bir baska
onemli fonksiyonu ise intraseliiler alanda sinyal molekiilii olarak gorev almasidir.3®

Molekiiler halde bulunan oksijenin ¢evresinde bulunan molekiillerden iki
elektron almasi veya siiperoksitin bir elektron almasi ile peroksit olusur. Olusan bu

peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksit (H202) meydana
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gelir. H202 uzun Omiirli bir oksidan olup membranlardan kolaylikla gecebilme
kabiliyetine sahiptir. Bununla birlikte biyolojik sistemlerde siiperoksitin dismutasyonu
ile hidrojen peroksit iiretimi gerceklesir.™*’

202 +2H" 50y H02+ 0

Hidroksil Radikali (OH-")

Bu radikalin olusumu hidrojen peroksitin gecis metallerinin varliginda
indirgenmesiyle gergeklesir.

Fe?* + H,0, ——> Fe** +OH-~ + OH-

Yarilanma 6mrii ¢ok kisa olan Hidroksil radikali meydana geldigi yerde biiytik
tahribatlara sebep olur. Ayrica hidroksil radikali yeni radikallerin olusmasina da sebep
olabilmektedir. Bu olay1 yag ve tiollerden bir proton kopararak gerceklestirmektedir.**’

Singlet Oksijen (*O2)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulunmadigi i¢in serbest radikal degildir.
Oksijene ait eslesmemis elektronlarindan birinin aldig1 enerji ile yer degistirmesi
sonucu meydana gelir. Bu yer degistirme ya bagska orbitale gegis ya da kendi spininin
tersi yoniinde hareket etmesi seklinde gerceklesir. Fakat orbitalinde barmdirdig
elektronlarin ayni yonde olmast *O2 ‘in diger reaktif oksijen tiirleriyle okside olmasina
katki saglar. Fotokimyasal reaksiyonlarda singlet oksijen olduk¢a Onemli role
sahiptir,13°140

Nitrik Oksit (NO-)

Azot oksit veya azot monoksit olarak ta adlandirilan bu bilesik renksiz ve
oldukga toksik bir gazdir. NO otokrin ve parankim bir hiicresel ajan olup bir¢ok hastalik
durumunda metabolizma dengesinin siirdiiriilmesinde dnemli bir etkiye sahiptir.*4!

Nitrik Oksit, L-Argininin sitruline déniismesi esnasinda meydana gelen bir ara

iirlin olup, bu reaksiyon nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi ile katalizlenmektedir.
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L-arjinin + NADPH + O, N9 5 [ sitrullin + NO* + NADP*

NO sentezinde FAD (flavin adenin diniikleotit), FMN (flavin mononiikleotit),
NADPH (Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’in yiikseltgenmis hali), BHas
(tetrahidrobiopterin) ve Hem (hemoglobin) kofaktorleri araciligi ile sitruline
d6niisiir, 142143

NO- radikali eslesmemis halde elektron igermesine karsin biyomolekiillerin
bir¢cogu ile kolaylikla tepkimeye giremez. Bununla birlikte diger serbest radikallerle
(peroksil, alkil vb.) kolayca tepkimeye girip daha az sayida reaktif molekiil meydana
getirir. NO-, Fe-S proteinlerinden demiri ¢ikararak demirin baglandigi yere kendisi
baglanir ve Fenton reaksiyonunu uyarict bir etki gosterir. NO- bu mekanizma ile
ozellikle kanser olusumunda biiyiik rol oynar. O2" nin yiiksek miktarlarda iiretimi NO-
ile paralel bir seyir izler ve OH- ve NO2- meydana gelmesine sebep olurlar. Tepkime
esnasinda iki ara lirlin meydana gelir. Bunlardan biri peroksinitrit (ONOOQO"), digeri ise
peroksinitroz asit (ONOOH)’ tir. Bu olusumun bir sonucu olarak tirozin, 3-nitrotirozine
(NO2Tyr) doniisiir. NO2Tyr diizeyindeki artis oksidatif hasarin varhiginda gozlenir.
Ayrica NO2Tyr diizeyinin ateroskleroz, nérodejeneretif hastaliklar, septik sok, organ
nakli, akut akciger hasari, romatoid artrit, yaglanma, sigara kullanimi, yangili bagirsak
138,141

enfeksiyonlari, viral ve bakteriyel enfeksiyonlarda arttig1 belirtilir.

Peroksinitrit metabolize edildiginde nitrit (NO,’) ve nitrat (NO,") meydana gelir.

NO’ radikalinin sabit son {irlinleri nitrit ve nitrattir. Viicut stvilarinin birgogunda nitrit
nitrata donlismiis halde bulunur. NO" elektriksel olarak yiiksliz durumda oldugundan
dolay1 herhangi bir reseptore ihtiyag duymadan kolayca membrandan gecebilir ve bir
dizi nitrojen dioksitlere doniisebilir.'*’

2NO- + 02 >2NOz» —>N204 20 NO + NO3 + 2H"

NO2- + N2O4 __*%0, >NO' + 2 NO3
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NO- + NO2: —> N203-H232NO; + 2H"

Diger Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri (ROO-), karbon
merkezli radikaller (R-), tiyol radikalleri (RS-) ve alkoksil radikalleri (RO-) gibi serbest
radikaller olusabilir. Ozellikle peroksil radikali ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusur
ve ¢ok uzun bir yarilanma Omriine sahip bir radikaldir. Oksijenle tiyol radikalleri
yeniden reaksiyona girerek tiyol peroksil (RSOz‘) veya siilfenil (RSO-) vb. gibi
radikalleri olusturabilirler.!414°

2.13.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikallerin olusumu ya metabolik yollarla ya da g¢esitli etkenlerle
meydana gelebilir. Serbest radikaller elektriksel olarak pozitif (+) yiikli, negatif (-)
yiiklii veya notr (yiiksiiz) halde olabilirler. Bir serbest radikal, radikal olmayan bir yap1
ile reaksiyona girdiginde baska bir serbest radikal olusturur. Bu sayede serbest
radikaller zincir reaksiyonlar1 meydana getirebilirler. Serbest radikaller, hiicrelerde
endojen ve ekzojen kaynakli faktorlere bagh olarak olusurlar.4®

Endojen radikal kaynaklarini; katekolaminler, hidrokarbonlar, tiyoller, flavinler
ve antibiyotiklerin otooksidasyonu, proteinler ve enzimler (ksantin oksidaz, triptofan
dioksijenaz, hemoglobin), mitokondriyal elektron transportu, lipoksijenaz,
prostoglandin, NADPH oksidaz, iskemi, travma, oksidazlar ve flavoproteinler
olustururken, eksojen radikal kaynaklarmi diyetsel etkenler, ilaglar, radyasyon vb.
cevresel etmenler olusturur.**°
2.14. Serbest Radikallerin Etkileri
Doymamis yag asitlerinin siiperoksit radikalleri araciligi ile pentan, alkoller,

hidroksi yag asitleri, aldehitler, etan ve peroksitler gibi tiirlii iirlinlere yikilmasini

kapsayan reaksiyonlar dizisine lipid reaksiyonu ad1 verilir.!4’
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Membran lipitleri serbest radikallerin verdigi zararli etkilerinden ¢ok fazla
etkilenirler.*® Hiicre membraninda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin sahip oldugu
doymamis baglar serbest radikallerle kolay bir sekilde reaksiyona girer ve
peroksidasyona sebep olur.1***0 Bu olay neticesinde membranda akiskanlik bozulur ve
permeabilitede degisiklikler olusur.®!

Proteinlerde ise reaktif oksijen tiirlerinin etkisi anlasilmamistir. Shanlin ve ark.
yaptiklari caligmalarda bazi oksitlenmis proteinlerin hiicreler tarafindan kotii bir sekilde
islendigini, bu nedenle yaslanmada ve diyabet gibi kronik kosullarda biriktiklerini
bildirmislerdir. Bu tiir birikimlerin etkileri, tersinir veya geri dondiiriilemez islevsel
inaktivasyona ve proteazlara olan duyarliligin artmasina neden olabilir.'>3

Hidroksil ve peroksinitrit radikalleri DNA yapisinda u¢ kiriklarina, baz ciftleri
mutasyonlarina (plirin ve pirimidin mutasyonlari) neden olmaktadir. Guaninin 8-
hidroksi guanine (8-OH-G) gevrilmesine etki etmektedir. Ayrica DNA (Deoksiribo
Niikleik Asit) iceriginde kayiplarin olmasina, yer degistirmelere, yirtilmalara ve sekans
amplifikasyonlarma sebep olarak zarar verebilmektedir.'>*

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda peroksitler, H20., glioksal ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Okzoaldehitler proteinlere, RNA (Riboniikleik Asit)’ya
ve DNA (Deoksiriboniikleik asit)’ya baglanarak antimitotik etki gostererek yaglanma ve
kanser vakalarinda biiyiik rol oynarlar. Bag dokuda bulunan hiyaluronik asit, H>O, ve
O2’nin etkisi altinda pargalanmaktadir. Bu durumda hiyaluronik asidin bol bulundugu
yerlerde patolojik lezyonlar meydana gelir.148:15

2.15. Lipit Peroksidasyonu, Malondialdehid (MDA)

LPO glikolipid, steroller, gliserid ve fosfolipidlerin yapilarinda olan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest radikallerin etkisiyle etan, pentan, aldehit ve

alkol gibi tirtinlere yikimlanmasiyla olusan reaksiyonlarin tamamini kapsamaktadir ve
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oldukca zararlidir. Serbest radikaller hiicre zar1 yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asidinin zincirinde bulunan a-metilen grubundan H atomunu uzaklastirarak lipit
radikallerini meydana getirirler. Bu olusan lipit radikalleri otooksidasyona sebep olur,
geri doniisiimii olmayan ve metabolizmaya zarar veren reaksiyon devam eder, 481515

Reaksiyon sonunda 3 veya daha fazla ¢ift bag bulunduran yag asitlerindeki
peroksidasyon sonucu olusan iiriin olan malondialdehid (MDA); capraz baglanmalara,
polimerizasyona, deformabilite, iyon transportu ve enzim aktivitesi gibi membran
ozelliklerinin etkilenmesine sebep olmaktadir. MDA’ ’nin hiicre membraninda gecis
kolaylig1 oldugu i¢cin DNA’da zincir kopmalarina da sebep olmaktadir. Olusan MDA
yag asitlerinde oksidasyon olusumunun bir gdstergesi olmamakla beraber LPO’ nun
derecesi ile iliskili oldugu bilinmekte ve bu sebepten dolayr LPO seviyesi tespitinde
MDA’nin 6l¢liimii spektrofotometrik bir dl¢liim ile yapilmaktadir. Perokside lipidlerin
yikim tirlinii olan MDA ile tiyobarbitiirik asitin (TBA) reaksiyona girerek pembe renkli
cozelti olusturmasi ve bu ¢ozeltinin absorbansinin saptanmasi ile LPO diizeyleri tespit
edilmektedir. 148157

Malondialdehid (MDA): Reaktif bir radikalin yag asitlerinin metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun koparilmasi ile yag asitlerinin oksidasyonu baglar.
Merkezde karbon bulunan radikale molekiiler oksijenin baglanmasiyla lipit
hidroperoksitleri olusur ve bunlarin yikimi sonucu hidroksialkenaller ve MDA olusur.
Bu olusan biyoaktif aldehitler hiicrelerde hasarlara sebep olabilir ya da metabolize
edilirler.t®

Malondialdehit ugucu formda, diisiik molekiil agirlikli, kisa zincirli 1,3-
dikarbonil bilesigi olup orta derecede zayif bir asittir (pKa = 4.46).>° Malondialdehit,
malonaldehit olarak da adlandirilir ve yillar boyunca lipid peroksidasyonunun belirteci

olarak kullanilmigtir. Malondialdehit’in canlilardaki potansiyel toksisitesi ve
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olusturdugu immun cevap iyi bilinmektedir. Cogunlukla bisiklik endoperoksitler
vasitastyla linolenik, arasidonik ve dokosaheksaenoik asitler gibi 2 ¢ift bagdan daha
fazlasini igeren PUFA’nin peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Bazen de eikozanoid
metabolizmasi sirasinda enzimatik olarak da olusturulur, %160

2.16. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasini 6nlemek ve ortaya ¢ikardiklar1 hasar1 yok
etmek ya da minimum seviyeye indirgemek icin organizma cok sayida savunma
mekanizmasi gelistirmistir. Bunlarin tamami antioksidan savunma sistemleri olarak
tanimlanmaktadirlar. Antioksidanlar, endojen veya ekzojen kaynakli olabilirler.
Bununla birlikte serbest radikal olusumunu engelleyen ve var olan radikalleri pasif hale
getirenler olarak ta ikiye ayrilirlar. Buna ek olarak enzim yapisinda olanlar ve enzim
yapisinda olmayanlar seklinde siniflandirilan antioksidanlarda vardir.1®!

2.17. Endojen (Dogal) Antioksidanlar

Enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak tizere iki grupta incelenir.

Insan viicudunda bulunan énemli intraseliiler antioksidanlar katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleridir. Siiperoksit
dismutazin yapisinda bakir, ¢inko ve manganez bulunmasinin yanisira, glutatyon
peroksidaz selenyum icerdiginden bu enzimler i¢in ‘metaloenzim’ terimide kullanilir.
Intraseliiler ortamin aksine ekstraseliiler ortamda antioksidan savunma transferrin, C ve
E vitamini, haptoglobin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, f-karoten ve a-l antitripsin
ile saglanir.162
2.17.1. Primer Antioksidanlar (Enzimatik Antioksidanlar)

Siiperoksit dismutaz (SOD): Fridovich ve Mc Cord tarafindan ilk kez 1968

yilinda tanimlanan siiperoksit dismutaz, metalloenzim ailesinden bir enzim olup,

stiperoksidin H.O- ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyerek, hiicre i¢i alandaki
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siiperoksit seviyesini kontrol etmede dnemli rol alir.63-165

O~ + 02~ + 2H" 3 HO + O2

‘ SOD

Insan viicudunda SOD’un 11 tarkin tliri mevcut olup bunlar biri mitokondride
tetramerik Mn i¢ceren Mn-SOD, digeri ise sitozolde goriilen dimerik ¢inko (Zn) ve bakir
(Cu) iyonlan igeren Cu-Zn-SOD izomerlerdir. Bunlardan hiicrede en fazla oranda
bulunan1 Cu-Zn-SOD izomeri olup bu izomer 21. kromozomda yer alirken, Mn-SOD
izomeri ise 6 numarali kromozomda yer almaktadir. Her iki SOD tiirliniin katalizledigi
reaksiyon da aynidir. Bununla birlikte sitozolik Cu / Zn-SOD izomerinin siyanid ile
inhibisyonu saglanabilirken, mitokondrial Mn-SOD inhibe olmaz.?%31% Siiperoksit
dismutaz glikoprotein yapisinda bir enzim olup, siiperoksit radikallerinin hiicresel
alandan en hizli sekilde uzaklastirilmasini saglayarak hiicresel hasarin minimum
seviyeye indirgenmesine yardimci olur. Oksijen tiiketiminin yiiksek seviyede oldugu
dokularda, SOD aktivitesinin de yliksek oldugu gozlenir. Bununla birlikte hiicre dist
stvilarda SOD’un aktivitesi oldukca diisiiktiir.*¢’

SOD’un tiirleri arasinda var olan diger farkliliklar ise aktif metal bolgesi,
aminoasit dizilimi ve hiicresel dagilimdir. Mn-SOD ve Fe tipi prokaryotlarda
bulunurken, dkaryotlarda ise ekstraselliiler SOD, Mn, ve Cu/Zn g(ilriiliir.168

SOD-Cu*? ———> SOD-Cu*! + O,

SOD-Cu*! + O + 2H* ——> SOD-Cu*? + Hy0:

Katalaz (CAT): 1901 yilinda ilk kez Leew tarafindan bulunup tanimlanan
katalaz enzimi 1937 yilinda Summer ve Dounce c¢alismalar1 sonucunda Kkaraciger
dokusundan kristal formda izolasyonu yapilmistir. Katalaz enzimi dort alt iiniteden
olugsmakla birlikte her alt iinitede NADPH ve bir adet hem grubu molekiilii igerir.
Katalaz enzimlerinin birgogunda NADPH molekiilii yiizeye yakin bir yerde ve oldukga

sik1 bir bi¢cimde bagl olarak bulunur. Katalazin kandaki aktivitesi onemli ol¢iide
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eritrositlerden saglandigi i¢in, insan eritrositleri katalaz enzimi yoniinden oldukca
zengin yapiya sahiptir. Dort tane hem grubu ile bir hemoprotein olan CAT, biiyiik
169,170

molekiillii lipid hidroperoksitleri etkilemeyip, H2O2’yi oksijen ve suya pargalar.

2H202 CAT 0O, + 2H20

Glutatyon peroksidaz (GPx): Sitozolik bir metaloenzim yapisinda olup,
hidroperoksidlerin indirgenmesini saglayan tetramerik dort adet selenyum atomu igerir.
Mitokondrilerde az miktarda bulunmakla birlikte daha ¢ok sitozolik bir enzimdir. GPx
aktivitesindeki artig ile hidrojen peroksitte azalmaya neden olur ve bu sekilde hiicresel
hasar ortadan kaldirilmig ve ya azaltilmig olur. Glutatyon peroksidaz’in katalizledigi
reaksiyonlar asagida gosterilmistir.}’

Ho0p+ 2GSH — S8 5 GSSG + 2H.0
ROOH +2GSH —S™ 5 GSSG +ROH + H0

PLGPx (Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz), sitozolik bir enzim olup,
monomerik bir yapiya sahiptir ve selenyum atomu ihtiva eder. Bununla birlikte
membranda bulunan fosfolipid hidroperoksitleri alkole indirger. Membranda bulunan
vitamin E’ nin yeterli diizeyde olmamasi durumunda, PLGSH-Px membranin
peroksidasyonuna kars1 korunmasina yardimei olur.1/2173

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktaz otozomal dominant genlerle ileri
nesillere aktarilmakla birlikte, bu gen 8. kromozom {iizerinde yer alir. Doku dagilimi
yoniinden glutatyon peroksidaza benzerlik gosterir. GR’nin igerigindeki flavin adenin
diniikleotid (FAD) bulunur ve NADPH’tan bir elektronun GSSG’nin disiilfiid baglarina
aktarilmasi reaksiyonunu katalizler. Temel kaynagi pentoz fosfat yolu olan NADPH
serbest radikallerin olusturdugu hasarlara kars1 gereklidir.!"*

GR enzimin fonksiyonlarindan en énemlisi GSSG’yi GSH formuna ¢evirmektir.

Bu indirgenme reaksiyonu sirasinda NADPH’dan gelen elektronlar okside durumdaki
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glutatyonun disiilfid bagina dogrudan iletilmeyip, ¢ogunlukla 6nce rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid fosfattan (NADPH) flavin adenin diniikleotide transfer edilirler.
Sonraki alt birimlerdeki iki sistein arasindaki disiilfid kopriisiine aktarilmak {izere
okside glutatyona transfer edilmis olurlar. Alt initelerin her biri, FAD baglayici,
NADPH baglayici ve ara yiiz alanindan olusan {i¢ adet yapi ihtiva ederler. Flavin adenin
diniikleotid ve NADP*’nin izoalloksozin ve nikotinamid halkalar1 birbirine baglanirlar.
Okside glutatyon icin baglayict alanin bir alt biriminin FAD alan ile diger alt birimin

ara yiiz alanindan olusur.*6®

GSSG + NADPH + H* c GR S 2GSH + NADP*

2.17.2. Sekonder antioksidanlar (Non-enzimatik Antioksidanlar)

Lipid fazda olan antioksidanlarin; B-karoten ve a, B, v (-) tokoferoller (E vitamini),
hiicre sitozolii veya kan plazmasinda sivi fazda bulunanlarin ise; hemoglobin, askorbik
asit, melatonin, metionin, sistein, albiimin, bilirubin, seruloplazmin, miyoglobulin, iire,
ferritin, laktoferrin ve glutatyondur.

Glutatyon (GSH): 1888’de ilk kez De Rey Pailhade tarafindan izole edilmis bir
enzim olan glutatyon, Hopkins tarafindan 1921°de kristallestirilmis ve 1929 yilinda
kimyasal formiilii ortaya ¢ikarimig bir tripeptidtir. Glutatyon; glutamik asit, sistein ve

glisinden olusur.}’>17®

HOOC I l\lT COOH

Sekil 2.4. Glutatyonun formiilii 2’/
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Kandaki glutatyonun tamamina yakini eritrositlerde bulunur ve eritrositleri
oksidatif yikima kars1 korur.!’®18 Glutatyon’un eritrositler icinde sentezi 3 asamada
gerceklestirilir ve bu asamalarda herhangi birinde olusan bir genetik bozukluk GSH
yetersizligine sebep olur. Bu durum ¢ok onemli bir antioksidan oldugunu gdsterir.
Bundan dolay1 glutatyon peroksit ve serbest radikallerle etkilesime girip oksidatif
hasara kars1 hiicreleri korur. Hiicre zarindaki doymamis yaglarin peroksitler tarafindan
oksitlenmesi sonucu bir takim patolojik degisiklikler olusur. Akciger, kalp, kas,
sindirim sistemi, savunma ile ilgili hastaliklar, diyabet, kanser, romatoit artrit,
yaslanma, arteroskleroz gibi bir¢cok patolojik durumdan serbest radikaller sorumlu
tutulur. Bu sorunlar GPx ile onlenebilir. Yeterli diizeyde GPx aktivitesinin olmasi ile
hiicrelerin onkojenik (kanser yapici) maddelere karsi direncinde artis saglanir. GPx
bobrek, karaciger ve pankreas nekrotik dejenerasyonlardan korur,180-182

Diger sekonder antioksidanlar: Insan viicudunda sinirli miktarda oldugu halde
vitaminlerin viicuda etkisi olduk¢a yogundur. Vitamin A ve E viicutta hiicreler hasarlar
onleyerek hiicrelerin normal islevlerini devam ettirmelerinde ve bazi zararl etkiye sahip
maddelerin aktivitelerinin azaltilmasinda rol alirlar. Buna antioksidan etki de denir.
Antioksidanlar, serbest radikalleri notralize ederek hiicrelerin radikal saldirilarina karsi
koruma duvarimi olustururlar. Beta karoten ve tokoferollerin antioksidan yoniinden
etkileri uzun zamandan beri bilinmektedir. B-karoten, hiicreyi disardan savunma ile
gorevli iken; hiicre duvarindan iceri sizmak isteyen saldirganlara karst savunmayi
selenyumun yardimu ile E vitamini iistlenir.1%°

E vitamini lipidleri oksidatif hasardan korur. ince barsaklardan kolayca emilir
ayrica viicudun tiim dokularina taginmasiyla hiicre membranlar etrafinda depo edilir. Bu

durum hiicre membraninda koruyucu bir tabakanin meydana gelmesine olanak saglar.'®®
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2.18. Ekzojen antioksidanlar (ilaclar)

Ksantin Oksidaz Inhibitorleri: Allopiirinol, folik asit, tungsten, pterin aldehid,
oksipiirinol,.

NADPH Oksidaz Inhibitorleri: Lokal anestezikler, adenozin, kalsiyum kanal
blokerleri, cetiedil, non-steroid antiinflamatuar ilaglar, difenilin iodunyum.

Soya Fasulyesi Inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza
doniistimiinii proteolitik etki ile inhibe ederler.

Recombinant siiperoksit dismutaz

Diger Nonenzimatik Serbest Radikal Toplayicillari: Mannitol, albumin,
DMSO.

Endojen Antioksidan Aktiviteyi Arttiran Maddeler: GPx aktivitesini arttiran
asetilsistein, ebselen.

Troloks-c: E vitamini analogu

Demir Redoks Déngiisiiniin Inhibitérleri: Seruloplazmin, Deferroksamin,

Nétrofil Adezyon Inhibitorleri

Sitokinler: Interldkin-1 ve TNF.

Barbiitiratlar

2.19. Antioksidan Etki Tipleri
Antioksidanlar etki tipleri 4’e ayrilir.

1. Toplayici etki (scavenging etki) : Serbest oksijen radikallerini etkileyip tutma
veya reaktif olamayan yeni bir molekiile doniistiirmeye toplayict etki denir.

2. Bastiricl etki (quencher etki) : Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip bir
hidrojen atarak inaktif sekle doniistiiren veya aktivitelerini azaltan etkiye bastirict etki
denir.

3. Onaria etki (repair etki) : Genellikle DNA’daki hasarlarin onarilmasinda bu
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etki siirekli gecerlidir.

4. Zincir kiric1 etki (chain breaking etki ) : Kendilerine serbest oksijen
radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarina engel olan etkiye zincir kirict
etki ad1 verilir.*

2.20. Oksidatif Stres

Hiicrede enerji liretiminde oksijen canlilar i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu enerji
tiretim siireclerinde serbest radikaller olusur.'®® Hiicreler iirettikleri antioksidanlar ile
serbest radikallerin zararli etkilerinden korunurlar. Serbest radikallerin olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi1 arasinda bir denge olmasi gerekir. Eger serbest
radikallerin ortadan kaldirilma hiz liretilme hizindan daha yavas gergeklesirse bu denge
bozularak hiicrelerde serbest radikal miktar1 artar ve hiicre fonksiyonlar1 iizerinde
olumsuz etki olustururlar. Buna “oksidatif stres” denir.'® Serbest radikaller bir veya
daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip, kararsiz, kisa dmiirlii, diisiik agirlikli ve ¢cok
etkin molekiillerdir. Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda ortaklanmamis
tek elektron boliimleri olduklarindan baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine
girerler ve "reaktif oksijen partikiillerini" veya "antioksidan molekiilleri” igerirler.'8*
Notralize edilmeyen serbest radikaller hiicre membran proteinlerini yikarlar, membran
lipit ve proteinlerini yok ederler, hiicre membranini sertlestirerek hiicre fonksiyonunu
engellerler, niikleer membran1 ge¢ip DNA'y1 mutasyonlara ve kirilmalara hassas hale
getirirler, bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek viicutta ciddi hasarlara neden
olabilirler. Hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli olarak serbest radikaller olusur.
Ekzojen kaynakli etmenler arasinda alloksan, parakuat gibi kimyasallara maruz kalma;
parasetamol, karbon tetrakloriir gibi ila¢ toksikasyonlar1 sigara dumani ve hava kirliligi
yapan fitokimyasal maddeler; uyusturucu ve alkol gibi aligkanlik yapict maddeler;

iyonize ve ultraviyole radyasyon; solventler gibi cevresel faktorler; bleomisin,
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adriamisin, doksorubisin ve nitrofurantoin gibi antineoplastik ajanlar nedeniyle serbest
radikaller toksikolojik agidan o6nemlidir.'®18 Serbest radikallerin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasarlar1 sinirlandirmak icin biyolojik sistemlerde cesitli
antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Canli hiicrelerde bulunan DNA, protein,
lipid ve karbonhidrat gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu antioksidanlar
onleyebilirler veya geciktirebilirler. Bu olaya “antioksidan savunma” denir.'® Iyi bir
antioksidanda bulunmasi gereken Ozellikler; ortamdaki serbest radikalleri gidermeli,
redoks metallerinin selatorii olarak gorev yapabilmeli, antioksidan sistemdeki diger
antioksidanlarla etkilesimler yapabilmeli, gen ekspresyonu iizerinde olumlu etkileri
olmali, emilimi olduk¢a hizli olmali, dokulardaki ve biyolojik sivilardaki
konsantrasyonlar1 fizyolojik acidan uygun seviyelerde olmali, hem membranlarda hem

de su iceren ortamlarda fonksiyonel olmalidir.!8
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal

3.1.1. Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler

Bu calismada Hettich Universal 32 R sogutmali santrifiij, Thermo Orion Star II1
pH metre, Heildolph magnetik karistiricisi, Ika-MS2 mini shaker, Biotechepoch ELISA
reader, Denver hassa terazi, GFL 2012 distilesu cihazi, GFL su banyosu, Buchi rotary

evaporator ve eppendorf marka otomatik pipet kullanild.

3.1.2. Analizlerde kullamlan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal malzemeler Sigma ve Merck firmalarindan
temin edildi. Diyabet olusturulmak tizere kullanilan Streptozotosin ( Sigma, St, Louis,
MO, USA) literatiirden faydalanilarak pH: 4.5, 0.1 M soguk sitrat tamponunda
¢oziindiiriiliip 60 mg/kg dozunda intraperitoneal olarak uyguland.®®

3.1.3. Hayvan Materyali

Calisma icin kullamilan ratlar Atatiirk Universitesi’ne bagli Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ATADEM) tarafindan saglanmis olup 10.11.2016
tarih ve 75296309-050.01.04-E.1600267147 sayil1 yazi ile gereken etik kurul belgesi
ile onaylanmustir.

Bu calismada 6-7 haftalik 250-300 g 24 adet Sprague-Dawley erkek rat
kullanildi. Ratlar standart rat yemi ve musluk suyu ile ad libitum beslendiler ve 12
saat aydinlik/karanlik dongiisiinde, 2242 °C oda sicakliginda, %55+5 neme sahip
ortamda tutuldular.

3.1.4. Polygonum cognatum Meissn. Etanol Ekstraktinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak P.cognatum Meissn. bitkisi, Prof. Dr. Saban KORDALI

tarafindan teshis edilerek herbaryumu yapildi ve Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
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Herbaryumunda muhafaza edildi. Erzurum yoresinden toplanan bitkiler golgede
kurutularak degirmende ogiitiildii ve ekstraktlar1 Ziraat Fakiiltesi Ucgucu Yag
Laboratuvarinda o6giitiilen bitkilerden (100’er gr) alindi ve 1000 mL’lik balonlara
konularak balonlara ayr1 ayr1 500’er mL etanol ilave edildi. 48 saat sonunda bitki
materyalleri ve etanol ince bir tiilbentten siiziiliip bitki materyalleri slispansiyondan
ayrildi. Toplanan karisimdan etanol evaporator yardimiyla uzaklastirilarak ekstraktlar
elde edildi. Elde edilen ekstraktin yiizde verimi belirlenerek ¢alisma i¢in kullanilmak
lizere +4°C’deki buzdolabinda muhafaza edildi.'®’ P.cognatum bitkisinin diyabet
hastaliginda kullanimina dair literatiire rastlanmadigi igin  P.cognatum etanol
ekstraktinin 6n ¢alismalar sonucu 10 mg/kg olarak kullanilmasina karar verilmistir.

3.2. Metot

24 adet Sprague-Dawley cinsi canli agirliklar1 250-300 gr olan erkek rat
Kontrol Grubu, Diyabet Grubu (DM), P.cognatum Meissn. etanol ekstrakti uygulanan
Grup (PCE) ve Diyabet + P.cognatum Meissn. etanol ekstrakti uygulanan Grup
(DM+PCE) olmak iizere rastgele secilip tartilarak ve ortalama agirliklar1 esitlenerek
ve her kafeste 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

3.2.1. Deneysel Uygulamalar

Diyabet olusturmak tizere 18 saatlik aclik sonrasi (suya erisim serbest), DM ve
DM+PCE gruplarina intraperitoneal (i.p.) olarak soguk sitrat tamponda (0.1 M,
pH=4.5) ¢oziilmiis Streptozotosin (60 mg/kg/i.p) 0.5 mL, Kontrol ve PCE gruplarina
ise es hacimde sitrat tamponu i.p uygulandi. STZ uygulamasindan 7 giin sonra
glukometre ile Olgiilen ag¢lik kan glukoz degeri 250 mg/dL ve {istii olan ratlar
diyabetik olarak kabul edilerek PCE ve DM+PCE grubuna P.cognatum ekstrakti 10
mg/kg dozunda gastrik gavaj ile oral olarak 20 giin boyunca giinde bir kez uygulandi.

3.2.2. Numunelerin Alinmasi
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Deneysel uygulamanin 27. giiniinde biitiin ratlar Xylazin (8mg/kg) ve Ketalar
(60 mg/kg) anestezikleri altinda dekapitasyon islemi uygulanarak kan ve karaciger
doku 6rnekleri alindi.

Plazmanin Hazirlanmasi: Alinan kan lityum heparinli tliplere aktarilarak,
3000 rpm’de, +4 °C’de 10 dk santriflij edilerek plazmalar1 ayrilip, biyokimyasal
analizler yapilincaya kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Biyokimyasal ve Histopatolojik Analizler: Alinan karacigerin bir kism1 %
10’luk formaldehit i¢ine konulup histopatolojik muayene ic¢in ayrildi, geriye kalan
kismi ise biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 °C’de derin dondurucuda
muhafaza edildi.

3.2.3. Biyokimyasal analizler

Biyokimyasal analizler i¢in gerekli miktarda karaciger dokusu tartilarak
analizlere gbre uygun tampon c¢ozeltiler secilerek sulandirilip, Qiagen TissueLyser II
kullanilarak homojenize edildi. Analizlerde belirtilen rpm ve siirede santrifiij edilerek
stipernatantlar elde edildi. GPx ve SOD aktivitelerini g protein cinsinden ifade
edebilmek igin karaciger dokusunda protein diizeyleri 6l¢iildii. %

1. Plazmada Glukoz Tayini

Beckman Coulter otoanalizdriine ait ayni marka ticari kit kullanildu.
Kit icerigi :

PIPES tamponu (pH 7.6) 24.0 mmol/L

ATP >2.0 mmol/L

NAD+ >1.32 mmol/L

Mg*2 2.37 mmol/L

Heksokinaz >0.59 kU/L

G6P-DH >1.58 kU/L
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Prensibi: Glukoz, adenozin trifosfat (ATP) ve magnezyum iyonlarnin
mevcudiyetinde heksokinaz (HK) tarafindan, glukoz-6-fosfat ve adenozin difosfat
(ADP) agi8a cikaracak sekilde fosforilatlastirilir. Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6P-
DH), glukoz-6-fosfat1 spesifik olarak glikonat-6-fosfata oksidize eder ve NAD+ es
zamanli olarak NADH’ye indirgenir. Absorbansta 340 nm’deki artis numunedeki
glukoz konsantrasyonu ile orantilidir.*®

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihaz ile her bir numunenin glukoz diizeyi
olgiildii.

2. Plazmada Aspartat Transaminaz (AST) Tayini

Beckman Coulter otoanalizdriine ait ayni marka ticari kit kullanildu.

Kit igerigi :

Tris tamponu, pH 7.65 (37°C) 80 mmol/L

L-aspartat 240 mmol/L

2-Oksoglutarat 12 mmol/L

LDH > 0.9 kU/L

MDH > 0.6 kU/L

NADH 0.20 mmol/L

Piridoksal fosfat (P-5-P) 0.1 mmol/L (Kat. No. 60106 veya OSR60180

kullanildiginda)

Prensibi: Bu yontemde, aspartat aminotransferaz (AST), aspartat ve 2-
oksoglutaratin transaminasyonunu katalize eder ve L-glutamat ve oksalasetat olusur.
Reaksiyon karisimina piridoksal fosfat eklenmesi AST nin maksimum katalitik etkisini
garanti eder. Oksalasetat, malat dehidrojenaz (MDH) tarafindan L-malata indirgenirken

es zamanli olarak NADH de NAD+ ya donistiiriiliir. NADH tiiketimi nedeniyle
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absorbanstaki diislis 340 nm’de Olgiiliir ve numunedeki AST aktivitesiyle orantilidir.
Endojen piruvat, inkiibasyon dénemi sirasinda LDH reaksiyonu ile temizlenir.®

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin aspartat
aminotransferaz aktivitesi ol¢iildii.

3. Plazmada Alanin Transaminaz (ALT) Tayini

Beckman Coulter otoanalizoriine ait ayn1 marka ticari kit kullanildi.

Kit igerigi :

Tris tamponu, pH: 7.15 (37 C) 100 mmol/L

L-Alanin 500 mmol/L

2-Oksoglutarat 12 mmol/L

LDH > 1.8 kU/L

NADH 0.20 mmol/L

Piridoksal Fosfat (P-5-P) 0.1 mmol/L (Kat. No. 60106 veya OSR60180

kullanildiginda)

Prensibi: ALT, alanindeki amino grubunu piruvat ve glutamat olusturacak
sekilde 2-oksoglutarata aktarir. Reaksiyon karigimima piridoksal fosfat eklenmesi
ALT’nin maksimum katalitik etkisini garanti eder. Piruvat, NADH ile laktat
dehidrojenazla (LDH) katalize edilen bir reaksiyona girer ve laktat ile NAD+ aciga
cikar. NADH tiiketimi nedeniyle absorbanstaki diisiis 340 nm’de 6l¢iiliir ve numunedeki
ALT aktivitesiyle orantilidir. Endojen piruvat inkiibasyon donemi sirasinda
temizlenir.®

Hesaplama : Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin alanin
transaminaz aktivitesi Ol¢tildii.

4. Plazmada Alkalen Fosfataz (ALP) Tayini

Beckman Coulter otoanalizoriine ait ayn1 marka ticari kit kullanildi.

39



Kit igerigi :

2-Amino-2-Metil-1-Propanol (AMP) pH 10.4, 0.35 mol/L

p-Nitrofenil fosfat 16 mmol/L

HEDTA 2 mmol/L

Cinko Siilfat 1 mmol/L

Magnezyum Asetat 2 mmol/L

Prensibi: Alkalin fosfataz aktivitesi, pH 10.4’de fosfat akseptérii olarak
magnezyum ve ¢inko iyonlarmm ve 2-amino-2-metil-1-propanolin  (AMP)
mevcudiyetinde pnitro- fenilfosfatin (pNPP) p-nitrofenole (pNP) doniisme oranini
O0lcmek suretiyle belirlenmektedir. pNP olusumuna bagli absorbans degisim orani
410/480 nm’de bikromatik olarak Olciiliir ve numunedeki ALP aktivitesi ile dogru
orantilidir.*

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin alkalen
fosfataz aktivitesi ol¢iildii.

5. Plazmada Laktat Dehidrogenaz (LDH) Tayini

Beckman Coulter otoanalizdriine ait ayni marka ticari kit kullanildu.

Kit icerigi :

D(-)N-Metilglukamin tamponu, pH 9.4 (37°C) 325 mmol/L

Laktat 50 mmol/L

NAD+ 10 mmol/L

Prensibi: LDH, NAD+'nin NADH’ye indirgenmesi ile es zamanli olarak
laktatin piruvata oksidasyonunu katalize eder. NADH artis1 340 nm’de olgiiliir ve
numunedeki enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.'%?

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin laktat

dehidrogenaz aktivitesi ol¢tildii.
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6. Plazmada Trigliserit (TG) Tayini

Beckman Coulter otoanalizoriine ait ayn1 marka ticari kit kullanildi.

Kit igerigi :

PIPES tamponu (pH 7.5) 50 mmol/L Lipazlar 1.5 kU/L (25 pkat/L)

Mg2+ 4.6 mmol/L Gliserol kinaz 0.5 kU/L (8.3 pkat/L)

MADB 0.25 mmol/L Peroksidaz 0.98 kU/L (16.3 pkat/L)

4-Aminoantipirin 0.5 mmol/L Askorbat Oksidaz 1.48 kU/L (24.6 pkat/L)

ATP 1.4 mmol/L Gliserol-3-fosat oksidaz 1.48 kU/L (24.6 ukat/L)

Prensibi: Trigliserid prosediirii, bir dizi birlesik enzimatik reaksiyona dayanir.
Numunedeki trigliseridler, gliserol ve yag asitleri vermek lizere bir mikrobiyal lipaz
bilesimiyle hidrolize edilir. Gliserol, gliserol-3-fosfat tiretmek icin, gliserol kinaz (GK)
varlifinda adenozin trifosfat (ATP) tarafindan fosforilat haline getirilir. Ggliserol-3-
fosfat, hidrojen peroksit (H202) ve dihidroksi aseton fosfat tiretmek igin, GPO (gliserol
fosfat oksidaz) varliginda molekiiler oksijen tarafindan okside edilir. Olusan H2Og,
660/800nm’de okunan bir kromofor iiretmek igin peroksidaz (POD) varliginda 4-
aminofenazon N,N-bis(4-sulfobutil)-3,5-dimetilanilin, disodyum tuzu (MADB) ile
reaksiyona girer. 660/800 nm’de emilimdeki artis, numunenin trigliserid igerigi ile
orantilidir, 19319

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin trigliserit
diizeyi olciildii.

7. Plazmada Kolesterol (CHOL) Tayini

Beckman Coulter otoanalizoriine ait ayn1 marka ticari kit kullanildi.

Kit icerigi :

Fosfat tamponu (pH 6.5) 103 mmol/L

4-Aminoantipirin 0.31 mmol/L
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Fenol 5.2 mmol/L

Kolesterol esteraz > 0.2 kU/L (3.3 pkat/L)

Kolesterol oksidaz > 0.2 kU/L (3.3 pkat/L)

Peroksidaz > 10.0 kU/L (166.7 pkat/L)

Prensibi: Bu prosediirde, bir numunedeki kolesterol esterleri kolesterol esteraz
(CHE) tarafindan hidrolize ugratilir. Agiga ¢ikan serbest kolesterol, kolesterol oksidaz
(CHO) tarafindan kolesten-3-one’ye oksidize edilir ve es zamanl olarak, peroksidaz
(POD) mevcudiyetinde kromofor {iretecek sekilde 4-aminoantipirin ve fenol ile
oksidatif olarak baglanan hidrojen peroksit (H202) aciga ¢ikar. Olusan kirmizi
kinonimin boyasi, absorbanstaki bir artigla birlikte 540/600 nm’de spektrofotometrik
olarak 6lciilebilir.%

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin kolesterol
diizeyi olciildii.

8. Plazmada HDL Kolesterol Tayini

Beckman Coulter otoanalizdriine ait ayni marka ticari kit kullanildu.

Kit icerigi :

Anti insan- B - lipoprotein antikoru Degisken

Kolesterol esteraz (CHE) 0.8 IU/mL

Kolesterol oksidaz (CHO) 4.4 1U/mL

Peroksidaz (POD) 1.7 IU/mL

Askorbat Oksidaz 2.0 lU/mL

Good tamponu (pH 7.0) 30 mmol/L

N-Etil — N - (2-hidroksi-3-siilfopropil) — 3,5— dimetoksi— 4 [Joroanilin (F-
DAOQS) 0.20 mmol/L

4-Aminoantipirin 0.67 mmol/L
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Prensibi: R1’deki anti insan-B-lipoprotein antikoru HDL  disindaki
lipoproteinlere (LDL, VLDL vesilomikronlar) baglanir. Olusan antijen-antikor
kompleksleri R2 eklendiginde enzim reaksiyonlarini bloke eder. HDL-kolesterol
miktari, bir enzim kromojen sisteminin mevcudiyetinde belirlenir.*®’

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin HDL
kolesterol diizeyi 6l¢iildii.

9. Plazmada LDL Kolesterol Tayini

Beckman Coulter otoanalizoriine ait ayn1 marka ticari kit kullanildi.

Kit igerigi :

Kolesterol esteraz 3.7 lU/mL

Kolesterol oksidaz 3.7 lU/mL

Peroksidaz 4.9 IU/mL

Sodyum azid %0.1

Good Tamponu (pH 6.8) 25 mmol/L

4-aminoantipirin 0.8 mmol/L

Katalaz 743 1U/mL

HDAOS 0,47 mmol/L

Prensibi: R1’deki koruyucu bir ajan, LDL’yi enzimatik reaksiyonlardan korur.
LDL olmayan tiim lipoproteinler (HDL, VLDL, CM) kolesterol esteraz (CHE) ve
kolesterol oksidazla (CHO) reaksiyon vasitasiyla parcalanir. Bu reaksiyon ile agiga
¢ikan hidrojen peroksit (POD) R1’°deki katalaz tarafindan parcalanir. R2 eklendiginde,
koruyucu reaktif sodyum azid tarafindan inaktive edilen LDL ve katalazdan ayrilir.
Artik, CHO/PAP sistemi vasitasiyla LDL miktar1 belirlenebilir.!%

Hesaplama: Beckman Coulter analiz cihazi ile her bir numunenin LDL

kolesterol diizeyi ol¢iildii.
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10. Plazmada MDA Tayini:

Kullanilan Céozeltiler:% 20 Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi, TBA ¢dzeltisi
(% 0.67) ve n-biitanol.

Prensip: Tiyobarbiitirik asit kullanilarak diisik pH’da 535 nm’de iki TBA
molekiilii ve bir MDA molekiiliiniin birlesmesi ile olusan kromojenden dolayr en
yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—-pembe renk elde edildi. Bir kissm MDA
peroksidasyon sirasinda olusurken, biiyiik cogunluguda ortam asitlestirildikten sonra
uygulanan 1sitma asamasinda lipid peroksidlerin yakilmasi sonucu olusur.!%

Deneyin Yapihisi: Test isaretli tiipe 0.5 mL plazma konulduktan sonra iizerine
2.5 mL TCA cozeltisi, kor isaretli diger bir tlipe ise 3 mL TCA eklendi. Her iki tlipe de
birer mL TBA c¢ozeltisi ilave edildi. Yarim saat 95 °C’de su banyosunda bekletildi.
Daha sonra buzlu su igerisinde hizla sogutuldu. 4 mL n-biitanol tiiplere ilave edilerek
karistirildi. 10 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Ayr1 bir tiipe n-biitanol tabakasi
aliarak, 535 nm’de a absorbanslar1 spektrofotometrede okundu. Kalibrasyon egrisi 2.5-
5-10 ve 20 umol/L etil alkolde ¢oziinmiis 1.1.3.3-tetractoksipropan kullanilarak ¢izilen
standart egriden plazmadaki MDA diizeyleri hesaplandi.

11. Plazmada GSH Tayini:

Analizde kullanilan ¢ozeltiler

- Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: % 10’luk TCA ¢ozeltisi

- 400 mM Tris-HCI tamponu (pH: 8.9)

- 2.5 mM DTNB ¢ozeltisi

- Standart cozelti: 1| mM stok GSH ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden SuM-
100uM arasinda seyreltmeler yapilarak standart ¢cozeltiler hazirlandi.

Plazmada glutatyon diizeyinin 6l¢lilmesinde Tietze yontemi kullanildi. Bu yonteme

gore plazma ile aym1 hacimde eklenen TCA c¢ozeltisi ile proteinsizlestirilmis
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orneklerdeki glutatyonun hem siilfhidril hem de primer amino grubu 5,5-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile siddetli kolorimetrik tiirevler olusturur ve bu tiirevlerin
olusturdugu renk spektrofotometrik olarak saptannir.?%®

Deneyin Yapilisi: TCA ile yapilan proteinsizlestirme isleminden sonra ¢okelti

santrifiij edilerek uzaklastirildi. Ust fazda GSH tayini yapildi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Plazmada GSH tayini

Cozelti/Numune Kor Ornek Standart
Distile su 200 uL - -
Ust Faz Ornek - 200 pL -
GSH - - 200 pL
400 mM Tris-HCI 700 pL 700 pL 700 pL
2.5 mM DTNB 100 pL 100 pL 100 pL

Oda sicakliginda 10 dakika inkube edilerek absorbanslar 412 nm’de okundu.

Hesaplama: Serum glutatyon diizeyleri, glutatyon standart grafigi kullanilarak
okunan absorbans degerlerinin karsilastirilmas: sonucu pM olarak hesaplandi.

12. Plazma ve Karaciger Dokusunda Glutatyon Peroksidaz (GPx) Tayini:

Analizde kullanilan cozeltiler:

-TAMPON I-Tris-HCI tamponu (50mM pH:7.6): 6.057 g Trishidroksi
metilaminometan ve 0.372 gr EDTA-Naz ve 3.90 mL HCI alinip toplam hacim distile su
ile 1000 mL’ye tamamlandi.

-TAMPON II- Tris tamponu (0.4M pH: 8.9): 48.46 g Trishidroksi
metilaminometan alinarak hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamland: ve pH HCl ile
8.9’a ayarlandu.

-Red GSH Soliisyonu: 6 mg Red Glutatyon alinarak hacim tampon I ile 10

mL’ye tamamlandi.
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-CHPO: 5uL alinarak tampon I ile 10mL’ye tamamlandi.

-DTNB Soliisyonu: 0.099 gr DTNB alinip hacim metanolle 25 mL’ye
tamamlandi.

-TCA: % 10’luk TCA ¢ozeltisi hazirlandi.

Her numune i¢in bir kontrol bir de 6rnek tiipii hazirland1 Tiiplere 0.1 mL kan
(0.5 mL siipernatant) numunesi konuldu ve tizerine 0.7 mL tampon I’den ilave edildi
(0.3 mL dokuda). Sadece ornek tiiplerine 0.1 mL CHPO konulup ardindan 6rnek ve
kontrol tiiplerine 5’er sn araliklarla 0.1 mL Red. GSH eklendi ve 37 °C’de 10 dakika
bekletildi. Uzerlerine 5 sn araliklarla 1 mL TCA soliisyonu eklendikten sonra 5 dakika
beklenip 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra yeni tiiplere siipernatantlardan
ImL aktarildi. Bunlarin iizerine de 2 mL tampon II ilavesinden sonra 0.1 mL DTNB
konarak oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve 412 nm’de su kériine kars1 okundu.?%

Hesaplama : (E Kontrol- E Ornek) x Ekstinksiyon katsayisi/mg protein

Ekstinksiyon katsayisi: 0.76989

13. Plazma ve Karaciger Dokusunda CAT Tayini:

Katalaz tayininde H202 ile plazmanin inkiibe edilmesinden sonra ortamda kalan
hidrojen peroksitin amonyum molibdatla stabil bir kompleks olusturmasi ve bunun
spektrofotometrik &lgiimii temeline dayanan bir metot kullanildi.?%?

Fosfat tamponu ile 20 kez dilue edilmis plazmanin 0.2 mL’si, 1 mL substrat (60
umol/L, pH: 7.4 sodyum potasyum fosfat tamponu i¢inde 65 mmol/mL H20> ) ile 37
°C’de 60 sn inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon 1 mL amonyum molibdat (32.4mmol/L)
eklenerek durduruldu ve hidrojen peroksidin molibdatla olusturdugu sar1 renkli

kompleksin absorbansi 405 nm’de kore karst spektrofotometrede Olcililerek A

numune’nin absorbans degeri elde edildi. A kor 1°in absorbans degeri 1 mL substrat, 1
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mL molibdat ve 0.2 mL plazmanin ilave edilmesi sonucu elde edilerek asagidaki
formiile gore sonuglar hesaplandi.

Katalaz aktivite hesab1 (kU/L) = ( (A koérl —A numune )/(A kor2-A kor3) ) x 271

14. Plazma ve Karaciger Dokusunda SOD Tayini:

Analizde kullanilan c¢ozeltiler:

A) Olciim Karisin: 0.3 mM Ksantin, 0.6 mM EDTA-150 uM NBT, 0.4 M
Na>COzs; 1.2 g /L BSA (Bovin Serum Albumin)

B) SOD enziminin aktivitesini dl¢gmek icin kullanilan cozelti (167 U/L
Xanthine oksidaz): Hazir olarak temin edilen (1 mL’sinde 32 mg protein ve 0.3 U
enzim ihtiva eden) enzimden 70 pL alindi ve tizerine 4 ml soguk 2 M (NH4)2SO4
¢oOzeltisi ilave edildi.

C) 2M (NHa4)2SO4 (Amonyum siilfat) : 1.0571 g (NH4)2SOs alind1, bir miktar
distile suda ¢oziildii ve hacmi saf soguk su ile 4 mL’ ye tamamlandi. Bu ¢ozelti taze
olarak hazirlandi1 ve +4°C’de bekletilerek soguk bir sekilde kullanildi.

D) 0.8 mM CuCl2 (Bakar Kloriir): 0.0136 g CuClz alindi, bir miktar saf suda
¢oziiliip hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamland.

Prensibi:  Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla ik asite
dontistiiriligiinde olusan stiperoksit radikalleri, ortamda NBT’nin
(nitrobluetetrazolium) varliginda NBT ile reaksiyona girerek 560 nm dalga boyunda,
maksimum absorbans veren formazon bilesigini meydana getirirler. Eger ortamda SOD
enzimi varsa siiperoksit radikalleri bu enzim tarafindan H2O’ye doniistiiriildiigli igin
formazon olusumu azalir ve buna bagh olarak 560 nm’de 6l¢iilen absorbans azalir.
Absorbanstaki azalmanin miktar1 bize SOD aktivitesi hakkinda bilgi verecektir.

SOD’ un olgiimii ve aktivitesinin belirlenmesi olusan formazon miktarlar

dikkate alarak gelistirilen formiille hesaplandi.?®®
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Deneyin Yapihisi: 25 g doku alinir hazirlanan homojenat tamponu ile hacmi 2.5
mL’ye tamamlanarak ultratunaks ile 45 sn homojenize edildi ve 5000 G’de 60 dk
santrifiij edilip siipernatantlar1 kullanilmak iizere ayrildi. Bos deney tiiplerinin her birine
2.85 mL olgiim tamponu konuldu. Test tiiplerine 100 pL hazirlanan siipernatant/
sulandirilmis plazma eklenirken kor tiiptine 100 pL distile su eklendi. 50 pL. Xanthine
Oxidase ¢ozeltisi tiim tliplere aktarildiktan sonra 25 °C’de 20 dk inkiibe edildi. Sonra
tiim tiiplere ImL CuCl; ilave edilip, 560 nm’de reaktif soliisyonuna karst okundu.

Hesaplama (EU/mg doku) = (AAkor — AAnumune) / AAkor

(U/mL plazma) = (AAkor — AAnumune) / AAkor

15. Dokuda MDA tayini:

Analizde kullanilan c¢ozeltiler:

-Renk ayraci: % 10’luk TCA ile perklorik asitle hazirlanan TBA 1yice
karistirilir.

-Homojenat Tamponu: 0.2 mM, pH 7.4 olan, 150 mL Tris-HCI.

Tablo 3.2. Dokuda MDA tayini

Cozelti/Numune Test Kor
FTS (fizyolojik
(fizyoloj -- 250uL
tuzlu su)
Numune 250uL --
Renk ayraci 2250uL 2250uL

Vortekslenir, 100 °C’de 20 dk beklenir.
3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

Stipernatant 532 nm’de okunur.

Deneyin Yapilis::
Tiyobarbiitirik asit tepkimesi kullanilarak lipid igerik, diisik pH’da TBA

varliginda 1sitilarak 532 nm’de en yiiksek pik olusturan stabil kirmizi—pembe renk elde
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edildi. Bu rengi bir MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin birlesmesi sonucu olusan
kromojen verdi. MDA'nin bir kismi peroksidasyon sirasinda olusurken, biiylik
cogunlukta, ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma asamasinda lipid
peroksidlerin yakilmasi sonucu olustu. Sonuclar 1.1.3.3 tetracthoxypropane’dan 10 pL
alimarak 10 mL absolut ectanolde ¢ozdiirilip +4°C’de koyu bir sisede saklanan
standarttan standart kalibrasyon egrisi olusturularak hesaplandi ve nmol/g olarak
degerlendirildi.?** (Tablo 3.2)

16. Dokuda GSH tayini

GSH’1in doku ekstraksiyonu ve analizi i¢in 0.5 g doku tartildi. Doku {izerine 5
mL % 5’lik siilfosalisilik asit (SSA) ¢ozeltisi eklenerek dokular cam bagetle ezildi ve
vortekste iyice karistirilarak homojenize edildi. Homojenat 4500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant iceriginin 1 mL’sine 5 mL fosfat tamponu
eklenerek 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Bu soliisyon ¢abucak oda 1sisina getirildi ve 1
mL DTNB ayiraci ilave edilerek 412 nm’de ayrag kortine karst optik dansitesi okundu.
Glutatyon hesaplamasi (umol GSH/g doku), glutatyon standardi (% 5 siilfosalisilik asit)
ile elde edilen kalibrasyon egrisinden hesaplandi.?>2%

Hesaplama (mmol/g) = ((ODnumune-ODkor) x Ekstinksiyon kat sayisi-ODstd)f

f: Sulandirma katsayisi

3.2.4. Histopatolojik Analizler

Hayvanlarin karaciger dokusunun bir kismi da histopatolojik incelemeler i¢in %
10’luk tamponlu formalin i¢ine alindi. Histopatolojik degerlendirme amaciyla alinan
karaciger dokular1 % 10’luk formalin soliisyonunda 24 saat tespit edildikten sonra, akan
cesme suyunda 10 saat yikandi. Rutin doku takibinde alkol (70°, 80°, 90°, 96° ve 100°)

ve ksilol serilerinden gectikten sonra parafinde bloklara gomiildii. Her bloktan 4 pum

kalinliginda kesitler alinip lam tizerinde preparatlar hazirlandi. Histopatolojik inceleme
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icin hazirlanan preparatlar Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyanip 1sik mikroskobu ile
incelendi.

3.3. Istatistiksel Analizler

Kontrol, Diyabet grubu, P.cognatum Meissn. etanol ekstrakti uygulanan grup
(PCE) ve Streptozotosin + P.cognatum Meissn. etanol ekstrakti uygulanan gruplarin
gruplar arasindaki farkliligin 6nemi i¢in SPSS 22.0 paket programi kullanilarak varyans

analizi yapild1 (One Way ANOVA). Coklu karsilastirma i¢in de Tukey testi yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Streptozotosin ile olustulan deneysel diyabet sonucu ratlardan alinan plazmalarin
Glukoz, AST, ALT, ALP, LDH, TG, CHOL, HDL-CHOL ve LDL-CHOL
diizeylerindeki degisim Tablo 4.1°de, plazma ve karaciger dokusu MDA, GSH diizeyi,
GPx, CAT ve SOD aktivitesindeki degisim Tablo 4.2 ve Tablo 4.3°de gosterildi.

4.1.1. Kan Plazmas1 Biyokimyasal Analizlerin Sonuclar:

Ratlarin plazma Glukoz diizeyleri kontrol grubunda 114.67 mg/dL olarak
Olciiliirken, DM grubunda bu deger 326.83 mg/dL’ye yiikselmistir. PCE grubunda bu
deger 103 mg/dL olarak tespit edilmis olup, DM+PCE grubunda bu deger 138.67
mg/dL olarak Ol¢lilmiistiir. Bu degisimin istatistiksel olarak p<0.001 éneminde oldugu
saptanarak Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Ratlarin plazma AST, ALT, ALP ve LDH aktivitesi DM grubunda kontrol ve
diger gruplara gore anlamli olarak artarken, DM grubuna gére DM+PCE grubunda bu
degerlerde azalma tespit edilmis. Bu degisimin p<0.001 éneminde oldugu belirlenerek
Tablo 4.1’de sunulmustur.

Plazma TG, CHOL ve LDL-CHOL diizeyleri DM grubunda kontrol ve diger
gruplara gore artarken, DM grubuna gére DM+PCE grubunda bu degerlerde azalma
gorilmiistiir. Plazma HDL-CHOL diizeyi kontrol grubuna goére DM grubunda diisiis
goriilirken DM+PCE grubunda DM grubuna gore yiikselis tespit edilmistir. Bu

degisimlerin istatistiksel olarak p<0.001 6neminde oldugu bulunmustur (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Tiim gruplarin plazmasinda 6lgiilen baz1 biyokimyasal parametreler.

CHOL (|:_II—I|DCI)_L LDL-CHOL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Glukoz

GRUPLAR (mg/dL)

AST (UL) ALT(UL) ALP(U/L) LDH(UL) TG (mg/dL)

KONTROL 114.67+£1.28° 111.67+8.62P¢ 49.83+1.17° 130.83+4.38° 170.17+4.21° 119.00+2.31° 61.67+0.21¢ 25.00+0.45° 12.83+0.40°°¢
DM 326.83+8.922  452.67+9.228  166.00+1.792 262.82+7.34% 265.83+6.16% 131.33+1.41% 69.17+1.19% 23.33+0.61° 19.67+0.992
PCE 103.00£2.86°  109.5£7.4°  46.00£1.15° 124.50+1.38° 163.50+1.54° 104.00£1.24° 65.83+0.87* 33.00+£0.8% 12.00+0.45¢

DM + PCE 138.67+3.14°  140.83£3.69°  60.00+£2.94° 184.5044.96° 173.33+4.37° 93.67+1.8¢  65.33£0.95° 32.00+£0.77% 14.67+0.42°

p *k*k **k* **k* **k* *k*x **k* *k*k *k*k *k*k

*** n<0.001. #® ¢4 Ayni siitunda farkl harf ile gosterilen ortalamalar arasi fark énemlidir.
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DM grubunda tiim gruplara gore plazma MDA diizeyinde artis tespit edilirken,
PCE grubunda DM grubuna gore MDA diizeyinde azalmanin oldugu belirlendi
(p<0.001). Kontrol, DM, PCE ve DM+PCE gruplarinda sirasiyla MDA diizeyinin,
23.88 mmol/L, 36.02 mmol/L, 21.97 mmol/L ve 27.65 mmol/L oldugu ve bu farkin
p<0.001 6nem teskil ettigi saptandi (Tablo 4.2).

Diyabet grubunda kontrol ve diger gruplara gore plazma GSH diizeyi (p<0.001),
GPx (p<0.01), CAT ve SOD (p<0.001) aktivitelerinde bir azalma saptanirken, diyabet
grubuna gére DM+PCE grubunda bu degerlerde anlamli bir artig goriildii ve Tablo

4.2°de sunuldu.

Tablo 4.2. Kontrol ve diger gruplarin plazmalarindaki bazi biyokimyasal parametreler

GRUPLAR MDA GSH GPx (U/mL  CAT (kU/L) SOD
(mmol/L) (mmol/L) protein) (EU/mL
protein)
KONTROL 23.88+1.00° 3.23+£0.072 0.21+0.012 268.15+6.25% 15.16+£0.48%
DM 36.02+0.76%  2.52+0.02° 0.19+0.00° 133.77£3.07¢ 11.70+0.46°
PCE 21.9741.06° 3.43+0.08% 0.22+0.012 283.06+4.238 15.46+0.47°
DM+ PCE 27.65+1.19°  3.18+0.08* 0.20+0.00® 251.79+2.11° 13.3840.54"
p *kk **kk ** **kk **k*

**p<0.01, ***p<0.001. & ® ¢ Ayni siitiinda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasi

fark onemlidir.

4.1.2. Karaciger Dokusu Biyokimyasal Analizlerin Sonuclar
Karaciger dokusu MDA diizeyleri karsilastirildiginda diyabet grubunda MDA
diizeylerinin kontrol ve diger gruplara gore yiikseldigi belirlendi (p<0.001). DM+PCE
grubunda ise diyabet grubuna gore MDA diizeyinde azalmanin oldugu saptandi
(p<0.001) (Tablo 4.3).
Diyabet grubunda kontrol ve diger gruplara gore karaciger GSH diizeyi, GPx,
CAT ve SOD aktivitelerinde bir azalma saptanirken, diyabet grubuna gére DM+PCE

grubunda bu degerlerde p<0.001 6nem bulunarak Tablo 4.3’de gosterildi.
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Tablo 4.3. Kontrol ve diger gruplarin karaciger dokusundaki baz1 biyokimyasal
parametreler

GRUPLAR MDA (nmol/g GSH GPx Ulg CAT (kU/lg SOD (EU/g
doku) (mmol/g protein doku) protein)
doku)

KONTROL  37.31+0.58"  4.70+0.09%  5.19+0.18®  249.48+2.60° 19.17+0.172
DM 47.87+0.642 3.29+0.05° 4.40+0.13°¢ 172.82+1.60  15.83£0.25¢
PCE 36.21+1.33¢ 4.78+0.05%  5.55+0.14*  260.58+0.80*  19.78+0.112
DM+ PCE 40.43+0.28° 4.20+0.03° 4.82+0.17°  233.99+0.92¢  18.08+0.21°
p *kx *kx *kx **k* **k*

***%0<0.001. @ P ¢ Aym siitunda farkli harf ile gosterilen ortalamalar arasi fark

onemlidir.

Tablo 4.1-3’de verilen tiim parametreler Sekil 4.1-14°de grafiksel olarak

gosterildi.
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Sekil 4.1. Plazma Glukoz diizeyinin gruplara gére dagilimi
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Sekil 4.2. Plazma AST aktivitesinin gruplara gore dagilim.
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Sekil 4.3. Plazma ALT aktivitesinin gruplara gore dagilima.
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Sekil 4.4. Plazma ALP aktivitesinin gruplara gore dagilima.
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Sekil 4.5. Plazma LDH aktivitesinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.6. Plazma TG seviyesinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.7. Plazma Kolesterol seviyesinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.8. Plazma HDL Kolesterol seviyesinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.9. Plazma LDL Kolesterol seviyesinin gruplara gére dagilima.
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Sekil 4.10. Plazma ve karaciger dokusu MDA diizeyinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.11. Plazma ve karaciger dokusu GSH diizeyinin gruplara gére dagilimi.

G PX ® Plazma U/mL protein

6 = Karaciger U/g protein

LLI H

KONTROL DM+PCE

Sekil 4.12. Plazma ve karaciger dokusu GPx aktivitesinin gruplara gére dagilimi.
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Sekil 4.13. Plazma ve karaciger dokusu CAT aktivitesinin gruplara gore dagilimi.
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Sekil 4.14. Plazma ve karaciger dokusu SOD aktivitesinin gruplara gére dagilimi.

61




4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1.Pankreas
Kontrol Grubu: Bu gruptaki ratlarin pankreas dokulari incelendiginde normal

histolojik yapida oldugu tespit edildi (Sekil 4.15).

DM Grubu: Bu gruptaki ratlarin pankreas dokulari incelendiginde, langerhans
adaciklarinda atrofi, islet hiicrelerinde hidropik dejenerasyon ve nekroz belirlendi (Sekil

4.16).

PCE Grubu: Bu gruptaki ratlarin pankreas dokular1 incelendiginde seroza ve

parangim dokularinin normal histolojik gériiniimde oldugu belirlendi (Sekil 4.17).

DM+PCE Grubu: Bu gruptaki ratlarin pankreas dokulari incelendiginde,
pakreasin langerhans adaciklarinda bulunan islet hiicrelerinde nadiren hidropik
dejenerasyonlu hiicreye rastlanirken nekrotik hiicreye hi¢ rastlanamadi (Sekil 4.18).

Histopatolojik bulgular Tablo 4.4’de 6zetlendi.
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20 pm.

Sekil 4.16. STZ ile diyabet olusturulan grup, pankreasda langerhans adaciginda atrofi,
islet hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (kalin ok) ve nekroz (ince ok), Bar: 20 um.
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Sekil 4.18. DM + PCE grubu, pankreasda langerhans adaciginda, islet hiicrelerinde
hidropik dejenerasyon (oklar), Bar: 20 um.
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4.2.2. Karaciger

Kontrol Grubu: Bu gruptaki ratlarin karacigerler dokulari incelendiginde
normal histolojik yapida oldugu tespit edildi (Sekil 4.19).

DM Grubu: Bu gruptaki ratlarin karaciger dokulart incelendiginde,
hepatositlerde siddetli diizeyde hidropik dejenerasyon, koagulasyon nekrozu ve
interstisyel damarlarda hiperemi gozlendi (Sekil 4.20).

PCE Grubu: Bu gruptaki ratlarin karaciger dokulari incelendiginde seroza ve
parangim dokularinin normal histolojik goriiniimde oldugu belirlendi (Sekil 4.21).

DM+PCE Grubu: Bu gruptaki ratlarin karaciger dokulari incelendiginde,
hepatositlerde hafif diizeyde hidropik dejenerasyon ve siniizoidlerde hiperemi tespit

edildi (Sekil 4.22). Histopatolojik bulgular Tablo 4.4’de 6zetlendi.

20 um

Sekil 4.19. Kontrol grubu, karaciger dokusu, normal histolojik gériiniimii, Bar: 20 pm.
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Sekil 4.20. Diyabet grubu, karaciger dokusu, hepatositlerde siddetli diizeyde hidropik
dejenerasyon (okbaslar1), nekroz (oklar), Bar: 20 um.

. e i
o -7 ,

Sekil 4.21. PCE grubu, karaciger dokusu, normal histolojik goriiniimii, Bar: 20 pm.
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Sekil 4.22. DM+PCE grubu, karaciger dokular1 incelendiginde heptositlerde hafif
diizeyde dejenerasyon (okbaslari), Bar: 20 um

Tablo 4.4. Pankreas ve karaciger dokularinda histopatolojik bulgularin skorlanmasi

Kontrol DM PCE DM+PCE
Langerhans adaciklarinda atrofi - +++ - +
Islet hiicrelerinde dejenrasyon - +++ - +
Islet hiicrelerinde nekroz - ++ - -
Hepatositlerde dejenrasyon - +++ - +
Hepatositlerde nekroz - ++ - -
Damarlarda hiperemi - +++ - ++
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5. TARTISMA ve SONUC

Kronik bir hastalik olan diyabette yasam kalitesini arttirmak, yasam stiresini
uzatmak ic¢in kisinin aliskanliklarinda ve yasam tarzinda degisiklik yapmasi
gerekmektedir. Bu hastaligin akut-kronik komplikasyonlarinin olmasi, uzun siire tedavi
gerektirmesi ve diyetteki aksakliklar nedeniyle tedavisinin hem duygusal hem de
fiziksel olarak yipratici olmasi sonucu hastalar tibbi tedavilere ek olarak tamamlayici ve
alternatif tedavileri tercih etmektedirler.207-209

Son 10 yilda diyabetli hastalarin tedavilerinde alternatif tedavi yontemlerinin
tercih ettikleri ve bu oranin %17-73 oldugu bilinmektedir.?!%?!! Ulkemizde ise bu oranmn
%25-85 civarinda oldugu belirtilmektedir. Alternatif tedavi yontemlerinden bitkisel
tedaviyi kullananlarin = %67.9 oldugu saptanmistir.??”?'2 Bitkisel uygulamalar
uygulamanin kolay olmasi, erisiminin rahat olmasi, ekonomik olmas1 ve saglik alaninda
siklikla kullanilmas: diyabet hastalarinin bitkisel uygulamalart daha c¢ok tercih

etmelerini saglar,20":213:214

Oksel ve Sisman?'®

alternatif tedavi yontemlerini diyabet hastalarinin %89.6’s1
kan sekerini diisirmek, %8.7°si komplikasyonlarindan olan diyabetik ayagi onlemek
icin tercih ettiklerini saptamuslardir. Kiiciikgiiclii ve ark.?’” kan sekerini diisiirmek igin
Tiirkiye’de diyabetli hastalarin alternatif tedavi yontemlerini tercih belirlemislerdir.
Latince ad1 Polygonum cognatum olan madimak bitkisi Tiirkiye’nin bir¢ok
bolgesinde kendiliginden yetismekle birlikte, son zamanlarda tarimi da yapilmaktadir.®
Govdesi toprak iistiinde yatay konumda duran, ¢icekleri pembe renkte, yapraklari elips
seklinde olan kisa sapli bir bitkidir.®2 Halk arasinda bezmece otu, kusekmegi, kusdili,

kus pidesi, coban ekmegi gibi adlarla da adlandirilmaktadir.?!® Bitkinin fenolik igerigi

oldukca zengindir.?!’ Bitkinin idrar soktiiriici, idrar yolu iltihabmin 6nlemesi,
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antimikrobiyal, antioksidan, antidiyabetik, antihipertansif, ve kan glukoz seviyesini
diistirticii etkisi bildirilmistir.?'8-2%

Son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalar ve laboratuvar g¢alismalar1 bitkilerin
yapisinda bulunan antioksidanlarin varligini ortaya koymustur. Antioksidan o6zellik
gosteren fitokimyasallarin bazilar1 flavonoidler, taninler, polifenoller, diterpenler,
monoterpenler, lignanlar gibi maddelerdir.??

Murathan 2018 yilinda bazi bitki ekstraktlarini kullanip, igerdikleri askorbik asit
miktar1 lizerinden bu bitkilerin antioksidan 6zelligini arastirmistir. Aragtirma sonucunda
P. cognatum bitkisinin toplam fenolik madde miktarin1 223.6 mg/100g toplam flavanoid
madde miktarin1 26.17 mg/100g ve toplam Askorbik asit miktarini 211 mg/100g olarak
bulmustur. Bu verilerin 1s18inda madimak bitkisinin askorbik asit igeriginden dolay1
antioksidan etki gosterebilecegi sonucuna ulasmistir.??®

Diabetes mellitus insiilin eksikligi veya dokularin insiiline karsi olusturdugu
direng sonucunda olusan, karbohidrat, yag ve protein metabolizmasinda dengesizliklere
yol agan ve kendisine 6zgii komplikasyonlar1 olan bir hastaliktir. Fazla su tiikketimi, sik
idrara ¢ikma, normal veya asir1 yemeye karsin kilo kaybi en c¢ok goriilen
semptomlaridir.??* Ozellikle son yillarda diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de
diyabet hastasi birey sayisinda ciddi oranda bir artisin s6z konusu olacagi tahmin
edilmektedir.?2222>

DM diinyada 100.000.000’dan fazla bireyi etkileyen hiperglisemi ile karakterize
olan kronik metabolik bir hastaliktir. DM karaciger, kalp, damar sistemi, bobrek, goz,
kemik ve sinir sistemi basta olmak iizere bir¢cok organda uzun siireli hasara yol acar. Tip

1 diyabet; insiilin salinimindaki yetersizlik sonucu, Tip 2 diyabet ise dokunun insiiline

kars1 olan duyarhiligindaki azalma sonucu gelismektedir.8081
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Diyabet durumlarinda kan glukoz diizeylerindeki artisin nedeni; hiicrelere
glukozun girmesiyle dokularin glukozu kullanimmin azalmasi ve Kkaracigerde
glukoneogenezisin aktivasyonunun artmasit sonucu glukoz iiretiminin artmasidir.
Yapilan bir¢ok calismada STZ ile deneysel diyabet olusturulan ratlarin aglik kan
sekerinin yiikseldigi tespit edilmistir.??52?% Yapilan c¢alismada madimak etanol
ekstresinin diyabetli ratlarda kan sekerini dnemli oranda diisiirdiigii tespit edilmistir.
Halk arasinda madimagin kan sekerini diisiiriicii etkisinin bilinmesine ragmen yapilan
literatiir taramalarinda bu konuyla ilgili herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Diyabet hastaliginda etkilenen organlardan biride karacigerdir. Karaciger
plazmanin olusumu, protein sentezi, glikojen depolanmasi, detoksifikasyon, hormon
iretimi vb. bircok gbrevi yerine getirir. Bir¢ok enzim karacigerde bulunan
hepatositlerde iiretilir, yogunlastirilir, depo edilir, salinir ve hasar durumlarinda kana
karisir. AST, ALT ve ALP enzimlerinin kandaki aktiviteleri karaciger, kas, kemik
hasarlarinda ve metabolik bozukluk durumlarinda degismektedir. AST karaciger, ¢izgili
kas, pankreas, kalp kasi, eritrositlerde ve bobrek hiicrelerinde bulunur ve hasar sonucu
kanda aktivitesi artar. ALT karaciger basta olmak iizere, bobreklerde ve diger
organlarda hiicre hasar1 sonucu kanda aktivitesi artan bir enzimdir. Yapilan bir¢ok
caligmada deneysel diyabet olusturulan ratlarda, plazma AST ve ALT enzim
aktivitelerinde artis oldugu bildirilmistir.23*2% Yaptilan calismada da STZ ile deneysel
diyabet olusturulmus ratlarda kontrol grubuna gére AST, ALT, ALP ve LDH enzim
aktivitelerinde anlamli bir yiikselis gozlenmistir.

Yaman ve ark.”calismasinda STZ ile deneysel diyabet olusturdugu ratlarm
karaciger dokulari histopatolojik olarak incelemistir. Caligma sonucunda kontrol
grubu ratlarinin karacigerlerinin normal histolojik goériiniimde olduklar1 goriilmiistiir.

Diyabetik ratlarda ise en belirgin bulgularin hepatositlerde yaygin dejenerasyon ve
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nekroz seklinde oldugu izlenmistir. Ozellikle periasiner bolgede bulunan hepatositlerin
sitoplazmasinda tek biiyiik ya da birden fazla kii¢iik yuvarlak vakoullerin olustugu
gozlenmistir. Bu degisikliklerden dolayr hepatositlerde dejenerasyon ve portal
araliklarda genisleme sekillendigi goriilmiis ve ayrica portal alanlarda fibrozis, safra
kanali proliferasyonu, yangisal hiicre infiltrasyonu ve yer yer ¢ift c¢ekirdekli
hepatositlerin olustugu gozlenmistir. Bu durum diyabetin olusturdugu karaciger
hasarma baglanmistir.?*°

Yapilan calismada elde edilen bulgularda da STZ ile deneysel diyabet
olusturulmus grupta belirgin bir sekilde dejenere olmus hepatositler ve nekroz
izlenmistir. STZ+ Madimak grubunda ise nekroz bulgularmin ortadan kalktigi ve
hepatositlerdeki dejenerasyonun anlamli sekilde geriledigi gdzlenmistir.

Can ve ark.* streptozotosin ile olusturulan diyabet durumunda serum ALT
seviyelerinin kontrol grubuna gore diyabetli ratlarda yiikseldigini, p <0.001 diizeyinde

onemli oldugunu bulmuslardir. Gaithi ve ark.2*

ise deneysel diyabet olusturduklar
caligmada diyabet grubunda serum ALT seviyelerindeki artis1 p<0.05 diizeyinde 6neme
sahip oldugunu vurgulamislardir.

Denk 2019 yilinda yaptigi calismada streptozotosin ile deneysel diyabet
olusturulmus ratlarda AST ve ALT enzim aktivitelerinde anlamli bir yiikselis tespit
etmis ve bu durumu diyabet kaynakl1 karaciger hasarma baglanmistir.28:242

Yapilan calismalar ve bu calismada elde edilen bulgulara bagl olarak diyabetli
ratlarda kontrol grubuna goére plazma ALT, AST ve ALP diizeylerindeki artisin
nedeninin deneysel diyabet kaynakli hepatoselliller hasardan ve karacigerin
fonksiyonunu tam anlamiyla yapamamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan c¢alismada madimak etanol ekstresinin diyabetli ratlarda AST, ALT, ALP ve

LDH diizeylerini 6nemli oranda diisiirdiigli tespit edilmistir. Yapilan literatiir
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taramalarinda madimagin diyabette bu enzimler iizerine etkisine dair herhangi bir
caligmaya rastlanmamastir.

Diyabetin bulgularindan biride kanda kolesterol diizeyinin artisidir. Diyabet
durumunda kolesterol alt tiirlerinin (CHOL, TG ve HDL, LDL, VLDL) diizeylerindeki
degisimler, dislipideminin temelini olusturur.’®® Diyabet tipine gore (Tip 1, Tip 2)
serbest yag asitlerinin miktar1 kan dolagiminda artmaktadir. Artan serbest yag asitleri
karacigerde trigliserid sentezine katilarak TG sentezinin artmasina neden olurlar.
Boylece VLDL kolesterol ve apolipoprotein A {iretimini artar. VLDL kolesterolden de
IDL-CHOL ve LDL-CHOL olusur.?® Diyabet durumlarinda insiilin etkisinin azalmasi
sonucu total kolesterol seviyesi artar.?*®

Birgok deneysel olarak olusturulan diyabet calismalarinda ratlarin TG, total
kolesterol ve LDL-CHOL diizeylerinin kontrol grubuna gére diyabet gruplarinda arttig1,
HDL-CHOL diizeylerinin ise diyabette azaldig1 rapor edilmisgtir.226:232244-246

Godin ve ark.?*’, deneysel olarak olusturulan diyabetli ratlarda CHOL ve TG
diizeylerindeki artigin diyabetik hasara bagli olarak periferik dokulardaki hiicre
membranlarinda bulunan lipoproteinlerin metabolizmasinda ortaya ¢ikan lipid
peroksitlerden kaynaklandigini savunmuglardir. Yapilan calismada, STZ uygulanan
diyabet grubunda bu mekanizmalardan kaynaklandigi diisiiniilen total kolesterol
seviyelerinde artis gézlemlenmistir. CHOL miktarinin artist LDL diizeyinin artigiyla
alakalidir. Diyabetli hayvanlarda PCE uygulamasinin diyabetli gruba gore plazma TG,
CHOL ve LDL-CHOL seviyesinde anlamli bir diisiise neden oldugu, HDL-CHOL
diizeyinde ise anlamli bir artisa neden oldugu gozlenmistir. Bu durum madimagin etanol

ekstresinin kanda lipid profilini diizenleyici etkisinin oldugunu gostermistir.

Diyabette Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) diyabette iiretimindeki artisin nedeni

kan glukoz diizeyinin siirekli yiiksek olmasidir. Bu durum glikozun otooksidasyonu ile
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protein glikozilasyonuna sebep olmaktadir. Serbest radikaller normal hiicre
metabolizmasi esnasinda yan {iriin olarak olusmaktadir, diyabet durumunda hiicresel
savunma sistemleriyle ROS iiretimi arasindaki denge bozulur.*® Bu dengenin bozulmasi
hiicre oliimiine ve dolayisiyla doku hasarina neden olmaktadir. Oksidatif hasara karsi
hiicreler bir takim savunma mekanizmalarina sahiptirler. Glutatyon transferaz, GPx,
CAT ve SOD reaktif oksijen tiirlerini ortamdan temizleyen enzimatik antioksidanlardir

ve oksidatif stresi ortadan kaldirirlar.24®

Diyabet ve daha bir¢ok dejeneratif hastaliklarda lipid peroksidasyonu (LPO)
artar.®” Diyabette LPO diizeyinin arti1§1, antioksidan savunma aktivitesinin azaldig1 bu
durumunda diyabete 0Ozgii komplikasyonlarin  gelisimini  hizlandirdig, bu
komplikasyonlarinda hasta yasam kalitesini ciddi anlamda etkiledigi bir¢cok arastirmaci
tarafindan kabul edilen bir gergektir.?*®?° Oksidatif stres diyabetli hastalarda lipid
peroksidasyonu artigi, serbest radikal iiretimindeki artis ve antioksidan kapasitedeki
azalis ile siddetli seyretmektedir.?51252

Lipid peroksidasyonu, prostaglandin ve tromboksan sentezinin bir yan iriinii
olarak iiretilen MDA oldukga toksik bir aldehittir.?>® Lipid peroksidasyonu sonucu
tiretilen diger lipid hidroperoksitler ve MDA hiicre membranlarinin parcalanmasi gibi
istenmeyen biyolojik etkilere neden olabilmektedirler.>*

Yapilan bircok caligmada MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore diyabet
gruplarinda arttign tespit edilmistir.242?%2° Yapilan ¢alismada elde edilen veriler
literatlir verileriyle uyumludur. STZ ile diyabet olusturulan grupta MDA seviyesinde
kontrol grubuna gore anlamli bir yiikselis meydana gelmistir. Madimagin etanol

ekstraktinin diyabetli ratlarda plazma ve karaciger dokusu MDA diizeyini onemli

oranda diigiirdiigli saptanmaigtir.
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Bas ve ark.?®? insan eritrositlerinde H.O> ‘nin zararli etkilerine kars1 madimak
bitkisinin koruyucu etkisi arastirllmis bu bitkinin su ekstraktlar1 kullanilmistir.
Madimak bitkisi uygulanan grupta H2Oznin yiikseltmis oldugu MDA seviyesinde
anlamli bir diistiis gozlenmistir. Bu durum madimmagin su ekstresinin antioksidan
oldugunu diistindiirmiistiir.

GSH serbest radikal siipiiriiciisii olan, intraselliiler olarak sentezlenen, lipid ve
proteinleri oksidasyondan koruma gorevlerini istlenen y-glutamil-sisteinil-glisin
yapisinda bir tripeptiddir.?61-25® Diyabet hastaliginda oksidatif molekiillerin nétralize
edilmesinde kullanilan GSH molekiilleri tiikenir,22%:242:254:264-266

GPx hiicrelerde olusan hidroperoksitleri ortamdan uzaklastirir ve lipitleri
peroksidasyondan korur. Hidroperoksitlerin rediikte olmasiyla okside glutatyon (GSSG)
olusur. Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile GSSG, GSH’a doniisiir.
Okside glutatyon (GSSG) toksik bir maddedir, bunun ortamdan uzaklastirilmasi ve
oksidatif stresin onlenmesi i¢cin GSH sentezi ve savunmasi gerekmektedir. Rediikte ve
okside GSH dengesi hiicresel homeostaz i¢in 6nemlidir. GSH’ in hiicresel koruyucu
etkisi, serbest oksijen radikallerinin direk olarak ortamdan uzaklastirilmasi ile
olabilecegi gibi glutatyon peroksidaz tarafindan lipid peroksidasyon iiriinlerinin katalize
edilmesi, proteinlerin tiol—disiilfit dengesinin korunmasi ve oksidatif hasarin onariminda
esansiyel bilesen olarak gorev yapmasina baglidir.?’

Diyabet olusturulan ratlarin karaciger dokularindaki GSH diizeyi ve GPx
aktivitesinde kontrol grubuna gore bir azalma oldugu yapilan g¢alismalarda tespit
edilmistir.22°2%9268.26% yapilan calismada elde edilen bulgulara gore diyabetli ratlarin
hem kan hemde karaciger dokusunda GSH diizeyleri ve GPx aktivitelerinin diyabet
grubunda diger gruplara gore azaldigi P. cognatum Meissn. etanol ekstrakti

uygulamasiyla bu degerlerin arttig1 gérilmiistiir.
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SOD araciligr ile siiperoksit radikali H2O2 ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir.
SOD ve CAT enzimleri oksidatif hasar tespiti ve serbest radikallerin olusturdugu
hasarin onlenmesinde genellikle birlikte degerlendirilir.?® Pankreasta bulunan ve
serbest radikalleri ortamdan temizleyen SOD enzimini streptozotosin inhibe ederek 3
hiicrelerinin yikima ugramasina ve serbest radikallerin birikmesine neden olur.?’ Tabei
ve ark. diyabetik ratlarda kontrol grubuna gére SOD ve CAT aktivitelerinin anlamli
olarak azaldigimi (p<0.001) bulmuslardir.?’2

Bas ve ark.?®, insan eritrosit hiicrelerinde H202 ve Polygonum cognatum
bitkisinin su ile elde edilen ekstraktini uyguladiklar1 ¢alismada H2O. muameleli grupta
kontrol grubuna gdre enzim aktivitelerinde istatistiksel agidan 6nemli bir azalma tespit
etmigler, H2O2+P.cognatum su ekstresi grubunda H202 grubuna gére SOD ve CAT
aktivitesi bakimindan anlamli bir artis saptamalarina ragmen GPx aktivitesinde ise
anlamli bir degisiklik gézlememislerdir. Yapilan ¢alismada da benzer sekilde diyabet
grubunda kontrol grubuna goére antioksidan enzimlerin aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli bir diislis goriilmiistir. DM+PCE grubunda antioksidan enzim aktiviteleri DM

grubuna gore yiikselis gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Erzurum cografi konumu ve iklim 6zelliklerinden dolay1 zengin floraya sahiptir.
Madimak (P.cognatum Meissn.) Erzurum bolgesinde yetisen ve halk arasinda
antidiyabetik olarak kullanilan bir bitki olmasina ragmen literatiir taramasinda bu
bitkinin ve etanol ekstraktinin diyabette kullanimi ile ilgili herhangi bir caligmaya
rastlanilmamasi nedeniyle deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda Polygonum
cognatum Meissn. bitkisinden elde edilen etanol ekstraktinin diyabet iizerine etkisi
arastirildi.

Streptozotosinin Glukoz, AST, ALT, ALP, LDH, TG, CHOL ve LDL-CHOI
diizeylerinde, oksidan parametrelerden MDA diizeyinde artisa, HDL-CHOL
diizeylerinde, GPx, CAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri ile GSH
diizeylerinde azalmaya neden oldugu gozlendi. Tedavi amaciyla verilen P.cognatum
Meissn. etanol ekstraktinin Glukoz, AST, ALT, ALP, LDH, TG, CHOL ve LDL-CHOL
diizeylerinde ve MDA diizeyinde azalmaya, HDL-CHOL diizeylerinde, GPx, CAT ve
SOD aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde artisa neden oldugu goriildii. Elde edilen
biyokimyasal parametrelerin sonuglar1 ve histopatolojik bulgular dogrultusunda
P.cognatum Meissn. etanol ekstraktinin yapilan 6n galigmalarla belirlenen 10 mg/kg
dozunun diyabetli ratlarda kan sekerini diisiirdiigii, karaciger enzimleri ve lipid profili
tizerine olumlu etkiler sagladigi, lipid peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan enzim
diizeylerini 6nemli oranda arttirdigi ve olusan oksidatif stresi onledigi goriilmektedir.
Madimagin (P.cognatum Meissn.) etanol ekstraktinin igeriginde bulunan C vitamini ve
cok sayida fenolik bilesiklerden dolay1 diyabet ve komplikasyonlarinin tedavisinde
dogal bir kaynak olarak kullanilmasinin yararli olabilecegi ve diyabet ile iligkisinin

aciklanmasi konusunda ileri diizey arastirmalara ihtiya¢ oldugu kanaatine varildi.
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