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Trigonella foenum greacum (Leguminosae) familyasindan olup bir ¢cok biyoaktivite icermekte ve
geleneksd tibbi amaglarda kullanilmaktadir. Anti diyabet, anti hipertenssif ve anti spasmodiktir.
Diyabet ise serbest radikaller olusumuna baglidir. Calismamizda deney hayvanlarinda olusturulmus
diyabette Trigonella foenum greacum’ un antioksidan aktivitesi arastirilacaktir. Bu ¢alismada ortalama
200+25g agirliginda 21 albino si¢an U¢ esit gruba ayrilmistir. Grup Dy kontrol grubudur hig bir
uygulama yapilmamistir. Grup D,, her deney hayvanina 65mg/kg Streptozotocin intraperitonal olarak
uygulanmis diyabet grubudur, grup D3’ deki her deney hayvanina 65mg/ Streptozotocin intraperitonal
olarak uygulanmis, 150mg/kg Trigonella metanol ekstresi oral yol ile 7 hafta boyunca uygulanmistir.
Deney hayvanlari oldirilerek bobrekteki MDA ile GSH  dizeyleri arastirilmistir. Analizin
sonucunda Trigonella ekstresi kuvvetli bir antioksidan oldugu anlasilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Trigonella foenum graecum Diyabet, MDA, GSH, Streptozotocin,
Antioksidan
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THE EFFECTS OF Trigonellafoneum graecum L. EXTRACT ON THE KIDNEY OF
STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC RATS.
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Trigonella foenum greacum Leguminoseae family have been reported to have many bioactivity
properties and used for medical purposes. However used in traditional medicine, antidiabetic effects,
antihypertensive and antispasmodic. There for our aim in this work was to study the effect of
Trigonella foenum greacum on diabetic rats induced with streptozotocine and the role of antioxidant
against diabetes mellitus. In this study was 21 rats healthy rats were used weighing 200+25g divided
into 3 groups. Group Dy Control shamgroup which no treatment was done. Group D; Diabetic control
Group, each rat was treated with 65mg/kg body weight intraperitoneally streptozotocin. GroupD,
eachrat was tread with 65mg/kg body weight streptozotocin intraperitoneally and reccived 150 mg/kg
Trigonella foenum greacumrespectively for 7 weeks. At the end of the experiment period all rats were

killed by dislucation liver and kidney were removed histopatological and biochemical MDA and
GSH were analyzed.

KEY WORDS : Tigonella foenum greacum, Diabetes mellitus, MDA, GSH, Streptozotocin
Antioxidant
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1. GIRIS Ozge ERTUGRUL KARACALI

I.GIRIS

Diyabet hastaligi, pankreasin 3 hicrelerinin yetersiz insllin salgilamasindan
veya dokularin insiline kars gosterdigi direncten dolayi; karbonhidrat, lipit ve
protein metabolizmalarinin kroniklesmis duzensizligidir. Bunun sonucunda kan
sekeri seviyesi artmaktadir. Dolayisiyla kan sekeri, hicrelerin igine giremez olur ve
degisik bozukluklar meydara gdlir (Sharma ve ark. 1996). Kandaki seker artisi ise
kalp hastaligi, kap atis hizi artisi, bobrek hastaligi ve sinir fonksiyonlarinin azalmasi
gibi bir cok hastaliga neden olmaktadir (Vuksan ve ark. 2000).

Alloksan ve ya streptozotosin, deneysel diyabet olusturmak amaci ile yaygin
olarak kullanilan etkenlerdir. Pankreasin 3 hicrelerinin zarar gbrmesi sonucu
Diabetes mellitusun olusabilecegi bildirilmistir (Pilkis ve ark. 1988).

Diabetes mellitusta 0Ozellikle karbonhidrat metabolizmasinda bozukluklar
olusmaktadir. Hucrelerin glukozu oksijenli solunumda kullanamayisi ile ortamda bir
veya daha ¢ok eslenmemis elektron iceren serbest radikallerin miktari artar. Serbest
radikaller membran lipitlerinin peroksidasyonuna, permeabilitesinin artmasina,
enzimlerin ve proteinlerin  stlfidril  gruplarinin  oksitlenmesine ve c¢apraz
baglanmasina, DNA yapisinda mutasyonlara ve sonugta hiicre 6lumlerine neden
olmaktadir (Celebi ve ark. 2000.; Baykal ve Kocabakan 2000).

Organizmada serbest radikallerin etkisini engellemek icin antioksidan savunma
sistemi gelistirilmistir. Bu sistemin duizenli ¢alismasi ile organizma saglikli yasamini
surdardr. Ancak diyabet sirasinda yiksek miktarda oksijen siratli bir sekilde sisteme
dahil olmasi sonucunda meydana gelen serbest radikal miktarindaki artis, hicre
hasarlarina ve 6lumlerine kadar yol acar, degisik patolojik durumlar ortaya cikar
(Hallivel 1996).

Diyabette serbest radikal Uretiminin artisi, antioksidan ve savunma sisteminin

yetersizligi, proteinlerin glukozunu, 6zellikle kontrolsiiz diyabetlerde ateroskleroz,
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retinopati, nefropati, noropati gibi komplikasyonlara neden olur (Kalak ve ark.
1996).

Diyabetin uzun doénem komplikasyonlarindan biri olan nefropati, diyabetteki

6lum nedenleri arasinda miyokard enfaktlisiinden sonraikinci sirada gelmektedir.

Nefropati gelisminde bobrekte glomerillerde bazal membran kalinlasmas,
mezangiyal huicre proliferasyonu, mezangiumda konsantrik tabakalar seklinde
matriks depolanmas olur. Bunun sonucunda glomerller yapilarda bozulma ve

albumintri gordldr.

Son vyillarda bircok hastaligin patogenezinden sorumlu tutulan serbest
radikaller, diyabetin komplikasyonlari agisindan da onem kazanmistir (Kehrer ve
Smith 1994; Rcilly ve ark. 1991; Nakazava ve ark. 1996).

Bizim calismamizda amag, deneysel diyabete maruz kalmis sicanlarin bobrek
dokusunda meydana gelen degisiklikleri inceleyerek Trigonella foenum graecum L.
ekstrakti ile tedavi edilmis sicanlarin bobreklerindeki hasarin 6nlenip dnlenmedigini,

bitkinin antioksidan 6zellik icerip icermedigini tartismaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. DiabetesM dllitus

Diabetes mellitus (DM) uzun donemde ciddi komplikasyonlara yol acan,
instlin salgilanmasindaki yetersizlik ve hedef dokularda, insllinin metabolik
etkisine karsi gelisen direng hali ile karakterize edilen, belirgin biyokimyasal 6zelligi
hiperglisemi olan, genetik kokenli kronik bir hastaliktir (Yilmaz ve Ustiindag 2002).

Instlin salgisindaki veya etkisindeki yetersizlik karbohidrat, yag ve protein
metabolizmalarinin bozulmasina yol acar (Sprerling 2000).

Dunya Saglik Orgitine (World Health Organisation=WHO) gore DM sikligi
%2 -5 arasinda degismektedir. Ulkemizde bu hastaligin insidansi %2,97 dir (Kologlu
1996).

Kronik hiperglisemi semptomlari; polidips (¢ok su icme), polifgi (cok yemek
yeme), politri (asiri idrara ¢cikma), kilo kaybi ve bulanik gérmedir (Unger ve Foster
1992).

Calismalarda olusturulan deneysel diabet, 6zellikle damarsal yapilar Gzerinde
yogunlasan komplikasyonlari ile daha ¢ok goz, bobrek, sinir ve arterlerde olmak
Uzere organizmada pek cok bozukluklara neden oldugu gozlenmistir (Yilmaz ve
Ustiindag 2002).

Kan glukozu gorece yuksek oldugunda glukoza ait bobrek esigi asilir ve
bobrekler de duzenleyici etki gosterir. Glukoz, glomertllerden sirekli olarak

stiztlUrse de normalde rena tubullerden timuyle geri emilir. Glukozun bir derisim
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gradiyentine karsi geri emilmes tubdl hicrelerine ATP saglanmasina baglidir.
Tubller sistemin glukozu geri emme hizi yaklask 850mg/dak.’dir. Kan glukoz
dizeyi yukseldiginde glomertl stzintUsiine emilebileceginden daha fazla glukoz
geger. Buna glukozuri denir. Glukoziri, DM varliginin gostergesidir (Murray ve ark.
1996).

Diabetes Méllitus genel olarak iki gruba ayrilir. Birinci grubu, pankreasin 3
hicrelerinin primer hasarina bagli tam ve kismi instlin eksikligi, ikinci grubu ise
doku seviyesinde insilin direncidir. Diabetin bu iki formu genetik, patolojik, ve
Klinik yonleri ile birbirinden farklidir (Moff ve Peterson 2002).

DM’ un tanisi, kronik klinik semptomlar ve biyokimyasal parametrelerle konur.
Diabetin varligi ¢cogu zaman rutin yapilan bir kan sekeri veya idrar tetkiki sonucunda
ortaya cikar. Plazma glukoz degerindeki yikselmeye bagli olarak polidri, polidipsi,

polifai, kilo kaybi ve susuzluk hissi gordlr.

1997'de Amerikan Diabet Birligi'nin (ADA) ve 1999 da da Dunya Saglik
Orgitinin (WHO) kriterlerine gore, 8 saatlik agliktan sonra plazma glukoz diizeyi
110-126 mg/dl arasinda ise bozulmus aclik glukozu olarak tanimlanir. Oral Glukoz
Tolerans Testi (OGTT) 140-200mg/dl glukoz intoleransi, olarak tanimlanir. GUnin
herhangi bir saatinde 6lcllen kan sekeri =200mg/dl ise diabet tanis konur (Gizelge
2.1).

Cizelge 2.1. Diabetes mellitusta tani kriterleri

Tanimlama Plazma Aclik Degeri
Normal < 110 mg/dL
Bozulmus aglik glukozu 110-125 mg/dL
Diabet > 126 mg/dL
OGG T (2. saat) Bozulmusglukoz < 140 mg/dL
toleransi
Rasgel e deger
(Diabet semptomlari ile birlikte) 140-199 mg/dL
Digbet >200 mg/dL
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ADA'’nin kabul ettigi etiyolojik siniflama kisaltilmis haliyle cizelge 2.2'de
verilmistir.  ADA’nin  siniflamasindaki  tarlerinin - hepsi  ¢cocukluk  ddneminde
gorilmekle birlikte (gestasyonel diabet hari¢) bu donemdeki diabet vakaarinin %
95'inden fazlasini mutlak insilin yetersizligi ile karakterize olan Tip 1 diabet
olusturmaktadir (Moff ve Peterson 2002).

Cizelge 2.2. Diabetin etiyolojik siniflamasi

I. Tip 1 diabet (pankreastaki 3 hiicre hasari sonucu instlin eksikligi, IDDM)
A-Otoimmin
B-Idyopatik
Il. Tip 2 diabet (Kombineinstlin eksikligi veinsilin direnci, NIDDM)
A-Tipik
B-Atipik
I11. p-hiicre islevinde genetik kusurlar
A. MODY sendromlan (Maturity-Onset Diabetes of Y outh)
B. Mitokondrial DNA mutasyonlari

C. Wolfram sendromu (DIDMOAD)
D. Tiamine cevapli diabetes mellitus

IV. llaglar ve kimyasal gjanlara bagli diabet
Siklosporin, glikokortikoidler, L-asparaginaz, P-adrenerjik blokanlar,
diazoksit, o.-interferon, nikotinik asit, vd.

V. Eksokrin pankreas hastaliklari
Kistik fibroz
Travma-pankreatektomi

Pankregtit -iyonize radyasyon
Diger
V1. Infeksiyonlar

Konjenital rubella, sitomegaiovirus, hemolitik-tremik sendrom
VII. Tip 2 diabetin varyantlari

A. Insiilin etkisinde genetik kusurlar
Rabson-Mendelhall sendromu, lipoatrofik diabet sendromlari
B. Insilin etkisinde edinsel kusurlar

C. Endokrin timdrler (Cushing, feokromasitoma), anti-insllin reseptor antikorlari
VIII. Insllin direnci / insllin eksikligi ile giden genetik sendromlar

Prader-Willi, Down, Turner, Klinefelter

Bardet-Biedel, Alstrom, Werner sendromu, vd.

IX. Gestasyonel diabet
X. Yenidogan diabeti
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2.1.1. Tip 1 Diabetes M€llitus

Tip 1 diabet genetik faktorlerin varliginda cevresal etkilerle baslayan 3 hiicre
harabiyeti sonucu gelismektedir (Dahlquist 1998; Tun ve ak. 1994). Bu harabiyet
%80’'i bulunca diyabet ortaya cikmaktadir (Huang ve ark. 1996). Her yasta
badlayabilecegi biliniyorsa da genellikle erken yaslarda gorulur. Bu tipte insllin
sagilanmas  yetersizdir. Hastalarin  yasamlarini  strdirebilmeleri ve ketozisten
korunabilmes icin insilin gereksinimleri vardir (I¢lin ve ark. 1997, Meadov ve
Newell 2003).

Hemen hemen tim Ulkelerde Tip 1 diabet insdans giderek artmaktadir.
Otoimmin mekanizmayi baslatan nedenler arasinda virtderin  (rubella,
sitomegaloviris, polio ve epstainbarr viris v.b.), cinsel steroidlerin, biyime
hormonundaki (GH) artisin, 3 hiicre harabiyeti yapan bir takim kimyasal ajanlarin ve
ruhsal stresin olduguna dair kanitlar vardir (James ve ark. 1994.; Scwartz 2000.;
Hanas 2001).

Tipl diabetin ortaya cikisinda mevsimsel farkliliklar bulunmaktadir. Sonbahar
ve kis aylarinda daha fazla goérUimektedir. Erkek ve kizlar esit oranda
etkilenmektedir. Sosyoekonomik durum ileilgili bir iliski yoktur (Aydin 1996; Baker
1991.).

Instline bagimli (IDDM) tip 1 DM’ |l cocuklarin birinci derece akrabalarinda
diabet gelisme orani yaklask %20 dir (Kandemir 1997). Diabetli gocuklarin
kardeslerinde diabet gelisme riski % 5-8'dir. Ailede diabetli kisilerin fazlaligi
halinde bu oran artar (Saka 2002.).

Diabetin ortaya ¢gikmasinda bir tek genin etkili olmadigi, hastaligin birden fazla
genleilgili oldugu dusiinilmektedir (Ocal ve Berberoglu 1997).

Pankreasin 3 hiicrelerinden salgilanan inslin, birbirine iki adet disllfit bagi ile

tutunmus 21 aminoasitli A ve 30 aminoasitli B zincirlerinden olusmus bir
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polipeptittir. 10-15 dakika icinde dolassimdan ayrilmaktadir. Karaciger ve daha az
olarak da bobrekte parcalanmaktadir (Guyton ve Hall 1996).

Instlinin en 6nemli etkisi karbohidrat metabolizmasi Uzerinde olmaktadir.
Besdenme ile kan dolasimina katilan karbohidratlar, insilin mevcudiyetinde tim
vicut dokularinca hizla ainip depolanmakta ve kullanilmaktadir. Beyin dokusu diger
dokulardan farkli olarak glukozu insilin araciligi olmadan kullanmaktadir. Beyin
dokusu i¢in kan glukoz degerinin kritik degerinin Gzerinde tutulmasi ¢ok onemlidir
(Guyton ve Hall 1996).

Insiilin baslica anabolik hormon olup toklukta glikojen, protein ve yag dokusu
seklinde enerji birikimini saglar. Insilin miktari dusik oldugunda bu depolardan
substratlar meydana gelir, dokularin glukoz almasi bozulur ve kan sekeri yikselir.
Bobrek glukoz esiginin asilmas ile (yaklask 180mg/dl) glukoziri, polidri ve
elektrolit kayiplari olur. Insilin eksikliginin yani sira stres hormonlarinin artisi
(epinefrin, bilyime hormonu, kortizol, glukagon) metabolik bozuklugu artirir.

Instlin eksikligi sonucunda glukozun hiicre icine girmes azaldigindan ve
glukoz enerji icin kullanilmadigindan hicreler protein ve yaglari kullanir. Tip |
diabetin lezyonlarindan biri de lipogenezin (yag asidi sentezi) inhibe olusudur
(Murray ve ark. 1996). Bu da agirlik kaybina ve cabuk yorulmaya neden olur.
Lipolizis sonucunda plazmada gliserol ve yag konsantrasyonu artar. Asetilkoenzim A
yapimi arttigindan bu madde tam okside olmaz ve keton cisimlerine déntsir (Saka
2003). Kan ve idrarda normalden fazla keton cismi bulunmas sirayla ketonemi veya
ketonuri yapar. Olayin timine ketozis denir. Kanda orta siddetli asitlerin bulunmasi,
bu asitlerin tamponlanmasina neden olur.Tampon katyonu kaybi meydana gelir. Bu

olaylar, denetim dist DM’ da ¢ldurtct olabilir (Murray ve ark. 1996).
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2.1.2. Tip 2 Diabetes M dllitus (insliline bagimli olmayan Diabetes Médllitus =
NIDDM)

Diabetes Mellitus (DM) kronik ilerleyici bir hastaliktir. Insanlarin yasam
sirelerinin uzamasi, fiziksel aktivitelerinin azalmasi ve obezitenin artmasi ile DM
insidarsi ve prevalansinda ciddi anlamda artma olmustur (Songer ve Zimmet 1995).
Bozulmus instilin sekresyonu yada insllin direnci tip 2 DM gelisiminin atinda yatan
temel sebeptir (Chaour ve ark. 1997., Laakso 1996). Insilin direnci; eksojen ve
endojen instilinin etkilerine biyolojik yanitin bozuklugu anlamina gelir ve tip 2 DM’
nin patofizyolojisinde sebeplerden biri olarak yer dlir. Insilin direnci ve
hiperinsilinemi ayni zamanda artmis ateroskleroz nedeni ile makrovaskiler ve
mikrovaskiler komplikasyonlari ortaya cikarir ve hipertansiyon riski ile de iliskilidir
(Chaour 1997; Laakso 1996). Bu nedenle insilin direncini azaltmak tip 2 DM
tedavisinde yaygin olarak kullanilacak tedavi yaklasimi olarak gorulmektedir.

Tip 2 diabet dinyada en sik rastlanan diabet formudur. Hastalik ilk yillarda
gendlikle asemptomatik oldugu icin gelismis Ulkelerde bile bilinen diabetlerin
bilinmeyen diabetlere orani 2 / 1 dir (Eastman ve ark. 1997). Inslline bagimsiz
diabetes mellitusun uzun sireli asemptomatik dénemi dolayis ile hastaligin énemli
bir bolimi geg teshis edilir. Ancak uzun asemptomatik donem siiresince gelisen
diabetin kronik komplikasyonlari (retinopati, nefropati, arterosklerotik kalp hastaligi
v.b.) da hastaligin badangici ile gorulebilir (Kologlu 1996; Zimmet 1992).

Bu tip diabetin obesite ve kalitimlailgili oldugu bilinmektedir. Instlinin sentez,
salgi ve depolanmasinda bir problem olmadigi halde periferik dokularda insiline
karsi bir direng mevcuttur (Pickup ve Williams 1997; De Fronzo ve Ferrannini
1982). Yalnizca obezite, insilin direncinin bazi derecelerini olusturur. Obezite
disinda yas ve fiziksel aktivite de insllin rezistansini olusturur. Instlin direncini
artiran sekonder fakttrler arasinda antiinsilin reseptor antikorlar, glukokortikoidler,

glukagon, asiri biyime hormonu sayilabilir (Scarlett 1982).
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Hastalarda insllin seviyesi normal veya yuksek olabilir. Bununla birlikte kan
sekeri seviyes de yuksek olabilir. Bu durum 3 hiicrelerinin fonksiyonunun normal
oldugunu gosterir (Polonosky ve ark. 1996). Hastalarda insilin salgilanmasi
kusurludur ve insilin direnci vardir. Insilin direnci kilo azalmas veya

hipergliseminin tedavisi ile dizelebilir (Wing ve ark. 1994).

2.2. Pankreas Hormonlari

Pankreas, ~60g agirliginda uzunlamasina bir organdir (sekil 2.1.). Iki tir salgi

Uretir.

Pancreatic duct .
(Small intestine) Yoo

Sekil 2.1. Pankreasin yeri

1. Sindirim enzimleri: Bunlar temelde ekzokrin enzimlerdir. Pankreasta
sentezlenen enzimler ve iyonlar ince bagirsaklarin [Gmenine salgilanir. (Murray ve
ark. 1996). Besnlerdeki yaglarin ve makromolekillerin  kiglk pargalara,

monomerlere hidrolizlendikten sonra bagirsak zarindan kana gecmelerini saglar.

2. Pankreasin endokrin  hormonlari Ureten kismi, kitlesinin %2-3 Gnu
olusturur. Bunlar Langerhans adaciklari denilen yz binlerce kiiglk bezlerden olusur.
Adaciklarin hiicreleri diger pankreas hiicrelerinden daha biyuktir, koyu renklidir ve

pankreasin her yanina yayilmistir.
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Pankreasta 4 tip Langerhans adacigi vardir ve bunlarda 4 tir hormon

sentezlenir.

A (veyaa) adaciklari ~%25'idir. Glukagon sentezlenir.

B (veyaR) adaciklari ~%70’idir. Instlin salgilanir.

D (veya ) adaciklari ~%5’idir. Somatostatin salgilanir.

F (veya PP ) adaciklari ¢cok azdir. Pankreas polipeptidi salgilanir.

Hormonlar, pankreas venlerine salgilanir. Insilin ve glukagonun birincil etki
yeri karaciger oldugu icgin boyle bir dizenlenme ¢ok uygundur. Bu iki hormon esas
olarak karbohidrat metabolizmasinin diizenlenmesinden sorumlularsa da diger bir
cok olayi da etkilerler. Somatostatin, insilin ve glukagon salgilanmasinin yere
duzenlenmesine katilir. Pankreatik polipeptid mide-bagirsak sagisini  etkiler
(Murray ve ark. 1996).

Biyokimyasal bakimdan en ©6nemlis insllindir. Insilin gucli  bir

hipoglisemiyan etkiye sahiptir. Seker hastaliginda yasam kurtarici bir ilag olarak
kullanilir (sekil 2.2. ve sekil 2.3).

Sekil 2.2. Instlinin yapisi Kirmizi: Karbon Sekil 2.3. Instlin kristalleri
Yesil: Oksijen Mavi: Azot Pembe: Siilfir

10
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Instlin birgok husustailk olma 6zelligine sahiptir:

1. Hormon etkisi kanitlanan ilk proteindir.

2. Kristaller halinde elde edilen ilk proteindir.

3. Amino asit siraanadizi yapilanilk proteindir.

4. Kimyasal yolla sentezi yapilan ilk proteindir.

5. Biyosentez yoluylailk elde edilen proteindir.

6. DNA biyoteknologjisiyle endistriyel capta elde edilen ilk protein yapili
farmakol gjik ticari maddedir.

Insilin, birbirine distlfit bagiyla bagli olan, 21 aminoasitli A ve 30 aminoasitli
B simgeeriyle gosterilen, birbirine iki distlfit bagiyla bagli iki polipeptid
molekilinden olusmaktadir (Guyton ve Hall 1996). Ayrica A’ nin kendi iginde bir
distilfit bagida vardir. Biyolojik etkinligi ¢cok az olan proinsilin halinde sentezlenir.
A ve B zincirleri 31 amino asitlik bir C polipeptidi ile baglanmis durumdadir.
Proinsilin, peptidaz enzimleriyle bolinerek C peptid + insilin verir (sekil 2.4.).

@D |—® ' Proinsilli
)
®

LE:' Instlin

Sekil 2.4. Proinstlinden insilinin olusumu

11
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Proinsilin, granulll  endoplazmik  retikulum UGzerindeki  ribozomlarda
sentezlenir ve dnder peptid parcasi disllfit bag olusumunun enzimlerle kirilmasi ve
katlanmasi bu organelin icinde goruldr. Proinsilin golgiye tasinir ve salgi grantlleri
icinde paketlenir. Graniller plazma zarina dogru hareket ederken olgunlasir.
Proinsllin, instlin hekzameri vermek lzere cinko ile edesir. Uygun uyari geldiginde

olgun molektller plazma zari ile kaynasir ve iceriklerini hiicre dis siviya verir.

Insllin salgilanmasi  enerji gerektirir. Instlin salgilanmasinin en 6nemli
fizyolojik diizenleyicis plazma glukoz derisminde artis olmasidir (Murray ve ark.
1996).

Glukozun norma plazma diizeyi ~80-100 mg glukoz / dI’ dir. Bundan daha
dustk dizeylerde insllin salgilanmasi inhibe olur, daha yiksek dizeylerde ise
uyarilir. ~400 mg glukoz/dl derisminde insllin salgilanmasin en etkin bicimde

uyarilir.

Bircok hormon insiilin salgilanmasini etkiler. Adrenalin, insllin salgilanmas
glukoz tarafindan uyarilmis olsa dahi, salgilamayi inhibe eder. Biiylime hormonu,
kortizol, oOstrojenler ve progestinler ise, belki hicre ici c-AMP olusumunu

hizlandirarak insllin salgilanmasini aktive eder (Murray ve ark. 1996).

Instlinin tasiyici bir plazma proteini olmadigi icin kanda serbest olarak dolasir.
Bu nedenle plazmada yarilanma sires 3-5 dakika gibi oldukca kisa bir stredir.

Karaciger, bobrekler ve plasenta baslica metabolize oldugu organlardir.

Insulin karbohidrat metabolizmasinda buyiuk ©6neme sahiptir. Karbohidrat
metabolizmas Uzerindeki baslica etkileri sunlardir.

a) Hducrelerin  glukoza karss  gegirgenligini  arttirir  ve  glukozun
degerlendirilmes ve oksidasyonunu tesvik eder.

b) Glukojen tesekkillnd uyarici etki yapar.

¢) Karbohidrat ara metabolizmasinda yag asidi ve protein olusumunu tesvik
eder.
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d) Glukoneogenezi onler (Ersoy ve Baysu 1986).

Instlin dokularda glukoz kullanimini ve karacigerde yag asidi sentezini arttirir.
Insilin eksikliginde yag metabolizmasi her yonuyle hizlanmakta ve bu olay diabette
daha da belirginlesmektedir (Guyton ve Hall 1996).

Diabetes mellitus, bir hiperglisemi  hastaligidir. Kandaki glukoz  duzeyi
normalin Ustiindedir ve genelde 120 mg glukoz/dl den daha yuksektir. Burada;

1. Glukozun hiicre disi sivilardan hiicre igine gegis kisitlanmistir.

2. Hucre icinde glukoz kullanma hizi artmistir.

3.  Karacigerde glukoneogenezis mekanizmas hizlanmistir (Celal 1993;
Murray ve ark. 1996).

Yaglar ve karbohidratlarla birlikte proteinlerde depo edilmektedir. Insilin
salgis azaldiginda protein depolanmasi tamamen durmakta ve protein katabolizmasi
hizlanmaktadir. Protein sentezinin durmasi ve aminoasitlerin hizlica plazmaya
bosaldigi bu durum diabetin en 6nemli etkilerindendir (Guyton ve Hall 1996).

Instilin yoklugunda protein sentezi, kismen amino asitlerin kasa tasinmasindaki
yetersizlik nedeniyle azalir. Plazma yag asitleri dizeyi yikselir. Karacigerde yag
aditlerini CO’ e okside etme guicll asildigindan 13 hidroksibutirik asit ve asetoasetik
asit (ketoz) birikir. Ortaya siddetli bir metabolik asidoz cikar.

Kan ve idrarda normalden fazla keton cismi bulunmas sirayla ketonemi ve
ketoniri yapar. Olayin timine ketozis denir. Asetoasetik asit ve 3 hidroksibutirik
asidin her biri orta siddette asitlerdir. Kanda bulunduklarinda tamponlanirlar. Ote
yandan bunlarin siirekli olarak biyik miktarlarda atilmas ketoasidoz vermek lzere
bir tampon kaybina neden olur. Bu olaylar DM’ da 6lduriicu olabilir (Murray ve ark.
1996).

13
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2.3. Serbest Radikaller

Kimyasal baglar tek molekiler yoéringeyi paylasan ve bir birine zit yonde
donen bir cift elektrondan olusmus kararli yapilardir (Cheeseman ve Slater 1993).
Serbest radikaller dis orbitalinde tek sayida ortaklanmis elektron tasiyan, elektrik
yuklt veya yukslz olabilen atom veya molekillerdir. Bu bilesikler organizmada
normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi cesitli dis etkenlerin etkis
ile de olusmaktadir. Yapilarindaki dengesizlik nedeniyle cok aktif olan serbest
radikaller tim hiicre bilesenleri ile etkilesirler (Del Maestro 1991; Kehrer ve Smith
1994).

Serbest radikaller G yolla meydana gelirler

1. Homolitik parcalanma
XY ——  X'+Y")
2. Tek bir elektron kaybetme
A: —— A'+e)
3. Tek bir elektron aima
A+te ———— A"

(Cheeseman ve Slater 1993).

Biyolgjik sistemlerde radikal Uretimi  daha cok elektron transferi ile
olmaktadir.

Serbest radikaller elektriksel olarak (+) yuklu ( - ) yuklt ve nétral olabilirler.
Bir serbest radikal, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona girerse diger bir serbest
radikal olusur. Serbest radikallerin bu 06zelligi onlarin zincir reaksiyonu
olusturmalarina imkan saglar (Freemann ve Crapo1982).

Bazi faktorler invivo olarak radika olusumunu arttirirlar. Bu faktorler :

1. Serbest demir ve bakir dizeylerinin artis ile monosakkaritlerin

indirgenmis nikleotidlerin ve tiol, askorbat gibi indirgeyici ganlarin

14
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otooksidasyonu.
2. Hucresdl indirgenler ile redoks ciftleri yapilabilecek Grtnlerin birikimi.

3. Enzimatik sistemler ile ksenobiyotikler

Boylece radikal Uretimi, bazi tip hicrelerin ylzeysel alanlarinda olmakla
birlikte en c¢ok intraselliler bosluklarda, Ornegin endoplazmik retikulumda,
lizozomlarda meydana gelmektedir (Wolff ve ark. 1986).

2.3.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen turleri

Molekuler oksijenin canlilardaki toksik etkilerinin nedeni oksijen radikalleridir.
Bu radikaller oksijene ihtiya¢ duyan canlilarda, normal metabolik isemler sirasinda
kaginilmaz bir sekilde Uretilmektedir. Bu nedenle normal metabolizma sirasindaki
oksido-rediksiyonlarin - Orinleri  olan serbest oksijen radikallerinin olusmasi,
biyolojik bir bozukluk olarak degerlendirilmemelidir. Normal fizyolojik sartlarda
oksjeni kullanan canlilar hiicresel oksijenin % 98 ini sitokrom a’'de
kullanilmaktadirlar. Sitokrom g mitokondride solunum zincirinin on basamagidir.
Boylece oksijen 4 elektron alarak indirgen hale gelir. Sitokrom ag tarafindan
kullanilmayan %1-2 oksijen ise tek yada cift elektron alarak ya stiperoksit radikaline
yada hidrojen perokside indirgenir (Kiling 1985; Kdse ve Dogan 1992; Reither ve
ark. 1993).

Oksijen atomu toplam sekiz elektron igerir. Bu elektronlar dyle dagilmidardir
ki bunlarda dis yértingede bulunan iki tanes eslesmemistir. Bu ytizden oksijen bazen
bir diradikal olarak degerlendirilir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Radikal olmayan maddelerle ise
daha yavas reaksiyona girer (cizelge 2.3.) (Freemann ve Crapo 1982).

15
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Cizelge 2.3. Oksijen tlrevi bilesikler

RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
Hidroksil (HO") Hidrojen peroksit (H20,)
Alkoksil (RO") Singlet oksit (102 )

Peroksil (ROO) Ozon (O3)

Slperoksit(«O,") Hidroklorik asit (HOCI)

Nitrik oksit (NO") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO") Peroksinitrit (ONOO")

Oksijen molekuline bir elektronun eklenmes ile slperoksit radikali (¢O2)
meydana gelir. Bu radikal tiol veya askorbat gibi indirgen ganlardan gelen
elektronlari da aarak peroksitlerine yikilir (H2O,). Olusan bu peroksidin de bakir ve
demir selatlari ile reaksiyona girerek hidroksil radikaline (OH") dontstirildigu
kanitlanmistir (Wolff ve ark. 1986).

Slperoksit anyonunun gegis metallerinin katalitik etkisiyle son derece aktif
hidroksil radikallerine dontsebilmektedir (Haber-Weiss reaksiyonu). Slperoksit
radikallerinin enzimatik yada spontan dismutasyonu ile olusan hidrojen peroksit de
hidroksil radikallerinin Uretilmesine olanak saglamaktadir (Fenton reaksiyonu). Bu
reaksiyonlar asagida gosterilmistir (Kdse ve Dogan1992).

Oy + Oy +2H" 02 + HO, (O, anyonunun dismutasyonu)
O; +Fe™ Fe™ +0,

Fe'? +H,0, Fe* + OH + OHe (Fenton reaksiyonu)

Oz + HO, O, + OH + OHe (Haber-Weiss reaksiyonu)

Serbest oksijen radikallerinin heps toksik etkilidir. TUm hicresel yapilar ile
irreversibl olarak hasar verecek sekilde etkilesim gosterir. Oksidatif stres adi verilen
bu hasar, hiicrede ciddi fonksiyon bozukluklarina, sonucta da hticre 6limune yol
acabilmektedir. Bu duruma o6rnek olarak hipoksi, doku iskemi-reperflizyonu ve
inflamasyon verilebilir. Yasanmayi aciklayan en gecerli teori de bu birikmis oksijen
radikallerinin organizmada yaptigi hasardir (Reither ve ark. 1993).

Slperoksit radikali: Normal sartlarda aerobik canlilarda olusan temel oksijen
radikali siperoksit radikalidir (O2). Oksijenin bir elektron aarak indirgenmes ile

16
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meydana gelir. Bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi asil zarardan sorumlu
degildir. Hidrojen perokside kaynaklik etmesi ve gecis metaleri iyonlarinin
indirgeyicis olmasindan dolayi zararlidir (Deby ve Pincemail 1988).

Slperoksit radikali;
1. Basta hem flavin veya demir sllfir merkezleri iceren proteinler olmak Uzere
pek cok enzimatik tepkimelerde
Bazi oksidaz ve hidroksilaz tepkimelerinde ,
Mitokondride elektron transportu sirasinda,
Cesitli biyolojik molekullerin otooksidasyonunda,

o &~ D

Fagositozda

oldugu gibi hticresel metabolizmanin normal Uriinl olarak strekli Uretilen bir
oksijen metabolitidir (Kiling 1986; Adachi ve ark. 1994)

Bazi kosullarda gorunir bolge isinlari da dahil olmak Uzere, 6zellikle biitin
yiksek enerjili elektromanyetik dalgalarda oksijenli atomda slperoksit radikali
olustururlar (Erenel ve ark. 1993).

Hidrojen peroksit: Molekiler oksijenin 2 elektron almasi veya siiperoksit
radikalinin 1 elektron amasi sonucu peroksit radikali olusur. Peroksit radikali 2
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H>O») meydana getirir (Barber ve
Haris1994; Akkus 1995). Ancak H,O>'nin biyolojik sistemlerdeki asil Uretim yeri
superoksit radikalinin dismutasyonudur (Akkus 1995).

O, +e +2H" H.0,
O, +2e+2H* H,0,

Hucrelerdeki en onemli Uretim yeri mitokondridir. Kendis bir serbest radikal
olmadigi halde reaktif oksijen tirleri icine girer ¢linkl en zararli serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikalini olusturabilir. Gegis metallerinin veya uygun
selatlarin  varliginda hidroksil radikali olusturarak proteinleri parcalar veya
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yapilarinda degisikliklere yol acar (Akkus 1995; Barber ve Haris. 1994; Wolff ve
ark. 1986). Katalizor metallerin yoklugunda ortamdan derhal uzaklastirilir
(Cheeseman ve Slater 1993). HO,, katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri ile
oksijen ve suya metabolize olmaya yatkindir. Bununla birlikte gegis metallerinin
varliginda (6zellikle Fe™) hidroksil radikaline doniisiirler (Fenton reaksiyonu)
(Reither ve ark. 1993).

Hidroksil radikali: Yari omri gok kisa, cok resktif ve gok kararsizdir.
Olustugu yerde biyolojik hasar yapar. Lipitlere, proteinlere, nikleik asitlere kars
direk etki gosterip parcalanmalar ve modifikasyonlara neden olarak sonugta
onarilmaz hicre hasarina neden olur (Bingdl ve ark. 1993; Richard ve ark. 1991;
Wolff ve ark. 1986).

Bu hesarlari da ¢ sekilde gerceklestirir.

1. Proteinler ve lipitler arasinda ¢apraz baglar olusturma
2. Proton cikarma

3. Elektron transferi

Perhidroksil radikali (HO2"): Duslk pH degerinde slperoksit protonlanarak
daha reaktif bir Grin olan perhidroksil radikalini olusturur. Ancak bu pH’da %1 den
azdir (Cheeseman ve ark. Slater 1993).

Perferil radikali: Siiperoksit radikalinin Fe* Ui rediiklemesi ile olusur. Ara

Urdndur. Biyolojik sistemlere zarar verir (Halliwell ve Chirico1993).

Nitrik oksit (NO"): Nitrik oksit sentetaz araciligi ile argininden meydana gelir.
Antiagregan, antiproliferatiftir.

Peroksinitrit (ONOQO"): Siperoksit anyonu nitrik oksitle reaksiyona girerek

peroksinitriti olusturur. Hem —SH  gruplarinin gucgli oksidanidir, hem de OH.

vermek icin pargalanabilir (Rcilly ve ark. 1991).
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Alkoksl radikali (RO’): Peroksil radikalinden bir oksijen atomunun

cikarilmasi sonucu olusur (Cheeseman ve Slater1993).

Thiyl radikali (RS'): Hidroksil radikalinin tioller ile rakasiyona girerek bir
proton koparmas sonucu merkezinde sulfir atomu iceren bu radikal olusur
(Cheeseman ve Slater 1993).

Sulfonil radikali (RSO"): Thiyl radikallerinin oksijen ile reaksiyonu sonucu
olusur (Akkus 1995).

Thiyl Peroksil radikali (RSO;"): Silfonil radikalleri oksijenle tekrar
resksyona girerek Thiyl Peroksil radikalini meydana getirir (Akkus 1995).

Singlet oksijen (*O,): Ortaklasmamis elektronu icermedigi icin radikal
olmayan aktif bir oksijen molektludir. Serbest radikallerin reaksiyonu ile
olusabildigi gibi serbest radikallerin olusmasina da sebep olur. Oksijen molekilu
tarafindan absorbe edilen enerjinin elektronlarda yeniden bir dizenleme yapmas ile
olusur. Dis orbitaldeki elektronlarin sipinleri zit yondedir. Singlet oksijen uyarilmis
elektronlarin daha dusik enerji seviyelerine inmes ile isk yayar (Akkus 1995;
Kiling 1986).

Lipit peroksidasyonu sirasinda Peroksil radikalleri birbirleri ile ¢aprazlasarak
kicUk miktarlarda singlet oksijen meydana getirebilir. Bu da daha fazla peroksit

uretimine neden olur.

Singlet oksijen bazi bilesiklerin oksijen varliginda isiga maruz kalmalari ile de
olusur. Boyle fotosensitize edici ganlar arasinda boyalar (eozin), bazi ilaglar
(tetrasiklinler) ve insan vicudundaki bazi maddeler (porfirinler, riboflavin, bilirubin)
gelir (Halliwell ve Chirico1993).
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2.3.2. Serbest radikal kaynaklari

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda meydana gelebildigi gibi cesitli dis etkenlerle de meydana gelebilmektedir.

2.3.2.1. Endojen serbest radikal kaynaklari

a) Mitokondrial elektron transportu

b) Iskemi reperflizyon olaylarinda ksantin oksidorediktazi

¢) Aktive olmus fagositler

d) Eser eementlerin varliginda meydana gelen Haber-Weiss ve Fenton
reaksiyonlari (Kiling 1986).

2.3.2.2. Ekzojen serbest radikal kaynaklari

Diyetsdl, cevresel veilaglar olmak Uzere 3 gruba ayrilir.

Demir ve bakir iceriginde artis, canlida Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlarini
hizlandirir. Gidalarin uygun olmayan sartlarda saklanmasi radikal reaksiyonlar
olusturur.

Fazla ve wun sireli alkol alimi karacigerde serbest radikal olusumuna neden
olur. Sigara dumani cesitli radikalerin olusumuna neden olup, organizmanin

antioksidan kapasitesini azaltir.

Ozon, azotdioksit, kikurt dioksit, hidrokarbonlar, asbest, bocek ilaglari radikal
kaynaklaridir (Kiling 1986).

2.3.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller hiicrede lipit, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tim

Onemli bilesenlere etki eder. Mitokondrideki oksijenli solunumu, kapillerdeki
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permeabiliteyi bozar, hicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu
artirirlar.  Proteaz, fosfolipaz, esteraz, siklooksijenaz gibi litik enzimleri
aktiflestirirken antitripsin gibi bazi savunma sistemlerini inaktive eder (Akkus, |I.
1995). Serbest radikaller bu etkilere ancak antioksidan savunma mekanizmasinin

kapasitesini astiklari zaman neden olurlar (Cheeseman ve Slater 1993).

2.3.3.1. Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Lipit peroksidasyonu, membranda bulunan Poliansature yag asitlerinin
stiperoksit radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroks yag asitleri,
etan ve pentan gibi gesitli Urinlere yikilmas reaksiyonudur (Kése ve Dogan 1992).
Bu olay polionsature yag aditlerinin afa-metilen guruplarinin hidrojen atomunun
uzaklastirilmasiyla baslamaktadir (Akkus 1995; Wolff 1986).

Hidrojen atomu tek bir proton ve tek bir elektrona sahiptir. Biyolojik
molekllden hidrojen atomunun cikarilmasi,molekilde hidrojen atomunun 6nceden
baglanmis oldugu eslenmemis bir elektron birakir. Hidroksil gibi yuksek aktiflige
sahip radikaller, bu hidrojeni kopararak biyolojik molekillere zarar verirler. Boylece
lipit peroksidasyonu badar (Koése ve Dogan 1992). Hidrojen atomunun
uzaklastirilmasiyla yag asidi lipit radikali halini alir. Molekdllerin oksijenle birlesme
sonucunda lipit peroksil radikalleri ortaya cikar. Bunlarda yeni lipit radikalleri
olustururken kendileri lipit hidroks peroksitlere donisir. Bu yapi yikilarak aktif
yapilar olan adehit ve karbonil bilesiklerine donusiirler. U¢ ve daha fazla cift bag
iceren yag aditlerinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehit (MDA) olusur.
MDA, capraz baglanma ve polimerizasyona sebep olabilir. Sonucta iyon transport
bozukluklari, enzim bozukluklari, hicre bilesenlerinin agregasyonu ortaya gikar
(Haliwell ve Chirico 1993).

MDA miktari, tiyobarbltirik asit testi ile Olgllebilmektedir. Lipit
hidroperoksitlerin parcalamasi ile olusan etan , bitan ve propan gibi gazlarin
tayininde son vyillarda lipit peroksidasyon gostergesi olarak degerlendirilmektedir
(Esterbauer 1982).
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2.3.3.2. Protainlere etkileri

Proteinlerin serbest radikaller tarafindan etkilenme dereceleri, olustuklari
aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve sulfir tasiyan molekdllerin
serbest radikallere daha duyarli olmasi nedeniyle triptofan, trozin, fenilaanin,
histidin, methionin ve sistein gibi amino asitlere sahip olan proteinler daha kolay
etkilenirler. Proteinlerde kirilma, capraz baglama, agregasyon gorilir. Boylece

gorevlerini yerine getiremezler (Akkus 1995).

Serbest radikallerin proteinler Gzerindeki etkileri ¢ok gucli olmadik¢a hasar
yapabilme aktiviteleri oldukca dusiktir. Radikaller eger hiicre iginde birikiyorsa
tehlikelidir (Akkus 1995). Albumin ve imminoglobdlin gibi fazla sayida dislfit
bagi tasiyan proteinlerin radikallerden daha fazla etkilendigi gérulmustar. Stlfar ve
karbon merkezli radikaller meydana geldigi gorilr, proteinlerin G boyutlu yapilari

bozulur ve fonksiyonlarini yerine getiremezler (Freeman ve Crapo 1982).

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli derecede etkilenmektedir.
Ozellikle oksihemoglobin O, veya HO ile reaksiyonu sonucunda methemoglobin
olusur (Akkus 1995).

2.3.3.3. Nukleik asitler ve DNA’ ya etkileri

Serbest radikaller DNA'yi etkileyerek hlcrede mutasyonlara yol acar.
Hidroksil radikalleri DNA bazlari Uzerinde irreversbl degisiklere neden olur.
Bunlardan en 6nemlileri timin ile hidroksil radikallerinin olusturdugu Uriin ve guanin
ile hidroksil radikalinin olusturdugu trtndtr. Bu Urtinler onarim enzimleri ile elimine
edilir veidrarla atilir (Maxwell 1995).

2.3.3.4. Karbohidratlara etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoadehitler meydana gelir. Okzoaldehitter DNA, RNA ve proteinlere
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baglanabilme, aralarinda capraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolayi antimitotik
etki gosterir. Bu nedenle kanser ve yaslanma olaylarinda énemli faktorlerdir (Akkus
1995).

Yine slper oksit ve hidrojen peroksitin  in vivo olarak hyauronik asidi
parcaladiklari gosterilmistir (Maxwell 1995).

2.3.4. Serbest radikaller ve diyabet

Diyabette serbest radikal Uretiminin artisi, antioksidan ve savunma sisteminin
yetersizligi, proteinlerin glukozunu, 6zellikle kontrolsiiz diyabetlerde ateroskleroz,
retinopati, nefropati, noropati gibi komplikasyonlara neden olur (Kalak ve ark.
1996).

Serbest radikaller diyabetin  komplikasyonlarinda oldugu kadar diyabetin
olusmasinda da etkilidir. Serbest radikallerin etkisiyle olusan 3-hiicre hasari tipl
diyabete yol acar. Diyabetin baslamasinda oksidasyonun rol aldigina dair bulgularin
cogu deney hayvanlarinda diyabet olusturan iki ilag olan aloksan ve streptozotosin
(STZ) ile yapilan calismalardan elde edilmistir. Bu iki madde deoksidan madde
olusturarak Langerhans adaciklarini tahrip eder. Alloksan intrasellUler rediktanlar
olan askorbat ve tiyoller ile reaksiyona girerek onlarin antioksidan etkilerini engeller
ve oksidan Uretimine sebep olur. STZ’ nin etki mekanizmasi ise daha az anlasilmistir
(Wolff 1993).

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri
Organizmada serbest radikallerin  zararli  etkilerini  engellemek Uzere
antioksidan savunma mekanizmalari gelismistir. Serbest radikallerle antioksidanlar

arasinda bir denge olmadigi taktirde hiicre dlimtine kadar ulasan bir ¢ok patolojik

degisiklik ortayacikar.
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2.4.1. Endojen antioksidanlar

2.4.1.1. Enzimler

Mitokondrial sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son basamaginda
bulunan, bakir iceren bir hemoproteindir. Elektron tasima zincirindeki gorevine ek
olarak stiperoksit radikalinin suya dénisimini de saglar (Mayes 1990).

Slperoksit dismutaz: Slperoksitin hidrojen peroksit ve molekiler oksijene
donusimini katalizler.Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Ekstraselltler
aktivites ¢ok dusiktir. Superoksit dismutazla (SOD) katalizlenen reaksiyonlarin
hizi kendiliginden gerceklesen reaksiyonlarin 4000 katidir (Royson 1988; Yalgin
1998)

Sitokrom oksidaz: Mitokondride, solunum zincirinin en son basamaginda

bulunan ve bakir iceren bir enzimdir. SUperoksit radikalinin suya dénusimini

saglar.

40, + 4H" + 4 2H,0
Ancak slperoksit radikalinin olusum hizi enzim kapasitesini astigi i¢in diger
enzimlerinde stperoksit radikalinin zararli etkilerini yok etmek icin ¢alismasi gerekir

(Yalgin 1998).

Katalaz: Dort adet hem grubu iceren bir hemoproteindir. Peroksizomlarda
lokalizedir. Hidrojen peroksidi molekiler oksijen ve suya pargalar.

2H-0, 2H,0 + O,

Peroksidaz aktivites de bulunmaktadir. Hidrojen peroksit, metil hidroperoksit
gibi ktcik molekillere etki eder ancak lipit peroksitlerine etki etmez (Royson 1988;
Yalgin 1998).
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Glutatyon peroksidaz: Yaklasik 85000 dalton agirliginda aktif bdlgesinde
tetramerik 4Se (Selenyum) atomu iceren sitolojik bir enzimdir. Redikte glutatyon

varliginda (GSH) hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin indirgenmesinde rol alir.

HoOp+2GSH __ GSSG + 2H,0
ROOH+2GSH ____ GSSG + ROH + H,0

Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) iki substurati vardir. Substuratlardan biri
olan peroksitler akolle indirgenirken, diger substrat olan glutatyon (GSH)
yikseltgenir. Olusan yukselt genmis glutatyon (GSSH), glutatyon rediktaz
enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar indirgenmis glutatyona donustir
(Royson 1988; Yalcin 1998).

GSSH + NADPH + H" 2GSH + NADP*

Glutatyon-S-Transferaz(GST): Dimerik yapili, sitozolde yer aan bir
enzimdir. Cok sayidaizoenzimi vardir. Y abanci maddelerin biyotransformasyonunda
cok onemli rolleri olan GSH-transferazlar cesitli endojen ve eksojen bilesiklerin
glutatyonla kojugasyonunu katalizler (Yalgin 1998).

2.4.1.2. Lipit fazda bulunanlar

E vitamini: Tokoferol yapisinda ilk olarak Evans ve Bishop tarafindan 1923
yilinda tamamlanmis, daha sonra kimyasal yapis aydinlatilmistir.

E vitaminleri 8 adet dogal olarak mevcut tokoferollerdir. Bunlardan a-tokoferol
en aktif olanidir. Badlica fonksiyonlari; hiicre membran fosfolipitlerini de serbest
radikallerin oksidasyonlarindan korumaktir. Zincir kirici bir antioksidan olarak
bilinir (Akkus 1995)

Isiya dayaniklidirlar. Dondurma ve kizartma ile 6nemli 6l¢ude tahrip olurlar
(Sencer 1991).

25



2. ONCEKI CALISMALAR Ozge ERTUGRUL KARACALI

Diyetsel en 6nemli kaynaklar bitkisel yaglar ve tohumlardir. Glnde ortalama 5-
10 mg kadar E vitamini alinmalidir. Sindirim yoluyla emilmesi igin yag emilimi ve
safra adtlerinin normal olmasi gerekir. Pasif diflzyonla ainir. Eksikligi nadir

goral r.

Lipit peroksit radikali (ROQO’) Parcalayarak lipit peroksidasyon zincir

reaksiyonlarini sonlandirir.

ROQO’ + dfa-tokofero-OH _____ ROOH + afa-tokoferol-O°

Olusan tokoferoksil radikali glukronik aside konjuge edilerek safra yoluyla
ailir. E vitamini okside olduktan sonra askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden
indirgene bilmektedir. Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karsi
birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. E vitaminin emilimi icin selenyum
gereklidir. E vitamini ise selenyum kaybini Onleyerek veya onu aktif tutarak
selenyum ihtiyacini azaltir (Kayaalp 1989).

Karotenoidler ve Retinol: Bitkilerde karotenoidler, hayvanlarda ise retinol
esteri bulunur. Isiya dayaniksizdirlar. Et, balik, karaciger, havug, domates, yesil
yaprakli bitkiler, portakal gibi narenciyelerde bol miktarda bulunur. Retinol
bagirsaklardan tamamen emilmesine ragmen karotenoitlerin yaklask 1/3 kadari
absorbe edilir (Sencer 1991).

Karotenoidlerden badicasi, A vitaminin 6ncil maddes olan beta-karotendir.
Beta karotenin singlet oksijeni baskilama, sUperoksit radikalini temizleme
Ozelliklerine ek olarak peroksit radikali ile etkileserek antioksidan etki gosterdigi
belirlenmistir. Antikanserojenik ve antiarterosklerotik oldugu gosterilmistir (Frei
1994; Niki 1987).

Ubikinonlar: Lipitlerde ¢oztinen ve izoprenoid taki igeren kinon tdrevleridir.

Soya yagi, et, balik gibi besinlerde ve bazi sebzelerde bulunur. Indirgenmis sekilleri

olan ubikinoller, ubikinonlara kiyasla antioksidan olarak cok daha etkilidirler.
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Insanda bulunan temel ubikinon, koenzim-Q'dur. Esas goérevi olan solunum
zincirindeki redoks tasiyiciliginin yaninda ,oksijen kaynakli radikaller ve tekil
oksijen ile etkileserek lipit peroksidasyonunun baslamasini ve biyomolekdillerin

hasar gbrmesini engeller (Frei 1994).

Flavonoidler: Bitkilerdeki kirmizi, sari ve mavi renk pigmentlerini, olusturan
polifenollerdir. Baslica; elma, portakal, limon gibi meyveler; patates, karnabahar gibi
sebzelerde bulunur. Cay gibi bitkisel kaynakli iceceklerde yer alirlar. Flavonoidlerin
farkli yollarla lipit peroksidasyonunu engelledigi belirlenmistir.

1- Peroksidasyonu baslatan radikalleri tutar.

2- Metal iyonlarini baglar.

3- Radikal olusturucu enzimleri inhibe eder.

Ancak bazi flavonoitlerin metal iyonlariyla baglanarak pro-oksidan etki yaptigi
saptanmistir (Niki 1987).

Melatonin: En zararli radikallerden hidroksil radikalini ortadan kaldiran guclu
bir antioksidandir. Melatonin hidroksil radikalleri ile reaksiyona girdikten sonra
indolil katyon radikaline dontstgl ve bu radikallerinde siiperoksit radikalini tutarak
antioksidan etki yaptigi bildirilmistir. Diger bir dnemli 6zelligi lipofilik olmasidir.
Bdylece hicrenin bitin énemli organellerine ve ¢ekirdegine ulasa bildigi gibi kan
beyin engelini de kolayca geger. Médatonin’'in yUksek dozda ve uzun sireli
kullaniminda bile toksik etkisi goriimemistir. Ayrica bazi antioksidanlar gibi
prooksidan aktivitesinde yoktur (Niki 1987).

Bilirubin: Ankonjuge bilirubin, dolasimda abimine baglanir ve abimine
bagli yag asitlerini lipit peroksidasyona karsi korur (Halliwell ve Gutteridge 1990).
Antioksidan aktivites disik oksijen konsantrasyonunda artar.

2.4.1.3. Sivi fazda bulunanlar

C vitamini (askorbik asit): Suda eriyen gicli bir antioksidandir. Ince
bagirsakta kolayca emilir. C vitamini id, isk, bakir varligi ve o6zellikle akali
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ortamlarda kolaylikla okside olur. Arterioskleroz, iskemik kalp hastaligi ve kansere

karsi koruyucu etkis oldugunu gosteren calismalar vardir.

Slperoksit ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girer ve ortamdan

uzaklastirir. Tokoferoksil radikalinin alfa-tokoferole rediiklenmesini saglar.

Slperoksit radikali gibi feri demiri ferro demire indirgeyen ikinci bir selluler
gandir. Bu nedenle peroksidan olarak degerlendirilir. Antikanserojen etkisi
gosterilmistir (Block 1991).

Urik asit: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksit, peroksi
radikalerini ve singlet oksijeni temizler, bakir ve demir iyonlariyla olusan
oksidasyona karsi selat yaparak C vitaminin oksidasyonunu engeller (Akkus 1995).
Hemoglobin ve eritrositleri peroksidatif hasara karsi korur (Kayaap 1997).

Transferrin: Vicutta demir tasiyan proteindir. Bagli demir, hidroksil radikali
olusumunu veya lipit peroksidasyonunda rol alamaz (Frei 1994; Haliwell ve
Gutteridge 1990)

Ferritin: Dokuda demir baglar.

Albumin: Plazmanin zincir kirici antioksidan aktivitesine yol acan plazma
sulfidril  gruplarinin - komponentidir. Plazmada hipokloréz asidin guclt  bir
temizleyicisidir (Frei 1994; Yalcin 1998).

Glutatyon: Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusmustur. —SH

gruplarini redikte halde tutarak, fonksiyonel protein ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller (Frel 1994).
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2.5. Bobrek Anatomis

Insan bobregi 130-150 gr agirliginda, karin boslugunun arka Ust tarafinda
yerlesmis bir ¢ift organdir. Yaklasik 11 cm uzunlugunda, 5.5-6 cm genisliginde, on
arka kalinligi ise 3-3.5 cm olan bir organdir. Onde on ikinci torakal vertebranin yan
tarafindan baslayarak asagida 3. lumbal vertebra hizasina kadar uzanirlar. Sag bobrek
sola gore 1.5 cm asagida bulunur (Arinci 1993; Sarsilmaz 2000).

Bobrek icten disa dogru kapsiila fibrosa, kapsila adiposa ve fasiya rendlis ile

sarilidir.

Frontal kesiti yapildiginda medulla renalis ve korteks renalis olmak Uzere iki

kisimdan olustugu gorulUr.

Medullarenalis, enicte yer alan sints renalis ile distaki korteks renalis arasinda
yer alir. 12 adet piramides renalisten olusur. Piramitler tabanlariyla korteksi

desteklerken mediale dogru uzanarak tepeleriyle papillarenalisi meydana getirirler.

Korteks renalis ise rena pramitlerin tabani ile bobrek kapsilt arsindaki dis
kisimdir (Sarsilmaz 2000).

Bobrege ven, arter ve sinirlerin giris ¢ikis yaptigi konkav olan kisma ise hilus

renalis denir.

Bobrekler abdominal aortanin bir dali olan arteriya renalis tarafindan beslenir.
Her bir arteriya renalis bes adet arteriya segmentalise, segmentel arterler ise arteriya
lobaridere ayrilarak her bir tanes bir renal pramite gider. Renal pramitlerin her iki
yanindan gegen arteriya interlobarisler kortekse dogru ilerler. Bobregin venleri ise

hilus renalisde bulunur, vena kava inferiora dokdl Ur.

B6bregin parasempatik sihirleri nervus vagustan, sempatik sihirleri ise nervus

splanknikus, minér ve minumus araciligiyla gelir (Snell 1998).
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2.5.1. Bobregin fonksiyonel anatomisi

Nefron: Her bir bobrekte 1.5 milyon nefron bulunur. Nefron bobregin en
kicuk fonksiyonel Unitesidir. Glomerll, proksimal tubll, henle kulpu, distal tubdl ve
toplayici kanaldan olusur. Toplayici kanallar birleserek reral kaliksleri meydana
getirir (Noyan 1998).

Glomerl: Degisik hiicrelerden olusmus 6zellesmis bir kapiller agdir. Tek sira
halinde bulunan endotel hiicreleri birbirleriyle temas halinde olmasina ragmen birgcok
por icerir. Kapiller kan ve glomeriler filtrat arasinda bulunan bazal membran,
plazmanin serbest gegisine izin verir. Bazal membran yetiskinlerde 300 nm
kalinligindadir.

Bowman kapsulund olusturan hicrelerin ahtapot benzeri yapilari mevcuttur.
Hucreler arasinda 60 kD’ luk filtrasyon yariklari bulunur. Bu yariklardan proteinler
gecemez. Molekil agirligi 60 kD’den daha kuiclik olan proteinlerin gecisi yuklerine
ve sekillerine de baglidir.

Glomerullerin son hicresel komponentleri olan fagositler sentezledikleri bir

matriks icerisinde ytizen mezensiya hicrelerdir (Noyan 1998).

Glomertllerde gunde 180 L plazma ultrafiltrati olusturulur. Bu filtrat icerigi

plazma proteinleri hari¢ kana benzer.

Proksimal Tubul: Bowman kapsiil, proksimal tubtliin baslangicini olusturur.
70 pum' lik dis ¢api 15 mm'’lik uzunlugu vardir. TubUlt olusturan epitel hicreler
ylzey aanini genisdetmek icin milyonlarca mikrovilllise sahiptir. Proksimal tubl,
glomeruler filtratin % 60-80'ninin, stzdlen sodyumun ve klorun % 70'inin,
potasyum, glukoz, bikarbonat, fosfat ve silfatin ¢ogunun ve hidrojen iyonunun

%90’ inin geri emildigi bolimdir (Noyan 1998).



2. ONCEKI CALISMALAR Ozge ERTUGRUL KARACALI

Proksimal tubtilde glomeril filtrattaki suyun % 60-70'i , organik maddelerin %
99-100' U1, Na" ve CI'un % 60-70'i geri emilir.

Henle Kulpu: Inen ince, ¢ikan ince ve gikan kalin olmak Uzere 3 kismdan
olusur. Inen ince kismin hicreleri cikan ince kismin hicreleri benzerdir; ancak su
gecirgenliklerinde farkliliklar vardir. Cikan kalin kismin son pargas glomerdl,
afferent ve efferent arteriol ile iliskilidir. Buradaki 6zel hicrelere ise makule densa

denir.

Henle kulpunda orijinal filtrattaki suyun %25'i Na ve Cl*un % 20-25'inin
geri emilimi yapilir (Noyan 1998).

Distal tubil: Makula densadan baslayan toplayici kanal sistemidir. Na, K,
ATPaz ve karbonik anhidraz aktivites vardir. Distal tubilde Antiditretik hormon
(ADH) araciligiyla suyun ve aldesterona bagli Na" iyonunun geri emilimi yapilir
(Noyan 1998).

Toplayici Kanallar: Kortekste sekiz distal tubil birleserek medullaya iner, en
alt kisimda bobrek papillasinin ucundan pelvise agilir. Bu tublillere toplayici kanallar
denir. Toplayici sistemde ADH araciligiyla suyun aldesteron araciligiyla Na” un geri

emilimi yapilir (Noyan 1998).

Ureter: Bobrekten asagiya uzanan iki adet tubiildir. Yaklasik 25 cm olup (¢
yerde darlik gosterir. Peristaltik hareketlerle idrar asagiya akar (Snell 1998).

2.5.2. Bobregin endokrin fonksiyonlari

Bobrekler eritropoietin, renin ve prostoglandinleri (PG) Ureten endokrin
fonksiyonlu organlardir. Baska hormonlar da bobrekleri etkiler. Insiilin ve aldesteron
gibi hormonlar da bdbrekte yikilir. D vitamininin aktif hale gelmes icin iki kez
hidroksillenmesi gerekir. 1lk hidroksilasyon karacigerde gerceklesirken ikincis
bobrekte yapilir (Noyan 1998).
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2.5.3. Diabette bobrekler

Diabetik nefropati, diabete 6zgl bobrek hastaligini tanimlayan bir terimdir.
Kronik donemde ortaya cikar. Diabetteki 6lim nedenleri arasinda miyokard
enfarktlsinden sonra ikinci sirada bobrek yetmezligi gelir (Cho ve ark. 2002).
Insiline bagimli diabetes mellitusu hatalarin % 30-35'inde, insiline bagimli
olmayan diabetes mellitusdu hastalarin % 15-20'sinde diabetik nefropati gelisir
(Akpolat ve ark. 2000).

Diyabetik nefropati (DN), artan sayida hastanin son donem bobrek yetmezligi
(SDBY) gelistirmesinden dolayi 6nemli bir saglik sorunudur. ABD’de yeni gelisen
SDBY’ nin %40’ ini DN olusturmaktadir. Tanim olarak DN, diger bobrek hastaliklari
olmadan, diyabetli bir hastada strekli idrar albumin gubugunun pozitif olmas veya
gunde 300 mg’ dan fazla abiminin bulunmasidir. DN, diyabetin gec bir bulgusu gibi
gbrunmekle beraber, DN’ den 6nce fizyolgjik, patolojik ve klinik belirtiler olur. Bu
durum bazi arastirmacilarin DN’ yi asamalar seklinde distinmelerine neden olmustur

(Mogensen ve ark. 1983).

Tip 1 ve Tip 2 DM’de bobrek lezyonlarinin patolojisi benzer olmakla birlikte
Tip 1 DM’de nefropatinin gelismesinde ve ilerlemesinde hipergliseminin payi
buyuktir ve genellikle hipertansyon ve kardiyovaskiler hastaliklar, nefropati
gelistikten sonra olusur ( Kurt ve ark. 2004., Parving ve ark. 1996).

Tip 1 DM’li hastalarda kan glukozu basarili bir pankreas transplantasyonu
sonrasinda normal seviyeye getirildikten 10-15 yil sonra nefropatinin geriledigi
gorulmustir (Fioretto ve ark. 1998.).

Diabetik nefropatide morfolojik olarak, glomerll bazal membranlarinda,
tibuler bazal membranda ve Bowman kapsiilinde kalinlasma, mezangia matrikste
genisleme ve glomerller filtrasyonda degisiklikler gérultr. Mezansimal hicrelerde
hipertrofi olur. Hipertrofik mezansimal hicreler ekstraselliler matriks Gretimini

belirgin olarak attirirlar. Ayrica, afferent ve efferent arteriyollerde hizlica hiyalin
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kalinlasma olusur. Glomerillere disen mezansma hacmin artmasi sonucunda,
glomerller kapiller ylizey alani azalir (Friedman 1996). Bu patolojik degisiklikler
olurken, filtrasyon aaninda ve nefron kitlesinde azalma, kalan nefronlarda daha
yuksek kapiller akima neden olur. Boylece intraglomertler HT, hiperfiltrasyon ve
bazal membrandaki selektif gecirgenlikteki degisiklikler ile hizlanan ilerleyici
proteintri olusur (Phillips ve Steadman 2002; Kurt ve ark. 2004.)

Ikinci mekanizmada ise glikotoksisite ve hemodinamik stres hicresel
fonksiyonu degistirerek poliol yolunda aldoz rediktaz yoninde artma olusturur.
Sinir, glomertl, lens ve retina gibi instline bagli olmayan dokularda hiicre ici glukoz
seviyes hiperglisemiye bagli olarak yukselir. Poliol yolunun en énemli enzimi olan
ve bu yolun aktivitesini sinirlayan aldoz rediktaz enzimi glukozu sorbitole
donustirirken, diger bir enzim olan sorbitol dehidrogenaz, sorbitol U fruktoza cevirir.
Sorhitol hiicre zarini gegemediginden hiicre icinde birikir. Sorbitol birikimi, ozmotik
etkilerle primidin nilkleotidlerinin redoks durumunu degistirerek (NADH/NAD”
oraninda ve protein kinaz C' de artis) hicre i¢i miyoinositol seviyelerini azaltir. Bu

durum doku hasarina neden olur.

Y apilan bir¢cok hayvan calismasinda; miyoinositol seviyesinin azalmas sonucu
Nat+/K+ ATP nin inhibisyonu ve intraselller Na+ artisina ikincil sinir iletim hizinin
yavasladigi gortlmustir. Glukoz, proteinlerin amino gruplarina nonenzimatik olarak
baglanarak “schiffbase” Urlnleri olusturur. Saatler igerisinde bu Uriinler kan glukoz
konsantrasyonuna uygun olarak belirgin bir seviyeye ulasir. Sonrasinda daha stabil
erken glikasyon Uriinleri (EGU) olusur. Hiperglisemiye uzun sireli maruz kalma
kollgjen, intraselller proteinler ve nikleik asitler gibi stabil makro molekillerde
kimulatif ve giderek artan tarzda irreversibl degisiklere neden olur. EGU, ileri
glikasyon Urtnlerini (IGU) olusturmak (Uzere birlesirler. Makrofgjlar, endotel
hiicreleri ve mezansimal hiicrelerde spesifik IGU reseptorleri saptanmistir. 1GU,
reseptoriine baglanmas sonucunda serbest oksijen radikallerini ortaya cikarirlar.
Damar duvarinda capraz baglanma yaparak yikima daha fazla direng kazanirlar ve

bazal membran kalinlasmasina yol acarlar (Kurt ve ark. 2004.)
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Diabette renal tutulmanin en erken belirtisi glomerdl filtrasyon hizi ve bdbrek
buyUklGginde artistir (Erek 1995). Diabetli cocuklarin ¢ogunda tanidan 10 yil sonra
glomerdl filtrasyon hizi ve renad plazma akiminda artis bulunur. Rend
hiperfiltrasyon sonucu Albumin atiliminda artis gordlir. Ergenlik caglarinda
mikroalbumindri orani % 10-20 civarinda, bazi serilerde ise daha dusik oranda
bildirilmektedir (Drummond ve Maner 2002).

Bobrek hasarina yol acan baslica risk faktorleri genetik ve irksal etkiler,
hipertansiyon, beslenme ve lipid dizeyleri, kétl glisemik kontrol ve sigaradir (Saka
2003).

Diyabetik nefropatinin énlenmes Igin;

a. Kan sekerinin diizenlenmesi

b. Kan basinci kontrolii

c. Diyetteki protein miktari

d. Diger: Diger tedavi yontemleri arasinda sodyum ve fosfor kisitlanmasi,
fosfor baglayici ganlar, radyo kontrast maddelerden kacinmak veya oncesinde
hastayi iyi hidrate etmek sayilabilir. SDBY’de ise hemodiyaliz, sirekli ayaktan
periton diyalizi, bobrek ve pankreas transplantasyonu yapilabilir (Kurt ve ark. 2004.)

2.5.3.1. Diabetik nefropatinin evreleri

1) Hipertrofi ve hiperfonksiyon: Bobrekler buyUktir ve glomeriler filtrasyon
degeri artmistir. Hipergliseminin kontrol ile bu durum dizeltilir (Akpolat ve ark.
2000).

2) Sessiz evre: ldrarda albimin atiliminin normal (0-30 mg / 24 saat) oldugu
normal albumintri evresidir. Histopatolojik olarak baza membranlarda kalinlasma
ve mezengia genisleme olabilir (Akpolat ve ark. 2000).

3) Gizli diabetik nefropati: Mikroalbumintri evresidir.idrarda albumin atimi
30-300 mg / 24saat arasindadir.nefropatinin ilerlemesinin durdurulabilecegi hatta
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geriye dondurilebilecegi baslangic donemidir. Kan basincinin bu dénemde

yukselmeye basladigi gosterilmistir .

4) Asikar diabetik nefropati: Proteinurinin klinik testlerle tespit edilebildigi ve
glomertiler filtrasyon degerinin azalmaya badladigi klinik nefropati evresidir.

5) Son donem bdbrek hastaligi: Kronik bobrek yetmezligi vardir. Diyaliz veya
bobrek nakli sarttir (Akpolat ve ark. 2000).

2.6. Streptozotosinin Yapis ve Etki Mekanizmasi

FormulU Cg HisN3O7 olan streptozotosin molekiler agirligi 265.2 dalton olup
streptozosin olarak da adlandirilir. Beyaz ve agik sari arasinda degisen sari renkli bir
tozdur. Anhidre olarak 115 °C’ de bozunur. Maddenin potansiyel kanserojen mutajen
ve toksik ¢zelligi oldugu bilinmektedir. Donmus olarak hava ve nemden korunarak
muhafaza edilirse ayni anomerik orani ve saflik derecesini aylarca koruyabilir.
Streptozotosin;suda, alkollerde ve ketonlarda ¢6zinir. Hazirlanan soltsyonlar,

bilesik kararsiz oldugundan dolayi gunlik olarak hazirlanmalidir (Kayaalp 1997).

Bir streptomyces turiinden veya sentetik yollardan elde edilen bir antibiyotik
olan streptozotosin, pankreasin beta (3) hicrelerini selektif bir sekilde ve irreversibl
olarak tahrip eder. Insilinoma tedavisinde kullanilabilir. Belirgin hepatotoksik ve
nefrotoksik etkisi nedeniyle revag bulmamistir. Laboratuar ¢alismalarinda intraventz
verilerek deneysel diyabet modeli olusturmak icin kullanilabilir. Pankreas Gizerinde
STZ benzeri etki gosteren alloksan da deneysel diyabet modeli olusturmak icin
kullanilabilir (Kayaalp 1997).

Deney hayvanlarinda streptozotosinin  veya alloksanin  kullanilmasi, 3
hicrelerinin tahribine, instlin Gretiminin veya salgilanmasinin durmasina yol acar.
Cesitli hayvan nevilerinin aloksana karsi duyarliliklari farklidir. Mesela, sicanlar ¢ok
duyarli olduklari halde kobaylar nispeten duyarsizdirlar. Streptozotosin ise genel
kullanima uygundur (Ersoy ve Baysu 1986)
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2.7. Trigonella foneum graecum L.

Fabacea familyasina ait olan Trigonella foneum graecum, Turkiye de Trakya,
Marmara, Orta, Guney ve Glneydogu Anadolu da yetisir. Hindistan'da, Giiney
Afrika da ve Akdeniz Ulkelerinde kiltdrleri yapilir. Tek yillik bir bitkidir. Y apraklari
Uc parcacikli, cicekler ise yapraklarin koltugunda ve tek basinadir (sekil2.5.)
(Alhabori ve Raman, 1998).

Trigonella foenum-graecum

Sertiirner Photo CD

Sekil 2.5. Trigonellafoneum graecumL.

Kullanilan kissimlari tohumlaridir (sekil 2.6.). Bazi Ulkelerde yesil yapraklari da
ispanak gibi tiketilmektedir. Acimsi ve aromatiktir. Esansinda 40 cesit madde
bulunur. Kullanimi ¢ok eskilere dayanmakta olup gunimizde Ortadogu ve Hint
mutfaginda kullanilmaktadir. Olgun meyveler toplanir, glineste kurutulduktan sonra,
sopa ile dovilerek tohumlar meyvelerden disari cikarilir. Tohumlarinda muisilg),
ugucu yag ve sbit yag, akoalit, kolin, rutin gibi maddeler vardir. Eski devirlerde
Asya memleketlerinde sehvet arttirici ve harplerde cesaret verici olarak ¢ok
kullanilirdi. Bugun tasidigi musilajdan dolayi, yumusatici ve balgam sokturuict
olarak kullanilmaktadir. Kuvvet verici ve istah acici olarak, rasitizm, diabet,

tuberklloz ve kansizliklarda da kullanilmaktadir.
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Sekil 2.6. Trigonellafoneum graecumL. tohumlari

Bitkinin kan sekeri ve kolesterolli dusirticii etkisinin oldugu, kanda lipid
peroksidasyonunu engelledigi deneylerle gosterilmistir (Baytop, 1984, Bordia ve ark.
1997)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Deney Hayvanlari
Deneylerimizde kullanilan 200-250g’lik Wistar Albino cins erkek sicanlar
Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitusl’ nden temin edildi. Havalandirma ve
isitma tertibati bulunan odada, 0zel olarak hazirlanmis plastik kafeslerde
yetistirilmistir. Kafeslerde bakima alinan hayvanlarin iklimle uyum saglamalari icin
on bes giin slireyle 12/12 gece giindiz olacak sekilde gbzlemlenmistir.

3.2. Hayvanlarin Beslenmeleri

Deney hayvanlarinin besinleri Ankara Yem Sanayisi’nden temin edilen pellet
verilmis, su ise serbest birakilmistir (cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Hayvanlara verilen yemin icerigi

YEM MADDESI %
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14

K epek 8
Soya kuspesi 25
Balik Unu 8
Kemik Unu 4
Melas 4

Tuz 4
Vitamin Karismi 1
Mineral Karisimi 1

3.3. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Calismalara baslamadan Once mevcut laboratuar sartlarimizda deneysel
diyabetin kacinci gunlerde meydana gelebilecegi arastirildi. Daha sonra 225 + 25g
agirligindaki sicanlar tc kafese ayrildi ve her kafeste esit sayida (n =7 olmak lizere)
hayvan kullanildi.
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GrupDo: Kontrol Grubudur. Diyabet olusturulmamis ve hi¢ bir madde

verilmemis normal sicanlarin bulundugu gruptur.

GrupD; : Diyabet Grubudur. 65mg/kg streptozotosin verilmis diyabetli kontrol
grubudur.

GrupD,: 65mg/kg STZ ve 150mg/kg Trigonella foenum greacum L ekstresi

uygulanmis gruptur.
3.4. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Sanli Urfa aktarlarindan teshis edilerek satin alinan Trigonella foenum greacum
L. tohumu temizlenip 5009 olacak sekildetartilmis ve toz haline getirilmistir. 500ml
metanolde 24 saat bekletilmistir. Stizlldikten sonrarotary evaporeyter ile metanol ve
su uzaklastirilarak ekstrakt elde edilmistir.

3.5. Deneysel Calismalar

Laboratuar sartlarimizda deneysel diabet olusumunun kaginci gunlerde
meydana geldigini gormek ve cikabilecek aksakliklari Onlemek amaciyla 6n
calismalar yapildi.

Hayvan gruplarina ayni yem verilerek gunltk takipleri yapildi. Calismaya
baslarken ve her hafta agirliklari ol¢lldu. Siganlarin haftada bir glukoz dizeylerine
bakildi.

GrupDy: Kontrol Grubu: 7 adet hayvandan olusan bu grubun 7. hafta sonunda
bobrekleri ainarak histolojik calismalar, GSH ve MDA andlizleri icin -80° C de

bekletildi.

GrupD;: STZ Grubu: 7 adet hayvandan olusan bu grubun agirliklari alindiktan
sonra STZ miktari her 2009’ lik hayvan icin 65 mg/kg STZ sodyum sitrat ve ph4.5
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olmak Uzere hazirlandi. Sonucta her 2009’ lik sican icin 65mg/kg STZ, intraperitonal
olarak enjekte edildi. Bir hafta sonra kuyruk venlerinden alinan kan, glukometre
cihaziyla 6lculdi. Aclik kan glukoz diizeyi 250mg/dl’yi asan sicanlar diabetik olarak
alindi. Duzenli olarak 12 saatlik aglik sonrasinda, haftada bir olmak Uzere glukoz
duizeylerine bakildi.

GrupD,: Her hayvana 66mg/kg STZ ve 150mg/kg Trigonella foenum greacum
L. ekstrakti endoskopik yontemle ¢ gun verildi. Daha sonra ki gin STZ ile diabet
olusturuldu. Haftada bir agirliklari ve aglik glukoz diizeyleri olctldi. Olglimlerin

ertes gunu ekstraktlar verildi.

7 hafta sonunda biittin hayvan gruplarinin kalplerinden injektor ile 3-5 ml kan alindi
ve dislukasyon ile hayvanlar oldurildi. Santriftj edilerek protein analizleri igin
serum alindi. Histolojik calismalar icin sag bobreklerin ayni bolimlerinden kesitler
dinarak % 10'luk formaldehitte fiske edildi. Sol bobrekler MDA — GSH analizleri
icin -80 °C’ de saklandii.

3.6. Biyokimyasal Analizler

Alinan doku orrekleri 1/9 oraninda %6'lik perklorik asit icerisinde sonikattr ile
homojenize edildi. Homojenize edilen ornekler tUplere ainarak vortekslenip 6000
rpm’de 10 dakika santrifllj edildi. SUpernatantlar yeni tlplere aktarilarak GSH ve
MDA analizleri yapilincaya kadar -80°C’ de muhafaza edildi.

3.6.1. MDA ve GSH analizleri

Tiobarbutlrik asit reaktif maddeleri (TBA) genellikle doymamis yag asit
peroksidasyonunun son Urtind olarak bilinen MDA ile tespit edilmektedir. Bunailave
olarak DNA, protein ve karbohidratlarin oksidatif hasari sirasinda da MDA
olusmaktadir (Jo ve Ahn 1998)
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Lipid peroksidasyonunun son Urtnlerinden olan MDA, TBA ile reaksiyona
girerek pembe renkli bir kompleks olusturur. Bu kompleks spektrofleurometrede
532 nm’de okunur (Van ve ark. 1993).

3.6.1.1. Bobrek dokularinda MDA analizi
1., 2. ve 3. stok standartlari asagidaki prosedir izlenerek hazirlandi.
Birinci calisma solisyonu: 4.05 M konsantrasyonlu tetraetoksipropan (TET)

solUsyonundan 24.7 ul ainarak 10 ml suda seyreltildi. Boylece 10 mM birinci
calisma soltisyonu hazirlanmis oldu.

Ikinci galisma soltsyonu: Birinci ¢alisma soltisyonundan ainan 10 pl "ye 990
ul saf suilave edilerek 100 UM konsantrasyonunda TET hazirlandi.

Uclinci calisma soltisyonu: Ikinci galisma soltisyonundan 100 pl alinip Uzerine
900 pl saf suilave edilerek 10 uM konsantrasyonlu TET hazirlandi (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. MDA standart egrisinin hazirlanmasi

Standart No Saf Su () W3 Konsantrasyon (nmol)
0 100 0 0
1 90 10 1
2 80 20 2
3 60 40 4
4 20 80 8
5 - 100 10

2. Ornek ve standartlarin her birinden 100'er Wl ainarak Uzerlerine sirasiyla

asagidaki soltsyonlar ilave edilmistir.

162 %10 SDS
200 i asetik asit
200 pl TBA (12 mg TBA 1.5 ml metanolde ¢ozuldii)
338 nH,O
1000 pl TOPLAM
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Orneklerin bulundugu tiipler vortekslendikten sonra 95 °C’deki sicak su
banyosunda 45 dakika bekletildi. Musluk suyu altinda sogutul du.

Sogutulan ttpler 3000 rpm’ de 15 dakika santrifj edildi.

Slpernatanttan 800 pl alinip spektrofleurometre yardimiyla eksitasyon 520

nm ve emisyon 555 nm'’ de absorbans degerleri okundu.

Konsantrasyonlari bilinen standartlardan okunan absorbans degerlerinden
excel programinda egri olusturularak bir formil elde edildi. Okunan 6rnek
absorbangdlari standart egri formiltinde ifade edilen X yerine konularak gercek
deger nmol cinsinden tespit edildi.

3.6.1.2. Bobrek dokularinda GSH analizi

Soltisyonlar asagidaki prosedur izlenerek hazirlandi.

Stok soltisyonu: 3.073 mg indirgenmis GSH (Sigma) 10 ml saf suda ¢ozuldu.

Boylece 1mM'’lik stok sollisyonu hazirlanmis oldu.

Calisma solUsyonu: Stok soliisyonundan 100 pl alindi. 900 Wl saf su ilave
edilip vorteksendi. Boylece 100 uM konsantrasyonlu calisma soltisyonu
hazirlanmis oldu (cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. GSH standart egrisinin hazirlanmasi

Standart No nH20 (M) W1 (ul) Konsantrasyon (nmol) | Diger sollsyonlar
0 100 0 0 _
1 99 1 0.1 900
2 98 2 0.2 900
3 96 4 0.4 900
4 92 8 0.8 900
5 84 16 1.6 900
6 68 32 3.2 900
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Ornek ve standartlarin her birinden 100 pl alindi. Bunlara 890 pl GSH Buffer
solusyonu (IM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH: 8.1) ve 10l ophtaldialdehit (10 mg
Ophtaldialdehit/1 ml metanol) eklenerek vortekslendi.

Reaksiyon olusmasi icin érnekler oda sicakliginda, isiktan korunabilecek bir
yerde 6-7 dakika bekletildikten sonra spektrofleurometre yardimiyla eksitasyon 345
nm, emisyon 425 nm’ de okundu. Orneklerin degerleri standart egri formuilli ile nmol

olarak hesaplandi. Sonuclar 100 mg doku yas agirligina gore degerlendirildi.

3.7. Histolojik Calismalar

Hayvanlarin sag bobreklerinin ayni bolgelerinden ainan doku parcalari
%10'luk formaldehit icinde fiske edildi. Fiske edilen bobrekler etil akol ile
dehidrasyonu otomatik prosesor ile yapildi, ksilol ile saydamlagtirildi. Daha sonra
parafin bloklari dokuldi ve mikroton ile 5 mikronluk kesitler alindi. Hem
hematoksilin ve eosin, hem de periyodik asit shiff (PAS) ile boyandi, isk

mikroskobuyla incelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. Histolojik Calisma Bulgulari

Diyabet olusturulmus sicanlardan alinan bobreklerden, rutin doku takip
asamaarindan sonra, 5 um kalinliginda kesitler alindi, hem hematoksilin ve eosin
hem de PAS ile kesitler boyandi ve isk mikroskobu ile incelendi. GrupDy' da
(kontrol grubu) bobrek tubllleri ve glomertllerinde bir degisiklik olmadigi
gorilmastir (sekil 4.1.)
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Sekil 4.1. HE x 200 Kontrol grubunda duizenli yapida glomeril ve tlibullsler mevcuttur
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Diyabet grubunda, ttbul epitel hicrelerinde vakuoler dejenerasyon ve fircamsi
kenar kaybi, glomerll kapiller bazal membranlarinda hyalin madde birikimi ve
kalinlasma, glomeriler mezengial matriks artisi, mezengia hicre poliferasyonu
gorilmektedir (sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5).
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Sekil 4.2. HE x 400 Diabet grubunda tiibul epitel hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon ve
fircamsi kenar kaybi

Sekil 4.3. PAS x 400 Diabet grubunda, glomerdil kapiller bazal membranlarinda hyalin madde

birikimi ve sekonder kalinlasma gorilmektedir
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Sekil 4.4. PAS x 400 Diabet grubunda, glomertler mezengial matriks artisi, mezengial hiicre

poliferasyonu ve glomeriil bazal membranlarinda (GBM) kalinlasma mevcuttur

Sekil 4.5. PAS x 400 Diabet grubunda, afferent ve efferent arteriolde hyalin kalinlasma
gorulmektedir
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Trigonella foenum greacum L. ekstrakti verilen grupta (grupD,) diyabet
grubuna gore (grupDy) glomerul bazal membranlarda daha az kalinlasma oldugu,
mezengimal matriksin ve hicre sayisinin norma oldugu, arterlerdeki  hyalin
birikiminin diyabet grubuna gére az oldugu gorulmustur (sekil 4.6.).

Sekil 4.6. PAS x 400 Trigonella grubunda (GrupD,) GBM kalinliginda Diabet grubuna gore
azalmamevcut. Mezengial matriks ve hiicre sayisi normal, afferent ve efferent

arteriollerde hyalin kalinlasma az olmus

Sonu¢ olarak Trigonella foenum greacum L. grubunda arterioler hyalin
kesitlere dismediginden fotograflanamadiysa da glomeridl baza membran ve
mezangia degisiklikler diabet grubuna gore dahaiyi oldugu goruldi

4.2. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

4.2.1. GSH 6l¢uim sonuglari

Oncelikle standart egri ve formuliinin hesaplanmasi icin konsantrasyonlari
bilinen standartlar spektrofleurometre ile 6l¢lldi. Daha sonra bobrek dokularinin
GSH degerleri, GSH ve ophthaldialdehitin olusturdugu renkli kompleksin

spektrofleurometre ile absorbansinin  6lglimesi  sonucu hesaplandi. Olglilen
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absorbans degeri, standartlar formiltindeki yerine konularak GSH miktari belirlendi
ve ortalama degerler tespit edildi.

Cizelge 4.1. Kontrol grubunun (grupDo) GSH degerleri
Konsantrasyon nmol GSH/100mg
Kontrol Grubu bobrek yas agirligi Ortalama Deger
1 13.15
11.55
11.88 9.13
11.31
3.25
1.88
10.9

N o o~ WDN

Cizelge 4.2. Diyabet grubunun (grupD;) GSH degerleri
Konsantrasyon nmol GSH/100mg

Diyabet Grubu bobrek yas agirligi Ortalama deger
1 2.21
2 1.49
3 1.29 1.53
4 1.21
5 1.69
6 1.34

Cizelge 4.3. Trigonella grubunun (GrupD,y GSH degerleri

Konsantrasyon nmol GSH/100m
Trigonella Grubu bobrek yas agirligi Ortalama deger
1 1.94
1.41
1.52 1.83
1.92
1.82
2.34

D O~ WD
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Cizelge 4.4. GSH standartlarindan elde edilen degerler ve kalibrasyon egrisi
GSH

1200 -

1000 ﬁ

o0

E00 /

400 Y= EEE.S'I ¥ - 50533
R~ = 09996

200 4

1]

Absorbans

i 02 04 06 08 1 12 14 16 13
K onsartrasyon (nmol}

Cizelge 4.5. Bobrek dokularinda GSH miktari

10 913

1.53 1.83

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

GSH Miktarlari (nmol/100 mg
doku yas agirlik)

Gruplar

GSH miktarlari degerlendirildiginde diyabet ve Trigonella foneum graecum
gruplarinin birbirlerine cok yakin bulundugu gorilmektedir.

4.2.2. MDA 0dlgiim sonuclari

Bobrekte MDA miktarinin hesaplanmasi icin, MDA ile thiobarbtirik asit
reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin spektrofleurometrede absorbansi
olcildi.  Olgtimler  yapilmadan 6nce konsantrasyonlari  bilinen  standartlar
spektrofleurometre ile Olgilerek standart egri ve formulli hesaplandi. Orneklerden
elde edilen absorbans deger formulde yerine yazilarak MDA degerleri elde edildi ve
her grup icin ortalama degerler belirlendi.
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Ozge ERTUGRUL KARAGCALI

Cizelge 4.6. Kontrol grubunda MDA degerleri

Kontrol Grubu

~N O U A WN R

Konsantrasyon nmol MDA/100mg
bobrek yas agirligi

6.25
3.57
2.14
2.9

2.91
1.39
3.1

Cizelge 4.7. Diyabet grubunda MDA degerleri

Diyabet Grubu
1

o o~ WDN

Konsantrasyon nmol MDA/100mg
bobrek yas agirligi
4.36
8.78
5.96
6.25
6.17
6.35

Cizelge 4.8. Trigonella grubunda MDA degerleri

Trigonella Grubu
1

o o b~ WN

Konsantrasyon nmol MDA/100mg
bdbrek yas agirligi
25
3.11
2.6
3.21
2.86
3.6

Ortalama deger

3.18

Ortalama deger

6.31

Ortalama deger

2.98
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Cizelge 4.9. MDA standartlarindan el de edilen degerler ve kalibrasyon egrisi

MDA
1400
1200 =
@ 1000 i
=
- :
Z 40m fﬁﬂ = 36420 + 13 083
200 ’_,_,-""' We 2. b+ f
I:l T T T T T T H = I:Ilgg?B
0 0s 1 L3 2 25 3 35
Konsantrasyon {nmol)
Cizelge 4.10. Bobrek dokularinda MDA miktari
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=
51
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Gruplar

MDA miktarlari degerlendirildiginde kontrol ve Trigonella foneum graecum

gruplarinin birbirlerine ¢cok yakin bulundugu gorilmektedir.

4.3. Uygulanan | statistiksel Metot ve Analizler

Gruplarin  orneklerinden elde edilen GSH ve MDA degerleri SPSS
programinda Mann-Whitney U testi, gruplar arasindaki farklar ise Kruskal-Wallis
testi kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen “p” degerleri “0.05, 0.01 ve 0.001”
sabitlerine gore degerlendirilerek anlamlilik dlzeyleri saptanmistir. p<0.05 ise
“karsilastirilan gruplar arasinda anlamli bir fark vardir’, p>0.05 ise “karsilastirilan

gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur”, p< 0.01 ise “karsilastirilan gruplar arsinda
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onemli farklar vardir’, p<0.001 ise “karslastirilan gruplar arasinda ileri dizeyde
Onemli farklar vardir” seklinde ifade edilmektedir.

4.3.1. GSH SPSSistatistiksel analizi

Kontrol ile Trigonella foneum graecum gruplari arasinda 6nemli farklar
gorulmustar (p=0.021).

Kontrol ile diabet gruplari arasinda énemli farklar gorilmustir (p=0.022).
Diyabet ile Trigonella foneum graecum gruplari arasinda énemsiz farklar

gordlmistur (p=0.761).

4.3.2. MDA SPSS istatistiksel analizi

» Kontrol ile Trigonella foneum graecum gruplari arasinda dnemsiz farklar
gorulmastir (p=0,606).

= Kontrol ile diabet gruplari arasinda 6nemli farklar goralmustir (p=0.013).

» Diyabet ile Trigonella foneum graecum gruplari arasinda ileri dizeyde
onemli farklar gordlmustir (p=0.001).

4.4. Tartisma

Dunyada yaklasik 151 milyon diabetes mellitus (DM) hastasi vardir. Bunlarin
yaklask %97's Tip 2 DM’ dir. DM’ nin komplikasyonlari mikrovaskiler ve
makrovaskiler ~ komplikasyonlar ~ olarak  ikiye  ayrilir.  Mikrovaskuler
komplikasyonlari;  retinopati, nefropati ve  noropatidir.  Makrovaskuler
komplikasyonlari ise koroner kalp hastaligi, periferik damar hastaigi ve
serebrovaskiler hastaliklardir. Diyabetik nefropati (DN), artan sayida hastanin son
donem bdbrek yetmezligi gelistirmesinden dolayi 6nemli bir saglik sorunudur (Kurt
ve ark. 2004).

Yapilan calismalar ile etiyolojisnde bir cok degisk etkenin rol aldigi
gosterilmis olan, gerek kendiliginden gelisen gerekse deneysel olarak streptozotosin
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veya aloksan ile olusturulan diabetes mellitusun 6zellikle damarsal yapilar Gzerinde
yogunlasan komplikasyonlari ile daha ¢ok goz, bbrek, sinir ve arterlerde olmak
Uzere organizmada pek cok bozukluklara neden oldugu gbézlenmistir (Vaentovic ve
ark. 1987; Mclennan ve ark. 1988). STZ ile olusturulan deneysel diabette pankreasin
tahribatina bagli olarak cesitli biyokimyasal degisiklikler ortaya cikmaktadir
(Grotsch ve ark. 1986).

Sochor ve ark. deneysel diyabet olusturulmus ratlarda diabete bagli olarak rena
hipertofi gelistigini ve diabetin ilk 5 glininde bobrek piruvat kinaz aktivitesinin
degismedigini bildirmislerdir. Khandelwal ve ark., streptozotosin uygulanmis ratlarin
kan glukoz duizeylerinin 5 kat, bobreklerinde glukojenin 30 kat arttigini saptamistir.
Deneysel diabet olusumunu takiben 4. haftada ratlarin vicut agirliklarinin % 22
azaldigi, genel doku kaybinakarsin bébrek agirliginin arttigi bildirilmistir (Sochor ve
ark. 1991; Erek 1995). Bobrek ise glukoz fosforilasyonu icin inslline ihtiyag
duymaz. Bobrek medullas ¢ok az mitokondri igerdigi icin glukolizise bagimlidir
(Sochor ve ark. 1979).

Diabette piruvat kinaz aktivitesindeki azalma; piruvat kinaz sentezindeki
azalmadan kaynaklanabilir. Ayrica kontrol edilmeyen diabette instlin yoklugunun
veya sentez anormalliklerinin de piruvat kinaz aktivites ile iliskili oldugu ileri

strdlmustir (Saxenave ark. 1992).

Kan glukozundaki artis metabolize glukoz icin karaciger ve ya perifer
dokularin bozulmasinin ve karaciger ile bobrekte glukoneogenezin aktivasyonunun
baslica sonucudur. Hepatositlerde glukoz fosforilasyon hizindaki degisiklikler kan
glukoz dizeyinde dizensizlige neden olabilir (Vaera ve ark. 1993). DM’ ta
glukozun otooksidasyonu hizlanmakta ve okside olan glukoz, glukoz asitlerine

donustirken serbest radikaller meydana gelmektedir.

DM’ un en 6nemli sonucu, glukozun metabolize edilememes sonucu kanda
birikmesi, enerji Uretiminin lipitlerle saglanmasi sonucu zararli serbest radikallerin
artmasidir (Cho ve ark. 2002). Meydana gelen radikaller 6zellikle asiri doymamis
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yag aditlerini okside etmektedir. Bir ¢ok arastirmaci diabette lipid peroksidasyon
Urdnlerinin  arttigini  ifade etmektedir. Malondialdehit (MDA) ise lipid
peroksidasyonunun 6nemli bir gostergesidir. Diyabet hastalarinda ve STZ ile diyabet
olusturulmus siganlarda yapilan bircok calismada MDA duzeylerinin artmis oldugu
rapor edilmistir (Tamer ve ark. 1997).

MDA, proteinlerle birlesir ve yiuksek molekillt proteinler olusturur. Disllfit
koprulerinin olusumu, deaminasyon ve nonenzimatik glukozlasyon da MDA’ nin
sebep oldugu olaylardandir (Boscia ve ark. 2000). MDA miktari, lipid
peroksidasyonunun derecesini gosterir (Halliwell, 1994).

Son vyillarda dikkatler kronik hastaliklar ve yadiliga invivo olarak serbest
radikallerin aracilik ettigi membran hasari ve antioksidan durum Uzerinde
toplanmaktadir (Halliwell, 1994).

Oksidan / antioksidan dengesinin bozulmas ile poliol yolunda glukozun
sorbitole metabolize edilmes sonucu NADPH miktarinin artmasi, okside
glutatyonun rediklenmesi hizini yavadatarak antioksidan miktarinin olumsuz
etkilenmesine neden olmaktadir (S6zmen ve ark. 2001).

Diabetes Méllitus olan hastalarin %40'inda gorulebilen diabetik nefropatinin
ortaya cikmasinda cevresel ve Ozellikle genetik faktorler énemli rol oynamaktadir.
Ortalama 10 yillik bir diabetik slire sonrasinda nefropati ortaya cikar. Baslangicta 1-6
yillik sessiz donemde glomertler filtrasyon degerindeki yukseklik dikkati ceker.
Daha sonra 6nceleri mikroalbuminiri seklindeki albumindri bir stire sonra belirgin
proteindriye dontstr. Hipertansiyon sik olarak gorulir. 15-20 yil sonra belirgin
bobrek yetmezligi gorulir. Mezengial matriks artisina ikincil nodiler interkapiller
glomertloskleroz ve diffliz interkapiller skleroz sk gorllebilen histopatolojik
bulgulardir. Kan sekerinin ve kan basincinin regllasyonu diabetik nefropati
olusumunu geciktirebilecek en onemli yaklasimlardir. Kan basincinin kontrol
Ozellikle onerilir. Bobrek yetmezliginin olustugu son dénemde, diyaliz tedavisi en

sik basvurulan yontemdir. Ancak son yillarda pankreas ve bobrek transplantasyonun
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birlikte uygulanmasi tedavide yeni bir yaklasmdir (Akpolat ve ark. 2000; Friedman
1996).

Diabette serbest radikallerin arttigi cesitli arastirmalarla saptanmistir. Bu
nedenle glinimiizde disaridan verilen antioksidanlarin roli, bir¢ok arastirmaya konu
olmaktadir. Bu arastirmalarda dncelikle, toplumlarda DM’ un tedavisinde kullanilan
tibbi amagli bitkiler segilmekte ve kullanilmaktadir. Trigonella foneum, C. rotondus,

N. sativa, R. coriaria gibi bitkiler tedavi amacli bitkilerdendir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Histolojik Calisma Sonuglari

Y aptigimiz ¢alismalar sonucunda kontrol grubunda (GrupDy) bdbrek tubulleri
ve glomertllerinde bir degisiklik olmadigi ancak diyabet grubunda, tibdl epitel
hiicrelerinde vakuoler dejenerasyon ve fircams kenar kaybi, glomertl kapiller bazal
membranlarinda hyalin madde birikimi ve sekonder kalinlasma, glomeruler
mezengial  matriks artisi, mezengial hlcre poliferasyonu ve glomertl baza

membranlarinda (GBM) kalinlasma oldugu gorilmektedir.

Trigonella foenum greacum L ekstrakti verilen grupta (grupD-) ise diyabet
grubuna gére (grupD;), glomerll bazal membranlarda daha az  kalinlasma oldugu,
mezengimal matriksin ve hicre sayisnin norma oldugu, arterlerdeki  hyalin

birikiminin diyabet grubuna gére az oldugu gorulmustr.

Trigonella foenum greacum L. grubunda arterioler hyalin net olarak
fotograflanamadiysa da diabete gére azalma net olarak goruldi. Glomerldl bazal

membran ve mezangial hicreler diabet grubuna gore daha iyi oldugu anlasildi.

5.2. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Bobrek dokularinda MDA miktarinin  hesaplanmas igin, MDA ile
thiobarbUtirik asit reaksiyonu sonucu olusan renkli kompleksin spektrofleurometrede
absorbansi 6lclldii. Olgiimler yapilmadan énce konsantrasyonlari bilinen standartlar
spektrofleurometre ile dlgilerek standart egri ve formiilii hesaplandi. Orneklerden
elde edilen absorbans deger formilde yerine yazilarak MDA degerleri elde edildi ve
daha sonra her grup icin ortalama deger belirlendi.

Calismamizda lipid peroksidasyonunun gostergess olan MDA andlizi
yapildiginda diyabet ile Trigonella gruplari arasinda ileri diizeyde 6nemli farklar
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oldugu gorulmustir. GSH miktarlari degerlendirildiginde diyabet ve Trigonella
gruplarinin birbirlerine ¢cok yakin bulundugu gorilmektedir.

Kontrol grubunda MDA degeri ortalama olarak 3.18, diyabet grubunda 6.31 ve
Trigonella foneum graecum grubunda 2.98 olarak hesaplanmistir. Diyabet ile
Trigonella gruplari arasinda ileri diizeyde 6nemli farklar oldugu gorulmustir. MDA
miktarlari degerlendirildiginde kontrol ve Trigonella gruplarinin birbirlerine gok
yakin bulundugu anlasilmaktadir. Kontrol ile diabet gruplari arasinda ise onemli

farklar mevcuttur.

Standart egri ve formulinin hesaplanmas igin konsantrasyonlari bilinen
standartlar spektrofleurometre ile 6lclldi. Daha sonra bobrek dokularinink GSH
degerleri, GSH ve ophthadialdehitin  olusturdugu renkli  kompleksin
spektrofleurometre ile absorbansinin  olclilmesi sonucu hesaplandi. Olglilen
absorbans degeri, standartlar formuldeki yerine konularak GSH miktari belirlendi ve
ortalama degerler hesaplandi.

Kontrol grubunda ortalama 913 olan GSH degeri, diabet grubunda ortalama
1.53, Trigonella grubunda ortalama 1.83 olarak gozlenmistir. Diyabet ile Trigonella
gruplari arasinda oOnemsiz farklar gorUlurken, kontrol ile Trigonellaekstrakti
uygulanan gruplar arasinda onemli farklar gortlmustir. Kontrol ile diabet gruplari

arasinda ise 6nemli farklar analiz edilmistir.

Sonug olarak diabette fazlaca bulunan ve peroksidasyon Urini olan MDA’ nin
Trigonella ekstrakti verilen grupta olusumunun azaldigi, bir antioksidan olan GSH’
in ise 6nemli oranda degismedigi tespit edilmistir. Biz Trigonella foenum greacum
L. ekstraktinin diyabetten kaynaklanan bodbrek dokularindaki hasari Onlemede
kullanilabilecegini, etken maddelerinin arastirilmasi gerektigini disinmekteyiz.
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OZET

21 wistar abino cins hayvan Elazig Veteriner Kontrol ve Arastirma
Merkezi’ nden temin edildi. Deney hayvanlari Ug esit gruba ayrildi GrupDy, kontrol;
GrupD,, STZ; GrupD, STZ + 150mg/kg Trigonella foenum greacum L. ekstres
verilmek Uzere hazirlandi. Iki hafta ortama uyumlarinin saglanmasi icin beklendikten
sonra aclik kan sekerleri Olculdid. Kontrol grubuna hicbir islem uygulanmadi.
GrupDy‘ ye Ug gun, gunde bir kez emdoskopik olarak ekstrakt verildi. Bu islemden
bir gin sonra gruplara 65mg/kg STZ uygulandi. Haftada bir agirliklari ve aclik
glukoz duzeyleri dlguldu. Kan glukoz dizeyi 250 mg/dl altinda olan sicanlar deneye
alinmadi. Olglimlerin ertesi giinii ekstraktlar verildi. 7. hafta sonunda sag bobrekleri
alinarak histolojik calismalar icin %10 luk formaldehitte fikse edildi, sol bobrekleri
ise GSH ve MDA analizleri icin -80° C de bekletildi.

Y aptigimiz histolojik calismalar sonucunda kontrol grubunda (GrupDyp) bobrek
tubdlleri ve glomertllerinde bir degisiklik olmadigi ancak diyabet grubunda, ttbul
epitel hiicrelerinde vakuoler dgjenerasyon ve fircamsi kenar kaybi, glomertl kapiller
bazal membranlarinda hyalin madde birikimi ve sekonder kalinlasma, glomertler
mezengial matriks artis, mezengial hicre poliferasyonu ve glomertl baza

membranlarinda (GBM) kalinlasma oldugu gorulmektedir.

Trigonella foenum greacum L ekstrakti verilen grupta (grupD;) ise diyabet
grubuna goére (grupD;), glomertl bazal membranlarda daha az kalinlasma oldugu,
mezengimal matriksin ve hicre sayisinin norma oldugu, arterlerdeki  hyalin

birikiminin diyabet grubuna gére az oldugu gorilmastar.

Biyokimyasal analizlerden MDA andizi yapildiginda, diyabet grubu ile
Trigonella ekstrakti verilen gruplar arasinda ileri dizeyde onemli farklar oldugu
gorulmustar. GSH miktarlari degerlendirildiginde diyabet ve Trigonella gruplarinin
birbirlerine ¢cok yakin bulundugu gorulmektedir.



Kontrol grubunda MDA degeri ortalama olarak 3.18, diyabet grubunda 6.31 ve
Trigonella grubunda 2.98 olarak hesaplanmistir. Diyabet grubu ile Trigonella
ekstrakti verilen gruplar arasinda ileri dizeyde onemli farklar oldugu gordlmustar.
MDA miktarlari degerlendirildiginde kontrol grubu ile Trigonella ekstrakti verilen
gruplarin birbirlerine cok yakin bulundugu anlasilmaktadir. Kontrol ile diabet
gruplari arasinda ise 6nemli farklar mevcuttur.



SUMMARY

21 Wistar abino rats were obtained from the veterinary research control center
(ELAZIG). The rats was divided into three equal groups (n=7). There were named as
Group Dy normal control unteated group. group Dy diabetic control group each rats
was treated with 65 mg/kg body weight streptozotocin. group b is experimental
group was treated with 150 mg/kg Trigonella foenum greacum extract respectevly.
All rats were kept for two weeks and the blood glucose levels were estimated. The
glucose levels of diabetic rats with 250 mg/dl or more are taken for experiment. After
7 weeks treatment with Trigonella extracts al rats in the experiment were killed by
dislocation the kidneys of rats were removed, the Wright kidneys were fixed into
%10 formaldehyde. The left kidneys were used for determination of MDA and GSH

leved.

The histological studies were evealed that there are no changes in kidney
sections of group . The diabetic control group D showed changes of the tulbe

epithelical cells, vacuolar degeneration and loss of terminal brushes of cells.

Accumulation of hyaline materials in the basa membrane of glomerular
capillary and secondary thickness, elevation in the mesengial glomerulary matrix.
Mesengia cell poliferation and thickening in the glomerular basal membrane
(GBM) was observed.

Group D, treated with Trigonella foenum greacum showed less thickness in
the GBM. Mesengima matrix and cell counts normal and the accumulation of
hyaline is markedly less than of diabetic control group.

Biochemical analysis the level of MDA of levels of treatedc group D-
significantly decreased when compared with control > group, while no significant

changes in GSH levels.

The mean value of MDA group was 3.18; while the diabetic groups were 6.31
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and the MDA levels of Trigonella treated group was 2.98. These are significant
values between Trigonella treated group and control group showed significant
changes in MDA value.



