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OZET

DUMAN K.E, Streptozotosin ile Diyabet Olusturulan Sicanlarda Goékbas (Cyanus depressus) Bitki
Cicegi Ekstraktimn Antidiyabetik ve Antioksidan Etkilerinin Arastirllmasi, Van Y.Y.U. Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczacihk Anabilim Dali, Biyokimya Bilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi,
Van, 2021. Bu ¢alismada, streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda Cyanus depressus (CD)
cicegi liyofilize etanolik ekstresinin antioksidan ve antidiyabetik etkileri arastirildi. Calismada otuz bes
rat 7 gruba ayrildi; Grup I: Kontrol grubu, Grup II: CD-400 mg/kg grubu (C. depressus 400 mg/kg cigek
ekstresi uygulanan ratlar); Grup I1l: DM grubu (50 mg/kg tek doz STZ intraperitonal yolla uygulanan
ratlar); Grup 1V: DM + CD-400 mg/kg grubu (C. depressus gicek ekstresi 400 mg/kg uygulanan diyabetik
ratlar); Grup V: DM + Gly-3 mg/kg grubu (Antidiyabetik ilag glibenklamid 3 mg/kg uygulanan diyabetik
ratlar). Yirmi bir giinlik muameleler sonrasinda; CD ¢icek ekstresinin antidiyabetik roliinun
belirlenebilmesi i¢in; serum biyokimyasal parametrelerden glukoz, glikolize hemoglobin (HbAlc),
aspartat amino transferaz (AST), alanin amino transferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), kreatinin,
tire, trigliserit (TG), kolestreol (TC) ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) 6l¢iildii. Ayrica karaciger,
bobrek ve pankreas dokularinda antioksidan savunma unsurlarindan glutatyon-S-transferaz (GST),
glutatyon reduktaz (GR) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile rediikte glutatyon seviyeleri ve malondialdehit
(MDA) igerikleri degerlendirildi. Daha sonra serum insulin ve C-peptid hormon diizeyleri olgiildii.
Karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda histolojik incelemeler yapildi ve pankraesta adacik gap1 ve
adacik alani hesaplandi. Elde edilen bulgulara gore CD ekstresi ile tedavi edilen rat gruplarin, diyabetik
gruba kiyasla, biyokimyasal ve MDA parametrelerinde diisiis, antioksidan enzim aktivitesinde ve GSH
(karaciger hari¢) diizeyinde artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. Yapilan histolojik incelemelerde,
DM grubunda gozlenen lezyonlarin CD ¢igek ekstresi uygulanan gruba gore hafifletildigi gézlenmistir.
Ayrica, pankreas adacik capt ve alant DM grubuna kiyasla diger tedavi gruplarinda anlamli artiglar
gosterdigi belirlendi. Sonug olarak, CD ¢igek esktresi diyabet ve diyabetle iliskili komplikasyonlarin
tedavisinde umut verici bir terapdtik ajani temsil edebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Cyanus depressus, Diyabet, Histopatoloji, Rat.



ABSTRACT

DUMAN K.E, Investigation Of The Antidiabetic And Antioxidant Effects Of Cornflower (Cyanus
depressus) Plant Extract Against Streptozotocin-Induced In Diabetic Rats, Van Y.Y.U. Institute of
Health Sciences, Department of Basic Pharmaceutical Sciences, Biochemistry Science, Master
Thesis, Van, 2021. In the present study, antioxidant and antidiabetic effects of lyophilized ethanolic
flower extract of Cyanus depressus in streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats. In the study, 35 rats
were divided into 7 groups: Group I: control, Group Il: CD-400 mg/kg group (including C. depressus 400
mg/kg flower extract treated rats), Group I1l: DM group (including rats treated with a single dose of 50
mg/kg STZ via intraperitoneal injection), Group 1V: DM + CD-400 mg/kg group (rats with DM treated
with 400 mg/kg flower extract of C. depressus), Group V: DM + Gly-3 mg/kg group (rats with DM
treated with 3 mg/kg antidiabetic drug glibenclamide). After 21 day-treatments, serum biochemical
parameters including glucose, glycosylated hemoglobin (HbAlc), aspartate amino transferase (AST),
alanine amino transferase (ALT), lactate dehydrogenase (LDH), creatinine, urea, triglyceride (TG),
cholesterol (TC) and high-density lipoprotein (HDL) were measured for determination of antidiabetic role
of CD flower extract. Moreover, antioxidant defense members including glutathione s-transferase,
glutathione reductase and catalase activities and glutathione or malondialdehyde contents were assayed in
the liver, kidney and pancreas tissues. Next, serum insulin and C-peptide levels were measured.
Histological examinations were performed in the liver, kidney and pancreas tissues and islet diameter or
area in pancreas were calculated. According to the results, rats with DM treated with 400 mg/kg flower
extract of C. depressus demonstrated lowered levels of biochemical parameters and MDA, or statistically
significant escalations in antioxidant enzyme activities or glutathione content (except for liver) compared
to DM group. In the histological examinations, lesions observed in DM group were decreased comparing
rats with DM treated with flower extract of C. depressus. Moreover, significant increases were
determined in the pancreas islet diameter and area in DM treated with 400 mg/kg flower extract of C.
depressus compared to DM group. In conclusion, the flower extract of C. depressus might represent a
promising therapeutic agent in the treatment of diabetes or related complications.

Key Words: Antioxidant, Cyanus depressus, Diabetes, Histopathology, Rat.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) insiilin saliniminin yetersiz veya olmadigi, karbonhidrat,
yag ve protein metabolizma bozuklugunun eslik ettigi endokrinolojik bir bozukluktur
(Agirman ve ark., 2020). DM giiniimiiziin énemli bir saglik sorunu olup (Bayrak ve
Colak, 2012), pek ¢ok akut ve kronik komplikasyonu vardir (Doganay ve ark., 2020).
DM’li hasta sayist her gegen giin artmaktadir. Diinyada her yiiz kisiden besinin DM’li
oldugu tahmin edilmektedir. Oniimiizdeki on yil icinde DM’li hasta sayisinin 400
milyona yaklasacag1 tahmin edilmektedir (Kara ve Cinar, 2011). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) raporlarina goére oliimlerin baslica nedenlerden biri DM ve DM ile iligkili
komplikasyonlarin sebep oldugu belirtilmektedir. Ulkemizde saglik bakanlig1 tarafindan
2018 yilinda agiklanan bir rapora gore Tiirkiye’de 7 milyon DM’li hastanin oldugu ve
goriilme sikligi bakimindan Ekonomik Kalkima ve s birligi Orgiitii (OECD) iilkeleri

arasinda ikinci sirada yer aldigimiz belirtilmektedir (Ozliier Baser ve ark., 2020).

DM; Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), Tip 2 diabetes mellitus (T2DM),
gestasyonel diabetes mellitus (GDM) ve diger spesifik DM olmak iizere dort grupta
siiflandirilmaktadir. TIDM ¢ocukluk yaslarda goriilen ve mutlak insiilin eksikligi ile
karakterizedir. Toplum i¢cinde DM’li hasta sayisinin yaklasik % 90°’n1 olusturan T2DM
ise 40 yaslardan sonra ortaya ¢ikan; beslenme, sedanter yasam tarzi, genetik yatkinlik
ve stres gibi faktorlerle olusan DM tiirtidiir. GDM ise kadinlarda hamilelik siirecinde
goriilen bir DM tiiriidiir. Diger spesifik DM olusumunda bir¢ok nedenin sebep oldugu
pankreas langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugunun bir

sonucu gelistigi tahmin edilmektedir.

DM’nin olusumu sirasinda bir¢ok doku ve organ etkilenmekte ve bunlara bagh
olarak diyabetik ketoasidoz, laktik asidoz, hipoglisemi ve hiperglisemi ile
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar sonucu koroner kalp hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar ve periferik hastaliklar
gelismektedir. DM’nin en belirgin komlikasyonlar1 ise nefropati, retinopati, néropati ve

ayak amputesidir (Alkanl ve ark., 2020).

Serbest radikaller dig yoriingelerinde bir veya birden fazla ortaklagmamis

elektron ¢ifti bulunduran atom ya da molekiillerdir (Erol, 2020). Endojen ve eksojen



kaynakli olarak serbest radikaller olusabilmektedir. Artan serbest radikal artiginin DM
ve DM ile iliskili komplikasyonlarin olusumuna sebebiyet verdigi bilinmektedir (Dogan
ve Celik, 2016). Dolayisiyla stres durumunun baskilanmasi ve kontrolii DM tedavisinde
onemlidir. Serbest radikal etkilerinin baskilanmasinda en 6nemli mekanizmalardan biri

antioksidan savunma mekanizmalarin varligidir.

Bitkiler icermis olduklar1 sekonder metabolitlerin 6nemli antioksidan kaynaklar
oldugu ¢ok eskiden beri bilinmektedir. Asteraceae familyasi genis bitki icerigine sahip
olup yaklasik 1600’{in iizerinde cins 23.000’den fazla tiir igerir. Ulkemizde Centaurea
L. cinsi olduk¢a yaygin olup 172 tiirle temsil edilmekte ve bunlarin biiyiik bir kismi
endemiktir. Cyanus tiirtiniin diinyada 27 tiiri bulunmaktadir. Cyanus depressus tek
yillik otsu bir bitkidir. Cyanus cinsi Avrupa’nin orta ve giiney bolgeleri, Afrika’nin
kuzeyi, Anadolu’nun tamami, Kafkaslar, Iran ve Afganistan’da yayilis gdstermektedir
(Dostal, 1976; Wagenitz ve Hellwig, 1994; Czerepanov, 2001). Ulkemizin énemli bir
bitki tirii olan Cyanus depressus’un onemli fitokimyasal igerige sahip oldugu
bilinmektedir. Ancak in vivo ve DM hastaligi 6zelinde bu bitki iizerinde ¢alisma yok

denecek kadar azdir.

Bu tez ¢alismasinda, Cyanus depressus bitki ¢igegi etanolik liyofilize ekstresinin
streptozotosin (STZ) ile DM olusturulan ratlarda antidiyabetik ve antioksidan etkileri
hem biyokimyasal parametreler hem de histopatolojik etkileri karaciger, bobrek ve

pankreas dokularinda arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus

DM diger adiyla seker hastaligi, pankreas bezinin langerhans adaciklarindaki 53-
hiicrelerinden insiilin salinimin azligi/yetersizligi veya dolasimdaki glukozun hiicre
icerisine alinmasinda gorevli glukoz tasiyicilarin (GLUT) hedef hiicreye tepkinin
azalmasi/bozulmasi sonucu dolagimdaki aglik kan glukoz diizeyinin >126 mg/dL olmas1

ile karakterize endokrinolojik bir bozukluktur (Agirman ve ark., 2020).

Diinyada DM’li kisi sayist ve yaygiligi giderek artmaktadir. Diinya niifusunun
% 8,5’nin DM’li oldugu tahmin edilmektedir. Sedanter yasam tarzi, genetik ve ¢evresel
faktorler, beslenme aligkanlifi ve obezite DM’nin gelismesinde 6nemli rol oynar
(WHO, 2016). Genel anlamda DM insiilin azligi, yoklugu veya insiilin direncinin
oldugu durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (Ekoe, 2019).

DM’nin semptomlar1 arasinda, asir1 su i¢gme, agiz kurulugu, siklikla idrara
¢ikma, bulanik gérme ve kilo kaybi olarak gosterilebilir. Daha agir semptomlarindan
biri olan ketoasidoz hiperglisemiye yol acarak hastay1 6liime kadar gétiirebilir. DM’ nin
baz1 semptomlar1 kisiyi rahatsiz etmez ve bu durumu ancak hastaneye geldiklerinde tani

konulmasi ile anlagilir (Yiiksel, 2007).

Uluslararas1 diyabet federasyonun (IDF) yayinladigi rapora gore 1985 yilinda
DM’li hasta sayis1 30 milyon iken bu say1 sonraki yillarda artarak devam etmistir.
Saglik cevreleri bu saymin gelecekte ¢ok daha fazla olacagini 6ngdérmektedir. IDF’nin
2014 yili raporuna gére DM’ye bagl oliimlerin her yedi saniyede bir gergeklestigi ve
diinyada bu saymin yilda 4,9 milyon oldugu tespit edilmistir. DM’ye bagli dliimlerin
bliyiik bir kism1 (yaklasik %80) gelir diizeyinin diisiik oldugu iilkelerde yasanmaktadir.
Ulkemizde DM’li kisi sayist her gegen giin artmaktadir. IDF’nin Tiirkiye’de DM

goriilme oranin1 % 14,7 olarak aciklamistir (Cosansu, 2015).



2.2. Diabetes Mellitusun Tarihgesi

Diyabet ya da Diabetes mellitus yunanca da idrara gegen Latincede: mellis (tatli)
olarak adlandirilan, genellikle kalitimsal ve cevresel etkenlerle kan glukoz diizeyinin
normal degerin {lizerinde olmasiyla (hiperglisemi) sonuglanan metabolik bir
rahatsizliktir (Barnett, 2010). DM 15. yiizy1l baslarinda bir tibbi belge iizerinde yazilan
ve Ingilizceye “diyabete” seklinde ge¢mistir. 17. yiizyilda Ingiliz Thomas Willis DM’li
idrarin tadina baktiktan sonra Diabetes mellitus olarak isimlendirdi. 19. ve 20. yiizyilda
yiiksek kan sekeri Olgiimleri icin niceleyici testler yapilmaya baslandi. 1921°de
Kanadali bilim insanlar1 Frederick Banting, Charles Best, James Collip ve John James
Rickard Macleod tarafindan insiilin icat edildi ve TIDM nin tedavisi i¢in ¢ok dnemli bir

adim atildi (Moini, 2019).

2.3. Diabetes Mellitusun Tan1 Kriterleri

Cesitli saglik kuruluslar1 son yillarda DM tanimlamada onemli degisiklikler
yaptilar. Amerikan diyabet dernegi (ADA) 1997 yilinda yeni tam kriterleri yayinladi.
WHO’da 1999 yilinda bu tani kriterlerini benimsedi. 2003 yilinda ADA bu tam
kriterlerine bozulmus aglik glisemisi tanisin1 ekledi ve son halini verdi. Giinlimiizde
DM tanisinda bu kriterler uygulanmakta ve iilkemizde de gegerli tanilar bunlardir.

ADA’ya gore DM tanis1 dort sekilde konulabilmektedir. Bunlar;

APG (Aglik plazma glukozu): Sekiz saat aclikta 126 mg/dL ve {istiinde bir
degerde,

OGTT (Oral Glukoz Tolerans Testi): 75 g glikozun bir bardak su iginde
codiiriilerek ikinci saat plazma glukozun 200 mg/dL iistiinde bir degerde,

Rastgele Plazma Glukozu: 200 mg/dL ve tistiinde bir deger olmasi durumunda,

% HbAlc (Glikolize hemoglobin): % 6,5 ve iistiinde bir degerde olmasi
durumlarinda DM tanis1 konulur (Dinggag, 2011).



2.4. Diyabetin Simiflandirilmasi

DM igin son olarak 1997°de bir siniflandirma sekli verilmistir (Canivell ve
Gomis, 2014). DM’yi dort ana baslikla gérmek miimkiindiir. Bunlar TIDM, T2DM,
GDM ve diger diyabet (spesifik diyabet) tiirleri olarak siralanir (Ekoe, 2019).

2.4.1. Tip 1 diyabet

DM’ler iginde goriilme sikligi %5-10 olan T1DM daha ¢ok c¢ocuklarda
goriilmekte ancak yetiskinlerde de goriilmektedir (Ekoe, 2019). T1DM tiiriinde
pankreasin [ hiicrelerinden mutlak insiilin  yoklugu veya eksikliginden
kaynaklanmaktadir (Nous ve ark., 2019). Bunun yan1 sira, TLDM olusumunda genetik
ve c¢evresel faktorler de onemli rol oynamaktadir (Negi ve Jena, 2019). TIDM’li
hastalar ¢6lyak, vitiligo, otoimmiin ve hepatit gibi baz1 hastaliklara yatkindirlar (Uygur
ve Yavuz, 2017).

2.4.2. Tip 2 diyabet

DM sinifi iginde en sik goriilen DM tiirti T2DM’dir (Ekoe, 2019). T2DM insan
yasaminda uzun bir siire fark edilmeyebilir. Ancak bu durum hastaligin fazla siddetli
olmayan semptomlarindan birini ge¢irmesi durumunda farkina varilabilir (ADA, 2019).
Yetigkinlerde daha sik goriilen T2DM o6zellikle 40’11 yaslarda goriilmektedir. Fakat son
donemlerde obez ¢ocuklarda da goriilmeye baslamistir (Dinggag, 2011). T2DM; kalp-
damar, bobrek, sinir sistemi hastaligi ve korliik gibi hastaliklar1 da tetiklemektedir

(Halifeoglu ve ark., 2005).
2.4.3. Gestasyonel diyabet

Hamilelikte ortaya ¢ikan ve dogum ile genellikle son bulan bir DM tiirtidiir
(Dinggag, 2011). Hamileligin 24 ile 28. haftalar1 arasinda test yapilmaktadir. 25 yas
tistii hamile kadinlarda goriilme siklig1 daha goktur (Ekoe, 2019). GDM nin en 6nemli
risklerinden biri ilerleyen siiregte T2DM’ye doniisme riskidir (Dinggag, 2011).



2.4.4. Diger spesifik diyabet tiirleri

Pankreasin B-hiicreleri ve insiilindeki gen bozukluklari, endokrin pankreas
hastaliklari, endokrinopati, ila¢ ve kimyasal kaynakli pankreas bozukluklari, enfeksiyon

ve genetik bozukluklar diger DM tiiriine sebep olan faktorlerdir (ADA, 2019).

2.5. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

DM’nin en belirgin semptomlar:t poliiiri, polidipsi ve polifajidir. Ayrica,
DM'’lilerde tani olarak yararlanilan yiiksek kan glukoz diizeyi tanisidir. DM’1i hastalar
fiziksel olarak etkilenmelerinin yani sira psikolojik olarak da etkilenmektedirler. Buna

anksiyete depresyonu 6rnek verilebilir (Yiiksel, 2007).

DM’nin komplikasyonlar1 akut ve kronik olarak ikiye ayrilir (Uludag, 2010).
Akut kompliksayonlar (ketoasidoz, hiperozmolar, laktik asidoz ve hipoglisemi) ve
kronik  komplikasyonlardir.  Kronik  komplikasyonlar  ise = makrovaskiiler
(kardiyovasikiiler, serebrovasikiiler ve periferik vaskiiler hastaliklar), mikrovaskiiler
(nefropati, noropati ve retinopati) ve diger kronik komplikasyonlar (gastrointestinal,

genitoiiriner, enfeksiyoz, katarakt ve glokom) olarak tige ayrilir (Karasakal, 2021).

2.6. Diabetes Mellitusun Onlenmesi ve Tedavisi

DM tedavisi egitim, egzersiz, beslenme ve medikal tedavi olmak tlizere dort ana
baslikta incelenmektedir. Egitim ile hastaya hastaliginin hangi bulgular tasidigi,
belirtilerinin neler oldugu hakkinda bilgi verilmektedir. Hasta takibi yapilmakta ve diger
tedavi yontemleriyle bag kurulmaktadir. Planli ve programli fiziksel aktivite DM
tedavisi i¢in Onemlidir. Ancak hastanin egzersiz Oncesi ve sonrasinda egzersiz igin
uygunlugu kontrol edilmelidir. Beslenme 6zellikle kalori aliminda 6nemlidir. TIDM ve

T2DM tedavisi igin beslenme protokolu benzerdir (Dinggag, 2014).

Metformin, siilfoniliireler ve tiazolidindionlar diinya genelinde en ¢ok kullanilan
oral antidiyabetiklerdir (Stein ve ark., 2013). Oral antidiyabetik ilaglar 6zellikle T2DM
tedavisi, hasta Ozelliklerinin, hipergliseminin ciddiyetinin ve mevcut tedavi
seceneklerinin etkilesimine dayanir. Oral antidiyabetik ajanlar, kullanim kolaylig1 ve

diisiik maliyeti nedeniyle insiilin tedavisine alternatif olarak kullanilmaktadir (Igbal ve



ark., 2012). Siifoniliire grubuna ait bir ila¢ olan glibenklamidin, pankreas beta
hiicrelerinden  insiilinin ~ birinci  faz  salimmmi  uyararak kandaki  glikoz
konsantrasyonlarin1 diistirdiigii ve viicut hiicrelerinin endojen insiiline duyarliliginin
artmasina neden olarak insiilin direncini azalttig1 bilinmektedir (Ohadoma ve Michael,
2011).

Insiilin ve oral antidiyabetik ilag tedavisine ek olarak bitkilerde bulunan
fitokimayasal bilesiklerin kan glukoz diizeyinin diisiiriilmesinde ve dengelenmesinde
yaygin bir sekilde kullanimi s6z konusudur (Ohadoma ve Michael, 2011; Agirman ve
ark., 2020; Hanalp ve ark., 2021).

2.7. Streptozotosin ve Etki Mekanizmasi

Streptomyces bakterisinden elde edilen STZ daha sonra sentetik olarak elde
edilmistir. CgH15N307 formiilii ile gosterilen STZ’nin molekiil agirligr 265 g/mol’dur
(Malkog, 2016). Kimyasal bir ajan olan STZ &zellikle fare ve siganlarda DM olusturma
deneylerinde kullanilmaktadir. STZ pankreatik B-hiicrelerine karsi toksik etki gosterir.
Almman STZ ile pankreastaki  hiicreleri hasara ugrar ve bu hasarin sonucunda DM
olusur. GLUT 2 araciligiyla yapisinda bir glukoz molekili bulunduran STZ
pankreastaki B hiicrelerinde yogunlasir. Burada STZ’nin yarattig1 etki ile B hiicreleri
glukoza kars1 etkisini yitirir. Ardindan ilkin deney hayvaninda iki saat sonra kandaki
glukoz seviyesi oldukga diiser ve bu diisiise bagli olarak hipoglisemi gelisir. Daha sonra
hiperglisemi ile sonuglanir. STZ’nin B hiicrelerinde yarattig1 etkinin yam sira hiicre
icinde yarattig1 etki ile DNA hasarinda rol oynadig1 gézlemlenmistir. STZ nin ilk 6nce
B-hiicrelerinin glukoza olan ilgisini kaldirarak etki ettigi tahmin edilmektedir. (Rakieten
ve ark., 1963; Irer ve Alper, 2004). Daha sonra doniisiimsiiz beta hiicre hasarina ve
hiicre kaybina neden olmaktadir. Dolasimdaki insiilin azlig1 hiperglisemi ile STZ’ nin

diyabetojenik etkileri ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (West ve ark., 1996).



OH CH,

Ol
I

Sekil 1. Streptozotosin’in kimyasal yapisi

2.8. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturulmas:

Deney hayvanlart ile DM olusturmada genel olarak rat ve fare kullanilmaktadir.
Deney hayvanlart ile DM olusturma alloksan ve STZ gibi kimyasal ajanlarla
yapilmaktadir. Deney hayvanlar {izerinde yapilan ¢aligmalarda STZ dozunun genel
olarak 70-45 mg/kg araliginda kullanildig1 ve deney siiresinin ise ii¢ ile dokuz hafta
stirdiirdiigii gorillmiistir (Arya ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015; Hanalp ve ark.,
2021).

2.9. Serbest Radikaller

D1s yoriingelerinde eslenmemis elektron bulunduran serbest radikaller bu
eslenmemis elektronlardan dolay1r oldukga reaktif yani kararsiz molekiillerdir (Kasap,
2010). Reaktif molekiiller kararli hale gelebilmek i¢in diger molekiillerden elektron
kopararak kararli hale gelirler. Elektronu koparilan molekiil ise kararsiz hale gecer ve
serbest radikallere doniisiir. Serbest radikaller reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinden
olugsmaktadir. Reaktif oksijen/nitrojen tiirleri (ROS/RNS) siiperoksit (O2"), hidroksil
(OH), hidroperoksil (HOO'), peroksil (ROO’) ve nitrik oksitten (NO') olusmaktadir
(Karabulut ve Giilay, 2016).



2.10. Diabetes Mellitusun Oksidatif Stresle Tliskisi

Serbest radikaller yapisinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron ¢ifti ihtiva
eden atom veya molekiillerdir. Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olarak
ikiye ayrilmaktadir. Endojen kaynakli serbest radikaller; siiperoksit, hidroksil, peroksil,
hidroperoksil ve nitrik oksit gibi reaktif tiirlerdir. Ekzojen kaynakli serbest radikaller ise

kirli hava, sigara dumani, pestisit ve radyasyondur (Dogan ve ark., 2018).

Viicutta serbest radikallerin zararlarina kars1 savunma gorevi géren antioksidan
savunma sistemleri vardir. Bu savunma sistemleri ROS’larin etkilerini bastirarak
hiicrelere zarar vermelerini engellerler. Oksidatif stres ile artan ROS’lar proteinlere,
lipitlere ve niikleik asitlere saldirarak zarar vermektedir. Ayrica, serbest radikallerin
olusturdugu bu etki sonucunda olusan oksidatif stres hiperglisemi ve insiilin direnci
tizerinde etkisinin oldugu ve DM’nin patogenezinde yer aldigi yapilan calismalarla

ortaya konulmustur (Dogan ve ark., 2015; Celik ve Yildiz, 2010).

2.11. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar hiicrede oksidatif stresin etkisini azaltan ya da yok eden
maddelerdir (Doganay, 2014). Enzimatik savunma sistemleri ve enzimatik olmayan

savunma sistemleri olarak ikiye ayrilmaktadir (Ekici ve Sagdig, 2007).
2.11.1. Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD) reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunma gorevi goren
enzimatik bir antioksidandir. Siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene katalizler.

SOD
20, + 2H" ——— H,0,+ 0,

SOD’un SODI1, SOD2 ve SOD3 olmak {iizere ii¢ formu bulunmaktadir. Bu

formlarin  her birinin seviyesinin diismesi serbest radikal olusumunu arttirir.

Yaslanmayla ve hiicre hasari ile birlikte SOD seviyesi de diismektedir (Aslankog ve

ark., 2019).



2.11.2. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GPx) H,O, kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu
gorevi tstlenen dort alt birim protein ve her proteinde bir selenyum atomu ihtiva eden
bir enzimdir. GPx H,0,’den O, ’nin olusmasini engeller (Karabulut ve Giilay, 2016).
GPx’in azalmasi antioksidan savunma sistemlerinde hasara yol agar. Bu azalmaya bagl
olarak bazi hastaliklar belirir (Aslankog ve ark., 2019).

2GSH + H,0, —SPX 5 GSSG + 2H,0

2GSH + ROOH —EPX_ . GSSG + ROH + H,0
(GSH=Rediikte  glutatyon, = GSSG=Okside glutatyon, = GPx=Glutatyon

peroksidaz)
2.11.3. Katalaz

Katalaz (CAT) dort protein alt birimden meydana gelir. Bu proteinlerin her biri
hem grubu ve bir nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) molekiilii bulundurur
(Karabulut ve Giilay, 2016). CAT o6zellikle karaciger peroksizomlarinda bulunur. CAT
enziminin eksikligi halinde ¢esitli hastaliklarin olusabilecegi belirtilmistir (Aslankog ve

ark., 2019).

o, —CAT oo,

2.11.4. Glutatyon S-transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST), oksidatif stresin zararh etkilerine karsi savunma
sistemi olarak gorev yapan bir enzimdir. Hiicrenin temizlenmesi fizyolojik ve
ksenobiyotik maddelerin uzaklastirilmasi gibi ¢ok yonlii bir enzimdir. GST nin serbest
radikallere karsit savunma oOzelligini yitirmesi DM ve onun komplikasyonlarini

beraberinde getirmektedir (Karkucak ve ark., 2014).
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2.11.5. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR), Yapisinda adenin diniikleotid bulunduran flavoprotein bir
enzimdir. GR NADHP ile tepkimesinden bir elektron kopararak tekrar GSH
dontismesini saglar. Boylelikle NADPH serbest radikalinin olusturacagi hasarin 6niine

gecilmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

GSSG +NADPH + H* % 2GSH + NADP*

2.11.6. Rediikte glutatyon

Non-enzimatik bir molekiil olan GSH viicut i¢in olduk¢a Onemli bir
antioksidandir. Serbest oksijen radikallerini temizleyerek oksidatif stresin getirecegi

zararl etkilere kars1 koruyucu gorevi goriir (Dogan ve Celik, 2012).

2.12. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller doymamis yag asitlerin ¢ift bag pozisyonuna saldirarak hiicre
membraninda lipid hasarina yol agmaktadir. Lipid peroksiadsyonu sonucunda major
iiriin olan malondialdehit (MDA) ve bazi {iiriinler olusur. MDA, tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona girdikten sonra lipid peroksitlerini dlgmek i¢in membran hasar biyomarkiri
olarak kullanilmaktadir (Ullah ve ark., 2016). DM, viicudun lipit profilinde, hiicreleri
lipit peroksidasyonuna daha duyarli hale getiren rahatsizliklarin olugmasina sebep olur
(Pérez-Matute ve ark., 2009). Yapilan pek ¢ok g¢alismada DM hastalarinda MDA
artisinin oldugu belirlenmistir (Arya ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015).

2.14. Diyabet ve Biyokimyasal parametreler

DM ile oksidatif stres arasinda yakin biri iliski oldugu bilinmektedir. DM
hastalarinda ROS artig1 ile beraber dokuya spesifik enzimlerin dolasima sizmasina
sebep olmaktadir (Dogan ve ark., 2015). Ayrica, DM lipid profili parametreleri tizerinde
de olumsuzluklara sebep olmakta ve artan diisiik yogunluklu lipoprotein Kkolesterol
(LDL_c) oksidasyonuyla beraber akut miyokard infarktiisiinii tetikledigi bilinmektedir
(Cakmak ve ark., 2008). Aspartat aminotransferaz (AST) organa 6zgii bir enzim olup
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karaciger, kalp ve iskelet kasinda fazlaca bulunmaktadir. Bazi karaciger ve kalp
hastaliklarinda AST degeri yiiksek olur (Cambay, 2011). Alanin aminotransferaz
(ALT) transferaz enzim grubunda yer alan bir enzimdir. Karaciger hiicre harabiyetini
gosteren testlerden biridir. DM, karaciger ve kalp hastaliklar1 gibi durumlarda hiicreden
dolasima sizan doku harabiyet parametrelerinden biridir (Dogan ve Celik, 2016). Laktat
dehidrogenaz (LDH) dokuya 6zgii bir enzimdir. Laktik ve priivik asidin birbirlerine
dontistimlerini ¢ift yonlii olarak saglar. Kalp ve karaciger hastaliklarinin tanisinda
kullanilir. Viicut hiicre ve sivilarinin neredeyse tamaminda, kalp kasi, iskelet kasi,
karaciger, bobrek ve eritrosit de yogun olarak bulunur. LDH’1n dolasimdaki artis1 doku
harabiyet indikatorii olarak yararlanilir (Ayhan, 2016). Alkalen fosfataz (ALP) 6zellikle
karaciger ve kemik hastaliklarinda yararlanilan bir enzimdir. Karaciger, kemik,
plasenta, bobrek ve ileal mukozada yogun olarak bulunmaktadir. ALP degerinin yiiksek
olmasi karaciger ve kemikten ileri gelmektedir. DM hastaliginda, hamile kadinlarda,
cocuklarda ve 40-65 yas aras1 yetiskinlerde ALP yiiksekligi goriilebilmektedir (Savas,
2014). Kreatinin bobrek hasar biyomarkirlarindan biridir. Kreatin, viicudun enerji
artirrmi icin gerekli olan kreatinin fosfata déniisiir (Ibis ve Yilmaz, 2006). Bobrek
fonksiyonlarmin bakilmasinda 6nemlidir (Duman ve Erden, 2004). Suda ¢oziinen ve
bobrek yolu ile idrardan atilabilen iire, protein metabolizmasinda amonyagin
detoksifikasyonu sonucu olusur. Laboratuvar testlerinde {ire yerine kan azotu
kullanilmakta ve iirede azot miktar1 bakilmaktadir (Duman ve Erden, 2004). Urenin
artmast ve azalmasi birtakim hastaliklarin teshisinde yararlanilir. Artmasi bobrek
hastaligi, azalmasi ise gebelik, ileri karaciger hasari, malabsorbsiyon bozukluklar1 gibi
hastaliklara yol agar (Wolf, 1999). Glukoz ve glikozillenmis hemoglobin (HbAlc)
parametreleri DM tanisinda en belirgin indikator parametrelerdir. HbAlc DM
hastalarinda uzun siireli glisemik kontroliinliin saglanmasi ve komplikasyon olma
ihtimalinin belirleyen oOnemli testlerden biridir. Kronik kompliksayonlarin Oniine
gecilmesi veya azaltilmasi icin HbAlc degerinin % 7’nin altinda tutulmas: gerektigi
savunulmaktadir. ADA tarafindan, HbAlc DM teshisinde kullanilan bir tan1 yontemi
oldugunu belirtmistir (Giiven ve ark., 2011). Lipid profili parametreleri DM ve kronik
hastalik durumlarinda bakilmasi elzem olan parametrelerdir. Trigliserit, kolesterol ve
LDL c diizeyi DM hastalarinda genellikle artmaktadir (Dogan ve ark., 2015). Yiiksek

yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL_c) diizeyi ise diismektedir. Dolasimda artan
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trigliserit, kolesterol ve LDL c diizeyleri kardiyovaskiiler hastalarinda kalp krizi ve
6liimle sonuglanabilmektedir (Cakmak ve ark., 2008; Agirman ve ark., 2020).

Insiilin molekiil agirligr 6000 Dalton olup 21 amino asitlik A zinciri ile 30 amino
asitlik B zincirinden olusan bir polipeptitdir. Pankreasta langerhas adaciklar1 tarafindan
sentezlenen insllin  hormonu, dolagimdaki fazla glukozu hiicreye alimini
gerceklestirerek kan glukoz seviyesini diizenler. Pankreas bezinin langerhans
adaciklarindaki B-hiicrelerinin zarar gérmesi insiilin salinim bozukluguna yol agar.
Yetersiz insiilin salinimi dolasimdaki kan glukoz diizeyinin yiiksek kalmasina ve
sonugta DM ve DM ile iligkili bozukluklarin gelismesine sebep olur (Dogan ve Celik,
2016).

C-Peptid pankreas adaciklarinin B-hiicrelerinde sentezlenen 31 amino asitten
olusan bir polipeptiddir (Poteryaeva ve Usynin, 2021). Insiilin {iretimi sirasinda yan
{iriin olarak ortaya ¢ikar (Doruk, 2019). Insiilin ile birlikte salgilanir ama yarilanma
omrii insiilinden daha yiiksektir. Hiperglisemi ve hipogliseminin belirlenmesinde
yardimci olur. B-hiicre kaybinmi belirtmede ve disaridan insiilin aliminda olusacak

hipoglisemiyi belirlemede 6nemlidir (Poteryaeva ve Usynin, 2021).

2.8. Cyanus depressus

Cyanus cinsi bilim diinyasma ilk kez Isko¢ kokenli Ingiliz botanik¢i Philip
Miller tarafindan 1754 yilinda “The Gardener’s Dictionary” isimli eser ile tanitilmigtir.
Daha sonra Isvigreli botanik¢i Augustin Pyramus de Candolle 1838 yilinda “Prodromus
Systematis Naturalis Regni Vegetabilis” isimli eserin 6. cildinde bu cinsi Centaurea
cinsinin bir seksiyonu olarak belirtmistir. Gliniimiizde Cyanus grubunu bir cins olarak
kabul eden birgok bilim insanimnin yaninda (Hellwig, 2004; Bancheva ve Greilhuber,
2006; Olsavska ve ark., 2016). Centaurea cinsi igerisinde bir altcins (Hilpold ve ark.,
2014) veya Centaurea cinsi igerisinde bir alt grup (Garcia-Jacas ve ark., 2001) olarak
kabul eden arastirmacilar da mevcuttur. Cyanus cinsi Avrupa’nin orta ve giney
bolgeleri, Afrika’nin kuzeyi, Anadolunun tamam, Kafkaslar, Iran ve Afganistan’da
yayilis gostermektedir (Dostal, 1976; Wagenitz ve Hellwig, 1994; Czerepanov, 2001).
Sirin’in aktardifina gére Cyanus grubu diinyada 40 tiir ile, Tiirkiye’de 8‘1 endemik
olmak {izere 21 takson ile temsil edilmektedir. Cyanus depressus (M.Bieb.) Sojak
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taksonu bilim diinyasina ilk kez Friedrich August Marschall von Bieberstein tarafindan
Centaurea depressa ismi ile tanimlanmistir (Bieberstein, 1808). Daha sonra takson Jifi
Sojak tarafindan Cyanus cinsine aktarilmistir (Sojak, 1972). Cyanus depressus taksonu
iilkemizin glineydogusu hari¢ diger biitiin bolgelerinde yayilis gostermektedir. (Sirin,
2018).

Sekil 2. Cyanus depressus gorseli

Tarang1 ve ark.’ya (2016) gore Centaurea depressus bitkisi ile elde edilen su ve
metanol ekstraktlar1 ile kolon kolorektal adenokarsinom (Caco-2) hiicre hatlar
tizerindeki apoptotik ve antioksidan aktivitelerini belirlemeyi amaglamislardir.
Hazirlanan ekstraktlar ile toplam antioksidan kapasite belirlenmeye ¢alisilmis ve SOD
aktivitesi Olctilmistiir. Calisma ile Centaurea depressus’un Caco-2 kanser hiicreleri
tizerinde antioksidan etki gosterdigi ve c¢aligmada kullanilan ekstraktlarin biyoaktif
bilesenlerinin tiimdr 6nlemde ve kanser ilaglar1 caligmalarina katki saglayabilecegi

belirtilmistir.

Jafari-Sales ve ark. (2019), Centaurea depressus, Reseda lutea ve Fumaria
asepala bitkilerinin antibakteriyel etkilerini arastirmayr amaglamislardir. 50-400
mg/ml’lik konsantrasyonlarla hazirlanan ekstraktlar agar ve disk difiizyon yontemleri ile
bakteri iizerinde calismiglardir. Seyreltme testleri ile minimum bakterisidal

konsantrasyon ve minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC/MBC) belirlemeye
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calismiglardir. Patojenik bakteriler iizerinden in vitro olarak calisilan bu deneyde
bitkilerle hazirlanan ekstraktlarin bakteriler lizerinde inhibitdr etkisinin oldugunu ortaya

koymuslardir.

Unlii ve ark. (2012), Centaurea depressus’un antibakteriyel etkisini ve Caco-2,
HT29 ve HelLa kanser hiicre hatlar1 tizerindeki antiproliferatif etkisini belirlemeyi
amaclamiglardir. Sitotoksik aktivitelerinin esas alindigi bu ¢aligmada antiproliferatif
etkinin belirlenmesi i¢in trypan blue assay yontemini kullanmislardir. Genotoksik etki
ise comet yontemi ile belirlenmistir. Su ve metanol ekstraktlar1 kullanilarak yapilan bu
calisma bitkinin kanser hiicreleri lizerinde antiproliferatif etki gosterdigi insan gingivial
fibroblast hiicre hatt1 iizerinde ve lenfosit hiicre iizerinde sitotiksik ve genotoksik etki
gostermedigi belirtilmistir. Bu ¢alismada, ayrica bitkinin su ekstraktinda HT29 kanser
hiicreleri lizerinde 6nemli bir etki gosterdigi tespit edilmis olup, genetik hasar1 6nleyici

ozelliginden dolay1 anti kanser ajan olarak Onerilebilecegi rapor edilmistir.

Babaoglu Aydas ve ark. (2016), Flavonoid bakimindan zengin bir bitki olan
Centaurea depressa’nin fenilalanin amonyak liyazin (PAL) biyokimyasal analizini
amaglamuglar. Calismada, Centaurea depressa bitkisinin PAL enzim aktivitesinin
yiiksek ve farkli ¢evre kosullarinda kaybolmayan, fenilketoniirili hastalar i¢in diyet
gidalarinin ~ ve  biyoteknolojik  iriinlerin  gelistirilmesinde  kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Tarang1 (2014), Tanecetum albipannosum, Achillea sp ve Centaurea depressus
bitkilerinden elde edilen su ve metanol fraksiyonlu ekstrelerin HT-29, Caco-2 ve Hela
kanserli hiicre hatlar1 {izerinde antioksidan, antikanserojenik ve anti-apoptotik
etkilerinin rapor edildigi ¢alismada, Centaurea depressus bitki ekstresinin antikanser
ajan olarak kullanmada kolaylik saglayacagi ve antikanser mekanizmalarinin
belirlenmesi ile koruyucu ve tedavi edici ilaglarin gelisiminde katkilar saglayacagini

belirtmistir.

Rafiee ve ark. (2014), Centaurea cyanus bitkisinden izole edilen seskiterpen
lakton, diterpen ve fenolik bilesiklerin MCF-7 ve EJ-138 insan meme ve mesane kanser

hiicre hatlar1 lizerinde giiclii inhibitdr etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Rahimi-Madiseh ve ark. (2016), Centaurea cyanus etanolik ekstresi (400 ve 800
mg/kg) diyabetik rat bobrek fonksiyonlarini iyilestirdigi, kan glukoz diizeyini
diisiirdigli ve bobrek lezyonlarini histolojik olarak O6nemli oranda engelledigini

bildirmisler.

Mobaiyen ve ark. (2015), Centaurea cyanus ¢igegindeki esansiyel yag asitlerinin
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli bakteri suslari
lizerinde antibakteriyal etkiye sahip oldugunu ve enfeksiyon hastaliklarinda sentetik bir

ilag potansiyeli olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Hazirn ve ark. (2017), Centaurea cyanus c¢igeginde elde edilen metanol, etil
asetat, aseton, dietil eter, su ve kloroform fraksiyonlu ekstrelerin S. aureus, E. coli ve L.
monocytogenes iizerinde antibakteriyal etkileri mithtemelen icerdikleri flavonoid, fenol,

terpen ve alkaloidler sayesinde olabilecegini bildirmislerdir.

Escher ve ark. (2018), Centaurea cyanus yapraklarinda optimize edilmis sulu
ekstraktta (LC-ESI-MS/MS) ana bilesiklerin klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit ve
p-kumarik asit, izo-kersitrin ve kumarin oldugunu belirlemisler. Ayni ¢alismada,
bahsedilen maddelerin lipid peroksidasyon inhibisyonu, antioksidan aktivite, anti-
hemolitik aktivite, antimikrobiyal, antihipertansif, sitoprotektif etki ve hiicre i¢i reaktif

oksijen tiirlerinin siipiiriicii etkilerinin olabilecegine dikkat ¢cekmisler.

Lokovandt ve ark. (2019), Centaura cyanus bitkisinin yenilen kisimlarindaki
(¢icek) tokoferoller, organik asitler ve apigenin tiirevleri (esas olarak apigenin-7-O-
glukuronid-4'-O-(6-O-malonil glukozit) yenilmeyen kisimlara gére daha ¢ok oldugunu
belirtmisler. Bitki iceriginin antioksidan ve antihemolitik etkisinin rapor edildigi
calismada, genel olarak, ekstraktlarin Gram pozitif bakterilere kars1 daha aktif oldugu
ve tiimdr olmayan karaciger PLP2 hiicrelerine karsi sitotoksisiteye sahip olmadigim
belirtmisler. Ayrica, bitki ¢igeginin potansiyel bir dogal siyanidin bazli renklendirici
kaynag1 olabilecegini ve bitkinin alt kisimlarinin ise farkli gida veya farmasdtik
formiilasyonlarda kullanilabilecek biyoaktif 06zelliklere sahip olabilecegini iddia

etmektedirler.
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Mirzaie ve Karizi (2016), Centaura cyanus ekstraktinin fitokimyasal
bilesenlerini, antioksidan, anti-timoér ve anti-bakteriyel aktivitelerini arastirdiklari
calismada n-heksadekanoik asit ve linoleik asitin major bilesikler oldugunu bulmuslar.
Ayni calismada, Real-time PCR sonuglara gore kolon kanseri hiicre hattinda Bax ve
Bcl2 ekspresyon seviyesinin sirasiyla dnemli dlgiide arttigini ve azaldigini, ekstraktin
onemli anti-bakteriyel ve anti-kanser etkileri oldugunu ve ilag endistrileri igin

potansiyel kullanimlar1 oldugunu belirtmisler.

Pires ve ark. (2018), Centaurea cyanus bitki ¢igegi ekstresinin tiimér hiicre
hatlarina kars1 antiproliferatif aktivite ve antibakteriyal etkilerin belirlendigi ¢aligsmada,
bitkideki koruyucu etkilerin igermis oldugu fenolik bilesik miktartyla iligkili oldugunu

ve gida endiistrisi alaninda potansiyel bir kaynak olabilecegini rapor etmisler.

Koca ve ark. (2009), Centaurea iberica cigeginden elde ettikleri heksan,
kloroform, etilasetat ve sulu metanol ekstraktlari ile hazirlanan formulasyonun fare ve
sigan yara modeli lizerinde biyokimyasal ve histopatolojik olarak iyilestirici etkisinin

oldugunu belirtmisler.

Ozcan ve ark. (2019), Centaura hypolueca toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
etanol, metanol ve etil asetat ekstraktlarinin alzheimer (kolinesteraz) ve DM (glukosidaz
ve amilaz) tani testlerinde antioksidan, antimikrobiyal ve enzim inhibitor etkisinden

dolayi ilag potansiyelinin olabilecegini belirtmisler.

Zater ve ark. (2016), Centaurea diluta cicegi ekstresinin insan akciger kanser
hiicre hatlarinda antisitotoksik, antifungal ve antimikrobiyal etkisinin oldugunu rapor

etmisler.

Zengin ve ark. (2018), Centaurea saligna bitkisinden hazirlanan etil asetat,
metanol ve su ekstraktlarindaki fitokimyasal bilesiklerin enzim inhibitdr ve antioksidan
potansiyeli sebebiyle tip T2DM, Alzheimer hastaligi ve epidermal hiperpigmentasyon

hastaliklar1 ve komplikasyonlarin yonetiminde etkili olabilecegini rapor etmisler.

Khanavi ve ark. (2012), Indometazin ile peptik iilser olusturulan ratlarda

Centaurea bruguierana g¢iceginden elde ettikleri farkli fraksiyon ekstrelerinin
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farmakolojik ve histolojik sonuglarina gore peptik iilsere karst dnleyici aktiviteye sahip

oldugunu kanitlamislar.

Yirticr (2019), Onemli fenolik ve falovonid igerige sahip Centaurea fenzlii
Reichardt bitkisi etanol ekstresinin kolinesteraz, a-amilaz, o-glukozidaz ve tirozinaz
enzimlerine kars1 inhibe edici, siiperoksid radikal temizleyici ve antioksidan roliiniin

olabilecegini bildirmistir.

Dereli ve ark. (2020), Centaurea kurdica Reichardt ¢icek metanol ekstresinde
kuersitrin, izokersetin ve naringenin-7-O-glukopiranozid maddeleri izole edilirken
yaprak ekstresinde ise [-amirin, [-sitosterol, stigmasterol bilesiklerin oldugunu
belirlemigler. Ayni ¢alismada, elde edilen fitokimyasal bilesiklerin mekanik ve toksisite

calismalar1 sonucunda depresif hastalar i¢in bir umut 15181 olabilecegi belirtilmistir.

Celikezen ve ark. (2019), Cantaurea behen bitkisi ugucu yaginin insan kan
hiicresi kiiltiirleri tizerindeki sitotoksik ve oksidatif etkilerinin belirlendigi ¢alismada,
Cantaurea behen ugucu esansiyel yaginin kiiltiirlenmis insan tam kan hiicreleri iizerinde

sitotoksik ve oksidan etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir.

Csupor ve ark. (2010), Centaurea sadleriana janka metanol 6ziitiiniin n-heksan
fraksiyonu rat yara iyilesme silirecini 6nemli 6l¢iide hizlandirdig1 ve halk sagliginda

yararli etkilerinin olabilecegini rapor etmisler.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Bitkisel materyal

Calismada Cyanus depressus (Gokbas, Yatik gokbas; Acimik, Peygamber
cicegi) bitkisinin ¢igcek kisimlar1 kullanildi. Bitki Van Tusba ilgesi Van Yiiziincii Yil
Universitesi kampiisinden Mayis 2020°de toplandi. Giinesten korunarak golgede
kurutulan bitki, teshis i¢in bir 6rnek alinarak Ars. Gor. Dr. Hiiseyin EROGLU
tarafindan teshis edildi. Teshis sonrasi bitkinin Cyanus depressus (M. Bieb) Sojak
oldugu rapor edilerek 165168 nolu kayit numarasiyla Van Fen Fakiiltesi Herbaryumu
(VANF)’nda kayit altina alindu.

3.1.2. Deney hayvam (Sigan)

Calismada Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin
edilen 2-3 aylik, 180-350 g agirh@indaki 35 adet erkek Wistar albino irki si¢an
kullanildi. Siganlar 25+2 °C oda sicakliginda 12 saat aydinlik/12 saat karanlk 1sik
periyodunda standart plastik kaplarda ad libitum (istenildigi kadar) olarak beslenmeleri
saglandi. Yapilan calismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza

indirilmesi i¢in gerekli biitiin 6nlemler alinda.
3.1.3. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

AE-S90-MD UV/VIS spektrofotometre, NUVE NF 1200R sogutmali santrifiij,
ISOLab LS-EJ-320AB hassas terazi, JSWB-22T sicak su banyosu, WTW Inolab pH
7110 pH metre, WiseMix VM-10 vorteks, Eppendorf plus mikro pipet, Ultrasonik
homojenizatér (SONOPULS HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany), Vestel derin
dondurucu, Wisecryo difiriz (-80 °C), Kross saf su cihazi, Rotary mikrotom (H315,
Mikrom GmbH, Almanya), Mikroskop (Leica DMI 6000B model), enjektor, falkon 50
mL plastik tiip, EDTA’l1 ve Biyokimya tiipleri, diseksiyon seti, kurutma kagidi.
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3.1.4. Analizlerde kullamlan kimyasal maddeler

Bovin serum albumin (Sigma, AZ2153-10G), Beta Nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADPH), Coomasie Blue G, Etil alkol (Sigma, Cas no:64-17-5),
Metafosforik asit (HPOj3), Tiyobarbitiirik asit (TBA), Trikloro asetik asit (TCA),
1.1.3.3.tetracthoksipropan (MDA), Askorbik asit, Demir II siilfat (FeSO,4.7H,0), Okside
glutatyon (GSSG), Rediikte glutatyon (GSH), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit
(DTNB), Hidroksi metil amino metan (Tris), Hidroklorik asit (HCI), Sodyum Kkloriir
(NaCl), Sodyum hidroksit (NaOH), Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Sodyum
dihidrojen fosfat (NaH,PO,), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Coomasie Blue G,
Hidrojen peroksit (H,O;), Ketamin (%10 luk), Formaldehit, Ksilen, Parafin,

Hematoksilen, Eozin.

3.2. Yontem

3.2.1. Etanol bazh liyofilize ekstrakt hazirlanmasi

Liyofilize ekstre Dogan ve ark.’a (2018) gore hazirlandi. Ozetle; toprak, toz ve
haserelerden temizlenmis bitki numuneleri golgelik laboratuvar ortaminda iyice
kurutulmalar1 saglandi. Kuruyan c¢igek kisimlart blender yardimi ile toz haline
getirildikten sonra 40 g ¢igek toz ornegi 1 L % 80 etanol olacak sekilde 2 saat siireyle
calkalayicida karigtirlldi. Kaba kurutma kagidinda gegirilen ekstre supernatanlari
enjektor yardimiyla 0.45 um’lik hidrofilik filtreden gecirildi. +37 °C’de evaporator
yardimiyla ¢oziiciiden arindirilan yogunlastirilmis fraksiyonlar -85 °C sicaklik ve 50
millitor basin¢ altinda liyofilizatér cihazinda kuruyana kadar bekletildi. Elde edile
liyofilize ekstreler deney uygulamasmna kadar -20 °C’de saklanarak deneysel
uygulamalar i¢in hazir hale getirildi. Deney sirasinda daha 6nce belirlenmis olan dozlar
canlt hayvan agirligina gore mg/kg olarak toz ekstre miktari tartilip, belirlenen miktarda

saf suda ¢oziindiiriilerek siganlara gavaj seti kullanilarak verildi.
3.2.2. Toksisite testi ve dozlarin belirlenmesi

Toksisite testinde 18 adet wistar albino irki erkek sican 3 gruba ayrildi. Elde
edilen Cyanus depressus ekstreleri sigan agirliklarina gére 100 mg/kg, 500 mg/kg ve
1000 mg/kg olacak sekilde 7 gilin boyunca giinde tek doz olarak gavaj seti kullanilarak
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uygulandi. Uygulama sonunda herhangi bir 6liim veya toksik bulguya rastlanilmadi ve

calismada kullanilacak ¢alisma dozu (400 mg/kg ekstre) belirlendi.
3.2.3. Streptozotosinle (STZ) sicanlarda diyabet olusturulmasi

Ug hafta siirdiiriilen ¢alismada otuz bes (35) adet hayvan bes esit gruba (n=7)
ayrildi. Calismaya baslamadan 6nce DM yapilacak hayvanlar belirlendi ve STZ, 0.1 M
sitrat tamponu (pH:4.5) i¢inde ¢oziindiiriilerek canli hayvan agirliklarina gére 50 mg/kg
intraperitonal (i.p.) uygulanarak DM olmalar1 saglandi (Hanalp ve ark., 2021).
Uygulama sonras1 72. Saatte glukometre yardimiyla kan glukoz degerleri 6lgiildii > 200
mg/dL ¢ikan hayvanlar DM olarak kabul edildi. Pozitif kontrol grubuna ise DM’li
sicanlara oral olarak antidiyabetik ila¢ olan glibenklamid canli hayvan agirliklarina gore

3 mg/kg uygulandi (Agirman ve ark., 2020).
3.2.4. Deneysel muamele ve gruplarin olusturulmasi

Her grupta 7 tane olacak sekilde otuz bes (35) adet sican 5 gruba rastgele
dagitildi.

(I) Kontrol grubu (n=7): Hayvanlar belirtilen siire boyunca standart yem ve su
ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Calisma siiresince hayvanlara her giin

¢esme suyu gavaj olarak verildi.

(11) CD-400 mg/kg grubu (n=7): Hayvanlar belirtilen siire boyunca standart yem
ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Calisma siiresince hayvanlara her giin

viicut agirliklarina gore Cyanus depressus (400 mg/kg ekstre) gavaj olarak verildi.

(1) DM grubu (n=7): Calismaya baslamadan 6nce 50 mg/kg STZ (i.p.) ile
diyabet yapilan hayvanlar belirtilen siire boyunca standart yem ve su ile ad libitum
olarak beslenmeleri saglandi. Calisma siiresince hayvanlara her giin cesme suyu gavaj

olarak verildi.

(IV) DM + CD-400 mg/kg grubu (n=7): Calismaya baslamadan 6nce 50 mg/kg
STZ (i.p.) ile DM olusturulan hayvanlar belirtilen siire boyunca standart yem ve su ile

ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Calisma siiresince diyabetik hayvan grubuna
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her giin viicut agirliklarina gére Cyanus depressus (400 mg/kg ekstre) gavaj olarak

verildi.

(V) DM + Gly-3 mg/kg grubu (n=7): Calismaya baslamadan 6nce 50 mg/kg STZ
(i.p.) ile DM olusturulan hayvanlar belirtilen siire boyunca standart yem ve su ile ad
libitum olarak beslenmeleri saglandi. Calisma siiresince, diyabetik hayvan grubuna her
giin viicut agirliklarina goére 3 mg/kg glibenklamid gavaj olarak verildi. Ayrica deney

boyunca tiim gruplarin haftalik canli agirlik ve kan glukoz degerleri 6l¢iildii.
3.2.5. Kan ve doku orneklerinin alinmasi

Deney sonunda sicanlar anesteziye alindiktan sonra enjektorler yardimiyla
gerekli olan kan hayvanlarin kalbinden alindi. Serumda bakilacak olan biyokimyasal
parametreler icin kan biyokimya tiiplerine aktarilirken; HbAlc degerleri i¢in kan

EDTA’l1 tiiplere aktarildi.
3.2.6. Doku homojenizasyonu

Derin dondurucuda (-80 °C) bekletilen siganlarin karaciger, bdbrek ve pankreas
dokular1 buz iizerinde c¢oziinmeleri saglandi. Ekstraksiyon i¢cin 50 mM KH;PO,4 ve 1
mmol/L EDTA (pH:7.4) igeren tampon kullanildi (Dogan ve ark., 2018). 500 mg doku
tartilarak tlizerine 5 mL soguk tampon eklendi. Dokular cam bagetle iyice ezildikten
sonra Ultrasonic Processor homojenizatorde (SONOPULS HD 2200, Bandelin, Berlin,
Germany) 3 dakika homojenize edildi. Ekstrakt hemen sogutmali sanntrifiij cihazinda
(+4 °C) 30 dakika 9500 rpm’de santrifiij edildi. Karaciger, bobrek ve pankreas

dokularindan elde edilen berrak siipernatantlar enzim tayinleri i¢in kullanildi.
3.2.7. Total protein tayini

Total protein konsantrasyon tayini i¢in standart olarak sigir serum albiimini
(BSA) kullanild1 (Bradford, 1976). Protein tayini, proteine baglanan Coomasie Blue G
boya reaktifinin, spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda maksimum
absorpsiyonunun Ol¢iilmesi prensibine dayanir. Total protein tayini karaciger, bobrek ve
pankreas dokulari siipernatantlarinda bakilan antioksidan enzimler, glutatyon ve MDA

parametreleri mg/protein cinsinden ifade edildi.
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Cozeltiler

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5%): 100 mg Coomasie Blue G siraysiyla 50
mL absoliit etanol ve 100 mL ortofosforik asit (% 85) icerisinde ¢oziindiiriildii. Daha

sonra soliisyon distile su ile 200 mL’ye tamamlandi ve filtre edildi.

2. Bradford calisma soliisyonu (1%): Yukarida hazirlanan ve filtre edilen

sollisyonun distile su ile 1:5 oraninda sulandirilmasi ile hazirlandi.
Protein Tayin Y Ontemi

6 adet standart 10 mg/mL stok BSA’dan seri sulandirmalar yapilarak hazirlandu.
Standartlar, 6rnek ve kor bradford ¢alisma soliisyonu ile muamele edildikten sonra 20
dk karanlikta inkiibe edildi. 20 dk sonunda 595 nm dalga boyunda spektrofotometre
kore karsi sifirlandiktan sonra 6rnek ve standartlarin absorbansi Olgiildii. Standartlara
karsilik gelen konsantrasyon-absorbans degerleri ile standart egri grafigi olusturuldu.
Orneklerdeki total protein konsantrasyonu egri kullanilarak sonuclar mg/mL protein

olarak ifade edildi.

14

y =1,8829x - 0,1145
R2=0,995

Total Protein mg/mL
o o o o P
N BN (o] oo [l N

{ ]
[ ]
a

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Absorbans 595 nm

Sekil 3. Protein standart egrisi
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4.2.8. Rediikte glutatyon tayini

Indirgenmis glutatyonun (GSH), fosfat tamponu kullanilarak 5,5'-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile silipernatanttaki siilfidril gruplarinin reaksiyonu sonucu
olusan sar1 rengin spektrofotometrik olarak 412 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina

dayanmaktadir (Beutler ve ark., 1963).
Cozeltiler
1. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat, distile su ile hazirland1 (pH:6.8).

2. DTNB (Ellman’s Ayiraci): 40 mg DTNB, %1 sodyum sitrat, 100 mL’ye

distile su ile tamamlandi.

3. Standart ¢ozeltileri: Standartlar icin 100 uM GSH stok ¢ozeltisi fosfat
tamponu icerisinde taze olarak hazirlandi daha sonra stok ¢ozeltisi seyreltilerek 6 adet

standart hazirlandi.
Deneyin yapiligi

Tablo 1. GSH yontemi

Ayiraglar Numune (mL) Standart Kor (mL)
Numune 0.2
Standart 0.2
Distile su 0.2
Fosfat Cozeltisi 1 1 1

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra vortekslendi. Sonra sicak su

banyosunda 60 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve ¢ikarilarak oda 1sisina getirildi.

DTNB (Ellman’s Ayiraci)

0.2

0.2

0.2

Spektrofotometrede 412 nm’de kore kars1 optik dansiteleri okundu.

GSH standartlarina karsilik gelen absorbans degerlerinden olusturulan standart

bobrek ve

egriye gore karaciger,

pankreas

doku

slipernatantlarinda

konsantrasyonu hesaplanarak sonuglar umol GSH /mg protein olarak ifade edildi.
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GSH Standart Egrisi
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Absorbans 412 nm
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Sekil 4. GSH standart egrisi
4.2.9. Glutatyon S-transferaz enzim tayini

Glutatyon S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH
grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de CDNB ile
glutatyon konjugasyon siddetini 6lgerek tespit edilir (Mannervik ve Guthenberg, 1981).

GST
ROOH +2GSH ————— GSSG + ROH + H,O

Deneyin yapiligi

Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve analiz zamanima kadar derin
dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen karaciger, bobrek ve pankreas doku
stipernatantlar1 kullanildi. Karisimlar Tablo 2’ye gore 3.5 mL’lik kiivete pipetlenerek

340 nm’de absorbans 6l¢iimii gerceklestirildi.
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Tablo 2. Karigimlarin kiivete alinmasi ile GST 6l¢iimiin yapilmasi

Kor (mL) Numune (mL) Son konsantrasyon
PBS 2.7 2.7 0.1M
Distile Su 0.1
CDNB 0.1 0.1 1 mM
GSH 0.1 0.1 1mM
Siipernatant --- 0.1 —

Absorbanslar, 3 dakika boyunca 30 saniyede bir kaydedilerek her o6rnegin
absorbansindaki dk basina degisim (AA) belirlendikten sonra GST’nin molar
ekstinksiyon katsayist (9.6 mmol/L/cm) ve kiivetteki sulandirma orani hesaba katilarak,
enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi. Bulunan deger, 6rnegin mL’sindeki total protein
miktarma boliinerek GST’nin spesifik aktivite degeri hesaplanarak sonuglar, nmol

CDNB-glutatyon konjugati/dk/mg protein olarak ifade edildi.
4.2.10. Glutatyon rediiktaz enzim tayini

Prensip: GR GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini katalize eder.
GR aktivitesi (EU), 37 °C’de 340 nm dalga boyunda dakika basina harcanan NADPH
miktarindan hesaplandi. 5 dakika boyunca 6l¢iilen absorbansin lineer olan kismi dakika
basina hesaplandi (A= ¢ x b x ¢), (Carlberg ve Mannervik, 1985). Enzim aktiviteleri
karaciger, bobrek ve pankreas doku silipernatantlarinda 6lgiildii. Ve sonuglar U/g doku
olarak hesaplandi.

GSSG +NADPH + HT —255C R, 5 55H + NADP?

Analiz materyali olarak daha Once muhafaza edilen karacier, bobrek ve
pankreas doku siipernatantlar1 kullanildi. Asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun

sekilde karigtirilarak 6l¢lim yapildi.
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Tablo 3. GR karisimlarin kiivete alinmasi ile dl¢iimiin yapilmasi

Olgiim Prosediirii Kér (uL) Numune (uL)
Fosfat Tamponu 1500 1500
Homojenat Tamponu 1200 -

B-NADPH 2 mM 150 150

GSSG 20 mM 150 150

Numune (Siipernatant) - 1200

4.2.11. Katalaz enzim tayini

Prensip: Katalaz, asagidaki reaksiyona gore H»O,’in suya ve oksijene
ayrilmasimi katalizler. Katalaz enziminin aktivite tayini, 37 °C 240 nm’de H,0,’in

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

21,0, — AL, 21,0+ 0,

Enzim aktiviteleri karaciger, bobrek ve pankreas doku siipernatantlarinda
Olctildii. Katalaz tarafindan H,O’in dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda o6l¢iildii. Ciinkii H,O,, 15181 bu dalga boyunda absorbe etmektedir.

Kullanilan soliisyonlar asagida tablo 4‘deki gibi hazirlandilar.

Tablo 4. Katalaz fosfat tamponun hazirlanis

Kimyasal MA 50 mM igin [ Son Hacim (distile su) | Sol. Ad1
KH,PO, 136,09 g/mol 6.805¢ 1000mL A
Na,HPO,4.12H,0 (358,14 g/mol | 17.907 ¢ 1000 mL B
Na;HPO4.2H,0 |178,14 g/mol 8.907 g 1000 mL B,
Na;HPO, (saf) 141,96 g/mol 7.098 g 1000 mL Bs

Tablo 5. Katalaz fosfat tampon soliisyonlarin karigtirilarak hazirlanmasi

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Soliisyonu (mL) | B Soliisyonu (mL)

pH 7.5 i¢in 160 840
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H,0; cozeltisi ise; absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,05’li

fosfat tamponudur. Yaklagik 300 mL, pH 7.50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba

aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlanip renkli kaptaki

tampona 10-20 pL hacimlerle H,O; ilave edilir. Optik Dansite (OD) 0.500 nm oluncaya

kadar devam edilir ve aralarda karistirilir.

Deneyin yapilist: Ornek ve tampon kuvartz kiivet igerisine Tablo 6°da belirtilen

miktarlarda birakildiktan sonra kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilir ve kiivet hizlica alt-

ust edilerek absorbansi okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de bir defa olmak iizere

5 dakika siire ile kaydedilir ve hesaplamada hesaplamada 2 dakikalik lineer absorbans

azalmasinin en yiiksek (A1) ve en diisiik (A2) degerleri esas alinir.

Tablo 6. Katalaz tampon ve 6rneklerin kiivete pipetlenmesi

Tampon Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0, cozeltisi 0.01 -
H,0,’li fosfat tamponu - 2.99
Stipernatant - 0.01

Enzim aktivitesi hesab1: A=e x ¢ X L,

A: absorbans/dakika, e: ekstinksiyon katsayisi, c¢: konsantrasyon, L: 151k yolu (1

cm).

H,O2’nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM em™?
(0.0436 mM= 0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL= 0.436 umol/mL=43.6 nmol/mL)

Katalaz aktivitesi (nmol/dk/mL) = AA43.6xKiivet i¢i sulandirma (Vt/V5)xSO

Katalaz spesifik aktivitesi (nmol/dk/mg protein) =

Katalaz aktivitesi (hmol/dk/mL)

Total protein miktar1 (mg/mL)

AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degisimi

Vt: Toplam hacim
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V&: Ornek hacmi
SO: Siipernatant sulandirma orani

4.2.12. Malondialdehit tayini

Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan peroksidasyon

tiriinlerinden malondialdehid, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli forma girmesi

prensibine dayanir (Buege ve Aust, 1978).

MDA Standart Egrisi

y = 108,37 - 0,8434
35 R = 0,9986

nmol MDA/mL

o
.

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Absorbans 532 nm

Sekil 5. MDA standart egrisi

Deneyin yapiligi

o

o

0,3 0,35 0,4

MDA standart egrisi i¢in 1.1.3.3.tetraethoksipropan kullanildi. Standar egri sekil

5’teki gibidir.

MDA seviyesi karaciger, bobrek ve pankreas doku siipernatantlarinda tabloda

belirtildigi gibi dl¢lilmiistiir.
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Tablo 7. MDA YoOntemi

Ayiraglar Numune (mL) | Standart (mL) | Kor (mL)
Numune 0.1
Kor --- --- 0.1
Standart 0.1
Tris-HCI tamponu (150 mM) 0.1 0.1 0.1
Askorbik asit ¢ozeltisi (1.5 mM) | 0.1 0.1 0.1
FeS0O,4.7H,0 (1 mM) 0.1 0.1 0.1
Distile Su 0.6 0.6 0.6

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler karistirildi. Pipetlemeden
sonra tiipler 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi.

TCA (%10) 1 1 1
TBA Cozeltisi (%0,375) 2 2 2

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tlipler vortekslendi. Tiipler
vortekslendikten sonra kaynayan su banyosunda (95 °C) 15 dakika bekletildi.

Islem sonrasi tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 532 nm dalga
boyunda tek okuma yapildi. Sonuglar standart grafikten (Sekil 5) degerlendirilir.

4.2.13. Serum biyokimyasal parametre tayini

Serumda aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat
dehidrogenaz (LDH), kreatinin, iire ve glukoz parametreleri ile lipit profili [total
trigliserit (TG), total kolesterol (TC) ve HDL kolesterol (HDL-c)] diizeyleri
(ARCHITECT 16200, Abbott park, IL 60064 USA) otoanalizatér cihazinda Abbott
biyokimya kitlerinde fotometrik olarak bakildi. Serum insiilin ve C-peptid okumalar1
Haznzhou Eastbiopharn Co., Ltd (CIN) ticari ELISA Kkitlerindeki iireticinin kit
kitapciklarindaki talimatlarina gore yapildi.

4.2.14. Histolojik prosediirler

Ratlardan dikkatli bir sekilde ¢ikartilan karaciger, bobrek ve pankreas dokular
%10’luk noétral tamponlu formaldehit fiksatifi ile 24 saat tespit edildi. Tespit edilen
dokular, fosfat tuz tamponu (PBS; 0.01 M, pH: 7.4) ile yikandiktan sonra dereceli etanol
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(%70, %80, %96 ve absolii) serilerinden gegirilerek, dehidrate edildi. Dokular daha
sonra ksilende seffaflastirilarak parafine gomiildii. Parafine gdmiilmiis olan dokularin
bloklarindan rotary mikrotom (H315, Mikrom GmbH, Almanya) ile 5 um kalinliginda
kesitler alind1. Lamlara aktarilan kesitler hematoksilen ve eozin ile boyandiktan sonra,
Entellan ile kapatildi. Preparatlar, mikroskop (Leica DMI 6000B model) ile incelenerek
uygun biiyiitmede fotograflari ¢ekildi.

4.2.14.1. Pankreas langerhans adaciklarinda morfometrik ol¢iimler

Cyanus depressus bitki  ekstresinin  diyabetik ratlarda, Langerhans
adaciklarindaki iyilestirici etkisinin belirlenmesi icin, deney gruplarindaki bireylerden
(n=7) alman pankreas kesitlerinde, Langerhans adacigt cap ve alan Olgiimleri
gerceklestirildi. Bunun icin, deney gruplarindaki her bireye ait olan pankreas kesitinin
en az 10 farkli sahasinda, mikroskop ile baglantili bir kamera (Leica DFC490, Leica
Microsystems) kullanilarak, 200x veya 400x biiyiitmede, fotograflar ¢ekildi. Adacik
cap ve alan Olclimleri https://imagej.nih.gov/ij/download.html internet adresinden
indirilebilen, ImageJ 1.46 yazilimindan yararlanilarak gergeklestirildi. Cekilen
fotograflar yazilima aktarildiktan sonra, yazilimin “analiz” eklentisi kullanilarak adacik
¢ap ve alan 6l¢iimleri yapildi. Adacik ¢ap ve alan 6l¢timleri, yazilimin kullanici rehberi
(ImageJ User Guide, version revised edition 1J 1.46r)’nde tarif edildigi sekilde, analiz
eklentisi kullanilarak, gerceklestirildi. Adacik ¢ap Olclimiinde belirlenen kriterler ise,
Dra ve ark. (2019) ve Hanalp ve ark. ’ndan (2021) baz1 modifikasyonlar yapilarak
belirlendi. Kisaca; bir bireye ait olan pankreas kesitindeki en az 10 farkli Langerhans
adacigimin ¢ekilen resimler iizerinde en ve boy uzunluklari, yazilimin “analiz” eklentisi
kullanilarak, o6l¢tildii. Daha sonra her adacik i¢in belirlenen en ve boy uzunluklarinin
ortalamas1 alindi. Bu sekilde, bireyin her adacigi i¢in “ortalama ¢ap uzunlugu”
belirlendi. Bireyin her adacigi i¢in elde edilen “ortalama c¢ap uzunlugu” degerlerinin
ortalamasi alinarak, o birey i¢in “ortalama Langerhans adacik cap1” belirlendi.
Gruplardaki her hayvan icin belirlenen “ortalama Langerhans adacigi cap degerleri”
istatistiksel analizler i¢in kullanildi. Alan 6l¢iimii i¢in, ¢ap Olgiimiine benzer olarak, her
bireyin en az 10 farkli Langerhans adacigindan ¢ekilmis olan fotograflar, ImageJ 1.46
yazilimimna aktarildi. Kisaca; bir bireye ait pankreas kesitindeki en az 10 farkl

Langerhans adaciginin alam olgiildii. En az 10 farkli Langerhans adacigindan elde
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edilen alan Ol¢lim sonuglarinin ortalamasi alinarak, bireye ait olan “ortalama adacik
alan1” belirlendi. Her hayvan igin “ortalama Langerhans adacigi alan degeri”

belirlendikten sonra elde edilen veriler, istatistiksel analizler i¢in kullanildi.
4.2.15. istatistiksel analizler

Calisma sonunda elde edilen gruplara ait tiim veriler Graphpad prism 8 istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesinde tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak, ikiden fazla olan gruplar arasindaki
farkliliklarin belirlenmesinde Tukey Coklu karsilastirma testinden yararlanildi. Tiim
analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin ortalamasi1 + standart hata seklinde

sunuldu. Onem derecesi biitiin testler i¢in (p< 0.05) olarak kabul edildi.

32



4. BULGULAR

Haftalik canli hayvan agirliklar1 (CHA) sekil 6°da gosterilmistir. Kontrol ve DM
+ CD-400 mg/kg gruplariin son haftaki CHA agirliklar1 baglangic CHA’ya gore artisi
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Diger gruplarda ise zamana bagli CHA’da

istatistiksel fark bulunmadi.

300-
-o- Kontrol

=10
= 250+ -#- (CD-400 mg/kg
= -+ DM
& —— DM-+CD-400 mg/kg
= 200+ ‘ —— DM+Gly-3 mg/kg
® » P —d

150 T T T T

1 2 3 4
Haftalar

Sekil 6. Haftalik canli hayvan agirliklart degisimi

500+
-»- Kontrol

= 400 -= CD-400 mg/kg
";'i. \//4 4 DM
= 3004 .
= - DM+CD-400 ma'kg
ﬁt 200 - DM+Gly-3 mg/kg
=1
.2 100-

1
Haftalar

Sekil 7. Haftalik kan glukoz degisimi
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Tablo 8. Cyanus depressus bitki ekstresinin biyokimyasal parametreler tizerindeki etkisi

Parametre Kontrol CD-400 mg/kg DM DM+CD-400 DM+Gly-3 mg/kg
mg/kg
Glukoz (mg/dL) 133.57 + 17.68° 136.86 £ 26.35° 513.25 + 152.81° 250.00 + 68.80" 208.80 + 57.88"
HbA1lc (%) 442 +0.21° 4.14 +0.43° 7.84+0.32° 5.03+0.27° 4.89+0.31°
AST (U/L) 109.57 + 13.09° 113.47 + 15.42° 395.22 + 98.40° 269.52 + 67.66° 100.50 = 29.10°
ALT (U/L) 31.74 + 3.02° 33.51 +8.10° 236.80 + 48.23° 147.69 + 33.84° 64.39 + 14.94°
LDH (U/L) 76249 £109.51"  857.48+139.46°°  1.598.91 +319.08°  982.75+ 171.83" 638.08 = 183.72°
TG (mg/dL) 37.39 +3.38° 45.36 + 9.90° 50.08 £ 15.08° 39.23 +11.02° 43.20 + 9.49%
TC (mg/dL) 68.86 + 6.72° 70.57 +5.03° 49.25+7.11° 62.17 +10.30™ 84.50 + 11.04°
HDL (mg/dL) 49.41 + 4.04% 47.69 +5.01° 32.76 +7.81° 39.38 £7.15% 58.58 +7.51°
Kreatinin (mg/dL)  0.50 + 0.02° 0.50 + 0.03" 0.58 + 0.09 0.56 + 0.03% 0.49 £ 0.03"
URE (mg/dL) 40.33 + 4.82° 35.10 £ 6.32° 80.55 + 18.76% 49.27 + 8.60° 44.50 = 10.82°

CD-400 mg/kg; Cyanus depressus 400 mg/kg ekstre, DM; Diabetes mellitus, DM + CD-400 mg/kg; Diabetes mellitus + Cyanus depressus 400 mg/kg ekstre, DM +

Gly-3 mg/kg; Diabetes mellitus + Glibenklamid 3 mg/kg ekstre.
Aymi satirdaki farkli kii¢iik harfler istatistiksel olarak anlamhidir (p < 0.05).

Tablo 8’de goriildiigii gibi, DM grubu glukoz, HbAlc, AST, ALT, LDH, Kreatinin (DM + CD-400 mg/kg hari¢) ve URE diizeyleri
diger tim gruplara kiyasla artiglar1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (P<0.05). Diger yandan TC diizeyindeki degisim gruplar arasi

kiyaslamada istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, DM grubu TG ve HDL (DM + CD-400 mg/kg hari¢) diizeylerindeki diisiis ise diger

tim gruplara gore istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0.05).

34



Sekil 8’de goriildiigi gibi karaciger dokusu MDA igerigi DM grubunda diger

tiim gruplara gore artis1 istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0.05).

Sekil 9°da goriildiigii gibi, bobrek dokusundaki MDA diizeyi DM grubunda
Kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarina kiyasla artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p < 0.05). Diger gruplarin birbirleriyle kiyaslanmasi ise istatistiksel anlamli bulunmadi.

Sekil 10°da goriildiigii gibi, pankreas bezinin MDA igerigi DM grubunda diger

tim gruplara gore artisi istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0.05).
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Sekil 8. Deneysel gruplara ait karaciger MDA igerikleri. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. ****: p <0.0001, ***: p <0.001, **: p<0.01
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Sekil 9. Deneysel gruplara ait bobrek MDA igerikleri. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. **: p < 0.01
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Sekil 10. Deneysel gruplara ait pankreas MDA igerikleri. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. ***: p <0.001, **: p <0.01
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Sekil 11°de goriildiigii gibi karaciger dokusundaki GSH diizeyi gruplar arasi

karsilastirmalarinda istatistiksel olarak fark bulunmadi.

Sekil 12’de gorildiigii gibi, bobrek dokusu GSH diizeyi DM + Gly- 3 mg/kg
grubunda Kontrol ve DM gruplarina gore artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p

< 0.05), diger grup karsilastirmalarinda ise istatistiksel fark bulunmadi.

Sekil 13’te gorildiigli gibi pankreas GSH diizeyinin DM grubundaki diisiisii

diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.05).
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Sekil 11. Deneysel gruplara ait karaciger GSH diizeyleri. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur.
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Sekil 12. Deneysel gruplara ait bobrek GSH diizeyleri. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. ** : p < 0.01, * : p <0.05.
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Sekil 13. Deneysel gruplara ait pankreas GSH diizeyi Veriler ortalama =+ standart sapma
olarak sunulmustur. *** : p <0.001, ** : p<0.01, *: p <0.05.
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Tablo 9. Cyanus depressus bitki ekstresinin ¢esitli dokulardaki antioksidan enzim aktivitelerine etkisi

Doku Enzim Kontrol CD-400 mg/kg DM DM+CD-400 mg/kg DM+Gly-3 mg/kg

GST (nmol/g Prt) 2.41 £ 0.57 1.63 +0.43® 1.47 +0.30° 2.45+0.97% 1.55+0.15%

Karaciger  GR (U/g Prt) 1.35+0.22° 1.17 £ 0.22° 1.09 +0.12 1.26 +0.31 1.04 + 0.08
CAT (nmol/g Prt) ~ 3.90 + 0.39° 2.95+0.82% 2.55 +0.60° 3.56+1.01% 2.61 +0.34°

GST (nmol/g Prt) 1.95 + 0.66° 2.56+0.38" 2.55+£0.47" 2.98 +0.44° 4.01 +0.78°

Biobrek  GR (U/g Prt) 2.23+0.68° 2.08+0.27° 1.57+0.27° 1.78 +0.41° 2.26 +0.37°
CAT (nmol/gPrt)  5.55+1.13° 5.25+0.79° 3.53+0.95° 477 +0.48% 5.01 +1.56®

GST (nmol/g Prt) 1.65 +0.50™ 2.65+0.17° 1.25+0.35° 2.28 £ 0.66™ 1.63 £ 0.40%

Pankreas  GR (U/g Prt) 1.22+0.28" 1.18 £0.23° 0.92 +0.28" 1.07+0.17° 1.67 +0.33°
CAT (nmol/g Prt)  1.08 +0.28° 0.84 + 0.20° 0.20 + 0.06° 0.86 +0.16° 1.01 +0.17°

CD-400 mg/kg; Cyanus depressus 400 mg/kg ekstre, DM; Diabetes mellitus, DM + CD-400 mg/kg; Diabetes mellitus + Cyanus depressus 400 mg/kg ekstre, DM +
Gly-3 mg/kg; Diabetes mellitus + Glibenklamid 3 mg/kg ekstre.
Aymi satirdaki farkli kii¢iik harfler istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05).

Antioksidan enzim aktiviteleri Tablo 9’daki gibidir. Karaciger GST aktivitesi DM grubunda Kontrol ve DM + CD-400 mg/kg
gruplarina gore azalmasi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Benzer sekilde, CAT aktivitesi karaciger dokusunun DM ve DM + Gly-3
mg/kg gruplarinda Kontrol grubuna gore azalmasi istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0.05). GR aktivitesinde ise gruplar arasi

karsilastirmada istatistiksel fark bulunmadi.
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Bobrek dokusu GST aktivitesi DM + CD-400 mg/kg grubunda Kontrol grubuna
gore artist anlamli bulundu. Ayrica, DM + Gly-3 mg/kg grubu bobrek GST
aktivitesindeki artis diger tiim gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p <
0.05). Bobrek dokusu CAT aktivitesi DM grubunda Kontrol ve CD-400 mg/kg
gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml diisiis belirlendi (p < 0.05). GR aktivitesinde

ise gruplar arasi karsilagtirmada istatistiksel fark bulunmada.

Pankreas bezi GST aktivitesi CD-400 mg/kg grubunda Kontrol ve DM + Gly-3
mg/kg gruplaria goére ve DM + CD-400 mg/kg grubu GST aktivitesi DM grubuna gore
artiglart istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.05). Pankreas bezinin DM + Gly-3
mg/kg grubunda GR aktivitesindeki artis diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p < 0.05). Pankreas bezinin DM grubundaki CAT aktivite kayb1 diger

tiim gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (p < 0.05).

Kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarinda bulunan ratlarin karacigerlerinden alinan
ve H&E ile boyanan kesitlerde karaciger histolojisinin normal goriinlimde oldugu
gozlendi (sirasiyla; Sekil 14A ve Sekil 14B). DM grubuna ait ratlarin karacigerinde ise
hidropik dejenerasyon, portal alanda 16kosit infiltrasyonu, lobiiler inflamasyon, portal
venlerde kongesyon gibi farkli histopatolojik degisimler belirlendi (Sekil 14C ve Sekil
14D). Baz1 hepatositlerde ise karyomegali oldugu gozlendi (Sekil 14D). DM + Gly-3
mg/kg grubundaki ratlarin karacigerlerindeki histopatolojik  degisimlerin DM
grubundaki ratlarin karacigerine kiyasla daha az oldugu tespit edildi (Sekil 14E). DM +
Gly-3 mg/kg grubuna benzer olarak DM + CD-400 mg/kg grubundaki ratlarin
karacigerinde de histopatolojik degisimlerin azaldig1 gézlendi (Sekil 14F).
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Sekil 14. Farkli gruplarin karacigerine ait olan H&E ile boyanmis kesitler. A: Normal
histolojik goriiniime sahip olan kontrol grubundaki bir bireye ait olan histolojik kesit. B:
Normal histolojik goriiniime sahip olan CD-400 mg/kg grubundaki bir bireye ait olan
histolojik kesit. C: Bazi hepatositlerde hidropik dejenerasyon (oklar)’un gozlendigi DM
grubundaki bir bireye ait olan histolojik kesit. D: Portal alanda 16kosit infiltrasyonu,
karyomegali (ok baslar1) ve kongesyon (c¢)’un belirlendigi DM grubundaki bir bireye ait
olan histolojik kesit. E: Histopatolojik degisimlerin daha az oldugu DM + Gly-3 mg/kg
grubundaki bir bireye ait olan histolojik kesit (ok basi merkezi ven etrafinda 16kosit
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infiltrasyonunu gostermektedir). F: Histopatolojik degisimlerin daha az gozlendigi DM
+ CD-400 mg/kg grubundaki bir bireye ait olan histolojik kesit.

Kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarindaki ratlarin bobrek histolojisinin normal
oldugu gozlendi (sirasiyla; Sekil 15A ve Sekil 15B). DM grubuna ait ratlarin
bobreklerinde yapilan histolojik incelemeler sonucunda tiibiil epitel hiicrelerinde
nekrotik degisimler ve hidropik dejenerasyon, tiibiil limeninde dilatasyon, glomerular
kongesyon, Bowman boslugunda dilatasyon, bazt Bowman kapsiillerinde adhezyon ve
kapillar kongesyon belirlendi (Sekil 15C). DM + Gly-3 mg/kg grubundaki ratlarin
bobrek dokusunda DM grubundaki ratlara kiyasla daha az histopatolojik degisimlerin
oldugu gozlendi (Sekil 15D). DM + Gly-3 mg/kg grubuna benzer olarak DM + CD-400
mg/kg grubundaki ratlarin bobreginde de histopatolojik degisimlerin azaldigr gézlendi
(Sekil 15E).

Kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarindaki ratlarin pankreaslarindan alinan
kesitlerde Langerhans adacik histolojisinin normal oldugu gézlendi (sirasiyla; Sekil 16A
ve Sekil 16B). DM grubuna ait ratlarin Langerhans adaciklarinin atrofik oldugu ve
adacik hiicrelerinde nekrotik ve dejeneratif degisimlerin meydana geldigi belirlendi.
Adaciklarda bazi hiicrelerin gekirdeklerinin yogun boyandigi ve piknotik 6zellige sahip
olduklari, bazi hiicrelerde ise hidropik dejenerasyon meydana geldigi tespit edildi (Sekil
16C). DM + Gly-3 mg/kg grubundaki ratlarin Langerhans adaciklarinda, DM
grubundaki ratlara kiyasla, daha az histopatolojik degisimlerin oldugu gozlendi (Sekil
16D). Benzer sekilde, DM + CD-400 mg/kg grubundaki ratlarin Langerhans
adaciklarinda da histopatolojik degisimlerin azaldig1 gozlendi (Sekil 16E).
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Sekil 15. Farkli gruplarin bobreklerine ait olan H&E ile boyanmis kesitler. A: Normal

histolojik goriiniime sahip olan kontrol grubundaki bir bireye ait olan histolojik kesit. B:
Normal histolojik goriiniime sahip olan CD-400 mg/kg grubundaki bir bireye ait olan
histolojik kesit. C: DM grubundaki bir bireyde, nekrotik tiibiil epitel hiicreleri (sar1
oklar), hidropik dejenerasyon (siyah oklar), glomerular kongesyon (sar1 ok basi),
Bowman kapsiil boslugunda dilatasyon (yesil asterisk), kapillar kongesyon (siyah
asteriskler) ve Bowman kapsiilii adhezyonu (siyah ok baslar1). D: Histopatolojik
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degisimlerin daha az oldugu DM + Gly-3 mg/kg grubundaki bir bireye ait olan
histolojik kesit. F: Histopatolojik degisimlerin daha az gézlendigi DM + CD-400 mg/kg

grubundaki bir bireye ait olan histolojik kesit.

Sekil 16. Farkli gruplarin pankreaslarindan aliman ve H&E ile boyanmis kesitlerinde

Langerhans adaciklari. A: Normal histolojik goriiniime sahip olan, kontrol grubundaki
bir bireye ait olan Langerhans adacigi. B: Normal histolojik goriiniime sahip olan CD-

400 mg/kg grubundaki bir bireye ait olan Langerhans adacigi. C: DM grubundaki bir
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bireye ait olan atrofiye olmus, hiicrelerinde hidropik dejenerasyon (oklar) ve piknotik
hiicrelerin (ok bas1) gozlendigi Langerhans adacigi. D: Histopatolojik degisimlerin daha
az oldugu DM + Gly-3 mg/kg grubundaki bir bireye ait olan Langerhans adacigi. F:
Histopatolojik degisimlerin daha az gézlendigi DM + CD-400 mg/kg grubundaki bir

bireye ait olan Langerhans adacigi.

Morfometrik olgiimlere ait bulgularda, Kontrol ve uygulama gruplarina ait
Langerhans adacig1 ¢ap 6l¢iim sonuglart Sekil 17°de gosterilmistir. Buna gore, kontrol
ve CD-400 mg/kg gruplarinda Langerhans adacigi ¢aplarmin sirasiyla, 176.90 + 21.31
pum ve 156.90+33.14 um oldugu belirlendi. Adacik ¢apinin DM grubunda (111.20+ 8.38
um), kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarina kiyasla azaldigi, bu azaliglarin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulundu (sirasiyla p < 0.0001 ve p < 0.01). DM + CD-400 mg/kg
ve DM + Gly-3 mg/kg gruplarina ait adacik ¢aplarinin (sirasiyla; 154.10 £ 16.28 um ve
147.20 + 26.83 um) ise DM grubuna kiyasla anlamli bir sekilde arttig1 belirlendi (p <
0.05).

Kontrol ve uygulama gruplarina ait Langerhans adacig1 alani 6l¢iim sonuglari,
Sekil 18’de gosterilmistir. Buna gore, kontrol ve CD-400 mg/kg grubundaki Langerhans
adacik alanlar sirastyla, 27.00 £ 4.45 mm?2 ve 23.76+5.92 mm2 olarak ol¢iildii. Adacik
alanimin DM grubunda (11.57+1.80 mm?2), kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarina kiyasla
azaldig1, bu azalislarin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (sirasiyla p < 0.0001
ve p < 0.001). Adacik alaninin, DM + CD-400 mg/kg ve DM + Gly-3 mg/kg
gruplarinda (sirasiyla; 20.06 + 3.69 mm?2 ve 20.91 + 6.88 mm?2) ise DM grubuna kiyasla
anlaml1 bir sekilde arttig1 belirlendi (sirasiyla, p < 0.05 ve p < 0.01).
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Sekil 17. Deneysel gruplara ait adacik capi ortalamalari. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. **** : p < 0.0001, **: p <0.01, *: p <0.05).
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Sekil 18. Deneysel gruplara ait adacik alani ortalamalari. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. ****: p <0.0001, ***: p < 0.001, **: p <0.01, *: p <0.05.
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Deneysel gruplara ait serum insiilin diizeyleri Sekil 19°da verilmistir. Elde
edilen bulgulara gére DM grubu insiilin diizeyi kontrol ve CD-400 mg/kg gruplarina
gore anlamli azalma goriildi (p < 0.05).

Deneysel gruplara ait serum C-peptid diizeyleri Sekil 20’de verilmistir.
Serum C-peptid diizeyi DM grubunda diger gruplara kiyasla gozle goriiliir hafif

diisiis goriilmekle beraber istatistiksel anlamda farklilik bulunmada.

Serum insiilin

mlIU/L

Sekil 19. Deneysel gruplara ait serum insiilin diizeyleri. Veriler ortalama + standart

sapma olarak sunulmustur. * : p < 0.05.
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Sekil 20. Deneysel gruplara ait serum C-peptid diizeyleri. Veriler ortalama + standart
sapma olarak sunulmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

DM pankreas bezinin langerhangs adaciklarindaki B-hiicrelerinden insiilin
saliniminin yetersizligi ve/veya dolasimdaki glukozun hiicre igerisine alinmasinda
gorevli glukoz tastyicilarin hedef hiicreye tepkinin azalmasi/bozulmasi sonucu
dolagimdaki aclik kan glukoz diizeyinin yiiksek olmasi ile karakterize endokrinolojik bir
bozukluktur (Agirman ve ark., 2020). DM hasta sayis1 diinyada giderek artmaktadir.
2040 yilinda erigkin DM hasta sayisinin diinyadaki toplam niifusunun % 10,4 {ine ve
gelismekte olan iilkelerde ise % 13’1 bulacagi tahmin edilmektedir (Chinsembu, 2019).
Tiirkiye’de 2017 yilinda 6.5 milyon DM hasta sayisi oldugu ve bu sayinin 2045 yilinda
11.2 milyona ulasabilecegi belirtilmistir (IDF, 2017). DM bir hastalik olmakla berber
ayn1 zamanda iilke ekonomilerine de ciddi maliyetler yiiklemektedir. Ornegin, 2013 yil
verilerine gore DM hastaliginin diinyada yillik maliyeti 548 milyar dolar oldugu
bilinmektedir. Tiirkiye’de ise DM’li bir bireyin yillik ortalama tedavi maliyetinin 866
dolar oldugu belirtilmistir (IDF, 2013). Dahasi, DM’ nin sebep oldugu komplikasyonlar
eklendiginde bu maliyetin ¢cok daha fazla olabilecegi tahmin edilmektedir (Akalin ve
ark., 2012).

Deneysel hayvan modellerinde DM olusturmak igin genellikle STZ ve alloksan
kullanilmaktadir (Agirman ve ark., 2020; Dogan et al., 2015). Calismalarda daha fazla
kabul goren ve mekanizmasi iyi bilinen STZ (50 mg/kg, i.p.) ratlarda DM olusturma
ajan1 olarak kullanild1 (Hanalp ve ark., 2021).

Gilinlimiizde yaygin olarak goriilen kanser, yaslanma, damar sertligi,
norodejeneratif, kalp ve DM hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarin bircogunun ve
yaglanmanin hizlanmasinda serbest radikallerin neden diisiiniilmektedir (Aktumsek ve
ark., 2011). Olusan hasarin Onlenmesinde antioksidanlarin 6nemli koruyucu etkileri
vardir. Eski caglardan beri potansiyel farmasdtik etkileri nedeniyle bitkilerin cesitli
hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli antioksidan kaynaklar oldugu bilinmektedir (Kog ve
ark., 2015). Bitkilerdeki bir¢ok dogal bilesik, ozellikle fenolik bilesikler, metal
selasyonu, serbest radikallerin temizlenmesi ve lipid peroksidasyonunun engellenmesi

gibi 6nemli antioksidan 6zelliklere sahipler.
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Centaurea L. (Asteraceae) cinsi esas olarak Gilineybati Asya ve Akdeniz
bolgesinde dagilis gosteren ve yaklasik 600 tiirii bulunan iki yillik ve ¢ok yillik ¢imenli
tir ile temsil edilmektedir (Wagenitz ve ark., 1996). Tiirkiye’de Centaurea L. cinsine
ait yaklasik 250 tiir bulunur (Susanna ve Garcia-Jacas, 2009). Tiirkiye’de bulunan bu
cinse ait tlirlerin 114’ endemik olmak iizere (Giiner ve ark., 2000) 205 takson
bulunmaktadir. (Sirin ve ark., 2020). Centaurea L. cinsi flavonoidler, steroidler, ugucu
bilesenler, seskiterpen laktonlar ve yag asitleri bakimindan zengindir (Dob ve ark.,
2009; Tekeli ve ark., 2010). Centaurea tiirleri antidiyabetik, antiinflamatuar, antikanser,
antimikrobiyal, antioksidan, analjezik ve enzim inhibisyon aktiviteleri gibi ¢cok sayida
biyolojik aktiviteye sahiptir (Korga ve ark., 2017; Lockowandt ve ark., 2019; Ozcan ve
ark., 2019).

Cyanus cinsine ait gesitli tiirlerin in vitro antidiyabetik enzim inhibisyonuna
sahip olduguna dair ¢alismalar olmasina ragmen (Kaskoos, 2013; Acet, 2021) in vivo
caligmalar yok denecek kadar azdir. Cyanus depresssus M. Bieb bitkisi ile ilgili in vivo
antidiyabetik calismalar yok denecek kadar azdir. Bu sebeple, bu calismada Cyanus
depresssus M. Bieb bitki ¢igegi etanolik liyofilize ekstresinin antidiyabetik, antioksidan
ve histolojik degisimler ¢esitli doku orneklerinde literatiire kazandirilmasi amaclandi.
Ayrica, bitki ekstresinin koruyucu etkileri piyasada oral antidiyebetik ila¢ olarak
kullanilan glibenklamid (3 mg/kg, oral) (Agirman ve ark., 2020) ile kiyaslanarak olasi

ilag potansiyel etkileri in vivo diyabetik rat modeli ile ortaya konulmasi amaglandi.

Calismada haftalik canli hayvan agirliklart (CHA) ve kan glukoz degerlerine
bakild1 (Sekil 6 ve 7). Ayrica serum biyokimyasal parametrelerinden glukoz, HbAlc,
AST, ALT, LDH, TG, TC, HDL, Kreatinin ve Ure (Tablo 8) karaciger, bobrek ve
pankreas MDA (Sekil 8, 9, 10), GSH (Sekil 11, 12, 13), GST, GR ve CAT enzim (Tablo
9) aktivitesine bakild.

Sekil 6°de goriildiigii gibi DM grubunda zamana bagli CHA’ ’nin diistiigii ancak
Kontrol ve DM + CD-400 mg/kg gruplarinda ise baslangic zamana gére CHA’da artisa
neden oldugu belirlenmistir. DM’nin en belirgin Ozelliklerinden birisi ani CHA
kaybidir. Bu durumun sebebi muhtemelen glikojen depolart bakimindan zengin
karaciger ve kas dokularindaki enerji amacli kullanilmas1 ve dolasimdaki glukozun bu

dokularda depo edilmesindeki bir bozuklugun sonucudur. Daha 6nce STZ ile DM
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modeli olusturulan siganlarin CHA da diisiis goriiliirken tedavi amacl kullanilan bitki
veya ilag gruplarinda ise DM’nin komplikasyonlarini diisiirerek CHA da artisa neden
oldugu rapor edilmistir (Dogan ve Celik, 2016; Dogan ve ark., 2015). DM tedavisinde
kullanmis oldugumuz CD-400 mg/kg bitki ekstresinin DM’deki CHAyi artirmasi daha

onceki yapilmis ¢alismalarla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

DM hastaligi dolasimdaki kan glukoz diizeyi yiiksekligi ile karakterize
endokrinolojik bir bozukluk olarak bilinir. DM’nin olusmasinda ve ilerlemesinde
oksidatif stresin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (Maritim ve ark., 2003). Oksidatif
stresin, Ozellikle T2DM’de vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynadigt
disiiniilmektedir (Pham-Huy, 2008). Diyabetik hiperglisemi, serbest radikal iiretimi
stireci ile protein glikasyonuna, enzimlerin hasar gérmesine, hiicresel mekanizmaya ve
oksidatif degradasyona neden olur (Asmat ve ark., 2016). Bu sebeple canlilarda glukoz
ve HbAlc gibi diyabetik indikator parametreler ile dokuya 6zgii biyokimyasal enzim
parametrelerin takibi olduk¢a Onemlidir. Kontrolsiiz DM hastalarinda nefropati,
noropati ve ayak amputesi basta olmak iizere inme, fel¢, kardivasikiiller hastaliklar ve
yaslanmay1 hizlandirma gibi saglik problemlerine neden olmaktadir (Assar ve ark.,
2016; Lotfy ve ark., 2017; Harding ve ark., 2019; Abu-Odeh ve Talib, 2021).

Sonuglarimiza gore, CD bitki ekstresi ve glibenklamidin diyabetik ratlara
uygulanmasi, li¢ haftalik uygulamadan sonra hiperglisemi ve serum biyokimyasal
parametrelerinde (AST, ALT, LDH, Kreatinin ve Ure) belirgin bir iyilesme gosterdi.
DM grubunda yiikselen haftalik kan sekeri CD veya Gly ile tedavi edilen diyabetik
gruplardaki glikoz seviyelerinin normallesmesi (Sekil 7) ve biyokimyasal
parametrelerdeki degisim Tablo 8’de gosterilmistir. Bu sonuglar, CD ve Gly normal
sicanlarda glisemik durum ve oksidatif stres belirtecleri iizerinde neredeyse hicbir
etkiye sahip olmayan, ancak STZ ile tedavi edilen siganlarda glikoz ve biyokimyasal
parametreleri seviyesi lizerinde Onemli iyilestirme etkilerin goriilmesi, CD ekstre
icerigindeki fitokimyasal bilesikler ile oral antidiyabetik ilacin uyaric1 aktivitesine bagli
olabilir. Calismada kullanmis oldugumuz Cyanus depressus bitkisinin iki farkli
dozunun (400 ve 800 mg/kg, oral), STZ ile DM olusturulan siganlarda 8 haftalik
tedavisinin sonucunda kan glukoz, iire ve kreatinin seviyeleri ile bobrekteki histolojik

lezyonlar1 onemli dlglide diisiirdigii rapor edilmistir (Rahimi-Madiseh ve ark., 2016).
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Yine gesitli in vitro ¢alismalarinda Centaure cinsine ait C. hypoleuca, C. bingoelensis,
C. bornmuelleri, C. saligna ve C. karduchorum tiirlerinin DM ile iligkili enzim
inhibisyonlar1 {izerindeki olumlu etkileri nedeniyle antidiyabetik ve antioksidan olarak
yararlanilabilecegi vurgulanmistir (Dalar ve ark., 2015; Zengin ve ark., 2018; Ozcan ve
ark., 2019; Zengin ve ark., 2019; Uysal ve ark., 2021). CCl, (karbon tetrakloriir) ile
oksidatif stres olusturulan siganlarda C. aegyptiaca bitki ekstresinin (100 ve 200 mg/kg,
oral) AST, ALT, MDA, NO (nitrik oksit) ve histolojik lezyon diizeyini CCl, grubuna
gore Oonemli diizeyde diisiirdiigi ve GSH diizeyinde ise artisa neden oldugu rapor

edilmistir (Senosy ve ark., 2018).

Yapilan ¢esitli caligmalarda lipid peroksidasyonun diyabetik ratlarda 6nemli
oranda arttigit GSH diizeyi ve antioksidan enzim aktivitelerinin ise diistiigii rapor
edilmistir (Arya ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015). Coklu doymamis yag asitlerinin
serbest radikal aracili oksidasyonu olan lipid peroksidasyonu diyabetik gruplarda MDA
artisina neden olur (Dogan ve Celik, 2016). Elde edilen bulgulara gore CD veya Gly ile
tedavi edilen diyabetik ratlarin MDA diizeyini normal kontrol seviyelere c¢ektigi
goriilmistiir (Sekil 8, 9 ve 10). Bu durum, kullanilan DC bitkisinin antioksidan etkisinin
oldugu daha once yapilmis ¢alisma bulgulariyla desteklenmektedir (Akkol ve ark.,
2009; Giines, 2020).

DM’de ROS seviyesinin yiikselmesi in vivo GSH ve antioksidan enzimlerindeki
aktivite azalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu enzimlerin diizeylerindeki degisiklik,
dokular1 oksidatif strese duyarli hale getirerek diyabetik komplikasyonlarin gelismesine
yol agar (Lipinski, 2001; Abu-Odeh ve ark., 2021). Elde edilen bulgulara gére CD ile
tedavi edilen diyabetik ratlarin GSH diizeyini (Sekil 13) ve antioksidan enzim
aktivitelerini genel olarak normal kontrol seviyelere c¢ektigi goriilmiistiir (Tablo 9).
Serbest radikallerin olusumu ile endojen antioksidan enzimler arasindaki dengesizlik
oksidatif stresin olugsmasina neden olur (Cotter ve Cameron, 2003). Glutatyon serbest
radikaller, peroksitler, lipid peroksitler ve agir metaller gibi ROS’larin neden oldugu
onemli hiicresel bilesenleri zararlilardan koruyan bir tiripeptid antioksidan maddedir
(Pompella ve ark., 2003). SOD, GPx, GST, CAT ve GR enzimleri olusan O;", H,0,,
OH' radikallerini ve ksenobiyotikleri ortadan kaldirmaya katkida bulunur (Dogan ve

ark., 2018). Sonuglarimizda, CD bitki ekstresi ile tedavi edilen diyabetik ratlarin
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karaciger ve pankreas dokulari {izerinde antioksidatif 6zellik gostererek GST ve CAT
aktivitesini onemli oranda artirarak kontrol degerlerine ¢ektigi goriilmiistiir (Tablo 9).
Mevcut arastirmanin sonuglari, daha 6nce bildirilen bulgularla tutarlidir (Raza ve ark.,
2000; Lapshina ve ark., 2006; Al-Snafi, 2015; Samarghandian ve ark., 2016).

Bitki ekstreleri, hasar goren langerhans adaciklarinda kalan beta hiicreleri
tizerinde uyarici etkilere ve daha fazla insiilin iiretimine sahip olabilecegi belirtilmistir
(Fazelipour ve ark., 2021). Ayrica, bitki ekstreleri ile tedavi edilen diyabetik ratlarin
pankreas adacik alani, adacik capi, insiilin ve C-peptid diizeyinde artis ve pankreas
hasarin1 6nlemede etkili olabilecegi rapor edilmistir (Hanalp ve ark., 2021). Bir baska
calismada, diyabetik ratlarin kersetin ve kinik asitlerin kombine tedavisinde karaciger,
bobrek ve pankreas lezyon olusumunda ve MDA diizeyinde ve karaciger/bobrek hasar
biyomarkir diizeylerinde azalma goriildiigl; insiilin, C-peptid ve antioksidan enzim
aktivitelerinde ise artisa neden oldugu rapor edilmistir (Arya ve ark., 2014). Hem
biyokimyasal hem de histolojik bulgularimiz daha 6nce yapilan c¢aligmalarla uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Ozetle, STZ ile indiiklenen diyabetik rat modelinde Cyanus depressus (CD 400
mg/kg) bitki ¢igegi liyofilize etanolik ekstrenin anti-hiperglisemik ve antioksidan etkisi
hem biyokimyasal hem de histopatolojik bulgularla ilk kez ortaya konuldu. Bu bulgular,
gelecekte DM komplikasyonlarini hafifletmek i¢in uygun bir gida takviyesi formiile
etmek i¢in bir 151k olarak sunulabilecegi kanaatindeyiz. Ayrica, bu bitki ile ilgili daha

fazla in vivo caligmalarin yapilmasi gerektigi goriilmiistiir.
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Ek 2. Tez Orijinallik Raporu

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI

Saghk Bilimleri Enstitlisu

YUKSEK LiSANS TEZi ORiJINALLIK RAPORU

Tez Bashg / Streptozotosin ile Diyabet Olusturulan Siganlarda Gokbag (Cyanus depressus) Bitki
Konusu Cigegi Ekstraktinin Antidiyabetik ve Antioksidan Etkilerinin Arastirilmast

Intihal taramasi yapilan béliimler ve sayfa sayilar

Kapak sayfasi Giris Ana boliimler Sonug boliimleri Toplam sayfa sayist
2 2 32 5 41

Intihal taramas1 yapilan program Taramanin yapildig tarih Benzerlik orani %
turnitin 06 /07/ 2021 % 9

*Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi haric, - Gereg ve yontemler harig,

- Tesekkiir haric, - Kaynakga haric,

- I¢indekiler harig, - Alintilar harig,

- Simge ve kisaltmalar harig, -Tezden ¢ikan yaylar harig,

- 7 kelimeden daha az ortiisme i¢eren metin kisimlart hari¢ (Limit match size to 7 words)

Van Yiiziincii Y1l Universitesi Lisansiistii Tez Orijinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasina
Iliskin Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢aligmamin
herhangi bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
Geregini bilgilerinize arz ederim.
Kendal Erdem DUMAN

Ogrencinin Ad1 Soyadi Kendal Erdem DUMAN
Anabilim Dah Temel Eczacilik Bilimleri
Ogrenci No 18930006010
Program X Yiiksek Lisans [] Doktora
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR
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