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OZET

DENEYSEL DiYABET OLUSTURULAN SICANLARDA
Vitis vini.fer'a L.(UZUM)MEYVE VE CEKIRDEK EKSTRAKTLARININ
IYILESTIRICI ETKILERININ ARASTIRILMASI

ADIYAMAN, Semra
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Ismail CELIK
Kasim2017, 104 sayfa

Bu ¢alismada, deneysel diyabet olusturulan siganlarda (Wistar albino), Van’in {iziim
cesidinin (Vitis vinifera L.) meyve ve c¢ekirdek ekstraktlarinin farkli dozlarda diyabet
komplikasyonlari {izerine iyilestirici etkileri arastirildi. Deneysel muamele dncesi, ii¢ gilin
boyunca, olmak iizere tek dozda (2000 mg/kg viicut agirligi) iiziim ¢ekirdegi ve meyve
ektresi akut toksisite testi i¢in uygulandi ve o6liim tespit edilmedi. 49 adet sican her grupta 7
adet olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Deneysel siganlar rasgele gruplandirildi; NK (NK),
diyabet kontrol (DK), diyabetik+akarboz (doz 20 mg/kg) (DA), diyabetik+iiziim meyvesi
ekstresi 100 mg/kg (DM1), diyabetik +iiziim meyvesi ekstresi 200 mg/kg (DM2),
diyabetik+iiziim ¢ekirdegi ekstresi 100 mg/kg (DC1) ve diyabetik+iiziim ¢ekirdegi ekstresi
200 mg/kg (DC2) olarak guruplandirildi. Ekstraktlar gavaj yoluyla verildi. Deneysel
diyabet streptozotosin (STZ) [55 mg/kg, intra peritonal (i.p)] ile olusturuldu. 21 giinliik
deneme siirecinde 7 giinde bir sicanlarin kan seker diizeyleri ve canli agirliklar1 kaydedildi.
Muameleler sonunda; aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT),
laktat dehidrogenaz (LDH) serum enzim seviyeleri, lipit profili [trigliserit (TG), total
kolesterol (TC), HDL-kolesterol (HDL-c)], kreatin (CRE), iire ile total kanda
glikozillenmis hemoglobin (HbA1c) degerleri tespit edildi. Bunun yanisira eritrosit, beyin,
bobrek ve karaciger dokusu Orneklerinde katalaz (CAT), siiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR)
aktiviteleri ve rediikte glutatyon (GSH) ile malondialdehit (MDA) diizeyleri ve ince
bagirsakta a-glukozidaz enzim degerleri belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore; biitiin gruplarin canli agirliklarinda anlamli (p=>0.05) bir
degisiklik saptanmadi. DK grubunun NK grubuna ve ekstrakt takviyesi yapilan diyabetik
gruplarin (DM1, DM2, DC1 ve DC2) DK ve NK gruplarina gére AST, ALT ve LDH
diizeylerindeki onemli (p<0.05) artis tespit edildi. Biyokimyasal parametreler ile ilgili
olarak; DK grubunun NK grubuna gore glukoz ve HbAlc seviyelerinde artis tespit
edilirken, TC ve HDL-c degerlerinde ise diyabetik ve diyabetik ekstrakt verilen gruplarda
NK’ya gore anlamli (p<0.05) azalis kaydedildi. Diyabetik ekstrakt gruplarinin
dokularindaki antioksidan savunma unsurlari NK ve DK gruplan ile kiyaslandiginda
dalgalanmalar kaydedildi.

Sonug olarak; iizlim ¢esidinin meyve ve tohum ekstrakti antioksidan etkilere sahip
olabilirken, diyabetik komplikasyonlara karsi iyilestirici etkileri icin kesin bir sonug
bulunmamaktadir.

Anahtar kelimeler: Antidiyabetik, Antilipidemik, Antioksidan, Sigan, Seker
hastalig1, Uziim, Uziim ¢ekirdegi,






ABSTRACT

INVESTIGATION OF HEALING EFFECTS OF GRAPE (Vitis vinifera L.) FRUIT
AND SEED EXTRACTS ON EXPERIMENTALLY DIABETIC INDUCED RATS

ADIYAMAN, Semra
M. Sc. Thesis, Molecular Biology and Genetic Department
Supervisor: Prof. Dr. Ismail CELIK
October 2017, Pages 104

In this study, the healing effects of Van’s grape variety (Vitis vinifera L.) fruit and
seed extracts on diabetic complications were investigated in experimental diabetes rats
(Wistar albino) at different doses. Prior to the experimental treatment, a single dose (2000
mg/kg body weight (bw) of fruit and seed extracts of the grape variety were administered
for three days to test for acute toxicity and no mortality was determined. 49 rats were
divided into 7 groups with each group containing seven rats. Experimental rats were
randomly grouped as below; groups were named as normal control (NK), diabetic control
(DK), diabetic+acarbose 20 mg/kg bw (DA), diabetic+grape fruit extract 100 mg/kg bw
(DM1), diabetic+grape fruit extract 200 mg/kg bw (DM2), diabetic+grape seed extract 100
mg/kg bw (DC1) and diabetic + grape seed extract 200 mg/kg (DC2). The extract
supplement were treated orally via gastric gavage. Experimental diabetes was induced by
intraperitoneal administration of streptozotocin (STZ) (55 mg/kg bw). Blood sugar levels
and live weights of rats were recorded every 7 days during the 21day experimental period.
At the end of the treatments; AST, ALT, LDH serum enzyme levels, lipid profile (TG, TC,
HDL-c), creatinine (CRE), urea (URE) in serums and HbA1c levels in total blood were
determined. On the other hands, activities of CAT, SOD, GSH-Px, GST, GR, GSH and
MDA levels in erythrocytes, brain, kidney and liver tissue samples and a-glucosidase
enzyme levels in the small intestine were determined

According to the results obtained; no significant change (p>0.05) was found in live
weights of all groups. Changes in AST, ALT and LDH levels were found to be statistically
significant (p<0.05) in extract-given and diabetic groups compared to NK (p<0.05), and
generally significant (p<0.05) in extract group compared to DK group. Changes in glucose,
urea, TC, TG, HDL-c and HbAlc values were significantly (p < 0.05) higher in diabetic
and extract groups than in NK. Significant decrease (p<0.05) and increase (p<0.05) of



antioxidant enzyme activity levels were found in the tissues of the extract groups when
compared to the NK and DK groups.
As a result; the fruit and seed extract of grape varieties may have antioxidant effects

whereas there are no definitive healing effects against diabetic complications.

Keywords: Antidiabetic, Antilipidemic, Antioxidant, Rat, Diabetes mellitus,

Grape, Grape seed.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus, endojen insiilin hormonunun yoklugu, yetersizligi veya periferik
etkisizligi nedeniyle olusan hiperglisemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden bir¢ok klinik ve
biyokimyasal bulgu ile seyreden sistemik, kronik bir metabolizma hastaligidir
(Bennett,1994; Foster, 1998; ).

Diabetes Mellitus'un metabolik O6zellikleri yaninda kalitimsal bir temeli oldugu
milattan onceki donemlerden beri arastiricilarin dikkatini ¢ekmistir. Giiniimiizde agikga
anlagilmistir ki, diyabet sadece basit bir hastalik degildir, siklikla glukoz intoleransinin
goriildiigii, genetik olarak heterojen bir hastalik grubunun ortaya ¢ikardigi bir sendromdur.
Genetik heterojenite kavrami, bu konudaki genetik analizleri belirgin sekilde
etkilemektedir. Genetikgiler, diyabet genetigini ¢ézme yoniindeki ¢aligmalarinda bir¢ok
zorlukla karsilagsmaktadirlar. Bunlarin baslicalar1 diyabetik olarak kabul edilen hastanin
tanimlanmasindaki farkliliklar, diyabetik genotiplerin ortaya cikisinin ¢evresel faktorlerle
etkilenmesi ve diyabet baslangic yasindaki farkliliklar olarak siralanabilir. Genetik
caligmalarindaki en Onemli karmagsiklik kaynaklarindan biri diyabetik bireyin
tanimlanmasidir. Bazi arastiricilar, sadece hastaligin klinik semptomlar1 goriilen kisileri
diyabetik kabul ederken, digerleri hafif derecede bozulmus glukoz toleransi olanlar1 dahi
diyabetik kabul etmektedir. Bu konudaki tartigmalar halen devam etmektedir (Scheuner ve
ark. ,1997).

Biitiin bu zorluklara ragmen diyabetiklerde genetik olarak aile anamnezinin artmis
oldugu uzun yillardan beri fark edilmistir. Son 20 yildan bu yana Tip 1 ve Tip 2 diyabetin
gelisimine zemin hazirlayan genetik Ozelliklerle iliskili de bir¢cok calisma yapilmstir.
Ozellikle yeni bilgilerin 15181 altinda Tip 1 diyabetin, Tip 2 diyabet gibi ailesel gegis orani
yiiksek bir hastalik oldugu saptanmistir (Y1lmaz,1996).

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayni zamanda da artmis bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest radikaller lipidler, proteinler ve niikleik
asitlerle etkileserek membran biitlinliigiiniin kaybina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel
degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma bu zararli radikallerin
etkisiyle basa c¢ikabilmek i¢in bazi enzimatik ve non enzimatik antioksidan defans
sistemlerine sahiptir. Ayrica diyabette eksojen antioksidanlar verilerek serbest radikallerin

etkileriyle basa cikilabilir (Vincent ve ark., 2004).



Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest
radikaller lehine bozulmasidir. Bunun da diyabetin makro ve mikrovaskiiler
komplikasyonlarina neden oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmaktadir (Alper,
2002). Bu derlemede son yillarda yaymlanmus literatiirler 1s181nda diyabette oksidatif stres
ve antioksidanlarin etkileri hakkindaki bilgileri bir araya getirmek amaglanmistir.

Bitkiler ve tiirevleri binlerce yildir DM tedavisinde kullanilmaktadir. Sentetik
olanlara karsin bitkisel ilaglar diinya c¢apinda uzun siiredir DM tedavisinde
kullanilmaktadir ve siklikla daha az toksik ve daha az yan etkili oldugu diisiiniilmektedir
(Mishra ve ark., 2009; Prasad ve ark., 2009).

Ulkemizde de diyabet tedavisinde kullanilan sentetik ilaglara alternatif olabilecek
bitkilere dair bilimsel g¢aligmalar yapilmaktadir. Bu c¢alismada halk arasinda diyabet
tedavisinde kullanilan Vitis vinifera L. (iiziim) meyve ve c¢ekirdeginin, antioksidatif

yoniiniin incelenmesi yolu ile antidiyabetik etkisi arastirildi.

1.1. Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda stirekli olarak olusturulan ve antioksidan
savunma sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Bu
mekanizmada serbest radikallerin olusumu ile bunlarin antioksidan sistem tarafindan
ortadan kaldirilmasi arasinda bir denge s6z konusudur ki bu dengeye oksidatif denge ad1
verilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden zarar gérmez. Antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi veya
serbest radikal olusumunun artmasi nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikaller yoniine
kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir (Serafini ve Del Rio, 2004; Hermes-
Lima ve Zenteno-Savin, 2002).

Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, Ornegin bakterilerin
notrofiller tarafindan oksijen radikalleri ile 6ldiiriilmesi gibi, organizmaya yararli olabilir.
Bunun yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif stres ile
hiicrede DNA, proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar gdérmesine yol

acabilir (Song, 2004; Nordberg ve Arner, 2001).



1.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidan savunma sistemi, organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve
bunlarin olusturdugu hasar1 geciktiren ya da dnleyen bir savunma mekanizmasidir (ilizarov

ve ark., 2001). Antioksidanlar serbest radikallere genel olarak 2 farkli sekilde etki ederler;

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi

a) Baslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki gostermesi,

b) Oksijeni uzaklastirict ve konsantrasyonunu azaltic1 etki gostermesi,

c¢) Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki gostermesi.
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

a) Toplayici (scavenging) etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya
cok daha az reaktifi bagka bir molekiile cevirmesidir. (Or: Enzimler)

b) Bastirict (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkileserek onlara bir proton
ekleyip aktivite kaybina veya inaktif hale donlismesine neden olmasidir.

c) Onarict (repair) etki: Serbest radikaller tarafindan meydana gelen hasarin
onarilmasidir. (Akkus, 1995).

d) Zincir kirict (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikallerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baglatacak diger maddeleri kendilerine baglayip zincirlerini kirarak
fonksiyonlarini engellenmesidir. (Or: Hemoglobin, seruloplazmin, mineraller, A ve C

vitamini) (Akkus, 1995; Baz, 2014).

1.2.1. Endojen (dogal) kaynakh antioksidanlar

Enzim ve enzim olmayan endojen kaynakli antioksidanlar olmak iizere iki gruba

ayrilir.

1.2.1.1. Enzim olan endojen kaynakh antioksidanlar

e Siiperoksit Dismutaz (SOD)

o Katalaz (CAT)

e Selenyum bagimli Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
e Glutatyon S- Transferaz (GST)



e (lutatyon Rediiktaz (GR)
Endojen kaynakli en iyi bilinen antioksidan enzimler SOD, CAT ve GSH sikluslu
enzimlerdir (glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz)
(Ozdem ve Sadan, 1994; Aslan ve ark., 1995). Sitokrom oksidaz solunum reaksiyonlarimnin

son enzimi ve sliperoksidi detoksifiye eden enzimdir (Akkus, 1995).
1.2.1.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Ik kez McCord ve Fridovich tarafindan1968 yilinda tanimlanan bu siiperoksit
radikalinin (O,") hidrojen  peroksit(H,O;) ve molekiiler oksijene (O;) doniisiimiinii
katalizleyen ve lipid peroksidasyonunu engelleyen bir metalloenzimdir (McCord ve
Fridovich, 1969; Moscone, 1988; Murray ve ark., 1993). Antioksidan savunma sisteminin
ilk basamagimi SOD (E.C. 1.15.1.1) olusturur. Normal metabolizma sirasinda hiicreler
tarafindan oksijenin kullanilmasi sonucu yiiksek oranda siiperoksit {iretimi olmasina
ragmen bu enzim sayesinde intraselliiler siiperoksit radikal diizeyleri bir seviyenin altinda
tutulur. Bu sayede O,'radikalinin hiicreye zarar vermesi durdurulmus olur. Oksijen
tiketiminin fazla oldugu dokulardaki SOD aktivitesi, oksijen tiiketiminin az oldugu
dokulardaki SOD aktivitesine gore daha yiiksektir. Ekstraselliiler SOD aktivitesi olduk¢a
diisiik diizeydedir (Cakir, 1997; Kaminaka ve ark., 1999).

0, :+0, :+2H" —250% + H,0,

1.2.1.1.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, ilk olarak 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan eritrositlerinden izole
edilmis bir enzimdir (Arteel ve Sies, 2001). GSH-Px (glutatyon: H,O; oksidorediiktaz, EC
1.11.1.9) enzimi, tetramerik yapiya sahip,84 KDa molekiil agirliginda ve 4 selenyum
atomu ihtiva eden bir molekiildiir. Lipid peroksidasyonunun baglamasini ve ilerlemesini
inhibe etme 6zelligine sahiptir (Kiling, 1986).

GSH-Px, reduksiyona ugrayan glutatyonu elektron kaynagi olarak kullanarak
hidrojen peroksit ve organik hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir.

Mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bulunur (Deaton ve Marlin, 2003).



2GSH + ROOH —&"” 5 ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH + H" —=F 5> NADP" + 2GSH

GSH-Px, oksijen tiiketiminin hizla arttigi ve O2'— olustugu siiregte fagositik
hiicrelerin zarar gormelerini engeller. Ayrica GSH-PX, eritrositlerde de meydana gelen

oksidatif strese kars1 en etkili antioksidandir (Kiling, 1986).
1.2.1.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz (H20,: H,0, oksidorediiktaz) (EC 1.11.1.6), Sumner ve Dounce tarafindan
1937 yilinda s1g1r karacigerinden izole edilmistir. Molekiil agirlig1 yaklasik 240 KDa olup,
aktif kisminda dért tane ferrihemgrubu (Fe**protoforfilin) ihtiva eden bir hemoproteindir.
Ayrica her alt iinite enzimi kendi substratini H,O,’ye kars1 koruyan ve etkinligini artiran
NADPH’e sahiptir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Aydin ve ark., 2001; Nordberg ve
Arner, 2001).

SOD araciligiyla meydana gelen HyO; radikal 6zelligine sahip olmamasina ragmen,
Cu ve Fe iyonlarinin katalizorliigiinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan
hidroksil radikalini H,O,’den olusturdugu i¢in énemlidir (Cheung ve ark., 2001).Katalaz,
katalitik fonksiyonunu H,O;’nin pargalanmasi (katalitik reaksiyon) ve alifatik alkollerin
peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon) olmak iizere iki farkli yolla gergeklestirir (Mavelli
ve Rotilio, 1984).

Katalaz, SOD’a benzer bir dismutasyon diizenegi ile H,O,’yi H,O ve molekiiler
oksijene (O,) pargalar ve boylece biyolojik sistemleri H,O, nin zararlarina karsit korumus
olurlar (Aebi, 1984; Halliwell ve Gutteridge, 1999; Nordberg ve Arner, 2001). Katalaz
enzimi, ayrica ortamda hidrojen peroksit varliginda peroksidaz etkisi ile metanol ve etanol
gibi alkolleri, formaldehid ve asetaldehide oksitlemektedir (Aydin ve ark., 2001).

AH, + H,O,—A + 2H,0



Katalaz enzimi insan eritrositlerinde Onemli miktarda bulunur ancak H-O,
uzaklastirilmasindaki temel mekanizma NADPH, glutatyon rediiktaz/peroksidaz yolu

oldugu diistiniilmektedir (Gaetani ve ark., 1989).

Katalaz

H,O0, ———*>H,0+0,
1.2.1.1.4. Glutatyon S-transferazlar (GST)

Glutatyon S-transferazlar (GST) (EC 2.5.1.18), selenyuma bagmmli olmadan
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesini gosterip antioksidan savunmaya katilan izo
enzimlerden meydana gelen bir enzim ailesidir. Dimerik bir yapiyasahip olan GST, basta
lineolat hidroperoksitleri ve arasidonik asit olmak iizere lipit peroksitlerine karsi
antioksidan aktivite sergilerler (Nelson ve Cox, 2000; Erat, 2002).

Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahip olan GST, elektrofilik
substratlarla GSH’un konjugasyonunu katalizlerler ve detoksifiye yaparlar. Katalitik
olarak, yabanci maddeleri GSH’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin
elektrofilik bdoliimlerini nétralize yaparlar ve iriiniin daha fazla suda ¢oziiniir sekle
gelmesine yol agarlar. Meydana gelen bu GSH’daki konjugatlari bununla birlikte
organizmadan uzaklastirilabilir. Glutamat ve glisinin GSH’dan koparilmasindan sonra
sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asitlere doniistiirtiliir (Thomas ve
ark., 1989;Canuto ve ark., 1993;0nat ve ark., 1998).

Ayrica bir intraselliiler protein ailesi olan GST, ksenobiyotik ve karsinojenlere kars1
hiicresel savunmada yer alir ve tasidig1 bir elektrofilik kaynagi ve indirgenmis GSH ile
konjugasyon yoluyla daha kolay ayrstirilabilir ve daha kolay c¢oziinebilir bilesiklere
dontistiirlir (Mantle ve ark., 1990; Mannervik ve ark., 1992; Hayes ve Pulford, 1995).

ROOH + 2GSH—2 5GSSG +ROH+H,0

1.2.1.1.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

GR (EC.1.8.1.7), 1951°de ilk kez tanimlanmistir. H,O, ve organik peroksitlerin
rediiksiyonu esnasinda GR enziminin okside ettigi glutatyonun (GSSG) indirgenmesi

tepkimesini katalize etmektedir (Sekilde 1.1). Bu yolla organizmada sinirli miktarda



mevcut olan GSH tekrar kullanima hazir duruma gelmis olur. Ancak bu tepkimenin
gerceklesmesi icin NADPH’a ihtiya¢c vardir. Bu sebeple ihtiya¢ duyulan NADPH’in
kaynagi pentoz fosfat yolundan saglanmaktadir. Burada GR enzimi ile glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) enzimi arasindaki baglanti meydana ¢ikar. G6PD enziminin
aktivasyon gostermemesi NADPH iiretimini; NADPH diizeyinin diismesi GR aktivitesini;
GR aktivitesinin diismesi de GSH’1in meydana gelmesini etkiler (Akkus, 1995; Ciftci ve
ark., 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Sekil 1.1. Glutatyonunun rediiksiyonu (Giirbiiz, 2008).

1.2.1.2. Enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar

Glutatyon, seruloplazmin, melatonin, transferrin, laktoferrin, miyoglobin,
hemoglobin, ferritin, bilirubin, sistein, metiyonin, iirat ve albumin gibi molekiil agirlig
diisiik serbest radikal antioksidanlari serbest radikallerle dogrudan reaksiyona girererek

onlarin zararlarini azaltir ve daha stabil tiirevlerine ¢evirebilir (Erenel ve ark., 1992).

1.2.1.2.1. Glutatyon

Glutatyon, sistein, glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden olugmus bir tripeptitdir.
Hemen hemen biitiin dokularda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bir molekiildiir.
Metobolizmada GSH ve GSSG olmak f{izere iki farkli formu mevcuttur (Sekil 1.2 ve Sekil
1.3) (Kosower, 1976; Akkus, 1995). Glutatyon, temel biyolojik indirgeme reaktifi olarak

fonksiyon gormektedir. Onemli fonksiyonlari; hiicreleri reaktif oksijen tiirevlerinden



korumak ve hiicre i¢i redoks dengesini ayarlamaktir. DNA replikasyonu ve aminoasitlerin

taginmasi gibi fizyolojik siire¢lerde fonksiyon almaktadir (Cavdar ve ark., 2006).

Sekil 1.2. Indirgenmis glutatyon yapist (GSH).

Sekil 1.3. Yiikseltgenmis glutatyon yapis1 (GSSG).

1.2.1.2.2. Melatonin

Melatonin, karanlikta ve sirkadiyan ritimde pineal bezden salgilanir. Immun
fonksiyonun arttirilmasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi, endokrin sistemin diizenlenmesi
ve gonadal gorevlerinin inhibisyonu gibi fonksiyonlara sahiptir (Arendt, 1988; Guerrero ve
Reiter, 1992). Hem yagda hem de suda ¢oziinebilir olmast melatoninin hiicrenin biitiin
organellerine ulasabilmektedir. Bu 06zelliginden dolayr melatonin, DNA’nin oksidatif
hasara kars1t korunmasini kolaylastirmaktadir (Arendt, 1988; Kus ve Sarsilmaz, 2002).
Gliglii bir antioksidan olan melatonin, radikal ile tepkimeye girdikten sonra bir indolil
katyon radikaline doniiserek ortamda bulunan radikalini yakalayarak antioksidan aktivite

gostermektedir. Ayrica melatoninin bir diger antioksidan 6zelligi de lipofilik olmasidir.



Melatoninin hiicre c¢ekirdegine girerek onun DNA’y1 oksidatif hasardan korumasi

acisindan diger antioksidanlara kiyasla daha {istiin bir 6zellige sahip olur (Akkus, 1995)

1.2.1.2.3. Miyoglobin ve Hemoglobin

Miyoglobin, iskelet ve kalp kasinda bir oksijen deposu olarak ve miyositler
igerisine oksijen taginim hizini artiran bir oksijen tasiyicist olarak fonksiyon gérmektedir
(Champe ve ark., 2005).

Hemoglobin en ¢ok akcigerlerden doku kilcallarina oksijen tasinmasindan sorumlu
olan eritrositlerde mevcuttur. Yetiskinlerde var olan temel hemoglobin olan hemoglobin A
(HbA) 4 polipeptid zincirinden (iki alfa zinciri ve iki beta zinciri) meydana gelmistir
(Champe ve ark., 2005).

Bazi kas hasarlarin (Crush sendromu gibi) olusmasindan sonra viicut sivilarinda
miyoglobin ve hemoglobin artar. Hemoglobinin hem molekiiliiniin hemopeksine

baglanmas1 ya da haptoglobine baglanmasi lipid peroksidasyonunu diisiiriir (Cavdar ve

ark., 1997).

1.2.1.2.4. Sistein

Sisteinin, yan zinciri bir¢ok enzimin aktif yerinin 6nemli bir kismi olan siilfidril
grubuna (-SH) sahiptir. Proteinlerde iki sisteinin —SH gruplar1 okside olarak, disiilfid bagi
(-S-S-) denilen kovalent bir ¢apraz bag iceren sistin dimerini meydana getirir (Champe ve
ark. 2005).Sistein artiklari tizerindeki tiyol (-SH) grubu pek ¢ok endojen makromolekiilde
(DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu molekiillerle kovalent bag kurarak toksisite
gosterebilirler (Sies, 1997).

1.2.2. Eksojen antioksidanlar

1.2.2.1. Vitamin eksojen antioksidanlar

e Vitamin A
e Vitamin C
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e Vitamin E

1.2.2.2. Gidalarda bulunan eksojen antioksidanlar

e Tersiyer biitil hidroksikinon (TBHQ)
¢ Riitillenmis hidroksianizol (BHA)

e Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

e Propilgalat

e Sodyum benzoat

1.2.2.3. ila¢ olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

e Ksantin oksidaz inhibitorleri (Alloptirinol, Oksipiirinol, Pterin aldehit, Tungsten)

e NADPH oksidaz inhibitorleri (Adenozin, Lokal anestezikler, Nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)

e Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar (GSH-Px aktivitesini arttiran ebselan ve
asetil sistein)

e Rekombinant siiperoksit dismutaz

e Trolox (Vitamin E analogu)

e Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (Mannitol, Albumin)

e Demir selatorleri ve Sitokonlardir (Bayramoglu, 2008).

1.3. Serum Enzimleri

1.3.1.Transaminazlar(Aspartat amino transferaz (AST) ve alanin amintransferaz
(ALT))

Bu enzimler glutamati meydana getirmek i¢in aspartatin ya da alaninin amino
gruplarinin sirayla o-ketoglutarata tagimmasini gerceklestirirler. Kofaktorleri piridoksal
fosfattir. ALT nin yarilanma Omrii 27 saat iken, AST’nin 17 saattir. Karacigerin yanisira
kalp ve iskelet kas1 dokularindada AST bulunmaktadir. ALT de bdbrek ve karacigerde

bulunmaktadir.
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AST’nin %80 karaciger hiicrelerin mitokondrilerinde yerlesmisken, ALT karaciger
hiicrelerinin ekstramitokondrial kisminda yerlesmistir. Mitokondriyal zarin saglam oldugu
ve hafif karaciger hasarinin oldugu fakat hiicre zarimin biitiinliigii bozulmussa sitoplazmik
AST ve ALT seruma salinmaktadir. Ancak karaciger hasari ileri derecede olmussa ve hem
mitokondriyal hem de sitoplazmik zar hasar gordiiyse mitokondriye ait AST kana

salinmakta ve AST/ALT oraninda artis meydana gelir (Adam ve Ardigoglu, 2002).

AST (GOT)

L-Aspartat + a-Ketoglutarat [0 Okzalasetat + Glutamat
ALT (GPT)

L-Alanin + a-Ketoglutarat 11 Glutamat + Piruvat

1.3.2. Laktat dehidrogenaz (LDH)

Anaerobik glikolizin son enzimi olan LDH, piruvatin laktata doniisiimiini
katalizler. Viicut sivilarinin ve hiicrelerinin hepsinde bulunmasinin yanisira eritrositler,
kalp kasi, iskelet kasi, bobrek, akciger ve karacigerde yaygin olarak bulunur. LDH’1n
bulundugu bu dokulardaki olusabilecek harabiyetler durumunda kandaki seviyesi artmakta
ve bu durum teshis koymada kolaylik saglar. LDH asagidaki tepkimeyi katalize eder
(Mehmetoglu, 2002).

LDH
Piruvat + NADH + H* Q0000000 Laktat + NAD"

1.4. Serbest Radikaller

Son yoriingelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron bulunduran ve bu
sebeple oldukca kararsiz bir yapiya sahip olan atom ya da molekiillerdir. Oldukg¢a reaktif
bir yapiya sahip olan serbest radikaller elektron aligverisinde bulunmak suretiyle kararli
hale ulagsmaya calisirlar. Oksidatif hasarin olusmasina sebep olan serbest radikaller reaktif
yapilarindan dolayr kolayca elektron aligverisinde bulunarak molekiillerin yapisin

bozabilirler (Ayvalik, 2006). Ornegin proteinleri denatiire ederler, hiicre zar1 lipidlerinin
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doymamis baglar ile reaksiyona girerler ve niikleik asitlere saldirarak canli i¢in 6nemli
molekiillere hasar verecek reaksiyonlar1 baglatabilirler (Aliyev, 2005; Kuru, 2007).

Serbest radikaller 3 sekilde olusurlar (Cheeseman ve Slater, 1993; Bast ve ark.,
1991). Bunlar:

Homolitik Pargalanma Ile Radikal Olusumu: Kovalent bagli normal bir molekiiliin

pargalarinin her birinde ortak elektronlardan birisinin kalmasiyla homolitik boliinmesi

X:Y — X+ Y(I)

Heterolitik Pargalanma Ile iyon Olusumu: Normal bir molekiilden yalmz bir
elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik boliinmesi
-+

X:Y o> X: +Y D)

Elektron Transferi Ile Radikal Olusumu: Normal bir molekiile yalniz bir elektronun
eklenmesi veya transferi

A+e — A (Il

1.5. Reaktif Oksijen Tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en biiyiik radikal kaynagi oksijen ve azottur. Serbest
radikaller reaktif oksijen ve azot tiirlerinden olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri ise
metabolik kaynakli ve dis kaynakli olabilirler. Bunlardan metabolik kaynakli olanlar
elektron transport sistemi, oksidasyon reaksiyonlar1 ve bazi enzimatik reaksiyonlar iken,
dis kaynakli olanlar ise UV 1sinlari, hava kirliligi, radyasyon, ilaglarin yan etkileri, sigara
ve kanserojen maddelerdir (Aksoy, 2002; Gulcin, 2003). Organizmada bulunan 6nemli
reaktif oksijen tiirleri arasinda O~ (Siiperoksit anyon radikali), H,O, (Hidrojen peroksit),
OH' (Hidroksil radikali), NO (Azot oksit radikali), HOCI (Hipoklorik asit), HO..
(Perhidroksil radikali), RO (Alkoksil radikali), R~ (Alkil radikali), RCOO" (Organik
peroksit radikali), ROO" (Peroksil radikali), NO» (Azot dioksit radikali) sayilabilir
(Ayvalik, 2006).
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ROS eksojen ve endojen kaynakli olup, hiicresel bilesenlere ve hiicresel
fonksiyonlara zarar verir. Biyolojik hedeflerden en ¢ok zarar gorenleri ise, DNA, lipit
membranlar ve protein kaynakli enzimlerdir.

1.5.1. Siiperoksit radikali

Organizmada en c¢ok Tretilen radikal olan siiperoksit radikali, bir oksijen
molekiiliiniin, ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron almasiyla olusur.
Stiperoksit olusumu 6zellikle mitokondrinin i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan
zengin aerobik ortamda spontan olarak meydana gelir. Mitokondrial elektron transport
zinciri reaksiyonlari, fagositik hiicrelerdeki “solunum patlamasi” (respiratuar burst) ile
endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-450 enzim sistemi siiperoksit radikalinin baslica

kaynaklaridir (Kuyvenhoven ve Meinders, 1999).

O, + e — 02'_

Stiperoksit radikali ksantin oksidaz ve bir grup flovoenzimler tarafindan
olusturulmaktadir. Stiperoksit tireten diger enzimler ise lipooksijenaz ve siklooksijenazdir.
Fagositik hiicrelerin NADPH bagimli oksidaz enzim kompleksi fazla miktarda siiperoksit
radikalini meydana getirmektedir. Iki molekiil siiperoksit molekiilii siiperoksit dismutaz
(SOD) sayesinde hizla hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiir (Nordberg ve
Arner, 2001). Hidroksil radikaline gore daha diisiik bir reaktiviteye sahip oldugu icin aciga
c¢iktig1 hiicre boliimiinden daha uzak yerlere diffiize olabilmektedir. Fakat bu diflizyon,
hiicre ic¢inde bulunan SOD enziminin yiiksek konsantrasyonundan dolayr smnirh
kalmaktadir (Atalay ve Laaksonen, 2002).

Hidrojen peroksit kaynagi olmast ve gecis metalleri iyonlarinin indirgeyici

0zelliginin olmas1 siiperoksit radikalinin 6nemini artirmaktadir (Cheeseman ve Slater,

1993).

1.5.2. Hidrojen peroksit (H,O,)

H,0,’nin biitiin elektronlar1 ¢iftlenmis oldugundan radikal olmayan bir reaktif
oksijen tiiridiir. Ancak Cu*?, Fe™ Mn* gibi gecis metalleri ile reaksiyona girerek

hidroksil radikali olusumuna yol agabildiginden dolay1 6nemli bir oksidandir.
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H,0, + Fe?* — OH + OH ™+ Fe** (Fenton reaksiyonu)

H,0,+ O," —OH + OH™ + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)
Hidrojen peroksit iki sekilde olusur.

1. Oksijenin iki elektronla indirgenmesi sonucu H,0, meydana gelir.

0O, +e +2H+ — H,0,

2. Biyolojik sistemlerde siklikla goriilen siiperoksidin iiretimi yoluyla meydana gelir ve
boylece iki siiperoksit anyon radikali birbiriyle, hidrojen peroksit ve oksijeni verecek
sekilde reaksiyona girerler (McCord, 2000).

20, + 2H+ — H,0,+ O,

Stiperoksit radikallerinin temizlendigi bu tepkimeye dismutasyon tepkimesi adi
verilir. Bu reaksiyon SOD tarafindan veya spontan olarak meydana gelebilir. H,O, gecis
metallerinin varliginda en 6nemli ROT olan OH- radikalinin olusmasini saglar. H,O,’ nin
diger onemli bir gorevi de intraseliiler sinyal molekiilii olarak rol oynamasidir. H2O;
olustuktan sonra katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve peroksiredoksinler

adindaki li¢ enzim sistemince uzaklastirilir (Nordberg ve Arner, 2001).

1.5.3. Hidroksil radikali

Biyolojik sistemlerde bulunan en giiglii oksidan olan hidroksil radikalinin yar1 dmrii
kisa ve reaktivitesi oldukca yiiksektir. Bu nedenle molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona
girebilme Ozelligine sahiptir. Hidroksil radikali piirin ve primidin bazlariyla reaksiyona
girerek DNA mutasyonlarina ve biyolojik molekiillerden H” atomu alarak o molekiiliin

radikale doniismesine sebep olabilir (Ayvalik, 2006). Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari

2+
onemli iki kaynagini olusturmaktadir. H,O, Fenton reaksiyonunda Fe ile etkileserek,

2+ - L] - - -
Haber-Weiss reaksiyonunda ise Fe varliginda O, ile etkileserek OH radikalinin

olusumuna yol acar (Zhang ve Huang, 2003). Lipit peroksidasyonunu baslatabilir, DNA
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iplikciklerinde kirilmalara sebep olabilir ve hemen hemen her organik molekiilii okside
edebilir (McCord, 2000). OH" radikali canli hiicrelerde bulunan tiim molekiiler ile
reaksiyona girebilmektedir (Cheeseman ve Slater, 1993). Olusmasi i¢in ortamda gecis

metallerinin olmasi1 gerekir.

1.5.4. Singlet oksijen

Singlet oksijen eslesmemis elektron icermediginden serbest radikal degildir.
Bununla beraber donme yonlerinin farkliligindan dolayr bir reaktif oksijen formudur.
Singlet oksijenin delta (1AgO;) ve sigma (1Xg0O;) olmak iizere iki sekli vardir. Sigma
(12g02) formu biyolojik sistemlerde hizla Delta (1AgO;) formuna dontigmektedir
(Gutteridge, 1995). Singlet oksijen, DNA, riboniikleik asit (RNA), proteinler, lipitler ve
sterolleri kapsayan ¢ok sayida biyolojik hedeflerle reaksiyona girerek hiicreye zarar verici

etkilere neden olur (Davies, 2003).

1.5.5. Perhidroksil radikali (HO,e)

Stiperoksit radikali diisiik pH’ da bir proton alarak perhidroksil radikalini (HO3*)
olusturmaktadir (Cheeseman ve Slater, 1993).

1.5.6. Nitrik oksit (NO")

Nitrik oksit eslesmemis elektronlar1 sayesinde radikaldir. Nitrik oksit makrofaj ve
nétrofiller gibi hiicreler tarafindan sentezlenir. NO, siiperoksit radikali ile birleserek nitrik
oksite gore daha az stabil olan peroksinitriti olugturur. NO’in ortamda birikmesi néronlarda
ileri derecede hasarin olusmasina sebep olur. Yagda coziinebilen nitrik oksit biyolojik
membranlardan kolaylikla gecebilir. NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve
lipid peroksidasyonuna karsi koruma saglar. Bununla birlikte stiperoksitle reaksiyona girerek
prooksidan olarak davranir. Metabolizmada nitrik oksit sentaz (NOS) araciligi ile iretilir
(Simonian ve Coyle, 1996; Lala ve Chakraborty, 2001). Nitrik oksit eslesmemis
elektronlar1 sayesinde siiperoksit, tiyol gruplar1 ve nitrojen dioksit ile hizli reaksiyonlar
vermektedir. Diger radikallerle beraber Diabetes mellitus, kalp hastaliklari, septik sok,

alzheimer hastalig1 ve gastrik iilserin olusumunda rolii oldugu diigiiniilmektedir (Malo ve
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Wilson, 2000; Igbal ve ark, 2004). Nitrik oksitin oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu
oldukea zehirli ve ¢ok giiglii bir oksidan olan nitrojen dioksit olusur.

1.6. Serbest Radikallerin Hasar Yapici Etkileri

Serbest radikaller hiicrede protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve enzim gibi
yapilara etki ederek bu yapilarda hasar meydana getirebilirler. Serbest radikaller hedefteki
hiicrenin tiirtine, radikalin tliriine ve oksidatif stresin siddetine gore farkli derecelerde

hasara neden olabilirler.

1.6.1. Niikleik asit ve DNA’ya etkileri

Reaktif oksijen tiirleri niikleik asitlere ya direk kimyasal saldir1 ile ya da dolayh
olarak ¢esitli mekanizmalar iizerinden etki ederler. Serbest radikaller DNA iizerine DNA
cift sarmalinin ayrilmasi, baz degisiklikleri, tek veya cift zincir kirilmalari, kromozomal
degisiklikler gibi etkiler yapabilirler. Meydana gelen DNA hasari hiicre disfonksiyonuna
veya hiicre Oliimiine neden olabilir. Oksidatif DNA hasar1 kanser ve diyabet gibi

hastaliklara neden olabilir (Akkus, 1995; Siems ve ark., 2000).

1.6.2. Proteinlere etkileri

Proteinler peptid baglar1 veya aminoasit yan zincirleri ile reaktif oksijen tiirlerinin
reaksiyona girmesi sonucu okside olurlar. Serbest radikaller doymamis bag ve siilfiir igeren
aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenialanin, sistein, histidin, metiyonin) meydana gelen
proteinleri kolaylikla etkilerler. Bu tiir proteinlerin serbest radikallerle tepkimeye girmesi
sonucu Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli radikaller olusur. Bu reaksiyonlar
sonucu fazla sayida disiilfid bagi bulunduran proteinlerin ti¢ boyutlu yapilar1 bozulur ve
bunun sonucunda normal gorevlerini yerine getiremezler. Serbest radikaller Hem
proteinlerini de etkilerler. H,O, ve O, * ~ radikalleri oksihemoglobinin methemoglobine

doniigiimiine neden olurlar (Freeman ve Crapo, 1982; Akkus, 1995).
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1.6.3. Karbohidratlara etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu ile H,O,, peroksid ve okzoaldehid yapisinda
tirlinler olusur. Bu {irtinlerin diyabet, kanser, sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklar gibi
patolojik siire¢lerde onemli rolleri vardir. Cift bag igeren yag asitleri ve karbonhidrat
oksidasyonunun bir iirlinli olan glioksalin hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir.
Okzoaldehidler RNA, DNA ve proteinlere baglanarak aralarinda ¢apraz baglar olusturur ve
bundan dolay1 hiicre boliinmesini inhibe edici etki gosterirler. Bu nedenle kanser ve
yaslanma gibi siireclerde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Cheeseman ve Slater, 1993;

Akkus, 1995).

1.6.4. Lipidlere etkileri ve lipid peroksidasyonu

Hiicrenin reaktif oksijen tiirevlerine karst en hassas yapisi zar lipitleridir. Zarin
yapisinda bulunan doymamis yag asitleri (cift bag iceren karbonlar) serbest radikallerle
kolaylikla tepkimeye girerler. Cift bag igeren yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyonu son derece zararlidir. Ciinki
kendi kendisini devam ettiren bir zincir reaksiyon seklinde devam eder ve geri
doniigiimsiizdiir. Lipid peroksidasyonu iirlinii olan malondialdehit (MDA) 6l¢timii ile lipit
peroksidasyonunun derecesi degerlendirilebilir (Halliwell ve Gutteridge, 1986; Akkus,
1995). Peroksidasyon, bir metilen grubunun bir H atomunu bulundugu yerden c¢ikartan
herhangi bir serbest radikal tiiri ile baslayabilir. H atomu ¢ikartilmasi olay1 ¢ift baga
komsu metilen grubu iizerinde daha da kolaydir. Oksijen peroksil radikalini meydana
getirmek lizere karbon radikaline dahil olur ve sonugta diger yag molekiiliinden bir H
atomu ¢ikararak lipit hidroperoksil olusturur. Bunun sonucunda zincirleme reaksiyon
baglar. Siklik peroksitler yeniden diizenlenme sonucunda endoperoksitlere, daha ileri
oksidasyon sonucunda da malondialdehite (MDA) doniisebilirler (Sinclair ve ark., 1990;
Erenel ve ark., 1992). Lipid peroksidler sonraki asamada MDA ve 4-hidroksi nonenal gibi
yikim tirlinlerine doniisiirler. Bu yikim iirlinleri DNA veya proteinler gibi molekiiller ile
reaksiyona girebilir ve kanserojen etki gdosterebilirler. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin
meydana getirdigi diger bir olumsuz durum da bazi vitaminlerin ve esansiyel

aminoasitlerin kaybina neden olmasidir (Bondet ve ark., 1997).
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1.7. Serbest Radikallerin Kaynaklar:

Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde normal metabolik aktivite esnasinda olusan
oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari1 sirasinda olusabildigi gibi radyasyon gibi disaridan
gelen yabanci maddelerin metabolize edilmeleri esnasinda da olusabilir (Yildizhan,
2016).Ayrica yaslanma, stres, radyasyon, gibi etmenler de serbest radikallerin meydana
gelmesinde rolleri vardir (Lardinnois, 1995; Erat, 2002). O yiizden serbest radikal

kaynaklarini eksojen ve endojen kaynaklar olmak {izere iki gruba ayirabiliriz:

Cizelge 1.1. Serbest radikal kaynaklar1 (Kehrer,1993: Wickens, 2001; Baz, 2014)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

< Mitokondriyal elektron transport <+ Ilac  oksidasyonlari(Or. Parasetamol,
zinciri CCly)

< Kloroplast elektron transport zinciri <+ Iyonize radyasyon

% Oksidan enzimler: % Giinesig1g1
Ksantin oksidaz s X-1sinlar
Indolamin dioksijenaz % UV-1smlan
Triptofan dioksijenez % Isisoku

>

X/
*

Galaktoz oksidaz
Siklooksijenaz
Lipooksijenaz
Mono aminooksidaz

¢ Fagositik hiicreler:
Notrofiller
Monosit ve makrofajlar
Eozinofiller
Endotelyal hiicreler

% Oto-oksidasyon reaksiyonlari (Fe?*,
epinefrin)

Glutatyonu okside eden maddeler
Ortamin havasi

Sigara dumant

Ozon

Kiikiirtdioksit

Egzos gazlan

L)

e

%

X/
X4

L)

e

*

X/
X4

L)

e

AS

Serbest radikal kaynaklari bunlarin yanisira biyolojik ve intraselliiler kaynaklar

olarak da siniflandirilabilir.

Biyolojik kaynaklar:
e Aktiflesmis fagositler (bakterisidal rollerin neticesi olarak siiperoksid tiretirler)
e Antineoplastik ajanlar ( kanser ilaglari; bleomisin, doxurobisin, adriamisin)
¢ Radyasyon
e Aliskanlik yapan maddeler (alkol, uyusturucu)
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e (evresel ajanlar (hava kirliligine yol agan pestisitler, sigara dumani,

fotokimyasallar, anestezikler, solventler, aromatik hidrokarbonlar)

e Stres (stres durumunda artan katekolamin sonucu katekolaminlerin oksidasyonu)

Intraselliiler kaynaklar:

e Kiiclik molekiillerin oksidasyonu (tioller, hidrokarbonlar, falvinler, katekolaminler,
antibiyotikler)

e Mitokondrial ETS zinciri

e Endoplazmik retikulum ve niikleer membran transport sistemi (sitokrom P450,
sitokrom b5)

e Enzimler ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofan dehidrojenaz, hemoglobin

e Peroksizomlar (oksidaz flavoproteinler)

e Plazma membrant (lipooksijenaz, lipid proksidasyonu, fagositlerde NADPH
oksidaz, prostaglandin sentetaz)

e Oksidatif stres olusturan durumlar (iskemi, travma, intoksidasyon)

Biyolojik ve intraselliiler kaynaklara bunlar 6rnek verilebilir (Montgomery ve ark., 2000;

Mercan, 2004).

1.8. Diabetes Mellitus (DM) Tani Kriterleri

DM tamisi, klinik belirtiler ve biyokimyasal bulgularla belirlenmektedir.

Uluslararas1 Diyabet Komitesi (1979) onerileri dogrultusunda, 1985 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan kabul edilen DM tan1 kriterleri, 1997 yilinda Amerikan Diyabet
Birligi (ADA) tarafindan, 1998 ve 1999 yillarinda ise WHO tarafindan yeniden gézden
gecirilmis ve oncesinde 140 mg/dL olan aglik kan sekeri diizeyi 126 mg/dL“ye ¢ekilmistir.
ADA, WHO, JDS (Japan Diabetes Society) gibi bir ¢ok ulusal ve uluslararas1 kurulus
sayesinde nerdeyse her yil, elde edilen klinik ve literatiir bilgiler taranarak, diyabetin tani
kriterlerinin giincel kalmas1 saglanmaktadir. Son yillarda kabul gdren tani kriterleri asagida
ifade edilmistir (Kuzuya ve ark., 2002; Sever, 2006).
1. Poliiiri (sik idrara ¢ikma), polidipsi (artmis susama), polifaji (artmis istah) ve kilo kaybi
gibi klasik klinik bulgularin eslik ettigi glinlin herhangi bir saatinde 6l¢iilen plazma glukoz
seviyesinin 200 mg/dL (11,1 mmol/L) veya daha {izerinde olmas1 (The Expert Committe
on the diagnosis and classification of DM, 2003).
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2. En az 8 saat aglik sonrasi plazma glukoz seviyelerinin 126 mg/dL (7,00 mmol/L) veya
daha tizerinde olmasi (The Expert Committe on the diagnosis and classification of DM,
2003).

3. 75 g anhidroz glukoz kullanilarak yapilan Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sirasinda
2. saat plazma glukoz degerinin > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) olmas1 (Alberti ve Zimmet,
1998).

4. Aglik kan sekerinin HbAlc > % 5.7-6.4 ise diyabet i¢in artmus risk kategorisini ifade
ederken, HbAlc > % 6.5 ise diyabet kategorisine dahildir denilir.

Sayilan 4 kriterden herhangi birisinin varligt DM tanisi i¢in yeterli bulunmustur. Aclik
plazma glukoz seviyeleri (APG) <100 mg/dL ise normal kabul edilmektedir. APG
diizeyleri 100-126 mg/dL ise bozulmus aglik glukozu olarak tanimlanmakta ve bu
durumda OGTT uygulanarak tan1 konulmaya galisilir. 75 g glukoz kullanilarak yapilan
OGTT ile 2. saat kan sekeri <140 mg/dL ise normal olarak kabul edilir. 140-200 mg/dL
arast ise bozulmus glukoz toleranst (BGT) olarak degerlendirilir (Sever, 2006). WHO ve
ADA kriterleri dikkate alinarak diyabet tani kriterleri Cizelge 2“de 6zetlendigi gibidir.

Cizelge 1.2. Diabetes mellitus ve glukoz metabolizmasinin diger bozukluklarinda tani

kriterleri
Diyabetes mellitus tan1 kriterleri
Asikar DM f;‘é"' fé’#"' IFG+IGT DM Riski
100-125

APG (=8 st 100-125 <100
achikta) 2126 mg/dl mg/dl mg/dl Mo/l -
OGTT 2. st 140-199
PG =200 mg/dl fng}gl r1n4g%99 mg/dl -
(75 g glikoz)

>200mg/dl+Diyabet
Rastgele PG semptomlart - - - -

>%6.5  (>48mmol/ % 5.7-6.4 (39-46
HbA1C mol) - - - mmol/mo)ll

DM: Diabetes mellitus, APG: Aglik plazma glikozu, 2. st PG: 2. saat plazma glikozu, OGTT: Oral glikoz tolerans testi,
HbAlc: Glikozillenmis hemoglobin Alc, IFG: Bozulmus aglik glikozu, IGT: Bozulmus glikoz toleransi

Tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, sekonder diyabet ve gestasyonel diyabet (GDM,
gebelik diyabet) diye dort ana tipi vardir. En yaygin tip 2 diyabet olup, tiim diyabetik
hastalarin % 90" tip 2 diyabet ve % 5-10 tip 1 var. Diger iki tip diyabet ise daha nadir
bulunur. Bu diyabetik tiplerinde diyabette giiclii bir genetik bilesen vardir ancak yasam

tarz1 faktorleri de goz ardi edilemez. Onemlisi, baz1 diyabetik hastalarda hi¢ bir Klinik
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belirti goriilmez bu kisilerde tan1 sadece laboratuvar temelinde yapilabilir (Baynes ve

Dominiczak, 2009).

1.8.1. Tip 1 diyabet

Tip 1 diyabet genellikle pik insidansi yas1 yaklasik 12 yil olan, 35 yasin altindaki
kisilerde gelismekte ve ABD"deki 10 milyon diyabetlinin yaklasik % 10*unu
olusturmaktadir (Baynes ve Dominiczak, 2009; Champe ve ark., 2005). Bu hastalik
pankreasin [ hiicrelerinin agir bir otoimmun atak nedeniyle hasarlanmasi ve insiilinin
tamamen eksikligi ile karakterizedir. Bu tetikleyici neden, hala belirsiz olmakla beraber, bu
viral bir enfeksiyon, ¢evresel toksinler ya da gidalar olabilir. Bu otoimmun atak reaksiyonu
enfeksiyona karsi sitokin tepki ile baslatilabilir. Adacik infiltrasyonu enflamatuara ek
olarak, baz1 hastalarin kan dolasiminda f-hiicresi proteinlere karsi ¢esitli antikorlar olabilir.
Bu durum cok daha &nce belirlenebilir. insiilin, gliitamik asit dekarboksilaz ve protein
tirozin fosfatazi viicutta yabanci gorerek bunlara karst otoantikorlar iirettikleri
gozlenmistir. Tip 1 diyabet hastaligi kalitsaldir. Tip 1 diyabetik hasta bir bireyin
kardesinde 50 yasina kadar diyabete yakalanma orani % 10 daha fazladir.

Tip 1 diyabet“e duyarli genler, biiyilk histokompatibilite kompleksine lokalize
olmus 6. kromozomda bulunmaktalar. Diyabet™“e sebep olan genlerin yaklasik % 50si
HLA genleridir. HLA genotipleri DR, DQ ve daha az olarak bilinen IDDM2 (insiilin-
VNTR) ve IDDM12 (CTLA-4) diyabetle baglantili genlerdir. HLA kompleksi i¢inde tespit
edilen bu iki gen korumanin yaninda bir risk olusturma potansiyelleri vardir. Tip 1 seker
hastas1 olan hastalar 6. kromozomdaki HLA genleri diger oto-bagisiklik hastaliklar ile
iligkili duyarlilik genleri icermesi, Graves hastaligi, Addison hastalig1 ve ¢6lyak hastaligi
gibi otoimmiin hastaliklara daha duyarli oldugu bildirilmistir. Tip 1 seker hastaligi olan
kisiler insiilin tedavisi bagimli ve ketoasidoz gelisimine egilimliler (Baynes ve

Dominiczak, 2009).
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INSULIN
AZIIGI
Artan glukoneogenezis Lipolizde artis
Azalan glukoz alimma B
Hipergslisemi Ketogeneziste artis
Glikoziiri Ketonemi
Ozmotik diiirez Ketonuri Asidosiz

Dengeleyici

Dehidrasyvon
Hiperventilasyon

Sekil 1.4. Diyabetik ketoasidoz (Baynes ve Dominiczak, 2009).

Sekil 6’da goriildiigii gibi ketoasidoz, insiilin azligina baglh olarak yag asitlerinin
karnitin mekigi mekanizmasinin artigina ve buna bagli olarak - oksidasyonunda artis ve
serbest agil CoA serbestlenmesine bagli olarak asetoasetik asit miktarinda artisa neden
olur. Asetoasetik asitin periferal dokular tarafindan yeterince alinmamasi p-Hidroksi
biitirat ve aseton olusumuna sebep olur bunlarin artisida vuciitta asidozis artisina sebep
olmaktadir. Insiilin eksikligine bagl hiperglisemi ve komplikasyonlar1 (ozmotik diiirez,
dehidratasyon), artmus lipoliz ve ketogenez (ketonemi ve asidoz) sonucudur. Ketoasidozun
Oniine ge¢mek icin yapilmasit gereken uygun tedavi, insiilin inflizyon, rehidrasyon ve
potasyum takviyesidir.

Kisacasi tip 1 diyabet: Genellikle 20 yas alti, insiilin sentezinin olmadig1 veya
immun bir atak sonucu B-hiicrelerinin yok edildigi, plazma insiilin konsantrasyonunun
diisiik veya olmadigi, genetik yatkinligin oldugu, tani sirasinda adacik hiicre antikorlarin
oldugu, obezitenin yaygin olmadigi, ketoasidozisin oldugu ve tedavisinin insiilin ile

yapildig1 bulasic1 olmayan bir hastaliktir.
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1.8.2. Tip 2 diyabet

Tip 2 diyabet, 40 yas iistii ve genelde obez kisilerde goriilen bir hastaliktir. Insiilin
salgilanmasindaki miktar disiikliigli ve insiilin direncinin bir arada bulunmasi ile
karakterizedir. Tip 2 diyabetli bireylerde gdze carpan 2 ana patolojik etki vardir. IIki
insiilin“in GLUT azligina bagl olarak periferik dokular1 etkileme yetenegindeki azalmadir.
Buna insiilin direnci denmektedir. Ikincisi B-Hiicre disfonksiyonu olup insiilin direncini
kirmak icin pankreastan yeterli insiilin liretilememesidir. Boylece hastalikta 6nce insiilinin
salimiminda gozle goriiliir bir azalma ve sonrasinda mutlak insiilin eksikligi gelisimidir.
Insiilin direnci ve insiilin iiretimindeki eksikligin temeli molekiiler defektler, gevresel ve
genetik faktorlerin birlikterliginden kaynaklanmaktadirlar (Sacks, 1994).

Tip 2 diyabet“te B-Hiicrelerinde insiilin olusumu, salinimi, depo edilmesi ve f-
Hiicrelerinin sayisi normaldir. Serbest kan dolasimindaki insiilin diizeyi biraz azalmis,
normal ya da yiiksek olabilir. Asil bozukluk, insiilinin etkiledigi hedef hiicrelerde insiilin
reseptorlerinin sayica az olmasi ya da hiicre icinde postreseptér diizeyde insiilin
etkinliginin azalmas1 ve insiiline kars1 direng gelismesinden kaynaklanmaktadir. Bunun
sonucu olarak glukoz, glukoz tasiyicilar yardimi ile hiicrelere yeterince giremez ve
dolayistyla hiicrelerde glukoz kullanilamadigindan tip 2 diyabet gelisir. Tip 2 diyabe’te az
miktarda olan insiilin, kan glukozunu normal diizeyde tutmasa da, yaglar1 depo edecek
diizeyde ve genellikle kilo artis1 vardir. Agir bir enfeksiyon ya da hastalik durumunda
hastalar komaya girebilir (Y1lmaz, 1999; Champe ve Harvey, 1997).

Tip 2 diyabetin sebeplerinden biri progesterondur. Sekstiel sikluslarin hormonal
denetimi i¢in kullanilan progesteron ti¢ tiirlii etki ile instilin salintmini azaltir. Progesteron
ilk olarak bilyime hormonu salinimini artirir daha sonra hipotalamustaki reseptér-hormon
baglantis1 ile viicutta besin ve su alimi artirilir, bdylece karbohidrat metabolizmasi
yiikselir. En son olarak, progesteron insiilin etkinligi i¢in zit etki gosterir ve g¢evresel
insiilin direncine neden olur. Istahsizlik, gligsiizliik, hizli solunum, kusma, sinirsel
islevlerdeki siddetli depresyon sonucunda gozlemlenir (Yilmaz, 1999). Hastaligin
baslangic1 ve tani koyulmasi: arasinda ortalama 4-7 yil gibi bir zaman oldugu
diisiiniildiiglinde, tan1 koyulmamis pek ¢ok diyabet hastalariin mevcut oldugu kolayca
anlasilabilir. Tip 2 diyabet tanisi konuldugu esnada bu hastalarda bazi diyabetik
komplikasyonlar gelismis olabilir (Mc Kinlay ve Marceau, 1992; Wareham ve O“Rhailly,
1998).
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Kontrol edilemeyen ve yiiksek seyreden kan glukozu uzun vadede cesitli
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Kalp damar hastaliklari, sinir sistemi
hastalig1 noropati, korliige kadar gotiiren retinopati, bobrek yetmezligi ile sonuglanan
nefropati ve ayak {llserleri gibi uzun vade komplikasyonlar1 sonucu kangren, felg veya
koroner hastaliklarin gelisme riskini artirmaktadir (Sacks, 1994; Mc Kinlay ve Marceau,
1992).

Kisacasi tip 2 diyabet: Genellikle 40 yas iistii, insiilin salinim diisiikliigii ve insiilin
direncinin bulundugu, plazma insiilin konsantrasyonunun diisiik, normal veya yiiksek
oldugu, genetik yatkinligin oldugu, obezitenin yaygin oldugu, ketoasidoz nadir fakat biiyiik
metabolik stres ile gelisebilen, hipoglisemik ilaclar ve insiilin ile tedavi edilebilen bulasici

olmayan bir hastaliktir.
1.9. Serbest Radikallere Bagh Hastaliklar
Serbest radikallerin hiicrelerde olusturdugu hasarlar sonucu meydana gelen

rahatsizliklar Cizelge 1.3.te gosterilmistir. Serbest radikallerin bu etkileri antioksidanlarin

Onemini ortaya koymaktadir (Temiir, 2005).
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Cizelge 1.3. Serbest radikallerin sebep oldugu hastaliklar

Kardiyovaskiiler sistem
patalojisi

Aterosklerozis (Damar sertligi)

Beyindeki diizensizlikler
Anoksia

Noral lipofuskinosis
Alzhemier hastaligi
Parkinson hastaligi

Down senromu

Multiple selerosis

Kronik graniilomat6z hastalik
Diabetes Mellitiis
Inflamatory diizensizlikler
Astim

Romatizmal artirit

Demir yiiklenmesi
Idoyopatik hemokromatosis
Talesemi

Akciger diizensizlikleri
Asbestosis

Yetigkin solunum stresi
Radyasyon hasarlar1
Zedelenme (reperfusyon)
Deri bozukluklari

Solar radyasyon zehirlenmesi
Bloom sendromu

Olusan zararl (toksit) maddeler

Zenobiyotikler

Metal iyonlar1 (Hg, Fe, Cu)
Sitositatikler (blomyein)
Kanser

Savunma sistemindeki asir1 yiiklemme veya hatalar

Kandaki oksijen azlig
Hiicrelerdeki yapisal bozunmalar

Hiicrelerdeki yapisal bozunmalar

Savunma sistemindeki asir1 yiiklemme veya hatalar
Hiicrelerdeki yapisal bozunmalar

Antioksidan sistemdeki gen hasari

Anormal substrat oksidasyonu

Gecis metallerinden oksijene elektron transferi sonucu

Gegis metallerinden oksijene elektron transferi sonucu

Anormal substrat oksidasyonu

Yiiksek veya diisiik radyasyon enerjisi ile doku hasari

Savunma sistemindeki agir1 yiiklemme veya hatalar

flag ve toksin kullaniminda

Gecis metallerinden oksijene elektron transferi sonucu
Ilag ve toksin kullaniminda

Mesane, GOgiis, Bagirsak, Karaciger, Akciger, Deri
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Bu hastaliklar1 olusum kaynaklarina gore siiflandirabiliriz:

1) Genetige bagli (Fanconi’s anemia, bloom sendromu)

2) Cevresel bilesenler (i¢ hastaliklari, virus ve bakteriyal enfeksiyonlar)
3) Hem genetik hem g¢evresel (bronsial astim, diabetes mellitus, kanser,

kardiovaskiiler hastaliklar)

1.10. Vitis Vinifera L. Bitkisiyle Tlgili Genel Bilgiler ve Sistematigi

Vitis vinifera Sistematigi

s - Alem: Plantae

< - Boliim : Magnoliophyta

< - Simf : Magnoliopsida

¢ - Takim : Vitales Juss. Ex Bercht. & J.presl|
% - Familya : Vitaceae Juss

« - Cins : Vitis L.

< - Tiir : Vitis vinifera L.

Asma, diinyada kiiltlirii yapilan en eski meyve tiirlerinden birisidir. Yeryiiziinde
bagciligin tarihgesi M.O. 5000 yilina kadar dayanir. Asmanin anavatani Anadolu’yu da
icine alan ve Kiigiik Asya denilen bolgedir. Ulkemiz, bagcilik agisindan yer kiirenin en
elverigli iklim kusag iizerindedir. Anadolu, asmanin merkezi olmasinin yani sira, son
derece eski ve koklii bir bageilik kiiltiiriine sahiptir. Bagcilik, Anadolu’da tarihsel gelisim
icinde degisik uygarliklarin ekonomik ve kiiltiirel yapisinda etkili olmus ve giinlimiize
degin daima 6nemli bir tarimsal tiretim kaynag1 olmustur.

Asma, diger meyvelerle kiyaslandiginda en fazla g¢eside sahip olan tiirlerinden
biridir. Dilinya da 10.000’nin tizerinde {iziim ¢esidi oldugu tahmin edilmektedir. Yurdumuz
ise asmanin anavatani olmasi nedeniyle 1200’{in tlizerinde iiziim ¢esidine sahiptir. Fakat
bunlardan ancak 50-60 kadarinin ekonomik 6nemi olup, genis capta iretilmektedir.
Ulkemizde yaklagik 525 bin hektar bag alaninda, yilda 3,5 milyon ton civarinda iiziim

iiretimi gerceklestirilmektedir. Uretilen iiziimlerin yaklasik %30’u sofralik, %37’si
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kurutmalik, %30’u pekmez, pestil, sucuk, swra ve %3’ saraplik olarak
degerlendirilmektedir. Bolgelerimize gore iiretim incelendiginde ise; Ege Bolgesinde
cekirdeksiz kuru iiziim, Marmara Bolgesinde sofralik ve saraplik, Akdeniz Bolgesinde ilk
turfanda, Orta Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgesinde saraplik, siralik, sofralik,
cekirdekli kurutmalik, sofralik liziim yetistiriciliginde gelisme goriilmektedir.

Diinyada bagciligin yapildig1 alanlar kuzey yarimkiirede 20-52, gliney yarimkiirede
20-40. Enlem dereceleri arasinda kalmaktadir. Ekvatora yaklastik¢a bagcilik ancak yiiksek
yaylalarda yapilabilmektedir. Bagciligin kuzey sinirin1 olusturan yorelerde ise 6zellikle
giiney yamagclarda ve nehir kenarlarinda yapilabilmektedir (Uzun, 1996). Anadolu,
asmanin anavatani olarak bilinen bdlgeler igerisinde yer alan, hem ¢esit zenginligine hem
de genis bag alanlarina ve iizlim iiretimine sahip diinya ilizerindeki onemli bagcilik
merkezlerden birisidir. Asma ise; liziim verimi bakimindan ekonomik, ¢esit zenginligi ile

de genetik materyal agisindan yurdumuzun 6nemli bir bitkisidir (Celik, 1998).

1.10.1. Vitis tiirlerinden izole edilen maddeler ve saghk acisindan 6nemleri

Yetistirilme alan1 ve iiretim miktar1 bakimindan iilkemizde ve diinyada ilk siralarda
yer alan iiziim, degisik sekillerde islenerek (pekmez, {iziim suyu, kuru {iziim, sarap, sirke,
bulama, kofter vb.) her mevsimde tiiketebilecegimiz bir besindir.

Uziimiin, icerdigi resveratrol (3,5,4-trihydroxystilbene) maddesi ile kansere karsi
savas actigr 1985°1i yillarda Japonya’da baslayan g¢alismalarla ortaya konulmustur. Bu
madde bitkiler tarafindan {iretilen fitoaleksin gurubu bilesiklerden bir tanesidir.
Resveratroliin 6zellikle hayvan veya patojenlerin bitkilere saldirmasi, yaralanma veya
ultraviyole (UV) 1s18a maruz kalma sonucunda bitkiler tarafindan dayaniklilik
mekanizmasinin olusturulmast amaciyla tiretilen bir bilesik oldugu bilinmektedir (Mazza,
1995).

Ancak en 1yi kaynaginin iiziim oldugu ve en yiiksek oranda renkli iiziimlerde
bulundugu tespit edilmistir. Resveratrol sadece renkli (kirmizi, siyah) tiziimlerin kabuk
kisminda bulunmaktadir. Renkli iizlimlerde bulunan resveratrol maddesinin antioksidant
aktivitesi gostererek kilcal damarlarin tikanmasimi engelledigi, apoliprotein ve lipid
sentezinin modiilasyonu ile kilcal damarlarda trombosit birikmesini engelledigi in vitro, ex

vitro ve hayvanlar lizerinde yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Meyer ve ark.,
1997;1998).
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1.11. Arastirmanin Amaci

Giliniimilizde artik dogal ve bitkisel {iriinlerin iyilestirici etkisi fark edilmis olup
tirtinlerin bu 6zelliginden faydalanilmaya bagslanilmistir. Son yillarda kimyasal ilaglarin
hem pahali hem de yan etkilerinin fazla olusundan dolay1 alternatif tedavi veya
giinimiizdeki ismiyle tamamlayici tip (Complementary Medicine) yaklagimlart daha fazla
tercih edilmektedir. Bununla birlikte arastirmacilar, etnofarmakolojik ve fitoterapik
caligmalarla, bitkilerden ilag elde etmeye yonelmislerdir. Bitkilerde bulunan bazi 6zel
etken maddeler, hem hastaliklardan koruyucu hem de tedavi edici etkiye sahiplerdir.

Ulkemiz {iziim ihracatin da diinyada %12’ lik iiretimle 5. sirada bulunmakta olup
iilke gelir payinda cok Onemli bir konumda bulunmaktadir. Tiirkiye’nin bulundugu
cografik konum nedeniyle pek ¢ok {iziim c¢esidini barindirmakta olup kuru iiziim, pekmez,
pestil, sarap ve ilag endiistrisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda lizim meyve ve
cekirdegine yonelen aragtirmalar pek cok hastalik tedavisinde onemli rol oynandigini
gostermektedir. Ornegin: yiiksek tansiyon, goz bozukluklari, diyabet, kalp ve cilt
hastaliklarin iyilestirmesinde ¢ok onemli rol oynamaktadir. Bu ¢alismada Vitis vinifera
meyve ve ¢ekirdeginden elde edilen ekstraktlarin deneysel diyabet olusturun si¢anlarda

cesitli biyobelirtegler lizerine iyilestirici etkilerinin incelenmesi amaglandi.
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2. KAYNAK BILDIRISLERI

Diinyada ve iilkemizde cok yaygin olan seker hastaligi ve pek cok hastaligin
tedavisinde altenatif tipta kullanilan bitkilerin iyilestirici etkileri iizerine arastirmalar
artarak devam etmektedir. Keza, diyabetin sebep oldugu tahribati bertaraf etme ve
diyabetin iyilestirici etkilerini ortaya koyma yolunda bitkilerin giiciinden yararlanma
caligmalar1 en basta yer almaktadir. Bu ¢alismada kullanilan {iziim cesidinin meyve ve
cekirdeginin seker hastaligi komplikasyonlarinin ve diger hastaliklarin iyilestirici etkilerine
yonelik literatiirlere rastlamamistir. Ancak, baska iiziim ¢esitlerinin meyve ve 6zellikle de
¢ekirdeginin etken maddelerinin gesitli hastaliklar iyilestirici etkileri, 6zellikle oksidatif
strese kars1 antioksidan etkilerinin arastirildigi aragtimalar ile bu ¢alisma konusu ile ilgili
onemli bazi ¢alismalarin 6zeti asagida verilmistir;

Saym ve ark. (2008)'na gore, siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
iriinlerinin endojen iiretiminde artis ile karakterize olan oksidatif stres, endotel tabakasinin
islev bozuklugunun temel nedenidir. Oksidatif stres kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
norolojik hastaliklar, diyabet, yaslanma ve diger pek ¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Oksidatif stres ile ilgili savunma mekanizmalari; bu mekanizmalarin
engellenmesi, onarimi, fiziksel savunma ve antioksidan savunmayi kapsamaktadir.
Hiicrenin antioksidan savunmasinda gérev alan enzimlerin ifadelenmesini diizenleyici
etkileri oldugu gosterilmis olup, kardiyovaskiiler hastaliklarda olusan oksidatif stresin
azaltilmasi i¢in antioksidanlarin kullanilmasiyla birlikte yeni terapotik yaklasimlara 1sik
tutabilecek bir sonuca varilmistir.

Pari ve Suresh (2008), alkolik karaciger hastaliginin ilerlemesinde oksidatif stresin
onemli bir rol oynadigini bildirmistir.

Farber ve ark. (1998); Halliwel ve Gutteridge, (1989), calismalarinda normal
hiicrelerde GSH/GSSG oran1 son derece yiiksektir. Glutatyon rediiktaz bu oranin yiiksek
kalmasimni saglamakla goérevlidir. Glutatyon rediiktaz aktivitesi hiicrenin redoks durumu
tarafindan diizenlenir. Aktivitenin yiiksek ya da diisiik olmasi oksidatif stresin siddetine
baghdir.

Laparra ve ark. (1979), caligmalarinda katezin ve prosiyanidinler gibi saglik
acisindan faydali oldugunu kanitlamasi tiziim ¢ekirdegi ekstratinin diyetisyenlikte dengeli

beslenme i¢in kullanilmasina yol agtigini belirtmisler.
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Murt ve ark. (1980), calismalarinda karaciger harabiyeti ve karaciger hiicre
membranlarinin bozulmasiyla hiicre sitoplazmasinda bulunan AST ve ALT gibi enzimlerin
kan plazmasina gecerek kan serumundaki diizeylerinin yiikseldigini belirtmislerdir.

Delibas ve Ozcankaya (1995), calismalarinda serbest radikallerin protein, lipid ve
niikleik asitler gibi Onemli molekiilleri tahrip edecek reaksiyonlar1 baslattigini
belirtmislerdir. Dokularda serbest radikallerin hasarini azaltmak i¢in antioksidan savunma
sistemi gibi bazi mekanizmalar bulunmaktadir. Keza, son zamanlarda Katarakt,
arteroskleroz, Parkinson hastalig1 gibi bircok hastalikta serbest radikallerin rol oynadigini
daha belirgin bir hale geldigini belirtmislerdir.

Mercan (2004), Serbest radikaller hiicrede ekzojen ve endojen kaynaklara bagl
olarak olusan, bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa dmiirlii, kararsiz, diisiik
molekiil agirlikli molekiiller olarak tanimlanir. Organizmalarda serbest radikaller ve
antioksidan savunma sistemleri arasinda dogal bir denge s6z konusudur.

Papas (1996), klinik ¢alismalar antioksidan 6zellik gosteren gidalarin tiikketimi ile
bazi hastaliklarin goriilme ihtimali ve siklig1 arasinda ters bir iliski oldugunu ortaya
koymustur.

Diplock (1998), E vitamini (tokoferoller), yagda c¢oziinebilen baslica antiok-
sidanlardan olup tiim hiicre membranlarinda bulunmakta ve ¢coklu doymamis yag asitlerini
oksidasyona kars1 korumakta oldugunu belirtmistir.

Reaven ve ark. (1993), diyete E vitamininin yiiksek dozlarda ilavesinin LDL
diizeylerini 6nemli Olclide artirdigi ve oksidatif strese karsi olduk¢a koruyucu oldugu
bildirilmektedir.

Diplock (1998), calismasinda askorbik asit de viicudun ekstraseliiler sivilarinda
bulunan ve suda ¢oziinebilen 6nemli bir antioksidandir. Viicutta sentezlenemedigi icin
gidalarla digaridan alinmasi1 gerekmektedir. Askorbik asidin indirgen bir ajan olmasinin
yanisira E vitaminini rejenere etme 6zelligine de sahip oldugunu sdylemistir.

Di Mascio ve ark. (1991), Karotenoidlerin antioksidan aktivitelerini serbest radikal
reaksiyonlarina katilarak zararli hidrojen peroksitlerin olusum hizim1 azaltmak suretiyle
etkilerini gosterdigini bildirmistir.

Diplock (1998), gii¢lii bir antioksan ve dnemli diyet karotenoidlerinden - karoten;
sar1, turuncu sebze ve meyvelerde, yesil sebzelerde, likopen; domateste ve lutein; brokoli

ve lifli yesil sebzelerde bulundugunu tespit etmistir.
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Solomon ve ark. (2006) incir meyvesinde polifenol igerik arttikca Ozellikle
antisiyonin, antioksidan aktivitenin de arttigin1 gostermistir.

Caligkan ve Polat (2011); Turan, A., Celik, I, (2016) Yapmis olduklari
calismalarda, baz1 bitkilerde polifenollerin igerigi, ozellikle de antosiyaninlerin
miktarindaki artigin antioksidan kapasitesini arttirdigi belirtilmistir.

Losso ve ark. (2007) Bitki fenol ve polifenolleri potansiyel antioksidan
aktivitelerinden dolayr oksidatif stresle iligskili olduguna inanilan norodejeneratif
hastaliklar, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi patolojik durumlarin 6nlenmesinde 6nemli rol
oynar.

Frankel ve ark. (1995); Teissedre ve ark. (1996), fenoller ve kirmizi sarap ta diigiik-
yogunluklu-lipoprotein (LDL) in vitro olarak insanda oksidasyonu engelledigi tespit
edildigini kanitlamislar.

Saito ve ark. (1998), iiziim ¢ekirdekleri monomerik fenolik bilesenlerle zengin
kaynaklardir. Monomerik fenolik bilesenlerden, (+)-katezin (poliyfenolik antioksidan bitki
metaboliti), (-)-epikatezin ve (-)-epikatezin-3-O-gallate ve dimerik, trimerik ve tetramerik
prosiyanidinlerin antimutajenik ve antiviral ajanlardir.

Bagchi ve ark. (1997); Bagchi ve ark. (1998), ayrica {iziim ¢ekirdegi
poliyfenollerinin vitamin C ve E’den ¢ok daha giiclii serbest oksijen radikal temizleyicisi
oldugu gosterilmistir.

Maffei Facino ve ark. (1996), iiziim ¢ekirdegindeki polifenolleri; prosiyanidin veya
proantosiyanidin kombine isim olarak adlandirmis olup, son zamanlarda yapilan
calismalarda tliziim c¢ekirdeginde bulunan prosiyanidinlerin yangi, artritis ve allerji
olusumunu engelleme gibi bircok etkisinin yaninda, kalp hastaliklar1 ve deri
yaslanmasindan korunmada da etkili oldugunu gostermislerdir.

Cetin ve ark. (2008), sican karacigerinde radyasyonun yol actig1 oksidatif strese
lizim cekirdegi ekstreksinin etkisi incelenmis. Uziim c¢ekirdegi ekstreksi hiicre
membraninda protein ve lipit peroksidasyonunu engelleyerek takiben oksidatif hasari
azalttig1 ayrica liziim cekirdegi ekstreksinin verilmesiyle RTx grubundaki malondialdehid
seviyesinde orta derecede bir azalma gézlemlenmistir.

Ikizler ve ark. (1996), calismalarinda {iziim de bulunan bir antioksidan olan
resveratrol, oksidatif stresi Onleyerek iskemi/reperfiizyon hasarinda koruyucu etki

gosterdigini bildirmislerdir.
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Dogan ve Celik (2010), etil alkol ile deneysel oksidatif stres olusturulan siganlarda
tiziim ¢ekirdeginin antioksidan ve karaciger koruyucu etkileri oldugunu ifade etmislerdir.

Demir ve Yilmaz’in (2013) STZ ile olusturduklar Tip 2 diyabet hastalig1 {izerine
cam yagmin etkisini arastirdiklari ¢alismada, diyabet grubuna goére cam yagi verdikleri
grubun kan glukoz diizeyinde belirgin bir sekilde diisiis ve bu grubun si¢anlarin canl
agirliklarinda artis oldugunu goézlemlemisler. Ayrica lipit peroksidasyon olusumunu
engelledigi ve serumda bazi yag asidi, lipofilik vitaminler ve sterol parametreleri tizerinde
olumlu yonde etkiler gosterdigini belirtmislerdir.

Ozkol ve ark. (2013), STZ ile deneysel DM hastaligi olusturduklar1 ratlarda
antidiyabetik amacli kulandiklar1 bitkilerin rat karaciger, kalp, eritrosit, géz ve bobrek
dokularinda bakilan MDA, GSH, GR, GST ve CAT enzimleri ile kan serumunda bakilan
TC, TG, LDL, VLDL ve HDL parametrelerinde anlamli sonuglar elde ettiklerini ifade
etmislerdir.

Xie ve ark. (2014), STZ ile deneysel DM olusturulan ratlarda GSH-Px ile CAT
aktivitesinde diislis goriilirken, serum AST, ALT, ALP, kan glukozu ve MDA
diizeylerinde artis gbzlendigini ifade etmislerdir.

Parisa ve ark. (2007), streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulan
sicanlardaki Phlomis anisodonta ekstart1 (PAE) ile (100, 200 ve 400 mg kg -1) 10 giin
boyunca oral olarak verilen ratlarin aglik kan glukoz diizeyinde diabetik kontrol gruplarina
gore onemli bir azalma, serum insiilin seviyesinde ise 6nemli bir artma gézlemlediklerini
rapor etmislerdir. Calismada ayrica (PAE) ile beslenen diyabetik ratlarin viicut
agirliklarinda, superoksid dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GSH-
PX) aktivitelerinde artma, lipit peroksidasyonunda ise Onemli azalma oldugunu rapor
etmislerdir.

Moreno ve ark. (2003) Uziim g¢ekirdegi ekstraktmnin pankreatik lipaz, lipoprotein
lipaz ve hormonal duyarli lipaz gibi yaglar1 metabolize eden enzimler iizerindeki
etkilerinin arastirildigi in vitro ¢alismada, ekstraktin bu yag metabolize eden enzimleri
inhibe ettigini, dolayisiyla diyetteki yagin absorbsiyonunu engelleyerek adipoz dokularda

akiimiilasyonunu sinirlamak amaciyla kullanilmasinin faydali oldugu belirtilmistir .
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Materyaller

Aragtirmamizin canli materyali olan sicanlar (Wistar albino) Van Yiziinci Yil
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden iinitesinden temin edildi. Calismalar sirasinda
kullanilan sarf kimyasallar Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler
Bagkanligi’nin destegi ile satin alma yoluyla medikallar araciligi ile temin edildi. Etkilerini

aragtirmayi diisiindiigiimiiz kiisme iizim ¢esidi (Vitis vinifera L.) manavdan temin edildi.

3.2. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Liyofilize ekstraktt Dalar ve Konczak (2013) metodunun modifiye sekline gore
hazirlandi. Van merkez Alakoy iireticisinden alinan kiisme tiziim ¢esidi (Vitis vinifera L.)
meyvesi el ile ¢ekirdeklerinden ayrildi. Cikarilan gekirdekler ¢alisma zamanina kadar -20
°C’de muhafaza edildi. Daha sonra bitki meyve ve cekirdegi numunesinden 50 gr
tartilarak, bir cam behere konuldu ve 1000 ml saf su ile blenderde parcalandi, beherin iizeri
aliminyum folyo ile kapatilip 24 saat calkalayicida homojenize edildi, daha sonra
stizgecten gecirilen homojenize karisim 10 ml’lik falkon tiiplerine pipetlenip 5 dakika 3500
rpm’de santrifiij cihazinda santrifiij edildi. Elde edilen supernatant enjektor yardimi ile
0.45 pm’lik hidrofilik filtreden (Millipore) gegirildi. Bu islem yeniden iki defa daha
tekrarland1 ve elde edilen tiim supernatantlar ayni1 kaba konuldu. Filtreden gegirilen sividan
400 ml alinip evaporatdre birakilarak +37°C’de yaklagik 1 saat 40 dakika buharlastirmak
suretiyle ¢oziiciiden arindirildi. Islem sonunda yogunlastirilan ekstrakt falkon tiiplerine
konularak -80°C’de 48 saat bekletildildi. Sonra dondurulan numuneler liyafilizatérde 0.030
mBar basing ve -54°C’de 3 giin boyunca kurutuldu. Elde edilen liyofilize salin fraksiyonu,
analiz islemlerine baslanana dek, —20 °C’de muhafaza edildi. Boylece ekstraksiyon islemi

tamamlanmis oldu.
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3.3. Deney Hayvanlari

Bu calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Bagkanligi’nin 25.09.2014 tarihli ve 2014/11 sayili izni ile yapildi. Calismamizda Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilen 57 (toksite
gurublari+deney gurublar1) adet Wistar albino ki 3-4 aylik ve agirliklart 150-240 g
arasinda degisen disi siganlar kullanildi. Sicanlar tartilarak canli agirliklar1 not edildi.
Ayrica caligmaya baslamadan 6nce siganlarin kan glukoz degerlerine de bakildi. Siganlar
(25+1°C) oda sicakliginda 12 saat aydinlik/12 saat karanlik 151k periyodunda ve ad libitum
olarak beslendi.

3.3.1. Toksisite testi

Toksisite testi i¢in her grupta 4 sican bulunacak sekilde meyve ve c¢ekirdegi
ekstrakt1 i¢in 2 grup olusturuldu. OECD’ye gore limit doz olan 2000 mg/kg iiziim meyve
ve g¢ekirdegi ekstresi oral olarak verildi. 3 giinliik uygulama siiresi boyunca siganlarda

6lim, makroskobik ve fizyolojik olarak olumsuz bir durum gozlenmedi.

3.3.2. Streptozotosin (STZ) ile deneysel diyabet olusturulmasi

Deneysel c¢alismada kullanilan 49 sicandan kontrol grubu disindaki tiim gruplara;
STZ, pH’1 4.5 olan 0.1 M buffer sitrat iginde ¢Oziinmesiyle olusan ¢ozeltisi canli
agirliklarina gore tek doz 55 mg/kg olmak tizere intra peritonal olarak uygulandi ve diyabet
modeli olusturuldu. 72 saat sonra si¢anlarin kuyruk veninden alinan kan orneklerine kan
glukoz o6l¢iim cihazi ile bakilarak, siganlarin aglik kan sekerleri 6l¢iildi ve glukoz
seviyeleri 200 mg/dL nin iizerinde olan siganlar diyabetik olarak kabul edilerek ¢alismaya
dahil edildi (Eidi ve ark., 2009).
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3.3.3. Deney gruplarinin olusturulmasi

Calismada kullanilan 54 adet sigan, her grupta rastgele sec¢ilmis 7 sican olmak iizere

toplam 7 gruba ayrildi. Gruplar ¢alismanin amacina uygun olacak sekilde asagidaki sekilde

dizayn edildi.

Gruplar; 1.Grup; Normal Kontrol (NK), Il. Grup; Diyabet Kontrol (DK), I1l. Grup
diyabetik+akarboz (doz 20 mg/kg) (DA), IV. Grup; diyabetik+iiziim meyvesi ekstresi 100
mg/kg (DM1), V. Grup; diyabetik+iiziim meyvesi ekstresi 200 mg/kg (DM2), VI. Grup;
diyabetik+iiziim ¢ekirdegi ekstresi 100 mg/kg (DC1) ve VII. Grup; diyabetik+iiziim

¢ekirdegi ekstresi 200 mg/kg (DC2) olacak sekilde guruplandirildi.

1.

Grup (n=7): Normal Kontrol Grubu (NK): Bu gruba giinliik su ve yemlerinin
verilmesi disinda herhangi bir sey uygulanmada.

Grup(n=7): Diyabet Kontrol Grubu (DK): Bu gruba STZ (55 mg/kg) intra
peritonal (ip) yolla uygulanip diyabet olusturuldu. Gruba calisma boyunca
giinliik su ve yemlerinin verilmesi disinda herhangi bir sey uygulanmadi.

Grup (n=7): Diyabet+Akarboz Grubu (DA): Bu gruba STZ (55 mg/kg) intra
peritonal (i.p) yolla uygulandi ve akarboz tabletleri (20 mg/kg) suda ¢oziilerek
oral gavaj yoluyla verildi.

Grup (n=7): Diyabet+Uziim Meyvesi Ekstresi Grubu (DM1): Bu gruba STZ
(55 mg/kg) intra peritonal (ip) yolla ve tizim meyve ekstrakti (100 mg/kg) oral
gavaj yoluyla verildi.

Grup (n=7): Diyabet+Uziim Meyvesi Ekstresi Grubu (DM2): Bu gruba STZ
(55 mg/kg) intra peritonal (ip) yolla ve tiziim meyve (200 mg/kg) oral gavaj
yoluyla verildi.

Grup (n=7): Diyabet+Uziim Cekirdegi Ekstresi Grubu (DC1): Bu gruba
STZ (55 mg/kg) intra peritonal (ip) yolla ve {iziim ¢ekirdegi ekstrakti (100
mg/kg) oral gavaj yoluyla verildi.

Grup (n=7): Diyabet+Uziim Cekirdegi Ekstresi Grubu (DC2): Bu gruba
STZ (55 mg/kg) intra peritonal (ip) yolla ve {iziim g¢ekirdegi ekstrakti (200
mg/kg) oral gavaj yoluyla verildi.

Siganlar uygun nemde (ortalama % 60 diizeyinde), 12 saat aydinlik ve 12 saat

karanlik dongiisiinde ad libitum olarak beslendi. Ayrica kafesler her giin temizlendi.

Diyabet olusturulduktan sonra gruplara ekstrakt verilmeye baglandi. Bitki ekstrakti
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verilmeye baslandig1 giinden itibaren 0. giin 7. giin, 14. giin ve 21. giin kan glukoz
degerleri, siganlarin kuyruk veninden alinan kan ile glukometrede olgiilerek kaydedildi.
Olgiimlerin yapildig1 giinlerde, ayrica 0. saat aclik kan sekeri ve ekstraktin verilmesini
takiben 2. saat ve 4. saatlerde de kan sekeri 6l¢timleri yapildi.

Deney siiresi 21 giin boyunca devam etti. Ayrica deneme boyunca si¢anlarin giinliik

su ve yem tiiketimi ile haftalik canli agirliklari belirli bir plan dahilinde kaydedildi.

3.4. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Deney 21 giinlik muamele sonunda siganlar %10’luk ketaminle (20 mg/kg viicut
agirligl) anesteziye alindiktan sonra, gerekli olan kan enjektdrler yardimiyla hayvanlarin
kalbinden alindi. Kanlar EDTA’l1 ve biyokimya cam tiiplere konuldu. EDTA’l1 kan HbAlc
ve eritrosit paketi i¢in kullanildi. Biyokimya tiiplerindeki kan ise serumda bakilmasi
gereken parametreler icin kullanildi. Serumda yapilacak parametreler ile eritrositlerdeki
MDA igerikleri ve GSH seviyeleri tayinler ayn1 giin bakildi. Eritrosit paketleri elde
edildikten sonra derin dondurucuda -80 °C’de katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR)
enzim aktivite tayinlerine kadar saklanildi. Ayrica deneme sonunda ketamin ile bayiltilan
sicanlarin karaciger, beyin, bagirsak ve bobrek dokular1 alindiktan sonra fizyolojik suyla
yikandi ve analizlerin yapilacagi zamana kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza
edildi. Dokularda yapilan analizlerin tayini i¢in doku homojenizasyonu gerceklestirildi.
Homojenizasyon sonrasi elde edilen doku supernatantlarinda CAT, SOD, GSH-Px, GST ve
GR enzim aktiviteleri ile GSH seviyeleri ile MDA diizeylerine bakildi (Xia ve ark., 1994).
Ayrica bagirsak dokusu silipernatantlarinda a-glukozidaz aktivitesine bakildi (BioVision a-

glukozidaz kiti, 2017).

3.5. Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Yapilan deney sonunda gerekli olan kan enjektorler yardimiyla hayvanlarin
kalbinden EDTA’l1 cam tiiplere alind1. Bir saat +4 °C’de bekletildikten sonra 3000 rpm’de
+4 °C’de sogutmal1 santrifiijde 15 dakika santrifiij edildi. Olusan plazma atilarak altta
kalan hacme esit oranda serum fizyolojik (%0.9 NaCl) eklenerek eritrositlerin yikanmasi

gergeklestirildi. Serum fizyolojik eklenen tiipler +4°C’de 2000 rpm’de 8 dakika santrifiij
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edildi. Eritrosit yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen eritrosit paketinde
malondialdehit ile rediikte glutatyon tayini gergeklestirildikten sonra elde edilen eritrosit
paketi (-80 °C’de) difrize konularak muhafaza edildi. CAT, SOD, GSH-Px, GST ve GR
enzim aktiviteleri tayinine kadar eritrosit paketleri derin dondurucuda -80 °C’de muhafaza
edildi. Sonraki asamalarda hazirlanan bu eritrosit paketlerinde SOD, GSH-Px, GST, GR ve
CAT aktivitelerine bakildu.

3.6. Doku Siipernatantlarin Eldesi

Dokularda antioksidan enzim ile rediikte glutatyon seviyesi ve malondialdehid
tayinleri icin derin dondurucuda (-80°C) bekletilen si¢anlarm beyin, bobrek, ince bagirsak
ve karaciger dokular1 oda sicakligina gelinceye kadar asamali bir sekilde ¢oziinmesi
saglandi. Ekstraksiyon i¢in 0.32 mol/L sukroz, 1 mmol/L EDTA, 10 nm/L Tris HCI (pH
7.4) igeren tampon hazirlanarak 500 mg dokular dijital terazide (Chyo JI-180) tartild1 ve
izerine 5 mL soguk tampon eklendi. Dokular cam bagetle iyice ezildikten sonra ultrasonik
homojenizatérde 3-5 dakika homojenize edildi. Homojenat hemen +4 °C’de 30 dakika
9500 rpm’de sogutmali santrifiij cihazinda (BHG Hermle) santrifiij edildi. Karaciger,
beyin, ince bagirsak ve bobrek dokusundan elde edilen berrak siipernatantlar hedeflenen
parametre tayinlerinde kullanmak i¢in hazir hale getirildi (Xia ve ark., 1994; Marklund,
1990).

3.7. Analizlerde Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

EDWARDS liyofilizator, ARE Heating Magnetic Stirrer/WELP Scientifica
Manyetik karistirict, BUCHI Evaporator, Gallenkamp calkalayici, Niive NM 110 vorteks,
Precisa XR-205SM-DR hassas terazi, Chyo JI-180 dijital terazi, Hettich Universal 320 R
sogutmali santrifiij, BHG Hermle Z 320 K sogutmali santrifiij (14.000 rpm), BM 101 Niive
sicak su banyosu, Nickel Weston-S-Mare Avon/Clifton sicak su banyosu, Mettler Toledo
Inlab Expert Pro-ISM Seven Excellence pH metre, Eppendorf plus mikro pipet, Ugur derin
dondurucu, Wisecryo difiriz (-80 °C), Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometre, 20 KHz
Jencons Ultrasonic homojenizatdr, Kross saf su cihazi, Accu-Chek Go (Roche)

glukometer, Falkon 50 ml plastik tiip, 0.45 pum’lik hidrofilik (Millipore) filtre, enjektor,



38

EDTA’l1 tiipler ve biyokimya tiipleri, aliminyum folyo, parafilm, makas, plastik siizgec,
nester, kurutma kagidi, Whatman siizge¢ kagidi No.42.

3.8. Analizlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Streptozotosin  (STZ, 2-deoxy-2-3(methyl-3-nitrosoureido)-D  glucopyranose)
sigma, Akarboz 50 mg’lik tabletler, Ketamin (ketasol), SOD ve GSH-Px enzim Kkiti
(RANSOD), H,0,, Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), Disodyum hidrojen fosfat
(NapHPO,), Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB), Sodyum sitrat, EDTA, Tris (Hidroksi
metil amino metan hidroklorit tris HCI), Hidroklorik asit (HCI), Beta Nikotinamid
Adenindiniikleotit fosfat (NADPH), GSH, GSSG, 1-kloro 2-4 dinitro benzen asit (CDNB),
Etanol, Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum hidrojen fosfat (NaHPO4), Sodyum dihidrojen
fosfat (NaH,PQO,), Biitillenmis hidroksitoliien (BHT) Tiyobarbitiirik asit (TBA), Triklor
asetik asit (TCA), Sodyum hidroksit (NaOH), Metafosforik asit.

3.9. Analizlerin Yapilmasi

3.9.1. Serum parametrelerin belirlenmesi

AST, ALT, LDH enzim sevyeleri ile kreatinin, iire, kan glukozu ve lipit profili
parametreleri olan TG, TC ve HDL-c diizeyleri otoanalizér (Roche Hitachi Cobas integra
800) araciligiyla hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle tespit edildi. Total kanda ise
HbA 1c diizeyleri otoanalizatér (Roche Hitachi integra 400-Plus) Kitleri (DPC; Diagnostic
Products Corporation, USA) kullanilarak belirlendi.

3.9.2. Katalaz (CAT) enzim tayini
Prensip: Enzim aktiviteleri eritrosit paketi ve doku siipernatantlarda o6lgiildii.
Katalaz enziminin aktivite tayini, 37 °C’de ve 240 nm’de H,0,’in tiiketilme esasina

dayanan spektrofotometrik metoda gore tespit edildi (Aebi, 1974).

Katalaz, asagidaki reaksiyona gore H,O;’in suya ve oksijene ayrilmasini katalizler.

H,0, K&z 1 0+0,
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Katalaz tarafindan H,O;’in dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda okundu. Ciinkii H;0,, 15181 bu dalga boyunda absorbe etmektedir.

Kullanilan soliisyonlar asagida tablodaki gibi hazirlanarak fosfat tamponlar1 hazirlandi.

Cizelge 3.1. CAT fosfat tamponun hazirlanis1 (pH:7,5)

Kimyasal MA(g/mol) 50mM (g) Son Hacim dH,O (mL)  Solusyon adi
KH,PO, 136,09 6.85 1000 A
Na,HPO,4.12H,0 358,14 17.907 1000 Bl
Na,HPO,4.2H,0 178,14 8.97 1000 B2
Na,HPO, (saf) 141,96 7.08 1000 B3

Cizelge 3.2. CAT fosfat tampon soliisyonlarin karistirilarak hazirlanmasi

50 mM (L) Fosfat tamponu A Soliisyonu (mL) B Soliisyonu (mL)

pH 7.5 i¢in 160 840

H,0, ¢ozeltisi absorbanst 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,0,’li fosfat
tamponudur. Yaklasik 300 mL, pH 7,50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba (plastik, cam,
mika olabilir) aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlanip
renkli kaptaki tampona 10-20 pL hacimlerle H,O; ilave edilir. Optik Dansite (OD) 0.500
nm dalga boyunda ayarlanincaya kadar devam edilir.

Deneyin yapilisi: Numune ilavesinden sonra kuartz kiivetin agzi bekletilmeden
kapatilir ve hemen kiivet alt-iist edilip absorbans okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de
bir defa olmak tlizere 5 dakika siire ile kaydedilir. Hesaplamada 1 dakikalik lineer

absorbans azalmasinin en yiiksek (OD;) ve en diisiik (OD;) degerleri esas alinir.

Cizelge 3.3. CAT tampon ve drneklerin kiivete pipetlenmesi

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0, ¢ozeltisi 0.01 -
H,0,’l1i fosfat tamponu - 2.99

Stipernatant - 0.01
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Hesaplama
K={[2.3xlog (OD1/ OD2)]/ At (sn)}
Formiilii ile hesaplanarak katalaz aktivitesi dokular i¢in U/g doku, eritrositler i¢in

U/mL olarak hesaplandi.
3.9.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) enzim tayini

Prensip: Siiperoksid dismutazin rolii, oksidatif enerji basamaginda iiretilen toksik
stiperoksid radikalini (O;), hidrojen peroksite (H,O;) ve molekiiler oksijene (Oj)
dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigii gibi ksantin ve
ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksid radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (INT) ile kirmizi boya formuna déniisiir. SOD aktivitesi, bu

reaksiyonun inhibisyon derecesi ile 6l¢iiliir (McCord ve Fridovich, 1969).

Ksantin —&santinoeldaz_, (rikasit+O -,

I.N.T.—%—>Formazan D (Renkli Bilesik)

B B SOD
0o, + 0, +2H" ——» H,0,+0,

Ayrraglar Konsantrasyonlari
1.Karigik Substrat

Ksantin 0.05 mmol/L

I.N.T. 0.025 mmol/L
2.Tampon

CAPS 40 mmol/L, pH 10.2
EDTA 0.94 mmol/L
3.Ksantin Oksidaz (XO) 80 U/L

4.Standart 5.70/mL

Deneyin yapihsi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim Kkiti ile
spektrofotometrede (Shimadzu UV/VIS-1201) 505 nm'de 37 °C'de 6l¢iildii (Randox Lab.,

1996). Analiz materyali olarak daha dnce hazirlanan ve analiz zamanma kadar -80°C’de
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derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve supernatantlar kullanildi. Eritrosit
paketi ve supernatant 10 pl alinarak 2500 pl 0.01 M fosfat tamponu (pH = 7.0) ilave
edilerek 251 katr sulandirildi (F=251). inhibisyonun % 30-60 aras1 olmas1 saglandi. Kiivete
asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Cizelge 3.4. Kiivete SOD ayiraglarin pipetlenmesi

Standart S1 (uL) Standart S2 (uL)  Ornek (uL)  Kontrol (uL)
Sulandirilmis Ransod Or. 15 e
Standart L 15
Suland Or. s e 5
Sulandirilmis Kontrol ... s . 15
Karigik Substrat (R1) 500 500 500 500
Ksantin Oksidaz (R2) 75 75 75 75

Icerik karistirilarak ve ilk absorbans A; 30 saniye sonra okunarak es zamanli olarak
baslatildi. Son absorbans A, 3 dakika sonra okundu.
Hesaplama: Spektrofotometreden alinan optik dansite sonuglart asagidaki

denklemde yerine konarak SOD enzimi % inhibisyonlar1 hesaplandi.

. « x100
100 - (AspX100) %Inhibisyon 100 — (A0, X100)

(AABIanka (AABIanka

= %Inhibisyon

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in standart grafigi elde edildi. Standart grafikten
elde edilen y = 48,85Ln(x)—12.218 formiilii ile sulandirma faktorii de hesaba katilarak
SOD aktivitesi U/g doku ve U/mL eritrosit olarak hesaplandi.

3.9.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzim tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), formiilde goriilen kumen hidroksidin ile
indirgenmis glutatyonu (GSH) okside eden reaksiyonunu katalizler. Ortamda glutatyon
rediiktaz (GR) ve NADPH var ise yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’in
NADP™ye oksidasyonu ile GSH’a indirgenir ve enzim aktivitesi, 340 nm’de absorbanstaki

degisime gore ol¢lilmektedir (Paglia ve Valentine, 1967).
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2GSH + ROOH —&"”_5ROH + GSSG + H,0
GSSG + NADPH + H*—S* s NADP™" + 2GSH

Ayrraclar Konsantrasyonlari
1.Ayirag
Glutatyon 4.0 mmol/Il
G.Reduktaz > 0.5 U/l
NADPH 0.28 mmol/I
2.Tampon
Fosfat 0.05 mol/l pH 7.2
EDTA 4.3 mmol/I
3.Kumen Hidroperoksit 0.18 mmol/I

4.Sulandirma Ayiraci

Deneyin yapihisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile spektrofotometrede 340 nm'de ultraviyole metotla 37 °C'de 6lgiildii (Randox
Lab., 1996). Analiz materyali olarak, daha once hazirlanan ve analiz zamanina kadar -
80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve supernatantlar kullanilds.
Analiz igin eritrosit paketi ve supernatant 10 pl alindi ve 2 ml sulandirma ayiract ile

sulandirild1 (F=201).

Cizelge 3.5. GSH-Px ayiraclarin kiivete pipetlenmesi

Sulandirilmis 6rnek (pL) Ayirag Korii dH0 (pL)
Ornek 10 10
Ayirag (R1) 500 500
Kumen (R2) 20 20

Kiivetler karistirildiktan sonra, ornek ve koriin absorbanslar degerlerine 1 dakika sonra
bakildi. Zaman baslatilmasindan, 1 ve 2 dakika sonra absorbans degerleri tekrar dlgiilerek
dakika absorbans degisimi hesaplandi.

Hesaplama: U/g doku veya ml eritrosit paketi = 8412 x 75 ul AA 340 nm/dakika.
Numune ve koriin tiim doku sonuglari i¢in, numune degerinden (U/g), kor degeri (U/g)
cikarildi. Sulandirma oranlari da hesaba katilarak sonuglar tiim dokuda U/g doku,

eritrositler i¢in U/ml olarak hesaplandi.
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3.9.5. Glutatyon S-transferaz (GST) enzim tayini

Prensip: Glutatyon S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile
glutatyonun —SH grubu arasindaki reaksiyonu katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de
37°C’de CDNB ile glutatyon konjugasyon siddetinin Ol¢iimii yapilarak tespit edilir
(Mannervik ve Guthenberg, 1981).

ROOH+2GSH —* 5 GSSG +ROH+H,0

Deneyin yapilisi: Analiz materyali olarak daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina
kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve doku supernatantlar
kullanildi. Cizelge 3.6’da ki miktarlarda ¢ozeltiler 3 ml quvartz kiivette, 340 nm de
absorbans Ol¢timii gergeklestirildi. Absorbanslar 3 dakika boyunca 15 saniyede bir
kaydedildi. Absorbans araligindaki degisimin lineer oldugu kisimdan dakika basina
absorbans degisimi tespit edildi (EU = 3 (A /9.6) formiilden seyreltme faktoriide hesaba
katilarak hesaplamalar yapildi. GST aktivitesi dokular i¢in U/g doku, eritrositler i¢in U/mL

olarak hesaplandi.

Cizelge 3.6. GST aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan ¢6zelti ve numune oranlari

Kor Numune Son kon. (mM)
Pbs 2.7ml 2.7 ml 100 mM
Distile Su 0.1 ml
CDNB 0.1ml 0.1 mi 1 mM
GSH 0.1 ml 0.1ml 1 mM
Siipernatant 0.1 mi

3.9.6. Lipid Peroksidasyon (MDA) tayini

Prensip: Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan
peroksidasyon iiriinlerinden malondialdehid, tiyobarbiturik asit ile renkli forma girmesi ile

Olctlir (Slater, 1984; Sushil ve ark., 1989).

Ayrraclar
1.EDTA Cozeltisi (0.1 M) :37.224 g EDTA-Na2H20 1 litre distile suda eritildi.
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2.BHT Cozeltisi (%88): 0.220 g BHT 25 ml mutlak alkolde ¢dziinmesi saglandi.
3.NaOH Cozeltisi (0.05 N) : 2 g NaOH 1 litre distile suda eritildi.

4. TBA Cozeltisi (%1) : 1 g TBA, 100 ml'ye 0.05 N NaOH ile tamamlandx.

5.TCA (% 30) : 30 g TCA 100 ml distile suda eritildi.

6.Fosfat Tamponu : 8.1 g NaCl, 2.302 g Na,HPO,, 0.194 g NaH,PO, distile suda

eritilerek 1 litreye tamamlandi. pH's1 7.4 'e ayarlandi.

Deneyin yapihisi: Lipid peroksidasyon {iriinii malondialdehid seviyesi, tiyobarbitiirik
asit (TBA) reaktifi ile renk reaksiyonu sonucu spektrofotometrede maksimum 532 ve 600
nm'de absorbanslar 6l¢iiliir. 600 nm’de 6l¢lim yapilan hemoglobinden ileri gelen absorbans
miktari, 532 nm’deki absorbans miktarindan ¢ikartilir.

Bir tiipe eritrosit paketinden ve siipernatanttan 200 pl alinarak tizerine 800 pl fosfat
tamponu ve 25 ul BHT ile siispanse edildi, sonra 500 ul % 30'luk TCA eklendi. Tiipler
vortekste karistirilarak 2 saat -20 °C'de derin dondurucuda tutuldu. Oda sicakligma
geldikten sonra 15 dakika 2000 rpm'de santrifiij edildi. Stipernatantin 1 ml'si alinarak bagka
tiiplere aktarildi. Bunlarin tizerine 75 pl EDTA-NayH,0, 250 ul TBA eklendi. Tiipler
vortekste karistirild1 ve 15 dakika sicak su banyosunda (+90°C) tutuldu. Sonra oda 1s1sma
getirilerek spektrofotometrede 532 nm optik dansiteleri (eritrositlerde 532 nm OD den 600
nm OD c¢ikartilarak hemoglobindeki MDA miktar1 ortadan kaldirildi) okundu (Jain ve ark.,
1989).

A=axbxc

A = Absorbans a = Ekstinksiyon katsayisi

b = Isik yolu ¢ = Konsantrasyon

1.Sulandirma : 0.2 + 0.8 + 0.025 + 0.5 =1.525/0.2 = 7.625

2.Sulandirma : 1 +0.075+ 0.25 =1.325/1=1.325

Sonug = 7.625 x 1.325=10.103 125=F

c=Ala x b= (A/mol x cm)/1.56 x 10°x It) x (1/cm) x (10° nM/mol) x (1t/10%x ml)

c=Ax1xFx10/1.56=nmol/ml eritrosit olarak hesaplandi.

3.9.7. Rediikte Glutatyon (GSH) tayini
Prensip: Eritrosit GSH okumasinda kullanilan ¢oktiiriicii ¢ozelti (presipitasyon) ile

stilfidril (SH) tagimayan tiim ¢ozelti ile ¢oktiiriiliir. Doku supernetantlarinda ise fosfat
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tamponu kullanilmasiyla indirgenmis glutatyon (GSH), elde edilecek berrak sivida siilfidril
gruplarmimm DTNB (5,5'-(2-ditiobis) nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu sonucu sari rengin
olusumu ile 6lgiim yapilmaktadir. Eritrosit dokusunda GSH miktarinda diisiis olabilecegi
ihtimaline kars1 24 saat igerisinde, spektrofotometrede 412 nm'de gergeklestirilmektedir
(Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).

Ayrraclar:

1. Coktiirticii igerigi: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA, 30 g NaCl 100 mL
dH,O’da eritilerek ¢dziinmesi saglandi.

2. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.

3. DTNB (Ellman's Ayiraci): 40 mg DTNB, %1 sodyum sidrat, 100 ml'ye distile su
ile tamamlandi.

Deneyin yapihsi: EDTA' tiim kandan 200 ul alindi. Uzerine 1.8 mL dH20
eklenerek hemolizi gerceklestirildi. 3 ml ¢oktiiriicii ¢ozelti ile hemolizat karistirilir ve 5
dakika beklendi. Karisim watman siizge¢ kagidindan (No 42) siiziildii. Ornek numuneden
elde edilen siipernatantin 2 ml'si bagka tiipe aktarildi. Tiipiin tizerine 8 mL fosfat ¢ozeltisi
eklenip vortekslendikten sonra sicak su banyosunda 60 °C’de 10 dakika bekletildi. Sicak su
banyosundan c¢ikarilan 6rnek oda i1sisina geldikten sonra {izerine 1 mL DTNB ayiraci
eklendi. Standart i¢in, 40 mg GSH c¢ozeltisi taze olarak hazirlandi. Spektrofotometrede
(Shimadzu UV/VIS-1201) 412 nm'de kore karsi standart numunelerin optik dansite
degerleri okundu. Diger dokularda ise (beyin, bobrek ve karaciger) siipernetantlardan 1 mL
alinip iizerine 5 mL fosfat tamponu eklenerek vortekslendikten sonra benmaride 60 °C’de
10 dakika bekletildi. Sicak su banyosundan ¢ikartilan 6rnekler oda 1sisina geldikten sonra
tizerlerine 1 mL DTNB ayiract konuldu ve Shimadzu UV/VIS-1201 spektrofotometrede
412 nm'de blanka kars1 standart numunelerin optik dansiteleri okundu. Dokularin birimi
mg/g , eritrositlerin ise mg/mL olarak hesaplandi (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark.,
1988).

3.9.8. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Tayini
Prensip: GR enzim, NADPH tarafindan GSSG’nin GSH’a indirgenmesini kataliz

eder. GR enzim aktivitesi (EU), 37 °C’de 340 nm dalga boyunda dakika basina harcanan
NADPH miktar1 hesaplanmaktadir. 5 dakika boyunca Olcililen absorbansin lineer olan
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kism1 dakika basina hesap edilir (A= ¢ x b x ¢), (Carlberg ve Mannervik, 1985). GR enzim
aktivitesi dokular i¢in U/g doku, eritrositler icin U/mL olarak hesaplanmaktadir.

Deneyin yapilisi: Analiz materyali olarak, daha 6nce hazirlanan ve analiz zamanina
kadar -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilen eritrosit paketi ve supernatantlar
kullanildi. Asagidaki tabloda yer alan miktarlarda ¢ozeltiler ve numuneler uygun sekilde

karistirilarak 6lgiim yapildu.

GSSG + NADPH+H* —%52GSH + NADP*

Cizelge 3.7. GR aktivitesi 6l¢climiinde kullanilan numune ve ¢ozelti miktarlar

Olgiim Prosediirii Kor Numune
Fosfat Tamponu 1500 pl 1500 ul
Homojenat

Tamponu 1200 pl

B-NADPH 2 mM 150 pl 150 pl
GSSG 20 mM 150 pl 150 pl
Numune

(Siipernatant) i 1200 pl

3.9.9. Ince Bagirsakta o-Glukozidaz Spesifik Enzim Aktivite Tayini

Prensip: BioVision a-glukozidaz aktivite kolorimetrik kiti, a-glukozidaz substrat
karisimindan a-glukozidaz enzimi yardimi ile sar1 renkte p-nitrofenol olugsma esasina gore

isleyen kolorimetrik 6l¢lime (OD=410nm) dayali bir metottur.

a-Glukozidaz
a-Glukozidaz karisik substrat » Uriin + P-Nitrofenol (OD=410)

a-Gliikozidaz aktivite deney protokolii:

1-Standart egri: p-Nitrofenol Standardindan 10 pL cekilip iizerine eklenen 90 pL a-
glukozidaz assay buffer tampon ile seyreltilir. Daha sonra 96-kuyucuklu diiz tabanli plaka
tizerinde, seyreltilmis P-nitrofenol kuyucuklara birakilir ve son hacim 100 pL’ye
tamamlanarak 410 nm de elisa cihazinda orta siddette karistirma fonksiyonu

aktiflestirilerek OD kolorimetrik olarak okunur.
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Cizelge 3.8. Kit soliisyonlar1 ile 6rneklenin 96 kuyucuklu plaklara birakilmasi

96-kuyucuklu plaka nIi)tlrl(l)l; Egilzﬁf)l)- Assay buffer (uL)
Al, A2, A3 > Bos 100

B1, B2, B3 > 2 98

C1,C2,C3 > 4 96

D1, D2, D3 > 6 94

El, E2, E3 > 8 92

F1, F2, F3 > 10 90

2-Enzim aktivite ol¢iimii: Kitte 6nerildigi sekliyle, 10 mg dokunun 200 pL assay buffer
ile karistirilip homojenizasyonu yapilarak 12000 rpm de 5 dak. santrifuj edilmesi
gerekmektedir. Fakat biz kendi genel doku homojenatimizla hazirlamis oldugumuz ince
bagirsak supernatantini kullandik. Yalniz, 6l¢iime gegmeden Once, slipernetantimizdan ne
kadar kullanacagimizi tesbit etmek icin bazi dilisyonlar yapilarak en uygun supernatant
konsantrasyonu yakalandi. Ornegin protein konsantrasyonumuzun 2.5 mg/mL oldugu
ornekten su sekilde diliisyonlar hazirlandi.
10 uL 6rnek + 40 pL assay buffer + 50 uL reaksiyon Mix
20 uL ornek + 30 pL assay buffer + 50 pL reaksiyon Mix
40 pL 6rnek + 10 pL assay buffer + 50 pL reaksiyon Mix
Son hacim 100 pL’ye tamamlanir.
Pozitif kontrol i¢inde kuyucuklara 2-10 pL araliginda pozitif kontroldeki saf enzim
kullanildi.
2 uL pozitif kontrol + 48 pL assay buffer + 50 pl reaksiyon Mix
5 uL pozitif kontrol + 45 pL assay buffer + 50 uL reaksiyon Mix
Not: Reaksiyon Mix: 47 uL a-glukozidaz Assay Buffer
3 uL a-glukozidaz subsrat Mix ) =50 uL

Bu karigimlar 96 kuyucuklu diiz tabanli plakalara konulduktan sonra her okuma
oncesi orta siddette karistirilir. Cihaz 410 nm, kinetik moda ayarlanir, 45 dk. boyunca 3
dk’da bir okuma olacak sekilde toplamda 15 6l¢iim yapilir. Olgiim sonrasi aktivitenin
lineer olarak en iyi gergeklestigi 6rnek konsantrasyonu (6r: 20 uL 6rnek eklenen reaksiyon
karisimi) belirlendikten sonra diger tiim siipernatant veya serum oOrnekleri o oranda

kullanilarak 15-60 dk. araliginda 3 dk. bir 6l¢iim alinarak tiim 6rneklerde okuma yapilir.
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3-Hesaplama: a-Glukozidaz 6rneklerin hesaplanmasi

Ornek enzim aktivitesinin egimi (OD/dk)=OEA

Standart egrinin egimi (OD/dk)=SEE

Kuyucuklara eklenen 6rnek hacmi (ul)=V

Enzim aktivitesi= [(OEA/SEE)/V]

Spesifik Enzim Aktivitesi= [(Enzim aktivitesi/Protein konsantrasyonu) x seyreltme orani]

mU/pg veya U/mg protein cinsinden hesaplanir.

3.10. istatistiki Analizler

Ortalama ve standart sapma (X£SD), Minitab hazir program kullanilarak standart
metotlara gore; grup ortalamalar: arasindaki fark ise Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way
ANOVA-Turkey) testi kullanilarak hesaplandi. Testlerin 6nem derecesi, p<0.05 olan
degerler icin istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (ikiz ve ark.,1996).
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4. BULGULAR

Van yliziincii yil tiniversitesi deney hayvanlart iinitesinde calisma i¢in 57 rat
(Wistar albino) temin edildi. Ratlardan 8 tanesi toksisite testi igin kullanildi. Geriye
kalan 49 adet sicandan biri kontrol grubu olmak {izere her grup 7 sigandan olusacak
sekilde rastgele toplam 7 grup olusturuldu. Gruplar: 1.Grup; Normal Kontrol (NK), 1I.
Grup; Diyabet Kontrol (DK), Ill. Grup diyabetik+akarboz (doz 20 mg/kg) (DA), IV.
Grup; diyabetik-+iziim meyvesi ekstresi 100 mg/kg (DM1), V. Grup; diyabetik+iziim
meyvesi ekstresi 200 mg/kg (DM2), VI. Grup; diyabetik+iiziim ¢ekirdegi ekstresi 100
mg/kg (DC1) ve VII. Grup; diyabetik+iiziim ¢ekirdegi ekstresi 200 mg/kg (DC2) olacak
sekilde guruplandirildi. Seker hastalig1 olusturmak ig¢in STZ [45 mg/kg, intra peritonal
(i.p)] kullanildi. Calismanin 21 giinliik uygulama siiresince 0. giin, 7. giin 14. giin ve 21.
giin ratlarin kan glokoz degerlerine bakildi. Caligma boyunca ratlarin yem ve suyunda
herhangi bir kisitlamaya gidilmedi Calisma sonunda ratlar ketamin (20 mg/kg (i.p))
anesteziye alindiktan sonra kalplerinden alinan kan serumlarinda AST, ALT, LDH
enzim seviyeleri, lipit profili (TG, TC, ve HDL-c), kreatinin (CRE), iire ile total kanda
HbA ¢ diizeyleri Van Yiiziincii Y1l Universitesi’ne bagl Dursun Odabas1 Tip Merkezi
biyokimya labaratovarlarinda bakildi. Ayrica karaciger, beyin, bobrek ve eritrosit
dokusu  orneklerinde  antioksidan  kapasite  etkinliginin = gostergesi  olarak
degerlendirilebilecek antioksidan enzimlerden katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR), siliperoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri rediikte glutatyon (GSH)
seviyesi ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri ile ince barsak dokusunda a-glikozidaz

enzim aktitesi tespit edildi.

Cizelge 4.1. Denemenin farkli giinlerinde ratlarin canlt agirliklar:

GRUPLAR

NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
GUNLER X+ SD X +SD X+ SD X+ SD X+ SD X +SD X+ SD
0. Giin 197,7+29,6 197,9+16  215,3+124 203484 210,5+10,1 195,949 204,5+11,6
6. Giin 203,1+29,5 194,9+16,1 217,7£12,7 207,6+8,6 209,7+11,9 198,38 206,3+11,2
10. Glin 209,5+29  191,1+16,2 222,1+12,5 210,9+8,7 210,749 197,4+7,5 207,2+12,1
15. Glin 214,7+29,4 186,9+153 222,7+13,4 211,5+9,6 211,7£10,9 196,3+9,4 208,8+11
21.Giin 221+29,4  182,4+16,2 226,4+11,5 213+10,2 211,2+10,9 201,2+7,4 206,1+11,3

*: Grup i¢inde baglangig giin’e (0.) gore aradaki fark 6nemlidir ( p<0.05).
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Cizelge 4.1.deki sonuglara gore; muamelenin farkli giinlerindeki ratlarin
agirliklart baslangic agirliklart ile mukayese edildiginde DK grubunda azalig tespit
edilirken, diger gruplarda ise artis meydana geldi. Ancak, bu azalma ve artislar

istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.2. Ektraktlarin muamelesinden sonra farkli saatlerdeki kan glukoz degerleri

GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC?2
OLCUM SAATLERI(Glukoz
mg/dL) X £ SD X +SD X +SD X £ SD X +SD X £ SD X +SD
0.Saat 755422  499,8+27  2453+23,1 380,3+19,9  326,1+326 248+26 195,7+7,5
2.Saat 79,3+2,9° 534,8433,4 267,1+32,9  382,2+22 331,8+32,7° 237,2+14,6 192,8+6,1
4 Saat 83,8+3,1 57919 2723+32,6 38564268  334,8+323" 2225+30,6° 189+4,1

"0. saate gore 2. saat ve 4. saatlerde olgiilen kan glukoz degerlerindeki degisiklik istatistiki agidan
onemlidir (p<0,05).

Cizelge 4.2.’deki sonuglara gore; 2. ve 4. saatlerin glukoz degerleri sifirinci saat
ile karsilastirildiginda ikinci saatte NK grubundaki artis istatistiksel agidan 6nemli
(p<0.05) idi. DM2 grubunun kan glukoz degerleri sifirinci saat ile karsilastirildiginda 2.
ve 4. saatte istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0.05) artis tespit edildi. Keza, saatlik kan
glukoz degerleri sifirinct saat ile karsilagtirildiginda 2. ve 4. saatlerde DC1 grubunda

istatistiksel acidan 6nemli (p<0.05) azalis tespit edildi.

Cizelge 4.3. Denemenin farkl giinlerinde ratlarin kan glukoz degerleri

GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DCI DC2
GUNLER X+ SD X +SD X+ SD X+ SD X +SD X+ SD X+ SD
0. Giin 72,749,6  4744+154,6 247,3+113,4 390,1+90 289,3+80  253,7+108,3 2054+45,5
7. Giin 754+11 48361929 27494806 378,3+67,2 3289+74  2537+112,6 187,9+172
14. Giin 7574124 504,7+112,9 2194437 35344967  368,1+102,8" 230,9+752" 192,3+13,8
21. Giin 78+8,6 536,4+65  239,9+36,5 3994+1225 317,9435,1  2251+91,5" 182+11,9

" Grup iginde baslangig giin’e (0.) gore degisiklik istatistiki agidan dnemlidir. (p<0.05).

Cizelge 4.3.’deki sonuglara gore; haftalik kan glukoz degerleri sifirinci giin ile
karsilagtirildiginda 7. giinde gurplarda artmalar ve azalmalar olmasina ragmen bu
artmalar ve azalmalar istatiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. Haftalik

kan glukoz degerleri sifirinci giin ile karsilagtirildiginda 14. giin DM2 grubundaki artma



51

istatistiksel agidan onemli (p<0.05) oldugu tespit edilirken DC1 grubunda istatistiksel
acidan Onemli (p<0.05) azalis tespit edildi. Kan glukoz degerleri sifirmnct giin ile
karsilagtirildiginda 21. giinde artislar ve azalislar olmasina ragmen sadece DCI1
grubundaki azalis istatiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu diger gruplarda ise dnemli
olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.4. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda serum AST, ALT, LDH ve ince
bagirsak a-Glikozidaz degerleri

GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
PARAMETRELER =D X+8D X +SD X+SD X +SD X +SD X+ SD
AST (U/L) 158,7+28,8 303,8+79,8%  214,6+53,1°  1031,8+135,6®  871,7+117,2%  6259+149,7"  698,3+91,4%
ALT (UL) 49,7+9.7 164,5644,4*  78,5£18,5"  772,94210,9%  568,14184,7°  544,8+152,5° 516241817
LDH (U/L) 1670,10+21,25 1429,90+24,17 1492,10+23,6 1068,30+18,54® 1226,01+19,22® 1150,60+19,5® 1181,02+12,72%
a-Glikozidaz 6,78+0,16 6,94+0,32 7+0,14° 6,86+0,14 6,81+0,15 6,74+0,16 6,940,12

& Normal kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).
®: Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.4.°te goriildigii gibi; kontrol grubu ile karsilastirldiginda DK,
diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki AST degerlerindeki artist
istatistiksel acidan Onemli artma (p<0.05) olarak saptandi. DK grubu ile
karsilagtirildiginda diyabetik akarboz kontrol, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki
AST degerlerindeki artis1 istatistiksel acidan 6nemli artma (p<0.05) olarak saptandi.

Cizelge 4.4.°deki sonuglara gore; kontrol grubu ile karsilagtirildiginda DK,
diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki ALT degerlerindeki artis
istatistiksel ag¢idan 6nemli (p<0.05) bulundu. Kez, DK grubu ile karsilastirildiginda
DMI1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki ALT degerlerindeki artig istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) olurken, akarboz grubu DK grubu ile karsilastirildiginda ALT
degerlerinde istatistiksel acidan 6nemli azalis (p<0.05) saptandi.

Cizelge 4.4.’te gorildigi tizere; NK grubu ile karsilagtirildiginda DM1, DM2,
DC1 ve DC2 gruplarindaki LDH degerlerindeki azalma istatistiksel agidan Onemli
(p<0.05) iken DK grubu ile karsilastirildiginda DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki
LDH degerlerindeki azalma istatistiksel a¢idan onemli (p<0.05) ancak akarboz

grubundaki degisim 6nemsizdi (p>0.05).
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Cizelge 4.4.°deki sonuglara gore; a-Glikozidaz NK ile karsilastirildiginda
diyabetik akarbaz gurbundaki artis istatiksel a¢idan onemli iken (p<0.05) iken, NK ve
diyabetik konrol ile karsilastirildiginda diger gurplardaki artis ve azalislar istatiksel
acidan onemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.5. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda lipid profili (TG, TC, HDL-c),
HbAlc (%), URE ve CRE degerleri

GRUPLAR

NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
PARAMETRELER X *SD X+ 8D X+ 8D X+ 8D X +SD X+ 8D X +SD
TG (mg/ dL) 82,149,1 70,4243 56,2+13,9% 75,4227 58,4+21,7% 45,6+10,8° 59,7+8,9°
TC (mg/dL) 63,3+£7,6 50,9+11,17 51,1107 55,3+6% 44,5+8,7% 51,7+10,4% 47,9+7,7
HDL-c (mg/ dL) 51,3+5,5 41,6+8,3° 43,3+7,8° 41,7+6,2° 35,3+8° 42,3+6,6° 37,5+5,6°

HbAlc (%) 4,2+0,4 6,1+0,6* 5,7+0,8% 6,2+0,5° 6,2+0,3" 6,2+0,6% 6,4+0,6%
CRE (mg/ dL) 0,40+2 0,38+0,06 0,36+0,06 0,37+0,01  0,33+0,08°  0,41+0,09 0,40+0,06
URE (mg/ dL) 33,20+£27 53,70+99° 42,70:t68ab 55,6+13° 67,4+14° 49,9+98? 53,4+84°

& Normal kontrol grubuna gore aradaki fark 6nemlidir (p<0.05).
®: Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.5.’deki sonuglara gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda diyabetik
akarboz, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki TG degerlerindeki azalis istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) bulunurken, diger gruplardaki azalma istatistiksel olarak agidan dnemli
olmadigi saptandi. DK ile karsilastirildiginda ise muamele gruplarindaki TG
degerlerindeki azalislar istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) saptandi.

Cizelge 4.5.’deki sonuglara gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda DK, DA,
DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki TC degerlerindeki azalma istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) iken DK grubu ile karsilastirildiginda muamele gruplardaki TC
degerlerindeki azalmalar istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) saptandi.

Cizelge 4.5.°te goriilecegi gibi; kontrol grubu ile karsilastirldiginda DK, DA,
DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki HDL-c degerlerindeki azalma istatistiksel
acidan 6nemli (p<0.05) iken DK grubu ile kiyaslanmasida ise muamele gruplardaki
HDL-c degerlerindeki azalmalar istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) saptandu.

Cizelge 4.5.deki sonuglara gore; kontrol grubu ile mukayese edildiginde DK,
diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki HbAlc degerlerindeki artis

istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) diizeyde saptanirken, muamele gruplarin DK grubu
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ile karsilastirildiginda HbAlc degerlerindeki degisiklikler istatistiksel agidan Onemli
olmadig saptandi.

Cizelge 4.5.°deki sonuglara gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM1
grubundaki CRE degerindeki azalma istatistiksel agidan donemli (p<0.05) bulunurken,
diger gruplardaki degisiklikler istatistiksel agcidan dnemli olmadig saptandi. DK grubu
ile Kkarsilastirnlldiginda muamele gruplardaki CRE degerlerindeki degisiklikler
istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 saptandi.

Cizelge 4.5.°deki sonuglara gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda DK,
diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki URE degerlerindeki artis
istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulundu. Ancak, DK grubu ile karsilastirildiginda
sadece DA grubundaki URE degerindeki azalis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05)

bulundu.

Cizelge 4.6. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda CAT diizeyleri

GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
DOKULAR X +SD X+ SD X+SD X +SD X+ SD X+SD X +SD
Karaciger (U/gr) 219,20+0,83 214,70+1,01 222,80+1,45 204,60+2,37 222,00+1,17 209,40+0,78 210,20+1,41
Beyin (U/gr) 13,9+1,4 13,78+1,68 14,59+4,09 13,85+0,89 13,68+0,75 12,73+2,03 13,46+0,65
Baobrek (U/gr) 193,50+1,01 178,40+1,25° 180,60+1,08 189,60+1,16  177,60+1,19* 180,60+0,65* 187,6+1,31
Eritrosit (U/ml) 159,20+0,67 169,50+1,26 156,30+0,82 159,50+0,82  161,70+0,55 162,60+0,7  158,60+1,10

& Normal kontrol grubuna gore aradaki fark 6nemlidir (p<0.05).
®: Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.6.°deki sonuglara gore; karaciger, beyin ve eritrositerde CAT
degerlerinde NK grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda dalgalanmalar olmasina
ragmen bu dalgalanmalar istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.
Keza, DK grubu ile karsilastirildiginda muamele gruplardaki CAT aktivitesinde artis ve
azalislar olmasima ragmen bu degisiklikler istatistiksel agidan dnemli olmadigi (p>0.05)
saptandi.

Cizelge 4.6.’deki sonuglara gore; bobrek dokusundaki CAT aktivitesi NK grubu
ile karsilastirildiginda DK, DM2 ve DC1 gruplarindaki azalis istatistiksel agcidan 6nemli
(p<0.05) bulunurken, DK grubu ile karsilastirildiginda bu gruplardaki degisimler
istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.
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Cizelge 4.7. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda GR diizeyleri

GRUPLAR

NK DK DA DM1 DM2 DCl1 DC2
DOKULAR X +SD X + SD X + SD X + SD X + SD X + SD X + SD
Karaciger (U/gr) 0,14£0,04  0,15£0,01  0,13£0,01°  0,17+0,01°  0,14+0,02  0,15+0,01 0,09+0,01%*
Beyin (U/gr) 0,49£0,04  047+0,12  0,31+0,12®°  0,36+0,06°  0,38+0,02°  0,39+0,08  0,39+0,06°
Babrek (U/gr) 22040,04  2,30+£0,02  2,70+0,02°°  2,40+0,01 2,6040,02°  2,50+0,01°  2,50+0,01°
Eritrosit (U/ml) 0,06£0,02  0,09£0,02° 0,07+0,01°  0,14+0,05®  0,11+0,03* 0,05£0,01°  0,05+0,01°

% Normal kontrol grubuna gore aradaki fark dnemlidir (p<0.05).
b, Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi; karaciger dokusundaki GR degerlerinde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda DC2 grubundaki azalma istatistiksel agidan Onemli
(p<0.05) iken, diger gruplardaki artis ve azaliglar istatistiksel agidan énemli olmadigi
(p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda diyabetik akarboz ve DC2
gruplarindaki azalis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05), bulunurken DM2 grubundaki
artig istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu kaydedildi. Keza, diger gruplardaki
dalgalanmalr istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.7.’deki sonuglara gore; beyin dokusundaki GR degerlerinde NK grubu
ile karsilastirildiginda DA, DM1 DC1 ve DC2 gruplarindaki azalma istatistiksel acidan
onemli (p<0.05) iken DK grubu ile karsilastirildiginda DA grubunda istatistiksel agidan
onemli azalis (p<0.05), diger gruplardaki diislisler ise istatistiksel ag¢idan Onemli
olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.7.°de gosterildigi gibi; bobrek dokusundaki GR akvitesi DK ile
karsilagtirildiginda DA ve DC2 grublarindaki azalisin DM1 grubunda ise artis
istatistiksel agidan onemli (p<0.05) oldugu bulunurken, DC2 deki azalis NK grubuna
gore istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.7.°deki sonuglara gore; eritrositlerdeki GR degerleri NK grubu ile
karsilastirildiginda DK, DM1 ve DM2 gruplarindaki artisin istatistiksel agidan onemli
(p<0.05), diger gruplarda artis ve azalis olmasina ragmen bu degisimlerin istatistiksel
acidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda DM2
grubundaki artisin istatistiksel agidan Onemli (p<0.05) artis, DA, DC1 ve DC2

gruplarindaki azalmalarin istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu saptandi.
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Cizelge 4.8. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda GSH diizeyleri

GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
DOKULAR X +SD X +SD X +SD X +SD X+SD X+SD X + SD
Karaciger (U/gr) 9,63+0,13  9,88+0,13%  10,13+0,18% 10,43+0,14®  10,43+0,11% 10,57+0,17® 10,7+0,18%®
Beyin (U/gr) 4777+0,14  542+0,25° 543£0,17%  6,08£0,26  5,02+0,26"  4,87+0,69 4,63+0,38"
Bobrek (U/gr) 10,88+024 10,56+0,16* 10,67+0,12°  10,79+0,15°  10,09+0,13® 10,24+0,17® 10,3+0,13®
Eritrosit (U/ml) 0,34+£0,52  041+027° 039+0,24*  0,40+0,25°  041+0,11*  0,38+0,31 0,36+0,24

% Normal kontrol grubuna gore aradaki fark onemlidir (p<0.05).
®: Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.8.’deki sonuglara gore; karaciger dokusundaki GSH seviyesinde NK
grubu ile karsilastirildiginda DK, DA, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki artis
istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) tespit edilirken, DK grubuna gére DA DM1, DM2,
DC1 ve DC2 gruplarindaki artislar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulundu.

Cizelge 4.8.’deki sonuglara gore; beyin dokusundaki GSH diizeyinde NK grubu
ile karsilastirildiginda DK, diyabetik akarboz ve DM1 gruplarindaki yiikselmeler
istatistiksel agidan énemli (p<0.05) bulunurken, DM2 grubundaki artis ile DC1 ve DC2
gruplarinda azalis istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi. DK grubu
ile kiyaslandiginda DM1 grubunda artma istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05),
DM2 ve DC2 gruplarindaki diistis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05), diyabetik
akarboz grubundaki artis ise istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.8.’deki sonuglara gore; bobrek dokusundaki GSH degerinde NK grubu
ile karsilastirildiginda DK, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki azalmalar istatistiksel
acidan o6nemli (p<0.05) tespit edildi. Diger gruplarda azalmalar olmasimna ragmen bu
azalmalarin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile
karsilagtirildiginda diyabetik akarboz ve DML gruplarindaki artmalarin istatistiksel
acidan 6nemli (p<0.05) iken, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki diisiisler ise istatistiksel
acidan onemli (p<0.05) oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.8.°deki sonuglara gore; Eritrosit dokusundaki GSH degerlerinde
normal kontrol grubu ile karsilastirildiginda DK, diyabetik akarboz, DM1 ve DM2
gruplarindaki artigin istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05), diger gruplardaki degisiklikler
olmasina ragmen bu degisiklikler istatistiksel agidan onemli olmadigi (p>0.05) tespit

edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda DC2 grubundaki azalis istatistiksel agidan
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onemli (p<0.05) iken, diyabetik akarboz, DML, DM2 ve DCI1 gruplarindaki
degisikliklere ragmen bu degilikler istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit
edildi.

Cizelge 4.9. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda GSH-PXx

diizeyleri
GRULAR
NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
DOKULAR X +SD X +SD X+SD X+SD X +SD X +SD X +SD

Karaciger (U/gr) 1812,7+7,42  1283,0£11,97° 1077,8+7,87® 1180,3+9,38% 1142,8+8,98® 1061,8+8,73®" 968,8+4,97®
Beyin (U/gr) 903,0+20,1  1282,0+19,4® 1265,0+38,5°  922,0+34,5°  722,0+164°  750,0+19° 1679,+32,3%
Bobrek (U/gr)  6812+15,43  727,8+15,59  661,2+8,35 894,7+19,41  765,8+3,33 842,9+6,04*  807,4+5,67
Eritrosit (U/ml)  1949,7+7,39  1980,5+547  19854+527  2109,6+2,7% 2094,4+2.86™ 21352+3,34™ 2231,8+13,09®

& Normal kontrol grubuna gore aradaki fark dnemlidir (p<0.05).
b. Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.9.”deki sonuglara gore; karaciger dokusundaki GSH-Px aktivitesi NK
grubu ile karsilastirildiginda DK, diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2
gruplarindaki istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0.05) tespit edildi. Keza, DK grubu
ile karsilagtirildiginda tiim miiamele gruplarinda istatistiksel agidan onemli (p<0.05)
azalma tespit edildi.

Cizelge 4.9.’deki sonuglara gore; beyin dokusundaki GSH-Px degerlerinde NK
grubu ile karsilagtirildiginda DK, DA ve DC2 gruplarinda istatistiksel agidan onemli
(p<0.05) artma, DM1, DM2 ve DCI1 gruplarinda azalis olmasina ragmen bu
degisiklikler istatistiksel agidan 6nemli olmadigi1 (p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile
karsilagtirildiginda DM1, DM2 ve DC1 gruplarinda istatistiksel acidan onemli diisiis
(p<0.05), DC2 grubundaki artis ise istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05) bulundu.

Cizelge 4.9.”deki sonuglara gore; bobrek dokusundaki GSH-Px degerlerinde NK
grubu ile karsilastirildiginda DC1 grubunda istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05)
tespit edilirken, diger gruplarda degisiklikler istatistiksel agidan ©nemli olmadigi
(p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda muamele gruplardaki azalma ve
artmalar olmasina ragmen bu azalig ve artiglar istatistiksel acidan Onemli olmadig
(p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.9.°deki sonuglara gore; Eritrositlerdeki GSH-Px degerlerinde NK
grubu ve DK ile karsilastirildiginda DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki artigin
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istatistiksel ac¢idan Onemli (p<0.05) bulunurken, diger gruplarin karsilastiriimasi

istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.10. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda GST diizeyleri

GRUPLAR

NK DK DA DM1 DM2 DC1 D(2
DOKULAR X +SD X+SD X+SD X+SD X +SD X +SD X +SD
Karaciger (U/gr) 4,55£0,35  3,69£0,49° 4,57+0,19°  4,83+021°  4,12+021° 521+0,6®  5.81+0,32%
Beyin (U/gr) 0,56+0,51  062+0,38° 0,63+0,57  0,56+0,59 0,52+0,07° 0,582,223  0,54+0,37
Bobrek (U/gr) 0,49+0,14  050£0,54  0,55320,74  0,55£0,5° 0,57+1,01  0,62+0,67°  0,68+0,55®
Eritrosit (U/ml) 0,48+0,38  05120,56  0,56£1,34  0,5120,61 0,510,445 0444052  0,55+0,41°

& Normal kontrol grubuna gore aradaki fark dnemlidir (p<0.05).
®: Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.10.’deki sonuglara gore; karaciger dokusundaki GST aktivitesi NK
grubu ile karsilastirildiginda DK ve DM2 gruplarindaki azalis istatistiksel agidan 6nemli
(p<0.05) iken, DC1 ve DC2 gruplarindaki artis istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0.05)
tespit edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda diyabetik akarboz, DM1, DC1 ve DC2
gruplarindaki artiglar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.10.’deki sonuglara gore; beyin dokusundaki GST degerlerinde NK
grubu ile karsilastirildiginda DK grubundaki artis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05)
bulunurken, diyabetik akarboz, DM1 grubundaki artis ile DM2 DC1 ve DC2
gruplarinda azalis istatistiksel acidan Onemsizdir (p>0.05). DK grubu ile
karsilastirildiginda DM2 ve DC2 gruplarindaki azahs istatistiksel agidan Onemli
(p<0.05) iken, diyabetik akarboz grubunda artig ile DM1 ve DC1 gruplarinda azalig
istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.10.’deki sonuglara gore; bobrek dokusundaki GST degeri NK grubu
ile karsilagtirildiginda DM 1, DC1 ve DC2 gruplarindaki artis istatistiksel agidan 6nemli
(p<0.05) oldugu tespit edildi. Diger yandan, DK grubu ile karsilastirildiginda DC1 ve
DC2 gruplarindaki artiglar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunurken, diger
gruplardaki artis ve azalis istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.10.’deki sonuglara gore; eritrositlerdeki GST diizeyleri NK grubu ile
karsilagtirildiginda DC2 grubundaki artisin istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05)
bulunurken, diger gruplarin karsilagtirmalarinda ise artis ve azaliglar olmasina ragmen

bu degisikliklerin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.
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Cizelge 4.11. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda SOD diizeyleri

GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DC1 DC2
DOKULAR X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD
Karaciger (U/gr) 1992,48+63,57 1990,6+83 2006,11£107,95  2062,7+35,81*  2023,5+33,45 1985,6+63,97 1984,18+55,7
Beyin (U/gr) 2076,53+29,12  2050,25+£19,97 2037,07+42,81 2115,22+61,22  2025,87+18,32% 2048,57+19,04  2053,79+15,07
Bobrek (U/gr) 2057,3+7,62 2055,53+12,92  2055,07£27,35  2059,4+40,75  2039,6+28,28 2039,97+18,35  2055,53+12,74

Eritrosit (U/ml) 1993,16+16,54 1995,16+57,95 1995,15+2548  1976,81+22,16  1976,39+32,13  1972,39+10,72° 1930,47+60,36

% Normal kontrol grubuna gore aradaki fark onemlidir (p<0.05).
b, Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.11.deki sonuglara gore; karaciger dokusundaki SOD aktivitesi
muamele gruplart NK grubu ile karsilagtirildiginda DM1 grubundaki artig istatistiksel
acidan 6nemli (p<0.05) iken, diger gruplardaki degisiklikler istatistiksel agidan onemli
olmadigi (p>0.05) tespit edildi. Keza, DK grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplardaki
azalig ve artislarin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.11.°deki sonuglara gore; deneysel gruplarin beyin dokusundaki SOD
seviyesinin NK grubu ile karsilagtirildiginda DM2 grubundaki azalis istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) iken, diger gruplardaki dalgalanmalarin istatistiksel agidan 6nemli
olmadigi (p>0.05) tespit edildi. Yine, muamele gruplarin DK grubu ile
karsilastirildiginda artiglar ve azahslar olmasina ragmen bu artis ve azalislarin
istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.11.°deki sonuglara gore; bobrek dokusundaki muamele gruplarin SOD
aktiviteleri NK ve DK gruplari ile karsilastirildiginda tiim gruplardaki artis ve azalislar
olmasia ragmen bu artig ve azaliglarin istatistiksel agidan onemli olmadigi (p>0.05)
tespit edildi.

Cizelge 4.11.”deki sonuglara gore; Eritrosit SOD aktivite degerlerinin NK grubu
ile karsilastirildiginda DC1 grubundaki azalis istatistiksel a¢idan énemli (p<0.05) iken,
diger muamele gruplarindaki artis ve azalislar olmasina ragmen bu degisiklikler normal
ve diyabet konrol ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit
edildi.
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Cizelge 4.12. Deneysel diyabet olusturulmus ratlarda ¢esitli dokularinda MDA

diizeyleri
GRUPLAR
NK DK DA DM1 DM2 DCI DC2
DOKULAR X+SD  X+SD  X=SD X +SD X+SD X +SD X+ SD

Karaciger (nmol/gr) 5.45+0,34  11.03+2,78% 5.36+0,4° 5.39+0,35°  5.53+0,45°  6.31+0,34®  5,87+0,46"

Beyin (nmol /gr) 5.84+1,28 7.98+026° 6.67+0,23"  6.74+0,9° 5.5740,39°  5.14:0,73°  5.54+2,04°
Bobrek (nmol /gr) 7514046  13.92+1,05% 9.62+0,7°  10.39+0,76® 10.64+0,46® 11.02+0,65® 10.92+0,49%
Eritrosit (nmol /ml) 16.28+3.29 20.45+4,71 14.99+4,02° 14.843,39°  11.8442,94® 7.12+3,01"  6.85+1,79®

& Normal kontrol grubuna gore aradaki fark énemlidir (p<0.05).
b. Diyabet kontrol grubuna gore aradaki fark dnemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.12.’den goriilecegi gibi; karaciger dokusundaki MDA degerlerinde NK
grubu ile karsilastirildiginda DK ve DC1 gruplarindaki artiglar istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) iken, tim muamele gruplarin DK grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel agidan 6nemli azalma (p<0.05) tespit edildi.

Cizelge 4.12.’deki sonuglara gore; beyin dokusundaki MDA seviyesi NK grubu
ile karsilastirildiginda DK grubundaki artma istatistiksel agidan énemli (p<0.05) iken,
diger gruplardaki MDA seviyesi NK diizeyinde idi ve istatistiksel agidan Onemli
olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda DA, DM1, DM2, DCI
ve DC2 gruplarindaki MDA seviyesindeki azalislar istatistiksel agidan énemli (p<0.05)
oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.12.°deki sonuglara gore; bobrek dokusundaki MDA degerleri NK
grubu ile karsilastinldiginda DK diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve D(2
gruplarindaki artiglar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) tespit edilirken, DK grubu ile
karsilastirildiginda diyabetik akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki MDA
degerindeki azaliglar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulundu.

Cizelge 4.12.”deki sonuglara gore; mamele gruplarin eritrosit MDA seviyesi NK
grubu ile karsilastirildiginda DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki azalis istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) bulunurken, diger gruplarda ise artis istatistiksel agidan 6nemli oldugu
(p<0.05) tespit edildi. DK grubu ile karsilastirildiginda ise diyabetik akarboz, DM1,
DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki azalislar istatistiksel agcidan énemli (p<0.05) oldugu
tespit edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada STZ ile deneysel diyabet olusturulan sicanlara, 21 giin boyunca
Van’m kiisme {iziim ¢esidinin (Vitis vinifera L.) meyve ve ¢ekirdek ham ekstreleri 100
ve 200 mg/kg viicut agirligr olmak tizere farkli dozlarda verildi. Kullanilan ekstraktlarin
antihiperglisemik etkilerini gézlemlemek i¢in muamele siiresi boyunca ratlarin farkli
saat ve haftalik kan glukoz degerleri 6lgiildii. Uygulama siirecinin sonunda ratlara
verilen ekstraktlarin iyilestirici etkilerinin gostergesi olarak degerlendirilebilecek
HbAlc degerleri, diyabet siiresince gelisebilecek komplikasyonlardan nefropati iizerine
etkilerinin tespit etmek i¢in serumda kreatinin ve ire diizeyleri, karaciger lizerine
etkilerini ortaya koymak igin karaciger komplikasyonlarin biyobelirtegleri olan serum
AST, ALT ve LDH enzim diizeyleri tespit edildi. Keza diyabetik komplikasyonlarinin
biyobelirtegleri oldugu diisiiniilen lipid profili (TG, TC, ve HDL-c) diizeyleri ile
eritrosit, karaciger, beyin ve bobrek dokularinda antioksidan kapasite durumunu tespiti
icin antioksidan savunma sistemini olusturan enzimlerden SOD, GST, CAT, GR, GSH-
Px aktiviteleri ile GSH diizeyi ve lipid peroksidasyon gostergesi olarak kabiil edilen
malondialdehit (MDA) diizeyi ortaya konuldu. Bunlarin yanisira ince bagirsak
dokusunda ekstrelerin antihiperglisemik etkinligin gostergesi olarak a-glukozidaz enzim
aktivitesi incelendi.

Calismamizda, deneysel ¢aligmalarda en ¢ok tercih edilen hayvanlar arasinda yer
alan Wistar albino siganlar tercih edildi. Siganlar insanlara olan metabolik benzerlikleri,
kisa gebelik siiresi, laboratuvar ortamina gore i1yi adaptasyonu, nakil kolayligi, birim
alanda ¢ok sayida bakilabilmesi ve Omiirlerinin kisa olmasi nedeninden Gtiirii tercih
edilmektedir (\Van Zutphen ve ark., 2003).

Bu parametrelerin secilis nedeni ise: etil alkoliin molekiiler toksisitesini ve bu
fonksiyonel gidalarin gida biyokimyasi agisindan sicakkanli canlilar {izerindeki
tyilestirici 6zelliklerini ortaya koymak agisindan 6nem tasidigi i¢in se¢ilmistir.

Alkilasyon 0zelligine sahip olan STZ (Streptozotosin), direkt pankreasin 3
hiirelerinin DNA’sina zarar verir. Olusturduklari hasarla hem insiiline bagimli hem de

instilinden bagimsiz diyabete yol agmaktadir. STZ, genis doz aralig1 ve kisa siiredeki
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etksi ile deneysel diyabette kullanimini tercih edilmektedir (Szkudelski, 2001; irer ve
Alper, 2004).

Calismamizda tercih ettigimiz metotlarin nedeni daha az kimyasal gerektirmekle
birlikte laboratuvarimizin mevcut olan imkanlarinda daha kolay wuygulanabilir
olmasindandir.

Bu calismada elde sonuglara gore;

Cizelge 4.1°deki sonuglara bakildiginda: siganlarin canli agirliklari muamele
oncesi muamele sonrasi ile kiyaslandaginda DK grubu disinda, NK, DA, DM1, DM2,
DC1 ve DC2 gruplarinda kaydedeger artis olmasina ragmen istatistiksel agidan anlaml
olmadiklar1 kaydedildi (p>0.05).

STZ ile deneysel diyabet olusturulan siganlar {izerine yapilan ¢alismalarda canli
agirliklarinda azalmalar meydana geldigi tespit edilmistir. Canli agirlik kayiplariin
yapilan cesitli ¢aligmalarda, insiilin diizeyinde goriilen azalmaya bagli olarak yapisal
proteinlerde katabolik tepkimelerin artisi nedeniyle olustugu belirtilmistir (Cheng ve
ark. , 2012; Demir ve Yilmaz, 2013; Ozkol ve ark., 2013). Demir ve Yilmaz (2014)
glukoz metabolizmas1 lizerinde yaptiklari calismada hipoglisemik ajanlarin diyabetik
ratlarda kilo artisin1 veya kaybini engellemede etkili olduklarini tespit etmislerdir. Bu
calismada da ratlarin ilk glinkii (0.giin) canli agirliklart ile kiyaslandiginda diyabet
disindaki gruplarin viicut agiliklarinda istaistiksel diizeyde olmamasina ragmen DK
grubuna gore daha ¢ok artmis olmasi Onceki calismarin sonuglar ile Ortiismektedir.
Canli agirliklarin arasindaki fark istatistiksel diizeyde anlamli olmamasi muamele
stiresinin kisa olusundan olabilir.

Cizelge 4.2°deki sonuclar degerlendirildiginde; muamele sonrast 2. ve 4.
saatlerinin kan glukoz degerleri muamele Oncesi ile karsilastirildiginda NK ve DM2
gruplarinin 2. saat kan glukoz degerlerindeki artis istatistiksel yonden anlamli (p<0.05)
kaydedilirken, DC1 gruplarda artmalar ve azalis anlamli (p<0.05) bulundu. Ayrica
muamele sonrasi 4. Saat DM2 grubunda artis ve DC1 grubunda azalis istatistiksel
yonden anlamli olduklart kaydedildi (p<0.05). Diger yandan, Cizelge 4.3.’teki sonuglar
incelendiginde; haftalik kan glukoz degerleri baslangi¢ giin ile karsilastirildiginda 7.
giinde gurplarda artis ve azalislar gériilmesine ragmen bu artis ve azaliglar istatiksel
acidan 6nemli olmadig: tespit edildi (p>0.05). 14. giin kan glukoz degerleri baslangig¢
giin ile karsilagtirildiginda DM2 grubunda artis olurken DC1 gruplarinda istatistiksel
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acidan onemli azalig tespit edildi (p<0.05). 21. Giindeki gruplarin kan glukoz degerleri
baslangi¢c giin ile karsilastirildiginda DC1 grubunun kan glukoz degerinin istatistiki
yonden anlamli azalis oldugu kaydedildi. Diger gruplarda ise artma ve azalmalar
goriilmesine ragmen istatistiksel bakimdan bu sonuglarin anlamli olmadiklar tespit
edildi (p>0.05).

Yapilan bircok calismada, antidiyabetik amagla kullanilan antihiperglisemik
Ozellige sahip bazi bitkilerin kan glukoz diizeylerini 6nemli Olg¢iide azalttigr veya
dengeledigini tespit etmislerdir (El Shafey ve ark., 2013; Meliani ve ark., 2011; Sharma
ve ark., 2008). Demir (2017), STZ ile deneysel diyabet olusturduklar: ratlar {izerine
limon ¢ekirdeginin antioksidan 6zelligini arastirdiklari ¢alismalarinda, 1. ve 3. saatlerde
kan glukoz degerlerinin 0.saate gore istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde ettiklerini
belirtmislerdir (Demir, 2017). STZ ile diyabet olusturulan siganlar iizeine yapilan bagka
calismalarda kan glukoz diizeyinin kontrol gruplarina gore 2.5-3.5 kat artis gosterirken,
bitki ekstraktlarinin uygulandigi gruplarda anlamli bir azalma goriildiigii tespit
edilmistir (Kumar ve ark., 2015; Suparto ve ark., 2008). Bu ¢alismada, muamele
sonrast 2. ve 4. saatlerdeki kan glukoz degerlerinin muamele Oncesi degere gore
kiyaslandiginda DM2 grubundaki artis ile DC1 azalis istatistiksel bakimdan anlamli
oldugu tespit edildi. Diger yandan muamele sonrasi 14. ve 21. giinlerdeki kan glukoz
degerlerinin muamele Oncesi degere gore kiyaslandiginda DC1 grubunda istatistiksel
bakimdan anlamli olurken DC2 grubundaki azalis ise Onemsiz derecede olduklari
kaydedildi. Elde edilen bu sonuglara gore galismada kullanilan {izimiin meyvesi kan
seker diizeyini artisina neden oluken, cekirdek ekstresinin hipogisemik etkiye sahip
olabilecegi sonucuna varildi. Uziimiin cesinin meyve ve cekirdeginin farkli etkiler
gostermesi igeriklerinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz

Cizelge 4.4.’teki sonuclara gore; kontrol grubu ile karsilastirildiginda DK, DA,
DMI1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki serum AST ve ALT degerlerindeki artisi
istatistiksel agidan onemli artis (p<0.05) oldugu saptanirken, DK grubu ile kiyaslamada
muamele gruplarindan DA grubunda istatistiksel agidan 6nemli azalis, DM1, DM2,
DC1 ve DC2 gruplarinda ise AST ve ALT degerlerindeki artis istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) bulundu. Diger yandan, muamele gruplarin serum LDH seviyesi NK
grubu ile kiyaslandiginda DK ve DA gruplarinda onemli degisiklik bulunmazken
(p>0.05), DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki serum LDH diizeyinde istatiski
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acidan dnemli (p<0.05) azalis tespit edildi. Onemli hiicresel enzimler olan ALT, AST ve
LDH enzimleri, yapilan ¢alismalarda hiicre i¢i degerleri hiicre disina gore ¢ok yiiksek
oldugu durumlarda veya plazmada s6z konusu enzimlerde meydana gelen az miktarda
bir artis da bile hiicresel hasarin bir biyobelirteci olabilir. ALT karaciger, kas, bobrek ve
iskelet kaslarinda bulunur, AST ise karaciger, kalp kasi ve iskelet kasinda
bulunmaktadir (Ers6z, 2002; Sentiirk ve ark., 2006). STZ ile deneysel diyabet
olusturulan ratlarla yapilan bir ¢alismada diyabetik ratlarin karacigerlerinde AST ve
ALT enzim aktivitelerinde 6nemli derecede artis meydana geldigi bildirilmistir (Zafar
ve ark., 2009). Ozkol ve ark. (2013);

Dogan ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢aligmalarda diyebetik ratlarda AST, ALT ve
LDH degerlerinde NK grubuna gore istatistiksel bakimdan o©nemli bir fark
gozlemlediklerini  (p<0.05), diyabetik gruplarda da verdikleri bitki ekstraktinin
diyabetik kontrol grubuna gore istatistiki agidan onemli bir fark kaydettiklerini
bildirmislerdir(p<0.05). Benzer baska bir ¢alismada karacigerde meydana gelen hasarda
LDH diizeyinde karakteristik degisimler tespit edildigi ifade edilmistir (Shimizu ve
Ichihara, 2015). Mohammed ve ark. diyabet iizerine yaptiklar1 ¢alismada diyabetik
kontrol grubunun ALT ve LDH degerlerinin NK grubuna gore artig gézlemlenirken,
bitki ekstraktinin verildigi diyabetik grubunun ALT ve LDH degerlerinin diyabetik
kontrol grubuna goére bu enzim degerlerinde bir diisiis saptadiklarini bildirmislerdir
(Mohammed ve ark. 2016). Yapilan bu ¢aligmada da DK grubunun serum ALT ve AST
degerlerinin NK grubu ile kiyaslanmasinda istatitistiksel agidan onemli artis meydana
gelmesi diger calismalarla paralelllik arz ederken LDH enziminde ise sapma
goriilmiistiir. Keza, bu farkliliklarin muamele siiresi ve sekli ile liziim ¢esidinin meyve
ve ¢ekirdeginde bulunan etken bilesiklerden kaynaklanmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Keza, Cizelge 4.4.’teki a-glikozidaz ile ilgili sonuglara bakildiginda;
disakkaritlerin sindiriminde Onemli bir yeri olan bagirsak dokunun a-glikozidaz
aktivitesinin muamele gruplarinin NK ve DK ile karsilastirilmalarinda sadece DA
grubunun a-glikozidaz aktivitesi NK grubuna gore anlamli artis oldugu bulunurken,
diger gruplardaki degisiklikler istatiski agidan Onemsiz (p>0.05) oldugu tespit
edilmistir.

Alfa-glikozidaz enzimi ince bagrsak hiicrelerinin epitelinde fircamsi kenar

hiicrelerinde mevcut olan karbonhidratlardan oligosakkarit ve disakkaridleri
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monosakkaridlere pargalayip sindirim sisteminin son safhasinda énemli rol oynayan bir
enzimdir (Clissold ve Edwards, 1988; Toeller, 1994). Nisasta ve sakroz diyet
karbonhidratlarin temel bilesenidir. Bundan dolayr a-glukosidaz inhibitorleri ince
bagirsak boyunca karbonhidrat absorbsiyon siiresini artirarak yemek sonrasi
hiperglisemiyi 6nledigi ve plazma glukoz degerlerini azaltmaktadir (Gao ve ark., 2008).
Bu sonuglar 6nceki g¢alismalarla ile ortiismedigi tesbit edilmistir. Bu farkliliklarin
muamele siiresi ve sekli ile iiziim ¢esidinin meyve ve ¢ekirdeginde bulunan etken
bilesiklerin farkli olusundan kaynaklanmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Cizelge 4.5.°deki sonuglar degerlendirildiginde; lipid profili unsurlarindan TG,
TC ve HDL-c NK grubuna ile kiyaslandiginda; DA, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki
TG degerlerindeki azalis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05), diger gruplarin NK gore
azalis ve tim muamele gruplarin DK ile karsilastirilmasindaki fark istatistiksel agidan
onemli olmadigi saptandi. Diger yandan nefropati biyobelirteglerindan URE NK
grubuna ile kiyaslandiginda tiin muamele grularindaki artis istatistiksel a¢idan 6nemli
(p<0.05) iken, DK ile karsilagtirllmasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli (p>0.05)
olmadig1 saptandi. Keza, DM1 grubunun NK grubuna goére CRE degerindeki dnemli
(p<0.05) azalis disinda diger muamele gruplarimin NK ve DK gruplar1 arasindaki
degisimler istatistiksel ag¢idan Onemli olmadigi bulundu. Yine Cizelge 4.5.’deki
sonuglara gére NK grubuna gore DK, DA, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki
HbAlc degerlerindeki artis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu kaydedilirken,
DK grubuna gore DA ve bitki ekstrelerinin  muamele gruplarindaki HbAlc
degerlerindeki degisiklikler istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 saptandi.

Ozkol ve ark., (2013); Dogan ve ark., (2015), yaptiklar1 ¢alismalarda kreatinin
ve Ure degerlerinde diyabetik gruplarda NK grubuna gore istatistiksel bakimdan anlamli
artis oldugu gozlenirken, antihiperglisemik oldugunu iddia ettikleri bitki ekstaktinin
uygulandigr diyabetik gruplarin kreatinin ve iire diizeyleri diyabetik kontrol grubuna
gore anlamli bir azalma meydana geldigini gozlediklerini belirtmisler (Ozkol ve ark.,
2013; Dogan ve ark., 2015). STZ ile deneysel diyabet olusturulan diger bir ¢aligmada
kreatinin anlamli bir artis gorlilmesi, hiperglisemiye dayali olarak meydana gelen
degisiklikler ile islevlerinde hasar gordiigiiniin gostergesi olarak kabul edilmistir. Fakat
tredeki yiikselmenin kismen hacim artigina dayali olarak su kaybindan kaynaklandiginm

ifade etmislerdir (Donmez, 2008). Dogan ve ark. (2015)’nin STZ deneysel diyabet
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olusturduklart ratlarla yaptiklar1 bir ¢alismada ratlarda artan TC, TG ve LDL-c
degerlerinin tedavi i¢in uyguladiklart bitki ekstraktinin diyabetik gruplarda bu
parametrelerin tekrar normale dogru bir diisiis sergiledigini belirtmislerdir.

Yine STZ ile deneysel diyabet olusturulan baska bir calismada TG, TC ve VLDL
degerlerinde NK grubuna kiyasla istatistiki bakimdan Onemli artma, HDL-c
diizeylerinde dnemli azalma tespit edilmistir. Bitki ekstraktinin ve referans maddenin
uygulandigr baska bir g¢alismada diyabetik gruplarda diyabetik kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel bakimdan TG ve TC diizeylerinde azalma kaydedilirken
HDL-c diizeylerinde ise artma meydana geldigini belirtmislerdir (Kumar ve ark., 2015).
Bu calismada ise diyabetik ratlara verilen iiziim ¢esidinin meyve ve ¢ekirdeginin
ekstraktlariin diyabetten kaynakli olusan hasarlar1 6nlemeye yonelik incelenen
parametreler lizerinde iyilestici etkileri yoniinde olumlu sayilabilecek sonuglar
saptanamadi. Keza, bu calismada etkileri arastirilan {iziim ¢esidinin bu parametreler
tizerindeki etkileri ile ilgili literatiirlere rastlanilmadigi igin karsilastirma firsatini
bulunamamustir.

Antioksidan savunma sistemi unsurlarindan CAT, GR, GSH-Px, GST, SOD
aktiviteleri ile GSH seviyelerinin eritrosit, karaciger, begin ve bobrek dokularindaki
degisiklikler Cizelge 4.6., 4.7., 4.8., 4.9., 4.10. ve 4.11.’de verilmistir. Cizelge 4.6.’da
goriildiigii gibi; CAT aktivitesi NK grubuna gore bobrek dokusunun DK, DM2 ve DC1
gruplaridaki 6nemli azalis disinda tiim gruplarda dalgalanmalar olmasina ragmen bu
dalgalanmalar istatistiksel agidan o6nemli olmadigr (p>0.05) olmadigi sonucuna
varilmistir.

Katalaz, aktif bolgelerinde hemoglobin kisminin heme bagli demiri bulunduran
enzimdir. Oncelikle H,O,'nin H,O'ya ayrismasini katalizlemek ic¢in aktivite gdsteren
temel bir antioksidan savunma bilesenidir. Bu fonksiyonu glutatyon peroksidaz ile
birlikte gerceklestirir (Halliwell ve Gutteridge, 1994). STZ ile deneysel diyabet
olusturulan diyabetik ratlarla yapilan cesitli ¢alismalarda diyabetik ratlarin CAT enzimi
aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda onemli azalma meydana geldigi tespit
edilirken, bitki veya referans hipoglisemik ajanlarin verildigi diyabetik gruplarda bu
enzim aktivitesinde diyabetik kontrol grubuna gore artma gézlendigini ifade etmislerdir
(Bagri ve ark., 2009; El Shafey ve ark., 2013; Ozkol ve ark., 2013; Florence ve ark.,
2014; Dogan ve ark., 2015). Bu calismada karaciger, eritrosit ve beyin dokularinda
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anlamli sonuglar elde edilmezken; bobrek dokusunda DM2, DC1 ve DC2 gruplarinda
NK grubuna gore anlamli sonuglar tespit edildi. Bu sonuglar daha dnceki sonuglarla
ortiismedigi anlagilmaktadir. Bunun sebebi ise ¢alismamalarin farkli uygulamadan veya
farkli deneme siiresinden kaynaklanabilir. Ciinkii canlilarin diyabet gibi oksidatif strese
kars1 tepkisi muamele siiresince farkli diizeyde olabilmektedir.

GR aktivitesi i¢in: Cizelge 4.7.’deki sonuglara gore; karaciger dokusundaki GR
degerlerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda DC2 grubundaki azalma istatistiksel
acidan onemli (p<0.05) iken, diger gruplardaki artis ve azaliglar istatistiksel acidan
onemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile karsilagtirildiginda diyabetik
akarboz ve DC2 gruplarindaki azalis istatistiksel agidan onemli (p<0.05), bulunurken
DM2 grubundaki artis istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0.05) oldugu kaydedildi. Keza,
diger gruplardaki dalgalanmalar istatistiksel agidan onemli olmadigi (p>0.05) tespit
edildi. Keza, beyin dokusundaki GR degerlerinde NK grubu ile kiyaslandiginda DA,
DM1 DC1 ve DC2 gruplarindaki azalma istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulundu.
Ancak, DK grubu ile karsilastirildiginda DA grubunda istatistiksel agidan 6nemli diisiis
(p<0.05), diger gruplardaki diisiisler ise istatistiksel a¢idan 6nemli olmadigi (p>0.05)
tespit edildi. Diger yandan, bobrek dokusundaki GR akvitesi DK ile karsilastirildiginda
DA ve DC2 grublarindaki azalisin DM1 grubunda ise artis istatistiksel agcidan onemli
(p<0.05) oldugu bulunurken, DC2 deki azalis NK grubuna gore istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. Ayrica, eritrositlerdeki GR aktivitesi NK
grubu ile karsilagtirildiginda DK, DM1 ve DM2 gruplarindaki artigin istatistiksel agidan
onemli (p<0.05), diger gruplarda dalgalanmalar ise istatistiksel acidan énemli olmadigi
(p>0.05) tespit edildi. DK grubu ile kiyaslandiginda DM2 grubundaki artigin
istatistiksel agidan onemli (p<0.05), DA, DCI ve DC2 gruplarindaki azalighisin
istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edildi.

Insan eritrositlerinde &nemli miktarda katalaz var oldugu halde, hidrojen
peroksitin buradan wuzaklastirilmasindaki esas mekanizmanin NADPH, glutatyon
rediiktaz vasitasiyla oldugu diistiniilmektedir (Gaetani ve ark., 1989). Glutatyon
rediiktaz enzim vasitasiyla ile oksidatif stres siiresince rediikkte GSH iyi derecede
korunmaktadir (Deng ve ark., 2015). Dincer ve ark., STZ ile deneysel diyabet
olusturduklar1  sicanlarda glutatyon rediiktaz aktivitesinde artis go6zlendigini

belirtmislerdir (Dinger ve ark., 2002). Bu sonuglar daha 6nceki sonuglarla 6rtiismedigi
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anlasilmaktadir. Bunun sebebi ise farkli uygulama ve farkli deneme siiresi ve kullanilan
metod farkliliklarindan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii canlilarin oksidatif strese karsi
tepkisi zaman ic¢inde farkli diizeyde olabilmektedir. Bu farklarin sebebi calisma
periyodunun farkl: siirelerde yapilmis ve uygulama esaslari olmasindan kaynaklandigini
diistinmekteyiz.

Enzimatik olmayan antioksidan unsurdan GSH’in Cizelge 4.8.’deki sonuglara
gore: karaciger dokusundaki GSH seviyesinde NK grubu ile karsilastirildiginda DK,
DA, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki artis istatistiksel agidan 6énemli (p<0.05)
tespit edilirken, DK grubuna goére DA DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki artislar
istatistiksel agidan 6nemli (p<<0.05) bulundu. Beyin dokusundaki GSH diizeyinde NK
grubu ile karsilagtinldiginda DK, diyabetik akarboz ve DM1 gruplarindaki yiikselmeler
istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunurken, DM2 grubundaki artis ile DC1 ve DC2
gruplarinda azalis istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi. DK grubu
ile kiyaslandiginda DM1 grubunda artma istatistiksel agidan 6nemli artma (p<0.05),
DM2 ve DC2 gruplarindaki diisiis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05), DA grubundaki
artis ise istatistiksel acidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edildi. Diger yandan, bobrek
dokusundaki GSH degerinde NK grubu ile karsilastirildiginda DK, DM2, DC1 ve DC2
gruplarindaki azalmalar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) tespit edilirken, diger
gruplarda azaliglar olmasina ragmen istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit
edildi. DK grubu ile kargilastirildiginda diyabetik akarboz ve DMI1 gruplarindaki
artmalarin istatistiksel agidan onemli (p<0.05) iken, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki
diistisler ise istatistiksel acgidan Onemli (p<0.05) oldugu tespit edildi. Keza,
eritrositlerdeki GSH seviyesi NK grubu ile karsilastirildiginda DK, DA, DM1 ve DM2
gruplarindaki artigin istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05), diger gruplardaki degisiklikler
olmasima ragmen fark istatistiksel acidan 6nemli olmadig: (p>0.05) tespit edildi. DK
grubu ile kiyaslandiginda DC2 grubundaki azalig istatistiksel agidan onemli (p<0.05)
bulunurken, DA, DM1, DM2 ve DC1 gruplarindaki degisikliklere ragmen fark
istatistiksel acidan 6nemli olmadigi (p>0.05) tespit edilmistir.

Serbest radikallerin yol ag¢tig1 biyolojik hasari onarma ve serbest radikalleri
ortadan kaldirma yetenegine sahip antioksidan bir molekiil olan glutatyon iizerine
yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Deneysel diyabet olusturulan ratlara aci1 badem

yaginin uygulandigi bir calismada; diyabet grubunda GSH degerinin diiiis gosterdigini
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ve act badem yagiin uygulandigi grupta ise GSH diizeyinin arttig1 tespit edilmistir
(Demir ve Yilmaz, 2014). Bu calismaya benzerlik gosteren baska ¢aligmalarda ratlarin
cesitli dokularinda GSH diizeylerinde diisiis oldugu, c¢esitli bitki ekstrakti ile
fitokimyasallarin verilmesi sonucunda GSH diizeyinde artma meydana geldigini ifade
etmiglerdir (Ramesh ve Pugalendi, 2006; Aslan ve ark., 2007; Karthikesan ve ark.,
2010). Bu sonuglarda daha onceki parametrelerde oldugu gibi Onceki sonuglarla
ortiismedigi anlagilmaktadir. Bu farkligin sebebi uygulama ve farkli deneme siiresinden
kaynaklanabilir. Ciinkii canlilarda diyabet gibi oksidatif strese kars1t GSH’1n diizeyinde
tepkisi muamelenin farkli zaman diliminde farkli olabilmektedir. Yani, ilk tepkisi artis,
daha sonra normale diinlis ve oksidatif strese karsi antioksidan savunma sisteminin
yetersizligi durumunda ise azalis olabilmektedir. Bu caligsmada etkileri arastirilan tizim
cesidinin bu parametreler lizerindeki etkileri ile ilgili literatiirlere rastlanilmadig i¢in
karsilagtirma yapilamamustir.

GSH-Px aktivitesi ile ilgili olarak Cizelge 4.9.’da goriildiigli lizere; karaciger
dokusundaki GSH-Px aktivitesi NK grubu ile karsilastirildiginda DK, diyabetik
akarboz, DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki istatistiksel agidan 6nemli azalma
(p<0.05) tespit edildi. Keza, DK grubu ile karsilastirildiginda tiim miiamele gruplarinda
istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) azalma tespit edilirken, beyin dokusundaki GSH-Px
degerlerinde NK grubu ile kiyaslandiginda DK, DA ve DC2 gruplarinda istatistiksel
acidan Onemli (p<0.05) tepit edildi. Diger yandan bdobrek dokusundaki GSH-PX
degerlerinde NK grubu ile karsilastirildiginda DC1 grubunda istatistiksel acidan 6nemli
artma (p<0.05) tespit edilirken, diger gruplarda degisiklikler istatistiksel agidan 6nemli
olmadigi (p>0.05) ortaya konurken, eritrositlerdeki GSH-Px degerlerinde NK grubu ve
DK ile karsilastirildiginda DM1, DM2, DC1 ve DC2 gruplarindaki artigin istatistiksel
acidan 6nemli (p<0.05) bulunmustur.

GSH-Px hidrojen peroksidi glutatyon varliginda suya katalizler (Deneke ve ark.,
1985). Bu esnada rediikte glutatyon ise okside duruma geger. GSH-Px enzimi etki
gostermek icin rediikte glutatyona ihtiyag duyar. Okside durumdaki glutatyonun
(GSSG), rediikte glutatyona (GSH) doniisiimiinii glutatyon rediiktaz katalizler
(Kahraman, 1998). Bu ¢alismalara yakinlik gésteren yapilan bir¢ok ¢alismada GSH-Px
enziminin aktivitesinin diyabetik kontrol grubunda azalma oldugu go6zlenirken;

antioksidan ve antihiperglisemik etkisi oldugu diisliniilen bazi bitki ekstraktalarinin
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uygulandig1 diyabetik gruplarda ise anlamli bir artma gézlendigi belirtilmistir (Adewole
ve Ojewole, J., 2009; Singu ve Kakkar, 2009; Kumar ve ark., 2009; Parveen ve ark.,
2010; Ramachandran ve ar., 2012; Rao ve ark., 2012; Dogan ve ark., 2015). Bu
calismada baz1 dokulardaki GSH-Px diizeyindeki azalis benzerlik gostermektedir. Bu
parametre ile diger parametrelerin dokular arasinda goriilen dalgalanmalar diyabetten
kaynakli olusan oksidatif stresin dokular1 farkli diizeyde etkilemesinden ve bitki
ekstrelerin dokulara dolasim tiizerineden farkli miklarda maruz kalma 6zelliginden
kaynaklandigi sonucuna varabiliriz.

GST aktivitesi ile ilgili olarak Cizelge 4.10.’deki sonuglara gore; karaciger
dokusundaki GST aktivitesi NK grubu ile karsilastirildiginda DK ve DM2 gruplarindaki
azalis istatistiksel acidan Onemli (p<0.05) iken, DC1 ve DC2 gruplarindaki artis
istatistiksel a¢idan 6nemli (p<0.05) tespit edilirken, DK grubu ile karsilastirildiginda
DA, DMI1, DC1 ve DC2 gruplarindaki artislar istatistiksel agidan onemli (p<0.05)
bulunmustur. Beyin dokusundaki GST aktivitesi NK grubu ile karsilastirildiginda DK
grubundaki artis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunurken, DA, DM1 grubundaki
artis ile DM2, DC1 ve DC2 gruplarinda azalig istatistiksel agidan 6nemsiz (p>0.05)
bulunmustur. DK grubu ile karsilastirildiginda DM2 ve DC2 gruplarindaki azalis
istatistiksel agidan Onemli (p<0.05) iken, DA grubunda artis ile DM1 ve DCI1
gruplarindaki azalis istatistiksel acidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) sonucuna varilmigtir.

Diger yandan, bobrek dokusundaki GST degeri NK grubu ile kiyaslandiginda
DMI1, DC1 ve DC2 gruplarindaki artis ile DK grubu ile kiyaslandiginda DC1 ve DC2
gruplarindaki artiglar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulundu. Eritrositlerdeki GST
diizeyi NK grubu ile karsilastirildiginda DC2 grubundaki artigin istatistiksel agidan
onemli (p<0.05), diger gruplarin karsilastirmalarinda ise dalgalanmalarin istatistiksel
acidan 6nemli olmadig (p>0.05) tespit edildi.

Detoksifikasyon yapan GST enzimi, hiicre igi tasiyic1 ve baglayici fonksiyonuna
sahip olan bir enzimdir. Katalitik olarak yabanci maddeleri glutatyondaki (GSH)
sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarmn elektrofilik bolgelerini etkisiz hale getirir
ve Uriiniin sudaki c¢ozlinirliigini arttirir. Meydana gelen bu GSH konjugatlart,
organizmadan uzaklastirilabilir veya daha ileri metabolize olurlar (Akkus, 1995). GST
aktivitesindeki artma oksidatif stres durumuna karsi koyma mekanizmasinda goriilen

adaptasyon olarak diisiiniilebilir (Agrawal ve ark., 1991; Banerjee ve ark., 1999). Dogan
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ve ark., STZ ile deneysel diyabet olusturulan bir ¢alismada karaciger, bobrek ve beyin
dokularinda GST diizeyinde anlamli bir artma tespit ettiklerini ifade etmislerdir (Dogan
ve ark., 2015). Kumar ve ark., antioksidan enzim diizeylerinde goriilen azalmanin,
serbest radikallerdeki artis1 temizlemek i¢in enzim kullaniminin artmasindan dolayi
olabilecegini belirtmislerdir. Genet ve ark. ve Cho ve ark., yaptiklar1 bir ¢aligmada
antioksidan enzim seviyelerindeki artig artan oksidatif strese karsi bir telafi
mekanizmasi sonucunda veya antioksidan enzim genlerinin asir1 ekspresiyonu
neticesinde meydana geldigini belirtmislerdir (Cho ve ark., 2002; Genet ve ark., 2002).
Yapilan bu c¢alismada GST aktitesi dokularda dalgalanmalar goriilmistir. GST
aktivitesindeki artisi oksidatif stres durumuna karsi koyma mekanizmasinda izlenen
adaptasyon olabilir. Organizmada serbest radikallerin artmasi oksidatif stres olusturur.
Bu stresi ortadan kaldirmak ic¢in antioksidan enzimlerin aktivitesi artar.

SOD aktivitesi ile ilgili olarak Cizelge 4.11.’de goriildiigii gibi; karaciger
dokusundaki SOD aktivitesi muamele gruplart NK grubu ile karsilagtirildiginda DM1
grubundaki artis istatistiksel agidan Onemli (p<0.05) iken, DK grubu ile
karsilastirildiginda tiim gruplardaki azalis ve artislarin istatistiksel acidan Onemli
olmadigi (p>0.05) tespit edildi. Deneysel gruplarin beyin dokusundaki SOD seviyesinin
NK grubu ile karsilastirildiginda DM2 grubundaki azalis istatistiksel agidan onemli
(p<0.05) iken, muamele gruplarin DK grubu ile karsilastirildiginda artis ve azaliglar
olmasina ragmen istatistiksel agidan 6nemli olmadigi (p>0.05) bulundu. Keza, muamele
gruplarin  bobrek dokusundaki SOD aktiviteleri NK ve DK gruplann ile
karsilastirildiginda gruplardaki dalgalanmalar olmasina ragmen bu artis ve azaliglarin
istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 (p>0.05) tespit edildi. Ayrica, eritrosit SOD aktivite
degerlerinin NK grubu ile karsilastirildiginda DC1 grubundaki azalis istatistiksel agidan
onemli (p<0.05) iken, diger muamele gruplarindaki artis ve azalis olmasina ragmen bu
degisiklikler normal ve diyabet konrol ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan onemli
olmadigi (p>0.05) tespit edildi.

SOD enzimi, oksidatif stres kaynakli olusan siiperoksit radikallerini
dismutasyona ugratip hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene doniismesinde
fonksiyon gosterir (Halifeoglu ve ark., 2005). SOD, siiperoksit serbest radikaline kars1
oksijeni kullanan hiicreleri korumada rol alir ve bunun neticesi olarak lipid

peroksidasyonunu engellemektedir. SOD enzim aktivitesi oksidatif stresin yiikseklik
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derecesine ve oksidatif stresin artisina yol agan etkenlerin dozlarina dayali olarak
meydana gelen adaptasyonla birlikte hiicredeki SOD enzim aktivitesinde artig
goriilmektedir (Akkus, 1995). Bir¢ok yapilan benzer ¢alismada SOD enzim aktivitesinin
diyabetik kontrol grubunda azalma goriildiigiinii ve antioksidan etkisi oldugu iddia
edilen bitki ekstrakti uygulanan diyabetik gruplarda ise artma meydana geldigini
belirtmislerdir (Adewole ve Ojewole, J., 2009; Singu ve Kakkar, 2009; Parven ve ark.,
2010; Rao ve ark., 2012; Dogan ve ark., 2015). Bu ¢alismada karaciger dokusunda SOD
aktivitesindeki artis sliperoksit radikalinin asir1 iretiminden dolay1 bu enzimin sentezini
tetiklemis olabilir. Antioksidan savunma enzimlerinden SOD aktivitesinde meydana
gelen azalis ise indiiklenmis siiperoksit radikal olusumunun dolayl bir isareti sayilabilir.
Ciinkii antioksidan kapasite iizerinden radikal akisi enzimlerin sistein amino asiti

tizerinden baglanan radikaller enzim aktivitesini yitirmesine neden olabilir.

Farkli dokulardaki MDA degerleri ile ilgili Cizelge 4.11.’de gosterildigi gibi;
muamele gruplarin karaciger, begin ve bobrek dokulari ile eritrositleerdeki MDA
seviyesi NK ve DK grublarina gére 6nemli degisiklikler tespit edilmistir. Elde sonuglara
gore; karaciger dokusundaki MDA seviyesi NK grubu ile kiyaslandiginda DK ve DC1
gruplarindaki artis istatistiksel ac¢idan 6nemli (p<0.05) bulunurken, tiim muamele
gruplarin DK grubu ile mukayesesinde istatistiksel agidan 6nemli azalig (p<0.05) ortaya
konulmustur. Beyin dokusunda ise MDA seviyesi NK grubu ile karsilastirildiginda DK
grubundaki artis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) iken, mamele gruplarinin (DA,
DM1, DM2, DCl ve DC2) DK grubu ile kiyaslandiginda gruplardaki MDA
seviyesindeki azaliglar istatistiksel agidan 6nemli (p<<0.05) oldugu tespit edildi.

Diger yandan, bobrek dokusundaki MDA degerleri NK grubu ile
karsilastirildiginda tiim gruplarindaki artiglar istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) tespit
edilirken, DK grubu ile kargilastirildiginda biitiin gruplarindaki MDA degerindeki
azaliglar istatistiksel agidan Onemli (p<0.05) bulunmustur. Keza, Cizelge 4.12.°de
goriildiigii gibi; DM2, DC1 ve DC2 gruplarin eritrosit MDA seviyesi hem NK hemde
DK grubu ile karsilastirildiginda azalis istatistiksel agidan 6nemli (p<0.05) bulunurken,
DA ve DM1 gruplarinin DK gore azalig istatistiksel agidan 6nemli oldugu (p<0.05)
tespit edildi.

Baz1 dis etki (radyasyon, ila¢ toksikasyonlari, kimyasal maddeler) faktorlerin

etsi ile veya diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin meydana gelmesi ile birlikte serbest
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radikal iiretiminde artma ve buna dayali olarak hiicrelerdeki bilesiklerde bazi hasarlar
meydana gelmektedir (Halliwell, ve Gutteridge, 1990; Janssen ve ark., 1993; Stevens,
1993; Moslen, 1994). Demir ve ark.’nin STZ ile deneysel diyabet olusturduklari ratlar
tizerinde yaptiklar1 calismada diyabetik ratlarin beyin dokularinda uyguladiklart madde
ile MDA diizeylerinde 6nemli sonuglar elde ettiklerini ifade etmislerdir (Demir ve ark.,
2016). Dogan ve ark., STZ indiiklii diyabetik ratlarda yaptiklari ¢alismada eritrosit,
bobrek, beyin ve karaciger dokularinda MDA diizeylerindeki artis1 verdikleri bitki
ekstrakti ile diisiis go6zlendigini belirtmislerdir (Dogan ve ark., 2015). Bizim
calismamizda ise eritrosit, beyin, bobrek ve karaciger dokularinda bazi dalgalanmalarla
birlikte genel anlamda istatistiksel anlamda 6nemli sonuglar elde ettik. Bundan yola
cikarak diyabetten kaynakli olusan oksidatif stres sonucu artan serbest radikallere karsi
verdigimiz ekstraktlarin antioksidan etki gosterdigi kanisina varabiliriz.

Sonug¢ olarak; bu biyokimyasal verilerin dogrultusunda diyabetin neden oldugu
oksidatif stres sonucu olarak serbest radikal iiretiminin gostergesi olarak lipid
peroksidasyonun son iirlinii olan malondialdehit dokularda artarken, bir¢ok dokuda
antioksidan savunma sistemi biyobelirte¢lerinde dalgalanmalara sebep olmustur. Yine
diyabetin komplikasyonlarina bagli olarak karaciger harabiyet gostergesi olan serum
enzimlerinin seviyelerinin artisina neden olmustur. Diger yandan, {iziim ¢esidinin
¢ekirdek ve meyveyi karaciger harabiyet gostergesi olan serum enzimlerini kontrollere
yakin degere ¢ekmedigi goriilmiistiir. Bir diger yandan, diyabetin neden oldugu
oksidatif stres sonucu olarak tiim dokularda artan malondialdehit {iziim ¢esidinin meyve
ve ¢ekirdegi kontrol degerlerine ¢ektigi ve yine ¢esitli dokularda dalgalanan antioksidan
savunma sistemi biyobelirteclerinde de DK grubuna gore iyilestirme sagladig: tespit
edilmistir. Uziim ¢esidinin meyve ve cekirdegi bu etkileri kesin sdylenememekle
birlikte icerdigi fenolik, baz1 karetonoid bilesikler, E ve C vitaminleri gibi unsurlari
antioksidan rolii sayesinde boyle etkiler gostermis olabilecegi sonucuna varildi. Keza,
diyabet ve iliziim cesidinin meyve ve cekirdegi ekstresi ile beslenen siganlarin
dokularinda antioksidan lipid peroksidasyon seviyeleri ve savunma sistemlerinde
goriilen farkli diizeyde etkiler olmasinin nedeni ise; dokularin hiicresel fizyolojik

adaptasyonun dokulara gore farkl nitelikte olmasindan kaynaklanabilir.

Etkileri incelenen iiziim ¢esidinin meyve ve ¢ekirdegi ile ilgili ¢alismalara, bu

uygulama tarzinda daha once literatiir taramalarinda rastlanmadigindan karsilastirma
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yapilamamigtir. Bununla birlikte, Saito ve ark. (1998), tiziim ¢ekirdekleri monomerik
fenolik bilesenlerle zengin kaynaklardir. Monomerik fenolik bilesenlerden, (+)-katezin
(poliyfenolik antioksidan bitki metaboliti), (-)-epikatezin ve (-)-epikatezin-3-O-gallate
ve dimerik, trimerik ve tetramerik prosiyanidinlerin antimutajenik ve antiviral
ajanlardir. Bagchi ve ark. (1997); Bagchi ve ark. (1998), ayrica iiziim ¢ekirdek
poliyfenollerinin vitamin E ve C’den c¢ok daha gii¢lii serbest oksijen radikal
temizleyicisi oldugu gosterilmistir. Maffei Facino ve ark. (1996), liziim ¢ekirdegindeki
polifenolleri; prosiyanidin veya proantosiyanidin kombine isim olarak adlandirmis olup,
son zamanlarda yapilan caligmalarda {iziim c¢ekirdeginde bulunan prosiyanidinlerin
allerji, yangi ve artritis olusumunu engelleme gibi birgok etkisinin yaninda, deri
yaslanmas1 ve kalp hastaliklarindan korunmada da etkili oldugunu gdstermislerdir.
Cetin ve ark. (2008), si¢an karacigerinde radyasyonun yol agtig1 oksidatif strese iiziim
cekirdegi ekstreksinin etkisi incelenmis. Uziim cekirdegi ekstreksi hiicre membraninda
lipit ve protein peroksidasyonunu engelleyerek takiben oksidatif hasari azalttig1 ayrica
lizim cekirdegi ekstreksinin verilmesiyle RTx grubundaki malondialdehid seviyesinde
orta derecede bir azalma gozlemlenmistir. Ikizler ve ark. (1996), ¢alismalarinda iiziim
de Dbulunan bir antioksidan olan resveratrol, oksidatif stresi Onleyerek
iskemi/reperfiizyon hasarinda koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu
calismalarda kullanilan farkli iiziim g¢esidinin meyve ve g¢ekirdegi, uygulama periyodu,
tasarim ve dokular olmasma ragmen MDA parametresi agisindan sonuglarimizi
destekler nitelikte olmasi bu iiziim ¢esidinin meyve ve ¢ekirdeginin sdzkonusu etken

maddeler sayesinde bu etkileri gosterdigi sonucuna varilmistir.

Yaptigimiz cahsmadan cikarilabilecek sonu¢ ve oneriler:

» Calisma boyunca haftada bir Olclilen kan glukoz diizeylerinde ekstrakt
muamelesinden 6nce (0. saat), ve ekstrakt uygulandiktan sonra 2. ve 4.
saatlerdeki kan glukoz degerleri DM2 ve DC1 gruplarinda onemli diizeyde
diisiis meydana gelmis olmasi s6zkonusu ekstraktlarin gegici seker diisiiriicii
etkilerinin olabilecegi sonucuna varilabilir.

» Karaciger harabiyet belirtecleri olan enzimlerden AST, ALT ve LDH
diizeylerindeki sonuclardan yola cikarak, uyguladigimiz ekstraktlarin

diyabetten kaynakli meydana gelen hasarlar ve ektractlarin etkilerinin
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sonucu olarak hepatositlerin zar gecirgenligi ve tasima sitemindeki
degisiklilerinden dolay1 olabilecegi kanisina varildi.

STZ ile ratlarda olusan diyabetik harabiyetten kaynakli bobrek dokusunda
olusan nefropatiyi degerlendirmemizi saglayabilecek CRE parametresinin
olumlu sonuglarindan yararlanarak, ¢alismada kullanilan {iziim ¢esidinin
meyve ve gekirdek ekstraklarmin bobreklerde olusan nefropati harabiyeti
Onlemis olabilecegi sonucuna varilamamaistir.

Ratlarin kanlarinda elde edilen lipid profili parametreleri (TG, TC ve LDLc)
verileri degerlendirilmesinde ¢aligmada kullanilan iiziim g¢esidinin meyve ve
cekirdek ekstraklarinin antilipidemik 6zellige sahip olabilecegi sonucuna
varilamamustir.

Yapilan deneylerde iliziim c¢esidinin meyve ve c¢ekirdek ekstraktlarinin
antioksidan Ozelligini tespit etmek igin; farkli dokularda malondialdehit
(MDA) ve antioksidan enzim diizeylerindeki sonuglardan yola ¢ikilarak
antioksidan savunma unsurlaindaki bazi dalgalanmalar goriilsede genel
anlamda kullanilan {iziim g¢esidinin meyve ve g¢ekirdek ekstraktlarinin
oksidatif stresin 6nemli biyobelirteci olan MDA nin seviyesini DK grubuna
gore biitiin dokularda diislirmiis olmasi ekstraktlarin antioksidan 6zellige
sahip olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Yaptigimiz bu calismada {liziimiin meyve ve ¢ekirdek ekstraktlarinin farkl
dokular tizerinde farkli etkiler gostermesi sonradan yapilacak in vivo
caligmalarda kolaylik saglayacagini diisiinmekteyiz.

Calisma sonunda yapmis oldugumuz uygulamalarda iiziim ¢eidinin meyve
ve c¢ekirdeginin diyabetten kaynakli olusan komplikasyonlara karsi
antioksidan ozellige sahip olabilecegi ancak, ekstraktlarin ham ekstrakt
olmasi1 nedeniyle antioksidan 6zelligi gosteren etken maddelerden hangisinin
daha etkin oldugu bu asamada bilinmemektedir. Dolayisiyla, ileriki

caligmalarla bu etken maddelerin hangisinin oldugu arastirilabilir.
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