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Diyabet bilinen en dnemli saglik problemlerinden birisidir. Insiilin ve oral antidiyabetik ilaglarin
yan etkilerinden dolay1 son yillarda alternatif tedavilerin arastirilmasinda dogal iiriinler
(6zellikle flavonoidler) oOnemli bir kaynak teskil etmektedir. Bu c¢alisma normal ve
streptozotosin ile diyabet olusturulan (STZ 45 mg/kg, i.p) sicanlarda bitkisel bir flavonoid olan
morin'in (2',3,4',5,7-pentahydroxyflavone) kan glukoz seviyesi, doku antioksidan ve lipid
perokidasyon durumu iizerindeki olasi olumlu etkisini incelemek i¢in yapilmistir. Hayvanlar
yedi gruba (n: 6 herbir grup) ayrildi: Grup 1: Normal kontrrol, grup 2: Normal + morin 25
mg/kg, grup 3: Normal + morin 50 mg/kg, grup 4: Diyabetik kontrol, grup 5: Diyabetik + morin
25 mg/kg, grup 6: Diyabetik + morin 50 mg/kg ve grup 7: Diyabetik + Tolbutamit 100 mg/kg.
Morin, viicut agirligi kaybini dnleyememesine ragmen, su ve yem tiiketimini (25 mg/kg)
anlamli olarak azaltti. Diyabetik hayvanlarda artmis olan glukoz, kolesterol, trigliserid, LDL-
kolesterol ve VLDL-kolesterol diizeylerini diisiirdiigii goriildi. Morin diyabetik si¢anlarda
HDL-kolesterol seviyesindeki azalmayi, AST (GOT) ve ALT (GPT) seviyelerindeki artis1 da
anlamli sekilde &nlemistir. Ote yandan, diyabetin patogenezinde oksidatif stres énemli bir rol
oynamaktadir. Bu caligmada morin’in karaciger, bobrek ve pankreasdaki oksidatif stres
belirtegleri iizerindeki etkisi de degerlendirildi. Diyabetik sicanlarin dokularinda normal
sicanlara gore daha yiiksek malondialdehit (MDA) diizeyi, daha diisiikk nitrik oksit (NOx),
rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi gézlendi. Morin
hepatik, renal ve pankreatik MDA diizeylerindeki artisi, renal ve pankreatik NOx, hepatik ve
pankreatik GSH diizeylerindeki ve hepatik, renal ve pankreatik SOD aktivitesindeki azalmalar
anlamli olarak 6nledi. Histopatolojik incelemelerde morin verilen diyabetik siganlarda pankreas
hasar1 azalarak normal sigcanlarin yapisina yaklastigi tespit edildi. Sonuglar morin’in STZ-
diyabetik si¢anlarda oksidatif stresdeki artis1 antioksidan 6zelligi ile 6nemli 6l¢iide engelleyerek
pankreatik beta hiicre fonksiyonu {izerinde koruyucu etki olusturdugunu gostermektedir.

Temmuz 2012, 93 sayfa
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Diabetes mellitus (DM) is one of the major public health burden worldwide. Recently, the
treatment of diabetes with natural products (flavonoids specially) witnessed a growing interest
because side effects of insulin and oral antidiabetic drugs. The present work is carried out to
study the beneficial effects of a flavonoid extracted from plants which called morin (2',3,4',5,7-
pentahydroxyflavone) on blood glucose level, tissue antioxidant and lipid peroxidation status in
normal and streptozotocin induced diabetic rats (STZ 45 mg/kg, i.p). Animals were divided into
seven groups (n: 6 in each group): Group 1: Normal contrrol, group 2: Normal + morin 25
mg/kg, group 3: Normal + morin 50 mg/kg, group 4: Diabetic control, group 5: Diabetic +
morin 25 mg/kg, group 6: Diabetic + morin 50 mg/kg and group 7: Diabetic + Tolbutamide 100
mg/kg. Morin could not prevent loss of body weight, but significantly decrease water and food
(25 mg/kg) intake. It showed significant prevention in elevation of glucose and prevent increase
in the cholesterol, triglyceride, LDL-cholesterol, VLDL-cholesterol levels in serum of diabetic
rats. Morin also significantly prevented decrease in the HDL-cholesterol level and increase in
AST (GOT) and ALT (GPT) levels in diabetic rats compared to that of diabetic control. On the
other hand, intensive oxidative stress plays a major role in the pathogrenesis of diabetes. In this
study, the role of morin on oxidative sress markers of liver, kidney and pancreas were also
estimated. The diabetic rats exhibited high malondialdehyde (MDA) and low nitric oxide
(NOx), reduced glutathione (GSH) levels and superoxide dismutase (SOD) activities in hepatic,
renal and pancreatic tissues as compared with normal rats. The treatments with morin
significantly prevented the increase of hepatic, renal and pancreatic MDA and prevented
reduction of renal and pancreatic NOx, hepatic and pancreatic GSH levels and hepatic, renal and
pancreatic SOD activity. Histopathological study revealed that morin reduced the diabetes
related pancreatic damage in treated rats compared to untreated controls. These results indicated
that morin overcomes oxidative stress through its antioxidant properties, hence exerts a
protective action on pancreatic beta cell function in STZ- diabetic rats.
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1. GIRIS

Diyabetin tedavisinde birgok ila¢ kullanilmaktadir. Ilag tedavisine ek olarak halk
arasinda sik¢a kullanilan antidiyabetik etkileri olan bitkiler iizerinde giinlimiizde
oldukga fazla arastirma yapilmaktadir. Bitkiler eskiden beri ilaglarin temel kaynagidir
ve giiniimiiz ilaglarinin bir ¢ogu dogrudan veya dolayli yoldan bitkilerden elde
edilmektedir. Bitki kaynakl farkli kimyasal bilesik gruplarindan elde edilen bir¢ok aktif
madde diyabet tedavisinde kullanilabilmektedir (Witters 2001). Yapilan c¢aligmalar
arasinda bitkilerden elde edilen ve ticari olarak satilan birgok madde diyabet
calismalarinda kullanilmaktadir. Geleneksel tibbi bitkilerin antioksidan aktiviteye sahip
olmalar1 antioksidan vitaminler, fenoller veya taninlerden dolay1 olabilir. Ornegin
antioksidan madde olarak bilinen vitamin E ve C’nin  diyabete olan etkisi pek ¢ok
arastirmada kullanilmistir (Paolisso vd. 1993, Reaven vd. 1995, Torres vd. 1999).
Fenollerin o6zellikle flavonoidlerin, antioksidan aktivite gosterdikleri rapor edilmistir
(Rice-Evans 1995, Abu-Amsha vd. 1996, Cao vd. 1997, Dreosti 2000). Farkli bitki
kaynaklarimdan elde edilen fitomolekiillerin flavonoidler, alkaloidler, glikozidler,
saponinler, glikolipidler, lifler, polisakkaridler, peptidoglikanlar, karbohidratlar, amino
asidler, vb. antioksidan ve hipoglisemik ajanlar icerdikleri bilinmektedirler (Gutteridge
1994, Van den Berg 1996, Lamba vd. 2000, Lii vd. 2009, Pan vd. 2009, Silva vd. 2009,
Zhang vd. 2009, Su vd. 2010).

Flavonoidler, Onemli antioksidan ve hipoglisemik aktiviteye sahip olan dogal
bilesiklerdir (Kitagawa vd. 1992, Bors vd. 1996). Yaygm bir sekilde sekonder
metabolitler olarak bitkilerde bulunurlar ve degisik farmakolojik etkilere
(antienflamatuvar, antialerjik, antibakteriyal, antiviral ve antitimor gibi) sahiptirler
(Middleton 1998, Makris vd. 2007, Tu vd. 2007, Xiao vd. 2008). Flavonoidlerin
flavonoller, flavonlar, ¢alkonlar, flavanonlar, antosiyanidler, flavanonoller, flavanoller
ve isoflavonler gibi degisik alt gruplari mevcuttur. Bazi flavonoidler diyabette degisen
glukoz ve oksidatif metabolizmay1 iyilestirmelerinden dolay1 hipoglisemik 6zelliklere
sahiptirler (Vessal vd. 2003, Mukherjee vd. 2006, Su vd. 2006). Bu aragtirmada
antioksidan etkisi oldugu bilinen ve pek ¢ok arastirmada farkli yonleri ¢aligilan bir bitki

flavonoidi olarak bilinen morin’in farkli dozlar1 siganlar {izerinde kullanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Diabetes Mellitus (DM)

DM, pankreasin insiilin liretimindeki bozukluklarindan veya salgilanan insiilinin yeterli
derecede kullanilamamasindan kaynaklanan metabolik bir hastaliktir. Kontrol altina
almmadiginda hiperglisemi  zamanla tiim dokulara, ozellikle de sinirlere ve
kardiyovaskiiler sisteme ciddi zararlar vermektedir (Anonymous 2011a). Diinya Saglk
Orgiitii (WHO), 2000 yilinda tiim diinyada en az 171 milyon diyabet hastas! (toplam
diinya niifusunun %2.8°1) bulundugunu bildirmistir. Tiim diinyada diyabetin goriilme
siklig1 hizla artmaktadir ve 2030 yilinda yaklasik 366 milyon kisinin diyabet hastasi
olacagi tahmin edilmektedir (toplam diinya niifusunun %#4.4’{). Diyabet tiim diinyada
goriilen bir hastaliktir ancak, gelismis iilkelerde daha sik (6zellikle Tip 2 diyabet)
goriilmektedir (Wild vd. 2004).

2.2 DM Siniflandirilmasi

ADA (Amerikan Diyabet Birligi) 1997 yilinda diyabet i¢in yeni tan1 ve smiflandirma
kriterleri yayimladi (Anonymous 1997) ve bu siniflandirma iizerinde 2003 yilinda bazi
diizeltmeler yapildi (Anonymous 2003). Diyabet hastaliginin baslica dort tipi vardir
(Anonymous 2008).

2.2.1 Tip 1 diyabet (insiiline bagimh diyabet: IDDM)

Genellikle ¢ocuklarda goriiliir, tiim diyabet vakalarinin yaklasik %10’unu teskil eder.
Bu tip diyabette Langerhans Adaciklarindaki B-hiicreleri yikima ugradigindan sayilari
azalir ve insulin sentez ve salinimi diiser ya da durur (Hatemi vd. 1983, Bishop vd.
2000). Adacik hiicre hasarindan birbirine bagli énemli ii¢ faktdr sorumludur: genetik
yatkinlik, otoimmiinite ve g¢evresel faktorler. Glisemiyi kontrol altina almak, ketozu
onlemek ve hastanin hayatina devam etmesini saglamak i¢in disaridan insiilin verilerek
eksiklik giderilir. Bu tip diyabette, insiilin disinda tedavi edici herhangi bir ilag
bulunamamistir (Foulis ve Clark 1994, Ozata ve Yonem 2006).



2.2.2 Tip 2 diyabet (insiiline bagimh olmayan diyabet: NIDDM)

Genellikle ileri yaslarda goriilmeye baslar, tiim diyabet vakalarinin yaklasik %90’nin1
teskil eder (Luxton 1999). Bu tipte, B-hiicrelerinde insulin olusumu, salinimi, depo
edilmesi ve beta hiicrelerinin sayisi normaldir. Kanda insulin diizeyi biraz azalmus,
normal ya da yiiksek olabilir. Onemli bozukluk, hedef hiicrelerde insiilin-reseptdr
sikliginin veya hiicre ici post reseptor diizeyde insiilin etkinliginin azalmasi ve insiiline
kars1 direng gelismesidir. Bu bozukluklarin kalitsal nedenlerle meydana geldigi 6ne

stiriilmiistiir (Kayaalp 1993, Aguirre ve White 2000, Kelley ve Goodpaster 2001).

Tip 2 diyabet iki farkli gruba ayrilmaktadir: Birinci grup sismanlarda (obez) goriilen
diyabet seklidir. Bu grupta asir1 beslenme ve besin maddelerinin kandan hiicrelere
gecip depolanmasmin azalmasma bagli olarak, beta-hiicresi stimiilasyonu ile
hiperinsiilinizim ortaya c¢ikmaktadir. Sonucta hedef hiicrelerde reseptdr siklig
azalmakta ve postreseptor nitelikteki diren¢ artmaktadir. Diyet ile tedavi ve viicut

agirhiginin azaltilmasi birgok semptomu ortadan kaldirir.

Ikinci grup ise sisman olmayanlarda (non-obez) goriilen diyabettir. Bu tipte beta-
hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugunun rol oynadigi sanilmaktadir. Bu tip diyabetin

kontrol altinda tutulmasinda oral antidiyabetikler etkili olmaktadir (Kayaalp 1993).

2.2.3 Sekonder diyabet

Pankreas hastaliklar1 (Pankreatit, Cystik fibrosis), diyabetojenik hormonlarin (prolaktin,
glukagon, biiyiime hormonu) asir1 salgilanmasi ve diyabetojenik etkili ilaglarla tedavi

sirasinda ortaya ¢ikan diyabet seklidir (Belfiore ve Iannello 2000).
2.2.4 Gebelik diyabeti (GDM)
Gebelik sirasinda glukoza karsi toleransin azaldigi gecici bir diyabet durumudur.

Gebelikten sonra semptomlarin devam etmesi ile kroniklesebilir (Biihling ve

Dudenhausen 2001).



2.2.5 Glukoz toleransinin azalmasi

Kisideki plazma glukoz diizeyinin normal ile diyabetik kabul edilen degerler arasinda
bulunmast durumudur. Gebelik, sismanlik, stres, miyokard infarktiis ve cerrahi
girisimler esnasinda meydana gelmektedir. Etkenlerin ortadan kalkmasi ile iyilesme

goriiliir (Kayaalp 1993).

2.3 Diyabetik Komplikasyonlari

2.3.1 Akut komplikasyonlari

Diyabetik ketoasidoz (DKA): Diisiik insiilin seviyeleri hiperglisemiye neden olur.
Glukozu yeterince kullanamayan karaciger enerji kaynagi olarak yaglar kullanmaya
baslar. Boylece, kanda keton cisimciklerinin miktar1 artar (ketonemi) (tip 1 diyabetin
onemli gostergelerinden birisi hasta nefesinde olan aseton kokusudur) ve kanin pH'si

diiser. Kan pH'sinin diismesi DKA’nin en 6nemli gostergesidir.

Diyabetik ketoasidoz c¢ogunlukla tip 1 diyabet hastalarinda ortaya ¢ikan bir
komplikasyondur. Ancak tip 2 diyabet hastalarinda da goriilebilir. DKA her zaman acil
tibbi miidahale gerektiren akut ve tehlikeli bir komplikasyondur (Murray vd. 2000).

Hiperozmolar hiperglisemik sendrom (HHS): Hiperozmolar Hiperglisemik Sendrom,
belirgin ketoasidoz olmaksizin, asir1 hiperglisemi, plazma hiperozmolaritesi ve asir1 su
kayb1 (dehidratasyon) ile karakterize olan bir sendromdur. Kan sekeri ¢ok yliksek olan
(genellikle 300 mg/dl (16 mmol/l) ve iizeri degerler) kisilerde, kanin ozmotik basincinin
yiikselir ve hiicre i¢indeki su molekiillerinin kana dogru cekilmesine neden olur. Yine
hiperglisemi bobreklerden suyun geri emilmesini engelleyerek, iiretilen idrar miktarini

da arttirir (Buna ozmotik diiirez ad1 verilir).

Eger kaybedilen siv1 geri alinmazsa (agizdan ya da damar yoluyla), hiicrelerin devaml
olarak su kaybetmeleri ve asir1 idrar ile suyun atilmasi sonucunda hastalarin sivi

kaybetmelerine neden olur (dehidrasyon). HHS'te, diyabetik ketoasidozda oldugu gibi,



acil tibbi miidahale gereklidir. Miidahaleye genellikle kaybedilen sivinin geri verilmesi
ile baglanir. HHS tip 2 diyabet hastalarinda daha yaygin olarak goriiliir (Bishop vd.
2000).

Hipoglisemi: Hipoglisemi ya da anormal derecede diisiik kan sekeri, diyabet
tedavisinde kullanilan pek ¢ok tedavi yénteminin akut bir komplikasyonudur. Ozellikle
insiilin tedavisi goren tip 1 ve tip 2 diyabet hastalari, bazi oral antidiyabetik ilaglar
kullananlar veya yasli ve bobrek bozuklugu olan hastalarda goriiliir. Hipoglisemi

komanin bir numarali sebebidir (Murray vd. 2000).

Diyabet hastalarinda goriilen bu duruma zamanlamasi yanlis ve asir1 insiilin
kullanilmasi, ¢ok fazla ve yanlhs zamanda yapilan egzersiz (egzersiz yapmak insiilin
gereksinimini  azaltir), yeterince besin almmamasi (0zellikle glukoz igeren
karbohidratlar) ya da bir 6giiniin kacirilmasi neden olabilir. Cogu vakada hipoglisemi
sekerli yiyecek ya da iceceklerle tedavi edilir. Ciddi vakalarda, tedavi i¢in glukagon

enjeksiyonu ya da damar yolundan dekstroz infiizyonu yapilir.

2.3.2 Kronik komplikasyonlar:

Kan glukoz seviyesinin kronik yiikselmesi kan damarlarinda iki tip komplikasyona

(anjiopati) yol acar:

A- Mikrovaskiiler komplikasyonlar1 (Mikroanjiopati): Organizmada mikrovakiiler

komplikasyonlar olarak retinopati, nefropati ve néropati goriiliir.

Diyabetik retinopati: Kronik diyabet hasalarinin %20'sinde korliik mutlaka
gelismektedir. Bu hastalarda gérme kaybinin birinci sebebi retinopatidir. Diyabetik
retinopati, goziin arka kismindaki retinay1 besleyen damarlarda diyabete bagl gelisen
mikrovaskiiler bir hastaliktir. Retinopati proliferatif ve proliferatif olmayan olarak iki
grup altinda incelenebilir. Hastalarin retinasinda kanamalar, eksiidalar, venoz ve kapiller
degisiklikler ile anevrizmalar goriilir (Tiirkmen vd. 1990, Mentes 2009, Giiciikoglu
2009).



Diyabetik  nefropati: Diyabetik nefropatinin  patogenezinde  hemodinamik
mekanizmaya ilave olarak, glukotoksisite ve anormal lipid profil gibi c¢esitli
mekanizmalar s6z konusudur. Hemodinamik mekanizmada erken degisiklikler,
glomeriiler bazal membranda, tiibiiler bazal membranda ve bowman kapsiiliinde
kalinlagmalar seklindedir. Bir baska mekanizmada ise glukotoksisite ve hemodinamik
stres hiicresel fonksiyonu degistirerek poliol yolaginda aldoz rediiktaz enziminin
konsantrasyonunda artig seklindedir. Bobreklerde diffiiz glomeriiloskleroz, noduler
glomeruloskleroz ve eksiidatif lezyonlar, pyelonefritis, tubuler hiicrelerde glukoz

birikmesi ve yaglh degisikliler gibi lezyonlar goriilebilir (Kurt vd. 2004).

Diyabetik noropati: Diyabet, ndropatinin en sik rastlanan nedenidir. Olgularin ¢cogunda
duyusal sorunlar baskin olup el ve ayaklarda duyu kayb1 vardir. Seker alkollerinin fazla
miktarda birikmesinin sinir zedelenmesini meydana getirdigi kabul edilmektedir. Sinir
doku miyoinozitoliiniin azalmasi ve hiicre mebraninin bozulmus enerji metabolizmasi
ile dogrudan baglantilidir. Hipergliseminin derecesi ile ndropatinin siddeti ve
prevalanslar1 arasinda iliski vardir. Diyabetik noropati; simetrik duyusal ndropati ,
asimetrik duyusal noropati (diyabetik amiyotropi) ve karisik duyusal ve motor
polindropati (organ noéropatisi) olarak karsimiza cikar. Diyabetik hastalarda Carpal
Tunnel sendromu ve diger sikigma noropatilerine de sik rastlanir (Tiirkmen vd. 1990,

Celiker 2009).

B- Makrovaskiiler komplikasyonlari: Bu komplikasyonlarda koroner kalp hastaligi,
periferik damar hastalifi ve serebrovaskiiler hastaliklar goriiliir. Diyabetin
makrovaskiiler komplikasyonlar1 denildigi zaman aterioskleroz, kardiovaskiiler
komplikasyonlar, beyin arterlerinde degisiklikler ve bunlara bagli hemoraji ve
trombozlar, bacaklarda aterioskleroza bagli tromboz semptomlarina rastlanmasi ve

neticede kangren egiliminin artmasi gibi durumlar akla gelmektedir .



2.4 DM Tedavisinde Kullamlan flaclar

2.4.1 insiilin

Tedavide kullanilan insiilinin 6nemli bir kismi, mezbahalarda yan {iiriin olarak elde
edilen domuz veya sigir pankreaslarindan elde edilmekteydi. Domuz insiilini, sigir
insiiline gore insanlarda daha az allerji yaptig1 i¢in tercih edilmistir, ancak son yillarda
insan insiilini yapmak i¢in iki farkli yontem kullanilmaktadir:

1- Domuz insiilinindeki bazi amino asitleri degistirmek suretiyle insan instilini
yapilmaktadir. Bu yontemle elde edilen insiiline yar1 sentetik insan insiilini veya enzim-
modifiye insan insiilini ad1 verilmektedir.

2- Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak insan insiilini elde edilmektedir.
Biyoteknolojik olarak iiretildiginde, E. coli, A ve B zincirlerinin sentezini yapar. Sonra
bu iki zincir, kimyasal yolla birbirine baglanarak rekombinant insan insiilini elde edilir

(Kayaalp 1993, Luxton, 1999).

Insiilin analoglan

Insulin analoglar1 rekombinant DNA teknolojisi ile insan insulininin anahtar
pozisyonundaki bazi amino asitlerin yer degistirilmesi veya ilavesi ile elde edilirler.
Amino asit sekansinda yapilan degisimler insulinin kimyasal, fiziksel 6zelliklerini

degistirir ancak biyolojik etkilerini degistirmez.

Insiilin analoglar1 kisa ve uzun etkili analoglar olarak ikiye ayrilir.

a- Kisa etkili insiilin analoglan (insiilin aspart, insiilin lispro ve insiilin glulisine)
kristalize insiiline gore daha ¢abuk etkili, daha yiiksek kan konsantrasyonu saglayan ve
etkisi daha kisa siiren (2-3 saat) instlinlerdir.

b- Uzun etkili insiilin analoglar (insiilin glargine, insiilin detemir) ise etki siiresi 24
saate kadar uzamaktadir, NPH (Neutral Protamine Hagedorn) insiiline gore daha diisiik
kan seviyesi olusturmaktadir ve bazal insiilin salgisin1 taklit etmektedir. Bu analoglarin

dezavataji ise baz1 yeni arastirmalara gore kanserojenik etkisinin olabilecegi (6zellikle



insiilin glargine) yoniindedir (Jonasson vd. 2009), ancak giinlimiizde boyle bir etki

kanitlanamamugtir.

2.4.2 Oral antidiyabetikler

Insiilinin diyabet tedavisindeki giiclii etkinligine ragmen, oral olarak alindiginda
proteolitik enzimlerle pargalanmasi sonucunda etkisiz kalmaktadir. Bu nedenle oral
antidiyabetik ilaclar gelistirilmistir. Giiniimiizde kullanilan oral antidiyabetik ilaglar

asagidaki gibi 6zetlenebilir (Sekil 2.1):

1-Siilfoniliireler: Birinci kusak (Ornegin, tolbutamit) ve Ikinci kusak (Ornegin,
glibenklamid), Siilfoniliireler pankreastan insiilin salgilanmasin1 artirir. Bunlarin en
belirgin yan etkisi hipoglisemidir. Ayrica insiilin seviyesinin yiiksek olmasi viicut

agirhiginda bir artisa da neden olabilir (Parving vd. 1992, Kelly 1995) .

2- Biguanidler: Metformin bu grubun bir 6rnegidir (Galega officinalis bitkisinden elde
edilir). Bu grup hepatik glukoz iiretimini inhibe ederek ve aynmi zamanda kaslar
tarafindan alinan glukoz miktarin1 arttirarak hiperglisemiyi onler. Yan etkileri:

Halsizlik, yorgunluk ve bas donmesidir (Bailey 1992, Dey vd. 2002) .

3- Alfa-glukozidaz inhibitorleri: Bu grupta Acarbose ve Miglitol bulunur. Bunlar
bagirsaklardan glukoz absorbsiyonunu engellerler. Yan etkileri ise gaz, ishal ve

sigkinliktir (Melander 1996).

4- Tiazolidinler (glitazonler): Bu grupta Pioglitazone bulunur. Rosiglitazone, da yakin
zamanda kalp krizi vakalarina neden oldugu anlasildiktan sonra bir ¢ok {ilkede
piyasadan ¢ekilmistir. Bunlar kas ve karacigerde insiilin duyarliligini gelistirirler. Bu
grupta en belirgin yan etki karaciger toksisitesidir (Bundan dolay1 ilk iiye Troglitazone

piyasadan kaldirild1) (Balasubramanyam ve Mohan 2001, Dey vd. 2002).



5- Miglitinidler: Repaglinide ve Nateglinid bu gruptandir. Siilfoniliireler gibi nsiilinin
salgilanmasini arttirirlar. Yan etkileri ise; kilo alma, sindirim sisteminde rahatsizlik ve

hipoglisemidir (Belfiore ve lannello 2000).
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Sekil 2.1 Oral antidiyabetik ilaclar ve etki mekanizmalar1 (Kumar vd. 2008)

2.5 Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabet ¢esitli hayvan tiirlerinde farmakolojik, cerrahi veya genetik manipiilasyon
yollar ile indiiklenebilir. Diyabet konusunda deneylerin ¢ogu kemirgenler iizerinde
yapilir, buna ragmen bazi deneyler bilyiik hayvanlar da yapilmaktadir. Banting ve Best
1920de kopeklerde pankreatektomi yontemi ile diyabet olusturmuslardir (Bliss 2000).
Ayrica birtakim arastirmalarda diyabete duyarli olan farkli deney hayvanlan
kullanilmistir (Chen ve Wang 2005, Rees ve Alcolado 2005, Masiello 2006).
Gilintimiizde fare diyabet i¢in en ¢ok kullanilan deney hayvani modelidir. Ciinki farenin

200’iin tizerinde iyi bilinen inbred tiirii vardir (Rees ve Alcolado 2005, Masiello 2006).



2.5.1 Diyabetin farmakolojik indiiksiyonu

Etnofarmakolji alaninda 1996-2006 yillar1 arasinda yayinlanan arastirmalarin ¢ogunda
farmakolojik indiiksiyon modeli kullanilmistir (Frode ve Medeiros 2008). STZ (%69)
ve alloksan (%31) en sik kullanilan kimyasallardir ve bu model diyabetin farkli
yoOnlerinin arastirllmasinda olduk¢a faydali olmustur. Bu maddelerin her ikisi de
diyabetojenik etkisini enjekte edildikleri zaman (intravendz, intraperitoneal veya
subkutan) gosterirler. Diyabetin indiiklenmesinde kullanilan bu ajanlarin dozu, hayvan
tiirlerine, maddeleri hayvanlara verme yoluna ve hayvanlarin beslenmesine baghdir.
Verilen doza gore tip 1, tip 2 diyabet veya glukoz intoleransa benzer bir sendrom

indiiklenebilir (Lenzen vd. 1996, Mythili vd. 2004).

Vakor (rodentisit), dithizone(diphenylthiocarbazone) ve 8-Hydroxyquinolone gibi
maddelerle deneysel diyabet olusturabilir, ancak toksik etki diizeyleri yiiksek oldugu

icin arastirmalarda kullanilmalar1 sinirhidir (Clark vd. 1994).

Streptozotosin (STZ)

STZ (Metilnitrozokarbonil)-B-D-glukopiranoz) nitrozoiire analogu, N-metil-N-
nitrozolire (MNU) vyarisi, heksozda karbon-2 ye baglanir (Sekil 2.2). Diyabet
aragtirmalarinda STZ en uygun diabetogenik ajandir. STZ antimikrobiyal , ayni
zamanda kemoterapoétik alkilleyici ajan olarak da kullanilmaktadir (White 1963, Schein
vd. 1974). 11k defa 1963’te Rakieten vd. STZ'nin diyabetojenik oldugunu bildirmistir.
STZnin neden oldugu insiilinopenya (hipoinsiilinizim) sendromuna STZ diyabeti adi
verilmektedir (Schein vd. 1967). STZnin pankreas B-hiicrelerinde spesifik olarak
nekroza neden oldugu ve hayvanlarda diyabet indiikklemesinde tercih edildigi

bildirilmistir (Arison vd. 1967, Lenzen vd. 1996).
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Streptozotosin Metilnitrozotire

Sekil 2.2 Streptozotosin ve metilnitrozotire (Lenzen 2008)

Streptozotosinle diyabet olusturma fazlar

STZ ile indiiklenen trifazik kan glukozunun yanitlar1 sekil 2.3’te gosterilmektedir
(Lenzen 2008). STZ’ye yanitlar STZ’ye tepki olarak organizmada plazma insiilini
seviyesinde ve pankreasin ince yapisinda degisiklerin meydana geldigi ve sonugta

nekrotik B hiicre 6liimiiniin gergeklestigi bildirilmistir.
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Sekil 2.3 STZ den kaynaklanan kan glukoz fazlar1 (Lenzen 2008)

Birinci faz, kan glukoz konsantrasyonunun artis1 (1 saat STZ verildikten sonra) ve
plazma insiilinin azalmasi ile baslar. Bu faz genellikle 2-4 saat siiren hiperglisemi ile
karakteristiktir ve bunun nedeni insiilin salgisinin inhibisyonu (hipoinsiilinemi) dur. Bu

fazda beta hiicrelerinde intraseliiler vakuolizasyon, GER dilatasyonu, golgi alaninin
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azalmasi, salgi graniillerinin ve igerdigi insiilinin azalmasi ve mitokondri sigsmesi gibi

bazi morfolojik 6zellikler ortaya cikar.

Ikinci faz, (hipoglisemik faz) genellikle STZ enjeksiyonundan 4-8 saat sonra goriiliir ve
birka¢ saat siirer. STZnin  hiicre membranmi ve salgi graniillerinin zarlarim
par¢alanmasini indiiklemesi sonucunda dolasim sistemine yiiksek miktarda insiilin
girer, boylece siddetli gecici hipoglisemi ortaya ¢ikar. Bu faz sonunda B-hiicrelerinde

birtakim ciddi morfolojik degisikler goriiliir.

Uciincii faz, kalici diyabetik hiperglisemi fazidir. Morfolojik olarak, B-hiicrelerinin

graniilerini tamamen bosaltmalar1 ve 6lmeleri 12-48 saat icinde gerceklesir.

STZ’nin etki mekanizmasi

STZ insiilin salgilanmasini inhibe eder ve insiiline bagimli diyabete neden olur. Bu
etkiler kimyasal oOzelliklerine (alkilleyici potansiyeline) bagli olabilir. Alloksanda
oldugu gibi, STZyi B-hiicresi spesifik olarak hiicre i¢ine alir ve biriktirir. STZ
pankreatik B-hiicrelerinin plazma membranlarinda bulunan GLUT2 (Glukoz
Transporter) ile secici olarak hiicreye taginir (Tjilve vd. 1976, Karunanayake vd. 1976).
GLUT?2 sentezlemeyen hiicrelerin STZ'ye dayanikli oldugu rapor edilmistir (Schnedl
vd. 1994, Elsner vd. 2000).

STZnin metilnitrosourea MNU kisminin (Sekil 2.2) toksisitesi DNA  alkilleme
aktivitesine baglidir (metil grubunu niikleik asit niikleobazlarina transfer etmekle
toksisitesini gosterir) (Murata vd. 1999). STZden DNAya metil grubunun transferi
hasara neden olur ve DNA fragmentasyonu ile sonuglanir (Yamamoto vd. 1981).
DNAnin tamiri i¢in poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) yiiksek derecede stimiile edilir.
Bu olay hiicredeki NAD" ve daha sonra ATP depolarini azaltir. Hiicresel enerji
depolarinin titkenmesi sonucunda beta hiicresi nekroza ugrar (Sandler ve Swenne 1983).
STZ ayn1 zamanda proteinleri de metiller (Wilson vd. 1988) ama sonugta DNA
metilasyonu beta hiicresinin oliimiinden sorumludur, STZ'den kaynaklanan protein

metilasyonu da muhtemelen beta hiicresinde fonksiyonel bozukluklara neden olur.
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Alternatif hipoteze goére STZ’nin diyabetojenik etkisinin bir kismi intraseliiler NO
dondr potansiyeline baglidir (Turk vd. 1993). STZ ve MNU nitrozo grubu igerirler ve
hiicrede NO artisina sebep olurlar. STZ’nin guanilil siklaz aktivitesini ve cGMP
formasyonunu artitdigt ve bu artiglarin NO' dan kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir

(Delaney vd. 1995).

Son olarak, az miktarda ROS (O, ve HO") jenerasyonu (Nukatsuka vd. 1990), STZ
etkisyile birlikte B-hiicrelerinin yikimini hizlandirabilir fakat burada ROS'un 6nemli

bir rolii yoktur (Sekil 2.4) (Lenzen 2008).
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!

OH™ ONOO NO +
x.___,v,._-—.—-’

DNA hasaart ——p poli (ADP-ribosylasyon)

v .

Nanp'l ater }

Sekil 2.4 Sigan pankreasinin [-hiicrelerinde STZ ile indiiklenen toksisitenin
mekamizmasi (Szkudelski 2001)

2.5.2 Deneysel diyabette cerrahi modeller

Diyabetin indiiklenmesi i¢in baska bir teknik ise, pankreasin tamamen kaldirilmasidir.
Son yillarda bazi arastirmacilar dogal iriinlerin etkilerini aragtirmak i¢in sican, domuz,
kopek ve primatlar gibi hayvan tiirlerini model olarak kullanmaktadir (Choi vd. 2004,
Liu vd. 2004, Rees ve Alcolado 2005, Masiello 2006). Bu teknigin ceistli sakincalari

mevceutur:
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1- Yiiksek seviyede teknik uzmanlik ve yeterli ameliyat donanimi gereklidir

2- Biiytik bir ameliyat gerektirdigi i¢cin hayvanda enfeksiyon riski yiiksektir

3- Yeterli postoperatif analjezi ve antibiyotik kullanim1 gerekmektedir

4- Malabsorbsiyonu 6nlemek icin pankreas enzim takviyesi gereklidir

5- Hipoglisemiye karsi pankreasin antagonistik regulasyonu kaybolmaktadir

Son zamanlarda, kismi pankreatektomi kullamilmaktadir fakat orta seviyedeki
hiperglisemiyi elde etmek i¢in pankreasin biiyiik bir kisminin alinmasi (%80 den fazla
sicanlarda) gereklidir. Bu yontemde hedeflenenin disinda pankreasin rezeksiyonu

onemli hipoinsiilinemiyeye neden olabilir (Masiello 2006).

2.5.3 Deneysel diyabetin genetik modelleri

Spontan diyabet gelistiren hayvan modelleri

Bu modellerde kimyasal maddelerden (alloksan ve STZ gibi) kaynaklanan yan etkiler
yoktur. Insanda goriilen diyabette oldugu gibi, deney hayvanlari heterojen ve karmasik
ozellikler gosterir. Bu modellerde insiilin direnci obezite, dislipidemi ve hipertansiyon
goriiliir. Bu tip deney hayvanlarmin kullanilmasi insan tip 2 diyabetinde gdzlemlenen
bazi olaylar1 arastirmak icin olduk¢a Onemlidir. Ob/Ob faresi gibi bazi modeller
pankreatik B-hiicre yanitinda saglam ve devamli telafi nedeniyle Oglisemiyi
koruyabilirler. Bu nedenle insiilin direnci ile hiperinsulinemi durumu ortaya
cikmaktadir. Diger taraftan, db/db faresinde hiperglisemi hizla gelisir ¢iinkii, pankreatik
B-hiicreleri hayat boyunca gerekli olan yiiksek seviyede insiilin salgilanmasini
saglayamaz. Boylece yem alimi diyabetik fenotip siddetinin belirlenmesinde 6nemlidir
ve enerji aliminda kisitlama bu tiir farelerde goriilen obezite ve hiperglisemiyi azaltir.
Bagka bir ornek ise, kendiliginden diyabetik olan Goto-Kakizaki sigani, glukoz-
intolerant nondiyabetik Wistar sicanlarinin nesiller boyunca segici ¢ogalmadan
kaynaklanan tip 2 diyabetin genetik egilimli bir modelidir (Chen ve Wang 2005). Tip 1
diyabet modelleri ile ilgili NOD (non-obese diabetic) fare tipik olarak 12. ve 30. haftalar
arasinda hiperglisemi gosterir, halbuki BB si¢anlarda 12. hafta civarinda hiperglisemi
gerceklesir. Ayn1 zamanda bu modellerin biiyiik bir avantaji, arteroskleroz (diyabetin

kronik bir komplikasyonu) modeli olarak kullanilmasidir ve birgok dogal (iriin

14



karsisinda test edilmesidir (Wu ve Huan 2007). Dogal {iriinler ile yapilan arastirmalarda

en fazla kullanilan modellerden birisi NOD fareleridir, diger ise ZK siganlaridir.

Diger tip 1 diyabete yatkin deney hayvanlari suslar1 ise, Yeni Zellanda beyaz tavsani,
Kreesbond kopegi, Cin hamsteri ve Celebes siyah maymunudur. Ancak, bu suslar
sadece Exenatide (inkretin analogu)’in preklinik denemelerinde kullanilmistir (Rees ve

Alcolado 2005).

Genetik miihendisligiyle iiretilen diyabetik fareler

Bu model i¢in, glukoz metabolizmasinda 6nemli rolu olan proteinleri asir1 (transjenik)
ya da az (knockout) sentezleyen deney hayvanlari (kemirgenler) iiretilir (Masiello
2006). Son yillarda bu alanda 6nemli gelismelerin (6zellikle transjenik fareler) ortaya
cikmasina ragmen, bu modellerde dogal firiinlerle ilgili herhangi bir caligma
yapilmamigtir. Ciinkii bu modeller yiiksek maliyetlidir ve potansiyel terapotik ajanlarin
etki mekanizmalarin (ya pankreatik -hiicrelerinin biiylimesini stimiile eder yada [-
hiicrelerinin 6liimiinii inhibe eder) sofistike protokollerle arastirilmasi kisithidir (Meiton

2006).

2.6 Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

2.6.1 Serbest radikaller

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda olusan biyokimyasal reaksiyonlar ile
ortaya ¢ikan dig yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron bulunan ve kisa
Omiirlii molekiillerdir (Van 1993, Diindar ve Aslan 1999). Eslesmemis elektronundan
dolay1 serbest radikal molekiilii kararsizdir. Kararli yap1 olusturabilmesi igin
eslesmemis elektronunu baska bir elektronla eslestirmesi gerekir. Dolayisiyla serbest
radikalin kimyasal aktivite potansiyeli yliksektir (Aygiin 2010). Serbest radikaller {i¢
farkl sekilde olusur (Akkus 1995):

1- Normal bir molekiiliin kovalent bir baginin her bir parcasinda bir ortaklanmams

elektron kalacak sekilde homolitik béliinmesi.
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X: Y —>X+Y

2- Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin
birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelir.

X: Y — =X +Y’

3- Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi.

A+te —mA"

Serbest radikaller pozitif yiiklii (katyon), negatif (anyon) veya elektriksel olarak notr
olabilirler (Guteridge 1995).

Biyolojik sistemlerde bulunan 6nemli serbest radikaller, oksijen tiirevli radikallerdir
(Mercan 2004). Oksijen atomu, biinyesinde sekiz tane elektron bulundurur ve bu
elektronlardan en dis ydriingede bulunan iki tanesi eslesmemistir. Bu yiizden oksijen
bazen bir diradikal olarak degerlendirilir. Organizmada cesitli reaktif oksijen ve nitrojen

tiirleri bulunabilmektedir (Avc1 2001) Baslicalari:

1- Superoksit radikali (O,"): Canl viicudunda en ¢ok firetilen radikallerden bir
tanesidir. Dogal oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden elektron almasiyla olusur.

O, +e _>02.

O, organizmadaki baslica kaynaklari; a. Mitokondriyal elektron transport zinciri
reaksiyonlari, b. Fagositik hiicrelerdeki “solunum patlamasi” olayi, c¢. Endoplazmik

retikiiliimdaki sitokrom P-450 enzim sistemi (Kuyvenhoven ve Meinders 1999).

0O,", serbest radikal olmasina ragmen, kendisi dogrudan zarar vermez. Asil 6nemli olan

H,0O; kaynag1 ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (Memisogullar1 2005).

Normal sartlarda O, antioksidan savunma mekanizmasi sayesinde hizla ortadan
kaldirilir. O,", mitokondride manganez superoksit dismutaz (Mn-SOD); sitoplazmada
bakir superoksit dismutaz (Cu-SOD) tarafindan H,O,’e cevrilir (Johansen vd. 2005).

D
0,+ 0, +2H" =——H,0,+ 0,
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2- Hidrojen peroksit (H,0;): Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki
elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit
iki hidrojen atomu ile birleserek H,O,’i meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca
gecebilen, uzun 6miirlii bir oksidandir (Uzar 2006).

0O, +e —0y

O, +2e + 2H —» H,0,

Aslinda H;O, eslenmemis elektron icermedigi icin gercek bir serbest radikal sayilmaz.
Ancak HO" olugumuna neden olabildiginden dolay1 énemli bir oksidandir. H,O, gegis
metalleri (Fe, Cu, Mn) varhiginda Fenton reaksiyonu ve O," varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu hidroksil radikaline déniisiir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

H,0, + Fe? ————HO + HO + Fe™ (Fenton reaksiyonu)

H,O, + O, ——— HO + HO + O, (Haber- Weiss reaksiyonu)

H,0,’in biyolojik acidan ©Onemi hidrofobik membranlardan kolayca diffiize
olabilmesidir (6rn. mitokondrial membran). H>O, mitokondride glutatyon peroksidaz
(GPx), lizozomda katalaz (CAT) tarafindan toksik olmayan su (H,O) ve molekiiler
oksijene (O,) doniisiir (Johansen vd. 2005).

GPx veya CAT
2H202 > 2H2O2 + 02

3- Hidroksil radikali (HO"): HO" Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu H>O,’ten
olugmaktadir. Yarilanma Omrii ¢ok kisadir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucu HO olusabilir (Akkus 1995).

0, +H,0, — HO +OH +'0,

Biyolojik sistemlerde bilinen en reaktif en toksik radikaldir. Hidroksil radikalinin
yliksek reaktivitesi nedeniyle istenmeyen toksik etkileri yani sira, {iretilmeleri normal
biyolojik fonksiyonlar i¢in de gereklidir. Fagositoz ve pek ¢ok enzimatik tepkimenin
zorunlu bir pargasi olarak HO" iiretilir ve kataliz olayma dogrudan katilir (Kiling 1986,

Mercan 2004).
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4- Singlet oksijen ('0y): Singlet Oksijen ('O,), ortaklanmamus elektronu olmadig i¢in
radikal olmayan bir reaktif oksijen molekdiliidiir. Oksijenin elektronlarindan birinin
enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan baska bir orbitale go¢ etmesiyle ve

serbest radikal reaksiyonlariin baslamasina da sebep olur (Boyunaga 1989).

5- Nitrik oksit (NO): NO, suda ve yagda ¢oziilebilen, nitrit (NO;) ve nitrata (NO3)
okside olabilen ve soliisyon icinde yarilanma omrii 30 saniye olan renksiz bir gazdir L—
argininden nitrik oksit sentetaz (NOS) katalizorlugiinde sitrulin olusumu sirasinda, L-
arginin guanidin nitrojen grubunun hidroksilasyonu ile olusan ara iiriindiir (Davies vd.

1995, Kuyumcu vd. 2004).

NOS enzimleri, yapisal nitrik oksit sentetaz (cNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit
sentetaz (iNOS) olarak ikiye ayrilir. Karacigerde yapisal NOS bulunurken, endotel
hucrelerinde bulunan endotelyal NOS ve iNOS bu enzimlerin en onemlileridir

(Kuyumcu vd. 2004, Baykara ve Tekmen 2005).

Ayni zamanda NO, tasidigi ortaklanmamis elektron nedeniyle bir radikal molekiilii
olarak isimlendirilir. Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararl
iken NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir.
Ancak asir1 ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO, bu 6zelligi
ile cok ideal bir fizyolojik haberci molekiili 6zelligi kazanmaktadir (Palmer vd. 1988,
Known vd. 1991). Endotelden sentezlenen NO, vaskuler diiz kas hiicrelerinde guanilat
siklaz1 uyararak siklik guanosin monofosfat (cGMP) olusturur. Boylece vaskiiler diiz

kasin gevsemesini saglar (Giiltekin vd. 1996).

iNOS, normal kosullarda aktif degildir. Infeksiyoz ve inflamatuar siireclerde sitokinler
ve/veya endotoksinler tarafindan aktiflestirilir ve bol miktarda NO iiretir (Moshage,
1997). NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan
korur. Ayrica O,  diizeylerinin arttigi durumlarda O," ile reaksiyona girmesi sonucu,
yarilanma Omrii uzun, oldukga reaktif bir oksidan olan peroksinitrit (ONOO™)
olusumuna sebep olur. ONOO™in parcalanmasiyla yiiksek konsantrasyonlu NO, olusur

(Kuyumcu vd. 2004, Johansen vd. 2005, Memisogullar1 2005).
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Reaktif nitrojen bilesikleri lipidler, DNA, tioller, aminoasitler ve metallerle reaksiyona
girerek enzim fonksiyonlarini ve membran biitiinliiglinii bozar ve DNA mutasyonuna
sebep olabilir. Tiim bunlar lipid peroksidasyonunu baslatmaktadir (Kuo ve Schroeder

1995, Eiserich vd.1998).
2.6.2 Serbest radikal kaynaklari

1. Endojen kaynaklar

Endojen serbest radikal kaynaklari gekil 2.5°te 6zet olarak verilmistir.

kangik fonksiyoniu oksidaz elekiron transpaortu
sitokrom pa50 ve by
d miyeloperoksidaz
/ [oksidatif patlama:fagositier)

endoplazmik retikulum

ksantin oksidaz
hemoglobin
riboflavin
kategolaminier

elaktron transport sistemi

oksidazlar
flavoproteinler

gecis metaller ‘\\,

lipoksijenaz
prostaglandin sentezi
MADPH sksidaz (aksidatif patlamafagositier)

Sekil 2.5 Endojen serbest radikal kaynaklar1 (Kehrer 1993)

2. Eksojen kaynaklar:

1- Cevresel kirlilikler (radyasyon, hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, sigara
dumani, hiperoksi, pestisitler, aromatik hidrokarbonlar)

2- Aligskanlik yapan maddeler (alkol ve uyusturucu maddeler)

3- Yabanci toksik maddeler (karbontetraklorur) ve bazi metal iyonlar1 (demir, bakir,

kadmiyum, nikel, krom, civa) (Soy6z 2002, Mercan 2004).
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2.6.3 Serbest radikallerin etkileri

Proteinlere etkileri: Serbest radikallerin neden oldugu hasar sonucunda proteinlerde
fragmantasyon, capraz baglanma, protein agregasyonu meydana gelmektedir.
Proteinlerin, serbest radikal hasarindan ne derece etkileneceg§i aminoasit
kompozisyonlarina baghidir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin toksisite

glicline gore protein harabiyetinin boyutlar degisebilir (Kavas 1989, Erenel vd. 1992).

Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri: Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca
etkilesime girer ve degisikliklere yol acar. Sitotoksisite, biiyiik oranda, niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baghdir. Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1
etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar (Akkus 1995).

Membran Lipitleri Uzerine Etkileri: Biyomolekiillerin hemen hemen tiimii serbest
radikaller tarafindan tutulabilir. Bu durumdan en fazla etkilenen lipidlerdir. Hiicre
membranlart doymamis yag asitlerinden zengindir ki bunlar okside edici radikaller
tarafindan kolayca tutulurlar. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid
peroksidasyonu organizmaya hasar vericidir. Ciinkii kendiliginden ilerleyen zincir
reaksiyonlart devam eder. Lipid peroksidasyon iiriinlerinden Malondialdehit (MDA),
membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agmakta ve
DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girerek karsinojenik Ozellik tagimaktadir

(Zamecka ve Porembska 1988, Kavas 1989).

Karbonhidratlara etkileri: Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan H,O,,
peroksitler ve okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diyabet gibi patolojik olaylarda
onemli rol oynarlar. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkariti olan hiyaliironik asit,
sinoviyal sivida da bol bulunur. Enflamatuvar eklem hastaliklarinda sinoviyal siviya ¢ok
saylida polimorf hiicreler go¢ eder ve immiin komplekslerle aktivasyonu sonucu
ekstraseliiler siviya H,O, ve O, salgilarlar. Hyaliironik asit pargalanmasi enflamatuvar

eklem hastaliklarinda sinovyal sivinin karakteristik bir o6zelligidir. Goziin vitreous
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humor’unda bulunan hyaluronik asidin oksidatif hasar1 katarakt olusumuna neden olur

(Akkus 1995).

2.6.4 Oksidatif stres

Oksidatif denge olarak da adlandirilan, canli organizmada serbest radikallerin olusumu
ile bunlarin antioksidan savunma sistemleri sistemleri tarafindan etkisiz hale getirilmesi
bir denge igerisindedir. Oksidatif denge, organizmada denge halinde oldugu siirece

dokular serbest radikallerden etkilenmemektedirler (Dominguez vd. 1998).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) gibi yiiksek reaktif
ozellige sahip molekiillerin iiretiminin artmasi veya antioksidan savunma sistemleri
tarafindan ortadan kaldirilmalar1 sirasinda olusan yavaslamanin sonucunda bu denge
bozulur ve oksidatif stres olarak adlandirilan duruma neden olur. Oksidatif stres,
antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasiyla yada c¢esitli durumlarda
serbest radikallerin artmasiyla olugur. Bunun sonucunda hiicrede DNA, protein, lipid,
karbonhidrat ve enzim molekiilleri zarar gorebilir (Sies 1997, Halliwell ve Gutteridge

1999, Sorg 2004).

Oksidatif stres, ateroskleroz, mutasyonlar, kanserojen toksinler, radyasyona maruz
kalma ve diyabet durumunda artmaktadir. Diyabette goriilen hiperglisemi durumunda,
oksidatif stresin arttig1 ve antioksidan savunmanin azaldigi bilinmektedir (Toyokuni vd.

1995, Vincent vd. 2004, Altan vd. 20006).

2.6.5 DM ve oksidatif stres

Oksidatif stres diyabet, kalp hastaliklari, yaslanma gibi pek ¢ok olayin patogenezinde
onemli bir role sahiptir (Akkus vd. 1995). DM’da serbest radikallerin; non-enzimatik
glikasyon, enerji metabolizmasi degisikliklerinden kaynaklanan metabolikstres, sorbitol
yolaginin aktivitesinin, hipoksi ve iskemi-reperfiizyona bagli doku hasar1 sonucu arttig1

ve antioksidan savunma duvarinin asildigi diyabette bu tablonun diyabetik
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komplikasyonlara yol ac¢tig1 vurgulanmaktadir (Baynes 1991, Baynes ve Thorpe 1999,
Altan vd. 2006).

Lipid peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler inflamasyon sonucu aktiflesen
lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve gecis
metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan
lipidlerden, nonenzimatik yolla olusmaktadir. Daha sonra her iki yola ait {iriinlerin,
karsilikli olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirdiklar
bildirilmistir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, plazma lipid peroksidlerindeki artisin,
diyabetten cok, vaskiiler hastaligin kendisi ve hipertrigliseridemi ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Arastirmacilarin bulgulari, vaskiiler komplikasyonlari olan diyabetli
hastalarda, hem LDL oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda,
hiperglisemiye bagl artiglar oldugunu gostermektedir (Dean vd. 1997, Battist vd. 2003,
Januszewski vd. 2003, Altan vd. 2006).

Diyabet olgularinda, lipid peroksidasyonunun yan sira ilave olarak protein oksidasyonu
da artmaktadir dolayisiyla sistemik oksidatif stres, proteinlerin karbonil gruplarinin
artisina neden olmaktadir. Karbonil stres olarak tanimlanan bu artisin; hiperglisemi,
hiperlipidemi, oksidatif stres veya reaktif karbonil tiirevlerinin detoksifikasyonundaki

azalmadan kaynaklanabilecegi bildirilmektedir (Dalle-Donne vd. 2003).

Oksidatif stresin viicutta diger bir hedefi ise insiilin sentezi ve salimimindan sorumlu
olan pankreas B hiicreleridir. Yiiksek kan glukoz diizeyi veya serbest yag asitlerinin
artmasit ya da ikisinin aym1 zamanda goriilmesi pankreas [ hiicrelerinde fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir (Ohly vd. 2000, Quinn 2002, Evans vd. 2003). Pankreas
B hiicrelerinin serbest radikallere kars1 duyarli olmalarinin nedeni SOD, GPx, CAT gibi
onemli antioksidan enzimler bakimindan yetersiz olmalaridir. Serbest radikallerin
artmas1 ve artan lipit peroksidasyonu sonucu Langerhans adacik hiicrelerindeki

glukozun oksidasyonu artirir ve insiilin salgilanmasi inhibe edilir (Evans vd. 2003).

Hiperglisemi aracili serbest radikal olusumu baslica ii¢ temel mekanizma ile

aciklanmaktadir (Bonnefont-Rousselt 2002, Altan vd. 2006).
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1. Glukozun otooksidasyonu ve siiperoksit iiretimi: Bir gecis elementinin varliginda
glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna cevrilir. Reaksiyonlar zinciri,
stiperoksit radikalinin H,O, tizerinden HO" olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i glukoz
oksidasyonu solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP iiretimi icin
gerekli enerjiyi saglamak tizere kullanilian NADH’nin aciga cikmasina neden olur.
Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda ara metabolit olarak O, agiga ¢ikar. Bu
nedenle Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i radikal tiirlerin tiretim kaynagidir.
Normal solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak O, olustugu diistiniilmektedir.
Hiperglisemi bu yolla O," {iretimini arttirir (Brownlee 2001, Green vd. 2004, Altan vd.
2006)

2. Proteinlerin glikasyonu ve AGEs: Hiperglisemide, glukoz non-enzimatik olarak
ortamdaki proteinlere baglanir ve istenmeyen glikasyon reaksiyonlarina neden olur.
Glikasyona ugramig protein, molekiiler oksijene bir elektron vererek serbest radikal

olusum reaksiyonlarini artirir (Gillery vd. 1988, Tiirkmen vd. 1990), (Sekil 2.6).

Saatler icerisinde Giinler icerisinde Haftalar, aylar icerisinde
He=0 HC=N-(P HC-NH- (P HC=0
Ht‘:OH HCOH Cc=0 c=0

\ 5 | — | > | > AGE-(PD
HCOH + HN-(P ) - H(‘:DH - H(|:0H c:|-||2 -
HCOH HCOH HCOH HCOH

CHzOH CHzOH CH,0H CH20H
Glukoz Schiff baz Amadori Uriinleri 3- Deoksiglukazon

Sekil 2.6 Proteinlerin glikasyonu ve AGEs olusumu (Parmaksiz 2011)

AGE’ler, endotelin araciligryla vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina ve
kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal artisina yol acar. AGE’ler
proteinlerin yapilarim1 ve fonksiyonlarmi degistirerek oksidatif stres olusturabilirler
(Bierhaus vd. 1997, Eidland vd. 2001). Yapilan calismalarda AGEs ve serbest
radikallerin, protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettigi ve dolayisiyla asir1 ve siirekli aktive
olmus PKC’nin, vaskiiler kan akimini, damar permeabilitesini, hiicre dis1 matriks
bilesenlerini ve hiicre biiyiimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlar da rol aldigi

diisiiniilmektedir (Chappey vd. 1997, Koya ve King 1998, Way vd. 2001). insanda non-
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enzimatik protein gilikozillenmesinin en 6nemli 6rnegi hemoglobinin gikozillenmesidir
(HbAlc). Hemoglobin glikozillenme derecesi, hipergliseminin siiresi ve diizeyine
baghdir . Hiperglisemide, glukozun lens proteinlerine ¢apraz baglarla baglanma 6zelligi,
lizin amino grubunun non-enzimatik glikozillenmesi ile olmaktadir. Burada,
gilikozillenmenin son iriinleri, lensin kristallin proteinine baglanir. Boylece lensin
spektroskopik o6zellikleri bozulur ve senil katarakt gelisir (Tiirkmen vd. 1990). Bag
doku komponentlerinin glikozillenmesindeki artisin bir diger 6nemi, lipopoteinlerin
arter duvarinda tutulmasi ile gelisebilen aterogenezisdir. Gilikozillenmis damar duvari
proteinleri LDL kolesterolii, normal kolestrole gore 3 kat daha fazla baglayarak, lipit
birikmesi ve lipit plaklarin olusmasi, makrofajlarin devreye girmesi, foam (kopiik)
hiicre formasyonuna bagli makrofaj orijinli biiylime faktorii sekresyonunun
stimiilasyonu, diiz kas hiicresi mitogenezi veya diger makrofaj iirlinlerinin retinada,
glomeriiller, koroner arter, beyin arterioileri ve periferik damarlarin daralmasina yol
acar. AGE’lerin DNA proteininin, ozellikle lizin varliginda, glukozla reaksiyona
girmesi ile olusan reaksiyonlar1 kromozomal degisiklikler, DNA zincirinde kirilmalar,
DNA’nin tamiri, repilkasyon ve transkripsiyonda bozukluklara neden olabilir. Diyabetik
hiperglisemilerde bu olaylarm artmasi erken hiicre yaslanmasina sebep olmaktadir

(Tiirkmen vd. 1990).

3. Poliol (Sorbitol) yolagimin aktivitesinin artmasi : Hiperglisemi, poliol yolu ile
sorbitol iiretimine neden olur (Sekil 2.7). Sorbitol, glukozdan fruktoz olusumu sirasinda
meydana gelen, glukozun bir alkoliidiir. Hiicre i¢i sorbitol metabolik yolu aktif olunca,
sorbitol hiicre ic¢inde birikmeye baslar. Hiperglisemi ile birlikte lens, sinir, retina,
bobrek, kan damarlar, iskelet hiicreleri gibi diabetik komplikasyonlar i¢in 6nciil risk
alanlarinda glukozun hiicre igine girmesi i¢in insiiline ihtiya¢ olmadigindan hiicre igi
glukoz kandaki seviyeye ulasir. Hiicre i¢i glukoz miktar fizyolojik diizeyleri asinca
glukoz i¢in yiiksek Km degerine sahip olan aldoz rediiktaz enzimi aktiflesir ve poliol

(sorbitol) yolu agilir (Tiirkmen vd. 1990, Murray vd. 2000).
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Hiperglisemi Poliol Yolu Aktivasyonu

1

Aldoz Rediiktaz Sorbitol Dehidrogenaz

Glukoz m » Sorbitol m » Fruktoz

NADPH +H"  NADP" NADP" NADH +H"

NO azalmasi l 1

Oksidatif Stres Aktivasyonu Glikasyonu Artmas

l

AGEs

Sekil 2.7 Poliol yolagi (Unger 2007)

Glukozun metabolizmasina ait ii¢ metabolik yoldan biri olan poliol (sorbital) yolagi
caligmaya bagladiginda, artan fruktozla ortamdaki hekzokinaz yetersiz olmaya baslar.
Fruktozdan meydana gelen gliseraldehitin gliserole doniismesi ve gliseroliinde lipid
sentezinde kullanilmas1 diyabetiklerdeki hiperlipidemiyi meydana getirmektedir
(Cavusoglu 1988, Tiirkmen vd. 1990, Murray vd. 2000). Bu yoldaki aldoz rediiktaz
enzim aktivitesi icin NADPH kullanilarak tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma
cevrilebilmesi ve NO sentezi i¢in de NADPH gerekli oldugundan, sorbitol yolunun aktif
olmas1 NADPH yetmezligine ve bdylece glutation iizerinden antioksidan etkinligin
azalmasina yol agar. Rediikte glutatyonun ve vazodilatatér olan NO sentezinin azalmasi
diabetin vaskiiler komplikasyonlarimi ortaya cikartir (Altan vd. 2006). Vazodilator
mediatorlerin kaybi, endonoronal kan akimi ve endondronal hipoksi veya iskemi sonucu
noronlarin hasarinda etkilidir (Gutteridge 1995). Glukozun sorbitol yolu ile fruktoz ve
sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu olarak, hiicre miyoinozitol diizeyleri azalir ve sinir
iletim hiz1 i¢in 6nem tagiyan Na,K-ATPaz enzim aktivitesi azalir (Greene vd. 1987,
Greene vd. 1990, Altan vd. 2006). Agir diyabette g6z merceginde sorbitol gibi seker
alkollerinin birikmesi, suyun tutulmasina neden olur. Bdylece géz mercegi osmotik

basingtan dolay1 sismeye baslar dolayisiyla lentikiiler opasiteler ve katarakt meydana
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gelir (Tirkmen vd. 1990). Miyoinozitol, insan ve hayvan organizmasinda bobrek disi
dokuda, reversibl olarak membran fosfolipiderinin ve fosfoinozitidlerinin yapisina girer.
Hiicre dis1 olaylarin hiicre i¢i mesajlar olarak iletiminde etkin olan fosfoinozitid
metabolitlerinin azalis1 Na,K-ATPaz aktivitesindeki azalis ile paralel olarak sinir iletim
hizinda bir azalmaya sebep olmaktadir. Hiperglisemide miyoinozitol miktar1 ya sorbitol
metabolik yolu aktivitesi artisina bagl olarak ya da glukozun hiicrelere miyoinozitol

girisi hiperglisemi nedeniyle inhibe edilmektedir (Tiirkmen vd. 1990).

DM’daki uzun siireli hiperglisemi, agiklanan mekanizmalar ile stirekli ve siddetli olarak

oksidatif stresi tetiklemektedir.

2.7 Antioksidanlar

Cesitli mekanizmalar sonucu olusan serbest radikallere karsi viicutta dogal bir savunma
mekanizmasi vardir. Bu savunma mekanizmasini olusturan bilesiklere “antioksidanlar”
denir (Gokpmar vd. 2006). Hiicrelerin aralarinda ve zarlarinda bulunabilirler (Akkus

1995). Antioksidanlarin etki ¢esitleri sunlardir:

1. ROS’nin antioksidan enzimsel reaksiyonlar araciligiyla veya dogrudan temizlenmesi
2. ROS’nin olusumunun engellenmesi

3. Radikal olusum reaksiyonlarinin metal iyonlariin baglanmasi ile engellenmesi

4. Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir edilmesi veya temizlenmesi (Yal¢in 1998).

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak ikiye ayrilirlar

2.7.1 Enzimatik antioksidanlar

1- Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Ik olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD enzimi O,
radikalini katalitik olarak uzaklastiran ve lipid peroksidasyonu inhibe eden bir

metalloenzimdir. O," radikalinin HO, ve O, doniisiimiinii katalize eder (McCord ve

Fridovich 1969).
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20, +2H" SO_DPI‘Iz()Q + 0,

Spontan olarak da olugabilen bu reaksiyon SOD katalizorliigiinde yaklasik 4000 kez
daha hizli olusur. Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri
O, ’nin zararh etkilerine karsi1 korumaktir. Boylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder.
SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir. Normal metabolizma
sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda O,” iiretimi olmasina ragmen bu enzim
sayesinde intraseliiler O," diizeyleri diisiik tutulur. SOD'nin ekstraseliiler aktivitesi ¢ok

dusiiktiir (Akkus 1995).

SOD’1n farkli izoenzimleri mevcuttur. Cu, Zn ve Mg iceren SOD enzimleri 6karyotik
hiicrelerde bulunmustur. Ornegin CuZn-SOD sitoplazmada, Mn-SOD ise mitokondride
tespit edilmistir (Kahraman, 1998). Ayrica, baz1 bakterilerde de Fe-SOD saptanmistir
(Cao ve Chen 1991, Gutteridge 1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Nozik-Grayck
vd. 2005).

2- Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

Organizmalarin, serbest radikallerin asir1 birikmesine karsi kendilerini korumada gorev
alan enzimlerden biri de CAT’ dir. CAT, 1937 yilinda Sumner ve Dounce tarafindan
sigir karacigerinden elde edilmistir. Molekiil agirligi yaklasik 240.000 civarindadir.
CAT esas olarak peroksizomlarda lokalize olmus ve yapisinda 4 adet “hem” prostetik
grubu bulunan bir hemoproteindir. Aktivitesi karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kaslar
ve eritrositlerde yiiksektir. Organizmalarin, serbest radikallerin asir1 birikmesine karsi
kendilerini korumada gorev alan enzimlerden biri de katalazdir. CAT, SOD’in
stiperoksit radikallerinden olusturdugu H,O, ile metabolik yollardan olusan H,0O-’i
indirgeyerek suya doniistiiriir (Schonbaum ve Chance 1976).

Sekil 2.8’deki reaksiyonda ifade edildigi tizere CAT 1n peroksidatik ve katalitik olmak
tizere iki fonksiyonu vardir. CAT’m temel fonksiyonu olan H,O;’in enzimatik
parcalanmasinin yaninda (katalitik aktivite); diisiik H>O, konsantrasyonunda, metil veya

etil hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol gibi kii¢iik molekiillii elektron vericilerini
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indirgeyebilme oOzelligi de (peroksidatik aktivite) bilinmektedir. Fakat CAT, lipit
peroksitleri gibi biiylik molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil H,O,’den
elektron alarak onu oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger molekiill H,O,’e elektron
vererek onu indirgerken kendisi oksitlenerek baglangictaki durumuna doner (Petlicki ve

Van de Ven 1998).

- CAT +2H,O0+ O

K\\% 2 2
\i_.-‘\'k'«':*
SOD
CAT + H,0; =—¢"AT-H,0,
5
Of =
{"-’rf

iy CAT +2H,0 + A

Sekil 2.8 Katalazin fonksiyonlar1

3- Glutatyon Peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9)

GPx enzimi, ilk kez 1957 yilinda Mills tarafindan hayvan dokusunda kesfedilmistir.
Genellikle yiiksek bitkilerde ve bakterilerde bulunmamasina ragmen, bazi alg ve

mantarlarda bulundugu bildirilmistir (Mills 1957, Halliwell ve Gutteridge 1999).

GPx, hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu olan 84.000 dalton molekiil
agirhiginda olup, her bir molekiil basina 4 atom selenyum igerir. Okside glutatyon
(GSSG) ise GSH-Rd enzimi araciligiyla ile tekrar GSH a indirgenir (Sekil 2.9)
(Mannervik 1985, Ursini vd. 1995).

(viilkseltgennus)
NADPH G556 2H,0. (ROH)
GSH-RX === GPx
NADY 2GSH H,0,, (ROOH)

(mdrgennus)

Sekil 2.9 Glutatyon redoks sistemi
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GPx’in, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte
GPx, solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormelerini engeller. GPx eritrositlerde de oksidatif strese karsi en

etkili antioksidan enzimdir (Akkus 1995).
4- Glutatyon - S - Transferazlar (GST, EC 2.5.1.18)

Ksenobiotiklerin (yabanci maddeler) bio-transformasyonunda énemli rol alan, herbiri
iki alt birimden olusmus (dimerik) bir enzim ailesidir. Basta aragidonik asit ve lineloat
hidroperoksitleri olmak Ttizere lipit peroksitlere karsi selenyumdan bagimsiz GPx
aktivitesi gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar (Akkus 1995).

GST
ROOH + 2GSH —————— GSSG + ROH+ H,O

5- Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49)

G6PD, pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz sinirlayici enzimi olup, intraselliiller NADPH’ in
da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH ise serbest radikallerin detoksifikasyonunda rol

oynayan GPx enziminin aktivitesi i¢in gerekli olan indirgenmis GSH saglamaktadir.

Son yapilan ¢alismalarda G6PD’1n vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde
de serbest radikallere kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica G6PD’n vaskiiler
endotelyal hiicrelerde NADPH’1 kofaktor olarak kullanan eNOS (endotelyal nitrik oksit
sentaz) enziminin aktivitesi i¢in de gerekli oldugu ve eksikliginde eNOS’in yeterli
aktivite gosteremeyerek, O,  liretmeye basladigi ve sonugta LDL oksidasyonunun

tetiklendigi gosterilmistir (Tian vd. 1999, Leopold vd. 2001).
2.7.2 Enzimatik olmayan antioksidanlar
1- C Vitamini (Askorbik Asit)

Beyaz renkli kristalize bir madde olan C vitamininin molekiiler formiilii C¢HgOg’dir. C

vitamini suda ¢oziinen en 6nemli antioksidandir. C vitamini kornea, lens, ak6z hiimor,
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adrenal, hipofiz, beyin, kalp, karaciger, dalak, bobrek ve pankreasta yiiksek miktarda
bulunur. (Halliwell ve Gutteridge 1999)

Organizmada bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar. Giicli indirgeyici aktivitesinden dolay1 ayni zamanda gii¢lii bir antioksidandir.
0O, ve HO' ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Kollagen sentezinde lizin ve
prolinin hidroksilasyonu igin gereklidir. Midede ferri demiri ferro demire indirgeyerek

emiliminde gorev alir. Immiinite ve yara iyilesmesinde etkilidir (Akkus 1995).

C vitamini ideal bir elektron vericisidir. Clinkli elektronunu verdigi zaman olusan
serbest radikal ara iiriini (semihidroaskorbik asit) diger serbest radikaller ile
karsilastirildiginda non-reaktiftir. C vitamini hidrofilik bir molekiil oldugu i¢in sulu
ortamlarda E vitaminine gore daha iyi bir antioksidandir. Suda ¢oziinebilen diger
antioksidanlarla kiyaslandiginda ise plazma lipit peroksidasyonunu engelleyen en iyi

antioksidandir (Goldfarb 1993) .

2- E Vitamini (a Tokoferol)

[lk olarak 1922 yilinda izole edilen E Vitamininin, a-, p-, y-, 8- tokoferol ve a-, B-, y-, 8-
tokotrienol gibi cesitli tiirevleri bulunmaktadir. a-Tokoferol, bu bilesikler icerisinde
dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi en yiiksek olanmidir. Ayrica a-tokoferol,
digerlerinden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Yapisinda bulunan fenolik
hidroksil grubu igeren aromatik halka vitaminin kimyasal olarak aktif kismin1 olusturur.
a-Tokoferol, dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. Mitokondri ve
mikrozomlar gibi membranca zengin hiicre kisimlarinda yiiksek konsantrasyonlarda
mevcuttur. Bitkisel yaglar ve tohumlar da zengin E vitamini kaynaklaridir (Chow 1991,

Packer vd. 2001, Bolkhina vd. 2003).
3- Glutatyon (GSH)
Onemli bir intraselliiler antioksidan olan GSH glutamik asit, sistein ve glisin amino

asitlerinden meydana gelmis diisiik molekiil agirlikli bir tripeptittir. Organizmada en
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yiksek seviyede bulundugu organ karacigerdir. Hiicrede ise en fazla sitozol,
mitokondriler ve niikleusta bulunur. GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu
kazandirir. GSH O,", HO® ve H,0, ile direkt reaksiyona girerek antioksidan etki
gosterir ve hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Bunun disinda proteinlerdeki —SH
gruplarmi rediikte halde tutar ve bu gruplart oksidasyona karst korur (Shimizu ve

Morita 1992, Sies 1999).
4- Flavonoidler

Suda ¢6zlinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler bitkilerdeki kirmizi, mavi ve
sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Dogal flavonoidlerin 4000’in {izerinde
oldugu flavonoid tamimlanmistir ve sayilar1 da giin gectikce artmaktadir (Hollman ve
Katan 1997). Flavonoidler; flavonoller, flavonlar, calkonlar, flavanonlar, antosiyanidler,
flavanonoller, flavanoller ve isoflavonler olmak iizere 8 alt simmifa ayrilirlar (Peluso

2006).

flavonlar flavonoller flavanonlar
o
g g 4
OH OH ™~ oH
o o
flavanonoller flavanoller antosiyanidler
1
|
)
o
isoflavonler o
calkonlar

Sekil 2.10 Flavonoidleri yapisi (Peluso 2006)
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Dogada yaygin haldedir hemen hemen tiim bitki familyalarinda bulunurlar. Meyve,
sebze, tahil, ¢cay ve kahve olduk¢a fazla miktarda flavonoid igerir. Bitkisel kaynakli
flavonoidlerin biyokimyasal ve farmakolojik aktiviteleri oldukc¢a genistir. Flavonoidler
serbest radikal yakalayicisi olmalari, enzim aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre
cogalmasini inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antidiyareik, antiiilser ve
antiinflamatuvar ila¢ gibi islev gérmeleri dolayisi ile 6nem kazanmaktadirlar (Meister
vd. 2000, Beecher 2003). Flavonoidler, oksidatif DNA zedelenmesini, serbest radikal
tutulmas: disginda mekanizmalarla onler. Ayrica flavonoidler endojen antioksidanlarin
korunup ve giiclendirilmesi yolu ile de etkili olabilirler. Flavonoidlerin ¢ogu glutatyon-

S transferaz (GST) enzimini aktive etme 6zelligine sahiptir (Ross ve Kasum 2002).
Morin

Morin (2',3,4',5,7-pentahydroxyflavone) flavonollere ait bir flavonoidtir (Sekil 2.11).
Chlorophora tinctoria, Maclura pomifera, Maclura tinctoria, Morus tinctoria, Prunus

dulcis ve Psidium guajava Dbitkilerinden izole edilmektedir (Lotito ve Frei 2006,

Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn 2007).

HO

Sekil 2.11 Morin yapist (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Morin.svg, 2012)

Morin Moraceae familyasina ait bircok bitkide bulunmaktadir (Xie vd. 2006), morin’in
etkileri ile ilgili bircok aragtirma mevcuttur. Antioksidan (Hanasaki vd. 1994, Subash ve
Subramanian 2009) antialerjik, antienflamatuvar, antimutajenik (Francis vd. 1989, Fang
vd. 2003), antikarsinojenik (Denda vd. 1989, Kawabata vd. 1999, Brown vd. 2003,
Sivaramakrishnan vd. 2008, Sreedharan vd. 2009), bakteriyostatik
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(Rattanachaikunsopon ve Phumkhachorn 2007), hepatoprotektif (Lee vd. 2008, Lee vd.
2009), sitoprotektif (Zhang vd. 2009, Zhang vd. 2010), anti aterosiklerotik (Lian vd
2008), anti-hiperiirisemik (Wang vd. 2010), anti-neoplastik ve kardiyoprotektif (Kok
vd. 2000, Middleton vd. 2000, Al-Numair vd. 2012) gibi birgok biyolojik aktiviteye
sahiptir. Ayrica deney hayvanlarinda yiiksek dozlarinin uzun siire verildiginde bile

toksik etkisi yoktur (Yugarani vd. 1992).

Moraceae familyas1 bitkilerinin antidiyabetik etkisi bircok kez arastirilmistir. Ornegin,
insan U937 hiicrelerinde Ekmek agacinin (Artocarpus altilis) sitoprotektif — etki
gosterdigi Wang vd. (2006) tarafindan rapor edilmistir. Artocarpus heterophyllus
(Jakfruit) yapraklarimin sicak su ekstresi (20 g/kg) glukoz toleransini normal ve
diyabetik insanlarda anlamli derecede diizelttigi rapor edilmistir (Fernando vd. 1991).
Pérez vd. (1996) incir (Ficus carica) yapraklariin sulu ekstresini oral ve interaperitonal
yoldan STZ diyabetik siganlara verildiklerinde anlamli derecede hipoglisemik etkinin
ortaya ¢iktigini tespit etmislerdir. Ficus religiosa (Kutsal incir) kabugunun sulu ekstresi
oral yoldan sicanlara verildiginde (25, 50 and 100mg/kg) normal, glukoz hiperglisemik
ve STZ diyabetik siganlarda Onemli antidiyabetik aktivite gosterdigi saptanmistir
(Pandit vd. 2010). Zhang vd. (2009) beyaz duttan (Morus alba) elde edilen bilesiklerin,

alloksan diyabetik farelerde hipoglisemik aktivite gosterdiklerini tespit etmistir.

2.8 Amag

Diinyada dogal tirlinlerin seker hastaligi i¢in kullaniminda son yillarda yogun ¢aligmalar
yapilmaktadirr. Diyabet hastaligimin giderek daha da yaygin goriilmesi ve hala
tedavisinde istenen sonuclara ulasilamamis olunmasi giiniimiizde bu konuda yogun
arastirmalar yapilmasina neden olmaktadir. Insanlara en yakin canlilar olan siganlar,
fareler, tavsanlar gibi 6rnek deney hayvanlarinda diyabet ile ilgili aragtirmalar
yapilmaktadir. Ik olarak insiilinle tedaviye 1922'de baslanmustir, bu tarihten Once
insanlar diyabet tedavisinde geleneksel bitkileri kullanmislardir. Bu geleneksel bitkiler,
gliniimiizde de diinyanin birgok yoksul bolgesinde diyabet i¢in kullanilan neredeyse tek
tedavi yoOntemidir. Bati toplumlarinda ise insiilinle tedaviye baglandiktan sonra

geleneksel bitkilerle tedaviye ilginin azaldigi bildirilmistir (Day ve Bailey 1988).
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Her ne kadar insiilin bir yasam-koruyucu olsa da tam olarak diyabetin tedavisinde
¢ozlim olmamaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinin ¢ogunda insiilin direnci bulunmaktadir
ve bu hastalarda yiiksek insiilin konsantrasyonlar1 olmasina ragmen hiperglisemi kontrol
edilememektedir. O nedenle bu hastalar i¢in daha fazla insiilin, ideal bir tedavi yontemi
degildir. Ne yazik ki ne insiilin ne de oral antidiyabetik ilaglar (tek basina veya
kombinasyon, standart veya yogun sekilde) glisemiyi normal durumuna déndiiremedigi
ve ayni zamanda bu ilaglardan kaynaklanan bir¢ok yan etkinin oldugu rapor edilmistir

(Rang ve Dale 1991, Anonymous 1995, Palumbo 2001, Nissen ve Wolski 2007).

Giinlimiizde diyabet icin alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmasinda dogal tirtinler
onemli bir kaynak teskil etmektedir (Gray ve Flatt 1997, Nicasio vd. 2005 ). Ozellikle
dogal antioksidanlara daha fazla 6nem verilmektedir. Ciinkii bunlar diyabette olusan
oksidatif stresten organizmayir korumaktadirlar. Ornegin vitamin C, vitamin E,
stiperoksit dismiitaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon perioksidaz (GSHPx) gibi
antioksidanlarin, hiicreyi lipid peroksidasyonu karsisinda koruyabildikleri tespit
edilmistir (Pritchard vd. 1986, Kanter vd. 2003). Deneysel diyabette serbest radikallerin
artmasima bagli olarak antioksidan seviyelerinin azaldig1 bir¢ok arastirici tarafindan
rapor edilmistir  (Grankvist vd. 1981, Bray ve Bettger 1990). Ayrica, glukoz
toksisitesinden kaynaklanin B hiicre disfonksiyonuna neden olan sebeplerden biri

oksidatif strestir.

Diyabet tedavisinde kullanilan kimyasal ilaglarin yan etkileri dikkate alinarak bu
doktora tez calismasmda bitkilerden elde edilen flavonoidlerden morin’in STZ ile
diyabet olusturulmus sicanlarda belli siireler ve belli dozlarda uygulanarak, antioksidan
ve antihiperglisemik etkisinin olup olmadiginin ¢esitli biyokimyasal ve histolojik

yontemler ile tespit edilmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Madde ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Deneylerde kullanilan tiim kimyasal maddeler Sigma, TEKKIM, Electron Microscopy
Sciences, AppliChem ve Merck’den temin edildi.

3.1.2 Kullanilan cihazlar

Spektrofotometre (Shimadzu UVmini-1240)
Su banyosu (Memmert)

Santrifiij (elektro.mag)

Sogutmali santrifiij (Universal 32R, Hettich)
Vorteks (Labnet)

Otomatik pipetler (Volac, Eppendorf)

Kaba terazi (beurer)

Hassas terazi (Sartorius)

-30 °C Derin dondurucu (SANYO)

-80 °C Derin dondurucu (JOUAN VXS 380)
Buz Makinasi (Hosizaki Ice Maker)
Buzdolabi (Beko)

Glukometre (ACCU-CHEK *GO-Roche)
Operasyon takimi

Polietilen enjektor (2.5, 5, 10 ml, Ayset)
Insulin enjektorii

Etiiv (Dedeoglu)

Isiticili manyetik karistirict (Stuart)
Homojenizator (Heidolph)

pH metre (Hanna)

Otoanalizor (Refletron® Plus -Roche)
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Mikroskop (Leica)
Microtom (Leica 2245)

3.2 Deney Hayvanlar

Deneylerde viicut agirliklart 180-230g olan Wistar albino erkek sicanlar (n= 42)
kullanild1. Hayvanlar Refik Saydam Hifzissihha Merkezi/ANKARA’dan temin edildi.
Hayvanlar standart laboratuvar sartlarinda (12 saat aydinhik: 12 saat karanlk, 22+2 °C)
tutuldu, igme suyu ve standart yem (Bil-Yem, ANKARA) ad libitum verildi (Cizelge
3.1). Hayvanlar denemeye alinmadan 3 giin 6nce karantinada tutuldu. Bu ¢alisma Gazi
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 12.10.2010 tarih ve G.U ET-10.084

nolu karari ile kabul edildi.

Cizelge 3.1 Deney hayvanlarma verilen yemin bilesimi

& Bil - Yem

GIDA SANAYI TicC. LTD. STI.
DENEY HAYVANLARI GRUBU YEMLERI
RAT (SICAN) YEMI

imal Eden : BIL-YEM GID SAN. TiC. LTD. STi.

Adres © YENIKENT - ANKARA
Telefon : (0.312) 299 32 45 - 299 32 54
Ruhsat Tarihi ve Nosu : 03.09.1996 - 830
ANALIZ
KURU MADDE (en az) Y% 88
Ham Protein (en az) % 23
Ham Selilloz (en ¢cok) % 7
Ham Kul (encold . T8
HCl'de Cézm. Kil «i{en cok) Yo 2
NaCl ., =% [(en gok) % 1
\eetabolik Enerji {(en az) kecal/kg) 2600
MAKRO ELEMENTLER
Katsiyum (en az - en cok)| % | 1,025
Fosfor o (en az) % 0,9
Sodyum - |(en az - en cok) | < 0,5-1
MIKRC ELEMENTLER
Mangan [(en az mghg) | o4 10
Cinko [(en az mg/kg) | o 4
| AMINOASITIER s <
Lysine (en az) T s - O
Methionin (en az) s 0,3
Sistin 3 (en az) % 0,1
VITAMINLER .
A-VIT (en az 10%g) 400
D3:VIT ¢ (en az'1U/kg) 300
B2-VIT (en az mg/kg)-.. =
B12-VIT (en az meg/kg) 20
E-VIT (en az IU/kg) 30
K3-VIT (en az IU/kg) 1
NET 7 S'KG.
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3.3 Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmasi

Deneylerde diyabet olusturmak igin 12 saat a¢ birakilmig sicanlara viicut agirliklart
dikkate alinarak 0.1 M sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) ile taze hazirlanmis 45 mg/kg
STZ intraperitonal olarak enjekte edilmistir. Ani ve siddetli hipoglisemiyi 6nlemek i¢in,
STZ enjeksiyonundan sonraki 24 saat boyunca %5' lik glukoz soliisyonu i¢cme suyu
olarak sicanlara verildi. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kan glukoz seviyeleri 200
mg/dl ve {izerinde olan siganlar deneylere alindi (Adiga vd. 2010, Arulmozhi vd. 2010).
Normal gruplarda ise siganlara intraperitoneal 0.1 M sodyum sitrat tampon enjeksiyonu

yapildi.

3.4 Deney Hayvanlarimin Gruplandirilmasi

Deneylerde kullanilan si¢anlar her birinde n=6 si¢can olmak iizere 7 gruba ayrildi. Morin

21 giin boyunca giinde bir kere oral yoldan (gavaj) verildi.

Group 1: Normal Kontrrol

Group 2: Normal + morin 25 mg/kg
Group 3: Normal + morin 50 mg/kg
Group 4: Diyabet Kontrrol

Group 5: Diyabet + morin 25 mg/kg
Group 6: Diyabet + morin 50 mg/kg
Group 7: Diyabet + Tolbutamit 100 mg/kg

Hayvanlarin deneyin baslangicindan itibaren haftalik olarak kan glukoz seviyeleri,
viicut agirliklari, yem ve su tiketimi tayin edildi. Anestezi (eter) uygulanan
hayvanlardan 21. giin kan (intrakardiyak) ve doku o&rnekleri (karaciger, bdbrek,

pancreas) alindi. Alinan 6rnekler -80 °C’de analize dek saklandi.
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3.5 Serum Orneklerinin Alinmasi

Anestezi altindaki siganlarin kalplerinden alinan 5-7 ml kan 6rnegi serum tiiplerine
alinip yaklasik 20 dk pihtilagma siiresini takiben 10 dk 3500 rpm’ de santrifiij edilerek

iistte kalan serum pipetle ¢ekilerek, ependorflara aktarildi.

3.6 Biyokimyasal islemler

3.6.1 Lipid profili ve karaciger enzimlerinin tayini

Serum trigliserit, total kolesterol hazir kitler (Globe Diagnostics S.R.1.Italy) ile HDL-
kolesterol , AST (GOT) ve ALT (GPT) Refletron (Roche) otoanalizériinde ol¢iildii.
LDL ve VLDL miktarlar ise asagdaki formiillere gore hesaplandi:

VLDL= Trig/5

LDL=TC - HDL- Trig/5 (Friedewald vd. 1972).

3.6.2 Doku MDA tayini

Prensip

Serbest radikallerin, doymamis yag asitlerini peroksidasyona ugratarak olusturduklari
son iriinlerden biri malondialdehittir (MDA). MDA, TBA (tiobarbitiirik asit) ile
reaksiyona girerek renkli formda bir bilesik meydana getirir (Sekil 3.1). Olusan bu
pembe renkli bilesigin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢limde maksimum

absorbans vermesi prensibine dayanmaktadir (Buege ve Aust 1978).

HS N OH S N OH HO N SH
= 3 =
T HooH Y |
2 Ny P O Sl dlL NN N N s
0 0
OH OH OH
TBA MDA URUN  Amax= 532 nm

Sekil 3.1 MDA’in TBA ile reaksiyonu (Halliwell ve Gutteridge 1999)
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Reaktifler

0.15 mKCl

%15°1ik TCA

%0.67°1ik TBA

%095°1ik etanolde %1°lik BHT
%1’lik H2SO4

1 mM TEP

Yontemin uygulanmasi

Doku oOrnekleri tartildi. Homojenizator ile soguk KCl i¢inde homojenize edildi.
Deproteinizasyon i¢in TCA homojenata eklendi. Daha sonar siipernatan alinarak tizerine
TBA ve BHT eklendi. Numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede 535 nm’de, kore
kars1 okundu. Dokulardaki MDA konsantrasyonu nmol/g doku olarak hesaplandi.

3.6.3 Doku NOx tayini

Prensip

NO yar1 6mrii ¢ok kisa olan bir madde olup oksidasyon ile stabil metabolitleri olan
nitrat ve nitrite dontigiir. Bu yiizden NO seviyesi genellikle bu metabolitlerin tespiti ile
degerlendirilir. Vanadium kloriir’iin 37°C’de ortamdaki nitrati nitrite doniistiirmesi ve
Griess reaksiyonu olarak adlandirilan (Sekil 3.2), nitritin asitik ortamda primer bir
aromatik amin olan siilfanilamit ile diazotizasyonu ve N-(1-naphthyl) ethylenediamin

(NEDD) ile renkli bir azo tiirevi olusturmasi esasina dayanir (Miranda vd. 2001).
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+0,
Sulfanilamid l NO

+H*
H,NSO, ONHZ + N203 NOZ-

NH NH,

4
HzNSOa_©_N=N + N-(1-naftil)-etilendiamin
Q dihidroklorit

Hm5m—©—u=~ Q NH NH,
AZO TUREVI Amax=540 nm Q

Sekil 3.2 Griess reaksiyonu (Tarpey vd. 2004)

Reaktifler

0,1 M (pH:7) Sodyum Fosfat Tamponu

Griess I: % 0,2’lik Naftiletilendiamin Dihidrokloriir (NEDD)

Griess II: % 5’luk Fosforik asit (H3PO4) i¢inde % 2’lik Siilfanilamid

50 ml 1 M Hidroklorik asit (HCI) i¢inde 400 mg Vanadyum (III) Kloriir (VCl;)

Yontemin uygulanmasi

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile calisildi (Green vd. 1982).
Dokular, 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile (1:9) homojenize edildikten sonra,
3500 RPM’de 15 dk santrifiij edildi.0.5 siipernat alinarak 0.25 ml NaOH eklend’ ve oda
sicakliginda 5 kd inkiibe edildi. Bir sonraki asamada 0.25 ml ZnSQO,4 eklenerek 3000
RPM’de 20 dk santrifiij edildi. 200 pL siipernatana, ortamdaki nitrati nitrite indirgemek
amaciyla esit miktarda VCl; eklendi ve 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha
sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda karistirilmig olan Griess I+11 reaktifleri

eklendi. 37 °C’de 10 dk inkiibasyondan sonra numunelerin optik dansitesi
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spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’de okundu. 6,4 mM’lik stok sodyum nitrit
(NaNQO,) standart1 giinliik olarak diliie edilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM
konsantrasyonlarda standartlar elde edildi. Hazirlanan standart egriden dokulardaki

NOx konsantrasyonu pmol/g doku olarak hesaplandi.
3.6.4 Doku GSH tayini
Prensip

Bu spektrofotometrik yontemin temeli, Ellman reaktifi olarak da bilinen DTNB (5,5°-2-
dithiobis nitrobenzoik asit), ortamda var olan siilfidril (-SH) gruplar ile rediiklenerek
sar1 renkli bir {iriin olan 2-nitro-5- merkaptobenzoik asite doniismesine ve bu bilesigin

412 nm'de verdigi absorbansin 6lgiilmesi esasia dayanir (Sekil 3.3).

NO,
Q R-SH NO,
HOOCD/S‘S CooH — 2 S_Q + sl

COOH
O,N
2-Nitro-5-mercapto-

DTNB benzoic acid

Amax=412 nm

Sekil 3.3 GSH’un DTNB ile reaksiyonu (Anonymous 2011b).

Reaktifler

Reaktif karisimi: NaCl, Meta Fosforik Asit ve EDTA distile suda

0.3 M Na2HPO4

%1°lik Sodyum sitrat icinde DTNB

Yontemin uygulanmasi

Dokuda glutatyon tayini i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi (Ayka¢ vd. 1985).

Doku 6rnekleri MDA yontemindeki gibi homojenize edilip santrifiij edildikten sonra

siipernatan NaH,PO4 ve DTNB c¢ozeltisi ile karigtirildi. Oda sicakliginda 5- 10 dk
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inkiibe edildikten sonra karigimin absorbansi spektrofotometrede kore karst 412 nm
dalga boyunda Oolgiildii. Dokulardaki GSH konsantrasyonu pmol/g doku olarak
hesaplandi.

3.6.5 Doku SOD aktivitesi tayini
Prensip

Dokulardaki SOD aktivitesi, Sun ve arkadaslarinin yontemine gore ¢alisildi (Sun vd.
1988). Bu yontemin esasi ksantin-ksantin oksidaz sistemi tarafindan olusturulan O,™
NBT’yi indirgeyerek, renkli formazon olusturmasina dayanir. Bu kompleks 560 nm’de
maksimum absorbans verir. Enzimin bulunmadig1 ortamda meydana gelen indirgeme
mavi-mor renk olusturmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise NBT indirgenmesi
tam olmay1p, enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak acik renk olusmakta ve boylece

aktivite hesab1 yapilabilmektedir (Sekil 3.4).

Ksantin 20, o O_{ NBT-diformazan
O \ v \ / N=N__~_  Amax=560nm
/ Fl

Ksantm oksidaz

1
3N=. Q
Urlka51t/ /\ N
\ 205 058 \ /Ngrl‘l_'- Na® NBT
[

SOD 07 + HyOy

inhibisyon

Sekil 3.4 NBT’un siiperoksid radikali tarafindan rediiksiyonu (Anonymous 2011c).
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Reaktifler

3 mM Ksantin

0.6 mM EDTA

150 uM NBT

400 mM Na2CO3

0.8 mM CuCl2

2M (NH4)2S04

1 g/L sigir serum albiimini (BSA)
Ksantin oksidaz (167 U/L)

Yontemin uygulanmasi

10 kat serum fizyolojik ile homojenize edilen dokular, 7000 rpm’de 4 °C’de 30 dk
satrifiij edildikten sonra, 1 ml siipernatana etanol-kloroform (3:5,v/v) karigimindan 1 ml
eklendi. Supernatanlar tekrar 7000 rpm’de 60 dk santrifiij edildikten sonra 0,5 ml
siipernatana 2,45 ml reaktif karsimi (3 mM ksantin, 0,6 mM EDTA, 150 uM NBT, 400
mM Na2CO3, 1g/L BSA) ve 50 pl ksantin oksidaz eklendi. 20 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildiktan sonra CuCI2 ilavesi ile reaksiyon sonlandirilip numuneler
spektrofotometrede 560 nm’de kore karst okundu. Bir iinite SOD’un NBT’nin
indirgenmesini %50 oraninda inhibe ettigi kabul edilerek, dokulardaki SOD aktivitesi
U/g doku olarak ifade edildi.

3.7 Isik Mikroskobu Islemleri

Pankreas dokularmin 1sik mikroskobik incelemeleri igin alinan dokular %10’luk
tamponlu noétral formalin soliisyonu i¢inde 24 saat tespit edildi. Yikama ve dehidrasyon
islemlerinden sonra dokular ksilolde saydamlastirilarak parafine gémiildii. Hazirlanan
parafin bloklardan mikrotom ile 4-5 pm kalinliginda alinan seri kesitlere, hematoksilin-
eozin (HE) boyama yontemi uygulandi. Kesitlerdeki histolojik degisiklikler incelendi ve
fotograflar1 ¢ekildi. (Latha ve Daisy 2011).
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3.8 istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde “SPSS 13.0 for
Windows” paket programi kullanilarak Tek Yonlii Varyans (ANOVA) analizi: Post
Hoc-Tukey testi uygulanmistir. Veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi.

Istatistiksel olarak 6nemlilik seviyesi p<0,05 ve p< 0,001 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Achik Kan Glukoz Diizeyleri

Normal + morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) gruplarindaki siganlarda normal kontrol
grubuna gore herhangi bir istatistiksel degisiklik saptanmadi. STZ uygulanan gruplarda
ise glukoz diizeylerinde kontrol grubuna gore ciddi bir yiikselme (p<0.001) tespit edildi.
Morin 25 mg/kg ve Tolbutamit verilmesinden sonra 7., 14. ve 21. gilinlerde diyabetik
hayvanlarda glukoz seviyelerinde diyabetik kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis
(p<0.05, p<0.001) goriildi. Diyabetik 50 mg/kg grubunda ise 14. ve 21. giinlerde aglik
kan glukoz diizeyleri anlamh diisiis (p<0.001) gostermistir (Cizelge 4.1). Morin 25 mg

ve Tolbutamit morin 50 mg’a gore daha giiclii bir etki sagladi.

Cizelge 4.1 Morin’in normal ve STZ-diyabetik sicanlarda aclik kan glukoz diizeylerine
etkisi

Grup Tedavi Aclik glukoz diizeyleri (mg/dl)

0.giin 7.giin 14.giin 21.giin
I Normal kontrol 89.66 +2.49 96.66 + 2.65 100.33 £2.77 96.16 +2.84
II Normal + morin 25 mg/kg 86.66+5.14 87.50+2.78 92.33 +4.63 91.00 + 4.09
II  Normal+ morin 50 mg/kg 105.00+2.12 107.00 + 1.59 101.33£2.75 103.50 £2.81

IV Diyabetik konirol

v Diyabetik + morin 25 mg/kg

VI Diyabetik + morin 50 mg/kg

VII  Diyabetik+Tolbutamit (100 mg/kg)

327.83+23.90°
351.66+15.43°
330.16+19.31°

33733+ 19.92°
223.83 +31.60%
308.00 + 20.39°

23450 £ 19.82%

364.00 £ 2224
194.16 £23.76%
24533 £ 19.65™
169.00 + 18.39%

378.83 £21.03°
162.83 = 21.48°
214.83 £25.93%

126.83 £9.51°

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6)

# p<0.05 vs. normal kontrol

b p<0.001 vs. normal kontrol

¢ p<0.05 vs. diyabetik kontrol
4 p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.2 Beden Agirhiklan

Caligsma siiresince sicanlara ait haftalik agirlik degisimleri ve istatistiki analizleri sekil
4.1°de sunulmustur. Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal
kontrol ile karsilastirildiginda viicut agirhiginda istatistiksel olarak herhangi bir

degisiklige neden olmadi. Diyabetik grupta ise viicut agirliginda anlamh diisiis gozlendi
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(p<0.001), (7., 14. ve 21 giin). Morin uygulanan diyabetik gruplarda kilo kaybi1 azalsa
da istatistiksel olarak sadece Tolbutamit grubunda (21. giin) diyabetik kontrol grubuna
gore anlamli bir iyilesme gortildi (p<0.001).

300
B NK
EINM25
250 @ NM50
% ) @ DK
Cp
200 . il b b BDM25
T = / o | EDMS0
=t o / el |
= / s
% e / o
- gz 2
g 100 o 5
/ o
faies s
7 i
L o
50 o) / o
o &
gz -
0 [

0.giin

14.giin

Sekil 4.1 Beden agirlig1 degisimi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, 9p<0.001 vs. diyabetik kontrol. NK (normal
kontrol), NM25 (normal + morin 25 mg/kg), NM50 (normal + morin 50 mg/kg), DK (diyabet kontrol),
DM25 (diyabet + morin 25 mg/kg), DM50 (diyabet + morin 50 mg/kg) ve DTol (diyabet + Tolbutamit
100 mg/kg)

4.3 Su ve Yem Tiiketimi

Su ve yem tiiketim degerleri ve gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma sonuclari
sekil 4.2 - 4.3’te sunulmustur. Kontrol diyabetik grubu su tiiketimi agisindan normal
kontrole grubuna gore anlamli (p<0.001) bir artig gdsterdi. Morin ve Tolbutamit ile
tedavi edilen gruplarda 6zellikle 13. ve 20. giinlerde su tiiketiminde diyabetik kontrol

grubuna gore anlamh bir diisiis tespit edildi.
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Sekil 4.2 Su tiiketimi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, ®p<0.05 vs. diyabetik kontrol, 9p<0.001 vs. diyabetik kontrol. NK (normal
kontrol), NM25 (normal + morin 25 mg/kg), NM50 (normal + morin 50 mg/kg), DK (diyabet kontrol),
DM25 (diyabet + morin 25 mg/kg), DMS50 (diyabet + morin 50 mg/kg) ve DTol (diyabet + Tolbutamit
100 mg/kg)

Diyabet yem tiiketiminde ciddi bir artisa yol agti. Morin 25 mg/kg grubundaki yem
tikketimi 13. ve 20. gilinlerde diyabetik kontrole gore anlamli olarak azaldi (p<0.001).

Tolbutamit grubunda ise anlaml fark sadece 20. giinde tespit edildi.
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Sekil 4.3 Yem tiiketimi

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
®»p<0.001 vs. normal kontrol, »<0.05 vs. diyabetik kontrol, p<0.001 vs. diyabetik kontrol. NK (normal
kontrol), NM25 (normal + morin 25 mg/kg), NM50 (normal + morin 50 mg/kg), DK (diyabet kontrol),
DM25 (diyabet + morin 25 mg/kg), DM50 (diyabet + morin 50 mg/kg) ve DTol (diyabet + Tolbutamit
100 mg/kg)

4.4 Lipid Parametreleri

4.4.1 Trigliserid diizeyleri

Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  trigliserid diizeylerinde herhangi bir istatistiksel degisiklik
olugturmadi. Diyabetik durum anlamli (p<0.001) bir sekilde trigliserid diizeylerinde
ylikselmeye neden olmustur. Morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg)
verilen diyabetik gruplarda trigliserid diizeylerinde diyabetik kontrol grubuna gore

anlamli bir diigiis (p<0.001) goriildii (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Normal ve diyabetik gruplarin trigliserid diizeyleri

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,

°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ®p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.4.2 Total kolesterol diizeyleri

Total kolesterol diizeyleri ve gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma sonugclar1 sekil
4.5’te verilmistir. Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal
kontrol grubu ile karsilastirildiginda total kolesterol diizeylerinde anlaml bir degisiklik
gozlenmedi. Diyabetik grupta anlamli (p<0.001) derecede total kolesterol diizeylerinde
yiikselme saptandi. Morin (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik
hayvanlarda diyabetik kontrol grubuna goére anlamli bir diisiis (p<0.001) gorildi.

Morin’ nin 25 mg/kg dozu ise bu yénde daha az etki (p<0.05) gosterdi.
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Sekil 4.5 Normal ve diyabetik gruplarin kolesterol diizeyleri
Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ®p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.4.3 HDL-Kolesterol diizeyleri

Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda HDL-Kolesterol diizeylerinde herhangi bir istatistiksel degisiklik
olugturmadi. Diyabet ise anlamli (p<0.001) derecede HDL-Kolesterol diizeylerinde
diisiise neden oldu. Morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen
diyabetik gruplarda HDL-Kolesterol diizeylerinde diyabetik kontrol grubuna gore
anlamli artis (»p<0.001) goriildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Normal ve diyabetik gruplarin HDL-kolesterol diizeyleri
Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ®p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.4.4 LDL-Kolesterol diizeyleri

LDL-Kolesterol diizeyleri ve gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirma sonuglar
Sekil 4.7 de verildi. Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal
kontrol grubu ile kargilagtinldiginda LDL-Kolesterol diizeylerinde &nemli bir
istatistiksel farka neden olmadi. Diyabet anlamli (p<0.001) derecede LDL-Kolesterol
diizeylerinde yiikselmeye yol acti. Morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100
mg/kg) verilen diyabetik hayvanlarda diyabetik kontrol grubuna gére anlamli bir diisiis
(p<0.001) goriildii.
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Sekil 4.7 Normal ve diyabetik gruplarin LDL-kolesterol diizeyleri
Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ®p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.4.5 VLDL-Kolesterol diizeyleri

Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal kontrol grubu ile
karsilastirildiginda VLDL-Kolesterol diizeylerinde herhangi bir istatistiksel degisiklik
tespit edilmedi. STZ ile olusturulan diyabet grubunda ise anlamh (p<0.001) derecede
VLDL-Kolesterol diizeylerinde yiikselmeye neden oldu. Morin (25mg/kg), (50 mg/kg)
ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik gruplarda VLDL-Kolesterol diizeylerinde
diyabetik kontrol grubuna gore anlamli diisiis (p<0.001) goriildii (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Normal ve diyabetik gruplarin VLDL-kolesterol diizeyleri
Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ®p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.5 GPT (ALT) ve GOT (AST) Enzim Aktiviteleri

Sekil 4.9 ve 4.10 normal ve diyabetik hayvanlarda serum GPT (ALT) ve GOT (AST)
aktivitelerini gostermektedir. STZ ile olusturulan diyabet anlamli (p<0.001) derecede
GPT (ALT) ve GOT (AST) aktivitelerinde yiikselmeye yol acti. Morin (25mg/kg), (50
mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik hayvanlarda diyabetik kontrol
grubuna gore anlamli bir diisiis (»<0.001) goriildi. Normal morin (25 mg/kg) grubunda
goriilen GPT (ALT) aktivitesinde diisiis (p<0.001) hari¢ normal gruplara verilen morin
(25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal kontrol ile karsilastirildiginda GPT (ALT) ve GOT
(AST) aktivitelerinde 6nemli bir istatistiksel fark tespit edilmedi.
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Sekil 4.9 Normal ve diyabetik gruplarin GPT (ALT) aktiviteleri
Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
°»<0.001 vs. normal kontrol, p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ®p<0.001 vs. diyabetik kontrol
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Sekil 4.10 Normal ve diyabetik gruplarin GOT (AST) aktiviteleri
Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6). °p<0.05 vs. normal kontrol,
®»<0.001 vs. normal kontrol, °p<0.05 vs. diyabetik kontrol, ‘p<0.001 vs. diyabetik kontrol
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4.6 Doku MDA Diizeyleri

Karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda normal + morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg)
gurbu ile normal kontrol gruplari arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunmadi. STZ
uygulamasi tiim dokularda lipid peroksidasyonunun en onemli gostergesi olan MDA
diizeylerinin normal kontrol gruplarina gore ciddi bir sekilde yiikselmesine (p<0.001)

neden olmustur (Cizelge 4.2).

Karaciger MDA diizeylerinin morin (25 mg/kg) (p<0.05) ve tolbutamit (100 mg/kg)
(»<0.001) verilen gruplar diyabetik kontrol grubuna goére azaldig: tespit edildi. Morin
(50 mg/kg) grubunda ise diyabetik kontrole gore Karaciger MDA diizeylerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Besinci gruptaki (25 mg/kg) hayvanlarin bobrek MDA diizeylerinde hi¢bir degisiklik
saptanmadi, Diyabetik morin (50 mg/kg) (p<0.001) ve diyabetik Tolbutamit (100 mg/kg)
(p<0.05) gruplarda ise diyabetik kontrole gore azalma bulundu.

Pankreatik MDA diizeyleri deney hayvalarinda dikkate alindigi zaman morin

(25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik hayvanlarda
diyabetik kontrole géore MDA diizeylerinde anlaml bir diisiis (»<0.001) tespit edildi.
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Cizelge 4.2 Morin’in normal ve STZ-diyabetik siganlarda doku MDA diizeylerine etkisi

Grup Tedavi MDA (nmol/g doku)

Karaciger Bobrek Pankreas
I Normal kontrol 270.55+1091 44698 +8.11 128.92 + 3.43
II Normal + morin 25 mg/kg 262.78 + 8.28 429.99 +5.29 134.36 £2.28
111 Normal + morin 50 mg/kg 248.13 £ 5.55 418.24 +3.97 126.38 £ 3.30
I\% Diyabetik kontrol 365.04 + 14.23°  503.92 + 13.30° 226.77 +4.70°
\Y% Diyabetik + morin 25 mg/kg 310.49 £5.98%  480.60 £ 6.57" 159.16 + 5.42"
VI Diyabetik + morin 50 mg/kg 340.01 £5.23°  452.10+4.26°  181.63 +4.77™

VII  Diyabetik+Tolbutamit (100 mg/kg) 287.36 +5.51¢ 46243 +4.71°  172.74 + 5.84"™

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6)
* p<0.05 vs. normal kontrol

b p<0.001 vs. normal kontrol

¢ p<0.05 vs. diyabetik kontrol

4 p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.7 Doku NOx Diizeyleri

Gruplardaki doku (karaciger, bobrek ve pankreas) NOx diizeyleri cizelge 4.3’te
gosterildi. Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal kontrol ile
karsilagtirildiginda doku NOx diizeylerinde herhangi bir istatistiksel degisiklige neden
olmdi. Diyabetik grupta ise anlamli (»p<0.001) derecede normal kontrol grubuna gore

doku NOx diizeylerinde azalma saptanmadi.

Karacigerde morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik
hayvanlarda diyabetik kontrole gére NOx diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadi.

Bobrek ve pankreas dokularinda morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100
mg/kg) verilen diyabetik hayvanlarda diyabetik kontrole gore anlamli (p<0.001) bir
azalma bulundu ve normal kontrol grup ile karsilastirildiginda bobrekte morin
(25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik hayvanlarda ve
pankreasta tolbutamit (100 mg/kg) grubunda her hangi bir fark bulunmadi.
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Cizelge 4.3 Morin’in normal ve STZ-diyabetik siganlarda doku Nox diizeylerine etkisi

Grup Tedavi Nox (umol/g doku)

Karaciger Bobrek Pankreas
| Normal kontrol 1.873 £0.11 0.417 £0.01 0.820 £ 0.02
II Normal + morin 25 mg/kg 1.708 £ 0.11  0.463 +0.04 0.805 £ 0.01
11 Normal + morin 50 mg/kg 1.703+0.09  0.452+0.03 0.751+0.03
A% Diyabetik kontrol 0.616+0.06° 0.160+0.01°  0.281+0.03"
\% Diyabetik + morin 25 mg/kg 0.930+0.03° 0.391+0.03%  0.609 + 0.02*
VI Diyabetik + morin 50 mg/kg 0.777 £0.02° 0.370+0.01¢  0.488 +0.02%
VII  Diyabetik+Tolbutamit (100 mg/kg)  0.812+0.03° 0.450+0.03  0.801 +0.03¢

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6)
* p<0.05 vs. normal kontrol

® p<0.001 vs. normal kontrol

¢ p<0.05 vs. diyabetik kontrol

4 p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.8 Doku GSH Diizeyleri

Karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda normal + morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg)
gruplarinda normal kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir degisim
saptanmadi. STZ uygulamas1 karaciger ve pankreas dokularinda GSH diizeylerinin
normal kontrol gruplarina goére ciddi bir sekilde azalma (p<0.001) saptand1 (Cizelge
4.4).

Karacigerde morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) gruplarinda
diyabetik kontrol grubuna gére GSH diizeylerinde anlamli (p<0.001) yiikselmeler tespit
edildi.

Bobrek dokusunda morin (25mg/kg), (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen
diyabetik hayvanlarda diyabetik kontrole gére GSH diizeylerinde istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmadi.

Pankreasta ise morin (25 mg/kg) grubunda diyabetik kontrol grubuna gore istatistiksel

bir fark bulunmadi. Morin (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabetik

57



hayvanlarda ise diyabetik kontrole gore GSH diizeylerinde anlamli bir yiikselme
(p<0.001) tespit edildi.

Cizelge 4.4 Morin’in normal ve STZ-diyabetik sicanlarda doku GSH diizeyleri
iizerinde etkisi

Grup Tedavi GSH (umol/g doku)

Karaciger Bobrek Pankreas
I Normal kontrol 10.824 £0.27  7.424+021  9.658 +0.38
I Normal + morin 25 mg/kg 10.472+0.27  7.601 +0.28 9.417 £ 0.38
11 Normal + morin 50 mg/kg 10.209+£0.11  6.979+0.24 9.074 £ 0.25
v Diyabetik kontrol 5300+0.35"  7.802+£0.29  2.500+0.30
\Y% Diyabetik + morin 25 mg/kg 11352 +0.21¢  7.941+0.12  3.547+0.13°
VI Diyabetik + morin 50 mg/kg 7.750 £0.30°  7.797+0.13  4.702 +0.25"

VII  Diyabetik+Tolbutamit (100 mg/kg)  9.585+0.39 8204 +0.18 6.576 +0.35™

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6)
# p<0.05 vs. normal kontrol

b p<0.001 vs. normal kontrol

¢ p<0.05 vs. diyabetik kontrol

4 p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.9 Doku SOD Aktiviteleri

Gruplardaki karaciger, bobrek ve pankreas dokularinin SOD aktiviteleri ¢izelge 4.5’te
gosterilmektedir. Normal gruplara verilen morin (25mg/kg) ve (50 mg/kg) normal
kontrol ile karsilastirildiginda doku SOD aktivitelerinde herhangi bir istatistiksel
degisiklik tespit edilmedi. Diyabetin olusturulmasi ise anlamli (p<0.001) derecede

normal kontrol grubuna gore doku SOD aktivitelerinde yilikselmeye neden oldu.

Karacigerde morin (25 mg/kg) (»<0.05), morin (50 mg/kg) ve tolbutamit (100 mg/kg)
(p<0.001) gruplarinda diyabetik kontrol grubuna gére SOD aktivitelerinde azalmalar
tespit edildi.

Bobrekteki SOD aktivitesi morin (50 mg/kg) grubunda diyabetik kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) bir azalma goriildi. Morin (25 mg/kg) ve
tolbutamit (100 mg/kg) gruplarinda ise diyabetik kontrole gére SOD aktivitelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Pankreas dokusundaki

SOD aktiviteleri (25mg/kg) ve (50 mg/kg) verilen diyabetik

hayvanlarda (p<0.001) oraninda ve tolbutamit (100 mg/kg) grubunda ise (p<0.05)

anlamli azalmar diyabetik kontrole gére gozlendi.

Cizelge 4.5 Morin’in normal ve STZ-diyabetik sicanlarda doku SOD aktivitesi

tzerinde etkisi

Grup Tedavi SOD (U/g doku)

Karaciger Bobrek Pankreas
I Normal kontrol 20851 +1.95  303.64+2.40  310.40+4.53
II Normal + morin 25 mg/kg 297.72 £ 4.71 307.55+1.22 312.40+0.84
111 Normal + morin 50 mg/kg 29439+ 680  311.72+1.74 31471+ 1.01
IV Diyabetik kontrol 34835+3.89"  319.88+1.09"  347.27+1.39°
\Y% Diyabetik + morin 25 mg/kg 329.92 +1.38"  313.68 £2.00°  324.94 +2.12™
VI Diyabetik + morin 50 mg/kg 32075+ 1.18™  304.99+2.42° 32691 +2.19™
VII  Diyabetik+Tolbutamit (100 mg/kg) 303.36+2.78°  311.30+2.34 333.72 +2.31™

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak gosterilmistir (n=6)

# p<0.05 vs. normal kontrol

® p<0.001 vs. normal kontrol

¢ p<0.05 vs. diyabetik kontrol
4 p<0.001 vs. diyabetik kontrol

4.10 Isik Mikroskobu Bulgular:

Yapilan 151k mikroskobu goézlemlerinde normal kontrol grubunun bilinen pankreas

yapisina sahip oldugu gozlendi. Bu gruptaki hayvanlarin pankreaslarindaki Langerhans

adaciklarinin ve serdz bezlerin kendine 6zgii hiicrelere sahip oldugu ve diizenli bir

sekilde organda yerlestigi saptandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Normal kontrol grubu si¢anlardaki Langerhans adacigi ve serdz bezler (S)
(H&E, 400X)

Morin’in (25 mg/kg) ve (50 mg/kg) dozlar1 verilen normal hayvanlardaki pankreas
Langerhans adaciklarinin kontrol grubuna benzer yapida oldugu anlasildi (Sekil 4.12 a,

b).
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Sekil 4.12. a. Normal morin (25 mg/kg), b. normal morin (50 mg/kg), uygulanan
sicanlardaki Langerhans adacigi (H&E, 400X)



STZ-Diyabetik kontrol grubu si¢anlarda Langerhans adaciklarinda atrofi ve biiziilme
fark edilmistir. Bazi B-hiicrelerinde hyalinizasyon, piknotik cekirdek goriilmiistiir,

ayrica adaciklarin hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13 Diyabetik kontrol siganlardaki Langerhans adacigi, seréz bezler (S), B-
hiicresi (H&E,400X)

Deney gruplarindan diyabetik morin (25 mg/kg) dozunda Langerhans adaciginda hiicre
kaybi, hiicresel sitoplazma ve g¢ekirdek kaybinin azaldigi goriildiigii halde diyabetik
morin (50 mg/kg) dozunda diyabetik hasarlarda azalma daha az oldugu gozlenmistir

(Sekil 4.14 a, b).
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Sekil 4.14 Diyabetik morin (25 mg/kg) (a) ve diyabetik morin (50 mg/kg) (b) uygulanan
sicanlardaki Langerhans adacik yapisi, (*) hiicrelerde sitoplazma ve ¢ekirdek
kaybinin oldugu alanlar (H&E, 400X)



Diyabetik sicanlarda verilen (100 mg/kg) tolbutamit’in (25 mg/kg) morin verilen
diyabetik sicanlardaki pankreatik iyilesmelere benzer iyilesmeler yaptigi gozlendi
Langerhans adacigindaki hiicrelerin bazilarinda sitoplazma ve ¢ekirdek kaybi gozlendi.
Buna kars1 mitoz boliinme ile hiicrelerin ¢ogaldig: tespit edildi. Morin ve tolbutamit
STZ-diyabetik  sicanlarin  pankreas adaciklarinin  rejenerasyonunu  sagladigi

diistiniilmektedir (Sekil 4.15).

Sekil 4.15 Diyabetik tolbutamit (100 mg/kg) uygulanan siganlardaki Langerhans adacigi
(H&E, 400X)
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5. TARTISMA VE SONUC

Flavonoidlerin kan glukoz diizeyini, pankreasta insulin salimimini sitimiile ederek,
karacigerde glukoz iiretimini azaltarak, dokularda hiicrelerin glukoz tiiketimini artirarak
(Noor vd. 1989, Kako vd. 1997, Lu vd. 2010) ve gastro-intestinal kanalda ise, glukoz
emilimini bozarak (Kwon vd. 2007, Goto vd. 2012) diisiirebilecegi bildirilmistir.

Calismamizda morin (25 mg/kg) ve (50 mg/kg) normal hayvanlarda herhangi bir etki
gostermemesi gastro-intestinal mekanizmasinin etkili olmadigini gostermektedir. Morin
(25 mg/kg) ve (50 mg/kg) verilen diyabetik hayvanlarda elde edilen diisiik glukoz
diizeyleri ise, STZ ile tamamen tahrip olmamig [ hiicrelerinde homeostatik denge
saglanip insulin salimmin tekrar artirnlmasiyla  gergeklestirmis  olabilecegi
disiiniilmektedir. Morin (25 mg/kg) daha giiclii olmas1t morin etkisinin doza bagh
olmadigmin gostergesidir. Positif kontrol (Tolbutamit) ise etkisini bilindigi gibi

pankreastan insiilin salgilanmasin artirarak gostermektedir (Henquin 1980).

Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda morin diyabetik sicanlarda aglik kan sekeri
diizeylerini saglikli kontrollerin seviyesine indiremese de ilimh olarak diisiirdiigii, bu
nedenle diyabet tedavisinde artmig kan glukoz diizeyini azaltmada tedaviyi destekleyici

olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, deney gruplarindaki siganlarin beden agirliklari, sekil 4.1°de gorildiigi,
gibi ozellikle deneme siiresinin 7. giiniinden sonra normal kontrol, normal morin (25
mg/kg) ve normal morin (50 mg/kg) gruplart disindaki diger gruplarda anlamli olarak
azalmistir. DM’un katabolik yollar sitlimiile etmesinin bir gostergesi olarak beden
agirhgmin azaldigi, bu baglamda, insulin hormonunun beden agirligindaki azalmay1
engelledigi veya diizelttigi bilinmektedir (Czech 1977, Pfaffman vd. 1980). Karaciger
ve kaslardaki glikojen depolarinin tiikketilmesi ve insulin yetersizligine bagli olarak
glukoz oksidasyonunun bozulmasi, karbonhidrat olmayan kaynaklarin kullanimini
zorunlu kilar. Béylece yag ve protein yikimu artar. Ozellikle Tip I diyabette, hastalar cok
yemek yemelerine ragmen zayiflarlar. Zayiflamanin temel nedeni, hiicrelerin glukozu

yeterince kullanamamasidir. Idrarla glukoz atilimma bagl olarak olusan kalori ve
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elektrolit kaybi, dehidrasyon ve insiilin yetersizliginden kaynaklanan yag ve protein
katabolizmasindaki artis da DM’da meydana gelen kilo kaybmin diger nedenleridir.
DM’da ortaya ¢ikan glukoziiri ile atilan her gram glukoz i¢in viicuttan 4.1 kcal yitirilir.
Bu kaybi karsilamak igin oral kalori alimmin artirilmasi plazma glukozunu daha da
yiikseltip glukoziiriyi artirir. Endojen protein ve yag depolarinin mobilizasyonu ve kilo

kayb1 6nlenemez (Gannog 1995).

Calismamizda elde edilen veriler, uygulanan dozda (25 mg/kg) morin ve (50 mg/kg)
morin gruplar1 diyabetli siganlarin canli agirligini, diyabetin proteolitik ve lipolitik
etkilerine kars1 yeterli diizeyde koruyamadigimi diisiindiirmektedir. (100 mg/kg)
Tolbutamit ise 21. giinde beden agirliginda iyilesme gostermesi, daha sik glukoz

diizeylerini tutmasindan dolay1 olabilir.

Calismamizda, deney gruplarinin su ve yem tiikketim profilleri incelendiginde, sekil 4.2
ve 4.3’te goriildiigii gibi tiim diyabetik gruplar, normal kontrol grubuna gore daha fazla
su ve yem tliketmislerdir. Diyabetteki klinik bulgular protein, lipid ve karbonhidrat
metabolizmasinda sekillenen patofizyolojik degisiklikler sonucu ortaya c¢ikmaktadir.
DM’da en onemli degisiklik karaciger, kas ve yag dokusu gibi insiilin bagimh
dokularda glukoz kullaniminin azalmasi, artmis glukoneogenez ve hepatik glikojenolize
bagh olarak gelisen hiperglisemidir (Shenoy ve Ramesh 2002). Glukozun alinimi ve
kullanimindaki azalmaya bagli olarak gelisen bu hiperglisemi, renal glukoz esiginin
asilmasina ve glukoziiriye sebep olur. Idrarla seker atilimi beraberinde suyu da
stiriikleyeceginden ozmotik diiirez ve poliiiri tablosu sekillenir. Poliiiri hipotalamustaki
susama merkezini uyarirken, voliim azalmasina bagli olarak da polidipsi meydana
gelmektedir (Bishop vd. 2000). Diger taraftan kullanilan enerji kaynaklarini yenilemek
icin polifaji (asir1 yemek yeme) ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamizda diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg)
Tolbutamit gruplarindaki si¢anlarin su tliketimlerinin denemenin 6. giiniinden ve yem
tiiketimlerinin 13. giiniinden itibaren azalmasi, morin su ve enerji metabolizmasini en
azindan olumlu yonde desteklediginin gostergesidir. Ayrica, morin’in diyabetik

siganlarda su ve yem tiiketimlerini azaltmasi, bu flavonoidin hipoglisemik etkilerinin
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ozmotik dilirezi diislirmesinden kaynaklanabilecegi, bu nedenle morin diyabetik
hastalarin 6nemli sorunlarindan olan poliiiri, polidipsi ve polifajinin baskilanmasinda

geleneksel tedaviyi destekleyici olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin verileri, diyabetin diger bir gostergesi olan hipertrigliseridemi ve
hiperkolesterolemi durumunu ortaya koymustur. Diyabetik kontrol grubundaki
siganlarda Olciilen trigliserid ve total kolesterol diizeyleri, sekil 4.4 ve 4.5’te goriildigi
gibi, diger gruplara gore anlamli olarak yiiksektir. Diyabetik (25 mg/kg) morin, (50
mg/kg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit gruplarindaki siganlarda trigliserid ve total

kolesterol seviyeleri anlamli olarak diismiistiir.

Diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mgkg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit
gruplarindaki sigcanlarda HDL-Kolesterol diizeyleri, sekil 4.6’da goriildiigii gibi, normal
kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Ayni zamanda bu {i¢ grubun HDL-

Kolesterol diizeyleri diyabetik kontrole gore anlamli olarak yiiksektir.

Diger yandan diyabetik kontrol grubu LDL-Kolesterol ve VLDL-Kolesterol
diizeylerinin, sekil 4.7 - 4.8’de goriildiigli gibi, normal kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu saptanmustir. Diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg)
Tolbutamit verilen gruplarindaki siganlarda LDL-Kolesterol ve VLDL-Kolesterol

seviyeleri anlamli olarak diigsmiistiir.

Diyabetik hastalarda hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemi oldukg¢a sik karsilagilan
durumlardir . DM’da lipid metabolizmasina bakildiginda trigliserid, total kolesterol,
HDL, LDL ve VLDL diizeylerindeki degisim goze carpar (Palumbo 1998, Arvind vd.
2002). VLDL ve VLDL icindeki trigliseridler karacigerde sentez edilir. Insulin
hormonunun yag metabolizmas1 lizerine etkisiyle yag asitleri adipoz dokuya girerek
trigliserid seklinde depolanir (Murray vd 2000). Gerek Tip 1 diyabetteki insulin
yoklugu, gerekse Tip 2 diyabetteki insulin duyarsizligi sonucu dolagimda fazla miktarda
serbest yag asidi bulunur. Bu serbest yag asitleri karacigerde VLDL {iretimine girerler.
Bununla birlikte portal dolasimda ve karacigerde fazla miktarda serbest yag asidi

bulunmasi insulin sensitivitesinin azalmasina yol acarak negatif feed back ile kisir
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dongii yaratir (Mooradian 2009). Plazma kolesterolil artiginin dokularda meydana gelen
lipid metabolizmas1 degisikliklerinin bir sonucu olabilecegi bildirilmistir (Comoglu vd.
2001). Bu hipotezi savunanlara gore hiperkolesterolemi ve hiperlipidemi gibi plazma
lipid profili degisikliklerinden baslica lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz enzim
aktiviteleri sorumludur (Hatemi 1991, Yashino vd. 1996). VLDL ve besinler ile alinan
trigliseridlerden zengin silomikronlarin yikimi biiyiik o6lgiide kapillar endoteline
lokalizasyonu lipoprotein lipaz enzimi ile olur. Lipoprotein lipaz aktivitesi insulin
hormonu etkisi altinda artar. Insulin azhig1 veya duyarsizlig1 sonucu lipoprotein lipaz
enzim aktivitesi diigiik diizeyde olacagindan endojen trigliseridleri tasiyan VLDL ve
besinlerle alinan eksojen trigliseridleri tasiyan silomikron katabolizmasinda azalma
olur. Bununla birlikte karacigerde artan VLDL iiretimi ve periferde VLDL ve
silomikron yikiminin azalmasi sonunda serum trigliseridleri yiikselir (Mooradian 2009).
LDL, lipoprotein fraksiyonlari1 arasinda en aterojenik olanidir. VLDL’den delipidasyon
olarak adlandirilan bir siire¢ sonunda IDL, sonra da LDL olusur. Serum trigliserid
seviyesi yiiksekliginde olugsan LDL nin dansitesi artar ve ¢ap1 kiigiiliir. Bu tiir LDL ¢ap1
biiyiik ancak dansitesi diisiik LDL’ye oranla daha aterojeniktir. HDL ise aterosikloroza
kars1 koruyucu lipoprotein fraksiyonu olarak degerlendirilmektedir. HDL yapiminda
hepatik trigliserid lipaz aktivitesi Onemlidir. Bu enzim HDL i¢inde bulunan
trigliseridleri hidrolize eder. Boylece daha fazla kolestrolil periferik dokulardan alma
kapasitesine sahip HDL3 kolestrol olusur. insulin, lipoprotein lipaz aktivitesini artirdig1
gibi hepatik trigliserid lipaz aktivitesini de artirir. Insulin yetmezligi veya
insensitivitesinde serum VLDL miktar1 artarken HDL miktar1 azalir (Mooradian 2009).
Anlatilan bu mekanizmalar diyabetik hastalarda LDL diizeylerinin yiiksek bulundugu
yoniinde genel bir fikir birligi olduguna dikkati ¢cekmektedir (Hatemi 1991). Yine
literatiir verilerinin bir ¢ogu diyabetik hastalarin HDL diizeylerinin diistikliigiine isaret
etmekte (Comoglu vd. 2001), bu nedenle LDL/HDL oraninin DM’da 6nemli derecede
yiikseldigi kabul edilmektedir (Mooradian 2009).

Flavonoid iceren bitkiler veya flavonoid ekstraklar1 hayvanlarda lipid metabolizmasini
etkiledigi bilinmektedir (Roghani ve Baluchnejaadmojarad 2010). Weggemans ve
Trautwein (2003), Li vd. (2009), Akiyama (2010), Gupta vd. (2011) ve Omar vd.

(2011) flavonoidlerin  serum kolesterol diizeyini azalttiim1  bildirmislerdir.
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Flavonoidlerin lipid disiiriici etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir.

Gilintimiizde ileri siiriilen birkag mekanizma vardir.

Kolesterolun safra asitleri ile baglanmasi Momordica charantia yolu ile bagirsakta
kolesterol emilimini azalma mekanizmasi olarak kabul edilmistir (Senanayake vd. 2004,
Kwon vd. 2007). Aym1 mekanizma morin’in total kolesterol diigiirme aktivitesinin
arkasinda olabilir. Ayrica gozlenen hipotrigliserid etkisi yag asitleri sentezinde
azalmaya (Bopanna vd. 1997, Brufau vd. 2008), LDL reseptdrlerinin artirmasina, lipaz
ve LCAT (Lesitin kolesterol asiltransferaz) aktivasyonuna (Khanna vd. 2002) ve ayni
zamanda asetil-CoA karboksilaz inhibisyonuna (Lemhadri vd. 2006) bagli olabilir.
Diger taraftan, morin, LDL reseptorlerini artirarak, LDL alimmn yiikseltir, lipoprotein
metabolizmasinda bu modifikasyon hiperkolesterolemiyi iyilestirebilir (Slater vd.
1980). Kolesterol diislirmesi ile ilgili bir baska mekanizma ise, kolesterol
biyosentezinde hiz siirlayict bir enzim olan HMG-CoA rediiktaz aktivitesinin azalmasi

ve boylece kolesterol biyosentezi bastirilir

Serum transaminazlari (AST ve ALT), uzun zamandan beri karaciger harabiyetinin
hassas bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Molander vd. 1955). Hepatosit hasar1 bu
hiicrelerin transport fonksiyonlar1 ve membran gecirgenligini degistirir dolayisiyla
enzimlerin sizintisina neden olur (Krishna Mohan vd. 2007). Bu sizint1 ¢alismamizda
diyabetik deney gruplarindaki goriilen AST ve ALT aktivitelerinin yiiselmesine yol
acmaktadir (Zimmerman ve Seeff 1970). Morin’in hepatosit hasarin1 6nledigi deney
hayvanlarmida goriilmektedir. Koruyucu etki morin’in antioksidan aktivitesinden dolay1
olabilir c¢ilinkli antioksidanlarin kimyasal maddelerle indiiklenen karaciger hasari
gelisimini azaltiklar1 bilinmektedir (Chen ve Yen 2007, Palsamy ve Subramanian 2008,
Oloyede vd. 2011).

Calismamizda, cizelge 4.2°de goriildiigii gibi, lipid peroksidasyonu gdstergelerinden
MDA diizeyleri karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda verilmistir. Diyabetik
kontrol gruplarinda normal kontrol gurplarina gére MDA yiiksek bulunmustur.
Diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit gruplarinda
ise MDA diizeyleri, diyabetik kontrol grubuna kars1 farkli etkiler gostermistir.
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Serbest radikaller DM, ateresikleroz, hiicre hasari, kanser, myokard infarktiisii,
hemolitik hastaliklar ve immiin hastaliklar gibi bircok hastalifin patogenezinden
sorumlu tutulmaktadir. Serbest radikallerin lipitler iizerine yaptig1 etki lipid
peroksidasyonu (LP) olarak adlandirilir. Diyabetteki hiperglisemi, serbest radikal
olusumuna ve antioksidan sistemin yetersiz kalmasina yol acarak oksidatif stresi
artirmaktadir (Karasu 1999). Gegcis elementlerinin varliginda glukoz, reaktif
ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna c¢evrilir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit
radikalinin H,O, tizerinden HO" olusturmasi ile sonuglanir (Altan vd 1997, Valko vd.
2007). LP doymamig yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu doymamig
yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmas: ile
baslamaktadir (Lubin vd 1972). Hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag
asidi radikali, molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur.
Olusan peroksit radikali baska bir yag asidi molekiilii ile yeni bir hidroperoksit ve yeni
bir yag asiti radikali olusturacak sekilde hizla reaksiyona girer. Olusan bu yag asidi
radikali yeniden oksijen ile birlesir bir hidrojen atomunun daha ayrilmasimi saglar.
Baslayan bu zincir reaksiyonlar1 olusan yeni radikallerin etkisiyle artarak devam eder
(Burton 1989). Lipit peroksidasyonu sonucu, hiicre zar1 akiskanligi ve permabilitesi
zayiflar ve hiicre biitiinliigli bozulabilir. Lizozomal membranlanin yikimlanmasi
hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden olur (Mead 1984,
Burton 1989). Lipid peroksidasyonu hipergliseminin yani sira, hem yaygin vaskiiler
inflamasyon sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de
serbest radikaller ve gecis metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelerin
membranlarinda bulunan lipidlerden, nonenzimatik yollarla da olusur. Daha sonra bu
iiriinler, karsilikli olarak birbirlerini aktive ederek, lipid peroksidasyonunu artirir (Valko

vd. 2007, Nistala vd. 2008).

Diyabetik bireylerde plazma ve doku LP iiriinlerinin ayni yastaki saglikli kisilerden
daha fazla oldugu bulunmus ayrica retinopati ve anjiyopatili Tip 1 DM hastalarinda LP
tiriinlerinin komplikasyonu olmayan hastalara goére artmis oldugu goriilmistiir. Bu
durum diyabetik komplikasyonlarin gelismesinde LP’in 6nemini ortaya koymaktadir.
Diyabetik hayvanlarda da benzer bulgular elde edilmistir (Coskun vd. 2005, Al-
Azzawie ve Alhamdani 2006, Jung vd. 2011, Sefi vd. 2011).
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Calismamizda, diyabetik kontrol grubunda normal kontrol grubuna goére LP
iiriinlerindeki artis hemen hemen tiim ¢alismalarda ayn1 durumdadir (Adewole vd. 2007,
Gayathri ve Kannabiran 2010). Bugular morin’in hiicrelerde dogal oksidasyon
reaksiyonlarmin yikimlayict etkilerine karsi koruyucu etki saglayan antioksidan giicii
artirdigin1 gostermektedir. Bdylece morin lipid peroksidasyonunu 6nlemede giiclii bir

antioksidan potansiyele sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizdaki NOx bulgularinda, (Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi) karacigerde
diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit gruplarinda
diyabetik kontrole gore herhangi bir fark bulunmamustir. Bobrek ve pankreasta ise
diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit gruplar
diyabetik kontrol grubu’na gore anlamli bir sekilde iyilestigi, bobrekte ise NO degerleri

normal kontrol diizeyinde oldugu gézlenmistir.

Diyabetik hastalarda hiperglisemi sonucu, poliol (sorbitol) yolu aktivitesinde artis
olmaktadir. Aktive olmus poliol (sorbitol) yolu, bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim
aktivitesi icin NADPH kullandigindan hiicre i¢i NADPH tiiketilir. Oysa NO sentezi
icinde NADPH gereklidir. Bu nedenle poliol (sorbitol) yolunun aktif olmasi ve sonugta
NADPH’in  yoklugu NO sentezinin azalmasina ve diyabetin  vaskiiler
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Altan vd. 2006). Saglikli bireylerin
koroner arterlerinde insiilin, endotel bagimli vazodilatasyona yol agarken, plazma
glukoz konsantrasyonu artmasi, endotelden NO salgilanmasini azaltmaktadir (Creager
vd. 2003). DM’da endotelden NO salgilanmasinin azaldigi yoniindeki bildirimlere
benzer bicimde, diyabetik gruplarimizdaki NOx diizeyinin normal kontrol grubu’na
gore azalmis oldugu goriilmiistiir. Flavonoid (quercetin) verilen siganlar da diyabet
nedeni ile diisen doku NO miktar1 yiiselmistir (Zhang vd. 2011). Morin verilen deney
gruplarimizda DM’daki azalmig NO diizeyinin anlamli olarak arttigi bobrek ve
pankreasta goriilmiistiir. Boylece morin diyabetin 6nemli komplikasyonlarindan olan

anjiyopatilerin 6nlenmesinde etkili olabilecegini akla getirmektedir.

Oksidatif stres prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlarin lehine

bozulmasi sonucu olusan bir tablodur. Oksidatif stresten korunmak i¢in viicutta
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antioksidan sistemleri ve vitaminler 6nemli role sahiptir. Calismamizda, ¢izelge 4.4’te
goriildigi gibi, GSH diizeyleri karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda verilmistir.
Diyabetik kontrol gruplarinda normal kontrol gurplarina gore diisiik bulunmustur.
Diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit gruplarinda
karaciger ve pankreas GSH diizeyleri, diyabetik kontrol grubuna goére anlamli bir
sekilde yiikselmistir. Bobrekte ise gruplar arast herhangi bir bir degisiklik

goriilmemistir.

DM’tan dolay1 poliol (sorbitol) yolu aktivitesindeki artis NADPH ve NAD" azalmasi ve
hiicresel redoks potansiyelinde degisiklikler ile sonuglanir. Bu durum hiicre i¢ci GSH
eksikligine yol agar ve antioksidatif etkinin engellenmesi ile hiicrelerin artmis oksidatif
stres ile miicadelesini azaltir (Gilizel vd. 2001). Morin uygulanan gruplarin GSH
diizeylerinin artmasi, bu flavonoidin giiglii antioksidan aktivitesinden kaynaklandigi
disiiniilmektedir (Chakraborty ve Das 2010, Karthikesan vd. 2010, Saravanan ve
Ponmurugan 2011).

Hiicreyi serbest radikallerin toksik etkilerine karst koruyan SOD enzim aktivitesinin
diyabette degismedigi, azaldig1 ya da arttig1 konusunda farkli ¢alismalar saptanmistir
(Huang vd. 2011, Qi vd. 2011, Volpato vd. 2011). Calismamizda, ¢izelge 4.5te
goriildiigii gibi, SOD aktivitesi karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda verilmistir.
Diyabetik kontrol gruplarinda normal kontrol gurplarina gére yiiksek bulunmustur.
SOD aktivitelerinde saptanan artis, diyabette artmis lipit peroksidasyonuna karsi

gelismis bir cevap olarak diisiiniilebilir

Diyabetik (25 mg/kg) morin, (50 mg/kg) morin ve (100 mg/kg) Tolbutamit gruplarinda
ise SOD aktivitesi karaciger ve pankreasta, diyabetik kontrol grubuna gdre anlamli bir
sekilde azalmis, bobrekte ise sadece morin (50 mg/kg) dozu SOD aktivitesi diyabetik
kontrol grubuna gore azalmistir. SOD aktivitelerinde saptanan bu iyilesme morin’in

oksidatif stres durumunu diizeltigini diistindiirmektedir.

Onceki yapilan. histolojik arastirmalara gére, STZ verilen diyabetik hayvanlarin

Langerhans adaciklarinin olumsuz etkilendigi ve Onemli degisiklikler gosterdigi
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bildirilmistir. Bu caligmalarda STZ ile olusturulan diyabetik sicanlarin pankreatik f3
hiicrelerinde ¢ekirdek kiiciilmesi (piknoz), kristalart silinmis mitokondriler, dilate olmus
endoplazma retikulum keseleri, degranulasyon ve ¢ok sayida vakuoller tespit edilmistir.
Bu dejenerasyonlar, insulin salinimi ve sentezinin inhibe edildigini gostermektedir

(Coskun vd. 2005, Arulselvan ve Subramanian 2007).

STZ ile indiiklenmis diyabetik hayvanlarda artmus oksidatif stres belirgindir. Bundan
dolay1 yeterli miktarda antioksidan saglanmasimin B hiicre disfonksiyonunu geciktirdigi
ya da Onledigi diisiiniilmektedir (Kaneto vd. 1999, Coskun vd. 2005, Altan vd. 2006,

Arulselvan ve Subramanian 2007).

Antioksidanlarin (6zellikle flavonoidlerin) olumlu etkiledigi diyabetle ilgili pek ¢ok
caligmalar bulunmaktadir (de Groot ve Rauen 1998, Mukherjee vd. 1998, Kaneto vd.
1999, Moharram vd. 2003, Arany vd. 2004, Coskun vd. 2005, Liu vd. 2006, Arulselvan
ve Subramanian 2007, Rauter vd. 2010, Huang vd. 2011). Calisgmamizda antioksidan
etkilerinden dolay1 (25 mg/kg) morin ve (50 mg/kg) morin STZ ile deneysel diyabet
olusturdugumuz siganlarin pankreasinda olusan hasara karsi normal pankreastaki gibi
hiicrelerin yapisina uygun sekilde normal ¢ekridek morfolojisi ve sitoplazmada homojen
bir sekilde organel yerlesiminin oldugu ve bu organellerin patolojik durum gostermedigi
gozlendi. Ayrica Tolbutamit (100 mg/kg) verilen diyabebtik sicanlarda da iyilesmeler
fark edilmistir (Gayathri ve Kannabiran 2008).

Sonug olarak, STZ ile diyabet olusturulan siganlarda kan glukoz diizeyleri 6nemli
Olclide yiiksldi ve buna bagli olarak, beden agirliginda azalma, su ve yem tiiketiminde
yiikselme tespit edildi. Diyabetten dolayi1 lipid profili ve karaciger enzim diizeylerinde
de bozukluk meydana geldigi saptandi. Ayrica serbest radikal artisinin oksidatif stresi
arttirdigi ve bunun sonucu olarak da lipit peroksidasyonunun meydana geldigi artan
MDA diizeyinin olgiilmesiyle belirlendi. MDA diizeyinin artmasi GSH miktarinin
azalmasina neden oldu. NO diizeyleri ve SOD aktivitesinde de oksidatif stres neden ile
azalmalar izlendi. Bdylelikle hiperglisemide oksidan/antioksidan dengesi oksidanlar
lehine oldugu tespit edildi. Antioksidan Ozelligi bilinen morin’in bu doktora tez

calismasinda STZ diyabetik sicanlarda doza bagli olmayan bir sekilde antihiperglisemik
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ve antihiperlipidemik etki gosterdigi saptanmustir. insan sagligi agisindan morin’in
alternatif diyabet tedavisinde kullanilabilecegi ve diyabet ile yapilan ¢alismalara kaynak

olabilecegi diislintilmektedir.
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