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OZET

Diabetes Mellitus (DM), diisiik insiilin sekresyonu ve insiilin rezistansi ile
karakterize metabolik bir hastaliktir. Uzun donem DM komplikasyonlar1 hastalik ve
Oliimiin baglica sebebi olan kotii glisemik kontrolle iligkilidir. Oksidatif stresdeki
artisin, diyabetin ve komplikasyonlarinin, gelisim siirecinde ve ilerlemesinde oldukca
biiyiik bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. Myrtus communis (mersin), DM hastalarinda
hiperglisemi ve oksidatif stresin azaltilmasi icin geleneksel olarak halk arasinda
kullanilmaktadir. Mersin bitkisi ve ekstratlarindaki temel polifenollerin flavonoidler
ve antosiyaninler oldugu bilinmektedir. Flavonoidler arasindan da myricetin ve
kuersetinin antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu saptanmustir.

Bu projedeki amacimiz, hipoglisemik ve antioksidan o&zellikleri olan
myricetin ve mersin eksratlarinin, tek doz intraperitonal streptozotozin enjeksiyonu
ile olusturulmus diyabetik si¢anlarda, bobrek fonksiyon bozukluklari ve oksidatif
metabolizma iizerine olan koruyucu etkilerini aragtirmaktir. Bu amacla 44 adet albino
wistar sigan kullanilarak 4 grup (kontrol, diyabet, diyabet-mersin, diyabet-myricetin)
olusturuldu. Diyabet olusumunu takiben 16. haftada, a¢lik kan sekeri (AKS), idrar
proteini, kan iire azotu (BUN) ve kreatinin klirensi Ol¢timleri yapilarak bobrek
fonksiyonlar1 izlenerek tedavi siirecine baslandi. Tedavi siirecinde, diyabet-myricetin
grubuna intraperitonal olarak 12 saatte bir 3mg olmak iizere toplam 6 mg/giin
myricetin ve diyabet-mersin grubuna gavaj yoluyla 250 mg/giin mersin ekstrakti 10
giin siire ile verildi. Tedavi siiresince 0., 2., 6., ve 10. gilinlerde, siganlardan
metabolik kafesler araciligi ile idrar ve kuyruk venlerinden kan numuneleri
toplanarak; idrar hacmi, AKS, idrar proteini, BUN ve kreatinin klirensi degerlerine
bakildi. Tedavi bitiminde, sicanlara anestezi yapilarak, histokimyasal analiz, ksantin
oksidaz/dehidrogenaz ve glutatyon peroksidaz aktivitelerinin Olgiilebilmesi igin
bobrek dokulari ¢ikarildi. Biyokimyasal analizlerin sonucunda, diyabetik siganlara
myricetin uygulanmasi1 bobrek fonsiyonlarinda bir iyilesme saglamistir. Tedavi
doneminin sonunda, idrar proteini, BUN, AKS ve idrar hacmi diyabet kontrol grubu
ile karsilastirildiginda tedavi gruplarinda istatistiksel Ol¢iide anlamli olarak diisiik
bulunmustur ve bunun yaninda kreatinin klirensi yiikselmistir. Ayrica diyabet grubu
ile karsilastirildiginda, tedavi gruplarinin bobreklerinde, ksantin
oksidaz/dehidrogenaz enzim aktivitesi azalmis ve glutatyon peroksidaz aktivitesi
artmistir.

Sonug olarak mersin bitkisinin ve dogada yaygin olarak bulunan bir flavonoid
olan myricetinin anti-hiperglisemik ve antioksidan etkisinden dolay1r bdbrek
fonksiyonlarinda bir iyilesme sagladigi gézlemlenmistir. Edinilen bilimsel veriler,
diyabetde olusan bobrek fonksiyon bozuklugunun azaltilmasinda yeni dogal tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde fayda saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, diyabetik nefropati, myricetin, Myrtus communis,
bobrek, oksidatif stres.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by insulin
resistance and reduced secretion of insulin. Long-term complications of DM have
been associated with poor glycemic control, which is a major cause of morbidity and
mortality. It is considered that increased oxidative stress may have an important role
in the development and progression of diabetes and its complications. Myrtus
communis (myrtle) has been traditionally used in folk medicine to treat
hyperglycemia and as an antioxidant. It is known that major polyphenols of myrtle
and its extracts are flavonoids and anthocyanidins. It is reported that among the
flavonoids myricetin and quercetin have potent antioxidant activities.

In this project, our aim was to investigate the protective effects of myricetin
and myrtle extracts, which have hypoglycemic and antioxidant properties in diabetic
rat models formed via a single dose streptozotocin injection. For this purpose, 44
albino wistar rats were divided into 4 groups (control, diabetic, diabetic-mrytle,
diabetic-myricetin). Fasting blood glucose (FBG), urine protein, blood urea nitrojen
(BUN), and creatinine clearance was measured 16 weeks after diabetes was
confirmed. Myricetin and myrtle treatment was started 16 weeks after STZ injection.
Rats in the diabetic-myricetin group were given intraperitoneal injections of
myricetin every 12 hours for 10 days, while rats in the diabetic-myrtle group were
given a single dose of 250 mg myrtle ethanolic extract via gavage for 10 days. On
treatment days 0, 2, 6, and 10, rats were kept in individual metabolic cages, and 24 h
urine samples were collected for measurement of urine protein and creatinine. On the
same days blood samples were collected from the tail vein for measurement of FBG,
BUN, and creatinine. At the end of the treatment, rats were sacrificed and kidneys
were removed for xanthine oxidase/dehydrogenase, glutathion peroxidase
measurements and histochemical analysis. It was determined that administration of
myricetin improved renal function in rats at the end of the experimental period.
Administration of myrtle extract and myricetin decreased xanthine
oxidase/dehydrogenase and increased glutathione peroxidase activities when
compared to the diabetic group.

In conclusion, it was observed that treatment with myrtle and myricetin, a
flavonoid widely found in nature, improved renal function by means of reducing
hyperglycemia and oxidative stress. These treatments appear to be effective against
oxidative stress which may play an important role in the pathogenesis of diabetes and
its implications. Obtained scientific data may be of advantage in the development of
new effective and naturel treatment methods.

Key words: Diabetes, diabetic nephropathy, myricetin, Myrtus communis, kidney,
oxidative stress.
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GIRIS

Diabetes mellitus (DM), pakreasin insiilin salgisinin mutlak veya kismi
yetersizligi veya insiilin etkisinin yetmezligi (insiilin rezistansi) ile olusan
karbonhidrat, lipid, ve protein metabolizmalarindaki bozukluklar ile karakterize
edilen endokrin ve metabolik bir hastaliktir [1-3]. Diabetes mellitusun
komplikasyonlar1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler olmak {iizere ikiye ayrilir.
Mikrovaskiiler komplikasyonlar1 retinopati, nefropati ve noropati; makrovaskiiler
komplikasyonlar1  kroner kalp yetmezligi, periferik damar hastalifi ve
serebrovaskiiler hastaliklardir. Diyabetik nefropati (DN) son dénem bobrek
yetmezliginin (SDBY) ana sebeplerinden biri olan ©onemli bir mikrovaskiiler
komplikasyondur [4, 5].

Oksidatif stres serbest oksijen radikallerinin fazla {iretimi ya da antioksidan
sistem etkilerinin azaltilmasindan kaynaklanmaktadir [1]. Bir ¢ok in vitro ve in vivo
calisma gostermistir ki, oksidatif stres DN’nin gelisiminde en 6nemli patofizyolojik
mekanizmalardan biridir. Diabetes mellitusta serbest radikaller 6nemli rol oynar [6].
Sadece diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde degil, diyabetin ortaya ¢ikisinda da
serbest radikallerin rolii hakkinda ¢esitli hayvan deneylerinden elde edilen bulgular
mevcuttur [1].

Diyabetdeki reaktif oksijen tilirlerinin (ROS) kaynaklari; glukozun
oksidasyonu, ileri glikasyon son iiriinlerinin (AGE) olusumu, poliol-inozitol yoluna
giren substrat miktarinin artigi, eikazonoid metabolizmasinin artigin1 kapsar [7, 8].
Ayrica NADH/NADPH oksidaz, ksantin oksidorediiktaz, endotelyal nitrik oksit
sentaz enzimleri gibi vaskiiler duvarda bulunan bazi enzimler ROS’un iiretimine
katkida bulunur [9-11].

Fenolik bilesikler ve onlarin bazi tiirleri otooksidasyonun 6nlenmesinde ¢ok
etkilidirler. Reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma sistemleri arasindaki
denge bozuldugu takdirde, biyolojik olarak ilgili makromolekiillerde kimyasal
degisiklikler meydana gelebilir. Bu dengesizlikler sonucunda, pek ¢ok hastaligin
baslangi¢ ve gelisimi i¢in uygun patobiyokimyasal degisimler ortaya ¢ikabilmektedir
[9]. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksid, alkoksil, peroksil ve nitrik
oksit (NO) gibi radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, p-tokoferol
rejenerasyonu foksiyonlarina ek olarak; vazodilatator, immiinostimiilan, antiallerjik,
Ostrojenik, antiviral etkileri de s6z konusudur [12]. Fosfolipaz-A,, siklooksijenaz,
lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile antiinflamatuar 6zellik gosterirler. Ayrica,
ksantin oksidaz (XO), glutatyon rediiktaz (GR), NADH-oksidaz ve protein kinaz
enzimlerini inhibe ettiklerini gosteren veriler mevcuttur [13]. Tiim flavonoidler, 3'-
4'dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu konfigiirasyon
antioksidan aktivitenin giiclenmesine sebep olur. B halkasindaki hidroksilasyon,
antioksidan aktiviteye katkida bulunur. Diger 6nemli 6zellikler, 4. pozisyonda bir



karbonil grubu ve 3' ve/veya 5' pozisyonda OH gruplaridir. Bircok c¢alisma,
flavonoidler ile yapilan tedavilerin, diyabet ve diyabetik bobreklerdeki fonksiyon
bozukluklarina kars1 olumlu sonuglar verdigini gostermistir [14].

Mersin, Akdeniz bélgesinin dogal bitki oOrtiisiinde bulunan, yapraklarini
dokmeyen agaccik ya da cogunlukla kisa ¢ali formunda bulunan bir bitkidir. Mersin
bitkisinin yapraklari, meyveleri ve esansiyel yagi halk arasinda yaygin bir sekilde
tedavi amacl kullanilir. Bitkinin yapraklarindan elde edilen esansiyel yag diyabetli
hastalarda kan glukoz seviyesini diigsiirmek amaciyla kullanilmistir [15].
Streptozotozin ile olusturulan diyabetik fare modellerine mersin yapraklarinin etanol-
su ekstraktinin verilmesi hipoglisemik etkiye sebep olmustur [16]. Benzer sekilde,
mersin yagmin diyabetik tavsanlara uygulanmasi sonucunda kan seker diizeylerinde
azalma goriilmiistiir [2, 17].

Mersin yapraklarinin su ile elde edilmis ekstrakti in vitro olarak potansiyel a-
glukozidaz inhibitorii etkisi gosterir [18]. Alfa-glukozidazlar, kompleks
karbonhidratlarin bagirsakta pargalanmasini saglarlar. Bu enzimler inhibe edildigi
takdirde bagirsakta karbonhidratlar parcalanamadigi i¢in emilimleri ger¢eklesemez
ve kan sekeri diizeyine ilave katki saglayamazlar [18]. Mersin meyvelerindeki ve
ekstraktlarindaki temel polifenollerin flavonoidler ve antosiyaninler oldugu
belirtilmistir. Flavonoidler arasinda agirlikli olarak myricetin ve kuersetin daha fazla
bulunur. Bu flavonoidlerin antioksidan aktivitesi yliksek ve stabil bulunmustur.
Antioksidan aktivitenin yiiksek olmasiyla fenolik madde miktarinin fazla olmasi
arasinda baglanti oldugu bildirilmistir [19].

Yapilan ¢aligmalar mersin bitkisi ve myricetinin antioksidan [2] ve
hipoglisemik etkilerini gostermistir [2, 16, 17]. Mersin bitkisinin karbonhidrat
metabolizmasinda gorevli baz1 enzimler lizerine etkili olabilecegini gdsteren veriler
de rapor edilmistir [65]. Literatiirde var olan bu calismalardan yola ¢ikilarak
arastirma projemizde bir flavonoid olan myricetinin ve mersin bitkisi ekstraktinin
DN’de olusan bulgulara etkileri incelenmistir. Bu amagla materyal bdliimiinde
belirtildigi sekilde olusturulan deney gruplarindan serum, idrar ve bobrek
homojenatlar1 elde edilmis ve acglik kan sekeri (AKS), serum ve idrar kreatinini,
kreatinin klirensi, idrar proteini, kan iire azotu (BUN), bobrek agirligi/viicut agirlig
belirlenmistir. Bobrek dokulart hematoksilen-eozin ile boyanarak histopatolojik
inceleme yapilmistir. Bobrek homojenatlarinda glutatyon peroksidaz (GPx), ksantin
oksidaz ve ksantin dehidrogenaz enzim aktivitelerine bakilmigtir.



GENEL BIiLGILER

2.1.Diabetes Mellitus

2.1.1. Tanimi ve Siniflandirilmasi

Diabetes mellitus insiilin sekresyonu, instilinin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize, metabolik bir hastaliktir.
Diyabetdeki uzun donem kronik hiperglisemi 6zellikle gozler, bobrekler, sinirler,
kalp ve kan damarlart gibi bazi organlarda uzun donemde hasar, fonksiyon
bozuklugu ve yetmezlige neden olur [20, 21].

Diyabet gelisimi bazi patolojik olaylar1 igerir. Diyabetdeki metabolik
degisiklikler, kronik hiperglisemiye eslik eden karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasindaki anormallikler ve insiilinin hedef dokulardaki eksik etkisidir [22,
23]. Insiilin etkisindeki eksiklik, yetersiz insiilin sekresyonu veya insiiline azalmus
doku cevabi sonucunda gelisir. Ayni1 hastada insiilin sekresyonundaki bozukluk ve
instilin etkisindeki eksiklik siklikla bir arada bulunur ve ¢ofu zaman hangi
anormalligin hipergliseminin primer nedeni oldugu acik degildir [21].

Diabetes mellitusun uzun doénemdeki etkileri ¢esitli organlarda hasar,
fonksiyon bozuklugu ve yetmezlik ile sonuglanir. Diabetes mellitus, susama, poliiri,
gorme kayb1 ve kilo kaybi gibi karakteristik semptomlar gosterir. Ileri formlarinda
ise ketoasidozis, non-ketotik hiperozmolar durum gelisebilir ve halsizlige, komaya ve
tedavi edilmedigi durumlarda 6liime yol agabilir. Tant konulmadan 6nce, uzun siireli
hiperglisemiye maruz kalindig1 takdirde ise, ylikselen kan glukoz diizeyleri cesitli
patolojik ve fonksiyonel degisikliklere sebep olmaktadir [24]. Hipergliseminin klasik
belirti ve semptomlar1 sunlardir [20]:

Politiri

Polidipsi

Polifaji

Kilo kaybi1

Halsizlik

Gorme bozuklugu

Ag1z kurulugu

Bazi enfeksiyonlara yatkinlik
Ketoasidoz

Son 10 wyildir diyabet tiplerinin etiyolojisinin anlagilmasinda ve
tanimlanmasinda onemli bir ilerleme elde edilmistir. Diyabetin su anki
siiflandirmasi, 1999°da World Health Organization (WHO) tarafindan yayimlanan,



0zel formlarin etiyolojisine dayanmaktadir [25]. Bu simiflandirma Tablo 2.1°de
gosterilmistir [21, 24].

Tablo 2.1 Diabetes mellitusun smiflandirilmasi

1. Tip 1 diyabet
Otoimmiin
Idiyopatik

2. Tip 2 diyabet

3. Diger spesifik tipler

3.1. B-hiicre fonksiyonunda genetik defektler
MODY3 (Kromozom 12, HNF-1a)
MODY?2 (Kromozom 7, glukokinaz)
MODY1 (Kromozom 20, HNF-4a)
Mitokondriyal DNA
Diger tipler

3.2. Insiilin etkisinde genetik defektler
Tip A instilin rezistansi
Lepregaunizm
Rabson-Mendenhall sendromu
Lipoatrofik diyabet
Digerleri

3.3. Ekzokrin pankreas hastaliklari
Pankreatit
Travma/pankreatektomi
Neoplazi
Kistik fibrozis
Hemokromatozis
Fibrokalkiiloz pankreatopati
Digerleri

3.4. Endokrinopatiler
Akromegali
Cushing sendromu
Glukagonoma
Feokromositoma
Hipertiroidizm
Somatostatinom
Aldosteronoma
Digerleri

3.5. ilac ya da kimyasal maddeler
Vakor
Pentamidin
Nikotinik asid
Glukokortikoidler
Tiroid hormonu
Diazoksid
B-adrenerjik antagonistler
Tiazidler




Dilantin
a-interferon
Digerleri
3.6. Infeksiyonlar
Konjenital rubella
Sitomegaloviriis
Digerleri
3.7. Immiin kokenli nadir gériilen diyabet formlar
“Stiff-man” sendromu
Anti insiilin reseptor antikorlari
Digerleri
3.8. Diyabetle birlikte olan diger genetik sendromlar
Down sendromu
Klinefelter sendromu
Turner sendromu
Wolfram sendromu
Friedreich ataksisi
Hantington koresi
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi
Porfiri
Prader-Willi sendromu
Digerleri

4. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

2.1.1.1. Tip 1 Diyabet

Hastaligin en sik goriilen formlarmdan biridir. Insiilin noksanlig: ile
karakterizedir. Ketoasidoz ve dehidratasyondan kaynaklanan akut semptomlarin ¢ok
siklikla eslik ettigi bir klinigi vardir. Tip 1 diyabet kesinlikle insiilin tedavisi
gerektirir. Tip 1 diyabet genellikle geng kisilerde; 10-30 yas araliginda goriiliir [21,
24].

Otoimmiin diyabet ve idiyopatik diyabet olmak {iizere iki alt guruba
ayrilmistir. Otoimmiin diyabet denilen form i¢in, 6nceden insiilin bagimli diyabet, tip
1 diyabet, juvenil baslangi¢li diyabet terimleri kullanilmaktaydi. Bu form, pankreas
B-hiicrelerinin hiicresel kaynakli otoimmiin yikimi sonucunda olusur. Tip 1 diyabetin
diger alt grubu olan idiyopatik diyabetli hastalarin bazilarmin kalic1 insiilopenisi
vardir, fakat otoimmiiniteye ait kanit yoktur. Bu hastalarin ketozis ve ketoasidozise
yatkinliklar1 vardir. Tip 1 diyabetik hastalarin ancak ¢ok az bir kismi bu kategoriye
girer. Bu form genellikle kalitimsaldir [22, 23].

2.1.1.2. Tip 2 Diyabet

Hastaligin en yaygin tipi, tip 2 DM’dir. Eskiden insiilinden bagimsiz DM
seklinde isimlendirilirdi. Tip 2 diyabetli hastalarda insiilin rezistans1 veya insiilin
aktivitesinde noksanlik mevcuttur. Bu hastalarda insiilin tedavisine ihtiya¢ duyulmaz.
Genellikle yetiskinlikte ortaya g¢ikar. Genetik ve g¢evresel faktorlerin birbirleri ile
etkilesimleri sonucu gelisir [26]. Bu tip diyabetli hastalar genellikle obesdirler ve




obesite insiilin rezistansinin gelisimini arttirir. Obes olmayan hastalar ise ozellikle
abdominal bolgelerde, artmis viicut yag oranma sahiptirler. Bu diyabet tipinde
ketoasidoz ¢ok nadir goriiliir ve genellikle enfeksiyon gibi baska bir hastaliga baglh
stres nedeniyle olusur. Bu tip diyabet, hipergliseminin kademeli olarak artis
gostermesi ve baslangigta klasik semptomlarin siddetli olmamasi nedeniyle uzun
yillar tan1 almayabilir. Ancak bu hastalar makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlarin gelismesi agisindan artmuis risk tasirlar [24].

2.1.1.3. Diger Spesifik Tipler

WHO’nun smiflandirmasi, yukaridaki iki diyabet formunun disinda,
hastaligin bir¢ok farkli formunu igermektedir. Ilaglar ya da hormonal bozukluklar
tarafindan ortaya ¢ikan sekonder diyabetin cogu formu tip 2 diyabete, nadiren de tip
1 diyabete benzer. Sekonder diyabetin ayirici tanisi hastaliga yol acan faktorlerin
belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Nadir olarak goriilen, insiilin sekresyonundaki
genetik defektler ya da genetik hormon defektleri gibi diyabetin monogenik formlari
klinikte ¢ok 6nemlidir. Genetik B hiicresi defektlerinin en sik goériilen formu MODY
(maturity onset diabetes of the young) olarak kisaltilan bir grup bozukluktur.
Digerleri tablo 2.1°de gosterilmistir [26].

2.1.1.4. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel DM, gebelik doneminde baslamis olan veya ilk olarak gebelik
doneminde tespit edilen glukoz intoleransidir. Glukoz intoleransinin gebelikten
onceki bir zamanda bagslamis olabilecegi ihtimali daha 6nceden tanimlanmadiysa goz
onilinde bulundurulmaz. Ailesinde diyabet tanis1 konmus 25 yasin uistiindeki kadinlar,
daha Onceden getasyonel diyabet gecirmis kadinlar, obesler ve Afrika kokenli
Amerikalilar, Hispanikler ve Hindistan kokenli Amerikalilar gibi etnik gruplarda
goriilmesi olasilig1 yiiksektir. Eger baslangicta negatifse, 24—28. haftalar arasinda
yeniden test yapilmalidir. Vakalarin biiyiikk bir ¢ogunlugunda glukoz regiilasyonu
dogumdan sonra normale doner. Ancak gestasyonel diabetes mellitus hikayesi
olanlarda tip 2 diyabet riski ytliksektir [20, 24].

Gestasyonel DM’un klinik olarak taninmasi ¢ok énemlidir, ¢ilinkii diyet ve
gerektiginde insiilin tedavisi, iyl bilinen gestasyonel DM bagimli perinatal mortalite
ve morbiditeyi azaltmaktadir. Gestasyonel DM’lu kadinlarda hipertansif
bozukluklarin goriilme sikligr artmistir. Ayrica fetal kongenital anormallikler, 6lii
dogum, makrozomi, hipoglisemi, sarilik, polisitemi ve hipokalsemi riski artmistir
[20].

2.1.2. Diabetes Mellitus Tanis1

Amerikan Diyabet Derne8i (ADA) tarafindan, diyabet riski olan tiim
bireylerde ve 45 yasin istiindeki tiim bireylerde diyabet taramasinin yapilmasi
Onerilmektedir [27].

Aglik glukozunun > 126 mg/dl, oral glukoz tolerans testi sonrasi 2. saatte ya
da rastgele herhangi bir zamanda alinmis plazmada o6lgiilen glukoz miktarinin > 200
mg/dl olmas1 diyabet kriteri olarak degerlendirilir. A¢lik glukozu hastalig1 taramak
icin kolay ucuz ve tekrarlanabilir bir metodtur. Oral glukoz tolerans testi (OGTT),
bozulmus aglik glukozu (IFG) ya da normal aglik glukozuna sahip yiiksek risk



tagtyan kisilere yapilir. Plazma glukozu baslangicta ve 75 g glukoz yiiklendikten 2
saat sonra Ol¢iiliir. Bozulmus aglik glukozu ve bozulmus glukoz tolerans1 (IGT)
glukoz homeostazisininde bir anormallik olduguna isaret eder fakat bu bireylerin
kesin diyabet olduklarinin kaniti1 degildir. Diyabet tanisi, farkli glinlerde ol¢iilen iki
anormal glukoz degerine dayanmaktadir. Diyabet kriterlerine gore AKS’de 100-125
mg/dl arasindaki degerler IFG olarak; 2. saat tokluk kan sekerinde 140-199 mg/dl
arasindaki degerler ise IGT olarak tanimlanmaktadir. Aclik kan glukozunda 100
mg/dl alti, 2. saat tokluk plazma glukozunda 140 mg/dl alt1 degerler normal kabul
edilmektedir. Ozellikle tip 1 diyabetde; hastalarda poliiiri, polidipsi, kilo kayb1 ve
plazma glukozunun 200 mg/dl’den fazla olmast durumunda bu kisilere diyabet tanisi
konur ve insiilin tedavisi gerekmektedir [28].

Diyabetde hemoglobin A1C (HbA1C) 6l¢limii kullanilarak tan1 konulmaz.
Ancak, HbAIC diyabet tanisi konmus hastalarda glisemik kontrol takibinin
yapilmasinda uygundur. Bu 6l¢iim glikozile olmus hemoglobin miktarin1 ve normal
bir eritrositin yasam siiresi olan Onceki 3 aydaki ortalama kan glukoz miktarini
gosterir. HbA1C degeri 6 ise ortalama kan glukoz seviyesi 135 mg/dl, 7 ise 170
mg/dl, 8 ise 205 mg/dl’dir. Diyabet tan1 kriterleri tablo 2.2°de 6zetlenmistir [27, 28]:

Tablo 2.2 Diyabet ve bozulmus glukoz homeostazisi

Aclik glukozu Glukoz (mg/dl)
Normal <100
Pre-diyabet: bozulmus aglik glukozu 100-125
Diyabet > 126

2. saat glukozu (OGTT) ya da rastgele 6l¢lim Glukoz (mg/dl)
Normal <140
Pre-diyabet: bozulmus glukoz toleransi 140-199
Diyabet >200

2.1.3. Diabetes Mellitus Komplikasyonlar:

Diabetes mellitusun {izun siireli etkileri sonucunda gelisen bazi spesifik
komplikasyonlart mevcuttur. Bu komplikasyonlar akut ve kronik komplikasyonlar
olarak iki gruba ayrilmaktadir. Kronik komplikasyonlar ise mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar olarak gruplandirilmistir [28].

Diyabet komplikasyonlar1 asagida kisaca siiflandirilmastir:

A. Diyabetin akut komplikasyonlari
Hiperozmolar hiperglisemi
Diyabetik ketoasidoz
Akut infeksiyonlar

B. Diyabetin kronik komplikasyonlar1

1. Mikrovaskiiler komplikasyonlar
Retinopati
Gorme bozuklugu
Korliik
Noropati



Periferal: Duyusal (agr, hissizlik, parestezi) ve motor noropati
Otonomik: Gastroparezi, postural hipotansiyon
Nefropati
Proteiniiri, kronik bobrek hastaliklari, diyaliz
2. Makrovaskiiler komplikasyonlar
Koroner arter hastaliklar
Miyokardiyal infarktiis
Periferal vaskiiler hastaliklar
Klodikasyon, iilser
Serebrovaskiiler hastaliklar
Fel¢

2.2. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, DM’un baglica mikrovaskiiler komplikasyonlarindan
biridir. Hem tip 1, hem tip 2 diyabet i¢in onemlidir. Her ikisinde de diyabetle iliskili
renal lezyonlar benzerdir ve sonug olarak kronik bobrek yetmezligine sebep olur [29,
30]. Diyabetli insanlarin yaklasik % 20-30’unda nefropati bulgular1 gelismektedir;
ancak tip 2 diyabetli hastalarda goreceli olarak daha az oranda son doénem bobrek
yetmezligi gelismektedir [31]. Diyabetle ilgili 6liimlerin yaklasik % 10’u bobrekten
kaynaklanir. Tip 1 diyabetde bobrek kaynakli 6lim % 50 oranindayken, tip 2
diyabette % 5 (Avrupa’da % 10-30) olarak bildirilmistir [29]. Tip 1 diyabetik
hastalarin yaklagik % 40’inda DN gelismektedir. Ciinkii DN’nin insidansinin olduk¢a
fazla etnik ¢esitliligi vardir ve tip 1 diyabetlilerin sadece 1/3’iinde genetik yatkinligin
oldukca etkili oldugu DN gelismektedir. Goreceli olarak daha az tip 2 diyabetli
hastada SDBY olusumunu saglayan nefropati gelismesine ragmen, tip 2 diyabetli
hasta sayisinin hizli bir sekilde artmasindan dolay1, hastalarin bu grubu daha 6nemli
olmaktadir [32].

2.2.1. Diyabetik Nefropatide Tam ve Dogal Seyir

Diyabetik nefropatinin gelismesi yillar alir. Tip 1 DM’li hastalarda 3 yildan
once gelisimi nadirdir ve genellikle 5- 15 yildan sonra gelisir. Herhangi bir girisim
yapilmazsa tip 1 diyabetli hastalarin % 80’ninde mikroalbumintiri, her yil % 10-20
oraninda artarak devam eder. Tip 2 diyabetli hastalarin tan1 konulmasindan ortalama
sekiz yi1l once diyabetik oldugu diisiiniilmektedir. Tan1 alindiktan kisa bir siire sonra
ise birgogunda mikroalbumindiiri ve asikar nefropati tespit edilir [33, 34].

Diyabetik nefropati, 5 yi1ldan fazla siireden beri var olan diyabet ve retinopati
ile birlikte siirekli olarak devam eden “klinik albuminiirinin™ (iiriner albumin atilimi
>300 mg/giin) ortaya ¢ikmasi ile tanimlanir. Bu kisilerde iiriner bolge enfeksiyonlari,
diger renal hastaliklar ve kalp yetmezligi de olabilir. Bu siire¢ genellikle kan
basincinin artigi ile ilgilidir. Diyabetik nefropati klasik olarak proteiniiri miktarinin
0,5 g/giin degerinden biiylik olmasi ile belirlenir. Bu durum asikar nefropati, klinik
nefropati, proteiniiri ya da makroalbumintiri olarak isimlendirilir.

Diyabetik nefropatideki yapisal anormallikler glomerular ve mezangiyal
genisleme, tiibular bazal membran kalinlagmasi, tiibular atrofi, interstisyal genisleme,
afferent ve efferent arteriyollerde hiyalinozisi kapsar [35]. Mezangiyal genisleme,
normoalbuminiiriden mikroalbuminiiriye ve mikroalbuminiiriden asikar nefropatiye



gecis siirecinde 6nemli bir rol oynar. Mezangiyal genisleme, DN’de glomerular
filtrasyon hizinda (GFR) kayba sebep olan bir lezyondur. Mezangiyum genisledigi
icin glomerular kapiller liimen daralir ve filtrasyon alani azalir. Bunun aksine
glomerular bazal membran kalinlagmas1 GFR ile iliskili degil, albumin atilim hiz1
yani albuminiiri patogenezi ile iliskili bir lezyondur [36].

Tip 1 ve tip 2 DM’la ilgili renal lezyonlar benzerdir. Glomerular podositler,
mezangiyal ve endotelyal hiicreler, tlibular epitelyum, interstisyal fibroblastlar ve
vaskiiler endotel gibi bir¢ok hiicre bu olaya karisir. Diyabetik nefropatideki
patofizyolojik  degisikliklere, hiperfiltrasyon ve mikroalbuminiiriyi takiben,
glomerular ve tiibulo-interstisyal alanlardaki hiicresel ve hiicre dis1 diizensizliklerle
iligkili olarak renal fonksiyonlarin kotiilesmesi de dahildir. Glomerullarda ve
tiibiillerde bir¢ok hiicrede hiperplazi/hipertrofi durumu, glomerular ve tiibular bazal
membranlarda kalinlagmaya, tiibulo interstisyal ve mezangiyal alanlarda geniglemeye
yol agmaktadir. Diger degisiklikler arteriyollerin hiyalinizasyonu ve ayni zamanda
intra-renal arter kollarinin kalinlagsmasi seklindedir. Bu durum renal hasarin artisina
sebep olan glomerular mikrosirkiilasyonun otoregiilasyonunda bozulmaya sebep olur
[30].

Diyabetik nefropati ¢ok asamali bir durumdur. Klinik olarak ortaya ¢ikmasi
birkag yil siirer. Diyabetin baslangicinda genellikle glomerular hiperfiltrasyon,
yiiksek renal kan akimi ve bobrekte hipertrofi gibi renal fonksiyonlarda degisiklikler
olur. Bu degisikliklerin ¢ogu erken donemde 1yi glisemik kontrol ile geriye
cevrilebilir, ama c¢ok sayida insanda devam eder ve klinik nefropatinin daha sonraki
gelisiminde 6nemli olabilir [37]. Diyabetik nefropati gelisim siireci asagida agiklanan
bes evreden geger [29, 34, 38]:

Evre 1(Hiperfiltrasyon ve hipertrofi evresi): Diyabet tanisinin kondugu
anda mevcuttur. Bu baslangi¢ devresinde renal hiperfiltrasyon ve hipertrofi vardir.
Glomerular filtrasyon hizi ve idrar albiimin atilimi artmistir. Glomerular filtrasyon
hiz1 ayn1 yastaki kontrollerle karsilagtirildiginda % 2040 daha fazladir ve iiriner
alblimin atilimi artis1 ile karakterizedir. Bobreklerin hipertrofik oldugu ultrasonografi
ile de gosterilebilir. Glomerular kapiller basing artmasiyla iliskili olarak glomerular
hacim ve kapiller yiizey alami artar. Normogliseminin saglanmasi ile birlikte
nefropati daha ileri klinik evrelere gegmeden geriler. Bu evre 2 yil siirer.

Evre 2 (Sessiz evre): Diyabetin ikinci ti¢lincii yilinda baslar. Kan glukozunun
vasat seyri ile 10-15 yila kadar devam edebilir. Klinik belirti olmadan renal
lezyonlar olusur. Ama morfolojik degisiklikler yillar boyu sessiz bir sekilde gelisir.
Glomerular filtrasyon hizi hala yiiksektir ve hiperfiltrasyon devam eder. Kan basinci
ve idrar albiimin atilimi normaldir. Buna karsin glomerular bazal membranda non-
spesifik bir kalinlasma ve mezangiumda siirli bir genisleme mevcuttur. Kapiller
filtrasyon ylizey alan1 azalir ve glomertiloskleroz baslar.

Evre 3 (Baslangi¢c halinde nefropati donemi-mikroalbiiminiirik evre):
Devamli mikroalbiiminiiri diyabetin baslangicindan itibaren 6—15 yil sonra baslar.
Uriner albiimin atilimi1 mikroalbiimiirik diizeyde, yani 30-300 mg/giin veya 20-200
ng/dk arasindadir. Mikroalbiiminiiri kan basincinda hafif ama fark edilebilir bir



yiikselme ile birliktedir. Bu evrede, glomerulda bazal membran kalinligi ve
fraksiyonel mezangiyal voliim daha da artar, sonucta filtrasyon yilizeyinde azalma
yaratir. Glomerular filtrasyon hizi bu evrede azalmaya baglar. Asikar nefropatinin
habercisidir. Bu evre 10-20 y1l kadar siirebilir.

Evre 4 (Klinik (Asikar) diabetik nefropati donemi): Klasik olarak kalici
proteiniiri (>300 mg/giin) ile karakterizedir. Beraberinde siklikla hipertansiyon da
vardir ve eger hipertansiyon tedavi edilmez ise renal fonksiyon kaybi hizlanir. GFR
azalir. GFR’nin diisme hizi, yilda 10 ml/dk’dir. Histolojik degisiklikler belirgindir.
Bobrekte morfolojik olarak yaygin glomeriiloskleroz vardir.

Evre 5 (Son donem bobrek yetersizligi-Uremik evre): Uremi gelismesi ile
birlikte, s1v1 retansiyonu, 6dem gibi diger komplikasyonlarda goriilmeye baslar. GFR
diismeye devam eder. Agir hipertansiyon, hipoalbumineni, iire ve kreatinin
yiiksekligi vardir. Kan basincimi kontrol etmek giiclesir. Renal replasman tedavisi
gereklidir.

2.2.2. Diyabetik Nefropati Patogenezindeki Mekanizmalar

Bir¢ok hiicresel yolak glukoz seviyesinin artis1 araciligiyla aktive olur.
Diyabetik nefropatinin gelisimiyle ilgili olduguna inanilan bu yolaklar Sekil 2.1°de
Ozetlenmistir. Bu yolaklardan baslicalar1 sunlardir:

ROS
Proteiniiri + Pseudohipoksi
Nefropati €= po GLUKOZ ) NO ¥ Diagilgliserol
KOS Ruseptislerl e © g ' Poliol yoladl  ~""" Protein kinaz C
Sitokinler "+ 3
"I Aldoz rediiktaz . Azalmig renal PO,|
——— Glioksal m » Sorbitol
entoz Sfdi
z fos; v
Santt NADPH  NADP'
N
©
6 — fosfo - glukonat ‘% ADP 3 § o'
NADP* o naz 5o
1 g e
o © T NADH .. +
oksidatif VC Mopy Glukoz — 6 - fosfat 2= “h ROS
\ NADPH Npp- l £
Ribiiloz — 6 - fosfat — Hekzokinaz
Fruktoz — 6 - fosfat «——— Fruktoz
y
Non-oksidatif ! / \ ’8@ %
s,
\ R +
Glikolitik Heksozamin ’%)"),;’ P ROS
Gliseraldehit — 6- fosfat yolak yolagi /,',01406
A
S, ‘O
/ / \ RS
%
Metilglioksal Lo .
i Piriivat Glikolipidler Insiilin rezistansi
i et Proteoglikanlar » Leptin
7 Proteiniii TS e » TGF-1
wmimanyp Nefropati Glikoproteinler Pl inojen aktivator inhibitor-1
AGE ... » ROS Reseptorleri
Sitokinler

Sekil 2.1 Diyabetik nefropati gelisimine katki sagladigi diisiiniilen hiicre i¢i biyokimyasal
yolaklardaki hiperglisemi indiiklii degisimler (ROS- Reaktif oksijen tiirleri; AGE-ileri
glikasyon iiriinleri; NO-Nitrik oksit; ATP-Adenozin trifosfat; ADP-Adenozin difosfat;
NADPH-Rediikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat; NADP-okside nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat; NADH-rediikte nikotinamid adenin diniikleotid; NAD-okside
nikotinamid adenin diniikleotid) [39].
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2.2.2.1. Poliol Yolag:

Hiicre i¢i glukoz konsantrasyonunun artmasi, in vivo ortamda ayricalikli
olarak insiilinden-bagimsiz glukoz alimin oldugu dokularda poliol yolagina dogru
akist arttirdigi gosterilmistir. Normal kosullarda, nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH)-bagimli enzim aldoz rediiktaz (AR) toksik aldehitleri alkol
gruplarindan indirgeyerek inaktive eder. Ancak, yiiksek glukoz konsantrasyonunun
oldugu durumlarda AR, NADPH kullanarak glukozu sorbitole indirger. Sorbitol,
sorbitol dehidrogenaz araciligiyla NAD ’nin NADH’a indirgenmesi ile daha ileri
basamaklarda fruktoza okside olur [39—41].

Aldoz rediiktaz Sorbitol dehidrogenaz
Glukoz »  Sorbitol » Fruktoz
R R
NADPH NADP NAD NADH

Bu yolagin aktiflesmesi hem klinik hem de deneysel ¢aligmalarda agikar
diyabet siirecinde gosterilmistir. Normal sartlar altinda, AR enziminin glukoza
oldukea diisiik affinitesi (Km=70 mmol/l) vardir [42]. Ancak, hiicre i¢i glukoz
konsantrasyonunun artis1 ile poliol yolagina akis artmaktadir. Poliol yolaginin
diyabet-indiiklii aktiflenmesi renal medullay: da igeren bircok dokuda gosterilmistir.
Poliol yolagina dogru aktivitenin artist ana olarak NADH/NAD' oranmin
artmasindan dolay1 hiicresel redoks durumunu degistirir. Bu baglica laktat
konsantrasyonunun artmasindan dolayi, laktat/piriivat oranini arttirir. Uzun donemli
diyabetde, hem renal kortekste hem de medulla da laktat/piriivat oraninin arttig
gosterilmistir.  Ama poliol yolagimmin inhibisyonu, sadece medullar bdlgede
laktat/piriivat oraninin artigin1 dnlemistir. Bu bulgular AR’1in medullar bdlgede daha
fazla bulunmasiyla tutarlidir. Sunu O6nemle belirtmek gereklidir ki; laktat
olusumunun artig1 hipoksi ile sonug¢lanmaz. Ciinkii piirin baz metabolitlerinin doku
seviyeleri (adenozin, inozin ve hipoksantin) hiperglisemi bagladiktan sonra
yiikselmez. Tam mitokondriyal solunum igin oksijen destegi gerekli olmasina
ragmen, siirekli hiperglisemi durumunda laktat/piriivat oraninda artisin meydana
geldigi bilinmektedir. Mevcut oksijenin hipoksik baglangicin iizerinde olmasina
ragmen, NADH/NAD" oraninin artis1 hipoksi siireci ile benzer olarak hiicresel
anormallikler ile sonu¢lanmaktadir. Bu durum ortak bir sekilde “pseudohipoksia”
olarak adlandirilir ve hiicre i¢i redoks durumunun degisimi ile sonuglanir. Diyabetik
hayvanlarin renal medullasinda artmis laktat olusumunun bulunmasi, bu bolgede
onemli derecede diisiik hiicre dist pH olmasi ile sonuglanmaktadir. NADPH
antioksidanlarin rejenerasyonunda goérev alir ve NADPH seviyesinin diigmesi
dokular1 oksidatif hasara daha hassas hale getirir. Yiikselmis poliol yolag1 aktivitesi
aracilifiyla indiiklenen hiicresel degisiklikler pentoz fosfat yolagi, diacil gliserol
(DAG) ve protein kinaz C (PKC) aktivasyonlarini da i¢ermektedir [39].

2.2.2.2. Heksozamin Yolagi

Heksozamin yolagi hiicre i¢i glukozun asirt ylikselmesiyle uyarilir. Hiicreye
giren tim glukozun biiylik kism1 glikoliz araciligi ile metabolize olur. Ancak, hiicre
i¢i glukozun kiigiik bir kism1 Heksozamin yolagina girer. Fruktoz-6-fosfat, N-asetil-
glukozamine metabolize olur ve daha sonra glikolipidlere, proteogikanlara ve
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glikoproteinlere metabolize olur. Heksozamin biyosentezinde hiz sinirlayici enzim
glutamin-fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT) dir [42].

GFAT
Fruktoz-6-fosfat > Glikozamin-6-fosfat ——p  UDP-GIcNAc

Y

Gln Glu

Mezangiyal hiicrelerde GFAT konsantrasyonunun artmasi sitokin {iretimini
artirir ve bu enzimi kodlayan genlerdeki varyasyonlar DN yatkinligina katkida
bulunur. Caligmalar; heksozamin yolaginin, insiilin rezistans1 ve diyabetik
komplikasyonlarin gelisimini ilerleten, biiylime faktorleri ve leptin ekspresyonunun
artmastyla iligkili oldugunu sdylemektedir. Proteoglikanlarin ve glikoproteinlerin
olusumu, doniistiiriicii biiylime faktér (TGF)-a, TGF-f1 ve buna ek olarak
plazminojen aktivator inhibitor-1’in artist ile sonuglanir. Hiicre kiiltiirlerinde, yiliksek
glukoz konsantrasyonlar1 TGF-B1’in uyarilmasina sebep olur ve TGF-B1’in pro-
sklerotik ajan ve bunun yaninda diyabetik komplikasyonlarin gelisimine sebep olan
bir faktér oldugu bilinmektedir. Tiibular hiicre kiiltiirlerine hem glukoz hem de
glukozamin eklenmesi TGF-B1’in siire ve doz bagimli wuyarilmast ile
sonu¢lanmaktadir. Karsilagtirma yapildiginda, heksozamin yolagi plazma glukoz
diizeyinin sensdrii olarak rol oynayan diizenleyici bir fonksiyona sahiptir [39].

2.2.2.3. Protein Kinaz C’nin Aktivasyonu

Yiiksek hiicre i¢i glukoz seviyeleri PKC’yi aktive eden DAG de novo
sentezini artirmaktadir.

NARH ?ADJr
? Gliseraldehit-3-fosfat > T DHAP ?a—Gliserol-P > ? DAG > ? PKC

Protein kinaz C hiicresel bazi proteinleri fosforile edebilmektedir. Protein
kinaz C aktivitesinin artigi, mezangiyal hiicrelerde, TGF- aracili tip IV kollojen ve
fibronektin gibi ekstraseliilar matriks proteinlerinin sentezini saglayan genlerini
ekspresyonuna aracilik eder. Ayrica PKC aktivasyonu, hiicre ici sinyal iletiminde
proliferasyonunda ve hipertrofide Onemli bir rolii olan, mitojen—aktive protein
kinazlar (MAPK) ile baglantilidir. Baz1 hayvan ¢alismalarinda PKC inhibisyonunun,
renal hiperfiltrasyonu tersine ¢evirdigi ve glomerular alblimin permabilitesini artirdigi
gorlilmiistiir. Protein kinaz C inhibitorleri ile yapilan tedavilerde diyabetik (db/db)
farelerde {iriner albiimin atillm oraninin azaldigt ve TGF-f’nin glomerular
ekspresyonunun azalmasi aracilifiyla mezangiyal genislemenin  Onlendigi
gozlemlenmistir [40].

2.2.2.4. Pentoz Fosfat Santi

Pentoz fosfat santi, hiicresel sorbitol sentezini, sorbitol konsantrasyonunu ve
hiicre i¢i glutatyonu kontrol edici bir mekanizma olarak calisan, NADPH-
rejenerasyon sistemidir. Hiicre i¢inde bulunan NADPH, oksidatif strese karsi
koruyucu temel bir indirgendir. NADPH iiretimi ana olarak glukoz—6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) aktivitesine bagimhidir. Hekzokinazlarin mitokondriye
baglanmasi hem adenozin difosfat (ADP) hem de glukoz—6-fosfat (G6P) olusumunda
artis ile sonuglanir. ADP mitokondriye girer ve mitokondriyal oksidatif
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fosforilasyonu aktive eder. Glukoz 6 fosfat enerji metabolizmasi i¢in énemli bir ara
bilesiktir; glikoliz, glikojen sentezi ve pentoz fosfat santi arasinda anahtar
pozisyonda durur. Plazma glukozu arttifinda, glikolizi mitokondriyal metabolizmaya
baglayan mitokondriyal oksidatif fosforilasyon hizlanir. Pentoz fosfat sant1 enzimleri
G6PD aktivitesinin  hizinin sinirli  oldugu oksidatif boliimiin  baslangicindaki
hiicrelerin icinde antioksidan fonksiyonu saglar. Bunun i¢in, G6PD aktivitesindeki
azalma NADPH diizeylerinde azalma ile sonuglanir bu suretle de hiicreler oksidan
hasara hassaslasir. Bazi sartlar pentoz fosfat santindaki G6PD ve diger enzimlerin
aktivitelerini degistirebilir.

2.2.2.5. Glukozun Non-Enzimatik Glikasyonu ve AGE Olusumu

Glukoz, karbonil gruplarinin kimyasal reaktivitesi ile enzim etkisi olmaksizin
proteinler ile reaksiyona girebilir. Non-enzimatik glikozilasyon veya glikasyon
olarak bilinen bu reaksiyon glukoz seviyesinin artisiyla birlikte 6zellikle kollojen
gibi uzun Oomiirlii proteinlerle ile glukozun birlesmesinin artisina sebep olur. Protein
glikasyonun ileri basmaklari, AGE olusumu ile sonuglanir [32].

Ileri glikasyon son iiriinleri reaktif dikarbonilleri olusturan, glikozun glioksala
otooksidasyonu, Amadori iiriinlerinin (glukoz-tiirevli 1-amino—1-deoksifruktoz lizin
bilesimi) 3-deoksiglukozona bozunmasi ve gliseraldehit—3-fosfatin metilglioksala
dontistimii ile olusurlar. Bu dikarbonillerin hepsi (glioksal, metilglioksal ve 3-
deoksiglukozon) AGE olusturmak igin, ¢esitli proteinlerin amino gruplar ile
reaksiyona girerler. Hiicre icinde AGE’ler olustugu zaman; gen ekspresyonunda,
protein fonksiyonlarinda, hatta ekstraseliilar matriks ve kanda patolojik degisimlere
sebep olurlar. Ileri glikasyon son iiriinleri diyabetik dokularda toplanirlar; ¢iinkii,
seker konsantrasyonu ve siirenin fonksiyonu ekstraseliilar matriks fonksiyonlarinda
kalic1 anormalliklere sebep olur; ROS spesifik reseptorlerin ve sitokinlerin tiretimini
sitiimiile eder, ve hatta proteinleri modifiye erdeler. Artmig AGE olusumunun birgok
olumsuz sonucu vardir. Ciinkii proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlari, hem
diyabetik hastalarda hem de diyabetik hayvanlarda mitokondri-uyarimli oksidatif
strese sebep olabilir [39].

2.2.3. Diyabetik Nefropati Tedavisi

Diyabetik nefropatinin gelisim stireciyle ilgili yapilan ¢alismalarda bazi
terapotik stratejilerin hastalig1 yavaglatabilecegi goriilmiistiir. Bu terapi stratejileri
arasinda glisemik kontrol, hipertansiyon kontrolii ve renin-anjiyotensin sistem
inhibisyonu gibi yontemler bulunmaktadir [43].

The Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ve United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS) c¢alismalarinda diyabetik insanlarda
mikroalbuminiiri ve asikar nefropati gelisme riskinin, yogun diyabet terapileri ile
onemli derecede azaldigini gostermislerdir [31, 44].

Nefropati gelisimini durdurmada izlenen ilk yol kan sekerini diizenlemektir.
Aclik kan sekeri seviyesini 126 mg/dl’den asagi, tokluk kan sekeri seviyesini 160
mg/dl’den asag1 ve HbAC’yi % 7 gr/dl altina diisiirme yolu izlenmektedir. Yapilan
baz1 ¢aligmalarda kan sekerinin diizenlenmesi ile mikrovaskiiler komplikasyonlarin
geciktirilebileceg§i ve oranlariin azaltilabilece§i gosterilmistir. Yogun insiilin
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tedavisi ile konvansiyonel tedaviyi karsilastiran c¢alismalarin meta-analizinde,
HbAC’de ortalama % 1,4’liikk azalma ile nefropati ilerleme riskinin % 34 oraninda
azaldig1 gosterilmistir. Japonlarda tip 2 diyabetde yogun ve konvansiyonel insiilin
tedavilerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, yogun insiilin tedavisi ile nefropati,
retinopati ve noropatide azalma oldugu bildirilmistir. Yogun insiilin tedavisine,
haftada bir intravendz insiilin eklenmesiyle kan basinci, glisemi kontrolii ve
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorii kullanimindan bagimsiz olarak DN
ilerlemesinin azaldigi bildirilmistir [29].

Son zamanlara kadar, diyabetli insanlar, yillarca siilfoniliire, insiilin ve
metmorfin gibi kisitli sayida ajanlarla tedavi edilmislerdir. Tip 1 ve tip 2 diyabetde
medikal yaklasim son 5-10 yilda oral ilaglarin yeni smiflarinin varligi, enjekte
edilebilen ilaglar ve rekombinant insan insiilinleri ile dramatik olarak degismistir.
Hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin tedavisindeki baglica se¢im kan glukozuna ve
HbA,C’ye dayanmaktadir. Fiziksel aktivitenin artmasi, beslenme seklinin
diizeltilmesi, uygun viicut kilolarina inilmesi gibi yasam tarzindaki degisiklikler;
insiilin duyarliligi, glisemik kontrol, kan basinci ve kolesterol seviyelerindeki
iyilesmeler baslica hedefler olmaktadir [28].

Tip 1 DM tedavisindeki temel hedef, semptomlar1 hafifletmek, kan sekerini
iyi bir sekilde ayarlamak, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
gelismesini engellemektir. Insiilinin yoklugu s6z konusu oldugundan, insiilin tedavisi
gerekmektedir. Ayrica beslenme ayarlanmasi yapilmali ve egzersiz 6zendirilmelidir.
Hipoglisemi olusturmadan, kan sekerini normal diizeylere yakin tutmak,
komplikasyonlarin gelismemesi agisindan Onemlidir. Tip 2 diyabet tedavisinde
komplikasyonlar1 engellemek agisindan temel hedef, bozulan metabolik
anormallikleri diizeltmeye yonelik olmalidir. Iyi bir glisemik kontrol ile retinopati,
nefropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlar azalmaktadir. Bu olgularda mutlaka
risk faktorii olan hipertansiyon ve dislipideminin tedavisi de gerekmektedir. Bu
nedenle bu olgularda, tek basina kan sekerinin diizenlenmesi yeterli olmamaktadir.
Tip 2 diyabet hastalarinin 6nemli bir boliimii obes oldugu i¢in, tedavinin basinda,
diyet ve egzersiz gibi, yasam stili degisikliklerinin yapilmasi gerekmektedir [27].

Cogu olguda kombine tedavi gerekmektedir. Glukoz diizeyini diizenlenmesi
icin su ilaglar kullanilmaktadir: 1) Insiilin salgilaticilart olarak, siilfoniliireler
(Glipizid, Gliklazid, Gliburid, Glimeperid) ve glinidler (repaglinid, nateglinid)
pankreastan insiilin salgilanmasini saglarlar. 2) Biguanidlerden metformin, kilo kaybi1
yaninda hepatik glukoz ¢ikisini engeller ve periferik glukoz alimint artirir ve instilin
direncini azaltir, obeslerde tercih edilen bir ilagtir. 3) a-glukozidaz inhibit6rlerinden
akarboz ve miglitol barsaktan, glukoz emilimini azaltir. 4) Tiyazolidinedionlar
(rosiglitazon ve pioglitazon) kullanilabilmektedir [45].

Stilfaniliireler, hipoglisemik etkileri bazal plazma glukoz seviyesi ile direk
iligkili olan, hiicresel seviyede adenozin trifosfat (ATP)-bagimli potasyum kanallarin
kapatarak gosterirler. Fizyolojik kosullarda kapali olan bu kanallar iskemik
kosullarda acilarak, hiicreyi iskeminin etkilerinden koruyan hiperpolarizasyona
neden olurlar. Sulfaniliireler bu kanallarin agilmasini onleyerek hiicreyi koruyan

14



hiperpolarizasyonun olugmasini engellerler. Glinidler, sulfaniliireler gibi ATP-
bagmli potasyum kanallarin1 kapatarak etki ederler fakat etki mekanizmalar1 daha
kompleksdir. Hem acglik glukoz diizeyini hem de HbAC’yi azaltir fakat lipid profili
tizerine Onemli bir etki gostermezler. Biguanidler bu sinifin en sik kullanilan tiyesi
olan metformin glukoneogenezi inhibe eder, gastrointestinal sistemden glukoz
emilimini azaltir ve baslica iskelet kaslarinda olmak tizere insiilin varliginda dokular
tarafindan periferik glukoz alimini artirir. Tiyazolidinedionlar kimyasal yap1 ve etki
mekanizmalar1 diger gruplardan farklidir. Metformin gibi insiiline duyarlilig
artirirlar. Ozellikle yag, kas ve karaciger hiicrelerinde insiiline duyarlilig1 artirirlar. o-
glukozidaz inhibitorlerinin temel etki mekanizmalari, maltaz, isomaltaz, siikraz ve
glukoamilaz gibi baz1 a-glukozidaz grubu enzimlerin kompetitif inhibisyonudur. Bu
enzimler ince bagirsakta bulunan membrana bagli enzimlerdir ve oligosakkaridler ve
disakkaridleri glukoza hidrolize ederler. Karbonhidratlarin sindirimini geciktirerek
bunlarin emilimini daha distal ince bagirsak ve kolona kaydirirlar. Boylece glukozun
gastrointestinal sistemden emilimini geciktirirler [45, 46].

Tip 1 diyabetli hastalarda hipertansiyon genellikle DN’nin altinda yatan
sebeplerdendir ve tipik olarak mikroalbuminiiri bagladig1 zaman ortaya ¢ikar. Tip 2
diyabetlilerde hipertansiyon hastalarin 1/3’linde diyabet tanis1 kondugunda mevcuttur
[29, 34]. Diyabetli hastalarda hipertansiyon genellikle genislemis plazma hacmi,
artmis periferal vaskiiler rezistans ve diisiik renin aktivitesi ile iligkilidir. Hem
sistolik hem diastolik hipertansiyon (>130/80 mmHg) DN siirecini belirgin sekilde
hizlandirir. Agresif antihipertansif uygulamalar GFR’deki diisiis oranim1 fazlasiyla
azaltabilirler. Uygun antihipertansif miidahale tip 1 diyabetli hastalarda ortalama
yasam siiresini 0nemli derecede arttirabilmektedir ve asikar nefropati gelistikten 16
y1l sonra mortaliteyi % 90°dan % 45’e azaltirken, diyaliz ve transplantasyon oranini
da % 73’den % 31’e diisiiriir. Baz1 ¢aligmalarda tip 1 diyabetli hipertansif hastalarda
ACE inhibitérleri albumintiri seviyelerini diisiirebilir ve renal hastalik gelisim oranini
kan basincimi diigliricii diger antihipertansif ajanlardan daha yiiksek derecede
azaltmaktadir. ACE inhibitorlerinin yan1 sira kan basincini diizenlemek amaciyla
anjiyotensin reseptor blokorleri de kullanilmaktir [31].

Tuz kullaniminin kisitlanmast ve diyet sirasinda alinacak proteinin 0,6
gr/kg/giin seklinde sinirlanmasi ile GFR’nin diisme hizinda azalma saglanmistir [31].
Tip 1 diyabet grubunda daha sik goriilen SDBY’de, diyaliz ve transplantasyon
onerilmektedir. Transplantasyon programina alinan her ii¢ hastanin birinde, DN
sonucu gelisen son donem bobrek hastaliklar1  belirlenmektedir. Renal
transplantasyon 60 yasindan geng kisilerde tercih edilir [29]. Diger tedavi yontemleri
arasinda sodyum ve fosfor kisitlanmasi, fosfor baglayici ajanlar, radyokontrast
maddelerden kacinmak veya Oncesinde hastayr iyi hidrate etmek sayilabilir.
SDBY’de ise hemodiyaliz, siirekli ayaktan periton diyalizi, bobrek ve pankreas
transplantasyonu yapilabilir [29, 34].

2.3. Flavonoidler ve Myricetin

2.3.1. Flavonoidlerin Yapisi1 ve Simiflandirilmasi

Flavonoidler diisiik molekiil agirlikli genis bir smiftir, flavan c¢ekirdegi ile
karakterizedir. Bitkilerin yapraklarinda, tohumunda, koklerinde ve ¢igeklerinde genis
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capta yayilmis olan 4000’1 askin flavonoid tanimlanmistir [47, 48]. Bitkilerde, bu
icerikler ultraviole radyasyon, patojenler ve herbivorlara kars1 korunmada is goriirler.
Ciceklerdeki antosiyanin kopigmentleri tozlasmada bocekleri cezbeder ve insan
diyetinde flavonoidlerin ana kaynagi olan meyvelerin ve sebzelerin mavi ve kirmizi
renginden sorumludur [49].

Sekil 2.2 Flavonoidlerin gekirdek yapilar

Flavonoidlerin beslenme siirecinde, biyolojik aktiviteleri ve metabolitleri,
kimyasal yapilarina ve molekiil lizerindeki ¢esitli kisimlarin dizilisine baghdir.
Flavonoid ¢ekirdeklerinin basit yapilarinda ¢esitli alt gruplar ile sonuglanan, A, B ve
C halkalarindaki degisim sekilleri goz 6niinde bulundurulur (Sekil 2.2) [50].

Flavonoidler, fenolik ve piran halkalar1 iceren ve bunlarin yer degistirmesine
bagl olarak siniflandirilan benzo-y-piron tiirevleridir [48]. Diyetsel flavonoidler
hidroksi, metoksi ve glikozidik yan gruplarinin diizenlerine gore birbirlerinden
farklidirlar ve A ve B halkalar1 konjugedir. Metabolizma siiresince hidroksil gruplar
eklenir, metillenir, siilfatlanir ya da glukuronidatlanir. Yiyeceklerde, flavonoidler
esasen 3-O-glikozitler ve polimerler olarak bulunur. Flavonoidler C halkalarindaki
oksidasyon seviyelerine gore siniflara ayrilirlar [49, 50]

16



Sinifi Genel Yapl Flavonoid Yan Gruplarl Diyetsel Kaynagi
v
Flavanol - i (f)-kategin 3,5.7.3' 4-0H Cay (camellia sinensis)
(-)-epikategin 3,573 4-0H Cay
oH Epigallokatesin gallat 3.5.7.3' 4 .5-0H.3- gallat Cay
Flavon Krisin 5.7-0H Meyve kabugu
Apigenin 3,7.4-0H Maydanoz, kereviz
Rutin 5.7.3"4-0H. 3- rutinoz Kirmizi garap, esmer bugday
Luteol%n o 57,3 4-0H Turunggiller, domates kabugu
Luteolin glikozit 5,7.3-0H, 4" glukoz Kirmizi biber
SAOH, 4.7 glukor
Flavonol Kamferol 3.5.7.4-0H Pirasa, brokoli, hindiba
greyfurt, siyah ¢ay
Kuersetin 35,73 4-0H Sogan, marul, brokoli
OH domates, ¢ay, kirmizi $arap
dut, zeytin yag|, elma kabugu
Myricetin 3.5.73'4.50H Yabani mersin meyvesi,
Tamariksetin 3,5,7.3-0H 4 .OMe kirmizi garap
Flavanon Naringin 5.4'“0H,7 ramnoglukoz Turunggiller, greyfurt
. . 5.7.4% Turunggil meyvesi
ihi Naringenin 5,7.4-0H i i
(dihidroftaron @;'_O Taksifolin 3,5,7.3,4-0H Turunggil meyvesi
Eriodiktiol 5,7.3'4-0H Limon
Hesperidin 3.5,30H4-OMe, 7 mtinoz  Portakal
izoflavon Genistin SA4-0H, 7- glukoz Soya
Genistein 5,7.4-0H Soya
Daidzein 4-OH, T glukoz Soya
Daidzin T4-0H Soya
Antosiyanidin Apigenidin 5.7.4-0H Renkli meyveler
: < ]] Siyanidin 3.5,7.4-0H,3,5-OMe Kiraz, ahududu, gilek
Sekil 2.3 Diyetle alinan flavonoidlerin siniflandirilmasi, yapisi ve kaynaklari [49]
Bunlar (Sekil 2.3):
* Antosiyanidinler
*Flavanoller (Katesinler)
*Flavonlar
*Flavonoller
*Flavanonlar
*Izoflavonlar

Flavonoidlerin yapisi A, B ve C olarak adlandirilan 3 fenolik halka iceren
flavonoid c¢ekirdeginden olusur. Benzen halkasi olan A, 6 iiyeli C halkasi ile
kondanse olmustur. C halkasi da yan grup olarak 2-pozisyonunda fenil benzen
halkas1 olan B halkasini tasir. C halkas1 flavanoller (katesin) ve antosiyaninlerdeki
gibi bir heterosiklik piran olabilir; flavonoller, flavonlar ve flavanonlarda oldugu gibi
bir piron olabilir. 4-okso-flavonoid olarak adlandirilanlar genellikle flavonoid olarak
tanimlanirlar. Bunlar C halkasindaki 4. karbonda karbonil grubu tagiyan flavanoller
(katesinler), flavanonlar, flavonoller ve flavonlardir. Flavonoidlerin kimyasal dogasi
yapisal  siniflara,  hidroksilasyon  derecelerine, diger yan  gruplarina,
konjugasyonlarina ve polimerizasyon derecelerine baglidir [50].

Flavonoidlerin yapilari, major gruplar ve yan gruplar (glikozillenme,

hidrojenasyon, hidroksilasyon, malonilasyon, metilasyon ve siilfatasyon) arasinda
farkliliklar gosterir. Konjugasyon, glikozilasyon ve metilasyon sekilleri oldukca
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komplekstir, molekiiliin biyolojik 6zelligini ve hidrofilikligini belirler ve belirgin
sekilde flavonoidin molekiiler agirligint artirir. Seker birimlerine baglanmamis
flavonoid molekiilii “aglikon” olarak, seker birimleri baglanmis flavonoid molekiilii
de “flavonoid glikozitleri” olarak adlandirilir. Katesinler digindaki flavonoidler
bitkilerde aglikon olarak bulunmaz, bitkilerde en yaygin formlar glikozit tiirevleridir.
Glikozilasyon flavonoid molekiiliiniin polarizasyonunu artirir; bu 6zellik bitki
hiicrelerindeki vakuollerde depolanmalar1 i¢in gereklidir. Flavonoller ve flavonlar
gidalarda genellikle o-glikozit olarak bulunur. Ana flavonoid smiflarinin arasinda
flavonoller meyvelerde, kuersetin ise sebzelerde baskin olarak bulunur. Glikozidler
olustugunda, flavonol molekiilii iizerindeki tercih edilen glikozilasyon bdlgeleri C—3
pozisyonu ve daha az siklikla C-7 pozisyonudur. D-glukoz en alisilmis seker
rezidiisiidiir; ama arabinoz, galaktoz, glukoramnoz, lignin, L-ramnoz, ve ksiloz gibi
diger karbonhirat yan gruplari da bulunur. Ornegin; kuersetin 3-O-glikozit bagiyla
ramnoz ile baglanirsa kuersitrin ve ya glukoramnoz ile baglanirsa rutin olugmaktadir.
Yaprakli sebzelerde ve meyvelerde, flavonoller yalnizca glikozit halinde bulunurlar.
Flavonol glikozidleri agirlikli olarak yapraklarda, cigeklerde ve kabuk gibi distaki
kisimlarda bulunurlar ve 6z kismina gidildik¢e konsantrasyonlar1 azalir. Flavonoller
sadece eser miktarlarda toprak alt1 bitki kisimlarinda bulunmaktadir [50].

2.3.2. Flavonoidlerin Yan Gruplari ve Antioksidan Aktivitesi

Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksid (Oe¢), lipid alkoksil
(RO°) ve peroksil (ROO-"), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir
selasyonu, p-tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarina ek olarak; vazodilatator,
immiinstimiilan, antiallerjik, 0Ostrojenik, antiviral (HSV, HIV, influenza ve
rhinoviriislere karsi) etkileri de s6z konusudur. Fosfolipaz-A2, siklooksijenaz,
lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile antiinflamatuar 6zellik gosterirler. Ayrica,
XO, GR, NADH-oksidaz, protein kinaz gibi bazi enzimleri inhibe ettiklerine dair
veriler de mevcuttur [10].

Yan gruplarin uzaydaki dilizenlenmeleri, antioksidan aktivitenin
belirlenmesinde yalnizca flavan iskeletinden daha belirleyici olabilir. Cogu fenolik
antioksidanlar tutarli bir sekilde hem konfigiirasyon hem de hidroksil gruplarinin
toplam sayisina gore bazi antioksidan aktivite mekanizmalarinda etkilidirler. Serbest
radikal temizleme kapasitesi asagida gosterilen reaksiyona katilan hidroksil
gruplarinin yiiksek reaktivitesine baglidir [49]:

F-OH + Re = F-O+ + RH

B-halkas1 hidroksil konfiglirasyonu ROS ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS)
temizlemede en Onemli belirleyicidir. B-halkasindaki hidroksil gruplar1 hidroksil,
peroksil ve peroksinitrit radikallerine hidrojen ve elektron vererek stabilize ederler ve
oldukca stabil flavonoid radikali olusmasina sebep olurlar. Yapisal homolog flavon
ve flavononlar arasinda peroksil ve hidroksil temizleme dogrusal ve egrisel olarak
sirastyla  hiroksil gruplarimin toplam sayisina goére artar. B halkasindaki
hidroksilasyon, antioksidan aktiviteye katkida bulunur. Tim flavonoidler, 3’-
4°dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir. Robinetin ve
myricetin 5’ pozisyonda ek hidroksil grubuna sahiptirler. Bu antioksidan aktivitenin
giiclenmesine sebep olur [10].
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3’4’-katekol yapist B-halkasinda giiglii bir sekilde lipid peroksidasyonu
inhibisyonunu artirir.  Peroksinitrit, —siliperoksit ve peroksil radikallerinin
temizlenmesinde, bu diizenlenme en dikkat cekici 6zelliktir. Ornegin; luteolinin
peroksil radikali temizleme yetenegi kamferolden biiyikk Sl¢iide daha fazladir;
herikisinde de 6zdes hidroksil konfigiirasyonu vardir, ama kamferolde B-halkasinda
katekol yapisi bulunmaz (Sekil 2.3). Katesin araciligiyla peroksinitrit temizleme,
temel olarak B-halkasindaki katekole baglhidir. Flavonoidlerin oksidasyonu katekol
varliginda B-halkasinda meydana gelir, elektronlarin kolaylikla yerdegistirmesi
araciligiyla oldukga stabil orto-semikinon radikali olusur [ 14].

Polihidroksillenmis  ve  polimetoksillenmis  flavonoidler  arasindaki
antioksidan aktivite farklarinin ¢ogu, benzer bir sekilde hem hidrofobiklik hemde
molekiiler diizlemsellikteki farkliliklardan ileri gelmektedir. Antioksidan aktivitenin
O-metilasyon ile baskilanmasi diizlemselligi bozan stearik etkileri diisiindiirebilir.
Hidroksil yan guplarinin metoksiye orani, flavoidlerin temizleyici yeteneklerini
gerekli miktarda gostermemesine ragmen, 6zellikle B-halkasinda metoksi gruplarinin
pozisyonu hasastir. 6’-OH/4"-OMe konfigiirasyonundan 6’-OMe/4’-OH’a doniisiim
tamamiyla esdiizlemliligin indiiklenmesi vasitasiyla DPPH’in temizlenmesini
ortadan kaldirir. DPPH dogal olarak bulunan bir radikal degildir ve biyolojik
sistemlerde oksidatif hasarin birincil cevabi olan reaktif siiperoksit ve hidrosil
tiirevleri ile karsilastirildiginda goreceli olarak stabildir [10, 49].

3’4’-katekol yapisinin 4’-O-metilasyon araciligiyla sterik engellenmesi
antioksidan giic ile ©nemli derecede uyusmaktadir. Ornegin; kuersetinin
tamariksetine 4’-O-metilasyonu ferr6z siilfat indiiklii lipid peroksidasyonu oranini
%98’den %2,6’ya azaltmaktadir. Kamferol 3'4’-dimetil eter, kamferoliin peroksil
temizleme yeteneginin yaklasik olarak yarisini gostermektedir. Hatta coklu A-halkas1
metoksi gruplar1 B-halkasi katekoliin pozitif etkilerini tersine ¢evirmektedir, ¢iinkii
oksidasyon {iiriinii malondialdehitin (MDA) inhibisyonu, A-halkasinda ortodimetoksi
ya da trimetoksi yapilar1 bulunan flavonlar tarafindan artirilamaz. Bu bilgiler
insanlarda saptanan kuersetinin 3’-metoksi metaboliti olan izohamnetinin esas
bilesikten daha diistik antioksidan etkisinin oldugunu gostermektedir [49].

Flavonoidler, glikozidler gibi canli hiicrelerde ortaya cikarlar, sicak asit ve
enzimlerle sirasiyla aglikon ve sekere parcalanabilirler. Fenolik antioksidanlar, lipid
radikallere, hizla H' vererek lipid oksidasyonu ile reaksiyona girer. Gorevi lipid
ROO" ve RO’ radikalini par¢alamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktir.

ROO" + AH — ROOH + A’
RO+ AH -»ROH + A’
ROO’+ A" — ROOA
RO"+ A" — ROA

Sonugta olusan fenoksi radikali yeni bir serbest radikal olusumunu
baslatmamal1 veya zincir reaksiyonu ile hizli bir oksidasyona maruz kalmamalidir.
Bu yonden fenolik antioksidanlar miikkemmel H' ve elektron donérleridir. Olusan
fenoksi radikali aromatik halka etrafinda ciftlenmemis elektronlarin lokalizasyon
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degisiklikleri ile dengelenir. Bir fenoliin orto veya para pozisyonlarindaki iki OH
grubu onun antioksidan aktivitesini arttirir. 1-2 dihidroksibenzen tiirevlerinin
etkinligi fenoksi radikalinin molekiil i¢i hidrojen bag stabilizasyonu ile arttirilir [10].

Genel flavonoid yapisal smiflarinin arasindaki ayirt edici 6zellik 4-okso ile
birlesimde doymamig 2—3 baginin varlig1 ya da yoklugudur. 3°4’-katekol, 3-OH ve
kuersetinin tiim hidroksilasyon sekillerinden baska, baz1 c¢alismalar 2-3
doymamishginin ve 4- karboksil gruplarinin 6nemini belirlemislerdir. 2-3 ¢ift bag, 4-
karbonil grubu ve 3 hidroksil grubu olan flavonoidlerin daha giiclii antioksidan
olduguyla iligkili ¢aligmalar mevcuttur [51, 52].

Calismalarin ¢ogunlugu bu oOzelliklerden birinin ya da her ikisinin de
bulunmadig1 flavonoidlerde, her ikisinin bulundugu flavoidlerden daha diisiik giicte
antioksidanligin oldugunu desteklemektedir. A ve B halkas1 arasindaki birlesim
flavonoid radikalin kararliligimi saglayan, aromatik cekirdegin rezonans etkisine
olanak verir ve bundan dolay1 34 -katekol’iin fenoksil radikal stabilize edici etkisini
optimize etmede hayatidir. Tim bu aciklamalara dayanarak; Flavanollerin
flavonlardan daha etkili serbest radikal temizleyici olmalar1 hidroksil gruplarinin
fazla olmasina ve 3-OH bulundurmalarina baglanabilir [11].

Aglikonlar glikozitlerinden daha giiclii antioksidanlardir. Genistin agikonu
olan genisteine gore peroksinitrit indiikli diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
oksidasyonun azaltilmasinda daha az etkilidir. Caydaki flavonol glikozitlerinin
glikozidik yan gruplarinin sayisi arttik¢a antioksidan 6zellikleri azalmaktadir. Yapida
bulunmalarinin ve toplam sayilarinin yaninda sekerlerin yapilar1 ve pozisyonlari
onemli rol oynamaktadir [49]. Diyette, flavonoid glikozidik yan gruplar1 en yaygin
olarak 3 ve 7 numarali karbon atomlarma baglanirlar [14]. Ancak heterosiklik
yapida, A-halkasia seker birimlerinin baglanmasi 3-glikozilasyondan daha azalmig
aktiviteye sebep olur. 7. karbondaki O-glikozilasyon rat mitokondrisinde
flavonoidlerin antioksidan etkilerini zayiflatir. Fakat fosfolipid tabakalarinda
hidroperoksite karst 3 ve 7 glikozitler arasinda hi¢ fark bulunamamistir.
Metilasyonda oldugu gibi, O-glikozilasyon, flavonoidin kalanmi ile birlikte B-
halkasinin es diizlemselligini ve elektronlarin yer degistirmesini engelleyebilir.
Aglikonlara gore glikozitler daha zayif antioksidanlar olmalarina ragmen
biyoyararlinimlar1 bazen glikoz yan gruplar1 araciligiyla artabilir [ 14, 49].

2.3.4. Flavonoidlerin Diyetle Alimim ve Absorbsiyonu

Flavonoidlerin diyetle ne kadar alindiginin hesaplandigi sadece birkag
calisma mevcuttur. Birlesik Devletler’de mevsime bagli olarak flavonoid aliniminin
1-1, 1 g/giin arasinda oldugunu belirlemistir [53]. Hollanda’da giinliik flavonol ve
flavon aliniminin 23 mg/glin oldugunu bulmustur [53]. Daha yakin zamanlarda
Danimarka’da flavonol, flovon ve flavanonlarin giinliik alinimimin 28 mg/giin
oldugunu rapor etmistir [53, 54].

Flavonoidlerin absorbsiyonu ve biyoyayarlaniminin arastirildig: ¢esitli insan
caligmalar1 yapilmistir. Baglarda, diyetle alinan flavonoidlerin absorbsiyonunun
Oonemsiz oldugu diisiiniilmekteydi; c¢iinkii besinlerdeki flavonoidlerin ¢ogunlugu
glikozitlerle baglhydi. Bagirsaklarda glikozidik baglar1 parcalayabilecek bir enzim
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salgilanmadigr i¢in, bagirsak duvarindan kan akimina sadece aglikonlarin
gecebildigine inanilmaktaydi. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar 6zel flavonoidlerin
biyoyararlaniminin 6nceleri inanildigindan daha fazla oldugunu géstermektedir [53].

Intestinal absorbsiyonda baslica etkili olan polifenol yapisidir. En yaygin
tartisilan yapisal parametreler molekiiler agirlik, glikozilasyon ve esterifikasyondur.
Theaflavinlerin yiiksek molekiil agirhigi (ma=568) idrarda diisiikk geri aliimim
aciklayabilir. Yiiksek molekiil agirlikli polifenollerin diger bir simifi olan
proantosiyanidinlerdir (kondense taninler). Proantosiyanidinler 578 ve daha iizeri
molekiiler agirlikli ve polimerizasyon dereceleri ¢esitli olan flavonoid polimerleridir.
Giliniimilizde bagirsaklardan hemen hemen hi¢ absorblanmadig agiktir. Ketesinler ve
proantosiyanidinler disinda ¢ogu flavonoid besinlerde glikozile halde bulunurlar.
Glikozilasyon bagirsak bariyerinden emilim iizerinde etkilidir. Soganin ihtiva ettigi
kuersetin glikozitlerinin absorbsiyonu (% 52), kuersetin aglikonlarinin (% 24)
absorbsiyonundan daha fazladir. Ratlara oral olarak uygulanmasindan 4 saat sonra, 3
kat daha fazla plazma konsantrasyonuyla goézlemlendigi gibi, kuersetinin 3-O-
glikoziti kuersetinden daha iyi absorbe edilir. Bunun aksine kuersetinin ramnozitleri
ayni kosullarda zayif bir sekilde absorbe edilmektedir. Ramnozitlerin bagirsaktan
absorbsiyonu glikozitlerle karsilastirildiginda absobsiyonlarinin  gecikmesine
bakilirsa, = muhtemelen  kolonik  mikroflora  tarafindan  deglikozilasyon
gerektirmektedir. Kuersetin glikozitlerinin kolaylastirilmis absorbsiyonu laktaz
florizin hidrolaz ya da enterositlerdeki sitozolik glikozidaz tarafindan hidrolizlerine
baglanabilir.  Ancak kuersetinde go6zlemlenen, glikozilasyon vasitasiyla
absorbsiyonun kolaylagtirilmast naringenin ve florizin gibi diger glikozitlerde
gozlemlenmemistir [55].

Diyetle alinan
polifenoller

l

ince
bagirsak

| N/

Kolon l
l Mikrobiyal

metabolitler
Feces

Dokusal
metabolitler

—  Karaciger

|drar

Sekil 2.4 Diyetle alinan polifenollerin ve metabolitlerinin insanlardaki rotasi [55]

Genellikle eksiksiz flavonoid glikozitleri ince bagirsaktan hemen hemen hig
absorbe edilmez, ¢iinkii seker yan gruplart hidrofilikligi artirmaktadir. Diyetten
aliman flavonoid glikozitleri ince bagirsaktan gecer, ¢ekum ve kolona girer (Sekil
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2.4). Burada enterobakteriler tarafindan aglikonlarina hidrolize edilir. Flavonoid
aglikonlar1 kolay bir sekilde kalin bagirsaktaki epitelyal hiicrelerden absorbe edilir.
Ciinkii bunlarin lipofilikligi hiicresel membranlarin fosfolipid tabakalarindan gegisini
hizlandirir. Daha sonra, dalosima girerler ve karacigerde O-metilasyona,
glukuronidasyona veya siilfatlanmaya maruz kalirlar. Daha sonra bu metabolitlerin
onemli bir kismi safraya salgilanir ve intestinal liimene geri doner. Bir kez daha
hidroliz edilebilir, intestinal hiicreler tarafindan geri emilebilir veya feges ile
atilabilirler [56].

2.3.5. Myricetin, Antioksidan Etkisi, Diyabet ile Tliskisi

Myricetin (Sekil 2.5) 3, 5, 7, 3', 4' ve 5' pozisyonlarinda hidroksil yan
gruplarina sahip, dogal olarak bulunan, flavonol alt sinifina dahil bir flavonoiddir.
Dogada ¢ayda, sarapta, ¢ilek kiraz gibi meyveler, sebzelerde ve tibbi otlar1 de igeren
bitkiler arasinda yaygin bir sekilde bulunur. Sebzelerde, ¢ilek gibi yumusak
meyvelerde myricetin, serbest aglikonlarindan ¢ok, glikozit formunda bulunur ve
olgunlagmis meyvelerde daha fazladir [57]. Tiketilen myricetinin bir kismi
gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilir; kalan kismi gastrointestinal
mikroflora tarafindan metabolize edilir. Absorblanan myricetinin metabolizmasindan
bobrekler ve intestinal duvar ile beraber biiyiik 6l¢iide karaciger sorumludur. Major
metaboliti idrara salgilanan 3,5-dihidroksifenilasetik asit olarak belirlenmistir.
Myricetinin giiclii antioksidan, antikarsinojenik ve antiagregan &zelliklerini i¢eren
cesitli terapdtik etkilerinin arastirildigt birgok caligma yapilmistir [S8—60].

Sekil 2.5 Myricetinin molekiil yapisi

Sekil 2.5°de de goriildiigii gibi Myricetin yapisinda, 4-okso, 2-3 ¢ift bag1 ve
3,5,7,3'", 4, 5" hidroksil yan gruplar1 iceren 6nemli bir flavonoiddir. Igerdigi bu yan
gruplardan 3°4’-katekol yapis1 B-halkasinda gii¢lii bir sekilde lipid peroksidasyonu
inhibisyonunu artirir. Myricetin 5 pozisyonda ek hidroksil grubuna sahip olmasi
antioksidan aktivitenin giiclenmesine sebep olur. 2-3 cift bag, 4-karbonil grubu ve 3
hidroksil grubu olan flavonoidlerin daha giiglii antioksidan olduguyla iliskili
calismalar mevcuttur [52].

Myricetinin  rat karacigerlerinin mikrozomlarinda arasidonik asitden
malondialdehit (MDA) olusumunu inhibe ettigi bulunmustur. Fenazin metosiilfat-
NADH sistem kaynakli siiperoksit anyonlarini temizlemede ve hidrojen peroksitin
ultraviyole fotoliz aracilifiyla iiretilen hidroksil radikallerini temizlemede etkili
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oldugu yapilan ¢alismalarla gézlemlenmistir [61]. Bu nedenle antioksidan 6zellikleri
aktif oksijen tiirlerini temizleme yetenegini ortaya koymaktadir. Hipoksantin-XO
sistem sik sik enzimatik olarak in vitro ortamda siiperoksit anyonu {iretebilir. Bu
sisteme myricetin eklenmesi siliperoksit anyon {iretimini oldukc¢a diisiirmektedir.
Ancak, myricetinin XO aktivitesini inhibe edebilme yetenegi de yapilan bu tip
calismalarda g6z oniinde bulundurulmalidir [58, 62, 63].

Siklooksijenez ve lipooksijenez arasidonik asidin serbest radikal
peroksidasyonunu katalizleyen enzimlerdir. Myricetinin soya fasiilyesi lipooksijenaz
aktivitesini inhibe ettigi gOsterilmistir ve arasidonik asit substrat olarak
kullanildiginda ratlarin karaciger sitozoliinde lipooksijenaz aktivitesini inhibe ettigi
de rapor edilmistir [64].

Myricetin anti-inflamatuar aktiviteye sahiptir ve antikarsinogenik, antiviral ve
antimikrobiyal ajan olarak rol oynar. Platelet agregasyonundan koruyucu etkiye
sahiptir. Daha onceki ¢aligmalarda 30’dan fazla flavonoid arasindan myricetinin
lipogenez iizerine uyarici etkisinin oldugu saptanmistir. Ayni g¢alismada insiilin
reseptor fonksiyonu ve glukoz tasiyicisi 4 (GLUT 4) translokasyonu olmaksizin rat
adipositlerine glukoz transportunun arttigi bulunmustur. Myricetinin diyabetteki
giiclii terapdtik etkileri incelenmistir. Myricetin ile tedavi edildikten yalnizca 2 giin
sonra hiperglisemi ve hipertrigliserideminin diyabetik hayvanlarda anlamli derecede
azaldig1 saptanmigtir. Diyabetik ratlarda hipergliseminin % 50 kadar azaldigi ve
hipertrigliserideminin diyabetin normale donmesi ile birlikte azaldig1 saptanmastir.
Ayni ¢alismada myricetin ile tedavi hepatik glikojen ve G6P igeriginde artisa neden
olmustur. Total glikojen sentaz ya da fosforilaz aktivitesi iizerine etki olmaksizin,
hepatik glikojen sentaz I aktivitesinde artisa sebep olmustur. Kaslarda fosforilaz
etkisini azaltmistir. Boylece myricetinin hipogilisemik etkisi muhtemelen glikojen
metabolizmasi lizerine olan etkisinden ileri gelmektedir. Bu calismada myricetin
tedavisi sonucunda hepatotoksisite bulgusu yoktur ve bu sebeple myricetinin
diyabette gliclii bir terapdtik ajan olabilecegi sdylenebilir [65].

2.4. Mersin

2.4.1. Genel Ozellikleri ve Diyabete Etkisi

Latincesi Myrtus communis L. olan mersin bitkisi, Myrtaceae familyasindan
olup, genellikle kisa boylu bazen de 1-3 m. olabilen agacciklardir (Sekil 2.6).
Myrtaceae familyas1 Ulkemizde iki cinsle temsil edilmektedir. Tek tiire sahip olan
Myrtus L. cinsi Ulkemizde cografik simir1 denize komsu olan hemen hemen biitiin
illerimizde yayilis gostermektedir Akdeniz maki formasyonunun sik rastlanan,
onemli bir {iyesi olan mersin yurdumuzun hemen biitiin kiy1 bolgelerinde yogun
kiimeler halinde bulunur [66]. Tirkiye’de mersin agagciklari, kiyr seridinde ve ¢gam
ormanlarinin arasinda, Ozellikle de Toros Daglari’'nda denizden 500-600 m
yukarilarda yetismektedir [67]. Igerdigi ugucu yaglardan kaynaklanan hos kokusuyla
halk arasinda taninan bir bitkidir. Herdem yesil bir bitkidir [66]. Myrtus communis L.
iilkemizde genellikle “mersin” olarak bilindigi halde 6zellikle Giiney sahillerimizde
“murt” ve “hambeles” adlariyla bilindigi yorelerimiz de vardir. Ayrica bazi yerlerde
yapragina “bahar” ad1 verilmektedir [66, 67].
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Sekil 2.6 Mersin (Myrtus communis L.) bitkisi

Mersin, yapraklari1 dokmeyen aga¢ veya cali formunda bir bitkidir.
Yapraklar ovatlanseolat derimsi, diiz kenarli, govde iizerinde karsilikli veya capraz
diziliglidir. Yapraklar stipulsuz ve aromatik glandular punktattir. Cigekler yaprak
koltuklarindan tek tek ¢ikar. Beyaz renkli ve bes parcalidir. Erkek organlar ¢ok
sayida, meyve nohut biiytikliigiinde, siyahimsi mor renkli ve ¢ok tohumludur [68].

Meyveleri az etli oval yalanci bir bakkadir. Yaklasik zeytin biiyiikliigiindedir.
Tepesinde kaliks bakiyesi (canak yapraklarin artigl) tasir. Meyvelerinin {izeri
Ozellikle arilarin bitkiyi tanimasini saglayan (ve mersin bitkisine 6zel olmayip bazi
diger bitkilerde de olabilen) hafif bir mumsu tabaka ile kaplidir, bu da meyveye mat
bir goriiniim verir. Meyva ¢ok tohumludur. Yenilebilen bu meyvalarin hos, baharatl
bir tad1 ve aromatik kokusu vardir [66]. Myrtus communis meyvelerinden Italya’da,
Sardinya Adasi’na 6zgii karakteristik mersin likori tirertilir [19].

Myrtus communis L. geleneksel olarak antiseptik ve dezenfektan ilag olarak
kullanilan bir bitkidir. Bu bitkiyle yapilan kimyasal calismalara bakilacak olursa;
yapraklarindan [69], esansiyel yagindan [70] ve meyvelerinden [71] bircok bilesik
izole edilmistir [19].

Montoro et al. yaptig1 bir ¢calismalarda; kiiresel sekilli, koyu kirmizidan mora
kadar renkler i¢ceren meyvenin igerisinde antosiyanidin olarak delfinidin, petunidin,
malvidin, peonidin ve siyanidin glikozitlerinin bulundugunu raporlamistir. Yapilan
ayni c¢aligmada mersin meyvesinde myricetin ve kuersetinin yliksek performansl
likid kromatografisi (HPLC) analizinde flavonoidler arasinda en yiiksek pikleri
olusturdugu gozlemlenmistir [19, 72].
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Mersin, yemeklerde baharat olarak veya halk arasinda diyabet tedavisinde ve
antiseptik madde olarak kullanilan, Akdeniz surubu olarak bilinir. Mersin
ekstraktlarinin antihiperglisemik [17, 18], antibakteriyal [73] ve analjezik igerige
sahip oldugu bulunmustur. Son zamanlardaki c¢alismalarda mersinin farkhi
ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri tanimlanmis ve oksidatif stresle iliskili
hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi belirtilmistir [74].

Farah et al. yaptigi bir calismada; mersin bitkisinin esansiyal yaginin
fraksiyonel distilasyonu sonucunda, 1,8-sineol (% 43), mirtenil asetat (% 25) ve o-
pinen (% 10) gibi bilesiklerin yiiksek yogunlukta oldugunu bulmustur. Bunun yanida
ayn1 calismada az da olsa a-terpineol (% 3.8), & -terpinen (% 2.9) ve geranil asetat
(% 2,8) gibi bilesiklerinde bulundugu raporlanmistir [70]. Yapilan baska bir
caligmada da esansiyal yag kompozisyonu benzer sekilde agirlikli olarak 1,8-sineol,
mirtenil asetat, a-pinen, linalool ve mirtenol gibi terpenlerden olustugu bulunmustur
[75].

Mersin yapraklari iizerinde yapilan bir ¢calismada; HPLC analizleri ile mersin
yaprag1 ekstraktlarinda bulunan polifenollerin miktarlar1 ve hangi bilesiklerin
bulundugu belirlenmistir. Myrtus communis yapraklarinda az miktarlarda fenolik
asitler (kafeik, ellajik asit ve gallik asit), kuersetin tiirevleri (kuersetin-3-O-galaktozit
ve kuersetin-3-O-ramnozit) bulunmaktadir, katesin tiirevleri (Epigallokatesin,
Epigallokatesin-3-O-gallat) ve myricetin tiirevleri (myricetin-3-Ogalaktozit,
myricetin-3-O-ramnozit) yiiksek miktarlarda saptanmistir [69].

Onal vd. yaptigi calismada Myrtus communis’in giiclii bir sekilde o—
glukozidaz enzimini inhibe ettigini gostermislerdir. Bunun yaninda HPLC ile Myrtus
communis’ten alian aktif materyalin sadece fenolik fraksiyonun giiglii a—glukozidaz
inhibitdrii olarak rol oynadig1 gosterilmistir. Bu gozlemler; Myrtus communis’in su
ekstraktinin fenolik igeriginin a-glukozidaz inhibisyonuna sebep olabilecegini
gostermektedir [18].

Sepici vd. Myrtus communis esansiyel yagi ile besledikleri diyabetik
tavsanlarda kan glukoz diizeyinin anlamli derecede diistiigiinii tespit etmislerdir [17].
Yaptiklart baska bir calismada da diyabetik tavsanlarda Myrtus communis esansiyel
yaginin glukoz homeostazisini sagladigini ve bunula birlikte lipid peroksidasyonunu
Onledigini gostermislerdir. Ayni calismada mersin esansiyel yagmin antioksidan
enzimleri de anlamli derecede aktive ettigini tespit etmislerdir [2].

2.5. Diabetes Mellitus ve Serbest Radikaller

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, artmis serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonun, bir¢ok hastaligin patogenezinde rol aldigimi gostermektedir.
miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, ndrolojik hastaliklar, astim, DM,
romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil bir¢ok
hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir.

Diabetes mellitus, giiniimiiz insaninin yagsam sartlarindan dolay1 tiim diinyada
hizla yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite riski tasiyan bir hastaliktir. Yapilan
calismalarda deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik hastalarda
ROS’un ve lipid peroksidasyonun 6énemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diabet
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etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir. Bunlara ilave olarak,
uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen degisikliklerin, diyabetin
kronik komplikasyonlarinin ortaya cikis1 ile de iligkili olabilecegi arastirmacilar
tarafindan vurgulanmaktadir [76].

Son yillarda, oksidatif stres rolii iizerine daha fazla dikkat cekilmistir ve
oksidatif stresin sekonder diyabet komplikasyonlarinda ortak anahtar rol
oynayabilecegi tlizerinde durulmaktadir. Serbest radikaller normal metabolik siirecte
ve cevresel uyarinlar ile iligkili olarak viicutta siirekli olarak {iretilir. Oksidatif stres
radikal iiretici ve temizleyici sistemlerin dengesizligi sonucunda serbest radikal
liretiminin artmasi veya antioksidan savunma sisteminin aktivitesinin azalmasi (veya
herikisinin bir arada olusumu) sonucunda olusmaktadir. Oksidatif stresin DM
patogenezindeki katkisinin sadece oksijen serbest radikal iiretimi ile degil, bunun
yaninada non-enzimatik protein glikozilasyonu, glukozun oto-oksidasyonu,
bozulmus glutatyon metabolizmasi, antioksidan enzimlerdeki degisimler ve lipid
peroksitlerin olusumunun da oldugu 6ne siiriilmektedir [77].

Retinopati, aterosklerotik vaskiiler hastaliklar gibi DM komplikasyonlarinin
cogu oksidatif stres ile iligkilidir ve antioksidanlarin tedavi amacli kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bitkiler genellikle flavonoidler ve taninler gibi biiyiik miktarlarda
antioksidanlar i¢cermektedirler. Bu maddelerin DM {izerindeki hipoglisemik etkileri
ile iligkili olarak antioksidan etkilerinin de 6nemli oldugu diisiiniilmektedir [77].

2.5.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin lizerinde
birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan
ve genelde ¢ok reaktif olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriin
oldugu seklindedir. Atomlardaki elektronlar ydoriinge olarak bilinen bosluklarda
hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron
bulunur [76].

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir [76, 78]:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar
(Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y 2 X+ Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bolinmede kovalent bag1 olusturan her iki
elektron, atomlardan birisinde kalir.

X:Y>X +Y"

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+te >AW
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Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yikli ya da ndtral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar. Her ne kadar serbest
radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden noétrofil, makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmasi ic¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla
tiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢lanmaktadir.

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron dagilimina
sahiptir. Bu ylizden bazen oksijen biradikal olarak degerlendirilir. Oksijen
molekiiliinlin reaktif bir 6zelligi olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyona
girme Ozelligine sahiptir [79]. Diyabette ve daha baska bircok hastaligin
patolojisinde rol oynadig1 diigiiniilen serbest oksijen radikalleri sunlardir:

2.5.1.1. Siiperoksid Radikali (O,° )

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, serbest siiperoksid anyonu
olugmaktadir [78-80].

O,+e”™ > Oy

Stiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla
zarar vermez. Asil Onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve ge¢is metali
iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir [79].

Stiperoksid radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve
olustugu yerden fazla uzaga diffiize olamaz. Bu radikalin molekiiler diizeyde 6nemli
ozelligi, sekonder olarak tirettigi radikallerdir. Dogal oksijen molekiiliiniin bagka bir
molekiilden elektron almis hali olan Oy mitokondriyal elektron transfer zincirinde
NADH’in NADa okside olmast ile iiretilir. Ayrica pek ¢ok oksidaz tarafindan da
tiretilir. Stiperoksid genel olarak anyon seklinde tarif edildigi halde, ortamin pH sina
bagli olarak protonlanarak katyon haline doniisebilir [79]. Siiperoksid diisiik pH
degerlerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil (HO,* ) radikali olusturmak iizere
protonlanir. Fizyolojik pH’da protonlanmis formu azdir. Siiperoksid perhidroksil
radikali ile reaksiyona girerse, biri okside olur digeri de indirgenir. Bu dismutasyon
reaksiyonunda oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir [78].

HOy»» + O > 0, + H,0O,

Stiperoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi direkt olarak fazla
zarar vermez. Asil 6nemli olan, hidrojen peroksid (H,O,) kaynagi ve gecis metal
tyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksid, nétrofillerin bakterisidal aktivitesi,
apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararl etkilere
sahiptir. Azalmis siliperoksid diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir
yatkinliga yol agabilir. Artmis siiperoksid diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD)
enzimi ile hidrojen peroksid (H,O;) ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Boylece
hiicresel siiperoksid diizeyleri siki kontrol altindadir. Siiperoksidin asir1 iiretimi
hiicresel metabolizmanin asir1 ylikselmis glukoz tarafindan bozuldugu durumlarda
gerceklesir. Bu da diyabetin komplikasyonlarina neden olur. ATP sentezi inhibe
edilir ve elektron transport zinciri yavaglar [79].
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2.5.1.2. Hidrojen peroksid (H,0,)

Molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksid olusur. Peroksid molekiilii 2
hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksid meydana gelir [78].

Oy +e” +2H > HO,
0O, +e  +2H > H0,

Hidrojen peroksid membrandan kolayca gecebilen, uzun Omiirli bir
oksidandir. Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi
siiperoksidin dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksid molekiilii iki proton alarak
hidrojen peroksid ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal
olmayan {irtinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir
[79].

202‘_ + 2H+ > H,O, + O,

Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadigi halde, ROS i¢ine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii siliperoksid ile
reaksiyona girerek, en aktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil
radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir [79].

HO0, + O,y > «OH + OH™ + 0O,

Bu reaksiyona “Haber-Weiss” reaksiyonu adi verilir. Haber-Weiss reaksiyonu
ya katalizor varliginda ya da katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon
olduk¢a yavag ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise c¢ok hizlidir. Bu
reaksiyonda ferri demir (Fe’") siiperoksid tarafindan ferro demire (Fe*") indirgenir.
Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksidden *OH
ve OH ™ f{iretilir. Reaksiyon mekanizmasi su sekildedir [78, 80].

O, + F&° > 0, + Fe*
Fe’* + H,0, > Fe" + «OH + OH-

2.5.1.3. Hidroksil Radikali (*OH)

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Amino asitler, niikleik asitler, organik
asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir coguyla reaksiyona
girebilir. Hidroksil radikali, Fenton reaksiyonuyla meydana gelir. Gamma
radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Alinan enerji
hiicre suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin
parcalanmasina neden olur. Boylece hidrojen ve oksijen iizerinde dis orbitalde tek
elektron kalir ve 2 radikal olusur. Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir ve pek ¢ok
molekiilden hidrojen atomu ¢ikarilmasini saglar. Tiyoller ve yag asidleri gibi cesitli
molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasina sebep olur [78, 79].

H-O-H - He + <OH
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2.5.1.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi
gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasmma da sebep olur. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spinini ters yoniinde olan bagka bir
orbitale yer degistirmesiyle olusur [80].

2.5.1.5. Nitrik Oksit (NOv)

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin
aktivitesi ile olusur. Nitrik oksit tek eslesmemis elektron igeren kiigiik bir
molekiildiir. Nitrik oksit, biyolojik olarak dokularda arjinin ve sitrulinin nitrik oksit
sentaz enzimi metabolize edilmesi ile olusur. Nitrik oksit bol bulunan bir reaktif
radikaldir. Onemli bir oksidatif sinyal molekiiliidiir. Nérotransmisyon, kan basinci
diizenlenmesi, savunma mekanizmalari, diiz kas gevsemesi ve immiin regiilasyon
gibi degisik fizyolojik olaylarda 6nemli rol oynar. Nitrik oksit hiicre dis1 ortamlarda
oksijen ve su ile reaksiyona girerek nitrat ve nitrit anyonlarina doniigiir. Reaktif
nitrojen tiirlerinin fazla iiretimi nitrosatif stres olarak isimlendirilir. Sistemde reaktif
nitrojen tiirlerinin olugsumu, sistemin bunlar1 nétralize ve elimine yetenegini agmasi
sonucu meydana gelmektedir. Nitrosatif stres nitrosilasyon reaksiyonlarina sebep
olabilir ve bu da protein yapilarinin degismesine ve normal fonksiyonlarinin inhibe
olmasina sebep olur [80].

Vaskiiler tonun regiilasyonunda guanilat siklazi aktive eden NOe¢ major rol
oynar. Oksijen baglanan bdlgeye kompetetif baglanarak direkt olarak sitokrom
oksidazin inhibisyonu ile hiicresel solunumu diizenler. Nitrik oksit bazi durumlarda
bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan korur. Bununla birlikte
stiperoksid diizeylerinin arttigt durumlarda siiperoksidle reaksiyona girer ve bir
prooksidan olan peroksinitrit olusturur. Diyabette goriilen endotel fonksiyon
bozukluklarindan (tartismali olmakla birlikte) endoteldeki nitrik oksit {iretiminin
azalmas1 sorumlu tutulmaktadir. Ancak diyabette NO«<’in artmis oldugunu rapor eden
arastiricilar da vardir [79].

Stiperoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi
sonucunda reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir. Bdylece NO<’in
normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararh
etkileri vardir [78, 80].

Oy + NO- = ONOO™

2.5.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (Re),
peroksil radikalleri (ROQe¢), alkoksil radikalleri (ROv*), tiyol radikalleri (RSe¢) gibi
onemli serbest radikaller de meydana gelirler. Tiyol radikalleri ise oksijenle tekrar
reaksiyona girip siilfenil (RSO¢) veya tiyol peroksil (RSO,*) gibi radikaller meydana
getirirler [78].
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Serbest radikallerin kaynaklar1 sunlardir [81]:

I - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
I - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aligkanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksigenaz
c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (notrofil, monosit,
makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)
6 - Uzun stireli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara
III - Yaslanma siireci

2.5.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim Onemli bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu bozar,
hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu arturlar. Proteaz, fosfolipaz,
elastaz, siklooksijenaz, XO, lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz
gibi litik enzimleri aktiflestirirler.

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranda
olduklar1 zaman organizmada cesitli bozukluklara yol acarlar. Belirli bir diizeye
kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima belirli bir diizeyde bulunan
dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Boylece saglikli
bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar etkisizlestirme giicii bir
denge icindedir. Oksidanlar belirli diizeyin iizerinde olusur veya antioksidanlar
yetersiz olursa yani denge bozulursa s6z konusu oksidan molekiiller organizmanin
yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimleri
bozarak zararli etkilere yol agarlar. Bu zararli etkileri su sekilde 6zetleyebiliriz [81]:

-Hiicre organelleri ve membranmdaki lipid ve protein yapisini bozarlar,
-Hiicre i¢i yararh enzimleri etkisizlestirirler,

-DNA'y1 tahrip ederler,

-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,
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-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantinoksidaz, indolamin
dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive
ederler,

-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

-Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar,

Biyomolekiillerin biiyiik siniflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler.
Bunlardan 6zellikle lipidler en hassas olanlaridir. Membran yag asitlerinin doymamais
baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinlerini
olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak
bilinir ve olduk¢a zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu
olarak ilerler. Lipid peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 geri dontistimsiizdiir
[78].

Membranda bulunan yag asitleri ve kolesteroliin doymamig baglar1 serbest
radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden olabilir. ilk 6nce yag asidi
hidrojen ve kendi iizerinde birer elektron kalacak sekilde pargalanir ve lipid
radikalini olusturur. Lipid radikali de oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil
radikalini olusturur. Lipid peroksil radikali de diger doymamis yag asitleriyle
reaksiyona girer. Bdylece zincirleme bir reaksiyon baslamis olur. Ayrica lipid
peroksiller ortamdaki hidrojen atomlar1 ile de reaksiyona girerek lipid
hidroperoksidleri de olustururlar. Lipid peroksidler daha sonra malondialdehid
(MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi yikim {iriinlerine doniisiirler. Bu yikim iirlinleri de
DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir ve mutajeniktirler. U¢ veya daha fazla
cift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olusmaktadir. Bu da
tiyobarbiitirik asid reaktif maddeler olarak Olgiilmektedir. MDA lipid
peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak spesifik degildir. Ayni
zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasina neden
olabilir [79, 80].

Proteinler serbest radikallerin etkisine karsi, poliansature yag asitlerinden
daha az hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri
yapilarinda bulunan aminoasit g¢esitlerine baglhidir. Doymamis bag ve siilfiir i¢eren
molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan tirozin,
fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
radikaller meydana gelirler. Bu reaksiyonlar sonucu disiilfiir bag1 igeren bir¢ok
proteinin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur ve normal fonksiyonlarini meydana
getiremezler [78].

Serbest radikaller araciligiyla hasara ugrayan bir diger biyomolekiil grubu da
niikleik aistler ve DNA’dir. Hidroksil radikalinin DNA molekiilii ile reaksiyona
girdigi, pilirin ve primidin bazlarina, ve hatta deoksiriboz iskeletine hasar verdigi
bilinir. En yogun calisilan DNA hasart 8-hidroksi—20-deoksiguanozin olusumudur
[80]. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla rahatca reaksiyona girer ve daha
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sonra hiicrede degisikliklere sebep olur. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasir ve DNA
hasaria, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol acabilir. Bu ylizden
DNA, serbest radikallerden kolay zarar gorebilir bir hedeftir [78].

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine de 6nemli etkileri bulunmaktadir.
Monosakkaritlerin  oksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bu bilesikler, diyabet ve bunun gibi cesitli
hastaliklarlarin patolojik siirecinde 6nemli rol oynarlar [80].

2.5.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin viicutta bir¢ok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar antioksidan
savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler [78]. Oksidanlar
inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir. Normal saglikli kisilerde serbest
radikaller/antioksidanlar denge halindedir. Diyabette ise bu denge serbest radikaller
lehine bozulmustur. Bu da diyabetin komplikasyonlarina neden olmaktadir. Iste bu
antioksidan mekanizmalar1 daha aktif hale veya bozulmus bu dengeyi antioksidanlar
lehine artirabilirsek diyabetin komplikasyonlariyla basagikabiliriz. Antioksidanlar 4
farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde
olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher (baskilama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale
getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.

3. Onarma etkisi

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen agir
metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini tarafindan
yapilir [79].

Stiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve katalazi (CAT)
iceren enzimler, enzimatik antioksidanlar olarak anilirlar. Enzimatik olmayan
antioksidanlar askorbik asid (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E), glutatyon (GSH),
karotenoidler, flavonoidler ve bunlara benzer diger antioksidanlari igerirler. Normal
sartlar altinda, heriki aktivite arasinda ve bu antioksidanlarin hiicre i¢i seviyeleri
denge mevcuttur. Bu denge organizmalarin hayatta kalmasinda ve saglikli olmalar1
i¢in esansiyeldir [80].
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Sekil 2.7 Serbest radikallerin olusum ve ortadan kaldirilmasinda temel mekanizmalar
2.5.5. Antioksidan Enzimler

2.5.5.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan ilk kez 1968 yilinda tanimlanmistir.
Stiperoksid dismutaz (EC 1.15.1.1) enzimi siiperoksidin hidrojen peroksid ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler [82-84].

20, + 2H > H,0, + 0O,

Stiperoksid dismutazin katalize ettigi reaksiyonun spontan reaksiyonundan
binlerce kat hizhidir. Siiperoksid dismutazin insanda 2 tipi bulunmaktadir. Bunlar
sitozolde bulunan dimerik Cu-Zn SOD ve mitokondride bulunan tetramerik Mn SOD
izomerleridir. Bunun disinda prokaryotik organizmalarda bulunan Fe-SOD izoformu
da bulunmaktadir [82, 83, 85]. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik
Cu-Zn SOD’dir. Cu-Zn SOD 21 nolu kromozomda Mn SOD 6 nolu kromozomda
lokalizedir. Her iki SOD izomerinin katalizledigi reaksiyon aynidir [84].

Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksid
serbest radikalinin zararli etkilerinden korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu
inhibe eder. SOD aktivitesi yiiksek oksijen kullannmimolan dokularda fazladir ve
dokudaki oksijen basincinin artmasi ile artar. Bu enzim sayesinde intraseliiler
stiperoksid diizeyleri diisiik tutulur [78].

2.5.5.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx), elektron donorii olarak rediikte glutatyon (GSH)
kullanarak peroksitlerin detoksifiaksyonunda ana rol oynamaktadir. GPx, aktif
merkezinde selenosistein igerir ve peroksit detoksifikalyonunda onemli bir role
sahiptir. Selenyum- bagimli GPx’in memelilerde bulunan en az 4 izozimi vardir.
Sitozolik form olan GPx1 dokularda yaygin olarak bulunur ve en ¢ok arastirilan
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formdur. GPx2 gastrointesitinal form olarak kodlanmistir ve tiremede bilinen spesifik
bir fonksiyonu yoktur. GPx3 plazmada ve epididimal sivida bulunan formdur. GPx4
spesifik olarak fosfolipid hidroperoksit detoksifikasyonunda rol oynayan bir
izoformdur, PhGPx olarak da isimlendirilir ve testislerde yiiksek oranlarda ekspresse
edilir [85, 86]. Tim GPx izoformlar1 rediikte peroksitlere selenollerin (Se-OH)
olusumu vasitasiyla iki elektron aktarirlar. Bu selenoenzimlerin antioksidan
Ozellikleri Fenton reaksiyonu i¢in potansiyel substrat olan peroksitlerin ortadan
kaldirmasimi saglamaktadir. GPx bir tripeptid olan ve hiicrelerde yiiksek
konsantrasyonlarda (mikromolar) bulunan GSH ile birlesimde rol oynar. GPx’in
katalitik reaksiyonu i¢in substrat H,O, ya da organik peroksitlerdir (ROOH). GPx
peroksitleri suya (veya alkole)ve bilesenlerine ayirir, ayn1 zamanda GSH’1 okside
eder [87].

2 GSH + H,O, - GSSG + 2H,0
2 GSH + ROOH -  GSSG + ROH + H,O

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon
rediiktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniistir [88, 89]. Bu reaksiyon
asagida gosterilmistir:

GSSG + NADPH + H = 2GSH + NADP"

Glutatyon rediiktaz yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2
subiinitten olugsmus bir dimerdir. Her bir subiinit 3 tane yapisal alan igerir: NADPH
baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan olmak iizere. Okside glutatyon bir
subiinitin FAD alan1 ve diger subiinitin arayiiz alanindan olusan bir baglanma bdlgesi
vardir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar
NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda
bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek stiretiyle okside glutatyona aktarilmis
olur. Yapilan ¢aligmalarda diyabette glutatyon reduktaz aktivitesinin azalmis oldugu
belirtilmektedir [79].

GPx’in, fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GPx, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. GPx aktivitesi
diisiik olan makrofajlarda zimosanla baslatilan solunum patlamasini takiben, hidrojen
peroksit saliniminin arttig1 gosterilmistir. Eritrositlerde de GPx oksidan strese karsi
en etkili antioksidandir. GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina
ve siddetli hiicre hasarina yol acar [78].

2.5.5.3. Katalaz

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirildi. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir. Peroksizomlarda lokalizedir. SOD’in olusturdugu H,0,’i katalaz
peroksidazlarla beraber oksijen ve suya pargalar. Katalaz aktivitesi eritrosit,
karaciger ve bobrekte yogundur [13, 78, 90].
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Glutatyon peroksidazin H,O;’e kars1 Km’i katalaza gore daha diisiiktiir. Yani
disiik konsantrasyonlarda H,O;’1 glutatyon peroksidaz parcalar, yiiksek
konsantrasyonlarda ise katalaz aktivite kazanir [88].

Katalaz, hiicreleri oksijen toksisitesine ve lipid peroksidasyonuna karsi
koruyan, hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiriirken, SOD ve GPX ile birlikte
fonksiyon gdsteren enzimatik antiksidan sistemidir. Memeli sistemlerinde, karaciger
ve bobrek gibi yliksek konsantrasyonlarda katalaz igeren organlarda endojen H,O,
seviyesi diistiktiir ve akcigerler ve kalp gibi diisiik konsantrasyonlarda katalaz i¢eren
organlarda endojen H,0O,’e konsantrasyonu yiiksektir [91].

2.5.5.4. Glutatyon S Transferaz

Glutatyon-S transferazlar (GST) her biri iki alt birimden olusan bir enzim
ailesi olup ilk defa 1961 yilinda tanimlanmiglardir. Bagta arasidonik asit ve lineolat
hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksidlerine karst GST’ler Se-bagimsiz GSH
peroksidaz aktivitesi goOstererek bir savunma mekanizmasi olustururlar. Bu
mekanizma asagida 6zetlenmistir[78]:

ROOH + 2GSH > GSSG + ROH + H,O

Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi
de toksik metabolitlerin detoksifikasyonuna yol acan bagka bir antioksidan enzimdir.
Yapilan ¢alismalarda diyabette antioksidan enzimlerin arttig1 veya azaldigi seklinde
raporlar vardir. Ancak diyabette kesin olarak antioksidan sistemlerde bozukluk vardir
[79].

GST’ler, reaksiyonlarinda glutatyon kulanarak karsinogenler, terapotik ilaglar
ve oksidatif stres tirlinleri gibi ¢esitli bilesiklerin doniisiimiinii saglayan bir enzim
ailesidir. GST’ler a, p, m, o ve 0 gibi siiflara ayrilirlar. Bunlardan p GST-M1- M5’e
kadar olan farkli izoenzim gruplarina ayrilmaktadir [87].

2.5.6. Ksantin Oksidorediiktaz

Ksantin oksidorediiktaz (XOR), ilk kez Schardinger tarafindan 1902°de
aldehit oksidaz (AO) enzimi olarak siitte tanimlanmistir. XOR, insanlardan
bakterilere kadar bir¢ok canlidan izole edilmis bir enzimdir. Piirin metabolizmasinda,
tirik asit olusumunun son iki basamaginda, hipoksantinin ksantine hidroksilasyonunu
katalizleyen bir enzimdir (Sekil 8) [92, 93]. Molibdoenzim ailesinin iyi korunmus
bir iliyesidir ve AO ve siilfit oksidaz igerir. XOR, molibdopterin (Mo-Co), iki adet
demir-siilfiir (Fe;-S;) merkezi ve flavin diniikleotid (FAD) kofaktérlerine sahirtir
[94].
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Sekil 2.8 Ksantin oksidorediiktazin katalizledigi reaksiyonlar

Ksantin oksidorediiktazin, XO ve ksantin dehidrogenaz (XDH) olmak {izere
degisebilir iki formu vardir. Bunlarin arasindaki fark; XDH, NAD 1 elektron alicist
olarak kullanirken; XO, O;’yi elektron alicist olarak kullanir ve hidrojen peroksit
olusturur.(Sekil 9) Ancak her iki form da hipoksantinden ksantin olusumunu ve
ksantinden tirik asit olusumunu katalizler [94].

NAD NADH NAD NADH
XDH XDH
Hipoksantin > Ksantin ———— Urik Asit
Y Y
) H,0, 0, H,0,
0, - 0, -

Sekil 2.9 Ksantin oksidaz ve ksantin dehidrogenaz formlar1 arasindaki fark

Insanlarda kodlanan XOR geni 60 kb’dan biiyiik, 36 exon igeren ve 2.
kromozomun kisa kolunda bulunan bir gendir. 3999 bp ve 1333 aminoasit igerir.
Ksantin oksidorediiktaz yaklasik 300 kDa agirliginda, katalitik olarak bagimli iki alt
tiniteye sahip, homodimer yapili bir proteindir. Her alt iinitede, spesifik kofaktorlerin
bagli oldugu ii¢ domain bulunur.(Sekil 10) N-terminal domaini (1-165.
aminoasitler), her biri 4 sistein rezidiisii ile birlesmis Fe,-S, merkezli 2 sub-
domainden olusur. Baglanti peptidi (226-531. aminoasitler) siki bir sekilde
baglanmii olan FAD tasiyan ara domain ile birlesmistir. Diger baglayici peptid FAD
domainini C-terminal domainine (590-1332. aminoasitler) baglamistir. C-terminal
domaini en uzun domaindir ve Mo-Co bagl bolgesi bulunmaktadir [94].
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N-terminus 2Fe, 8, | aal-165

Intermediate FAD aa 226.511

C-terminus Mo-Co | sa 590-1332

Sekil 2.10 Ksantin oksidorediiktaz sekonder ve tersiyer yapisi [94]

Ksantin dehidrogenaz ve XO hipoksantin ve ksantin gibi substratlara yliksek
affiniteye sahiptirler. Omurgalilarda, dehidrogenaz formu tercihen NAD’yi NADH’a
rediikler. Rediiklenmis XO, elektronlar1 oksijene transfer etmek suretiyle, ya
stiperoksid ya da hidrojen peroksid iiretir [95]. Mo-Co ve FAD arasindaki molekiil
i¢ci elektron transferine, elektron havuzu veya alicis1 olarak gorev alan Fe,-S,
merkezleri aracilik eder. Elektronlar, FAD’dan NAD "ye ya da O,’ye aktarilir. Tam
olarak rediiklenmis XO’1n reoksidasyonunda ilk iki basamagi, iki elektronun O;’ye
transferi ve hidrojen peroksitin olusumudur. Daha sonra XO, geriye kalan
elektronlarin1 ayr1 basamaklarda transfer eder, O,’yi rediikleyerek siiperoksit
radikalini iretir. Boylece, tamamiyla rediikklenmis XO’m tam anlamiyla
reoksidasyonu 2 H,0, ve 2 O, saglar. ilging bir sekilde, oksijen ile reaksiyona giren
FAD’1n daha iyi termodinamik stabilitesinden dolay1, XDH her bir oksijen molekiilii
i¢cin daha fazla siiperoksit radikali olusturur. Ancak, siiperoksit radikalinin tiretiminde
daha etkili olmasina ragmen, XDH oksijen ile yavas bir sekilde reaksiyona girer.
Ksantin dehidrogenazin siiperoksit liretimindeki maksimal hizi, XO’mn Vmax’min %
25’i kadardir. Bu yavas reaksiyon hizina ilaveten, NAD™ XDH’a hizh
baglandigindan dolay: kritiktir. Bu yiizden O, oldukga zayif bir yarigcidir. Ksantin
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oksidorediiktazdan NADya elektron transfer mekanizmasi O,’ninki kadar iyi
aciklanmamigtir [94].

Ksantin oksidorediiktaz- tiirevli ROS hem dokularin yapisal hasarinda hem de
hiicre sinyal iletiminin engellenmesine sebep olur. Klasik olarak ROS membran
yapisinin bozulmasi ve lizozomal enzimlerin salinimi ile sonuglanan lipid
peroksidasyonuna, genetik mutasyonlar ve enzim disfonksiyon ya da proteolizise
sebep olan DNA ve aminoasid oksidasyonuna sebep olabilmektedir. Ksantin
oksidorediiktaza gelince oksidatif hasar, siklikla sliperoksid ve hidrojen peroksid
vasitasiyla olusur. 1981°de Granger et al. XOR-tiirevli ROS’un iskemi-reperfiizyon
durumunda olusan hasarinin  nedeni olarak gostermistir [94]. Ksantin
oksidorediiktazin ateroslerotik plaklarda bulundugu gosterilmistir. Bu plaklarda lokal
tirik asit konsantrasyonunun 5-6 kat arttigit ve XOR aktivitesinin upregiile oldugu
gosterilmistir [96]. Swei et al., yaptig1 bir ¢calismada; XOR’1 inhibe eden tungsten-
indiikli diyet, Dahl tuz-duyarl hipertansif ratlarda basarili bir sekilde kan basincini
diisiirmiistiir, tuza direncli ratlarda herhangi bir etkisi olmamistir. Bu sonuglar XOR-
tirevli ROS’un tuz indiiklii hipertansiyonda potansiyel bir rolii oldugunu
gostermektedir [97]. Ksantin oksidorediiktaz aktivitesine bagimli olarak, {irik asit
seviyelerinin kan basinci korele oldugunu gdsteren ¢aligmalar mevcuttur [98].
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MATERYAL ve METOD

3.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada, agirliklar1 200-300 gram arasinda degisen erkek albino Wistar
siganlar kullanildi. Denekler iizerinde yapilan tiim islemler Akdeniz Universitesi T1p
Fakiiltesi Deney Hayvani Bakim ve Kullanim Kurulu tarafindan degerlendirildi ve
onaylandi. Sicanlar her kafeste 5 hayvan olacak sekilde muhafaza edildi. 12 saatlik
aydinlik karanlik periyodunda, 22+2 [1C sicaklik ve 50+%35 nem igeren kosullarda,
sinirsiz miktarda yem ve musluk suyu ile beslendiler. Deney plani baglangigta
diyabetli hayvanlarda oliimler olabilecegi diisiiniilerek, her grupta 15 hayvan olacak
sekilde yapildi. Bu gruptaki siganlarda ¢ok sayida 6liim oldugundan diyabet kontrol
grubunda 11, diyabet-myricetin grubunda 10, diyabet-mersin grubunda 10, kontrol
grubunda da 13 sican deney siirecini tamamlayabildi. Gruplar:

Grupl: Kontrol

Grup2: Diyabet kontrol
Grup3: Diyabet-Myricetin
Grup4: Diyabet-Mersin

3.1.1. Gruplarin Olusturulmasi

Kontrol Grubu (K) (n=13): Bu gruptaki si¢anlara herhangi bir uygulama
yapilmadi.

Diyabet Grubu (D) (n=11) : Bu gruptaki si¢anlara intraperitonal tek doz
STZ uygulanda.

Diyabeti-Myricetin Grubu (D-Myr) (n=10): Bu gruptaki si¢anlara
intraperitonal tek doz STZ uygulandi. Diyabetik nefropati olusumu belirlendikten
sonra 3mg/12 saat Myricetin intraperitonal injeksiyon yolu ile 10 giin boyunca
uygulandi

Diyabet-Mersin Grubu (D-M) (n=10): Bu gruptaki sicanlara intraperitonal
tek doz STZ uygulandi. Diyabetik nefropati olusumu belirlendikten sonra 250 mg
mersin ekstrakti 10 giin boyunca gavaj yolu ile uygulandi.

3.1.2. Diyabet Olusturulmasi

Albino Wistar ratlarinda diyabeti saglamak i¢in streptozotosin (STZ, Sigma,
USA) enjekte edilmistir. Diyabet olusturulacak sicanlara bir giinliik ac¢lig: takiben,
0,1 M’lik soguk sitrat tamponunda (pH=4,5) hazirlanmis 50 mg/kg STZ taze bir
sekilde intraperitonal olarak tek doz enjekte edildi. Enjeksiyonu takiben siganlarin
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kafesine su yerine % 10’luk siikroz ¢6zeltisi konuldu ve 1 giin boyunca igmeleri
saglandi.

3.1.3. Kan Sekeri Ol¢iimii

Tiim kan sekeri Olglimleri Accu-Check Go (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) marka glukometre ve Accu-Check Go (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) marka strip kullanilarak yapildi. Streptozotosin
enjeksiyonundan 72 saat sonra sicanlarin kuyruk veninden alinan kanlarda aglik kan
sekeri (AKS) tayini yapildi ve AKS degerleri 200 mg/dI’yi gegen ratlar diyabetik
olarak kabul edildi.

3.1.4. Myricetin ve Mersin Ekstraktinin Hazirlanmis1 ve Uygulamasi

Myricetin 500 pl’de 3 mg olacak sekilde izotonik soliisyon igerisinde ¢oziildii
ve sicanlara 3 mg/12 saat olmak iizere giinde 2 kez intraperitonal injeksiyon yoluyla
10 giin boyunca verildi. Mersin bitkisi ekstrakti izotonik soliisyon ile ¢oziilerek,
icerisinde yaklasik 6 mg myricetin igerecek sekilde 250 mg/giin olarak gavaj yoluyla
10 giin boyunca uygulandi. Bobrek fonksiyonlarinin 6l¢iildiigii 16. haftadan sonra
myricetin ve mersin ekstrakti 10 giin boyunca ratlara uygulandi. Mersin bitkisi

ekstraktinin myricetin igerigi HPLC ile olusturulan standart egri kullanilarak hesap
edildi.

3.1.5. idrar ve Kan Numunelerinin Toplanmasi ve Sicanlarin Kesimi

Aghik kan sekeri 200 mg/dl {izerinde &lgiilen ratlar tedavi siirecinin
baslangicinda (16. hafta; 0. giin), 2. giin, 6. glin ve 10. giinlerde metabolik kafeslere
konarak 24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi. Toplanan idrarlarin hacimleri 6lgtldii.
Kan ornekleri tedavi siiresince kuyruk veninden toplandi. Bununla birlikte diyabet
siirecinin baslangicinda ve kesim Oncesi siganlarin agirliklar1 olgiildii. 10. giiniin
sonunda a¢ birakilan hayvanlar {iretan anestezisi ile bayiltilarak kan ve dokular
toplandi. Kan ve idrar Ornekleri taze olarak c¢alisildi. Alinan doku ornekleri de
calisilana kadar -70 [1C’de muhafaza edildi.

3.1.6. Kreatinin Tayini

Idrar ve serum kreatinin 6lgiimleri, tiim gruplarda Jaffe metoduna gére yapild
[99, 100].

Prensip:

Bu deneyin prensibi, kreatininin alkali ortamda pikrik asitle birleserek
turuncu kirmizi renkli bir bilesik olusturmasi ve bu bilesigin absorbansinin
spektrofotometrede 500 nm’de okunmasi esasina dayanir.

Reaktifler:
1) Pikrik asit: 33 mM
2)NaOH: 04 M

Deneyin Yapihisi:

Pikrik asit ve NaOH reaktifleri esit oranda karistirildi. Deneyden 5-10 dakika
once numuneler ve reaktif 37°C’lik su banyosuna kondu.
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Kor Standart Numune
Pikrik asit-NaOH karisimi ImL ImL ImL
Distile su 100uL - -
Standart (2 mg/dL kreatinin) - 100pL -
Numune
(serum veya 1/20 diliie idrar) i i 100uL

Tipler iyice karistirildiktan sonra 30, ve 90, sn’lerde spektrofotometrede
500nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.

Hesap:
[( A90 — A30)numune / (A90 —A30)standart] x 2 = mg/dL kreatinin

mg/dL kreatinin x 88,4 = umol/L kreatinin

Kreatinin klirensinin hesaplanmasi:
Idrara ve serum kreatin deneylerinden elde edilen sonuglar asagidaki
formiilde yerine konularak kreatinin klirensi hasaplandi.

C=(UxV)/P

C: klirens

U: idrardaki kreatinin hacmi

V: bir dakikadaki idrar hacmi (mL)
P: plazmadaki kreatinin miktar1

3.1.7. idrarda Protein Tayini
Idrarda protein tayini biiiret metoduna gore yapildi [101].

Prensip:

Proteinlerdeki peptit baglarinin bazik ortamda Cu™ iyonlari ile menekse
renkli bakir-peptid bagi-protein kompleksi olusturmalart ve bu kompleksin
absorbansinin 545 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi prensibine
dayanir

Reaktifler:
1)Bitiret reaktifi:
CuS04.5H,0 (3 g)
Sodyum potasyum tartarat (C4H4KNaO¢.4H,0) (9 g)
NaOH %10’luk 300 ml
KI(5g)

Bakir siilfat bir miktar distile suda ¢oziiliir. Sodyum potasyum tartarat bir
miktar distile suda ¢oziildii ve bakir siilfat ile karistirildi. Bu karigim 300 ml %10
NaOH ile yavas yavas karistirildi. KI’da eklendikten sonra son hacim distile su ile 1
litreye tamamlandi. Oda 1sisnda uzun siire stabildir.
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2) Protein standarti

Bovine serum albumin (BSA) kullanildi. 0.25 g/dl, 0,5 g/dl, 1 g/dl, 2 g/dl, 4
g/dl ve 6 g/dl konsantrasyonlar1 kullanilarak, Sekil 3.1’deki protein standart grafigi
ile idrarda protein miktar1 hesaplandi.

y = 0,0506x

0,35 -
R? = 0,9989

0,3 -
0,25
0,2

0,15

Absorbans

0,1 -

0,05

Konsantrasyon (g/dl)

Sekil 3.1 idrar Proteini Standart Grafigi

Deneyin Yapilhisi:

Bir deney tiipiine 0,5 ml idrar konuldu (Idrar berrak degilse whatman no.1
filtre kagidinda siiziilmelidir). Uzerine 0,5 ml % 5 TCA ilave edildi. Karistirildi ve
oda 1s1sinda 5 dakika bekletildikten sonra 4000-5000 devirde 10 dk santrifiij edildi.
Sonra siipernatan atilir ve tiip bas asagi siizge¢ kagidi iizerine cevrilerek siiziilmesi
saglandi. Bu esnada c¢okelegin zarar gormemesine dikkat edildi. Daha sonra
asagidaki sekilde ¢alismaya devam edildi.

Reaktif Kor Numune Standart
Idrar - Cokelek -
Standart -- -- 0,1 ml
Biiiret reaktifi 5ml 5ml 5ml

Numune tiipii vorteksle iyice karistirilarak ¢okelegin dagilmasi saglandi. Bu
tiipler oda 1s1snda 20 dk bekledikten sonra 545 nm’de kore karst okundu ve protein
standart grafigi kullanilarak sonug¢ hesaplandi.

3.1.8. Kan Ure Azotu (BUN) Tayini

Tiim gruplara ait ratlarin serumlarindaki BUN/Ure seviyeleri Roche/Hitachi
marka modiiler sistem otoanalizérde Olciildii [102]. Deneyin prensibi; iire, iireaz
enzimi varliginda CO, ve amonyaga parcalanir. Olugan amonyak, a-ketoglutarat ve
NADH ile reaksiyona girerek, L-glutamat, NAD' ve su olusur. NADH
absorbansindaki diisiis kinetik olarak Ol¢iilerek iire miktar1 bulunur.
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3.1.9. Ksantin Oksidaz ve Dehidrogenaz Tayini

Ksantin oksidaz/dehidrogenaz enziminin aktivitesi Beckman et al.’un yaptigi
spektrofluorometrik yontem modifiye edilerek 6l¢iildii.

Prensip:

Ksantin oksidazin pterin (2-amino—4-hidroksipteridin)’i fluoresans veren bir
iirtin olan izoksantopterine oksidasyonunu saglamasina dayanan bir yontemdir [103].
Deney ortamina bir elektron alicis1 olan metilen mavisi eklenerek bir sonraki
asamada XDH aktivitesinin toplami 6lciiliir. Olgiim eksitasyon 345nm, emisyon
370nm’de spektrofluorometrede yapilir.

Reaktifler:

1) Izoksantopterin (1mM)

2) Standart Tampon (pH 7.8, 50 mM K,HPO4; 0.1 mM EDTA)

3) Pterin (1mM)(100ul NaOH iceren 10 ml distile su ile hazirlanir.)
4) Metilen mavisi (1mM)

Deneyin Yapihsi:
1.XO | 2.XDH | 3.Izoksantopterin | 4.Izoksantopterin

Standardi Standardi
(XO igin) (XDH i¢in)

Tampon (nl) 1910 1910 1920 1920

Numune (pl) 10 10 - -

Izoksantopterin (ul) | - - 20 20

Metilen Mavisi (ul) - 20 - 20

Pterin (ul) 20 20 - -

Toplam voliim 1940 1960 1940 1960

l. Numunedeki XO aktivitesini tayin etmek i¢in; 1910 pl tampon igerisine 10ul

numune eklendi. Uzerine 20 pl pterin eklenerek, spektrofluorometre eksitasyon
345nm ve emisyon 370 nm’de 0. ve 1. dakikalardaki fluoresanslar1 dlgiiliir. AF =
F1 .ak —Fo.ax hesaplandi.

2. Numunedeki XDH aktivitesini tayin etmek i¢in; 1910 pl tampon igerisine
10u] numune eklendi. Uzerine 20 ul metilen mavisi ve 20 pl pterin eklenerek 0. ve 1.
dakikalardaki fluoresanslari 6lgtildii. AF hesaplandi.

3. Standart olarak izoksantopterin kullanildi. XO aktivitesini tayin etmek igin;
1920 pl tampon igerisine 20 pl izoksantopterin eklenerek 0. ve 1. dakikalardaki
fluoresanslar 6lgiildii. AF hesaplandi.

4. Ksantin dehidrogenaz aktivitesini tayin etmek i¢in; 1920 pl tampon igerisine
20ul izoksantopterin eklendi. Uzerine 20 pl metilen mavisi eklenerek 0. ve 1.
dakikalardaki fluoresanslari 6lgtildii. AF hesaplandi.
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Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi:
Enzim aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir.

U=[ (AF X 0,1) / Fizoksantopterin ] x 0,001x DF

U: Enzim aktivitesi

AF: Fluoresansta bir dakikada meydana gelen degisiklik

Fizoksantopterin: Izoksantopterinin fluoresansinda bir dakikada meydana gelen
degisiklik

DF: Diliisyon faktorii (Kiivetteki toplam hacim / numune hacmi)

3.1.10. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Tayini

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentina’nin birlesik enzimatik
yontemi modifiye edilerek tayin edildi [104].

Prensip:

Birinci asamada rediikte GSH, GPx tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda t-
biitil hidroperoksit (t-BuOOH) kullanilarak okside edilir. Tkinci asamada ise ortama
eksojen olarak eklenen GR yine ortama eksojen olarak eklenen NADP’yi kullanarak
okside glutatyonu yeniden rediikler. Bu sirada 340 nm’de NADPH absorbansindaki
azalma oOl¢iiliir.

Reaktifler:

1) Fosfat tamponu (50 mM, pH = 7.2) K,HPO4 / KH,PO4 kullanilarak hazirlanir.
tampon kahverengi sisede, 4 °C’de 1 yil stabildir.

Reaksiyon karigimi

2) EDTA (0.3 mM)

3) NADPH (0.1mM)

4) GR (0.5 U)

5) Sodyum azid (NaN3) (0.5 mM)

Bu maddeler uygun miktarlarda tartilarak, fosfat tamponu iginde ¢oziiliir.
6) Rediikte glutatyon (GSH) (2.5mM)

8) t-BuOOH (0.4 mM)

Deneyin Yapilhisi:
Tiim dokulardan elde edilen siipernatanlarin her biri i¢in, bir GSH igeren
(GSH+) ve bir de GSH igermeyen (GSH-) olmak iizere iki tiip hazirlandi.

GSH (+) numune tiipii | GSH ( - ) numune tiipii
Reaksiyon karisim (nL) 750 750
Doku siipernatam (pL.) 50 50
GSH (uL) 100 0
Distile su (uL) O 100
t- BuOOH (pL) 100 100

t- BuOOH eklenmesi ile birlikte 37°C’de 340 nm’de hem GSH (+) hem de GSH(-)
numunelerinin 3’er dakikalik dl¢timleri yapildi.
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Aktivitenin hesaplanmasi:
GSH (+) ve GSH(-) numunelerine ait 6l¢iimleri AOD’si bulunur.

GSH-Px aktivitesi(U/g protein) = [GSH(+) AOD — GSH(-)AOD x 10°] / [311 x
protein g/dL]

3.1.11. Protein Tayini

Bobrekte protein tayini modifiye Bradford yontemine esas alan kit ile yapildi
[105].

Reaktifler:
1 ) Standart soliisyon: 2 mg/ pl bovine serum albiimin
2 ) CPPA reaktifi (Coomassie Plus Protein Assay Reagent, Pierce-1856210 )

Deneyin Yapihsi:

Tiim doku homojenatlar1 1/500 diliie edilerek c¢alisildi. 100 pl diliie doku
siipernatan1 iizerine 100 ul CPPA reaktifi eklendi. Absorbans 595 nm’de 96 well-
plate reader spektrofotometrede okundu. Standart calismasi ise, numune yerine 2, 4,
6, 8, 12, 16, 20 pg/ml konsantrasyonuna sahip BSA standartlar1 kullanilarak yapildi.
Dokulardaki protein miktar1 agagidaki standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

Protein Standart Grafigi
y = 0,014x + 0,2395

0,600 - )
R? = 0,9981

0,500 -
0,400 -

0,300 -

Absorbans

0,200 -

0,100 -

0,000 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 3.2 Doku homojenatlari i¢in protein standart grafigi

3.1.12. Histokimyasal Inceleme

Sicanlardan elde edilen bobrek dokulari, oda sicakliginda 24 saat boyunca %
10’luk formalin igerisinde fiske edildi. Fiksasyon isleminin sonunda dokular 2 -2,5
saat boyunca musluk suyu altinda yikandi. Daha sonra sirasiyla % 70, % 80 ve %
90’lik alkol serilerinde birer giin boyunca bekletildi. Ardindan saf alkol igerisinde 3—
3,5 saat boyunca bekletildi. Alkol serileri ile dehidrate edilen bobrek dokusu ksilol
ile seffaflastirildi. Daha sonra bobrek dokusu 60 ° C’lik etiivde, her saat bas1 parafini
degistirilmek suretiyle 3 saat boyunca parafin igerisinde bekletildi. 3.saat sonunda
bobrek dokusu temiz parafine gomiilerek oda 1sisinda donmasi saglandi. Parafin
bloklara gomiilmiis bobrek dokularindan, 5 mikron kalinliginda kesitler alinarak
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preparatlar hazirlandi. Hazirlanan preparatlara 151k mikroskobik incelemeler
yapilabilmesi i¢cin hematoksilen- eozin boyamasi yapildi.

3.2. Bitki Deneyleri

3.2.1.Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenolik madde ekstraksiyonu i¢in Antalya’nin cesitli mevkilerinden
toplanmis olan mersin (Myrtus communis) bitkisinin yapraklar1 35°C’lik etiivde 2
giin siireyle kurutuldu. Kurutulan yapraklar porselen havan ile toz haline gelinceye
kadar iyice doviildii. Toz halindeki 50 gr yaprak 500ml etanol igerisinde 48 saat
boyunca bekletildi. 48 saatlik periyot dolduktan sonra etanolik ekstrakt filtre kagitlar
ile siiziildi. Elde edilen siizilintiiniin etanol fazi rotary vakum evaporatorde 40°C’de
ucuruldu. Geriye kalan ham ekstrakt koyu renk siselerde +4°C hayvanlara
verilinceye kadar saklandi [106].

3.2.2. Ham Ekstraktlarin Kimyasal Analizleri

3.2.2.1.Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik maddenin (TFM) kolorimetrik olarak tayininde
spektrofotometrik yontem kullanildi [107].

Reaktifler:

1) Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi (0,2 N)

2) Sodyum karbonat ¢ozeltisi (75 g/1)
3)Gallik asit standart1 (250-2000 mg/L aras1)

Deneyin yapilisi:

Kor Numune
Ornek (Ekstrakt) - 100 ul
Distile su 1 ml 900 pl
Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi Sml 5 ml
Sodyum karbonat c¢ozeltisi 4 ml 4 ml

Spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda okunan absorbans degerinden ve
gallik asit ile hazirlanmis standart egrisinden yararlanilarak toplam fenolik madde
miktar1 mg/g ham ekstrakt olarak gallik aside esdeger olarak asagidaki standart
grafigi kullanilarak hesaplandi hesaplandi.
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Toplam Fenolik Madde Standart Grafigi

y =0,001x

R? = 0,9982
1,2 1
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Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 3.3 Toplam fenolik madde standart grafigi

3.2.2.2. Myricetinin HPLC ile Analizi

Myricetinin analizinde Agilent 1100 marka HPLC (Agilent Technologies
Sales & Services GmbH & Co.KG, Waldbronn, Germany) aleti kullanild1 ve tespiti
350 nm’de diode array dedektorle gergeklestirildi. HPLC aletinin degaz tinitesi, 4’1i
pompasi, 20 ul luplu manuel enjeksiyon {initesi bulunmaktadir.

Mersin bitkisindeki myricetinin ayrilmasinda ve tehsisinde ACE C-18
analitik kolon (250 x 4.6 mm, 5 um partikiil ¢cap1) ve gradient ¢ozelti kullanildi. Bu
amagla solvent A olarak formik asit: su (1:19), solvent B olarak metanol kullanildi.
Eliisyon programi Tablo 3.1°de verilmistir. Akis hizi 1,0 ml/dk olarak islem
gerceklestirildi. Myricetin miktarinin tespitinde eksternal standart yontemi, standart
olarak hayvanlara intraperitonal olarak enjekte edilen myricetin kullanildi.

Tablo 3.1 HPLC eliisyon programi

(ﬁ:;:;lig) Solvent A (%) | Solvent B (%)
0 100 0
3 85 15
13 75 25
25 70 30
35 65 35
39 55 45
42 55 45
44 50 50
47 45 55
50 30 70
56 25 75
60 0 100
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100 mg ham ekstrakt 10 ml etanoliin igerisinde ¢oziilerek HPLC’ye verildi
[108]. Fenolik maddelerin serbest formlarinin analizinin yapilabilmesi i¢in ise; 100
mg ham ekstrakt 2 g/l TBHQ iceren %62,5’lik 4 ml metanol ve 6 N HCl ile 2 saat
boyunca 90 [1C’de hidroliz yapildiktan sonra HPLC’ye verildi [109].

3.2.2.3. Toplam Flavonoid Miktarinin Tayini

Toplam flavonoid miktarinin aliiminyum klorid ile kolorimetrik olarak
tayininde Karadeniz vd. [110] tarafindan tanimlanan spektrofotometrik yontem
kullanildi. 1 ml 6rnek 10 ml’lik cam deney tiipii i¢cine konuldu, iizerine 4 ml distille
su ve 0,3 ml %5’lik NaNO; ilave edildi ve karistirildi. 5 dk sonra 0,6 ml %10’luk
AICl5.6H,0O eklendi, 5 dk sonra da 2 ml 1 mol/L’lik NaOH ilave edildi ve toplam
hacim distile suyla 10 ml’ye tamamlandi. Karigim iyi bir sekilde karistirildiktan
sonra spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda okunacak absorbans degerinden ve
katesin ile hazirlanmis standart egriden yararlanilarak toplam flavonoid miktar1 gram
ham ekstraktaki mg katesine esdeger olacak sekilde hesaplandi.

Toplam Flavonoid Standart Grafigi y=0,0031x +0,0134

R?=0,9992
1 _
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Sekil 3.4 Toplam flavonoid standart grafigi

3.2.2.4. Toplam Antioksidan Kapasitenin Olciilmesi

Olgiimlerde stabil radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) solusyonu
kullanildi. Ekstrelerin DPPH {izerindeki serbest radikalleri temizleyici etkileri Latka
et al. [107] tarafindan modifiye edilmis metod kullanilarak o6l¢iildii. Metanol
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (5—-160 mg/L) hazirlanmig 6rnek ¢ozeltisinin
0.1 ml’si lizerine yine metanolde hazirlanmis (0.025 g/L) DPPH ¢d6zeltisinden 3.9 ml
ilave edildi ve vortekste 30 saniye karistirilarak oda sicaklifinda ve karanlikta 30
dakika bekletildi. Karanlikta inkiibasyon sonrasinda, orneklerin absorbanst UV
spektrofotometre kullanilarak 515 nm’de metanole kars: &lgiildii. Orneklerin serbest
radikalleri temizleyici etkileri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.
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% inhibisyon (ICSO) = Akontrol - Apmek / Axontrot X 100

Akontrol: 0.1 ml metanol + 3.9 ml DPPH ¢6zeltisinin metanole karsi okunan absorbans
degeri
Ajsmek: Orneklerin 30 dk sonunda metanole karsi okunan absorbans degeri

Elde edilen % inhibisyon degerleri 6rneklerin farkli konsantrasyonlarina karsi
grafige gecirilerek her bir 6rnegin % 50 renk ag¢ilimini saglayan derigimleri % 50
inhibisyon (IC50) degeri olarak hesaplandi. Antiradikal aktivite 1/IC50 olarak
hesaplandi.

3.3. istatistiksel Analiz

Tiim sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi. Istatistiksel analizler
Sigma Stat 2.03 Windows XP paket programi ile yapildi. Elde edilen verilerin
karsilagtirilmasinda uygulanan istatistiksel metodlar bulgular kisminda ayrintili
olarak yazilmistir.

3.4. Gerecler ve Kimyasal Maddeler

3.4.1. Gerecler

Spektrofotometre: Schimadzu UV 1601

Spektrofluorometre: Perkin Emler LS 45

Evaporator: Heidolp Laborota 4000

HPLC: Agilent 1100

Su banyosu: Precitherm PRV Boehringer Mannheim

Santrifiij: Heraeus Sepatech Labofuge 15R, Beckman Enculture 22R,

Hassas terazi: Shimadzu AY220

Homojenizator: Art-Miccra D—1

pH metre: Hanna pH211

Derindondurucu: Ugur, Sanyo

Buzdolabi: Ariston

Otomatik pipet: Eppendorf marka 1000 ml’lik, Biohit marka 20-200 ul, 10-100 ul, 5-
50 ul’lik

Cam pipet: 5, 10 mI’lik

Cam balon jojeler, erlen mayerler, beherler, santrifiij tiipleri, ependorf tiipler, deney
tiipleri

3.4.2. Kimyasal Malzemeler
Tiim kimyasal malzemeler Sigma ve Merck’den temin edildi.

49



BULGULAR

4.1.Hayvan Deneyleri

4.1.1.Genel Goriiniim

Deney gruplarina ait goriiniim Sekil 4.1°de gdsterilmistir. Intraperitonal STZ
uygulamasindan sonra hayvanlarin gelisiminde gozle goriiliir oranda degisiklik
gozlemlenmistir. Kontrol grubuna gore diyabetik hayvanlarin viicut agirliklarinda
onemli oranda gerileme gozlemlenmistir. Diyabetik hayvanlarin tiiylerinde sararma
ve dokiilme, kuyruk renklerinde degisim ve hayvanlarda genel bir halsizlik
gozlemlenmistir. Diyabetik gruplarin idrar ¢ikisinda 6nemli derecede artis olmustur.
Yem ve su tiikketimleri artmistir.

Sekil 4.1 Hayvanlardaki genel goriiniim.
A: Kontrol, B: Diyabet

4.1.2. Viicut Agirhiklar

Viicut agirligi degerleri ve gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirma
sonuclar1 Tablo 4.1°de ve sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1°de ve Sekil 4.2°de goriildiigli gibi, diyabetik ratlarda (D, D-Myr, D-
M) ol¢iilen viicut agirligi, kontrol (K) grubundaki ratlara gore anlamli olarak diisiik
bulundu (*=p<0.05). Gruplar arasindaki farklilik Tek Yonlii Varyans Analizini
takiben Tukey testi ile degerlendirildi.
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Tablo 4.1 Tedavi sonunda deney gruplarina ait viicut agirligi degerleri. Veriler ortalama + standart
sapma (Ort. + Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Viicut Agirhg (g)
Gruplar n Ort + Std. Sp.
K 13 332.08 £34.1
D 11 253.9+26.12 *
D — Myr 10 262.5+37.7*
D_M 10 2623 +32.6 *
% %
C)
2 n K
£ #wD
o)
f. ® D - Myr
:§ w“D-M
S

i

K D D - Myr

@)
<

Gruplar

Sekil 4.2 Tedavi sonunda deney gruplarina ait viicut agirlig1 degerleri

*=p<0.05; Kontrol (K) grubunun diyabet (D), diyabet-myricetin (D-Myr) ve diyabet-mersin (D-M)
gruplari ile karsilastiriimast.

4.1.3. idrar Hacmi Bulgulan

Tedavi sonunda deney gruplarinda olgiilen idrar hacmi bulgulart ve
istatistiksel karsilastirma sonuglari tablo 4.2’de ve sekil 4.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.2°de goriildiigii gibi, diyabet grubunun (D) tedavi sonundaki idrar
hacmi diger tiim gruplara gore anlamli olarak yiiksek bulundu (*=p< 0,05). Deney
gruplar1 arasindaki istatistiksel farklilik Kruskal Wallis Tek Yonlii Varyans analizi
ile degerlendirildikten sonra Dunn’s yontemiyle belirlendi.
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Tablo 4.2 Tedavi sonunda deney gruplarina ait idrar hacmi bulgulari. Veriler ortalama + standart
sapma (Ort. &+ Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Gruplar n Idrar Hacmi (ml /24 saat)
b Ort £ Std. Sp.
K 13 15.7+2.1
D 11 289147 %
D — Myr 10 154+26
D-M 10 125423

idrar Hacmi (ml)

s K

wD
2D - Myr
#D-M

__

Gruplar

D - Myr

@)
<

Sekil 4.3 Tedavi sonunda deney gruplarina ait glinliik idrar hacmi bulgular1

*=p<0.05; Diyabet (D) grubunun kontrol (K), diyabet-myricetin (D-Myr) ve diyabet-mersin (D-M)

grubu ile karsilagtiriimasi

4.1.4. Bobrek Agirhgi / Viicut Agirhgi Bulgular

Tedavi sonunda gruplara gore bobrek agirligi/viicut agirligi bulgular ve
istatistiksel karsilastirma sonuglari tablo 4.3’de ve sekil 4.4’de gosterilmistir.

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda diger tiim deney gruplarinda bobrek
agirhgy/viicut agirligt anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Gruplar arasindaki
farklilik Tek Yonlii Varyans Analizini takiben Tukey testi ile degerlendirildi.
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Tablo 4.3 Tedavi sonunda bdbrek agirligi /viicut agirligi bulgulari. Veriler ortalama + standart sapma
(Ort. = Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Bobrek Agirhg/Viicut Agirhigi (mg/g)
Gruplar n Ort + Std. Sp.
K 13 7.63 £ 0.60
D 11 11.51+1.95*%
D — Myr 10 10.52£2.63 *
D-M 10 9.86+1.57*
_ 16,000 -
T 14,000 * * *
O
< 12,000
3 | 7z K
s 10,000 N -
= 8,000 -
BE % \ mD - Myr
S 6,000 - / \ ®D-M
< 4000- % \
e
S 2,000 - / %
0
K D D - Myr D-M
Gruplar

Sekil 4.4 Tedavi sonunda bobrek agirlig /viicut agirlig bulgulari
*=p<0.05; Tim diyabetik gruplarin (D, D-M, D-Myr) kontrol grubu (K) karsilagtiriimasi.

4.1.5. Achik Kan Sekeri Bulgular:

Gruplara gore AKS bulgulart ve istatistiksel karsilagtirma sonuglari tablo
4.4°de ve sekil 4.5°de gosterilmistir.

Sifirinc1 ve 2. giinlerde tiim diyabetik gruplarda (D, D-Myr, D-M) 6l¢iilen
aclik kan sekeri kontrol (K) grubuna gore anlamli olgiide yiliksek bulundu
*=p<0.001). Tedavinin 6. ve 10. glinlerinde ise diyabet (D) grubunda 6l¢iilen aclik
kan sekeri diizeyi diger tiim gruplara (K, D-Myr, D-M) goére anlaml1 olarak yiiksekti
(**=p<0.001). 6. ve 10. glinlerde tedavi verilen diyabetik gruplar (D-M, D-Myr) ile
kontrol grubu arasinda AKS diizeyleri anlamli bir farklilik gostermedi.

Kontrol (K) ve diyabetik (D) grupda gilinler arasinda AKS diizeylerinde
anlaml bir degisim gozlenmez iken, tedavi verilen diyabetik gruplarda (D-Myr, D-
M) 0. gilindeki AKS diizeyleri diger gilinlere gore anlamli olarak yiiksekti
(a=p<0.001).
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Tedavi verilen diyabetik gruplarda 2. giinde 6l¢iilen AKS 10. giline gore halen

anlamli olarak yiiksek bulundu (b=p<0.05).

Gruplar arasindaki farklilik Iki Yénlii Varyans Analizini takiben Tukey testi

ile degerlendirildi.

Tablo 4.4 Deney gruplarinda aglik kan sekerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi degigimi. Veriler ortalama +

standart sapma (Ort. = Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Achik Kan Sekeri (mg/dl)
Gruplar n
0.giin 2.giin 6.giin 10.giin
K 13 148 £ 16 141 £ 16 148 £ 17 146 + 14
D 11 335+ 16 * 344 £29 * | 348 £29 ** 342 £ 30 **
D-Myr | 10 [283+58%%[200+47*°| 18330 141 + 38
D-M 10 [274+£35%% 20764 *°| 168+45 149 + 24
*
* m 0. gln
- a O2.gun
) O 6. gln
4 b 10. giin
F
4
[}
o> .
X
= %
o o
<
K D D-Myr D-M

Sekil 4.5 Deney gruplarinda aglik kan sekerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi degisimi

Gruplar arasi karsilastirma;

*=p<0.001; Kontrol (K) grubu ile karsilagtirildiginda.
*#=p<0.001; Tiim gruplar ile karsilastirildiginda.
Grup ici karsilagtirma;

a=p<0.001; 2., 6. ve 10. giinler ile karsilagtirildiginda.
b=p<0.05; 10.giin ile karsilastirildiginda.
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4.1.6. idrar Proteini Bulgular

Gruplara ve tedavi giinlerine gore idrar proteini bulgulari ile istatistiksel
karsilastirma sonuglari tablo 4.5 ve sekil 4.6’da gosterilmistir.

Sifiriner giinde tiim diyabetik gruplarda (D, D-Myr, D-M) 6lgiilen 24 saatlik
protein atilimi kontrol (K) grubuna gore anlamli 6lgiilde yiiksekti (*=p<0.001).
tedavi sonrasi ise sadece diyabetik (D) grupta 24 saatlik idrar protein atilimi diger
tiim gruplara gore anlamli dlgiide yliksekti (**=p<0.001). 2., 6. ve 10.giinlerde tedavi
verilen diyabetik gruplar (D-M, D-Myr) ile kontrol (K) grubu arasinda 24 saatlik
idrar protein atilimi degerleri anlamli bir farklilik gostermedi.

Kontrol (K) ve diyabetik grupda (D) giinler arasinda 24 saatlik idrar protein
diizeylerinde anlamli bir farklilik gériilmez iken; tedavi verilen diyabetik gruplarda
(D-Myr, D-M) tedavi O6ncesi 24 saatlik idrar proteini, tedavi sonrasi tiim giinlere gore
anlamli dl¢tide yiiksekti (a=p<0.001). Tedavi verilen diyabetik gruplarda (D-Myr, D-
M) 2. gilinde 6lgiilen 24 saatlik idrar proteini 10. giine gére halen anlamli derecede
yiiksek bulundu (b=p<0.001).

Gruplar arasindaki farklilik 1ki Yénlii Varyans Analizini takiben Tukey testi
ile degerlendirildi.

Tablo 4.5 Idrar proteini tedavi dncesi ve sonrasi giinlere gore degisimi. Veriler ortalama + standart
sapma (Ort. &+ Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Idrar Proteini (g/24 saat)
Gruplar | n
0. giin 2. giin 6. giin 10. giin
K 13 | 0.096+0.027 0.11£0.038 0.10+0.034 0.11+0.02
D 11 | 0.24+0.055* | 0.26+0.067 ** | 0.25+0.044 ** | 0.29+0.043 **
D-Myr | 10 | 0.29+0.084 ** | 0.18+0.076° 0.12+0.029 0.09+0.088
D-M | 10 | 0.24+0.087 ** | 0.14+0.04 " 0.11£0.059 0.074+0.027
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Sekil 4.6 Deney gruplarinda idrar proteininin giinlere gore degisimi

Gruplar aras1 karsilastirma;

*=p<0.001; kontrol grubuna gore.

**=p<0.001; diger tiim gruplara gore.

Grup ici karsilagtirma;

a=p<0.001; 2., 6. ve 10. giinler ile karsilastirildiginda.
b=p<0.001; 10. giin ile karsilastirildiginda.

4.1.7. Kan Ure Azotu (BUN) Bulgular

Gruplara gore BUN degerlerinin tedavi gilinlerine gore giinler aras1 ve gruplar
arasi istatistiksel karsilagtirma sonuglari tablo 4.6 ve sekil 4.7°de gosterilmistir.

Tedavi oncesi 0. giinde kan iire azotu (BUN) degerleri tiim diyabetik
gruplarda (D, D-Myr, D-M) kontrol (K) grubuna gore yiiksekti (*=p<0.001). 2., 6. ve
10. giinlerde diyabetik (D) grupta ol¢iilen BUN degerleri kontrol (K) ve diyabet-
mersin (D-M) gruplarina gore anlamli olarak yiiksekti (**=p<0.001). Diyabet-
myricetin (D-Myr) grubunda 2. giinde 6l¢iilen BUN degeri de benzer sekilde kontrol
(K) ve diyabet-mersin (D-M) gruplarina gére anlamli olarak yiiksekti (**=p<0.001).

Kontrol (K), diyabet (D) ve diyabet-mersin (D-M) gruplarinda giinler
arasinda BUN degerlerinde anlamli bir farklilik gozlenmezken; diyabet-myricetin
(D-Myr) grubunda tedavi 6ncesi BUN degerleri tedavi sonrasina gore anlamli olarak
yiiksektir (a=p<0.001).

Gruplar arasindaki farklilik Iki Yénlii Varyans Analizini takiben Tukey testi
ile degerlendirildi.
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Tablo 4.6 Deney gruplarinda giinlere gére BUN degerleri. Veriler ortalama =+ standart sapma (Ort. +
Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayist.

BUN (mg/dl)
Gruplar n
0. giin 2. giin 6. giin 10. giin
K 13 22.242.9 21.8+3.3 22.5+3,8 22.1+4.5
D 11 41.3+9.5 * 41.0£ 9.6 ** | 41.8+9.6 ** | 40.7£10.7 **
D - Myr 10 43.5+£8.9 ** 35.4+ 8.1 ** | 29.5£ 8.6 284+ 5.5
D-M 10 322434 * 28.3+3.8 29.3+34 29.3+3.0
60 T L ** ‘ a m 0. giin
I ’ O02.g0n
50 T+
** B 6.gln
40 + e * 10. glin

i
7 s

BUN
(mg/dL)

\\\ R

D-Myr D-M

Sekil 4.7 Deney gruplarinda tedavi giinlerine gére BUN degisimi

Gruplar aras1 karsilastirma;

*=p<0.001; kontrol grubuna gore.

**=p<(0.001; kontrol ve diyabet-mersin grubuna gore.
Grup i¢i karsilastirma;

a=p<0.001; diger giinlere gore.

4.1.8. Kreatinin Klirensi Bulgular

Gruplara gore kreatinin klirensi bulgulari, giinler arasi ve gruplar arasi
istatistiksel karsilastirma sonuglari tablo 4.7 ve sekil 4.8’de gosterilmistir.

Kreatinin klirensi tiim diyabetik gruplarda (D, D-Myr, D-M) tedavi dncesi 0.
giin ve tedavi sonrasi 2. ve 6. glinlerde kontrol grubuna gore anlamli olarak diistiktii
(*=p<0.001). Tedavi sonrast 10. giinde ise diyabet (D) ve diyabet-mersin (D-M)
grubunda kreatinin klirensi kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiikliglini
korurken, diyabet-myricetin (D-Myr) grubunda kontrol (K) grubuna gore anlamli bir
fark goriilmemektedir. Kontrol (K), diyabet (D) ve diyabet-mersin (D-M) gruplarinda
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giinler arasinda kreatinin klirensi degerleri anlaml bir fark gostermezken, diyabet-
myricetin grubunda tedavi sonrasi 10. giinde 6l¢iilen kreatinin klirensi degeri tedavi
oncesine gore anlamli olarak yiikselmistir (a=p<0.001).

Gruplar arasindaki farklilik iki Yonlii Varyans Analizini takiben Tukey testi
ile degerlendirildi.

Tablo 4.7 Deney gruplarinda giinlere gore kreatinin klirensi degisimi. Veriler ortalama + standart
sapma (Ort. &+ Std. Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Kreatinin klirensi(ml/dK)
Gruplar | n

0. giin 2. giin 6. giin 10. giin

K 13 1.095+0.314 1.095+0.316 1.122+0.324 1.127+0.313

D 11 | 0.75440.140 * | 0.757+0.106 * | 0.762+0.105 * | 0.758+0.15 *

D-Myr | 10 | 0.794+0.143 * | 0.885+0.151 * | 0.920+0.086 * | 1.043+£0.318 *

D-M | 10 | 0.766+0.153 * | 0.879+0.138 * | 0.932+0.116 * | 0.9354+0.204 *

16 T
M O. gun

% a . 02. gin
E * 01 6. gun
g * o [ |E10. glin
STE: mer
= [T 2 7
X J_ o Lk
£ R ) -]
£ - )
s
X ]

K D D-Myr D-M

Sekil 4.8 Deney gruplarinda giinlere gore kreatinin klirensi degisimi

Gruplar aras1 karsilastirma;
*=p<0.001; kontrol grubuna gore.
Grup i¢i karsilastirma;

a=p<0.001; 0. giin ile karsilagtirma

4.1.9.Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Gruplara gore glutatyon peroksidaz bulgular1 ve istatistiksel karsilastirma
sonugclari tablo 4.8 ve sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Bobrek dokularinda olgiilen glutatyon peroksidaz aktivitesi diyabet (D)
grubunda diger gruplara gore (K, D-M, D-Myr) anlamhi olarak diisiik bulundu
(*=p<0.001). Kontrol grubu (K) ile tedavi verilen diyabetik gruplarda (D-M, D-Myr)
glutatyon peroksidaz aktivitesi istatistiksel olarak farkli degildi.

Gruplar arasindaki farklilik Tek Yonlii Varyans Analizini takiben Tukey testi
ile degerlendirildi.

Tablo 4.8 Glutatyon peroksidaz bulgulari. Veriler ortalama + standart sapma (Ort. + Std. Sp) olarak
verilmistir, n=denek sayisi.

Glutatyon peroksidaz
Gruplar n (U/mg protein)
Ort £ Std. Sp.
K 13 0.81+0.18
D 11 0.35+0.1 *
D — Myr 10 0.75+0.13
D-M 10 0.64+0.11
1,20 1
mK
1,00 - oD
O D-Myr
D-M

0,80 -

0,60 -

0,40 -

——

\\\ :

0,20 -

Glutatyon Peroksidaz (U/mg protein)

0,00 -
K D D-Myr D-M

Sekil 4.9 Glutatyon peroksidaz bulgular

*=p<0.001; K, D-Myr, D-M ile karsilagtirma
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4.1.10.Ksantin Oksidaz ve Dehidrogenaz (XO ve XDH)

Gruplara gore XO ve XDH bulgulan ve istatistiksel karsilastirma sonuglari
tablo 4.9, sekil 4.10 ve 4.11°de gosterilmistir.

Bobrek dokularinda olgiilen XO ve XDH aktiviteleri diyabet (D) grubunda
diger gruplara gore (K, D-M, D-Myr) anlamli olarak yiiksek bulundu (*=p<0.001).
Kontrol grubu (K) ile tedavi verilen diyabetik gruplarda (D-M, D-Myr) ksantin
oksidaz ve ksantin dehidrogenaz aktiviteleri istatistiksel olarak farkli degildi.

Gruplar arasindaki farklilik Tek Yonlii Varyans Analizini takiben Tukey testi
ile degerlendirildi.

Tablo 4.9 Ksantin oksidaz ve dehidrogenaz bulgular1. Veriler ortalama + standart sapma (Ort. + Std.
Sp) olarak verilmistir, n=denek sayisi.

Ksantin oksidaz Ksantin dehidrogenaz
Gruplar n (U/g protein) (U/g protein)
Ort £ Std. Sp Ort £ Std. Sp.
K 13 1.11+0.36 1.32+0.44
D 11 2.13+0.54 * 2.26+0.84 *
D — Myr 10 1.15+035 1.53+0.39
D-M 10 1.16+0.31 1.60+0.37
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Sekil 4.10 Ksantin oksidaz bulgular
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S
8 2,00 _
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3 .
a 1,00 -
£
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0,00 -
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Sekil 4.11 Ksantin dehidrogenaz bulgular

*=p<0.001; Diger gruplar ile karsilastirildiginda
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4.1.11.Histokimyasal inceleme Sonuclar

\ k‘“’
[}
v oW
,J::. t

Sekil 4.12 Histokimyasal preparat fotograflar1 A: Korteks, B: Medulla, K: Kontrol, D: Diyabet D-M:
Diyabet Mersin, D-Myr: Diyabet myricetin (biiyiitme 40X, skala bar 50 pm)
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Sekil 4.12°de de goriildiigi gibi, kontrol grubuna kiyasla diyabetik grupta
ozellikle toplayici tiibiillerde ve glomerullarda fark goriilmiistiir. Diyabet grubunda
toplayic1 tiibiilleri olusturan hiicrelerin  biitiinliigiini  kaybettigi gozlenmistir.
Hiicrelerin ¢ogunda sitoplazma morfolojisi olduk¢a dejeneredir. Genel olarak,
diyabet grubunda glomerularin boyutlar1 kii¢iilmiistiir. Bununla birlikte glomerularin
yapisal biitlinliiklerini kaybettikleri gézlenmistir. Tedavi gruplarinda diyabet grubuna
kiyasla daha iyi bir morfoloji gdzlenmistir.

Medullada mevcut olan papiller kanallar, distal tiibiiliin diiz pargalar1 ve henle
kulbunun ince kollarinin diyabet grubunda oldukca dejenere oldugu goézlenmistir.
Hiicreler adeta parcalanmis ve niikleuslar liimene dagilmis olarak goriilmektedir.
Ancak tedavi gruplarinda bu yapilarin daha diizenli oldugu goézlenmistir. Papillar
kanallar, distal tiibiiliin diiz parcalar1 ve henlenin ince kulbu yapisal olarak diyabet
grubuna gore daha iyi bir morfoloji sergilemektedir.

4.2. Bitki Deneyleri

4.2.1. Ham Ekstraktlarin Kimyasal Analiz Sonug¢lari

Hidroliz yapilarak yapraklarda bulunan fenolik maddeler aglikonlarina
dontstiirilmiistiir. Boylece flavonoidlerin serbest formlariin miktarlari tam olarak
hesaplanabilmigtir. Bundan dolayr hidroliz yapilmis yaprak orneklerinin toplam
fenolik madde ve flavonoid icerigi yapilmayanlara gére daha fazla bulunmustur.

Ham ekstraktaki myricetin miktari, toplam fenolik madde miktari, toplam
flavonoid igerigi, Antioksidan kapasite (ICsy) ve antiradikal aktivite degerleri Tablo
4.10°de gosterilmistir. Flavonoid miktar1 hidroliz yapilmis orneklerde 37,48 mg/g
ham ekstrakt olarak Ol¢iilmiis, bu miktarin % 58’nin de myricetin (21,722 mg/g ham
ekstrakt) oldugu belirlenmistir. Ayrica HPLC analizinde, yapraklarda myricetinden
baska gallik asit, prosiyanidin B1, katesin, prosiyanidin B2, epigallokatesin—3—O-
gallat, epikatesin, epikatesin—3—O-gallat, rutin, kuersetin ve kamferol de tespit
edilmistir.
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Tablo.4.10 Ham ekstrakttaki (HE) Myricetin, toplam fenolik madde (TFM), toplam flavonoid (TF) ve
IC;s¢ degerleri (mg/g ham ekstrakt)

Myricetin TFM TF
ICsg AA (1/1Cs)
(mg/g) | (mg/g) | (mg/g)
Ham
Ekstrakt 0,015 148,57 21,63 0,536 1,870
(normal)
Ham
Ekstrakt 21,722 296,40 37,48 0,361 2,770
(hidroliz)

Yapraklardaki fenolik maddelerin antioksidan kapasiteleri de Olgililmiis,
hidroliz yapilanlar da antioksidan ve antiradikal kapasite daha yiiksek bulunmustur.
Aglikon miktar arttik¢a antioksidan aktivitenin arttigi diisliniilmektedir. Sekil 4.13
ve 4.14°’deki kromotogramlarda goriildiigii gibi hidroliz yapilmayan ham
ekstraktlarda glikozit formunda oldugu i¢in myricetin miktar1 ¢ok az iken, hidroliz
yapildiktan sonra bu miktar 6nemli derecede artmistir.
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Sekil.4.13 Mersin bitkisi ekstraktinin HPLC ile incelenmesi sonucunda elde edilen kromatogram. Olgiim 350 nm’de, 60 dakika boyunca gergeklesmistir. Myricetinin
cikis zamani 40.29—-40.33. dakikalar arasinda gerceklesmistir.
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Sekil.4.14 Mersin bitkisi ekstraktinin hidroliz islemi sonucu HPLC ile incelenmesi ile elde edilen kromatogram. Olgiim 350 nm’de, 60 dakika boyunca gerceklesmistir.
Myricetinin ¢ikis zamani 40.29—40.33. dakikalar arasinda gergeklesmistir.



TARTISMA

Diabetes mellitus; insiilin salgilanma yetersizligi ve hedef dokularda
insiilinin metabolik etkisine kars1 gelisen direng hali ile karekterize, genetik kdkenli
metabolik bir hastaliktir [111]. Protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini
etkileyen insiilin sekresyonu ya da reseptoriindeki anormallikler ile karaciger, bobrek
ve pankreasin hasarina da sebep olur [112]. Diyabet diinya ¢apinda hizli bir sekilde
artan bir saglik problemidir. Buna paralel olarak baslica komplikasyonlarindan biri
olan nefropati de hizli bir sekilde artmaktadir [113]. Diyabetik nefropati DM’ un
baslica kronik komplikasyonudur ve diyabetik hastalardaki mortalite ve morbiditenin
artmasinin énemli bir sebebidir [114].

Diyabetik nefropati, kalic1 proteiniiri, yiiksek arteriyal kan basinci ve renal
fonksiyonlarda bozulma ile karakterize doku harabiyetine neden olan kronik bir
durumdur [113]. Albumin atilm hizi, 24 saatlik idrarda kalici olarak 300 mg’1
astiginda agikar nefropati tanis1 konulur [115]. Renal fonksiyonlarin ve glomerular
filtrasyon hizinin bozulmasi, glomerular filtrasyon bariyerinin hasari ile ortaya ¢ikar.
Buna tiibular reabsorbsiyonun bozulmasi, sirkiile olan kreatininde artis ve morfolojik
olarak ekstraseliiler matriks birikimi ve glomerul igerisinde bazal membran
kalinlagsmas1 eslik eder [113]. En sonunda, DN, diyaliz ya da transplantasyon
terapilerine gerek duyulan asir1 skarlasma ve non-fonksiyonel son dénem bobrek
olusumuna yol acar [115].

Bobrek gibi glikoz girisi insiiline bagimli olmayan dokularda, kan glikoz
konsantrasyonu yiikseldiginde normalde aktif olmayan aldoz rediiktaz yolu islerlik
kazanarak, sorbitol olusumuna neden olur. Sorbitol plazma membranindan diffiize
olamadigindan, hiicre i¢inde birikir ve hiicre membran biitlinliiglinii bozar. Ayrica
osmotik etki yaparak hiicrenin su alip sismesine neden olur. Hiicrenin sigmesi
morfolojik ve fonksiyonel yap1 degisikliklerini de beraberinde getirir [116].
Hiperglisemide poliol yolunun aktivasyonuyla NADH/NAD" oran1 artmakta ve bu da
enzimatik olmayan glikasyonu ve diagilgliserol sentezini artirmaktadir.
Diagilgliseroliin artist da protein kinaz C aktivasyonuna yol agarak diyabetdeki
damar patolojilerine neden olmaktadir.

Tip 1 ve tip 2 DM hastalarinda antidiyabetik tedavinin amaci normoglisemiye
ulagsmak ve tip 2 diyabetde insiilin rezistansini azaltmaktir. Boylece diyabetin ileri
komplikasyonlar1 6nlenerek metabolik kontrol diizeltilmektedir. Tip 2 diyabet i¢in en
yararli terapi, yemek sonrasi optimum kan glukoz seviyesinin kontrol edilmesi olarak
bilinmektedir. Glukoz seviyelerinin yiikselmesini 6nlemeyi amaglayan terapotik
ilaclarin arasinda, ince bagirsak epitelyumunda membrana bagli bir enzim olan ve
dissakaritlerden glukozun ayrilmasimi katalizleyen o—glukozidaz’in (EC 3.2.1.20)
inhibitorleri yer alir. o—Glukozidaz inhibitorleri, glukozun absorbsiyonunu ve
sindirimini engeller ve yemek sonrasi plazma glukoz seviyelerinin azalmasini saglar.
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Bu hipotez hayvan calismalarinda ve sonraki klinik c¢alismalarda, o—glukozidaz
inhibitdr cesitlerinin uygulanmasiyla basarili bir sekilde tespit edilmistir [18, 117].
Diyabetik veya obez hastalar i¢in bu inhibitorlerin kullaniminin olasiligi, insanlarda
sekerlerin absorbsiyonunu etkili bir sekilde azaltan acorbose, miglitol, emigitate ve
voglibiose gibi ilagalar vasitasiyla denenmistir. Tip 2 diyabetli hastalarda ve tip 1
diyabette a-glukozidaz inhibitorii ajanlar hipergliseminin kontroliinde yararh
olmustur. Son yillarda, biyolojik olarak aktif maddeleri igeren baz1 yiyeceklerin ve
geleneksel bitkilerin 6neminin farkina varilmistir ve birgogunun fizyolojik etkileri
incelenmistir [18, 118].

Bir¢ok bitkide a—glukozidaz inhibitorlerinin varlig1 arastirilmis ve dogal tipta
antidiyabetik 6zellikleri gézlemlenmistir. Onal vd. yaptig1 calismada Urtica dioica,
Taraxacum officinale, Viscum album ve Myrtus communis bitkilerinin o—glukozidaz
etkileri incelenmistir. Biitiin bitkiler farkli tesirde a-glukozidaz inhibitor aktivite
gostermistir. Ancak Myrtus communis giiclii bir sekilde enzimi inhibe etmistir.
Bunun yaninda HPLC ile Myrtus communis’ten alinan aktif materyalin sonraki
seperasyonunda sadece fenolik fraksiyonun giiglii a—glukozidaz inhibitorii olarak rol
oynadig1 gosterilmistir. Fenolik icerigin giiclii bir inhibisyona sebep oldugu
distiniilmektedir. Bu gozlemler; Myrtus communis’in su ekstraktinin fenolik
iceriginin a-glukozidaz inhibisyonuna sebep olabilecegini gostermektedir [18].

Calismamizda, o—glukozidaz etkisi kanitlanmis olan mersin bitkisinin
yapraklarindan yaptigimiz etanolik ekstraktda HPLC sonuglarina gore toplam
flavonoid miktarinin % 58’inin, fenolik maddelerinde % 7,33’iliniin myricetin
oldugunu bulduk. Burada da goriildiigii gibi, literatiirdeki diger calismalarda da
mersin bitkisinde yiiksek oranda myricetin bulundugu gosterilmistir [19, 69, 72].

Ong KC. et al. yaptiklar1 bir calismada 30’dan fazla biyoflavonoidin
lipogenez tizerindeki etkilerini incelemisler ve bunlardan sadece myricetin lipogenezi
uyarict etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Ayni caligmada, insiilin reseptor
fonksiyonuna ve Glut 4 translokasyonuna etkisi olmaksizin, myricetinin rat
adipositlerinde glukoz transportunu artirdigini gostermislerdir [119]. Ong et. al.
yaptiklar1 diger calismada myricetinin diyabetik hayvanlardaki glisemi ve glikojen
metabolizmasi iizerine etkisini de incelemislerdir. Bu g¢alismanin verilerine gore
myricetinle tedavinin 2. gilinlinden sonra hiperglisemi ve hipertrigliserideminin
diyabetik hayvanlarda anlamli derecede azaldigini gostermislerdir. Ayni ¢alismada
myricetinin saglikli hayvanlarda hicbir degisiklik olmaksizin, diyabetik sicanlarda
glikojen depolanmasimni % 36 arttirdigin1 bulmuslardir. Hepatik glukoz—6-fosfat
igeriginin artigininin, muhtemelen myricetinin glukoz transportunu arttirmasi ile
iliskili olabilecegini diisiinmektedirler. Glukoz—6-fosfat glikojen sentezinde substrat
olarak kullanilmaktadir. Diyabetik siganlarin myricetin ile tedavisi hepatik glikojen
sentaz [ aktivitesini artirmistir ve boylece glikojen sentezinde de artis olmustur.
Myricetinin saglikli hayvanlarda hepatik glikojen fosforilaz aktivitesi lizerine ve
dolayisiyla da glikojenoliz iizerine etkisi olmamistir. Myricetin tedavisi yapilmasina
ragmen diyabetik ratlarda hepatik glikojen fosforilaz aktivitesi ve dolayisiyla da
glikojenoliz diisiik seviyelerde kalmistir. Arastiricilarin tiim bu bulgular1 myricetinin
glikojen metabolizmasi ve dolayisiyla kan glukozu iizerine etkilerini gostermektedir
[65].
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Diyabet tanisinda birincil sart kronik hiperglisemidir. Kronik hiperglisemiyi
belirlemek icin en Onemli belirtec AKS diizeyinin Olgiilmesidir [120]. Bu
caligmamizda diyabet (D) grubundaki siganlarin deney siiresince Olgiilen AKS
degerleri, kontrol (K) grubundaki sicanlara gore anlamli derecede yliksek
bulunmustur. Bu sonuglar literatiirdeki diger sonuglarla da uyumluluk géstermektedir
[121, 122]. Diyabet (D) grubu ile karsilastirildiginda, hem mersin ekstrakti hem de
myricetin tedavi sonrast 2. gilinden itibaren AKS diizeylerini anlamli Olglide
diisiirmiistiir. Myricetinde gozlenen bu etki literatiir ile uyumludur [65]. Tedavi
gruplarinin  gilinlere gore degisimi kendi i¢inde degerlendirildiginde, en etkin
hipoglisemik etkinin tedavi sonunda saglandigini gozlenmistir. Mersin bitkisinin
hipoglisemik etkisinin arastirildigi baska ¢alismalar da mevcuttur [2, 16, 17]. Ancak
giinlere gore degisimin arastirildigi literatlir bilgisi yoktur. Literatiir bilgilerine
dayanarak, mersin bitkisinin fenolik fraksiyonunun gii¢lii o—glukozidaz inhibitor
etkisi [18] ile diyabetik siganlarda kan glukoz seviyesini diislirdiigii agiklanabilir.
Myricetinin hiicre i¢ine glukoz alimimini arttiran ve glikojen yapimini destekleyen
yondeki etkileri [65] mevcut ¢aligmamizda goriilen kan glukoz diizeylerindeki
azalmayi acgiklar niteliktedir.

Yilmaz S vd. STZ ile DM olusturulmus siganlarda glikoz metabolizmasinin
etkilendigi ve DM’a bagli olarak karaciger piriivat kinaz aktivitesinin azaldigi,
bobrek piriivat kinaz aktivitesinde ise giinlere baghi olarak degisikliklerin
gerceklestigini gozlemlemislerdir. Bu ¢alisma sonunda, diyabete bagli ortaya ¢ikan
hiperglisemi ve pirlivat kinaz aktivitesinde meydana gelen degisikliklerin sicanlarin
bobrek dokusunda patolojik  degisikliklere yol acabilece§i ve diyabet
komplikasyonlarinin nedeni olabilecegi sOylenmistir. Bobreklerde deneysel diyabetin
3. glinlinde bir degisiklik olmadigini, fakat 12. giindeki bulgularin diyabete spesifik
degisiklikler oldugulgdzlenmistir. Bobrek medullasi ¢ok az mitokondri igerdigi i¢in
ATP kaynagi olarak glikolize bagimli oldugundan, glikolizin son basamagindaki bu
enzim aktivitesinin artabilecegini sOylemislerdir [111].

Diyabetin diger 6nemli semptomu politiridir. Calismamizda diyabet grubunun
idrar hacmi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikselmistir. Bulgularimiz literatiir
bilgileri ile uyumludur [123, 124]. Tedavi gruplarinda ise diyabet grubuna gore
diismiistiir. Yaptigimiz deneysel tedaviye yonelik her iki uygulamada da (mersin ve
myrcetin) diyabetik anormalliklerden polilirinin 10 giinliik tedavi sonucunda
diizelmesinin saglandig goézlenmistir.

Diyabetin karakteristik 6zelliklerinden biri de viicut agirliklarinda azalma
olmasidir. Caligmamizda da tiim diyabetik gruplardaki (D, D-M, D-Myr) sicanlarin
viicut agirhiginda literatiire benzer olarak azalma goriilmiistiir [125, 126]. Myricetin
ve mersin tedavisi uygulanan diyabetik gruplarin viicut agirliginda ¢ok az bir artis
vardir. Ancak bu artis anlamli degildir.

Bilindigi gibi STZ uygulamasini takiben kontrol grubuna kiyasla viicut
agirliklarindaki diisiis, idrar hacimlerinde ve AKS’lerindeki artis diyabetin baglica
bulgularindandir. Mersin ve myricetin uygulanan sicanlarin tedavi bitiminde ise
AKS’lerinde anlamli bir diisiis ve buna paralel olarak idrar hacminde azalma
gozlemlenmistir. Bu bulgular mersin bitkisinin ve myricetinin birbirinden farksiz
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olarak karbonhidrat metabolizmasi tizerindeki gii¢lii hipoglisemik etkilerini bir kez
daha kanitlamaktadir. Myricetin ve mersin ekstrakti tedavi sonucunda kan sekerini
regiile ederek diyabet semptomlarini da hafifletmistir.

Diyabetik nefropatide gozlemlenen bir diger degisiklikte renal hipertrofidir.
Renal hipertrofinin diizeyini anlamak icin, bobrek agirligi/viicut agirligi oranindan
yararlanilir [127]. Kontrol grubuna gore, tiim diyabetik gruplarda (D, D-M, D-Myr)
bobrek agirligi/viicut agirligi orant artmistir. Bu sonug bobrek hipertrofisi gelistigini
gostermektedir. Bu sonuglarimiz literatlir ile uyumludur [128] [126]. Mersin ve
myricetin ile tedavi gruplarinda bdbrek agirligi/viicut agirligt oraninda hafif bir
diisiiklitk mevcuttur, ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli degildir.

Glukoz, hiicrelere dogrudan toksik etkide bulunur. Hiicre cogalmasina,
bobrekte ekstraseliiler matriksin artmasini gosteren kollajen-fibronektin-laminin
artisina yol acar. Mezengial hiicreler daha az heparan siilfat sentezler ve bazal
membrandaki negatif elektrik yiikiiniin azalmasina ve albliminiirinin artmasina neden
olur. Hiicredeki matriks ve glomeriil bazal membran yapi1 elemanlarindan biri de
kollajendir. Diyabette kollajen artis1 vardir ve bu artis, insiilin ile 6nlenebilir. Ayrica,
glomeriil bazal membran yapisinda yer alan bir glikozaminoglikan olan heparan
stlfatin azaldig1 saptanmistir. Heparan siilfat, siyalik asit ile birlikte glomeriiler
kapiller duvarinin negatif elektrik yiikiinii saglar. Diyabette saptanan heparan siilfat
ve sialik asit azalmalar ile glomeriil kapiller duvarinin negatif yiikii azalir ve erken
donem nefropati patogenezinde ve filtrasyon bariyerinin zedelenmesinde rol oynar.
Proteinler tiibuluslara ve mezengiuma geger, fibrozis artigina yol agar [29].

Nefropatinin en erken belirteci olan mikroalbuminiiri asikar nefropati
onclisiidir ve 30-300 mg/glin kalict albiimin atilim hiz1 ile tanimlanir.
Mikroalbuminiiri, tip 1 diyabette sonradan gelisen nefropatinin gii¢lii bir habercisidir.
Mikroalbliminiiri gelistiginde, glomerullarda ¢oktan ileri glomerulopati gelismistir
[115]. Asikar nefropati >0,5 g/giin kalici proteiniiri veya >300mg/giin
makroalbiiminiiri ile karakterizedir. Proteiniirideki siirekli artig, renal fonksiyonlarda
degisken bir gerilemeye sebep olur. Proteiniiri glomerular hasarin 6nemli bir
kanitidir ve diyabetik glomerulopatinin siddetinin belirlenmesinde kullanilabilir.
Diyabetik nefropatide agir proteiniiri gliclii bir sekilde patolojik degisikliklerin
belirtecidir. Tip 1 diyabetlilerin % 87’sinde, tip 2 diyabetlilerin % 70’inde nefrotik
sendrom ve kalic1 proteiniiri gelisiminden sonra 15 yil i¢inde diyabetik hastalarin %
75’inden fazlasinda son donem bdbrek yetmezligi goriildigi klinik bulgularla
gosterilmigtir [129].

Yapilan ¢alismada idrar proteini kontrol (K) grubuna gore diyabet gruplarinda
tedavi oncesinde anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu bulgu literatiir ile de
uyumludur [130]. Diyabet-myricetin ve diyabet-mersin gruplarinda on giinliik tedavi
bitiminde diyabet (D) grubuna goére idrar protein diizeyleri anlamli derecede azalmis
ve kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark gostermemistir. Gruplarin kendi i¢lerinde
giinler bazinda degerlendirme yapildiginda; mersin ve myricetin verilen gruplarda
idrar protein miktar1 2. giinde 10.gline gore halen yiiksek iken; 10. giinde her iki
tedavi grubunda da anlamli diistisler gézlemlenmistir.
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Glomerular filtrasyon hizinin belirteci olarak kreatinin klirensi dl¢iilmektedir.
Serum kreatinini, renal fonksiyonlarn en yaygin kullanilan belirtecidir. Serum
kreatinini kas dokusundaki kreatinin metabolik iiriinlidiir ve iiretimi kas kitlesi ile
iligikilidir. Serum kreatinini glomerular tarafindan serbest bir sekilde filtre edilir ve
reabsorbsiyonu yoktur; ancak kiigiik miktarlarda sekrete edilir. Kreatinin klirensi,
idrar kreatinini, idrar hacmi ve serum kreatinini kullanilarak hesaplanir. Kreatinin
klirensi endojen metodlar arasinda altin standart olarak olarak kabul edilir ve yalniz
basina serum kreatinininden daha iyidir [131, 132]. Yaptigimiz ¢alismada bobrek
fonksiyonlarint degerlendirebilmek ic¢in kreatinin klirensini hesapladik. Kontrol
grubu ile kiyasladigimizda, tiim diyabetik gruplarda (D, D-M, D-Myr) tedavi
oncesinde, 2. giinde ve 6. giinde kreatinin klirensi anlamli olarak diisiik bulunmustur.
Bu bulgular diger ¢aligmalarla uyumludur [126, 128]. Mersin ve myricetin verilen
diyabetik ratlarin on giinliik tedavi sonrasinda kreatinin klirensi her iki grupta da
diyabet (D) grubuna gore ylikselmistir. Tedavi sonrast 10. giinde 6l¢iilen kreatinin
klirensi myricetin verilen ratlarda kontrole gbére anlamli bir degisiklik
gostermektedir.

Ure, protein metabolizmasinin atilim iiriiniidiir. Karacigerde {iretilir ve
bobrekler araciliiyla atilir. Renal fonksiyonlar normal oldugunda kan iire nitrojeni
(BUN) diisiik seviyelerdedir. Normalde bobrekler araciligr ile atilmasi gereken fire
gibi ¢Oziinmiis maddeler, renal yetmezlik gelistiginde plazmada birikir ve iiremiye
sebep olur. Klasik olarak yiiksek BUN seviyeleri renal fonksiyon kaybimnin bir
belirtecidir. Ancak yliksek BUN diizeylerinin birgok hiicresel siirecte ters etkilerinin
olabilecegi diisiiniilmektedir [133]. Calisma prosediiriimiiz geregi deneysel olarak
olusturdugumuz tiim diyabetik ratlarin kontrol grubuyla karsilastirildiginda, tedavi
oncesinde BUN seviyelerinin anlamli olarak yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu bulgular
literatiir ile uyumludur [77, 134]. Kontrol, diyabet ve diyabet-mersin gruplarinda
giinler arasinda anlamli bir farklilik gozlenmezken, diyabet-myricetin grubunda
tedavi dncesi BUN degerleri tedavi sonrasina gore anlamli olarak yiiksektir.

Sicanlarin bobrek dokularindan hazirlanan preparatlar incelendiginde kontrol
grubuna gore diyabet grubunda hiicre yapilarinda ve biitiinliiglinde 6nemli olarak
dejenerasyon gozlemlenmistir. Diyabet sonucu olusan renal hasar bobrek
preparatlarinda oldukca agik sekilde gozlemlenmistir. Glomeruler, tiibiiler ve
tiibiilointerstisyel yap1 degisikliklerini iceren diyabetik bobrek hasarinin gelisim
mekanizmasi henliz tam olarak anlasilamamistir. Ancak hipergliseminin, glikoz
otooksidasyonu ve protein glikozilasyonu ile serbest oksijen radikallerinin hizinm
arttirmasi ve koruyucu antioksidan kapasiteyi diisiirmesiyle ortaya ¢ikan oksidatif
stresin diger diyabetik komplikasyonlar gibi bobrek lizerinde de etkisi olabilecegi
bildirilmektedir [138]. Diisen antioksidan kapasitenin daha fazla hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktiflerin olusumunu hizlandirip, doku hasarini
kolaylastirdig1 diisiiniilmektedir. Baz1 arastirmacilar oksidatif stres inhibisyonunun
DN bulgularinin hafiflemesine neden oldugunu rapor etmistir [138]. Bobrek, daha
once de bahsedildigi gibi, glikoz girisi insiiline bagimli olmayan bir dokudur. Kan
glikoz konsantrasyonu yiikseldiginde normalde aktif olmayan aldoz rediiktaz yolu
aktive olur ve sorbitol olusumuna neden olur. Sorbitol hiicre membranindan diffiize
olamadigindan, hiicre ig¢inde birikir ve membran biitiinliigiinii bozar. Ayrica osmotik
etki yaparak hiicrenin su alip sismesine neden olarak, buna bagli olarak da morfolojik
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ve fonksiyonel yap1 degisikliklerine sebep olur. Bobrek dokusundaki tiim bu
bozukluklarin hiperglisemi, DN ile gelisen hipertansiyon sonucu geligebilecegi
diisiiniilmektedir. Mersin ve myricetin ile tedavi edilen diyabetik sicanlarin bobrek
dokularindaki histolojik bulgular olumlu yo6nde bir tedavinin yapildigini
gostermektedir. Tedavi sonras1 bobrek tiibiilleri ve glomerulardaki hiicreler diyabet
grubuna gore daha diizgiin goriilmektedir. Myricetin ve mersin bitkisinin antioksidan
ve antihiperglisemik 6zelliklerinden dolayi, diyabetik siganlarin bobrek dokularinda
tedavi sonrasinda morfolojik bulgular daha normale yakin gézlenmistir.

Streptozotozin ile olusturulan diyabetik sican grubunda idrar proteini, serum
BUN degerleri, bobrek histolojisi ve kreatinin klirensi degerlerinin, kontrol grubuna
gore farkli bulunmasi, sicanlarda diyabetin 6nemli bir mikrovaskiiler komplikasyonu
olan DN’nin habercisi olan bobrek fonksiyonlarinin bozuldugunun bir gostergesidir.

Bilindigi gibi bobrek fonksiyonlariin belirlenmesinde kullanilan temel testler
BUN ve kreatinin klirensidir. Protein katabolizmasinin stabil olmadigi durumlarda
BUN degerleri renal fonksiyonu dogru olarak yansitmaz. Ornegin dehidratasyon ve
benzeri su-elektrolit dengesizliklerinde goéreceli BUN konsantrasyonu artigi, yani
prerenal azotemi, gelisebilir. Diyabetik gruplarda gozlenen BUN yiiksekligine,
hiperglisemiye bagimli su-elektrolit dengesizligi ve genel durum bozuklugu katki
saglayabilir. Tedavi olan diyabetik ratlarda kan sekerinin daha regiile hale gelmesi
BUN degerlerinde goriilen anlamli azalmayi agiklayabilir niteliktedir.

Kreatinin klirensi bobrek fonksiyonlarini yansitan en iyi parametredir.
Calismada elde edilen verilere gore sadece myricetin tedavisi alan ratlarda kreatinin
klirensinde anlamli bir diisme olmustur. Bu durumda bdbrek fonksiyonlarini
lyilestirme yoniinden myricetinin, mersin bitki ekstraktina gore daha etkili oldugu
sOylenebilir.

Yapilan bircok diyabet ile oksidan stres iligkisi aragtirmalarina gére, DM
fonksiyonel ve yapisal komplikasyonlarla iligkili ciddi bir metabolik bozukluktur. Bu
bozukluk insan ve hayvanlarda ROS’nin iiretimindeki artis ile iligkilidir [135].
Artmig oksidatif stresin, diyabetin ve komplikasyonlarinin, gelisiminde ve
ilerlemesinde oldukg¢a biiylik bir payr oldugu kabul edilir. Diyabete, genellikle
serbest radikal olusumunun artis1 ya da antioksidan savunma sisteminin zayiflamasi
eslik eder [136]. Serbest oksijen radikal aktivitesindeki artis lipid peroksidasyonunu
baslatabilir; proteinlerin glikasyonuna ve enzimlerin inaktivasyonuna neden olabilir;
kollojenin yap1 ve fonksiyonunda degisimlere sebep olabilir; bazal membran ve diger
membranlara etkisi olabilir ve diyabetin uzun dénemli komplikasyonlarinda énemli
rol oynayabilir. Diyabetde oksidatif stres, antioksidan sistemin yetersiz kalmasi ile
belirir. Bu durum serbest radikallerin zararli etkilerini daha da arttirir. Diyabetik
insan ve hayvan modellerinin, kronik hiperglisemiden dolay1 ytliksek oksidatif stres
sergiledikleri raporlanmistir. Diyabetin baslica semptomu olan hiperglisemi sadece
ROS’un olusumunu artirmaz, bunun yaninda ROS’ni temizleyici enzimler tarafindan
katalizlenen antioksidan reaksiyonlara da etki eder [112].

Diyabetik nefropatide ve diger diyabetik komplikasyonlarda da en yaygin
patojenik faktoriin oksidatif stres oldugu diisiiniilmektedir [137]. Reaktif oksijen tiirii
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olusturan enzimler arasinda, siiperoksit radikalinin biyolojik kaynagi olarak bilinen
XO, nefropati gibi diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynar [138].

Calismamizda oksidatif statiiyii belirlemek i¢cin XO ve XDH enzimlerinin
bobrek dokusundaki aktivitelerini Olgtiik. Bu 0Ol¢limlerin  sonucunda kontrol
grubundaki sicanlarin bobrek dokusuna kiyasla, diyabetik siganlarin bobrek
dokusunda daha yiiksek XO ve XDH aktivitesi bulunmustur. Bu bulgular
literatlirdeki caligmalarla benzerlik gostermektedir. Kim HJ et al. yaptig1 calismada
renal XO aktivitesinin diyabetik hayvanlarda yiiksek oldugunu belirtmistir [137]. Jin
DQ et al. diyabet siirecinde sigan karacigerinde XO aktivitesini yiiksek bulmustur
[138]. Desco M-C et al. yine aynmi sekilde yaptig1 bir caligmasinda, hepatik XO ve
XDH aktivitelerinin diyabetde arttigin1 gostermistir [139]. Tim bu literatiir
bulgularini ve sunulan bulgular bir arada diisiiniirsek diyabetik komplikasyonlarin
gelisiminin, XO aktivitesinin artisindan dolay1 siiperoksit {iretiminin artmasiyla
iliskili olabilecegini sOyleyebiliriz. Mersin ve myricetin ile tedavi ettigimiz diyabetik
gruplarda, XO ve XDH seviyeleri anlamli olarak diismiistiir. Diyetle alinan
flavonoidlerin, insan saghigi tizerindeki yararli etkileri 6nemli derecede dikkat
cekmistir. Baz1 flavonoidlerin, siiperoksit ve hidrojen peroksit iireten XO enzimini
inhibe ettigi bilinmektedir [140]. Mo S-F et al. yaptig1 bir ¢alismada 15 adet
flavonoidin hipoiirisemik etkilerini incelemistir. Kuersetin, puerarin, myricetin,
morin ve kamferol hiperiirisemik hayvanlarda karacigerdeki iirik asit seviyelerini
onemli derecede diisiirdiigiinii gozlemlemislerdir. Kuersetin, puerarin, myricetin,
morin ve kamferol’lin karaciger XO’1m1 inhibe ettigini gézlemlemislerdir. Tiim bu
bilgilere gdore bu flavonoidler XO’1 inhibe etmek suretiyle iirik asit seviyelerini
azalttig1 distiniilmektedir [141]. Yapilan ¢alismalarda flavonoidlerdeki C-5 ve C-7
pozisyonundaki hidroksil grubunun XO inhibisyonunda zorunlu olarak bulunmasi
gerektigini gostermistir. Yapi-aktivite iligkisi ¢alismalari, C-7 hidroksil grubu igeren
krisin, luteolin, kamferol, kuersetin ve myricetin gibi planar flavonlar ve
flavonollerin diisiik konsantrasyonlarinda (ICs,=0,4-5,02 uM arasida) XO’1 inhibe
ettiklerini gostermistir [141, 142]. Bizim ¢alismamizda da XO ve XDH enzimlerinin,
bir flavonoid olan myricetin ve yiiksek miktarlarda flavonoid iceren mersin bitkisi ile
tedavi sonucunda, anlamli derecede inhibe oldugu goriilmiistiir.

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit ya da organik peroksitleri substrat
olarak kullanir. Katildig1 reaksiyon sonucunda peroksitleri suya veya alkollere
dontstiirir ve GSH’1 okside eder [136]. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, diyabet
grubunda kontrol grubundan anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu bulgu diyabet ile
ilgili yapilan diger caligmalarla uyumludur [106, 135, 143, 144]. Mersin ve myricetin
ile yaptigimiz tedaviler sonrasinda glutatyon peroksidaz aktivitesi her iki grupta da
anlaml olarak artmistir ve kontrol seviyelerine yaklasmistir. Yiiksek kan glukoz
seviyelerinde glukozun protein yapisindaki bilesiklere non—enzimatik olarak
baglandig1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Ayn1 mekanizma ile glukoz protein
yapisindaki enzimlere de baglanarak aktivitelerini inhibe edebilecegi diisliniilebilir.
Bu sebeplerden dolay1 diyabette glutatyon peroksidaz aktivitesi diigmiis olabilir.
Flavonoidlerin ve flavonoid iceren mersin bitkisinin muhtemel antioksidan giicii
ortamda bulunan reaktif oksijen tiirlerini notralize ederek, ortamin oksidan stresini
azaltir. Bu sayede GPx aktivitesinde artis olabilecegi de diistiniilmelidir. Myricetin
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ve kuersetin gibi flavonoidlerin yiiksek miktarlarda tiiketilmesinin diyabet riskini
azalttig1 bilinmektedir [12].

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarimin reaktif oksijen tiirleri ile olan
iliskisini gosteren ¢alismalarda, non-enzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yolunun aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal {iretimini arttirdig
ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir [76, 145]. Serbest
radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen
calismalarin [146] yanisira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek konsantrasyonda
glukoz igeren ortamda inkiibe edildiginde de serbest radikal olusumunun basladig
gozlenmistir. Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iligki oldugu goriisii in
vivo caligsmalar ile de desteklenmistir. Diyabetik hastalarin uzun siireli yiiksek kan
glukoz konsantrasyonlarina maruz kalmalar1 oksidatif stresi arttirabilir. Non
enzimatik glikozilasyonun glukozun oto-oksidasyonu ile iligkili oldugu ve yine
glikozillenmis proteinlerin serbest radikal olusumunda ¢ok dnemli rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir [76].

Sonug olarak mersin bitkisinin ve dogada yaygin olarak bulunan bir flavonoid
olan myricetinin anti-hiperglisemik ve antioksidan etkisinden dolayr bdbrek
fonksiyonlarinda bir iyilesme sagladigi gézlemlenmistir. Edinilen bilimsel veriler,
diyabetde olusan bobrek fonksiyon bozuklugunun azaltilmasinda yeni dogal tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde fayda saglayabilir.
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SONUCLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

1.

Uzun siireli  hiperglisemiye maruz kalan hayvanlarin  dig
gorliiniimlerinde gozle goriiliir bir degisim mevcuttur. Hayvanlarda
halsizlik, artmis su tiiketimi ve viicut agirliklarinda 6nemli derecede
azalma gozlemlenmistir.

Aclik kan sekeri, gilinliik idrar hacmi ve viicut agirligi bulgulari
streptozotozin  enjekte edilen siganlarin  diyabet oldugunun
gostergesidir.

Bobrek agirhigi/viicut agirligi, idrar proteini, BUN, bdbrek histolojisi
ve kreatinin klirensi bulgular1 diyabetik sicanlarda bobrek
fonksiyonlarinin bozuldugunu gostermistir.

Myricetinin mersin bitkisi igerisindeki toplam flavonoid miktarmin
biiyiik bir kismin1 olusturdugu HPLC ve spektrofotometrik analizler
sonucunda gosterilmistir.

Myricetin ve mersin bitkisi ekstrakti, diyabetin ilk ve en 6nemli
belirteci olan hiperglisemiyi azalttig1 gosterilmistir.

Myricetin ve mersin bitkisi ekstraktinin kisa siireli tedavi sonucunda
viicut agirliklart ve bobrek agirhigi/viicut agirligr iizerine pek etkili
olmadigr goriilmistiir. Bunun yaninda tedavi gruplarinda idrar
¢ikisinin daha az oldugu saptanmustir.

Mersin ve myricetinin hipoglisemik etkisine baglantili olarak BUN ve
idrar proteini degerlerini  diisiirdiigli gozlemlenmistir. Tedavi
bitiminde myricetin grubunda anlamli 6l¢iide olmakla birlikte tiim
tedavi gruplarinda kreatinin klirensinin yiiksek oldugu goriilmistiir.

Mersin  ve  myricetininin  diyabetik  hayvanlarda,  ksantin

oksidorediiktaz enzim sistemini inhibe edip, glutayon peroksidazin
aktivitesini artirarak oksidatif strese karsi rol oynadigi gosterilmistir
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