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DENEYSEL OLARAK OLUSTURULMUS TiP 1 DIYABETTE Brassica nigra L.
BITKI POLENLERININ OKSIDAN-ANTIOKSIDAN SISTEMLER UZERINE
ETKISi

Gamze SENTURK

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Sibel TAS

Bu ¢alismada, streptozotosin ile tip 1 diyabet olusturulmus siganlarda Brassica nigra L.
polenlerinin kan glikozuna ve oksidan-antioksidan sistemler iizerine etkisi arastirildi.
Tip 1 diyabet streptozotosinin sicanlara tek doz (65mg/kg) intraperitoneal olarak
enjeksiyonu ile olusturuldu. 40 adet Wistar tiirii si¢an rastgele kendi aralarinda 4 gruba
ayrildi; kontrol (K), kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), diyabet (D), diyabet +
Brassica nigra L. polen (D + BN). K + BN grubunda K grubuna gore serum trigliserit,
doku malondialdehit diizeylerinde anlamli azalma saptanirken, kan glutatyon
peroksidaz, eritrosit siiperoksit dismutaz ve paraoksonaz aktivitelerinde anlamli bir artig
saptandi. D + BN grubunda D grubuna gore kan glikoz, serum total Kkolesterol,
trigliserit, plazma ve doku malondialdehit diizeylerinde anlamli bir azalma saptanirken,
serum insiilin, eritrosit stiperoksit dismutaz, paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinde
ise anlamli artis oldugu saptandi. Sonug¢ olarak bu c¢alismada Brassica nigra L. bitki
polenlerinin antihiperglisemik, antihiperlipidemik ve antioksidan ozelligi ile tip 1
diyabette olusan oksidatif strese karsi koruyucu ve/veya onleyici etkisinin oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, streptozotosin, Brassica nigra L. (hardal), polen,
oksidatif stres, antioksidan.

2015, x+69 sayfa.



ABSTRACT
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Brassica nigra L. PLANT POLLEN TREATMENTS IN EXPERIMENTALLY
INDUCED TIP 1 DIABETIC RATS: EFFECTS ON THE OXIDATIVE AND
ANTIOXIDATIVE SYSTEMS

Gamze SENTURK

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Sibel TAS

This study was designed to investigate the effects of Brassica nigra L. plant pollens on
blood glucose, oxidant and antioxidant systems in streptozotocin induced type 1
diabetes. Type 1 diabetes were constituted with injection intraperitoneally one dose of
stretozotocin (65mg/kg). 40 male Wistar rats were randomly divided into four groups;
control (C), control + Brassica nigra L. pollen (C + BN), diabetes (D), diabetes +
Brassica nigra L. pollen (D + BN). Serum triglyceride, tissue malondialdehyde levels
were observed to be significantly reduced while blood glutathione peroxidase,
erythrocyte superoxide dismutase and serum paraoxonase activities were significantly
increased in C + BN group when compared with C group. Serum total cholesterol and
triglyceride, blood glucose, plasma and tissue malondialdehyde levels were significantly
reduced while serum insulin, erythrocyte superoxide dismutase, serum paraoxonase and
arylesterase activities were significantly increased in D + BN group when compared
with D group. In conclusion, in this study we found out that Brassica nigra L. plant
pollens antihyperglycemic and antihyperlipidemic and antioxidant features, and it has a
protective and preventive effect against oxidative stress in type 1 diabetes.

Key words: Diabetes, streptozotocin, Brassica nigra L. (hardal), pollen, oxidative
stress, antioxidant.

2015, x+69 pages.
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1. GIRIS

Diyabetes Mellitus (DM) pankreas beta hiicresinden insiilinin sekresyonunda ve/veya
insiilinin periferik hiicrelere etkisinde meydana gelen bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan,
karbonhidrat, protein, yag metabolizmalarini etkileyen, hiperglisemiyle karakterize bir
metabolizma hastaligidir (Gill ve ark. 2002). Diyabetes Mellitus tip 1 ve tip 2 olmak
tizere iki grupta incelenir. Tip 1 diyabet, pankreasin beta hiicrelerinin otoimmiin veya
otoimmiin dist nedenlerle haraplanmasi sonucu gelisen insiilin yetersizligi ve
hiperglisemi ile karakterize edilen bir tablodur ve insiiline bagimli diyabet olarak
adlandirilir (IDDM: Insulin Dependent Diabetes Mellitus) (Abaci ve ark. 2008). Tip 2
diyabet ise insiilin direncine ve pankreas beta hiicrelerinin fonksiyonel bozukluguna
bagli olarak ortaya c¢ikan bir durumdur ve insiiline bagimli olmayan diyabet olarak
adlandirtlir (NIDDM: Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus). Sonugta tip 1
diyabette ve tip 2 diyabette etiyolojik neden ne olursa olsun hiperglisemik tablo her iki
diyabetin en belirgin sonucudur ve diyabetes mellitusta glikozun oto-oksidasyonu,
proteinlerin non-enzimatik glikasyonu ve lipit peroksidasyonunun yani sira antioksidan
savunma sistemindeki degisiklikler oksidatif strese neden olabilir. (Yenigiin ve Altuntas
2001, Armstrong ve ark. 1996). Viicutta normal durumlarda oksidanlar ve
antioksidanlar bir denge halindedir. Bu dengenin serbest radikaller (oksidan veya
prooksidan) lehine bozulmasi oksidatif stresle sonuglanir. Antioksidanlar, oksidanlar
inaktif hale getirerek dokular1 ve hiicreleri oksidatif hasardan korurlar (Diindar ve Aslan
2000). Bu antioksidan maddeler A, C, E vitaminleri ve enzimler olarak ise glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
S-Transferaz (GST), katalaz (KAT) ve son yillarda giincellik kazanan paraoksonaz
(PON) ve arilesteraz (ARE)' dir (Caner ve ark. 2011). Giiniimiizde diyabette
hipergliseminin neden oldugu oksidatif hasar1 engellemek i¢in tibbi ilaglarin yaninda
halk arasinda yaygin olarak kullanilan alternatif/destekleyici bitki ekstraktlarinin
kullanildig1 goriilmektedir. Son donemlerde ise diyabetes mellitusta tedavi/destekleyici
olarak antioksidan ozellikleri nedeniyle bitki polenlerinin kullanildigi goriilmektedir
(Islam ve Choi 2008).

Polen, bal arilarmin 6zellikle larval sathada ihtiya¢ duyduklari ¢ok énemli bir protein
kaynagidir. Polenlerin beyazdan siyaha kadar degiskenlik gdsteren ve ara renkler olan

sar1, turuncu, kahverengi, yesilimsi ve gri tonlarinda olabilen farkli renkleri, farkl



botanik orijinlerinden ve bundan dolay1 da farkli kimyasal kompozisyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Polenlerin, tasidiklar1 flavonoitler nedeniyle anti-inflamatuar
(Shoskes 2002, Maruyama ve ark. 2010), anti-alerjik (Ishikawa ve ark. 2009, Kempuraj
ve ark. 2005), anti-kanser (Wu ve Lou 2007, Yang ve Wu 2006), anti-fungal (Ozcan ve
ark. 2004) ve antioksidan (Leja ve ark. 2007, Saric ve ark. 2009) etkilerinin oldugu
yapilan arastirmalarla ortaya konmustur. Bu amacla arastirilan bitkilerden biri de
Brassica L.’dir. Brassica tiiriine ait pek ¢ok bitkinin polenleri, yapraklari, govdeleriyle
ilgili galismalara rastlanilirken, yaptigimiz literatiir arastirmalarinda tip 1 diyabetli
sicanlarda Brassica nigra L. (hardal) polenlerinin kan glikoz ve oksidan- antioksidan
sistemler tlizerine etkisi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamastir.

Bu amagla bu ¢alismada, tip 1 diyabet olusturulmus siganlarda Brassica nigra L. bitki
polenlerinin kan glikoz, serum insiilin, eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD), kan
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), serum paraoksonaz (PON) ve arilesteraz (ARE)
aktiviteleri tizerine etkisi arastirildi. Ayn1 zamanda kalp, kas, bobrek ve karaciger doku
ve plazma malondialdehit (MDA) diizeyleri ile kan lipit profili; total kolesterol (TK),
trigliserit (TG) ve yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-K) diizeyleri tespit
edildi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Diyabetes Mellitus, Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller, Antioksidanlar
2.1.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus (DM) insiilin sekresyonu yokluguna veya dokularin insiiline
duyarhiliginda azalmaya bagh karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda
bozukluklara yol acan, hiperglisemiyle seyreden bir metabolizma hastaligidir (Chen ve
ark. 2012). Diyabetes Mellitus tip 1 ve tip 2 diyabet olmak iizere iki ana gruba ayrilir.
Tip 1 diyabet, genetik yatkinlik zemininde, enfeksiyonlarin da igerisinde yer aldigi
cevresel faktorlerin etkisiyle pankreasin beta hiicrelerinde hasarlanma ile sonuglanan
otoimmiin bir hastaliktir (Saglam 2004). Tip 1 diyabette insiilin sekresyonundaki
azalma iki mekanizma ile olmaktadir. Bunlardan birincisi pankreasin beta hiicrelerinin
haraplanmas: iken diger mekanizma ise ortamdaki sitokinlerin pankreasin beta
hiicrelerinden insiilin sekresyonunu azaltmalar1 ile olmaktadir (Abact ve ark. 2007).
Insiilin {iretimindeki kayba bagh olarak, yag ve kas dokularmin glikozu enerji ihtiyaci
olarak kullanamamasi veya depolayamamasi sonucu hiperglisemi gelismektedir. Ayrica
insiilin eksikligi ve glukagon artig1 arasindaki etkilesim sonucu artan serbest yag asitleri
de periferik glikozun kullanilmamasina ve keton iiretiminin artmasina neden
olmaktadir. Artan keton iiriinleri ise ketoasidoza neden olmaktadir. Tip 1 diyabette beta
hiicre hasar1 ve insiilin eksikligi, hiperglisemi ve ketoasidozun yanisira poliliri (asir1
idrara ¢ikma), polidipsi (asir1 su igme), kilo kayb1 ve elektrolit denge bozukluklarina
neden olmaktadir (Abaci ve ark. 2007).

Tip 2 diyabet ise hedef dokularin insiilinin metabolik etkilerine duyarliliklarinin
azalmasina bagli olarak gelisir. Tip 2 diyabetin olusmasinda 3 Onemli faktor
bulunmaktadir (Goldstein ve Miiller-Wieland 2004):

1. Insiilin duyarliliginda azalma veya insiilin direnci

2. Goreceli insiilin yetersizligi ile birlikte pankreas beta hiicrelerinin fonksiyon
bozuklugu (insiilin salgilanma defekti),

3. Karacigerde glikoz iiretiminde artistir.

Sonugta tip 1 ve tip 2 diyabette etiyolojik neden ne olursa olsun hiperglisemik tablo her
iki diyabetin en belirgin sonucudur. Hipergliseminin ve onun sonucunda ortaya ¢ikan
bozukluklar diyabet olusumunda karbonhidrat metabolizmasinin biiyiik Olgiide

etkilendigini gosterir. Diger yandan diyabetik tablolarda, kan yaglarinin ve proteinlerin



katabolik gelisimi ve nihayetinde yaglarin yikimindan olusan keton cisimlerin hizla
metabolize edilememesi ile ketoasidoz olusumu, protein ve yag metabolizmasinin da
etkilendigini géstermektedir (Noyan 1995).

Glikoz, lipit ve protein metabolizmalarinin diizenlenmesinde 6nemli etkileri bulunan
insiilin ve glukagon hormonlar: pankreas tarafindan salgilanmaktadir. Pankreas iki tip
dokudan meydana gelmektedir. Bunlar 1. Duodenuma sindirim 6zsuyu salgilayan
asinuslar ve 2. Salgilarin1 disar1 bosaltmayip insiilin ve glukagonu dogrudan kana
salgilayan Langerhans adaciklar1' dir. Bu adaciklar alfa, beta, delta ad1 verilen ti¢ biiyiik
tipte hiicre igerirler. Biitlin hiicrelerin %60-65' ini olusturan ve en yaygin olan beta
hiicreleri insiilin salgilar. Toplam hiicre sayisinin %25 kadarini olusturan alfa hiicreleri
glukagon, hiicre sayisinin %10 kadarindan sorumlu olan delta hiicreleri ise somatostatin
salgilar. Bunlara ek olarak adaciklarda az sayida bulunmakta olan PP hiicresi de
pankreatik polipeptit hormonu salgilamaktadir (Guyton ve Hall 2001).

Insiilin polipeptit yapida 6000 dalton molekiil agirhiginda bir hormondur. Molekiilii iKi
aminoasit zincirinden olusmaktadir. Zincirler birbirlerine iki disiilfit kopriisiiyle
baglanmistir. Bu iki aminoasit zinciri birbirinden ayrildigi zaman insiilin molekiiliiniin
islevsel etkinligi ortadan kalkar. Bu hiicreler pankreas kiitlesinin yaklasik %]1' ini

olustururlar. Insan insiilin molekiilii Sekil 1' de gdsterilmistir.

S
I
Gly-lle-Val-Glu-GlIn-Cys-Cys-Ala-Ser-Val-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
5 10

15 | 21
S

J

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala
5 10 15 20 25 30

—_—nr—nn—

Sekil 1. Insan insiilin molekiilii



Insiilin, dokular tarafindan enerji maddelerinin kullanimini diizenleyen en onemli
hormonlardan biridir. Metabolik etkileri anaboliktir. Glikojen, triagilgliserol ve protein
sentezini uyarir. Bunlarin disinda membran enzimlerini aktive ve inaktive edebilir,
bircok protein ve mRNA' nin sentez veya yikim hizin1 degistirebilir, hiicre bliylime ve
farklilagsmasini etkileyebilir (Yenigiin 2004).

Insiilinin hedef hiicrelerdeki etkilerinin baslayabilmesi igin dnce insiilinin 300 000
molekiil agirlikli bir zar reseptor proteinine baglanarak onu aktive etmesi gerekir. Daha
sonra etkileri olusturan insiilin degil, bu aktive olmus reseptordiir. Insiilin reseptorii, tek
bir polipeptit olarak sentezlenir, glikozillenir ve alfa-beta altbirimlerine ayrilir. Bunlar
daha sonra disiilfit baglariyla bagli bir tetramer olusturmak tizere bir araya gelirler. Her
beta altbiriminin hidrofobik bdliimii plazma membrani i¢inde yer alir. Hiicre disinda
bulunan alfa altbirimi insiilin baglanma bolgesi icerir. Beta altbiriminin sitozolik
boliimii, bir tirozin kinazdir ve insiilin ile aktive olur. insiilinin kendi reseptériiniin alfa
altbirimlerine baglanmasi, konumsal degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler, beta
altbirimlerine iletilir ve beta altbirimindeki 6zgiin bir tirozin biriminin hizh
otofosforilasyonuna neden olur. Bu olay altbirimleri aktive edilmis bir enzim olan lokal
bir protein kinaz' a ¢evirir ve bu enzim de daha sonra ¢ok sayida hiicre i¢i enzimlerinde
fosforilasyona neden olur. Olayin net etkisi bu enzimlerden bazilar1 aktive edilirken
digerlerinin inaktive edilmesidir. Yani boylece, insiilin istenilen etkileri olusturmak
tizere hiicre i¢i metabolik mekanizmay1 yonetmektedir (Guyton ve Hall 2001).

Insiilin karbonhidratlarin, proteinlerin, yaglarin ve niikleik asitlerin sentezi ve
depolanmasi ile ilgili metabolik olaylar1 diizenler. Insiilinin temel metabolik olaylar

tizerine etkileri cizelge 1' de gosterilmistir.



Cizelge 1. Insiilinin temel metabolik olaylar {izerine etkileri (Siizer 2005)

Metabolizma Tipi Karaciger Yag dokusu Kas
Karbonhidrat Glikoneogenez |  Glikoz alim1 1 Glikoz alim1 1
metabolizmasi Glikojenoliz | Gliserol sentezi T Glikoliz 1

Glikoliz 1 Glikojen sentezi 1

Glikojen sentezi

T

Yag metabolizmas1  Lipogenez 1 Trigliserit sentezi 1

Lipoliz 1 Yag asiti sentezi 1

Lipoliz |

Protein Protein yikimi | Aminoasit alim1 1
metabolizmasi Protein sentezi 1

M:Arttinird,: Azaltir

Insiilinin Karbonhidrat Metabolizmas1 Uzerine Etkileri: Insiilin, karaciger glikojenini

glikoza parcalatan enzim olan karaciger fosforilazini inaktive eder. Boylece karaciger
hiicrelerinde depolanmis glikojenin yikilmasi dnlenir. Glikokinaz enziminin aktivitesini
arttirarak karaciger hiicreleri tarafindan kandan glikoz alinmasimi siddetlendirir.
Glikojen sentezini hizlandirir. Glikojenoliz ve glikoneojenezi de inhibe eder. Glikozun
kas ve yag hiicresine girisini arttirir. Ayrica kas hiicresinde glikozun kullanimini ve
depolanmasini da arttirir (Guyton ve Hall 2001).

Insiilinin _Yag Metabolizmas: _Uzerine _Etkileri: Insiilin yag dokusunda yagin

depolanmasini saglayan onemli etkilere sahiptir. Insiilin viicut hiicrelerinin ¢ogunda
glikoz tretimini arttirdig1 i¢in yaglarin tiikketimi kendiliginden azalacaktir yani insiilin
yag koruyucu etkiye sahiptir. Bununla birlikte, insiilin karacigerde yag asiti sentezini de
hizlandirir. Bu durum, 6zellikle hizli enerji kaynagi olarak tiiketilebilecek miktardan
fazla glikoz almmasi1 sonucunda goriiliir. Insiilin ayn1 zamanda hormona duyarh lipaz

enzimini baskilar, bdylece yag asitlerinin yag dokusundan kana serbestlenmesi



baskilanir. Ayrica insiilin glikozun hiicre membraninda yag hiicrelerine taginmasini
hizlandirir ve bu glikozun bir kismi daha sonra az miktarda yag asiti yapiminda
kullanilir ama daha biliyiik miktarda alfa gliserofosfat olusturulur. Bu madde yag
hiicrelerinde trigliseritleri (TG) olusturmak iizere yag asitleri ile birlesecek olan
gliserolii yapar. Dolayisiyla insiilin bulunmadigi zaman yag asitlerinin karacigerden
lipoproteinlere taginmasi gerceklesmez, yag yakimi ve yaglardan enerji saglanmasina
neden olan hormona duyarli lipaz enzimi aktive olur. Bunun sonucunda depo edilmis
trigliseritlerin hidrolizi sonucu kanda yag asiti konsantrasyonu artar ve yag asitlerinin
karacigerde fosfolipitler ve kolesterole ¢evirimini hizlandirir. Bu iki madde ile birlikte
karacigerde olusan trigliseritler lipoproteinler olarak kana verilir (Nelson ve Cox 2000,
Carola ve ark. 1992).

Insiilinin Protein Metabolizmasi Uzerine Etkileri: Insiilin protein yikimini inhibe ederek

protein sentezini arttirir. Ayrica amino asitlerden birgogunun hiicre igine girisini uyarir.
En fazla tasinan amino asitler arasinda valin, 10sin, izolGsin, tirozin ve fenilalanin
bulunmaktadir (Guyton ve Hall 2001, Ganong 2002).

Insiilin hormonu, iskelet kasi, kalp, yag dokusu ve diger bircok dokuda hiicre zarindaki
glikoz tagtyicilarinin  sayisim1  arttirarak glikozun hiicreye girisini  kolaylastirir.
Kesfedilme sirasina gére GLUT 1' den GLUT 5' e kadar adlandirilanlarla birlikte, yedi
ayr glikoz tasiyicist kimliklendirilmistir. Glikoz tasiyicilari ¢izelge 2' de gosterilmistir.
Bunlar, 492- 524 amino asit icerir ve glikoza affiniteleri degisiktir. Her tastyici, 6zel
islevler i¢in evrimlesmistir. GLUT 4, insiilinle uyarilan kas ve yag dokusundaki
tastyicidir. Insiiline duyarli hiicrelerin sitoplazmasindaki vezikiillerde GLUT 4
molekiilleri yer alir. Hiicre membranindaki insiilin reseptoriine baglanan insiilin,
reseptoriin beta- altbirimindeki tirozin kinaz1 aktive ederek hiicre icinde yerlesmis olan
GLUT 4' iin hiicre membranmna gogiinii saglar. Insiilin karaciger hiicrelerine glikoz
girigini de arttirir, fakat bu etkiyi, hiicre zarindaki GLUT 4 tasiyicilarinin sayisini
arttirarak yapmaz. Bunun yerine, glikokinazi etkinlestirerek, glikozun fosforilasyonunu
arttirir; bdylece hiicre igi serbest glikoz miktart diisiik tutularak, hiicreye glikoz girisi

kolaylasir (Ganong 2002).



Cizelge 2. Memelilerde glikoz tasiyicilari (Ganong 2002).

Islevi Km(mM)? | Goriildiigii 6nemli yerler
Ikincil etkin tasima
lg:)‘;;g:gfgg Glikozun emilimi 0.1-1.0 Ince barsak, renal tiibiiler
SGLT 1
SGLT?2 Glikozun emilimi 1.6 Renal tiibiiler
Kolavlastirilmis szma Plasenta, kan-beyin bariyeri,
y'as ¥ Bazal glikoz kapilmasi 1-2 beyin, alyuvar, bobrek,
GLUT1 RO
kolon, diger bir¢ok organ
B hiicre glikoz algilayicisi; Adacik B hiicreleri,
GLUT 2 barsak ve renal epitel 12-20 karaciger, ince barsak epitel
hiicrelerinden ¢ikis hiicreleri, bobrekler
GLUT 3 Bazal glikoz kapilmas: <1 Beyin, plasenta, bobrekler,
diger bircok organ
Insiilinle uyarilan glikoz Iskelet ve kalp kas1, yag
GLUT 4 kapilmasi S dokusu diger dokular
GLUT5 Fruktoz taginimi 1-2 Jejunum, sperm
GLUT 6 Yok - Ps6dogen
GLUT 7 Er]doplazmlk retikulumda - Karaciger, diger dokular
glikoz-fosfat tagiyicisi

* Kptasima hizinin azaminin yarist oldugu noktadaki glikoz miktaridir.

Insiilin sekresyonunu uyaran en onemli maddeler; glikoz, aminoasitler (&zellikle
arginin), glukagon, gastrointestinal hormonlar (sekretin, gastrin, vazoaktif intestinal
peptit, kolesistokinin), biliylime hormonu, glukokortikoidler, prolaktin, plasental
laktojen ve cinsiyet hormonlaridir. Paratiroit hormon diisiik dozlarda beta-hiicresini
uyarirken yiiksek dozlarda inhibe eder. Somatostatin ve epinefrin hormonu insilin

sekresyonunu inhibe ederler (Pedersen ve ark. 1990).

2.1.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller
2.1.2.1. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir (Altan ve ark.
2006). Serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki bu dengenin serbest
radikaller yoniine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir (Mercan 2004).
Biyolojik serbest radikaller olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller

olup, elektronlar hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek oksidatif stres (hasar)



meydana getirirler. Serbest radikaller normal hiicresel metabolizma sirasinda
olusabildigi gibi, ¢esitli dis etkenler araciligr ile de meydana gelebilir. "Oksidatif stres"
organizmadaki  pro-oksidan ve antioksidan dengenin  bozulmasi  olarak
tanimlanmaktadir. Radikaller; lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel hiicresel
bilesenlerde hasara yol acabilme oOzelligine sahiptir. Olusan bu hasarin kanser,
ateroskleroz, yasa bagli bagisiklik yetersizligi, diyabetes mellitus ve hipertansiyon gibi
cesitli hastaliklar ile iliskili oldugu ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynadigi

bilinmektedir (Cakatay ve Kayal1 2006).

2.1.2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal, atomik yada molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis bir veya daha fazla tek
elektron tastyan molekiillere verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢cok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif oksijen tiirleri (ROS)
de denilmektedir (Cavdar 1997).

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir (Altan ve ark. 2006)

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

2.Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesiyle olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bagi1 olusturan her iki elektron,
atomlardan birisinde kalir.

3.Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesiyle olusurlar.

Serbest radikaller, pozitif ytuklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (Akkus 1995).

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniine bozulmasi olarak tanimlanir (Atalay 2002). Serbest radikallerin canli
sistemler i¢in hem yararli hem zararli yonleri bulunur. Diistik yogunlukta serbest radikal
reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil ve makrofajlarin savunma
mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, yiiksek yogunluklar1 doku hasari ve hiicre 6limii ile
sonuclanmaktadir. Hiicrelerin lipit, protein, niikleik asit, karbonhidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederek yapi1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina neden olurlar

(Altan ve ark. 2006, Valko ve ark. 2006).



Cizelge 3. Sik tartisilan radikaller, simgeleri ve kimlikleri (Diindar ve Aslan 2000)

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0O," Oksijen metabolizmasinin ilk ara tirtinii

Hidroksil OH En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal

Hidrojen peroksit H,0; Reaktivitesi ¢ok diisiikk, molekiiler hasar yetenegi
zayif

Singlet oksijen Oy Yarilanma omrii hizli gii¢lii oksidatif oksijen formu

Perhidroksi radikal | HO,' Lipitlerde hizli ¢o6ziinerek lipit peroksidasyonunu
arttirir

Peroksil radikal ROO Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipitlere lokalize
olur

Triklorometil CCls Karbon tetrakloriir (CCl;) metabolizmasi {irtini
karacigerde iiretilen bir radikal

Thyl radikali RS Siilfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerin genel
ad1

Alkoksil RO Organik peroksitlerin yikimi ile {iretilen oksijen
metaboliti

Nitrojen oksit NO L-arjinin aminoasitinden in vivo iretilir

Nitrojendioksit NO; Nitrojen oksit (NO) oksijen ile reaksiyonundan tiretilir

2.1.2.2.1. Siiperoksit Radikali ( 02")

Stiperoksit radikali oksijene bir elektron eklenmesi ya da aerobik hiicrelerde molekiiler

oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Siiperoksit radikali, bir

eslenmemis elektron icerdiginden ne ¢ok fazla reaktif, ne de giiclii bir oksidan olmasina

ragmen hiicresel enerji depolarimin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi

sonucunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Giinaydin ve Celebi 2003, Lee ve ark. 2004,

Sener 2009, Usta ve ark. 2013).

+ & —> 0Oy
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Stiperoksit radikalinin (O27) en 6nemli fonksiyonu hidrojen peroksit (H2O) kaynagi
olmasi ve geg¢is metallerinin varliginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son

derece aktif hidroksil radikaline (OH") doniismesidir (Velioglu 2000, Lee ve ark. 2004).
Oy + Oy + 2H' —> H,0, + O,
Fe** + H,0, —> Fe** + OH + OH (Fenton reaksiyonu)

+H
O + H0; —> 0, + H,0 + OH (Haber-weiss reaksiyonu)

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit baslica su mekanizmalarla
iiretilmektedir; (Kiling 2002)

1. Indirgeyici oOzellikteki biyomolekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
yiikseltgenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokarbonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotitler gibi yiizlerce biyolojik molekiil
aerobik ortamda oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar.

2. Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere enzimlerin katalitik etkisi
sirasinda siiperoksit radikali bir {iriin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi1 sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1- 5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin
nedeni NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron
kacaginin olmasidir.

4. Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda siiperoksit iireterek fagozomlar igine
ve bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimi

daha reaktif olan tilirlerin olusumunu da baglatir.

2.1.2.2.2. Hidrojen peroksit Radikali ( H,0, )

Hidrojen peroksit bir serbest radikal degilse de, bir gegis metali (Fe*?) ile tepkimeye
girerek serbest radikal liretmekte ve hiicre zarlar1 ilizerinden hiicreye girebilmektedir

(Akkus 1995, Colleen ve ark. 2007).
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Hidrojen peroksit (H20;), siiperoksitin (O27) c¢evresindeki molekiillerden bir elektron
almasi1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu

olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu olusur.

O, +e + 2H —4—4m8 —> H,O,
O, +2¢ + 2H" ———> H,0,

Hidrojen peroksitin biyolojik sistemlerdeki asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile
olur (Sezer ve Keskin 2014).

20, + 2H*® —mm> HO0, + Oy

Yagda ¢dziinen bu radikal, olustugu yerden uzakta olan fakat Fe*? iceren membranlarda
bile hasar olusturabilir (Altinigik 2000, Onat ve ark. 2006).

Hidrojen peroksitin redoks 6zelligi ve gecis metalleri varliginda yiiksek reaktif serbest
radikalleri olusturmasina karsi viicut, savunma sistemi gelistirmistir. Istenmeyen
hidrojen peroksit katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger oksidazlar ile hiicreden

uzaklastirilir (Gutteridge 1995).

2.1.2.2.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali son derece reaktif bir oksidan radikalidir, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir
ve ROS' un (reaktif oksijen tiirlerinin) en giicliisiidiir (Halliwell ve Gutteridge 1990;
Akkus 1995).

Hidroksil radikali hidrojen peroksitin gecis metalleri varlifinda indirgenmesi ile (Fenton
Reaksiyonu), hidrojen peroksitin stiperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-Weiss
Reaksiyonu) sonucu meydana gelir.

Fe?* + H,0, —> Fe** + OH + OH (Fenton reaksiyonu)

+H
O, + H0O; O, + H,O + OH (Haber-weiss reaksiyonu)

Suyun ytiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil

radikali olusur (Cheeseman ve Slater 1993, Akkus 1995, Song 2004).
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Hidroksil radikali olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir
proton kopararak tiyil radikalleri (RS), karbon merkezli organik radikaller (R’), organik
peroksitler (RCOQ) gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta da biiyiik bir hasara
neden olur (Akkus 1995).

2.1.2.2.4. Nitrikoksit Radikali (NO)

Bir atom azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek birlesmesinden
meydana gelmistir ve bu yiizden radikal tamimma uymaktadir. Damar endotel
hiicrelerinde nitrikoksit sentaz (NOS) enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir.
NO’nun viicuttaki ROS’lar ile reaksiyon vererek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri dekompozisyonla OH' radikali meydana
getirdigi ifade edilmektedir (Caylak 2011).

2.1.2.2.5. Gegis Metalleri

3 +2

+ -
Fe +e ——Fe
+2 - +
Cu +e—Cu
Gibi bir elektronun alinmasi ve verilmesi durumlarinda bu serbest metal iyonlari radikal
reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlar lipit peroksidasyonu esnasinda rol oynarlar.
Olusmus lipit hidroperoksitlerin parcalanmalarin1 ve lipit peroksidasyonunun zincir

reaksiyonunu katalize eder. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale
+2
getirirler. Fenton reaksiyonu olarak bilinen reaksiyonda Fe iyonlarmin H,O,’ i

indirgeyip OH olusturabildikleri bilinmektedir (Memisogullar1 2005).

Fe?*H,0, — 5 Fe**+OH +OH"

2.1.2.3. Serbest Radikal Kaynaklar
2.1.2.3.1. Endojen Kaynaklar

1. Mitokondrial Elektron Tasima Sistemi

Hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden olusan
elektron sizintisidir. Mitokondrial serbest radikallerin kaynagi, i¢ mitokondrial

membranda yer alir. Basta siiperoksit radikali olmak iizere hidroksi radikalleri ve
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hidrojen peroksit mitokondri iginde meydana gelir. Siiperoksit ve hidrojen peroksit

yapimi, mitokondrial oksijen tiiketiminin yaklasik % 1- 2 sini olusturur (Erden 1992).
Ote — > 0O,

2. Peroksizomlar

Cok uzun zincirli yag asitlerinin yikilmasindan sorumlu organeller olan peroksizomlar
D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz gibi oksidan enzimlerce zengindirler ve giiclii
hidrojen peroksit (H,O;) kaynagi olarak kabul edilirler. Ancak peroksizomlarda, H,O,'
nin suya ayrismasini katalizleyen katalaz (KAT) enziminin aktivitesi de ¢ok yiiksek
oldugundan H,O,' nin zarar verici etkisini azaltir (Reilly ve ark. 1991, Akkus 1995).

3. Enzimler ve Proteinler

Katalitik sikluslar1 sirasinda, bir¢ok enzim serbest radikallerin agiga ¢ikisini saglar.
Bunlardan en 6nemlisi ksantin oksidaz olup, oksijenin hidrojen perokside rediiksiyonu
sirasinda siiperoksit (O;") radikalini meydana getirir.

Invivo olarak olusturulan iskemi, ksantin oksidazi dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna doniistiiriirken siiperoksit radikalini aciga ¢ikarir. Ksantin oksidaz enzimi
oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini iirik asite oksitler. Bu

reaksiyonda elektron alicis1 molekiiler oksijendir (Southorn ve Powis 1988).

Ksantin Oksidaz
Hipoksantin + H,O + 20, Ksantin + 20, + 2H"

Ksantin Oksidaz )
Ksantin + H,O + 20, Urik asit + 20, + 2H"

Benzer sekilde flavoprotein dehidrogenaz, triptofan deoksigenaz gibi enzimler de
radikal olusmasina neden olurlar (Erden 1992).

4. Kiciuk Molekillerin Oksidasyonu

Coziinebilir 6zelligi olan ve ndtral sivi ortamda oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlarina
girebilen hiicre komponentlerinden pek cogu intraselliiler olarak serbest radikalleri
aciga cikarirlar. Bunlar arasinda tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler ve
tetrahidropterinler bulunur. Bu maddelerin tiimii oksijenin rediiksiyonunu saglarken

primer olarak siiperoksit radikallerinin meydana gelmesine neden olurlar. Siiperoksit
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radikallerinin spontan ya da enzimatik dismutasyonu ise ikinci bir Girlinii yani H,O,' i
aciga cikarir. Boylece siiperoksit radikalini veren hiicresel olaylar dismutasyon nedeni
ile H,O,' i de meydana getirmis olurlar (Erden 1992).

5. Arasidonik asit metabolizmasi

Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, aragidonik asit salimina neden olur. Bu yolla ara
peroksi bilesikleri ve hidroksil radikalleri meydana gelir. Bu lipit peroksidasyonunun ilk
triinleri olan hidro ve endoperoksitler, daha sonra yeni zincirleme reaksiyonlari
baslatilabilecek radikal iiriinleri meydana getirebilir (Babior 2000).

6. Plazma Membranlari

Plazma membranlari, serbest radikal reaksiyonlar1 i¢in kritik bir yerdir. Ekstraselliiler
olarak agiga ¢ikan serbest radikaller hiicrenin diger kisimlari ile reaksiyona girebilmek
icin ya once plazma membranini ge¢melidir ya da toksik reaksiyonlar1 membranda
baslamalidir. Membranda bulunan fosfolipitler, gliseritler, steroller gibi doymamis yag
asitleri ve okside olabilen amino asitleri iceren transmembran proteinleri serbest radikal
hasarina agiktir. Serbest radikallerin baslattig1 lipit peroksidasyonu; transmebran iyon
gradientinin bozulmasina ve hiicresel metabolik olaylarin inhibisyonuna yol acar (Erden

1992).

2.1.2.3.2. Ekzojen Kaynaklar

Organizmanin dogasindan kaynaklanmayan sadece dis etkenlerin varliginda olusan
reaksiyonlar sonucunda da serbest radikaller agiga ¢ikabilir. Ekzojen kaynakli etmenler
arasinda; hava kirliligi, kimyasallara maruz kalma ve iyonize edici radyasyon, sigara
toksinleri, karbon tetrakloriir, paresetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, alkol ve uyusturucu
gibi aligkanlik yapici maddeler bulunur (Yu 1994, Seifried ve ark. 2007, Meral ve ark.
2012).

2.1.2.4. Antioksidan Mekanizmalar

ROS’un viicutta meydana getirdigi hasarlar1 onlemek {iizere viicutta gorev yapan
savunma sistemlerine, antioksidan savunma sistemleri adi verilir (Melhem ve ark.
2005). Antioksidanlar; hem direkt hem dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaglarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri

koruyan maddelerdir (Mates 2000). Antioksidan molekiiller endojen ve ekzojen
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kaynakli yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre ici
hem hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirirler. Hiicre disi savunma, albiimin,
bilirubin, transferrin, seruloplazmin, trik asit gibi gesitli molekiilleri igermektedir.
Hiicre ici serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir.
Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-Transferaz (GST), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px ), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (KAT) ve sitokrom oksidazdir
(SO) (Altan ve ark. 2006).

2.1.2.4.1. Enzim yapisinda olan antioksidanlar
2.1.2.4.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) (E. C. 1.15.1.1)

Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968'de kesfedilmistir. (McCord ve Fridovich 1969,
Memisogullar1 2005).

Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma islemi SOD enzimiyle gergeklesir.
SOD, endojen olarak iiretilen ve organizmayi olusturan her hiicre igin esansiyel bir
enzim olup peroksi nitrit olusumunu engelleyici ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit
radikalini, daha az zararl hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene doniistiiriicii etkisi
nedeniyle organizmay1 oksidanlarin zararli etkisinden korur. Hidrojen peroksit, diger
ROS' a ¢evrilmedigi siirece toksik degildir (Uysal 1998, Halliwell ve Gutteridge 1999,
Onat ve ark. 2006).

SOD
20, + 2H' ——> H)0, + O

Insanda SOD' 1 iki tipi bulunmaktadir, sitozolde bulunan, dimerik Cu ve Zn igeren
izomer (Cu- Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn igeren izomerdir (Mn
SOD). Prokaryotlarda bulunan ve Fe iceren bir izomeri daha vardir (Fe SOD). Ayrica
1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraselliiler SOD (EC- SOD) tanimlanmustir.
(Marklund 1982, Caylak 2011).

2.1.2.4.1.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (E. C. 1.11.1.9)

GSH-Px, hiicre ici peroksitlerin yok edilmesinden sorumlu en etkin antioksidan
enzimdir. GSH-PX’ 1n, selenyum bagimli ve selenyum bagimli olmayan olmak iizere iki

farkl tiirii bilinmektedir. Selenyum bagli GSH-PX enzim aktivitesi i¢in gerekli olan dort
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alt biriminde seleno sistein icermektedir. Eritrositlerde ve diger dokularda, prostetik
grup olarak selenyum igeren GSH-Px enzimi, indirgenmis glutatyon tarafindan hidrojen
peroksit ve lipit peroksitlerinin pargalanmasini katalizler; boylece membran lipitlerini
ve hemoglobini, peroksitler tarafindan oksidasyona kars1 korur (Harris 1992,
Cheeseman ve Slater 1993, Armstrong 1998, Chen ve ark. 2000, Stagsted 2005, Usta ve
ark 2013).

GSH-Px lipit peroksidasyonunda ortaya ¢ikan hidroperoksitleri pargalayarak yeni
radikal {iretimini ve oksidasyonunu engellemekte ve kanda bulunan eritrositleri
hemoglobin oksidasyonuna karst korumaktadir. Ayrica asirt HyO, varliginda
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfit) oksidasyonunu
katalizler; bu arada H,O; de suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur (Yu 1994,
Zima ve ark. 1995, Yalgin 1998, Velioglu 2000, Usta ve ark. 2013).

GSH-Px
HO, + 2GSH — > GSSG + 2H;0

GSH-Px
ROOH + 2GSH — > GSSG + ROH + H;O

2.1.2.4.1.3. Katalaz (KAT) (E.C.1.11.1.6)

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 (Memisogullar1 2005).

KAT; oksido-rediiksiyon olaylari sonucunda olusan ve toksik etki gosteren hidrojen
peroksitten hiicreleri korumaktadir. Bu enzimin etkisi ile hidrojen peroksit pargalanarak
zararsiz hale getirilmekte ve parcalanma {iriinii olan oksijen serbest halde bulunmaktadir

(Speranza ve ark. 1993, Mates ve ark. 1999).

Katalaz
2H,0, 2H,O0 + 0O

KAT' 1n ayrica siiperoksit dismutazin antioksidatif 6zelliklerini optimize etmek i¢in
gerekli oldugu bildirilmektedir (Stauffer 1989, Fox ve ark. 1998, Yiizgiillii ve Ozgel
2013).
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2.1.2.4.1.4. Glutatyon rediiktaz (GR) (E. C. 1.6.4.2)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon (GSSH),
GR' 1n katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale doniisiir. Reaksiyonlarin
gerceklesmesi icin NADPH' a ihtiya¢ vardir (Rice-Evans ve ark. 1991, Akkus 1995,
Dikici 1999).

GR
GSSG + NADPH + H* > 2GSH + NADP*

2.1.2.4.1.5. Paraoksonaz (PON) (E. C. 3.1.8.1)

Paraoksonaz (PON1), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (E.C. 3.1.8.1)
aktivitesine sahip, glikoprotein yapisinda olan kalsiyum bagimli bir ester hidrolazdir
(Durrington ve ark. 2001). Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi i¢in
gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol oynamaktadir (Ekmekgi ve ark. 2004).
PON son yillarda insan serum paraoksonazi (PON1) olarak tanimlanmis olup, organik
fosforlu bir tarim ilact olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz
edebilmesinden dolayr bu ismi almistir (Uysal ve ark. 2011). Insan serum paraoksonazi
(PON1) 43 kDa molekiil agirhginda 354 aminoasitlik bir protein olup, fiziksel olarak
yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) ile baglantilidir (Baskol ve Kose 2004). PON' un
baslica iki fonksiyonu bulunmaktadir: 1. Bir pestisit olan paraokson gibi organofosfatli
bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak 2. Lipit peroksitleri hidrolize ederek diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL)' i oksidasyondan korumaktir (Mackness ve ark 1998). PON'
un lipit peroksitlerin yanisira hidrojen peroksit iizerine de etkili olup, peroksidaz benzeri
aktiviteye sahip oldugu diistiniilmektedir (Giilcti ve Giirsu 2003). PON enzimi, okside
LDL' de bulunan kolesterol linolat hidroperoksitleri ve/veya okside fosfolipitleri
hidroliz ederek bu koruyucu etkiyi gosterebilir (Ekmekei ve ark 2004). PON1 enzimi
lizerine yapilan ¢alismalar enzimin HDL partikiillerinin oksidasyonunu onleyerek ve
diger mekanizmalarla aterosklerotik olusumu engelledigi ya da yavaslattigim
gostermistir (Mackness ve ark 2002, Ekmekgi ve ark. 2004, Caner ve ark. 2011). PON
enzim aktivitesinin; miyokard enfarktiisii, ailesel hiperkolesterolemi, diyabet ve kronik
renal bozukluklarda azaldig1 pek ¢ok calisma ile gosterilmistir (Giilcii ve Giirsu 2003).
Arilesteraz enzimi ise PON1 gibi organofosfatlar1 detoksifiye edebilir ama onun gibi

genetik polimorfizm gdstermez. Her iki enzimin dogal substrati farkli olmasina ragmen
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PON1 enzimi arilesterazin substratt olan fenilasetati hidroliz etme, bdylece hem

arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesi gdsterme yetenegine sahiptir.

2.1.2.4.1.6. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) (E. C. 1.1.1.49)

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kilit enzimidir
(Mehta ve ark. 2000, Dogan ve ark. 2007). G6PD enzimi pentoz fosfat yolunda ilk adim
olan yolu katalizleyerek hiicreleri oksidatif hasardan koruyan antioksidanlarin
olusumuna neden olur. G6PD glutatyonun hiicre i¢i diizeyinin normal tutulmasinda
gerekli olan nikotinamit adenin diniikleotit fosfat' m (NADPH) yapiminda rol
oynamaktadir. Glutatyon ise ilag veya enfeksiyonlar gibi dis faktorlerin etkisiyle
eritrositler iginde olusan oksidan maddelerin yok edilmesinden sorumludur.
Eritrositlerde oksidatif hasara kargi gelisen savunma, mevcut enzim aktivasyonu ile
orantilidir (Glader 2008, Erkal ve ark. 2010). NADPH hiicrede yag asidi, kolesterol, L-
askorbik asit, nitrik oksit biyosentezi, glutatyonun indirgenmesi, ilag ve ksenobiyotik
detoksifikasyonu ve peroksitlerin indirgenmesinde gorev alir (Wood 1986, Nelson ve
Cox 2000). G6PD eksikliginin hiicrede oksidatif stresin artmasina, ayn1 zamanda NO
tiretilmesinin azalmasina neden olarak hipertansiyon, diyabetes mellitus ve ateroskleroz
gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden oldugu bildirilmistir (Gaskin ve ark.

2001, Tandogan ve Ulusu 2005).

2.1.2.4.2. Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar
2.1.2.4.2.1. C Vitamini (Askorbik Asit)

Askorbik asit; suda eriyen bir vitamindir. Molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi
bilesiklerin indirgenmesine neden olur ve sulu ortamlarda serbest radikallerle
reaksiyona girebilir. Plazmada oksidan ajanlara karsi ilk antioksidan savunmayi
olusturur (Memisogullar1 2005).

Askorbik asit; organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici olarak
gorev yapar (Halliwell ve Gutteridge 1999).

Askorbik asit, stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolaylikla reaksiyona girerek bu
radikallerin temizlenmesini saglar. E vitamininin geri donilisimiinde gorev alir,
tokoferoksil radikalinin o-tokoferole indirgenmesini saglar. Boylece E vitamini ile

birlikte etkin bir sekilde LDL' yi oksidasyona karsi korur. Askorbik asit, Fe*® i Fe* e
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indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek hiicre i¢i molekiildiir. Bu etkisiyle ferri-
demiri indirger ve Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit (H2O;) ile etkilesmeye
uygun olan ferro- demire doniistiiriir. Boylece siiperoksit radikalinin tiretimine neden
olur. Bu o6zelligi askorbik asitin pro-oksidan etkili olmasina neden olmaktadir
(Memisogullar1 2005, Valko ve ark 2006).

2.1.2.4.2.2. E Vitamini (a-tokoferol)

E vitamini tokoferol yapisinda olup a, B, y, 6 olarak adlandirilan doért tokoferol
karisimidir. Antioksidan etkisi en fazla olan a- tokoferol' diir (Vinson ve ark. 1994,
Tabakoglu 2013).

Yapisinda bulunan fenolik hidroksil grubuna ait aromatik halka, vitaminin kimyasal
olarak aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu kismindan kaynaklanir. a-
Tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiiksek vitamin E
konsantrasyonlari, mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre
fraksiyonlarinda bulunur. E vitamini, siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet
oksijeni, lipit peroksi radikallerini ve diger radikal 6rneklerini indirger (Rice-Evans ve
ark. 1991, Akkus 1995, Tanakol 1998, Dikici 1999, Yanbeyi 1999).

E vitamini dokularda en énemli zincir kiric1 antioksidandir ve lipit peroksidasyonuna
kars1 ilk siradaki korunma mekanizmasidir. (Mayes 1993, Akkus 1995).

ROO + o-Tokoferol-OH- —— = ROOH + Tokoferol-O

Reaksiyon sonucunda a- tokoferol yine bir radikal olan tokoferol-O (tokoferoksil
radikali) radikalini olusturur. Bu radikal zayif bir reaktiviteye sahip oldugu i¢in lipit
peroksidasyonu devam edemez (Halliwell ve Gutteridge 1999).

E vitamini ile GSH-Px serbest radikallere kars1 birbirini tamamlayici etki gosterirler.
GSH-Px olusan peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini peroksitlerin yapimini
engeller. E vitamini ve selenyum birbirlerinin metabolizmasinda énemli rol oynar. E
vitamini selenyumla birlikte hidroperoksit olusumunu &nleyerek membran lipitlerinin
oksidatif hasarin1 Onler. Endojen peroksitlerin yikimi ve inhibisyonu ile hiicre

membranini ve organelleri peroksidatif hasardan korur. Boylece membran biitlinliiglinii
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korur ve oksidatif stresi azaltir (Memisogullar1 2005, Gupta ve ark. 2005, Valko ve ark.
2006).

2.1.2.4.2.3. A Vitamini (B-Karoten)

Karotenoitler, sebze ve meyvelere renk veren maddelerdir ve vitamin A Onciilleri olarak
antioksidan ozellikleri vardir. En 6nemlileri o-karoten, p-karoten, likopen, krosetin,
kantaksantin ve fukoksantindir. Bunlardan B-karoten, iki molekiil vitamin A' nin
(retinol) birlesmesinden olusur. Diyetteki B-karoten ince barsak mukozasi tarafindan
emilirken retinole ¢evrilmektedir.

B-karotenin antioksidan etkisi singlet oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri
temizlemesi ve hiicre membrani lipitlerini oksidatif dejenerasyona karsi korumasidir.
Ayrica B-karoten diger ROS' lari da etkisiz hale getirmektedir. Diisiik oksijen
basincinda B-karoten peroksil radikali ile direkt reaksiyona girmekte ve bu durum
yiiksek oksijen basincinda vitamin E' nin ayn1 etkisiyle sinerji olusturmaktadir (Baskin

1997, Caylak 2011).

2.1.2.4.2.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik molekiil agirlikli 6nemli bir
tripeptittir. Hiicre i¢inde glutamik asit, sistein ve glisinden sentezlenir (Meister 1994,
Akkus 1995, Halliwell ve Gutteridge 1999).

GSH' a antioksidan 6zelligini tiyol grubu saglar. Glutatyon hidroksil ve singlet oksijen
gibi reaktif oksijen tiirlerinin temizleyicisidir ve diger serbest radikallerle reaksiyona
girerek hiicreyi oksidatif hasara kars1 korurlar. Proteinlerdeki -SH (siilfidril) gruplarini
rediikte halde tutarak protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engellerler (Murray ve ark.

1993, Burton 1994).

2.1.2.4.2.5. Flavonoitler

Flavonoitler bitkilerde bazi renk pigmentlerini olusturan polifenol grubu dogal
kimyasallardir. Dogada alt1 binin iizerinde flavonoit vardir. Antioksidan, anti-
arteriyosklerotik, anti-inflamatuvar, anti-tiimér, anti-trombojenik, anti-viral, anti-alerjik
etkileri vardir. Flavonoitler; flavonlar, flavonoller, flavanonlar, katesinler, isoflovanlar,

antosiyanidinler olarak alti sinifa ayrilirlar. Flavonoitler, 6nemli metal selatorleri ve
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serbest radikal temizleyicisi gibi rol oynarlar. Flavonoitler tarafindan temizlenebilen ve
formasyonlar1 inhibe edebilen reaktif oksijen iirlinleri; sliperoksit anyonlari, hidroksil
radikali, alkol radikali, peroksil radikali ve perhidroksi radikalidir. Flavonoitler,
radikallerin reaktif kisimlariyla etkileserek, reaktif oksijen iirlinlerini stabilize ederler
(Nijveldt ve ark. 2001). Bunlarin yanisira polifenolik bilesiklerin serbest radikal
zincirini kirmasi, lipit peroksidasyonunu katalizleyen metal iyonlarini baglamasi gibi

Ozellikleriyle lipit peroksidasyonunu engelledigi bildirilmistir (Valko ve ark. 2006).

2.1.2.4.2.6. Urik asit

Urik asit, endojen olarak serbest radikal temizleyicisi ve antioksidan olarak davranir.
Viicut sivilarinda yaklasik olarak 0,5 mmol/L kadar bulunur ve piirin metabolizmasinin
son iiriinii olarak sentezlenir. Urik asit giiglii sekilde singlet oksijen, peroksil radikali,
hidroksil radikali temizleyicisidir (Akkus 1995, Sinha 2009). Genelde metal baglayicisi
olarak ¢alisirken degisik radikalleri de toplar (Diindar ve Aslan 2000).

2.1.2.4.2.7. Seruloplazmin

Seruloplazmin total serum bakirinin yaklasik %95' ini igeren a2-globulindir. Serbest
ferrik iyonlar1 ve ferritin baglayan bdlgelerin varligi gibi faktorlere bagli olarak oksidan
veya antioksidan olarak islev goriir. Seruloplazminin demirin iyonik durumunu
diizenlemede ve toksik demir iriinleri olusmaksizin demirin transferrine girmesinde

yasamsal onemi vardir (Burtis ve ark. 2005).

2.1.2.4.2.8. Transferrin

Transferrin kanda demir tasiyan bir B-globindir, dolagimdaki serbest demiri baglar
(Akkus 1995).

2.1.2.4.2.9. Ferritin
Dolasimdaki serbest demiri baglar (Yu 1994, Akkus 1995).
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2.1.2.4.2.10. Bilirubin

Hem proteinlerinin yikim {iriinii olan bilirubin ayn1 zamanda etkili bir lipit
antioksidandir. Peroksil radikallerini etkileyerek =zincir kirici bir etki gosterir

(Gutteridge 1995, Aslan 1999).

2.2. Diyabet ve Oksidatif Stresle liskisi

Serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge halindedir
ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece
organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Serbest radikaller ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki bu dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi durumunda
oksidatif stres meydana gelir (Memisogullar1 2005, Altan ve ark. 2006). Diyabet ve
diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iligkisini gdsteren
caligmalarda, enzimatik olmayan glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi- reperfiizyon
sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdigi ve antioksidan
savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (Saxena ve ark. 1993, Altan ve ark.
1994, Baynes 1999, Elmali ve ark. 2004). Pankreas adacik hiicrelerinde SOD, KAT,
GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin ifadelerinin ve antioksidan kapasitenin, karaciger,
bobrek, iskelet kas1 ve adipoz doku gibi diger dokulara gore ¢ok daha diisiik diizeyde
oldugu bilinmektedir (Tiedge ve ark.1998). Pankreas beta hiicreleri oksidatif strese en
duyarli yapilardan biri olarak bilinir ve beta hiicrelerinde goriilen hasarin,
hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (Robertson ve ark.
2004). Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iligki oldugu goriisii invivo
caligmalar ile de desteklenmistir (Ceriello 1997). Hidrojen peroksitin (H,0O;), yiiksek
reaktiviteye sahip hidroksil radikaline (OH") doniismesi sonrasi insiilin reseptor sinyal
sistemi iizerinde etkili oldugu ve insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen
sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar bir rol oynayabilecegi, arastirmacilarin goriisleri
arasindadir. Glikasyon aracili serbest radikal {iretiminin insiilinin gen ifadesini
azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol agtigini gosteren g¢alismalarin bulgular1 bu
goriisii destekler niteliktedir (Houslay 1991, Donalth 1999). Vaskiiler komplikasyonlari
olan diyabetik hastalarda, hem LDL' nin oksidasyonunda hem de enzimatik olmayan

glikasyonunda, hiperglisemiye bagli artislar oldugu goriilmektedir (Das ve Chainy
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2001). Hiperglisemi aracili ROS iiretimi baslica iic mekanizma ile agiklanmaktadir
(Bonnefont- Rousselot 2002).

1. Glikozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit tiretimi.

2. Proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son iiriinleri (AGE) olusumu.

3. Poliol yolu.

1. Glikozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Glikoz, bir gecis elementinin varhiginda reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
cevrilir. Reaksiyonlar zinciri siliperoksit radikalinin (O;”) hidrojen peroksit (H20,)
tizerinden yiiksek reaktiviteye sahip olan hidroksil radikali (OH") olusturmasi ile
sonuclanir. Hiicre i¢i glikoz oksidasyonu NADH' nin agiga ¢ikmasina yol agcar. NADH
ise solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP firetimi icin gerekli olan
enerjiyi saglamak icin kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda
stiperoksit radikali agiga ¢ikar. Glikoz konsantrasyonu yiiksek oldugunda bu yolla
stiperoksit radikal iiretimi artar. Mitokondri solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROS
tiretim kaynagidir. Diyabetteki patolojilerin birgogunun artmis mitokondriyal ROS
tiretimi ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Altan ve ark. 1997, Brownlee 2001, Green
ve ark. 2004).

2. Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri) Olusumu

Hiperglisemi durumlarinda glikozun hiicre i¢ine alinmasinin insiilinden bagimsiz
oldugu, eritrosit, beyin, bobrek, lens, periferik sinirler gibi dokularda intraselliiler
konsantrasyonu artan glikoz, proteinlere nonenzimatik bir tepkime sonucu
baglanmaktadir. Glikoz ve proteinlerin amino gruplar1 arasinda gelisen enzimatik
olmayan glikasyon reaksiyonlari yoluyla Shiff bazi olusur. Yasam siiresi kisa olan
proteinlerle daha dayanikli ve geri doniisiimlii Amadori lriinleri olugsmaktadir. Bu
sekilde olusan erken glikasyon {iriinleri tedavi sonucu glikozun normale dénmesiyle
azalmaktadir. Yar1 Omrii uzun olan proteinlerle ise geri doniisiimsiiz olarak ileri
glikasyon son firlinleri (AGE) meydana gelmektedir (Gillery 1988, Dinger ve ark.
2002). AGE' ler endotelin-1 araciligi ile vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina
yol actig1 gibi, kompleks biyokimyasal serbest radikal iiretebilme kapasitesine de

sahiptirler. AGE' lerin toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarin1 ve fonksiyonlarini
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degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi indiikleyebilmeleri de
bulunmaktadir (Bierhaus ve ark. 1997, Eidland ve ark. 2001). AGE olusumu ile lipit
peroksidasyonu arasinda siki bir iliski oldugu, lipit peroksidasyonunun onlenmesi ile
AGE olusumunun da 6nlendigi bildirilmistir (Giardino ve ark. 1998). AGE ve serbest
radikallerin, protein kinaz C (PKC)' yi aktive ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
ve aktive olan PKC' nin, vaskiiler kan akimini, damar gegirgenligini etkileyerek
vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol oynadig1 6ne siiriilmektedir (Chappey ve

ark. 1997, Koya ve King 1998, Way ve ark. 2001).

3. Poliol Yol

Anormal poliol yolu hipotezine gore glikoz girisi igin insiiline ihtiyag duymayan ve
aldoz rediiktaz enzimi iceren lens, periferik sinirler, bobrek glomerulleri gibi dokularda
hiperglisemi sonucu hiicre i¢i glikoz ve dolayisiyla sorbitol konsantrasyonu artar. Asiri
su tutucu Ozellikte olan sorbitoliin bu dokularda birikmesi hiicre hasarma yol agar
(Sacks 1999). Hiperglisemide poliol yolunun aktivasyonuyla NADH/ NAD" oran
artmakta ve bu da enzimatik olmayan glikasyonu ve diagilgliserol sentezini
arttirmaktadir, bu artig da protein kinaz C aktivasyonuna yol acarak diyabetteki damar
patolojilerine neden olmaktadir (Sacks 1999, Ostenson 2001, Lipinski 2001). Rediikte
glutatyonun ve NO gibi vazotilatdrlerde azalma diyabetin komplikasyonlarinin
gelismesinde rol oynamaktadir (Das ve Chainy 2001). Glikozun sorbitol yolu ile
fruktoza ve sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu olarak Na* - K" ATP- az aktivitesinde
azalma oldugu gozlenmistir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim hizi i¢in 6nem
tasimaktadir (Greene ve ark. 1990). Sorbitol bir doku toksini gibi hareket eder ve
sorbitoliin retinopati, ndropati, katarakt, nefropati ve kalp hastalig1 patogenezinde rolii

oldugu distintilmektedir (Karasu ve ark. 1990, Bukan ve ark. 2004).

NADPH NADP" NAD* NADH

NS

Glikoz 4 »  Sorbitol 4 »  Fruktoz

Sekil 2. Poliol Yolu
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2.3. Brassica nigra L. (Hardal) Bitkisi, Polenleri ve Diyabet ile iliskisi

Brassica tiirleri cogunlukla bir yillik otsulardan olusur; ¢igekleri hermafrodittir. Brassica
tirleri tozlasma ag¢isindan kendine uyumsuzdur ve gapraz polinasyona (her hangi bir
yolla bitki anter (erkek) organindan alinan polenlerin (erkek gamet hiicrelerinin) ayni
tiiriin bagka bir ¢i¢eginin stigmasi (disi organ) lizerine taginmasidir) gerek duyarlar ve
dolayistyla bu cinse ait tlirlerde boceklerle tozlasma yaygindir (Sampson 1957).
Brassica cinsi, Brassicaceae (Turpgiller) familyasinda yer almakta olup tiirlerinin dogal
yayilis alaninin Akdeniz cevresi oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde cinse ait 10 tiir
yetismektedir; ancak floramizda bulunan Brassica napus L. (Kolza), B. nigra (L.) Koch.
(Kara hardal), B. oleracea L. (Lahana) ve B. rapa L. (Salgam) gibi kiiltiir formlarinin
hemen hemen tiim diinyada yogun olarak tarimi yapilmaktadir (Giiner ve ark. 2012).
Polen, bal arilarinin 6zellikle larval sathada ihtiya¢ duyduklari ¢ok énemli bir protein
kaynagidir (Pankiw ve ark. 1998, Dreller ve ark. 1999). Toplayici bal arilart tarafindan
cigeklerin stamenlerinden direkt olarak alinir, nektar ve ar1 tarafindan salinan bir miktar
tiikriik katkis1 ile nemlendirilir ve toplayici arinin arka bacaklarinda toplanirlar (Garcia-
Garcia ve ark. 2001). Arinin bu yiikiine “polen pelleti” veya “polen graniili” adi
verilmektedir.

Toplayict bal arilarinin kovana getirdikleri polen miktar1 ve ¢esidi ise kolonideki larva
miktari, kovandaki mevcut polen stogu, toplayict bal arilarinin genetik 6zellikleri ve
kovanin bulundugu bélgenin floristik Ozellikleri gibi gesitli faktorlere gore degisiklik
gostermektedir (Camazine 1993, Pankiw ve ark. 1998). Polenlerin beyazdan siyaha
kadar degiskenlik gdsteren ve ara renkler olan sari, turuncu, kahverengi, yesilimsi ve gri
tonlarinda olabilen farkli renkleri, farkli botanik orijinlerinden ve bundan dolayr da
farkli kimyasal kompozisyonlarindan kaynaklanmaktadir (Stanley ve Linskens 1974,
Winston 1987, Graham 1993, Almeida-Muradian ve ark. 2005).

Bal arilar1 genellikle bdlgenin floristik yapisina gore degismek kaydiyla cesitli ve en
verimli gordiikleri polen kaynaklarindan polen graniilleri getirirler. Dolayisiyla kovana
ayn1 anda ¢ok c¢esitli bitkilere ait polen graniilleri taginir. Toplanan bu polenlerin tek tip
bitkiye ait olmasi ise 6zel bir durum olup ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir ¢iinkii sadece
bu tip polen sabit bir kompozisyona sahip olacaktir ve tek tip polenin etkileri ortaya
cikarildiginda beslenme veya medikal olarak basariyla kullanilabilmesi miimkiin

olacaktir. Avusturya gibi bazi iilkelerde polen graniillerini tiplerine gore ayirt edebilmek
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ve tek tip polen graniillerini (%90’dan yiiksek saflikta) piyasaya siirebilmek {izere
caligmalar yapilmaktadir (Reisner ve Gartlehner 2006).

Bitkiden bitkiye degismek kaydiyla polenlerde bilesim yaklasik % 10-15 su, % 20
protein, % 30-60 karbonhidrat, amino asitler, % 6 yag asitleri, flavonoit, karotenoitler,
terpenler, 12' den fazla vitamin, mineral ve 10' dan fazla enzim ile nitelendirilir
(Ishikawa ve ark. 2009, Maruyama ve ark. 2010, Quian ve ark. 2008, Attia ve ark.
2011).

Polenlerin, tasidiklari flavonoitler nedeniyle anti-inflamatuar (Shoskes 2002, Maruyama
ve ark. 2010), anti-alerjik (Ishikawa ve ark. 2009, Kempuraj ve ark. 2005), anti-kanser
(Wu ve Lou 2007, Yang ve Wu 2006), anti-fungal (Ozcan ve ark. 2004) ve antioksidan
(Leja ve ark. 2007, Saric ve ark. 2009) etkilerinin oldugu yapilan arastirmalarla ortaya
konmustur.

Polen etkili bir antioksidan madde olarak tanimlanmaktadir. Bu antioksidan kapasite,
serbest radikalleri tutma ve lipit peroksitlerini inhibe etme ozelliklerine bagli olarak
aciklanmaktadir. Diger taraftan, farkli botanik orjinli polenlerin farkli antioksidan
kapasitelere sahip oldugu da rapor edilmektedir (Almaraz-Abarca ve ark. 2004). Polen
fenolikler gibi saglik bilesenlerini bulundurmasi ag¢isindan iyi bir kaynak olup serbest
radikallerin dahil oldugu hastaliklarin 6nlenmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir
(Bogdanov 2011, Yerlitas ve ark. 2012).

Cagin hastalig1 olarak kabul edilen hastaliklar arasinda yer alan Diyabetes Mellitus her
gecen giin daha 6nemli hale gelmekte ve giiniimiiz bilim insan1 medikal ¢ézlimler
yaninda doganin bizlere sundugu alternatif/destekleyici bitkileri yogun olarak
arastirmaya devam etmektedir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda Brassica’ ya ait farkli tiirlerde pek ¢ok caligma
yapildigi saptanmig ancak Ozellikle tip 1 diyabetli siganlarda Brassica nigra L.
polenlerinin diyabet iizerine etkisi ile ilgili ¢alismaya rastlanmamistir. Bu amagla bu
calisma, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda Brassica nigra L. polenlerinin kan

glikozu ve oksidan- antioksidan sistemler {izerine etkisi aragtirmak i¢in planlanmistir.
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3. MATERYAL
3.1. Deneyde Kullamilan Hayvanlar

Deneyde Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi’ nden
saglanan 40 adet 300- 340 g agirliginda Wistar tiirii eriskin erkek si¢anlar kullanildi.
Sicanlar deneysel ¢alismaya baslamadan 20 giin dnce 1s1s1 18 °C- 22 °C arasinda sabit
tutulan 6zel odaya alindilar. Dort sigan bir kafeste olacak sekilde yerlestirildiler ve

standart diyet (pelet) yem ile beslendiler. Sicanlarin su ve yem alimlari serbest birakildi.

3.2. Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Deney gruplari, kontrol gruplari 10, diyabet gruplari 10 sigandan olugsmak iizere 4 gruba
ayrildi:

Grup 1: Normal kontrol siganlar (K)

Grup 2: Oral olarak Brassica nigra L. poleni alan normal siganlar (K + BN)

Grup 3: Diyabetik kontrol siganlar (D)

Grup 4: Oral olarak Brassica nigra L. poleni alan diyabetik siganlar (D+BN)

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezinin

etik kosullarina uygun olarak planlandi.

3.3. Diyabetin Olusturulmasi

Streptozotosin pH' 1 4.5 olan 20mM sodyum sitrat tamponu i¢inde ve sicanlara tek doz
(65mg/kg) intraperitoneal olarak enjeksiyon yapildi. Kontrol grubu siganlarina ise tek
doz intraperitoneal sodyum sitrat tamponu enjeksiyonu yapildi. Deney grubunu
olusturan sicanlardan enjeksiyondan 48 saat sonra kuyruklari kesilerek kan glikoz
diizeyleri tayin edildi. Siganlarin kan glikoz seviyesi > 200 mg/dL olarak saptandiginda
diyabetik olduklar1 diisiiniilerek deneysel ¢aligsma baslatildi.

3.4. Polenlerin Toplanmasi, Saklanmasi ve Analizi

Calismamizda Brassica nigra L. tiirine ait polenler, Bursa ovasina (Goriikle-Niliifer-
Uludag Universitesi Kampiis Alani) yerlestirilen Apis mellifera anatoliaca k1 arilara
ait olan ¢ekmeceli Langstroth-tip kovanlardan alinmistir. Giinde iki kere bosaltilan
cekmecelerden almman taze polenler soguk ortamda hemen laboratuvar ortamina

getirilerek -20°C sicaklikta derin dondurucuya alinmistir.
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Laboratuvar ortaminda polenler buz (cold-pack) iizerinde stereo-mikroskop kullanilarak
renklerine gore ayrilmistir (Kirk 1994). Renklerine gore ayrilan bu taze polenlerden her
bir renk i¢in Wodehouse (1935) metoduna gore preparat yapilarak teshisler
gerceklestirilmistir. Polen teshisleri 151k mikroskobu vasitasiyla Uludag Universitesi
Palinoloji Laboratuvari referans preparat koleksiyonu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Arastirmada kullanilan polenlerin toplandigi bolgede cinse ait yalnizca Brassica nigra
L. tiirii dogal ve genis yayilis gostermektedir (Tarimcilar 1992). Renklerine gore teshis
edilen polenlerden boélgede arilar tarafindan yogunlukla tercih edilen ve Brassica nigra
cinsine ait oldugu belirlenen polenler (Bilisik ve ark., 2008) diger polenlerden ayrilarak
ayr1 kavanozlara alinmustir. Polenler sicanlara uygulanana kadar -20°C sicaklikta
saklanmig ve dnce veya sonrasinda nemini gidermek i¢in herhangi bir kurutma islemine
tabi tutulmamustir (frozen-freshpollen).

Tiim polen graniillerinin unifloral olamayacagi goz oniinde bulundurularak saflik analizi
icin kavanozdan rastgele 1 gram Ornek alinmig ve bu ornekler % 70’lik alkol ile
homojenize edilmistir. Bu homojenatlardan hazirlanan 3’er paralel preparatta 1s1k
mikroskobu yardimi ile 1000’er polen iizerinden teshis yapilarak c¢alisilacak olan
Brassica nigra L. tiirline ait graniiller i¢in ortalama saflik yiizdesi belirlenmis ve

polenlerin % 98,9 oranda Brassica nigra tiiriine ait olduklari1 saptanmuistir.

3.5. Sicanlara Brassica nigra L. Bitki Polenlerinin Verilisi

Diyabet olusturulduktan bir hafta sonra 2. gruptaki ve 4. gruptaki sicanlara 800
mg/kg/glin oraninda Brassica nigra L. polenleri 5 hafta siire ile igme suyuna eklendi.
Igme sular1 giinliik olarak hazirlanip 24 saatlik siv1 tiiketimi takip edildi. Ayrica deney
sliresi olan 5 haftalik siire i¢inde siganlarin yem tiiketimleri giinliik olarak, kan glikoz
diizeyleri ve viicut agirliklar1 ise haftada bir kez olmak iizere 6l¢iildii. Kan glikoz
diizeyleri siganlarin kuyruklari kesilerek alinan kanda glikometrede glikostix stripleri
kullanilarak (Abbot Glucometer Medisense Products, USA) 6l¢iildii.

3.6. Orneklerin Toplanmasi

Deney siiresi bitiminden sonra kan 6rnekleri, bir kuru tiip, bir heparinli ve iki EDTA’I1
tiipe, 0.18 x 40 mm’ lik igne yardimu ile (Vacutainer, Ingiltere) hafif eter anestezisi

altinda, siganlarin kalbinden ponksiyonla alindi. GSH-Px i¢in heparinli tiipten 300 pl ve
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SOD i¢in hemogram tiiptinden (EDTA’l1) 500 pl tam kan ayrildi. Diger kan 6rnekleri
1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalar1 ayrildi. Serum insilin
diizeyleri radioimmunoassay (Diagnostic Products Corporation, USA) ile olgtldii.
Hemen calisilmayacak olan parametreler [serum PON, arilesteraz, plazma MDA
(malondialdehit), HDL, TK, TG )] i¢in ayrilan 6rnekler -20°C” de saklandi. SOD igin
hazirlanan numuneler (0,5 mL EDTA’l1 tam kan alind1 ve 3000 rpm' de 10 dakika
santrifiij edilerek plazmasi ayrildi ve aspire edildi. Kalan eritrositler, her yikamada 3 mL
% 0,9 NaCl kullanilarak 4 defa yikandi ve eritrosit paketi seklinde saklandi), GSH-Px
(heparinli tam kandan) buzdolabinda saklanarak 3 giin i¢inde calisildi. Kalp, kas,
karaciger ve iskelet kasi dokulari (musculus gastrocnemius) kan aliminin hemen
ardindan ¢ikartilarak, serum fizyolojik ile yikandi ve calisilincaya kadar -20 °C’de

saklandi.

3.7. Arag ve Gerecler

1. Yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) cihazi, "Shimadzu LC-10AT" (Japonya)
2. Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1202" (Japonya)
3. Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1601" (Japonya)
4. Su banyosu, "Julabo UC" (Almanya)

5. Santrifiij, "Sanyo Mistral 2000 R" (Ingiltere)

6. Santrifiij, "Janetzki T 32" (Almanya)

7. Karistirici (vorteks), "Heidolph" (Almanya)

8. Otomatik pipet (10 uL), "Gilson" (ABD)

9. Otomatik pipet (20 uL), "Gilson" (ABD)

10. Otomatik pipet (20-200uL), "Eppendorf" (Almanya)

11. Otomatik pipet (500-5000uL), "Eppendorf" (Almanya)

12. Otomatik pipet (200-1000 pL), "Eppendorf" (Almanya)
13. Derin dondurucu (-20° C), "Ugur" (Tiirkiye)

14. Buzdolab1 “Arcelik” (Tiirkiye)

15. Abbot Glucometer Medisense Products (ABD)

16. Kantar (Tiirkiye)
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3.8. Ticari Kitler

1.
2.
3.
4.

Kolesterol, "Randox Lab." (Ingiltere) Lot.no:1132 F, Kat.no : CH200

SOD (Ransod), "Randox Lab." (ingiltere) Lot.no:0019 J, Kat.no: SD125
GSH-Px (Ransel), "Randox Lab." (Ingiltere) Lot.no:1764 J, Kat.no : RS504
Rat Insulin RIA 250 Tube Kit 5 uci "Millipore”, Kat.no : RI-13K

3.9. Kimyasal Malzemeler
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. 2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) (>% 98), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T 5500
. n-Biitil alkol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : S 15,467-9

. Sodyum hidroksit, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6462

. Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), "Sigma" (A.B.D.) Kat.n0:D9286

. Fenil asetat (% 99), "Aldrich" (A.B.D.) Kat.no: 10,872-3

. Sodyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6400

. Tris, "Merck" (Almanya) Kat.no : 8387

. Kalsiyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 2389

. Glisin, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4201

. Sodyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6345
. Potasyum dihidrojen fosfat, "Merck™ (Almanya) Kat.no : 4871
. Potasyum ferri siyaniir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4971

. Potasyum siyaniir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4966

. Sodyum bikarbonat, "Horasan Kimya" (Tiirkiye)

. Metafosforik asit, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : 6250

. Metanol (HPLC grade), "BDH" (Almanya) Kat.no :15250

. Potasyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat no. 4935

. Sodyum dodesil siilfat (SDS), “Fluka” Kat.no. 71728

. Biitanol, "Merck" (Almanya) Kat no. K 24430988

. Asetik asit, “Kimetsan” (Tirkiye) Kat no. KIM-AA/01GC

. Piridin, “Merck” (Almanya) Kat no. 7462

. 1,1,3,3-Tetramethoxy-propane, “Fluka” Kat no. 87670
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4.YONTEM
4.1. Serum Total Kolesterol, HDL-K, Trigliserit ve Insiilin Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum lipit (kolesterol, HDL-K ve trigliserit) diizeyleri, kantitatif elektrolit tayini
yapilan Abbott C16000 otoanalizérde Olgiildi. Serum insiilin  diizeyleri

radioimmunoassay (RIA) yontemiyle 6l¢iildii.

4.2. Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

SOD aktivitesi kit (Ransod) kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontemde ksantin, KO enziminin
katalizi ile O, radikali olusturur. Olusan radikal 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)
feniltetrazolyumklorid (INT) ile reaksiyona girer ve pembe renkli bir bilesik olusturur
veya SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile dismutasyona ugrayarak H,O; ve O,
meydana gelir. Boylece INT ile reaksiyona giren O, miktar1 azaldigi i¢in reaksiyon
inhibe olur. Burada SOD aktivitesinin Ol¢iimii, yukaridaki reaksiyonun inhibisyon
derecesinin dlglilmesine dayanmaktadir. Agiga ¢ikan pembe renk SOD aktivitesi ile ters

orantilidir.

Ayiraglar :

1- 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0): 0.68 g KH2PO4 ve 0.71 g Na2HPO4 tartilarak 9 dL
distile suda ¢o6ziildii ve pH’1 kontrol edilip 1 L’ ye tamamland.

2- Ransod substrat: Ksantin 0,05 mmol/L, N.T. 0.025 mmol/L

3- Ransod tampon: CAPS 40 mmol/L, pH 10.2 ; EDTA 0.94 mmol/L

4- Ransod XO: 80 U/L

5- Ransod standart: 5.4 U/mL

SOD aktivitesi Ol¢timii i¢in, 0.5 mL tam kanin eritrosit paketi alind1 ve hacmi soguk
distile su ile 2 mL' ye tamamlandi. Bu karisim +4 °C de 15 dakika bekletilerek
hemolizat elde edildi. Hemolizat 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 25 kez sulandirildi.
Boylece ilk basta alinan 0.5 mL tam kan 100 defa sulandirilmis oldu. Deney 37° C' lik
sartlarda gerceklestirildi.

32



Cizelge 4.1. Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢iimii, Deneyin Yapilist

Ayrra¢ Korii Standart Ornek
Fosfat tamponu 25 uL _ B
Diliie hemolizat _ 25 uL
Standart _ 25 uL
Substrat 850 uL 850 850
KARISTIRILDI.
Ksantin Oksidaz 125 puL 125 uL 125 uL

Tiipler karistirildi ve 30 saniye bekledikten sonra her bir tiip i¢in spektrofotometrede
505 nm dalga boyunda absorbans sifirlandi ve tam 3 dakika sonra son absorbans
kaydedilerek AA/dk hesaplandi. SOD aktivitesi, iki seri standart ¢dzeltisi hazirlanarak
elde edilen standart egri grafigi lizerinden kit katalogunda tarif edildigi gibi hesaplandi.
Sonuglar gram hemoglobin basna iinite olarak verildi (U/g Hb).

4.3. Eritrosit GSH-Px Aktivitesinin Olciimii

GSH-Px aktivitesi kit (Ransel) kullanilarak olgtildii. GSH-Px enzimi, glutatyonun
(GSH) kiimenhidroperoksit tarafindan oksidasyonunu katalizlemektedir. Meydana gelen
okside glutatyon, glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda hizla rediikte olurken aym
anda NADPH okside olarak NADP+’ ye doniismektedir. Bu esnada 340 nm deki
absorbans azalmasi (DAbs) GSH-Px aktivitesi ile dogru orantilidir.

Ayiraglar:

1. Ransel ayirag: GSH (4 mmol/L), GR (* 0.5 U/L) ve NADPH (0.34 mmol/L)

2. Ransel tampon: 4.3 mmol/L EDTA igeren 0.05 molar fosfat tamponu (pH:7.2)

3. Ransel kiimenhidroperoksit: 0.18 mmol/L

4. Ransel sulandiric1 ayirag

5. Double Drabkin ayiract: 50 mg potasyum siyanid ve 200 mg potasyum ferri siyanid

ve 1 g sodyum bikarbonat tartilarak hacim distile su ile 500 mL’ ye tamamlandh.
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Deneyin Yapilhisi:

GSH-Px aktivitesinin 6l¢timii i¢in, 50 pL tam kan 1 mL Ransel sulandirict ayirag ile
seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten sonra 1 mL Double
Drabkin ayiraci ile karistirildi. Bu karisim en ge¢ 20 dakika i¢inde kullanildi. 1 mL
Ransel ayiract iizerine yukaridaki karistmdan 20 pL konuldu. 37 °C lik su banyosunda 5
dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baglatmak ic¢in {izerine kiimenhidroperoksit
coOzeltisinden 40 pL ilave edildi. Tam 1 dakika sonra baslangi¢ absorbansi kaydedilerek
siire baslatildi. 1. dakika ve 2. dakikada absorbanslar kaydedildi ve dakikadaki
absorbans azalmasi (DAbs/dk) hesaplandi. Kor olarak ¢alisma ¢dzeltisine ornek yerine
20 pL distile su konuldu. Absorbans olgiimleri spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda yapildi.

Hesaplanma:

Numune aktivitesi kor aktivitesinden ¢ikarild1 ve gikan sonug 41 ile ¢arpildi. U/L enzim
aktivitesini veren bu deger numunenin Drabkin ayiraci ile dlgiilmiis g/L cinsinden
hemoglobin degerine boliinerek hesaplandi (Ref;Ransel kit). Sonuglar gram hemoglobin
basina iinite olarak verildi (U/g Hb).

4.4, Serum Paraoksonaz Aktivitesinin Olciimii

Paraoksonaz aktivitesi 6l¢iimii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) tanimladig1 yonteme
gore yapildi. PON aktivitesinin saptanmasi amaciyla pH:10.5” da 0.05 M glisin-sodyum
hidroksit tamponu i¢inde 1.0 mM CaCl2 ve 1.0 mM paraokson iceren 2,5 ml’lik
karigima 15,62 pL serum eklendi. Paraoksona PON' un etki etmesi sonucu agiga ¢ikan
p-nitrofenol, 25 °C’de spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda (Molar absorbtivite
katsayisi= 18,290 M-1 cm-1) olgiildii. Paraokson’ un non-enzimatik kendiliginden
hidroliz oran1 ayirag korii kullanilarak saptandi ve bu deger diisiilerek ger¢ek absorbans
degeri elde edildi. Bir linite paraoksonaz aktivitesi 1 dakikada 1 pumol p-nitrofenol
olusturan enzim aktivitesi olarak tanimlandi ve serum PON aktivitesi iinite/litre (U/L)

seklinde ifade edildi.
4.5. Serum Arilesteraz Aktivitesinin Olciimii

Arilesteraz aktivitesi 6l¢iimii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) yontemine gore yapildi.

Reaksiyon karistmi pH:8.0’de 9.0 mM tris (hidroksimetil) aminometan/HCI] tamponu
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icinde 0.9 mM CaCl, ve 1.0 mM fenilasetat iceriyordu. Reaksiyon 2.5 mL
tampon/substrat ayiracina 1:3 oraninda tamponla sulandirilmis 16,66 pL numune
eklenmesiyle baglatildi. Fenilasetat’in hidrolizi ile agiga ¢ikan fenol olusumu 270 nm
dalga boyunda saptandi. 10. ve 70. saniyede absorbanslar kaydedildi ve bdylece bir
dakikada agiga ¢ikan fenol miktar1 saptandi (Molar absorbtivite katsayis1 = 1310 M™
cm™). Bir iinite arilesteraz aktivitesi; 1 dakikada 1 pmol fenol agiga gikaran enzim

aktivitesi olarak tanimlandi ve serum arilesteraz aktivitesi U/L olarak ifade edildi.

4.6. Doku (Kalp, Karaciger, Bobrek ve Gastrocnemius kas1) MDA Diizeyi Ol¢iimii

Doku MDA diizeyi 6l¢timii Ohkawa ve arkadaslarinin (1979) tanimladigi yonteme gore
yapildi.

Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbansi X Standart konsantrasyonu
(100 mg/dL) = nmol/mg doku.

Cizelge 4.2. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olgiimii, Deneyin Yapilist

Ayirag korii Standart Ornek

0.2 ml. distile su 0.2 ml standart 0.2g.Homojenat
Sodyum dodesil siilfat | 0.2 mL 0.2 mL 0.2mL
Asetik asit 1.5mL 1.5mL 1.5mL
Tiyobarbitiirik asit 1.5mL 1.5mL 1.5mL
Distile su 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL

e Vortekslendi. 60 dk kaynatildi.  Buzlusuda Sogutuldu.

Distile su 1mL 1mL 1mL

N-Biitanol / Piridin 5mL 5mL 5mL

e Vortekslendi 20 dk 3000 rpm’ de santrifiij edildi.
e Ustfazabs. 532 nm’ de kore kars1 okundu.

4.7. Plazma MDA Diizeyi Ol¢iimii

MDA diizeyi 6l¢iimii Young ve arkadaslarinin (1991) tanimladig1 yonteme gore yapildi.

YOntem, tiyobarbiturik asit ile lipit peroksidasyonunun son tiriinii olan MDA’ nin asidik
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ortamda yiiksek 1sinin etkisi ile pembe renkli kompleks olusturmasi prensibine dayanir.
Analiz Shimadzu LC-10AT model yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) cihazi ile
yapildi. Plazma MDA analizinde asagidaki 6zellikler kullanildi.
Mobil faz bilesimi: % 50 metanol (HPLC grade)

% 50 25 mM fosfat tamponu (pH:6.5)
Mobil faz akis hizi: 0.8 mL/dk
Kolon: 10 cm uzunlugunda, 10 mm ¢apinda C18 kolon kullanilda.
Dalga boyu: 532 nm
Deneyin yapilist :
Kor, numune ve standart tiiplerinin her birine 500 pL 0.36 M fosforik asit (H3PO4), 500
pL 0.44 M tiyobarbitiirik asit, 900 pL distile su ve 50 pL sirasiyla, distile su, serum
veya standart eklendi. Reaksiyon karisimi 100° C’ de 1 saat inkiibe edildi. Su
banyosundan ¢ikarildiktan sonra 10 dk 4° C’ de sogutuldu. Bu reaksiyon karigimindan
400 pL alinarak tizerine 720 pL metanol (HPLC grade) ve 80 uL 1 M sodyum hidroksit
eklendi. 1500xg' de 10 dk santrifiij edildikten sonra metanol fazindan 50 pL alinarak
HPLC’ ye enjekte edildi.
Hesaplanma :
0.5, 1, 2, 4 nmol/mL’ lik konsantrasyonlarda hazirlanan 1,1',3,3'-tetraetoksipropan
standartlar ile ¢aligilarak standart egri grafigi ¢izildi. Yaklasik 4.dakikada goriilen
MDA pikinin alanina karsilik gelen deger standart egri grafiginden bulunarak

konsantrasyon hesaplandi ve serum MDA diizeyi nmol/mL seklinde ifade edildi.

5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Istatistiksel degerlendirme icin SPSS (Statistical Packages of Social Sciences for
Windows Standart Version 11.0) paket programi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama
(ort) = ortalamanin standart hatasi1 (SEM) olarak verildi. Gruplar arasindaki farki
karsilagtirmak i¢in Kruskal Wallis testi yapilarak p<0,05 olanlara Mann-Whitney U testi
uygulandi. Testlerde p<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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6. SONUCLAR

Kontrol + Brassica nigra L. polen grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, yem
alimi (sirasiyla 24 + 0,6 g/24s ve 21 + 0,4 g/24s), viicut agirhig (sirasiyla 356 + 16 g ve
334 + 9 @), s1v1 alimi (sirasiyla 32 + 3 mL/24s ve 42 + 2 mL/24s), kan glikoz (sirasiyla
128 + 2 mg/dL ve 131 + 4 mg/dL), serum insiilin (sirastyla 2,29 = 0,6 mIU/mL ve 2,31
+ 0,06 mIU/mL), serum TG (sirastyla 63 = 2 mg/dL ve 71 + 4,4 mg/dL), serum HDL-K
(swrasiyla 62 + 3 mg/dL ve 61 + 0,6 mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak bir anlam
saptanmazken; serum TK (swrasiyla 55 + 2 mg/dL ve 65 + 4,6 mg/dL, p<0,05)
diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi.

Diyabet grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yem alimi (sirasiyla 35 + 0,9 g/24s
ve 21 + 0,4 g/24s, p<0,05), sivi alimi (sirasiyla 129 + 5 mL/24s ve 42 + 2 mL/24s,
p<0,05), kan glikoz (sirasiyla 350 + 39 mg/dL ve 131 + 4 mg/dL, p<0,05), serum TK
(sirastyla 95 + 1,7 mg/dL ve 65 + 4,6 mg/dL, p<0,05) ve serum TG (sirasiyla 217 + 45
mg/dL ve 71 + 4,4 mg/dL, p<0,05) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
saptanirken; viicut agirligi (sirasiyla 297 = 8 g ve 334 + 9 g, p<0,05), serum HDL-K
(sirastyla 37 + 1,4 mg/dL ve 61 + 0,6 mg/dL, p<0,05) ve serum insiilin (sirasiyla 0,43 +
0,12 mIU/mL ve 2,31 + 0,06 mIU/mL, p<0,05) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
bir azalma saptandi.

Diyabet + Brassica nigra L. polen grubunda diyabet grubuna gére, yem alimi (sirasiyla
31+ 1 g/24s ve 35 + 0,9 g/24s), viicut agirlig: (sirasiyla 289 + 10 g ve 297 + 8 g), serum
TG (swrastyla 174 + 8 mg/dL ve 217 + 45 mg/dL) ve serum HDL-K (sirasiyla 42 + 3
mg/dL ve 37 £+ 1,4 mg/dL) diizeylerinde saptanan degerler istatistiksel olarak anlamli
degildi. Sivi alimi (sirasiyla 95 + 7 mL/24s ve 129 + 5 mL/24s, p<0,05), serum TK
(sirastyla 77 + 4,9 mg/dL ve 95 + 1,7 mg/dL, p<0,05) ve kan glikoz (sirasiyla 280 + 30
mg/dL ve 350 + 39 mg/dL, p<0,05) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptanirken; serum insiilin diizeylerinde ise (sirasiyla 1,2 = 0,007 mIU/mL ve 0,43 +
0,12 mIU/mL, p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. (Sekil 6.1, Sekil
6.2, Cizelge 6.1, Cizelge 6.2)
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Sekil 6. 1. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda 5 haftalik periyotta meydana

gelen viicut agirligi degisimi.

% Kontrol grubu ile karsilagtirma. b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Sekil 6. 2. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda 5 haftalik periyotta meydana
gelen kan glikoz degisimi.

% Kontrol grubu ile karsilastirma. b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Cizelge 6. 1. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda yem alimi, sivi alimi, viicut

agirhgi, glikoz ve insiilin degerleri (Ort £ SEM).

PARAMETRE K K + BN D D+ BN
Yem alimi *
21+04 24+0,6 35+0,9° 31+1
(9/24s)
Stvi alimi . e
42 +£2 32+3 129 + 5° 95+7
(mL/24s)
Viicut Agirhig N
334+9 356 + 16 297 + 8° 289 + 10
@)
Glikoz . e
131+4 128 +2 350 + 39° 280 + 30
(mg/dL)
Insiilin « -
. 2,31 +0,06 2,29+0,6 0,43+0,12° 1,2+ 0,007
(mIU/mL)

% Kontrol grubu ile karsilagtirma. b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Cizelge 6. 2. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda kolesterol, trigliserit ve HDL-
Kolesterol seviyeleri (Ort +SEM).

PARAMETRE K K + BN D D + BN

Total
Kolesterol 65 + 4,6 55 + 2% 95+ 1,7% 77 +4,9"
(mg/dL)

Trigliserit

71+44 63 + 2 217 + 45% 174+ 8
(mg/dL)

HDL-
Kolesterol 61+ 0,6 62+ 3 37 +£1,4% 42 +3
(mg/dL)

% Kontrol grubu ile karsilagtirma b. Diyabet grubu ile karsilastirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01

Kontrol + Brassica nigra L. polen alan grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
eritrosit SOD (strastyla 74 + 2 U/g Hb ve 59 + 1,6 U/g Hb, p<0,05) ve eritrosit GSH-Px
(sirastyla 17 + 1,4 U/mL ve 10 = 0,3 U/mL, p<0,05) seviyelerinde saptanan artiglar
istatistiksel olarak anlaml1 bulundu.

Diyabet grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda eritrosit SOD (sirasiyla 116 + 1,9
U/g Hb ve 59 + 1,6 U/g Hb, p<0,05) ve eritrosit GSH-Px (sirastyla 22 + 0,6 U/mL ve 10
+ 0,3 U/mL, p<0,05) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamlr artis saptandu.

Diyabet + Brassica nigra L. polen grubu, diyabet grubu ile karsilagtirildiginda eritrosit
SOD (sirastyla 139 + 3,9 U/g Hb ve 116 £ 1,9 Hb, p<0,05) diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis saptanirken, eritrosit GSH-Px (sirasiyla 30 + 3,9 U/mL ve 22 + 0,6

U/mL) diizeyinde ise istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi. (Cizelge 6.3)
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Cizelge 6. 3. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda Eritrosit GSHPx, Eritrosit
SOD degisimleri (Ort = SEM).

PARAMETRE K K + BN D D + BN

Eritrosit
GSHPx 10+0,3 17 + 1,4 22 +0,6% 30+ 3,9
(U/mL)

Eritrosit
SOD 50+ 1,6 74 + 2% 116 + 1,9° 139 + 3,9”
(U/g Hb)

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01

Kontrol + Brassica nigra L. polen grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, PON
(sirastyla 140 + 4,9 U/L ve 124 + 2 U/L, p<0,05) aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlenirken, arilesteraz (sirasiyla 151 = 12 U/L ve 114 + 30 U/L)
aktivitesinde bir artis gézlense de istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi.

Diyabet grubunda, kontrol grubuna gére, PON (sirastyla 53 + 0,9 U/L ve 124 + 2 U/L,
p<0,05) ve arilesteraz (sirasiyla 65 = 7 U/L ve 114 + 30 U/L, p<0,05) aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma go6zlendi.

Diyabet + Brassica nigra L. polen grubunda diyabet grubuna gore, PON (sirasiyla 114
+1,9 U/L ve 53 £ 0,9 U/L, p<0,01) ve arilesteraz (sirastyla 113 £12 U/L ve 65 =7 U/L,
p<0,05) aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig bulundu (Cizelge 6.4).
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Cizelge 6. 4. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda serum PON ve Arilesteraz
aktivitesi degisimi (Ort £ SEM).

PARAMETRE K K + BN D D + BN
PON (U/L) 124 +2 140 + 4,9 53 +0,9% 114 +1,9°"
Arilesteraz * b

§ 114 + 30 151 + 12 65 + 7° 113+ 12
(U/L)

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01

Kontrol + Brassica nigra L. polen grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kalp
(sirastyla 113 + 13 nmol/mg doku ve 136 + 36 nmol/mg doku), kas (sirasiyla 63 + 12
nmol/mg doku ve 85 + 2 nmol/mg doku), karaciger (sirasiyla 135 + 17 nmol/mg doku
ve 133 + 15 nmol/mg doku), bobrek (sirasiyla 126 + 7 nmol/mg doku ve 123 + 15
nmol/mg doku) doku MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi.

Diyabet grubunda, kontrol grubuna gore, kalp (sirastyla 206 + 17 nmol/mg doku ve 136
+ 36 nmol/mg doku, p<0,05), kas (sirasiyla 101 + 16 nmol/mg doku ve 85 = 2 nmol/mg
doku, p<0,05), karaciger (sirasiyla 162 + 33 nmol/mg doku ve 133 + 15 nmol/mg doku,
p<0,05) ve bobrek doku (sirastyla 174 + 29 nmol/mg doku ve 123 + 15 nmol/mg doku,
p<0,05) MDA diizeylerinde saptanan artiglar istatistiksel olarak anlamliydi.

Diyabet + Brassica nigra L. polen grubu, diyabet grubuyla karsilastirildiginda, kalp
(sirasiyla 168 + 6 nmol/mg doku ve 206 + 17 nmol/mg doku, p<0,05), kas (sirasiyla 60
+ 3 nmol/mg doku ve 101 + 16 nmol/mg doku, p<0,05) ve bobrek doku (sirastyla 126 +
20 nmol/mg doku ve 174 + 29 nmol/mg doku, p<0,05) MDA diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli bir azalma gozlenirken; karaciger (sirastyla 140 + 29 nmol/mg doku ve
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162 + 33 nmol/mg doku) doku MDA diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi. (Sekil 6.3, Sekil 6.4, Sekil 6.5, Sekil 6.6, Cizelge 6.5).

Kontrol + Brassica nigra L. polen grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, plazma
MDA (sirasiyla 8,25 + 0,12 nmol/mL ve 8,23 + 0,14 nmol/mL) diizeyinde istatistiksel
olarak bir anlam saptanmadi.

Diyabet grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, plazma MDA (sirasiyla 11,9 & 0,56
nmol/mL ve 8,23 + 0,14 nmol/mL, p<0,05) diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptanirken, diyabet + Brassica nigra L. polen alan grup diyabet grubu ile
karsilagtirildiginda ise (sirasiyla 9,2 = 0,5 nmol/mL ve 11,9 + 0,56 nmol/mL, p<0,05)
plazma MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi. (Sekil 6.7,
Cizelge 6.5).
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Sekil 6. 3. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda kalp MDA diizeyleri

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Sekil 6. 4. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda kas MDA diizeyleri

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Sekil 6. 5. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda karaciger MDA diizeyleri

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Sekil 6. 6. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda bobrek MDA diizeyleri

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Sekil 6. 7. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda plazma MDA diizeyleri

% Kontrol grubu ile karsilastirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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Cizelge 6. 5. Kontrol (K), Kontrol + Brassica nigra L. polen (K + BN), Diyabet (D),
Diyabet + Brassica nigra L. polen (D + BN) gruplarinda kalp, kas, karaciger, bobrek
doku MDA ve plazma MDA diizeyleri (Ort = SEM).

PARAMETRE K K + BN D D + BN
Kalp MDA 136 + 36 113+ 13 206 + 17 168 + 6°
(nmol/mg doku)

Kas MDA 85+ 2 63+ 12 101 + 16% 60 + 3%
(nmol/mg doku)

Karaciger MDA 133+ 15 135+ 17 162 + 33% 140 + 29
(nmol/mg doku)

Bobrek MDA 123+ 15 126 + 7 174 + 29%" 126 + 20"
(nmol/mg doku)

Plazma MDA 8,23+ 0,14 8,25+ 0,12 11,9+ 0,56* 9,2+ 0,5”
(nmol/mL)

% Kontrol grubu ile karsilagtirma b. Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p<0.05, ** p<0.01
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7. TARTISMA

Diyabetes Mellitus ¢esitli komplikasyonlara yol acan ¢ok faktorlii bir hastaliktir ve bu
nedenle bir¢ok tedavi yaklasimini gerektirir. Diyabetin tedavisinde, tibbi bitkilerden
elde edilen geleneksel ilaglar diinya niifusunun yaklasitk % 60° 1 tarafindan
kullanilmaktadir (Arituluk ve Ezer 2012). Diyabetin ve sekonder komplikasyonlarinin
olumsuz etkilerini azaltmak igin g¢esitli yaklasimlar olmasma ragmen, bitkisel
formillerin hem daha az yan etki ve diisik maliyetli olmasi hemde antioksidan
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle halk arasinda tercih edildigi goriilmekte ve son
yillarda arastirmacilarin da bu konuya yogunlastigi dikkat ¢cekmektedir (Grover ve ark.
2002, Faydaoglu ve Siirtictioglu 2011, Thirumalai ve ark. 2011, Tas ve ark. 2011,). Bu
bitkilerden biri de Brassica’ya ait tiirlerle ilgili yapilan ¢aligsmalardir. Yapilan literatiir
taramalarinda bu tiire ait olan bitkilerin yapraklarinin, gévdelerinin ve ¢ok fazla
olmamak kaydiyla polenlerinin ¢esitli hastalik modellerinde kullanildig1 saptanmistir
(Islam and Choi 2008, Jung ve ark. 2008, Thirumalai ve ark. 2011, Kiasalari ve ark.
2012), fakat bu ¢alismada kullanilan Brassica nigra L.’nin polenleri ile ilgili 6zellikle
de diyabet iizerine etkisi lizerine herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Diyabetes Mellitusta kan glikoz diizeylerinde gozlenen artig, insiilin diizeylerinde
gorlilen azalmanin yani sira ¢ok su igme, ¢ok yeme ve sik idrara ¢ikma gibi bulgular
diyabet tanisinin en Onemli gostergelerindendir. Bu calismada STZ ile tip 1 diyabet
olusturulmus sicanlarda kan glikoz diizeylerinde, sivi ve yiyecek aliminda artis
gozlenmekle beraber insiilin diizeylerinde ve viicut agirliginda saptanan azalma
siganlarda diyabet tablosunun olustugunu yansitan bulgular olarak degerlendirildi.
Bunun yani sira Diyabet + Brassica nigra L. (D + BN) grubu, diyabet (D) grubuyla
karsilagtirildiginda D + BN grubunda kan glikoz diizeyinde azalma buna karsi serum
insiilin diizeylerinde goriilen artis; BN polenlerinin karaciger iizerine etki ederek
glikozun metabolize edilmesini arttirmasindan dolay1 olabilecegi gibi, bu polenlerin
pankreasin rejenerasyonunu saglayip insiilin sekresyonunu potansiyelize etmesinden de
kaynaklanabilir. Bu ¢caligmada K + BN grubunda K grubuna gore TK diizeyinde anlaml
azalma saptanirken, D + BN grubu D grubu ile karsilastirilldiginda ise sadece TK
diizeylerinde goriilen anlamli azalma, BN poleninin ayni1 zamanda antihiperlipidemik

etkisinin de oldugunu diisiindiirdii.
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Bilindigi gibi diyabette kan glikoz ve lipit diizeylerinde goriilen artislarin yani sira
antioksidan savunmanin yetersiz veya zayiflamasi sonucunda serbest radikal
diizeylerinde artis gozlenmekte, serbest radikaller de hiicre membranlarinda lipit
peroksidasyonuna (LP) yol agarak hiicre hasarina neden olmaktadir (Akkus 1995). LP'
nun son triinlerinden birisi de MDA olup, oksidatif stres gostergelerinden biri olarak
kabul edilmektedir (Janero 1990, Sabari ve ark. 2002, Tas ve ark. 2007). Bu ¢alismada
D grubu K grubu ile karsilastirildiginda plazma, kalp, kas, karaciger ve bobrek doku
MDA diizeylerinde artis saptanmis ancak D + BN poleni alan grup D grubuyla
karsilastirildiginda karaciger hari¢ kalp, kas, bobrek doku MDA diizeylerinde azalma
goriilmustir. D + BN grubunda gerek plazma gerekse doku MDA diizeylerinde
saptanan azalmalar Brassica nigra L. poleninin bu c¢alismada gosterildigi gibi
antioksidan ve/veya antihiperlipidemik 6zelliginden kaynaklanabilir, ¢iinkii lipitler lipit
peroksidasyonunun temel kaynagidir (Petty ve ark. 1990).

Viicutta oksidan ve antioksidan sistemler arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu
dengenin oksidanlar lehine kaymas1 oksidatif strese neden olmaktadir. Diyabette gerek
hipergliseminin gerekse hiperlipideminin sebep oldugu oksidatif stres sonucu
antioksidan enzimlerden olan SOD ve GSH-Px gibi enzim aktivitelerinin arttigi,
azaldig1 ya da degismedigi yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir (Murakami ve ark. 1989,
S6zmen ve ark. 2001, Colak ve ark. 2005). SOD, endojen olarak olusturulan siiperoksit
radikallerinin toksik etkilerinden hiicreleri koruyan enzimdir. SOD, siiperoksitin
hidrojen perokside doniisiimiinii katalizler ve oksiradikallere karsi primer koruyucu
etkiye sahiptir (Onat ve ark. 2006). SOD’dan baska, GSH-Px’ de oksiradikallere kars1
savunma sisteminde rol alan enzimlerden biridir. (Usta ve ark. 2013). Bu ¢alismada K +
BN grubu K grubu ile karsilagtirildiginda kan GSH-Px ve eritrosit SOD enzim
aktivitelerinde saptanan anlamli artis BN polenlerinin antioksidan enzim sisteminin
aktivitesini arttirdigin1 gostermektedir. D grubunda K grubuna gore gerek GSH-Px
gerekse SOD enzim aktivitelerinde artis saptanmasi ise diyabette artan ROS olusumuna
kars1 viicudu savunma amaciyla gelistirilmis bir cevap olarak diisiliniilebilir. Ciinkii
diyabette oksidatif hasar hiperglisemi ile baglantilidir ki bu durum ise fazla miktarda
mitokondrial siiperoksitin olusumuna neden olur (Erden 1992). Ayni zamanda D + BN
grubunda D grubuna gore SOD (GSH-Px hari¢) enzim aktivitesinde bulunan artis BN

polenlerinin antioksidan etki gostererek eritrosit SOD enzim sentezini ve/veya
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aktivitelerini arttirarak organizmanin oksidatif strese karsit koruyucu bir yanit
olusturdugunu gostermektedir.

Diger antioksidan enzimler ise PON ve ARE’ dir ve PON1, HDL-K” {in bir bilesenidir.
PON1" in primer etkisi lipoproteinleri oksidasyondan korumaktir. Bunun yani sira
hidrojen peroksit dahil diger serbest radikalleri de ndtralize etme 6zelliginden dolayi
antioksidan etkisinin de oldugu belirtilmektedir (Mackness ve ark. 2003, Aviram ve ark.
2004, Dirican ve ark. 2007, Tas ve ark. 2014). ARE ise aynm1 zamanda enzimin
aktivitesini gostermektedir. Dolayisiyla lipit peroksidasyon iiriinleri de dahil olmak
tizere diyabet, hiperlipidemi ve koroner kalp hastaligi gibi oksidatif stresi arttiran
faktorler PON1 enzim aktivitesini disiirebilirler (Ekmekgi ve ark. 2004, Tirkoglu ve
ark. 2008). Bu calismada D grubunda K grubuna gore PON ve ARE enzim
aktivitelerinde saptanan azalma daha O6nce diyabetik insan ve hayvan caligmalarinda
yapilan sonuglar ile uyum gostermektedir (Parmaksiz ve ark. 2011, Tas ve ark. 2014).
PON1 enzim aktivitesindeki azalma HDL-K aktivitesindeki azalmadan
kaynaklanabilecegi gibi (¢linkii PON, HDL’ yi oksidasyondan korur) bu c¢alismada da
gosterildigi  gibi  diyabette goriilen hiperglisemi ve/veya oksidatif stresten
kaynaklanabilir. Cilinkii hiperglisemi durumunda HDL’ nin glikooksidasyonu ve
glikasyonu sonucu enzim aktivitesinde azalma goriiliir (Mackness ve ark. 1998). Bu
caligmada gerek K + BN grubunda (ARE hari¢) gerekse D + BN grubunda (sirasiyla K
ve D grubu ile karsilastirildiginda) PON ve ARE enzim aktivitelerinde saptanan artis
BN polenlerinin bu enzimlerin sentezini arttirmalarindan kaynaklanabilir ki, bu durum
diyabetik kosulda siklikla rastlanan aterosklerotik kalp hastaligini énlemede oldukga
onem kazanmaktadir.

Sonug olarak; bu ¢alismada STZ ile diyabet olusturulmus si¢canlarda Brassica nigra L.
polenlerinin kan glikozunu, lipit seviyelerini disiiriip, insiilin diizeyini ve antioksidan
enzim aktivitelerini arttirmasi nedeniyle, BN polenlerinin diyabetin sebep oldugu
oksidatif stres ve diger metabolik degisiklikler {izerine olumlu etkiye sahip oldugu

sonucuna varildi.
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