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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

STREPTOZOTOSIN iLE DENEYSEL OLARAK DiYABET OLUSTURULAN
RATLARDA PLANTAGO MAJOR'UN BiYOKIMYASAL ETKILERI

Yasin DURSUN
Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Tiinay KONTAS ASKAR

Diyabet mellitus karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda meydana gelen
degisiklikleri iceren ve hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Insiilin
hormon sekresyonunun ve/veya insiilin eksikliginin sonucu olarak karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmasinda bozukluklara yol agar. Bu ¢alisma ile deneysel olarak diyabet
olusturulan ratlarda Pl major'in diabet lizerine olan etkisinin biyokimyasal, oksidatif
durum ve apoptotik belirtegler ile gosterilmesi amaglanmaktadir.

Calismada hayvan materyali olarak 30 erkek Sprague-Dawley 1irki Albino rat
kullanilmustir. Ratlar kontrol, Pl. major , diyabet, diyabet+insiilin ve diyabet+ Pl. major
olmak tlizere 5 gruba ayrilmistir. Tiim hayvanlar 4 haftalik deneme boyunca standart
yem ve suyla beslenmistir. Diyabet olusturmak i¢in; diyabet ve diyabet+ PI. major
grubundaki ratlara (60 mg/kg) tek doz streptozotosin i.p. olarak uygulandi. Diyabet
olusumunu takiben diyabet+ Pl. major ve Pl. major grubunda bulunan ratlara igme suyu
ile 0,3 mg/ml Pl. major verilmistir. Diyabette Pl major'in etkisinin arastirildigi
caligmada; diyabet+ Pl. major grubunda serum glikoz, HbAlc, trigliserit, total
kolesterol, LDL, TBARS, kaspaz-3 ve kaspaz-8 diizeyleri diyabet grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derece diisiik bulunurken, serum insiilin, TAC ve HDL
diizeyleri yiiksek bulunmustur.

Bu c¢alisma ile; diyabetli ratlarda Pl. major uygulamasinin insiilin benzeri etki
gostererek, kan glikoz ve HbAlc diizeylerini diisiirdiigii ve lipid profilini degistirdigi
belirlenmistir. Calismadan elde edilen verilerin 1s18inda; Pl. majorin ileriki yillarda
instilin direnci ve diyabet tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Diabetes mellitus, Plantago major, lipid profili, rat
fareleri, apoptozis



ABSTRACT
Ph.D. Thesis
BIOCHEMICAL EFFECTS OF PLANTAGO MAJOR IN RATS WITH
EXPERIMENTALLY DIABETES INDUCED WITH STREPTOZOTOCIN

Yasin Dursun

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Tiinay KONTAS ASKAR

Diabetes mellitus is a disease which caused by the deficiency of insulin hormone
secretion or it’s effect. Insulin, the hormone secretion and / or insulin deficiency as a
result of, leading to disturbances carbohydrates, lipid and protein metabolism. In this
study we investigated the effects of Pl.major in rats with experimentally induced diabet.
Biochemical effects of diabetes on the majors, are intended to demonstrate the oxidative
status and apoptotic markers.

30 male rats were used in this study as animal material. Rats divided into five groups as
control, Pl.major, diabetic, insiilin and diabetict+ Pl.major.

All the animals fed with standard food and water during the four week trial. To induce
experimental diabetes; a single dose (60 mg/kg) of STZ were applied i.p. to rats in
diabetes, diabetes+Pl major and diabetestinsiilin  groups. After the formation of
diabetes in diabetes + PI major and Pl major groups, 0,3 mg/ml of Pl major were added
the rat’s drinking water for three weeks. In the study however serum glucose, HbAlc,
triglycerides, total cholesterol, TBARS, LDL, kaspaz-3 ve kaspaz-8 levels were found
significantly lower in diabetic+ Pl major, the levels of serum insulin, TAC and HDL
levels were found higher than the diabetic group.

In this study, the application of Pl major in diabetic rats showed that Pl major acting as
insiilin analog lowering blood glucose and decreasing HbAlc levels and changing lipid
profile. With the light of the data obtained from the study, it is considered that Pl major
can be used in the treatment of insulin resistance and diabetes in the following years.
2016, 40 pages
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1.GIRIS

Diabetes mellitus (seker hastaligi); karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarinin
bozuklugu ile seyreden, hiperglisemi ile karakterize, kronik bir hastaliktir. Diinyada
olime sebebiyet veren hastaliklar arasinda iist siralarda yer almaktadir. Son bes yil
iginde Tiirkiye’de diyabetin goriilme sikligi % 3,5’den % 6,9’a yiikselmistir (Anonim
2013).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde Tip |1
diyabetin neden oldugu hastalik ve komplikasyonlar toplum sagliginda 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Uzun tedavi gerektiren komplikasyonlarim meydana geldigi kronik bir
hastalik olan diyabet, son 10 yil i¢inde ii¢ kat artig gostermistir. Diyabetli hastalarda
Oliimlerin % 75-80'i koroner arter hastaligina, serebrovaskiiler hastaliga ve periferal
damar hastaligina bagli olarak meydana gelmektedir. Diabetes mellitusun hem insidensi
hem prevalansi ileri yaslarda artmaktadir (Rolo and Palmeire 2006). Kadinlarda
erkeklere oranla biraz daha fazla goriilmektedir (Yenigiin 1995).

Son yillarda diabet ile ilgili yapilan ¢aligmalarda diyabet tedavisinde insiiline alternatif
olarak cesitli bitki ekstrakti takviyelerinin etkisi aragtirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarla
kudratnari, Cemen, Ginseng gibi ¢esitli bitkilerin hipoglisemik etkili oldugu
belirlenmistir (Aslan ve Orhan 2010). Fakat literatiirde Plantago major zin antidiabetik
aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada Plantago
major'in diyabet lizerine olan etkisini gostermek amaci ile kan glikoz, insiilin, HbAlc,
lipid profili ve kaspaz enzim (3 ve 8 ) gibi biyokimyasal, oksidatif durum ve apoptotik

belirteg aktivite diizeyleri belirlenmistir.
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2. KURUMSAL TEMELLER

2.1. Diabetes Mellitus

Diyabetes mellitus, pankreasin yeterince insiilin iiretemedigi veya viicudun, iretilmis
insiilini etkili sekilde kullanmadig1 durumlarda olusan kronik bir hastaliktir (Caparusagi
ve Ovayolu 2006). Bu durum, basta kan damarlar1 ve sinirler olmak {izere ¢ogu viicut
sistemlerini ciddi bi¢imde hasara wugratan kan seker diizeyinin artmasina
(hiperglisemiye) neden olur. Diyabet sik goriilen bir hastaliktir. Diyabeti olan kisi sayis1
tilkeden iilkeye degisiklik gdsterir ancak, diyabetli olan kisi sayisinin genellikle bir {ilke
niifusunun % 3-5’1 oldugu kabul edilmektedir.

Genetik, ¢evresel faktorler ve yasam tarzi degisikliklerinin etkilesimi nedeniyle ortaya
cikar ve farkli tipleri vardir. Bu hastalarda en 6zgiin klinik semptomlar; polidipsi,
polifaji ve poliliridir. Zaman i¢inde diyabette goriilen hiperglisemi bir¢ok hayati

organda hasara, fonksiyon bozukluguna ve yetmezlige neden olmaktadir.

Diyabet vakalarinin biiyiik ¢ogunlugu Tip | ve Tip Il diyabet olarak iki biiyiik
kategoriye ayrilir. Tip | diyabet; pankreasin Langerhans adaciklarinin f hiicrelerinde
otoimmiin yikim sonucu insiilin salimimindaki eksiklik nedeni ile meydana gelirken, Tip
Il diyabet; olusan insiilin direnci sebebi ile insiilin yanitindaki yetersizlige baglh olarak
olusur. Baz1 hastalarda ani kilo kaybi, bazilarinda da kronik komplikasyonlara bagli
g0z, merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem veya iirogenital sistemle ilgili

yakinmalar 6n planda olabilir (Watkins et al. 1996).
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2.2. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

Diabetes mellitus icin WHO’ de kabul goéren ve 1985 yilinda son sekli verilen bir
siniflandirma yapilmistir (Yenigiin 1995).

Bu siniflandirmada diyabet lice ayrilmistir:
1. Tip I (Insiilin bagimli Diabetes mellitus)
2. Tip 1I (Insiilin bagimli olmayan Diabetes mellitus)

3. Gestasyonel Diabetes mellitus

2.2.1. Tip 1 diabetes mellitus

Bu tip diyabet genellikle cocuklarda ve genglerde goriildiigii i¢in “Jiivenil diyabet” adini
alir. Hastalik ani olarak baglar. Tip 1 diyabet pankreasin B-hiicrelerinin otoimmun bir
cevap sonucu tahrip olmasindan kaynaklanir. B-hiicrelerinin tahrip olmast sonucu bu
hiicrelerden insiilin salgilanamamakta ve dogal olarak da glikozun hiicrelerin igine
girisine aracilik eden bu hormonun yoklugundan kaynaklanan bir hiperglisemi
olusmaktadir. Bu tip seker hastaliginin tiim diyabetliler igerisindeki oranmi yaklagik %10
gibidir (Rolo and Palmeire 2006).
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Bu yiizden tip 1 diyabetin diger bir ad: da “insiiline bagimli diyabet tir. Insiilin olmadan
glikoz kas, yag ve karaciger hiicrelerine giremez. Bu nedenle hiicresel enerji ihtiyact
yaglardan karsilanmaya baslar. Insiilin yoklugunda, yag yikimlanmasi artarken buna
paralel olarak serbest yag asitlerinin 6zellikle asetoasetik asit ve [ hidroksibutirik asit
gibi ketoasitlere déniisiimii de artar. Immunulojik olarak beta hiicrelerinin % 90’1 harap
olduktan sonra klinik tablo ani olarak olusur. Polidipsi, poliiiri, kilo yakinmalar1 veya
ketoasidoz komasi ilk bulgu olabilir. Hipergliseminin kontrol altina alinamamasi ve
ketoasitlerin birikmesi sonucu olusan metabolik ketoasidoz, daha sonraki durumlarda
diyabetik komayla hatta 6liimle sonuglanabilir (Murray et al. 1996, Chausmer 1998, Quinn
2002). Tip 1 diyabetli tiim hastalarda diyet ve oral antidiyabetik ilaglara yeterli cevap
alimamaz ve olgularin biiyiikk kismi insiilin tedavisine mutlak ihtiya¢ duyarlar (
Karayal¢in 2007 ).

Tip 1 diyabetin belirtileri :

* Cok fazla acitkma
* Fazla miktarda idrar yapma

* Ani kilo kayb1 olarak sayilabilir. Bu belirtiler genellikle aniden baglar.

2.2.2. Tip 2 diabetes mellitus

Tip 2 Diabetes mellitus pankreastan kana verilen insiilinin viicutta yeterince etki
gosterememesi sonucu ortaya ¢ikar. Seker hastalarmin % 90° m1 Tip 2 diyabet
olusturup, degisik derecelerde insiilin yetmezligi ve insiilin direnci ile karekterizedir.
Periferik dokularda (6zellikle kas, karaciger ve yag dokusunda) insiilinin etkisi
yetersizdir. Kas ve yag hiicresinde glikoz tutulumu azalmistir. Ketoasidozun nadiren
gorildiigli hastalarin biiyiik boliimii klasik diyabet belirtileri ortaya ¢ikana kadar yillarca
tan1 konmadan yasarlar. Bu tip hastalarda bazen de uzun siiren hiperglisemi durumunun
pankreasdaki insiilin salgilayan f-hiicrelerinde tahribata neden olmasiyla
hipoinsiilinemiden kaynaklanan bir hiperglisemi s6z konusudur. En sik goriilen diyabet
tipidir. Tip 2 diyabet hastaliginin goriilme sikligi, tiim diyabet vakalari i¢inde %90°dir
(Yenigiin 1995, Nayak and Bhaktha 2005, Rolo and Palmeire 2006).
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Tip 1 diyabete gore daha fazla genetik yatkinlik vardir. Tip 2 diyabet gelisiminde viicut
kitle indeksinin 25 ve flizeri olmasi, ailede diyabet ve/veya gestasyonel diyabet
Oykiisliniin bulunmas1 risk faktorii olarak kabul edilir. Hastalar ¢cogunlukla obez ve
fiziksel agidan inaktiftir. Genellikle 45 yas iizerinde ilk yakinmalar baslar. Polidipsi,
politiri ve polifaji gibi sikayetlerden ziyade retinopati, nefropati, ndropati ve
aterosklerotik kalp hastaligi gibi kronik komplikasyonlarla ilgili yakinmalar hastay1
hekime ilk kez getirebilir ve ¢ogunlukla ilk tan1 konuldugunda kronik komplikasyonlar
ortaya ¢ikmuistir.

Tip Il diyabetin belirtileri olarak :

*S1k enfeksiyona yakalanma

» Ciltteki kesik ya da yaralarin zor iyilesmesi
* Sik idrara ¢ikma

* Aglik ve susuzluk hissinin artmasi

* Bulanik gérme

* Yorgunluk hissi sayilabilir.

Bu belirtiler uzun dénemde ortaya ¢ikar.
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2.2.3. Gestasyonel diabetes mellitus (Gebelikte Diyabet - GDM)

Gestasyonel diyabet (gebelik sekeri), hamilelik sirasinda veya hamilelikten 6nce
baslayarak ilk kez gebelik donemi sirasinda fark edilen, gebede karbonhidrat
metabolizmast ile ilgili bir sorundur. Gebelik donemi sirasinda salgilanan pek cok
hormon kan sekerinin yiikselmesi yoniinde rol oynamaktadir. Ozellikle plasentadan (es
kismindan) salinan steroid yapisindaki hormonlar, kan sekerinin diismesi i¢in ugrasan
insiilin hormonuna kars1 bir etki ile kan sekerini ylikseltmektedir. GDM olan hastalarda
insiilin saliniminda veya salinim sonrasinda bir takim problemler vardir ve bu sekilde
kan glikoz seviyelerinde yiikselmeler gozlenmektedir. Hamilenin kan sekerindeki
artislar anne karnindaki bebegin de kan sekerini yiikseltir (hiperglisemi). Kan sekeri
yiikselen fotusta reaktif olarak salgilanan insiilin hormonu bebegin anne karnindayken
normalden daha fazla gelismesine (makrozomik fotus) ve sonrasinda iri bebeklerin

dogmasina neden olur (Toprak 2006) .

2.3. Diabetus Mellitus’un Laboratuvar Tanisi

WHO’ya gore giiniin herhangi bir saatinde aglik ve tokluk durumuna bakilmaksizin kan
glikoz diizeyinin 200 mg/dL’nin iizerinde olmasi1 ve polidipsi, poliliri, polifaji ve ani
zayiflama gibi diyabet semptomlarinin olusu ile diyabet tanis1 konulabilir (Yalgin 2004,
Karayalgin 2007).

Ayrica aglik kan glikoz diizeyi en az bir hafta igerisinde iki kez 140 mg/dl veya
tizerinde bulunursa, Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT) yapilarak diyabet tanisi
kesinlestirilir (WHO Experts Report 1985).
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Cizelge 2.1 WHO kriterlerine géore OGTT yorumu

Kan Glikoz Normal Glikoz Bozulmus Glikoz | Diabetus Mellitus
Diizeyi Toleransi Toleransi (DM)
(mg/dl) (NGT) (1GT)

Aclhik <110 <140 > 140
2 saatlik <140 140-199 >200
2.4. Apoptoz

Eski bir yunan terimi olan apoptoz, Yunancada ‘apo’= ayri, ‘ptosis’= diisen
anlamindadir ve agaclarin sonbaharda yaprak doékiimiinii andirdig: i¢in, hiicre kaybini
belirtmek amaci ile kullanilmistir. Apoptozis; gelismis organizmalarda gereksinim
duyulmayan ve fonksiyonlari bozulan hiicrelerin, g¢evreye zarar vermeden programli
Olumidir. Apoptoz fizyolojik bir olaydir ve normal gelisim sirasinda ve olgun
organizmadaki gesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan
sorumludur. Organizmanin yasam dongiisii icin gerekli ve yararlidir. Dokularin
devamliligi, gereksiz hiicrelerin yok edilmesi olan apoptosis ile gereken hiicrelerin
olusumu dengesine baglidir. Canlilarin viicudunda her an hiicreler apoptosise ugrayarak

yok edilmektedir. Bir say1 vermek gerekirse, giinde 50-70 milyar hiicremiz apoptosis ile

oldiiriilmektedir ( Ozvaran 2004).
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Embriyo doneminden baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik mekanizma ve
programli hiicre 6limi vardir. Deri, gastrointestinal sistem ve immiin sistem gibi pek
cok dokuda devamlilik apoptozis ve hiicre yenilenmesine baghdir. Kurbagalarin
metamorfozisi esnasinda kuyruklar1 kaybolur. Boylece yetiskin forma gecerler.
Kuyruktaki hiicreler apoptozisle dlerek kaybolurlar. Embriyo olusumu sirasinda bazi
canlilarda parmaklar arasindaki perdenin ortadan kaldirilmasinda oldugu gibi, doku ve
organlarin meydana gelmesi sirasinda apoptosis, fazla iiretilen hiicrelerin ortadan
kaldirilmasin1 saglamaktadir. Bu tip hiicre 6liimii viicutta ihtiyag duyulmayan veya
anormallesmis hiicrelerden kurtulmanin normal yoludur. Apoptotik hiicre sayist kisinin
ya da organizmanin saglikli ya da hasta olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel
mekanizmalar1 hiicrede denge unsurudur. Bu da demektir ki; apoptoz oraninin azalmasi
ile hiicre sayis1 artar aksine eger apoptoz orani artarsa hiicre sayisi azalir ve istenmeyen

doku tahribatt meydana gelir ( Altunkaynak ve Ozbek 2008).

Olmesi gereken hiicrelerimiz zamaninda ve gerekli sayida 6lmelidir. Mutasyonlar,
hormonal olarak aktif cesitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi iceren
travmatik ajanlar vs. sebebiyle hizlanmis ya da yavaslamis bir apoptozis patalojiktir.
Apoptosis ¢cok hizli gergeklesiyorsa, gerekenden fazla hiicre Olerek atrofi, olmasi
gerekenden yavas gergeklesiyorsa istenmeyen hiicreler baz1 bolgelerde birikerek kanser

olusumuna sebep olur ( Leal et al 2010).

2.4.1. Apoptozun siiflandirilmasi

Apoptozun smiflandirilmas: lizozomun fonksiyonuna gore yapilir (Altunkaynak ve

Ozbek 2008). Bu siniflandirma asagida dzetlenmistir:
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2.4.1.1. Tip 1 hiicre 6liimii (heterofaji)

Hiicre oliimiiniin bu sekli hemen hemen biitiin 6zellesmis hiicrelerde gozlenir. Hem
cekirdek hem de sitoplazmanin yogunlasmasiyla baslar. Niikleustan sonraki en 6nemli
degisiklik hiicre zarmin katlanmasidir. Sonraki rutin fagositoz asamasindan sonra hiicre
icerigi lizozomlar tarafindan parcalanir. Hiicrenin parcalanmasi diger hiicrelerin
lizozomlar1 vasitasiyla olmaktadir. Bazi aragtirmacilar bu gesit hiicre 6liimiinii yapisal

hiicre 6liimii olarak tanimlamislardir (Altunkaynak ve Ozbek 2008).

2.4.1.2. Tip 2 hiicre oliimii (Otofaji)

Bu tip hiicre oliimiinde, hiicrenin pargalanmasi biiyiikk Ol¢lide hiicrenin kendi
lizozomlariyla olur. Belirgin olarak genis miktarda otofajik vakuollerle karakterizedir
ve bazen bu vakuoller mitokondri ve endoplazmik retikulumu da igerebilir. Lizozomlar
icerdikleri hidrolitik enzimleri otofajik vakuollere bosaltirlar. Olen hiicreler
etraflarindaki saglam hiicrelerin endositozuna maruz kalir. Amfibia’larin kuyrugunda

goriilen metamorfoz buna drnektir (Altunkaynak ve Ozbek 2008).

2.4.1.3 Tip 3 Hiicre oliimii

Bu tip hiicre 6liimii de kendi iginde 2 alt tipe ayrilir:

2.4.1.3.1. Non-lizozomal vezikiil parcalanmasi

Bu tipte hiicre i¢i organellerin sismesini takiben sitoplazmik alanlarin hiicre disi
bosluklarla birlesmesi olay1 gergeklesir. Hiicre ve hiicresel yapilar kiigiiltiilerek tahrip

edilir.
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2.4.1.3.2. Sitoplazmik tip parcalanma

Bu tip hiicre olimiinde organeller genisler ve sitoplazma vakuollesir, ¢ekirdek
dejenerasyonu goriiliir. Tip-1 hiicre 6liimiinden niikleusun erken evrede kondanse
olmayis1 ile, tip-2 hiicre Sliimiinden otofajik vakuollerin goriilmemesi ile ayrilir
(Altunkaynak ve Ozbek 2008 ).

2.5. Apoptoz Siirecinde Rol Alan Gruplar

Apoptoz mekanizmasinda farkli gruplar rol alir. Bu gruplar:

2.5.1.0liim reseptorleri: Tiimor Necrozis Factor (TNF) reseptor gen ailesine aittir.
Bunlar; CD95 (APO-1/Fas), TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)-R1,
TRAIL-R2, TNF-R1, DR3, DR6’dir.

2.5.2. Adaptor proteinler: Reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip
onlar aktive ederler ve kaspazlar aktive olan DNAaz araciligr ile DNA yikimina neden

olurlar ( Altimisik 2007).
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2.5.3. Proteolitik enzimler (Kaspazlar):

Kaspazlar, bugiine dek bir diizine farkli tiiri tanimlanan, sitoplazmada inaktif
proenzimler halinde bulunan, aktif katalitik bolgesinde sistein igeren ve substratlarini
aspartat igeren Ozgiil bir bolgeden kesen proteaz enzimlerdir (caspase= cysteine-
dependent aspartat spesific proteases). Kaspazlar, sistein proteaz ailesindendir.
Proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden keser ( Solakoglu 2013).
Kaspazlar prekiirsor(inaktif) zimojen olarak tiretilir. Aktive olmalar i¢in proteolizle C-
ucundaki aspartik asit kalintilarinin ayrilmasi gerekir. Aktif kaspaz ikiger p10 ve p20 alt
tinitesi igeren ve iki aktif bolgesi olan bir heterotetramerdir. Apoptoziste hiicreyi
parcalayan yani apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler “effectors” olarak
bilinirler. Insan ve farede ondort kaspaz belirlenmistir. Bunlarn 11°i insanda
bulunmaktadir. Kaspazlar, apoptozisi aktive eden sinyaller tarafindan tetiklenir.
Kaspazlar, kalsiyum bagimsiz sistein sinifinin en énemli boliimiinii olusturur. Proksimal
veya baglatici kaspazlar, terminal veya efektor kaspazlar olmak iizere iki grupta
incelenir. Baslatict kaspazlar 1,2,4,5,8,9,10 ve 12 olmak tiizere 8 adettir. Efektor
kaspazlar ise, proteinazlar tarafindan aktive olur ve kaspaz 3,6,7,11,13 olmak {izere 5

adettir (Saikumar et al 1999).

Mitochondrion

Sekil 2.1 Apoptozda rol alan gruplar (Url-1, 2007
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2.5.4. p53 geni

Insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile baslayan ve kaspazlara kadar devam eden bir

stirectir. Genotoksik olaylarla olusan hiicre hasar1 p53°ii aktive eder. p53 apoptozisi

indiikler. Ayrica p53’iin Bax/Bax, Bax/BcL—2, BcL-2/BcL-2 gruplarinin oranlarini

diizenlemektedir. p53°lin apoptozisi indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu artirmast,

boylece BcL—2/Bax oranini degistirmesi yoluyla gergeklesir (Altinisik 2007 ).

2.5.5. BcL-2 gen ailesi (Apoptoz Onleyiciler)

Apoptozun regiilasyonu BcL—2/ Bax gen ailesi ile saglanir. Bu ailenin 20 tiyesi vardir;

bunlardan bazilar1 apoptoz inhibitoriidiir (antiapoptotik), bazilari ise apoptozu uyarir ve

proapoptotik genler olarak tanimlanir. Bu ailenin iiyeleri kendi aralarinda homo veya

heterodimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin proapoptotik ve

antiapoptotik {iiyelerinin rolatif oranma baghdir. BcL—2/Bax gen ailesinin {iriinleri,

mitokondri ve ¢ekirdek zarlarin yani sira endoplazmik retikulum zarmin tizerinde de

yer alirlar (Altimigik 2007).

Cizelge 2.2 BcL-2 Gen Ailesi (Apoptoz Onleyiciler) (Url-1, 2007)

Apoptozu Baskilayan Genler

Apoptozu Indiikleyen Genler

BcL-2 Al
BeL-xL Nr-13
BcL-W Ced-9
McL-1

Bax Bid
BcL-xs Bim
Bad

Noxa
Bik
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2.6. Apoptoz Siireci

Hiicreler apoptoz siirecinde 4 asamadan geger:
1) Oliim sinyali ile apoptozun baslatilmas1

2) Kromatinde sikisma

3) Hiicrede pargalanma

4) Fagositos seklinde 6zetlenebilir

2.6.1. Apoptozun baslatilmas: (Sinyal Uretici Yollar)

Hiicrenin apoptoza gidebilmesi i¢in ilk once, ilgili genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek bir sinyalle karsilagsmasi gerekir. Bu sinyal hiicre iginden; DNA hasari,hiicre
ici kalsiyum diizeyinin artisi,hiicre i¢ci pH azalis1 gibi faktorler hiicre ici sinyale sebep
olurken, biiyiime faktorlerinin ve cevresel yasam sinyallerinin yetersizligi, iskemi,

toksinler, radyasyon gibi faktérler de hiicre dis1 sinyale sebep olur (Oztiirk 2002) .

Hiicrelerde pozitif uyaranlarin kesilmesi ve negatif uyaranlarin artmasi ile hiicrede
apoptoz baglar. Negatif uyaranlarin alinmasi; TNF ve Fas ligand1 (FasL) gibi hiicre
yiizey reseptorlerine baglanan 6liim reseptorleri ile UV, X-isinlari, kemoterapi ajanlari
gibi DNA hasarina neden olan etkenler ile meydana gelir. Pozitif uyaranlarin kesilmesi
ise; biiytime faktorlerinin ve lenfositler igin interlokin (IL) 2’nin ve IL7, IL5, IL4’{in

eksikligine bagl olarak olusur ( Schwartzman and Cidlowski 1993).
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2.6.2. Apoptozun tetiklenmesi

Oliim reseptorleri hiicre zar1 i¢ine tutunmus, bir ucu hiicre disina, bir ucu hiicre igine
bakan, hiicre i¢i tarafinda prokaspaz 8’in aktiflenmesini saglayan bir 6lim bolgesi
(death domain) bulunan reseptorlerdir. Baslatici kaspaz denen aktif kaspaz 8, inaktif
durumdaki proenzimler olan kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 nin bir zincir bi¢giminde
aktiflenmesine yol agar. Aktiflenen tiim kaspazlar hiicre makromolekiillerini
pargalayarak tipik apoptoz morfolojisinin olusumuna yol agarlar. Kaspaz 8, B¢cL-2 ailesi
proteinlerinden biri olan Bid’in de proteolitik olarak aktiflesmesine yol acar. Bid,
mitokondriden sitokrom ¢, bazi bagka proteinlerin (SMAC) ve kalsiyumun
serbestlemesine yol acar. Boylece oliim reseptdrleri yolu mitokondriyal yolu da

aktiflemis olur (Solakoglu 2013).

2.6.3. Hiicre ici apoptotik yollar

Mitokondri, hiicre iginde ATP iiretiminin kaynagi olmasinin yani sira, hiicre ici ya da
dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin iizerinde birlestigi bir organeldir. Temel olarak
mitokondrideki solunum zincirinde yer alan bir enzim olan sitokrom c, sitoplazmada
inaktif monomerler halinde bulunan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive eden faktor)
molekiiliine baglanarak apoptozom adi verilen yapinin olusumunu saglar. Apoptozom,
kaspaz 9’u aktiflestirmek ilizere keser, kaspaz 9 diger kaspazlari proteolitik bir zincir
halinde aktiflestirerek apoptozun gergeklesmesini saglar .Hiicrede antiapoptotik aile
iyeleri olan BcL-2, BcL-x, yine ayni ailenin iiyeleri olan Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3
proteinleri gibi proapoptotik proteinler tarafindan baskilanir. Bu da uygulamaci
kaspazlarin aktivasyonu ve apoptozla sonuglanir. Kaspazlar inhibitér apoptoz proteinleri

(IAP) denen bir grup protein tarafindan baskilanir (Kogyigit ve Cevik 2011).

23



Endoplazmik retikulum (ER)’ da, apoptotik siireci baslatabilen organellerden digeridir.
Protein katlanmasinda temel bir islev yapan ER de, protein katlanmasi islevi
bozuldugunda, katlanmamis proteinlerin yol actig1 bir stres ortaya ¢ikar Bu stresin asir1
olmast ya da uzamasi, proteaz ve kinazlarin dogrudan aktivasyonu ve hiicre igi
kalsiyumun artisiyla mitokondriyal yolu aktive eden bir etki olusturur. Kalsiyum
onemli bir apoptotik diizenleyicidir. Caligmalar ER den salinan kalsiyumun
mitokondride diizeyinin arttigini ve bunun da mitokondriyal apoptotik yolu uyardigini
diisiindiirmektedir. p53, DNA gardiyan1 da denen ve bugiine dek iizerinde en ¢ok
calisilan tlimor supresor proteinlerden biridir. p53 sitoplazmada bulunan ve DNA’nin ya
da hiicrenin agir bigimde hasar gormesi durumunda, DNA’da belli genlerin
aktivasyonuna, boylece yapimlarinin artmasina (Bax, Apaf-1, Fas), belli genlerin de
baskilanmasma (BcL-2, BcL-X) yol agarak apoptozu tetikleyen bir transkripsiyon
faktortidiir (Solakoglu 2013).
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Sekil 2.3 Apoptoz siirecinde hiicredeki degisiklikler (Anonim, 2013)
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Yukarida belirtilen yollarla aktiflenen kaspazlar hiicre iskeletinin bilesenleri olan aktin,
miyozin gibi proteinleri keserek, apoptozun ilk doneminde gbzlenen morfolojik
bulgular olan hiicrenin kiigiilmesine ve yapistigi ortamdan ayrilmasina yol acar.
Kaspazlar ¢ekirdegi pargalar, endojen DNAzlar ise DNA’y1 200 ya da 200’iin katlar
baz ¢ifti pargalar halinde keser (Taylor, Cullen, Martin 2008). Mitokondri zar
potansiyelinin bozulmasinin hemen ardindan normal hiicrede cift tabakali hiicre zarinin
dis katinda bulunmayan bir fosfolipid olan fosfatidilserin dis yapraga gecer ve
oksitlenir. Bu degisim apoptotik hiicrelerin makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan
fagosite edilmesi i¢in bir sinyal olusturur. Zarla saril1 apoptotik cisimlerin fagositozuyla

apoptotik siire¢ tamamlanmig olur (Solakoglu 2013).

2.7. Apoptoz Ve Diabet iliskisi

Insiiline bagl diabbetes mellitus %90 dan daha biiyiik 6lciide, pankreasa ait adaciklarin
icindeki insulin tireten B hiicrelerinin T hiicrelerine saldirarak dogal bagisikligin bir
sonucu olarak onlar1 6ldiirmesiyle sonuglanmaktadir. Diabetin ilerleyen safhalarinda, 3
adaciklar1 hiicreleri bagisiklik sistemindeki farkli saldirilar sonucu oliirler. Perforin ve
granzimler gibi aracilar, CD95 ligand ve tiimor nekroz factor-o, ya da sitokinler ve

serbest-radikaller B hiicreleri apoptozisine sebep olarak gosterilir (Herr et al 1967)

2.8. Bitki Ekstraktlar1

Insanlik tarihi boyunca birgok hastalik (seker hastaligi, sarilik, nefes darlig1 vb.) bitkiler
kullanilarak tedavi edilmeye cahisilmis ve calisilmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii
(WHO), diinyada yaklasik 4 milyar insanin saglik sorunlarini ilk etapta bitkisel
droglarla gidermeye calistiklarini bildirmektedir (diinya niifusunun % 80’1). Ayrica,
gelismis tilkelerde regeteli ilaclarin yaklasik % 25’ini bitkisel kokenli etken maddeler
(vimbilastin, rezerpin, kinin, aspirin vb.) olusturmaktadir (Farnsworth et al., 1985).

Ozellikle 1990’11 yillardan sonra, tibbi ve aromatik bitkilerin yeni kullanim alanlarmin
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bulunmasi, dogal iiriinlere olan talebin artmasi; bu bitkilerin kullanim hacmini her
gecen giin arttirmaktadir. Giintimiizde tibbi bitkiler piyasasinin yillik yaklasik 60 milyar
dolarlik bir rakama sahip oldugu tahmin edilmektedir (Kumar, 2009).

2.8.1. Diabetes mellitus’da bitki ekstraktlar:

Dogal kaynaklarin diyabet tedavisinde kullanilmasi ve bu kaynaklardan hareketle yeni
ilag molekiillerinin gelistirilmesi ¢alismalar1 20. yiizyilin ilk ¢eyreginde baslamistir.
Galega officinalis bitkisi lizerinde yapilan ilk ¢alismalarda bitkinin hipoglisemik etkili
guanidin tiirevi bilesiklerce zengin oldugu bulunmustur. Guanidin tlirevlerinin, klinik
denemelerde ortaya c¢ikan toksisiteleri nedeniyle toksisitesi daha diisiik olan alkali
diguanidinler sentezlenmistir ve 1920’li yillarda tiim Avrupa’da Sintalin A ve B, oral
antidiyabetik ilaglar olarak kullamlmaya baslanmistir. Insiilinin tedavi alanmna
girmesiyle diguanidinlerin kullanimi azalsa da bugiin tiirevlerinden biri olan metformin
tedavide halen kullanilmaktadir. Giiniimiizde 400°den fazla bitki ve 120°den fazla dogal
kaynakli {riinliin yani sira bircok vitamin ve mineral diyabet hastalar1 tarafindan
tedaviye destek amaciyla kullanilmaktadir. Literatiirde diyabet tedavisinde kullanilan
bitkiler ve diger gida destekleri ile ilgili yapilmis 30.000’den fazla arastirma
bulunmaktadir.( Cikladilmez 2013)

2.8.2. Plantago major (Sinirli Ot)

Diyabet tedavisinde yeni alternatif {irlinlerin belirlenmesi siirecinde eser elementler ve pek gok
dogal bitkinin diyabete olan etkisi g¢alisilmaktadir. Pl. Major (Sinirli ot), ¢ok yillik bir
bitkidir.Kir yollarinda, ¢imenli tarla kiyilarinda, nemli arazilerde, bahce ve parklarin ¢gimleri
arasinda, pratik olarak diinyanin her bolgesinde yetisir. Diinyanin bir ¢ok iilkesinde salata olarak
yenilen bir bitkidir. Beta-karoten, kalsiyum ve askorbik asit (C vitamini), allantion, apigenin,
aucubin, baicalein, linoleicacid, oleanolicacid, sorbitol ve tannin igerir. Kurutulmus olgun

tohumlar1 % 30’ a varan oranlarda miisilaj maddeler igerir.Diyetlerde kullanilan ¢dziinebilir
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dogal bir liftir ve milkkemmel bir yardimcidir. Bitkinin antibiyotik etkisi bilimsel olarak
kanmtlanmistir.  Sinirliot genellikle solunum organlar1 hastaliklarinda  kullanilmaktadir.
Yemeklerden yarim veya 1 saat once alindiginda tokluk hissi vererek agligi azaltan, sindirimi
artiran ve kilo vermenize yardimci olan (zayiflatic1) bu bitki kandaki yiiksek kolesterol ve
trigliserid seviyesini diiglirmek i¢in kullanilir ve kan sekerini ayarlar. Yapilan arastirmalar sinirli
ot tohumlarinin yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterolii (HDL-Faydali kolesterol)

diizeylerini etkilemeden toplam kolesterol diizeyini diisiirebildigini gostermistir. (Url-2 2010)

2.9. Amag

Son yillarda diyabet tedavisinde yeni alternatif iiriinlerin belirlenmesi siirecinde eser
elementler ve pek cok dogal bitkinin diyabete olan etkisi calisilmaktadir. Bu ¢alismada;
deneysel olarak diabet olusturulan ratlarda Pl. majorzin diabet {izerine olan etkisinin
biyokimyasal, oksidatif durum ve apoptotik belirtegler ile gosterilmesi amaglanmuistir.
Bu amag¢ dogrultusunda kan glikoz, insiilin, trigliserit,HbAlc, yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL), diisik yogunluklu lipoprotein (LDL), lipid profili (TAC),
tiyobarbitiirat reaktif maddeller (TBARS), kaspaz-3 ve kaspaz-8 enzim aktivite

diizeyleri belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney hayvan1 materyali

Bu calismada 21-22 haftalik 30 adet erkek Winstar cinsi albino rat kullanildi. Ratlar 1
hafta boyunca rat yemi ile ad libitum olarak beslendi. Bu siirenin sonunda glukometre
ile kuyruk kan1 alinarak baslangi¢ aclik kan sekerleri ve viicut agirliklart hassas tartiyla
olgiildii. Bitki ekstrakti aktarlardan temin edildi.

Daha sonra ratlar 6 gruba ayrilarak farkli uygulamalara maruz birakildi.

1. Kontrol grubu, 6 rattan olusturuldu ve 4 haftalik deneme boyunca standart yem ve

suyla beslendi.

2. PlL.Lmajor verilecek grup da 6 rattan olusturuldu ve 4 haftalik deneme boyunca
standart yemle beslenerek, giinliik tiiketecekleri su miktar1 hesaplandiktan sonra rat

bagma 100 mg/kg ticari Pl. major ekstrakti olacak sekilde igme sularina giinliik olarak

eklendi.

3. Diyabet grubu 6 rattan olusacaktir. Bu gruptaki hayvanlara diyabet olusturulmak
tizere pH 4,5’deki 0,1 M sitrat tamponu iginde eritilen streptozotosin’in (STZ) 65 mg/kg
olacak sekilde tek doz intraperitonal (i.p.) enjekte edildi. Enjeksiyondan 7 giin sonra
kuyruk veninden olgiilen kan glikoz diizeyi 300 mg/dl ve iizeri olan ratlar diyabetik

olarak kabul edilerek sadece diyabet olan hayvanlarla ¢alismaya devam edildi.

4. Diyabet+ Pl. major grubu ise 6 rattan olustu. Bu gruptaki hayvanlara diyabet
olusturulmak {tizere pH 4,5 deki 0,1 M sitrat tamponu i¢inde eritilen streptozotosin’in
(STZ) 65 mgkg olacak sekilde tek doz intraperitonal (i.p.) enjekte edildi.

Enjeksiyondan 7 giin sonra kuyruk veninden olciilen kan glikoz diizeyi 300 mg/dl ve
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lizeri olan ratlar diyabetik olarak kabul edilerek sadece diyabet olan hayvanlarla
caligmaya devam edildi. Diabet olan ratlar 4 hafta boyunca hergiin standart yemle
beslendi ve giinliik tiiketecekleri su miktar1 hesaplanarak rat basina 100 mg/kg Pl. major

ekstrakt1 olacak sekilde igme sularina bitki ekstresi giinliik olarak eklendi.

5. Diyabet+ insiilin grubu 6 rattan olustu. Insiilin alan diyabetik ratlar (3 mg/kg
dozunda 4 hafta boyunca intraperitoneal enjeksiyon) tek dozda hergiin subkutan

uyguland. Ratlar haftalik kan glukoz tayini ile takip edildi.

4 haftalik ¢alisma periyodunun sonunda, 12 saatlik agligi takiben, ratlar Etik Kurulun
onay verdigi sekilde yapilacak olan genel anestezisi altinda kalplerinden kanlari
alinacaktir. Pl. major'in diyabete olan etkisinin gésterilmesi amaci ile HbAlc analizi
icin heparinli tliplere, glikoz, insiilin, lipid profili ve kaspaz 3 analizleri i¢in kan
ornekleri antikoagulansiz tiiplere alindi. Kan 6rnekleri 2500 rpm de santrifiij edilerek
serum ve plazma ornekleri elde edildi. Elde edilecek olan serum ve plazma ornekleri —

20 °C’de analizleri yapilana kadar saklanacaktir.

Ratlar 3 giin su ve standart rat yemi ile adaptasyona birakildi. Bu siirenin sonunda
glukometre (One Touch Lifescan, America) ile baslangi¢ aclik kan sekerleri degerleri
ol¢iildii, viicut agirliklar tartildi. Daha sonra ratlar her grupta 6 hayvan olacak sekilde 5
gruba ayrildi.

Calismada seker hastaliginin olusumu; ratlarin kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde
glikoz diizeyinin glukometre (One Touch Lifescan, America) kullanilarak olgiilmesi ile
belirlendi. 4 haftalik ¢alisma periyodunun sonunda, 12 saatlik achigi takiben, genel
anestezisi altinda serum tiiplerine kan alindi. Alinan kanlar 2500 rpm’de 10 dk. santrifiij
edilerek, serumlari ¢ikarildi. Elde edilen serum érnekleri — 80 °C’de analizleri yapilana

kadar saklandi.
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Calismada kan glikoz, HbAlc ve lipid profili diizeylerinin analizinde spektrometrik
yontemler kullanildi. Insiilin diizeyleri ise ELISA ile belirlendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Glikoz diizeyinin o6l¢iimii

Kan glikoz diizeylerinin 6l¢timii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi.
Serum Ornekleri Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasinin
reaktifi kullanilarak ¢alisildi.Glikoz diizeyinin 6l¢iimii; glikozun, glikoz oksidaz enzimi
katalizorliigi ile glikonik asit ve H,O;’ye okside edilmesi esasina dayanir. H,O;
kromojen peroksidaz enziminin etkisi ile renkli bir bilesige oksitlenir. Bu bilesik H,SO4

etkisi ile kalic1 kirmizi renk alir. Olgiim 540 nm’de kolorimetrik olarak yapalir.

3.2.2. HbAlc hesaplama yontemi

Kan HbAlc diizeylerinin 6l¢iimii, immunotiirbidimetrik yontem kullanilarak yapildi.
Tam kan 6rnekleri Roche Moduler Sistem otoanalizoriinde Roche Diagnostic firmasinin

reaktifi kullanilarak ¢alisildi.

3.2.3. Insiilin analizi

Serum insiilin diizeyi analizi ticari rat kiti (Insiilin Coat-A-Count Kit, Diagnostic
Products, Los Angeles, CA, USA) kullanilarak ELISA ile dl¢iilmiistiir.
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3.2.4. Trigliserid 6l¢iim yontemi

Trigliserid oOl¢iimii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum
ornekleri Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasinin reaktifi

kullanilarak c¢alisildu.

Trigliserid diizeyinin 6l¢iimii, lipoprotein lipaz tarafindan trigliseridlerin gliserol ve yag
asidlerine dontisiimii izleyen, gliserol kinaz, gliserol fosfat oksidaz ve peroksidaz
enzimlerinin Kkatalizledigi reaksiyonlar sonucunda gerceklesir. Hidrojen peroksit,
peroksidaz enziminin etkisiyle 4-aminofenazon ve 4-klorofenol ile etkileserek pembe
bir Uriin olusturur. Rengin yogunlugu trigliserid konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve

spektrofotometrik olarak 505 nm’de belirlenir.

3.2.5. Total kolesterol 6l¢iim yontemi

Total Kolesterol dl¢iimii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum
ornekleri Roche Moduler Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasinin reaktifi
kullanilarak calisildi.

Total kolesterol diizeyi, kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz kullanilarak enzimatik
olarak belirlenir. Kolesterol esterleri, kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest
kolesterol ve yag asitlerine ayrilir. Kolesterol, kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle
kolest-4-en-3-on ve hidrojen perokside ¢evrilir. Hidrojen peroksit, peroksidaz enziminin
etkisiyle 4-aminofenazon ve fenol ile etkileserek pembe renkli bir iiriin olusturur.
Rengin yogunlugu kolesterol konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve spektrofotometrik

olarak 505 nm’de belirlenir.
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3.2.6. HDL 6l¢iim yontemi

HDL 6l¢limii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi. Serum Ornekleri
Roche Sistem otoanalizériinde Roche Diagnostic firmasmin reaktifi kullanilarak

calisild1.

HDL diizeyi, polietilenglikol (PEG) kolesterol esteraz ve PEG kolesterol oksidaz
kullanilarak enzimatik olarak belirlenir. PEG ile modifiye edilmis kolesterol esteraz ve
kolesterol oksidaz lipoprotein fraksiyonlarina karsi selektif katalitik aktivite gosterir.
Kolesterol esterleri, PEG kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest kolesterol ve yag
asidlerine ayrilir. Kolesterol, kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle D4-Kolestenon ve
hidrojen perokside c¢evrilir. Hidrojen peroksid, peroksidaz enziminin etkisiyle 4-
aminofenazon ve  N-(2-hidroksi-3-siilfopropil)-3,5-dimetoksianilin ~ (HSDA) ile
etkileserek pembe mavi renkte bir bilesik olusturur. Rengin yogunlugu HDL

konsantrasyonuyla direkt orantilidir ve spektrofotometrik olarak 600 nm’de belirlenir.

3.2.7. LDL hesaplama yontemi

Serum LDL diizeyleri Friedewald formiilii ile hesaplandi.
LDL= Total Kolesterol — [(HDL) + (Trigliserid/5)]

3.2.8 Tiyobarbitiirik asit tiirevleri (TBARS) tayin yontemi

Tiyobarbitiirik asit tlirevlerinin kan 6rneklerinde 6l¢limii i¢in Oxiselect™ TBARS (Cat.
No. STA 330, Cell Biolabs, USA) tayin kiti kullanildi. Ornekler énce 95 °C de TBA ile
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra Eliza okuyucu (u Quant, BIO-Tek, USA) ile 532
nm.’de numunelerdeki malondialdehit (MDA) konsantrasyonu okundu. Sonuglar
nmol/ml olarak hesaplandi (Yagi,1984)
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3.2.9 Total serum antioksidan kapasite (TAC)

Serum TAC ol¢timi ticari TAC kiti (Rel Assay, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
yapildi. Kit, Fenton reaksiyonundan kaynaklanan serbest oksijen radikallerinin varligi
altinda, sodyum benzoattan tiyobarbiitirik asit tiirevlerinin olusumunu inhibe eden
numune kapasitesinin olgiilmesi prensibine dayanmaktadir. Reaksiyon sonucunda ve
renk gelisiminin inhibisyonunun spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi ile TAC degerleri
belirlendi. (Karacevic D. et al. 2001)

3.2.10 Kaspaz enzim (3 ve 8) tayin yontemleri

Serum orneklerinde Kaspaz 3 (Cat No. YHB0311Ra, YH Biosearch Laboratory, China)
ve Kaspaz 8 (Cat No. YHB124 Ra, YH Biosearch Laboratory, China) aktivite tayini
icin biyotin ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisine dayanan ratlara &zgii Elisa Kitleri
kullanildi. Numunelerdeki Kaspaz aktivite diizeyleri 450 nm.’de Eliza okuyucu (u
Quant, BIO-Tek, USA) ile belirlendi. Sonuglar ng/L olarak hesaplandh.

3.2.11. Kullanilan istatistik yontemler

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde “SPSS 17.0” paket programi kullanild.
Gruplar arasindaki istatistiksel farklar student t test kullanilarak degerlendirildi. Elde
edilen sonucglar X+ S¢ olarak verildi. P<0,05 ve alt1 istatistiksel olarak 6énemli kabul

edilir.
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4. BULGULAR

Deneysel olarak streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda, Plantago major'in kan
glikoz, insiilin, HbAlc, kaspaz 3, kaspaz 8 ve lipid profili iizerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaclanan bu calismada, 21 giinliik deneme siiresi boyunca kullanilan
deney hayvanlar haftalik olarak tartilarak, deney hayvanlarmin haftalik beden agirlig:

diizeyleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Deneme gruplarindaki ratlarin haftalik beden agirlig: diizeyleri

Beden Kontrol Pl. major | Diyabet | Diyabet + D.iyabet +
agirhklari (g) Grubu Grubu Grubu Pl. major Insiilin
n=6 n=6 n=6 Grubu Grubu
n=6 n=6
0. Giin 289+14 282+14 290+12 269+10 273+13
7. Giin 300+11% | 310+11° | 264+13” | 259+15” 272+14
14. giin 300£10° | 318+10% | 269+15° | 275+11™ 259416
21.giin 333+12" | 330+12% | 280+10°T | 284+14% 251+12%

a5.¢ Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar nemlidir
“1: Ayni siitunda farkli harfleri tasiyan gruplar Snemlidir

Calismada 21 giinlilk deneme siiresinin sonunda, diyabet grubu ve diyabet+insiilin
grubunda ratlarin beden agirliklarinda azalma oldugu belirlenmistir. Diyabet+insiilin
grubunda bulunan ratlarin beden agirliklarindaki azalma, diyabet grubuna gére anlamli
derecede (p<0.05) yiiksek bulunmustur. Diyabet grubu ve diyabet+insiilin grubundan
farkli olarak, kontrol, Pl. major ve Pl. major+Diyabet gruplarinda ise deneme siiresi
sonunda beden agirlik artis1 gézlenmistir. Kontrol ve Pl.major gruplar1 arasinda beden
agirlik artist bakimindan istatistiksel bir fark bulunamamasina karsi; bu iki grup ile
Diyabet+Pl .major grubuna gore beden agirliginda ki artig anlamli derecede (p<0.05)

yiiksek bulunmustur.

34



Cizelge 4.2 Deneme gruplarindaki ratlarin kan glikoz, HbAlc, insiilin,Kaspaz-
3,Kaspaz-8, TBARS, TAC ve lipid profil diizeyleri

Parametreler Kontrol Pl. major Diyabet Diyabet+ Diyabet+
Grubu Grubu Grubu Pl. major Insiilin
n=7 n=7 Grubu Grubu
n=7 n=7 n=7
Kan Glikoz 83.4+9.31* |85.1£7.45% |314.5+40.2° | 216.9+25.3° | 141.5+28.4°
Diizeyi (mg/dL)
HbAlc(mg/dL) | 1.5+0.06° | 1.6+0.05% |[3.8+0.12° 2.6+0.07° 2.9+0.11°
Insiilin (uWU/mL) | 28.53+2.61% | 26.49+3.05° 14.28+1.23° | 22.34+3.52° | 17.45+5.34"
Trigliserid 87.6+8.12% |92.4+7.35% |173.8+21.83" | 135.3+15.12° | 150.6+22 3°
(mg/dL)
Kolesterol 65.4+19° 64.7+11.4* | 115.6+28.7° | 82.1+15.9° 87.3+19.4°
(mg/dL)
LDL (mg/dL) 32.6+35° |352+4.1%7 |71.6+5.8 49.9+3.8° 45.3+5.7°
HDL (mg/dL) 43.4+3.14° | 46.945.23% |22.1+3.78° [35.9+4.21° | 32.545.0°
TBARS (umol/L) | 12.9+5.14* | 13.7+3.62° |32.6+8.13" | 24.2+5.28° 29.1+6.21°
TAC (mmol/L) ( | 0.75+0.08* |0.72+0.06° | 0.45+0.07° | 0.61+0.03° | 0.48+0.06"
Kaspaz-3(ng/L) 6.48+1.45° |7.02+1.22* |12.37+2.5 8.16+1.23° 9.07+2.1°
Kaspaz-8 (ng/L) | 11.15+4.12% | 12.57+5.36° | 29.34+7.43" | 17.69+5.57° | 18.24+4.41°

a5.¢ Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar nemlidir.

Yapilan bu ¢alismada kan glikoz diizeyleri; kontrol grubunda ortalama 83.4 mg/dL,

Pl.major grubunda ortalama 85.1 mg/dL olarak Ol¢iiliirken, diyabet grubunda ortalama

314.5 mg/dL, diyabet+ Pl.major grubunda ortalama 216.9 mg/dL ve diyabet+insiilin

grubunda 141.5 mg/dL olarak olglilmiistiir. Diyabet+ Pl.major grubunun kan glikoz

sonuglari diyabet grubundaki ratlara gore daha diisiik (p<0.05) bulunmustur. Diyabet ve

Diyabet+ Pl.major grubunun kan glikoz sonuglar1 kontrol grubundan, istatistiksel olarak
Sekil 4.1). Insiilin

p<0,001 o6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2,

grubunun kan glikoz degerleri ise diyabet ve diyabet + Pl.major gruplarindan daha
diisiik (p<0.001) bulunmustur.(Sekil 4.1)
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Sekil 4.1 Deneme gruplarindaki ratlarin kan glikoz diizeyleri

Calismada HbAlc diizeyi ise; kontrol grubunda ortalama 1.5 mg/dL, Pl.major grubunda
ortalama 1.6 mg/dL olarak Olgiiliirken, diyabet grubunda ortalama 3.8 mg/dL ve
diyabet+ Pl.major grubunda ortalama 2.6 mg/dL ve diyabet+ insiilin grubunda ortalama
2.6 mg/dL olarak Ol¢iilmiistiir. Diyabet+ Pl.major grubunun HbAlc sonuglari diyabet
grubundaki ratlara gore daha diisiik bulunmustur. Diyabet+ Pl.major grubunun HbAlc
sonuglar1 kontrol grubundan, istatistiksel olarak p<0,001 o6nem diizeyinde yiiksek
bulunmustur. insiilin grubunun kan HbAIc degerleri ise diyabet grubuna gore diisiik
bulunurken (p<0.01), diyabet +PI. major grubu ile anlamli bir fark bulunmamistir.
(Sekil 4.2)
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Sekil 4.2 Deneme gruplarindaki ratlarin HbA 1c diizeyleri
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Calismada deneme gruplarinin insiilin diizeyleri; kontrol grubunda ortalama 28.53
pU/mL, Pl.major grubunda ortalama 26.49 pU/mL olarak 6l¢iiliirken, diyabet grubunda
ortalama 14.28 pU/mL, insiilin grubunda ortalama 17.45 pU/mL ve diyabet+Pl.major
grubunda ortalama 22.34 pU/mL olarak Ol¢iilmiistiir. Diyabet+ Pl.major grubunun
insiilin sonuglar1 diyabet grubu ile insiilin grubuna gore daha yiiksek (p<0.01)
bulunmustur. Diyabet+ Pl.major grubunun insiilin sonuglar1 kontrol grubundan, diisiik
bulunmustur. En yiiksek insiilin degerleri kontrol ve PIl. major gruplarinda

belirlenmistir. (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3 Deneme gruplarindaki ratlarin insiilin diizeyleri

Trigliserid diizeyi; kontrol grubunda ortalama 87.6 mg/dL, pl.major grubunda ortalama
92.4 mg/dL olarak Olgiiliirken, diyabet grubunda ortalama 173.8 mg/dL,insiilin
grubunda 150.6 mg/dL ve diyabet+Pl.major grubunda ortalama 135.3 mg/dL olarak
Ol¢iilmiistiir. Calismada Diyabetli ratlarda serum trigliserit diizeyi diger calisma
gruplarindan anlamli derecede (p<0.01) yiiksek bulunmustur. Diyabet+Pl.major grubu
ile instilin grubunun serum trigliserid sonuglar1 ise diyabet grubundaki ratlara gore
distiktiir. Diyabet+ Pl.major grubu ile insiilin grubunun serum trigliserid diizeyleri

arasinda 6nemli bir fark bulunmamustir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Deneme gruplarindaki ratlarin serum trigliserit diizeyleri

Total kolesterol diizeyi; kontrol grubunda ortalama 65.4 mg/dL, Pl.major grubunda
ortalama 64.7 mg/dL olarak 6lgiiliirken, diyabet grubunda ortalama 115.6 mg/dL,insiilin
grubunda 87.3 mg/dL ve diyabet+PIl.major grubunda ortalama 82.1 mg/dL olarak
Ol¢iilmiistiir. Diyabet+Pl.major grubu ve insiilin grubunun serum total kolesterol
sonuglar1 diyabet grubundaki ratlara gore daha diisiik (p<0.05) bulunurken, Diyabet+
Pl.major grubu ile insiilin grubunun serum total kolestrol diizeyleri arasinda 6nemli bir
fark bulunmamustir. ( Sekil 4.5)
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Sekil 4.5 Deneme gruplarindaki ratlarin serum total kolesterol diizeyleri
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Kan LDL diizeyi; kontrol grubunda ortalama 32.6 mg/dL, Pl.major grubunda ortalama
35.2 mg/dL olarak ol¢iiliirken, diyabet grubunda ortalama 71.6 mg/dL,insiilin grubunda
45.3 mg/dL ve diyabet+ Pl.major grubunda ortalama 49.9 mg/dL olarak olgiilmiistiir.
Diyabet+ Pl.major grubunun LDL sonuglar1 diyabet grubundaki ratlara gore anlamli
derecede diisiik (p<0.001) bulunmustur. Diyabet+ Pl.major grubunun LDL sonuglari
kontrol grubundan, istatistiksel olarak p<0,01 6nem diizeyinde yiiksek bulunmustur

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Deneme gruplarindaki ratlarin serum LDL diizeyleri

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda kan serum HDL diizeyi ise; kontrol
grubunda ortalama 43.4 mg/dL, Plmajor grubunda ortalama 46.9 mg/dL olarak
oOlgtiliirken, diyabet grubunda ortalama 22,1 mg/dL, diyabet+ Pl.major grubunda
ortalama 35.9 mg/dL ve insiilin grubunda ortalama 32.5 mg/dL olarak olgiilmiistiir.
Diyabet+ Pl.major grubunun serum HDL sonuglari diyabet grubundaki ratlara gore
istatistiksel olarak p<0,01 6nem diizeyinde yiiksek bulunmus, kontrol ve Pl.major
seviyelerinden ise diisiik(p<0.05) bulunmustur ( Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Deneme gruplarindaki ratlarin serum HDL diizeyleri

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda kan serum TBARS diizeyi ise; kontrol
grubunda ortalama 12.9 umol/L , Pl.major grubunda ortalama 13.7 pmol/L olarak
oOlgiiliirken, diyabet grubunda ortalama 32.6 pumol/L , diyabet+ Pl.major grubunda
ortalama 24.2 umol/L ve insiilin grubunda ortalama 29.1 pumol/L olarak &lgilmistiir.
Diyabet+ Pl.major grubunun kan serum TBARS sonuglar1 diyabet grubundaki ratlara
gore istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde diisiik bulunmustur. Diyabet ve Diyabet+
Pl.major grubunun TBARS sonuglart kontrol grubuna gore yiiksek (P<0.001)
bulunmustur. Insiilin grubu ile diyabet grubu TBARS sonuglar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark belirlenmezken, diyabet+ Pl.major grubuna gore insiilin grubu
TBARS degerleri yiiksek ( p<0.05) bulunmustur (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8 Deneme gruplarindaki ratlarin serum TBARS diizeyleri
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Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda kan serum TAC diizeyi ise; kontrol grubunda
ortalama 0.75 mmol/L , Pl.major grubunda ortalama 0.72 mmol/L olarak 6l¢iiliirken,
diyabet grubunda ortalama 0.45 mmol/L , diyabet+ Pl.major grubunda ortalama 0.61
mmol/L, insiilin grubunda ortalama 0.48 mmol/L olarak Ol¢iilmiistiir. Diyabet+
Pl.major grubunun serum TAC diizeyleri diyabet grubundaki ratlara gore istatistiksel
olarak yiiksek (p<0,001) bulunmustur. Diyabet ve Diyabet+ Pl.major grubunun serum
TAC diizeyleri ise kontrol grubuna gore diisiiktiir. Insiilin grubu ile diyabet grubu TAC
diizetleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark belirlenmezken, diyabet+ Pl.major

grubuna gore insiilin grubu TAC degerleri diisiik ( p<0.001) bulunmustur ( Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Deneme gruplarindaki ratlarin serum TAC diizeyleri

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda serum kaspaz-3 diizeyi ise; kontrol grubunda
ortalama 6.48 ng/L , Pl.major grubunda ortalama 7.02 ng/L olarak &lgiiliirken, diyabet
grubunda ortalama 12.37 ng/L , diyabet+ Pl.major grubunda ortalama 8.16 ng/L olarak
ol¢iiliirken, instilin grubunda ortalama 9.07 ng/L olarak dlgiilmiistiir. Diyabet+ Pl.major
grubunun kaspaz-3 sonuglar1 diyabet grubundaki ratlara gore istatistiksel olarak p<0,01
diizeyinde diisiik bulunmustur. Diyabet ve Diyabet+ Pl.major grubunun kaspaz-3
aktivite diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde yiiksektir.
Insiilin grubu ile diyabet+ Pl.major grubu kaspaz-3 aktivite diizeyleri arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir ( Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Deneme gruplarindaki ratlarin serum kaspaz-3 diizeyleri

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda kan serum kaspaz-8 aktivite diizeyi ise;
kontrol grubunda ortalama 11.15 ng/L , Pl.major grubunda ortalama 12.57 ng/L olarak
Olgiilirken, diyabet grubunda ortalama 29.34 ng/L , diyabet+ Pl.major grubunda
ortalama 17.69 ng/L, insiilin grubunda ortalama 18.24 ng/L olarak olgilmistiir.
Diyabet+ Pl.major grubunun kaspaz-8 aktivite sonuglari diyabet grubundaki ratlara gére
istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde diisiik bulunmustur. Diyabet ve Diyabet+
Pl.major grubunun serum kaspaz-8 aktivite diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek
(p<0.05) iken, insiilin grubu serum kaspaz-8 aktivite diizeyleri ile diyabet+ Pl.major

grubu arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir (Sekil 4.11)
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Sekil 4.11 Deneme gruplarindaki ratlarin serum kaspaz-8 diizeyleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Plantago major Tirkiye meralarinda ve diinyanin ¢ogu bdlgesinde yaygin olarak
yetisen bir bitkidir ve Plantago tiirlerinin antitiimoral, antienflamatuvar, antifungal,
antibakteriyel, analjezik, antispazmotik, antiviral ve karacigeri koruyucu etkileri
tanimlanmistir (Stewart 1996, Moore et al 2006). Diyabet tedavisinde yeni alternatif
triinlerin belirlenmesine katki saglamak amaci ile yapilan bu calismada, STZ ile
deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda Plantago major'iin etkisi incelenmistir.

Calismada, deney gruplarindaki ratlarin haftalik beden agirliklari, Cizelge 4.1°de
gorildiighi gibi, 21 giinlik deneme siiresi sonunda diyabet grubunda ve diyabet+
Pl.major grubunda, kontrol ve Pl.major grubuna gore anlaml olarak azalmistir. DM’un
katabolik yollar1 situmule etmesinin bir gostergesi olarak beden agirliginin azaldigi ve
bu baglamda, insiilin hormonunun beden agirligindaki azalmayi engelledigi veya
diizelttigi bilinmektedir (Pfaffman et al. 1980). Karaciger ve kaslardaki glikojen
depolarinin tiiketilmesi ve insiilin yetersizligine bagli olarak glikoz oksidasyonunun
bozulmasi, karbonhidrat olmayan kaynaklarin kullanimini zorunlu kilar. Boylece yag ve
protein yikimi artar. Diyabette goriillen zayiflamanin temel nedeni, hiicrelerin glikozu
yeterince kullanamamasidir (Hughes, 2010). Yapilan ¢alismadan elde edilen veriler,
Plantago major'iin diyabetli ratlarin canli agirhgini, diyabetin lipolitik etkilerine karsi

yeterli diizeyde olmasa da korudugunu diisiindiirmektedir.

Ayrica ¢aligmada diyabetli ratlar ile Pl. major takviyesi verilen ratlarda diyabet
belirteglerinin diizeyleri de belirlenmistir. Caligmada Pl.major ekstrakti verilen diyabetli
ratlarin kan glikoz (p<0.05) ve insiilin (p<0,001) diizeyleri diyabet grubundaki ratlara
gore diisiik bulunurken, HbAlc diizeyleri diyabet grubundaki ratlara gore anlaml
derecede diisiik (p<0.01) bulunmustur (Cizelge 4.2). Giliniimiizde HbAlc’nin
diyabetlilerde glisemik kontrolii gdstermesi ile birlikte diyabetik komplikasyon gelisme
riskini ve diyabetik bakimin kalitesini yansittif1 kabul edilmektedir (Herman et al,
2010). Calismada Pl.major takviyesi yapilan diyabetli ratlarda serum glikoz, HbAlc ve

insiilin diizeylerinde belirlenen degisimlerin Pl.majoriin pankreas hiicrelerinden insiilin
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stimiilasyonunu ve hiicrelerde reseptdr diizeyinde insiilin etkinligini arttirmasina bagl

olabilecegi diisliniilmektedir.

Ayrica bu ¢aligmada deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda Pl.major un lipid
profili diizeylerine olan etkisi de arastirilmistir. Diyabette en sik gozlenen lipid

metabolizmas1 bozuklugu, trigliserid diizeylerinde artma ve HDL diizeylerinde

azalmadir (Shahi et al 2011, Turk, 2011).

Diyabetli hastalarda hiperkolesterolemi ve hiperlipidemi gibi plazma lipid profili
degisikliklerinden baslica lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz enzim aktiviteleri
sorumludur (Bing6l vd. 2010). Calismamizda STZ ile diyabet olusturulan ratlarda
serum trigliserid ve total kolesterol diizeyleri, kontrol grubu ve Pl.major grubuna gore
anlamli derecede (p<0,001) yiiksek bulunmustur. Ayrica Pl. major verilen diyabetli
ratlarda serum total kolesterol ve trigliserit diizeyleri diyabet grubundan, istatistiksel
olarak p<0,001 6nem diizeyinde diisiik bulunmustur. Diyabet+Pl.major grubu ile insiilin
grubunun serum trigliserid ve kolesterol sonuglar1 ise diyabet grubundaki ratlara gore
distiktiir. Diyabet+ Pl.major grubu ile insiilin grubunun serum trigliserid ve kolesterol
diizeyleri arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (Cizelge 4.2). Diyabet grubu trigliserit
ve kolesterol diizeylerinde goriilen bu artis, diyabette meydana gelen insiilin eksikligi
veya duyarsizligmma baglhh olarak, dolasimda fazla miktarda serbest yag asidi
bulunmasina baglidir. Ayrica ¢alismada diyabet+Pl.major grubunda serum trigliserit ve
kolesterol diizeylerinin diyabet grubuna gore daha diisiik bulunmasi, Pl.major 'un
insiilin benzeri etki gostererek lipoprotein lipaz enzim aktivitesini arttirmasina ve

HMG-CoA rediiktaz enzimini baskilamasi ile iligkili olabilir (Elberry et al 2015).

LDL plazmada bulunan baslica kolesterol tastyici lipoproteindir (Stein ve Myers 1994).
HDL ise, kolesteroliin c¢esitli organ ve dokulardan karacigere tasinmasindan
sorumludur. HDL yapiminda hepatik trigliserid lipaz aktivitesi énemlidir. Insiilin,

lipoprotein lipaz aktivitesini artirdigr gibi hepatik trigliserid lipaz aktivitesini de artirir
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(Adamu et al., 2008). Insiilin yetmezligi ve diyabetle ilgili yapilan ¢alismalarda serum
LDL miktar1 artarken, HDL miktarinin azaldigi bildirilmistir (Comoglu vd. 2001,
Mooradian 2009). Yapilan ¢alismalara benzer olarak, bu caligmada da 21 giinliik deney
periyodunun sonunda diyabet grubunun serum LDL diizeyleri kontrol grubu, Pl.major
grubu ve diyabet+Pl.major grubuna gore yiiksek bulunurken, HDL diizeyleri diisiikk
bulunmustur (Cizelge 4.2). Pl.major+diyabet grubunda belirlenen diisik LDL ve
yiiksek HDL diizeyleri, ayn1 grupta belirlenen diisiik total kolesterol ve trigliserit
degerleri ile de iliskili olarak, Pl major un lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz enzimi
aktivitelerini arttirmasina bagl oldugu disiinilmektedir. HDL diizeyinin artmasi ile,
LDL’nin perifer dokulardan alinmasi arttirilarak, trigliserit seviyesini de diizenlemis

olur.

Yiiksek glukoza hiicresel yanitlar c¢ok cesitlidir. Normalde iyi c¢alisan glukoz
metobolizmasi, hiperglisemi gibi stres durumlarinda, asir1 serbest radikal tiretimine ve
oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres ¢esitli hiicre tiplerinin programlanmis hiicre
6liimii olarak bilinen apoptozuna ve nekrotik hiicre 6liimiine yol agarak hiicre kaybina
neden olur (Allen 2005, Goksin 2009). Kaspazlar ¢esitli uyarilar sonucu indiiklenen
apoptozu hem regiile eden hem de meydana getiren bir proteaz ailesidir (Sefa ve ark.
2015). Bu nedenle bu ¢aligmada Pl. major’un diyabette oksidatif durum ve apoptoz
tizerine olan etkilerini belirlemek amaciyla serum TBARS, TAC ve Kaspaz enzim

aktivite tayinleri de gergeklestirilmistir.

Oksidatif stresin g¢esitli metabolik hastaligin patogenezinde onemli role sahip oldugu
bildirilmistir (Tsofack et al 2014). Serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonuna
sebep olur ve lipid peoksidasyonunun son iirlinii bir aldehit olan MDA’dir (Lykkesfeldt
ve Svendsen, 2007). MDA’nin belirlenmesi lipid peroksidasyon dercesinin ve serbest
oksijen radikallerinin indirekt yoldan tespitine olanak saglar. Son yilarda MDA lipid
peroksidasyunun bir Dbelirteci gibi kullanilarak lipid peroksidasyonun c¢esitli
hastaliklarda oynadigi rolii belirlemede 6nemlidir (Rezaei ve Naghadeh, 2006).
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Calismada yapilan biyokimyasal analizler sonucunda Diyabet+ Pl.major grubunun kan
serum TBARS sonuglart diyabet grubundaki ratlara gore istatistiksel olarak p<0,001
diizeyinde diisiik bulunmustur. Insiilin grubu serum TBARS sonuglari ile diyabet grubu

arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir. (Elena Dozio 2010).

Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda Diyabet+ Pl.major grubunun kaspaz-3
sonuglar1 diyabet grubundaki ratlara gore istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde diisiik
bulunmustur. Diyabet ve Diyabet+ Pl.major grubunun kaspaz-3 aktivite diizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak p<0,01 diizeyinde yiiksektir. Insiilin grubu ile
diyabet+ Pl.major grubu kaspaz-3 aktivite diizeyleri arasinda anlamli bir fark

bulunamamustir.

Yapilan analizler sonucunda Diyabet+ Pl.major grubunun kaspaz-8 aktivite sonuglar
diyabet grubundaki ratlara goére istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde diisiik
bulunmustur. Diyabet ve Diyabet+ Pl.major grubunun serum kaspaz-8 aktivite
diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek (p<0.05) iken, insiilin grubu serum kaspaz-8
aktivite diizeyleri ile diyabet+ PlLmajor grubu arasinda anlamli bir fark

belirlenmemistir

Bu caligmada diyabetli ratlarin TAC diizeyleri diger ¢alisma gruplarindan anlamh
derecede diisik bulunmustur. Ayrica Pl. major takviyesi verilen diyabet grubunun
serum TAC sonuglari, diyabetli ratlar ve insiilin uygulanan ratlara gore istatistiksel
olarak p<0,001 diizeyinde yiiksek bulunmustur. Insiilin uygulanan ratlarin serum TAC
diizeyleri ise diyabet grubuna goOre istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark

gostermemistir.

Son yillarda yapilan caligmalarla birgok hastalikta oksidan ve anti-oksidan sistemler
arasindaki dengesizlige bagli olarak reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin arttig1, yani

oksidatif stresin meydana geldigi belirlenmistir (Ece vd 2007). Oksidatif stres, diyabet
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ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde 6nemli gorev alir (Akkus
1995). Bu calismada diabetli ratlarda belirlenen TBARS diizeylerindeki artis ve TAC
diizeylerindeki azalmanin sebebi, ratlarda yiiksek kan glukoz diizeylerine bagl olarak
lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres hasarinin meydana gelmesidir. Yani artan
TBARS ve azalan TAC konsantrasyonu, diabetli ratlarda oksidatif stresin belirtisidir
(Kilig vd 2015 ). Ayrica yapilan ¢aligsmalarda yiiksek glukozun apoptotik sinyalde ¢esitli
sathalar1 etkiledigi belirlenmistir. Bu durumun oksidatif stresin meydana gelmesi ile
proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin aktiflestigi ve bu durumun kaspaz enzim

aktivitesini arttirarak hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (Allen 2005).

Calismada PIl. major takviyesi uygulanmasi ile diyabetli ratlarda yiiksek olan TBARS,
kaspaz 3 ve kaspaz 8 diizeylerinin diistiigli ve diisiik olan TAC diizeylerinin yiikseldigi
belirlenmigtir.  Bu durum PIl. major takviyesinin pankreas hiicrelerinden insiilin
stimiilasyonu ve hiicrelerde reseptdr diizeyinde insiilin etkinligini arttirmasina bagh
olarak oksidatif stresi azaltmasi ve buna bagli olarak apoptotik siireci geriletmesine

bagli olabilir.
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SONUC

Bitki ekstraktlarinin insiilin ile olan iliskisi son yillarda en ¢ok arastirilan konularin
basinda gelmektedir. Bir¢cok calismada bitki ekstraktlarinin insiilin ve dolayisiyla
insiilin direnci ve diyabet ile iliskisi oldugu gosterilmistir( Rojop, J. et al 2012 ).
Bitkiler her zaman i¢in 6nemli bir ila¢ kaynagi olmustur ve giliniimiizde kullanilan
ilaglarin biiyiik bir kismi dogrudan veya dolayli olarak bitkisel kaynaklardan elde
edilmektedir. Diyabet tedavisinde insiilin ve c¢esitli sentetik anti-diyabet ilaglar

kullanilmaktadir (Irudayaraj et al 2012).

Plantago major yapisinda pek ¢ok kimyasal maddeyi igermektedir.Karbohidratlar,
Lipitler, alkaloidler, kaffeik asit ve tiirevleri ,Flavonoidler, Iridoid glikozitleri
terpenoidler , bazi vitaminler ve organik asitlerdir.
Yapisindaki birgok madde birbiriyle sinerjik olarak etkilesmekte bunun sonucu olarak
pek cok etki gostermektedir. Ancak bu etkiler icinde yeterli derece caligmalarla
ispatlanmig olan antiinflamatuar etkinligidir (Anonim, 2016. ).Bu ¢alisma ile; diyabetli
ratlarda Pl.major uygulamasmin insiilin benzeri etki gostererek kan glikoz diizeyini
diistirdiigii, lipid profilini degistirdigi ve oksidatif stresi ve dolayis1 ile apoptozu
onledigi belirlenmistir. Calismadan elde edilen verilerin 1s18inda; Plantago major “in

ileriki yillarda insiilin direnci ve diyabet tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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