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YUKSEK LiSANS TEZIi

Rhododendron luteum ve Rhododendron caucasicum
BiTKi EKSTRAKTLARININ ANTIDIiYABETIK ve ANTIOKSIDAN
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

Biisra OZDEMIR
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Danisman: Dog. Dr. Ibrahim TURAN
2021, 84 sayfa

Insiilin yetersizligi sonucunda ortaya c¢ikan Diyabetes Mellitus, karbohidrat
metabolizmas1 basta olmak {izere ayni zamanda yag ve protein metabolizmasinda da
bozuklukla devam eden bir metabolizma hastaligidir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun
(IDF) verilerine gore 2017 yili itibari ile diinyadaki diyabetli hasta sayis1 451 milyon iken
bu saymin 2045 yilinda 693 milyona ulasacagi ongoriilmektedir. Hastaligin oniimiizdeki
yillarda yiiksek oranlarda artacagina dair ongoriiler bu hastalik ile ilgili bircok tedavi
arayisin1 da beraberinde getirmistir. Diyabet hastaliginin tedavi agamasinda birgok bitkinin
kullanilabildigi ve bu bitkilerin kandaki glukoz miktar1 seviyesini diisilirerek antidiyabetik
aktivite sergiledigi ¢esitli c¢alismalarda bildirilmistir. Antidiyabetik aktivite tayini
caligmalarinda karbohidrat yikim mekanizmasinda gorevli olan alfa-amilaz ve alfa-
glukosidaz enzimlerinin inhibisyon testi yapilmaktadir. Enzim inhibisyonu teorisine gore,

diyabet hastaliginda, karbohidrat metabolizmasinda rol oynayan alfa-amilaz ve alfa
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glukosidaz enzimlerin inhibe edilmesi ile hastaliktan kaynaklanabilecek etkiler
hafifletilebilir. Bununla beraber diyabet hastaliginin, organizmada yol ac¢tigi olumsuz etkiler
i¢in pek ¢ok mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bunlar arasinda en ¢ok kabul goren ise serbest
radikallerin artmasi1 ile meydana gelen oksidatif stresin organizmada ¢esitli
komplikasyonlara sebep olmasidir. Bircok calismada diyabet hastalifinda meydana gelen
oksidatif stres ile antioksidan miktar1 arttirilarak miicadele edilebilecegi bildirilmistir.
Bitkilerin gesitli kistmlarinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan etki gosterdikleri,
farkli enzimleri inhibe etme potansiyeli sergiledikleri ve dolayisiyla bir¢ok hastaligin tedavi
asamasinda kullanilabildikleri bildirilmistir. Bu ¢alismada, Rhododendron luteum ve
Rhododendron caucasicum bitkilerinin antidiyabetik ve antioksidan o6zellikleri tespit
edilmistir. Bu bitki tiirlerinin ¢igek ve yaprak ekstraktlarinin, toplam polifenolik igerik,
toplam flavonoid icerik, demir indirgeyici giic, DPPH radikali siipiirme aktivitesi ile
antidiyabetik aktivite tayini i¢in alfa-amilaz ve alfa-glukosidaz enzim inhibisyonu
spektrofotometrik yontemler kullanilarak belirlendi. Caligilan bitki ekstraktlarinin en yiiksek
toplam polifenol igerigi gram ornek basina Rhododendron caucasicum yaprak orneginin
esktraktinda 439,424+2,16 mg gallik asit esdegeri olarak, en yiiksek flavonoid igerik
hazirlanan Rhododendron luteum ¢igek ekstraktinda 11,25+0,027 mg kuersetin esdegeri
olarak, en yiiksek DPPH siipiirme aktivitesi ise Rhododendron caucasicum yaprak
ekstraktinda EC50: 9,16+0,55 ug/mL olarak tespit edildi. En yiiksek demir indirgeyici giig
kapasitesi ise Rhododendron caucasicum yaprak ekstraktinda 382,71+3,17 mg troloks
esdegeri olarak tespit edildi. Rhododendron luteum g¢icek ekstrakti alfa-amilaz inhibisyon
aktivitesi 1Csp: 792,52+10,49 pg/mL degeri ile aktivitesi en yiiksek ekstrakt olarak kabul
edildi. Alfa-glukosidaz enzim inhibisyonu aktivite tayininde ise Rhododendron caucasicum
yaprak ekstrakti inhibisyon aktivitesi 1Cso: 235,59+1,27 pg/mL degeri ile aktivitesi en
yiiksek ekstrakt olarak belirlendi. Yapilan bu ¢alismada, Ericaceae familyasina ait ¢ok yillik
bitkiler olan Ormangiilleri tiirlerinden, Rhododendron luteum ve Rhododendron caucasicum
bitkilerinin antioksidan 6zellik gosterdigi ayn1 zamanda alfa glukosidaz ve alfa amilaz

enzimlerini inhibe ettigi gozlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Diyabet, Oksidatif Stres, Rhododendron caucasicum,
Rhododendron luteum
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Diyabetes Mellitus, which occurs as a result of insulin deficiency, is a metabolic
disease that continues with defects in fat and protein metabolism, especially carbohydrate
metabolism. According to the data of the International Diyabetes Federation (IDF), while
the number of patients with Diyabetes in the world was 451 million as of 2017, it is predicted
that this number will reach 693 million in 2045. The predictions that the disease will increase
at high rates in the coming years have brought many searches for treatment for this disease.
It has been reported in various studies that many herbs can be used in the treatment phase of
Diyabetes and that these herbs exhibit antidiabetic activity by reducing the level of glucose
in the blood. In antidiabetic activity determination studies, inhibition test of alpha-amylase
and alpha-glucosidase enzymes, which are involved in carbohydrate degradation
mechanism, are performed. According to the enzyme inhibition theory, in Diyabetes, the

effects that may arise from the disease can be mitigated by inhibiting alpha-amylase and
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alpha glucosidase enzymes that play a role in carbohydrate metabolism. However, many
mechanisms have been suggested for the negative effects of Diyabetes on the organism.
Among these, the most accepted is that oxidative stress caused by the increase of free radicals
causes various complications in the organism. Many studies have reported that oxidative
stress that occurs in Diyabetes can be combated by increasing the amount of antioxidants. It
has been reported that phenolic compounds found in various parts of plants have antioxidant
effects, exhibit the potential to inhibit different enzymes, and therefore can be used in the
treatment of many diseases. In this study, the antidiabetic and antioxidant properties of
Rhododendron luteum and Rhododendron caucasicum plants were determined. Alpha-
amylase and alpha-glucosidase enzyme inhibition were determined using
spectrophotometric methods for determination of total polyphenolic content, total flavonoid
content, iron reducing power, DPPH radical scavenging activity and antidiabetic activity of
flower and leaf extracts of these plant species. The highest total polyphenol content of the
studied plant extracts was 439.42 + 2.16 mg gallic acid equivalent per gram sample extract
of Rhododendron caucasicum leaf sample, the highest flavonoid content prepared
Rhododendron luteum flower extract was 11.25 + 0.027 mg quercetin equivalent, the highest
DPPH scavenging activity was determined as ECso: 9.16 = 0.55 pg / mL in Rhododendron
caucasicum leaf extract. The highest iron reducing power capacity was determined as 382.71
+ 3.17 mg troloks equivalent in Rhododendron caucasicum leaf extract. When the alpha-
amylase enzyme inhibition activity was examined, the inhibition activity of Rhododendron
luteum flower extract was found to be ICsp: 792.52 + 10.49 pug / mL and the ICso: value was
accepted as the highest extract. In the determination of alpha-glucosidase enzyme inhibition
activity, Rhododendron caucasicum leaf extract inhibition activity was found to be 1Cxo:
235.59 + 1.27 pg / mL, and the ICso: value was determined as the highest extract. In this
study, it was observed that Rhododendron luteum and Rhododendron caucasicum plants
from Rhododendron luteum and Rhododendron caucasicum, which are perennial plants
belonging to the Ericaceae family, have antioxidant properties and also inhibit alpha

glucosidase and alpha amylase enzymes.

Keywords: Antioxidant, Diyabetes, Oxidative Stress, Rhododendron caucasicum,

Rhododendron luteum
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1.GENEL BILGILER
1.1. Giris

Diyabetes Mellitus, insiilin yetersizligi sonucunda ortaya c¢ikan, karbohidrat
metabolizmast basta olmak {izere ayn1 zamanda yag ve protein metabolizmasinda
bozuklukla devam eden endokrin bir metabolizma hastaligidir (Memislioglu, 2005). 2000
yilinda diyabetle ilgili baslatilan calismalar sonucunda 2002 yili sonunda bu hastaliga
yakalanan insan sayisinin 200 milyon kisiyi gectigi tespit edilmis ve 2030 yilinda diinya
genelinde 366 milyon insanin bu hastaliktan etkilenecegi Ongoriilmiistiir. Uluslararasi
Diyabet Federasyonu tarafindan yayimlanan bir raporda ise diyabet hastalarinin sayisinin
2035 yilinda 592 milyon olacag 6ngoriilmektedir (Tirker vd., 2013). Bu hastaligin diinya
genelinde bu derece yayginlasacaginin dngoriilmesi bir¢ok tedavi arayigini da beraberinde
getirmistir.

Karbohidratlarin sindirim ve emilimlerini azaltic1 etkisi olan bir¢ok inhibitér diyabet
tedavisine kullanilmaktadir (Wolever,1990). Bitkiler, iyi bilinen biyolojik aktiviteleri
nedeniyle hastaliklarin tedavisinde diinya ¢apinda ilgi ¢cekmektedir. Diyabetes Mellitus’un
tedavi asamasinda da bir¢ok bitkinin kullanilabildigi ve bu bitkilerin kandaki glukoz miktar1
seviyesini diisliriip antidiyabetik etki gosterebildigi cesitli calismalarda bildirilmistir
(Berktas, vd., 2020; McCune vd.,2002; Feng vd., 2016).

Karbohidrat yikim mekanizmasinda goérevli olan alfa-amilaz ve alfa-glukosidaz
enzimlerinin inhibisyon testi antidiyabetik aktivite tayini ¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Enzim inhibisyonu teorisine gore hastalik seyrinde rol oynayan enzimlerin inhibe edilmesi
saglanarak hastaliktan kaynaklanabilecek etkiler hafifletilebilir (Murray vd., 2013).
Karbohidrat metabolizmasinin temel enzimleri a-amilaz ve a-glukosidaz olup bu enzimlerin
faaliyet gostermesi sonucunda kan glukoz seviyesi yiikselmektedir (Etxeberria vd., 2012).
Alfa-amilaz, kiigiik karbohidrat molekiillerini igeriden pargalayan ve gidalarla alinan nisasta
tizerinde etkili olan bir sindirim enzimidir. Enzim viicutta tiikiiriik bezlerinde ve pankreas
hiicrelerinde olmak iizere iki yerde sentezlenmektedir. Agizda parcalanmaya baslanan
nisasta molekiilleri ince bagirsakta da pankreatik amilazlar tarafindan parcalanir. Tikiiriik
bezi ve pankreasta bulunan a-amilaz enzimleri, o-1,4 glukozidik baglarini kirarak nisastay,
maltoz ve diger oligosakkaritleri iiretmek i¢in hidrolizlemektedir (Calliogullari, 2016). Alfa-
amilaz ve alfa-glukosidaz enzimlerinin nisastay1 hidrolizlemesi kandaki postprandial glukoz
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ve diyabetten muzdarip bir kiside postprandiyal kan glukozunun azaltilmasini saglar (Kwon
vd., 2007). Bitkilerin gesitli kisimlarinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan etki
gosterdikleri ve farkli enzimleri inhibe etme potansiyeli sergiledikleri bildirilmistir. Fenolik
bilesiklerin antioksidan etkisi, insan viicudunda oksidatif degisiklikleri kontrol etmede
onemli rol oynamaktadir. Fenolik bilesiklerden biri olan flavonoidler pek cok gida
kaynaginda bulunmaktadir. Bu flavonoidler, meyve-sebzeler, c¢ay, kahve ve sarap gibi
bitkisel kaynakli yiyecek ve iceceklerde bulunmaktadir. Bir¢ok arastirma sonucunda
flavonoidlerin enzimleri inhibe etme fonksiyonlari ortaya konulmustur (McDougall vd.,
2005; Birman, 2012; El, 2016). Cesitli ilaglar, yiyecek ve igecekler alfa-amilaz ve alfa-
glukosidaz aktivitesine etki edip kandaki glukoz seviyesini degistirerek antidiyabetik etki
gosterebilir. Akarboz diyabet tedavisinde kullanilan bir ilag olup bagirsaklardaki alfa-
glukosidaz enziminin mekanizmasini tersine ¢evirmekte ve monosakkarit olusumunu
engellemektedir. Akarboz 6zellikle alfa-glukosidaz olmak iizere alfa-amilazi da kapsayan
glukozid hidrolazlari inhibe etmektedir. Ayni zamanda bir¢ok bitki polifenoliiniin,
karbohidrat yikim mekanizmasinda goérev alan alfa glukosidaz enzimini inhibe etme 6zelligi
oldugu cesitli calismalarda bildirilmistir. Ornegin dutta, yesil cayda, patateste alfa
glukosidaz enzimini inhibe eden fenolik bilesikler bulunmustur (Kobayashi vd., 2002; Mai
T. vd., 2007; Calliogullari, 2016). Bitkilerde bulunan biyoaktif bilesenler vasitasiyla
hastaliklarin olusumunun Onlenmesi ya da tedavi edilmesi ile ilgili ¢esitli farmasotik
calismalarin sayist artmaktadir.

Diyabet hastaliginin organizmada yol ag¢tifi olumsuz sonuglar icin pek ¢ok
mekanizma ileri siiriilmiistiir. Bu mekanizmalar arasinda en ¢ok kabul goren ise serbest
radikallerin artmasi1 1ile meydana gelen oksidatif stresin organizmada c¢esitli
komplikasyonlara neden olmasidir. Bir veya birden fazla ortaklanmamis elektrona sahip
olan varligin1 bagimsiz bir sekilde devam ettirebilen atom, atom gruplar1 veya molekiiller,
serbest radikal olarak adlandirilir. Canlilarin metabolik faaliyetleri sonucunda iiretilen ve
antioksidanlar tarafindan yok edilen serbest radikallerin miktar1 arttiginda oksidatif stres
olusur. Oksidatif stres, viicut ve dokulardaki prooksidan-antioksidan dengenin
antioksidanlar aleyhine bozulmasini tanimlamaktadir (Memislioglu, 2005; Turan, 2011;
Sezer vd., 2014). Oksidatif stresi ortadan kaldirmak i¢in insan viicudunun en 6énemli silah1
antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radikalleri temizleyebilen ve hiicre hasarim
engelleyebilen maddelerdir. insanda bulunan antioksidan maddeler viicut tarafindan dogal

olarak tiretilebilir (endojen) ya da disaridan (eksojen) ilave olarak alinir (Sezer vd., 2014).



Disaridan beslenme ile alinan antioksidanlarin basinda E vitamini, C vitamini, fenolik
bilesikler ve karotenoidler gelmektedir. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar serbest
radikal siipiiriicii olarak hareket eder ve bundan dolay1 savunma sisteminin etkisini artirarak
hastalik riskini de azaltirlar (Altan vd., 2006; Sezer vd., 2014; Turan, 2011).

Oksidatif stres hipotezine gore, serbest radikallerin ve ROS’larin meydana gelmesi ile
antioksidan savunma sistemi arasinda olusan denge sorunu diyabet hastaliginin kronik
komplikasyonlarin1t meydana getirmektedir. Bagka bir ifadeyle, kan sekerinin yiiksekligi
olarak ifade edilen hiperglisemi, oksidatif stres meydana getirmektedir. Diyabet
hastalarinda, oksidatif stresin gostergesi olan konjuge dienler, izoprostanlar, tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeler (TBARS) ve lipid hidroperoksidler gibi maddelerin miktarinin artmast;
glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, C ve E vitaminleri, katalaz, glutatyon gibi
antioksidan molekiillerin miktarinin azalmasi gibi durumlardan yola cikilarak diyabette
goriilen kronik komplikasyonlarin patogenezinde oksidatif stres faktoriiniin ciddi bir rol
istlendigi ¢esitli calismalarda bildirilmistir (Ostenson, 2001; Lipinski, 2001; Alper, 2002;
Memisgliogullari, 2003a; Memisliogullari, 2003b; Memisliogullari, 2004). Diyabet
hastaliginda artan serbest radikaller, protein, lipid ve niikleik asitlerle etkilesime girerek
membran biitiinliiglinlin bozulmasina, proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisimlere ve
genetik mutasyonlara sebep olmaktadir. Diyabet hastaliginda meydana gelen oksidatif stres
ile antioksidan miktarini arttirarak basa ¢ikilabilecegi bildirilmistir (Al-Dabbas vd., 2006).
Son yillarda yapilan arastirmalarda, 6zellikle tibbi olarak dnem arz eden bitkilerden elde
edilen ekstraktlarin icerdigi mineral ve metabolitlerin yaninda sekonder metabolitlerinin de
antioksidan aktivitelerinin 6nemi vurgulanmistir. Yapilan ¢ok sayida ¢alismada, dogada
tedavi edici bilesenler igeren bircok bitki tliriiniin bulundugu belirtilmistir. Bu bitkiler
arasinda 6nemli yeri olan ailelerden biri ise Ericaceae familyasidir ve bu familyanin 1200’lin
tizerinde tiirliniin bulundugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (Avci, 2004). Orman giilii olarak
bilinen Rhododendron, Ericaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir. Orman giillerinin
bilinen 8 farkli alt cinsi ve bu cinsin de yaklasik 800 tiirii vardir. Rhododendron cinsi
tilkemizde 5 tiir, 4 melez tir ve 1 form ile temsil edilmektedir. Rhododendron tirleri
ozellikle Dogu Karadeniz yoresinde dogal olarak yetismektedir. Bu tiirler Rhododendron
ponticum, Rhododendron luteum, Rhododendron caucasium, Rhododendron smirnovii,
Rhododendron ungernii’dir. Cin halk tedavisinde Rhodondendron tiirleri eklem iltihaplari,
asttim ve akut-kronik bronsit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kore’de ise
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kullanilmaktadir. Rhodondendron aureum yapraklar1 Kore ve Rusya’da romatoid artrit,
diyare ve kusma tedavisinde kullanilmaktadir. Tibet de ise Rhododendron anthopogon ve
Rhododendron anthopogonoides tiirlerinin ¢i¢ek ve yapraklari inflamasyon, genel viicut
zay1fligi, akciger ve cilt bozukluklarini tedavi etmek i¢in kullanildig: bildirilmistir. Asya da
ise Rhododendron tomentosum’u diger bitkilerle birlikte geleneksel torenlerde ve psikoaktif
tiitsti olarak kullanilmaktadir. Nepal’de ise Rhododendron anthopogon ve Rhododendron
campanulatum ¢icekleri farkli agr1 tiirlerinin tedavisinde kullanilirken, Rhododendron
lepidotum kani temizlemek amaciyla kullanilmis ve ayni zamanda baska bitkiler ile
karistirtlip soguk alginligi ile miicadele etmek amaci ile de kullanilmigtir. Tiirk geleneksel
tedavisinde ise Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum’un inflamasyon,
romatizma agrilart ve mantar enfeksiyonlarina karst kullanildigi bildirilmektedir.
Rhododendron tiirlerinin  bazilarinin  antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar,
antidiyabetik, analjezik, immiinomodiilator, hepatoprotektif ve sitotoksik etkileri onceki
caligmalarda gosterilmistir (Popescu ve Kopp, 2013; Demir vd. 2016).

Rhododendron luteum dallar1 sik ve ¢ali formunda kigin yapraklar1 dokiilen sar1 renkli
cicekleri olan 4 metre boyunda bir bitki tiiriidiir. Bu tiiriin Tiirkiye’de yetisme alanlar1 Bati,
Orta ve Dogu Karadeniz bolgeleridir. Yaprak ve cigeklerinden dolayi siis bitkisi olarak da
kullanilmaktadir. Halk arasinda da egri c¢icegi, cifin, zifin, sar1 agu olarak da bilinen
Rhododendron luteum, idrar soktiiriicii ve romatizma agrilarin1 gidermek i¢in agr1 kesici ilag
olarak kullanilmaktadir. Rhododendron luteum bitkisinin geng yapraklarinin anti-protozoal
aktiviteleri, anti-bakteriyel ve asetilkolinesteraz inhibisyonu daha 6nce yapilan ¢aligmalara
konu olmustur (Tasdemir vd., 2004). Demir ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada
Rhododendron luteum ¢iceklerinden elde edilen dimetil siilfoksitli ekstraktin normal insan
fibroblast hiicrelerine gore 6zellikle insan karaciger ve kolon hiicre serileri iizerinde segici
sitotoksik etki gosterdigini ortaya konmustur (Demir vd., 2016). Demir ve arkadaslarinin
yaptig1 farkli bir ¢aligmada ise Rhododendron luteum yapraklarinin insan kanser hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. Bu calismada ekstraktin kuvvetli antioksidan
ozelliklere sahip oldugu ve normal fibroblast hiicrelerine kiyasla 6zellikle kolon ve karaciger
kanser hiicrelerine karsi segici sitotoksisite sergiledigi belirtilmistir (Demir vd., 2018).
Rhododendron Iluteum’un metanol ve su ekstraktlarinin yiiksek flavonoid ve fenolik
iceriklere sahip oldugu ve antioksidan aktivite Ozelliklerinin oldugu tespit edilmistir.

Rhododendron luteum’un etil asetat ve metanol ekstraktlarinin asetilkolinesteraz,



biitilkolinesteraz, a-glukosidaz ve tirozinazi inhibe ettigi belirtilmistir (Mahomoodally vd.,
2020).

Fundagiller (Ericaceae) familyasindan orman giillerinin bir tiirii olan Kafkas orman
giilii olarak bilinen Rhododendron caucasicum, kisin yapraklar1 dokiilmeyen ve genellikle
50-100 cmye kadar uzayan ¢ali formunda bir bitki tiiriidiir. Yapraklarinin tist dokusu koyu
yesil ve parlak, alt yiizeyleri beyaz, kirli sar1 ya da agik kahverengi renklerde sik tiiylerle
kaplhidir. Yapraklarinin eni ortama 3-6 c¢cm, boyu ortalama 7-10 cm araligindadir. Mayis
aymin sonu ile haziran ayinin baslarinda agmaya baslayan ¢icekleri, ¢an ya da huni seklinde,
beyaz, hafif pembemsi, sarimsi, ya da soluk krem renktedir. Caplar1 yaklagik 3-4 cm
araliginda degisen cigekleri, siirgiinlerinin u¢ kisminda tek tek ya da salkim seklinde
bulunur. Cigek kurullarinda ortalama 8- 10/12 adet ¢igek bulundurur. Cigek ve yapraklarinda
zehirli bilesenler bulundurmasi sebebiyle, hayvanlar tarafindan tiiketilmez ayni zamanda
yaban hayvanlarinin hareketleri ile toprakta meydana getirdikleri uygun ¢imlenme ortami
sayesinde de yayillmasi kolaylasir (Giinal ve Yilmaz, 2016). Ulkemizde dogada
kendiliginden yetisen Rhododendron caucasicum bitkisinin metanol ekstraktinin
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
baktrilerine kargi antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Demir vd., 2016; Fandakli vd.,
2019; Demir vd., 2018).

1.2. Calismanin Amaci

Yapilan literatiir taramasinda Rhododendron caucasicum tiirii ile antidiyabetik aktivite
caligmasina rastlanmamis olup ayni cinse ait Rhododendron luteum un su, metanol ve
etilasetat ekstraktlarinin antidiyabetik ozellik gosterdigi belirtilmistir. Onceden yapilmis
benzer ¢alismalara bakildiginda, Rhododendron luteum 'un etanol ekstraktinin antidiyabetik
aktivite tayininde kullanilmadig1 ayn1 zamanda daha once yapilan c¢aligmalarda kullanilan
bitkiler ile caligmamizda temin ettigimiz bitkiler arasinda yore farki oldugu tespit edilmistir.
Ayr bolgelerden temin edilen bitkilerde biyolojik aktivitenin farkli etki gosterebilecegi
cesitli ¢alismalarda bildirilmistir. Buradan hareketle Dogu Karadeniz’den temin edilen
Rhododendron luteum ile Rhododendron caucasicum un etanol ekstraktlarinin daha dnceki
caligmalar ile benzer antidiyabetik aktivite sergileyebilecegi ongoriilmistiir. Yapilan bu
calismada Rhododendron luteum ve Rhododendron caucasicum bitkilerinin etanol
ekstraktlarinin, antioksidan ve antidiyabetik aktivitelerinin incelenmesi ve literatiire

kazandirilmas1 amaglanmustir.



1.3. Karbohidratlar

Diinya Saglik Orgiitii’niin insanlarm giinliik diyetinde almas1 gereken toplam enerji
miktarinin %45’ini olusturmasini 6nerdigi temel besin dgeleri arasinda karbohidratlar en
baslarda gelmektedir. Karbohidratlar, monosakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritler
olmak iizere kimyasal yapilarina gore 3 sinifa ayrilirlar. Fakat kimyasal yapilarina dayanarak
yapilan bir smiflandirma, karbohidratlarin insan sagligi iizerindeki etkilerini ongdrmede
yetersizdir. Bu nedenle, ince bagirsaktaki sindirim ve emilime dayanan bir siniflandirma
yapilmasi, karbohidratlarin insan viicuduna katkilarinin arastirilmasi agisindan daha uygun
ileri siniflndirmalar vardir (Englyst, 2007).

Karbohidratlarin tam anlasilmasi McCance ve Lawrance’in 1929°da karbohidratlari
yararli ve yarasiz seklinde siniflandirmasi sayesinde saglanmistir. Fakat diyabet hastalarinin
tilkettigi trlinler ile aldig1 karbohidratlarin tiimiinlin hiicrelerde yararli olmadig1 tespit
edilmistir. Yararli olarak adlandirilan karbohidratlarin bir boélimiiniin ince bagirsakta
emilmeden kalin bagirsaga direkt gegerek orada kisa zincirli yag asitleri seklinde fermente
oldugu belirtilmistir. Bu tespit sonrasinda yarayisli/yarayigsiz terimlerinin yanlis ifade
edildigi diisiiniiliip glisemik ve glisemik olmayan gidalar olarak tanimlanmaya baslanmistir
(Giizel-Seydim, 2016). Karbohidratlar 4 kcal/g enerji icermektedir. Ancak gastrointestinal
sistemde sindirilemeyen karbohidratlar (nisasta olmayan polisakkaritler, direngli nisasta,
diyet lifi), frukto ve galakto-oligosakkaritler kalin bagirsakta bakteriyel fermentasyon
proseslerine katilarak kisa zincirli yag asitlerine (KZYA) doniisiir ve bu sebeple daha az
enerji verirler (El, 2016). Besinlere temel enerji saglamakla beraber jel olusturma, tekstiir,
duyusal, kivam verme gibi 6zellikleri ile gidalarin kalite standartlarini belirleme konusunda
onemli gorev {istlenen karbohidratlar, modifikasyonlar ile gida endistrisinde yag

ikamelerinde iiriin gelistirme ve kalori azaltma amaciyla kullanilmaktadir (Ince, 2019).

1.3.1. Karbohidratlarin Emilimi ve Sindirimi

Karbohidratlarin sindirim olay1 tiikiiriikte bulunan a-amilaz enziminin nisastayi
maltoz ve dekstrinlerine pargalamasi ile agizda baslar. Alfa-amilaz enzimi mide asidi ile
karsilaginca inhibe oldugu i¢in nisastanin sindirim olayr midede durur. Tekrar ince
bagirsakta devam eden nisastanin sindirimi pankreatik amilaz ile maltoz, dekstrin gibi
disakkaritlere parcalanmaktadir. Disakkaritler (siikroz, maltoz, laktoz), disakkaridaz
enzimleri ile birlikte hidrolize olup karbohidrat sindiriminin son {riinii kabul edilen

monosakkaritlere (glukoz, fruktoz, galaktoz) parcalanir ve ince bagirsaktaki emilimi
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tamamlanir. Karbohidratlarin emilimi aktif tasima ve basit difiizyon olarak 2 asamada
gerceklesir. Glukoz ve galaktoz, ince bagirsak i¢inden kana gegiste aktif tasima ile emilir;
fruktoz ve diger monosakkaritler ise basit difiizyon seklinde ince bagirsak hiicresinin igine
alinir. Karacigerde ise galaktoz ve fruktoz, glukoza doniistiigiinde kan glukoz seviyesinde
daha diistik ve geg bir artis s6z konusudur. Kan yoluyla dolagim sistemine gegen glukoz tiim
viicuda ulasarak hiicrelerde kullanilmaktadir (Saldamli, 2017).

Karbohidratlar sindirildikten sonra %90’min ince bagirsakta emilmesine karsin
karbohidratlarin hidroliz derecesi ve ortaya ¢ikan hidroliz iiriinlerine gore biyoyararliliklar
degiskenlik gosterir. Gidanin bilesimindeki makro-mikro yapisi, pisirme yontemleri,
nisastanin yapisi (amilozun emilimi yavas iken amilopektin daha hizli) partikiil boyutu,
tiikketicinin ¢igneme hizi, enzim inhibitdrlerinin varligi, ince bagirsaktan gecis hiz1 ve gastrik
bosaltma hiz1 gibi genetik ve fizyolojik faktorler ile birlikte bir¢cok faktor karbohidratlarin
sindirim, emilim ve metabolizmasii etkilemektedir. Besinlerin fiziksel formunda
gerceklesen modifikasyonun Onemi hakkinda g¢esitli c¢alismalar ile karbohidrat
sindirilebilirligi arastirilmistir (Demirci, 2014; Giacco, 2016). Bu ¢alismalardan birinde tip-
2 diyabet hastasi olan deneklerin, 50 g karbohidrat iceren, islem gérmiis fasulye
tiketmelerinin glukoz tepkisi tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Fasulyeler iki degisik
pisirme sekli ile islem gordiigiinde, bir yontemde nisasta tanecikleri biitiinliigiinii korurken
diger yontemde nisastanin yapisinda bazi bozulmalar meydana gelmistir. Saglam graniil
yapisina sahip olan fasulye tiiketiminden sonra kan sekeri ve insiilin tepkilerinin,
pargalanmis nisasta hiicrelerine gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
caligma, lif bakimindan zengin olan gidalarin postprandiyal glukoz tepkisi lizerindeki
faydalarinin viskozitelerine ve beraberinde nisastanin sindirim enzimlerinin azaltilmasina
bagli oldugunu ispat etmektedir. Diyet lifileri agisindan zengin olan besinlerde nisasta
graniilleri liflerle ¢evrili oldugu icin a-amilaz enzimleri ile etkilesimleri azaltarak
karbohidrat sindirimini yavaslattigi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir (Giacco, 2001; Golay,
1986; Ince, 2019).
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Sekil 1. 1. Nisastanin glukoza par¢alanmasi

1.4. Diyabetes Mellitus (DM)

Diyabetes Mellitus, insiilin yetersizligi sonucunda ortaya c¢ikan, karbohidrat
metabolizmas1 basta olmak iizere ayni zamanda yag ve protein metabolizmasinda da
bozuklukla devam eden bir metabolizma hastaligidir (Memislioglu, 2005). 1909 ve 1910
yillarinda Mayer ve Schaefer kan glukoz seviyesinde diiiise sebep olan salgiya insiilin adini
vermiglerdir. 1921 yilinda Collip, Best ve Banting tarafindan insiilin yetersizliginin diyabet
hastaligina sebep oldugu belirtilmistir. Diyabet hastaliginin tedavisine yonelik ve patogenezi
ile ilgili 20. yy.’da birgok bilgi kaydedilmistir (Senel, 2005; Lakhtakia, 2013).

Diyabet hastaligin1 hareketsiz yasam sekli ve sismanlik ile iligkilendiren Sushruta,
hastalarina tedavi amagli egzersiz yapmalarini tavsiye etmistir. Eski Hintliler, hastalardan
alinan idrarin etrafina karincalarin toplanmasini diyabeti teshis etmek igin kullanmislar ve
bu sebeple hastalifa “tatli idrarli hastalik” manasma gelen “medhumeha” adim
koymuslardir. Japonlar, Koreliler ve Cinliler benzer sekilde idrarin tath olmasi ile alakali
olarak diyabet hastaligina ¢esitli isimler vermislerdir (Ivorra, 1989; Medvei, 1993).

M.S. 130-200 yillarinda Kapadokya’da yasayan Aretacus, hastaliga ilk defa
‘Diyabetes’ ismini veren bir hekimdir. Aretaeus, kollar ve bacaklardaki kaslarin ve etin
eriyerek kana gegmesine yol agan bu hastaligin, agir1 susama ve idrar kaybi ile seyrettigini
gozlemleyerek “su c¢eken” manasina gelen Yunanca kokenli "Diyabetes” ifadesini
kullanmistir. Aretaeus, diyabet hastalifinin bugiin de gecerliligini koruyan ilk tanimini
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oldukgca ilging bir hastaliktir. Soguk ve nemli bir hal alan ekstremiteler incelenerek 6dem
olusma mekanizmasinda oldugu gibi suya doniismektedir. Meydana gelen su, idrar haline
gelerek bobrekler ve idrar kesesi yoluyla atilmaktadir. Hastalar stirekli olarak su olusturur,
ancak bu suyun atilimi oluktan bosalircasina hizli olmaktadir. Bu hastalik kronik karaktere
sahiptir. Yavag baslayip yavas seyretse bile hastalik tamamen oturduktan sonra hasta uzun
stire dayanamaz. Hizl1 bir zayiflama ile 6liim ¢abuk olur’ (Bagriagik, 1997; Atabek, 1973).

M.S. 1000°li yillarda Ibn-i Sina El-Kanun fi’t-T1b isimli eserinde diyabet hastalig ile
ilgili ayrintili bilgiler vermis ve hastaligin belirtisini asir1 istah artis1 olarak tanimlamis ayni
zamanda idrarin tatli olmasi konusuna da deginmistir. Diyabet hastalarinin ayaklarinda
goriilen ‘diyabetik kangreni’ de ilk kez Ibn-i Sina tanimlamis ve bu hastaligi sinirleri de
bozabilecegini agiklamistir. Ayrica Ibn-i Sina diyabet hastaligimi gemen otu, bir tiir zerdegal
tohumu ve act bakla karisimi ile tedavi etmistir. Bu bitki karisimi sayesinde hastanin
idrarindaki glukoz miktarinin bariz bir sekilde azaldigin1 gézlemlemistir ve bu karisimin
kullanimi1 gliniimiizde hala baz1 hekimlerce hastalara onerilmektedir (Atabek, 1973; Medvei,
1993).

Paracelcus (1493-1541) diyabet hastalarmma aglik uygulamalari yapmis ve bir¢ok
tedavi sekli hakkinda yaptigi aragtirmalar ile diyabet hastaligi ile ilgili ¢aligmalarin
siirdiirmiistiir. ingiliz bir doktor olan Thomas Willis, 1625 senesinde diyabet hastalarinin
idrarinin tatli olmasi nedeniyle bal veya tatli anlami tasiyan Latince kokenli mellis
sozciigiinii, 'mellitus’ olarak diyabetes sdzciigiiniin arkasina eklemistir. ilk olarak diyabet
hastalarinin idrarinin tath oldugu, Pers, Cin, Eski Yunan, Misir ve Hint uygarliklarinda
anlasilmistir. Matthew Dobson 1776 yilinda diyabet hastalarinin idrarlarini tatli olmasinin
idrar igindeki bir tiir sekerden kaynakli oldugunu ortaya koymustur (Dobson, 1776).

Frederick Banting ile Charles Best tarafindan bulunan insiilin, 1921 yilindan sonra
diyabet hastaliginin tedavi asamasinda kullanilmaya baglanmigtir. Bundan sonraki yillarda
ag1z yoluyla alinarak kandaki seker miktarni diizenlemeye yarayan ilaglar bulunmus ve
ilerleyen zamanlarda ila¢ tedavilerine daha yenilik¢i yaklagimlar getirilmistir. Diyabet
hastaliginin ortaya ¢ikma sebepleri, hastalik ilerledikten sonra meydana getirdigi yan
etkilerin aydinlatilmasina ve tedavi edilmesine yonelik c¢alismalar devam etmektedir
(Atabek, 1973; Akyurt, 2014). Diyabet hastaligi gegmis zamanlarda bir 6lim cezasi tiirii
olarak gdriilmiistiir. Hipokrat ise biiyiik olasilikla, bu hastaligin bir tedavi sekli bulunmadigi
icin hastaliktan hi¢ bahsetmemistir. Hipokrat’in aksine Arethaeus ise bu hastalig1 tedavi

etmek icin calismalar gergeklestirmis fakat bir sonu¢ kaydedememistir ve “diyabetli bir



hayat kisa, berbat ve aci iginde gecer” ifadesini kullanmistir (Atabek, 1973; Medvei 1993;
Akyurt, 2014).

Diyabet hastaliginin varliginin farkina varilmasi antik ¢aglarda gergeklesmis ve bu
hastalig1 tedavi etmek i¢in bir¢ok yontem Orta Cagda denenmeye baslanmis olsa da diyabet
hastaliginin patogenezi ancak 1900 yillarinda deneysel yontemlerle agikliga kavusmustur.
Pankreasin diyabet hastaliginda rol oynayan bir organ oldugunun farkina varilmasi, 1889
senesinde Joseph von Mering ve Oskar Minkowski’nin kdpekler {izerinde yaptiklar1 deney
sayesinde gerceklesmistir. Deneklerin pankreaslari ¢ikarildiginda diyabet hastaliginin biitiin
belirtilerini gostermeleri ve belirtileri gosterdikten kisa bir siire sonra 6lmeleri iizerine
pankreasin diyabet hastaligi ile dogrudan iliskili oldugu gozlemlenmistir (Von Mehring
vd.,1890). Sir Edward Albert Sharpey-Schafer 1910 yilinda pankreas tarafindan {iiretilen
kimyasallardan bir tanesinin diyabet hastalarinda eksik oldugu fikrini ortaya koymus ve bu
eksik kimyasali ise ‘insiilin’ olarak adlandirmistir. Insiilin sdzciigii Latin dilinde ‘ada’
manasi tagiyan ‘insula’ sdzctiglinden tiiremistir. Bu adin verilmesindeki amag ise pankreasta
insiilinin iiretetildigi hiicrelerinin Langerhans adaciklarinda yer almasidir (Akyurt, 2014;
Atabek, 1973; Patlak, 2002). 1921 senesine kadar pankreasin metabolik faaliyetlerde
gerceklestirdigi endokrin fonksiyon ve insiilin denilen bir kimyasalin varlig1 heniiz tam bir
acikliga kavusturulamamistir. Joseph von Mering ve Oskar Minkowski’nin yaptig1 deneyleri
1921 senesinde Sir Frederick Grant Banting ve Charles Herbert Best tekrar deneyerek deneyi
bir adim daha ileriye tasiyarak hastalik tagimayan kopeklerin pankreaslarinin Langerhans
adaciklarindan elde ettikleri 6ziitii pankreas1 ¢ikarilmis kopeklere vererek diyabetin biitiin
belirtilerinin  ortadan kayboldugunu goézlemlemislerdir. Daha sonralar1 Toronto
Universitesi’nde Best, Banting ve bazi meslektaslari, domuzlarin pankreasindan aldiklar:
insiilin hormonunu saflastirma ¢alismalarina baglamis ve bu ¢alismalar1 neticesinde diyabet
hastaligini etkili bir bigimde tedavi edebilmenin (insiilini enjekte edebilmenin) yolunu agmis
olup ilk hasta olarak da 1922 yilinda Leonard Thompson’1 tedavi etmislerdir. Bulduklari bu
tedavi yontemi ile 1923 tarihinde Banting ve calistig1 laboratuvarda idareci olan John James
Richard Macleod Nobel Tip Odiilii’ne layik goriilmiistiir (Atabek, 1973).

Glinlimiiz tip diinyasinda diyabet hastaliginin tip 1 ve tip 2 olarak isimlendirilen
cesitleri arasindaki farki ilk kez 1936 yilinda Sir Harold Percival (Harry) Himsworth ortaya
koymustur.

Yapilan tiim ¢aligmalara ragmen diyabet hastaligi, tedavisinin bulunmasina ragmen 6nemli

oliim sebepleri arasinda yerini korumustur. Ornek olarak, bazi istatiksel arastirmalar

10



sonucunda 1927 yili i¢inde Malta’da diyabet hastaligina bagli 6liim oraninin 100 bin kisi
arasinda 47,7 kiside goriildigi gozlemlenmistir (Himsworth, 1936; Atabek, 1973; Akyurt,
2014).

1.4.1. Diyabetes Mellitus (DM) Epidemiyolojisi

Diyabetes Mellitus, lilkemizde ve tiim diinyada siklig1 giderek artan ciddi bir saglik
problemidir. 2000 yilinda diyabetle ilgili baslatilan ¢caligmalar sonucunda 2002 yili sonunda
bu hastaliga yakalanan insan sayisinin 200 milyon kisiyi gegtigi tespit edilmis ve 2030
yilinda diinya genelinde 366 milyon insanin bu hastaliktan etkilenecegi Ongoriilmiustiir.
Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan yayimlanan bir raporda ise diyabet
hastalarinin sayisinin 2035 yilinda 592 milyon olacagi 6ngoriilmektedir (Alphan vd., 2013;
Tirker vd., 2013). IDF agikladigi verilere gore diinya geneline bakildigi zaman 2017
tarihinde 18-99 yaslar1 arasinda 451 milyon kisinin diyabet hastasi oldugu tahmin edilmistir.
Elde edilen bu oranlarin 2045 tarihinde yaklasik 693 milyon kisiye yiikselecegi tahmin
edilmektedir Diyabet ile yasamina devam eden insanlarin yaklasik %49,7’sinin teshis
edilmemis oldugu belirlenmistir. Yaklasik 374 milyon kisinin, bozulmus glukoz toleransina
(IGT) sahip oldugu tahmin edilmektedir. Diinya genelinde, 2017 yilinda, 20 ile 99 yas aras1
bireylerin 6lim oranlaria bakildiginda yaklasik 5 milyon kisinin 6liim sebebinin diyabet
hastaligina bagli gelistigi saptanmistir. Kiiresel olarak saglik alaninda diyabetli hastalara
yapilan harcamalarin 2017 tarihinde yaklagik 850 milyar ABD dolar1 oldugu ifade
edilmektedir (Cho vd., 2018). Diinya genelinde oldugu gibi diyabet hastasi sayisi
Tiirkiye’de de her gecen gilin artmaya devam etmektedir. Tiirkiye Diyabet
Epidemiyolojisi’nin (TURDEP-II), 1997 ve 2010 yillarinda yaptig1 calismalara gore 12 yil
icinde Tirkiye’de Diyabet hastaliginin goriilme %7,2° den %13,7’ye yiikselip %90 oraninda
artig gostermis, IGT orani ise %6,7’den %7,1°e ¢ikmustir. Tiirkiye genelindeki diyabet hasta
sayist 10,3 milyon hesaplanirken bozulmus glukoz toleransina sahip olan hasta sayisinin ise
5,3 milyon oldugu bildirilmistir. Yine TURDEP-II tarafindan yapilan ¢alismalar neticesinde
DM prevalansinin kadinlarda goriilme oran1 %14,6 iken bu oran erkeklerde %12,4 olarak
tespit edilmistir. IDF’nin agikladig: verilere gore Tirkiye’de 2017 tarihinde 20 ile 79 yas
arasinda goriilen DM prevalansi orant %12,8 iken IGT oraninin %7,4 oldugu bildirilmistir.
Bildirilen bu oranlarin 2045 tarihinde sirayla, %16,5 ve %8’e yiikselmesi ongoriilmektedir.
Yine 2017 tarinde 60 yasin altinda olan bireylerde diyabet sebebiyle 6len bireylerin oraninin

%30 oldugu tespit edilmistir (Giilmez, 2020; Alphan vd., 2013; Satman vd., 2013).
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1.4.2. DM’nin Simiflandirilmasi ve Patafizyolojisi

Diyabetes Mellitus’un ortaya ¢ikis nedenleri ve patogenezi konusunda daha ¢ok bilgi
edinilmesi ile hastalik giderek daha iyi anlagilmaya ve zamanla farkl farkli siniflandirilmaya
baslanmugtir. Tip 1 ve Tip 2 Diyabetes Mellitus arasindaki fark ancak 1936 tarihinde agikca
yapilabilmistir (Baynest, 2015). Ulusal Diyabet Veri Grubu (NDDG), 1979 tarihinde diyabet
icin Tip 1 insulin bagimli DM ve Tip 2 insulinden bagimsiz DM olarak 2 genis kategori
seklinde bir smiflandirma ve tam plan1 yapmstir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 1980
tarthinde bu smiflandirma seklini kabul etmistir. Amerikan Diyabet Dernegi (ADA)
sponsorlugunda kurulmus olan Uluslararast Uzman Komitesi ise 1995 tarihinde hastaligin
teshis ve siniflandirma big¢iminde bir degisiklik yapilmasinin gerekli olup olmadigi
konusunda bir karara varmak amaciyla toplanmis ve 1979 tarihinde yapilan siniflandirma
seklini glincellestirmistir. ADA ile WHO nun giincel kilavuzlarina gore, Diyabetes Mellitus
4 ana etyolojik grup olarak siniflara ayrilmistir (ADA, 2018; The Expert Committee on The
Diagnosis and Classification of Diyabetes Mellitus, 2003; Gavin, 1998; Albert vd., 1998).
Amerikan Diyabet Birligi’nin (American Diyabetes Association, ADA) verilerine gore;
Diyabetes Mellitus; tip 1 DM, tip 2 DM, gestasyonel DM ve diger spesifik tipler olarak dort
ana grup olarak smiflandirilmigtir (Albert vd., 1998; Gavin, 1998; American Diyabetes
Association, 2010).

1.4.2.1. Tip | Diyabetes Mellitus (DM)

Genel olarak pankreastaki beta hiicrelerinde meydana gelen otoimmun bir hasara bagl
olarak gelisen Tip I Diyabet hastaliginda kesin bir instilin eksikligi goriiliir. Diger bir deyisle
insiiline bagimli diyabet hastaligidir (T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu
Tiirkiye Diyabet Programi, 2014). Diinya genelinde diyabet hastalarinin %5-10"unu Tip 1
Diyabet hastalar1 meydana getirmektedir (ADA, 2019). Genel olarak cocuklar ve
adolesanlarda (ergen) rastlanilan Tip 1 Diyabet hastaliginin, devamli bir aglik ve sik idrara
¢ikma istegi, aniden meydana gelen kilo kaybi, anormal bir agiz kurulugu ve beraberinde su
icme istegi, bulanik gérme, enerji kaybi, yatak 1slatma ve yorgunluk gibi belirtileri vardir

(IDF Diyabetes Atlas, 2017).

1.4.2.2. Tip 11 Diyabetes Mellitus (DM)

Genel diyabet hastalarinin %90-95'ini olusturan ‘Eriskin baslangi¢h diyabet’ olarak
isimlendirilen Tip 2 Diyabet hastalifi, genel olarak yetiskin bireylerde goriiliirken ayni
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zamanda adolesanlar ile ¢ocuklarda da goriilme orami giin gectikge artmaktadir (IDF
Diyabetes Atlas, 2015; Labuschagne, 2017; ADA, 2019).Temel patofizyolojik nitelikleri,
bozulan insiilin sekresyonu ve artan insiilin direnci olan Tip 2 Diyabet hastaliginin
gelismesinde bu iki 6zellik birlikte etkili olmaktadir (Kaku, 2010). Asir1 kilolu olma durumu,
yetersiz fiziksel aktivite, yanlis ve bozuk beslenme aligkanligi, genetik faktorler, ailede
diyabet veya gestasyonel diyabet dykiisii, erigskin yas Tip 2 Diyabet agisindan risk faktorleri
arasinda belirtilmistir (IDF Diyabetes Atlas, 2015). Bu diyabet ¢esidinde ise, Tip 1
Diyabet’te goriilen susama ve sik idrara ¢ikma istegi, kilo kayb1 ve bulanik gérme belirtileri
goriilmektedir. Genellikle Tip 2 Diyabet hastalar1 uzun zaman rahatsizliklarinin farkina
varmayabilirler. Bunun nedeni belirtilerin Tip 1 Diyabet’te oldugu gibi yeterince belirgin
olmamasidir. Taninin konulmasi genellikle tesadiifi meydana gelir baska rahatsizliklarla
iligkili komplikasyonlarin varligi sayesinde tespit edilir (IDF Diyabetes Atlas, 2015;
Labuschagne, 2017).

1.4.2.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

[k defa gebelik asamasinda ortaya ¢ikan, glukoz intoleransi olarak tanimlanan bir
diyabet cesididir (American Diyabetes Association, 2010). 25 yas iizerinde olmak fazla
kilolu, obez ya da gebelik siiresince fazla kilo almak, ailede diyabet 6ykiisiine, daha 6nceki
gebeliklerinde gestasyonel diyabet Oykiisiine veya 6lii dogum Oykiisiine sahip olmak,
dogustan anomalisi olan bir ¢ocuk diinyaya getirmek ve gebelik siiresince idrarda asirt
glukoz tespiti, Gestasyonel Diyabet belirtileri arasindadir (World Health Organization,
2016). GDM rahatsizliginin kontrol altina alinamamasi durumunda, bebeklerde 6lii dogum,
dogum travmasi, yenidogan sariligi ve makrozomi, ileri yaslarda obezite, tip 2 diyabet
goriilme ve hipoglisemi riskleri olustururken; annelerde infeksiyon hastaliklarina
yakalanma, kolesterol ve trigliserit gibi kandaki yaglarin yiikselmesi, preeklampsi (gebelik
zehirlenmesi) riskinin artmasi ve gesitli gebelik komplikasyonlar1 gibi sikintilar meydana

gelebilir (Hartling vd., 2013).

1.4.2.4. Spesifik Nedenlere Bagh Diyabetes Mellitus

Diyabet ¢esitlerinin yukarida bahsedilen ¢esitleri haricinde baska spesifik tipleri de
mevcuttur. Bunlar; kimyasal maddeler ve ilaglardan kaynaklanan diyabet, ekzokrin pankreas
hastaliklari, insiilin etkisindeki defektler ve beta-hiicre fonksiyonu genetik defektleri, bazi

durumlarda diyabet ile beraber goézlemlenen diger genetik sendromlar, endokrinopatiler,

13



immiin iligkili diyabetin nadir formlar1 ve bazi enfeksiyonlardir (American Diyabetes

Association, 2010).

1.4.3. Diyabetes Mellitus’a Bagh Gelisen Komplikasyonlar

Diyabetes Mellitus ve meydana getirdigi komplikasyonlar, ortaya ¢ikardigi ekonomik
maliyet, mortalite, morbidite ve diinya genelinde yayginlig1 sebebiyle kiiresel saglik
sorunlart arasinda yer almaktadir (Cheloni vd., 2019; Fowler, 2008). Diyabet, diinya
genelinde giderek artan kanser hastaliklari, biligsel ve fiziksel sakatliklar, depresyon ve
tiiberkiiloz ile de iliskilendirilmistir (IDF, 2017).

Diyabet hastaliginin biitiin ¢esitlerinde, normoglisemiyi (kandaki normal seker
miktar1) yeterli diizeyde tutmak ve hiperglisemiyi (kandaki yiiksek seker orani) dnlemek
DM’nin meydana getirdigi komplikasyonlarin neden olabilecegi mortalite ve morbiditenin
oniine gegmek acisindan ¢ok Onemlidir (Fowler, 2008; Cheloni vd., 2019). Diyabet
hastaliginin meydana getirdigi komplikasyonlar kronik ve akut komplikasyonlar olarak iki

sinifta incelenir (IDF, 2017).

1.4.3.1. Akut Komplikasyonlar

Hiperglisemik diyabetik koma, hiperglisemik hiperosmolar durum, enfeksiyonlar
biling kaybi veya ndbet diyabetik ketoasidoz ve hipoglisemi akut komplikasyon
cesitlerindendir (IDF, 2017).

1.4.3.2. Hipoglisemi

ADA, diyabet hastalarindaki hipoglisemiyi (kan glukoz seviyesi diisiikliigii)
tanimlarken, hastaya zarar verecek derecede diisiik plazma glukoz yogunlugunun
(semptomu olan veya semptomu olmayan) biitiin ataklar1 seklinde aciklamistir (Seaquist,
vd., 2013). Hipoglisemi, plazma glukoz (aglik kan glukoz degeri) seviyesinin 70 mg/dL nin
altinda olmasit durumunda olusan akut bir komplikasyondur. Tip 1 ve tip 2 diyabetin
yonetiminde temel simirlayict faktdr, hipoglisemidir (American Diyabetes Association,
2019). Hipoglisemi, DM’de en sik karsilasilan, tedavi edilmedigi takdirde yasami tehdit
eden akut komplikasyon ¢esididir (Rewers A. Acute Metabolic Complications in Diyabetes,
2018). Plazma glukoz seviyesi 50- 55 mg/dl degerlerine diistiigiinde bas agrisi, bas donmesi,
kalp carpintisi, terleme, biling kaybu, titreme, 6fke, aclik, anksiyete, yorgunluk gibi belirtiler

gozlemlenir. Hipoglisemiye sebep olan faktorler arasinda yogun bir sekilde yapilan uzun
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stireli egzersizler, 6giin atlamak veya 6giinleri yanlis planlamak, yiliksek doz insiilin ve oral
sekretagog ilaclarin kullanilmasi gosterilmektedir (Bishop vd., 2016; Franz vd., 2017).
Hipoglisemi konusunda adélesanlar ve kiigiik yastaki ¢ocuklar diger bireylere nazaran daha
yiiksek risk grubunda olmakla beraber bu bireylerde hipoglisemi, hafif derecede bilissel

bozulmalardan nébet ve komaya hatta ani 6liime bile neden olabilmektedir (Rewers, 2018).

1.4.3.3. Diyabetik Ketoasidoz

Diyabetik ketoasidoz, genellikle genglerde goriilen, diyabetin en ciddi
komplikasyonlar arasinda yer alan bir akut komplikasyondur. Bu komplikasyon, ¢cok yliksek
seyreden kan sekeri seviyesi, onemli diizeyde insiilin yetersizligi ve insiiline kars1 ¢alisan
bazi hormonlarda (glukagon, biiyiime hormonu, kortizol ve katekolaminler) herhangi bir
artma meydana geldiginde ortaya c¢ikar (Aguiree, vd.,2013). Ketoasidoz adi verilen
komplikasyon, karacigerde iiretilen ketoasitlerin artisina bagl olarak meydana gelir.
Kandaki glukoz seviyesinin ve keton cisimciklerinin artmasinin sonucunda yiikselen hiicre
dis1 basing etkisiyle, hiicrenin i¢inden disina dogru su ¢ekilmesi, dehidratasyon meydana
gelmektedir (Bozkurt, 2013; Franz, vd., 2017). Diyabetik ketoasidoz goriilen bireylerin
biiylik ¢ogunlugunu tip 1 diyabet hastalar1 olusturmaktadir fakat tip 2 diyabet hastalar1 da bu
akut hastaliklarda risk grubunda goriiliir. Diyabetik ketoasidoz ne kadar ge¢ farkedilirse
metabolik bozulmalar o derece kotiiye gider ve bu durum sonucunda kalic1 sakat kalma
durumu ve Oliim riski artar (Aguiree vd., 2013). Laktik asidoz ise nadiren goriilen ve
genellikle Tip 2 DM’li hastalarda rastlanilan bir akut komplikasyondur. Hiicrelerin enerji
elde etmek amaciyla glukozun disindaki enerji kaynaklarini fazlaca kullanmasinin
sonucunda iiretilen laktik asit miktar1 da artmakta ve viicutta laktik asit miktarinin giderek
birikmesiyle bozulan denge laktik asidoza neden olmaktadir. Diyabet hastaliginda kan

sekerinin dengelenmesine yardimci olan metforminin ilacinin fazla alinmasi sonucunda

gortilebilir (Akg¢ay vd., 2018).

1.4.3.4. Hiperosmolar Hiperglisemik Durum

Tip 2 diyabet hastasi bireylerde goriilen en ciddi akut hiperglisemik durumdur.
Hiperosmolar hiperglisemik durum, ketoasidoz azliginda meydana gelen ciddi
hiperosmolalite, dehidrasyon ve hiperglisemi ile karakterize olmus bir akut sendromdur
(Pasquel, 2014). Enfeksiyonlar, miyokard infarktiisii, merkezi sinir sistemi hastaliklart,

gastrointestinal sorunlar, bobrek yetersizligi, endokrin sistemin hastaliklari, karbohidrat
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toleransin1 bozan bazi ilaglar, bakimsizlik veya uygulama hatalari nedeniyle tedavinin
yetersiz olmasi hiperosmolar hiperglisemik durumu hazirlayic1 faktorler olarak rapor

edilmistir (Diyabetes Mellitus ve Komplikasyonlarmnin Tani, Tedavi ve Izlem Kilavuzu,
2019).

1.4.3.5. Kronik Komplikasyonlar

Makrovaskiiler ve mikrovaskiiler olarak ikiye ayrilan kronik komplikasyonlardan
kronik mikrovaskiiler komplikasyonlar noropati retinopati ve nefropati olmak iizere 3
cesittir. Kronik makrovaskiiler komplikasyonlar ise anjina ya da miyokard infarktiisiine
sebep olan koroner arter hastaligina ve inmeye, diyabetik ayak enfeksiyonuna ve diyabetik
ensefalopatiye neden olan periferik arter rahatsizligidir (International Diyabetes Federation,
2017).

Diyabetik Retinopati: Kiiresel olarak gérme kayiplarinin baslica sebepleri arasinda
diyabetik retinopati hastalii gelmektedir. Diyabette en sik rastlanan mikrovaskiiler
komplikasyon ise kronik olan yiiksek kan glukoz miktarindan kaynaklanan ve retinadaki
kilcal damarlarda hasar meydana getiren diyabetik g6z hastaligidir (Cheloni, 2019). Devamli
olarak yiiksek seviyelerde seyreden kan glukozu, retinopatinin temel sebebidir. Goz
retinasin1 besleyen kan damar1 aglar1 diyabetik retinopatide hasara ugrayarak kalici olarak
gorme kaybina sebep olabilir (International Diyabetes Federation,2015). Genel olarak
diyabet hastalarinin tigte biri diyabetik retinopatiden etkilenir (International Diyabetes
Federation, 2017; Soysal, 2019). Diyabet hastaliginda gozle ilgili meydana gelen
rahatsizliklar baglangic asamasinda belirgin semptomlar sergilemediginden, Diyabetik
Retinopati acisindan hastanin takibinin siirekli olarak yapilmasi hastanin hayat kalitesi
acisindan fazlasiyla 6nemlidir (Fowler, 2008; Bozkurt, 2013; Giilmez, 2020).

Diyabetik Nefropati: Diyabetik Nefropati’nin (bobrek hastaligi), diyabet hastasi olan
kisilerde goriilme sikligi hasta olmayan bireylerde goriilme sikligindan daha fazladir.
Bununla beraber diyabet hastalig1 kronik bobrek hastaliginin baslica sebeplerindendir. Bu
hastaliga kii¢iik kan damarlarinin zarar goérmesiyle birlikte bobreklerin verimini kaybetmesi
ya da tamamen yetersiz kalmasi sebep olur. Kandaki glukoz oranini ve kan basincini normal
diizeylerde tutmaya ¢aligmak diyabetik nefropati riskini biiyiik oranda azaltmaya yardimci
olur (International Diyabetes Federation,2015; Soysal, 2019; Hostetter vd., 1981).
Diyabetik Noropati: Diyabetik Noropati devamli yiiksek seyreden kan glukoz seviyesinden

kaynaklanabilirken beraberinde viicutta herhangi bir sinire etki edebilir. Diyabetik
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Noropati’nin en sik goriilen tipi, genellikle ayaklarda bulunan duyu sinirlerine etki eden ayni1
zamanda karincalanmaya ve duyu kaybina da neden olan periferik ndropatidir. Bu duyu
kayb1 durumu yaralanmalarin hissizlik sebebiyle fark edilememesine, beraberinde ciddi
enfeksiyonlara, iilserasyona ve bazi durumlarda amputasyonlara sebep olma ihtimalinden
dolay1 fazlasiyla 6nemlidir (International Diyabetes Federation,2015; Giilmez,2020; Soysal,
2019).

Kardiyovaskiiler Hastalik: Kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan diyabet hastalar1 yiiksek
risk altindadir. Kan sekeri seviyesinin yiiksek seyretmesi, tromboz riskini, koagiilasyon
sistemini aktif hale doniistiirerek arttirir. Bununla beraber diyabet hastaligi, kolesterol ve
tansiyon seviyelerinin yiikselmesine de sebep olur; bu durum periferik arter hastaligi ve
konjestif kalp yetmezligi, anjina, miyokard enfarktiisii, inme, koroner arter hastaliklar1 gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin meydana gelme riskini yiikseltir. Kardiyovaskiiler hastaliklara
yakalanma riski diyabet hastasi olanlarda, olmayanlara oranla iki, ii¢ kat daha ytiksek oranda

goriliir (International Diyabetes Federation,2015; Soysal, 2019).

1.4.4. Diyabetes Mellitus‘un Tedavisi

Tip 1 Diyabet hastaliginda ilk tedavi insiilin tedavisi, Tip 2 Diyabet hastaliginda ve
prediyabet tanis1 alan hastalarda ise baslangic tedavisi kilo kaybi olmalidir. Diyabetes
Mellitus’un kontroliinde insiilin tedavisi ile antidiyabetik ila¢ kullaniminin beraberinde tibbi
diyet programlar1 uygulamak, egzersiz yapmak gibi yasam tarzinda yapilacak degisiklikler

tedavinin en 6nemli basamaklarini meydana getirir (ADA, 2019).

1.4.4.1. Oral Antidiyabetik Ilaclar

Tip 2 Diyabet hastaliginda yasam tarz1 degisikligine ek olarak kullanilan farmakolojik
ajanlar sayesinde diyabete yakalanma riskinin diisiiriildiigii bildirilmistir. Insiilin
duyarlilastiricilari, insiilin salgilaticilari, insulinomimetikler, sodyum glukoz transporter
inhibitdrleri ve a-glukosidaz enzimi iinhibitorleri baglica kullanilan ilag gruplari arasindadir.
Baslangigta oral ilaglardan alinan verimli yanitlardan sonra diyabet hastaliginin dogal siireci
geregi, 1yl yanitlarin azalmasi nedeniyle, kombine olarak ila¢ tedavileri de uygulanmaktadir
(Tiurkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2019).

1.5. Enzimler

Birka¢ tane katalitik RNA molekiilii (ribozimler) hari¢ geneli protein yapisinda

bulunan biyolojik katalizérlere enzim denir. Enzimler, canlidaki biitiin kimyasal
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tepkimelerin uygun sartlar altinda gerceklesmesini, bununla birlikte hicbir yan iiriin
olusturmaksizin %100 verimle iiriin meydana gelmesini saglarlar. Enzimlerle biyokimyasal
tepkimelerin ger¢eklesmesi hem kolay hem de hizli olur, enzimlerin yoklugunda ise bu
tepkimeler ya gerceklesemez ya da gergeklesmesi ¢ok uzun zaman alir. Bu sebeple enzimler
hayat1 devam ettirebilmek i¢in vazgecilmez olan biyomolekiillerdir (Price, 1982). Enzimler
genel olarak anorganik ve sentetik katalizorlerden ¢ok daha yiiksek oranda katalitik 6zellik
gosterirler. Enzimlerin katalizor olarak etkiledikleri molekiillere substrat adi verilir.
Enzimler substratlarina kars1 spesifiktirler ve katalizledikleri reaksiyonlarin hizh
gerceklesmesini saglarlar (Nelson, 2005). Bazi hastaliklarin (6zellikle kalitsal yollarla
dolden dole aktarilan bir¢ok hastaligin), genetik rahatsizliklarin, bir ya da birden fazla
enzimin eksikliginden veya mevcut olmamasindan kaynaklandigi bilinmektedir. Enzim
aktivitesinin normal degerlerinden yiiksek olmasi durumunda ise bazi hastaliklarin meydana
geldigi bildirilmistir. Bu sebeple bir¢ok ilacin etken maddeleri enzimlerle etkilesime girecek

sekilde tasarlanmaktadir. (Price, 1982).

1.5.1. Enzim Inhibisyonunun Farmasétik Onemi

Enzimlerin katalizledikleri reaksiyonlar1 yavaslatan veya tamamen durduran
molekiillere enzim inhibitorii denir. Enzim katalizleri hiicresel gorevlerin yapilmasinda ¢ok
onemlidir. Bundan dolay1 farmasotik olarak enzim inhibitorlerinin 6nemli yere sahip
olmalar1 beklenmedik bir durum degildir. Yapilan enzim inhibisyon ¢aligmalari, enzimlerin
mekanizmalarini anlamak agisindan kiymetli bilgiler saglar ayn1 zamanda bazi metabolik
yollarin aydinlatilmasi konusunda da yardimci olur (Nelson, 2005; Bilen, 2019).
Enzimlerin aktivitelerinin engellenmesi, bir metabolik hasar1 diizeltebilir veya bir patojenin
yok edilmesini saglar. Bu nedenle, ilag molekiillerinin ¢ogu esasen enzim inhibitdriidiir.
Farmakoloji ve biyokimya alaninda yapilan arastirmalarin birgogu enzim inhibisyonu
konusu {izerine yogunlasmis durumdadir. Enzim inhibitérii olarak kullanilmasi planlana
ilaclari, enzime yliksek oranda spesifik olmas1 ve ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile etki
gostermesi Onem arz etmektedir. Bu etkenlere dikkat edilmesi ile kullanilacak ilacin yan
etkisinin az, toksisitesinin ise diisiik olmasi saglanir. (Colak, 2014; Bilen, 2019).

1.5.2. Enzim Inhibitérlerinin Tasarim Yollart

[lag tasarlamak igin atilmasi gereken ilk adimi yeni bir enzim inhibtorii kesfetmektir.
Bu kesfin gerceklesme yollarindan birisi, giinlimiizde hala kullanilmakta olan ve basarili
oldugu oldugu bilinen bir yol olan deneme-yanilma metodudur. Bu metod, hedef enzime etki

etmesi planlanann ila¢ aday1 bilesiklerin enzim ile etkilestirilerek en uygun ilact bulup bunun
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tizerinden daha ise yarar tiirevlerin gelistirilmesini saglanmaktadir (Koppitz, 2006). Son
yillarda dokingleme (molekiiler yanastirma) metodu da alternatif olarak gelistirilip
kullanilmaktadir. Bu metodda inhibitér olma kapasitesi arastirilmak istenilen molekiil, hedef
enzimin aktif bolgesindeki ii¢ boyutlu yapisi kullanilarak bu bilesigin o aktif bolgeye
baglanma orani teorik olarak tahmin edilebilmektedir. Bu yontem ile dngoriilen olumlu
veriler sonucunda elde edilen bilesikler deneysel olarakta o enzim {izerinde test edilir.
Yapilan testler sonucunda inhibitér olma kapasitesi yiiksek olan bilesigin yapisinda ¢esitli
degisiklikler yapilarak enzimin 5 farkli aktif bolgesine optimize edilir. Béylece enzim igin
spesifik olan gii¢lii inhibitorler sentezlenebilmektedir (Glen, 2003; Bilen, 2019).

Viicuda gidalar ile alinan karbonhidratlarin viicutta emilerek monosakkaritlere par¢alanmasi
a-amilaz ve a-glikosidaz enzimleri ile gerceklesir. Bu enzimlerin sindirim sisteminde
gerceklesen inhibisyonu ise karbonhidratlarin sindirilmesini engelleyerek glikozun
emiliminin gecikmesine sebep olur. Boylece yemekten sonra kan plazmasindaki glikoz
seviyesinde yiikselme azaltilmig olur. Tip-2 Diyabet’in tedavisinde en Onemli
yaklagimlardan birisi de a-glukosidaz enziminin karbonhidrat emilimini inhibe edip
hiperglisemiyi azaltmayir amaglamaktir. Tirkiye’de Tip2 Diabetes Mellitus tedavisinde
kullanilan o-glukosidaz inhibitérii ilact akarbozdur. Akarboz, yemekten sonra glikoz

seviyesini diisiiriip gastrointestinal sistem boyunca etkisini gosterir (Dinggag, 2011).

Sekil 1.2 Akarbozun Yapist

1.5.3. Alfa-amilaz (E.C:3.2.1.1)

Amilaz enzimleri ‘Endoamilaz’ ve ‘ekzoamilaz’ olarak iki gruba ayrilir. Endoamilaz
enzimleri nisastayi, ayr1 uzunluklarda dallanmis veya diiz oligosakkarit meydana getirecek
sekilde rastgele parcalarlar. Ekzoamilazlar da nisastay1 indirgen olmayan u¢ kismindan
baslayarak kisa bir son iriin kalacak sekilde parcalara ayirir (Gubta vd., 2003). Son
zamanlarda nisasta vb. polisakkaritleri pargalayabilen pek ¢ok yeni enzim bulunmustur.
Polisakkaritleri meydana getiren a-1,4 veya a-1,4 ile a-1,6 baglarini parcalayan, ticari onemi

olan mikrobiyal kaynakli ya da baska kaynaklardan elde edilen enzimler 6 sinifa ayrilirlar
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(Fogarty ve Kelly, 1979). Bu smiflara ait enzimlerden biri olan a-amilaz enzimleri
(E.C:3.2.1.1), a-1,4 baglarini hidroliz eden ve a-1,6 dallanma noktalarini atlayan zincirin
tizerinde rastgele aktivasyon gosterebilme yetenegine sahiptir. (Gubta vd., 2003).

Sirayla a-amilaz enzimi ve glikoamilazin nisasta iizerinde meydana getirdikleri etkiyle
ya da bu enzimlerin karistirilmasiyla glikoz surubu elde edilir. Yaygin olarak kullanilmakta
olan bu islem, bahsedilen enzimlere 6nemli bir ticari onem kazandirir. Giliniimiizde amilaz
enzimleri gida, kagit, biyoteknoloji ve tekstil endistrilerinde ¢esitli uygulamalarda
kullanilmakta ve biiyiik 6nem tasimaktadir. Amilazlar mikroorganizmalardan, bitkilerden ya
da hayvanlardan iiretilebilirler (Xiao, 2006).

Alfa-amilaz enzimleri kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kullanimminin nedenti,
kagitlarin kaplanmasinda nisastanin modifikasyonu iledir. Tekstil sektoriinde de oldugu gibi,
kagitlarin nisasta ile kaplanmasi kagidi ¢esitli mekanik hasarlardan korumaktadir. Bununla
beraber son iiriin olan kagidin kalitesi, sertligi, direncini artirma amaci vardir. Viskozitesi
yiiksek olan dogal nisasta kagit islemleri i¢in uygun degildir. Bu yiizden nisastanin istenilen
yogunluga sahip olmasi, amilaz enzimi kullanilarak nisastanin belirli seviyede
hidrolizasyonu sonucunda {iretilir. Alfa amilaz enzimi, nisastadan kaynaklanan kirliliklerin
temizlenmesi amactyla deterjan endiistrisinde katki maddesi olarak kullanilir. Genel olarak

stvi - deterjanlarin = %90’indan  fazlasinda amilaz enzimi katki maddesi olarak

kullanilmaktadir. (Giri vd., 1990).
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Sekil 1.3. Alfa amilaz’in polisakkariti monomerlerine pargalamasi
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1.5.4. Alfa-glukosidaz (E.C:3.2.1.20)

Karbohidratlarin biiyiik bir boliimii, glines 1s1gm1 kullanip fotosentez sonucu
meydana gelen biyomolekiil sinifi elemanlaridir. Bu siniftaki en 6nemli enzimlerinden biri
de alfa-glikosidaz enzimidir. Bu enzim, kompleks karbohidratlarin monosakkaritlerine
pargalanmasini saglar. Alfa-glukosidaz enzimleri 6zellikle amilopektin ve amiloz {izerinde
etkili olan diger enzimler sayesinde olusmus kisa zincirli oligosakkaritler tizerindeki a-1,4

baglanmalarini hidroliz eden enzimlerdir.

OO OO

(x1—6)

glucosidase

activity of
debranching O Glucose

enzyme

Unbranched («1—4) polymer;
substrate for further phosphorylase action

Sekil 1.4. Alfa-glukosidaz aktivitesi

1.6. Serbest Radikaller

Elektronlar orbital denilen bolgelerde belirli bir yoriingede donererek hareket ederler.
Orbitallerin herbiri genellikle zit yonde donen 2 elektron bulundururlar. Serbest radikaller
bir ya da birden fazla eslenmemis elektron bulunduran, kisa 6mre ve kii¢iik molekiil
agirligina sahip, kararsiz molekiillerdir (Halliwell vd., 1985; Bast vd., 1991; Nawar, 1996).
Bununla beraber ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanan serbest radikaller, eslenmemis
elektron bulundurduklarindan dolay: siklikla, elektron transfer zincirinde meydana gelen
elektronlarin transferiyle ya da oksidazlar ile yaptiklar tek elektron transferiyle meydana
gelirler. Serbest radikallerin bagka bir olusum bicimi de molekiiliin icerdigi baglarin
homolitik olarak par¢alanmasiyla beraber her bir elektronun farkli atomlar iizerinde kalmasi
ile meydana gelmesidir (Young, vd., 2001; Cherubini, vd., 2005). Oksijen elementinin
elektron dagilimi iki elektronu eslenmemis bir sekildedir bu sebeple bazen oksijen de bir

radikal olarak goriilmektedir. Oksijen molekiilii reaktif 6zellik gostermemesine ragmen
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baska radikaller ile reaksiyona girme potansiyeline sahiptir (Vincent, vd., 2004; Cherubini,

vd., 2005). Oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller sunlardir (Memisliogullari, 2005).

Tablo 1. 1. Oksidatif streste rol oynayan serbest radikaller (Memisliogullari, 2005).

1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Nonradikaller Radikaller

Hidrojen peroksit H202 Stiperoksit Oz

Hipobromoz asit HOBr Peroksil ROO

Singlet oksijen 10, Hidroksil OH

Hipoklordz asit HOCI Alkoksil RO

Ozon Os Lipid peroksil LOO
Hidroperoksil HO2

2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Nonradikaller Radikaller

AlKil peroksinitrit ROONO Nitrik oksit NO

Nitroksil anyonu NO Nitrojen dioksit ~ NO2

Nitril Klorid NOCI

Nitrosil katyonu NO+

Nitronyum katyonu NO2 +

Nitrik asit HNO:

Peroksinitrit ONOO

Dinitrojen tetroksid N204

Peroksinitrik asit ONOOH

Dinitrojen trioksid N203

1.6.1. Serbest Radikal Tiirleri
1.6.1.1. Siiperoksit Radikali (O2)

Stiperoksit radikali, hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alip
indirgenmesi sonucu meydana gelmektedir. Indirgenen elektron tasiyicilarinin
otooksidasyonuyla O" radikalinin ortaya ¢ikmasi, elektron tastyicilarinin ortamda bulunan
oksijen miktarina ve redoks durumuna baglhdir. Oz serbest radikali zayif oksidan 6zelligi
tasidigindan dolayr biiylik bir hiicre hasarina tek basina sebep olmasi miimkiin
goriilmemektedir. Ancak bu serbest radikal, oksitatif stres olusturacak bir¢ok reaksiyonun
baslamasina sebep olmaktadir. Bu reaksiyonlar Fe*? varliginda hidrojen peroksit ve

stiperoksit radikallerinin etkilesime girmesiyle fazlasiyla reaktif bir radikal olan hidroksil
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radikalinin (OH") meydana gelmesine sebep olmaktadir. Meydana gelen bu radikal DNA ve
bagka biyomolekiillerle etkilesim yaparak ciddi hasarlara sebep olabilmektedir
(Memisliogullari, 2005; Demir, 2010; Turan, 2011; Canbolat, 2020).

Or+e —» Oy (1.1)

H202 + O ———» O + OH+ OH" (Haber- Weiss Reaksiyonu) (1.2)

1.6.1.2. Hidroksil Radikali (-OH)

Hidroksil radikali (-OH), biyolojik sistemlerde genel olarak en giiclii reaktif oksijen
tiirii (ROS) olarak kabul edilir. Hidrojen peroksit (H205) ile bakir (Cu*?) ya da demirin (Fe*?)
reaksiyona girmesi sonucunda meydana gelmektedir. H>O toksisitesinin biiyiik bir kisminin
temelinde -OH radikalinin yer aldigi belirtilmistir. Bununla beraber -OH radikalinin
aromatik halkalara katilabilme potansiyeli vardir. DNA ve RNA’daki piirinle pirimidin
bazlarinin yapisina katilabilme yetenegi gostermesi ile serbest radikal olusumu
goriilmektedir. -OH radikali DNA nin temel baz ve seker yapilarinda hasar meydana getirip
DNA zinciri iizerinde kiriklara sebep olmaktadir. Meydana gelen hasar seviyelerinin ¢ok
yiiksek olmasit nedeniyle hiicredeki koruyucu sistemler devreye girip hasar1 tamir
edememektedir. Bu durum sonucunda da hiicresel 6liimler ve mutasyonlar olusabilmektedir

(Memigsliogullari, 2005; Demir, 2015; Karabulut ve Giilay, 2016a; Canbolat, 2020).

1.6.1.3. Hidrojen Peroksit (H202)

Hidrojen peroksit radikali eslesmemis elektron bulundurmadigi i¢in genellikle radikal
olarak goriilmemektedir. Buna ragmen reaktif oksijen bilesikleri arasinda belirtilmistir. Bu
durumun sebebi ise O2" radikali varliginda Haber-Weiss reaksiyonu ile Fe*? veya baska gecis
metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu gergeklestirmesidir. Bu reaksiyonlar sonucunda
reaktif ve biyomolekiillere zarar veren reaktif oksijen bilesiklerinden -OH radikalini
meydana getirmektedir (Memisliogullari, 2005; Ozcan vd., 2015; Karabulut ve Giilay,
2016a).

Fe*? + H,02 — Fe*® + OH" (Fenton Reaksiyonu) (1.3)

O2+H; — OH+ OH'+ O; (Haber-Weiss Reaksiyonu)

23



(1.4)

1.7. Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde, serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda bir denge so6z
konusudur. Serbest radikaller ve antioksidanlarin arasindaki bu denge sayesinde
organizmalar i¢lerinde bulundurduklar serbest radikallerden etkilenmemektedir. Viicuttaki
antioksidan savunma sistemi ile serbest radikallerin olusturdugu bu dengenin oksidanlarin
lehine doniismesi durumunda oksidatif stres gelismektedir (Sies, 1991; Ozen vd., 2015;

Arslan, 2019; Canbolat, 2020).

OKSIDATIF DENGE

| Proteinler Nﬁkle!k asitler

L 2 %
>N {;3”””.

Sekil 1.5. Oksidatif stres ve etkileri (Ozen vd., 2015).

Oksidatif stresin, canli viicudundaki molekiillerde ve normal hiicrelerde enzimatik
olmayan oksidatif hasar birikimi ile karakterize oldugu ve insanlarda diyabet, Alzheimer,
Parkinson ve kanser hastaliklarina, bobrek ve akut renal yetmezliklerine, iskemi/reperfiizyon
hasari, serebrovaskiiler bozukluklar ve yaslanma gibi bir¢ok patolojik durumda rol oynadigi

ongoriilmektedir (Cakatay ve Kayali, 2006; Caylak, 2011).
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1.7.1. Oksidatif Stresin Biyomolekiillere Etkisi

Inflamasyon, yaslanma, ila¢ kullanimu, ¢esitli kimyasal maddeler ve azot dioksit (NO2)
gibi uyarici etkenler ile ROS’larin miktarinin arttigi bildirilmistir. Serbest radikallerin
olusumunun hiicre yapisindaki DNA, lipit, protein, karbohidrat, enzim gibi biyomolekiillere
zarar verdigi belirtilmistir (Ozcan vd., 2015). Serbest radikallerin artmas1 ile meydana gelen
oksidatif stres, hiicrede nekroz ile hiicre 6liimiine sebep olarak, doku hasari ve kronik

hastaliklarin olusumuna yol agmaktadir (Sezer ve Keskin, 2014).

1.7.2. Oksidatif Stresin Diyabet ile liskisi

Oksidatif stres hipotezine gore, serbest radikallerin ve ROS’larin meydana gelmesi ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki denge sorunu diyabet hastaliginin kronik
komplikasyonlarini meydana getirmektedir. Baska bir ifadeyle, kan sekerinin yiiksekligi
olarak ifade edilen hiperglisemi oksidatif stres meydana getirmektedir. Diyabet hastalarinda,
konjuge dienler, isoprostanlar, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) ve lipid
hidroperoksidler gibi molekiillerin artmasi; glutatyon peroksidaz, SOD, C ve E vitaminleri,
katalaz, glutatyon gibi antioksidan molekiillerin miktarinin azalmasindan yola ¢ikilarak
diyabette goriilen kronik komplikasyonlarin patogenezinde oksidatif stres faktoriiniin ciddi
bir rol {istlendigi ¢esitli ¢aligmalarda bildirilmistir. (Ostenson, 2001; Lipinski, 2001; Alper,
2002; Memisliogullari, 2003a; Memisliogullari, 2003b; Memisliogullari, 2004). ROS
saldirilart ve lipit peroksidasyonunun temel hedefleri, endoplazmik retikulum ve mitokondri
organellerinin  membranlar1  ile  plazmadaki lipidlerdir. ~DM’deki  vaskiiler
komplikasyonlarda, endotel islev bozukluklari sebebiyle endotelde NO (nitrik oksid)
tiretiminin diismesi gozlemlenmektedir. Bu diisiise de substrat L-arginin yetersizligi,
iletilerin aksamasi, ya da NO sentaz enziminin kofaktoriindeki azalma sebep olabilmektedir.
Fakat hala tam olarak diyabette olusan bu diismiis endotel bagimli vazodilatasyona, oksidatif
stres olusumunun mu yoksa NO {retiminin azalmasinin mi, sebep oldugu tartigsma
konusudur (Sacks, 1999; Ostenson, 2001; Lipinski, 2001; Alper, 2002; Memisliogullari,
2003b; Pratic’o, 2005). AGE hipotezi de DM nin kronik komplikasyonlarinin patogeneziyle
ilgili bir bagka hipotezdir. Proteinlerle oligosakkarit zincirlerin birbirlerine glukozit bagi ile
enzimatik olarak baglandig1 glukozilasyon olarak bilinen glikoprotein sentezi esnasinda
meydana gelen posttranslasyonel modifikasyondur. Immunglobulinler, bazal membran
proteinleri, bazi hiicre membran reseptorleri, HLA antijenleri, 02 makroglobulin ve bazi

hormonlar gibi 6nemli glukoproteinler bu sekilde sentezlenirler (Sacks, 1999; Ostenson,
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2001; Lipinski, 2001; Alper, 2002; Memisliogullari, 2003b). Hiperglisemi durumunda
glukoz molekiiliiniin hiicre igine alinma olaymin insiilin hormonundan bagimsiz meydana
geldigi, periferik sinirler, beyin, eritrosit, lens ve bobrek gibi dokular i¢inde intraselliiler
yogunlugu artan glukoz molekiilii, proteinlere non-enzimatik bir reaksiyon sonucunda
baglanir. Glukozun, proteinlerde terminal aminoasidin a-amino grubuna ya da lizinin -
amino grubuna baglanarak labil Schiff baz1 meydana gelir. Kisa dmiirlii proteinler ile geri
doniistimlii ve dayanikli Amadori {irlinleri meydana gelir. Bu tarzda meydana gelen erken
glikasyon iiriinlerinin azalmasi glukoz seviyesinin tedaviyle normal diizeye ulasmasi ile
saglanmaktadir. Yarilanma dmrii uzun olan proteinlerde ise imidazol veya pirol yapisindaki
ileri glikasyon son firiinleri (AGE) meydana gelmektedir. Serbest radikallerin meydana
gelmesi ve glikooksidasyon, proteinlerin islevlerini, yapi ve metabolizmasini etkileyen
protein glikasyonunu izlemektedir. Asir1 birikmis inaktif proteinler hiicre siklusunun
bozulmasina ya da DNA hasarina sebep olabilir. Uzun 6miirlii proteinlerin amino gruplarin
geri donilislimsiiz ¢apraz baglayan AGE molekiilleri, glikooksidasyon ile glukozdan
kaynaklanan amadori iriinlerinden olugsmaktadir. Bu sekilde non-enzimatik glikasyonun
(NEG) artmasi ile olusan AGE molekiilleri, diyabet hastaliginin kronik komplikasyonlarinin
olugmasinda ciddi rol istlenmektedir (Ostenson, 2001; Lipinski, 2001; Alper, 2002;
Memisliogullari, 2003b).

1.8. Antioksidan Mekanizmalar

Antioksidanlar, oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelerdir. Saglikli bireylerin
biyolojik sistemlerinde, serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda bir denge vardir.
DM’de ise bu denge serbest radikallerin lehine bozulmus ve bu bozulma diyabet hastaliginin
cesitli komplikasyonlarina neden olmustur (Memislioglu, 2003; Memislioglu, 2004).
Antioksidan mekanizmalar1 daha aktif bir hale getirmenin ya da antioksidanlarin aleyhine
bozulan bu dengeyi antioksidanlarin lehine doniistiirmenin, diyabetin komplikasyonlariyla
basa cikma konusunda Onemli olabilecegi bildirilmistir. 4 degisik mekanizmayla
antioksidanlar oksidanlar1 etkisiz hale getirir (Young, 2001; S6zmen, 2002; Taysi, 2002a;
Taysi, 2002b; Memislioglu, 2003).

1. Temizleme (Scavenging) Etkisi: Enzimler tarafindan oksidanlarin zayif molekiillere
cevrilerek etkisiz hale dontistiiriilmesidir.
2. Baskilama (Quencher) Etkisi: Flavonoidler ve vitaminler tarafindan oksidanlara bir

hidrojen tasiyarak etkisiz hale getirme seklidir.
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3. Onarma etkisi: Reaktif oksijen bilesiklerinin veya reaktif nitrojen tiirlerinin protein,
DNA veya lipitlerde meydana getirdigi biyolojik zararlarin engellenmesine dayanan
mekanizmadir.

4. Zincir koparma Etkisi: E vitamini, hemoglobin ve seruloplazmin tarafindan oksidanlarin
baglanmasiyla islevlerini yapmalarinin engellenmesine dayanan mekanizmadir. Antioksidan
mekanizmalar asagidaki basliklar seklinde siniflandirilirlar (Memislioglu, 2005; Alarkon ve
Denicola, 2013; ve Pop, 2015; Ighodaro ve Akinloye, 2017; Aslankog vd., 2019; Canbolat,
2020).

Antioksidanlar endojen ve eksojen olarak 2 smifta gruplandirilmistir. Endojen
antioksidanlar da kendi arasinda enzimatik ve nonenzimatik (enzimatik olmayan) olarak
2’ye ayrilirlar. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-
transferaz (GST), mitokondriyal sitokrom oksidaz ve glutatyon rediiktaz, katalaz (CAT)
enzimatik antioksidanlara 6rnek verilebilir. Nonenzimatik molekiillere de seruloplazmin,
melatonin, sistein, transferrin, glutatyon (GSH), bilirubin, laktoferrin ve albimin 6rnek
verilebilir. Eksojen antioksidanlar ise fenolik bilesikler, vitaminler, karotenoidler olarak

bilinir (Aydemir ve Sar1, 2009; Bouayed ve Bohn, 2010; Sezer ve Keskin, 2014).

1.8.1. Endojen Antioksidanlar
1.8.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit (O2) serbest radikaline ve reaktif oksjen
tiirlerine kars1 en 6nemli antioksidan mekanizmalardan biridir ve bir O2" serbest radikalinin
O2 bilesigine yiikseltgenmesini ve baska O2" serbest radikalinin de daha diisiik reaktif olan
H202’ye indirgenmesini katalizleyen endojen bir antioksidandir (Ma vd., 2017; Aslankog
vd., 2019).

O+ O+ 2H*—S0D 5 O, + Hy0; (1.5)

1.8.1.2. Katalaz (CAT)

Bir tetramer olan ve dort polipeptit zincirinden olugmus katalaz enzimi, yapisinda hem
grubunu ve NADPH bulundurur. H2O2’nin su ve oksijene doniismesini iki asama ile CAT
enzimi katalizler (Sen ve Chakraborty, 2011; Canbolat, 2020).
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2H202 CAT »2 H20 + O2 (1.6)

1.8.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren bir enzim olan glutatyon rediiktaz enzimi,
NADPH’taki elektronunun birini okside olmus glutatyonun disiilfid bagina aktararak
Glutatyon’a (GSH) doniismesini saglar. Bu olayin gerceklesmesi, NADPH serbest radikal
hasarmin engellemesi amaciyla 6nemlidir. NADPH’1n en 6nemli kaynaginin pentoz fosfat
yolu oldugu bildirilmektedir (Memislioglu, 2005; Karabulut ve Giilay, 2016b; Canbolat,
2020).

2GSSG + NADPH + H*—SR__ 2 GSH + NADP* x.7

1.8.1.4. Glutatyon (GSH)

Glutamin, glisin ve sistein gibi amino asitlerden meydana gelen ve suda ¢ozilinen bir
tripeptit olan Glutatyon’un (GSH) tiyol grubu ¢ok gii¢lii indirgeyici bir ajandir. GSH 6nemli
bir antioksidan olmakla birlikte, bir¢ok elektrofilik molekiiliin ve peroksitlerin, glutatyon
peroksidazlart (GPx) ve glutatyon S-transferazlari (GST) tarafindan Kkatalizlenerek
detoksifikasyonunda rol oynamaktadir (Canbolat, 2020). Sentezi iki asamadan meydana
gelen GSH, ilk asamada glutamin-sistein ligaz’in (GCL), glutamini ve sisteini baglayarak y-
glutamilsisteini olusturur. Ikinci asamada da glutatyon sentetaz (GSS) enzimi, y-
glutamilsisteinine glisin amino asidinin baglanmasin saglayarak GSH bilesigini meydana

getirir (Giilay ve Karabulut, 2016b).

Glutamin + Sistein GCL__ , y-glutamilsistein (1.8)
y-glutamilsistein + Glisin GSS | GSH (Glutatyon) (1.9)
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1.8.1.5. Melatonin

Genellikle, N-asetil-5-metoksi triptamin olarak bilinen melatonin, pineal bezden
salgilanan ve salgilanmasinin karanlikta artis gosterdigi bildirilen bir hormondur. Melatonin,
giiclii bir antioksidan 6zellik tagimakla birlikte, bagisikligin giiclenmesi, hiicre yenilenmesi,
viicut 1s1sinin ve uyku ritminin diizenlenmesini saglayan énemli bir hormondur. (Atasoy,
2019). Melatonin, Oz ve -OH radikallerini tutarak antioksidan etkisini gostermektedir

(Aydemir ve Sar1, 2009).

1.8.1.6. Seruloplazmin

Ferro demirinin (Fe*?), ferri demirine (Fe*®) yiikseltgenmesiyle fenton reaksiyonunun

ve hidroksil radikalinin olugmasini engelleyen antioksidanlar, seruplazminler olarak bilinir

(Aydemir ve Sar1, 2009).

1.8.2. Eksojen Antioksidanlar
1.8.2.1. Vitaminler

Eksojen kaynakli antioksidanlar, E vitamini (a-Tokoferol), A vitamini (-karoten), B9
vitamini (folik asit) ve C vitaminidir (askorbik asit). Karotenoidlerin i¢inde yagda ¢6ziinen
gruplarin iiyesi olarak kabul edilirken, A vitaminine doniisebildigi i¢in provitamin olarak da
tanimlanan B-karoten provitamini, yiiksek antioksidan 6zellik gosterir. Yagda ¢oziinen ve
yine yliksek antioksidan kapasitesine sahip bagka bir vitamin de a-Tokoferol’diir ve ana
gorevi lipit peroksidasyonu olusumuna karst hiicreyi korumaktir. Askorbik asit ise, suda
¢ozlinebilen bir vitamin tiirii olup, singlet oksijen, hidroperoksil, hipoklordéz asit,
peroksinitrit, ozon, siiperoksit ve nitrojen dioksit gibi reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini
rahatlikla temizler ve bu nedenle oksidatif hasara kars1 etkili bir vitamindir (Karabulut ve

Gilay, 2016b).

1.8.2.2. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler, polifenoller olarak bilinmekle beraber, bitkilerin normal biiyiime
evrelerinde sentezlenen sekonder (ikincil) metabolitlerdir. Birgok yap1 ve islevi olan bu
bilesikler zayif asidik yapiya sahiptir. Polifenoller, aromatik halkaya baglamis bir veya
birden ¢ok -OH grubu igerirler (Canbolat, 2020). Bitkilerdeki bu bilesikler fenolik asitler ve

flavonoidler olmak iizere ikiye ayrilirlar (Yilmaz, 2010). Insanlarin viicutlarinda
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sentezleyemedikleri, tibbi olarak degerli bazi bitkiler ile besinlerde bulunan ve sekonder
(ikincil) metabolitlerin en yaygin gruplarindan biri olan fenolik bilesiklerin icerisinde;
lignin, kumarinler, flavonoller, flavanoller, tanninler ve antosiyaninler gibi Onemli
molekiiller bulunmaktadir. Bitkilerin i¢erdigi en basit fenolik bilesen olarak bilinen fenolik
asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asit olarak iki alt gruba ayrilirlar.
Polifenollerin yapilari, metal selatlama ve radikal siiplirme 6zelliklerinin meydana
gelmesinde Onemli role sahiptir. Polifenollerin antioksidan 6&zellikleri, igerdikleri
fonksiyonel gruplara bagli olan -OH gruplarinin sayis1 ve pozisyonuna bagli olarak
degisebilmektedir (Meral vd., 2012). Kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklarin
basta gelen sebepleri olan ROS’lar ve RNS’lerdir. Bu molekiillere karsi giiclii antioksidan
ozellik gosteren fenolik bilesikler, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi rahatsizliklar

icin ¢ok 6nemli bilesiklerdir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Canbolat, 2020).

1.8.2.3.Dogal Uriinler

Biyoloji, tip ve kimya alanlarinda ¢ok fazla 6éneme sahip olan dogal {iriinler, paha
bigilemez ilham kaynaklari1 olarak nitelendirilmektedir. Bu dogal iiriinler birgok kimyasal
yaptya sahip olmakla birlikte bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir
(Li ve Lou, 2017). Bitkilerden elde edilen tibbi olarak degeri olan bu dogal iiriinlerin
kesfedilerek ilk olarak tibbi amaglarla kullanilmasi ¢ok eski zamanlara dayanmakta ve bu
bitkilerin tedavi i¢in kullanildigini bildiren ilk yazili niishanin M.O. 3000°1i y1llarda yasayan
Asur ve Siimer uygarliklarina ait oldugu belirtilmistir. Bugiin de bitkilerden elde edilen
ilaclar geleneksel tibbin énemli bir kismin1 meydana getirmektedir. insanlarin geleneksel
olarak ytlizyillardir kullandiklar: ilaglarin %80’inin bitkisel kaynakli oldugu bilinmektedir.
WHO, diinya niifusunun hemen hemen %65-80’inin bitkisel {iriinleri tedavi amaclh
kullandigini belirtmistir. Tibbi degeri olan bu bitkilerinin kullanilmasinin temel sebebi genel
olarak fitokimyasal igerikleri ile ilgilidir. Bu fitokimyasallar arsinda en 6nemli olanlari,
flavonoidler, fenolik bilesikler, tanenler ve alkaloidlerdir (Arunkumar ve Muthuselvam,
2009; Padmavathi, 2013). Bitkilerin sekonder metaboliti fenolik bilesikler olup birgok bitki
antidiyabetik, anti-enflamatuar, antimikrobiyal, antioksidan, kardiyoprotektif, anti-aging,
antikanser vb. tibbi 6zellikler gdsterebilir. Bu nedenle, polifenoller ya da fenolik bilesik
iceren dogal f{irtinler diyabet, kanser, yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
norodejeneratif hastaliklar gibi oksidatif stresten kaynaklanan hastaliklarin 6nlenmesinde ve

tedavi edilmesinde 6nemli potansiyel ajanlar olarak kabul edilmektedir (Pandey ve Rivzi,
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2009; Li vd., 2014). Son yillar igerisinde yapilan bir¢ok arastirmada tibbi degeri olan
bitkilerle calisilarak bu bitkilerden elde ettikleri oOziitlerin igerdigi mineraller ve
metabolitlerle birlikte antioksidan poytansiyeli olan sekonder metabolitlerin de 6nemi
bildirilmistir. (Basbulbul vd., 2008; Majid vd., 2014). Tiirkiye, topografik yapis1 ve ¢esitli
iklim ozellikleri nedeniyle 3 floristik alana sahiptir ve bu bdlgelere sahip olmasi
biyogesitliligin zenginligi agisindan 6nemli bir iilke konumuna yerlesmesini saglamistir
(Eminagaoglu vd., 2014; Yazici, 2018). Tirkiye’deki biyogesitlilik i¢inde genellikle
tilkemizin Karadeniz Bolgesi’nde yerlesim gosteren Rhododendron caucasicum ve

Rhododendron luteum cinsleri de yer almaktadir.

1.9. Rhododendron

Son yillarda yapilan arastirmalarda, 6zellikle tibbi olarak 6nem arz eden bitkilerden
elde edilen ekstraktlarin igerdigi mineral ve metabolitlerin yaninda sekonder
metabolitlerinin de antioksidan aktivitelerinin 6nemi vurgulanmistir. Dogadaki bir¢ok bitki
tiirlinlin, tedavi edici bilesenler icerdigi cok sayida calismada belirtilmistir. Bu bitkiler
arasinda 6nemli yeri olan ailelerden biri ise Ericaceae familyasidir ve bu familyanin 1200’iin
tizerinde tlirlintin bulundugu bir¢ok calismada bildirilmistir (Avci, 2004). Orman giilii olarak
bilinen Rhododendron, Ericaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir. Rhododendron
bitkisinin, 8 farkli alt cinsi ve bu cinsin de 850’den fazla alt tiirii oldugu bildirilmistir
(Ofluoglu, 2015). Rhododendron cinsi tilkemizde 5 tiir, 4 melez tiir ve 1 form ile olarak
bulunmaktadir. Bu tiirler Rhododendron ponticum, Rhododendron luteum, Rhododendron
caucasium, Rhododendron smirnovii, Rhododendron ungernii’dir. Asya da ise
Rhododendron tomentosum’u diger bitkilerle birlikte geleneksel torenlerde ve psikoaktif
tiitsti olarak kullanilmaktadir. Nepal’de ise Rhododendron anthopogon ve Rhododendron
campanulatum ¢igekleri farkli agr1 tiirlerinin tedavisinde kullanilirken, Rhododendron
lepidotum kani temizlemek amaciyla kullanilmis ve aymi zamanda baska bitkiler ile
karigtirthp soguk alginligr ile miicadele etmek amaci ile de kullanilmigtir Rhododendron
caucasicum tiiriniin yaprak st yiizeyindeki hiicreler ya koseli yapida ya da
dikdortgenimsidir.Cin halk tedavisinde Rhodondendron tiirleri eklem iltihaplari, astim ve
akut-kronik brongit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kore’de ise
Rhododendron brachycarpum geleneksel tipta hipertansiyon, nevralji ve kisirlik tedavisinde
kullanilmaktadir. Rhodondendron aureum yapraklar1t Kore ve Rusya’da romatoid artrit,

diyare ve kusma tedavisinde kullanilmaktadir. Tiirk geleneksel tedavisinde ise
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Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum’un inflamasyon, romatizma agrilari ve
mantar enfeksiyonlarina karsi kullanildigi bildirilmektedir. Tibet de ise Rhododendron
anthopogon ve Rhododendron anthopogonoides tiirlerinin ¢i¢ek ve yapraklari inflamasyon,
genel viicut zayifligi, akciger ve cilt bozukluklarimi tedavi etmek icin kullanildigi
bildirilmistir. Hakkinda yeterince ¢calisma bulunmamakla beraber Fandakli ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢aligma sonucunda antimikrobiyal etki sergiledigi bildirilmistir (Yigit, 2003;
Avci, 2004; Ofluoglu, 2015; Fandakli vd., 2019). Rhododendron tiirlerinin bazilarinin
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, antidiyabetik, analjezik, immiinomodiilator,
hepatoprotektif ve sitotoksik etkileri dnceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Popescu ve Kopp,
2013; Demir vd. 2016). Fundagiller (Ericaceae) familyasindan orman giillerinin bir tiirii olan
Kafkas orman giilii olarak bilinen Rhododendron caucasicum, kisin yapraklari dokiilmeyen
ve genellikle 50-100 cmye kadar uzayan ¢ali formunda bir bitki tiiridiir. Yapraklariin st
dokusu koyu yesil ve parlak, alt yiizeyleri beyaz, kirli sar1 ya da agik kahverengi renklerde
sik tiiylerle kaplidir. Yapraklarinin eni ortama 3-6 cm, boyu ortalama 7-10 cm araligindadir.
Caplar1 yaklasik 3-4 cm araliginda degisen c¢icekleri, siirgiinlerinin u¢ kisminda tek tek ya
da salkim seklinde bulunur. Cicek kurullarinda ortalama 8- 10/12 adet ¢i¢ek bulundurur.
Mayis ayinin sonu ile haziran ayinin baslarinda agmaya baslayan ¢igekleri, can ya da huni
seklinde, beyaz, hafif pembemsi, sarimsi, ya da soluk krem renktedir. Cigek ve yapraklarinda
zehirli bilesenler bulundurmasi sebebiyle, hayvanlar tarafindan tiiketilmez ayni1 zamanda
yaban hayvanlarinin hareketleri ile toprakta meydana getirdikleri uygun ¢imlenme ortami
sayesinde de yayilmasi kolaylasir (Giinal ve Y1lmaz, 2016). Rhododendron tiirleri iilkemizde
Ozellikle Dogu Karadeniz yoresinde dogal olarak yetismektedir. Rhododendron luteum
dallar1 sik ve ¢ali formunda kisin yapraklari dokiilen sar1 renkli cicekleri olan 4 metre
boyunda bir bitki tiiriidiir. Bu tiiriin Tiirkiye’de yetisme alanlar1 Bati, Orta ve Dogu
Karadeniz bolgeleridir. Yaprak ve ¢igeklerinden dolayr siis bitkisi olarak da
kullanilmaktadir. Halk arasinda da egri ¢icegi, ¢ifin, zifin, sar1 agu olarak da bilinen
Rhododendron luteum da agri kesici ilag olarak, idrar soktiiriici ve romatizma agrilarini
gidermek icin kullanilmaktadir. Rhododendron luteum bitkisinin geng¢ yapraklarinin
asetilkolinesteraz  inhibisyonu,  anti-protozoal  aktiviteleri,  anti-bakteriyel  ve
asetilkolinesteraz inhibisyonu daha dnce yapilan ¢alismalara konu olmustur (Tasdemir vd.,
2004). Demir ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Rhododendron luteum ¢igeklerinden elde
edilen dimetil stilfoksitli ekstraktin normal insan fibroblast hiicrelerine gore 6zellikle insan

karaciger ve kolon hiicre serileri iizerinde segici sitotoksik etki gosterdigini ortaya
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konmustur (Demir vd., 2016). Ulkemizde dogada kendiliginden yetisen Rhododendron
caucasicum bitkisinin metanol ekstraktinin ise Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus bakterilerine karsi antimikrobiyal etki
gosterdigi tespit edilmistir (Fandakli, vd., 2019).

Tablo 1. 2. Rhododendron cinsinin sistematigi (Aktas, 2016).

Alem Plantae

Boliim Spermatophyta
Alt boliim Angiospermae
Siif Magnoliopsida
Alt sitmf Dilleniidae
Takim Ericales

Aile Ericaceae

Cins Rhododendron L.

1.9.1 Rhododendron luteum

Rhododendron luteum sar1 ¢igekli bir bitki olup, boyu yaklasik olarak 4 metreye
cikabilen ve yaprak doken ¢ali formundadir. Halk dilinde sar1 agu, zifin, ¢ifin ve egrigicegi
olarak isimlendirilmistir. Sonbaharda sar1 yapraklar1 kirmizi renge doniisiir ve ¢igeklerinin
dikkat ¢ekiciligi ve giizelligi sebebiyle Rhododendron luteum park ve bahgelerde siis bitkisi
olarak kullanilmaktadir (Sentiirk, 2010; Sirali ve Cinbirtoglu, 2018; Canbolat, 2020).

Demir ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Rhododendron luteum yapraklarinin
insan kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada ekstraktin
kuvvetli antioksidan ozelliklere sahip oldugu ve normal fibroblast hiicrelerine kiyasla
ozellikle kolon ve karaciger kanser hiicrelerine karsi segici sitotoksisite sergiledigi
belirtilmistir (Demir vd., 2018). Rhododendron luteum 'un metanol ve su ekstraktlarinin
yiiksek flavonoid ve fenolik iceriklere sahip oldugu ve antioksidan aktivite 6zelliklerinin
oldugu tespit edilmistir. Rhododendron luteum’un etil asetat ve metanol ekstraktlarinin
asetilkolinesteraz, biitilkolinesteraz, a-glukosidaz ve tirozinazi inhibe ettigi belirtilmistir
(Mahomoodally vd., 2020). Ulkemizde dogada kendiliginden yetisen Rhododendron luteum
bitkisinin gii¢lii antioksidan ve antikanser etkisi gosterdigi bildirilmistir (Demir vd., 2016;
Fandakli vd.,2019; Demir vd., 2018).
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Sekil 1.6. Rhododendron luteum (URL 1).

Ulkemizde Rhododendron luteumun Sinop, Canakkale, Kastamonu, Balikesir,
Giresun, Samsun, Giimiishane, Trabzon, Ordu ve Rize illerinde deniz seviyesinden 110 ile
2230 m ylikseklikleri arasinda dogal yayilis gosterdigi bildirilmis olup bu alanlar Sekil
1.10°da Tirkiye haritasinda belirtilmistir (URL-1, Merev ve Yavuz, 2000; Sentiirk, 2010;
Popescu ve Kopp, 2013; Sirali ve Cinbirtoglu, 2018).
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Sekil 1.7. Rhododendron luteum 'un Tiirkiye’deki yayilis bolgeleri (Canbolat, 2020).
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1.9.2. Rhododendron caucasicum

Kafkas orman gilii (Rhododendron caucasicum), Tiirkiye dogal bitki Ortiisiini
olusturan tiirler icinde smirl bir cografi yayilisa sahiptir. Genel olarak yesil, beyaz, krem
renkli ¢icekli, genellikle 50-100 cmye kadar boylanabilen bir ¢ali olan Rhododendron
caucasicum, Kargal Daginda 2000 m’nin tizerindeki seviyelerde yetisme ortami bulur. En
1yi gelisme gosterdigi yerler kuzeybati, kuzey, kuzeydoguya bakan, yagis agisindan elverisli,
2300-2600 m arasindaki seviyelerdir. Nem orani yiiksek, organik madde bakimindan zengin,
asit topraklarin yer aldig1 bu sahalarda Rhododendron caucasicum tepeleri, yamaclari ve
vadi i¢lerini kaplar. Kafkas orman giilii, bu alanlar disinda, elverisli yetisme ortami buldugu
yerlerde, kiicilik topluluklar veya kiimeler ya da tek calilar halinde 3150 m’ye kadar yiikselir
(Gtinal, vd., 2016).

Sekil 1.8. Rhododendron caucasicum (URL-2).

Rhododendron luteum bitkisinin geng yapraklarinin ve Rhododendron ponticum
L.'nin saplarinin, asetilkolinesteraz inhibisyonu, anti-protozoal aktiviteleri, anti-bakteriyel
ve asetilkolinesteraz inhibisyonu daha 6nce yapilan ¢alismalara konu olmustur (Tasdemir
vd., 2004; Alan vd., 2010). Bununla birlikte, Rhododendron caucasicum L. i¢in boyle bir
bulgu yoktur.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Giris

2.1.1. Kullanilan Cihaz, Alet, Malzemeler

Deney asamasinda laboratuvarda kullanilan cihaz alet ve malzemeler tablo 2.1 de

belirtilmistir.

Tablo 2. 1. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

KULLANILAN CIHAZ, ALET VE MALZEMELER MARKA/MODEL
Buzdolab1 Beko

Degirmen IKA A10 Basic
Hassas Terazi Shimadzu

Etliv Memmert
Calkalayic1 Inkiibator Shel Lab

Vorteks Heidolph

Santrifiij Allegra X-30R
pH-metre Hanna Instruments

Mikropleyt okuyucu

Thermo Scientific

Manyetik karistirict

IKA RH Basic 2

96 kuyucuklu mikropleyt

Lp Italiana Spa

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler Ependorf
Ependorf tiip ISO Lab
15 mL ve 50 mL’lik steril falkon tiipleri ISO Lab
Cam malzemeler (beher, erlen, balon joje) ISO Lab



https://www.labor.com.tr/SHIMADZU,LA_1168-3.html

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Deney agamasinda laboratuvarda kullanilan kimyasal malzemeler tablo 2.2 de

belirtilmistir.

Tablo 2.2. Kullanilan Kimyasallar

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Satin Alinan Firma

Akarboz

Sigma Aldrich PHR1253

Alfa-amilaz

Sigma Aldrich A3176

Alfa-glukosidaz

Sigma Aldrich G5003-100UN

Demir (IIT) klortir

Merck 157740

2,2-Difenil-1-pikril hidrazil (DPPH)

Sigma Aldrich D9132

Etanol

Sigma Aldrich 32205

Folin-Ciocalteu reaktifi

Merck 1.09001.0100

Fosfat tampon Sigma Aldrich P4417
Gallik asit Sigma Aldrich G7384
HCI Sigma Aldrich

Iyot Merck 2314424
Potasyum asetat (KCHsCOOQ) Merck 2048222
Kuersetin Merck 1592409
PNPG (4-nitrofenil 3-d-glukuronid) Sigma Aldrich N1377
Potasyum ferrisiyanat [K3Fe (CN)6] Merck 244023
Potasyum iyodid (K1) Sigma Alrich
Trikloroasetik Asit (TCA) Sigma Alrich T48885
Troloks Sigma Aldrich
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2.2. Metod

METOD

a- amilaz inhibisyonu == a- glukozidaz inhibisyonu
T ‘ o
— “un crs potymeny
\ R N

000000000000 semmmp OO0 (0 O
Asdax Mabomer Makor - Ghkor '
Toplam Flavanoid igerik Tayini Bitkisel Ekstraksiﬁ Toplam Polifenol igerik Tayini

DPPH (Radikal Siipiiriicii Aktivite) Fe*? indirgeyici Giig Tayini

Sekil 10.Calismada kullanilacak yontemlerin semasi

2.2.1. Bitkilerinin Ekstraksiyonu

Dogu Karadeniz bolgesinden toplanan Rhododendron luteum ve Rhododendron
caucasicum bitkilerinin yaprak ve ¢icekleri birkag defa destile su ile yikandi. Karanlikta bir
yerde ve oda sicakliginda kurutulan bitkiler bilyali degirmen yardimiyla toz haline getirildi.
Hassas terazide 0,5 gram tartilip 50 m1’lik dort ayri falkon tiipline aktarildi. Her bir falkon
tiiptine 20 ml saf haldeki etanol ilave edilerek ¢oziicii ile muamele edilmis bitki 6rnekleri
vortekslendi ve ¢alkalayici inkiibatdrde 50 °C’de 150 rpm’de 24 saat siireyle ¢oziinmesi i¢in
siirekli calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi drnekler 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve slipernatant kisimlari filtre kagidi ile siiziildii (Demir vd., 2016). Santrifiij
sonrasi bitki ekstraktlar1 siizge¢ kagidi yardimiyla siiziildii. Siiziilen bitki ekstraktlar
balonlara konularak evaporatorde c¢oziiciileri uguruldu. Coziiciiler ugurulduktan sonra
balonlara 3’er mL etanol eklenerek balondaki ekstraktlar ¢ozdiiriildii. Coziilen ekstraktlar
etiketlenen ependorflara paylastirilarak agzi agik bir sekilde 37 °C’ de inkiibe edildi.
Coziictileri ugurulduktan sonra antioksidan ve antidiyabetik aktivite tayini ¢alismalarinda
kullanilmak iizere buzdolabinda 20 °C’ de, karanlikta saklandi (Mammadov vd., 2011;
Rakhimzhanova vd.,2018; Arslan, 2019). Deney asamasinda ekstraktlar su ile ¢oziilerek

deneylere baglandi.
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Sekil 11. Bitki ekstraktlarinin hazirlanis asamasi

2.2.2. Bitkilerinin Antioksidan Iceriklerinin Belirlenmesi
2.2.2.1. Ekstraktlarda Toplam Polifenol icerik Tayini

Bitki ekstrakti ve standartlar 12,5 pl alinip tizerine 1:10 Folin-Ciocalteu reaktifinden
62,5 pl ve 125 pl %20°1ik Na2COs eklenerek karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi. Standart olarak gallik asitten 0,001 g tartild1 ve 1000 pL etanolde ¢6ziilmesi saglandi.
Elde edilen 1000pg/mL’lik stoktan 400, 100, 50, 25, 12.5, 6.5 ve 3.25 ng/mL’lik gallik asit
standartlar1 elde edildi. Standartlar ve 6rnek 3 tekrarli olarak ¢alisildi (Slinkard ve Singleton,
1977; Arslan, 2019).

Polifenolik igerik

0,9
0,8 R2=1..0
07

0,6

0,5

0,4 @
[

0,2 o

o
ot
.

0,1 )

Absorbans

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Gallik asit konsantrasyonu pg/ml

Sekil 2.3. Toplam polifenol igerik tayininin gallik asit standart grafigi
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2.2.2.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Bitki ekstraktlar1 ve standart 125 pL alinarak {izerlerine 125 pLL DPPH radikali
eklendi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.517 nm’de mikroplate okuyucuda absorbans
olgiildii. Standart olarak troloks 0.001 g tartildi ve 1000 pL etanolde ¢6ziilmesi saglandi.
Elde edilen 1000 pg/mL’lik stoktan 9, 5, 2,5, 1,25 ve 0,625 pg/mL’lik troloks standartlar
elde edildi. Standartlar ve Ornek 3 tekrarli olarak calisildi. Ekstraktlarin DPPH radikal
stipiirme kapasitesi %50’sini siipiiren konsantrasyon (EC50) olarak belirlendi (Arslan,

2019).

DPPH

R?=0,9997..@

% inhibisyon
= N w ay
o o o o

o
[ ]

0 2 4 6 8 10
Troloks pg/ml

Sekil 2.4. DPPH radikal siipiiriicli aktivite tayini, troloks standart grafigi

2.2.2.3. Ekstraktlarda Toplam Flavonoid i¢erik Tayini

Bitki ekstrakti ve standartlardan 20°ser pul alind1 ve iizerlerine 172’ser pl %80’°lik
etanol ilave edildi. Ardindan hazirlanmis olan %10’luk Al (NOs3)z ve 1M KCH3zCOO
cozeltilerinden 4’er pL karigimlara ilave edildi ve oda sicakliginda karanlikta 40 dk
inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyon sonrasi 415 nm’de mikropleyt okuyucu
spektrofotometrede absorbans 6l¢iildii.

Standart olarak kuersetin 0.01 g tartildi1 ve 802 uL saf etanol ile ¢oziilmesi saglandi
toplam hacim saf su ile 1000 pL’ye tamamlandi. Elde edilen 10.000 pg/mL’lik stoktan 50,
25, 12.5, 6.5, 3.25 ve 1.5625 pg/mL’lik kuersetin standartlar1 elde edildi. Standartlar ve
ornek 3 tekrarli olarak c¢alisildi ((Moreno vd., 2000; Arslan, 2019).
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Flavanoid I¢erik
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Sekil 2.5. Toplam Flavonoid I¢erik tayininin kuersetin standart grafigi

2.2.2.4. Ekstraktlarda Demir (Fe*3) indirgeyici Gii¢c Tayini (FRAP)

Bitki ekstraktlarindan 40’ar pl alinip, 100 pl 0.2 M fosfat tamponu (pH:6.6) ve100 pl

potasyum ferrisiyanat ile karistirilip, 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi, karisimin iizerine
%10’luk 100 pl trikloroasetik asit ilave edilerek ve karisim 3000 g’de 10 dakika
santrifiijlendi. Stipernatanttan 100 pl alinarak 96 kuyucuklu mikropleyte aktarildi ve 100 pl
izerine distile su ve 20 pl demir (IIT) kloriir ilave edildi. Son karisim oda sicakliginda,
karanlikta 5 dakika inkiibe edildikten sonra 700 nm’de mikropleyt okuyucuda absorbans
Olctimii gergeklestirildi.
Bu metotta standart antioksidan bilesik olarak troloks 0.001 g tartildi ve 1000 pL etanolde
¢oziilmesi saglandi. Elde edilen 1000 pg/mL’lik stoktan 125, 62,5, 31,25, 15,625, 7,813,
3,906, 1,953, 0,977 ug/ml konsantrasyonunda troloks standartlar hazirlandi. Standartlar ve
ornek 3 tekrarli olarak caligildi (Oyaizu, 1986; Arslan, 2019).
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Sekil 2.6. Demir Indirgeyici Gii¢ Tayininin Troloks Standart Grafigi

2.2.3. Antidiyabetik Etkinin Incelenmesi
2.2.3.1. Alfa-amilaz Inhibisyon Aktivitesi

Bu test alfa-amilazin akarboz tarafindan inhibe edilmesi esasina dayanir. a-Amilaz
inhibitor aktivitesi Caraway-Somogyi iyodin/ potasyum iyodid (IKI) yontemi kullanilarak
uygulanmistir. Ornek ¢ozeltileri (25 pL) o-amilaz ¢ozeltisi ile (50 pL) fosfat tamponunda
(pH 6.9, 6 mM sodyum kloriir) 96 kuyucuklu mikroplaka i¢inde karistirilmistir. Karigim 15
dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. On inkiibasyondan sonra reaksiyon nisasta ¢ozeltisi (50
nL, %0.01,1:3) eklendiginde baslatilmistir. Benzer sekilde enzim igermeyen kor ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Reaksiyon karigimi 15 dakika 37°C’de inkiibe edilmis ve reaksiyon HCI (50
uL, 1 M) eklendiginde durdurulmustur. Bunu takiben iyodin-potasyum iyodid ¢ozeltisi (100
pL,1:5) eklenmistir. Ornek ve kor absorbanslart 660 nm’de okunmustur. Alfa-Amilaz
inhibitér aktivitesi sonuglari akarboz esdegeri olarak verilmistir (Cakmak, 2017,

Mahomoodally, 2020).

inhibisyon (%) = [(A1- A2) / A1] x100 (2.1

Al: ekstrakt/akarbozun kullanilmadan enzimatik reaksiyon sonucu elde edilen

karigimin indirgen seker miktari, A2: ekstrakt/akarboz kullanildiginda enzimatik reaksiyon
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sonucu elde edilen karigimin indirgen seker miktaridir. Ekstraktlarin inhibisyon kapasitesi

enzim aktivitesinin %50’sini inhibe eden konsantrasyon (ICsp) olarak belirlendi.

Alfa-amilaz enzim inhibisyonu
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Sekil 2.7. Alfa -amilaz enzim inhibisyonu
2.2.3.2. Alfa-glukosidaz inhibisyon Aktivitesi

Bu test alfa glukosidazin akarboz tarafindan inhibe edilmesi esasina dayanir. Akarboz
405 nm’de maksimum absorbans olusturur. Artan absorbans degeri ortamdaki inhibitor
madde varliginin gostergesidir. Alfa-glukosidaz inhibit6r aktivitesi Palanisamy vd.,’nin
yontemine gore uygulanmistir. 96 kuyucuklu mikroplaka ig¢inde 6rnek cozeltisi (25 pL)
tizerine a-glukosidaz ¢6zeltisi (20 uL,1:5) eklendi. Karisim 10 dakika 37°C’de inkiibe edildi
tizerine 50 uL PNPG (4-Nitrofenil B-D-glukuronid) ¢ozeltisi eklendi 30 dakika 37°C’de
inkiibe edilmistir. Benzer sekilde enzim igermeyen bir kor hazirlanmistir. Reaksiyon sodyum
karbonat (50 pL, 0.2 M) eklendiginde durdurulmustur. Ornek ve kor absorbanslari 400
nm’de okunmustur. o-Glukosidaz inhibitor aktivitesi akarboz esdegeri olarak verilmistir.
a-glukosidaz inhibitor aktivitesi sonuglari akarboz esdegeri olarak verilmistir (Cakmak,

2017).
inhibisyon (%) = [(Al- A2) / A1] x100 (2.2.)

Al: ekstrakt/akarbozun kullanilmadan enzimatik reaksiyon sonucu elde edilen karigimin

indirgen seker miktari, A2: ekstrakt/akarboz kullanildiginda enzimatik reaksiyon sonucu
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elde edilen karisimin indirgen seker miktaridir. Ekstraktlarin inhibisyon kapasitesi enzim

aktivitesinin %50’sini inhibe eden konsantrasyon (1Cso) olarak belirlendi.

Alfa-glukosidaz enzim inhibisyonu

R*=0,9908.-®
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Sekil 2.8. Alfa -glukosidaz enzim inhibisyonu

2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz yapilarak tiim sonuglarin aritmetik ortalamasi ve standart sapmalari
verildi. p degerleri One way ANOVA testine, grup i¢i degerlendirmeler ise Tukey testine
gore verildi. SPSS 25.0 paket programi kullanilarak analizler yapildi.
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3.BULGULAR
3.1. Antioksidan Aktivite Analiz Sonuglar:

Antioksidan analizleri ile ilgili yapilan deney sonuglar1 Sekil 3.1°de, 3.2°de, 3.3’te ve

3.4’te gosterilmistir.

Polifenolik igerik

500
439,42+2,16 @
450

400
350
300 262,382,392
250
200 113,65£1,06
150 109,08+1,05
100
: B B
0

R.caucasicum R.luteum yaprak R.luteum gicek  R.caucasicum gigek
yaprak

mg GAE/g

Sekil 3.1. Toplam polifenolik i¢erik analiz sonuglari

Degerler aritmetik ortalama+standart sapma olarak verildi.
Rhododendron luteum ¢igek grubu ile karsilagtirilarak # p<0.001 anlamli kabul edildi.

Toplam polifenol igerik: R. luteum ¢icek ile R. caucasicum yaprak ve R. luteum yaprak

p=0.00, R. caucasicum gigek p=0,331



FRAP

382,71+3,17 @
354,733,752

2 200 157,673,532
150 112,76+2,86

R.caucasicum R.luteum yaprak R.luteum gigek  R.caucasicum gigek
yaprak

Sekil 3.2. Demir indirgeyici gii¢ tayini analiz sonuglari

Degerler aritmetik ortalamastandart sapma olarak verildi.
Rhododendron caucasicum gigek grubu ile karsilastirilarak # p<0.001 anlamli kabul edildi.
Demir indirgeyici antioksidan giic (FRAP): R. caucasicum gigek ile R. luteum yaprak, R.

luteum ¢icek, R. caucasicum yaprak p=0.00

Flavanoid igerik

12 11,25+0,0272
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Lu'j’ 8
+ a
v 6,42+0,11
o 6
S 4,600,055°
a 3,550,015
2 I
0
R.caucasicum R.luteum yaprak R.luteum gigek  R.caucasicum gigek
yaprak

Sekil 3.3. Toplam flavonoid igerik analiz sonuglari
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Degerler aritmetik ortalama=+standart sapma olarak verildi.
Rhododendron caucasicum yaprak grubu ile karsilastirilarak ® p<0.001 anlamli kabul edildi.

Toplam polifenol igerik: R. caucasicum yaprak ile R. luteum yaprak, R. luteum ¢igek, R.
caucasicum p=0.00

DPPH
100 90,0540,59
90
80
3 70 62,94£0,38 "
E 60
oh
= 50
& 40
8 30 26,480,852 P
20
7,64t0,19 b 9,16i0,55 b
10
" m W
standart R.caucasicum R.luteum R.luteum gicek R.caucasicum
yaprak yaprak cicek

Sekil 3.4. DPPH radikal siipiirme analizi EC50 degerleri

Degerler aritmetik ortalama+standart sapma olarak verildi

Standart grubu ile karsilastirilarak * p<0.001 anlamli kabul edildi. Ekstrakt gruplarinda da
elde edilen veriler I1Cso degeri en yiiksek olan olan gruba gore karsilastirilarak ® p<0.001
anlaml kabul edildi.

Troloks ile R. caucasicum yaprak p=0.363, R. luteum yaprak, R. luteum gicek, R. caucasicum
p=0.00

R. caucasicum ¢igek ile R. luteum yaprak, R. luteum ¢icek, R. caucasicum yaprak ve standart
p=0.00

3.2. Antidiyabetik Etki Analiz Sonuclari

Alfa-amilaz ve alfa-glukosidaz enzim inhibisyonu ile ilgili deney sonuglar sekil 3.5’te

ve sekil 3.6’da gosterilmistir.
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Alfa-amilaz enzim inhibisyonu
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Sekil 3.5. Alfa -amilaz enzim inhibisyonu ICso degerleri

Degerler aritmetik ortalamastandart sapma olarak verildi.

Standart grubu ile karsilastirilarak  p<0.001 anlamli kabul edildi. Ekstrakt gruplarinda da
elde edilen veriler ICso degeri en yiiksek olan olan gruba gore karsilastirilarak ® p<0.001
anlamli kabul edildi.

Akarboz ile R. caucasicum yaprak, R. luteum yaprak, R. caucasicum gigek p=0.00, R. luteum
cicek p=0.001

R. luteum yaprak ile R. caucasicum ¢igek, R. luteum gicek, R. caucasicum yaprak ve standart
p=0.00
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Alfa-glukosidaz enzim inhibisyonu
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Sekil 3.6. Alfa -glukosidaz enzim inhibisyonu ICso degerleri

Degerler aritmetik ortalamastandart sapma olarak verildi.

Standart grubu ile karsilastirilarak  p<0.001 anlamli kabul edildi. Ekstrakt gruplarinda da
elde edilen veriler I1Cso degeri en yiiksek olan olan gruba gore karsilastirilarak ® p<0.001
anlamli kabul edildi.

Akarboz ile R. caucasicum yaprak, R. luteum yaprak, R. luteum ¢igek p=0.00, R. caucasicum
cigek p=0.001

R. caucasicum ¢igek ile R. luteum yaprak, R. luteum ¢igek ve R. caucasicum yaprak p=0.00,
standart p=0,001
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4. TARTISMA

Diyabetes Mellitus, insiilin yetersizligi sonucunda ortaya ¢ikan, karbohidrat
metabolizmasi basta olmak {izere ayni zamanda yag ve protein metabolizmasinda da
bozuklukla devam eden bir metabolizma hastaligidir (Memislioglu, 2005). 2000 yilinda
diyabetle ilgili baslatilan ¢aligmalar sonucunda 2002 yili sonunda bu hastaliga yakalanan
insan sayisinin 200 milyon kisiyi gectigi tespit edilmis ve 2030 yilinda diinya genelinde 366
milyon insanin bu hastaliktan etkilenecegi Ongoriilmiistiir. Uluslararast Diyabet
Federasyonu tarafindan yayimlanan bir raporda ise diyabet hastalarinin sayisinin 2035
yilinda 592 milyon olacagi ongoriillmektedir (Tiirker vd., 2013). Bu hastaligin bu kadar
yaygin olacaginin dngoriilmesi birgok tedavi arayisini da beraberinde getirmistir. Diyabetes
Mellitus’un tedavi asamasinda bir¢ok bitkinin kullanilabildigi ve bu bitkilerin kandaki
glukoz miktar1 seviyesini indirerek antidiyabetik etki gosterebildigi ¢esitli ¢alismalarda
bildirilmigtir. Karbohidrat yikim mekanizmasinda gorevli olan alfa-amilaz ve alfa-
glukosidaz enzimlerinin inhibisyon testi antidiyabetik aktivite tayini ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (Murray vd., 2013). Literatiirdeki bircok antidiyabetik aktivite analiz
caligmasinda akarboz etken maddesinin standart olarak kullanildig1 bildirilmistir (Akyurt,
2014; Ozel, 2015; Ince, 2019; Umit, 2019; Giilmez, 2020)

R. luteum ve R. caucasicum 'un antioksidan ve antidiyabetik ¢aligmalarinda incelenen
parametrelere bakildiginda, Mahomoodally ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada,
Rhododendron Iluteum’un metanol ve su ekstraktlarinin yiiksek flavonoid ve fenolik
igeriklere sahip oldugu beraberinde antioksidan aktivite oOzelliklerinin oldugu tespit
edilmistir. Rhododendron luteum un etil asetat ve metanol ekstraktlarinin asetilkolinesteraz,
biitilkolinesteraz, a-glukosidaz ve tirozinazi inhibe ettigi belirtilmistir. Mahomoodally ve
arkadaslarinin yaptig1, Rhododendron luteum 'un antioksidan kapasite tayini ¢alismalarinda
bitkinin etil asetat ¢ozeltisinin DPPH radikal siipiirme kapasitesi (mg TE/g ekstrakt), 41.94
+ 0.96 mg, metanol ekstrakt1 480.07 + 0.85 mg, su ¢ozeltisi ise 381.07 + 3.08 mg olarak
bildirilmigtir. Ayn1 zamanda demir indirgeyici gii¢ analizi de yapilmis olup Rhododendron
luteum 'un etil asetat ¢6zeltisinin 42.22 + 0,50 mg TE/g ekstrakt, metanol ekstraktinin 348.37
+ 13.51 mg TE/g ekstrakt, su ¢ozeltisinin ise 412.32 = 1.10 mg TE/g ekstrakt oldugu
belirtilmistir (Moho



moodally vd., 2020). Lin ve arkadaslarinin yaptig1 caligmada Tayvan’da dogal olarak yetisen
10 farkli Rhododendron luteum tiiriiniin yaprak metanol ektraktlarinin toplam polifenol
igerik tayini yapilmis ve sonucunda ekstraktlarin 165-319 mg GAE / g arasinda ve 225-387
mg/gram kuru agirlik basina katesin esdegeri olarak tespit edilmistir (Lin vd., 2014). Demir
ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada ise TFC (toplam flavonoid igerik tayini),
TPC (toplam polifenolik igerik tayini) ve Rhododendron luteum cicek oziitiiniin FRAP
degerleri; g kuru agirlik basina sirasiyla 18,5 mg QE, 54.2 mg GAE ve 164,2 mg TE olarak
bulunmustur (Demir vd., 2016a). Demir ve arkadaslarinin 2016 yilinda, Rhododendron
luteum bitki ekstraktinin, insan kolon ve karaciger kanseri hiicreleri iizerindeki segici
sitotoksik etkisini arastirdiklari bagka bir ¢alismada, TPC ve FRAP degerleri, numune basina
strastyla 54,2 + 0,38 mg gallik asit esdegeri ve 164,2 + 1,77 mg troloks esdegeri olarak
bulunmustur (Demir vd., 2016b). Ozcan ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari bir
calismada Rize ilinde farkli rakimlardan toplanan Rhododenron luteum L. ve Rhododendron
ponticum L. olarak iki Rhododenron tiirliniin ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
ekstraklarin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Yapilan
caligmanin sonucunda, Rhododendron luteum L. yapraklarmin toplam fenolik madde
iceriginin 112.363 mg GAE / g ile 219.071 mg GAE / g arasinda, Rhododendron luteum L.
cicek kisimlarinin toplam fenolik madde icerigin ise 82,275 mg GAE / g ile 201,642 mg
GAE/g arasinda degistigi gozlemlenmistir. Rhododendron ponticum L.'nin  farkli
bolimlerinin toplam fenolik madde igerigi, Rhododendron luteum L'ye gére daha yiiksek
bulunurken, Rhododendron luteum L.'nin yapraklarindan elde edilen ekstraktin antioksidan
aktivite degerlerinin ¢igek kisimlarina gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Rhododendron ponticum L. bitkisinin ¢esitli kisimlarinin antioksidan aktivite degerleri
Rhododendron lutem L'ye gére daha yiiksek bulunmustur (Ozcan, vd., 2016). Rafi ve
arkadaslarmin 2018 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada ise 6 farkli rhododendron tiirii ile
calistlmistir. Bu bitkiler; Rhododendron javanicum, R. jasminiflorum, R. konori, R.
malayanum, R. retusum ve R. Seranicu’dur. Endonezya’dan elde edilen bu bitki tiirlerinin
toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde ve antosiyanin analizleri yapilmistir.
Toplam fenolik madde igeriklerinin, 11,98- 48,11 mg GAE / g, toplam flavonoid igeriginin
0,78-8,92 mg KE, antosiyanin aktivitesinin ise 0,12-0,29 mg esdegeri siyanidin -3 glukozit/g
arasinda degistigi belirtilmistir (Rafi, vd., 2018). Bu ¢alismada ise Rhododendron
caucasicum yaprak ve c¢igek ekstraktlari ile Rhododendron luteum yaprak ve g¢igek

ekstraktlariin, toplam polifenol, toplam flavonoid, demiri indirgeyici giic ve DPPH (EC50)
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analizleri yapilmistir. Bulunan degerler sirasiyla; toplam polifenol igerik tayininde
439,42+2.16 mg GAE/g ekstrakt, 262,384+2,39 mg GAE/g, 109,08+1,05 mg GAE/g,
113,65+£1,06 mg GAE/g olarak toplam flavonoid igerik tayininde, 3,55+0,01 mg KE/g,
6,42+0,11 mg KE/g, 11,25+0,027 mg KE/g, 4,60+0,055 mg KE/g olarak demir indirgeyici
giic tayininde 382,71+£3,17 mg TE/g, 354,73+3,75 mg TE/g, 157,67+3,53 mg TE/g,
112,76+2,86 mg TE/g olarak DPPH radikal siiplirme aktivitesi ise 1Cso degerleri verimis
olup 9,16+0,55, 26,48+0,85, 62,94+0,38, 90,05+0,59 olarak tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglar diger ¢alismalarla kiyaslandiginda sonuglarin farkli ¢ikmasinin, bitkilerin toplanma
zamanindan, ¢oziicii farkliligindan ya da toplandig1 bolgeden kaynaklandigi diisiintilmiistir.

Kashyap ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptiklart calismada, Rhododendron
arboreum'un g¢igeklerinin etanol ekstraktinin, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesine
tespit edilmistir. Antioksidan aktivite tayini i¢in, DPPH (1, 1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve
FRAP (Ferrik indirgeyici antioksidan giicli) deneyleri yapilmistir. DPPH deneyi i¢in ¢igek
Oziitliniin antioksidan aktivitesi 134.1 = 2.34 mM TE / g ve FRAP deneyi i¢in 140.6 £+ 2.76
mM TE / g bulunmustur. Antimikrobiyal aktivite, alt1 farkli bakteri tiiriine kars1 agar kuyusu
diftizyon yontemi ile 6l¢iilmiistiir, ticti gram pozitif ve ti¢ii gram negatif olan bakteri tiirleri
kullanilmistir. Minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) ve minimum bakteriyosidal
konsantrasyon (MBC), 96 kuyucuklu bir mikrotitre plaka yontemi kullanilarak her bir
patojen i¢in analiz edilmistir. Sonuglar mg / ml cinsinden bildirilmis, tiim bakteri tiirlerinin
(Gram-pozitif ve Gram-negatif) Rhododendron ¢igeklerinin etanol ekstrakti tarafindan etkin
bir sekilde engellendigi bildirilmistir. E. coli, 50 mg / ml konsantrasyonunda maksimum
inhibisyon bolgesi (17 mm) ile ¢icek ekstraktlarina karsi en yiiksek duyarlilig1 géstermis ve
Bacillus cereus ve Bacillus subtilis, 25 mg / ml'lik ekstrakt konsantrasyonunda minimum
inhibisyon (her biri 8mm) gostermistir. En yiiksek MIC, E. coli (1 mg / ml) ve Shigella
flexneri'ye (1 mg / ml) kars1 gozlemlenmistir (Kashyap, vd., 2017). Raza ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada, Rhododendron arboreum kabugundan izole edilmis bilinen sekiz saf
bilesigin antidiyabetik potansiyelini arastirilmis. Bu bilesiklerin a ve B-glukosidazlara kars1
in vitro ¢caligmalar1 sonucunda, 7 bilesigin 3.3 £ 0.1uM ICs degerine sahip oldugu, akarboz
standardindan ¢ok kat daha yiiksek aktivite sergiledigi ve a-glukosidazin ¢ok giiclii ve secici
inhibitorleri oldugu tespit edilmistir (Raza, vd., 2014). Mahomoodally ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada Rhododendron Iluteum 'un antidiyabetik etkisi incelenmistir. Yapilan
calismada, Rhododendron Iluteum’'un alfa-amilaz ve alfa-glukosidaz enzim inhibisyonu

aktivitesi belirlenmistir. Alfa-amilaz inhibisyon analizi sonucunda, Rhododendron
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luteum’un etil asetat ¢ozeltisinin 0.84 + 0.05 mmol akarboz esdegeri ACAE/Q ekstrakt,
metanol ekstraktinin 0.94 + 0.02 mmol akarboz esdegeri ACAE/g ekstrakt, su ¢ozeltisinin
ise 0.18 £ 0.01 mmol akarboz esdegeri ACAE/g ekstrakt oldugu tespit edilmis, alfa
glukosidaz enzim inhibisyon analizi sonucunda ise bitkinin etil asetat ¢ozeltisinin inhibisyon
aktivitesi, 24.19 + 00.07 mmol akarboz esdegeri ACAE/g ekstrakt bulunurken, metanol
ekstraktinin, 25.02+ 00.05 mmol akarboz esdegeri ACAE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir.
Bhandary ve Kawabata’nin 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Rhododendron arboreum
¢iceginin antidiyabetik aktivitesi incelenmistir. Rhododendron arboreum ¢igeginin metanol
ekstraktinin, sican bagirsagi y-glukosidaz enzimi lizerinde 6nleyici aktivite sergiledigi tespit
edilmistir. Sulu metanol ekstraktinin hem suda hem de etil asetatta ¢oziinen kisimlari, a-
glukosidaz enzimi iizerinde onleyici aktiviteler gosterirken ve etil asetatta ¢ozlinen kisim ile
daha yiiksek aktivite sergilemistir. Etil asetatta ¢oziinen kisimdan, a-glukosidaz inhibitorii
kuersetin-3-O-a-D-galaktopiranosid (hiperin) ayirma yoluyla izole edilmis ve izole edilen
bilesik, sukraz ve maltaz i¢in sirasiyla 1.66 mM ve 0.76 mM 1ICsg degerleri arasinda doza
bagli olan bir a-glukosidaz inhibe edici aktivite sergilemistir. Yapilan c¢alisma,
Rhododendron arboreum g¢igeginin, diyabet ve meydana getirdigi komplikasyonlar i¢in
fonksiyonel ya da nutrasotik gida ve tibbi preparatlar gelistirmeye yardimer olabilecek
antidiyabetik kapasite igerdigini ortaya koymustur (Bhandary ve Kawabata, 2008).

Bu calismada ise Rhododendron caucasicum yaprak ve cigek ekstraktlari ile
Rhododendron luteum yaprak ve ¢igek ekstraktlarinin alfa-amilaz ve alfa glukosidaz enzim
inhibisyon aktivitesi incelenmis olup alfa-amilaz inhibisyonu i¢in 1Cso degerleri,
Rhododendron caucasicum yaprak ekstraktinda 4108,35+161,43 pg/mL, Rhododendron
caucasicum c¢icek ekstraktinda 5342,41+54,14 ug/mL, Rhododendron luteum yaprak
ekstraktinda 792,52+10,49 ug/mL, Rhododendron luteum ¢igek ekstraktinda 1783,50+39,19
ug/mL olarak bulunmustur. Alfa-glukosidaz inhibisyonu analizlerinde tespit edilen ICso
degerleri ise Rhododendron caucasicum yaprak ekstraktinda 235,59+1,27 pg/mL,
Rhododendron caucasicum ¢icek ekstraktinda 748,73+2,81 ug/mL, Rhododendron luteum
yaprak ekstraktinda 1308,65+43,7 pg/mL, Rhododendron luteum ¢icek ekstraktinda
1759,03+£26,95 pg/mL olarak tespit edilmistir. Elde edilen antioksidan aktivite sonuglarimiz
ile 6nceki caligsmalar, kullanilan standart bilesik tiirlerine, ekstraksiyon yontemlerine, cografi

bolge farkliliklarina, hasat kosullarina bagli olarak farkliliklar géstermis olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligma sonucunda;

1. Toplam polifenol igerik tayininde en yiiksek degerin Rhododendron caucasicum
yaprak ekstraknin oldugu ve diger ekstraktlara gére anlamli diizeyde yiiksek oldugu
tespit edilmistir.

2. Demir indirgeyici gii¢ tayininde Rhododendron caucasicum yaprak ekstraknin,
Rhododendron luteum ¢icek ve Rhododendron caucasicum ¢igek ekstraktindan
anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

3. Toplam flavonoid igerik tayininde en yiiksek degerin Rhododendron luteum c¢icek
ekstraktina sahip oldugu tespit edilmistir.

4. DPPH serbest radikal aktiviteanalizinde elde edilen EC50 degeri ile en yiiksek
aktiviteyi Rhododendron caucasicum yaprak ekstraktinin sergiledigi gézlemlendi ve
troloks ile karsilastirildiginda anlamli bir fark gézlemlenmedigine ve troloks kadar
etkisinin olabilecegi tespit edilmistir.

5. Alfa-amilaz enzim inhibisyonunda ise en yiiksek aktivitenin Rhododendron luteum
cicek ekstraktina sahip oldugu tespit edilmistir.

6. Alfa-glukosidaz anzim inhibisyonunda en yiiksek aktiviteyi Rhododendron
caucasicum yaprak ekstraktinin gésterdigi ve akarbozdan daha iyi bir sonug verdigi
tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, Rhododendron luteum ve Rhododendron
caucasicum bitkilerinin yaprak ve ¢igek kisimlarmin iyi seviyede alfa-glukosidaz enzim
inhibisyon aktivitesi sergiledigi tespit edilmistir. Bu bitkiler, diyabet hastas1 bireyler
tarafindan tiiketildiklerinde bireylerin kan glukoz seviyesi dengelemeye yardimci olabilirler.
Antidiyabetik aktivite sergileyen bu bitkiler bitkisel ilaglar i¢in potansiyel bir kaynak

olabilir. Bu sayede yan etkisi daha az olan dogal kaynakli ilaglar elde edilebilir.
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