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Ozet

Amag: Yaban mersini olarak bilinen ve halk arasinda diyabet basta
olmak Uzere birgok hastalikta tedavi edici olarak kullanilan
Vaccinium myrtillus, Tirkiye'de yaygin bir yetisme alanina sahiptir.
Bu arastirmada, Vaccinium muyrtillus’un, streptozotosin (STZ) ile
diyabet olusturulmus sicanlarda, lipit peroksidasyonu, antioksidan
sistem ve plazma glikoz dizeyi Uzerine etkilerinin incelenmesi
amaglandi.

Materyal ve Metot: 32 adet Sprague-Dawley yetiskin erkek sigan,
her grupta 8’er adet olmak lzere 4 gruba ayrildi. Gruplar: Kontrol
(K), streptozotosin (STZ), Vaccinium myrtillus (VM), ve Vaccinium
myrtillus + streptozotosin (VM + STZ) verilecek sekilde belirlendi.
STZ sitratli tampon (0,1 M, pH 4,5) igerisinde 55 mg/kg olacak
sekilde hazirlandiktan sonra siganlara tek doz ve intraperitoneal
uygulandi. Hazirlanan ekstre hayvanlara gruplarina gére 10 gin
boyunca her giin gavaj olarak verildi (100 mg/kg). 11. giin hayvan
gruplarina goére streptozosin ile diyabet olusturuldu (55 mg/kg).
Kuyruktan alinan kan ile glikoz élglildi. Antioksidan bir enzim olan
katalaz, Aebi’nin metodu kullanilarak;lipit peroksidasyon Griini olan
MDA, Draper ve Hadley'in spektrofotometrik metoduyla;protein
tayini  ise doku homojenatlarindan  olusan  ekstratlarin
supernatantlarinin  Lowry'nin  yontemine goére belirlenmesiyle
hesaplandi. Sonuglar ANOVA testi ile degerlendirilip, p<0,05
degerler anlamli kabul edilmistir.

Sonuglar: STZ ile diyabet yapilmadan 6nce VM verilen grupta
karaciger CAT degerlerinde anlamli bir artis saptandi. Karaciger
MDA degeri incelendiginde STZ ile VM arasinda ve STZ ile K
arasinda anlaml farklilik gézlendi. Bébrek MDA degerinde, STZ ile
VM karsgilastiriidiginda STZ grubunda MDA degeri ylksek bulundu
(p <0,05).

Tartisma: Siganlarda diyabet olusturulmasiyla oksidatif stres
artmaktadir. Diyabetik siganlara Vaccinium muyrtillus verilmesi
oksidatif stresi azaltmakta ve bu durum siganin genel durumunu
iyilestirmektedir. Vaccinium myrtillus’'un antidiyabetik ve antioksidan
etkilerinin daha net belirlenmesi i¢in daha ¢ok caligmaya ihtiyac
duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Vaccinium myrtillus, Diyabetes Mellitus, MDA,
CAT, Antioksidan.

Abstract

Aim: Vaccinium myrtillus (VM) is popularly known as blueberries
used as a therapeutic in many diseases, especially diabetes. VM
has an extensive habitat in Turkey and America. In this study, we
aimed to investigate the effect of Vaccinium muyrtillus on lipid
peroxidation, antioxidant system and plasma glucose levels in
streptozotocin (STZ) induced diabetic rats.

Materials and Methods: 32 adult male Sprague-Dawley rats were
divided into 4 groups, including 8 rats in each group. Groups were
determined as control (C), streptozotocin (STZ), Vaccinium
myrtillus (VM) and Vaccinium myrtillus + streptozotocin (STZ+VM).
After preparation of STZ contains citrate buffer (0.1 M, pH 4.5),
containing 55 mg/kg, it was applied to the rats as intraperitoneal
and single dose. Extracts were given as oral gavage according to
the group of animals every day during 10 days (100mg / kg). On
day 11, diabetes were introduced by streptozocin (55mg / kg)
according to animal groups. Blood glucose was measured from the
queue. The catalase that is an antioxidant enzyme, activity was
measured, by the Aebi method. Lipid peroxidation product that
malondialdehyde (MDA) content was studied by
spectrophotometric method according to Draper and Hadley
method. The determination of supernatant of the resulting protein
extracts of tissue homogenates was made by determining by the
Lowry method. The results are evaluated by ANOVA, p<0.05 were
considered significant.

Results: There was a significant increase in liver CAT values in
VM group (p <0.05). When the liver MDA levels were examined,
there were significant differences between STZ and VM, STZ and
C. When the kidney MDA levels were compared, MDA levels in
STZ group were significantly higher than VM (p <0.05).

Conclusion: The oxidative stress increase in rats by creation of
diabetes. The applying of Vaccinium muyrtillus to the diabetic rats
reduces oxidative stress and this improves the general state of the
rats. More studies are needed to determine more clearly the
antidiabetic and antioxidant effects of Vaccinium myrtillus.

Keywords: Vaccinium myrtillus, Diabetes Mellitus, MDA, CAT
antioxidant.

GiRiS

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus), fenolik

pigmentler ve antosiyanidinler bakimindan

zengin bir bitkidir. Antosiyanidinler ve diger
fenolik bilesenler organizmada antioksidan

aktivite gOstermektedirler’.  Antioksidanlar,
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lipit peroksidasyon UrinlU olan ve organizma
icin olduk¢a zararli maddelerin hasar verici
etkilerini  azaltmaktadirlar®. Dogal fenolik
antioksidanlarin  diyetle alinmasinin, kalp
hastaliklarini  ve kanseri 6nledigi yapilan
calismalarda gésterilmi§tir7’8. in vitro yapilan
bir calismada barsak epitel hicrelerinde de
yenilenmeyi artirdigi bqunmusturg. Yirmi
kisilik pediatrik grupta yapilan ¢alismada
kemoterapi sonrasi olusan gastrointestinal
problemler Uzerinde kullanilan Vaccinium
myrtillus  ekstresinin  olumlu ybnde etkisi

olduguna dair sonuglar bulunmugturm.

Vaccinium  myrtillus, ylUksek antioksidan
aktivite gostermekte ve bu aktivite, iginde
bulunan antosiyanidin ve fenolik gruplarin

miktarina bagli oldugu dustiniimektedir**>*3.

Vaccinium muyrtillus ile yapilan bir calismada
STZ ile diyabet yapilmis sicanlarda vaccinium
myrtillus’un kan  glikozunu  dusirdugu
gbzlenmistir'®. Vaccinium myrtillus’un iginde
bulunan antosiyanin ve polifenol’in instlin
sekresyonunu arttirici, insulin direncini azaltici,
beta hilcre rejenerasyonunu arttirici etkisi
oldugu bilinmektedir'®>. Alloksan ile diyabet
olusturulmus sicanlara 4 hafta Vaccinium
myrtillus verilmis, 2. ve 4. hafta kan glikoz ve
instlin  dizeylerine  bakimistir.  Kontrol
grubuyla karsilasgtinidiginda, Vaccinium
myrtillus’un glikoz dizeyi Uzerine anlamli bir
dislse ve insllin dizeyinde artisa sebep
oldugu goérilmistir. Ayni calismada yapilan
histolojik incelemede ise Vaccinium myrtillus
verilen grupta adacik hicrelerinde énemli bir
artis saptanmlgtlrle. Diyet ve yasam tarzi
degisikligi ile kontrol edilen tip 2 diyabetli
goéndalldlerle yapilan bir
karbonhidrat

postprandiyal glisemiyi etkileyen fenofenolden

calismada,

emilimini ve bdylece

zengin Vaccinium myrtillus, standardize edilmis
ekstratlar halinde hazirlanarak verilmis ve
glikoz metabolizmasi ve antioksidan sistem
Uzerine akut etkileri arastirilmigtir. Vaccinium
myrtillus’un postprandiyal glikoz ve insdlini
azalttigi gézlenmis, antioksidan metabolizma
Uzerine bir etki gérijlmemistir”. Biyokimyasal
dizeyde vyapilan baska bir c¢alismada,
diyabetik sigcanlarda, Vaccinium myrtillus'un
AMP-activated protein kinaz aracihgiyla kan
glikozunu daslrdigl ve insdlin duyarlihgini
arttirdigi gésterilmigtirlg. Yapilan bazi
calismalarda ise Vaccinium  myrtillus’'un
antiglisemik etki gosterdigine yoénelik bir sonug
bulunmamistir. 5 hafta boyunca diyabetik
siganlara verilen Vaccinium myrtillus, kan
sekerinde anlamli  bir dlslise sebep

olmamistir®®.

Diyabet, insllin salgisi yokluguna veya
dokularin insiline duyarlihginda azalmaya
bagli karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmalarinin bozulmasiyla gelisen bir
durumdur. Diyabetiklerde aclik kan sekeri,
plazma LDL (Dusuk Dansiteli Lipoprotein),
serbest yag asidi degerleri belirgin sekilde
artmaktadir’®.  Diyabet  patofizyolojisi  ile
oksidatif stres ve oksidatif hasar arasinda
anlamli bir iliski oldugu gdsterilmistir™". Ayrica
uzun doénemde diyabet komplikasyonlari ile
oksidatif stres arasinda baglantili olduguna

dair galisma yapilmistir.

Glnimulzde diyabetten korunma ve
tedavide alternatif tip ve tedavi arastirmalari
yogunluk kazanmistir®. Halk arasinda hem
yasllarda hem de gencglerde diyabet
tedavisinde  Vaccinium  myrtillus  yaygin
kullaniimaktadir. Bu ¢alismada, basta diyabet
olmak Uzere birgok hastaligi tedavi edici

Ozelligi olduguna inanilan ve bu amagcla yaygin
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bir bicimde kullanilan Vaccinium myrtillus’un
sicanlarda proflaktik olarak antioksidan sistem
ve plazma glikoz dizeyleri Uzerine etkilerini

arastirmak amaglandi.
MATERYAL VE METOT
Hayvan materyali

Sileyman  Demirel  Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanlirndan
alinan izinle vyapilan arastirma, Sileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlari ve Tip
Arastirmalari

Uygulama ve Arastirma

Merkezi'nde yuratalda.

32 Sprague-Dawley yetiskin erkek sigan, 8
siganlik doért gruba sirasiyla sdyle boélundi:
Kontrol (K), streptozotocin (STZ), Vaccinium
(VM), ve

myrtillus+streptozotocin (VM + STZ).

myrtillus Vaccinium

Vaccinium myrtillus hazirlanmasi

Nisan ve Mayis aylarinda Antalya Serik
ilcesinden toplanan  Vaccinium  muyrtillus,
yapraklari ayrilarak 45 °C de 5-6 saat
kurutulmustur. Blenderde kliglk pargalara
ayrilarak bitki 6zitd hazirlanmistir. Kuru ve
6gutulmus bitki yapraklari 1/5 oraninda %95'lik
etanolle karistiriimistir. Karisim 40C de 24 saat
bekletildikten sonra dnce kaba filtre daha sonra
0.45um’lik membran filtreden slzllerek,
cOzeltiden etanol uzaklastirildiktan sonra -20

°C'de kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.
Deneysel diyabet olusumu

STZ sitrath tampon (0,1 M, pH 4,5) icerinde 55
mg/kg olacak sekilde hazirlandiktan sonra
siganlara tek doz ve intraperitoneal
uygulandlzo. Hazirlanan ekstre hayvanlara

gruplarina gére 10 gin boyunca her gin oral

gavaj olarak verildi (100mg/kg). 11. gin
hayvan gruplarina goére streptozotosin ile
diyabet  olusturuldu  (55mg/kg).  Kuyruk
ucundan glukometre striplerine alinan kan ile
plazma glikoz diizeyi olgildi ve diyabet
olusumu gosterildi. Kan glikoz dizeyinin 250
mg/dl ge¢mesi durumunda diyabet olugsumu
kabul edildi. STZ verildikten sonra her giin kan
seker diizeyleri takip edildi. 2 haftanin sonunda
sicanlar sakrifiye edilerek, karaciger ve bdbrek
dokulari gikartihp antioksidan parametreler

incelendi.
Biyokimyasal dlgimler

Dokularinin homojenizasyonunda pH 7,4 olan
0,05 M Tris-HCI tamponu kullanildi. Alinan
doku ornekleri hassas terazi ile tartilarak yas
agirliklar kaydedildi. Eppendorf tuplerinin igine
yerlestirilerek biyokimyasal ¢alismalar yapilana
kadar -80 °C’de sakland.

Homojenizasyon islemi baslangicinda
karaciger ve bdbrek dokularinin yas agirliklari
tartildi. Dokularin soguklugu muhafaza edilerek
cam tlpe konup dokularin Gzerine 2 ml soguk
Tris-HCI tamponu eklendi. Plastik kaplar icine
buz doldurulup cam tipteki dokular plastik
kaplarin  icerisine  yerlestirilerek 16000
devir/dakika hizda 3 dakika homojenize edildi.
Son hacim, doku agirhginin 10 kati olacak
sekilde tampon ilave edildi. Homojenatlar
soguklugu korunarak eppendorf tlplere
konuldu. Elde edilen homojenatlardan;MDA,
protein miktar tayini yapildi.
Homojenatlar;sogutmali santrifijde, +4 °C'de
5000 devir/dk hizinda 30 dakika santrifQj
edilerek supernatant elde edildi. Ayrilan
stpernatanlardan;CAT enzim aktiviteleri ile

protein miktar  tayini yapildi. Doku
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homojenatlari, slpernatantlari ve ekstratlar
yedeklenerek -80 °C’de sakland.

Protein Tayini

Homojenize edilen karacider ve bdbrek

dokularinin homojenatlarinda,
sUpernatantlarinda ve ekstratlarinda protein
tayini Lowry® yontemi kullanilarak yapildi. Bu
metoda gore;alkali ¢ozeltide bakir-protein
kompleksi olusarak Folin-Ciocalteu-Phenol
reaktifini redukler ve koyu mavi bir renk olugur.
Buradaki rengin koyulugu ortamdaki protein

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
MDA Tayini

Malondialdehid

drtnuddr. MDA miktari Draper ve Hadley’in2

(MDA) lipit peroksidasyon
6
metoduna goére spektrofotometrik ydntemle
calisildi. Bu ydéntemde, MDA ile tiobarbittrik
asit (TBA) reaksiyonunun meydana getirdigi
Olcimle

renk olusumu spektrofotometrik

degerlendiriimektedir.
CAT Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi Aebi'nin®’ metoduna gore
¢alisildi. Hidrojen peroksit (H,O,) 240 nm’de
maksimum absorbans verir. Deney ortamina
eklenen H,0,, katalaz enzimi tarafindan su ve
oksijene parcalanmakta, bu ise kendini
ultraviyole spektrumda absorbans azalmasi
seklinde goOstermektedir. Absorbanstaki bu
azalma CAT enziminin aktivitesi ile dogru

oranti géstermektedir.
Verilerin analizi

Verilerin analizinde, SPSS 21.0 paket programi
kullanildi. Veriler Levene homojenite testine
tabi tutuldu. Verilerin homojenligi, denek sayisi

ve parametrik dagilim g6z o6nlne alinarak,

Anova test ve posthoc Bonferroni, Tukey,

Duncan testlerle gruplar

arasi

farklihklar

degerlendirildi. Anlamlilik duzeyi olarak <0,05

sinir kabul edildi. Sonuglar ortalama + standart
hata (SEM) olarak verildi.

BULGULAR:

TABLO 1:Gruplara gére doku MDA-CAT ve
serum glikoz seviyeleri:

(ortalamazstandart

hata (SEM))

K STz M VM+STZ
,'\‘A*‘Drzc'ge' 0,15£0,01 0,2740,04 0,15£0,03  0,20£0,01
éa’ac'ger 2,320,06 1,55:0,11 2,99+0,11 1,74+0,07
AT
Bébrek 3540,01 0,39:0,01 0,320,01 0,340,02
MDA
2°b’ek 0,74£0,02 0,5240,02 1,2620,06 0,8410,45
AT
sTZ

Sonrasi 192,75+16,28 431,38+20,06 193,75+3,58 364,38+37,73

Glikoz

Karaciger MDA degeri incelendiginde STZ ile
VM arasinda ve STZ ile K arasinda, STZ
grubunda yuksek olmak tzere anlamh farklilik

g6zlenmistir (sirasiyla;p=0,019 ve p=0,021)

Bobrek MDA degerinde, STZ ile VM
karsilastinildiginda STZ grubunda MDA degeri
yuksek bulunmustur (p=0,047).

Karaciger CAT diizeyine baktigimiz zaman, K
ile VM Kkarsilastiriidiginda VM de CAT
dlzeyinin yuksek oldugu (p=0.00), K ile STZ
karsilastinildiginda K dizeyinin yiksek oldugu
(p=0,00), K ile VM+STZ karsilastinidiginda K
(p=0,003)
gorilmastar. VM ile STZ karsilastirildiginda

diizeyinin yuksek oldugu
VM'de CAT degerinin daha yiiksek oldugu
(p=0,00), VM ile VM+STZ karsilastiriidiginda
VM'de CAT degerinin daha yiksek oldugu
(p=0,00) bulunmustur. STZ ile STZ+VM
farklihk

arasinda anlaml

(p=0,775)

g6zlenmemistir
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Bobrek CAT degerinde ise, K ile VM
karsilastirildiginda VM'de CAT diizeyinin
yuksek oldugu (p=0.00), K ile STZ
karsilastirildiginda K grubunda diizeyin yuksek
oldugu (p=0,031) goéralmistir. VM ile STZ
karsilastirildiginda VM’de CAT degerinin daha
yiksek oldugu (p=0,00), VM ile VM+STZ
karsilastirildiginda VM’de CAT degerinin daha
yuksek oldugu (p=0,00) bulunmustur. STZ ile
VM+STZ karsilastirildiginda, STZ+VM de CAT
degerinin  ylksek  oldugu
(p=0,001).

bulunmustur

Glikoz duzeylerini inceledigimizde, K ile STZ
karsilastirildiginda STZ dizeyinin  yiksek
oldugu (p=0,00), K ile STZ+VM
karsilastirildijinda, STZ+VM de daha yiksek
oldugu goriimustar. VM ile STZ
karsilastirildiginda STZ de glikoz degerinin
daha yuksek oldugu (p=0,00), VM ile VM+STZ
karsilastirildiginda  VM+STZ de  glikoz
degerinin  daha yliksek oldugu (p=0,00)

bulunmustur.
TARTISMA:

Oksidatif hasar, organizmada meydana gelen
fizyolojik veya patolojik slregler igerisinde
ortaya cikan serbest radikaller ile antioksidan
sistem arasindaki dengenin, serbest radikaller
lehine bozulmasi durumunda olusan bir
durumdur. Organizma ise enzimatik ve
nonenzimatik yollarla bu hasardan kendisini

korumaya gallgmaktadw”.

Diyabet, glisemik kontrol bozuklugu ile giden

ve klinigin olusmasinda antioksidan
metabolizma bozuklugunun da rol aldigi bir
hastaliktir.  Vaccinium myrtillus ile birgok
calisma yapilmis ve organizmada antioksidan
sistem ve diyabet Uizerine etkileri arastiriimistir.

STZ ile diyabet yapilmis siganlarla yapilan bir

calismada Vaccinium  myrtillus’'un  kan
glikozunu dusirdaga gézlenmigtir“. Bozulmus
plazma glikozu olan 106 Kkisi ile yapilan bir
arastirmada, Vaccinium myrtillus’un glisemik
kontrolli duzeltici etkisinin oldugu ve tip 2
diyabet igin riskli kisilerde kullaniminin faydali

olabilecegi gésterilmi§tir28.

Biyokimyasal dizeyde yapmis oldugumuz
arastirmada, sigcanlarin karaciger ve bobrek
dokularindaki antioksidan aktiviteyi ve lipit
peroksidasyonunu inceledik. Bu aktiviteyi
antioksidan bir enzim olan katalaz duizeyleri
Uzerinden, lipit peroksidasyonunu ise MDA

Uzerinden hesaplamak amaglandi.

Karaciger MDA degeri incelendiginde STZ ile
VM arasinda ve STZ ile K arasinda, STZ
grubunda yuksek olmak Utzere anlaml farkhlik
go6zlenmistir. Bobrek MDA degerinde, STZ ile
VM karsilastinildiginda STZ grubunda MDA
degeri yuksek bulunmustur. Bu sonuglar,
Vaccinium myrtillus’un lipit peroksidasyonunu
azaltici etkisi olabilecegini dusundirmektedir.
Bobrek CAT degerinde ise, K ile VM
karsilastinidiginda VM de CAT dizeyinin
yuksek oldugu goérilmistir. VM ile STZ
karsilastirildiginda VM’de CAT degerinin daha
yuksek oldugu, VM ile VM+STZ
karsilastirildiginda VM’de CAT degerinin daha
yuksek oldugu bulunmustur. STZ ile VM+STZ
karsilastirildiginda, STZ+VM de CAT degerinin
yuksek oldugu bulunmustur. Karaciger CAT
dizeyine baktigimiz zaman, K ile VM
karsilastinidiginda VM de CAT dizeyinin
yuksek oldugu gérulmastar. VM ile STZ
karsilastirildiginda VM’de CAT degerinin daha
yuksek oldugu, VM ile VM+STZ
CAT degerinin

daha yuksek oldugu bulunmustur. Katalazin

karsilastinidiginda VM’de

VM gruplarinda yuksek olmasi, Vaccinium
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myrtillus’un oksidatif stresi azaltici yonde etki
gosterebilecegini dislindirmektedir. STZ ile
STZ+VM farkhlik

gbzlenmemisgtir.

arasinda anlamli

STZ ile STZ+VM verilen grup kan sekerleri
STZ+VM'de kan sekeri

dlzeyi daha dusik c¢iksa da sonug¢ anlamli

karsilastirildiginda,

bulunmamistir.

Sonug olarak, diyetle vermis oldugumuz

Vaccinium myrtillus, siganlarda antioksidan
enzim olan CAT dizeyinde yilkselmeye ve
plazma glikoz dlzeyinde azalmaya sebep
olmaktadir. Oksidatif stresin azaltiimasinin
diyabette klinigin dizelmesi ve genel durumun
katkilar

g6z oOnlinde bulundurursak,

iyilesmesi yénunde olumlu
saglanacagini
Vaccinium myrtillus’'un diyabet hastalarinda
klinigi iyilestirme yonunde faydasi olabilecektir.
Denek sayisinin arttiriimasi, klinik ¢alismalar
yapilmasi, doz ve surenin kademeli arttirilarak
deneylerin tekrarlanmasi sonucunda daha
genis verilere ve sonuglara ulasmak mumkin
olabilecektir.  Vaccinium  myrtillus’'un  bu
etkilerini daha iyi saptayabilmek i¢in daha ¢ok

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

NOT: 1. Bu calisma daha 6nce;2015 yilinda
‘The XXIV ISMS

Symposium on Morphological

istanbul'da diizenlenen
(International
Sciences)da poster olarak sunulmustur.
Kongrenin bildiri 6zetleri ‘Anatomy’ dergisinin
2015 kongre 6zel sayisinda ‘abstract’ olarak
yayinlanmistir. 2. Yazarlar arasinda herhangi

bir ¢ikar ¢atismasi bulunmamaktadir.
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