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OZET

Yapilan bu tez calismasinda gegmisten giiniimiize yaygin olarak kullanilan, C vitamini
igerigi nedeniyle tercih edilen, halk arasinda kusburnu olarak bilinen Rosa canina L.
bitkisine ait kdklerin su ve matnol ile hazirlanan ekstrelerinde olasi antioksidant etki
arastirtlmistir. Ekstrelerin DPPH, fenolik icerik tayini ve demir selatlama aktivitesi
belirlenmigtir. DPPH i¢in su ekstresinin ICso degeri 23,31 + 0,14 pg/ml, metanol ekstresinin
ICs0 degeri ise 26,94 + 0,82 pg/ml olarak BHT kontrol degerine gore yiliksek bulunmustur.
Fenolik madde tayininde su ekstresi 34,96 + 3,91 mg GAE/g olarak bulunurken metanol
ekstresi 16,98 + 0,75 mg GAE/g olarak bulunmustur. Su ekstresinin demir selatlama
aktivitesi i¢in ICso degeri 0,91 + 0,11 pg/ml bulunurken metanol ekstresinin 1Cso degeri
10,77 £ 0,24 pg/ml olarak bulunmustur. Bitki ekstrelerinin DNA {izerinde etkisinin
aydinlatilabilmesi i¢cin DNA etkilesimi, enzim kesimi ve DNA koruyucu etki deneyleri
yapilmistir. Bu deneyler 1s18inda metanol ekstresinin DNA etkilesimi ile DNA {izerinde
kiriklar olugturmasi ve konformasyonel degisiklige neden olabilecegi belirlenmistir. Enzim
kesimi ile su ekstresinin G/G niikleotitine baglandigi, metanol ekstresinin ise DNA’ya
baglandig1 belirlenmistir. DNA koruyucu etki deneyi ile su ekstresinin DNA iizerinde kismi
koruma etkisi goriilirken metanol ekstresinin DNA iizerinde koruyucu etkisi olmadigi
ortaya ¢ikmustir. Ekstrelerin STZ ile diyabet olusturulan ratlar iizerine etkisi ve diyabet ile
iligskilendirilen gen ekspresyonlarina etkisi arastirtlmistir. STZ ile diyabet olusturulan ratlar
ilgili gruplara gore ayrilarak ekstre uygulamalar1 diigiik doz (250 mg/kg) ve yliksek doz (500
mg/kg) olacak sekilde giin asir1 14 giin boyunca orogastrik gavaj uygulamasi yapilmistir.14
giin sonunda yapilan kan seker tayinine gore yiiksek dozda kullanilan, suyla hazirlanan
ekstrenin diger ekstre ve dozlara gore etkili oldugu bulunmustur. 14 giin sonunda
hayvanlardan alman kan Orneklerine RNA izolasyonu sonrasi cDNA sentezi
gergeklestirilerek diyabet ile literatiirde iliskilendirdigimiz Interldkin 1-beta ve timér nekroz
faktorii alfa genlerinin ifadesine RT-PZR ile bakilmistir. Her iki gen igin su ekstresinin
kontrole yakin oldugu yapilan diger calismalara paralel olarak desteklenmistir. Gen
ifadelenmesinin ekstre verilmemis diyabetik ratlara gore ekstre gruplarinda daha diisiik
oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

The antioxidant impact of extracts made with water and matnol from the roots of the Rosa
canina L. plant, which has been widely utilized from ancient times and is favoured due to its
vitamin C content, was examined in this research. The extracts' DPPH, phenolic content, and
iron chelating activity were determined. The IC50 value of the water extract for DPPH was
23.31 £+ 0.14 pg/ml, while the 1Cso value of the methanol extract was 26.94 + 0.82 pg/ml,
both of which were greater than the BHT control value. The water extract had a phenolic
substance determination of 34.96 + 3.91 mg GAE/g, whereas the methanol extract had a
phenolic substance determination of 16.98 + 0.75 mg GAE/g. The IC50 value of the water
extract for iron chelating activity was determined to be 0.91 + 0.11 ug/ml, whereas the 1Cso
value of the methanol extract was determined to be 10.77 + 0.24 pg/ml. Experiments on
DNA interaction, enzyme digestion, and DNA protective effect were performed to determine
the effect of plant extracts on DNA. Based on these findings, it was concluded that the
methanol extract might cause DNA breakage and structural changes when interacting with
DNA. By enzyme digestion, it was discovered that the water extract binds to the G/G
nucleotide while the methanol extract binds to DNA. The DNA protective effect test
demonstrated that water extract had a partial protective impact on DNA, but methanol extract
had no protective effect. The extracts' effects on diabetes-induced rats with STZ, as well as
their impact on gene expressions related with diabetes, were studied. STZ-induced diabetes
mellitus in rats was divided into groups, and orogastric gavage was used every other day for
14 days, with low-dose (250 mg/kg) and high-dose (500 mg/kg) extract applications. It was
discovered that the water extract was more effective than the other extracts and dosages.
Following RNA isolation, cDNA synthesis was done in blood samples collected from
animals at the end of 14 days, and the expression of Interleukin 1-beta and tumor necrosis
factor alpha genes, both of which have been linked to diabetes in the literature, was
investigated using RT-PCR. In line with prior investigations, the water extract was shown to
be close to the control for both genes. Gene expression was shown to be lower in the extract
groups compared to the diabetic rats who did not receive the extract.
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1. GIRIS

Geleneksel ilaglar, halkin farkli hastaliklarin tedavisi i¢in kullandigi, yillar igerisinde
kusaktan kusaga aktarilarak varligin1 devam ettiren dogal kaynaklardir. Sifali bitkiler ile
ilgili ilk yazili belgeler 5000 yil oncesinde Siimerler donemine kadar uzanmaktadir.
Arkeolojik veriler sifali bitkilerin daha da eski zamanlarda kullanildigin1 géstermektedir.
Kullanilan sifali bitkilerin bir¢ok hastalik {izerinde etkisi oldugu bilinen bir durumdur.

Bitkilerin ilag mekanizmalar iizerinde ¢esitli etkilerinden de bahsedilmektedir [1].

Bitki, hayvan, bakteri ve viriislerden elde edilen kimyasallara ek olarak dogal iiriin bazl
sentetik ya da yar1 sentetik bilesiklerin anti-kanser, anti-enfeksiyon, anti-diabetik olarak
genis kapsamli tedavi etkisine sahip oldugu bilinmektedir. Kimyasal yontemlerle iiretilen
sentetik ilaglarin yan etkilerinin kisilerde gézlenmesi sonucu dogal iiriinlere ve bitkisel
tedavilere ilgi giin gectikce artmaktadir. Ilag gelistirme pahali ve uzun bir siiregtir. Bazi
hastalar, hastaligin ilk agsamalarinda ¢esitli nedenlerden dolay1 halk ilaglarini tercih etmistir.
Bitkilerde, biyolojik aktiviteden sorumlu birgok bilesigin belirlenmesi ile hastaliklarin

tedavisinde kullanilan ilaglar arasinda bir baglanti vardir [2].

flag etkisi, insan viicudunun ilaca kars1 verdigi farmakolojik cevaptir. flag etkilesimi, ilag
etkisinin bitki veya bitki kaynakli iiriin, igecek, yiyecek ya da gevresel etmenli kimyasallar
tarafindan kantitatif veya kalitatif olarak degistirilmesi seklinde ifade edilmistir [3].
Mekanizma farmakokinetik acidan, bitkisel bir {iriin ile etkilesim sonucunda geleneksel
ilacin dagilimi, emilimi, atilim1 veya biyotransformasyonu iizerinde etkin olmast durumudur
[4]. Lamiaceae (Labiatae), Asteraceae (Compositae), Apiaceae (Umbelliferae), Fabaceae
(Leguminosae), Rutaceae ve Rosaceae familyalarma ait olan birgok tiiriin ilag

mekanizmalar1 ve hastaliklar tizerinde farmakokinetik agidan etkisi bilinmektedir [5].

Rosaceae familyasina ait bir¢ok tiir tilkemizde ve diinyada yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
Gegmisten giliniimiize kadar gelen bu bitki; lezzetli olmasi, ¢ay olarak tiiketilmesi ile tercih
sebebi olmustur. Cin’de iltithaplanma, romatoid artrit, soguk alginligi ve kronik agr1 gibi
rahatsizliklarin tedavisi i¢in bitki bazli takviye olarak kusburnu ekstresi piyasaya

strtilmiistiir [5].



Ulkemizin bazi bolgelerinde kusburnunun meyve suyu ve recel olarak giinliik hayatta
siklikla tiiketildigi bilinmektedir. Kozmetik alaninda yapilan g¢aligmalarda kusburnudan
saglanan yagin cilt ilizerinde yara izlerini azalttig1 ve pigmentasyonu Onleyerek hiicre
yenileyici Ozelliklere sahip oldugu kamitlanmistir. Rosa tiirlerinin yiliksek C vitamini
icerigine sahip olan yaprak ve meyvelerinin birgok hastalik icin antioksidan, anti-

mikrobiyal, diliretik, anti-mutajenik ve anti-diabetik etkilere sahip oldugu bildirilmistir [6].

Rosa bitki tiirlerinin yiliksek C vitamini igerigine ek olarak oksidatif strese karsi da etkili
oldugu belirlenmistir [5,6]. Oksidatif stres, antioksidanlar ile serbest radikal arasindaki
dengenin radikaller tarafina kaymasi ile ortaya ¢ikan durumdur. Serbest radikaller; lipit,
enzim, protein, niikleotid koenzimler, DNA ve RNA gibi biyolojik materyale zarar verebilir
[7]. Bu tahrip edici etkiden otiirii radikaller viicut igerisinde inme, katarkt, diyabet,
yaslanma, kalp damar hastaliklari, sinir sistemi rahatsizliklar1 ve bagisiklik sisteminde

zayiflamaya paralel olarak hiicre 6liimlerine sebep olmaktadir [8].

R. canina tiirlerinin mineral, flavonoidler ve vitamin bakimindan oldukg¢a zengin oldugu
belirlenmistir [9]. Antioksidan igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle yiiksek reaktif oksijen
tirleri (ROT) seviyeleri lizerinde hiicrelerde NF-kB (Niikleer faktor-kB) yolu, hiicresel
adezyon molekiilleri, interlokinlerin (IL) transkripsiyonu ile ilgili sinyal yolaklar1 {izerinde
etkilidir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda R. rugosa, R.canina, ve R. levigata tiirlerinin
kusburnu icerigi ile hazirlanan ekstrelerin ve fraksiyonlarin NF-kB sinyal yolaginin bazi
basamaklar1 {lizerinde inhibe edici 6zelligi ve inflamasyonu azaltici etkisi oldugu rapor

edilmistir [10].

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormonun yoklugu veya yetersizligi sonucu meydana gelen
yag, protein ve karbonhidrat metabolizmasina etki ederek bozukluklara neden olan, kronik
hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik ve endokrin bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir. DM akut komplikasyonlarin (asidoz, ketoasidoz) yaninda uzun dénemde

retinal, noropatik, vaskiiler bozukluklara neden olan bir hastalik olarak 6n plana ¢ikar [11].

DM, Diinya ve Tiirkiye’de hizli bir sekilde artarak dnemli bir halk sagligi sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2018 yil1 verilerine gore diinyada 175
milyon diyabetik kisi varken bu rakamin 2025 yilinda 300 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir. Tirkiye diyabet epidemiyolojisi ¢aligmasi-I (TURDEP-1)’e gore iilkemizde



%?7,2 olarak belirlenen hastalik prevalansi, TURDEP-2 ¢alismasi ile 12 yil igerisinde %90
oraninda artarak 2010 yilinda %13,7 olarak belirlenmistir. IDF 2021 verilerine gore ise 6,7
milyon kisi diyabet ve komplikasyonlarina bagli olarak yagamini yitirmektedir. 2021 yili
itibariyle 537 milyon eriskin yasta diyabet hastasinin oldugu ve bunlarin %80’inin diisiik

ve orta gelirli lilkelerde yasadig1 bildirilmistir [12,13].

DM, etiyolojik ve patolojik mekanizmalara gore dort farkli grupta ele alinmaktadir. Bu
gruplar; tip | diyabet, tip Il diyabet, gestasyonel (gebelikte) diyabet ve diger spesifik tiirler
(B —hiicresinin genetik bozukluklari, insiilin etkisiyle gelisen genetik bozukluklar,
endokrinopatiler, ekzokrin pankreas hastaliklari, ila¢ veya kimyasal kaynakli diyabet,
enfeksiyonlar, immiin aracili diyabetin nadir ¢esitleri) olarak adlandirilir. Tip I diyabet
genellikle otoimmiin mekanizmalarla gelisen pankreas adacik hiicrelerinden B hiicre hasari
ile meydana gelmektedir. Tip II diyabet, insiilin direncine bagli olarak insiilin salinimi

eksikligidir [14].

Diyabet ile serbest radikallerin liretiminin artmasina bagli olarak oksidatif stres diizeyinin
arttig1 belirtilmistir. Giincel arastirmalar metabolik sendrom, pankreatit, ve tip |1 diyabet gibi
klinik olaylarin gelismesinde oksidatif stresin 6nemli oldugunu gostermektedir. Hem klinik
hem de deneysel ¢alismalar oksidatif stres artisinin diyabetin her iki tliriiniin patogenezinde
rol oynadig1 belirlenmistir. Oksidatif stres sonucunda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri
tip I DM’de; instilin direnci, glukoz toleransinin bozuklugu ve B-hiicrelerinin iglev kaybinin

temelinde yatan neden olarak gosterilmektedir [15].

Hastaliklara karsi alternatif olarak uygulanan bitkisel kaynakli tedavi ¢ogu toplumlarda
diyabet hastalari tarafindan da tercih edilmektedir [16,17]. Diinya Saglik Orgiitii’niin diyabet
konusundaki Onerisiyle beraber sifali bitkilerden hipoglisemik ajanlarin arastirilmasi

olduk¢a 6nemli bir hal almistir [18].

Diyabetin sebep oldugu komplikasyonlarin tedavisi ve incelenmesi yaklagimlarinin
olugmasinda deneysel diyabet modelleri faydali olmustur. Giiniimiizde deneysel diyabet
hayvan modeli olusturmak amaciyla ¢esitli ajanlar kullanilmaktadir. Yaygin kullanimda
olan ajanlar; alloksan (ALX) veya streptozotosin (STZ) dir. Her iki ajan da B hiicreleri

izerinde toksisite etkisi ile diyabet olustururlar [16].



R. canina meyveleri ve yapraklari ile hazirlanan ekstrelerin streptozotosin (STZ) ile
indiiklenen ve diyabetik model olustarubicanlarda kan sekeri diizeyini 6nemli miktarda
(%50-62) diistirdiigii bua bagli olarak hipoglisemik etki gosterdigi bildirilmistir [19]. Rosa
tiirlerinin tip 2 diyabetin gerilemesine yardimci bazi enzimleri aktive ettigi veya aktivitesini
arttirdii ve bitkilerin diyabet tedavisinde etkili oldugwildirilmistir. Giiniimiizde
teknolojinin de gelismesi ile hastaliklar iizerinde en etkili tedavi yonteminin genler ile

olabilecegi de belirtilmektedir [9].

Belirli bir hastaliktan sorumiolan genlerin saptanmasina iliskin en ¢ok kullailan
yaklagimlar, DNA markir yapilarmin ilgili hastalik ile iligkisini test eden baglanti
caligmalaridir. Butiir caligmalar basit hastalik genetiginin anlagimasinda kilavuolmustur
Hastalik ile ilgili genlerin belirlenmesi hedefe yonelik ilag iiretilmesi erken genetik taniya

imkan aglamaktadir [20,2 1].

Hastaliklarin detayli olarak ele alinmasi gen diizeyinde spesifik analizler (Ger¢ek Zamanlt
Kantitatif PCR (Real Time-qgPCR), DNA Mikro dizilemeleri, Hibridizasyon temelli
teknikler) ile gergeklestirilmistir. RT-qPCR (kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonuen ifadesinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilatbir yontemdir. Byontem
ile floresan boyalarin molekiiler bazli ¢alismalarda kullanilmasigen ifadesi ¢aligmalarinin
biiylik bir hiz kazanmasimi saglamistir. Diyabet {izerinde tiimor nekroz faktdr alfa geni

(TNF-a) ile interlokin 1-beta (IL-1p) genleri iligskilendirilmistir [22,14].

TNF-a geni, dogal bagisiklik mekanizmasinda 6nemli rol oynayan inflamasyonda etkili olan
ve multifonksiyonel bir sitokin olarak tanimlanmistir [23]. IL-/4 geni inflamasyon ve

bagisiklikta anahtar role sahip olan dogal bagisiklik yaniti ile iliskilendirilmistir [24].

Yapilan butez galismasinda, R. canina suve metanol kok ekstrelerinin; DPPH, demir
selatlama aktvitesi, fenolik madde tayini olmak {izere antioksidan aktiviteleri ile DNA
baglanma ve DNA’da kiriklara sebep olma durdarmi ve DNA koruyuetkisini
belirlemek amaglanmistir. Ayria, streptozosin (STZ) kuHnilarak Tip I diyabet olugtdn

ratlara farkli dozlarda hazirlanan (250 mg/kg, 50 0 mg/kg) R. canina kok ekstreleri gruplara
verilerek hastalik iizerinde tedavi edici etkisinin olup olmadiginin tespit edilmesi
amaglanmistir. Tedavi edici etki, diyabet ile iliskilendirilen (TNF-a) ve (IL-1p) genlerinin

ifade diizeyleri kontrol gen olan Beta-aktin (B-aktin) gen ifadesine bakilarak belirlenecektir.



Caligmada artmig veya azalmis olan gen ifadesi ile tedavi sonuglart iligkilendirilerek, diyabet

hastalig1 lizerinde bitki kok ekstresinin etkisi degerlendirilecektir.

Yapilan tez galismasi ile R. canina kok ekstrelerinin deney hayvanlari {izerinde uygulamasi
ve bu sayede hastaliga iliskin yeni tedavi yontemlerinin yaklagimina zemin olusturulmasi
hedeflenmektedir. Ekstreler iizerinde yapilan birgok c¢aligma ile birbirini destekleyen
sonuglarin elde edilmesi cagimizin hastaliklar1 arasinda yerini alan diyabet iizerinde bitkisel

tedavi basarisinin yiikseltilmesi hedeflenmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Tarih Icerisinde Kullanim

Tarihte bitkilerin ilk kayitlar1 M.O. 5000’lere kadar uzanan Mezapotamya uygarliginda
tedavi amacli kullanildig1 bilinmektedir [25]. Tedavi amaciyla kullanilanlar tibbi bitkiler,
kokulu olanlar ise aromatik bitkiler olarak isimlendirilmektedir. Aromatik ve tibbi bitkiler,
hastaliklar1 iyilestirici 6zelligi ile ila¢ olarak geleneksel ve modern tipta kullanilan 6nemli

bilesikleri biinyesinde barindirmaktadir [26].

Bitkilerin tibbi alanda kullanimina ait iilkemizde en eski kanit Hakkari sinirlarinin 40 km
gilineyinde yer alan Shanidar Magarasi’nda yapilan kazilar sonucunda 50 000 y1l 6ncesinde
yasayan ilk Neanderthal insanin mezarinda bulunmustur. Mezar ¢evresinde olan ¢icek
demetleri ve parcalari ile yapilan analizler sonucunda bulunan bitkilerin bolgede tibbi bitki
olarak varliklarini siirdiirdiigli belirlenmistir. Siimer ve Asur tabletlerinde yer alan tibbi
bitkilerin, M.O 3000°li yillara dayandig1 ve giiniimiizde kullanilan tibbi bitkilere benzer
oldugu kaydedilmistir. M.O 1500’lii yillara ait Hitit tabletlerinde de tibbi bitkilerden
bahsedilmektedir [27].

Hindistanli yazar Rig Veda’nin M.O 2500°lii yillar icerisinde yaklasik 1000’e yakin sifali
bitki iceren bir eser kaleme aldig1 bilinmektedir. Eski Misir uygarlig tibbina 6zgii bilgilerin
yazildig1 ifade edilmistir. Eski Misir uygarligi igcerisinde Ebers papiriisiine ait yaklasik 800
cesit tibbi bitkiden bahsedilmistir. Bahsedilen bitkilerden bazilari; ardi¢, tar¢in, incir,
adasogani, sogan, keten, safran, sarimsak ve iiziim olarak belirtilmistir [28]. Bu bitkilerin
ayinler ve mumyalama isleminde kullanirmindan bahsedilmekte ve kiiflii ekmegin acik
yaralarin iizerine konulmasi gerektigi belirtilmistir. Bu uygulamanin dogrulugu yaklasik
2500 y1l sonra 1928°de Sir Alexandar Fleming tarafindan tesadiif eseri kiif olugsmus ekmegin

etkili bir antibiyotik oldugunun bulunmasi ile kanitlanmistir [29].

Firavunlarin mezari olarak bilinen piramitlerin yapiminda g¢alismis olan is¢ilerin mikrobiyal
etkenli hastaliklardan korunabilmek i¢in sogan, sarimsak tiikettigi bilinmektedir [30]. Gegmise

151k tutan Hipokrat yaklasik olarak 400 bitkisel kaynakli ilagtan bahsetmistir [28].
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Biruni ve Ibn-i Sina bu dénemlerde yasamis olan iinlii bilim adamlaridir. 100°den fazla kitap
yazmig olan Biruni 973 yilinda Tiirkmenistan’da dogmustur. Kitaplarindan biri olan ‘Al-
Saydalafi al-Tip’ eserinde yaklasik 200 bitkisel temelli ila¢ ismi yer almistir. 980 yilinda
Buhara’da diinyaya gelen Ibn-i Sina yaklasik 100’e yakin eser yazmustir. ‘Tip Kanunu’
isimli eserinde 800’e yakin bitki ve hayvan kaynakli ilagtan bahsetmis, ilaclarin kullanim
asamalarini ve hazirlanmasini da aciklamistir. Bu eser Avrupa’da tip okullarinda 17. ylizyila

kadar referans kitab1 olarak tanitilmistir [30].

Uygur halki hastaliklarla miicadelede oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir. Uygur tibbi, teshis-
tedavi yontemlerini barindiran bir hazine olarak bilinmistir. Bu tibbin kékeninde 1000’den
fazla bitki ve bu bitkilerin ig¢erisinden 450 tanesinin yaygin olarak kullanildig: bilgisi yer
almistir. Ozellikle vanilya, giil, aspir, hindiba, kakule, lavanta ve karanfil gibi aromatik
bitkileri kullanmakta usta olduklar1 ifade edilmistir. Aromatik bitkiler 6zellikle baharat,
kozmetik, giive kovucu ve hava temizleyici olarak kullanilmistir. Bu bitkiler eski

zamanlardan beri Uygur halki tarafindan giinliik yasantilarinda yer almistir [1].

Tesekkiillii saglik tesisleri Selguklu Devleti Dénemi igerisinde kurulmustur. Bu tesisler
arasinda Kayseri’de kurulan Gevher Nesibe Sultan Sifaiyesi 6n plana ¢ikmistir. Kurulan
seyyar hastane Selcuklu Devleti’nin saglik sistemine verdigi onemin gostergesi olarak ifade
edilmistir. Hekimlik alanindaki geligsmeler ise Osmanli Devleti Donemi’nde kaydedilmistir.
Aksemseddin, Fatih Sultan Mehmet’in 6gretmenligini yapmasinin yan sira tibbi bitkilerle
ilgilenip hekimlik yapmustir. Istanbul’un fethi sonras1 Fatih Sultan Mehmet kiilliyesinde ilk
olarak dariissifa binasi insa edilmis, buna paralel olarak kurulan tip medreseleri Kanuni

Sultan Siileyman yonetiminde gelistirilmistir [30].

T1bbi bitkiler ve kaynagi bitki olan etken maddeler {izerine arastirmalar bilimin ilerlemesi
ile hiz kazanmistir. Eczact olan Wilhelm Sertiirner bu alanda ilk kesfi 1805 yilinda
gerceklestirmistir. Sertlirner afyon bitkisinden morfini saflagtirmistir. Bu gelismeler 1s181inda
hastaliklarin tedavisinde kullanilmak {izere kodein, digitoksin, kinin, striknin gibi etken
maddeler kesfedilmistir. Bu gelisme ile tedavi yonteminde yeni bir kapi agilmistir. Bu
maddelerin daha sonra sentezi yapilmistir. Maddelerin fizyolojik etkileri ile kimyasal yap1
arasinda bir koprii oldugunun anlasilmasi sonucunda etkileri benzer olabilecek yeni
maddelerin sentezlenmesi yolu agilmistir. Bu silirecin sonunda giiniimiize kadar ilag

endiistrisi tlizerinde ¢alismalarda biiyiik bir yol kat edilmistir [27]. Geleneksel tip piyasasi



son 30 yil igerisinde diinya capinda, tibbi bitkilerin de etkisi ile hizli bir sekilde gelisim
gostermistir. Tibbi bitkilere duyulan ihtiyacin artmasina paralel olarak ihracatin da hizli bir
sekilde artmasi diinya genelinde bu tiir bitkilere ilginin arttiginin bir kaniti olarak
gosterilmistir. Ulkemizde ise birgok bitkinin, cay olarak tiiketimi ve krem yapiminda

kullanimi1 nedeniyle bitkilere hizli bir sekilde artmistir [31].

Calismalar 1s181nda iilkemiz i¢erisinde kullanilan tibbi bitki siniflandirilmasi Cizelge 2.1°de
verilmistir [32]. Cizelgeye gore siklikla kullanilan tibbi bitkiler nane, 6kseotu, 1sirgan otu,
anason, biberiye, adagay1, kekik, tar¢in ve kusburnu vb. gibi bitkilerin oldugu ve bu bitkilerin
hazimsizlik, bobrek hastaligi, soguk alginligi, seker hastalig1 (diyabet) ve stres gibi birgcok
hastalik durumunda kullanildig1 bilinmektedir. Diinyada ve Tiirkiye’de siklikla yetistirilen
ve kullanilan aromatik ve tibbi bitkilere 6rnek olarak; Lavandula spp. (Lavanta), Rosa spp.
(Giil), Rosmarinus officinalis L. (=Salvia rosmarinus) (Biberiye), Salvia officinalis L.
(Adagay1), Mentha piperita L. (Nane), Humulus lupulus L. (Serbetgiotu), Chlorophytum
borivilianum Santapau & Fernandez (Musli), Papaver somniferum L. (Hashas), Asparagus
spp. (Kuskonmaz), Coleus forskohlii (Yaprak giizeli ¢igegi), Rauvolfia serpentina L. (Yilan
kokii) sayilabilir.

Cizelge 2.1. Ulkemizde hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi bitkiler [32]

Kullanilan bitkiler Hastaliklar
Ayrikotu, atkuyrugu, altin otu Bobrek hastaliklari
Anason, zencefil, kakule, papatya, rezene Hazimsizlik
Okseotu, alig Kalp rahatsizliklar

Isirgan otu, 6kseotu, kirmizi biber

Kanserden koruma

Enginar, hindiba, zerdecal

Karaciger rahatsizliklari

Adagayi, targin, papatya, anason

Menopoz

Zerdegal, yesil gay, 1sirgan otu

Prostat biiyiimesi

Anason, biberiye, melisa, papatya, karanfil, kekik

Romatizma agrilar

Civanpergemi, altin otu, zerdegal

Safra kesesi rahatsizliklar:

Lavanta, melisa, papatya, anason, kantaron

Stres, depresyon ve kaygi

Kakule, yesil ¢ay, zencefil, biberiye, adacay1

Unutkanlik

Melisa, papatya, rezene, serbetciotu, anason Uyku bozuklugu
Kekik, kugburnu, zencefil, adagayi, biberiye Yorgunluk
Kusburnu, yesil ¢ay, zencefil, iiziim ¢ekirdegi Kolestreol yiiksekligi
Mersin, mahlep, tar¢in Glukoz yiiksekligi

Bitki ¢esitliligi bakimindan zengin bir floraya sahip oldugu bilinen Tiirkiye’nin fitocografik

konumu, Giiney Asya ile Giiney Avrupa floralar1 arasinda koprii gorevi gormesi, birgok
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cinsin farklilasma merkezinin Tiirkiye olmasi nedeniyle ekolojik farklilagsmada 6n plana
ciktig1 ve endemik tiir sayisi agisindan degerli topraklara sahip oldugu goze carpmaktadir
[33]. Ulkemiz 12 000 bitki taksonu ile flora cesitliligi acisindan dikkat cekmektedir [34].
Gecmisten gilinlimiize kadar uzanan yolculukta tibbi bitkilere verilen onem gittikce
artmaktadir. Ulkemizin zengin florasi birgok aromatik ve tibbi bitki barindirmaktadir. Bu
aromatik ve tibbi bitkiler hem dogal besin kaynagi olarak hem de ilag olarak tiiketilmesi ile
genis bir etki alanina sahiptir. Giiniimiizde bir¢ok ilacin modern eczacilik i¢erisinde ve bu
yontemlerin 1s18inda gelistirildigi bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin tibbi
bitkiler iizerine 91 {iilkede yapmis oldugu arastirmalar ve hazirlanan makaleler baz
alindiginda hastaliklarin tedavisinde kullanilan tibbi bitkilerin 20.000 civarinda oldugu ifade
edilmistir [35]. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’niin aromatik ve tibbi bitkilere iliskin diinya
tiretim verilerine gore, Hindistan ve Cin gibi bitki tiirleri bakimindan daha zengin olan
ilkelerin diger tilkelere oranla iiretimde daha Onde oldugu bilinmektedir. FAO’ nun
arastirmalarina gore giiniimiizde tibbi bitkilerin sayis1 50 000’e yaklasmis olup bu rakam

diinya genelinde tiim bitkilerin %18,9’una karsilik gelir [36].

Aromatik ve tibbi bitkilerin ham hali, bitki 6zleri veya aktif bilesikleri olmak iizere cesitli
formlarda kullanilmistir. Tibbi agidan degerli olan bitkilerden bir¢cok yontemle elde edilen
ekstrelerin ve ucucu yaglarin antimikrobiyal agidan etkili oldugu belirtilmistir. Tibbi ve
aromatik bitkiler antimikrobiyal ve antioksidan gibi biyolojik aktiviteye sahip olmalarindan
otlirli birgok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Bu bitkiler aktif bilesenler agisindan
zengin olmasi ile endiistriyel ve tibbi amagl bir¢ok alanda kullanilmistir [37- 40].
Bitkilerden elde edilen yaglarin antiviral, antikanserojenik, spazmolitik (spazm giderici) ve
farmokolojik etkilerinin oldugu belirtilmistir. Gida sektoriinde de kullanimi yaygin olan

bitki bilesenleri i¢eriklerinden otiirii ilag yapiminda kullanilmaktadir [41].

Bitkiler dogal yollar ile sentezledikleri bazi maddeler ile hayatta kalabilme sanslarim
arttirma egilimindedir. Bitkilerde hayati olaylarin diizenlenmesi i¢in gerekli olan lipit,
karbonhidrat ve hormon gibi maddeler birincil metabolit olarak adlandirilir. Bitkiler hayatta
kalma miicadelesinde pek ¢ok abiyotik (su, 151k, radyasyon, sicaklik, nem, atmosfer, asitlik
ve toprak) ve biyotik (iireticiler, tiiketiciler, ayristiricilar) etmen ile karsilasabilmektedir.
Dogalar1 geregi bitkilerin bu etmenlerden kagma ihtimali olmadig icin ikincil metabolit adi
verilen maddeler ile korunmuslardir. Ikincil metabolitler antioksidan savunma sistemlerinde

oldukga etkin rol oynamaktadir [42].
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Giintimiizde bitkilerden elde edilen ve ilag olarak kullanilan ikincil metabolitlerden biri olan
Taksol PaclitaxelTM’in Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan 1967 yilinda porsuk
agacindan elde edildigi, akciger ve gogiis kanseri tedavisinde kullanildig1 bilinmektedir. Bir
glikozit olan salisin, s6giit agaci kabuklarindan elde edilir. Felix Hoffmann tarafindan 1897

yilinda salisin maddesinden asetilsalisilik asit sentezlenmistir.

2.2. Tibbi ve Aromatik Baz1 Bitki Tiirlerinin Hastaliklar Uzerine Etkisi

2.2.1. Lavandula spp. (Lavanta)

Lavandula spp. Lamiaceae familyasinda olup, hastaliklarda sakinlestirici, antidepresan,
yatistirici, antiviral, antifungal, anti bakteriyel, anti-inflamatuvar, analjezik, antispazmodik
ozelliklere sahip olan 150 biyoaktif bilesen icermektedir. Parfiimeri ve farmakoloji alaninda,
ucucu yag eldesinde, gida iiretiminde ve alternatif tipta kullanilan, rengi maviden mora kadar

degisen, ¢ok yillik bir bitkidir [31].

2.2.2. Humulus lupulus L. (Serbetciotu)

Halk arasinda ‘Bira ¢igegi’ veya ‘Maya otu’ olarak bilinen Cannabaceae familyasinda olan
Humulus lupulus bitkisi, tirmanict 6zellige sahip olan ¢ok yillik bir bitkidir. Serbetciotu
olarak da bilinen bu bitki bira yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir. Geng stirgiinleri
sebze olarak degerlendirilirken, bira yapimima ek olarak ekmek ve maya yapiminda da
degerlendirilmektedir. Bunun yan1 sira kozmetik ve ila¢ endiistrisinde etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. Bitkinin ¢icek kozalaklar1 acimsi bir tada sahiptir ve hastaliklara karsi

koruyucu 6zelligi bulunmaktadir [43].

2.2.3. Papaver somniferum L. (Hashas)

Papaveraceae familyasinda yer alan Papaver somniferum, kodein, morfin, tebain, noskapin,
papaverin gibi narkotik analjezik tiirlerinin kaynagi olarak bilinmesi ile diinyada énemli bir

yere sahip olan bitkiler arasinda yer almaktadir [44].

Gida maddesi olarak unlu mamuller ve sekerleme alaninda kullanilmakta olup,

tohumlarindan elde edilen bitkisel yaglardan yararlanilmaktadir. Elde edilen yag,
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sabunlarda, verniklerde, boyalarda ve farmasoétik alanlarda kullanildigi gibi evlerimizin
mutfaklarinda da yer almaktadir. Tek yillik ve otsu yapisi olan haghas, tliysiiz bir yapiya
sahip olmasmin yani sira iizeri mumsu bir tabakayla ortiiliidiir. Olgunlasan hashas rengi
kahverengiye doniik sar1 olarak nitelendirilmektedir. Yapraklarinin tilysiiz ve griden yesile
donen mumsu bir tabakaya sahip oldugu ifade edilmistir. Bitkinin meyvesini igeren kapstil

yapilarinda bir¢ok tohum bulunmaktadir [45].

2.2.4. Rosa spp. (Giil)

Rosa spp., Rosaceae familyasinda olan, Tiirkiye'nin ¢esitli yerlerinde bulunan en ¢ok
Kuzeydogu ve Orta Anadolu’da yetisen, boyu yaklasik 2-3 metreyi bulan, ¢cevre kosullarina
olduk¢a dayanikli, ¢ali seklinde cok yillik bir bitkidir. Kokusu ile aromatik bitkilerde,
diyabet gibi onemli hastaliklara iyi gelmesi ile tibbi bitkilerde yer alan 6nemli bitkiler
arasinda yer almaktadir. Bu bitki aromatik iceriginden dolay1 parfiimeri, kozmetik ve gida

sektoriinde kullanilmaktadir [46].

Yemeklerde baharat olarak ya da giil suyu olarak kullanilan Rosa damascena ’nin regel,
stitlag, dondurma, lokum ve yogurt yapiminda da kullanildig1 bilinmektedir. R. canina olarak
bilinen kusburnu, yabani giil meyvesi yapisina sahiptir. Kusburnu vitamin ve mineral (K, P)
acisindan oldukca zengin bir igerige sahiptir ve pek¢ok bitkiye oranla C vitamini igerigi

yiiksektir [47].

Bobrekler iizerinde etkisi olan giil idrar soktiirticii 6zelligi ile sinirim sistemi i¢in olumlu
etkiye sahiptir. Meyveleri ilag, yemek ve cay gibi genis kullanim yelpazesine sahiptir. R
canina nin, viicudun soguk alginligima ve enfeksiyona karsi savunmasinda dayaniklilig
arttirict etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Bunun yan1 sira meyveleri pektin, seker, ucucu

yag, organik asit ve tanen bakimindan oldukc¢a zengindir [48].

2.2.5. Salvia officinalis (Tibbi Adagay)

Cok yillik bitki yapisina sahip ve Lamiaceae familyasina ait olan Salvia officinalis, peyzaj,

bitkisel boya, kozmetik alanlarinda kullaniminin yan1 sira baharat olarak gida sanayisinde

de yer almaktadir. Gida sektdriinde dogal koruyucu igerigi ile sabun ve parfiimeri
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bilesenlerinin igerisinde kullanilir. Gliglii anti-bakteriyel 6zelligi ile et {iriinlerinin raf

Omriinii uzatmak amaciyla da kullanilmaktadir.

Tibbi olarak bademcik iltihaplarinda, dis eti hastaliklarinda, agiz yaralarinda
kullanilmaktadir. Sindirim sitemi tizerinde diizenleyici etkiye sahip olan adagay1, menopoz
doneminde terlemeyi engelleyici etkiye sahip olmasi ile bu donemde sikintilarin azalmasina
ve diyabetik hastalarda kan sekerinin disiiriilmesine yardimci oldugu bilinmektedir.
Gilinlimiizde ise yaygin olarak antiseptik 6zelligi ile {ist solunum yollar1 hastaliklarinda ve

gaz soktiiriicii olarak sindirim sistemi rahatsizliklarinda kullanilir [28].

2.2.6. Rosmarinus officinalis L. (Biberiye)

Halk arasinda biberiye olarak taninan bitki Lamiaceae familyasina aittir. Akdeniz Bolgesine
ait olan Rosmarinus officinalis igne yapraklar1 olan mavi, mor, pembe veya beyaz renkte
cigekleri olan, kokusu ile aromatik icerige sahip, cok yillik bitkidir. Kokusu ile aromatik
bitkiler grubunda yer alan biberiye, mutfakta karakteristik aromasindan dolay1 tercih
edilmektedir [49]. Bitkiden elde edilen ekstrelerin hizli bozulan gida iiriinlerinin tiiketim

tarihini uzatan dogal antioksidan olarak kullanildig1 bilinmektedir [50].

2.2.7. Asparagus spp. (Kuskonmaz)

Kuskonmaz bitkisinin bes farkli tiirii kanser 6nleyici ilag olarak kullanilir. Bu bitki tiirleri;
Asparagus africanus L., Asparagus racemosus; Asparagus officinalis L. ve Asparagus
densiflorus (Kunth) Jessop.’dur. Asparagus officinalis olarak bilinen ve bitkinin en yaygin
tiirli olan kuskonmaz gida sektoriinde oldukga sik kullanilmaktadir. Asparagus ise tibbi
bitkiler alaninda en yaygin olarak kullanilan tiirdiir. Bitkinin kurutulmus koklerinden elde
edilen bitki ekstresinin, kadinlarda hormon ve ¢esitli iireme sorunlarinda hazimsizlik ve

mide tlseri gibi sindirim sistemi rahatsizliklarinda kullanildigi bilinmektedir [51].

2.2.8. Mentha piperita L. (Bahge nanesi)

Lamiaceae familyasina ait bir bitki tiirii olan nane ve yapraklarinin, sindirim sisteminde

rahatlatici etkiye sahip oldugu ve soguk alginligmma karsi ¢ay halinde kullanildig:

bilinmektedir. Nane 6zii ve mentol kimyasallari; oksiiriik ilaglari, igecek, tiitiin ve krem
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tiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Nane yaginin huzursuz bagirsak sendromunda
kisa siireli tedavi edici potansiyeli nedeni ile 6n g¢aligmalar1 yapilmaktadir. Mentol,
Lactobacillus ve Streptococcus bakterilerini yok etme potansiyeline sahip olmasi ile gargara
seklinde dis bakiminda kullanildig: bilinmektedir [52].

2.2.9. Chlorophytum borivilianum (Musli)

Liliaceae familyasina ait yapraklari mizrak seklinde olan Chlorophytum borivilianum bitkisi
Hindistan yarimadasindaki nemli ormanlarda yetisen bir tiirdiir. Hindistan da bazi bolgeler
icerisinde yapraklar1 sebze olarak, kokleri ise saglik tonigi olarak kullanilmaktadir. Bitkinin
kurutulmus yumrulari, hipertansiyon ve diyabet gibi hastaliklar1 6nlemek adina

kullanilmakta olup Avrupa ve Orta Dogu’ya ihra¢ edilmektedir [53].

2.2.10. Coleus forskohlii (Wild) (Yaprak giizeli cicegi- Kolyoz cicegi)

Lamiaceae familyasina ait ve ¢ok yillik bir bitki tiirii olan Coleus forskonhlii, hiicre biyolojisi
ve farmasoétik preparat aragtirmalari igin faydali bulunan forskolin maddesini tiretmektedir.
Alerjik astim, egzama, sedef hastalig1 ve kardiyovaskiiler bozukluklar ile hipertansiyon gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan forskolinin ayni zamanda hastalik siirecinin

kisalmasina yardime1 oldugu bilinmektedir [54,55].

2.2.11. Rauvolfia serpentina (L.) (Yilan kokii)

Rauvolfia serpentina bitkisi familyasindandir. Yapraklari mizrak veya elips seklinde olup,
rengi soluk yesildir. Bitki, yaklasik olarak 0,5 cm c¢apinda, mor veya siyah renkte yuvarlak
meyveleri olan beyaz veya kiiciik pembe ¢iceklere sahiptir. Hipertansiyon tedavisinde tercih

edilen fitokimyasal reserpinin ana kaynagi olarak bilinmektedir [56].

2.3. Tibbi Bitkilerin Ila¢ Mekanizmasi Uzerine Etkisi

Antik ¢aglarda bitkiler hastaliklarin tedavisi ve insan sagliginin korunmasinda yaygin olarak
kullanilmistir [57]. Giiniimiizde ¢ok sik rastlanilan kronik rahatsizliklar baglica 6lim ve
hastalik nedenleri arasinda yer almaktadir. Cagdas tedavi ile ila¢ kavrami arasinda bir ilaca

duyulan giivenilirlik, etkinlik, etki sekli, miktar ve tedaviye yonelik yanit alinmasi 6nemli
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ozellikler olarak ortaya g¢ikarken, diinya genelinde “bitkisel ilaglar” gittikge artan bir
popiilerlik kazanmaktadir [58].

[lag tedavisi ile bitkisel ilaglarin es zamanli kullaniminin artmasi ilag-bitki etkilesimi riskini
dogurmaktadir. Es zamanli kullanilan ila¢ ve bitkilerin etkilesimi sonucunda, ilaglarin
toksikolojik veya farmakolojik 6zelliklerinde degisime neden olabilmektedir [2,3]. Bitki-
ilag etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, farmakodinamik veya

farmakokinetik etkilesim mekanizmasi sekilde verilmistir (Sekil 2.1) [2,59].

yotransformasyon \
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Sekil 2.1. Bitki-ilag etkilesim mekanizmalarinin potansiyel sonuglari [2]

Bitki-ila¢ etki mekanizma kavrami farmakokinetik agidan, bitkisel bir {irlin ile etkilesim
sonucunda geleneksel ilacin dagilimi, emilimi, atilim1 veya biyotransformasyonu tizerinde
etkin olmasi olarak tamimlanmaktadir [4]. Bitkisel ilaglarin, su ekstrelerinin tanenler,
polifenoller, kalsiyum gibi metal katyonlar araciligiyla kompleks olusturarak emilim
tizerinde inhibe edici etkisi oldukea yiiksektir [2,60]. Bitki-ilag etkilesiminde farmakokinetik
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, kiiltiirlenmis hepatositler, hepatik
mikrozomlar gibi in vitro model kosullarin bitkisel bilesiklerin P-glikoprotein’nin (P-gp)
ekspresyonu ve sitokromlarin (CYP)'ler aktivitesinin bitki-ilag etkilesimine dair bilgiler

ortaya ¢ikmistir [61-63].
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Bitki-ilag etkilesiminin belirlenmesi, ilaglarin tibbi ve farmakolojik 6zellikleri baz alinarak
yapilmaktadir. P-gp veya CYP3A4 i¢in yiiksek afiniteye sahip olan bitkisel ilaglar, P-gp ve
CYP'lerin giiclii indiiksiyonuna veya inhibisyonuna neden olan bilesenler igeriyor ise,
bitkisel etki potansiyelinin yiiksek olmas1 beklenmektedir. Ornegin; Hypericum perforatum
L. ad1 verilen kantaron bitkisi Pgp'yi ve CYP'leri indiikleyebilir veya inhibe edebilir. Bitkinin
enzim indiiksiyon ve inhibisyon o0zelligi iki aktif bilesen iceren hiperforinin
konsantrasyonlarina bagli olarak degisebilecegi ifade edilmistir [64]. Giiglii bir Pgp ve
CYP3A4 indiikleyicisi ve bitkinin aktif bileseni olan hiperforin oral biyoyararlanimi
disiirdiigii ifade edilmistir. Buna ek olarak bitki ila¢ mekanizmasinda farmakokinetige bir
ornek olarak Citrus paradisi olarak bilinen greyfurt ile etkilesim gosteren HMG-CoA
rediiktaz inhibitér yapilari, immiin baskilayicilar ve kalsiyum antagonistleri gibi cesitli
ilaglar ile verilmistir. Giiniimiizde bilinen en etkili mekanizmanin CYP P450'nin inhibisyonu
oldugu bilinmektedir. C.paradisi ekstresi igerisinde yer alan kuarsetin, naringenin,
kaempferol ve naringin gibi flavonoidlerin ila¢ etkilesiminde gorev aldigi ileri stiriilmektedir
[65, 66]. Bulgulara gore, C. paradisi suyunda hepatik hiicre kiiltiirii igerisinde diisiik,
bagirsak sistemi {izerinde biiyiik bir etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu etkilesimde baskin
mekanizmanin, ince bagirsak igerisinde olan sitokrom P450 3A4'iin inhibisyon etkisi oldugu
aci1ga ¢cikmustir. Bu etki ilag presistemik metabolizmada ciddi derece de bir azalmaya sebep
olmaktadir. C.paradisi suyu alimmin, enzimin pargalanmasini kolaylastirmas: ile
transkripsiyon sonrasi olusan aktivite ile CYP3A4 aracilifiyla mRNA aktivitesini
azaltmaktadir. Ek bir mekanizma olarak Pgpand MRP?2 ila¢ akisi i¢in inhibe edici olmustur.
Enterositlerden baglayip ila¢ liimenine dogru ila¢ tasiyan yapilar, ila¢ fraksiyonunun
sistemik biyoyararlanimda ve emiliminde artisa neden olmaktadir [67]. Farmakodinamik
etkilesimde bitki ilac etkilesimi sonucunda benzer veya zit farmakolojik etkenler ortaya
cikmustir. Bitki ilag etkilesiminin antagonistik, sinerjistik ve aditif katki etkileri, bitkilerin
de icerisinde oldugu her tip ilagta goriilmektedir. Antagonist etki veya sinerjik etki genelde
bitkisel bilesenlerin ve ilacin aym ilag iizerinde komplementer veya yarismali etkisinden
kaynaklanmaktadir [4]. Bir ilacin etkisini arttirmak i¢in bitkisel antikoagiilan, antihipertansif
ve sedatiflerin kullanim1 Ornek olarak gosterilir. Bunlara ek olarak bazi kaynaklar
Hypericum perforatum’un antidepresanlar ile birlikte kullanimimin serotonerjik sendroma

neden oldugu belirtilmistir [62].

Ilag ve bitkilerin beraber kullanimi sonucu aydinlatilan mekanizmalarm insan saghg

acisindan hayvanlar lizerinde yapilan c¢aligmalar1 olduk¢a sinirlidir. Enzim ya da enzim
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grubu iizerinden metabolize edilebilen ilag ve bitkilerin beraber kullanimlarina dikkat

edilmesi gerekir [68-75].

2.4. Rosa spp. (Kusburnu)

R. canina, insan saglig1 agisindan olumlu etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla tibbi alanda 6nem
kazanan bitki ve meyve tiirleri arasinda yer alir. Son yillarda iizerinde daha ¢ok arastirma ve

calisma yapilan tiirler arasinda oldugu bilinmektedir.

Bitkinin patolojik durumlardan korunmak i¢in veya bunlarin tedavisinde kullanilmak iizere
tercih edildigi bilinmektedir. Avrupa, Bat1 Asya ve Kuzeybati Afrika’da hizli biiyiiyen ve
tirmanici olan, boyu 1,5-3,5 metre arasinda olan bitki giil tiirleri arasinda yer almaktadir [76].
Ulkemizde yer alan ve Rosaceae (giilgiller) familyasinda olan R. canina halk arasinda
kusburnu olarak bilinmektedir. Tiirkiye’nin bir¢ok bdlgesinde yayilis gosteren bitkinin
Avrupa ile Bat1 Asya kokenli oldugu bilinmektedir. Diinyada yayilim alani fazla olan bu
familya kuzey yarim kiirenin 1liman bolgelerine kadar olan alan igerisinde g¢esitlilik
gostermektedir. Diinya {izerinde 100 cinsi ve 3000 tiirii olan bitki Tiirkiye florasi igerisinde
25 takson 35 cins ve 250 tiir ile temsil edilmektedir. Dogu Karadeniz Bolgesinde 17 adet

takson ve Giimiishane ilinde ise dogal 11 takson yetismektedir. [77].

Ulkemiz sinirlari igerisinde yer alan Amasya, Kastamonu, Giimiishane, Tokat ve Corum gibi
Bat1 ve Orta Karadeniz bolgesi ile Erzurum, Erzincan, Bitlis, Hakkari ve Van gibi Dogu
Anadolu bolgesi icerisinde karasal iklimin hissedildigi illerde yaygin olarak yetismektedir

(Sekil 2.2) [32].

Sekil 2.2. Tiirkiye’de yetisen Rosa tiirlerinin yayiligi [78]
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Ulkemiz floras1 icinde dnemli bir yere sahip Rosaceae familyasi, bircok odunsu ve otsu tiir
ile temsil edilmektedir. Genellikle her dem yesil veya yaprak doken agaglara sahip olan
familya, ¢ali seklinde ¢ok yillik bitkileri igerir. Buna kars1 az sayida olsa da tek yillik olan
otsu bitkileri de igermektedir. Bazi bitkiler de govde dikeni (Crataegus, Prunus) veya yiizey
dikeni (Rubus, Rosa) olmak tizere dikenli bir yapiya sahiptir. Yaprak yapis1 bilesik veya
basit olup, ¢ok sirali, almagh ya da sarmal dizili, nadiren karsilikli sekilde gelmektedir.
Yaprak tabaninda bulunan kulak¢ik yapilar1 yaprak sapi tabani ile birlesmis sekildedir.
Cigekleri aktinomorf, monoik veya hermafrodit olup, epigin veya perigin yapidadir.
Cogunlukla hipantiyum bulunur. 4-5 adet sepal yapisina sahip olan familyanin 4-5 adet
petalleri bulunmaktadir. Karpel yapisinin serbest ve fazla sayida olmasi nedeniyle meyvesi
etli veya folikiil tipinde sulu g¢ekirdekli, nuks, kuru aken formundadir. Genellikle agregat
meyvelidir. Besin maddeleri kotiledon yapisi igerisinde yer alir [73,78]. K5 C5 A 511020 G 1-
5-20) genel ¢igek formiiliine sahiptir. Prunoideae, pomoideae, rosoideae, spiraeoideae olmak
tizere dort alt familyaya sahiptir [79]. Rosaceae familyasina ait alt tiirler; Rosa sempervirens,
Rosa phoenicia, Rosa arvensis, Rosa pisifornis, Rosa beggeriana, Rosa foetida, Rosa
hemisphaerica, Rosa pimpinellifolia, Rosa elymaitica, Rosa gallica, Rosa villosa (alt tiir),
Rosa mollis (alt tiir), Rosa hirtissima, Rosa tomentosa, Rosa jundzilliii, Rosa micrantha,
Rosa agrentis, Rosa pulverulenta, Rosa sicula, Rosa horrida, Rosa iberica, Rosa montana,
Rosa canina, Rosa dumalis, Rosa heckeliana’dir [78]. R. canina bitkisine ait sistematik

basamaklar Cizelge 2.2°te verilmistir.

Cizelge 2.2. R. canina bitki tiirliniin taksonomik basamaklari

Sistematik Siniflandirma

Alem Plantae

Bolim Magnoliophyta
Simf Magnoliopsida
Alt sinif Rosidae
Takim Rosales
Familya Rosaceae

Cins Rosa

Tiir Rosa canina L.

R. canina bitkisinin ¢igeklenme déonemi mayis, haziran ve temmuz olan ilkbaharin son yazin
ilk aylaridir. 30-2500 m rakimlarinda ormanlik alanda ve kayalik yamaglarda 30-2500 m
rakimlarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Cigeklenme déneminden sonra ¢anak yapraklar

dokiilmektedir. Renkleri; koyu pembe, agik pembe ve beyaz olmak iizere degisen tag
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yapraklar1 bulunmaktadir. Meyveleri 1-3 cm biiylikliginde olmaktadir. Kirmizi, koyu
pembe ve sarimsi renklerde meyve yapilart bulunur. Meyveleri sonbahar déneminde
olgunlasir. Meyve oOzellikleri agisindan islenmeye en yatkin olan ve kusburnu tiirleri

icerisinde yaygin kullanimi olan tiirler arasinda yer alir [80].

2.4.1. R. canina ve etnobotanik arastirmalar

Tiirkiye’de Rosa cinsi bitkiler halk tarafindan soguk alginligi, diyabet tedavisi, mide
agrilarinda, dispepsi, diyare, oksiiriik, diliretik ve bronsit durumlarinda kullanilmaktadir. R.
canina yapraklar1 ile hazirlanan ¢ay diyabet tedavisinde tercih edilmektedir. 18. ve 19.
yuzyillar igerisinde kuduz kopegi isiriklarini tedavi etmek amaciyla kullanilmistir. Bu

kullanim sebebi ile bitki halk arasinda kdpek giilii olarak isimlendirilir [81].

Arnavutluk ve Italya’da kusburnu mide agris1, bocek 1siriklari, dksiiriik ve antidepresan ilag
olarak kullanilmistir. Bitki Macaristan’da Palinka yapiminda kullanilirken Danimarka’da
kuru kusburnu tozu olarak kullanilmaktadir. Isve¢’te kusburnu ticari corbalarm
tiretilmesinde kullanilmistir Cin’de iltihaplanma, romatoid artrit, soguk alginligi ve kronik
agr1 gibi rahatsizliklarin tedavisine piyasaya siiriilmiistiir. C vitamini iceriginin zengin
olmasi sebebi ile gut, atesli hastaliklar, {iriner sistem, romatizma ve bobrek rahatsizliklarinda

kullanilabilecegi belirtilmistir [5].

Bitkiler icerisinde bulunan maddeler antioksidan, antimutajen, antimikrobiyal ve
antidepresan etkiye sahiptir. Bu nedenle, sebze ve meyveyi diizenli tiikketen kisilerin kalp
hastaliklarina ve kansere yakalanma riskinin azaldig: belirtilmektedir. Rosa tiirleri arasinda
en ¢ok arastirilan ve g¢alismalarda kullanilan R. canina tiiriidiir. Bu tiiriin meyveleri ¢esitli
amaglarla naturopatik olarak ve gida alaninda kullanilmistir. C vitamini disinda igerisinde
A, B, P, K vitaminleri niasin, riboflavin ve pektin ve az oranda vanilin amino asitlerinin

bulundugu ¢alismalarda yer almistir [82,83].

Kusburnu bitkisinin enfeksiyona karsi viicudun bagisiklik sistemini giiclendirici etkisi ile
soguk alginhigina iyi geldigi bilinmektedir. Yapraklar, meyveler ve kokler su iginde
kaynatilip idrar soktiiriicii ilag seklinde kullanilir [82,83]. Bitkinin meyveleri igerisinde

tahris edici bir tabaka bulunmasi ile taze formu yerine islenmis veya halk tarafindan islenen
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hali tiikketilir. Kusburnu meyveleri ¢cogunlukla regel, jole, ¢ay ve probiyotik iceceklerde veya
yogurt seklinde kullanilir. Cilt temizleme ve bakiminda, gozleri rahatlatmada ve akne
tedavisinde kullanildig1 kaydedilmistir. Bitki {lizerinde yogun ve kapsamli bilimsel
arastirmalar yapilmasi sonucunda 6nemli bir vitamin, mineral, besin kaynag1 ve fitokimyasal

maddelerce zengin icerige sahip oldugu belirtilmistir [84].

2.4.2. R. canina ve fitokimyasal ¢calismalar

Gidalarda bulunan antioksidan igerikli fenolik bilesiklerin, viicudun mikroplara karsi
korunmasinda, oksidadif stres olusumunun engellenmesinde, yiyeceklere tat verme seklinde
birgok farkli islevi bulunmaktadir. R. canina bitki meyvelerinin tibbi degeri, fenolik madde
icerigi ile degerlendirilebilecegi ve fenolik yapilarmin anti-karsinojenik, antioksidan etkileri
ve gen ifadesinin degismesine sebep olma gibi kapsamli bir biyokimyasal etkinlik yelpazesi

icerigine sahiptir [85-90].

Yapilan ¢alismalarda kusburnu bitkisinin fenolik madde igeriginin olduk¢a zengin oldugu
ifade edilmistir (Sekil 2.3). Bitkinin icerdigi fenolik maddelerin kamferol, hidroksisinnamik
asit, katesin ve kuersetin oldugu belirtilmistir [86-92].

0.__OH wo o
jt} _L
L HO—L ;—{ S—oH
HO™ T o \,_D o
OoH
Gallilc Asit Elﬂﬁk Asit

o, AOH

o ASIH
2, 2
i |
o I;4 -

HalG™ ™ "0GH: OHy

OH HO
Sirinjilc Asit Wanililc asit
oH
o OH L _an
T P
B g e
[ 1 'Lr_u: u"-“’r'ir"]\m
OH O
Kategﬂn Kersetin
__aH o
I om
H/x,_ MG a—«.r,_/l‘-
“C E],,W O
an o
Kemferol MNirisetin
‘,.--.T.ona
R P
oy ey
e (=1}
Rutin

Sekil 2.3. R. canina bitki tiirlerinde bulunan fenolik bilesikler [9]
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Suda ¢6ziinebilen antioksidanlar iceren Rosa tiirleri oldugu gibi tokoferoller ve karotenoidler
gibi yagda ¢ozilinebilen antioksidanlar bulunduran tiirler de mevcuttur (Sekil 2.4). Bu yapilar
icerisinde miktar olarak en ¢ok gozleneni likopen ve B-karoten daha sonra zeaksantin,
rubiksantin, B-kriptoksantin ve luteindir. R. canina tiirleri icerisinde yer alan kusburnu

bitkisinin meyvelerinde yliksek oranda glikolipitlerin oldugu belirlenmistir (Sekil 2.5) [9].
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Sekil 2.4. Rosa tiirlerinin iceriginde olan lipofilik antioksidanlar [9]
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Sekil 2.5. Rosa tiirlerinde yer alan monogalaktozildiasilgliserol [9]
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R. canina olarak bilinen kusburnu ekstresi igerisinde en gii¢lii ve en fazla bulunan
triterpenoit tiirii pentasiklik triterpenlerdir. Ornegin; oleanolik asit ve ursolik asit, R.

laevigata, R. multiflora ve R. canina’dan izole edilmistir [93].

Fitosterol olarak bilinen steroid alkol grubu anti-inflamatuar ve antioksidatif etkileri igeren
bitki kaynakli yapilardir. R. canina tiirleri icerisinde yiiksek miktarda bulunan fitosteroller
arasinda yer alan sitosterol; R. multiflora, R. laevigata, R. canina, R. Davurica’dan elde
edilmektedir [94, 95].

2.5. Serbest Radikaller ile Antioksidan Aktivite Iliskisi

2.5.1. Serbest radikaller

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler dis orbitalinde bir ya da birden fazla eslenmemis
elektron bulunduran kimyasal bir yapidir. Kararsiz halde bulunan bu yapilar aktivasyon
enerjilerinin yiliksek olmasi ile gevrelerinde bulunan molekiillere saldirma egilimindedir.
Negatif, pozitif ya da yiiksliz olabilirler. Serbest radikallerin igerigi lipit, enzim, protein,

koenzimler, DNA ve RNA gibi biyolojik materyale zarar gorme potansiyelini arttirmaktadir

[71.

Bu tahrip edici etkiden 6tiirii radikaller viicut i¢erisinde inme, katarakt, diyabet, yaslanma,
kalp damar hastaliklari, sinir sistemi rahatsizliklar1 ve bagisiklik sisteminde zayiflamaya
paralel olarak hiicre 6liimlerine neden olur. Serbest radikaller viicut igerisinde antioksidanlar
ile denge icerisinde bulunur. Hiicreler az da olsa oksidatif stresi tolere edebilme kabiliyetini
gosterseler bile genellikle antioksidan enzim sistemini aktive etmektedir. Serbest
radikallerin hiicre icerisinde artis1 ile oksidatif stres meydana gelir. Serbest radikallerin artisi
bircok nedene baghdir. Bunlar; ¢evresel etmenler, ilaglar, metal iyonlari, radyasyon, asir1
egzersiz ve inflamasyondur. Hiicrede artig gosteren radikaller; membran lipidleri, protein,
niikleik asit ve karbohidratlar1 hedef alir. Hiicreleri yikima ugratma 6zelligine sahip olan
serbest radikaller kanser, yaslanma, diyabet, artrit ve kalp hastaliklarina neden olmaktadir

[96].
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NEDENLER HEDEFLER SONUCLAR

Cevresel Membran lipidleri Kanser

Maclar Proteinler Diabet
Metaliyonlan Serbest Niikleik asitler Artrs

. Radikaller At

adyasyon Karbonhidratlar Yashnma
Agn egzersiz
Kalp hastabklan

Inflamasyon

Sekil 2.6. Oksidatif stresin sebep ve sonuglari [96]

Hiicre i¢i savunma mekanizmasi yeterli olmadig1r durumlarda reaktif oksijen tiirevleri ile
antioksidanlar arasindaki diizen bozulur bunun sonucunda hasara karst duyarli olan
karbonhidratlar, lipitler, DNA ve protein gibi hiicresel makromolekiil elemanlar1 zarar
gormektedir. Baz1 serbest radikal ve oksidanlar Cizelge 2.3’te gdsterilmistir. Oksidanlara

kars1 viicut igerisinde olusan antioksidan mekanizmalar1 Cizelge 2.4’de gosterilmistir [97].

Cizelge 2.3. Serbest radikaller ve oksidanlar

Serbest Radikaller Oksidanlar
Siiperoksit anyon radikali Singlet oksijen
Hidroksil radikali Hidrojen peroksit
Hidroperoksil redikali Ozon

Peroksil radikali Hipoklorit

Lipit radikali Azotlu asit
Nitrozil katyon Nitro oksit

Nitrik oksit Peroxynitrous asit

Serbest radikaller hiicresel islev ve normal solunum sirasinda da ortaya ¢ikabilir. Normal
fizyolojik durumlarda, solunum sirasinda %?2 olarak tiiketilen oksijen viicut tarafindan

negatif yiik igeren bir serbest radikal sliperoksit anyonuna dontismektedir [98].

Cizelge 2.4. Oksidan kaynaklarina kars1 baz1 antioksidan savunma sistemleri [97]

Oksidan Antioksidan Savunma
Sigara dumant Stiperoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz

Cevre kirleticiler Glutatyon peroksidaz
Radyasyon Ubikinon

Iskemi E vitamini
Karsinojenler C vitamini
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Kararsiz yapida olan serbest radikallerin kdkeni oksijen (Reaktif Oksijen Tiirleri: ROT),
kiikiirt (Reaktif Kiikiirt Tiirleri: RST) ve azot (Reaktif Azot Tiirleri: RNT) kaynakli olarak
ifade edilmistir. ROT ve RNT tiirevlerine 6rnek olarak hidroksil, alkoksil, stiperoksit, lipit
peroksil, azot dioksit ve nitrik oksit molekiilleri verilebilir. Azotsuz radikal ve oksijen
yapilarindan tiireyen hipoklordz asit, hidrojen peroksit ve peroksinitrit gibi radikal olmayan
reaktif tiirlerde bulunmaktadir. ROT ve RNT yapilarinin fizyolojik ve patolojik durumlarda
insan ve hayvan hiicrelerinde meydana geldigi belirtilmistir. ROT nedenli oksidasyon
hiicresel boyutta hasara neden olmustur. Olusabilecek bu hasar nérodejeneratif, kanser ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklarla iligskilendirilmistir. Bahsedilen radikal tiirevler ve radikal

olmayan tiirevler Cizelge 2.5’ de gdsterilmistir [99].

Cizelge 2.5. Bazi serbest radikal ve radikal olmayan reaktif tiirleri [99]

RADIKAL TURLER RADIKAL OLMAYAN TURLER
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) Radikal Olmayan Oksijen Tiirleri
Hidroksil (OH) Hidrojen peroksit (H202)
Peroksil (ROO") Singlet oksijen (*02)
Siiperoksit (Oy) Ozon (03)
Alloksil (ROY) Hipokloroz asit (HOCI)
Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT) Radikal Olmayan Nitrojen Tiirleri
Nitrik oksit (NO") Nitrik asit (HNO2)
Nitrojen dioksit (NO2) Peroksinitrit (ONOO")

Nitrozil anyonu (NO")

Nitrozil katyonu (NO*)

Nitril klorid (NO,CI)

Dinitrojen tetroksid (N2O4)

Birgok hiicrede nitrik oksit sentezi L-argininden yapilir. Siiperoksit ve nitrik oksit dnemli
reaktif tiirler arasinda yer almaktadir. Hem nitrik oksit hem de siiper oksit reaktifler hiicresel
diizeyde reaksiyona girebilmektedir. Bunun sonucunda reaktif azot tiirleri, reaktif oksijen
tiirleri, reaktif siilfiir tiirleri ortaya ¢ikar. Nitrik oksit, demir gibi gecis metallerinin iyonlar
ile baglanabildigi reaksiyonlara katilarak ikincil mesaj niteliginde olan guanozin monofosfat
yapisinin olusumunda rol oynar. Nitrik oksit ve siiperoksitin anyon radikalleri fizyolojik

islevler sirasinda hiicreler tarafindan sentezlenen birincil diizeyde serbest radikaller olarak

ifade edilir [100].

Oksijen metabolizmasi canli hiicrelerde bir¢ok etmenden etkilenir. Radyasyon, kontamine
sular, pestisitler, ¢evre kirleticileri ve tibbi tedavi sekilleri gibi etmenler hiicreler icerisinde
oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumuna neden olur. Hiicrelere zarar verebilen reaktif

oksijen tiirevleri viicut igerisindeki farkli dogal savunma sistemleri ile radikalleri kontrol
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altina almaktadir. Bu sistemler birbiri {izerinde tamamlayic1 etkiye sahiptir. Serbest
radikallerin hiicrede neden oldugu oksidasyonlar1 dnleyebilme yetenegine sahip olan bu
radikalleri tutan ve elektron paylasimi ile radikallerin kararli hale ge¢mesini saglayan
maddelere antioksidan adi verilir. Bu maddeler mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil
antioksidanlar baglig1 altinda ayrilir. Birincil antioksidanlar; ilgili radikaller ile reaksiyona
girerek kararli hale donistiirerek serbest radikal olusumunu Onleyen bilesikler olarak
tanimlanir. Bu antioksidanlara 6rnek olarak; glutatyon peroksidaz (GSHPx), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz gibi enzim yapilar1 gosterilir. ilgili enzimler genel olarak
radikallerin hiicresel molekiillere zarar vermesini Onleyebildigi gibi hiicre igerisinde bir
bolgeden digerine gecisi de oOnlemektedir. ikincil antioksidanlar1 oksijen radikalini
yakalayarak radikal zincir reaksiyon iizerinde kirici etkisi olan E vitamini, biliribin, C

vitamini, polifenoller ve iirik asit gibi bilesikler olusturmaktadir [101,102].

2.5.2. Antioksidanlar

Antioksidan sistem ve ilgili enzimler, yasamsal reaksiyonlarin sonucunda iiretilen serbest
radikallerin makromolekiil yapilar1 lizerinde olusabilecek olumsuz etkileri iyilestirmekten
sorumlu bilesiklerdir. Antioksidanlar hiicresel ortamda bulunan ilgili serbest radikalin
oksijenini kararli hale getirerek oksidasyon reaksiyonlarinin ilerlemesini veya baslamasini
engelleyen bilesikler olarak gorev alir. Antioksidan bilesikler bir¢ok meyve, sebze, kabuk,
kok, sifali bitkiler, bitkilerin tohum yaglari, ham bitki ilaglar1 gibi ¢esitli sekilde bitki

materyalinde bulunmustur.

Saglikli kisilerde, serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasinda denge
mevcuttur. Bu denge, serbest radikal miktarmin artmasi veya antioksidan seviyelerinin
azalmasi ile bozulmaktadir. Bu bozulan denge sonucunda oksidatif stres meydana
gelmektedir. Oksidatif stres (ROT) olusumu veya antioksidanlar tarafindan ortamdan
uzaklastirilamamasi olarak tanimlanir. Oksidatif stres olusmasi sonucu (ROT) hiicre

diizeyinde karsilasabilecegi olumsuz etkileri Sekil 2.7°de gosterilmistir [103- 105].
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Sekil 2.7. Reaktif oksijen tiirlerinin etkileri [105]

Antioksidanlar birgok farkli sekilde etkisini gostermektedir. Antioksidan etki mekanizmalari

4 farkl sekilde karsimiza ¢ikar.

1. Toplayic1 etki; ROT’lar ile etkilesime girerek radikallerin etkilerini azaltmaktadir.
Antioksidanlar toplayici etki ile radikaller tizerinde etkilerini gdsterir.

2. Bastirict etki; ROT’lar ile hidrojen atomu aktarimi yapip etkilesime girerek radikallerin
aktivitelerinde inaktivasyona veya azalmaya yol a¢maktadir. Vitaminlerin radikaller
tizerinde etkisi bastirict etkidir.

3. Zincir kirict etki; ROT’lar1 baglayarak reaksiyon zincirlerini kirmasi ile radikaller
iizerinde inaktivasyona yol agmaktadir. Hemoglobin bu sekilde bir etki gosterir.

4. Onarict etki; ROT’larin hiicrede meydana getirdigi hasarlarin onarilmasi seklinde

tanimlanir [107].

2.5.3. Antioksidanlarin gruplandirilmasi

Antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar seklinde iki farkli baslik altinda incelenir.
Sentetik yapida olan antioksidanlarin bir¢ogu fenolik yapi icerir. Antioksidan aktivite
farkliliklar1 kimyasal yapilar tizerindeki cesitlilikten kaynaklanmaktadir. Antioksidanlarin

siiflandirilmasi Cizelge 2.6’da verilmistir [109].



Cizelge 2.6.Antioksidanlarin siiflandirilmasi [109]
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DOGAL ANTIOKSIDANLAR

SENTETIK
ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Olanlar

Enzimatik Olmayanlar

Glutatyon peroksidaz

Endojen Antioksidanlar

Eksojen Antioksidanlar

Biitillenmis hidroksi

Glutatyon rediiktaz Bilirubin B-Karoten toliien
Katalaz Ferritin C Vitamini Biitillenmis hidroksi
Siiperoksit dismutaz Laktoferrin (Askorbik asit) anisol
Glutatyon- S -transferaz | Urik asit Flavonoidler Propil gallat
Albumin E Vitamini
Glutatyon (Tokoferoller)

Dogal antioksidanlar

Son zamanlarda dogal antioksidanlar olarak karsimiza ¢ikan tibbi bitkiler ve besinler kolay
bulunabilir olmasi, yan etkilerinin olmamasi1 veya daha az olmasi, giivenilir olmas1 gibi
Ozellikleri ile tercih sebebi olmustur. Oksidanlara karsi insan viicudunda olusan enzimatik
antioksidanlar (CAT), (SOD) siirekli iiretilmektedir. Besin ile disaridan alinan gidalarin da
antioksidan icerikleri savunma mekanizmasini giiclendirmektedir. Besinlerin iceriginde
antioksidanlar dogal olarak bulunurlar. Fenolik maddeler, besinlerde yer alan temel
antioksidan bilesikler arasinda yer alir. Yapilan epidemiyolojik calismalar ve klinik
denemeler sebze ve meyve tiikketimi ile bazi1 kronik rahatsizliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve kanser gibi hastaliklarin olusumu arasinda zit bir iliski oldugunu goéstermistir. Sebze ve
meyvelerin igeriginde bulunan fenolik bilesikler, karotenoid, C vitamini ve E vitamini igerigi
ile antioksidan etki gosterir. Oksidatif stres iizerinde etkili olan fenolik bilesikler, birgok
hastaliktan korunmada 6nemli etkiye sahip oldugu bilinen bilesikler olarak ifade edilmistir
[110-112]. Reaktif oksijen tiirlerinin enzimler ile {iretim ve savunma mekanizmalar1 Sekil

2.8’de gosterilmistir [108].
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Sekil 2.8. Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve savunma mekanizmasi [108]

Antioksidan etki Ozelligine sahip bircok madde bulunmaktadir. Antioksidan maddeler
kaynaklarina ve yapilarina gore iki farkli sinifa ayrilir. Kaynaklarina gore endojen ve
ckzojen olarak gruplandirilan antioksidanlar, yapilarina gore enzimatik ve enzimatik

olmayan olarak siniflandirilir.

Enzimatik antioksidanlar

Hiicre icerisinde ¢esitli nedenlerle olusan serbest radikaller birtakim enzimler araciligiyla
engellenir. Bir¢ok enzim serbest radikal olusumunu dolayl: ya da dogrudan olacak sekilde

engellemektedir. Birtakim enzimatik antioksidanlarin ¢alisma sekli asagidaki gibidir:

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Joe McCord ve Irwin Fridovitch tarafindan 1967 yilinda kesfedilen (SOD)’in serbest
radikallerin hiicrede olusturdugu hasarlara karsi antioksidan etkiye sahip olan bir enzim
oldugu ifade edilmistir. Bu antioksidan enzimin yiiksek reaktif etkiye sahip olan siiperoksit
anyonu oksijen ve diisliik reaktif etkisi olan (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
reaksiyonlari ile yikilabilmektedir [113].

Oksijen metabolizmasinin yan firiinii seklinde ortaya ¢ikan siiperoksit, viicut igerisinde

dengede tutulmaz ise bir¢ok hiicre hasarina sebep olur. Biyolojik sistem i¢erisinde siiperoksit
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(O2.-) dismutasyonu ile hidrojen peroksit meydana gelir. Gergeklesen bu reaksiyonda iki
adet stiperoksit molekiiliiniin iki proton almasi ile hidrojen peroksit ve molekiiler diizeyde
oksijeni olusturur. Bu reaksiyon SOD ile katalizlenir [114]. Bu enzim serbest radikal
hasarlarin1 6nleyebildigi gibi hiicrelerin onarilmasi ve yenilenmesinde de gorev alir. SOD;
brokoli, briiksel lahanasi, bugday, arpa ve lahana gibi besinlerde dogal olarak bol miktarda
bulunur. Gehrig hastalig1 olarak bilinen Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) gelisimini inhibe
etmede onem tasir. Inflamatuar hastaliklarin tedavisinde, kornea iilserinde, prostat

sorunlarinda ve yaralanmalarda kullanilir [113].

Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx) 80 kDa agirliginda ve selenyum igerigine sahip tetramerik
yapida olan bir peroksidaz enzimdir. Bu enzim genellikle sitozol igerisinde bulunur. lgili
enzim rediiklenmis glutatyon tripeptidi (GSH) ile ¢esitli hidro-peroksit molekiillerini i¢eren
reaksiyonlarin1 Kkatalizleyerek, peroksit molekiillerinin suya doniismesini saglar. Bu
ozelliginden dolay1r bu enzim, oksidatif hasar igerigine karst memeli hiicre membran
yapisinin biitiinliigiinii ve organelleri korur. Glutatyon mekanizmasi en 6nemli antioksidan

savunma mekanizmasi olarak bilinmektedir [113].

Katalaz (CAT)

Katalaz poriferin icerigine sahip yiiksek molekiil agirligi olan bir enzimdir. Yiiksek
konsantrasyonda hidrojen peroksidi yikabilmektedir. Bu enzim hidrojen peroksidi oksijen
ve suya doniistiirerek radikali etkisiz hale getirir. SOD aktivitesi sonucunda meydana gelen
H20:2 bir radikal oncilisli olmasi nedeniyle oksidatif hasara neden olur. Bu nedenle katalaz,
hidrojen peroksit molekiiliiniin iki elektronunu su ve oksijene doniistiirmesini katalizleyerek

hiicre icerisindeki derisimini azaltir.

Gida endiistrisinde de kullanilan CAT peynir ve siit iiretimi 6ncesinde meydana gelen
hidrojen peroksitin derisimini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in kullanilir. Kullanim
alan1 olarak yaygmhigi nispeten daha az olan kontakt lens bakiminda da kullanimi

saglanmistir. Son donemlerde estetik sektdriinde kullanimi da yayginlagmigtir [113].
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Glutatyon-s-transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar, hidrofilik ve elektrofilik bilesiklerin glutatyon ile etkilesimleri
sonucu, hiicresel makromolekiilleri reaktif olan elektrofillere kars1 koruyan grup igerisinde
Faz-Il detoksifikasyon ailesinin iiyesi olan bir enzimdir. 20.000-25.000 dalton molekiil
agirhigina sahip olan bu enzim her bir biriminde yaklasik 200-240 amino asitten olusan alt
birimlere sahiptir. Enzimin si¢an karacigerinde ilk olarak Boyland ve ark. tarafindan

bulundugu belirtilmistir [115].

Bu enzimler kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substrat yapilarin iizerine glutatyon
tripeptidin niikleofilik reaksiyonunu katalizler. Bunun disinda oksidasyon sonucu olusan
iriinlerin veya disaridan alinan toksik igerikli maddelerin, viicutta bulunan makromolekiiller
ile birlesmesini Onleyerek hiicre biitiinliigiinii korur. Bu nedenle GST enzimleri, hiicre

biitlinliigii i¢in koruyuculuk gorevini iistlenen enzimler arasinda yer almaktadir [115].

Oksidatif stresin sebep oldugu zararli etkenlere kars1 enzimatik savunma sistemleri 6zet

olacak sekilde verilmistir (Sekil 2.9) [116].

I+ it
— SOD Fer
20, 04 —\-J—r OH

2 G8I NADP
2 l_
atalaz CRIT-Red Go-PI
GSSG

1,0+ 0, 1L,O NADPH
H T

Sekil 2.9. Oksidatif strese karsi enzimatik savunma mekanizmalari [116]

Enzimatik yvapida olmayan antioksidanlar

Vitamin C (Askorbik Asit)

C vitamininin kesfinden once bir¢ok denizcinin 6lmesine neden olan iskorbit hastaliginin

narenciye tiilketiminin azligindan yani vitamin eksikliginden kaynaklandigi belirtilmistir. C
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vitamini protein metabolizmasi, L-karnitin biyosentezi, demir emilimi ve kollajen
biyosentezi gibi bir¢ok metabolik yolak icerisinde rol alir [116]. C vitamini veya L-askorbik
asit dogada yaygin olarak bulunmasinin yanisira sentetik olarak da iiretilir. Askorbik asit
hem birincil hem de ikincil antioksidan gorevi gormektedir. Askorbik asit hidrojen atomu
vermesi ile birincil antioksidan 6zelligi gosterir. Serbest radikalleri elektron ilgisi nedeniyle
hidrojen peroksite doniistiirerek dogrudan siiptirme etkisi gosterir. Bitki dokularinda
Ozellikle oksidatif stres sonucu olusabilecek hiicresel hasar1 engeller. Gidalar igerisinde C
vitaminine sahip olan meyve veya sebzeler askorbik asit igerigi ile ikincil yapiya sahip olan
antioksidanlar olarak nitelendirilir. Oksijeni ortamdan uzaklastirarak gida sistemi tizerindeki
yolaklarda indirgeyici aralig1 redoks sistemi tizerine kaydirir. Bir veya iki elektron transferi
ile okside olan askorbik asit, bu 6zelligi ile endiol yapisina sahiptir. Bu 6zellik oksijen i¢in

yiiksek baglanma ilgisi olusturur [118].

Kanser, inme, ateroskleroz gibi rahatsizliklar oksidatif stres kaynaklidir. C vitamini oksidatif
hasar1 Onleyebilme 6zelligi ile hastaliklarin etkisini ve hastaliklara yakalanma riskinin

azalmasinda etkili olmustur [119].

Vitamin E (a-tokoferol)

1922 de Evans ve Bishop tarafindan kesfedilen E vitamini yasamsal olaylar i¢in énem
tasimaktadir. Ilgili vitaminin eksikliginde erken dogan prematiire bebeklerde hemolitik
anemi goriilmektedir. Eksikligine bagl olarak A-betalipoproteinemi, ataksi ve kronik yag

emilimi problemi gibi ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadir [120].

E vitamini 8 farkli forma sahiptir. Bu formlar; B-, y, -a-, ve d-tokoferol ve B-, a, y- ve 6
tokotrienoldur. Bu formlarin hepsi bitkilerden sentezlenir. insan da a-tokoferol formu E
vitamini ihtiyacini karsilamaktadir. Bunun nedeni karacigerin transfer protein olarak sadece
o-tokoferolii tanimasidir. Ilgili vitamin hidroksil grubu icermesiyle indirgeyebilme

ozelligine ve eslenmemis elektronlarla reaksiyona girebilme 6zelligine sahiptir.

Yagda c¢oziinebilen bir vitamin olan E vitamini antioksidan 6zellige sahiptir. Yagda
¢oziinebilmesi ile lipit membranina kolay bir sekilde baglanarak lipit peroksidasyonuna kars1
savunma mekanizmasi olusturmaktadir. Redoks reaksiyonunda C vitamini ile radikal

doniisiim saglayarak a-tokoferolii meydana getirmektedir. E ve C vitamini arasindaki bu
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tamamlayict uyum antioksidan etkinin giiclii olmasi ile kansere karsi koruyucu etkisi

oldugunu ortaya koymaktadir [121].

Karotenoidler

Karotenoidler kromatofor ve kloroplast yapilarinda bulunan, bitkilere turuncu, kirmizi ve
sar1 renklerini veren dogal icerikli antioksidanlardir. Bu antioksidan yapilar1 lipit peroksit
radikal icerigini stabilize etmesinin yani1 sira giines 1sinlarini sogurarak hiicreleri

olusabilecek hasarlara kars1 korur [113].

Serbest radikalleri yakalayan karotenoidler birincil antioksidan ya da oksijeni tutarak ikincil
antioksidan olarak hareket eder. Besinlerin igeriginde yer alan karotenoidler ikincil

antioksidan yapisindadir [118].

Polifenoller

Bitkiler aleminde oldugu gibi insan beslenmesinde de genis bir yere sahip olan fitokimyasal
siiflandirma icerisinde yer alirlar. Diyetle tiiketilen fenolik bilesikler, fenolik polimerler

(tanenler), flavonoidler ve fenolik asitleri icermektedir [120].

Flavonoidler

Bitkiler, antioksidan o6zellikteki vitaminlerin yanisira onlar kadar antioksidan aktiviteye

sahip olan flavonoidler (serbest radikal siipiiriicii molekiiller) icermektedir [122].

Flavonoidler genis bir siniflandirma igerisinde yer almaktadir. Spesifik sekilde C6-C3-C6
karbon iskelet yapisi ile karakterizedirler. Kromanol adi verilen benzopirano aromatik
halkasinin konumuna gore {i¢ farkli sinifa ayrilirlar. Bunlar; izoflavonlar (3-benzopiranlar),
2-fenillbenzopiranlar ve neoflavonoid (4-benzopiranlar) yapilaridir. Flavonoidler bitkilerde
glikolize edilen yapilar olarak bulunmustur. Meyve, yaprak ve ¢igeklerin turuncu, kirmizi
ve mavi renklerinin parlak olmalarina katkida bulunurlar. Cesitli meyve ve sebze igeriginin
yant sira yemiglerde, tahillarda, tohumlarda ve baharatlarda bulunmaktadirlar [122].
Antikanser, antimikrobiyal, antiviral, anti inflamatuar aktiviteleri de iceren cesitli

farmakolojik ve biyolojik 6zelliklere sahiptirler [124].
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Flavonoidler antioksidan etkilerini serbest radikaller ile reaksiyona girerek gosterirler.
Flavonoidler; lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimlerini inhibe ederek ortamda oksidatif
stres olusturabilecek hidroksil radikali, siiperoksit radikali ve singlet oksijeni temizlerler.
Flavonoidlerin radikaller iizerinde etkili olan antioksidan etki mekanizmasi Sekil 2.10°da

gosterilmistir [123].

OH °
R® FH
OH vﬁ OH
FI-OH Fl-0°
DI}I
R® RH
OH \-/’ 0

Sekil 2.10. Flavonoidlerin antioksidan mekanizmasi [123]

Alkoksil radikalini ve peroksil radikalini yakalayan flavanoidler lipid peroksil zincirini
kirma etkisine sahip olan bilesiklerdir. Bu bilesikler hiicreler arasindaki sinyali artirarak,
laktat transportunu engelleyerek, kalmodiilin yapisini inhibe ederek, hiicre proliferasyonunu
azaltic1 etki gostererek anti-tiimor 6zelligini ortaya koyar. Anti-viral etkilerini ise viral olan
proteinlere baglanarak ilgili virlisiin replikasyonunu ve protein sentezini engelleyerek
gostermektedirler. Anti-inflamatuvar etki mekanizmasinda ise savunmada gorevli mast

hiicrelerinin alerjik reaksiyonlarda ortaya ¢ikan histamin salinimini inhibe ederek gosterir

[122,125].

Fenolik asitler

Fenolik asitler, flavonoid biyosentez onciilii olarak gorev alirlar. Bu asitler hidroksibenzoik
asitler (Gallik asit, elajik asit, salisilik asit, vanillik asit ve 4-hidroksibenzoik asit) ve
hidroksisinamik asitler (Kafeik asit, sinapik asit, ferulik asit) olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Fenolik asitler serbest halde bulunmazlar. Karboksil gruplari ile amino asit, protein,
karbonhidrat yapilar1 reaksiyona girerek alkollerle fenol ester yapilarini, amino gruplari ile

amid bilesiklerini olustururlar [118].
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Hidroksisinamik asitler, bitkisel besinlerde yaygin olarak bulunmaktadirlar. Fenilpropan
halkasina baglanma ilgisi olan asitler hidroksil grubunun sayisina ve konumuna gore farkl

Ozellikler icerir. Bu bilesikler arasinda kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit 6nem teskil

etmektedir [124].

Hidroksibenzoik asitler, bitkisel besinlerin i¢erisinde iz miktarlarda (10 ppm kadar) bulunur
veyahut bulunmazlar. Bu bilesikler arasinda salisilik asit, gallik asit ve vanilik asit gibi

yapilar yer alir [126].

Fenolik polimerler

Tanenler bitkilerin dogal yapisinda olan polifenol yapisindaki bilesiklerdir. Proteinlere
baglanip c¢oktiirme Ozelligine sahip olan bu bilesikler insanlarin ve hayvanlarin tiikettigi

bir¢ok gida igeriginde yer almaktadirlar [127].

Urik asit

Piirin metabolizmasinda azotlu atik {irlinii olan {irik asit viicut sivilarinda yaygin olarak
bulunur. Serbest radikallere kars1 siipiiriicii etkiye sahip olan iirik asit insan kani igeriginde
bulunan dnemli antioksidanlar arasinda yer alir. Epidemiyolojik c¢aligmalara bakildiginda
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hiperiirisemi i¢in risk faktorii olmasina ragmen ateroskleroza
kars1 gelismis dogal antioksidan mekanizmasina sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalar 15181nda kirmizi sarabin kalp hastaliklarina kars1 koruyucu etkisinin iirat sebebiyle

oldugu belirtilmistir [128].

Bilirubin

Bilirubin, hem oksijenaz izoformunu ve hem oksijenaz-1 yapisini uyararak hem substratini
kullanarak demir, biliverdin ve karbon monoksiti olusturmaktadir. Biliverdin hizli olarak
azalma egilimine gecer ve biliverdin rediiktaz tarafindan yapi1 bozunarak son {iriin olan
bilirubin olusur. Son zamanlardaki arastirmalara gore bilirubin iskemik rahatsizliklarin

onlenmesinde rol oynamaktadir [128].
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Ferritin

Okaryot ve prokaryot hiicrelerde demir depolama gorevi goren ve toksik madde icerigini
emilme olay1 ile tolere edebilme potansiyeline sahip olan protein kompleksleridir. Bu protein
bilesigi tiim hiicre tiplerinde bulunmaktadir. Omurgasiz canlilarda diisikk ve yliksek
molekiiler agirlikli 19 kDa ve 21 kDa alt iiniteleri bulunmaktadir. Demir hiicresel yolaklar
ve iglevler icin elzem olan bir yapidir. Hiicreler i¢in fazla olan demir oksidatif stres
olusumuna yol agarak protein, hiicre zar1 ve DNA yapilarina etki etmektedir. Demir
seviyesinin dengede tutulmasi transkripsiyon sonrasi meydana gelen mekanizmalarla

saglanmaktadir [128].

Glutatyon

Sistein, glisin ve glutamat amino asitlerden olusan molekiil agirligr diisiik olan bir
tripeptitdir. Sitozol, mitokondri ve ¢ekirdekte bol olarak bulunur ve antioksidan savunma
mekanizmalarinda 6nemli roller oynar. Glutatyon dolayli olarak belli yolaklar1 kullanarak
oksidatif strese karsi rol oynarken dogrudan ya da detoksifikasyon iizerinde yer alan
enzimlerin kofaktorii olarak kullanilmaktadir. Seloenzim grubunu igeren bir enzim olmasi
nedeniyle selenyum igeren besinlerin tiiketilmesi antioksidan enzim aktivitesi i¢in 6nem

teskil etmektedir [129].

Albumin

Her bir molekiil yapisinda bir adet siilthidril grubu oldugu i¢in kendi yapis1 ile serbest
radikallere karst etki mekanizmasini ortaya koymaktadir. Antioksidan savunma
mekanizmasinin hiicre disi elemanlari arasinda yer alir. Bu molekiil iizerinde meydana gelen
hasar sonucu serbest radikalleri etkisiz hale getiremeyecek duruma gelir. Hiicre diginda yer
alan farkli plazma proteinleri olan transferrin ve seriiloplazmin antioksidan aktivite etkisi

gosterir [130].
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Sentetik Antioksidanlar

Biitillenmis Hidroksianisol (BHA)

BHA, beyaz renkte mumsu parcalar halinde bulunan 2-tersiyerbiitil, 3-tersiyerbiitil, 4-
hidroksianisol izomer yapilariin karistmi seklinde karsimiza ¢ikan sentetik bir
antioksidandir. Bitkisel ve hayvansal yaglarda ¢oziinlirken suda ¢ozlinmez. 1948 yilinda
besin maddelerine koruyucu seklinde ilave edilmesine karar verilmistir. Sivi ve kat1 yaglarda

antioksidan kullaniminin devam ettigi bilinmektedir [131].

Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

Ilk olarak soya yagi yapismin otoksidasyonunda bozunma sonucunda meydana gelen
driinlerin belirlenmesi sirasinda kesfedilmistir. Yaglarin oksidasyonu ile ortaya c¢ikan

peroksit radikal bilesiklerinin neden oldugu zarar1 ortadan kaldirdigi ifade edilmistir [131].

Propil Gallat (PG)

Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen yaglarin korunmasi i¢in tercih edilen, gallik
asit esteri olarak bilinen beyaz renkli kristal seklinde bulunan antioksidandir [130]. Sitrik
asit ile kullanilan bu sentetik antioksidan bakir ve demir iyonlarinin katalizledigi tepkimeleri

Onleyerek etki eder [128].

Antioksidan baglig1 altinda inceledigimiz yapilarda veya yolaklar {izerinde meydana gelen
hasarlar sonucunda oksidatif stres kaynakli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stres
kaynakli ortaya ¢ikan hastaliklar; kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve merkezi sinir
sistemi hastaliklaridir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda C ve E vitaminin kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 koruyucu etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir. C vitamini eksikligi sonucu NO
iretiminin artig1 sonucunda ytiksek tansiyon ve damar tikaniklig1 gibi rahatsizliklar meydana
gelmektedir. E vitamini kullanan hastalarda LDL diizeyinin vitamin tiiketmeyen kisilere
gore daha iyi diizeyde oldugu gozlenmistir. Kanser arastirmalarinin gelismesinde en 6nemli
adim DNA hasarina neden olan oksijen kdkenli radikal mekanizmalarin kesfedilmesi oldugu
disiiniilmektedir. Serbest radikal yapilari DNA sarmali lizerinde hasar olusturarak gen

diziliminde dikkat ¢ceken bozukluklar meydana getirir. Bu nedenle bazi hastaliklar ortaya
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cikmasina sebep olurlar. Bu hastaliklar arasinda bobrek yetmezligi, inflamasyon, yaglanma
ve diyabet sayilabilir. Diisiik glutatyon seviyesi ve oksijenin fazla tiiketilmesi ile demir
iyonlart ve reaktif molekiil tiirlerinin derisiminin artmasi sonucunda ndron hiicreleri
oksidatif strese karsi savunmasiz kalmaktadir. Oksidatif stresin olusmasi ile antioksidan
savunma mekanizmasi zayiflayarak bazi hastaliklart meydana getirir. Bu hastaliklar; beyin

tiimori, Parkinson, down sendromu ve Alzheimer olarak karsimiza ¢ikar [132-134].

2.6. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

2.6.1. DNA’nin yapisi

Deoksiriboniikleik asit (DNA), hiicre igerisinde yer alan genetik bilginin kopyalanmasini,
nesiller boyu aktariminin yapilmasini ve tasinmasini saglayan en temel yapidir [135]. Bu
bilginin transkripsiyon ve replikasyon basamaklarinda enzim ve protein gibi hayati diizeyde
Onem tastyan molekiillerin sentezinde gorevlidir [136,137]. DNA hiicredeki gorevleri

nedeniyle antibiyotikler basta olmak iizere bir¢ok ilacin ve tibbi bitkinin hedefidir [141,142].

2.6.2. DNA -ila¢ etki mekanizmalari

DNA’nin kiigiik molekiiller ile etkilesimleri kovalent olmayan ve kovalent etkilesimler
olmak {iizere ikiye ayrilir. Bazi maddeler DNA ile zincirler arasi, zincir i¢i ve alkilleme
yontemiyle kovalent baglanma yapar. Kovalent baglanma kalic1 ve geri doniisiimsiizdiir. Bu
sebeple DNA aktivitesinin engellenmesine bagli olarak hiicre 6liimiine sebep olur. Yiiksek
baglanma kuvvetinden dolay1 DNA’nin omurgasinin degistirmesi sonucunda replikasyon ve

transkripsiyon basamaklar1 zarar gérmektedir [139].

Cis- platin [cis-dichlorodiammineplatinum (II)] DNA bazlarinda bulunan azotun kloro
gruplari arasinda zincirler arasi veya zincir i¢i ¢apraz baglanmalar yapan bir kanser ilacidir.
Alkilleyici ajanlar DNA’ya alkil grubu eklemesi yapar. Kanser hiicreleri tizerinde dldiiriicti
etkisi olan alkilleyici ajanlar DNA’ya zarar verirler. Bu ajanlar DNA molekiiliine alkil veya
metil gruplar1 eklemesine ek olarak guanin bazi ile etkilesime girer. Bu nedenle DNA dogru
baz eslenigi yapamaz. Ayrica bu ajanlar DNA’nin kendi atomlar1 arasinda da cagraz
baglanmalar olustururlar. Bu baglanmalar DNA’nin tek =zincirde transkripsiyon ve

replikasyon icin kalip gorevi gérmesi engeller. Bundan dolay1 hiicre fonksiyonlarini
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yapamadig1 i¢in Oliir. Alkilleyici ajanlar yanlis baz eslesmesine neden olarak mutasyon
meydana getirir. Bu olay hiicreyi apoptozise gondermektedir. Alkilleyici ajanlar glinlimiizde

bir¢ok kanser tiirli i¢in kullanilmakta olan antikanser ilaglaridir (Sekil 2.11) [141].

Kovalent olmayan baglanmalar DNA’nin yapisinda degisiklikler meydana getirir. Buna ek
olarak DNA zincir kiriklarina da neden olurlar. Topoizomeraz gibi proteinler DNA’nin
etkilesimlerine miidahale eder [139]. Kovalent olmayan baglanmalar DNA {izerinde geri

doniistimliidiir. Bu baglanmalarin tig tiirii vardir.

1. Elektrostatik baglanma: DNA’nin negatif yiiklii olan fosfat omurgasi ile pozitif yiikli
uglar1 arasinda gerceklesir.
2. Oluk baglanma: DNA iizerindeki kiiciik ve biiyiik oluklara maddeler Van Der Waals ya

da hidrojen baglari ile baglanirlar.

3. Interkalasyon: Niikleik asit baz ¢iftlerinin kii¢iik molekiillerin arasina girmesi ile olusur

(Sekil 2.12) [139,141].

A-T baz cifti G-C baz cifti
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Sekil 2.11. DNA baglanma bolgeleri [139]
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Sekil 2.12. DNA baglanma kompleksi

(A) DNA baz ciftleri kompleksinin iizerine diizlemsel bir ligandin araya eklenmesi, (B) Ara katlanmis
kompleks, (C) Kompleksin DNA’ya interkalasyonu.

Bitkilerde bulunan bazi fenolik bilesikler mantar ve boceklere karsi dogal savunma
mekanizmasidir. Bu bilesikler DNA’nin yapisina entegre olup pirimidin bazlarina baglanir.

Bunun sonucunda replikasyon ve transkripsiyon faaliyetleri engellenen hiicreler 6liir.

DNA iizerinde c¢esitli yolaklarda hasara neden olan serbest radikaller DNA yapisinda
degisiklige neden olur. Bu hasar sonucunda kanser, diyabet gibi bazi1 hastaliklarin
etiyolojisinde yer alir. Bu rahatsizliklarin gen diizeyinde ifade edilmesi ve nesillere
aktarilmasi ile son zamanda yapilan calismalarin hizlanmasma ve yeni pencerelerin

acilmasina zemin olusturmaktadir [ 143].

2.7. Diabetes Mellitus (Seker Hastaligi)

2.7.1. Diabetes mellitus tanimi

Diabetes mellitus (DM) insiilin aktivite bozuklugu ve/veya insiilin eksikliginde ortaya ¢ikan
ketoasidoz ve koma gibi tipik akut, retinopati, nefropati, ndropati gibi vaskiiler bozukluklar

ile seyreden kronik metabolik bozukluklara neden olan ve hiperglisemi ile karakterize edilen

bir endokrin sistem rahatsizligidir [11].
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2.7.2. Diabetes mellitus tarihcesi

Mellitus sozciigii "bal" olan "mel" ifadesinden tiiretilmistir. Bu hastalik ile ilgili ortaya ¢ikan

bilgiler 1878 yil1 igerisinde bulunan Ebers Papiriislerine dayanmaktadir [144].

Milattan sonra 9. yiizyil icerisinde Razi ve 10-11. yiizyilda yasayan Ibn-i Sina’nmn bazi
hastalar da idrar igeriginin tatli oldugu ve su igme ihtiyacinin oldukca fazla oldugu
belirtilmistir. ibn-i Sina’nin diyabet hastalarina ilk defa kangrenden bahsettigi ve hastaligin
iki farkli sekilde ortaya ¢ikabilecegi ifade edilmistir. Willis tarafindan hastaliga “Diabetes
Mellitus” ad1 verilmistir [145,146].

18. ve 19. yiizyillarda diyabetin detaylandirilmasi ile glukoziiri olarak agiklanan, siklikla
kilolu ve yash kisilerde ortaya ¢ikan agirlik kaybi olusturmayan diyabetin bir alt tipi olarak
belirtilmistir. Bilim insan1 olan Fehling 1860’11 yillarda DM’li hastalarin idrarinda seker
oldugunu tespit eden biyokimyasal yontem gelistirmistir. Ayn1 zamanda pankreas organinda
bulunan Langerhans adaciklar1 kesfedilmistir. 187011 yillarda, diyabet tanis1 konan hastalar

icin beslenme Onerileri verilmeye baglanmistir [145].

William Osler isimli Kanadali hekim 1892 yilinda insipidus terimi ile diyabetin kendi
icerisinde ayrilmasi gerektigini ortaya atmistir. Hastaligin beslenme ile bir iligkisi oldugu,
idrar yolu ile kanda seker birikebilecegi ve buna bagl olarak idrar miktarinin artacagi ve
kronik ile akut formu olabilecegi belirtilmistir. Buna ek olarak bu formlarin birbirinden az
da olsa farkli oldugu akut formun geng kisilerde basladigini, hizli bir sekilde ilerledigini ve
kisi de kilo kaybina sebep oldugu ifade edilmistir. Formlar1 ifade etmesinin yani sira
hastaligin ii¢ tipinin oldugu belirtilmistir. 1919 yilinda Wu ile Folin adli arastiricilar kan

sekeri 6l¢limii i¢in miktar tayinini gelistirmislerdir [145].

20. ylizyilin basinda George Zuelzer tarafindan pankreastan kan sekerini diisiirebilecek
etkiye sahip saf olmayan bir karisim elde etmiglerdir. Bu karigimin saf olmamasi nedeniyle
istenmeyen sonuglarla karsilagilmasi durumundan dolay1 kullanimi yayginlagsmamistir. 1921
yilinda yapilan ortak ¢alismalari ile insiilin izole edilerek 6nemli bir adim atilmigtir. Best ve
Banting’in arastirmalar1 ile kdpek pankreasi igerisinden elde edilen karigimin alinarak
diyabetik hale getirilen kopege verilmesi ile kan sekeri diizeyinin diistiigii belirlemislerdir.

[lk olarak Leonard Thomson isimli diyabetik hasta iizerinde saflastirilan insiilinin



41

kullanilmasi ile alinan olumlu sonucun ardindan 6liimciil olan DM hastaligina yonelik tedavi
bulunmustur.1923 yilindan itibaren Avrupa ve Amerika’da da kullanimina baglanan
insiilinin 6nem kazandig1 ifade edilmistir. Giinlimiizde diyabet tipi ve agirliga gore

uygulanan insiilin tedavisi etkin kullanilmaktadir [145].

2.7.3. Diabetes mellitus epidemiyolojisi

Diyabet hastaliginin yayginlagsmasi ile hasta sayisinin artmasi, hastalikla iliskili saglik
sorunlarmin kisilerin yasamimi ve saglik diizeyini 6nemli 6lgiide etkilemesi nedeniyle

yasadigimiz yiizyil igerisinde 6nemli bir hastalik olarak kabul edilmektedir [146].

2016-2017 yillar1 arasinda Diinya Diyabet Vakfi (DDV) ve Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO)
resmi verilerine bakildiginda, diinya genelinde yaklasik 422-425 milyon insanin diyabetten
etkilendigi ve 2017 yillarinin sonlarina dogru yaklasik olarak 4 milyon kisinin bu hastalik
nedeniyle yagamini yitirdigi ifade edilmistir. Bu veriler baz alinarak 2045 yilina gelindiginde

ise yaklagik 629 milyon kisinin bu hastaliktan etkilenecegi ileri siiriilmiistiir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’nin son verilerine gore Tiirkiye'de 20-79 yas
aralifinda olan yaklasik 7 milyon diyabet hastasi oldugu ve bu rakamin toplam yetiskin
niifusun yaklasik %15'ine denk geldigi ifade edilmistir. Her y1l yaklasik olarak 46 bin kisinin
ilgili hastalik nedeniyle yagsamini yitirmesine bagli olarak giin gectikge artan Olim
oranlarinin da dikkat ¢ekici diizeyde olmasi endise vericidir. Diyabet tedavisi amaciyla
yapilan harcamalar diinya genelinde saglik giderlerinin %20’sini olusturmakta ve bu
harcamalar kiiresel diizeyde ekonomi adina 727 milyar dolarlik kayip olarak ifade

edilmektedir [147-151].

2019 yilinda kiiresel diizeyde diyabet prevalanst 463 milyon kisi (%9,3) olarak
kaydedilmistir. 2030 yilinda 578 milyon kisiye (%10,2) ve 2045 yilinda ise 700 milyon
kisiye (%10,9) yiikselecegi ongoriilmektedir. Diyabeti olan her iki kisiden birisi (%50,1)
hastalig1 oldugunu bilmeden yasamini siirdiirmektedir. Bozulan glukoz tolerans diizeyinin
kiiresel prevalans1 2019 yilinda 374 milyon kisi ile %7,5 dilime karsilik gelmektedir. Bu
prevalans diizeyinin 2045 yilina kadar 548 milyon kisi olarak %8,6 dilime karsilik gelecegi

ongorilmektedir. Diinya geneline bakildiginda yaklasik olarak yarim milyar kisinin
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diyabetle yasadig1 ve bu saymin 2030 yillarinda %25, 2045 yillarinda ise %51 oraninda
artacagl ongoriilmektedir [152].

TURDEP-2 caligmalarina bakildiginda 12 yilda tip II diyabetin risk faktorlerinden olan
bozulmus glukoz toleransinin (BGT) %106, obezite goriilmesinin %40, santral obezitenin
ise %35 oraninda artis gosterdigi ifade edilmistir [12]. IDF 2021 verilerine gore 6,7 milyon
kisi diyabet ve komplikasyonlarina bagl olarak yagamini yitirmistir. 2021 yil1 itibariyle 537
milyon erigkin yasta diyabet hastasinin oldugu ve bunlarin %80’inin diisiik ve orta gelirli
tilkelerde yasadig bildirilmistir [12-13]. Uluslaras1 Diyabet Federasyonunun yas gruplarina

(20-79) gore diyabet ve dliimler baz alinarak olusturulan veriler Sekil 2.13’te gosterilmistir
[153].
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Sekil 2.13. Yas gruplarina gore diyabet ve Sliimler [153]

2.7.4. Pankreas ile insiilin hormonu arasindaki iliski

Pankreas

Pankreas hem ekzokrin hem de endokrin bir bez olma ozelligine sahip bir organdir.
Pankreasin endokrin islevleri Langerhans adaciklarinda gerceklesir. Bu adaciklar 76x175
pm biyiikligiinde yuvarlak yapidaki hiicre toplulugudur. Adaciklar pankreas yapisinda
dagilim gdstermesine karsin, pankreasin diger bolgelere gore kuyruk bolgesinde daha fazla

bulunur (Sekil 2.14) [154,155].
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Sekil 2.14. Pankreas ve ilgili hiicreler [154]

Adacik igerisinde yer alan hiicreler morfolojik yapilarina ve boyanma durumlarina gore
smiflandirilir. Insanlarda hormon salgilanmasinda adacik hiicre yapilart gorev alir.
Langerhans adaciklarinda yer alan hiicreler; glukagon (alfa hiicreleri), insiilin (beta
hiicreleri), somatostatin (delta hiicreleri) ve pankreatik polipeptid (PP hiicreleri) salgilayan
hiicrelerdir. Glukagon ve insiilin ilgili adacik hiicrelerinden salgilanan olduk¢a 6nemli
hormonlardir. Langerhans adaciklarinda insiilin hormonu B hiicrelerinden, glukagon
hormonu ise alfa hiicrelerinden salinir. Pankreas B hiicreleri, kan glikozunun homeostazi
agisindan olduk¢a Onemlidir. Insiilin enerjinin yag formunun glikojen olarak depo
edilmesini, kan glikoz diizeyinin diisiiriilmesini saglayan bir hormondur. Glukagon ise
insiiline zit olarak ¢alisan bir hormondur [154,155]. Glukagon ve insiilin salinimini etkileyen
temel unsur kan plazmasinda bulunan glikoz seviyesidir. Yiiksek olan kan glikoz seviyesi
insiilin salgilanmasini, diigiik olan glikoz -seviyesi ise glukagon salinimini indiiklemektedir.
Baz1 dis faktdrler bu hormonlarin salimiminda rol oynar. Ornegin; bazi amino asitler,
glukagon ve insiilin salinimini indiiklerken somatostatin iki hormon i¢inde inhibitor olarak

gorev yapar [156].
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Insiilin hormonu ve etki mekanizmalari

Insiilin hormonu glikozun karacigerden kana ge¢mesini engelleyerek karacigerde depo
edilmesini saglar. insiilinin temel gorevi depo ettigi glikozun hiicre zarma gegisini kontrol
etmektir. Hipoglisemik bir hormon olan insiilin, kas ve karacigerde glikozdan glikojen

yapimini uyararak kanda glikoz seviyesinin dengede tutulmasi ile gorevlidir [157].

A ve B seklinde iki polipeptit zincirinden olusan insiilin, kisa olan A zincirinin 21, uzun olan
B zincirinin 30 amino asit igerigi ile toplamda 51 amino asite sahip olan bir hormondur. A7
ve A20 polipeptit zincir yapilarin1t B7 ve B19 zincir yapilarina baglayan iki disiilfit kopriisii
ile birlesir. Zincir i¢i tiglincii disiilfit kopriisii, A zincirinde yer alan 6. ve 11. amino asitleri
birbirleri ile birlestirir. Distilfit baglar1 insiilin seklini stabil tutmak i¢in gerekli olmasina ek
olarak biyolojik aktivite i¢in de 6nem tasir. Molekiiler agirligi 6000 kDA olan ve 11.
kromozomda (11p15.5) yer alan proinsiilin geninden sentezi saglanir [146]. Protein
endoplazmik retikuluma dogru ydnelerek aminoterminal sinyal islevli peptidin kesilmesi
sonucunda proinsiilin yapisi meydana gelir (Sekil 2.15). Olusan proinsiilinin %10 aktiviteye

sahip oldugu bilinmektedir [146,158].

Sekil 2.15. Proinsiilin yapist [158]

Insiilin, pankreas igerisinde Langerhans adaciklarinda bulunan B hiicrelerinde proinsiilin
olarak iiretilir. Golgi aygiti igerisinde yer alan kiigiik vezikiillere tasinarak proteazlarin

aktiviteleri ile C peptiti kesilir. C peptit yapisinin kesilmesi sonucunda insiilinin ¢inko iyonu
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ile ¢okelmesi ve bu ¢okelmenin kristal sekilde oldugu bilinmektedir. Olusan kristal yapida
iki molekiil ¢inko ve altt molekiil insiilin yer alir. Vezikiiller olgunlagsmasi ile sitoplazmaya
dogru harekete gegmektedir. Insiilin ekzositoz yoluyla hiicreden salgilanirken C peptit ile

¢inko iyonu da hiicreden disar1 verilir (Sekil 2.16) [159].
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Sekil 2.16. Insiilin biyosentezi [159]

Insiilin depo gdérevi olan vezikiiller hiicre i¢i mikrotiibiil yapilar1 araciligiyla hiicre
membranina dogru tasinir. Membran yapisma noktasina geldiginde delinir ve vezikiil
disartya dogru atilarak insiilinin B hiicresi temelli salinim1 gerceklesir [146]. Pankreatik 3

hiicrelerinin sekresyon mekanizmasi Sekil 2.17°de gosterilmistir [160].
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Sekil 2.17. Pankreatik B hiicreleri insiilin sekresyon mekanizmasi [160]

Sekresyon mekanizmasi su sekildedir. Kan glikozu yiikseldiginde glikoz B hiicresi
membraninda yer alan GLUT 2 glikoz tasiyici transferi ile hiicre igerisine alinir. Bu esnada
glikoz, glikokinaz enzimi ile glikoz-6-fosfat’a dondstiiriilir. Bu molekiil glikoliz
reaksiyonuna katilarak hiicre i¢i ATP diizeyini arttirir. Bu artis hiicre membraninda yer alan
ATP duyarli potasyum kanallarinin kapanmasina neden olur. Bu olay sonucunda hiicre
disina salinan potasyum miktart azalir. Bu degisiklik ile membran yapis1 depolarizasyonu
sonucu voltaj bagimli kalsiyum igerikli kapilarin1 agar. Bu durum, hiicre disindan hiicre
icerisine kalsiyum iyonlarmin geg¢isine neden olur. Kalsiyum iyonlarinin hiicre igerisine

salinimi ile insiilini tagiyan vezikiiller ekzositoza ugramaktadir [161].

Ik olarak 1979 yilinda Ulusal Diyabet Veri Grubu, 1980 yilinda ise Diinya Saglik Orgiitii
Komitesi diyabet ile ilgili bir siniflandirma yapmistir. Siniflandirma yapilirken 75 g glikoz
cozeltisiyle yapilan oral glikoz tolerans testi sonuglarina gore tip I, tip II ve diger diyabet
tirleri olarak {i¢ alt siif seklinde incelemeye alindigi ifade edilmistir. 1997 yilinda
hastaligin teshisi ve siiflandirilmas1 Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’nin tekrar ele alip
diizenlenmesi ile dort alt gruba ayrilmistir. Yeniden diizenlenen siniflandirma hastaligin

etiyolojisine ve tedavi sekline gore yapilmistir [162].

Giinliimiizde diyabet etiyolojik olarak 4 alt grupta incelenmektedir. Alt gruplar tip I diyabet,
tip 1l diyabet, gestasyonel diyabet ve diger diyabet tiirleri olarak gruplandirilir. Spesifik
diyabet tiirleri ise sekonder diyabet ifadesi igerisinde yer alir [163]. Diyabet
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gruplandirilmasinda farklilasan tiirler olmasina ragmen genel olarak yaygin olanlarin tip I

ve tip 1l diyabet oldugu gortilmektedir (Cizelge 2.7) [14,164].

Cizelge 2.7. Diyabetin etiyolojik siniflandirilmasi [14]

Diyabet Tiirleri Diyabeti Olusturan Durumlar
Genellikle beta hiicre yikimi sonucunda insiilin eksikligini olusturan diyabet
Tip I diyabet formudur
Immun nedenli Tip | DM
Idiyopatik Tip I DM
Tip 11 diyabet Insiilin direncinin ilerleyen siireglerde reseptdrlerinde hasar olusumu

sonucunda salinim defekti ile karakterize diyabet formudur.

Gestasyonel diyabet

Gebelikte ortaya cikan ve genellikle dogum sonrasinda diizelen diyabet

formudur.

Diger hastaliklara ve
spesifik mekanizmalara

Spesifik Mutasyonlar

Beta hiicre fonksiyonunda meydana
gelebilecek genetik farkliliklar (MODY

gibi)

Insiilin aktivite diizeyine bagl genetik
defektler (insiilin reseptorii gen
mutasyonu gibi)

Ilag ve/veya kimyasal maddeler

Enfeksiyonlar

bagh giilrsli: ?idlyabet Endokrin ve ekzokrin pankreas

Farkli hastalik veya durumlarda ¥ahat§1211.k lan -

ortdya cikan digabet tirleri Immiin sistem kaynakli diyabet formlari
Karaciger hastaliklari etkisi ile gelisen
diyabet formlar1
Diyabet ile ortaya ¢gikan genetik
rahatsizliklar

Tip | diyabet

Insiilin eksikligi ile pankreasin beta hiicrelerinde meydana gelen yikima bagl olarak insiilin

salgilama mekanizmasinda ortaya ¢ikan bozukluk olarak ifade edilir. Pankreasta insiilin

salinimi ile gorevli olan P hiicreleri tahribati nedeniyle ortaya ¢ikan insiilin eksikligi sonucu

ketoasidoz ve hiperglisemi ile seyreden diyabet formudur [165].

Bu hastalarin %90’1nda otoimmiin, %10’unda oraninda ise non-otoimmiin 3 hiicre yikimi

oldugu bunun sonunda insiilin yetersizligi meydana geldigi ve hastaligin ortaya ¢iktig1 ifade

edilmektedir. Genetik yatkinlig1 olan kisilerde ¢evresel etmenlerin etkisiyle meydana gelen

otoimmunite ile B hiicre yikimi basladig1 bilinir. Bu hiicrelerin rezervi yaklasik %80-90

olarak azaldiginda klinik diizeyde diyabet belirtileri ortaya c¢ikmaktadir. Tip 1 diyabet

formunun klinik olarak genellikle akut sekilde basladig bilinmektedir [166-168].
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Tip 11 diyabet

Diyabet hastalarinin %90 oranini olusturan tip II diyabet, tip I diyabete goére insiilin
yetersizliginden degil, var olan insiilinin kullanillamamasi seklinde ortaya ¢ikar [14].
Hastaligin temel nedeninde yasam tarzina bagli olarak gelisen insiilin direnci nedenli genetik
yatkinlig1 goriilen bireylerde insiilin salgilanmasi zaman igerisinde azalmaktadir. Normal
bireyler ile tip I ve tip II diyabet goriilen bireylerin glikozun hiicre igerisine alinma
mekanizmalart gosterilmistir (Sekil 2.18) [13]. Tip II diyabet tanisi konulan kisiler
metabolik diizeyde iki temel problem ile karsilasmaktadir. Bunlar; insiilin etkinliginin
giderek azalmasi ve insiilin etkisinin azalmasina paralel olarak insiilin direnci geligsmesi

seklinde ifade edilir [14].
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Sekil 2.18. Normal, Tip I ve tip II diyabetli kisilerde glikozun hiicreye alinmasi [12]

Diyabetli bireylerde meydana gelen mikrovaskiiler komplikasyonlar yiiksek lipit ve glikoz
seviyelerinin uzun siire etkisinden kaynaklanmaktadir. Hiperglisemiye bagli olarak serbest
radikal olusumunda artis gozlenir. Serbest radikallerin viicut icerisinde artig1 sonucunda

membran yapisinda yer alan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar ile reaksiyonu
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sonucunda lipit peroksidasyonu ortaya cikar. Ozellikle diyabetli bireylerle yapilan
caligmalarda diyabetik belirtilerin tek sorumlusunun kan glikoz seviyesi olmadigi
belirlenmistir. Obezite, inflamasyon, hipertansiyon ve insiilin direnci gibi etkenlerin yag
asidi metabolizmasi tlizerinde etkili oldugu bilinir. Bu etkilerin sonucunda retinopati,
nefropati ve noropati gibi hastaliklarin baglamasi kaginilmaz olarak goriilmektedir. Tip II
diyabet tiirlinde insiilin hedef dokular {izerinde etkisini gosteremediginde gelisen
hiperglisemi sonucunda protein, yag ve karbohidrat metabolizmasinda bozulma meydana
gelmekte ve ilerleyen zaman iginde farkli komplikasyonlarin olusmasina zemin

olusturmaktadir [169].

Aile igerisinde diyabet dykiisii olan kisilerin bulunmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite,
polikistik over sendromu (PCOS), prediyabet, hipertansiyon, insiilin direnci ile ilgili
hastaliklar (sizofreni, non-alkolik steatohepatit, fiziksel inaktivite) tip II diyabet i¢in risk
faktorleri olarak degerlendirilir [170]. Tip II diyabet fiziksel hareket eksikligi ve obezite ile
iliskili olarak karsimiza ¢ikar. Toplumun yaklasik %5-10’luk kismini tip II diyabetli kisiler

olusturmaktadir ve bu kisilerin ¢ogunlugu 40 yas iizerindedir [14].

Gestasyonel diyabet

Gestasyonel diyabet ilk olarak gebelik doneminde ortaya ¢ikan glikoz intoleransi olarak
ifade edilir. Tiim gebelerin %7’sinde gestasyonel diyabetin ortaya ¢iktig1 gorilmistiir [11].
Gebeligin kontroliinde 2. veya 3. trimester testinde karbonhidrat intoleransi seklinde ortaya

¢ikan daha oncesinde tespit edilmesi miimkiin olmayan diyabet formudur [171].

Diger spesifik divabet tiirleri

Beta hiicrelerinde genetik bozukluklari, insiilin etkisiyle gelisen genetik bozukluklar,
endokrinopatiler, ekzokrin pankreas hastaliklari, ila¢g veya kimyasal kaynakli diyabet,
enfeksiyonlar ve immiin aracili diyabet spesifik tiirler arasinda yer alir [12,13]. Insiilin
salinimindan sorumlu olan beta hiicrelerinde meydana gelebilecek genetik degisiklikleri
ekzokrin pankreas rahatsizliklari, insiilin etki mekanizmalarinda meydana gelebilecek
genetik farkliliklar ve infeksiyonlar immiin sistem ile baglantili olarak goriilebilecek olan

genetik sendromlar seklinde belirtilmektedir [171].
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2.7.5. Diyabet tam kriterleri

Diyabet semptomlar1 goriilen kisiler i¢in aclik kan glukoz degerinin 200 mg/dl veya iistiinde,
asemptomatik kisilerde ise aclik plazma glukoz diizeyinin 126 mg/d]’nin {istiinde olmasi1 ve
oral glukoz tolerans testi (OGTT) siiresinde 2.saat igerisinde plazma glukoz degerinin 200
mg/dI’nin iistiinde olmasi veya HbAlc degerinin %6,5 seviyelerinde olmasi ile tan1 konulur
[172]. Hiperglisemi semptomlar1 olmayan bireylerde diyabet tanis1 yapilan testin ertesi giin
tekrarlanmasi ile dogrulanir. Iki testin birlikte yapilmasi sonucunda diyabet tanisini
dogrulamasi ile ek tetkik yapilmasina gerek goriilmez. Yapilan iki test birbiri ile uyumsuz

olmasi takdirde diyabet tanisin1 destekleyebilecek yeni testler tekrar edilir [173,174].

Takip ve tedavide kullanilan baz1 biyokimyasal belirtegler; keton cisimleri, mikroalbumin,
glikozile hemoglobin (HbAlc), ileri diizeyde glikasyon iiriinleri, antikorlar, lipit
peroksidasyon diizeyinde artis, glutamik asit antikorlari, ¢inko transport antikorlari, leptin,

IL-6, TNF-a ve IL-1p seviyeleri bulunmaktadir [175].

2.7.6. Deneysel diyabet modeli

Bir¢ok hastaligin teshis, tedavi ve patogenezinin bulunabilmesi i¢in aragtirmalarda deney
hayvanlar1 ile ¢alisilmistir. Deneysel diyabet modelleri olusturulmasinda pankreasin 3
hiicrelerinde tahribat olusturulmasi veya pankreotektomi yontemleri ile gergeklestirilmistir.
Deneysel diyabet modeli i¢in fare, kobay, sigan, tavsan gibi bircok deney hayvam ile
calisilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda diyabet modeli olusturulmasi amaciyla
en ¢ok kullanilan yontemin streptozotosin (STZ) ve alloksan (ALX) gibi toksik ajanlar
kullanmak oldugu belirtilmistir [176].

Streptozotosin (STZ) ile diyabet modeli

[lk olarak 1959 yilinda Streptomyces griseus mantar kiifiinden izole edilen kimyasal yapida
bir toksin olan dar spektrumlu diyabetojenik yapidaki antibiyotik oldugu belirtilmistir. STZ
(2-Deoksi-2-(3-Metil-3-Nitrozoiiredio)-D-Glukopiranoz) pankreasin f hiicrelerine 6zgii
toksik glikoz analogu olmasi ile glikoz molekiil yapisini igermekte ve beta hiicreleri icerisine
GLUT2 yolagiyla alinmaktadir [16]. A¢ik formiil yapis1 Sekil 2.19°da verilmistir [177].

Deneysel olarak kalici diyabet olusturabilmek igin tercih edilen farmakolojik preparatlar
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arasinda yer alir [178]. Notral pH sartlarinda hizli bir sekilde dekompanse olmasindan dolay1
etkisi pH 4-4.5 “da stabil olarak gosterilir. Cozelti uygulama yapilmadan hemen dnce tampon
igerisinde gerekli pH’da hazirlanir ve 151k gérmeyecek sartlarda kullanimi saglanir. STZ nin,

-20 °C “de karanlik ortam esliginde saklanmas1 onerilir [18,179].
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Sekil 2.19. Streptozotosin molekiiliiniin agik formu [177]

Beta hiicrelerine entegre olmas1 GLUT2 tasiyici protein araciligiyla gerceklesir [16]. Beta
hiicrelerine entegre olmast GLUT2 tasiyict protein araciligiyla gerceklesir [16]. GLUT2
tiretiminin yavagladigi durumlarda STZ’nin de diyabetojenik etki diizeyi orantili sekilde
azalir [180]. Pankreas beta hiicrelerinin glikoz ile etkilesimi STZ araciligi ile kaldirilir [187].
Bu durum kalic1 olarak hiicrelerin zarar gormesi veya kaybi seklinde goriiliir. Bu nedenle
STZ uygulamasi yapilan siganlarda glikoz seviyesinde 2 saatlik siire igerisinde hizli bir artig
yasanmakla birlikte 6 saat sonrasinda insiilin seviyesinde diisiis sonucu hipogliseminin
ortaya ¢iktig1 bilinir. Ilerleyen siirecte ise insiilin diizeyinde yasanan diisiis ile sicanlarda
hiperglisemi olmasi beklenir. Buna bagl olarak STZ etkili diyabetojenik durumlar olarak
goriilmektedir [16,179].

STZ’nin hedefi olan hiicreler beta hiicreleridir. STZ’nin hiicrelerde yer alan nitroziire
gruplartyla birlikte dekompozisyon olusturabilmesi reaktif olan karbonyum iyonlarinin
DNA iizerinde alkilasyon mekanizmasini harekete gecirir [181,182]. DNA alkilasyonu ile
molekiil izerinde tamir mekanizmasi devreye girer. Tamir mekanizmasinda gorevli olan poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) enzimi hiicrelerde elzem olarak bulunan nikotinamid adenin

dintikleotidini (NAD) kullanir. Bu siireg¢te NAD depolar1 bitirilir ve buna bagl olarak ATP
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depolar1 azalir. Pankreas beta hiicreleri igerisinde gergeklesen nekroz olay1 hiicresel olarak

bulunan depolanmis enerjinin tiikketimi ile sonuglanir (Sekil 2.20) [16].
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Sekil 2.20. STZ etki mekanizmasi [183]

STZ, deney hayvanlar arastirma ve calismalarinda tip I ve tip II diyabet olusturabilmek
amactyla yaygin olarak tercih edilmektedir [179]. Streptozotosinin uygulanmasinda
intraperitonel uygulamanin oldukga etkili oldugu ve STZ’nin 40 mg/kg’in altinda verilen
dozlarda intraperitonel uygulamalarda diyabetojenik herhangi bir etki yaratmadig
bilinmektedir [184]. Deneysel diyabet modeli olusturabilmek i¢in siganlarda en ¢ok tercih
edilen dozun 60-80 mg/kg, farelerde ise 150 mg/kg oldugu goriilmiistiir. Disi farelerin erkek
farelere oranla STZ’ye daha az duyarlig1 oldugu bilinir. STZ uygulamasi yapildiktan iki ti¢
giin sonra hayvanin kuyruk veninden yapilan 6l¢iim ile kan glukoz seviyesi 200 mg/dL’den
yiiksek cikan degerler diyabet olarak kabul edilir. STZ adacik tahribatinin yaninda endotel
hasari, bobrek hasarina ve alkilleyici 6zelliginden dolayr DNA hasarina sebep olur [185,
186].

2.7.7. Diyabette serbest radikallerin rolii

Immiin sistem viicudu doku hasarlarina ve hastaliklara kars1 korur. Bu sistem viicudu uzun

siire etkisi altina alabilen yangi durumunda ve doku diizeyinde indiiklenen sitokinler,
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hormonlar ve serbest radikaller gibi ¢esitli yangisal durumlara maruz kalmasi ile
mediyatorler araciligiyla iriinlerin bozunmasi durumudur. Metabolizmada bu sekilde
olusabilecek bir bozulma tip I ve tip II diyabet gelisiminde olabildigince etkili olmaktadir
[187].

Oksidatif stres patogenezde etkili olur. Hiicre metabolizmasinda oksidanlar zararl etkileri
ile kendini gosterir. Bu yapilarin hiicre igerisinde kompanze edilemeyecek diizeyde birikimi
B hiicre bozunumuna ve insiilin direncine neden olur. Bu olaylar viicutta vaskiiler
komplikasyonlar olarak ortaya cikar [15]. Oksidatif stresin olugsmasi sonucunda diyabet
basta olmak tlizere meydana gelebilecek komplikasyonlar Sekil 2.21°de gosterilmistir [188].
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Sekil 2.21. Diyabet ile oksidatif stresin artisina paralel olarak meydana gelen olumsuz
durumlar [188]

Diyabet sonucu olusan hiperglisemi, mitokondrilerde ger¢eklesen enzimatik reasksiyonlari
etkiler. Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 liretilmesine yiiksek glikoz orani da katkida bulunur.
Hiperglisemi oksidatif stresin nedenlerinden sayilir. Buna paralel olarak diyabet hastasi olan
kisilerin antioksidan savunma mekanizmalar1 da zayiflar [189]. Mitokondri enzimleri
arasinda yer alan NADPH oksidazin aktivitesi, nitrik oksit yapilarinin ayrismasi ve ksantin

oksidaz enziminin uyarilmasi kanda yiiksek glikoz diizeyi ile iliskilendirilmistir [15].

Yapilan bir arastirmada viicutta glikoz diizeyinin f hiicrelerinde mitokondriyal siiperoksit

aktivitesini baskiladigi belirtilmistir. Yapilan bir diger ¢alismada ise mitokondriyal ETZ’de
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olan kompleks I ve kompleks III’iin yapilarinin streptozotosin ile deneysel diyabet modeli
olusturulmus ratlar da siiperoksitin iiretilmedigi belirlenmistir [190]. Bu g¢aligmalara ek
olarak yapilan bir diger arastirmada, farelerin viicut glikoz diizeylerinin diisiik oldugu
kosullarda B hiicrelerinde 6nemli diizeyde reaktif oksijen tiirlerinin biriktigi belirtilmistir

[191]. Diyabet ile oksidatif stres arasindaki yolaklar Sekil 2.22’de gosterilmistir [ 198].
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Sekil 2.22. Diyabet ile oksidatif stres yolaklar1 [189]

2.7.8. Tamamlayici tip

Tamamlayici tip uygulamalarinin son zamanlarda artmasi ile bir¢cok arastirmaci bu konu
lizerine yogunlagsmaktadir. Tibbi uygulamanin disinda kalan tedavi islemleri veya
uygulamalar1 igerir. Tedavi; fiziksel (kayropraktikler veya akupuntur), farmokolojik
(homeopati veya bitkilerle tedavi) ve diyet yaklasimlari seklinde ayrilir [192]. Diyet
yaklagimi giiniimiizde tip I diyabet ve tip II diyabet i¢in basarili tedavi basamagi olarak
nitelendirilir. Bitkisel preparatlar, cogu toplumda diyabet hastalari tarafindan yaygin olarak
kullanilmaktadir [193]. Diinya Saglik Orgiitii’niin diyabet konusuna &nerisi olarak sifali

bitkiler ifadesi ile hipoglisemik ajanlarin arastirilmasi oldukc¢a 6nemli hale gelmistir [18].
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R. canina ekstresinin anti-diyabetik etkisi

R. canina meyveleri ile hazirlanan etanol ekstresinin streptozotosin (STZ) araciligiyla
indiiklenen ve diyabetik model olusturulan sicanlarda kan sekeri diizeyini 6nemli diizeyde
(%50-62) diisiirdiigii buna bagli olarak hipoglisemik etki olusturdugu gozlenmistir.
Bulgular1 destekleyen histopatolojik diizeydeki incelemede, R. canina ekstresinin verildigi
(250 mg/kg) diizeyin kontrol grubunda yer alan diyabetik si¢anlara oranla adacik sayisinin
arttigin1 ve nekrotik diizeyde olan adaciklarin histolojisi iizerinde iyilestirici etkiye sahip

oldugu kaydedilmistir [19].

R. canina meyveleri ile hazirlanan etanol ve su igerikli ekstrelerinin tavsanlarda
hipoglisemik etkiye sahip olmadigi goriilmiistiir. Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite
testleri ile bitki ekstresinin 0.001 mg/mL konsantrasyonu baz alindiginda pankreatik
hiicrelerinin proliferasyonu iyilestirme potansiyeli olmasina ragmen, DNA hasarin1 ve tip 11
diyabetde goriilen glukotoksisite ile ilgili B hiicresinin canliliginda azalma egilimini

onleyemedigi sonucuna varilmigtir [194].

Diyabet tedavisine yonelik diger tedavi yaklasimi, yemek sonrasi artan seker diizeyini
azaltabilmek amaciyla a-glikozidaz ve a-amilaz gibi karbonhidratlar1 hidroliz etme
etkinligine sahip enzimlerin inhibe edilme durumu ile glikoz emiliminin veya iiretiminin
geciktirilmesi durumudur. R. canina tiirleri ile hazirlanan kusburnu bazli ekstrelerin her iki
enzim tizerinde inhibe edici etkiye sahip olduklar1 bildirilmistir. o-glikozidaz enzim
aktivitesinin yiiksek diizeyde baskilandigi durumlarda kan dolasimina glikoz salinimi

Onlenir. Bu sayede kan sekeri diizeyinin dengede tutulmasina yardimci olunur [9].

2.7.9. Diyabet mellitus ve genler

Belirli bir hastaliktan sorumlu olan genlerin saptanmasina iliskin en ¢ok kullanilan
yaklagimlar, DNA markir yapilarinin ilgili hastalik ile iligkisini test eden baglanti
caligmalaridir. Baglanti analizi sonucunda ayni kromozomda birbirine yakin olan iki lokusun
baba ve anneden ¢ocuga aktarilirken gecis olasiligi hesap edilir. Bu tiir ¢calismalar basit
hastalik genetigini anlamada kilavuz olmustur. iliskilendirme kalitim kalib1 seklinde tam
olarak belirlenemeyen hastaliklarda kullanilan bir yontem olarak bilinir. Bu yontemle

kontrol ve hasta gruplarinda belli bir markir baz alinarak bu markira iligkin alel gruplarinin
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frekans diizeyleri karsilagtirilir. Bu haritalama yontemiyle hastalik geninin tanimi ve ilgili
genin fonksiyonu ile hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasi saglanir. Hastalik geninin
belirlenmesi ile ilag liretilmesine, dogum oncesinde oldugu gibi sonrasinda da genetik tani
konulmasina imkan saglayacaktir [20]. Bu sekilde hastaliklarin yiikiiniiniin azaltilabilmesi
icin Onleyici stratejilerin benimsenmesi kolay hale gelmistir. Diyabet hastaliginin genler ile
iliskisini anlayabilmek i¢in diinyada ¢alismalar hizli bir sekilde devam etmektedir [21,195].
Genetik faktorlerin yaninda ¢evresel faktorlerin de diyabet iizerinde oldukga etkili oldugu
bilinir. Bu faktorler igerisinde popiilasyon diizeyindeki yagam standardi ve kisinin yasamu,
kalori alim1 ve hareketsiz yasamasi oldukc¢a etkilidir. Diyabet olmaya elverisli kisilerde
baslangigta pankreas beta hiicreleri araciligiyla telafi edilen insiilin direnci ilerleyen
zamanlarda telafi edilememekte ve buna bagli olarak diyabet gelismektedir [196]. Genlerin
fiziksel inaktivite ve obezite diyabet gelisiminde olduk¢a 6nemli oldugu ifade edilir [197].
Genlerin fiziksel inaktivite ve obezite sonucu tip II diyabet gelisiminde olduk¢a dnemli
oldugu ifade edilir [197]. Bu genlerden bazilar1 ANK1, ANKRD55, BCAR1, BCL11A, GCK,
GTB14, KLHDC5, MCR4, TNF-a, IL-15 ve OriB’dir. Genlerin detaylar1 Cizelge 2.8’de
verilmistir [196].

Cizelge 2.8. Diyabet gelisimine etkisi olan bazi genler [196].

Gen Kromozom OR RAF Calisma Islev ve Mekanizma
ANK1 8 1,09 0,76 MA B-hiicre islevi ve hiicre kararliligi
ANKRD55 5 1,08 0,7 MA Insiilin etkisi
BCAR1 16 1,12 0,89 MA B-hiicre islevi ve kenetlenen protein
BCL11A 2 1,08 0,46 MA B-hiicre islevi ve ¢inko parmak
GCK 7 1,07 0,20 MA Insiilin etkisi
GTB14 2 1,07 0,60 MA Insiilin etkisi ve adaptor proteini
KLHDC5 12 1,10 0,80 MA Mitotik siire¢ ve sitokinez
MCR4 18 1,08 0,27 MA G-protein yapili reseptorler
TNF-a 6 1,09 0,55 MA Transkripsiyonel diizenleyic
Insiilin etkisi
IL-1p 2 1,08 0,35 MA Transkripsiyonel diizenleyici
Insiilin etkisi
OriB mMtDNA 1,10 0,30 MA Transkripsiyonel diizenleyici

2.7.10. Tiimér nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interlokin 1 beta (IL-18)

Tumor nekroz faktorii alfa (TNF-a)

Timo6r nekroz faktor alfa , dogal bagisiklik mekanizmasinda 6nemli rol oynayan

inflamasyonda etkili olan, multifonksiyonel sitokin olarak tanimlanir.1975 yilinda
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kesfedilen bu sitokin, tiimor hiicreleri igerisinde hiicre oliimiinii indiikleyen serum faktorii
seklinde ortaya ¢ikmistir. Ilerleyen yillar igerisinde inflamatuar hastaliklar i¢in potansiyel
bir hedef haline gelmistir [23,198,199]. TNF-a geni insanlarda yerlesim yeri olarak
6.kromozom (6p21.33), MHC3 gen bolgesinde yer alir. Farelerde ise 17.kromozom iizerinde
yer alir (Sekil 2.23).

Kromozom 17- NC_000083.7

[ 3544071 [ 35457743
Lzl HiF63730 - Tnf s Wfkbill
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Sekil 2.23. TNF-a gen yerlesimi [199-202]

Farkli hiicrelerde farkli gorevleri olan TNF-a, makrofaj ve monositler tarafindan
iiretilmesine ek olarak nétrofiller, B hiicreleri gibi bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynayan
cesitli hiicreler araciligryla tretilir. TNF-o’nin ilgili hiicreler araciligiyla iiretilmesinin
kimyasal ajanlar, ozmotik basing, UV 1sinlari, viriis ve bakteriler gibi cesitli faktdre bagh
oldugu bilinir. Sitokin, 26 kDa boyutunda olan homotrimer transmembran protein olarak
ifade edilir. Sonrasinda ADAM17 geni ile kodlanan sitokin, TACE olarak adlandirilan TNF
doniistiiriici enzim ile kesilerek 17 kDa boyutunda ¢06ziiniir forma doniislir veya
transmembran yapisinda kalir. STNF olarak isimlendirilen ¢oziiniir form ile mTNF olarak
isimlendirilen transmembran form hiicre igerisinde aktivitelerini TNFR1 ile TNFR2 olmak

tizere iki reseptor araciligiyla gerceklestirir [200,201].

Inflamasyonda yer alan TNF-a baslica lokal inflamatuar cevabi saglayan sitokin seklinde
gorev yapar. Endotel hiicrelerde kan pihtilagsmasina yardimci proteinlerin ve adezyon
molekiillerin ekpresyonlarini indiikler. Enfeksiyon ile makrofaj hiicrelerinde sistemik
sekilde TNF-o’nin hizli salinimi septik soka neden olur. Crohn hastalig1, diyabet ve romatoid

artrit gibi inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarda TNF-a diizeyinin viicutta artis gosterdigi
bilinmektedir [202].
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TNF-a sinyal yolagi

TNFR1 ve TNFR2 seklinde iki farkli reseptorii bulunan genin, (mTNF) ile (sTNF)
formlarinin reseptorlere baglanmasi ile aralarinda IL-6, IL-1, IL-8’inde yer aldig1 sitokin
kaskadin1 olusturmasi sonucu lokositlerin endotel yiizeylerden gegisini hizlandirip makrofaj
farklilagmasina yol acar [202]. TNFRI1 reseptorii makrofaj ve endotel hiicreler basta olacak
sekilde tiim hiicrelerde ifade edilme 6zelligine sahipken, TNFR2 genellikle endotel hiicreler,
noronlar ve lenfositler de ifade edilir. Ayrica T hiicrelerinde ifade diizeyinin oldukga fazla
oldugu bilinir. TNFR1 reseptorii inflamatuar cevaplarda gorevli iken TNFR2 reseptorii doku

homeostazi ve rejenerasyonda gorev alir [200-203].

MTNF formu TNFR2 reseptoriine baglanmasi ile hiicreler arasi iletisim olayinda bir ligand
sorumlulugu alir. Ayrica bu formun reseptor gorevi iistlenerek de hiicre icerisinde kaskadin
olusumunu baslatir. mTNF ve sTNF baglanma bdlgeleri ile TNFR1 ve TNFR2’de benzerlik
olmasina ragmen, hiicre i¢cinde domain yapilar1 farklilik gosterir. TNFR1’in sitoplazma
yapisindaki kuyrugu TNFR1’le ilgili DD (TRADD)’a baglanmasina yardimci domain
bulundurur (Sekil 2.24). TNFR2’nin benzer bdlgesi bulunmamakta bunun yerine TRAF adi
verilen TNFR-iligkili faktor 1 ve 2 protein yapilarina baglanmaktadir. TNFR1 ile
TNFR2’nin sinyal yolaklar1 NF-xB’yi aktiflestirmesi ile hiicrenin yasamsal faaliyetinin
devam etmesini saglamaktadir [203,204].

Sitoplazma
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Sekil 2.24. TNFR1 ile TNFR2 sinyal yolaklar1 [203]
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TNF-o ifadesinin hastaliklara etkisi

Mast hiicreleri tarafindan iiretilen TNF-a, enfeksiyon bolgelerine notrofillerin taginmasini
saglar. Rothe ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada TNFR1 eksikligi sonucunda farelerin
girebilecegi septik soka karsi diren¢ mekanizmalarinin geligmesine ragmen Listeria
monocytogenes enfeksiyonunda duyarlilik gosterdigi bilinir [205]. Lin ve digerlerinin
yaptig1 calismada ise TNFR2 aracilifiyla TNF yolaginin bazi anti-apoptotik molekiillerin
ifade edilme diizeylerinin arttig1 ve T hiicre aktivasyonu siirecinde hayatta kalmaya zemin

olusturdugu belirtilmistir [206].

TNF-alfa konsantrasyonunun yiiksek olmasi hematolojik rahatsizliklara etki eder. Aplastik
anemide onemli olan Thl hiicreleri, TNF-a diizeyinin fazla olmasi ile hiicreleri baskilar ve
buna bagli olarak projenitorlerin 6liimiine sebep olur [203]. Otoimmiin inflamatuar hastalik
olarak ifade edilen romatoid artrit olusan T hiicrelerinin inflamasyonu ile iliskilendirilir.
Eklemlerin iltihaplanmas1 TNF-a basta olmak {izere baz1 sitokinlerin iiretilmesi ile olusur.
Bu hastalarda kronik inflamatuar sonucu kardiyovaskiiler rahatsizliklarin meydana gelme
ihtimalinin artt1g1 bilinir. TNF-a konsantrasyonunun bazi hastaliklarda diizeyinin artmasi ile

kardiyovaskiiler hastalik riskinin de buna bagl olarak dogru orantili arttig1 bilinir [207].

TNF-a’nin lipit metabolizmasi tizerinde oldukca etkilidir. Yiikselen TNF-o diizeyi agiga
cikan inflamatuar rahatsizliklarda ve sepsiste, trigliserit igeriginin de yiikselmesi ile
hipertrigliserit meydana gelebilir. Trigliserit sentezinde substrat gorevine gore TNF-a

serbest yag asit diizeyini artirarak karaciger ve adipoz doku igerisinde birikmektedir [208].

TNF-a konsantrasyon diizeyinin insiilin direnci iizerinde etkili oldugu bilinir. Inflamatuar
markirlar igerisinde insiilin direncinde ilk ifade edilenin TNF-« oldugu kaydedilmistir. 1993
yilinda yapilan ¢aligmada obez farelerin adipositlerinde yiiksek miktarda TNF-o ifadesi
goriilmiistiir. TNF-o nin insiilin {izerine etkisini, IRS1 olarak bilinen insiilin reseptorii
substratt 1’in serin fosforilenmesini saglayarak insiilin reseptorii iizerinde tirozin kinaz
enzim aktivitesini engelleyecek sekilde etkisi oldugu bilinir. Buna ek olarak, adiposit dokuda
lipoliz artis1 sonucunda plazmadaki serbest yag asit diizeyinin de artmasi insiilin direncinin
gelismesine neden olur (Sekil 2.26). Adipositler igerisinde yolaklarda insiilin reseptorii
birgok proteinin salgilanmasini azaltir [201,209,210]. Homeostaz1 diizenleyen TNF-o leptin

tiretimini  arttirmasmin yaninda insiilin salimmimi da azaltici etki gosterir. Makrofaj
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yapilarini adipositlere yonlendirmesi sonucu inflamatuar durumun artmasi ile insiilin direnci

olusabilecegi belirlenmistir (Sekil 2.25) [208].

Ll
GLunI | TNF-RI R

(mcp-1] [Leptn] ((Adiponecto] [(pPaRgamma ) ) Lipovliz
—— pro-inflamatuvar ) FFA
[insGIin direnci ]

Sekil 2.25. TNF-a ile insiilin direnci [208]

TNF-a, IL-15 sentezlemekle gorevli eklem hiicreleri tarafindan salgilanir. Yiiksek oranda

IL-1p goriilen sinovyal membran, sinovyal sivi, kikirdak gibi yapilarda bulunur [210].

2.7.11. Interlokin 1 beta (IL-15)

IL-1p katabolin olarak da ifade edilen, viicut icerisinde IL-// geni araciligtyla sifrelenen IL-
1 ailesinin icerisinde yer alan bir sitokin olarak bilinir. IL-1 gen yapis1 2.kromozomun uzun
kolu iizerinde (2q13-21) yerlesim yeri igerisinde bulunan 430 kb’lik bir bolge olarak
tanimlanir. Farelerde de 2.kromozom {iizerinde yer alir (Sekil 2.26). Bolgede IL-1A, IL-1B
ile ILIRN genleri yer alir (Sekil 2.27) [211].

Kromozom 2 -NC_000068.8

[12a154409 [12a57a522
Gra29941 Gral 40 400
G2 705 Gl 5335 Fasin4sPleRik
Ilibax
I11k #pm
Spcsd-ps

Sekil 2.26. IL-14 gen yerlesimi [211-212]
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Sekil 2.27. IL-1 gen kiimesinin sematik gésterimi [211]

1972 yilinda Igal Gert tarafindan kesfedilen IL-1 lenfosit indiikleyici faktér olarak
isimlendirilir. 1985 yilinda o ve B formlar1 basta olacak seklinde 15 farkli form ile
tanimlanmistir. IL-/4’nin aktivitesinin daha fazla olmasi ile proinflamatuar etkiye sahip
oldugu bilinir. Bu sitokin aktif olan makrofajlar tarafindan propolein seklinde iiretilir. Bu

yolak kaspaz 1 (CASP1/ICE) tarafindan aktive edilir [212].

IL-/f’nin inflamasyon ve bagisiklik da anahtar role sahip olan dogal bagisiklik yaniti ile
dogrudan iliskili oldugu bilinir. Inflamatuar degisikliklere ve doku hasarina neden olan
mediyatorlerin sentezi ve salgisini arttirir. IL-7f genellikle makrofaj, notrofil ve monosit
gibi bagisiklik hiicreleri tarafindan sentezlenir. IL-/f endotel hiicrelerde ICAM-1 salinimini
arttirir. Kemokin 6zelligi olan IL-/p, IL-8 salinimin1 aktive ederek ilgili dokulara notrofil

infiltrasyonunu kolaylastirir [24].

Interlokin 1-beta ifadesinin hastaliklara etkisi

IL-7p, insanlarda ve farelerde tip 17 T hiicrelerin farklilasmasi ile 1L-17 {iretimini arttirarak
adaptif bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde gorev alir [213]. IL-2 ifade seviyesini
arttirmasimin yaninda IL-6 ve interferon benzeri inflamatuar sitokinler ile sinerjistik etki
gosterir. Endotel hiicrelerin adezyon molekiillerinin iiretimini destekler. Stromal bazli
hiicreler araciligiyla kemokinlerin salinmasi ile inflamasyon bdlgesi igerisinde inflamatuar
hiicrelerin  toplanmasi1 tesvik edilir. IL-1 bag doku bozulmasina neden olan
metalloproteinazlarin {iretimini arttirarak kollojen ve proteoglikan iiretimini de engeller.

Boylelikle bag dokusunda yikimini arttirir [214].

IL-1/5 osteoklastlarin olgun hale gelmesi {izerinde dolayli ve dogrudan olmak {izere uyarici
etkiye sahip oldugu bilinir [215]. IL-/§ kazanilan bagisiklikta etkili oldugu bilinen bir

mediyatordiir. Antijen igeren hiicrelerin uyarilmasinda, IL-6’nin makrofaj salinimi ve T
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hiicrelerinin antijen bazli stimiilasyonunun arttirilmast durumlarinda diizenleyici olarak
gorev yapar. IL-/4 nin hastaliklar iizerine etkisinin arastirildigi ¢aligmalarda periodontal
hastaliklar 6nemli yer tutar. IL-/p, fibroblastlarin, endotelyal hiicrelerin ve keratinosit
hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikler. Fibroblastlardan kollajen, fibronektin ve hyaluronat

sentezini arttirir. Bundan dolayr doku homeostazi i¢in olduk¢a Onemli bir sitokindir
[216,217].

2.8. Gen ifade Analizi

Gen ifade analizi i¢in mRNA izole edilir. Daha sonra cDNA’a doniistiiriiliir. Bir hiicrenin
yapisinda olan tiim RNAlara (rRNA, tRNA, mRNA, diger kii¢iik RNAlar) transkriptom adi
verilir. Transkriptom gen ifadesi caligmasinda kullanilan temel basamak olan RNA
izolasyon asamasini igerir. RNA izolasyonu sonrasinda kararsiz ve tek iplikli molekiil olan
RNA’y1 kalip olarak kullanan revers transkriptaz (RT) enzimi ¢ift iplikli DNA molekiili
senztezler. RT reaksiyonunda 3 farkli primer kullanilabilir. Bunlar oligo (dt) primerler,
rastgele (heksamer) primerler, 6zel tasarlanmis primerlerdir. Oligo primerler yiiksek kalitede
RNA materyali mevcut ise tercih edilebilir. Primer ve bilesenler ile cDNA elde edildikten
sonra RT-qPCR ile belli bir genin ifadesi calisilabilir.

2.8.1. RNA izolasyonu

Bir memeli hiicresine ait toplam RNA’nin yaklasik %80-90’1m1 rRNA, %3-5"ini tRNA geri
kalanini ise mRNA’dir. Dokularda, RNA’nin ¢evresinde bulunan mantar ve bakterilerde yer
alan RNazlarin etkisi ile par¢calanmadan kalmasi oldukga giigtiir. Bu nedenle RNA izolasyon
kit protokollerinde giiclii protein denatiirasyon ajanlar1 ve RNaz inhibitorii kullanilir.
DNA’ya asidik ¢6zelti uygulamasi ile RNA molekiilii ayrimi yapilir. Bu nedenle deneyde
kullanilacak olan materyal bir siire saklanacak ise yikimi 6nleyebilmek adina uygun

sartlarda saklanmalidir [218-220].

Elde edilen DNA saflig1 hassas spektrofotometreler veya NanoDrop cihazi kullanilarak
fotometrik olarak Olciilebilir. Bu degerlendirme ile optik yogunluk durumu farkli dalga
boylart baz alinarak belirlenir. Bu dalga boylarindan olan 230 nm dalga boyu igin

kontaminant yapidaki maddelerin absorbans degeri, 260 nm dalga boyu igin niikleik asit
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saflig1 absorbans degeri 280 nm dalga boyu i¢in protein-fenol igerikli absorbans degeri ifade

edilir. Optik yogunlugun 260/280 =1,80 olmas1 gerekir [221].

2.8.2. cDNA sentezi

Calisilan materyalden izole edilen RNA, revers transkriptaz enzimi araciligi ile tamamlayici
DNA’sina (cDNA) cevrilir. Revers transkriptaz enzimi izole edilen tek iplikli RNA’y1 kalip
olarak kullanarak kararli ¢ift iplikli DNA molekiilii sentezler. Bu adim i¢in RNA ve primer,
RNA’nin ikincil yapisinin denatiire edilebilmesi i¢in 1sitilip, buz iizerine alinarak ilgili
primerin DNA’ya baglanmasi hedeflenir. Reaksiyonun diger gerekli bilesenleri (RNaz
inhibitorii, ANTPIler, tampon ¢ozelti ve revers transkiptaz) reaksiyona eklenir. Termal dongii
icerisinde transkripsiyon basamagi gergeklesir. Son asamada gerekli 1s1 saglanarak enzim

inaktivasyonu saglanir [222].

2.8.3. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA replikasyonunu in-vitro yapilmasidir. Yiiksek
sicaklik polimerizayonu yapan polimeraz enzimi Thermus aquaticus bakterisinden elde
edilmesi ile niikleik asitlerin ¢ogaltilmas1 teknigi Kary Mullis tarafindan yapilmistir. Yaptig1
calismalar ile 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii almaya hak kazanmistir. RT-qPCR iiriinlerin
analiz basamagi reaksiyon sirasinda yapilir. Uriinlerin niceliksel ve niteliksel olarak
analizlerinde diziye 6zgii olan problar ve/ veya diziye 6zgii olmayan icerikli floresan boyalar
kullanilir. qPCR reaksiyon tiipii i¢erisinde ¢ogaltilan DNA’nin reaksiyona bagli olarak takip
edilmesine imkan saglar. Bu yontem ile RNA ve DNA &rnekleri kantitatif ve kalitatif olmak
tizere kisa zaman igerisinde analizi yapilabilir. Bu uygulama ile c¢ok sayida ornek
olabildigince az kontaminasyon riski dogrultusunda gilivenle calisilabilir. qPCR’da PCR
reaksiyonlar1 sirasinda meydana gelen ornekleri goriiniir kilan ve sonuglar1 monitdrize
edebilen yapilar boya ve problardir. Meydana gelen floresan 1s51ma, DNA miktarina bagl
olarak ayni oranda artig gosterir [223-226] (Sekil 2.29).

Her bir dongii ile agiga ¢ikan floresan 1s1ma miktar1 kaydedilir. PCR {iriiniinde goriilen ilk
anlaml1 artis tissel asama niteliginde goriintiilenir. Bu artisin goriildiigii ilk dongii baslangig
materyal miktar1 ile dogru orantili olur. Baslangi¢ DNA miktarinin fazla olmasi ilk goriilen

anlamli artisin daha erken dongiide ifadelenmesi anlamina gelir. Cogaltilacak hedef gen
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dizilerinin tespiti i¢in farkli metotlar gelistirilmistir. Problar DNA/cDNA i¢in tanimlanmak
istenilen baz dizisine gore tasarlanan, radyoaktif veya kimyasal olarak isaretlenmis yapida
olan tek zincirli oligoniikleotid bilesiklerdir. Calisilan bolgeyi belirleyebilmek igin diziye

0zgii veya diziye 6zgii olmayan yapilar tasarlanabilmektedir [22].

Dizive 6zgii olmayan problar

DNA'’ya baglanma ilgisi olan florojenik yapida boyalar kullanilir. Hassas kullanimu ile tercih
sebebi olan YO-PRO, BEBO ve SYBR Green gibi florojenik boyalardir. Boyalarin ¢ift
sarmal yapisinda olan DNA’ya baglandig1 anda kuvvetli bir 1s1ma yapmasi beklenir. DNA
miktarinin artmasina bagl olarak 1siyan floresan miktarinin da artmasi beklenir. Calisilan
diziye 0Ozgii bir 1s1ma yapmamasindan dolayr spesifik Ozelligine sahip degildir.
Karakterizasyon ve kantifikasyon erime egrileri ile belirlenir. Primer yapilarinin dimer

olusturma riski goz oniine alinarak tasarlanmasi gerekir [22].

Diziye 6zgii olan problar

Farkli boyalara ve molekiiler yapiya sahip olmalarima ragmen c¢alisma hedefi olarak
cogaltilan DNA i¢in hedef diziye ait baglanma seklinde ifade edilir. Bu nedenle floresan
1stmanin tespit edilen hedef diziye ait oldugu bilinir. Bu yapilar; hibridizasyon problari,

hidroliz problar1 ve hairpin olarak adlandirilan sa¢ tokasi prob yapilari olarak bilinir [22].

Hidroliz problar arasinda yaygin olarak Tagman problar1 yer alir. Hedeflenen diziye 6zgii
sentezlenen probun 5’ bolgesinde reporter boya ve 3’ bolgesinde quencher yapist bulunur.
Quencher yapis1 5° kismindaki reporter boyanin 1gimasii engeller. PCR amplikasyonu
sirasinda ilk olarak DNA’ya ilgili problar baglanir. Sonrasinda PCR karigimi igerisine
eklenen primerler baglanir. Bu baglanma ile polimerizasyon islemi baslar. DNA polimeraz
ipligin 5 ucundaki ekzoniikleaz aktivitesi araciligiyla Tagman probu bu ugtan yikmaya
baslar. Bu sekilde serbest kalan boya (reporter) floresan 1sima yapar. Her bir dongi

igerisinde hedef dizi ¢cogaltilmasina bagli olarak floresan 1s1ma da ayni oranda artar [22].

Hibridizasyon problar1 ifadesine bakilacak olan genin 6zel bdlgesi i¢in liretilerek daha
spesifik bir ¢aligma saglanmaktadir [227]. Enerji veren boyadan alan boyaya transferi

gerceklesen boyalar (FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer) olarak siniflandirilir.
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Transfer ile ortaya ¢ikan enerji sonucunda floresan iiriin miktarina bagh sekilde ifadelenir

[228].

Hairpin problari ise yapisindan dolayi sa¢ tokasina benzetilir. Tokanin 5 kisminda florofor,
3’ucunda quencher boya igeren ters terminal tekrarlari olan diziler bulunur. Iki yap: arasinda
hedef diziyi tamamlayacak olan niikleotid dizi bulunur. Hedef diziye yaklasan probun
konformasyonu degisir. Diziye baglanmasi ile sa¢ tokasi yapisi agilir. Bu agilma ile serbest

kalmis olan florofor 1s1ma yapar. Isima dizi miktarina bagh olarak artis gosterir [229].

Baslangi¢ reaksiyonunda DNA/cDNA miktarinin her PCR dongiisiiniin bitiminde iki katina
ulagmasi beklenir. Bu beklenen artis iissel bir plato asamasina kadar gelir. RT-PCR

amplifikasyon Sekil 2.30°da gosterilmistir [22].
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Sekil 2.28. RT-qPCR amplikasyon gorseli [22]
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal
3.1.1. Bitki materyali
R. canina tiirii 2019 yilinin haziran ve agustos aylari igerisinde I¢ Anadolu Bolgesi'nin Orta
Kizilirmak Boéliimii'nde yer alan Kirikkale- Delice- Halitli kdyii icerisinde bulunan meradan

Habip Taskin tarafindan toplanmistir. Bitki 28.07.2021 tarthinde Dog. Dr. Mehmet Ufuk

Ozbek tarafindan teshis edilmistir. Toplanan bitki kdkleri kurumaya birakilmistir. Kuruyan

bitki 6rnegi Sekil 3.1 ‘de verilmistir.

Sekil 3.1. R. canina L. bitkisinin kurutulmus ve teshis edilmis 6rnegi

3.1.2. R. canina kok ekstrelerinin hazirlanmasi

Kuruyan bitki kokleri Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim
Dalinda kok 6gilitme cihazi ile 6giitiilmiistiir. Bitki kokleri talas haline getirildikten sonra iki

farkli kok ekstresi hazirlanmistir.

a. Metanol ekstresi (Ekstre 1); Ogiitiilen bitki koklerinin (50g) iizerine 500 ml metanol ilave
edilerek 16 giin boyunca, dort giinde bir ¢oziici degistirilerek yenilenmistir. Siizme islemi
sonucunda elde edilen s1vi metanol ekstresi 337 mbar basing ve 60 °C su banyosu ayarl
evaporator sisteminde buharlastirma islemi tamamlanarak kuru ekstreler elde edilmistir.

Ekstrenin evaporasyon islemi Sekil 3.2°de gosterilmistir. Elde edilen ekstreler petrilere
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konularak uygun saklama kosullar1 olusturulup daha sonra kullanilmak {tizere +4°C

dolabina alinmistir.

Sekil 3.2. Metanol ekstresinin evaporasyon islemi ve elde edilen kuru ekstre

b. Su ekstresi (Ekstre 2); Ogiitiilen bitki kdklerinin {izerine (50g) 1000 ml steril su ilave
edilerek gece boyunca oda sicakliginda birakilmistir. Elde edilen s1vi ekstre stizme iglemi
ardindan 337 mbar basing ve 60 °C su banyosu ayarli evaporator sisteminde buharlagtirma
islemi tamamlanarak kuru ekstreler elde edilmistir. Ekstrenin evaporasyon islemi sekil
3.3’te verilmistir. Elde edilen ekstre petri kaplarina alinarak uygun saklama kosullar

olusturulup daha sonra kullanilmak iizere +4°C dolabina alinmistir.

Sekil 3.3. Su ekstresinin evaporasyon islemi ve elde edilen kuru ekstre
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3.1.3. Deney hayvanlari
Etik Kurul

Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimi (BAP) tarafindan kabul edilen ve
desteklenen, 6367 proje kimligi ve 05/2020-24 proje kodlu ¢alisma igin Gazi Universitesi
hayvan yerel etik kurul izni 26.06.2020 tarihli G.U.ET-20.037 numaraldir. Proje
kapsaminda gerceklestirilecek olan deney hayvanlar1 uygulamalart Gazi Universitesi Etik
Kurulu yonergesinin 13. maddesinde belirtilen “Etik kurallara uygunluk esas1” kararina

uygun olarak tamamlanmaistir.
3.1.4. Deney hayvanlar ve ortam kosullari

Calismada 42 adet her biri 250-300 g agirlik arasinda degisen 10-12 haftalik Wistar albino
erkek ratlar kullanmilmistir. Hayvanlarin se¢iminde fizyolojik olarak durumlarinin iyi
olmasina ve deneysel bir ¢alismada kullanilmamis olmasina 6nem verilmistir. Deneyde
kullanilacak olarak seg¢ilen hayvanlarin laboratuvar kosullarina uyum saglamalar1 amaci ile
10-12 haftalik ratlar deneyden yaklasik 5 giin once temin edilmistir. Temin edilen ratlar
uygun sartlar saglanarak kafeslerine yerlestirilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Deney hayvanlarinin beslenmesi ve yagsama ortamlari
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Ratlar, 24+/-10 °C sicaklik, %55+/-5 nem igeren ortamda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
dongiisiine uygun sekilde kafes ortaminda tutulmustur. Gézlem altinda tutulan deneklerin

calisma ortamina adaptasyonu ve stabilizasyonu saglanmistir.

3.1.5. Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi ve diyabetin indiiklenmesi

Gruplandirilan deney hayvanlar sekil 3.5’te gdsterilmistir. Deney planlamasinda hayvan

gruplariin detayl igerigi ise Cizelge 3.1’ de verilmistir.

N T .
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Sekil 3.5. Gruplandirilan deney hayvanlar
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Diyabet indiiklenmesinde kontrol 1 (K) grubu disinda olan deney gruplarina 40 mg/kg
dozunda STZ, taze hazirlanan sitrat tamponu igerisinde (pH 4.5) ¢oziilerek intraperitoneal

enjeksiyonla verilmistir (Sekil 3.6) [230].

Grup 1- Kontrol 1 Grubu (K); Deney baslangicinda intraperitonal olarak pH degeri 4.5 olan
ve taze olarak hazirlanan 50 mM sitrat tamponunun uygulama yapilan, deney siiresince

agirliklarina paralel olarak her giin oral gavaj ile steril su verilen gruptur.

Grup 2- Kontrol 2 (Diyabetik Kontrol) Grubu (A); Deney siirecinin ilk basamaginda hayvan
basina 40 mg/kg gelecek sekilde STZ hesaplanarak pH degeri 4.5 olan ve taze olarak
hazirlanan 50 mM sitrat tamponu igerisinde ¢dziillip intraperitonal olarak uygulama yapilan
gruptur. Kan sekeri 6l¢iimleri sonucunda diyabet olduklarmin belirlenmesi ile hayvanlarin

agirliklarina paralel olarak her giin oral gavaj ile su verilen gruptur.

Grup 3- Ekstrel (Metanol ekstre, 1.doz) Grubu (B); Deney siirecinin ilk basamaginda
hayvan basina 40 mg/kg gelecek sekilde STZ hesaplanarak pH degeri 4.5 olan ve taze olarak
hazirlanan 50 mM sitrat tamponu igerisinde ¢oziillip intraperitonal olarak uygulama yapilan
gruptur. Kan sekeri 6l¢iimii sonrasinda diyabet oldugu belirlenen grup 3, deney siiresince
her gilin metanol ekstresinin ¢oziiciisii (steril su) i¢erisinde diisiik doz (250 mg/kg/giin) olarak
¢oziillip, olusan sivi1 karigiminin hayvan agirliklar: baz alinarak oral gavaj yolu ile ratlara

verilen gruptur.

Grup 4-Ekstrel (Metanol ekstre, 2.doz) Grubu (D); Deney siirecinin ilk basamaginda 40
mg/kg gelecek sekilde STZ hesaplanarak pH degeri 4.5 olan ve taze olarak hazirlanan 50
mM sitrat tamponu igerisinde ¢oziillip intraperitonal olarak uygulama yapilan gruptur. Kan
sekeri Ol¢limii sonrasinda diyabet oldugu belirlenen grup 4, deney siiresince hayvan
agirliklar1 ve degisimleri baz alarak ¢oziiclisii (steril su) icerisinde yliksek doz (500

mg/kg/giin) olarak hesaplanarak ¢0ziiliip, gilin asir1 oral gavaj yolu ile verilen gruptur.

Grup 5-Ekstre2 (Su ekstre, 1.doz) Grubu (E); Deney siirecinin ilk basamaginda 40 mg/kg
gelecek sekilde STZ hesaplanarak pH degeri 4.5 olan ve taze olarak hazirlanan 50 mM sitrat
tamponu igerisinde ¢oziiliip intraperitonal olarak uygulama yapilan gruptur. Kan sekeri

Olctimii sonrasinda diyabet oldugu belirlenen grup 5, deney siiresince hayvan agirliklar ve
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degisimleri baz alinarak ¢oziiciisii (steril su) igerisinde diisiik doz (250 mg/kg/giin) olarak

¢Oziiliip, giin asir1 oral gavaj yolu ile verilen gruptur.

Grup 6-Ekstre2 (Su ekstre, 2.doz) Grubu (F); Deney siirecinin ilk basamaginda 40
mg/kgngelecek sekilde STZ hesaplanarak pH degeri 4.5 olan taze olarak hazirlanan 50 mM
sitrat tamponu igerisinde ¢oziiliip intraperitonal olarak uygulama yapilan gruptur. Kan sekeri
Olctimii sonrasinda diyabet oldugu belirlenen grup 6, deney siiresince hayvan agirliklart ve
degisimleri baz alinarak ¢oziiciisii (steril su) igerisinde yiiksek doz (500 mg/kg/giin) olarak

hesaplanarak ¢6ziiliip, giin asir1 oral gavaj yolu ile verilen gruptur.

Cizelge 3.1. Gruplandirilan deney hayvanlarina uygulanacak olan STZ ve ekstre igerigi

Intraperitoneal | )\ 201 verilecek madde N
enjeksiyon (Kisi sayis1)
Grup 1- Kontrol 1 Yalnizca sitrat Ekstrenin ¢oziildigi 7
(K) tamponu madde (su)
Grup 2-Kontrol 2 (Diyabetik Kontrol) . Ekstrenin ¢6ziildigi
(A) Streptozotosin(+) madde (su) 7
Grup 3-Ekstrel
. . Ekstre 1, 1.doz
(Metanol ekstresi, 1.doz) Streptozotosin(+) T 7
250 mg/kg/giin
(B) (250 mg/kg/giin)
Grup 4-Ekstrel
. . Ekstre 1, 2.doz
(Metanol ekstresi, 2.doz) Streptozotosin(+) e 7
500 mg/kg/giin
(D) (500 mg/kg/giin)
Grup 5-Ekstre2
. . Ekstre 2, 1.doz
(Su ekstresi, 1.doz) Streptozotosin(+) e 7
250 mg/kg/giin
E) (250 mg/kg/giin)
Grup 6-Ekstre2
. . Ekstre 1, 2.doz
(Su ekstresi, 2.doz) Streptozotosin(+) e 7
) (500 mg/kg/giin)

Enjeksiyon sonras1 hayvanlar kafeslerine geri birakilarak ayni ortam kosullar1 saglanmstir.
Kafesler icerisindeki suya ve yeme ulagsma imkani degistirilmemistir. Uygulamadan 72 saat
sonra kuyruk kanindan aglik kan glukoz ve insiilin diizeyi tayini yapilmistir. Streptozotosin
verilen gruplarda glukoz diizeyleri > 200 mg/dL olarak saptandiginda diyabet olarak kabul
edilip, ekstre uygulamasi olarak nitelendirilen bitki kok ekstrelerinin verilmesi basamagina

gecilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Intraperitoneal STZ uygulamasi

3.1.6. R. canina kok ekstrelerinin deney hayvanlari iizerinde uygulanmasi

Hazirlanan kok ekstreleri hayvan gruplarinin agirliklar: baz alinarak steril su igerisinde taze
olarak ¢oziilerek (Sekil 3.7) oral gavaj yolu ile uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.8). Ekstre
uygulamasi 14 giin olacak sekilde uygulama yapilmistir. Siire¢ icerisinde diyabet olan
hayvanlarin agirlik degisimleri baz alinarak bu degisimler ¢ergevesinde ekstre uygulamasi

yapilmustir.

Sekil 3.7. Bitki kok ekstrelerinin uygulama oncesi hazirlig
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Sekil 3.8. Ekstrenin oral gavaj uygulamast

3.1.7. Kan materyalinin toplanmasi

Hayvanlara her giin uygulanan ekstre uygulamasmin 14. giiniinde gruplar etik kurul
raporuna uygun olarak derin anestezi altinda intrakardiyak kan alinarak sakrifiye edilmistir
(Sekil 3.9). Almman kanlar mor kapakli EDTA’ln biyokimya tiiplerine aktarilarak
pthtilasmamasina dikkat edilmistir. Calisma i¢in gerekli olan kan 6rnekleri alinip buz akiisii
icerisinde Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkez biriminden Gazi Universitesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuvarma

getirilmistir. Alinan 6rnekler -80°C de muafaza edilmistir.

Sekil 3.9. Anestezi altindaki deney hayvanlari
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3.1.8. Kullanilan kimyasal maddeler

Metanol (Sigma), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma), Gallik asit (Sigma),
Biitien di-hidroksi toliien (BHT) (Sigma), Demir Kloriir (FeCl2) (Merck), Ferrozin, 98%,
(Sigma), Folin Ciocalteu’s reagent (Meck), Sodyum karbonat (Na2COs) (Merck), Gallik asit
(Sigma), Tris (Merck), Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Merck), Yiikleme tamponu /
Bromfenol mavi (Merck), Etidyum bromiir (Sigma), Agaroz (Applichem), pBR322 plazmit
DNA (Sigma-Aldrich), Restriksiyon endoniikleaz enzimleri (BamHI ve Hindlll) (Sigma-
Aldrich), Dimetilsiilfoksit DMSO (Merck), Askorbik asit (Sigma), Demir (III) Kloriir
(Merck), Hidrojen peroksit (Riedel-de haen), Tris (Merck),Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) (Merck), Etidyum bromiir (Sigma), Agaroz (Applichem), Streptozotosin (Santa
Cruz), Sodyum asetat (Sigma), Amonyum kloriir (Sigma), Sodyum bikarbonat (Sigma),
anestezik ilaglar (Control %10-50 mL), (Ketasol %10).4

3.1.9. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve laboratuvar cihazlan

Filtre kagidi (Whatman), laboratuvar cam malzemeler (meziir, beher, cam tiip, erlenmayer
vb.), petri kaplar1 (90x15mm), aliiminyum folyo, niltril ve lateks eldiven, mikropipetler (10
uL, 100 pL, 1000 uL), filtreli mikropipet uglari, ependorf tiipleri (0,5 mL -1 mL -2 mL),
petri kaplari (90x15mm), steril insiilin enjektdrii, EDTA’l1 mor kapali tiip 10 ml, 5 mI’lik
steril enjektor (Beybi), etiket, pens.

Evaporatér sistemi (BUCHI, Distillation Chiller B-741, Vacuum Pump V-700, Vacuum
Controller V-850, Rotavapor V-210), Distile Su Cihazi (JENCONS, AUTOSTILL 8000X),
Spektrofotometre (SHIMATZU, UV-1700), Spektrofotometre kiiveti (LP Italiana), Distile
su cihazi (JENCONS, AUTOSTILL 8000X), Worteks (FISONS), Hassas Terazi (Sartorius
), Santrifij (Hettich, MIKRO 22 R), Otoklav (TOMY, SX-700E), BioDoc Analyze
(Biometra) goriintiileme cihazi, etiivler ve inkiibatorler, (Memmert), Otoklav (TOMY, SX-
700E), Distile su cihazi (JENCONS, AUTOSTILL 8000X), Mikrodalga firin (Vestel), Yatay
elektroforez tanki ve gii¢ kaynagi (Biometra), Agaroz jel plaklar1 ve taraklar, Worteks
(FISONS), agirlik 6lgme cihaz,alet ve ekipmanlar1 (Dijital, Scaltec), pH metre (Mettler
toledo), glukometre cihazi ve cihaza uyumlu strip (Contour plus), DNA-RNA sayici
(Nanodrop, ND1000), Steril Kabin Holten Lamin Air), Model 1.8, RealTime PCR cihazi
(Roche, LightCycler®480), Buz makinesi, (Hosishzaki, FM-80EE), Derin dondurucular (-
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30°C), (SANYO, MDF-U537), Derin dondurucular (-80°C) (SANYO, MDF-U72V), Kit
koruma dolab1 (+4 °C) (Sanyo)

3.1.10. Kullanilan Kkitler

Gen ifadesi calismasinda kullanilan kitler

RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya), TAQMAN® Gen Ekspresyon Testleri Kiti, (Beta-
Actin) (RAT) (Roche, Almanya), TAQMAN® Gen Ekspresyon Testleri Kiti, (Interlokin-1
Beta) (RAT) (Roche, Almanya), TAQMAN® Gen Ekspresyon Testleri Kiti, (TNF-a) (RAT)
(Roche, Almanya), Transkriptor Birinci Iplik ¢cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya),
LightCycler® 480 Probes Master kiti (Roche, Almanya)

3.1.11. Deneylerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Sterilizasyon islemi: Sterilizasyon, otoklav kullanilarak 121 °C’de 1,5 atm basing ayarinda

15 dakika olarak yapilmaktadir. Deney hazirlig1 asamasinda en 6nemli adimlardan biridir.

0,5M EDTA (pH 8.0): 186,12 gr EDTA bir miktar distile su ile ¢oziiliip, son hacmi 800 mL
olacak sekilde hazirlanmistir. pH degeri 8 olana kadar NaOH tableti eklenmistir. Tablet
¢Ozelti igerisinde karistirildiktan sonra ¢ézeltinin son hacmi 1000 mL olacak sekilde distile

su ilave edilmisgtir.

1 M Tris-HCI ¢ézeltisi: 12,11 gr Tris distile su igerisinde ¢6ziiliip konsantre halde olan HCI
ile pH dengesi 8’e ayarlanmistir. pH ayarlamasi yapildiktan sonra son hacim 100 mL olacak

sekilde distile su ilave edilmigtir.

TE ¢ozeltisi: 1 mL 1 M Tris-HCl ile 0,2 mL 0,5 M EDTA karistirilip ¢6zeltinin son hacmi
100 mL olacak sekilde distile su ilave edilmistir.

Stok Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu (50x) (pH: 8,0): Ilk olarak 242 gr Tris, 57,1 mL
glasial asetik asit ile 0,5 M 100 mL EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde ¢dziilerek ve hacmi

1000 ml’ye tamamlanmistir.
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TAE tamponu: TAE stok tamponundan (50x) 20 mL alinip, lizerine distile su ilave edilerek

1000 ml’ye tamamlandi.

Agaroz: %0,8 ve %1’lik agaroz TAE tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Yiikleme tamponu: Sirasiyla tartimlart yapilan 0,025 gr bromofenol mavisi, 0,25 gr ksilen

siyanol ve 40 gr siikroz birlestirilerek 100 ml distile su ilave edilerek ¢ozlilmiistiir.

Etidyum bromiir (EtBr): 10 mg/mL derisimde hazirlanmis olup 15181 gecirmeyen koyu renkli

siselerde muhafaza edilmistir.

Sitrat tamponu; 1,47 gr sodyum asetat tartilip 80 ml su igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozeltinin
pH dengesi 6M HCIl asit ile 4,5 olarak ayarlanip 100 ml’ye tamamlanmuistir.
Serum fizyolojik: Distile su igerisinde %0,9 oraninda NaCl ¢oziilerek hazirlandi ve otoklav

kullanilarak sterilizasyon islemi yapilmistir.

DPPH ¢ozeltisi: %0,004 oraninda DPPH hassas terazi ile tartilip metanol igerisinde

coOziilerek hazirlanmstir.

BHT: 0,01 gram BHT tartilip 10 ml metanol igerisinde ¢oziilerek hazirlanmigtir.

Gallik Asit Cozeltisi: 0,001 gram gallik asit 1 ml metanol icerisinde ¢oziilerek hazirlanmastir.

10x Red Blood Cell Lysis Buffer: 8,26 g amonyum klorid, 1,19 g sodyum bikarbonat tartilip
0.5M ve pH igerigi 8 olan 200 ml EDTA tamponu igerisinde ¢oziilmiistiir. Cozelti son hacmi
100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir. C6zeltinin son pH igerigi 7.3 olacak
sekilde ayarlanmustir. Steril edebilmek igin otoklav kullanilmistir. Deneylerde kullanilimak

izere (1x) olacak sekilde seyreltim yapilmistir.
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3.2. Metotlar

3.2.1. R. canina kok ekstresi antioksidan aktivitesi

Bitki ekstresinin antioksidan aktivite icin hazirlanmasi

Bitki ekstreleri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve toplam fenolik i¢erik madde tayininde

kullanilmak tizere 1 mg/mL konsantrasyon olacak sekilde hazirlanmistir.

DPHH vyontemi

Caligsmada oncelikli olarak bitki kok ekstrelerinin radikal siipiiriicii etkisini hesaplayabilmek
icin %0,004 DPPH (2,2-difenill-pikrilhidrazil) ¢ozeltisinin 100-6,25 pg/ml olan farkl
konsantrasyonlardaki su ve metanol ekstrelerinde meydana gelen renk degisimleri %
inhibisyon olarak degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelere 500 pul
%0,004 DPPH ¢ézeltisinden 1 mL eklenerek karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Ornekler
karanliga maruz birakildiktan sonra UV spektrofotometre cihazinda 517 nm dalga boyunda
Olciilmiistiir. Elde edilen veriler kontrol olarak kullanilan 6rnek (500 pl ¢oziicii + 500 pl
DPPH) baz alinarak degerlendirilmistir. Biitillenmis hidroksi toliien (BHT) 6rneklere karsi

pozitif kontrol olarak kullanilmistir. DPPH’nin radikal siipiiriicii etkisi % inhibisyon formiilii

ile (Akontrol- Asrnek /Akontrol) X 100 hesaplanmustir.

Toplam fenolik icerik miktar tayini

Deneyde kullanilmak iizere konsantrasyonlar1 Img/ml olacak sekilde iki farkli bitki kok
ekstresi ve gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Calismada 100 pL ekstre iizerine 200 plL
%S5’1lik Folin-Ciocalteau reaktifi eklenilerek 3 dakika bekletildikten sonra tizerine 1 mL
%2’1ik Na2COs ¢ozeltisi eklenilerek oda sicakligi kosullarinda 1 saat bekletilmistir. Bekleme
stiresi sonunda UV spektrofotometre cihazinda 760 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir.
Her ¢dziicii igin 3 tekrar yapilmustir. Olgiim sonuglar standart gallik asit grafiginden elde
edilen esitlik parametresi kullanilarak pg gallik asite es deger mg ekstre miktar1 olarak

saptanmuigtir.
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Demir Selatlama

Farkl1 konsantrasyonlarda hazirlanan her bir bitki kok ekstresinden 500 uLL cam tiipe alinip
tizerine 50 uL 2 mM FeCl2 eklenip 5 dk bekletilmistir. Tiiplere alinan ekstreler igin her
konsantrasyondan 3 paralel olacak sekilde deney diizenegi tasarlanmistir. Bekletilen karisim
tizerine 100 pL 5 mM ferrozin eklenip 10 dk inkiibasyonda birakildiktan sonra
spektrofotometre cihazinda 562 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Ayni islem ekstre
icermeyen farkli ¢oziiciiler iizerinde uygulanmis olup kontrol grubu olarak karsilagtirilmasi
yapilmistir. Ekstre iceriklerindeki demir iyonlariminin yilizde selatlama aktivitesi %

Selatlama = (Akontrol- Asmek /Akontrol) X 100 formiilii ile belirlenmistir.

3.2.2. R. canina kok ekstresinin DNA iizerine etkisinin belirlenmesi

DMSO igerisinde ¢oziilen 1000 uM bitki ekstresi pBR322 plazmit DNAs1 iizerindeki etkisi
agaroz jel elektroforez ile incelenmistir. Farkli konsantrasyondaki ekstreler (1000, 500, 250,
125 ng/ml) pBR322 plazmid DNA’s1 ile muamele edilip 37 °C *de karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat sonunda Ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip UV-DNA
goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir. Kontrol olarak ekstre ile etkilesime sokulmamis

plazmid DNA’s1 kullaniimistir.

Adgaroz jel elektroforezi

%1 (w/v) agaroz, TAE tamponu igerisinde homojen hale getirildikten sonra jel tabagina
dokiilmiistiir. Polimerlestikten sonra jele drnekler yiiklenerek TAE tamponu igerisinde 70
V. 2 saat boyunca yiiriitilmiistiir. Yiiriitme sonrasi jel etidyum bromiir ile boyanmistir.
Boyama islemi tamamlanan jelin gériintiilenmesi BioDoc Analyze (Biometra) goriintiilleme
cihazinda yapilmigtir. Jel goriintiileri bilgisayar ortaminda JPEG formatinda kaydedilip

goriintiiler alinmustir.

BamHI ve HindIII enzimleri ile Restriksiyvon Endoniikleaz kesimi

DNA iizerinde 5'-G/GATCC-3' bolgesini taniyan ve kesen BamHI enzimi ve 5'- A/AGCTT-

3' bolgesini taniyan ve kesen HindIIl enziminin madde ile etkilesen DNA’nin kesimi
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gergeklestirilmistir.  DNA  iizerinde ekstrelerin bu bolgelere baglanma durumunu
anlayabilmek icin DNA ile ekstreler 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda BamHI ve HindIII enzimleri ile kesilerek 37 °C’de inkiibe edilmistir. Enzim ile
muamele edilmis ekstre-DNA bilesimi TAE tamponu igerisinde 70 V'de 1 saat boyunca
%1°1ik agaroz jel igerisinde yiiriitiilmistiir. Elektroforez de yiiriitme islemi tamamlandiktan
sonra jel etidyum bromir ile boyanarak BioDoc Analyze (Biometra) cihazinda jel

goriintiilemesi yapilmistir. Gortlintiiler JPEG formatinda kaydedilmistir.

Ekstrelerin DNA koruyucu etkisi

Her bir k6k ekstresi i¢in 1 mg tartilip 500 ml DMSO igerisinde ¢oziilmiistiir. 0,2 mg askorbik
asit ve 0,4 mg demir I1I klortir ile fenton reaktifi hazirlanip en son hacim 20 ml olacak sekilde
su ile tamamlanmistir. Karisim iyice ¢alkalanip reaksiyonun bozulmamasi i¢in sisenin etrafi
aliminyum folyo ile sarilmistir. 35 puL su ve 5 pL ekstre igeriginin son hacmi 40 pL olacak
sekilde hesaplamasi yapilmistir. Pozitif kontrol ve negatif kontrol i¢in 20 pL distile su
konulmustur. Hazirlanan fenton reaktifine hidrojen peroksit eklenip ependorflara negatif
kontrol hari¢ 20 pL olacak sekilde dagitim yapilmistir. Pozitif kontrol icerigine 20 puL fenton
eklenirken negatif kontrol icerigine 20 pL distile su eklenmistir. Bu sekilde biitiin
ependorflarin hacimleri esitlenmistir. Ependorf tliplere hizli bir sekilde spin verilip, yarim
saat etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra jel
elektroforezinde 70 V akim da yiiriitiiliip 90 dk ve 120 dk olacak sekilde goriintiilenmesi
BioDoc Analyze (Biometra) cihazinda yapilmistir. Jel goriintiileri bilgisayar ortaminda

JPEG formatinda kaydedilmistir.

3.2.3. R. canina kok ekstrelerinin IL-1f ve TNF-a ifadesi iizerine etkisi

Alinan kan 6rneklerinden RNA izolasyonu

Kan ornekleri deney hayvanlarindan kalpten ponksiyon ile EDTA iceren steril tiiplere
almmustir. Uygun kosullar altinda merkez birimden laboratuvara getirilen 6rnekler RNA
izolasyon kiti kullanilarak RNA saflastirilmasi yapilmistir. Deney igin steril ortam
saglayabilmek ve kontaminasyonu oOnleyebilmek adina izolasyon islemi steril kabininin

icerisinde gergeklestirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Kan 6rneklerine RNA i1zolasyonu islemi

Kandan RNA izolasyonu

Red Blood Cell Lysis Buffer ile Lokosit Eldesi

2 ml’lik steril ependorflara 1 ml Red Blood Cell Lysis Buffer (RBC) eklenmistir. Daha sonra
tizerine EDTA’1 tiipte bulunan kandan 200 pl ilave edilmistir. Bu asamalarda vorteks
kullanilmamaya 6zen gosterilmistir. Tiipler bir platforma yerlestirilmis ve oda sicakliginda
10 dakika alt ist ederek karigtirilmistir. 5 dk. 500 x g’ de santrifiij islemi yapildiktan sonra
olusan kirmizi pelleti kaldirmamaya dikkat ederek siipernatant kismi pipet yardimi ile
almmustir. Ependorfa tekrar 1 ml RBC ekleyerek pellet RBC i¢inde tekrar ¢oziilmiistiir. 3
dk. 500 x g’ de santrifiij yapilmistir. RBC soliisyon islemi beyaz pellet elde edilene kadar
yaklagik olarak 4-5 defa tekrar edilmistir. Beyaz bir pellet elde edildiginde siipernatant
dokiilmiis ve pellet 200 ul PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu asamadan sonra kiiltiir

hiicrelerinden total RNA izolasyonu protokolii takip edilmistir.

Kiiltiir Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu

PBS’ te ¢oziilen hiicre kiiltiirii tizerine 400 ul Lysis/-Binding Buffer eklenerek 15 sn. iyice

vortekslenmistir. Kolon ve koleksiyon tiipii bir araya getirilip her bir 6rnek pipet yardimai ile
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kolona aktartlmistir. 15 sn. 8.000 x g ‘de santrifiij islemi yapildiktan sonra asagida kalan sivi
kisim bosaltilmistir. Kolon ve koleksiyon tiipii tekrar birlestirilmistir. Ornek basina; 90 pl
DNase Incubation Buffer ve 10 ul DNase I toplam hacim 100 pl olacak sekilde karisim
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim icerisinden 100 pl 6rneklere eklenerek oda sicakliginda
15 dk. inkiibasyona birakilmistir. 500 pl Wash Buffer I eklenmistir. 15 sn. 8.000 x g’ de
santrifiij islemi yapilmistir. Alttaki sivi kismi bosaltilmigtir. 500 ul Wash Buffer II
eklenmistir. Tekrar 15 sn. 8.000 x g’ de santrifiijleme yapilmistir. Alttaki siv1 kisim bosaltilip
200 pl Wash Buffer II eklenmistir. 2 dk. 13.000 x g’de santrifiij yapilarak tiim Wash Buffer
kolondan uzaklagtirilmistir. Koleksiyon tiipii atilip kolon tiipii 1.5 ml’lik steril ependorfa
almmistir. 50 pl elution buffer eklenmistir. 1 dk. 8.000 x g’ de santrifiijleme islemi
yapilmistir. Ependorf tlipiinde kalan RNA’lar etiketlendirilip cDNA sentezi islemi i¢in -80
°C’ ye kaldirilmistr.

cDNA sentezi
Izole edilen RNA 6rneklerinden kit protokiilii takip edilerek cDNA sentez islemi yapilmugtir
(Cizelge 3.2). Kit icerisindeki iirlinler alkol ile temizlenerek kabin igerisine alinmustir.

Sentez islemi sirasinda deney siiresince gerekli hesaplamalar yapilarak sonuglar alinmastir.

Cizelge 3.2. RNA’dan cDNA eldesi i¢in hazirlanan karisim

MALZEME 1 X Miktar (ul) n x Miktar (ul)
Total RNA 6 ul Ornek sayist
Anchored-oligo(dT)us Primer 1 ul Ornek say1st
Random Hexamer Primer 2 ul Ornek say1st
Su 4 pl Ornek say1st
Total 13ul

Her bir ependorfa 6 pl RNA eklenmistir. Ornek basma: Anchored-oligo(dT)is Primer,
random Hexamer Primer ve suyu karisim olarak hazirlanip her ependorfa 7’ser ul
dagitilmistir. Ependorflar 1siticida 65°C’de 10 dakika bekletilip ependorflar buz {izerine

alimmistir. Reaksiyon karisimi hesab1 yapilarak devam edilmistir (Cizelge 3.3).
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MALZEME 1 X Miktar (ul) n x Miktar (ul)
Transkriptor Ters Transkriptaz Reaksiyon
Tamponu 4 ul Ornek Sayist
RNaz inhibitorii 0,5 pl Ornek Sayist
Deoksiniikleotit Karigimi 2 ul Ornek Sayist
Transkriptor Ters Transkriptaz 0,5 pl Ornek Sayist
Total 20 ul

Hazirlanan karisimdan her ependorfa 7 pl ekleyerek toplam hacim 20 ul’ye tamamlanmaistir.

Orneklere spin verildikten sonra reaksiyonlar PCR da ¢ogaltilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. PCR programi

Sicaklik (°C) Zaman (dk)
25 10
55 30
85 5

PCR bittikten sonra ornekler hemen buza alinarak elde edilen cDNA miktarinin 6l¢timii

nano-drop cihazi ile yapilmistir. Olgiim yapildiktan sonra tiipler -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

IL-18 ve Tnf-a gen ifade profili

cDNA’larin hedef genlerdeki ifade analizi ic¢in LightCycler®480 Real-Time PCR
kullanilmistir (Sekil 3.11). PCR protokolii firma tarafindan optimize edilen TagMan gene

expression assay kitleri ve kit igeriginde yer alan program baz alinarak yapilmistir. Kit

icerikleri rat gen dizilerine uygun olarak sentezlettirilmistir. Normalizasyon i¢in kullanilan

housekeeping gen olarak beta-aktin kullanilmustir.



Sekil 3.11. RT-qPCR cihazi

PCR karigimlarinin hazirlanmasindan once Olgiillen ¢cDNA miktarlar1 dikkate alinarak
sulandirma islemi yapilmistir. Deney gruplarinin birbirine yakin cDNA miktar1 i¢in ortak
hesaplama yapilirken, ortalama degerin altinda ya da iistiinde kalan miktarlar i¢in ayri

hesaplama yapilmistir. Sulandirma islemi 100 ng olacak sekilde 1/40 oraninda yapilmistir.

Housekeeping gen olarak beta-aktin geni kullanilmustir. IL-7/ ve TNF-alfa gen ifadeleri igin

PCR karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan PCR karisimi Cizelge 3.5°te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. PCR karigimi

Bilesen Hacim (ul)
Probes Master 10 ul
Primer Prob 1l

Su 2,5ul
MgCl, 0,5 pul
Toplam Hacim 14 ul

Hazirlanan karigim ve sulandirilan DNA tiipleri buz iizerinde spin verilerek c¢alisiima
yiritiilmistir. Her bir gen icin 2 tekrar olacak sekilde hesaplama yapilmistir. 96’11k plate
igerisinde once hazirlanan PCR karigimi sonra 6 pl DNA olacak sekilde dagitim yapilmigtir.

Plate igeriginin her bir kuyusu 20 pl olacak sekilde tamamlanmustir.

Plate {izeri dikkatli bir sekilde MicroAmp Optical Adhesive Film ile kapatilip plate hafifce

karigtirllarak cihaza konulmustur. Cihazin baglatilmast ile ara yiiziine ilgili gen isimleri ve
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her bir rat 6rneginin kodlari girilip, RT-PCR programi baslatilmustir (Sekil 3.12). lgili PCR

programi Cizelge 3.6’ da gosterilmistir.

Cizelge 3.6. RT-qPCR Programi

Derece Siire Dongili
Enzim aktivasyonu 95°C 10 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 15 saniye 40
Anneal/ Extend 60°C 1 dakika 40

!"g‘ 5

Sekil 3.12. RT-qPCR programi; (a) Programin baslangici, (b) Programin bitiminde genlerin
verdigi 1s1ma

Program sonrasi elde edilen sonucglar cihaz lizerinde yer alan report secenegi ile

LightCycler®480 ara yiizinden alinip degerlendirilmek {izere aktarilmistir.

RT-gPCR ile IL-18 ve TNF-a Gen Ifadesinin 2-*€T Degerleri

Diyabet ile iligkilendirilen IL-/8 ve TNF-a gen ifade diizeyi, referans gen olan  -actin
ifadesine gore 2-AACT degerleri hesaplanmistir. LightCycler®480 Real-Time PCR Sistemi
ile ara yliziine aktarilarak ¢alisilan her bir 6rnegin Ct degeri cihazdan alinip Microsoft Excel
programina aktarimi yapilmistir. Her 6rnek i¢in hedef gen diizeyi ve referans gen ifadesi i¢in
iki tekrar sonrasi elde edilen Ct degerleri yazilarak iki tekrarli gen ifadelerinin ortalama Ct

degerleri Microsoft Excel programinda hesaplanmistir. Tiim 6rnekler igin:

ACt = hedef gen (Ct) degeri- referans gen (Ct) degeri seklinde hesaplanmustir.
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Kontrol 1 grubunun (K) housekeeping gen olarak kullanilan 3 -actin geninin IL-// ve TNF-
alfa genleri igin ayr1 Ct deger ortalamasi alinmistir. Alinan deger Ctort olarak ifade edilmistir.

Her bir 6rnek igin:

AACT = ACt- Ctort formiilii ile hesaplanmugtir.

Tiim Srnekler igin AACT degerinin hesaplanmasi sonrasinda 22T degeri hesaplanmustir.

Microsoft Excel programi tizerinde yapilan bu hesaplamalarin sonucunda deney gruplari baz
aliarak ortalamalar hesaplanip grafik olusturulmustur. Deney gruplarinin Kontrol 1 grubu

baz alinarak gen ifadelerinin ne kadar artti1 veya ne kadar azaldig1 degerlendirilmistir.

Istatistiksel analiz

Yapilan ¢alisma dogrultusunda kontrol grubuna paralel olarak diyabetik kontrol, metanol
ekstre diisiikk doz ve yliksek doz, su ekstresi diisiik doz ve yiiksek doz parametrelerinin
degerlendirilmesi yapilmistir. Gen ifade analizi sonucu meydana gelen farkliliklarinin

degerlendirilmesi i¢in Delta-delta Ct metodu dikkate alinmistir [231].

Istatiksel analiz degerlendirmeleri igin literatiirde yer alan ydntemlerden faydalanilmistir.
Bu yontemlerden SPSS programi kullanilarak gruplarin kan sekeri diizeyleri ve ortalama gen
ifade diizeyleri arasindaki farkliliklar1 degerlendirebilmek adina Kruskall-Wallis testi ile
degerlendirilmistir. ikili gruplar arasinda yapilacak olan istatistiksel degerlendirmeler igin
Mann-Whitney U testi yapilmistir. Yanilma diizeyi 0,05 olarak secilerek p<0,05 degeri igin

parametreler arasi ifade diizeyleri istatistiksel agcidan anlamli olarak kabul edilmistir.



87

4. DENEYSEL BULGULAR

Bu c¢alismada R. canina bitki kokiinden elde edilen iki farkli ekstrenin verim hesabi
yapildiktan sonra ilk olarak antioksidan aktivite sonuclar1 degerlendirilmistir. ikinci olarak,
ekstrelerin DNA {izerindeki etkinligini belirleyebilmek amaciyla DNA madde etkilesimi,
enzim kesimi ve DNA koruyucu etki deneyleri yapilmistir. Ugiincii olarak, elde edilen
ekstrelerin hayvan deneylerinde diyabet olusturulan ratlar iizerinde iyilestirme etkinligine
bakilmistir. Son olarak diyabet olusturulmus ratlarda bitki ekstrelerinin IL-/f, TNF-a

genlerinin ifade diizeyleri lizerine etkisi belirlenmistir.

Yapilan deneylerin 15181inda ilgili bitki kokiinlin bir¢ok alanda ¢aligmasi yapilip alinan

sonuglarin bir biitlin olarak degerlendirilmesi yapilmistir.

4.1. Ekstrelerin % Verimlerinin Hesaplanmasi

R. canina bitki kokiinden elde edilen metanol ve su ekstresinin yilizde olarak verimleri
asagida oldugu gibi hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.1.’de gosterilmistir. Cizelge 4.1
incelendiginde % verim degeri metanol icin %18 iken su ekstresi %12 olarak bulunmustur.
Hesaplama sonucunda metanol ekstre veriminin su ekstresine oranla yiiksek oldugu

goriilmiistiir.

Yiizde Verim (%) = Ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstre x 100
Baslangicta tartilan bitki miktar1

Cizelge 4.1. R. canina bitki kok ekstre verimliligi

Ekstraksiyon Coziiciisii % VERIM DEGERI
Metanol (Ekstre 1) 18
Su (Ekstre 2) 12

4.2. Antioksidan Deney Sonuclar:

4.2.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite

Bitki kok ekstrelerinin antioksidan radikal siipiiriicii aktiviteleri DPPH yontemi ile

belirlenmistir. Caligmada kullanilan R. canina bitki kokii metanol ve su ekstrelerinden 6,25-
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100 pg/ml araliginda farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir. Pozitif kontrol parametresi igin
BHT kullanilmistir. Ekstrelerin ve pozitif kontrol olarak kullanilan BHT nin 517 nm’de
dlgiilen absorbans degerleri, % Inhibisyon = (Akontrol-Asrmek/Akontrol) X 100 formiilii ile
DPPH radikal siipiiriici aktivitesi hesaplanmistir. Metanol ve su ekstrelerinin 6,25-100
png/ml konsantrasyon deger araliginda okunan % inhibisyon Ol¢iimleri Cizelge 4.2°de
gosterilmigtir.  Ekstrelerin  1Cso degerleri sirasiyla Cizelge 4.3’te ve Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. R. canina kok ekstrelerinin radikal siipiiriicii etki degerleri (% inhibisyon)

Konsantrasyon 6,25 ng/mL 12,50 pg/mL 25 ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Ekstre

Metanol 17,12 +£3,73 24,59 +£1,28 | 53,22+4,89 | 83,45+0,77 90,24 + 1,78
Su 23,29+0,68 | 45,13+2,38 | 59,25+0,95 85,94 £ 1,57 92,86 1,69

Cizelge 4.2° ye bakildiginda R. canina metanol ekstresinin radikal siipiiriicii etkisi 6,25
ug/mL’de %17,12 + 3,73, 12,50 pg/mL’de %24,59 + 1,28, 25 pg/mL’de %53,22 + 4,89, 50
ug/mL’de %83,45 £ 0,77 ve 100 pg/mL’de %90,24 +1,78 olarak bulunmustur. R. canina su
ekstresinin radikal siipiiriicti etkisi 6,25 pg/mL’de %23,29 + 0,68, 12,50 pg/mL’de %45,13
+ 2,38, 25 pg/mL’de %59,25 £ 0,95, 50 pg/mL’de %85,94 = 1,57 ve 100 pg/mL’de %92,
86 + 1,69 olarak bulunmustur. DPPH radikali siipiirme etkisine gore ekstrelerin % DPPH
giderme etkinligi ayn1 konsantrasyondaki standart antioksidan olan BHT kontroliinden daha
yiiksek oldugu goézlenmistir. Konsantrasyonun artmasina bagli olarak DPPH radikalini

siipiirme etkisi ile antioksidan etkinin de arttig1 belirlenmistir.

ICs0 degeri ekstrenin veya standardin serbest radikal olan DPPH’1 siipiirdiigli % inhibisyon

degerinin yarisina denk gelen derisim degeridir. ICso degerinin diisiik olmasi antioksidan
etkisinin yiiksek olduguna isaret etmektedir. Cizelge 4.3’e gore bitki kokiinden elde edilen
metanol ekstresi ile su ekstresinin ICso degerleri kontrol olarak kullanilan BHT ye gore daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Sonug olarak ekstrelerin kontrole gore antioksidan igeriginin

daha fazla oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3. R. canina kok ekstrelerinin ICso degerleri (ug/ml)

Ekstreler Metanol Su BHT
IC50 Degerleri 26,94 + 0,82 23,31+0,14 96,47 £ 0,32
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Ekstreler kendi aralarinda kiyaslandiginda ise su ekstresinin metanol ekstresine gore daha
diisiik ICso igerigine sahip oldugu dolayisiyla daha etkili oldugu belirlenmistir. Ekstrelerin

ve standart olarak kullanilan DPPH’in siipiiriicii etkisinin yiiksekten diisiige dogru

siralamasi; su ekstresi (ICso: 23,31+ 0,14 pg/ml)> metanol ekstresi (ICs0:26,94+ 0,82
ug/ml)> BHT (ICs0: 96,47+032 pg/ml) olarak belirlenmistir.

IC;, DEGERI
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Sekil 4.1. Ekstrelerin ve standardin (BHT) DPPH siipiiriicii etkilerinin ICso degerleri (pg/ml)

4.2.2. Toplam fenolik icerik miktar tayini

Toplam fenolik miktar tayininde gallik asit kontrol olarak kullanilmistir. Gallik asit
sonucuna gore standart grafik olusturulmustur. Bitki ekstrelerinin toplam fenolik icerik
miktar1 (png) seklinde ifade edilip, olusturulan standart grafik ile denklem kurularak gallik
asit standardina bakilarak (mg) fenolik madde miktar1 (mg) cinsinden hesaplandi.
Ekstrelerin spektrofotometre cihazinda 760 nm’de okunan absorbans degerleri Cizelge
4.4’te gosterilmistir. Ekstrelerin fenolik madde icerigi (ug GAE / mg ekstre) sekil 4.2°de
gosterilmistir. R. canina metanol ekstresinin fenolik madde miktar1 16,98 + 0,75 ug
GAE/mg, su ekstresinin 34,96 + 3,91 ng GAE/mg olarak hesaplanmistir. Daha fazla gallik

asite denk olan fenolik madde igeriginin su ekstresine ait oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4. R. canina ekstrelerinin GAE degerine denk gelen toplam fenolik madde miktari

icerigi (mg GAE/g)
EKSTRELER Metanol Su
ug GAE/mg
Toplam fenolik madde igerigi 16,98 +£ 0,75 34,96 + 3,91

FENOLIK MADDE TAYINI

34,96

o

Su

Sekil 4.2. R. canina bitki kok ekstrelerinin fenolik madde igerigi (ug GAE / mg ekstre)
4.2.3. Demir selatlama aktivitesi

R. canina metanol ve su ekstrelerinin demir selatlama aktivitelerinin ICso degerleri Cizelge
4.5te grafik olarak ise Sekil 4.3 te gosterilmistir. Sirasiyla metanol ekstresi 10,77 £ 0,24, su
ekstresi 0,91 £ 0,11 olarak bulunmustur. ICsodegerlerine gore su ekstresinin demir selatlama

aktivitesinin metanol ekstresine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. R. canina ekstrelerinin demir selatlama aktivitesi ICso degerleri (ug/mL)

EKSTRELER Metanol Su
(pg/mL)

Demir selatlama aktivitesi 10,77 £ 0,24 0,91+0,11
IC50 degeri
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DEMIR SELATLAMA IC., DEGERLERI

b5 (MG/ML) o7
10 %
8
6
4
2 0,91
0 Su Metanol

Sekil 4.3. R. canina ekstrelerinin demir selatlama ICso degerleri

4.3. Ekstrelerin DNA Uzerinde Etkisi

4.3.1. Ekstrelerin DNA ile etkilesimi

Calismada kullanilan R. canina bitki kokiinden elde edilen metanol ve su ekstrelerinin 1000,
500, 250 ve 125 pg/ml olmak tizere farkli konsantrasyonlarda plazmit DNA ile arasindaki

etkilesimleri agaroz jel elektroforez araciligiyla incelenmistir.

Jel, Biometra UV-Jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir. Ekstrelerin DNA ile
etkilesim calismas1 sonucunda kaydedilen jel fotografi Resim 4.1°de verilmistir. Su ve
metanol ekstresi ile muamele edilmemis plazmit DNA kontrol grubu gostergesi olarak ilk
kuyucuga konulup “pBR” olarak belirtilmistir. 1-4 arasindaki hatlar sirasiyla 1000 pg/mi
;500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda su ekstresi ile
muamele edilmis pBR322 plazmit DNA igermektedir. 5-8 arasindaki hatlar ise sirasiyla
1000 pg/ml ,500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda metanol
ekstresi ile muamele edilmis pBR322 plazmit DNA's1 icermektedir. Form I yapist kapali
siipersarmal plazmiti, Form II agik halkasal plazmiti, Form III dogrusal plazmiti ifade

etmektedir (Resim 4.1).
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Formll

Form Il

Form |

Resim 4.1. Bitki ekstrelerinin plazmit DNA ile etkilesimini gosteren agaroz jel goriintlisti

pBR; Kontrol plazmit DNA’s1, 1-4 numarali hatlar, DNA ile etkilesime giren su ekstresinin yiiksek
konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogru etkilerini gostermektedir (1000, 500, 250,125 ng/ml’lik bitki
ekstresi - plazmit DNA), 5-8 numarali hatlar DNA ile etkilesime giren metanol, ekstresinin yiiksek
konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogru etkilerini gostermektedir (1000, 500, 250,125 ng/ml’lik bitki
ekstresi - plazmit DNA)

Agaroz jel elektroforez sistemiyle, ekstrelerin siipersarmal plazmit DNA yapisinda meydana
getirdigi degisiklik belirlenmistir. Jel goriintiilemesi sonucunda ekstre ile muamele
edilmemis olan plazmit DNA jelde iki formda ortaya ¢ikar. Form I daha koyu renkli bant
olusturan kapali halkasal (siipersarmal) yap1 ve daha zayif bant goriintiisii olusturan acik
halkasal Form II yapisidir. Su ekstresinin DNA iizerinde belirgin bir etkisi gbzlenmezken
metanol ekstresi ile muamele edilmis plazmitlerde form I, Formll ‘e ilave olarak linear
DNA’ya da rastlanmistir. Sonug¢ olarak metanol ekstresinin DNA iizerinde ¢ift zincir
kiriklarima yol actigi belirlenmistir. Ayrica ekstrenin DNA iizerinde konformasyonel
degisiklige neden olarak, Form I’in hareketliligini azaltarak Form II miktarinda artisa neden

olmustur.

4.3.2. Bitki ekstresinin DNA’ya baglanma aktivitesi

Bitki kok ekstrelerinin DNA {izerindeki niikleotid gruplarindan guanin-guanin (G/G)
ve/veya adenin-adenin (A/A) bolgelerine baglanma ilgisi restriksiyon endoniikleaz enzim
kesimi ile arastirilmistir. Ekstrelerin DNA’daki niikleotidlere baglanma durumlarim
belirleyebilmek i¢cin 1000 pg/ml konsantrasyon ile etkilesime girmis olan plazmit DNA’s1
BamHI ve HindIII restriksiyon endoniikleazlar ile ayri ayri kesimleri yapilmistir (Resim
4.2). BamHI enzimi tanima dizisi 5°-G/GATCC-3"; Hindlll enzimininki ise 5°-A/AGCTT-

3" dir. Ekstre le etkilesime girmis ve kontrol plazmit DNA enzim kesim sonuglar1 Resim
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4.2°de verilmistir. Ekstre ile enzimin muamele edilmedigi plazmit DNA “pBR” olarak,
BamHI enzimiyle kesilen plazmit DNA “P/B”, Hindlll enzimiyle kesilen plazmit DNA
“P/H” olarak ifade edilmistir.

PBR PB 1 2 PH 1 2

Form I1
Form III

Form I

Resim 4.2. Ekstre -DNA karisiminin enzim kesimi sonucunda jel elektroforez goériintiisii

pBR: Ekstre ve enzim ile muamele edilmemis plazmit DNA; P/B: plazmit DNA-BamHI karisimi; P/H: plazmit
DNA- HindIII karigimi (1) su ekstresinin 1000 ug/ml konsantrasyonda muamele edilmis plazmit DNA enzim
kesimi, (2) metanol ekstresinin 1000 pg/ml konsantrasyonda muamele edilmis plazmit DNA enzim kesimi

Ekstre ile muamele edilmemis plazmit DNA’nin BamHI enzim kesimi sonucu Form 111
yapisinin olustugu goriilmiistiir. Her iki ekstre ile muamele edilen plazmit DNA nin BamH|
kesiminde dogrusal bant olusmasi gozlenmistir. Sonug olarak ekstre BamHI enzim kesimini
inhibe edememistir. Ekstre ile muamele edilmemis plazmitin Hindl11 ve BamHI enzim kesim
sonucu dogrusal bant (Form I DNA) DNA elde edilirken su ekstre ile muamele edilmis
plazmit DNA’da her iki enzimde de Form I, Form II ve Form III DNA gdzlenmistir. Form
I bandinin da olugmasi ekstrenin Hindlll enzim kesim yerine ya da enzime baglandigini
gostermektedir. Kismen enzim aktivitesi engellenmesi su ekstresinin G/G niikleotidine

baglandigini gosterebilir.

4.3.3. DNA koruyucu etki

Bitki kok ekstrelerinin DNA {izerinde olusan hasara karsi koruyucu etki olusturabilme
etkinligi arastirilmistir. 2 mg/mL olacak sekilde hazirlanan DMSO igerisinde ¢dziilen bitki
ekstreleri ile galisilmistir. 5 pulL alinan bitki ekstrelerinden 350 uL su ilave edilerek son
konsantrasyon 250 pg /mL olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan fenton reaktifinden
negatif kontrol hari¢ tiim orneklere 20 pL olacak sekilde dagitim yapilmistir. Negatif

kontrole ise ayni miktarda steril su eklenmistir. Ependorf tiiplerine gerekli dagitimlar
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yapildiktan sonra fenton reaktifi ilave edilerek DNA {izerinde hasar olusturulmustur. DNA
tizerinde olusturulan bu hasarin ilave edilen bitki kok ekstrelerinin DNA tizerinde bu hasari
koruma etkisine bakilmistir. Yarim saat inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra 70 V
akimda elektroforez sisteminde 90 dk ve 120 dk olarak yiiriitme islemi yapilmistir. Yiiriitme

islemi sonrasinda goriintiileme sisteminde elde edilen goriintii Resim 4.3’te verilmistir.

Form II
Form III

Form I

90 dk 120 dk

Resim 4.3. DNA-fenton karisiminin ekstreler ile etkilesim goriintiisii

pBR; Ekstre ve fenton karigimi ile muamele edilmemis plazmit DNA, NK;(negatif kontrol) plazmit DNA
tizerine 20 pL eklenmis distile su, PK; (pozitif kontrol) plazmit DNA iizerine 20 uL eklenmis fenton karigimu,
Su; plazmit DNA fenton karigsimi tizerine eklenen 5 pL su ekstresi, Met; plazmit DNA fenton karisimu {izerine
eklenen 5 pL metanol ekstresi igeriginin yarim saat inkiibasyon sonrasi olusan 90 dk (A) 120 dk (B) bant
goriintiileri

Pozitif kontroliin negatif kontrole gére Form III olan dogrusal plazmit yapisinin olustugu
gozlemlenmistir. Fenton reaktifinin DNA {izerinde hasar olusturdugu ve reaktifin Form I
olan siiper halkasal plazmit yapis1 ile Form II olan agik halkasal plazmit yapisinda kiriklara
neden oldugu bunun sonucunda Form III yapisinin olustugu gozlemlenmistir. Su ekstresi ile
muamele edilmis fenton reaktifinde Form I olan siiper halkasal yogunlugunun azaldiginm
diger Form II ve Form III bant yapilarinin pozitif kontrole gore paralel oldugu goriilmiistiir.
Su ekstresinin DNA {izerinde kismi koruma etkisine sahip oldugu bulunmustur. Metanol
ekstresinin fenton reaktifi ile etkilesimi sonucunda Form II yapisi olan agik halkasal plazmit
yapisinin ortadan kalktigt ve DNA iizerinde herhangi bir koruyucu etkisi olmadigi

bulunmustur.
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4.4. Ekstrelerin Deney Hayvanlar1 Uzerinde Etkisi

4.4.1. Diyabetik bulgular

Calisma dogrultusunda agirliklar yaklagik 250-300 g olan STZ ile diyabet olusturulan 42
adet Wistar albino erkek ratlardan kan 6rnegi alinmustir. STZ ile diyabet indiiklenmesi
yapildiktan 72 saat sonra, tiim gruplardaki ratlarin agirliklar1 ve aglik kan seker degeri
Ol¢iilmiistiir. STZ verilmeden dnce deney gruplarinin 6l¢iilen kan seker deger araligi 90-110
mg/dL olarak belirlenmistir. Uygulama sonrasi aglik kan sekeri degeri 200 mg/dl’nin
iizerinde oldugu belirlenen ratlar diyabetik olarak kabul edilmistir. Diyabet modeli
olusturulan hayvan gruplarinda iki farkl ekstre i¢in diisiik doz (250 mg/kg/giin) ve yiiksek
doz (500 mg/kg/giin) olacak sekilde ekstre uygulamasi baslanmistir. Ekstre uygulamasi
hayvan agirliklarina gore 14 giin boyunca devam edilmistir. Uygulama sonras1 Wistar albino
erkek ratlardan kan 6rnekleri toplanmistir. Gruplarin STZ verilmeden 6nce, verildikten sonra
ve 14 giin ekstre uygulamasi yapildiktan sonra ortalama ve standart sapma degerleri Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Gruplar arasi kan sekeri degerlerinin (mg/dl) karsilagtirilmasi

Gruplar flk giin STZ uygulamasindan 5 Ekstre uygulamasinin
(mg/dl) glin sonra 14.giini
(mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 97,28 = 4,95 98,75+ 4,25 97,35 +4,85
Diyabetik Kontrol 87,28 £ 7,06 353 +53,43 517,14 £ 76,81
Metanol ekstresi-Diisiik doz 87,85 £7,40 430,57 + 85,92 438,57 + 156,48
(250 mg/kg)
Metanol ekstresi -Yiiksek 89,28 + 12,56 424,57 + 136,30 472,14 + 163,09
doz (500 mg/kg)
Su ekstresi -Diisiik doz (250 91,14+ 7,35 497,14 +£ 82,27 593,85+ 12,41
mag/kg)
Su ekstresi -Yiiksek doz 89,14 + 8,47 441,57 +£103,12 217 £53,28
(500 mg/kg)

Cizelgeye gore veriler incelendiginde kontrol grubunun ilk giin 6l¢iim sonucu kan seker
diizeyi ortalamasinin 97,28 + 4,95 mg/dl oldugu intraperitonal su uygulamasindan sonra
Olciim diizeyinin 98,75 £ 4,25 mg/dl oldugu diger gruplarla 14 giin bekleme siiresi
sonrasinda kan seker diizeyinin 97,35 + 4,85 mg/dl oldugu belirlenmistir. Diyabetik kontrol
grubunun ilk giin 6l¢iim sonucu kan seker diizeyi ortalamasinin 87,28 + 7,06 mg/dl oldugu
STZ uygulamasi1 sonrasi kan seker dl¢iim diizeyinin 353 + 53,43 mg/dl 14 giin sonunda

517,14 £ 76,81 (mg/dl) oldugu belirlenmistir. Diisiik doz metanol ekstre uygulanan grubun
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ilk giin 6l¢iilen kan seker diizeyinin 87,85 +7,40 mg/dl oldugu STZ sonrasi yapilan dl¢giim
sonucunun 430,57 + 85,92 mg/dl oldugu 14 giin uygulanan diisiikk doz metanol ektresi
sonras1 kan seker diizeyinin 438,57 + 156,48 (mg/dl) oldugu belirlenmistir. Yiiksek doz
metanol ekstre uygulanan grubun ilk giin 6lgiilen kan seker diizeyinin 89,28 + 12,56 mg/dl
oldugu STZ sonrast yapilan 6l¢lim sonucunun 424,57 + 136,30 mg/dl oldugu 14 giin
uygulanan yiiksek doz metanol ektresi sonrasi kan seker diizeyinin 472,14 + 163,09 mg/dl
oldugu belirlenmistir. Diisiik doz su ekstresi uygulanan grubun ilk giin dl¢giilen kan seker
diizeyinin 91,14 + 7,35 mg/dl oldugu STZ sonrasi yapilan 6l¢lim sonucunun 497,14 + 82,27
mg/dl oldugu 14 giin uygulanan diisiik doz su ektresi sonrasi kan seker diizeyinin 593,85 +
12,41 mg/dl oldugu bulunmustur.Yiiksek doz metanol ekstre uygulanan grubun ilk giin
Olclilen kan seker diizeyinin 89,14 £+ 8,47 mg/dl oldugu STZ sonrasi yapilan Ol¢iim
sonucunun 441,57 + 103,12 mg/dl oldugu 14 giin uygulanan diisiikk doz metanol ektresi

sonrasi kan seker diizeyinin 217 + 53,28 mg/dl oldugu belirlenmistir.

Diyabetik kontrol grubuna uygulama yapilmamasindan dolayr kan seker diizeyinin
yiikseldigi, metanol ekstre gruplarinda STZ uygulamasindan sonra ekstre verilmesi
sonucunda kan gekerini azaltici yonde etki etmedigi goriilmiistiir. Su ekstresinin diisiik
dozunda STZ sonras1 uygulanan ekstrenin kan seker degerlerine gore etki gdstermedigi buna
bagl olarak kan glikoz seviyesinde artis oldugunu, su ekstresinin yiiksek dozunun ise STZ
sonrasinda yapilan ekstre uygulamasi sonunda dl¢iilen kan seker diizeyinde diisiis oldugu
belirlenmistir. Bu ¢izelgeye gore su ekstresinin yliksek dozunun ilk giin ile STZ verildikten
sonra degerlere bakilarak STZ sonras1 kan sekeri {izerinde distiriicii etkisi olabilecegi
belirlenmistir. Bulunan degerlerin gruplar arasinda STZ verilmeden 6nce, STZ verildikten
sonra ve 14 giin ekstre uygulamasi yapildiktan sonra ortalama ve standart sapma degerlerine

gore grafikleri gosterilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gruplarin STZ ve ekstre uygulamalarina gore degerlendirilmesi (mg/dl)

Yiiksek doz su ekstresi uygulanan ratlardan elde edilen 6rneklerde kontrol grubuna en yakin
kan seker degerleri dlciilmiistiir. Sonuclara gore hesaplanan ve grafikleri verilen 6rneklerin
gruplar arasinda Kruskal Wallis testi ile istatistiksel analizleri yapilmistir. Bu test sonucu ile
gruplarin verilen ekstre drneklerinin dozlarmma gore anlamli olma durumu belirlenmistir.
Istatistiksel degerlendirme i¢in yamilma diizeyi 0,05 olarak segilmistir. Bulunan deger
p<0,001 ile p<0,01 arasinda yiiksek anlaml1 p<0,01 ile p<0,05 deger aralifinda ise anlaml
oldugu kabul edilmektedir. p<0,05 degerinden yiiksek ise anlamli olarak kabul edilmez.
p<0,05 degeri i¢in parametreler aras1 ifade diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul

edilmistir.

Istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda p degeri 0.001 olarak bulunmustur. Bu
nedenle kan seker diizey farklarinin gruplar arasinda yiiksek anlamli oldugu kabul edilmistir.
Ikili gruplar arasinda anlamli farklilik diizeylerinin degerlendirilebilmesi i¢in Mann-
Whitney U testi yapilmistir. Elde edilen grafiklerle degerlendirilen sonuglarin
karsilastirilmistir. Istatistiksel degerlendirme igin yanilma diizeyi 0,05 olarak segilmistir.
p<0,05 degeri i¢in parametreler aras1 ifade diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul

edilmistir.

Gruplarin kan seker diizeylerinin ikili gruplar seklinde kiyaslanmasi sonucunda: Kontrol
grubunun diyabetik gruba gore yapilan istatistiksel analizinde p degerinin 0,002 bulunmasi

iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu géstermistir.
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Kontrol grubunun diisiik metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p

degerinin 0,002 bulunmasi kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu gostermistir.

Kontrol grubunun yiiksek doz metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde
p degerinin 0,002 bulunmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu

gostermistir.

Kontrol grubunun diisiik su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p degerinin

0,001 bulunmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu gostermistir.

Kontrol grubunun yiiksek su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p
degerinin 0,002 bulunmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu

gostermistir.

Diyabetik kontrol grubunun diisiik metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel
analizinde p degerinin 0,522 bulunmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlaml

olmadigin1 géstermistir.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek metanol ekstresi grubuna goére yapilan istatistiksel
analizinde p degerinin 0,798 bulunmasi iki grup arasindaki kan seker diizey farkinin anlaml

oldugunu gostermistir.

Diyabetik kontrol grubunun diisiik su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p
degerinin 0,033 olmas1 iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu

gostermistir.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde
p degerinin 0,002 olmas1 iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu

gostermistir.

Metanol ekstrelerinin diisiik ve yiiksek doz gruplarinin yapilan istatistiksel analizinde p
degerinin 0,443 olmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu

gostermistir.
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Su ekstrelerinin diisiik ve yiiksek doz gruplarina gore istatistiksel analizinde p degerinin

0,001 olmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu gostermistir.

Diisiik metanol ekstresi ile yiiksek su ekstresi gruplarinin istatistiksel analizinde p degerinin

0,018 olmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu gostermistir.

Diisiik su ekstresi ile yliksek metanol ekstresi gruplarinin istatistiksel analizinde p degerinin

0,012 olmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu gostermistir.

Yiiksek metanol ekstresi ile yliksek su ekstresi gruplarinin yapilan istatistiksel analizinde p
degerinin 0,018 olmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli oldugunu

gdstermistir.

Diisiik doz su ekstresi ile diisiik doz metanol ekstresi gruplarinin yapilan istatistiksel
analizinde p degerinin 0,012 olmasi iki grup arasinda kan seker diizey farkinin anlamli

oldugunu gostermistir.

4.4.2. Real Time PCR ile TNF-a ve IL-1p genlerinin ifadesinin belirlenmesi

Calisma sonunda kontrol gruplar1 ve STZ ile diyabet indiiklenmis ekstre uygulamasi yapilan
ratlardan toplanan kan Orneklerinden RNA izolasyonu yapilmistir. mRNA’lardan revers
transkriptaz enzimi ile c-DNA sentezi yapilmistir. cDNA saflik ve miktar degerleri Cizelge
4.7 ve Sekil 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.7. cDNA oOrnekleri ve miktar-saflik degerleri

Hayvan No. | 260/280 | 260/230 cDNA Hayvan | 260/280 |260/230 | cDNAKon. (ng/ul)
Kon. No.
(ng/ul)
K/1 1,74 1,98 972,5 D/1 1,80 2,16 2958,2
K/2 1,77 2,16 1008,5 D/2 1,80 2,16 22155
K/3 1,76 2,04 988,7 D/3 1,80 2,16 2172,6
K/4 1,75 2,16 924,0 D/4 1,80 2,15 2172,6
K/5 1,75 2,00 939,3 D/5 1,79 2,17 27749
K/6 1,73 2,18 984,1 D/6 1,80 2,18 2464,4
K/7 1,75 2,12 984,1 D/7 1,79 2,18 22434
A/l 1,78 2,03 1584,6 E/1 1,76 2,02 989,9
A2 1,78 2,13 1835,7 E/2 1,71 1,88 818,3
A/3 1,80 2,18 2029,9 E/3 1,76 2,11 1027,1
Al4 1,78 2,17 2056,2 E/4 1,76 2,13 960,4
A/5 1,79 2,17 2048,5 E/5 1,71 1,70 743,2
Al6 1,77 2,11 2402,6 E/6 1,72 1,99 1008,3
A7 1,79 2,17 2029,4 E/7 1,79 2,08 986,9
B/1 1,80 2,18 2027,9 F/1 1,79 2,13 999,2
B/2 1,79 2,18 2117,3 F/2 1,76 2,10 532,2
B/3 1,59 1,82 2619,4 F/3 1,79 2,13 718,3
B/4 1,77 2,12 1715,0 F/4 1,76 2,06 961,4
B/5 1,75 2,09 2112,6 F/5 1,76 2,14 973,2
B/6 1,79 2,15 2054,5 F/6 1,73 2,07 971,7
B/7 1,75 2,07 2170,3 F/7 1,77 2,15 727,0

Orneklerin diyabet ile ilgili olan IL-/8, TNF-a gen ifadelerine etkisi LightCycler®480 Real-
Time PCR cihazi ile RT-qPCR yo6ntemi iki tekrarli olarak yapilarak istatistiksel olarak analiz
edilmistir [232].

IL-18, TNFa gen ifadesini standardize etmek i¢in diyabet ve kontrol gruplarina ait 42 6rnek,
B-aktin housekeeping geni kullanilarak degerlendirilmistir. Referans gene gore IL-1/, TNF-
a gen ekspresyon diizeyi gruplara gére goreceli olarak ACt degeri ve buna bagli 2724¢T

hesaplanmistir [233].

TNF-a geninin referans genine gore yapilan hesaplamalar Cizelge 4.8’de IL-// geninin

referans genine gore yapilan hesaplamalar ise Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Ornek TNF-a ortalama Ct S -aktin ortalama Ct ACt AACt 2"- ornek
degeri (hedef) /Ort. degeri (referans)/Ort.
K1 35.44 31,56 3,88 -3,24 0,16
K2 34,45 31,21 3,24 -3,88 1,28
K3 38,71 31,88 6,83 -0,29 1,22
K4 37,75 30,31 9,87 2,74 0,14
K5 38,62 29,68 8,94 1,81 0,28
K6 36,35 32,77 8,29 1,16 0,44
K7 39,88 31,06 8,82 1,69 0,30
Al 39,36 33,70 5,66 -3,54 11,66
A2 36,68 29,31 7,37 -1,83 3,56
A3 39,31 35,40 3,91 -5,29 39,24
Ad 37,22 33,61 3,61 -5,59 48,31
AS 39,62 32,61 7,01 -2,19 4,57
A6 35,51 32,97 2,54 -6,66 5,42
AT 37,15 24,24 12,91 3,70 0,07
Bl 39,41 31,06 8,35 -0,85 1,80
B2 39,12 33,15 5,97 -3,23 9,41
B3 37,26 27,92 9,34 0,13 0,91
B4 39,27 31,82 7,45 -1,75 3,37
BS 34,27 26,90 7,37 -1,83 3,56
B6 38,05 29,94 8,11 -1,09 2,13
B7 35,27 20,86 14,41 5,20 0,02
D1 37,93 34,47 3,46 -5,74 53,60
D2 40,11 31,16 8,95 -0,25 1,19
D3 36,88 31,86 5,02 -4.18 18,18
D4 35 22,29 12,71 3,50 0,08
D5 39,33 34,19 5,14 11,60 0,32
D6 38,45 35,01 3,44 -44.21 54,35
D7 37,46 31,39 6,07 14,40 8,78
El 35,74 31,83 3,91 -5,29 39,24
E2 32,85 23,42 9,43 0,22 0,85
E3 36,37 31,11 5,26 -3,94 15,39
E4 39,83 31,16 8,67 -0,53 1,44
E5 38,50 35,97 2,53 -45,17 22,25
E6 39,54 31,73 7,81 -1,39 2,62
E7 39,25 32,57 11,14 1,93 0,26
F1 38,77 28,98 9,79 0,58 0,66
F2 39,71 29,98 9,73 0,52 0,69
F3 39,33 27,33 12 2,79 0,14
F4 37,71 28,70 9,01 -0,19 1,14
F5 38,54 27,86 10,68 1,47 0,35
F6 32,91 30,01 2,9 -6,30 79,02
F7 37,94 31,61 6,33 -2,87 7,33
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Cizelge 4.9. IL-15 geninin B aktin referans genine gore ifade seviyesi analizi

Ornek IL-1p ortalama Ct | p -actin ortalama Ct ACt AACt 27- brnek
degeri (hedef)/Ort. | degeri (referans)/Ort.
K1 37,25 31,56 5,69 -0,31 1,24
K2 36,93 31,21 5,72 -0,28 1,22
K3 37,54 31,88 5,66 -0,34 1,27
K4 35,94 30,31 5,63 -0,37 1,30
K5 37,76 29,68 8,08 2,07 0,23
K6 37,79 32,77 5,02 -0,98 1,98
K7 37,32 31,06 6,26 0,25 0,84
Al 37,10 33,70 3,40 -2,60 6,09
A2 36,31 29,31 7,00 0,99 0,50
A3 38,07 32,50 5,57 -0,43 1,35
Ad 39,34 33,61 5,73 -0,27 1,21
A5 36,81 31,95 4,86 -1,14 2,21
AB 36,74 32,97 3,77 273 471
A7 34,31 24,24 10,07 4,06 0,05
Bl 37,51 31,06 6,45 0,44 0,73
B2 38,70 33,15 7,55 1,54 0,34
B3 37,62 27,92 9,7 3,69 0,07
B4 38,79 30,21 8,58 2,57 0,16
B5 33,16 26,90 6,26 0,25 0,84
B6 39,09 29,94 9,15 3,14 0,11
B7 29,88 20,86 9,02 3,01 0,12
D1 39,60 34,47 5,13 -0,87 1,83
D2 39,70 31,16 9,74 3,73 0,07
D3 39,58 31,86 7,72 1,71 0,30
D4 30,58 22,29 8,29 2,28 0,20
D5 38,67 34,19 4,48 -1,52 2,88
D6 39,25 35,01 4,24 -1,76 3,40
D7 36,74 31,39 5,35 -0,65 1,57
El 38,54 31,83 6,71 0,70 0,61
E2 26,59 23,42 3,17 -2,83 7,15
E3 38,84 31,11 7,73 1,72 0,30
E4 38,10 31,16 6,94 0,93 0,52
ES 38,58 35,97 2,61 -3,39 10,54
E6 32,21 31,73 4,48 -1,52 2,88
E7 33,04 32,57 3,93 -2,07 4,22
F1 33,26 28,98 4,28 -1,72 3,31
F2 34,73 29,98 4,75 -1,25 2,39
F3 35,32 27,33 7,99 1,98 0,25
F4 36,52 28,70 7,82 1,81 0,28
F5 35,14 27,86 7,28 1,27 0,41
F6 31,04 30,01 1,03 -4,97 31,52
F7 33,25 31,61 1,64 -4,36 20,65
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Hesaplamalar yapilirken referans gen olan B-aktin ile 1L-145, TNF-a genlerinin yapilan iki
tekrar sonucunda alinan Ct degerlerinin ortalamasi degerlendirilmistir. Referans genin
ortalama Ct degeri ile hedef genlerin ortalama Ct degerleri hesaplanmistir. Ilgili genin
ortalama Ct degeri ile hedef genin ortalama Ct deger farki hesaplanarak ACt degeri
bulunmustur. Her 6rnek i¢in ACt degerinden kontrol ortalama degeri ¢ikarilarak AACt degeri
bulunmustur. Son asama olarak her bir grup igin ortalama 22T degeri hesaplanarak gruplara
gore gen ifade diizeyindeki artis ya da azalis degerlendirilmistir. Sonuglar grafikler tizerinde

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir.

TNF-a gen ifade diizeyi

Kontrol

seril| 1,7

Sekil 4.6. Gruplar arasinda TNF-a gen ifade diizeyi

Gruplarin karsilagtirilabilmesi adina ilgili gene ait her bir drnek igin hesaplanan 2"4A¢T
degerlerinin gruplara gore ortalamalar1 hesaplanarak grafik olusturulmustur. Kontrol grubu
i¢in ortalama 244CT degeri 1,70 olarak bulunmustur. Diyabetik kontrol grubu i¢in ortalama
2°48CT degeri 17,90 olarak bulunmustur. Metanol ekstresi diisiik doz seklinde ifade edilen
grup icin ortalama 2*2¢T degeri 3,03 olarak tespit edilmistir. Metanol ekstresi yiiksek doz
olarak ifade edilen grup icin ortalama 22T degeri 4,86 olarak belirlenmistir. Su ekstresinin
diisiik dozu olarak ifade edilen grup igin ortalama 22T degerinin 4,11 oldugu bulunmustur.

2 -AACT

Son grup olan yiiksek su ekstresi dozu grubu ortalama degeri 1,72 olarak

hesaplanmistir (Sekil 4.6).
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Sonuglara gore TNF-a geni diyabetik kontrol grubunda daha yiiksek ifade edilmistir.
Diyabet olusturulan ve ekstre verilen ekstre gruplarmin degerlendirilmesi kontrol gruplari
baz alinarak yapilmistir. Metanol ekstresi gruplarindan diisiik doz (250 mg/kg) verilen
grubun yiiksek doz (500 mg/kg) verilen gruba gore diyabet ile iliskilendirilen TNF-a gen
ifadesinin azaldig: belirlenmistir. Su ekstresi verilen gruplardan yiiksek doz (500 mg/kg)
verilen grubun su ekstresi diisikk doz (250 mg/kg) verilen gruba gére TNF-a gen ifadesinin
oldukca azaldig1 belirlenmistir. Ekstre verilen gruplarin hepsinin diyabetik kontrole gore gen
ifadesinin azaldig1 belirlenmistir. Diyabetik kontrol grubunun gen ifadesine en yakin
gruplarin yiiksek metanol ekstresi ve diisiik su ekstresi gruplarinin oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek doz su ekstre grubunun diger ekstre verilen gruplara oranla gen ifadesinin kontrol

grubuna yakin bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir.

IL-18 gen ifade dizeyi

0,10
konti ] Diyabetik Met Ekstre | Met Ekstre Su Ekstre Su Ekstre
kontrol (250mg/kg) | (500mg/kg) | (250 mg/kg) | (500mg/kg)

Sekil 4.7. Gruplar arasinda IL-74 gen ifade diizeyi

Gruplarin kiyaslanabilmesi adma ilgili gene ait her bir &rnek igin hesaplanan 274A¢T
degerlerinin gruplara gore ortalamalar1 hesaplanarak grafik olusturulmustur. Kontrol grubu
i¢in ortalama 22T degeri 1,15 olarak bulunmustur. Diyabetik kontrol grubu igin ortalama
2°85CT degeri 2,30 olarak bulunmustur. Metanol ekstresi diisiik doz seklinde ifade edilen grup
i¢in ortalama 224¢T degeri 0,34 olarak tespit edilmistir. Metanol ekstresi yiiksek doz olarak
ifade edilen grup icin ortalama 2 22T degeri 1,46 olarak belirlenmistir. Su ekstresinin diisiik
dozu olarak ifade edilen grup i¢in ortalama 22T degerinin 2,14 oldugu bulunmustur. Son
grup olan su ekstresinin yiiksek dozu seklinde ifade edilen grubun ortalama 24T degeri

1,33 olarak bulunmustur. Ilgili sonuglar grafik iizerinde degerlendirilmistir (Sekil 4.7).
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Sonuglara gore IL-1§ geninin kontrol grubuna gore diyabetik kontrol grubunun ifadesi daha
yiiksek bulunmustur. Diyabet olusturulan ve ekstre verilen gruplarinin degerlendirilmesi
kontrol gruplar1 baz alinarak yapilmistir. Metanol ekstre gruplarindan diisiik doz (250
mg/kg) verilen grubun kontrol gruplarina gére gen ifadesinin azaldig1 belirlenmistir. Yiiksek
doz (500 mg/kg) metanol grubunun diyabetik kontrole oranla gen ifadesinin azaldig:
belirlenmistir. Yiksek doz (500 mg/kg) su ekstresinin diisiik doz (250 mg/kg) ekstreye
oranla kontrol grubu gen ifadesine yakin oldugu belirlenmistir. Diyabetik kontrole en yakin
grubun diisiik doz su ekstresi oldugu goriilmiistiir. Diger gruplarin diyabetik kontrole gore
gen ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. Ekstre verilen gruplar arasinda saglikli kontrol grubu

gen ifade diizeyine en yakin olan grubun yiiksek doz su ekstresi grubu oldugu belirlenmistir.

2°AACT degeri hesaplanan ve grafikleri verilen érneklerin gruplar arasinda Kruskal Wallis
testi ile istatistiksel analizleri yapilmistir. Bu test sonucu ile gruplarin verilen ekstre
orneklerinin dozlarma gore anlamli olma durumuna bakilmistir. Bulunan deger p<0,001 ile
p<0,01 arasinda yiiksek anlaml1 p<0,01 ile p<0,05 deger araliginda ise anlamli oldugu kabul
edilmektedir. p<0,05 degerinden yiiksek ise anlamli olarak kabul edilmez.Istatistiksel
degerlendirme igin yanilma diizeyi 0,05 olarak segilmistir. p<0,05 degeri i¢in parametreler

arasi ifade diizeyleri istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.

TNF-a gen ifadesi i¢in kontrol grubun diger gruplarla kiyaslanmasi Kruskal Wallis testi ile
elde edilen sonuglara gore p degerinin 0,041 ¢ikmasi ile gruplar arasinda gen ifade diizeyinin
anlamli1 oldugu tespit edilmistir (p<<0,05 degerine goére gruplar arasi1 degerlendirme ile ¢ikan
0,041 degeri anlamli olarak kabul edilmistir). Gruplarin ortalama 22T degerlerine baz
alinarak kontrol grubuna gore diyabetik kontrol grubunda gen ifade diizeyi 16,2 kat, metanol
ekstresi diisik doz grubunda 1,33 kat, metanol ekstresi yiiksek doz grubunda 3,16 kat, su
ekstresi diisitk doz grubunda 2,41 kat artis gozlenirken su ekstresi grubunda gen ifadesi

diizeyinde kat artis1 gézlenmemistir.

IL-1/ gen ifadesi i¢in kontrol grubunun diger gruplarla kiyaslanmasi Kruskal Wallis testi ile
elde edilen sonuglara gore p degerinin 0,049 ¢ikmasi ile gruplar arasinda gen ifade diizeyinin
anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05 degerine gore gruplar arasi degerlendirme ile ¢ikan

0,049 degeri anlamli olarak kabul edilmistir).
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Gruplarm ortalama 22T degerleri baz almarak kontrol grubuna gore diyabetik kontrol
grubunda gen ifade diizeyi 1,15 kat, metanol ekstresi yiiksek doz grubunda 0,31 kat, su
ckstresi diisiik doz grubunda 0,99 kat su ekstresi yiiksek doz grubunda gen ifadesi diizeyinde
0,18 kat artig1 gozlenirken metanol ekstresi diisilk doz grubunda 0,81 kat gen ifadesinin

diisiisii gozlenmistir.

Ikili gruplar arasinda anlamli farklilik diizeylerinin degerlendirilebilmesi i¢in Mann-
Whitney U testi yapilarak yorumlanmistir. Alman sonuglarin elde edilen grafiklerle
degerlendirilen sonuglarin karsilastirilmas: yapilmustir. Istatistiksel degerlendirme igin
yanilma diizeyi 0,05 olarak secilmistir. p<0,05 degeri icin parametreler arasi ifade diizeyleri

istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir.

TNF-a gen ifadesi i¢in ikili grup degerlendirmeleri sonucunda; Kontrol grubunun diyabetik
gruba gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri 0,025 bulunmustur. Bu nedenle iki grup
arasinda gen ifade diizey farki anlamli olarak kabul edilmistir. Gruplarin 222¢T deger

ortalamalarina gore diyabetik kontroliin gen ifadesinde 16,2 kat artis goriilmiistiir.

Kontrol grubu ve diisiik metanol ekstresi ile muamele edilmis grup icin p degeri 0,045
bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farki anlamli olarak kabul
edilmistir. Kontrol grubunun 222¢T degerine gore diisiik metanol ekstresi grubunun gen

ifadesinde 1,33 kat artig gortilmiistiir.

Kontrol grubunun yiiksek metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,338 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasindaki gen ifade diizeyinin anlaml

olmadig1 kabul edilmistir.

Kontrol grubunun diisiik su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,034 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasindaki gen ifade diizeyi farki anlamli olarak
kabul edilmistir. Kontrol grubunun 24T degerine gore diisiik su ekstresi grubunun gen

ifadesinde 2,41 kat artig gortilmiistiir.

Kontrol grubunun yiiksek su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,049 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasindaki gen ifade diizeyi farki anlamli olarak

kabul edilmistir. Gruplar arasinda kat artis1 gozlenmemistir.
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Diyabetik kontrol grubunun diisiik doz metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel
analizinde p degeri 0,012 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasindaki gen ifade diizeyi farki
anlaml1 olarak kabul edilmistir. Diyabetik kontroliin 22T degerine gére diisiik metanol

ekstresi grubunun gen ifadesinde 14,87 kat artis gortilmiistiir.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel
analizinde p degeri 0,170 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasindaki gen ifade diizey

farkinin anlamli olmadigi kabul edilmistir.

Diyabetik kontrol grubunun diisiik su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,201 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasindaki gen ifade diizey farkinin anlaml

olmadig1 kabul edilmistir.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde
p degerin 0,009 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizeyi farkinin anlamli
oldugu kabul edilmistir. 2"*A“T deger ortalamalarina gére diyabetik kontrol grubunun yiiksek

su ekstresi grubuna gore gen ifadesi i¢in 16,18 kat artis goriilmiistiir.

Metanol ekstrelerinin diisiik ve yiiksek doz gruplarina yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,025 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlaml
oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarma gore diisiik doz metanol

ekstre grubunun yiiksek doz grubuna gore gen ifadesi igin 1,83 kat azalig goriilmiistiir.

Su ekstrelerinin diisiik doz ve yiliksek doz gruplarinin yapilan istatistiksel analizinde p
degerinin 0,338 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlaml

olmadig1 goriilmiustiir.

Diisiik doz metanol ekstresi ile diisiik doz su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,034 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli
oldugu kabul edilmistir. Gruplar 22T degerlerine gore diisiik metanol ekstresi grubunun

diisiik su ekstresi grubuna gore gen ifadesi icin 1,08 kat azalig goriilmiistir.
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Yiiksek metanol ekstresi ile yiiksek su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,749 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli olmadig1

bulunmustur.

Diisiik metanol ekstresi ile yiiksek su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,011 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu
kabul edilmistir. Gruplarin 24T degerine gore diisiik metanol ekstresi grubunun yiiksek su

ekstresi grubuna gore gen ifadesi icin 1,31 kat azalig gortilmiistiir.

Yiiksek metanol ekstresi ile diisiik su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p degerinin
0,157 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli olmadig1

bulunmustur.

IL-15 gen ifadesi i¢in ikili grup degerlendirmeleri sonucunda: Kontrol grubun diyabetik
gruba gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri 0,027 bulunmustur. Bu nedenle iki grup
arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger

ortalamalarina gore diyabetik kontroliin gen ifadesinde 1,15 kat artis goriilmiistiir.

Kontrol grubunun diisiik metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,007 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlaml
oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarina gore diisiik metanol ekstresi

grubunun gen ifadesinde 0,81 kat azalis goriilmistiir.

Kontrol grubunun yiliksek metanol grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,025 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu
kabul edilmistir. Gruplarin 222CT deger ortalamalarina gore yiiksek metanol ekstresi

grubunun diisiik doz grubuna goére gen ifadesinde 0,31 kat azalis goriilmiistiir.

Kontrol grubunun diistik su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,034 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu
kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarina gore su ekstresi diisiik doz grubunun

gen ifadesinde 0,99 kat azalig goriilmiistiir.
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Kontrol grubunun yiiksek su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,025 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu
kabul edilmistir. Gruplarm 22T deger ortalamalarina gore yiiksek su ekstresi grubunun gen

ifadesinde 0,18 kat azalig goriilmiistiir.

Diyabetik kontrol grubunun diisiik metanol ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel
analizinde p degeri 0,048 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey
farkinin anlamli oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarma gore
diyabetik kontrol grubunun diisiik metanol ekstresi grubuna gore gen ifadesinde 1,96 kat

artis gorilmistiir.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek metanol ekstresi grubuna gdre yapilan istatistiksel
analizinde p degeri 0,049 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey
farkinin anlamli oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 222T deger ortalamalarina gore
diyabetik kontrol grubun yiiksek metanol ekstresine gore gen ifadesinde 0,84 kat artis

goriilmiistiir.

Diyabetik kontrol grubunun diisiik su ekstresi grubuna goére yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,049 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamh
oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarma goére diyabetik kontrol

grubunun su ekstresi diisiik doz grubuna kiyasla gen ifadesi igin 0,16 kat artig goriilmiistiir.

Diyabetik kontrol grubunun yiiksek su ekstresi grubuna gore yapilan istatistiksel analizinde
p degeri 0,025 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamh
oldugu kabul edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarma goére diyabetik kontrol

grubunun su ekstresi yiiksek doz grubuna kiyasla gen ifadesi i¢in 0,97 kat artis goriilmiistiir.

Diisiik ve yiiksek doz metanol ekstrelerinin yapilan istatistiksel analizinde p degeri 0,049
bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu kabul
edilmistir. Gruplarin 22T deger ortalamalarmna gére diisiik metanol ekstresinin yiiksek

metanol ekstre grubuna kiyasla gen ifadesi i¢in 1,12 kat azalig goriilmiistiir.

Diistik ve yiiksek doz su ekstrelerinin birbiriyle yapilan istatistiksel analizinde p degeri 0,049

bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli oldugu kabul



110

edilmistir. Gruplarin 2"22°T deger ortalamalarina gore diisiik su ekstresinin yiiksek su ekstresi

grubuna kiyasla gen ifadesi i¢in 0,81 kat artig goriilmiistiir.

Diisiik metanol ekstresi ile diisiik su ekstresi grubunun yapilan istatistiksel analizinde p
degeri 0,047 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizeyinin anlaml1 oldugu
kabul edilmistir. Gruplarn 22T deger ortalamalarina gore diisiik metanol ekstresi

grubunun diisiik su ekstresi grubuna kiyasla gen ifadesi i¢in 1,18 kat azalis goriilmiistiir.

Yiiksek metanol ekstresi ile yliksek su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,121 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizey farkinin anlamli olmadig:

kabul edilmistir.

Diisiik metanol ekstresi ile yiiksek su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,028 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizeyinin anlamli oldugu kabul
edilmistir. Gruplarm 244CT deger ortalamalarma gore diisiik metanol ekstresi grubunun

yiiksek su ekstresi grubuna kiyasla gen ifadesi i¢in 1,80 kat azalig goriilmiistiir.

Yiiksek metanol ekstresi ile diisiik su ekstresinin yapilan istatistiksel analizinde p degeri
0,121 bulunmustur. Bu nedenle iki grup arasinda gen ifade diizeyinin anlamli olmadigi kabul

edilmistir.
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5. TARTISMA

Calismada, yliksek besin degeri ve halk arasinda yaygin kullanimi1 olan Rosa tiirlerinden R.
canina’nin kok esktrelerinin antioksidan etkisi ile DNA ile etkilesimi ve koruyucu
etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Ekstrelerin deney hayvanlarinda STZ ile olusturulan
diyabet modeli iizerine olumlu etkisinin olup olmadig1 belirlenmistir. Diyabet ve
inflamasyon ile iligkili olan TNF-a ve IL-/ gen ifadelerinin degerlendirilmesi ile diger
deney sonuglar iliskilendirilmistir. Bu bilgilerin 1s1¢inda farkli alanlarda yapilan bir¢ok

deneyin multidisipliner ¢at1 altinda degerlendirilip birlestirilmesi hedeflenmistir.

T1bbi bitkiler kullanilarak elde edilen ekstre igeriklerinin antioksidan etki lizerine ¢aligsmalar1
son yillarda biliyik ilgi gormiistiir. Saglikli metabolizma olaylarinda oksidasyon
reaksiyonlarinda elde edilen serbest radikaller, antioksidan sistemlerin bozulmasi veya
yetersiz kalmasi sonucunda hiicre icerisinde DNA, lipit, karbonhidrat, protein ve diger
biyomolekiiller ile etkilesime girmesi sonucunda oksidatif hasara yol agar. Bu hasarlar
kisilerde yaslanmaya ve hiicre oliimiine neden olan biyolojik islev kaybina neden olur.
Antioksidan etki gosteren bitkilerin oksidatif hasar1 onleyici etkisi ve g¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanimi en temel yaklasimlar arasinda yer alir. Rosa tiirlerinin igerigine
bakildiginda fenolik bilesik yapilar1 ile antioksidan etkisinin oldukga gii¢lii oldugu ifade

edilir.

Diinyada milyonlarca insanin hayatin1 olumsuz etkileyen diyabet hastaliginin tarihi milattan
oncesine dayanmaktadir. Insiilinin uzun yillar sonra kullanilmasi milyonlarca insanin
oliimiine ve kalitesiz yasam standardina sebep olmustur. Bitkisel tedaviler, diyabet ve bu
hastalik ile ortaya ¢ikan komplikasyonlar i¢in ¢esitli ¢aligmalar yapilarak 6nemli bir boyuta

ulagmustir.

Son yillarda diyabetin ilgili genler, sitokinler ve oksidatif stres iizerinde roliiyle ilgili yapilan
bircok arastirmada, diyabetik etkilerin Oniine ge¢mesi ile bitkisel tedavi {lizerine
odaklanilmistir. STZ ile deney hayvanlar1 lizerinde diyabet modeli olusturulan si¢anlarda R.
canina bitki kok ekstrelerinin dozlara gore diyabetin komplikasyonlarinda 6nemli olan
inflamasyona (inflamasyonla iliskili genlere) ve oksidatif strese etkisi ve ilgili genlerin ifade

diizeylerinin degerlendirilmesi bu ¢alismanin temelini olusturur. Bitkisel uygulama
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sonucunda elde edilen verilerin, yapilan antioksidan deney caligmalari ve DNA etkilegsim

deneylerinin gen ifade sonuglari ile desteklenmesi amaglanmustir.

Rosa tiirlerinin yaprak kisimlarindan elde edilen ekstrelerin igerikleri flavonoid ve fenolik
miktarlar1 gsterilmistir. Incelenen 17 Rosa tiiriiniin yapraklari ile elde edilen metanol
ekstrelerinin fenolik bilesik tayininin 5,7 ile 15,2 mg GAE/100 mg arasinda oldugu, en diisiik
R. rugosa (%5,7) olarak ifade edildigi ve en yiiksek R. vosagiaca (%7,7) olmak iizere R.
canina tiirlerinin igerikleri bildirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda giil yapraklarinin fenolik

bilesik bakimindan zengin oldugu ifade edilmistir [232, 234].

R. arvensi ve R. canina’nin fitokimyasal kompozisyonu ile biyolojik aktiviteleri
karsilagtirilan ¢aligmada toplam fenolik madde tayininin en yiiksek R. canina sulu
ekstrelerinde (74,6 + 3,08 mg GAEFE/g) bulundugu belirlenmistir [90]. iran R. canina
meyvelerinde farkli ekstraksiyon gesitlerinde en yiiksek fenolik madde igeriginin 424,6 +
1,8 mg GAE/ g metanolik ekstresinde bulunmustur [87].

Agourram ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada R. canina tohumlarinda fenolik madde
degerinin belirlenebilmesi icin farkli ekstreler hazirlanarak bakilmistir. Alinan sonuglara
gore en yiiksek degerin %70 asetonlu ekstre iceriginde 21,5 + 0,33 mg GAE /g olmak iizere
kaydedilmistir [235].

Dogu Anadolu bélgesinde yer alan kusburnu tiirleri iizerine yapilan calismaya gore R.
pimpinellifolia, R. canina, R. villosa, R. dumalis meyvelerinde toplam fenolik madde tayini
yapilmistir. Alinan degerlere gore en yiliksek fenolik igerige sahip olan kusburnu tiirii

6.298+116,7 mg GAE/100 g ile R. canina olarak belirlenmistir [236].

Sirbistan’da yapilan ¢alismaya bakildiginda R. arvensis ve R. canina kimyasal bilesenleri ile
biyolojik aktivite karsilagtirmalart yapilmistir. Bu ¢aligmaya goére flavanoid madde
miktarlar1 tespit edilmistir. R. canina flavonoid madde tayini i¢in metanol bazli ekstre
igeriginin 0,65 + 0,03 mg QE/g olarak sulu ekstresinin 1,22 + 0,02 mg QE/ g oldugu
belirtilmistir. R. arvensis metanol igerikli ekstresinin 0,65 + 0,03 mg QE/ g, sulu ekstre
iceriginin ise 2,24 + 0,05 mg QE/ g oldugu belirlenmistir. Bu deneylere ek olarak bitkilerin
antioksidan c¢alismalart FRAP ve DPPH yontemleri ile tespit edilmistir. Bu c¢aligma

sonuglarina gére DPPH analizi igin en yiiksek ifade R. arvensis sulu ekstresinin 313 = 10,9
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ug/ml olarak FRAP yontemi ile R. canina su igerikli ekstresinin en yiiksek ifadesi 84,5 +
4,19 mg AAE/g olarak ifade edilmistir [90].

Giil yagi iceriginin antioksidan aktivitesinin, pozitif kontrol olarak kullanilan BHT

(biitillendirilmis hidroksi toluen)’e gore yiiksek oldugu rapor edilmistir [237].

Rosaceae familyasina ait olan tiirlerin biyolojik bilesikleri baz alinarak yapilan bir¢ok
arastirma bulunmaktadir. Yapilan arastirmalar 1s1ginda kusburnu tiirlerinin meyve ve
tohumlarinda glukoz, sakkaroz, friikktoz, linoleik ve oleik asit, maltoz, vitamin C, vitamin E,

o-tokoferol, a-tokoferol i¢erdikleri rapor edilmistir [87].

Lv ve digerleri tarafindan yapilan c¢alismada %0,005 oraninda oldugu tespit edilen giil
yaginin %75 antioksidan aktivitesi oldugu bulunmustur. Bu ¢alismaya gore %0,5-0,0625
(h/h) oraninda g¢alisilan giil yaginin %94-91 oraninda antioksidan etkiye sahip oldugu ve
pozitif kontrol baz alinarak kullanilan BHA (biitillendirilmis hidroski anisol)’e gore yiiksek

antioksidan aktivitesi oldugu belirlenmistir [238].

R. canina meyvelerinin UV 1sinlara kars1 koruyucu etki gostermeleri ve yiiksek antioksidan
etkiye sahip olmalar1 UV iizerinde protektif bir bilesik olma 6zelligi oldugunu gostermistir.
R. canina meyvelerinin diisiik konsantrasyon igeriginde (1/10 oraninda seyreltim) bile etki
gostermesi gliclii antioksidan igerigine isaret etmistir. Protektif bilesikler arasinda yer alan
oksibenzon, giines 1sinlar1 ve ultraviyolenin tahrip edici etkilerine karsi kisisel bakim
riinlerinde ve koruyucu losyonlarda kullanilmasimin yaninda sampuan ve kremler,
yaslanmay1 oOnleyici kremler, el sabunu, maskara ve dudak parlatict gibi kisisel bakim

malzemelerinde bilesen igerigi aktif olarak kullanilir [239].

Gilines kremlerinde tercih edilen retinil palmitat, oksibenzon gibi organik yapidaki
bilesenlerin alerjik ve fotokorsinejonik yan etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Oksibenzon,
konsantrasyonunun artmasi ile DNA-AP lezyonlari arasinda pozitif diizeyde iligski ortaya

koyan endokrin bozucu ve genotoksikant bir maddedir [240].

Dokularda reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ile meydana gelebilecek olan hemoliz,
oksitlenen hemoglobin formlarinin olusmasina neden olur. Bu bilesenlerin etki ettigi

hiicrelerin, lipitleri, protein, hiicre zar1 ve DNA’s1 lizerinde yikici etki olugturdugu calismalar
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ile desteklenmistir [241]. Bu sebeplerden otiirii hemolizi engelleme 6zelligine sahip olan
antihemolitik maddelerin belirlenmesi yapilan ¢aligsmalarla 6nem kazanmistir. Calismalar
cesitli bitkilerden elde edilen ekstreler veya ikincil metabolitlerin i¢eriginde olan fenolik

bilesenlerden otiirii antioksidan ve antihemolitik etkisi oldugu bildirilmistir [242].

Ivanisova ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismalarda, antioksidanlarin ¢ogunun anti-tiimor,
anti-mutajenik, anti-inflamatuar, anti-viral, anti-diyabetik ve anti-bakteriyel aktiviteye sahip
oldugu ifade edilmistir. Buna ek olarak dogal antioksidan tiiketilmesi ve kullanimi
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, yaslanma ve kanser gibi glinlimiiz ¢aginda popiiler olan

hastaliklarin risklerinin azaltilmasi ile iliskilendirilmistir [243].

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu olumsuz etkilere kars1 viicut igerisinde
diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Antioksidanlarin substrat oksidasyonunun dnlemesinde
gorev aldigr gibi organizmanin artan ROT seviyelerine karsi savunma mekanizmasi
olusturmasinda 6nemli rol oynadig1 rapor edilmistir. Antioksidanlarin hedef molekiiller
tizerinde oksidatif hasar1 engelledigi, geciktirdigi veya etkisiz hale getirdigi ifade edilmistir.
Bitkiler ve hayvanlar organizmalar {lizerinde radikal temizleyici olarak biyolojik gérevler

istlenmektedirler [244].

Antioksidan savunma sistemi igerisinde aciga ¢ikan metal iyonlar lipit peroksidasyon
olusumuna neden olur. Fe*® lipitlerle reaksiyona girerek alkil yapidaki serbest radikalleri,
hidroperoksitleri ayristirmasi ile radikalleri ortaya ¢ikarir [91]. Calismada Rosa ekstrelerinin
demir iyonlar iizerinde rediikleyici etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Rediikleyici giice
sahip olan bitki ekstrelerinin serbest radikaller {izerinde elektron ilgisi ile zararsiz hale
getirildigi rapor edilmistir. Bu calisma sonucuna paralel yapilan Rosa tiirleri ile ilgili
calismalar Ortiismektedir. Arastirilan ekstrelerin biyolojik sistem igerisinde elektron ve
hidrojen atom transfer etkilerini belirlenmesi i¢in sentetik olarak ABTS ve DPPH radikalleri
kullanildig1 belirtilmistir. Rosa tiirlerinin sentetik radikaller {izerinde antioksidan etkiye

sahip oldugu belirlenmistir [91,92].

Bakir (Cu2+) ve demir (Fe2+) iyonlar1 gibi ge¢is metallerinin Haber-Weiss ve fenton
reaksiyonlarinda hidroksil radikal {iretimine neden olmasi spesifik olarak hiicre membranlari
icerisinde oksidatif diizeyde hasar olusumuna neden olmaktadir. Metal iyonlarin

selatlanmasi ile oksidasyona neden olan Fe?* iyonlarn baglanma kapasitesi molekiil veya
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s0z konusu olan bitkilerin antioksidan 6zelliginin belirlenmesinde etkili olarak kullanilan

yontem oldugu ifade edilmistir [245].

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda siiperoksit radikalinin patolojik durumlarda nitrik oksit
bilesigi ile reaksiyona girmesi ile peroksinitritin olusmasma zemin olusturdugu ileri
strtilmiistiir. Giiglii ve toksik oksidan olan peroksinitrik, DNA {izerinde hiicresel hasara
neden olur. DNA hasar1 (ADP-riboz) ve (PARP) aktive ederek enzim substrati NAD+
seviyesini azaltir. NAD+ kullanilmasi ile glikoliz, ATP ve elektron tasinmasi yavaslamasi
sonucunda ADP-ribozilasyonuna sebep olur. Bunun sonucunda ise diyabet gibi patolojik
durum komplikasyonlarinda gozlenen endotel disfonksiyonunun gelisebilecegi

Ongoriilmiistiir [9].

Diyabet insanlarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen yliksek mortaliteyi ve morbiditeye
sahip olan bir hastaliktir. Tanis1 i¢in poliiiri, polifaji ve polidipsi ile biyokimyasal
parametreler; glukoz, insiilin, % glikolize hemoglobin (HbAlc) ve C peptit seviyelerinden
yararlanilmaktadir. Bu parametreler ile hastaligin oksidatif stres ile arasinda bir korelasyon

oldugu kabul edilmistir [246].

Oksidatif stres, diyabet sonucu olusan komplikasyonlarin patogenezinde 6nem teskil eder.
Buna bagl olarak proinflamatuar sitokinlerin yiiksek ifadesi, diyabetik etkileri ilerleten bir
baska faktordiir. Oksidatif stres ve diyabet inflamasyondan ve diizenleyici bazi genlerin

iiretiminden sorumlu olan NF-«xB aktivasyonunu aktive ettigi bildirilmistir [247].

Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) ve Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Calismasi (TURDEP-
1) ile Tirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Caligmasi (TURDEP-2) verilerine gore diyabetin
prevalansinin genisledigi ve son yillarin dikkat ¢eken hastaliklar1 arasinda yerini aldigi ifade

edilmistir.

Son yillarda pek¢ok kisinin ¢esitli hastaliklarda bitkileri tercih edebilmektedir. Tibbi bitkiler
ile ilgili yapilan arastirmalar hastaliklara kars1 yeni ilaglarin iiretilmesi ve gelistirilmesi igin

insan sagligina yapilan biiyiik bir adim olarak goriilmiistiir [248].

Bu bilgiye gore; bazi1 bitki ekstrelerinin beta hiicre rejenerasyonunu aktive ederek pankreasi

zararh etkenlerin olusturacagi hasarlardan korudugu, glikoz alimina sinir konularak insiilin
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salimimin1 kontrol altina aldig1, insiilin reseptdrlerini etkili hale getirerek beta hiicrelerinin
insiilin salgilanmasini uyarmasi ile kandan glikoz emilimi i¢in farkli mekanizma teknikleri

ortaya ¢ikmistir [249].

Diinyada diyabet ve bitki ekstreleri ile yapilan son zamanlardaki ¢caligsmalarin ¢cogunlugunda
diyabet modeli i¢in siganlar kullanilmis ve bu deneklerin insiilin sentezleyen,
pankreaslarinda yer alan B hiicrelerinin tahrip edilmesi sonucu meydana geldigi ifade
edilmistir. Bu islem i¢in N-nitroso tiirevi olan D-glukozamin yapisina sahip alloksan veya
streptozotosinin si¢canlar lizerinde intraperitoneal (i.p.) uygulamasi ile ortaya ¢ikmistir.
Cesitli bitki ekstrelerinin birlikte veya tek olarak hayvanlara uygulanmasi sonucunda kan
glikoz diizeyleri Olc¢lilmiistiir. Antioksidan aktivitesi yiiksek olan bitkilerden elde edilen
ekstrelerinin deneysel diyabet olusturulmus ratlar {izerinde kan glikoz seviyelerini

diisiirdiigii belirlenmistir [189,192].

Vannucchi ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada 1000 1U/kg olacak sekilde E vitamini
alan farelerde diyabetin insidans oraninin azaldig bildirilmistir. STZ ile diyabet olusturulan
sicanlarda beta karotenin E ve C vitaminleri ile verilmesi sonucunda iyilestirici etki
gozlenmesine neden olmustur. Buna ek olarak STZ ile diyabet olusturulan siganlarda E

vitamini eksikligi sonucunda dliimlere yol agabilecegi one sitiriilmiistiir [250].

Rasineni ve digerleri ile yapilan ¢aligmada yiiksek yagli diyet ile besinlerini saglayan
siganlarin C. roseus bitkisinin yapraklarindan hazirlanan sulu ekstrelerinin tedavi {izerine
etkisi oldugu belirtilmistir. 60 giin olan deney siireci sonunda, glukoz diizeyi, insiilin, yag
diizeyleri fruktoz alan sigcanlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu ifade
edilmistir. C. roseus bitki tedavisi sonucu friiktozun artan hiperglisemiyi tamamen 6nledigi
ifade edilmistir. Aragtirmacilar tarafindan yiiksek yagl diyet ile beslenen siganlarin insiilin
direncinin, bitki tedavisi ile anlamli diizeyde azaldig1 gézlemlenmistir. Fruktoz ile beslenen
sicanlarda ortaya ¢ikan kolesterol, total gliserit ve fosfolipit diizeylerinde %60’lik artisin,
bitki uygulamasi ile gruplara gore %21.,4, %17,5, %16,57 ve %27 olmak iizere azaldig1
belirtilmistir [251].

Safran ile bilesenlerinin antioksidan 6zellikleri yapilan ¢aligmalarla arastirilarak diyabetik
komplikasyonlar i¢in yararli oldugu bildirilmistir. STZ ile diyabetik model olusturulan

siganlarda Crocus sativus’un etanol ekstresinin (40 mg/kg) olacak sekilde 8 hafta
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hepatoprotektif etkisinin oldugu ifade edilmistir. Bu etkinin oksidan seviyeleri diisiirerek

diyabet tizerinde iyilestirici etkisi oldugu ileri stiriilmiistiir [252].

Samarghandian ve digerleri ile yapilan arastirmada diyabet olusturulan hayvanlara farklh
dozlarda krokin (40-80 mg/kg) olmak tizere 28 giin uygulamasindan sonra kan glikoz

diizeyinin azaldigin1 ve HDL diizeyinin ise arttig1 bildirilmistir [253].

Khajebishak ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada diyabet olusturulan tavsanlara nar
cekirdeginin verilmesinin hiperglisemik etkiyi azaltarak antidiyabetik 6zellik gosterdigi one
stiriilmiistiir. Nar cekirdeginin yagi verilen diyabetik tavsanlarin serum insiilin diizeyi,
diyabetik grupta (6.11 = 0.26) 6nemli diizeyde (p <0.05) artmis oldugu (10.97 £ 0.72)
belirlenmistir. Sonug olarak nar ¢ekirdegi yag: (30 mg / kg / giin) uygulamasi ile 45 giiniin
sonunda hiperglisemiyi azalttig1 ve antidiyabetik etkiye sahip oldugu belirtilmistir [254].

STZ ile diyabet olusturulmus ratlara 15 giin boyunca Vitis vinifera L. yapraklarinin etanol
ekstresinin hayvanlarin agirliklart baz alinarak verildigi bir ¢aligmada diyabetli gruplarda

bitki ekstresi ile diyabetin iyilestirici aktivitesi oldugu bulunmustur [255].

Al-Shagha ve digerleri tarafindan yapilan arastirmada STZ ile diyabet olusturulan farelerde
4 hafta siiresince 100 mg /kg ve 200 mg / kg olmak {iizere iki farkli doz ile etanol icerisinde
¢oziilmiis olan C. roseus bitki ekstresinin 100 mg/kg insiilin duyarlili§ini arttiracak olan
metformin ile tedavi etmislerdir. Deney sonunda alinan verilere gore diyabetli fareler ile
tedavi edilen grup karsilastirildiginda ilgili bitki ekstresinin diyabetik fareler lizerinde kan
sekerini diisliriicti 6zelliginin antidiyabetik ilag¢ olan metforminden daha etkili oldugunu 6ne

siirmiiglerdir [256].

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada R. canina nin meyvelerinden elde edilen etanol ekstresi
ve bu ekstreden hazirlanan fraksiyonlarin antidiyabetik, antioksidan ve hipoglisemik
aktiviteleri belirlenebilmesi i¢in STZ ile indiiklenmis ratlarda 250 mg/kg doz olmak tizere 7
giin boyunca uygulandiginda ciddi diizeyde hipoglisemik etki gézlemlenmistir. Ekstrenin
farklh polarite ¢oziiciileri ile fraksiyonlanmis ve fraksiyonlar diyabet olan ratlar {izerinde
uygulanmistir. Frsaksiyonlarin subakut etkileri 7 giin sonunda diyabetik ratlarda
incelenmistir. Deneysel veriler, diyabetik si¢anlarda sulu ekstrenin ciddi diizeyde

antidiyabetik etkiye (%50-62) sahip oldugunu rapor etmislerdir. in vitro seklinde yapilan
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antioksidan deney verilerine gore etil asetat fraksiyonunun DPPH diizeyi (79,5 + 0,4) olmak
tizere en fazla radikal siipiiriicii etki gosterirken kloroform fraksiyonunun maksimum

indirgeme giicti oldugu belirlenmistir [203].

Yiiksek ve diisiik diyetle beslenen ratlara diisiik doz STZ uygulamas: yapilarak olusturulan
diyabet modelinden sonra glikoz diizeyleri, kimyasal parametreler ve kas ile yag dokudaki
yaglarin yikimi ile ifade edilen gen diizeyleri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
yiiksek diyetle beslenen gruplarda glikoz diizeylerinin normal beslenen grup ile anlaml1 bir
fark goriillmedigi belirlenmistir. Gen ifade seviyelerinin ise sonuglara gore yag dokusunda

ifadesinin artmasina karsin karaciger dokusunda azaldigi belirtilmistir [257].

Calismalarda farkli bitki ekstrelerinin yiiksek olan glikoz seviyesine etkilerini inceleyen
bir¢ok ¢alisma olmasinin yaninda giil ve iiziim ¢ekirdeklerinin antioksidan ve antidiyabetik
etkilerinin yani sira bitkilerin yaprak ekstrelerinin de diyabetik ratlarda kan glikoz seviyesini

diistirdligii rapor edilmistir [255].

Yapilan calismalarda 6 hafta siiresince yiiksek yagli diyet ile beslenen farelerin C. roseus
bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstrenin etkisi ile tedavi edilen bir ¢aligmada IL-6 ve
TNF-a konsantrasyonlarini diisiirmesi ile inflamasyon etkisini azaltabilecegini gdstermistir.
Yapilan aragtirmada %20 C. roseus yaprak oziitii ilavesi ile TNF-a ifadesinin azaldig:
belirtilmistir [257].

(Caligmalarda TNF-o geninin mikrovaskiiler diizeyde diyabetik kompliksyonlarin ilerleme
derecesinde belirleyici oldugu ileri siiriilmiistiir [253]. Sifal1 olan tibbi bitkilerin inflamasyon
seviyesini azaltmasi ile hiperglisemi kosullarinda gesitli organlarin isleyisinde diizenleyici
oldugu ifade edilmistir. Diyabet olusturulmus sicanlarin bazi doku ve kan 6rneklerinde artan

TNF-a ifadesinin bitki ekstresi verilen ¢alisma ve gruplarinda azaldigi rapor edilmistir [258].

Lipit, protein ve karbonhidrat metabolizmasi ile bu yollar iizerinde diizenleyici etkiye sahip
olan insiilin ile inflamasyon arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir. Yapilan ¢alismalar bu
durumu desteklemek ile insiilinin yetersiz olmasi veya az salgilandiginda yeterince etki

gosterememesi ile insiilin direnci olustugu belirlenmistir [259].



119

Adipositlerde salgilandigi bilinen TNF-a’nin  kinaz yolagi iizerinden IRS-1 in
fosforillenmesini  indiikleyerek hiicre igerisinde insiiline karst olusacak yaniti

engelleyebildigi rapor edilmistir [198].

Yiiksek kan glikoz seviyelerinde pankreasin B hiicrelerinde IL-/4 ifadelenme diizeyinin ve
saliniminin artmasina sebep oldugu, bununla birlikte IL-7’nin bir¢ok sitokin artigina neden

oldugu ve pankreasin B hiicreleri i¢erisinde apopitoza sebep oldugu belirtilmistir [260].

Yapilan tez calismasi R. canina kok ekstrelerinin DNA ve deney hayvanlari {izerinde
etkisine bakilmasi ile yenilikgi bir yaklasim olusturmaktadir. Sonuglarimiza baktigimizda R.
canina kok ekstrelerinin antioksidan etkiye sahip oldugu bulunmustur. Su ekstresinin
metanol ekstresine gore DPPH aktivitesinin, fenolik madde igeriginin ve demir selatlama
aktivitesinin daha ytiksek etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bitkinin DNA iizerinde etkisi
literatiirde yapilan ¢alismalara paralel olarak oksidatif stres sonucu olusan DNA hasarini
Onleyebilecegi potansiyelini ortaya c¢ikarmustir. Ayrica bitkinin antioksidan 6zelliginden
dolay1 inflamasyon sonucu meydana gelen serbest radikaller tizerinde etkili oldugu da daha
once yapilan caligmalar ile uyusmaktadir. Daha Once ratlar iizerinde diyabetik model
olusturmada kullanilan STZ kimyasal ajani tercih edilmistir. R. canina antioksidan
iceriginden dolay1 diyabet sonucu hiicre hasarin1 diizenleyici olabilecegi ve kok ekstresinin
diyabet ilizerinde etkili olabilecegini sdyleyebiliriz. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda bitkinin
diyabet hastalif1 tedavisinde etkili olabilecegi ifadesi yapilan deneylerle paralellik
gostermistir. Bitkinin yaprak, meyve ve tohumlarindan elde edilen ekstreler ile deney
hayvanlari iizerinde ¢alisilmasina karsin kok ekstresinin hayvanlar tizerinde uygulanmasina
iliskin giincel bir veri bulunmamaktadir. Yapilan calismalardan elde edilen sonuglarin
yorumlanabilir olmasi i¢in bitkinin iki ekstresinin farkli dozlari ile ¢alisilmistir. Bu da daha
once yapilan ¢alismalar ile ortiigmektedir. Diyabet olusturulan ratlarda gruplara 14 giin
stiresince agirliklarina uygun olarak bitki ekstre uygulamasi yapilmistir. Daha 6nce yapilan
calismalarda ekstre uygulamalarinin 7 -28 giin arasinda oldugu goriilmiistiir. Calisilan
hayvanlarin diyabet olmalar1 nedeniyle strese gireceklerini 6ngérdiigiimiiz ¢alismamizda

daha fazla stres yaratmamak i¢in ekstre uygulamasinin 14 giin olmasina karar verilmistir.

Daha once yapilan ¢aligmalara paralel olarak ratlar {izerinde STZ 6ncesi, STZ sonrasi ve
ekstre uygulamasi bitiminde kan seker diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda elde edilen

verilerin ortalama degerleri hesaplanmistir. Kan seker diizeyleri gruplara gore istatistiksel
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olarak degerlendirilmistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalar baz alindiginda gen ifadesi
calismas1 sonucunda kontrol ve diyabetik kontrole gore diger gruplarda TNF-a ve IL-15
genlerinin ifadesinin istatistiksel degerlendirmeleri sonucunda iyilesme diizeyinin daha az
oldugu gruplarda gen ifadesinin yiiksek oldugu ve diyabetik kontrole gére yakin bulundugu

belirlenmistir.

Analiz sonuclarimiz;

TNF-a gen ifadesi i¢in kontrol grubun diger gruplarla degerlendirilmesi Kruskal Wallis testi
ile yapilmistir. Sonuglara gore p degeri 0,041 bulunmustur. Bu nedenle gruplar arasinda gen

ifade diizey farkinin anlamli oldugu kabul edilmistir.

IL-1/ gen ifadesi i¢in kontrol grubun diger gruplarla degerlendirilmesi Kruskal Wallis testi
ile yapilmistir. Sonuglara gore p degeri 0,049 bulunmustur. Bu nedenle gruplar arasinda gen

ifade diizey farkinin anlamli oldugu kabul edilmistir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalara bakildiginda yapilan gen ifadesi ¢alismasinin yapilan
deneyler ile paralellik gosterdigi bulunmustur. Daha 6nce bu alanda yapilan caligmalar ile
paralellik gosteren tez calismamiz ilgili genlerin diyabet ile iliskilendirilebilecegini

desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan yiiksek lisans tez ¢alismasi1 kapsaminda elde edilen sonuglar ve bu sonuglara gore

kullanilabilecegi alanlar ve yapilabilecek ek ¢alismalar asagida sunulmustur.

1. Yapilan ¢alismada R. canina kokiiniin antioksidan etkisini degerlendirmek i¢in metanol
ve su olmak iizere iki farkli ekstre hazirlanmistir. Hazirlanan ekstrelerin antioksidan
aktivitesi oldugu bulunmustur. Su ekstresinin metanol ekstresine gore antioksidan
aktivitesinin daha etkili oldugu belirlenmistir.

2. Ekstrelerin DNA ile yapilan etkilesim ve koruyucu aktivite deneyleri agaroz jel
elektroforez sistemiyle incelenmistir. Bant yapilarina gore su ekstresinin DNA {izerinde
herhangi bir konformasyonel degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. Metanol
ekstresinin DNA {izerinde kiriklara yol agtigi ve konformasyonel degisiklige neden
oldugu belirlenmistir. Su ekstrenin P/H kontrolii baz alindiginda Form III bandinin
olusmamasi ekstrenin HindIII enzim kesim yerine ya da enzime baglandigini géstermistir.
Enzim kesimi sonucunda su ekstresinin G/G niikleotit grubuna baglandigi belirlenmistir.
Metanol ekstresinin DNA’ya baglandigi ve BamHI enzim kesim bolgesine ya da enzime
baglanmadigi belirlenmistir. Ekstrenin HindIIl enzim kesimi igin kismi kesim etkisi
gorlilmiistiir. DNA koruyucu etki deneyinde su ekstresi ile muamele edilmis fenton
reaktifinde Form I olan siiperhalkasal yapinin yogunlugunun azaldigini diger Form II ve
Form III bant yapilarinin pozitif kontrole gore paralel oldugu goriilmiistiir. Su ekstresinin
DNA iizerinde kismi koruma etkisine sahip oldugu belirlenmistir. Metanol ekstresinin
fenton reaktifi ile etkilesimi sonucunda Form II yapis1 olan agik halkasal plazmit yapisinin
ortadan kalktig1 ve DNA iizerinde herhangi bir koruyucu etkisi olmadigi bulunmustur.
Ekstrelerin farkli enzim kesimi noktalarina baglanabilme ihtimali g6z Oniine alinarak
baska enzim kesim ¢alismalar1 yapilabilecegi diisiiniilmektedir.

3.Yapilan calisma ile diyabet olan ratlara farkl ekstre ve farkli doz uygulamalarinin STZ ile
indiiklenmis diyabetik rat modeli lizerindeki etkilerine bakilmistir. Elde edilen sonuglara
gore uygulanan STZ ile basarili bir sekilde diyabet modeli olusturulmustur. Gruplara 14
giin ekstre uygulamasi yapildiktan sonra 6lgiilen kan seker diizeylerine gore yiiksek doz
su ekstresinin kontrole en yakin diizeye ulagtigi goriilmiistiir. Alinan sonuglara Kruskal
Wallis testi ile istatistiksel analiz yapilmustir. Istatistiksel analiz sonucunda gruplar
arasinda p degerinin 0.001 ¢ikmasi ile kan seker diizey farkinin gruplar arasinda anlamli

oldugu belirlenmistir.
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4. Ekstreler STZ ile diyabet modeli olusturulan ratlar tizerinde degerlendirilmistir. Diyabet
ile inflamatuar cevap olusturma Ozelligi olan genlerin ifadesi arastirilmistir.
Calismamizda gruplara gore farkli ekstre ve doz uygulamalar1 yapilmistir. Ifadelerine
bakilan TNF-a ve IL-1f genleri degerlendirildiginde istatistiksel sonuglara gore gen ifade
diizey farklarinin anlamli oldugu belirlenmistir.

Diyabetik gruplarda genlerin ifadelerinin kontrol gruplarima gore arttigi, ekstre
uygulamasinin genlerin ifade diizeyleri iizerinde istatistiksel agidan anlamli bir etkisi
oldugu bulunmustur. Su ekstresinin metanol ekstresine oranla diyabet lizerinde daha etkili
olmustur. Gen ifade diizeyinde her iki gen i¢in kontrole yakin ifade veren grubun yiiksek
doz su ekstresi oldugu belirlenmistir.

Diyabetin sebep oldugu molekiiler diizeyde degisikliklerin belirlenmesi ve ekstre
uygulamasi ile bitkileri inceleyen bir¢ok ¢aligmaya yon verebilecek diizeyde sonuglar elde
edilmisgtir.

5. Cagimizin en temel hastaliklarindan oldugu bilinen diyabetin yiiksek doz su uygulamasi
ile elde edilen sonuglar ileriki ¢alismalar i¢in temel olusturabilir. Kok ekstrelerindeki
fenolik madde tayini ve sonrasinda daha spesifik ¢alismalarla elde edilen etkiden sorumlu
bilesiklerin tanimlanmasi yolunda ilk ¢aligmalar bu tez kapsaminda gerceklestirilmistir.

6. Su ekstresinin hem antioksidan igerigi hem de DNA {izerine olumlu etkilerine ek olarak
diyabet iizerinde en etkili grup olmasi bir¢ok calisma diizeyinde ekstrenin giivenirliligini
desteklemistir.

7. Calismamiz sonucunda R. canina kok ekstrelerinin antioksidan igerikleri ile orantili olarak
diyabet indiiklenen ratlar {izerinde antidiyabetik ve antihiperglisemik etkisi oldugu
belirlenmistir. Ekstrelerin antioksidan igerigi sebebiyle diyabet ile gelisen oksidatif stres
izerinde iyilestirici etkiye sahip olabilecegi diigiiniilmektedir. Yapilan tez ¢aligmasinin

daha sonra yapilacak yeni ¢aligmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.

(Caligma sonucunda alinan verilerin sonuglar1 ve degerlendirilmesi detayl olarak Cizelge 6.1

tizerinde yer almaktadir.
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123

Yapilan Caligmalar

Sonuglar

Su Ekstresi

Metanol Ekstresi

Antioksidan aktivite deneyleri
DPPH

Demir selatlama aktivitesi
Fenolik madde tayini

DPPH aktivitesi kontrol ve
metanol ekstresine gore daha
yiiksek bulundu.

Demir selatlama aktivitesi
metanol ekstresine gore daha
yiiksek bulundu.

Fenolik madde icerigi metanol
ekstresine gore daha yiiksek
bulundu.

DPPH aktivitesi kontrole gore daha
yiiksek su ekstresine gore daha
diisiik bulundu.

Demir selatlama aktivitesi su
ekstresine gore daha diisiik
bulundu.

Fenolik madde icerigi su ekstresine
gore daha diisiik bulundu.

DNA etkilesimi DNA iizerinde konformasyonel | DNA iizerinde konformasyonel
degisiklik goriilmedi. degisiklige neden oldu.

Enzim kesimi Hindlll enzim kesim yerine ya HindIII enzimi ile kismi kesim
da enzime baglandig1 belirlendi. | etkisi goriildii.
Ekstrenin G/G niikleotitine
baglandig1 belirlendi.

DNA koruyucu aktivite DNA iizerinde kismi koruma DNA iizerinde etki goriilmedi.
goriildil.

Kan seker diizeyine etki

Yiiksek doz su ekstresinin
kontrole en yakin grup oldugu
belirlendi.

Kan sekeri iizerine etki goriilmedi.

Gen ifadesi (TNF-alfa)

Diyabetik kontrole gére gen
ifadesinde azalma goriildii.
Yiiksek doz su ekstresi kontrole
en yakin grup olarak belirlendi.

Diyabetik kontrole gore gen
ifadesinde azalma goriildii.

Gen ifadesi (IL-15)

Diyabetik kontrole gore gen
ifadesinde azalma goriildii.
Yiiksek doz su ekstresi kontrole
en yakin grup olarak belirlendi.

Diyabetik kontrole gére gen
ifadesinde azalma goriildii.
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