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DiYABETiK SICANLARDA NAR (Punica granatum) CICEGININ SERUMDAKI
HOMOSISTEIN DUZEYINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada, STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda narg¢icedinin
homosistein Uzerindeki etkileri arastirilmistir. Diyabetten dolayi
homosistein dederlerinin anlamli olarak diistigt (p<0.05) fakat
nargigedi uygulamasinin bu dederlere etkisinin olmadigdi (p>0.05)
gdzlenmistir. Diyabet hastalarina narc¢icedi verilmesinin homosistein
dederlerinde herhangi olumlu veya olumsuz etkisinin olmadigi
saptanmigstir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Narcicedgi, Serum, Sican,

Homosistein,

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF POMEGRANATA FLOWER (Punica granatum)
ON SERUM HOMOCYSTEINE LEVEL IN DIABETIC RATS

ABSTRACT

In this study, the effects o0of flower of ©pomegranata on
homocysteine in the blood are investigated in the STZ-induced diabetic
rats. Because of diabetes, homocysteine values were significantly
decreased (p <0.05) but had no effect on these wvalues the application
of pomegranate flower (p> 0.05) were observed. Administration of
pomegranate flower diabetics homocysteine levels were not any positive
or negative effect.
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1. GIRiS (INTRODUCTION)

Diabetes mellitus insilin etkisinin ya da insilin
salgilanmasinin veya her ikisinin Dbozukludunun meydana getirdigi
karbonhidrat, yad ve protein metabolizmasinda bozukluklara neden olan
kronik hiperglisemi olarak tanimlanir. DM uzun doénemde cesitli
organlarda (gbzler, Dbobrekler, kalp, beyin, kan hilicreleri) hasarlar,
fonksiyon bozukluklari ve yetersizlikler ile seyreder [1].

Diabetes mellitusun seyri esnasinda gelisen kapiller membran
degisiklikleri wve vyan metabolik vyollardaki Dbozukluklar, tedavisi
oldukca gilic¢ olan mikroanjiopati, ndoropati, katarakt gibi bazi
komplikasyonlarin gelisimine yol acmaktadir. Diyabetes mellitusun
ateroskleroza egilim sadlamasi ise blUyluk damar hastalidinin en onemli
nedenidir [2 wve 3].Diyabetin komplikasyonlari akut ve kronik olmak
iizere ikiye ayrilir.

Akut komplikasyonlar, diyabetik ketoasidoz, hipoglisemi komasi,
laktik asidoz komasi, hiperglisemi komasi ve nonketotik hiperosmolar
komadir.

Kronik  komplikasyonlar ise mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar olmak tzere iki baslik altinda incelenir. Diyabetik
nefropati, diyabetik retinopati ve diyabetik ndropati mikrovaskiiler
hastalik sonucu olusurken, buyuk damarlarin aterosklerozunun
hizlanmasi sonucu makrovaskiuler hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.
Makrovaskiiler hastaliklar diyabette mortalitenin en Onemli sebebidir

[47.

1.1. Homosistein (Homocysteine)

Homosistein stulfir iceren bir amino asittir ve metionin
metabolizmasinin bir Urtintdir. Homosistein, diyetle alinan ve endojen
proteinlerden sentezlenen esansiyel Dbir aminocasit olan metioninin
metil grubu alinmis bir tirevidir. Yani metioninden metabolize olan
thiol’ 1l esansiyel bir aminocasittir. Homosistein vilcutta remetilasyon
ya da transsilfiirasyon vyoluyla olmak tizere 1iki sekilde metabolize
olmaktadir [5 ve 6];

e Remetilasyon: Normal hiicre ig¢in homosisteinin yaklasik % 50 ’si
iki remetilasyon yoluyla tekrar metil gurubu alarak metionine
cevrilir.

e Transsiilfiirasyon: Remetilasyon vyolu satlire oldugunda vya da
sistemin yetersiz oldudu durumlarda homosistein, sistatyon B -
sentaz (CBS) tarafindan sistatyona c¢evrilmektedir.

Homosisteinin insiilin veya stulfanirealarin metabolizmasini
bozduguna dair Dbir delil vyoktur. Buna karsilik metformin wvit B12
emilimini azalttigi belirtilmistir dolayli olarak serum homosistein
diizeyini yilikseltebilmektedir [7]. Baska bir c¢alismada ise metforminin
O6nemli bir etkisi olmadidi belirtilmistir [8].Yapilan Dbir c¢alismada
ratlar 4 gruba ayrilmislardir. Bunlardan birici grup kontrol grubu
olarak degerlendirilmis, ikinci grup diisiik doz instilin alan, {c¢iinci
grup vyiksek doz insilin alan, son grup da hi¢ insiilin almayan
ratlardan olusturulmustur. Ikinci grup ratlarin kan sekeri 300-500
arasinda degismektedir, bununla Dbirlikta {d¢lincii grup vyiuksek doz
insiilin alanlarin kan sekeri, 150-300 arasinda dedismektedir. 6 hafta
sonunda hi¢ insilin almayan grupta, kan sekeri, total kolesterol,
trigliserit wve LDL seviyeleri, anlamli derecede vyiksek c¢ikmistir.
Dustk ve yiksek doz alan, ikinci wve {d¢iincid grup ratlarda insilin
dozuna badli olarak lipid seviyeleri dismiistiir. Homosistein seviyeleri
ise hi¢ insiilin almayan grupta 6 hafta sliresinde dider gruplara gore
anlamli oranda distiik cikmistir. Bu calismaya gore, diyabetin
baslangicinda instlin yoklugunda tHcy seviyeleri dismektedir. Ama
hastaligin seyrinde komplikasyonlar ortaya c¢iktiginda tHcy seviyeleri
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ylikselmektedir. Ayrica bobrekte bir sorun varsa homosistein
metabolizmasi etkilenecektir. Diger taraftan instlin, dokularin
aminoasit alimini arttirmaktadir. Intraselliiller metionin alimi da

dolayli olarak artmaktadir ve Hcy seviyeleri de demetilasyonla artis
gbstermektedir. Homosistein konsantrasyonu hepatik transstlfiirasyon
enzim aktivitesinin (CBS ve C gama Lyase) dismesine neden olmaktadir
[9].

2. CALISMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Ginimiizde diyabetin kontroliinii saglamak ve komplikasyonlarini
azaltmada artik alternatif tedavilere ihtiyac¢ duyuldudu gdzlenmistir.
Diyabetin tedavisinde ve 6nlenmesinde pek cok tibbi bitki
kullanilmaktadir. Antioksidan etki gbsteren ve tibbi bitki
litaretiriinde yer alan ginimizde ©6nemi gittikge artan tedavi edici
etkiye sahip bir meyve Punicaceae familyasindan Punica granatum (Nar)
meyve suyunun, meyve ve kabuk ekstraktlarinin c¢ekirdeklerinin tohum
yaglari, tohum ekstraktlarinin ve c¢icedinin &6nemli oranda antioksidan
6zellige sahip oldudu bulunmustur [10].

Calismada Punica granatum c¢icedinin antioksidan etki gdsterecedi
dozlarda deneysel olarak STZ ile diyabet olusturulmus —ratlara
verilerek serumdaki homosistein dizeyleri saptanmistair. Ayrica
antioksidan etkisi olan Punica granatum c¢icedinin homosistein diizeyine
etkisinin arastirilmasi amaclanmaktadir.

3. DENEYSEL YONTEM (EXPERIMENTAL METHOD)

Deneylerde kullanilan Wistar albino cinsi ratlar, Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezinden temin edildi. Ratlar
havalandirma sistemi bulunan bir ortamda ©6zel olarak hazirlanmis ve
her giin altlari temizlenen kafeslerde beslendi. Yemler, 0&zel c¢elik
kaplarda ve su da paslanmaz c¢elik bilyeli biberonlarda normal c¢esme
suyu olarak wverildi. Deney hayvanlari Elazid Yem Fabrikasinda 0&zel
olarak hazirlanan pelletler halindeki rat yemleriyle beslendi.

Deney hayvanlarinin sec¢imi ve vyapilan uygulamalar sirasinda
Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu (FUHADEK) (24.06.2008
/ Toplanti: 6; Karar No:31) onayi alinarak; ¢alisma standart deneysel
hayvan c¢alismalari etik kurallarina uygun olarak yapildi.

Deneysel calismalara baslamadan Once, c¢ikabilecek aksakliklarin
asgariye indirilmesi amaciyla 6n ¢alisma yapildi. Deney hayvanlarinin
bulunduklari ortamin sicaklidi 22-25 °C arasinda sabit tutuldu ve
hayvanlar 12 saat 1sik altinda ve 12 saatte karanlikta takip edildi.
Deneysel c¢alismalarda ortalama agirliklari 220 gr (220 240 gr) olan
toplam 60 adet Wistar-albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar
agirliklar: birbirlerine en vyakin olanlar ayri ayri seg¢ilerek her
kafeste 4 rat olacak sekilde 3’er kafesli 5 grup olusturuldu. Bu
gruplar;

1.Grup: Kontrol grubu (n=12)

.Grup: Diyabet (STZ) grubu (n=12)

.Grup: STZ + Nar (Punica granatum) c¢icedi I (n=12)
.Grup: STZ + Nar (Punica granatum) c¢icedi II (n=12)
.Grup: STZ + Nar (Punica granatum) c¢icegi III (n=12)

Mevcut laboratuvar sartlarimizda, deneysel diyabet olusumunun
kacinci ginlerde meydana geldigi godzlemlenerek deneysel uygulama
baslatildi. Calismanin baslangicinda ve her hafta dizenli bir sekilde
agirlik de§isiklikleri kaydedildi.

e Kontrol Grubu: 12 adet rattan olusan bu gruba 8 haftalik
uygulama boyunca herglin sadece rat yemi ve su ile Dbeslendi.
Gruptaki ratlarin bazal ve 7 hafta sonra Orneklerin alinmasi
oncesinde olmak Uzere toplam 2 kez kan sekerlerine bakildi.

g W N
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e STZ Grubu: 12 adet rattan olusan bu gruba STZ, 60 mg/kg olacak
sekilde 0.1 M fosfat-sitrat tamponunda (pH:4.5) c¢ozdirtilerek
intraperitoneal enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi. Bir hafta
sonra kuyruk veninden alinan kanin glukometre cihazindaki &lcimi
sonucu aclik kan glukozu 220 mg/dl’yi gecen ratlar, diyabetik
olarak kabul edildiler. Ratlara 8 haftalik uygulama boyunca her
glin sadece rat yemi+su verildi.

e STZ + Nar (Punica granatum) c¢icedi I: Ikinci grupta oldugu gibi
diyabetik hale getirilen 12 adet rata 8 hafta boyunca her giin
dtizenli olarak 300mg/kg/gtin nar ¢icedi toz haline getirilerek
%1.5 oraninda nar c¢icedi ve rat yemi pellet halinde oral yolla
ile beslenmesi saglandi.

e STZ+ Nar (Punica granatum) cicegi II: Diyabetik hale getirilen
12 adet rata 8 hafta boyunca her glin diizenli olarak 400mg/kg/giin
nar c¢icgedi toz haline getirilerek %2.0 oraninda nar c¢icegdi ve
rat yemi pellet halinde verildi.

e STZ + Nar (Punica granatum) ¢igegi III: Bu gruptaki diyabetik
ratlara yine 8 hafta boyunca her giin dizenli olarak 500mg/kg/gtn
nar ¢icedgi toz haline getirilerek %2.5 oraninda nar c¢icegi ve
rat yemi pellet halinde verildi.

Kontrol grubunun kan glukoz seviyeleri 96+5.8 mg/dL, diyabet
grubunun 231+3.2 mg/dL, diyabet + Nar c¢icedi-I grubu 222+3.4 mg/dL,
diyabet + Nar c¢icedi-II grubu 228+3.8 mg/dL, diyabet + Nar c¢icedi-III
grubu 221+4.4 mg/dL olarak 6lc¢iildi.

3.1.0rneklerin Alinmasi (Samples Taken)

Deneysel wuygulamalar sonrasinda etik kurulun aldigi kararlara
uygun olarak dekapite edilen ratlarin kanlari biyokimya tiplerine
aktarilip 5000 x g’de 10 dk. santrifiij edilip tiplere aktarildz.

4. BULGULAR (FINDINGS)

Deneysel c¢alismalarin sonucunda diyabet grubunda 4 rat, diyabet
+ Nar c¢icegi-I grubu 2, diyabet + Nar ¢icedi-II grubu 3, diyabet + Nar
¢icedi-IITI grubunun 4’4 6l1dii. Deney asamasinin sonunda her gruptan 8
hayvan alindi.

Kontrol, Diyabet, diyabet + Nar c¢icedi-I grubu, diyabet + Nar
¢cicegi-II grubu ve diyabet + Nar ¢icedi-III grubundan 8’er hayvan
dekapite edilerek kan Ornekleri alinip homosistein testi c¢alismak
Uzere tiuplere konuldu.

Homosistein Olcimii (Measurement Of Homocysteine) :

Protein bagli homosistein, serbest homosisteine ve o da
enzimatik olarak S—-adenosil -L-homosisteine (SAH) doniisir.
[11].1Ikincil ‘rabbit anti-mouse' antikoru, ‘horse radish' peroksidaz
eklenerek isaretlenir ve bu peroksidaz aktivitesi substrat eklendikten
sonra spektrofotometrik olarak 0Olc¢iiliir. Absorbans (450 nm) numunedeki
homosistein miktariyla ters iliskilidir. EDTA' 1i tiplere alinarak
santrifiij edilip ©plazmalari ayrilan kanlar ticari test kitleri
kullanilarak (Biotek E1x800) ELISA ile yapildi.

Tablo 1. Deney hayvanlarinin ortalama vicut agirliklari
(Table 1. Mean body weights of experimantal animals)

Vicut Agirligi (gr) | Kontrol STZ STZ+NCI | STZ+NCITI | STZ+NCIITI
Deney Oncesi 232436 | 211+£17 | 216122 220%26 228+30
Deney Sonrasi 276142 154418 17620 182424 196%26
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Tablo 2. Gruplarin homosistein dilzeyleri
(Table 2. Homocysteine levels of groups)
TEST KONTROL STZ STZ+NCI STZ+NCII | STZ+NCITI
Homosistein
+ + a + + +
(Mikromol /1) 5.1+£1.42 | 2.441.28% | 2.541.34 | 2.6+£1.18 | 2.6+1.28

a-p<0.05

5. TARTISMA (DISCUSSIONS)

Diyabet, dinya genelini ilgilendiren kronik bir rahatsizlaiktair.
Bu hastalik, kronik hiperglisemiyle ve karbohidrat, protein ve 1lipid
metabolizmasindaki diizensizliklerle baglantili olacak sekilde nispeten
veya tamamen insiilin salinimindaki azalmayla karakterize edilir [12].
Son zamanlarda bitkisel materyallerdeki dodal antioksidanlara olan
ilgi artmistir. Hem Dbilimsel raporlardan ve hem de laboratuar
calismalarindan elde edilen Dbilgiler gOstermistir ki Dbitkiler c¢ok
cesitli antioksidan 6zellikte maddeler ihtiva etmektedir. Antioksidan
6zellik gbsteren fitokimayasallarin bazilara polifenoller,
monoterpenler, lignanlar, flavonoidler, diterpenler, taninler gibi
maddelerdir [23]. Calismamiz narc¢icedinin antioksidan etki gdsterecegi
dozlarda deneysel olarak STZ ile diyabet olusturulmus ratlara
verilmesi ve diyabet sonucu homosistein miktarini nasil etkiledigi,
nar ¢igeginin diyabette homosisteine etkisi arastirildi.

Homosistein yluksekliginin, koroner kaynakli hastaliklarda
bagimsiz bir risk faktoru oldugu ortaya ¢cikmistair [13 ve
14] .Homosistein serbest radikal gibi davranarak LDL'yi oksitlemektedir
[15] .Hipo- ve hipertiroidili olgularda plazma homosistein diizeylerinin
belirlenmesine yodnelik calismalar vyapilmaktadir. Bu c¢alismalarin bir
kismi hipo- ve hipertiroidide plazma homosistein diizeylerinin
degismedigini savunurken bir kisim calisma 1ise hipertiroidide plazma
homosistein diizeylerinin arttigdi belirtilmistir [16 ve 17].Nedrebo ve
arkadaslarzy kontrol grubuna gore hipertiroidili grupta plazma
homosistein dizeylerinin istatistik agidan de§ismedigini
bildirmelerine ragmen, hipertiroidili kardiyovaskiiler kaynaklz
60limlerden plazma homosistein diizeylerinin artmis olmasinin katkida
bulundugunu belirtmislerdir. Farkli bir calismada [18].Tip 1 diabetik
hastalarin %35'inde homosistein seviyesi yikselmistir wve bunlarda
diyabetin vyan etkileri olan retinal  hasar, nefron hasari ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gbzlenmistir. Bir dider c¢alismada Chico ve
arkadaslarai [19] Tip 1 diyabetiklerde homosistein miktarinin
degismedigi, Tip 2 diyabetiklerde ise homosistein miktarinin kontrole
gbre yliksek oldugu ve Tip 2 diyabetik Thastalarda homosistein

seviyesiyle vaskiler hastaliklar arasinda bir iliski oldugu
gorilmistiir. Homosistein fazlaliginda homosistein tiolakton ortaya
cikarak, LDL'nin apolipoproteinlerinde degisiklige yol acar.

Degisiklige udgramis LDL'ler makrofajlarca fagosite edilirler ve kopilk
hiicreleri ortaya c¢ikar ve Dbu da ateroskleroza zemin hazirlar
[20] .Robillon ise, Tip 1 diyabetiklerde homosistein seviyesini

kontrole gdre disik Dbulmustur [21]. Bulgularimizda ise diyabetik
gruptaki homosistein seviyesi kontrole gbre Onemli derecede disitk
bulunmustur. Bunun nedeni, transsulfirasyonda gdrevli enzim
aktivitesinin vylkselmesiyle [22] homosisteinin sisteine doénlsmesi
olabilir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda homosistein diizeyinin STZ grubunda
kontrol grubuna gdre anlamli olarak distiigi (p<0.05) STZ gruplarina
verilen narcicedginin homosistein miktarini anlamla olarak
degistirmedidi saptanmistir.
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