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ABSTRACT

Diabetes mellitus is the most common endocrine disorder all over the world. In recent years, new alternative products are determined
associated with diabetes treatment and the effects of many natural plants on diabetes are being studied. In this study we aimed to show the
effect of PI. major on oral flora with microbiological and biochemical markers in rats with experimental diabetes. 30 male Wistar albino rats
as animal material were used in the study and separated into 5 groups (control, diabetic, Pl.majar, diabetic + Pl.major and diabetic+insilin).
All groups during the four week trial fed standard chow and water. Diabetes and diabetes with Pl.major to form each group of rats (65 mg /
kg) was applied as a single dose STZ intraperitoneally. Following the formation of diabetes, by calculating the amount of water consume per
rat 0.3 mg / ml of Pl.major extract were added to drinking water of rat groups with diabetes plus Pl.major and Pl.major per day. In addition,
at the beginning and at the end of the study, also after the formation of diabetes, swab samples were taken from rats for determining total
aerobic bacteria count in oral mucosa. Serum glucose and HbATc levels in diabetes + PI. major groups were found to be significantly lower
than the diabetes group. There is no significant difference between two groups in the total bacteria number on oral mucosa. In light of
the data obtained from the study we determined that application of Plantago major on rats with experimental diabetes reduced the blood
glucose and HbA1c levels with it's insulin-like effect, but did not effect total bacteria number in diabetes.
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Streptozotosin ile Deneysel Olarak Diyabet Olusturulan Ratlarda
Plantago major‘iin Agiz Florasi Uzerine Olan Etkisi

0zZET

Diabetes mellitus tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliktir. Son yillarda diabet tedavisinde yeni alternatif driinlerin belirlenmesi
ile iligkili olarak yapilan galismalarda pek ¢ok dogal bitkinin diyabete olan etkisi ¢alisiimaktadir. Bu calisma ile deneysel olarak diyabet
olusturulan ratlarda PI. major'lin agiz florasi (izerine olan etkisinin biyokimyasal ve mikrobiyolojik belirtecler ile gosteriimesi amaclanmistir.
Calismada hayvan materyali olarak 30 adet erkek Wistar Albino rat kullaniimistir. Ratlar kontral, diyabet, Pl. major, diyabet+Pl.major,
diyabet+instlin olmak Gzere 5 gruba ayrilmistir. Tum hayvanlar 4 haftalik deneme boyunca standart yem ve suyla beslenmistir. Diyabet
olusturmak igin; diyabet ve diyabet+ Pl.major grubundaki ratlara (65 mg/kg) tek doz streptozotosin i.p. olarak uygulandi. Diyabet olusumunu
takiben diyabet+ Pl. major ve Pl. major grubunda bulunan ratlara gunlik tiketecekleri su miktari hesaplanarak, rat basina 0,3 mg/ml
Pl.major olacak sekilde icme sularina eklendi. Ratlarin oral mukoza total bakteri sayisinin belirlenmesi amact ile 21 glinliik deneme siresi
boyunca her hafta svap drnekleri ve deneme sonunda kan 6rnekleri alindi. Diyabette Plantago major'iin agiz florasi Uzerine olan etkisinin
arastinldigi calismada; diyabet+Plantago major grubunda glikoz ve HbAlc duzeyleri diyabet grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece
disuk bulunmustur. Oral mukoza total bakteri sayisinda ise her iki grup arasinda anlamli bir fark belirlenememistir. Yapilan bu ¢alisma ile;
diyabette PI. major uygulanmasinin insulin benzeri etki gostererek, kan glikoz dizeyini duzenledigi, fakat agiz florasi tzerinde etkili olmadig
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, Immiin sistem, Plantago major, Rat

*Yazarin yiksek lisans tezinden tiretilmistir.
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GIRIS
Diyabetes Mellitus tim dlnyada en sik rastlanan endokrin
hastaliktir ve dinya ndfusunun yaklasik % 6'si diyabet

hastasidir (3,4).
etkisindeki yetersizlik nedeniyle vicudun kar-bonhidrat,

Hastallk insulin eksikligi veya in-silin

yag ve proteinden etkili bigcimde yarar-lanamadigi akut
komplikasyonlariyla 6lime neden olan ve uzun streli tedavi
gerektiren kronik bir metabolik hastaliktir (14).

Diyabetik hastalarin bozulmus bir savunma mekanizmalar
vardir ve oral bakteriyel enfeksiyonlarin gelisimine daha
duyarhdirlar (13). ClnkU tikirik sekresyonunda azalma ve
kimyasal yapisinda dedisme vardir. Agiz kurulugu ve nefesin
aseton kokmasi diyabet igin karakteristiktir (12).

Dinya Saglk Orgiiti (WHO) verilerine gbre tedavi amagcli
olarak 20.000 civarinda tibbi bitki kullaniimaktadir (2,6).
Plantago major gegmisten ginimize kadar tibbi amaglar
icin cok cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve
Plantaginaceae (Sinirliotgiller) familyasina ait bir bitkidir.
Ulkemizde Karadeniz bélgesinde Giresun, Trabzon ve
Rizede yogun olarak yetismektedir. (10). Bitki ile yapilan
farmakolojik calismalarda antienflamatuar, antibakteriyel,
antioksidan, immun modulator ve antidlserojenik etki gibi
bircok etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bitki icerigindeki
bazi etken maddeler; alkaloidler, kafeik asit tlrevleri
(plantamajoside ve acteoside), flavonaitler, iridoid glikozitler
(Aucubin, Aucubigenin) olarak bildirimektedir (5). Ozellikle
bitkinin icerdigi klorogenik asit ve neoklorogenik asidin
antienflamatuar ve yara iyilestirici 6zellikleri yapilan in-vivo
calismalarla gasterilmistir.

o o, N

Sekil 1. Plantago major (15)
Ayrica Pl. major'in kan sekeri duzeylerini dusurdugi
halk arasinda bilinmesine ragmen, bitkinin diyabetin agiz
bolgesindeki komplikasyonlarina etkisi ile iliskili calisma
bulunmamaktadir (6). Bu nedenle bu galismada deneysel

olarak diyabet olusturulan ratlarda Pl. major'ln agiz florasi

Uzerine olan etkisinin  biyokimyasal ve mikrobiyolojik

belirtecler ile gosterilmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu calismada 21-22 haftalik 30 adet 260-350 g agirliginda
erkek Winstar cinsi albino ratlar kullanildi. Ratlar, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik ritminde isiklandirilan, 22+20Cdeki
odalarda, gesme suyu ve standart pelet yem ile Pl. major
ekstrati ile beslendi. Calisma icin Kirikkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alindi (Karar sayisi: 2014/18).

Ratlar 7 gun su ve standart rat yemi ile adaptasyona birakildi.
Bu sirenin sonunda glukometre (One Touch Lifescan,
America) ile baslangic aclik kan sekerleri dederleri 6lculd,
vicut agirliklari tartildi. Daha sonra ratlar her grupta 6 hayvan
olacak sekilde 5 gruba ayrildi: a)Kontrol grubu; 4 haftalik
deneme boyunca standart yem ve suyla beslendi.

b) Pl. major grubu ise 4 haftalik deneme boyunca gnlik
tuketecekleri su miktari hesaplanarak rat basina 100 mg/kg
ticari Pl. major ekstrakti olacak sekilde icme sularina gunlik
olarak eklendi. c)Diyabet grubundaki hayvanlara diyabet
olusturulmak Gzere pH 4,5deki 0,1 M sitrat tamponu icinde
eritilen streptozotosinin (STZ) 65 mg/kg olacak sekilde tek
doz intraperitonal (i.p.) enjekte edildi. Enjeksiyondan 7 giin
sonra kuyruk veninden élgilen kan glikoz dizeyi 300 mg/d|
ve Uzeri olan ratlar diyabetik olarak kabul edilerek sadece
diyabet olan hayvanlarla ¢calismaya devam edildi.

d)Diyabet+Pl.majorgrubundakihayvanlardadastreptozotosin
ile diyabet olusturuldu ve kan glikoz dizeyi 300 mg/dl ve Uzeri
olan ratlar diyabetik olarak kabul edilerek sadece diyabet olan
hayvanlarla calismaya devam edildi. Diyabet olan ratlara 4
hafta boyunca gunlik tiketecekleri su miktari hesaplanarak
rat basina 100 mg/kg Pl. major ekstrakti olacak sekilde icme
sularina bitki ekstresi glnlik olarak eklendi.

e) Diyabet+ insulin grubunda da streptozotosin ile diyabet
olusturulduktan sonra kan glikoz dizeyi 300 mg/dl ve Uzeri
olan ratlar diyabetik olarak kabul edilerek sadece diyabet
olan hayvanlarla ¢alismaya devam edildi. Diyabet olan ratlar 4
hafta boyunca her gln standart yemle beslendi ve rat basina
11U instlin subkutan olarak verildi.

Calismada seker hastaliginin olusumu; ratlarin - kuyruk
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veninden alinan kan orneklerinde glikoz dizeyinin glukometre
(One Touch Lifescan, America) kullanilarak 6lcilmesi ile
belirlendi. 4 haftalik galisma periyodunun sonunda, 12 saatlik
achgl takiben, genel anestezisi altinda serum tplerine kan
alindi. Kan dorneklerinde HbAlc dizeylerinin olcimu ise
immunotarbidimetrik yontem kullanilarak yapildi. Kan glikoz
dlzeylerinin élcimunde ise enzimatik kolorimetrik yontem
kullanild!.

Calismada toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin
belirlenmesi amaci ile denemenin baslangicinda, seker
hastaligi  olusturulduktan sonra  hayvanlardan  svap
ornekleri alindi. Transport besiyerli svaplara alinan ornekler
laboratuvarda 7%0,91uk serum fizyolojik icerisinde on katli
(log10-2) olacak sekilde dilue edildi. Her bir sulandirmadan
(log10, Log10-1,Log10-2)0,1ml alinarak yayma plak yontemine
gore Ug paralelli olacak sekilde pleyt count agara(PCA Merck,
pH=7.0) ekildi. Ekim sonrasi agarlar 37 °C'de 24-48 saat inkube
edildikten sonra, besiyerinde olusan olan koloniler sayilarak

toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi belirlendi.

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesinde “SPSS 17.0" paket
programi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farklar
Student t test kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen
sonuclar X+ Se olarak verildi. P<0,05 ve altiistatistiksel olarak
onemli kabul edildi.

BULGULAR

Deneysel olarak streptozotosin ile diyabet olusturulan
ratlarda Plantago major'un agiz florasi tizerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaclanan bu calismada, deneysel diyabet
olusturulan ve 21 gunlik deneme sUresi boyunca Pl. major
ekstrati ile beslenen ratlarin agiz mukozasi total bakteri
sayllari Tablo 1 de verilmistir.

Calismada 21 gunlik deneme slresinin sonunda oral

mukozanin total bakteri sayisinda ratlarin  dislerinin
fircalanmamasi ve ortam kosullarina bagli olarak tum
gruplarda bir artis olmustur. Diyabet, diyabet+PIl. major ve
diyabet+insilin grubunun total bakteri sayisi kontrol ve PI.
major grubuna gore yUksek bulunmustur. Diyabet+insulin
grubunun total bakteri sayisi, diyabet ve diyabet+Pl. major

grubuna gore daha dusuk bulunmustur.

Tablo 1. Deneme gruplarindaki ratlarin haftalik oral flora total
bakteri sayisi (log10Tkob/ml)

Gruplar 0. Giin 7. Giin 14. giin 21.giin
Kontrol 422412 607+15a 730+10b 952+13¢c
Pl. major 470415 630+12a 820+14b*  1050+16¢c
Diyabet 51016 *  1250+13a*  1713£12b  1890+10c*
Diyabet

. 505+13* 1026+16a*  1582+10b  1764+14 c*
+Pl. major
Diyabet

S 48041 850+15a 1228+12b 1380+14c

+ Insiilin

Yapilan bu calismada kan glukoz duzeyleri ise; kontrol
grubunda ortalama 83,4 mg/dL olarak olgullrken, diyabet
grubunda ortalama 314,5 mg/dL, diyabet+ Pl.major grubunda
ortalama 216,9 mg/dL ve insilin grubunda ortalama 141,5
mg/dL olarak él¢llmustar. Diyabet grubunun kan glukoz
dederlerikontrol grubuna gore yitksek bulunmustur(p<0,0071).
Diyabet+ Pl. major grubunun kan glukoz sonuglari diyabet
grubundaki ratlara gore daha disik bulunmustur (p<0,05).
Diyabet+ PI. major grubunun kan glikoz sonuglari kontrol
grubundan, istatistiksel olarak (p<0,001) 6nem diizeyinde
yiksek bulunmustur. Diyabet+ insilin grubunun kan glukoz
sonuclar diyabet+Pl. major grubundaki ratlara gére daha
disiik bulunmustur. Diyabet+ insilin grubunun kan glukoz
sonuglari kontrol grubundan, istatistiksel olarak (p<0,001)
onem duzeyinde ylUksek bulunmustur. Kontrol grubu ve PI.
major grubu arasinda kan glukoz seviyelerinde istatiksel
olarak bir fark bulunamamistir ( Sekil 1).

3501

O Kontrol
300+ OPl.major

O Diyabet
250 . .

O Diyabet+Pl.major
200 O Diyabet+insiilin
150+

100+
50 ‘
0

Kan glukozu (mg/dL)

Sekil 2. Deneme gruplarindaki ratlarin kan glukoz dizeyleri

Calismada HbAlc dlzeyi ise; kontrol grubunda ortalama 1.5
mg/dL olarak o6lculiirken, diyabet grubunda ortalama 3.8 mg/

I,  AEEEEEEEEEE——— dergipark.gov.tr/avrasyasbd



Akcay, Kontas Askar & A S K a I s 13

dL ve diyabet+ Pl.major grubunda ortalama 2.6 mg/dL olarak
olculmustadr. Diyabet+ Pl.major grubunun HbAlc sonuglari
diyabet grubundaki ratlara gére daha dusuk bulunmustur.
Diyabet+ Pl.major grubunun HbAlc sonuclar kontrol
grubundan, istatistiksel olarak p<0,001 énem dlzeyinde
yiksek bulunmustur. Instlin grubunun kan HbAlc degerleri
ise diyabet grubuna gore disiik bulunurken (p<0.01), diyabet
+PI. major grubu ile anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 2).

O Kontrol

3,5 H Pl.major

3 O Diyabet

T O Diyabet+Pl.major

2,5- B Diyabet+insiilin

24
1,54

14
0,5+

0..

HbA1lc (mg/dL)

Sekil 3. Deneme gruplarindaki ratlarin HbAlc dizeyleri

TARTISMA ve SONUG

Diabetes mellitus, vdcutta cesitli rahatsizliklara hatta
olime yol acabilecek, hiperglisemi ile seyreden sistemik
bir metabolik hastaliktir. Diyabet tedavisinde yeni alternatif
drdnlerin belirlenmesine katki saglamak amaci ile yapilan
bu calismada, STZ ile deneysel olarak diyabet olusturulan
ratlarda Pl.major ekstraktinin etkisi incelenmistir.

Diyabet hastalarinda c¢ok erken vyaslarda gorllen dis
kaybinin esas sebebinin periodontal hastalik oldugu
ifade edilmistir. Diyabette periodontal hastalikla birlikte
gbzlenen oral bulgular damar degisiklikleri, anormal kollojen
metabolizmasi, oral mikrobiyal florada dedisiklikler ve
anormal savunma mekanizmasi seklinde 6zetlenebilir (11).
21 gunlik calismamizdaki deneme gruplarinin agiz mukozasi
total bakteri sayr degisiklikleri Cizelge Tde goruldigu gibidir.
Tam gruplarin total bakteri sayilarinda bir artis s6z konusudur,
bunun nedeninin ratlarin agiz ve dis temizligi saglanmamasil
ile iliskili olabilir. Diyabet, diyabet+PIl. major ve diyabet+insulin
gruplarinin total bakteri sayilari kontrol ve Pl major
grubuna gore daha dusUk bulunmustur. Bu artis diyabetli
hastalardaki oral flora degisikligi ile iliskili olabilir. Cianter

ve ark. (7) yaptiklari calismada diyabeti ve periodontitisi
olan bireylerin ilgili bolgedeki Capnocytophaga spp. gibi
mikroorganizmalarin sayisini diyabeti olmayan periodontitisli
bireylerden daha fazla bulmuslardir. Diyabet+insulin
grubunun total bakteri sayisi diyabet ve Diyabet+Pl. major
grubuna gore daha dusUk bulunmustur. Kontrol altinda olan
diyabet, dis hastaliklari bakimindan predispozan faktér teskil
etmediginden (12) dolayi instlin ile kontrol altina alinmaya
calisilan diyabetli ratlarda total bakteri sayisi daha az artis
gGstermistir. Pl .major ekstraktinin total bakteri sayisini

Uzerinde azaltici etki gostermedigi belirlenmistir.

Yapilan calismada diyabetli ratlar ile Pl. major takviyesi
verilen ratlarda karbonhidrat metabolizmasi belirteclerinin
duzeyleride belirlenmistir. Pl. major ekstrakti verilen diyabetli
ratlarin kan glikoz (p<0.05) ve HbAlc (p<0,01) dizeyleri
diyabet grubundaki ratlara gére distk bulunmustur (Sekil
1,2). GlinlmUzde HbAlcnin diyabetlilerde glisemik kontroll
gostermesiile birlikte diyabetik komplikasyon gelisme riskini
ve diyabetik bakimin kalitesini yansittigl kabul edilmektedir
(8). Calismada Pl.major takviyesi yapilan diyabetli ratlarda
kan glikoz ve HbAlc duzeylerinde belirlenen degisimlerin
Pl.major'un pankreas hicrelerinden insulin stimilasyonunu
ve hicrelerde  reseptdr dlzeyinde insdlin etkinligini
arttirmasina bagli olabilecegi dusunulmektedir.

Sonug olarak; bitkiler her zaman igin onemli bir ila¢ kaynadi
olmustur ve ginimuzde kullanilan ilaclarin buyuk bir kismi
dogrudan veya dolayl olarak bitkisel kaynaklardan elde
edilmektedir(1). Diyabet tedavisinde instlin ve gesitli sentetik
anti-diyabet ilaglar kullaniimaktadir (4, 9). Plantago major'un
antienflamatuar,  antibakteriyel,  antioksidan, immun
modulator ve antillserojenik etki gibi birgok etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (5). Yapilan bu galisma ile; diyabette PI.
major uygulanmasinin instlin benzeri etki gostererek, kan
glikoz duzeyini dizenledigi, fakat agiz florasi Gzerinde etkili

olmadigi belirlenmistir.
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