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OZET

Bu ¢alisma, Tip—1 diyabet olusturulan siganlarda gam yaginin kas dokusundaki bazi biyokimyasal parametreler iizerine etkisinin arastirilmasi
i¢in tasarlandi. Siganlar kontrol (K), streptozotosin (STZ) ve streptozotosint¢am yagi (STZ+CY) olmak iizere ii¢ grubu ayrildi. STZ
gruplarina intraperitoneal enjeksiyonla streptozotosin (65mg/kg) verilerek diyabet olusturuldu. Cam yag1 grubundaki siganlara haftada
iki glin 1mL/kg dozunda intraperitoneal enjeksiyonla ¢am yagi, ayrica deney boyunca ¢am yag1 (0,5mL/500mL) i¢gme suyuna eklenerek
verildi. Kontrol grubuna gore, STZ grubunda MDA diizeyinin anlaml bir sekilde arttig1 (p < 0,001), GSH ve total protein diizeyinin (p <
0,001) anlaml1 bir sekilde azaldig: belirlendi, STZ grubu ile karsilastirildiginda, uygulanan ¢am yag1 sonucunda MDA diizeyinin anlaml
bir sekilde azaldigi (p < 0,001), GSH ve total protein diizeyinin anlamli bir sekilde arttigi (p < 0,001) tespit edildi. Kontrol grubuna gore,
STZ grubunda yag asidi kompozisyonu, A, D, E ve K vitaminleri, kolesterol ve sterol diizeyinde 6nemli degisikliklerin oldugu, uygulanan
¢am yagmin bu degisiklikleri 6nemli dl¢iide engelleyebildigi saptandi. Elde ettigimiz bulgulara goére, cam yaginin kas dokusunda deneysel
diyabetin neden oldugu baz1 biyokimyasal metabolik diizensizliklerin azaltilmasinda yararl etkileri oldugu ortaya ¢ikmigtir.

Anahtar kelimeler: Deneysel diyabet, oksidatif stres, yag asidi kompozisyonu, A, D, E ve K vitaminleri, kolesterol ve sterol

Effects of Pine Oil Aganist Some Biochemical Parametres Occurring Muscle Tissue of The Rats
Induced Type-1 Diabetes

ABSTRACT

The present study was designed to evaluate the impact of pine oil on some biochemical parameters in muscle tissue of streptozotocin-induced
type-1ldiabetic rats. The rats were divided into three groups: control (C) streptozotocin (STZ), streptozotocin+pine oil (STZ+PO) grups.
Diabetes induced in rats by a single intraperitoneal injection of streptozotocin (65 mg/kg). 1 mL/kg the dose pine oil was intraperitoneally
injected twice in a week to the streptozotocin+pine oil (STZ+PO), and additionally 0.5 mL /500 mL dose of pine oil was added to drinking
water of these group. MDA levels of muscle tissue was increased significantly (p < 0,001) in STZ group and glutathione (GSH) level
muscle tissue was decreased significantly (p < 0,001) when compared to control group. It was detected that MDA levels of muscle tissue
significantly was decreased (p < 0,001) and GSH level was significantly (p < 0,001) inreased in the STZ+PO group compared to STZ
group. The fatty acid composition, A, D, E and K vitamins, cholesterol and sterol levels significantly were changed in the control group
compared to STZ group, in addition to, the applied pine oil can significantly inhibited these changes in muscle tissue. According to our
findings, it was observed that the pine oil has beneficial effects in the decreasing of some biochemical metabolic disorders caused by
experimental diabetes in the muscle tissue.

Keywords: Experimental diabetes, oxidative stress, fatty acid composition, A, D, E and K vitamins, cholesterol and sterols

I. Giris kaybr” ile baglantil bir hastalik olarak teshis edilmistir. Bugiin
Diabetes mellitus, pankreasin yeterli miktarda insiilin hormonu ~ diyabet diinya genelinde yaklasik olarak 170 milyondan fazla
iretmemesi ya da tirettigi insulin hormonunun etkili bir sekilde insam etkilemekle birlikte, 2030 yilinda 365 milyondan fazla
kullanilamamast ya da her ikisi kusura bagh olarak gelisen  Kisiye etkileyecegi ve yaygin kronik hastaliklardan bir haline
ve yiiksek kan glukoz diizeyi ile karakterize metabolik bir gelecegi 6ngorilmektedir [1].

hastaliktir. Antik ¢aglarda diyabet, “tath idrar” ve “asir1 kas Diyabetin doku ve organ metabolizmasi iizerindeki zararlt
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etkileri iyi bilinmekle birlikte, kontrolsiiz hipergliseminin
doku ve organlarin yapr ve fonksiyonlarini etkileyerek
islev ve fonksiyon kayiplarina yol actigi bir gercektir.
Insiilin, anabolik hormonlarin en 6nemlisidir, bu nedenle
insiilin metabolizmasinda ortaya ¢ikan bozukluklar sadece
dokularin glikoz metabolizmasini degil, ayni zamanda,
yag ve protein metabolizmasini da etkilemektedir [2]. Kas
dokusu instiline bagli olarak glukoz kullandig1 icin insiilin
metabolizmasinda ortay ¢ikan bozukluklardan en ¢ok
etkilenen dokularin basinda yer alir. Bu nedenle kas kayb,
kas giigsiizliigli ve atrofisi diyabet ile karakterize dnemli
belirtilerdir. Deneysel ve dogal diyabette, iskelet kasinda
ortaya ¢ikan kayiplar protein katabolizmasindaki artig ile
birlikte goriilmektedir [3].

Diyabet ile iliskili komplikasyonlarin patolojisinde
artmis ya da kontrolsiiz oksidatif stres merkezi role sahiptir.
Hiperglisemi, viicutta serbest radikaller ile antioksidanlar
arasinda bulunan dengeyi bozarak reaktif oksijen tiirlerinin
artmasina, antioksidan savunma sisteminin aktivitesinin
azalmasina sebep olmaktadir [3].

Streptozotosin (STZ), deney hayvanlarinda deneysel
diyabet olusturmada yaygin olarak kullanilan diyabetojenik
bir bilesiktir. STZ’nin,
bulundugundan dolay1 pankreasta bulunan beta hiicrelerine

yapisinda glukoz molekiilii

GLUT-2 vasttasiyla alinir ve DNA alkilasyonuna neden
olur. Bunu DNA tamiri izler ve tamir sirasinda goérev
alan poli polimeraz hiicre igindeki nikotinamid adenin
diniikleotidi (NAD) kullanarak NAD depolarin1 bosaltir ve
ATP igerigini azaltir. Boylece hiicresel enerji depolarinin
tiikenmesi beta hiicrelerinde nekroza yol agar. Streptozotosin
uygulamasindan sonrasi pankreasta insiilin tireten hiicrelerde
serbest radikaller olarak adlandirilan bilesiklerin tiretiminde
artig olmakta ve sonugta beta hiicrelerinde nekrozis olusumu
neticesinde bu hiicrelerin insiilin iiretme kapasitelerinin
bozulmasina bagl olarak deneysel diyabet durumu ortaya
¢ikmaktadir [4,5].

Cam tiirleri Akdeniz ve Iran-Turan bélgelerinin en
yaygin tibbi bitkilerden biridir. Tiirkiye’de ¢am tiirlerinde
elde edilen droglar 6zellikle antiseptik, balgam sokiici,
solunum ve {iriner sistem hastaliklari, romatizma agrilar
ve cilt hastaliklarina kars: kullanilmaktadir [6,7,8]. Ayni
zamanda seker hastalifina karsida faydali oldugu ifade
edilmistir [9,10]. Pinus tiirlerinin kesin olarak yiiksek
biyolojik aktiviteye sahip oldugu ve bu nedenle gida ve ilag
sektorlerinde kullanilmak {izere biiyiik bir potansiyelinin
Cin,

Japonya, Hindistan, Rusya ve Kazakistan gibi iilkelerde

oldugu yapilan calismalarda ortaya cikmustir [11].
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bazi saglik problemlerine karsi camin; kabuk, igne ve recine
oziitlerinin halk arasinda yaygin olarak kullanildig: ifade
edilmistir [12].

Bu calismada diyabetin kas dokusunda oksidatif stres,
yag asidi ve A, D, E ve K vitaminleri, kolesterol ve bazi
steroller iizerinde olusturdugu biyokimyasal degisiklikler
ile bu degisikliklere karsi cam yaginin etkisinin incelenmesi
amaglanmistir.

II. Materyal ve Metot
2.1 Deneysel diyabetin olugturulmast

Bu ¢alismada 30 adet 8-10 haftalik Wistar albino irki erkek
sicanlar kullanildi. Deneyde kullanilacak sicanlar rastgele
kontrol (K), streptozotosin (STZ) ve streptozotosint+¢am yagi
(STZ+CY) olmak iizere {i¢ gruba ayrildi. Diyabet olusturmak
icin STZ ve STZ+CY grubunu olusturan tiim siganlara 65
mg/kg dozunda STZ (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA))
fosfat-sitrat tampon (0.1 M, pH 4.5) ¢o6ziilerek intraperitoneal
enjeksiyonla verildi [13]. STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra
Ag brrakilan
sicanlarin  kuyruk veninden alman kanmn glukometre

tim siganlar bir gece dnceden a¢ birakildi.

cihazinda (Smart Chek) okunmasi suretiyle aglik kan glikoz
diizeyleri 6lgiildii. Aglik kan glikoz diizeyi 250 mg/dl ya da
iizeri olan siganlar tip-1 diyabet olarak kabul edildi [13].
Deneysel uygulamalar, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu’ndan onay alinarak gergeklestirildi (Karar no:
2011/81). Calisma sekiz hafta siirdii ve ¢aligmanin sonunda
tiim sicanlar dekapite edildi.

2.2 Cam yagumin hazirlanmasi

Cam yagmin ticari formu kullanildi (Kirinti Baharat-
Aktariye) ve dimetil siilfoksitte (DMSO) bire bir oraninda
¢ozildi (v/v). Bu karisim STZ+CY grubuna haftada iki
glin 1 mL/kg dozunda intraperitoneal enjeksiyonla, ayrica
icme suyuna ¢am yagi (0.5 mL/500 mL) eklenerek verildi
[14]. STZ ve kontrol grubu si¢anlarina haftada iki giin ImL/
kg dozunda intraperitoneal enjeksiyonla DMSO verildi.
Bu calismada si¢anlarin arka bacak kismindan elde edilen
iskelet kas1 doku 6rnekleri kullanildi ve bu drnekler analiz
yapilincaya kadar -86°C de muhafaza edildi.

2.3 Doku homojenatinin hazirlanmasi

Gruplarmm kas doku o&rnekleri, Tris-HCI, Trisbase ve
EDTA (pH:7,4) tamponu ile homojenize edildikten sonra
+4°C’de 9050x g’de 20 dakika (dk) santrifiij edilerek doku
pelletinden ayrildi [ 14]. Elde edilen supernatant kisim MDA,
indirgenmis glutatyon (GSH) ve total protein analizleri,
pellet kisim ise yag asidi, A, D, E ve K vitaminleri, kolesterol
ve sterol analizleri i¢in kullanildu.
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2.4 Deneysel Prosediirler

2.4.1 MDA tayini

Lipit peroksidasyonunun en oOnemli gostergesi olan
malondialdehit (MDA) diizeyi Okhawa ve arkadaslarinin
degisiklikler
spektrofotometrik olarak olgiildii [15]. 1,0 mL alinan kas

tamimladiklart  metotta bazi yapilarak
doku 6rnegi iizerine 0,5 mL % 8,1’lik sodyum dodesil siilfat
(SDS), 0,5 mL % 0.8” lik tiyobarbitiirik asit (TBA), 1,0
mL % 10 luk trikloroasetik asit (TCA), 1,0 mL ( % 20’
lik glasiyel asetik asit/sodyum hidroksit (NaOH) pH 3,5) ve
50 pL % 2’ lik butil hidroksi toluen (BHT) eklendi ve bu
karisim votrekslendi ve sonra 60 dk kaynar su banyosunda
(95°C) bekletildi. Tiipler soguduktan sonra tiiplere 5 mL
biitanol/piridin (1:15 oraninda) ilave edildi ve sonra tiipler
1780x g +4°C* de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
iisteki organik faz alinarak 532 nm dalga boyunda UV’de
tim Orneklerin absorbanslart okundu. Standart olarak
1.1°,3.3’-tetraetoksipropan ¢ozeltisi kullanildi. Sonuglar

nmol/g doku olarak hesaplandi.

2.4.2 Indirgenmis glutatyon (GSH) tayini

GSH diizeyi Ellman tarafindan tanimlanan metoda gore
yapildi [16]. 1,0 mL kas doku 6rnegi tizerine 1,0 mL %10’
luk TCA reaktifi ilave edildi ve sonra 10 dk 2790xg’de
santrifiij edilerek pellet ¢oktiiriildi. Supernatant kismi
baska bir tiipe alindi. Supernatant kisim {izerine 1,0 mL
5,5’ ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi (%1°lik
sodyum sitrat icinde 30 mg DTNB c¢oziilerek hazirlandi) ve
0,3 M Disodyum fosfat (Na,HPO,) ¢ozeltisi ilave edildi,
olusan sar1 renk 412 nm dalga boyunda UV’de blank’a
kars1 orneklerin absorbanslari okundu. Kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in saf GSH standart olarak kullanildi [74].

2.4.3 Doku Protein Tayini

Doku protein miktar1 Lowry ve arkadaslari tarafindan
tanimlanan metoda gore spektrofotometrik olarak ol¢iildi
[17]. Alinan 10 pL kas doku ornegine Lowry ¢ozeltisi ilave
edildi ve 10 dk beklendi, siire sonunda su ile seyreltilmis
folin reaktifi ilave edildi. 30 dk’a sonra 760 nm dalga
boyunda UV’de blank’a karsi &rneklerin absorbanslar
okundu. Bovin serum albiimin standart olarak kullanildi.

2.4.4 Dokuda yag asidi, A, D, E ve K vitaminleri, kolesterol

ve sterol tayini

Iskelet kas1 doku o&rneklerinde yag asidi, A, D, E ve K
vitaminleri, kolesterol ve sterol ekstraksiyonu Hara ve
Radin tarafindan tanimlanan metoda gore yapild: [18].
Bunun i¢in, doku ornekleri 3:2 (v/v) oraninda hekzan-
isopropanol karigimi ile homojenize edildi. Daha sonra bu
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homojenat +4°C’de 9050x g’de 10 dk santrifiij edildi, elde
edilen supernatant kisim yag asidi, A, D, E ve K vitaminleri,
kolesterol ve sterol analizleri i¢in kullanildi.

Doku yag asidi bilesimini belirlemek igin ayrilan
ormeklerin iizerine % 2 ‘lik metanolik siilfiirik asit ilave edildi
ve vortekslenerek numune ile iyice karigmasi saglandi. Bu
karigim 55 °C’de 15 saat metillesmeye birakildi [19]. Siire
sonunda, tiipler oda sicakligina kadar sogutuldu ve % 5°lik
sodyum kloriir (NaCl) ilave edilerek iyice karigtirtldi. Tiipler
icinde olusan yag asidi metil esterleri hekzan ile ekstre edildi
ve hekzan fazi iisten pipetle alinarak % 2’lik potasyum
bikarbonat (KHCO,) ile muamele edildi ve faz ayrimu igin 4
saat beklenildi. Daha sonra metil esterlerini iceren karisimlar,
45 °C’de, azot gazi kullanmilarak ¢oziiciileri uguruldu ve kalan
tortu 1,0 mL n-heptanda ¢oziildii ve yag asidi metil esterleri
SHIMADZU GC 17 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu
analiz i¢in SP™-2380 kapiller GC kolunu (L x .D. 30 m x 0.25
mm, df 0.20 pm) (Supelco, Sigma, USA) kullamldi. Analiz
sirasinda kolon sicaklig1 120-220°C, enjeksiyon sicakligi 240°C
ve dedektor sicaklign 280°C olarak tutuldu. Kolon sicakligi
120°C’den 220°C’ye kadar ayarlandi. Tastyict gaz olarak azot
gazi kullanildi. Analiz sirasinda Srneklere ait yag asidi metil
esterlerinin analizinden 6nce, standart yag asidi metil esterlerine
ait karigimlar enjekte edilerek, her bir yag asidinin alikonma
stireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli programlama
yapilarak ornekler ait yag asidi metil esterleri karigimlarinin
analizi yapildi.

A, D, E ve K vitaminleri, kolesterol ve sterol i¢in alinan
orneklerin iizerine % 5’lik metanolik potasyum hidroksit
(KOH) c¢ozeltisi ilave edildi. Ornekler vortekslendikten
sonra 85 °C’de 15 dk bekletildi. Tiipler oda sicakligina
kadar sogutuldu ve iizerine saf su ilave edildi ve karistirild.
Sabunlasmayan lipofilik molekiiller 2x5 mL hekzan
ile ekstrakte edildi. Hekzan fazi azot gazi kullanilarak
ucuruldu. Kalan tortu 1,0 mL (%60+%40,v/v) asetonitril/
metanol karigiminda ¢oziilerek otosampler viallerine alind1.
Analiz, Shimadzu marka HPLC cihazi ile yapildi. Cihazda
pompa olarak LC-10 ADVP UV-visible, detectér olarak
SPD-10AVP, kolon firin1 olarak CTO-10AS VP, otosampler
olarak SIL-10ADVP, degasser {iinitesi olarak DGU-14A
ve Class VP sofiware (Shimadzu, Kyota Japan). Mobil
faz olarak asetonitril/metanol (%60+%40, v/v) karisimi
kullanildi. Mobil faz akis hizi 1,0 mL olarak belirlendi.
Analiz i¢in UV dedektor kullanildi. Kolon olarak da
Siipelcosil LC 18 (15x4.6 cm, 5 um; Sigma, USA) kolonu
kullanildi. A vitamini i¢in dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E
vitamini i¢in 202 nm, D ve K vitaminleri i¢in 265 nm olarak
belirlendi [20,21].
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2.4.5 Istatistik Analizi

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 15.0 paketi (SPSS
IL, USA) kullanilarak gergeklestirildi.
Parametrik testlerin 6n sartlarini (6lgtimlerin nicel olmasi,

Inc, Chicago,
sonuglarin ortalama seklinde verilmesi, gruplarin rastgele
ve birbirinden bagimsiz segilmesi, homojen olmasi vb.
gibi) saglayan degiskenlere iligskin grup karsilagtirmalarinda
Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Duncan ¢oklu
karsilagtirma testi (DMRT) kullanilarak yapildi [22].
Sonuglar ortalamazstandart hata olarak verildi. statistiksel
anlamlilik diizeyi i¢in P degeri p<0.05 olarak kabul edildi.

II1. Bulgular

Tip-1 diyabet olusturulmus sicanlarin kas dokusunda MDA,
GSH ve total protein diizeyindeki degisimler tablo 1’ de
gosterildi. Kontrol grubuna gore, STZ grubunda MDA
diizeyinin anlamli bir sekilde arttig1 (p < 0,001), GSH (p <
0,001) ve total protein (p < 0,01) diizeylerinin anlaml1 bir
sekilde azaldigi belirlendi. STZ grubu ile karsilastirildiginda,
STZ+CY grubuna uygulanan ¢am yagi sonucunda MDA
diizeyinin anlaml bir sekilde azaldigi (p < 0,001), GSH
ve total protein diizeylerinin anlamli bir sekilde arttig1 (p <
0,001) tespit edildi.

Tablo 1. Tip-1 diyabet olusturulmus si¢anlarin kas
dokusunda MDA, GSH ve total protein diizeyindeki
degisime ¢am yaginin etkisi

Kontrol STZ STZ+CY
MDA 10.13£0.17°* 13.88+0.18* 10.56+0.16°
GSH 1.19+0.02? 0.224+0.01¢ 0.74+0.01°
Total Protein ~ 48.45+0.53°> 46.25+0.42¢ 50.84+0.41*

Sonuglar ortalamatstandart (n=10) hata olarak verildi. [a-c: aym
satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (P < 0,05) (DMRT)]
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Tablo 2. Tip-1
dokusunda yag asidi degisimine ¢am yaginin etkisi (%)

diyabet olusturulmus si¢anlarin kas

Kontrol STZ STZ+CY
Palmitik asit 16:0  23.04+0.17*  19.50+0.25> 17.81+0.20¢
Stearik asit 18:0 5.92+0.11¢ 10.98+0.18* 7.59+0.22°
Oleik asit 18:1 23.3140.47°  19.87+0.31¢  30.73+0.38*
Linoleik asit 18:2  28.35+0.36°> 29.30+0.26" 30.76:+0.47*
a-Linolenik asit ~ 0.82+0.02* 0.60+0.02° 0.58+0.03°
18:3
Arasidonik asit 6.42+0.31° 9.66+0.20* 5.06+0.18¢
20:4
Dokosaheksaenoik  1.91+0.04° 3.41+0.10° 2.04+0.05°
asit 22:6

Sonuglar ortalama+standart (n=10) hata olarak verildi. [a-c: aym
satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (P < 0,05) (DMRT)]

Deneysel Tip 1 diyabet olusturulmus siganlarin kas
dokusunda yag asidi degisimi tablo 2’de gosterildi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, STZ grubunun kas dokusunda
palmitik, oleik ve a-linolenik asit diizeylerinde anlamh
azalma (p <0,001), stearik, arasidonik ve dokosaheksaenoik
asit diizeylerinde anlamli artisin (p < 0,001) oldugu
belirlendi. Linoleik asit diizeyinde ortaya ¢ikan degisikligin
istatistiksel olarak dnemli olmadig1 bulundu. STZ grubuna
gore, STZ+CY grubunun kas dokusunda oleik (p <
0,001) ve linoleik (p < 0,05) diizeylerinde belirgin bir
artig, palmitik, stearik, aragidonik ve dokosaheksaenoik
asit diizeylerinde belirgin bir azalisin (p < 0,001) oldugu
saptandi. o-linolenik asit diizeyinde goriilen degisikligin
istatistiksel olarak oOnemli olmadigi belirlendi. Kontrol
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grubu ile karsilastirildiginda, STZ+CY grubuna uygulanan
cam yaginin stearik, arasidonik ve dokosaheksaenoik asit
diizeyleri tizerinde olumlu etki gosterdigi saptandi.

Tip 1 diyabet olusturulmus sicanlarin kas dokusunda A,
D, E ve K vitaminleri, kolesterol ve sterol degisimi tablo
3’de gosterildi. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, STZ
grubunda 6-tokoferol, vitamin D,, a-tokoferol, retinol,
vitamin K , kolesterol ve sterol diizeylerinde 6nemli artigmn
(p < 0,001) oldugu saptandi. STZ grubuna gore, STZ+CY
grubunun kas dokusunda §-tokoferol, vitamin D,, retinol
ve kolesterol diizeylerinde onemli azalma (p < 0,001),
a-tokoferol (p <0,05), stigmasterol (p <0,01) ve B-sitosterol
(p <0,001) diizeylerinde ise dnemli artigin oldugu bulundu.
Vitamin K, diizeyinde goriilen degisikligin istatistiksel
olarak onemli olmadig1 tespit edildi. Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda, STZ+CY grubunda retinol, vitamin D,
degerlerinin Kontrol grubu degerine yaklastig1, 8-tokoferol
ve kolesterol diizeyleri {izerinde ise ¢am yaginin olumlu
etkisinin oldugu tespit edildi.

Tablo 3. Tip-1 diyabet olusturulmus sicanlarin kas
dokusunda A, D, E ve K vitaminler, kolesterol ve sterol
degisimi iizerine ¢cam yaginin etkisi (1g/g)

Kontrol STZ STZ+CY
d-Tokoferol 0.47+0.07¢ 2.73£0.16 1.50+0.03°
Vitamin D, 0.52+0.05° 0.84+0.05° 0.46+0.03°
a-Tokoferol 2.7240.20°  43.75+1.67°  49.56+2.01°

Retinol 1.26+0.08° 1.83+0.107 1.00+0.06°
Vitamin K 0.46£0.04° 1.20+0.04 1.10+0.04
Kolesterol 0.63+0.02¢ 1.86+0.012 1.62+0.02°

umol/g
Stigmasterol ~ 93.74+1.66° 230.7243.44* 253.33+10.67°
[-sitosterol 2.80+0.12¢ 6.77+0.23° 7.96+0.19°

Sonuglar ortalama+standart (n=10) hata olarak verildi. [a-c: ayn1
satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (P < 0,05) (DMRT)]

IV. Tartisma

Son yillarda, diyabet ve diyabetle iligkili komplikasyonlarin
tedavisi ile Onlenmesine yonelik yapilan c¢aligmalara
yogun bir ilgi bulunmakta, bitkiler sahip olduklari gesitli
aktif bilesiklerden dolayr bu tarz c¢alismalarin odagi
durumundadirlar [23,24].

STZ’nin neden oldugu diyabet, oksidatif hasara neden
olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi ile iliskilidir.
Deney hayvanlarinda STZ’nin oksidatif stres araciligi
ile diyabete 0zgii komplikasyonlar1 olusturabildigi
gosterilmigtir. Lipit peroksidasyon, ¢oklu doymamis yag
asitlerinde oksidatif bozulmaya yol agan serbest radikal
kaynakli bir siiregtir. Normal fizyolojik sartlarda, dokularda
lipit peroksit diizeyi diisiik konsantrasyonlarda bulunur,
fakat patolojik durumlarda lipit peroksit diizeyi artmaktadir.
Yapilan c¢aligmalarda  gostermistir ki, antioksidan
bilesiklerin hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarini
destekleyerek aktiviteleri azalan bu mekanizmalarin
aktivitelerini tekrar eski haline getirebildikleri, sonugta
lipit peroksidasyonunu engelleyerek oksidatif hasara karsi

dokular1 koruyabildikleri ifade edilmistir [25].

Yaptigimiz galismada ¢cam yaginin kan glukoz diizeyinin
azaltilmasinda yararli etkiler gdsterdigini rapor ettik [10].
Elde ettigimiz bulgulara gore, STZ grubunun kas dokusunda
MDA diizeyinin arttig1, uyguladigimiz ¢am yag1 neticesinde
MDA diizeyinin azalarak kontrol grubu degerlerine
yaklastig1 belirlendi (Tablo 1). Cam yaginda bulunan bazi
aktif bilesiklerin serbest radikal temizleme ozellikleri ile
kas dokusunda MDA diizeyini azalttigini soyleyebiliriz.
Daha 6nce yapilan galigmalarda da deneysel diyabette kas
dokusunda MDA diizeyinin arttig1 [3,26], bu bakimdan
elde ettigimiz bulgunun daha 6nceki bulgularla paralellik
gosterdigi goriilmektedir. Yapilan bir c¢alismada ¢am
yaginda terpen bilesiklerinin yogun bir sekilde bulundugu
[12] ve bilesiklerin 6nemli antioksidan o6zellikleri oldugu
[27,28].
antioksidan aktiviteye sahip oldugu, deneysel diyabette anti-
diyabetik 6zellikler gosterdigi [29,30] ayrica dislipidemi ve

belirlenmistir Bir terpen olan D-limonenin

hiperglisemi gibi metabolik bozukluklarin &nlenmesi ve
iyilestirilmesinde yararl etkileri olabilecegi ifade edilmistir
[31].

Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasar karsi
glutatyon, dengeleyici endojen antioksidan olarak aktivite
gostermektedir. Bilindigi gibi GSH, hiicrelerin normal yapisi
ile redoks hemostazinin korunmasina, serbest radikallerin
bertaraf edilmesine ve detoksifikasyon reaksiyonlarina
katilmaktadir [32]. Elde ettigimiz bulgulara gére diyabetik
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siganlarin kas dokusunda GSH seviyesinin azaldigi (Tablo
1), muhtemelen kas hiicreleri tarafindan GSH kullaniminin
GSH
artan oksidatif stres nedeni ile GSH metabolizmasinin

atmasi, sentezinin azalmas1 ya da diyabette
bozulmasina bagli olarak bu azalma ortaya ¢ikmis olabilir.
Diyabetik
bulunan antioksidan aktif bilesiklerin antioksidan savunma
sisteminin aktivitesini desteklemesi ya da oksidatif stresi

azaltmasi neticesinde GSH metabolizmasinda diizelmelerin

sicanlara uyguladigimiz ¢am yagl iginde

ortaya ¢ikmasi neticesinde kas dokusunda GSH diizeyinin
arttigini diisiinmekteyiz (Tablo 1). STZ verilerek diyabetik
yapilan siganlarin kas dokusunda GSH diizeyinin azaldigi,
uygulanan yiiksek doz C vitaminin sonucunda GSH diizeyinin
arttig1 ifade edilmistir [3]. Yapilan ¢aligmalarda diyabetik
siganlara verilen gesitli bitkisel 6ziitlerin dokularda oksidatif
stres gostergelerinde olusan anormallikleri azalttiklari ya da
onledikleri yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir [26,33,34].

Yag asitleri, her hiicrenin yapis1 ve fonksiyonu igin
gerekli olmalarmin yani sira hiicre zarmmin en Onemli
bilesenleridirler. Hem deneysel hem de dogal olarak gelisen
diyabette ¢esitli dokularin yag asidi kompozisyonlarinda
degisikliklerin oldugu bildirilmistir [35,36]. Elde ettigimiz
bulgulara gore, diyabetik sicanlarin kas dokusunda palmitik
asit diizeyinin azaldigi, stearik asit diizeyinin arttig1 buna
karsin, uygulanan ¢am yagi sonucunda palmitik ve stearik
asit diizeylerinin azaldigi belirlendi (Tablo 2). Cam yaginin
stearik asit diizeyinde ortaya c¢ikan anormallikleri azalttig:
tespit edildi. Glukoz, iskelet kasina insiiline bagiml
mekanizmalar ile alinmaktadir. Diyabet gibi metabolik
hastaliklarda insiilin diizeyinin azalmasi yag asidi sentezinin
diizenleyicisi ve hiz kisitlayict enzimi olan asetil CoA
karboksilaz aktivitesini baskiladig1 bundan dolay1 yag asidi
sentezinin azaldig1 ifade edilmistir [37,38]. Kontrol grubuna
gore STZ grubunda palmitik asit diizeyinin azalmasi, bu
enzimin aktivitesinde goriilen azalmayla iligkili olabilir.
Ciinkii diyabette, stearik asit ve diger total doymus yag
asitlerinin oncelikli sentezi s6z konusudur [39]. Daha once
yapilan ¢aligmalarda da diyabetik siganlarin kas dokusunda
palmitik asit diizeyinin azaldig1, stearik asit diizeyinin
arttigl bildirilmistir [40,41]. Bu bakimdan elde ettigimiz
bulgularin 6nceki ¢alisma bulgular ile paralellik gosterdigi
goriilmektedir. Elde ettigimiz bulgulara gore, oleik asit
diizeyinin kontrol grubuna gére STZ grubunda azaldigi,
uygulanan ¢am yag1 sonucunda oleik asit diizeyinin artt1g1
belirlendi (Tablo 2). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
oleik asit diizeyinin STZ grubunda azaldig1 rapor edilmis
[42,43], bu bakimdan elde ettigimiz bulgunun onceki
calisma bulgulariyla uyum gosterdigi gortilmektedir. Tekli
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doymamig yag asitlerinin sentezi Stearoil-CoA desaturaz
(SCD) aktivitesi ile ger¢eklesmektedir. Diyet, hormonal ve
cevresel faktorlerin kas dokusunda SCD aktivitesine etkileri
bulunmaktadir. Diyetsel faktorler arasinda yer alan glukoz
ve ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) konsantrasyonunun
iskelet kasinda SCD ekspresyonu iizerinde énemli etkileri
oldugu ifade edilmistir [44]. Cam yaginda bol miktarda
bulunan tekli ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin [43], SCD
aktivitesini etkilemesinden dolaytr STZ+CY grubunun kas
dokusunda oleik asit diizeyinin arttigini diisiinmekteyiz.
Yapilan caligmalarda da diyabetik sicanlara uygulanan
bazi aktif bilesiklerin yag asidi sentezine katilan enzimlerin
aktiviteleri {izerinde etkileri oldugu rapor edilmistir
[44]. Elde ettigimiz bulgulara gore, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda STZ grubunda linoleik, a-linolenik,
aragidonik ve dokosaheksaenoik asit (PUFA) diizeylerinde
onemli degisikliklerin oldugu, uygulanan ¢am yag1
sonucunda arasidonik ve dokosaheksaenoik asit diizeylerinde
olusan artislarin azaltarak kontrol grubu degerlerine
yaklastirdigi belirlendi (Tablo 2). Coklu doymamis yag
asidi sentezi delta 6 ve delta 5 desaturaz enzimlerinin
aktivitesi ile gergeklesmekte ve bu enzimlerin aktivitesini
insiilin hormonu regiile etmektedir [41,45]. Iskelet kasi,
insiilinin etkisinin yogun oldugu dokulardan biridir ve
insiilin diizeyinde olusan degisiklikler hem deneysel hem
de dogal diyabette kas yag asidi kompozisyonunda 6nemli
degisikliklerin olusmasina neden olmaktadir [46,47]. Ayrica
diyetle alinan ¢oklu doymamis yag asitlerinin A6-desatiiraz
dahil olmak iizere gesitli lipojenik enzimlerin aktivite ve
ekspresyonlarii  baskiladigi [48,49,50].
Inceledigimiz parametrelerde ortaya ¢ikan degerlerin,

diyabetik siganlarda insiilin diizeyinin azalmasi ile ¢am

bilinmektedir

yagmin igeriginde bol miktarda bulunan ¢oklu doymamis
yag1 asitlerinin etkisine bagli olarak ortaya ¢ikmis olabilir.
Yapilan caligmalar incelendiginde ¢am kabugundan izole
edilen ve piknogenol olarak adlandirilan fenolik bilesigin
diyabetik sicanlarda kan glukoz diizeyini insiilin dist
mekanizmalarla azalttig1 ve insiilin salgilanmasi iizerinde
etkisinin sinirli kaldig1 belirlenmistir [51,52].

Kolesterol tiim omurgali hiicrelerinde mevcut olup, yap1
elemani olarak islev gormekte ve hiicre membranlarinin
yapisini olusturan cift katli lipit tabakasmin akigkanligini
diizenlemektedir. Ayn1 zamanda kolesterol, safra asitleri,
steroid hormonlar ve oksisterollerin de Onciisiidiir [53].
Kolesterol biyosentezinin hizi sinirlayici agamasi 3-hidroksi-
3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA rediiktaz)
tarafindan katalizlenmekte, ancak skualen sentaz’inda
bu siiregte 6nemli diizenleyici rolii bulunmaktadir [54].

rediiktaz
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Sterol diizenleyici element baglayici proteinler (SREBPs)
kolesterol, yag asidi ve trigliserid biyosentezini diizenleyen
en Onemli transkripsiyon faktorleridir. Bu yonde yapilan
calismalarda, insiilinin bu transkripsiyon faktoriiniin en
6nemli diizenleyicisi oldugunu ortaya cikarmistir [S5].
Elde ettigimiz bulgulara gore, STZ grubunda kolesterol
diizeyinin arttig1, uygulanan ¢am yag1 sonucunda kolesterol
diizeyinde azalmanin oldugu fakat bu azalmanin smirh
kaldig:1 belirlendi (Tablo 3). STZ, langerhans adaciklarinda
bulunan ve insiilin tireten (-hiicrelerini tahrip ederek bu
hiicrelerin salgiladigi insiilin miktarinda azalmaya yol
acarak hiperglisemik bir durumun ortaya ¢ikmasina sebep
olmaktadir. Sonugta kanda insiilin diizeyi azalir, glukoz
diizeyi artar [30]. Insiilin diizeyinde ortaya gikan azalma
kolesterol biyosentezine katilan enzimler ile transkripsiyon
engellemesi kas
dokusunda kolesterol diizeyi artmis olabilir. Cam yaginda
bulunan bazi aktif bilesiklerin kolesterol biyosentezi
tizerindeki smurlt etkileri neticesinde kolesterol diizeyinde
ortaya ¢ikan anormalliklerin azaltilmasinda olumlu etkileri
oldugunu soyleyebiliriz. Bitkilerde bulunan fitosterol ve
fitostanollerin kan kolesterol diizeyini diistiriicii etkileri
oldugu ve coklu sterol diizenleyici genlerin ekspresyonlari
engelleyici  etkiler
metabolizmasinda ortaya ¢ikan anormallikleri engelledikleri
ifade edilmistir [56]. Yiiksek sukroz diyeti uygulanmis
siganlara a-linolenik asit bakimindan zengin Salba (Salvia
hispanica) tohumunun verilmesi sonucunda ortaya ¢ikan
metabolik anormalliklerin azaldigi rapor edilmistir [57].
Yapilan caligmalarda bitkilerde bulunan aktif bilesiklerin
kolesterol ve trigliserit metabolizmasinda ortaya g¢ikan
anormalliklerin diizeltilmesinde yararli etkiler gosterdigi
rapor edilmistir [58,59].

faktoriiniin  aktivitesini neticesinde

iizerinde gostererek  kolesterol

Fitosterol ve fitostanoller (sitosterol, kampesterol ve
stigmasterol) bitkisel besinlerde yaygin olarak bulunan
aktif bilesiklerdir. Fitosterollerin, bagirsaklarda kolesterol
emilimini engelleyerek kolesterol diizeyini azaltici etkileri
bulunmaktadir [60]. Yaptigimiz ¢alismada STZ ve STZ+CY
grubunda sterol diizeyinin arttigini belirledik (Tablo 3).
Kolesterolce zengin diyet uygulanan si¢anlarin iskelet
ve kalp kasinda sitostenol diizeyinin, iskelet kasinda ise
stigmasterol ve sitosterol diizeyinin arttigt belirlenmistir
[61]. Fitosterolce zengin beslenen sicanlarin kas dokusunda
da sterol diizeyinin arttig1 belirlenmistir [62]. Cam yaginin
stigmasterol ve B-sitosterol bakimindan zengin oldugu rapor
edilmigtir[43].

Elde ettigimiz bulgulara gore, STZ grubunda retinol
diizeyinin arttif1, STZ+CY grubunda ise retinol diizeyinin

azalarak kontrol grubu degerlerine yaklastig1 tespit edildi
(Tablo 3). Retinol, retinol tastyici proteinler vasitasiyla
taginmakta, farelerin serumunda retinol tasiyicit protein
aktivitesinin artmasi, karacigerde glukoz iiretiminin
artmasina sebep olmakta, buda iskelet kasinda insiilin sinyal
metabolizmasinin bozulmasina yol agmaktadir [63,64,65].
Insiilin sinyal metabolizmasinda ortaya cikan bozulma
neticesinde STZ grubunun kas dokusunda retinol diizeyinin
arttig1, uygulanan ¢am yaginin insiilin sinyal metabolizmasi
iizerindeki olumlu etkilerine bagli olarak retinol diizeyinin
azaldigint soyleyebiliriz. Bitkilerde bulunan bazi aktif
molekiillerin bu tarz etkiye sahip oldugu ¢alismalarda ortaya
cikmigtir [66,67].

Diabetes mellitus, oksidatif stres ile iliskili metabolik
bir hastaliktir, antioksidan savunma sisteminde olusan
degisiklikler, mitokondrial enerji

bozulmasi bu hastalikta reaktif oksijen tiirlerinin birikimine

metabolizmasinin

neden olmaktadir. a-tokoferol diisik yogunluklu

lipoproteinlerin  oksidasyonunu engelleyerek oksidatif
rolii olan lipofilik bir

molekiildiir [68]. Deneysel diyabet caligmalarinda deney

stresin Onlenmesinde Onemli

hayvanlarimin incelenen dokularinda o-tokoferol diizeyin
arttig1 tespit edilmistir [69,72]. Beslenmeye bagli olarak
karaciger, iskelet kasi ve yag dokusunda a-tokoferol
diizeyinin arttigr ifade edilmistir [70,71]. Yaptigimiz
calismada da diyabetik sicanlarin kas dokusunda tokoferol
diizeyinin arttigimi tespit ettik (Tablo 3). Kucharska ve
arkadaglari, yaptiklari ¢alismada diyabetik siganlarin kas
dokusunda a-tokoferol diizeyinde degisme olmadigini
fakat miyokard dokusunda arttigmi belirlemisler [72].
KuZzelova ve arkadaglari da diyabetik sicanlar ile yaptiklari
caligmalarda benzer sonuglara ulagmislar [68]. Tokoferol
diizeyinde ortaya ¢ikan bu durumun kronik oksidatif strese
kars1 antioksidan savunma sisteminin adaptif bir yanit
oldugunu diisiinmekteyiz. Patolojik durumlarda viicudun
bazi1 metabolik adaptasyonlar gdsterdigi ¢alismalarda ortaya
cikmustir [73].

Sonug¢

Elde ettigimiz bulgular 1s181nda, diyabetten en fazla etkilenen
dokulardan biri olan iskelet kasinda STZ’nin olusturdugu
bazi biyokimyasal degisikliklere karsi ¢am yaginin faydali
etkiler gosterdigi ortaya ¢ikmistir.
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