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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) insiilin eksikliginden ve/veya insiilin aktivite bozuklugundan
kaynaklanan (ADA; 2014), koma ve ketoasidoz ile kendini belli eden akut ve vaskiiler
bozukluklar, nefropati, retinopati ve noropati ile seyreden kronik metabolik
bozukluklara yol agan, hiperglisemi, glikoziiri ve lipoprotein metabolizmasi
bozuklugu ile karakterize olan bir endokrin sistem hastaligidir (WHO, 1998; Hoenig,
2002; Basaran, 2008). Akut donemde canlinin dliimiine yol a¢an bu metabolizma
hastaligl, kronik donemde de hipergliseminin siddeti oramnda ozellikle gozde,
bobreklerde, sinir dokuda, kalpte ve kan damarlarinda disfonksiyona, hatta bu organ
ve dokularin iflasina neden olmaktadir (ADA; 2014). DM ¢esitli tiplere ayrilmstir.
Bunlarin i¢inde en ¢ok kabul goren tip 1 ve tip 2 DM seklindeki ayrimdir (ilhan, 2007).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Diinya Diyabet Vakfimin (WDF) 2016-2017
yili resmi verilerine gore, diinya genelinde 422-425 milyon insan diyabetten etkilenmis
ve 2017 yilimn sonuna dogru yaklasik 4 milyon kisi diyabet nedeniyle yasanmin
yitirmistir. 2045 yilinda 629 milyon kisinin diyabetten etkilenecegi ongoriillmektedir
(IDF, 2018; WHO, 2018b; WDF, 2018). Diyabet goriilme sikligim etkileyen faktorler
kalitim, beslenmede dengesizlik, otoimmiinite, cografya, yas, cinsiyet, obezite ve
gebeliktir (Bagriagik, 1997). Diyabetli insanlarin yaklasik %80°1 diisiik ve orta gelirli
tilkelerde yasamaktadir (IDF, 2018).

Diyabetli insan sayisimin en fazla oldugu iilkeler Hindistan, Cin ve ABD’dir
(Tiirker ve Siizmegelik, 2010). Giineydogu Asya ve Bati Pasifik iilkeleri de son
yillarda diyabetli insan sayisimin artis gosterdigi yerlerdir (IDF, 2018). WHO 2016 ve
IDF 2017 verilerine gore, Tiirkiye'de 9 milyondan fazla diyabetli birey olup, her yil
yaklasik 46 bin birey bu hastalik sebebiyle yagamini yitirmekte ve giin gectikce Sliim
oram artig gostermektedir. Diyabet tedavisi i¢in yapilan masraflar, diinya geneli saglik
giderlerinin %20’sini teskil etmekte ve bu masraflar global ekonomiye 727 milyar
dolar kayip olarak yansimaktadir (WHO, 2018b; WDF, 2018).
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Diyabet ¢esitlerine gore bir oranlama yapilacak olursa, diyabetli bireylerin
%10’u tip 1 diyabetli ve %90°1 da tip 2 diyabetli hastalardan olusmaktadir (WHO,
2018a; IDF, 2018). Tip 1 diyabet hastaligindan korunmak ig¢in heniiz bir yontem
gelistirilememis olmakla birlikte, tedavide kullamlacak tek ila¢ insiilindir (TEMD,
2011). Tip 2 diyabetten korunmak miimkiindiir ve yasam tarzinda yapilan
degisikliklerle hastaliktan etkilenme riski azaltilmaktadir (URL-1, 2014). Egzersiz ve
diizenli Spor programlari, uygun diyetle beslenmek, sigara kullanmamak, stres
faktorlerinin azaltilmasi ve uyku diizenini saglamak gibi koruyucu onlemler sayesinde
diyabet hastasi olma riski minimuma indirilmektedir. Cesitli ilaglar tedavi amaciyla

kullammaktadir (McCulloch, 2013).

Deneysel ve klinik ¢alismalar hem tip 1 hem de tip 2 diyabetin ve bunlarin
kronik dénem komplikasyonlarinin gelisiminde, organizmamin oksidan-antioksidan
sisteminin 6nemli rol oynadigim gostermektedir (Maritim ve ark., 2003). Oksidatif
stres kisaca, serbest radikaller ve antioksidan dengesinin oksidanlar lehine bozulmasi
olarak tammlanmaktadir (Kaur ve Kapoor, 2001; Pruchniak ve ark, 2016). Asir1
miktarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretimi ve buna bagli olarak yetersiz kalan
antioksidatif metabolizma, dokularda ve hiicrelerde oksidatif hasar olarak tanimlanan

ve oksidatif stresin nedenini olusturan bir duruma yol agmaktadir (Halliwell, 2011).

Diyabetik canlilarda glikoz oksidasyonu, proteinlerin nonenzimatik glikasyonu
ve bunu takiben glikozillenmis proteinlerin oksidatif degradasyonu sonucunda serbest
radikaller olugsmaktadir. Serbest radikallerin asir1 miktarda artis gostermesi, yani
redoks dengesinin oksidanlar lehine bozulmasi, hiicre organelleri ve enzimlerinde
hasara, lipid peroksidasyonunda artisa ve insiilin direnci gelisimine yol agmaktadir.
Ardisira birbirini tetikleyen bu oksidatif olaylar zinciri diyabet komplikasyonlarimin

gelisimine de zemin hazirlamaktadir (Maritim ve ark., 2003).

Gliniimiizde tip 2 diyabet hastalifiin tedavisi ig¢in yeni yoOntemler
gelistirilmektedir. Bunlar arasinda, insiilin seviyesini artirmadan acglik ve tokluk kan

glikozunu diisiirmeye yarayan yontemler tip 2 diyabet hastaligimin tedavisi alaninda
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yeni kesfedilen yontemlerdir (Scranton ve Cincotta, 2010). Ozellikle tip 1 diyabetin
tedavisi i¢in yegane ¢oziim yolu olarak karsimiza ¢ikan insiilin ile tedavi yontemi ve
tip 2 diyabetin tedavisi i¢in de hem sentetik ilaglarin kullamm, hem de insiilin
kullamim yoluyla tedavi yontemleri makrovaskiiler, retinal ve noropatik fonksiyonlarin
dejenerasyonunu ve hatta insiilin direncinin gelisimini tam bir etkinlikle
onleyememektedir. Bu nedenle alternatif tedavi yontemleri, konvansiyonel olarak DM
tedavisinde kullamlan ve yan etki olarak istahsizlik, bulanti, kusma, siskinlik,
meteorismus, abdominal rahatsizlik, diyare gibi gastrointestinal sistem sikayetleri,
deride kasinti, kizariklik gibi dermatolojik sikayetler, hepatotoksisite, hipoglisemi,
miyalji, solunum yolu enfeksiyonlarina neden olan ilaglarin yerine (Bennett ve ark.,
2011; URL-10, 2016), alternatif tedavi yontemlerinin uygulanmasi giderek artig
gostermektedir (Hou ve ark., 2005).

Alternatif tedavi yontemlerinden biri de bal arist liriinlerinden bal, polen,
propolis, ar1 siitli, balmumu ve apitoksin kullanilarak yapilan terapi veya koruyucu
hekimlik yontemi olan apiterapidir (Krell, 1996; Ulusoy, 2012; URL-11, 2014; AAS,
2018).

DM iizerine bal aris1 zehirinin (apis venomu-apitoksin) etkisinin arastirilmasi
heniiz ¢ok yeni bir arastirma alanmidir. Sinirli sayida literatiir bilgisinin basinda,
1999°da yayinlanan ve apitoksinin non-obez diyabetli ratlarda insiilitisi inhibe ettigi
ve gelisimini 6nledigini rapor eden bir aragtirma makalesi gelmektedir (Kim ve ark.,
1999).

2012’de yapilan bir arastirmaya gore, deneysel diyabet modeli olusturulan
ratlarda apitoksinin hipoglisemik ve lipid profili {izerine olan etkileri iizerinde 4 hafta
boyunca ¢alisilmis, diyabetik gruba gore apitoksinle tedavi grubunda serum glikoz,
total kolesterol ve trigliserid diizeylerinde anlaml1 diisiis ve serum insiilin seviyesinde

ise artig saptanmistir (Mousavi ve ark., 2012).
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1.1 Kan Glikozunun Hormonal Regiilasyonu

Kan glikoz seviyesinin ayarlanmasi ve yaklasik 4,5 mmol/L (veya 60 — 90 mg/100 ml)
seviyesinde tutulmasi insiilin, glukagon, epinefrin ve kortizol hormonlarimn karsilikl1
veya sinerjistik etkilesimlerine baghidir. Viicuttaki ¢ogu dokuda, ozellikle de
karaciger, kaslar ve yag dokuda gerceklesen metabolik olaylar sirasinda adi gegen
hormonlar bu etkilerini gostermektedirler (Eigler ve ark., 1979; Lehninger
Biochemistry 5™ edt., 2008).

Glukagon hormonu kan glikozunun epeyce diisiik oldugu durumlarda dokulari
uyarmaktadir. Dokunun yanitt &zellikle karacigerde glikojenden glikoz firetimini
(glikojenoliz) saglamak ve karacigerde glikoneogenezle ilgili enzimlerin miktarint
arttirarak glikoneogenezi baslatma seklinde ve de depo yaglar1 glikoz kullanimim
diistirmek amaciyla oksitlemek seklinde olmaktadir (Taborsky, 2010; Lehninger
Biochemistry 5™ edt., 2008).

Epinefrin kaslar1, akcigerleri ve kalbi, ani gelisen ve asiri miktarda enerji
gerektirecek sekilde gelisen olaylara hazirlamak amaciyla kana salinmakta (Campbell
Biology 9" edt., 2010) ve kan glikoz konsantrasyonunda hizli bir artisa neden
olmaktadir (Sherwin ve Sacca, 1984).

Kortizol viicudun uzun donemdeki strese karsi yamtin1 ayarlamaktadir.
Karacigerde aminoasitler ve gliserol {iizerinden glikoneogenezi uyarmaktadir
(Lehninger biochemistry 5% edt., 2008). Koépeklerde kan glikozu iizerine cesitli
endokrin hormonlarin etkilerini arastiran Eigler ve ark. (1979), kortizolun glukagon ve
epinefrin tarafindan indiiklenen glikozun normal seviyesinin iistiinde salgilanmasi

durumunu siirdiirmede etkili bir hormon oldugunu belirtmislerdir.
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1.1.1 Glikoz Tasiyicilann (GLUT) ve Diyabet Iliskisi

Saglikli beslenme diyetiyle viicuda alinan karbonhidratlarin sindirim tiriinlerinden bir
tanesi olan glikozun hiicre i¢ine tasinmasi ve enerji metabolizmasinda kullamlmasi
amaciyla glikoz tasiyicilar1 (GLUT) olarak isimlendirilen protein yapisindaki
komponentler gorev almaktadir. Hiicrelerin plazma membramnda yer alan GLUT
hiicre i¢i ortama glikoz tasinmasim kolaylastirilmis diflizyon islemiyle miimkiin
kilmaktadir. Tablo 1°de insan hiicrelerinde GLUT ailesinin 14 iiyesi sunulmustur
(Barron ve ark., 2016; Gayathri ve Gayathri, 2016).

Deney hayvanlarinda ve insanlarda yapilan aragtirmalar, GLUT 2’nin insiilin
salimmu {izerindeki roliini ve GLUT 4’tin ¢evresel dokulardaki insiiline bagl
ekzositozunu ve tim viicuttaki glikoz dengesini nasil diizenledigini ortaya
koymaktadir (Gould ve Holman, 1993).

Garvey ve ark. (1991), tip 2 diyabet hastalar1 ve obezite hastalar1 {izerinde
yaptiklar1 bir arastirmada, bu hastaliklarin molekiiler mekanizmasi nedeniyle GLUT
4’lin pretranslasyonel ekspresyonunda baskilanma gozlemlemisler ve bunun
adipositlerde glikoz toleransinda bozulmaya ve insiilin direnci gelismesine neden

oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Iskelet kaslarinda ve adipositlerde insiilin uyarimli glikoz transportu, GLUT
4’in intraselliller ortamdan plazma membranina translokasyonu ile miimkiin
olmaktadir (Miura ve ark., 2001). Gayathri ve Gayathri (2016), insiilin direnci ve
diyabetin olusturdugu diger bozukluklarin nedeni olarak, GLUT 4’iin translokasyon
bozuklugundan kaynaklanan kaslardaki defektif glikoz transportu oldugunu
diistinmektedirler. Tip 2 diyabetlilerde ve insiilin direnglilerde, insiilin reseptor
substrat-1 fosforilasyonunun ve fosfatidilinozitol 3 kinaz enziminin aktivitesinin
uyarilmasi, GLUT 4 translokasyonuna olumlu bir sekilde katkida bulunabilmektedir.
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Tablo 1: GLUT ailesinin substratlar1 ve bulundugu dokular (Barron ve ark., 2016).

Tasiyici Substrati Bulundugu dokular
Glikoz, Galaktoz, Mannoz, Viieudun her verinde
GLUT1 Glikozamin, Dehidroaskorbik bulunabilmekt}eldir
asit (DHA)
GLUT? Glikoz, G_alaktoz, Mannoz, Bobrek, ince bagirsak,
Glikozamin, Fruktoz karaciger, pankreas
GLUT3 ﬁlsl:fgzz Sﬁliktoz’ hlennoe Beyin, testis
GLUT4 Glikoz, DHA, Glikozamin Kas, yag doku, kalp
GLUT5 Fruktoz Bagirsak, bobrek, testis
GLUT6 Glikoz Dalak, beyin, Iokositler
GLUT? Glikoz, Fruktoz Ince bagirsak, kolon, testis,
prostat
Testis, beyin, adrenal bez,
GLUTS Glikoz karaciger, dalak, yag doku,
akciger
GLUT9 Glikoz, Fruktoz, Urat I;:;ﬁféiesr bobrek, plasenta,
. . Kalp, akciger, beyin, karaciger,
GLUT10 2-deoksi-D-glikoz, Galaktoz kas,ppa M§as, pla};enta, béb%ek
GLUT11-A- kalp, kas, bobrek
GLUT11-B- plasenta, yag doku,
GLUT11 Glikoz, Fruktoz bobrek
GLUT11-C- kalp, kas, yag
doku, pankreas
GLUT12 Glikoz Kaf, kalp, yag doku, ince
bagirsak, prostat, plasenta
HMIT
(H+/miyoinozitol Miyoinozitol Beyin
tasiyicisi)
GLUT14 N/A Testis

1.1.2 insiilin Hormonunun Yapisi, Sentezive Salgilanmasi

Ik yapis1 Sanger ve ark. (1945, 1949) tarafindan yaklasik 10 yilda tammlanan insiilin,
polipeptid yapisinda ve relatif molekiiler agirlign 5,800 Dalton olan bir endokrin
pankreas hormonudur. A ve B olmak tizere iki polipeptid zincirinden olugsmaktadir. A
zinciri 21, B zinciri ise 30 aminoasitten olusmaktadir. Bu iki zincir, iki disiilfid bag
ile birbirine baglanmaktadir (Lehninger biochemistry 5" edt., 2008). Insiilin veya

insiilin benzeri maddeler yalmzca memelilerde degil, omurgasizlarda ve hatta
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prokaryot, 6karyot ve mantar gibi tek hiicreli organizmalarda da sentezlenmektedir
(Souza ve Lopez, 2004).

Giin i¢inde beslenmeye bagli olarak degisimler gosteren kan glikoz seviyesinin
4,5 mmol/L seviyesinde tutulmasini saglayan hormonlardan bir tanesi insiilindir. Kan
glikozundaki  degisimler insiilin salimmum kontrol etmektedir  (Lehninger
biochemistry 5% edt., 2008).

Insiilin, pankreasin Langerhens adaciklar1 P — hiicreleri tarafindan
salgilanmaktadir (Sekil 1). Insiilinin posttranslasyonel modifikasyon asamalar1, sekil
2’de sunuldugu iizere su sekilde gerceklesmektedir: oncelikle inaktif tek zincir halinde
preproinsiilin olarak isimlendirilen molekiil sentezlenir. Preproinsiilinin amino-
terminaline “sinyal dizisi” ismi verilir ki bu dizinin gbrevi, preproinsiilinin salgi
vezikiilleri igerisine (Golgi kompleksine) gecisini saglamaktir. Salgi vezikiilleri
icerisine giren preproinsiilinin sinyal dizisi proteolitik reaksiyonla koparilir ve 3
disiilfid képriisiinden ibaret proinsiilin molekiilii olusur (Lehninger biochemistry 5%
edt., 2008).

SUR-1
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Glukoz ‘I 8 + TRPM4
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U7} | Mitokondri &
V o~
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Sekil 1: Pankreatik B hiicreleri tarafindan insiilin sekresyonu mekanizmasi
(Guinamard ve ark., 2010).
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Sekil 2: insiilin biyosentezi (2004 - Beta Cell Biology Consortium).

Kan glikozu yeterince yiikseldiginde, proinsiilin spesifik proteazlarin etkisiyle,
A ve B polipeptid zincirlerini birbirine baglayan C zinciri koparilarak proinsiilin
molekiilii aktif insiilin molekiilii haline getirilmektedir. Bu olayin mekanizmasi su
sekilde agiklanmaktadir: yiikselen kan glikozu, B — hiicresinin membraninda bulunan
GLUT 2 isimli glikoz tastyicist araciligtyla hiicre igine tasimir. Burada glikoz,
glukokinaz tarafindan glikoz 6 fosfat’a ¢evrilir. Bu molekiil glikoliz reaksiyonuna
girer. Hiicre ici ATP miktar1 yiikselir. Bu yiikselme yine hiicre membraninda lokalize
olan ATP duyarli K* kanallarimin (Katp) kapanmasina neden olur. Béylece hiicre
digina salinan K* miktar1 azalir. Bu degisiklik ise membran depolarizasyonuna neden
olarak voltaj bagimli kalsiyum kanallarinin agilmasim saglar. Bu durum, son olarak
hiicre disindan igeriye Ca?" iyonlarimn gegisine ve bu iyonlar da insiilini i¢inde
hapseden vezikiillerin ekzositozuna neden olmaktadir (Lehninger biochemistry 5t
edt., 2008).
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1.1.3 insiilinin Metabolizma Uzerindeki Etkileri

Insiilin, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasini uyaran bir hormondur. Metabolik enzimleri
ve gen ekspresyonunu diizenler. Glikojen sentaz enzimini aktive eder. Metabolizma
tizerindeki genel etki olarak lipojenez, glikojenez ve protein sentezini artirirken lipoliz,
glikojenoliz, proteoliz, glikoneogenez ve ketogenezi azaltir. Boylece yag dokuda,
karacigerde ve kaslarda glikozun depolanmasini saglar (Sonksen ve Sonksen, 2000;
Saltiel ve Kahn, 2001; Lehninger biochemistry 5™ edt., 2008). Iskelet kaslar1, glikojen
sentezinin en fazla yapildigi dokudur (DeFronzo ve Tripathy, 2009).

Karbonhidratga zengin bir diyetle beslenmenin ardindan kan glikoz seviyesi
yaklasik 5 mmol/L’yi bulmaktadir. Viicut i¢in asir1 miktarda olan bu glikoz seviyesinin
normale geri ¢ekilmesi Ozellikle kalp kasi, iskelet kaslar1 ve adipozitler tarafindan
glikozun depolanmasi ile miimkiin olmaktadir. Insiilin bu dokular1 uyararak, fazla kan
glikozunun bu dokularda glikoz 6 fosfat’a g¢evrilerek depolanmasim (kalp ve iskelet
kaslarinda glikojen olarak, yag dokuda ise triacilgliserol olarak) saglamaktadir.
Karacigerde insiilin, glikojen sentaz1 aktive ederken, glikojen fosforilaz1 inaktive eder
ve sonug olarak glikoz 6 fosfat’in ¢ogu glikojen seklinde depolamir (Lehninger
biochemistry 5™ edt., 2008). Sekil 3’te goriilecegi gibi, miyositlere ve adipositlere
glikoz girisi GLUT 4 isimli glikoz tastyicist sayesinde miimkiin olmaktadir (Fukomoto
ve ark., 1989).

Fizyolojik viicut kosullarinda, glikoz 6 fosfatin tigte ikisi glikojene
donustiiriiliip depolamrken, geri kalam glikolizde harcanmaktadir. Glikolitik olarak
pargalanan glikozun %80-90’1 karbondioksit ve suya doniistiiriillmekte, %10-20’si ise
laktata doniistiirtilmektedir.
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Tablo 2: insiilin’in kan glikozu iizerindeki etkileri: Dokulardaki metabolik e tkisi ve hedefenzimleri

Metabolik Etki Hedef Enzim ‘

1 Glikoz alimu (kas, yag doku) 1 Glikoz tasiyicist (GLUT4)
1 Glikoz alimu (karaciger) 1 Glukokinaz

1 Glikojen sentezi (karaciger, kas) 1 Glikojen sentaz

| Glikojen yikim (karaciger, kas) | Glikojen fosforilaz

- ) o _ 1 PFK-1 (1 PFK-2 tarafindan)
1 Glikoliz, asetil-CoA iiretimi (karaciger, kas) ‘ o
1 Piriivat dehidrojenaz kompleks

1 Yag asiti sentezi (karaciger) 1 Asetil-CoA karboksilaz
1 Triagilgliserol sentezi (yag doku) 1 Lipoprotein lipaz

Insiilin, fazla karbonhidratin yag olarak adipoz dokuda depolanmasimi da
stimiile etmektedir. Karacigerde insiilin hem glikoz 6-fosfatin glikoliz yoluyla piriivata
oksidasyonunu, hem de piriivatin asetil-CoA'ya oksidasyonunu uyarmaktadir

(Lehninger biochemistry 5t edt., 2008).

Insiilin reseptériiyle etkilesime girdiginde, glikoz
tasiyicilari hiicremembraniilekaynasarakhiicre
membran yiizeyindeki sayilariniartirmaktadir

i ©
st .\\i Insiilin seviyesi diistiigiinde, glikoz
tasiyicilar: plazma membranindan

L
L]
ﬁ / EE—% ‘f%w. 2 ™ kiigiikk vezikiiller haline getirilip
| :E endositoz yoluyla hiicre i¢ine dogru

71 Glikoz /- gbemektedir
Insiilin

A
Hiicre éﬂ? Tasiyicist

Resentorii (GLUT4) E ® e

Membrani :
Glikoz ta§1y1c1la1ED ﬁ? Gﬁ j
hiicreiginde
depolanmaktadir m M % ?3
Glikoz tasiyicilariilebirlesmis \ é%‘ ? &)

olan endozom pargalar1insiilin

Kiiciik vezikiiller dah
seviyesinin tekrar yiikselmesi ® Eg- @ ugub.\./eflkul erdand
durumunda yeniden salinmak ;yu olanl
iizere kiigiik vezikiiller haline Qp ;'nl ozon;(tard.a
irlesmektedir

getirilmektedir.

Sekil 3: Insiilin kontroliinde GLUT-4 tarafindan glikoz transportu (Lehninger
Biochemistry 5th edt., 2008, sayfa 394).
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Insiilin hepatik glikoz cikisimi, yani karacigerden glikozun kana gegisini,
glikojenezi uyararak ve glikojenoliz ile glikoneogenezi engelleyerek baskilamaktadir.
Hepatik glikoz ¢ikisinin artis gostermesi, hiperglisemiyi dogurmaktadir. Bu durum, tip
2 diyabet hastalarinda aclik hiperglisemisi olarak kendini gdsteren semptomun

kaynag olarak goriilmektedir (Li ve Zhang, 2000).

Bazilar1 insiilin tarafindan fosforilasyon ve defosforilasyon reaksiyonlari
sayesinde kontrol edilen enzimatik reaksiyonlar, insiilinin metabolizma tizerindeki
etkileri konu bashig altinda agiklanan ve karacigerde gerceklesen enzim ve islevi

mekanizmalar1 su sekilde 6zetlenmektedir (Li ve Zhang, 2000):

o Glikoliz ve glikojenezi saglayan enzimler: glikokinaz, glikojen sentaz kinaz-3,

¢ Glikojenolizi saglayan enzimler: fosforilaz,

e Glikoneogenezi saglayan enzimler: fosfoenolpiriivat karboksilaz, fruktoz 1,6
bifosfataz,

e Ortak enzim yolagr: glikoz-6-fosfataz’dir.

1.1.4 Insiilin Sinyal fletimi Yolag ve Isleyis Mekanizmasi

Insiilin sinyal iletimi yolag1, organizmada glikoz dengesinin siirdiiriilmesi, mitojenik
(mitoz bdliinmeyi uyaran) olaylarin tetiklenmesi ve siirdiiriilebilirligi agisindan dnemli
olan biyokimyasal bir siirectir. Bu siire¢ aglik-tokluk durumu, stres, cesitli hastaliklar

ve hormonlar tarafindan etkilenmektedir (lliya ve ark., 2016).

Glikozu kullanan hiicreler, insiilin kontroliinde olan bir mekanizma ile
metabolizmalarinda glikozu bir seri reaksiyonda substrat olarak kullanmaktadirlar.
Iskelet kas1 hiicreleri ve adipositlerde, insiilin fosforilasyon ve defosforilasyon
reaksiyonlarim  kontrol  ederek, bu  hiicreler igerisine glikoz  alim

gerceklestirilmektedir. Iskelet kasinda, insiilin reseptoriindeki tirozin molekiillerine
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baglanarak fosforilasyona neden olmaktadir. Fosforilasyondan sonra, insiilin reseptor
substrati-1 (IRS-1) hiicre membramna go¢ ederek bitisigindeki tirozin molekiilleriyle
fosforile olmaktadir. IRS-1’in tirozin fosforilasyonu, fosfatidil inozitol 3 kinazin p85
diizenleyici alt iinitesinin aktivasyonuna neden olmakta ve p110 katalitik alt {initesini
aktive etmektedir, ki bu durum fosfatidilinozitol-3,4,5 trifosfat molekiiliinde artisa
neden olmaktadir. Boylece protein kinaz B (Akt olarak da isimlendirilmektedir) aktive
olmaktadir ve GLUT 4’iin sarkolemmaya dogru yer degistirmesini kolaylastiran Akt
substrat 160’1n aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Hiicre igine giren glikoz, hekzokinaz
tarafindan hizla fosforile edilmektedir (DeFronzo ve Tripathy, 2009).

1.2 Diabetes Mellitus ve Diabetes Mellitus Tipleri

Diabetes Mellitus (DM); Yunanca “diabetes” yani asir1 tirinasyon ve Latince
“mellitus” yani bal veya seker varligi anlamina gelen, asir1 miktarda ve tatli idrar
¢ikarma durumunu belirten bu iki sdzciiglin birlesiminden olusan terminolojik bir

tammlamadir (Maggiore, 2014).

Diyabet yalnizca insanlarin degil, aym zamanda hayvanlarin da hastaligidir.
Ozellikle kedi ve kdpeklerde sik¢a rastlamlan bir problemdir. Kedilerde, kdpeklerden
daha fazla rastlamlir. Insan hekimligindeki diyabetin gelisen sagaltim ve

monitdrizasyon teknikleri veteriner hekimliginde de uygulanmaktadir (Rios ve Ward,
2008).

DM gesitli sekillerde simflandirilmaktadir (Tablo 3). Cogu DM vakasi kolayca
tek bir siif igerisine dahil edilemese de, Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 1998°de
onerdigi ve halen en ¢ok kabul géren simflandirma, etiyolojisine gore tip 1, tip 2,
gebelik diyabeti (gestasyonel diyabet) ve diger spesifik tip diyabetler seklindeki
siiflandirmadir (ilhan, 2007).



24

Diyabetin simiflandirilmasinda, diyabet gelisiminin altinda yatan patojenik
siirecler goz Oniine alinmaktadir. Bu patojenik siirecler, B — hiicrelerinin otoimmiin
yitkimina ve insiilin direnci ile sonuclanan anormalliklere dayanmaktadir. f —
hiicrelerinin otoimmiin yikimu sonucunda insiilin yetersizligi meydana gelmekte ve bu
durumtip 1 diyabet gelisimi ile iliskilendirilmektedir (ADA; 2014). Insiilin direnci ise,
karmasik metabolik bir bozukluktur ve tip 2 diyabet ve metabolik sendrom gelisimiyle
iliskilendirilmektedir (Altunoglu, 2012).

Tablo 3: Diabetes Mellitus’un etiyolojik olarak simflandirilmasi (Bagnagcik, 1997; WHO,1998)

Simf Aciklama

. Tipl B — hiicrelerinin yikimi genellikle mutlak insiilin eksikligine neden
olmaktadir.

A. Immiin aracili

B. idiopatik

Il. Tip 2 A Insiilin direnci ve goreceli insiilin eksikligi

B. Insiilin direncli veya insiilin direncinden bagimsiz salg1 bozuklugu
III.  Diger Spesifik | A. Genetik § — hiicre fonksiyon bozuklugu

Tipler B. Genetik insiilin etki bozuklugu

C. Ekzokrin pankreas hastaliklar1

D. Endokrinopatiler

E. ilag veya kimyasal madde kullanim1 sonucu gelisen diyabet tipleri
F. Enfeksiyonlarlailiskili diyabet tipleri

G. Immiin aracili olan ve seyrek goriilen formlar

H. Diyabetle iligkili olan genetik sendromlar

IV. Gebelik Diyabeti (Gestasyonel Diyabet)

1.2.1 Tip 1 Diyabet:

Genellikle mutlak insiilin eksikligi ile Sonuglanan B — hiicrelerinin yikimindan
kaynaklanmaktadir (WHO, 1998). Diyabet vakalarinin % 5 — 10’unu tip 1 diyabet
olusturmaktadir (WHO, 2018a).

A. Immiin Aracih Diyabet

1984 ve 1990°da yapilan arastirmalar sonucunda, otoimmiinitenin diyabet iizerindeki

etkisi ortaya konulmustur. Onceleri insiilin bagimli diyabet (IDDM) veya juvenil

diyabet olarak bilinen bu diyabet tipi, B — hiicrelerinin otoimmiin yikimindan
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kaynaklanmaktadir. Otoimmiin yikimin belirteglerinin adacik hiicrelerine, insiiline,
tirozin fosfatazlara karsi gelistirilen otoantikorlar (WHO, 2018a) ve pankreasta
hiicresel iletisimden sorumlu olan y-aminobiitirik asit (GABA)’in sentezini saglayan
glutamat dekarboksilaz enzimine karsi gelistirilen 64K otoantijeni oldugu ortaya
konulmustur (Betterle ve ark., 1984; Baekkeskov ve ark., 1990; WHO, 2018a).

Ozellikle ¢ocuklar ve genglerde bu hastaligin ilk semptomu ketoasidozdur.
Diyabetik ketoasidoz olarak adlandirilan bu komplikasyon, serebral ¢deme neden
olabilmekte ve siddetli hipoglisemi ile birlikte tip 1 diyabetli ¢ocuklarin 6liimiine yol
acabilmektedir (Edge ve ark., 2001; Rewers ve ark., 2002). Yetiskinlerde ise, 1liml1
aclik hipoglisemisi goriilmektedir ki enfeksiyon ve diger stres faktorlerinin varliginda

ani bir sekilde gelisen hiperglisemi ve ketoasidoz semptomlar1 da goriilebilmektedir
(WHO, 2018a).

Tip 1 diyabet hastalar1 Graves hastaligi, Hashimato tiroiditi, Addison hastalig
(Lopez ve ark., 2004), otoimmiin hepatit, myastenia gravis ve pernisiydz anemi gibi

diger otoimmiin genetik hastaliklara yakalanmaya yatkindirlar (WHO, 2018a).

B. idiopatik Diyabet

Bazi tip 1 diyabet formlarimin bilinen bir nedeni yoktur, bu yiizden idiopatik diyabet
olarak adlandirilmaktadir. insiilinopeni ve ketoasidoza yatkinlik semptomlar arasinda
yer alirken bunlarin otoimmiinite ile 1lgili olduguna dair kamt bulunmamaktadir. Bu
diyabet formunun, genelde Afrikali ve Asyali insanlarda goriilen kalitsal ozellikte
oldugu rapor edilmektedir (WHO, 2018a).
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1.2.2 Tip 2 Diyabet:

Goreceli insiilin eksikligi ile birlikte goriilen insiilin direncinden, insiilin direnci ile
birlikte goriilen insiilin salgi bozukluguna kadar degiskenlik gosteren diyabet formu
olarak tammlanmaktadir (WHO, 1998).

Diyabet vakalarimin %90 — 95’ini olusturan tip 2 diyabet dnceleri insiilinden
bagimsiz diyabet (NIDDM) veya yetiskin diyabeti olarak bilinmekteydi, ¢iinkii tip 1
diyabetli insanlara gore daha yasli olan insanlarda goriilmektedir (ADA, 2014). Tip 2
diyabet genellikle insiilin direnci ile baglamaktadir. Insiilin direnci, baslica kas,
karaciger ve yag dokusu hiicrelerinin insiilini uygun sekilde kullanamamasindan
kaynaklanan bir bozukluk olarak gbze ¢arpmaktadir. Insiilin seviyesi diisiik, normal
veya artmus olmak {izere, hasta bireylere gore degiskenlik gosterebilmektedir.
Hastalarda mutlak insiilin eksikliginden ziyade, goreceli insiilin eksikligi durumu
goriilmektedir. Insiilin ihtiyaci arttikga, B — hiicreleri yeterli miktarda insiilin {iretme
yetene@ini yavas yavas kaybetmektedir. Insiilin direnci kilo kaybi ile ve/veya
hipergliseminin ilagla tedaviye c¢alisilmasi asamasinda da gelisebilmektedir. Tip 2
diyabette enfeksiyona sebep olan hastaliklar ve benzeri bazi stres faktorleri nadiren de
olsa ketoasidoz gelisimine sebep olabilmektedir (ADA, 2014; WHO, 2018a).

Tip 2 diyabet hastaliginin patogenezinde tek bir neden degil, bir ¢ok neden rol
oynamaktadir. Bu nedenler ektopik lipid metabolitlerinin birikimi, katlanmamus
protein yamti yolaginin aktivasyonu ve dogal immiin siiregler olarak bilinmektedir
(Samuel ve Shulman, 2012). Bazi durumlarda hastaliga yakalanma olasiligini artiran
nedenlerin tahmini kolaylasmaktadir. Ornegin, tip 2 diyabetli hastalarin ¢ogunda
obezite gbzlemlenmekte ve obezite veya gobek ¢evresinde yag birikimi bir dereceye
kadar insiilin direncinin de nedeni olarak goriilmektedir. Ayrica hastaligin gelisimriski
yasla ve fiziksel hareket yetersizligiyle de artis gostermektedir. Gebelikte gestasyonel
diyabet ge¢misi olan kadinlarin, hipertansiyon ve dislipidemi hastalarimin da tip 2
diyabete yakalanmalar1 kuvvetle muhtemel olarak goriilmektedir. Ayrica genetik
predispozisyon da bu hastalifa yakalanma riskini artiran faktdrlerin basinda

gelmektedir. Genetik predispozisyonun ardindaki mekanizmalarin olduk¢a karmasik
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oldugu ve tam olarak c¢oziilenemedigi konusunda mutabakat bulunmaktadir
(Williamson, 2009; WHO, 2018a). Bazi genlere veya gen kombinasyonlarina sahip
olmak, bu hastaligin gelisim riskini artirabilmekte veya azaltabilmektedir
(Williamson, 2009).

Tip 2 diyabet hastaliginda hiperglisemi kademeli olarak artis gosterdigi ve bu
sebeple hastaligin baslangi¢ asamasinda klasik diyabet semptomlar1 goriilemedigi i¢in,
cogunlukla yillarca bu hastaligin tamsi konulamamakta ve bu formdaki diyabet
hastalarinda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisim riski
artmaktadir (WHO, 2018a).

1.2.3 Gestasyonel Diyabet

Gebelik siiresince glikoz metabolizmasimn bozuklugu olarak gelisen ve dogumdan
sonra kaybolan diyabet formu olarak tanimlanan (Rydén ve ark., 2007) gebelik
diyabeti, annelerin yaklasik %70’inde dogum sonrasinda tip 2 DM’a yol agabilecek
bir risk faktorii olarak goriilmektedir (Kim ve ark., 2002; Rydén ve ark., 2007).

1.2.4 Deneysel Diyabet

Deney hayvanlarinda cerrahi (pankreatektomi), kimyasal (alloksan, streptozotosin
kullammu), spontan (genetik tiiretme yolu) ve viral yontemlerle (Rees ve Alcolado,
2005) diyabet hastaligt olusturulmasi, yani deneysel diyabet modeli gelistirme
yontemi, diyabetin cesitli yonlerini anlamak ve bu konuda arastirmalar yapmak
acisindan deney hayvanlarimin kullammunt gerekli kilan bir prosediir olarak kabul
gormektedir (Carvalho ve ark., 2003). Diyabetin tedavisi i¢in yeni yontemlerin ve
antidiyabetik ajanlarin denenmesi deneysel modelleme ile miimkiin olmaktadir
(Ontiirk ve Ozbek, 2007; Erbas, 2015). Higbir hayvan modeli insanlardaki diyabetin
olusum ve gelisim mekanizmalarini tam olarak aydinlatamamasina ragmen, diyabetin

genel patogenezinin ve hayvanlarda gelisen komplikasyonlarin monitdrizasyonu
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acisindan deneysel diyabet modeli ¢alisilmaya deger onemli bir yontem olarak kabul
gormektedir (Shafrir, 2007).

Deneysel diyabet icin hayvan modeli kullanimimin avantajlar1 asagidaki gibi
stralanmaktadir (irer ve Alper, 2004):

e Deneysel degiskenleri kontrol altinda almak kolaydir,

e Diyabet patolojisinin gerektirdigi uygun tiirler iizerinde ¢alisabilme olanag
vardir,

e Istatistiksel olarak anlamli veriler elde etmek igin gereken sayida &rnek ile
calisilabilmektedir,

e Uygun diyabet modeli ile ¢alismak zamandan tasarruf saglamaktadir,

e Genetik olarak diyabetli spesifik hayvan tiirleri iizeinde modelleme olanagi
bulunmaktadir,

e Birden fazla patoloji ve risk faktorii {izerinde ¢aligsmaya olanak tanimaktadir,

e Yeni profilaksi, sagaltim ve tam1 koyma yontemlerine imkan saglamaktadir.

1.3 Diyabetin Komplikasyonlari

Diyabetin komplikasyonlar1 denilince akla kronik donemde bu hastaligin ¢esitli
organlarda hasara, disfonksiyona ve yetmezliklere neden olmasi gelmektedir. Kronik
komplikasyonlar, etkiledigi damarsal sistemin boyutuna gore mikrovaskiiler
(retinopati, nefropati ve noropati) ve makrovaskiiler komplikasyonlar (koroner kalp
hastaligi, periferik damar hastaligt ve serebrovaskiiler hastaliklar) olarak
adlandirilmaktadir (Tiirkmen ve ark., 1990). Diyabet hastalig1 ilerleyen donemde
hipergliseminin kontrol altina alinamamasi sonucu korliige neden olabilen
retinopatiye, bobrek yetmezligi ile sonuglanan nefropatiye, ayak {lserlerine,
amputasyona (WHO, 1998; Ozcan, 2002) ve seksiiel disfonksiyon (WHO, 1998) ile
sempatik denervasyon (otonomik disfonksiyon) sonucu gelisen ve bir kardiyovaskiiler

sistem hastalift olan malignant ventrikiiler aritmiyi de iceren ndropatiye neden



29

olmaktadir (Wei ve ark., 1995). Ayrica diyabetli kisilerde periferal vaskiiler ve
serebrovaskiiler hastaliklarin gelisim riski de artmaktadir (WHO, 1998). Tablo 4’te,
diyabetin komplikasyonlar1 ve bu komplikasyonlarin gelisiminin altinda yatan

patolojik mekanizmalar sunulmustur.

Tablo 4: Diyabetin komplikasyonlari ve patolojileri

Komplikasyon Patolojik durum ve ézellikleri

Retinopati Retinay1 besleyen kapiller damarlarda mikrovaskiiler anjiyopati
(retinal dolasimin azalmasi durumu) sonucunda retinada kanama,
eksudat, vendz ve kapiller damar anormallikleri, anevrizma
(Tiirkmen ve ark., 1990; Ozcan, 2002).

Nefropati Glomeriiler hipertrofi ve hiperfonksiyon, yapisal anormallikler,

. E mikro-albiiminiiri, makro-albiiminiiri, tiremi ve bu bozukluklara
95 bagli olarak degisen glomeriiler filtrasyon hiz1 ve kan basinci, son
% § dénem bobrek yetmezligi (Ozcan, 2002; Kurt ve ark, 2004).

§ X | Noropati Periferik otonom sinir sistemi bozukluklari. Noropatiye bagliolarak
E E— terleme bozukluklari, pupilla degisiklikleri, gastrointestinal,
E fé genitoiiriner sistem ve solunum sistemi bozukluklari, gizli

hipoglisemi (Ozcan, 2002).
Koroner arter Kalp ve beyin damarlarinda meydana gelen degisiklikler sonucu
hastaligi (iskemik | olusan bozukluklari. Diyabetlilerde hiperglisemi, dislipidemi

= E kalp rahats1z181), sonucu lipid birikimi, insiilin direncinin gelisimi, obezite problemi
i; S | Miyokard Ve hipertansiyon problemine bagli olarak damarlarda ateroskleroz
- Zf infarktiisii, gelismektedir (Ozcan, 2002; WHO, 2006).

S < | Periferikarter

E g hastal181,

8 S | Serebrovaskiiler

A hastalik (fel¢)

1.4 Diabetes Mellitus’un Tam Kriterleri, Klinik Bulgularn ve Prediyabet

Diyabet tamsi igin, onceleri aglik kan glikoz seviyesi ve/veya oral glikoz tolerans
testleriyle anlik olarak yapilmaktayken (Zhang ve ark., 2010; ADA, 2014), bu testlerle
yapilan Ol¢limlerin diyabetli hastamn anlik degerlerini gosterdigi i¢in, tam1 ya da
diyabet siirecinin hangi asamada oldugu hakkinda kesin ve giivenilir bilgileri
yansitmakta yetersiz oldugu gozlemlenmistir (Zhang ve ark., 2010). Daha sonradan
diyabet tanisina ve siniflandirilmasina yonelik kriterlerde revizyon i¢in bir araya gelen
bir grup bilim insam, diyabet tanisinda glisemik seviye ve retinopati arasindaki iliskiyi

ortaya koyacak olan bilimsel aragtirmalar1 degerlendirmislerdir.
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HbA:. olarak bilinen glikolize hemoglobin, kan glikozunun eritrositlerin
igindeki hemoglobinle baglanmasi sonucu olusmaktadir. Bu olaya glikozillenme
reaksiyonu ismi verilmektedir. Glikozun hemoglobine baglanma oramni gosterecek
sekilde yiizde deger olarak ifade edilmektedir ve geriye doniik 2-3 aylik ortalama kan
glikoz seviyesini yansitmaktadir. HbA;c parametresi kronik glisemi durumunun
arastirilmasinda, diyabet yonetiminde ve klinik denemelerde yaygin olarak

kullamlmaktadir (Nathan ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2010; ADA, 2014).

Diyabet tamsi koymak igin yeterli bulgulara sahip olmayan, fakat ilerleyen
zamanlarda DM hastaligina yakalanma olasiligi yiiksek olan vakalar prediyabetik
vakalar olarak isimlendirilmektedir. Bu vakalarda bozulmus a¢lik glikoz seviyesi 100—
125 mg/dL simirlar1 arasinda degisirken, bozulmus glikoz toleransi seviyesi 140-199
mg/dL arasinda degismektedir. Prediyabetik vakalarinda HbA1¢ 6l¢timii gii¢lii bir tant
kriteri olarak goriilmektedir (ADA, 2014).

Ortalama 5.6 yil izlem aralig1 siireyi kapsayan bir kohort ¢alismasindan elde
edilen bilgilere gore, DM gelisim riski normal kisilere kiyasla HbAs: seviyesi %5,5 —
6 arasinda olan kisilerde, %9-25 oraminda; %6-6,5 arasinda olan kisilerde ise, %25—

50 oraninda daha fazla goriillmektedir (Zhang ve ark., 2010).

1.5 Hayvanlarda Diabetes Mellitus

Insanlarda oldugu kadar sigir, koyun, at ve domuzlarda nadiren rastlanmaktadir (Celik
ve Bal, 2002), katir, kanatli, ve maymunlarda spontan olarak (Okumus, 1999).
Ozellikle kedi ve kdpeklerde obeziteye paralel olarak DM goriilme oraminda artis
gozlenmektedir. Pet hayvanlarinda farkli tiplerde diyabet tiirleri tammlanmis olup,
ozellikle kopeklerde simflandirilmast bazi yonleriyle insanlarinkinden farklilik

gostermektedir (Hoenig, 2002).



31

Hayvanlarda tip 1, tip 2, Gestasyonel diyabetten ayr1 olarak bir de tip 4 veya
tip S olarak isimlendirilen sekonder diyabet vakalarina rastlanmaktadir. Tip S DM
primer hastalifin seyri sirasinda gelismektedir. Genellikle pankreatik hastaliklar,
deneysel diyabet olusturma amacli alloksan ve streptozotosin kullammi, pankreatitler,
sagaltimda kullamlip reseptor sayisinda ve affinitesinde azalmaya, reseptor
rezistansinda ve reseptore karsi antikor olusumunda artisa neden olan baz1 kimyasallar

da tip S DM gelisimine neden olmaktadir.

Kedilerde genelde tip 2 DM vakalarina rastlanmaktadir. Tip 1 DM daha nadir
goriilmektedir. Kedilerde DM bazen hiperadrenokortisizm, pankreatitis (Celik ve Bal,
2002), akromegali hastaliklarimn ardindan ve uzun siireli progesteron ve
kortikosteroidlerin ~ kullammina  bagli  olarak  sekonder hastalik  olarak
gelisebilmektedir. Birman kedilerinde diyabet goriilme riski diger irklara gore
yiiksektir. Yasin artmasiyla diyabet riski de artmaktadir. Ayrica erkek kediler disilere
gore diyabete daha yatkindirlar (Uvez, 2014).

Kopeklerde diyabete orta ve daha ileri yasli olanlarda daha sik rastlanmaktadir
(Marmor ve ark., 1982) ve ii¢ ana diyabet formu bilinmektedir. Birinci form,
insanlardaki tip 1 DM’a benzer olup B — hiicrelerinin otoimmiinitenin etkisiyle
yikimlanmasi sonucunda olusmaktadir. Bu tipte diyabeti olan kopeklerde ketoasidoz
gelisebilmekte ve yasamalari igin insiiline ihtiyaglar1 bulunmaktadir. ikinci form,
insanlardaki tip 2 DM’a benzemektedir. Pankreatik adaciklar niikseden kronik
pankreatitis sonucu fibrdz doku haline déniismekte ve lezyonlar olusmaktadir. Ugiincii
form ise, hiperadrenokortisizm ve akromegali gibi endokrinopatilerle baglantili
sekonder diyabet olarak ortaya ¢ikar (Hoenig, 2002). Catchpole ve ark. (2005)’1n
arastirmalarina gore, tip 2 DM un kopeklerdeki varligina dair kamt bulunmamaktadir
ve en ¢ok rastlanilan form, yetiskin yasta baglayan ve insiilin eksikligi diyabeti olarak
adlandirilan formdur ve pankreatit ve/veya immiin aracili diyabet vakasidir ve
insanlarda ileri yaslarda baslangi¢ gdsterip yavas gelisen, B-hiicresi disfoksiyonuyla
karakterize olan ge¢ donem otoimmiin diyabete benzerlik gostermektedir. Samoyed,
Tibet Teriyeri, Cairn Teriyer, Keeshond, Alaska Kurdu, Fin Spitzi, Minyatiir
Schnauzer, Minyatiir Poodle ve Ingiliz Springer Spaniel irki kdpeklerde diyabet
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gortilme riskinin diger irklara gore daha yiiksek oldugu rapor edilmektedir (Okumus,
1999; Hoenig, 2002). Ayrica disi kopekler erkeklere gore diyabete daha yatkindirlar
(Okumus, 1999).

1.6 Serbest Radikaller ve Diyabet ile Oksidatif Stres Tliskisi

Kimyada serbest radikal, orbitallerinde eslesmemis (¢iftlenmemis) bir veya daha fazla
elektron bulunduran ve bu yiizden kararsiz bir yapiya sahip olan, yiiksek derecede
reaktif atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir (Halliwell, 1991; Cavdar ve
ark.,1997; Senses ve ark., 1999; Kaur ve Kapoor, 2001; Halliwell, 2011). Serbest
radikaller, molekiiliin veya atomun kimyasal isminin {ist indisi olarak nokta ile (R®)
gosterilmektedir (Halliwell, 2011). Elektronlar orbitallerinde eslesmis olarak
bulunduklarinda, atom ya da molekiil kararli bir yapiya sahiptir. Cogu biyolojik
molekiil kararli yapida bulunurken, serbest radikallerin ise stabilite kazanmak i¢in bu

kararl1 yapilardan elektron ¢alma egiliminde oldugu bildirilmektedir (Senses ve ark.,

1999; Kaur ve Kapoor, 2001).

Serbest radikallerin olusumu in vivo (endojen) biyokimyasal proseslerdenveya
dis etkenlerden (ekzojen) kaynaklanabilmektedir (Gok ve ark; 2006). Oksijenli
solunum yapan organizmalarda endojen kaynakli serbest radikallerin ¢ogu, hiicre i¢in
enerji saglanmasi amaciyla oksijenin kullamldigi reaksiyonlardan (oksidatif
fosforilasyon) ileri gelmekte (Kerr ve ark., 1996; Liu ve ark., 2002; Durmus ve
Unsaldi, 2005) ve nitelik olarak birbirinden farkli, nicelik olarak da ¢ok fazla sayida
serbest radikal metabolik aktivitenin dogal bir sonucu olarak olusmaktadir (Senses ve
ark., 1999; Yen ve Wu, 1999; Diindar ve Aslan, 2000; Kiling ve Kiling, 2002). Bu olay
oksidatif fosforilasyonda mitokondriyal elektron transport zinciri (ETZ) boyunca
ilerleyen elektronlarin sizarak molekiiler oksijen ile temasa ge¢mesi sonucunda
meydana gelmektedir (Liu ve ark., 2002). Olusan bu radikaller arasinda siiperoksit,
nitrik oksit ve hidroksil radikali baslica iiretilen serbest radikall erdir (Kiling ve Kiling,
2002).
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Siiperoksit radikalinin ETZ reaksiyonlar1 sirasinda tiretimi, submitokondriyal
partikiiller olan ve elektron transportundan sorumlu bes kompleks {inite igerisinde
kompleks I (NADH-ubikinon oksidorediiktaz) ve kompleks III’iin (ubikinol-sitokrom
C oksidorediiktaz), ubisemikinon (UQo) tiirleri olarak bilinen ara iiriinleri ETZ’de
olusturmast ve UQio‘un da molekiiler oksijeni siiperoksit radikaline indirgemesi
seklinde vuku bulmaktadir (Turrens ve Boveris, 1980; Raha ve Robinson, 2000;
Emecen, 2009).

Eksojen kaynakli radikaller ise iyonizan radyasyon maruziyetinden, bazi
ilaglardan, ¢evre kirliliginden, sigara dumamindan ve bazi ksenobiyotik ajanlardan

kaynaklanabilmektedir (Freeman ve Crapo, 1982; Senses ve ark., 1999).

Katabolik metabolizmanin oksidasyon reaksiyonu sirasinda molekiiler
oksijenin (O2) %95’i ya 4 tane elektron alarak indirgenmekte ve nonradikal olan su
(H20) olusmakta, ya da %>5’1 basamakl1 olarak ara metabolizma sirasinda tek degerli
indirgenmeye  ugramaktadir.  Basamakli  indirgenme  ROT’un  olusumuyla
sonuglanmaktadir (Kerr ve ark., 1996; Yarsan, 1998). Eger molekiiler oksijen, bir
elektron ile etkilesime girerse siiperoksit radikali (O2*), iki elektron ile etkilesime
girerse hidrojen peroksit reaktifi (H20) ve ii¢ elektron ile etkilesime girerse hidroksil
radikali (*OH) olugmaktadir (Kerr ve ark., 1996).

Hiicre metabolizmasinda molekiiler oksijenin kullanimina bagli olarak olusan
oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri iki farkli kavram olarak tammlanmaktadir.
ROT oksidatif selliiler hasarin 6nemli mediatérlerinden oldugu rapor edilmistir (Chen
ve ark., 2005). Endoplazmik retikulumda olusan stres intraselliiler ROT birikimine
neden olmaktadir (Zhang ve Kaufman, 2008). Nitrojen, demir, bakir, stilfiir (Halliwell,
2011), klor, brom, sodyum, potasyum ve hidrojen atomlar1 (Diindar ve Aslan, 2000)
da reaktif 6zellikleri dolayisiyla genel simflandirma deyimi olan ve metabolizmadaki
tiim reaktif atom veya molekiilleri kapsayan reaktif tiirler simfina dahil edilmektedir.
Tablo 5’te oksijenden ve nitrojenden olusan baslica reaktif tiirler goriilmektedir
(Kiling ve Kiling, 2002).



Tablo 5: Oksijenden ve nitrojenden olusan baslica reaktif tiirler (Kiling ve Kiling, 2002).
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Tiir Adi Tiir Adi
10, Singlet oksijen NO® Nitrik oksit
0,* Siiperoksit NO,* Nitrojen dioksit
H,0, Hidrojen peroksit N02+ Nitril katyonu
*OH Hidroksil radikali NO~ Nitroksil
ROO® Peroksi radikali NO™T Nitrozil
ROOOH Hidroperoksit ONOO” Peroksinitrit
RO® Alkoksi radikali ONOO* Peroksinitrit radikali
ROOR"® Endoperoksit N2O3 Dinitrojen trioksit
HO, Hidroperoksi radikali N2O4 Dinitrojen tetroksit

Oksijen radikalleri, molekiiler oksijen kaynakli serbest radikallerdir. Buna
ornek olarak hidroksil radikali ve siiperoksit iyonu verilebilir. Fakat, reaktif oksijen
tirlerinin hepsi serbest radikal olmayip bazilar1 yalmzca birer oksijen tiirevidirler.
Buna 6rnek olarak da, hidrojen peroksit ve singlet oksijen verilebilir ki bu tiirevler,
serbest radikallerin iiretimine selektif olarak katkida bulunup oksidatif hasara neden
olabilmektedir (Kerr ve ark., 1996; Senses ve ark., 1999; Kiling ve Kiling, 2002;
Halliwell, 2011). Yani biyomolekiiller yalnizca serbest radikaller tarafindan degil,
radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri tarafindan da saldirtya ugramaktadirlar
(Schoneich, 1999).

Serbest radikaller hiicre metabolizmasinda belirli bir esige kadar
metabolizmaya yarar saglayacak sekilde enzim sentezinde, antibakteriyel savunmada
kullamlabilecegi gibi, asir1 tiretimleri durumunda bu yararlilik durumu bir siire sonra

bozulmaktadir (Senses ve ark., 1999; Diindar ve Aslan, 2000).

Aerobik organizmalar ic¢in yasamun bir geregi olan oksijen, hiicre ici
biyokimyasal siireclerde birtakim serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir
(Senses ve ark., 1999; Kaur ve Kapoor, 2001; Kiling ve Kiling, 2002). Bu ikilem,
organizmada serbest radikaller ve antioksidan metabolizmasinin (redoks sisteminin)
dengeli bir sekilde siirdiiriilmesi sayesinde fizyolojik bir durum olarak kendini

gostermektedir (Kaur ve Kapoor, 2001; Calabrese ve ark., 2008).
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1.6.1 Oksidatif Stres ve Olusum Mekanizmasi

Oksidatif stres, serbest radikaller ve antioksidan dengesinin oksidanlar lehine
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (Kaur ve Kapoor, 2001; Pruchniak ve ark, 2016).
Asirt miktarda reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve buna bagli olarak yetersiz kalan
antioksidatif metabolizma, sonug olarak dokularda ve hiicrelerde oksidatif hasar olarak
tammlanan ve oksidatif stresin nedenini olusturan bir duruma yol ag¢maktadir

(Halliwell, 2011).

Oksidatif dengenin bozulmasi, hiicrelerin ve hiicre organellerinin molekiiler
yapisimn bozulmasina neden olmaktadir (Diindar ve Aslan, 2000; Pruchniak ve ark,
2016). Serbest oksijen radikalleri, hiicre ve hiicre alt yapilarim ¢ sekilde
etkilemektedir. Birincisinde, genis ¢apli hiicre hasarina neden olmayan bir reaksiyon
gerceklesmektedir. Ikincisinde artik reaksiyon mekanizmasi degismekte ve etkilenen
yapilar oransal olarak armaktadir. Soyle ki, oksijen radikalleri bir zincir reaksiyonu
baslatmakta, yan iiriin olarak da baska radikaller tiretilmektedir. Her iiretilen radikal
kendinden oOnceki reaksiyonun benzerini meydana getirerek bu tarzda bir zincir
reaksiyonu bagslatmaktadir (Kerr ve ark., 1996). Hiicre i¢i ortamda oncii olarak olusan
serbest radikaller, primer serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. Primer serbest
radikal saldirisina ugrayip elektronlarimi kaybeden molekiiller de birer serbest radikal
haline gelmektedir ki bu radikallere de sekonder serbest radikal denilmektedir. (Kaur
ve Kapoor, 2001; Gebicki, 2016). Ugiinciisii ise molekiiler yapida ve islevsel diizeyde
en fazla hasara neden olan reaksiyonlar silsilesidir. Bu reaksiyonlar silsilesine
dallanma reaksiyonu denilmektedir (Kerr ve ark., 1996). Molekiillerin aldig1 zararin
etkinligi, reaksiyonun sikligi ve hedef konsantrasyon ile belirlenmektedir (Gebicki,
2016).

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin biyolojik hedefleri proteinler, ¢oklu
doymamus yag asitleri ve DNA’dir. Serbest radikal olusum zinciri dalga dalga
yayildik¢a adi gecen bu hedeflerin stabil yapis1 bozulmakta ve yapisal deformasyonlar
meydana gelmektedir (Schéneich, 1999; Kaur ve Kapoor, 2001). Ozellikle hiicre
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membramnin lipid yapisimn deformasyonu, geri doniisimii miimkiin olmayabilen
kalic1 hasarlara yol acabilmektedir (Diindar ve Aslan, 2000). Bu hasarlar insanlarda
kanser, immiin sistemde zayiflama, katarakt, diyabet, yaslanma, ateroskleroz, kronik
inflamatuvar hastaliklar, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklara (Alzheimer
ve Parkinson gibi) neden olabilmektedir (Halliwell ve ark., 1997). Adi gecen beseri
hastaliklarda oldugu kadar, Veteriner Hekimligini ilgilendiren ve Ozellikle ¢iftlik
hayvanlarinin refah ve verim diizeylerini (Lykkesfeldt ve Svendsen, 2007) diisiiren
sepsis, mastitis, asidozis, ketozis, enteritis, pndmoni, solunum ve eklem hastaliklar
(Tabakoglu ve Durgut, 2013), atlarda solugan hastaliginda (Deaton ve ark., 2005) ve
kopeklerde piyoderma, ekzama hastaliklarimin gelisiminde de oksidatif stres etkili
olmaktadir (Sahin ve ark., 2004; Ercan ve Fidanci, 2012).

1.6.2 Diyabet ile Oksidatif Stres Tliskisi

Saglikl1 organizmalarda immiin sistem viicudu hastaliklara ve doku hasarlarina karsi
korumaktadir. Fakat, immiin sistem kronik yangi gibi viicudu uzun siireli etkisi altina
alan ve doku diizeyinde iiretilen sitokinler, serbest radikaller, hormonlar gibi ¢esitli
yangisal ajanlarin stirekli olarak iiretimine maruz kalma durumunda, bu mediyatorler
tarafindan  metabolik  proseslerin  bozulmas1  kagimilmaz  olmaktadir.  lste
metabolizmada bu sekildeki bir bozulma, tip 1 ve tip 2 diyabet gelisiminde de etkili
olabilmektedir (Zhang ve Kaufman, 2008).

Oksidatif stres daha once de belirtildigi gibi diyabetin patogenezinde rol
oynamaktadir. Hiicre metabolizmasi iizerinde zararli etkileri ile kendini gbsteren
oksidanlarin hiicre i¢inde kompanze edilemeyecek miktarda birikimi insiilin direnci
ve [-hiicre disfonksiyonuna, dolayis1 ile tip 2 DM ve kronik vaskiiler

komplikasyonlara neden olmaktadir (Pitocco ve ark., 2013).

Diyabetik  hiperglisemi, mitokondrilerde meydana gelen enzimatik
reaksiyonlar1 da etkilemektedir. ROT’un asir1 miktarda iiretimine yiiksek glikoz

miktar1 katkida bulunmaktadir. Yani hiperglisemi oksidatif stresin nedenleri arasinda
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yer almaktadir, dahasi diyabet hastalarimn antioksidan savunma sistemi de
zayiflamaktadir  (Lazo-de-la-Vega ve Fernandez-Mejia, 2013). Mitokondri
enzimlerinden NADPH oksidazin aktivasyonu, NO sentazlarin ayrigmasi ve ksantin
oksidazin uyarilmasi yiiksek glikoz miktariyla iliskilidir (Pitocco ve ark., 2009).

Mitokondri, diyabetik canlilarda ROT’un asir1 {iiretim kaynag olarak
diistiniilmekte ise de, bazi arastirmacilar bu durumun kesinligi konusunda aykiri
goriislere sahiptirler. Ornegin, Martens ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir arastirma
ile, viicutta yiiksek glikozun P-hiicrelerinde mitokondriyal siiperoksit tretimini
baskiladigi gosterilmigtir. Herlein ve ark. (2008) da benzer sekilde sonuglari olan,
mitokondriyal ETZ’de gorevli kompleks I ve kompleks III'in streptozotocin ile
deneysel diyabet olusturulmus ratlarda siiperoksitin asir1 miktarda tiretilmedigini
gostermislerdir. Buna ek olarak, Hou ve ark. (2008)’nin yapmus olduklar1 bir
aragtirmada da, farelerin viicutlarinda diisiik glikoz bulundugu kosullarda p—
hiicrelerinde 6nemli miktarda ROT birikiminin oldugu rapor edilmistir. Sekil 4’te
DM’de oksidatif stres yolaklar1 goriilmektedir (Lazo-de-la-Vega ve Fernandez-Mejia,
2013).
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Sekil 4: DM’de oksidatif stres yolaklari (Lazo-de-la-Vega ve Ferniandez-Mejia, 2013).
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Organizmada bazi metabolik yolaklar ROT iiretiminden sorumludur.
Asagidaki konu bagliklar1 altinda, bu metabolik yolaklarin DM’taki oksidatif stres ile
iliskisi agiklanmaktadir:

A. Glikoz oksidasyonu ve Gliseraldehit-3-P dehidrojenaz (GAPDH)

Hiperglisemi kaynakli mitokondriyal siiperoksit iretiminin, gliseraldehit 3 fosfat
dehidrojenazi inhibe ederek aktive oldugu rapor edilmistir (Brownlee, 2001; Giacco
ve Brownlee, 2010). GAPDH enzimi normalde niikleusun i¢ine girip ¢ikan ve glikozun
parcalanmasini saglayan bir enzimdir (Kosova ve ark., 2017). ROT, GAPDH enzimini
poli ADP riboz polimeraz-1 (PARP-1) enziminin aktivasyonu yoluyla inhibe
etmektedir. PARP-1, DNA tamiri ve apoptotik yolaklarla iligkili bir enzimdir. ROT,
niiklear DNA'da hasara neden oldugu i¢in PARP-1 aktive olmaktadir. PARP-1
aktivasyonu poli ADP ribozilasyonu tarafindan GAPDH enziminde inhibisyona neden
olmaktadir (Brownlee, 2005). GAPDH'in birikimi hiperglisemi komplikasyonu ile
iligkili baslica yolaklar1 aktive etmektedir:

1- AGE (advanced glycation end-products; ileri glikasyon son tiriinleri) yolagim aktive
etmektedir, metilglioksal'ln nonenzimatik sentezi i¢in gliseraldehit fosfat ve

dihidroksiaseton fosfat tiretilmektedir.

2- Artmus gliseraldehit 3 fosfat, Protein kinaz C (PKC) yolagim aktive eden

diagilgliserol tiretimine yardim etmektedir.

Sonug olarak, GAPDH ilk glikolitik metabolit olan glikozun birikimine katkida
bulunmaktadir. Bu durum glikozun poliol yoluna dogru akisim artirmaktadir ki bu

amagla NADPH tiiketilmektedir (Brownlee, 2001).
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B. Poliol yolag:

Aldo-keto rediiktaz enzimleri, ¢ok g¢esitli karbonil bilesenlerinin alkollere
indirgenmesini katalize etmektedir. Bu reaksiyonlarda NADPH kullamilmaktadir.

Aldo-keto rediiktaz, glikoz i¢in diisiik affiniteye sahiptir ve normal glikoz
konsantrasyonunda, glikozun bu yolla metabolize olmasi total glikoz metabolizmasina
oranla ¢ok yetersiz kalmaktadir. Ancak, hiperglisemik bir ortamda, artmus intraselliiler
glikoz, enzimatik doniisiimle polialkol sorbitole doniistiirilmesine ve bu sirada

NADPH miktarinda azalmaya neden olmaktadir.

NADPH antioksidan sistemde rediikte glutatyonun rejenerasyonunda gerekli
bir kofaktérdiir ve ROT'un temizlenmesinde 6nemli rolii bulunmaktadir. Kofaktor
olarak NADPH kullanimui, miktarinda azalmaya neden olarak intraselliiler oksidatif
stresi artirmaktadir (Giacco ve Brownlee, 2010). Dahasi sorbitol, sorbitol dehidrojenaz
tarafindan fruktoza oksidize edilmektedir ki, bu durum artnus NADH/NAD+ oram
nedeniyle PKC aktivasyonuna neden olmaktadir (Brownlee, 2001). Bu mekanizma
sonucu direkt olarak ROT tiretilmemektedir, fakat redoks dengesizligine neden olarak

oksidatif strese neden olmaktadir.

C. Heksozamin yolag

Glikoz seviyesi normal sinirlar i¢indeyken, goreceli olarak diisiik miktardaki fruktoz
6 fosfat glikolizde kullamlmaz. Eger intraselliiler glikoz miktar1 artarsa, fazla olan
fruktoz 6 fosfat, glutamin-fruktoz-6-fosfat amidotransferaz'a substrat saglamak igin
glikolizden elde edilir. Bu enzim fruktoz 6-fosfati glikozamin 6-fosfata gevirir.
Glikozamin 6-fosfat daha sonra UDP-N Asetilglikozamine ¢evrilmektedir. UDP-N
Asetilglikozamin protein ve lipidlerin glikozil zincirlerinin yapimu igin gereklidir. Bu
metaboliti spesifik O-Glikozamin-N-Asetil transferaz enzimleri, sitoplazmik ve
niikklear proteinlerde bulunan spesifik serin ve treonin rezidiileri i¢in posttranslasyonel

modifikasyonda kullanmaktadir (Buse, 2006; Giacco ve Brownlee, 2010).
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D. Diacilgliserol (DAG) olusumu ve PKC aktivasyonu

PKC ailesi fosfatidil serin, kalsiyum ve DAG tarafindan aktive edilen sinyal
yolaklarinda gorev alan serin/treonin kinaz izoformu igermektedir. DAG seviyesi
hiperglisemik veya diyabetik kosullarda, glikolitik arac1 olan dihidroksiaseton fosfatin
artis gostermesi nedeniyle kronik bir yiikselis gostermektedir. Dihidroksiaseton fosfat,
yag asitleriyle konjuge olan ve DAG'nin novo sentezini artiran gliserol-3-fosfata
indirgenmektedir (Geraldes ve King, 2010). Bulgular, PKC izoformlarimn
aktivitesindeki artisin intarselliler ROT miktarindaki yilikselmeden kaynakli
GAPDH’1n inhibisyonundan ileri geldigini gostermektedir (Brownlee, 2001; Giacco
ve Brownlee, 2010).

Diger calismalarda PKC izoformlarimin artmus aktivitelerinin, AGE’ler ile
AGE'lerin ekstraselliiler reseptorlerinden kaynaklandignr dile getirilmektedir
(Scivittaro ve ark., 2000). PKC izoformlar1 genis yelpazede selliiler sinyalleri
olusturmaktadir ki bu sinyaller NADPH oksidazi ve NF- xB'yi icermektedir. Bu
selliiler sinyaller agir1 miktarda ROT {iretimiyle sonuglanmaktadir. Ayrica bu sinyaller
vaskiiler permeabiliteyi artirmakta, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii mRNA
ekspresyonunu stabilize etmekte ve l0kosit - endotelyum etkilesimini artirmaktadir

(Ceriello, 2006).

E. Gliseraldehit oto-oksidasyonu

Gliseraldehit 3-fosfatin birikimi, AGE olusumunu ve PKC yolagim aktive etmenin
yanisira, kendi kendini oksidize edebilmektedir. Bu oto-oksidasyon, ileriki siiregte
oksidatif strese yol acan H;0O, iiretimine neden olmaktadir (Camacho-Ruiz ve ark.,
2010).
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F. fleri glikasyon son iiriinleri( AGE)

Intraselliiler hiperglisemi, intraselliiler ve ekstraselliiler AGE'lerin iiretimininin énciil
baslaticisidir (Giardino ve ark., 1996). AGE'ler, glikozun glioksal'a intraselliiler oto-
oksidasyonundan, Amadori iriinlerinin (glikoz tirevi 1-amino-1-deoksifruktoz
lizinler) 3-deoksiglikozon'a ayrismasindan ve gliseraldehit fosfat ve dihidroksiaseton
fosfattan metilglioksal olusturmak {izere nonenzimatik fosfat eliminasyonundan
kaynaklanabilmektedir. Bu reaktif intraselliiler dikarbonil glioksal, metilglioksal ve 3-
deoksiglikozon, intraselliiler ve ekstraselliiler proteinlerin amino gruplariyla, AGE'leri

olusturmak icin reaksiyona girmektedir (Brownlee, 2001).

Intraselliiler AGE prekiirsdrlerinin iiretimi hiicreleri genel olarak 3 mekanizma

ile hasara ugratmaktadir:

1- AGE'ler tarafindan modifiye edilen intraselliiler proteinler hiicresel

fonksiyonlar1 degistirebilmektedir,

2- AGE prekiirsorleri tarafindan modifiye edilen ekstraselliiller matriks
bilesenleri, matriks reseptorleriyle yani integrinlerle anormal etkilesime

girebilmektedir,

3- AGE prekiirsorleri tarafindan modifiye edilen plazma proteinleri
makrofajlar, vaskiiler endotelyal hiicreler ve vaskiiler diiz kas hiicreleri lizerindeki

AGE reseptorlerine baglanabilmektedir.

AGE - reseptor baglanmasi, PKC aktivasyonuyla sonuclanan ROT {iretimini
artirmaktadir. Ayrica bu baglanma NF-xB ve NADPH oksidazi aktive etmekte ve
MAPK (Mitojen-Aktiveli Protein Kinaz) haberlesmesini bozmaktadir (Camacho-Ruiz
ve ark., 2010).
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G. Stres duyarh haberlesme yolaklan

Oksidatif stres hiicrelerdeki biyomolekiillerin direkt hasar gormesine ilave olarak,
inflamasyon, sitokin salimmu ve apoptosis ile iliskili olarak bazi stres duyarli
haberlesme yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu yolaklar arasinda, PARP
ile birlikte uyarilabilir nitrik oksit sentaz izoformu (iNOS), intraselliiler adezyon
molekiilii-1 ve NF- ®B'nin sorumlu oldugu rapor edilmistir (Gomperts, 2009; Lazo-
de-la-Vega ve Fernandez-Mejia, 2013). p38 MAPK yolag ve c-Jun N terminal kinaz
(JNK-aym zamanda stres aktiviteli protein kinaz olarak da bilinmektedir) ozmotik sok,
sitokinler ve ultraviyole 151k yiiziinden strese karsi hiicresel yamt olarak gelismektedir
ki bu elemanlar hiicresel proliferasyon, apoptosis ve yangisal yanitlarda rol
oynamaktadir. Jak/STAT da interferonlar ve interlokinler gibi sitokinlere karsi
hiicresel yanitlar1 baslatan ve yoneten Onemli diger bir haberlesme yolagidir
(Gomperts, 2009). Sekil 5’te glikoz metabolizmasinda oksidatif stres ile iliskili
yolaklar sunulmustur (Lazo-de-la-Vega ve Fernandez-Mejia, 2013).
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1.7 Apitoksin ve Medikal Kullamim Alanlan

Apidae ailesine iiye olan Apis cinsi arilara bal arist ismi verilmektedir (Engel, 1999).
Muhtelif bal aris1 tiirlerinin 1rklarindan apitoksin elde etmek amaciyla ar1 venomu
toplayicisi adi verilen bir cihazdan yararlamlmaktadir. Apitoksin arinin ignesinden
¢iktig1 anda su renginde, kokusu olmayan (Krell, 1996) ve asidik pH’da (5,0-5,5) olan
aromatik 6zellikteki bir sivi olarak elde edilmektedir (Derebasi ve Cankabal, 2009).
Venom toplayici cihazin cam tabakasinda sivi olarak biriken ve kisa zamanda kuruyup
toz haline gelen apitoksinin kimyasal bilesiminde biiyiik oranda su bulunmakta ve geri
kalanini ise melittin, sekapin, apamin, adolapin, tertiapin, mast hiicresi degraniilasyon
peptidi (MCD — peptid), prokamin A ve B, kardiyopeptin, proteaz inhibitérii, minimin
peptidleri, fosfolipaz A, (PLA:), lizofosfolipaz, asit fosfomonoesteraz, hyaluronidaz
enzimleri, norepinefrin, dopamin, histamin aktif aminleri ile gesitli diger bilesenler
olusturmaktadir (Son ve ark., 2007; Bogdanov, 2012).

Alternatif tip alaninda pek ¢ok iilkede tedavi merkezlerinde ve hastanelerde
yiizlerce hekim tarafindan ¢ok c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan apitoksin
(Beck, 1997) anti-inflamatuvar, anti-romatizmal, anti-karsinoma, anti-nosiseptif,
immiin modiilatér ve radyoprotektif etkisi bulunan ve bu nedenle artritik, kemik ve kas
agrist ile seyreden hastaliklar, timor olusumlu ve cildi hastaliklarin tedavisi amaciyla
ve koruyucu olarak kullanilmaktadir (Varanda ve Tavares, 1998; Nam ve ark., 2005;
Son ve ark., 2007).

Apitoksin ile terapi konusunda da diinya literatiiriinde pek c¢ok arastirma
bulunmaktadir. Apitoksin klinik vakalarda 500 farkli hastaligin tedavisinde
kullanilmakta ve tedavi edici etkinligi bilimsel arastirmalarla basarili bulunmaktadir

(Ali, 2012).

Art venomu tedavi amagli olarak cesitli yollarla kullamlmakta ve tibbi

uygulamasi yapilmaktadir (AAS, 2014). Derialti enjeksiyon, ariya sokturma, pomad
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uygulamalari, elektroforez, ilag tableti olarak kullanmak ve inhalasyon yontemleri bu
uygulamalar arasinda yer almaktadir (Krell, 1996).

Apitoksin igin ortalama oOldiiriici doz (LDsp) eriskin insanlar igin 2,8
mg/kg’dir. Insan ve hayvanlarda alerjik reaksiyon, boyun ve yiiz ¢evresinde olusan
siskinlikten dolayr solunum ve damar yollarimn tikanmasi ve kalp durmasindan
kaynakli oliimler goriilebilmektedir (Ali, 2012). Fakat, dozu azaltilmis apitoksin
uygulamalar1 pek ¢ok hastaligin sagaltiminda fayda saglamaktadir (URL-11, 2014).

Chang ve Bliven 1979°da ratlar iizerinde deneysel olarak olusturulan arhritiste,
artritik adjuvan uygulanmasimn hemen oncesinde veya onceki bir zamanda tek doz
subkutan (SC) total apitoksin enjeksiyonunun poliarthritis gelisiminde baskilayici
etkinliginin bulundugu rapor etmislerdir. Apitoksinin ¢oklu enjeksiyonu sonucu doza
bagimli olarak, deneysel penge Odemini ve deneysel arthritisin baskilandigim
gozlemlemislerdir. Ayrica apitoksinin peptid yapisindaki bileseni olan adolapin’in
analjezik ve anti-inflamatuvar etkisinin oldugu belirtilmektedir (Son ve ark., 2007).

Price ve ark. (1983)’na gore, ekonomik amacli olarak ar1 yetistiriciligi yapan
insanlar arasinda eklem yangisina yakalanma yoniinde daha az insidans goriilmekte ve
bu kisilerle ilgili olarak yapilan bir anket ¢alismasi ile, apitoksin kullammminin eklem
yangis1 sagaltiminda etkili oldugu desteklenmektedir.

Yangiya sebep olan etkenin yaninda, inflamasyon sirasinda hasarlanan doku
hiicreleri tarafindan oksijen radikalleri ve bunlarin tiirevleri de doku hasarina katkida
bulunmaktadir. Somerfield ve ark. (1986)’nin yapmus olduklar1 bir arastirma bu
ifadeyi destekler niteliktedir. Bu arastirmada, insan kanindan izole edilen periferal
l6kositler lizerinde arastirma yapilmis ve yangi sirasinda siiperoksit radikali iretiminin
kaynaklarindan biri olan nétrofillerin, stiperoksit iiretimi tizerine etkilerini arastirmak
amaciyla total apitoksin ve apitoksinden ekstrakte edilen melittin, apamin, MCD-
peptid ve PLA; bilesenlerinin ayr1 ayr1 etkileri degerlendirilmistir. Bu

degerlendirmenin sonucu olarak aragtirmacilar, total apitoksinin doz bagimli olarak
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siiperoksit iiretimini inhibe ettigini ve bilesenlerin ayr1 ayr1 degerlendirilmesinin
sonucu olarak da yalnizca melittinin inhibisyona neden oldugunu gézlemlemislerdir.
Inhibisyonun patogenezi melittin’in kalmodiiline baglanarak notrofiller tarafindan

siiperoksit liretimini engellemesi seklinde oldugu diisiiniilmektedir.

Kwon ve ark. (2001)’nin ratlar tizerinde, insanlarin eklemlerinde otoimmiin
olarak olusan ve deformasyonlarla karakterize olan romatoid arthritis hastaligim
modelledikleri bir ¢aligmalarinda, hastaliktan kaynaklanan agriy1 hafifletmek ve anti-
inflamatuvar tedavisini gerceklestirmek iizere apitoksin kullanmuslardir. Arastirmanin
sonucu olarak, deneklerde uygulama yerine gore anti-inflamatuvar etkinligin
degistigini gozlemlemisler ve yangimn primer olarak olustugu eklem bdlgesinde,
Zusanli olarak adlandirilan akupunktur noktalarina uygulanan apitoksinin anti-
inflamatuvar ve antinosiseptif etkinliginin, akupunktur noktasi olmayan bdlgelere

uygulanmasindan daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Apitoksinin giliglii immiin modiilatdr, yani immiinolojik reaksiyonlar1 uyarici
ve baskilayici etkisi oldugu bilinmektedir (Hwang ve ark., 2015). Insanlarin otoimmiin
kronik inflamatuvar sinir sistemi hastaligi olan multiple skleroz’un semptomlari,
deneysel olarak farelerde otoimmiin ensefalomyelit olusturularak modellenmektedir.
Bu deneysel hastalikta, multiple skleroz’da oldugu gibi, immiin sistemin
homeostazinda baskilayict etken olarak rol oynayan diizenleyici T hiicreleri (CD4*
CD25%)’nin fonksiyonlarinda defekt meydana gelmektedir (Viglietta ve ark., 2004).
Bir grup bilim insani, daha 6nce de yapmus olduklar1 deneysel ¢aligmalarim referans
gostererek, apitoksinin immiin sistemin CD4" CD25* diizenleyici T hiicre
poptilasyonunu artirdigint ve bu sekilde multiple skleroz hastaligindaki T hiicre
fonksiyonlarindaki defektin giderilmesinde apitoksinin terapotik bir ajan olarak etkisi
bulundugunu rapor etmislerdir (Lee ve ark., 2013).

Apitoksin’in hem hayvan modelleri hem de insanlarda gerek deneysel gerekse
normal hastalik patolojileri lizerinde yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen

bulgular, apitoksinin nosiseptif 6zellikleri konusunda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu
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arastirmalara gore apitoksin hem nosiseptif, hem de antinosiseptif 6zellikleri bulunan,
buna ek olarak giiclii alerjen olan ve anaflaktik reaksiyona sebep olabilen gii¢lii alerjen
bir bilesendir (Hwang ve ark., 2015).

Kanser gelisiminin  patogenezinde, kanserli hiicrelerin metastazimn
onlenmesinde veya kanser olusumunun baskilanmasinda diger bal arisi triinlerinde
oldugu gibi apitoksinin de dikkate deger etkinligi bulunmaktadir. OrSoli¢ ve ark.
2005’te yaptiklar1 bir arastirma ile timor dokusu i¢ine enjekte edilen apitoksinin timér
boyutunu kiictlttigiinii gézlemlemislerdir. Yine OrSoli¢ tarafindan 2012°de yapilan
bir arastirmada, apitoksinin major bilesenleri olan PLA>’nin melittin tarafindan

aktivasyonuyla direkt olarak kanserli hiicrelerde sitotoksik etkisi oldugu belirtilmistir.

Baz1 arastirmalarda apitoksinin radyoprotektif etkisinin oldugu ve bu etkinin
melittin ve histaminden ve ayrica kan oksijen seviyesinde diisiise neden olan PLA
enziminden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir (Varanda ve Tavares, 1998). Baska bir
aragtirmada da, apis mellifera venomunun 1 pg/ml konsantrasyonunda ve 4 saat
boyunca in vitro ortamda rat lenfosit kiiltiiriiyle inkiibasyonu sonucunda, bazal ve
oksidatif DNA hasarina kars1 koruma sagladigim gézlemlenmistir (Gajski ve Garaj-
Vrhovac, 2009).

Apitoksinin etkisi hem in vivo hem de in vitro ortamda deri hastaliklar1 iizerine
de arastirilmis sonu¢ olarak egzama, dermatitis, psoriazis, furunkulozis, yara
iyilesmesi, kellik ve akne iizerine iyilestirici etkinliginin bulundugu rapor edilmistir

(Bogdanov, 2012).

Ozellikle Asya iilkelerinin bilimsel literatiirlerinde 6nemli yeri olan, klinik
pratiklerinde ve klinik dis1 ampirik kullanimu da yaygin olan apitoksin ve apitoksin
bilesenleri, diger pek ¢ok hastalik ve sendromda iyilestirici etkileri nedeniyle tercih
sebebi olmaktadir. Bu hastalik yelpazesinde 6zellikle merkezi ve perifer sinir sistemi
hastaliklarindan demans, felg sonrasi gelisen paralizler, polineuritis, gangliyon

sinirlerinin inflamasyonu, serebellar ataksi, syringomiyelia, fasiyal sinir inflamasyonu,
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miyopati, trigeminal nevralji, nervus pleksusun post-travmatik inflamasyonu, merkezi
sinir sisteminde araknoid membranin inflamasyonu, parkinson ve bel agrisi yer
almaktadir. Kalp damar sistemi hastaliklarindan hipertansiyon, arteriosklerozis,
endarteritis, anjina pektoris ve aritmilerde de tedavi edici etkinligi nedeniyle kullamlan
apitoksin ayrica goz hastaliklarinda, kolitis ve bagirsak iilserlerinde, astim ve bronsitte,
farenjit ve tonsilitte, endokrinolojik, iirolojik ve jinekolojik diger bir takim
hastaliklarda da kullamlmaya devam edilmektedir (Bogdanov, 2012). Apitoksinin
hastaliklarin  tedavisi asamasinda etkin bir sekilde kullamlmasimn, heniiz
aydinlatilamamis molekiiler etkileri nedeniyle kisitli oldugu rapor edilmistir (Denk ve
Fidan, 2015). Tablo 6’da apitoksin ve bazi apitoksin bilesenlerinin etkileri ve

uygulama dozlar1 sunulmustur.

Tablo 6: Apitoksin veya apitoksin bilesenlerinin baz1 etkileri ve uygulama dozlar.

Apitoksvin Apitoksi.n Denek Etki Doz Uygulama Kaynak
kaynag bileseni yolu
1,1-1,19-1,24 1P .
Belirtilmemis Apitoksin If‘;;e':l erkek Rady oprotektif etkinlik nglg ?;Tﬁmfgs\ée
4,2-5,6 pg/g SC ’
. Billingham
Apis mellifera Polipeptid 401 Y;Itlstar erkek Deney sel artriti baskilama 4 mgkg sC ve ark.,
1973
Penge 6demini ve deney sel 0,01-1 mgk Chang ve
Apis mellifera Apitoksin Lewis erkek rat | artriti baskilama, anti- ! g SC Bliven,
inflamatuvar aktivite 1979
R . o Lewis .. Eiseman ve
Apis mellifera Apitoksin erkek/disi rat Deney sel artriti baskilama 2 mg/kg SC ark., 1982
Penge 6demini ve deney sel Shkenderov
artriti baskilama, anti- ve
Belirtil . Adolanin Rat inflamatuvar aktivite, ED50:0,013- 1P Koburova,
clrtimemis p analjezik aktivite, PLA, ve 0,016 mg/kg 1982;
COX aktivitesinde Koburova
inhibisyon etal., 1984
. . s insan periferal Siip eroksit any on L Somerfield
Apis mellifera Melittin R L 2 pg/ml in vitro ve ark.,
kan 16kositleri retiminin baskilanmas1 1986
i . . : Immiin-modiilatér, ~ Hwang ve
Belirtilmemis Apitoksin Rat nosiseptif etkinlik 0,25-1 mg/kg sC ark., 2001
Sprague Penge 6demini baskilama, SC; Zusanli Kwon ve
Belirtilmemis Apitoksin Dawley erkek Anti-nosiseptif, anti- 1 mgkg akupunktur ark. 2001
rat inflamatuvar etkinlik noktalart "
CBA disi fare Timoér boyutunda kiigiilme,
Belirtilmemi Apitoksin meme ::lrllrml)lregnel::lsltn3 :?éjr hiicreleri 0.15-0,30-0,60 Tméricine OrSolic ve
s P karsinomave enge. > & u mg/fare enjeksiyon ark., 2005
fibrosarkoma uzerine apop')totl ve
nekrotik etki
Wistar rat Bazal ve oksidatif DNA gajsl'q ve
Apis mellifera Apitoksin lenfosit kiiltir hasarma kars1 koruyucu 1 pg/ml in vitro Vﬁ:?\; ac
hiicreleri etki ’
2009
Belirtilmemis Apitoksin Insan LD50 2,8 mglkg Belirtilmemis Ali, 2012
Pankreas B-hticrelerinde
anti-inflamatuvar aktivite;
. . Lo . AKG, trigliserid, total Mousavive
Apis mellifera Apitoksin Lewis erkek rat Kolesterol iizerine diisiiriicii 0,5mgkg IP ark,, 2012
etki; insiilin salmmuni
artiric etki
. Deney sel otoimmiin
Apis mellifera Apitoksin CSTBLI6 disi ensefalomiyelit {izerine 1 mgkg, !P . Lee veark,,
fare A L 1 pg/ml in vitro 2013
anti-inflamatuvar etkinlik
SC (Quchi,
Sprague Zusanlive Lim ve
Belirtilmemis Apitoksin Dawley erkek Anti-allodinik etkinlik 1 mgkg ‘Yaoyangguan ark. 2013
rat akupunktur N
noktalar1)
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1.7.1 Apitoksin'in Diabetes Mellitus Tedavisinde Kullanim

Mousavi ve ark. (2012)’nin diyabetik ratlar tizerinde yaptiklar1 ve daha dnce de kisaca
bahsi gegen arastirmanin sonuglar1 grafiklerle asagidaki sekilde sunulmustur. Grafik
1’de bu arastirmada ismi gegen serum glikoz, trigliserid, total kolesterol ve insiilin
seviyeleri gosterilmistir.

- 4 haftalik glukoz seviyesi

. 2 haftalik glukoz seviyesi

Glukoz (mg/dl)

-.-

Kontrol  Diyabetik  Apitoksin

Trigliserid (mg/dl)
|
|
Instlin (WIU/ml)

o

Kontrol  Diyabetik Apitoksin Kontrol  Diyabetik Apitoksin

Kolesterol (mg/dl)
o

Kontrol  Diyabetik Apitoksin

Grafik 1: Serum glikoz, trigliserid, total kolesterol ve insiilin seviyeleri (Mousavi ve ark., 2012).

Apitoksin igeriginin %88’lik kismu sudan olusmakta (Krell, 1996) ve artakalam

da peptidler, enzimler, aktif aminler ve muhtelif diger bilesenlerden olugsmaktadir (Son



49

ve ark., 2007; Bogdanov, 2012). Tablo 6’da apitoksinin kimyasal bilesimini olusturan

molekiillerin ve mineral maddelerin isimlerinin ve oranlarinin bir listesi sunulmustur.

Tablo 7: Apitoksinin kimyasal bilesimini olus turan molekiillerin ve mineral maddelerin isimlerive
oranlann (Son ve ark., 2007; Bogdanov,2012; Jo ve ark., 2012).

Molekiil simfi Bilesen Apitoksinin kuru agirhigi icindeki % oram
Peptidler Melittin 40-50
Melittin F 0,01
Apamin 2-3
Pamin 1-3
Sekapin 0,5-2
Tertiapin 0,1
Adolapin 0,5-1
MCD - peptid 2-3
Proteaz inhibitorii 0,1-0,8
Prokamin A, B 1-2
Minimin 2
Kardiyopeptin <07
Enzimler Fosfolipaz A, 10-12
Fosfolipaz B 1
Hyaluronidaz 1-2
Asit fosfomonoesteraz 1
Fosfataz 1
Lizofosfolipaz 1
o - Glikozidaz 0,6
Aktif aminler Histamin 0,5-2
Dopamin 0,2-1
Norepinefrin 0,1-0,5
Fosfolipidler 1-3
Aminoasitler o — aminoasitler 1
B — Aminoisobiitirik asit 0,1-0,7
v — Aminobiitirik asit 0,13-1
Sekerler Glikoz 2-4
Fruktoz
Ugucu bilesikler (feromonlar) Kompleks eterler 4-8
Mineraller P, Ca, Mg 34

Kimyasal bilesiminde bulunan peptidlerin, apitoksinin etki mekanizmasinin
asil elemanlar1 oldugu ve bu peptidlerin degisik sayilarda aminoasit igerigine sahip
oldugu belirtilmektedir (Derebasi ve Cankabal, 2009).

1.8 Apitoksin icerigindeki Onemli Biyoaktif Bilesikler

1.8.1 Melittin

Melittin, forapin veya melittin I isimleriyle bilinen ve 26 aminoasitten olusan (URL-
2, 2014), amfipatik polipeptid yapisinda bir bilesiktir ve apitoksinin toksik etkisinden

sorumlu olan bilesenlerden en Onemlisidir. Suda c¢oziinebilir hidrofilik yapisinin



50

yaninda, ¢ift katmanl1 lipid tabakasina entegre olabilmesinden dolay1 hiicre membrant

icin litik bir bilesik oldugu belirtilmektedir (Terwilliger ve Eisenberg, 1982).

Melittin polipeptidinin, rat pankreas f hiicrelerinden insiilin salinimini uyardig
ve melittinin dozuna bagli fakat, inkiibasyondaki [ hiicre kiiltiirii ortaminda glikoz
varligindan bagimsiz olarak bu salimim yanitimin degistigi ve salinlmda maksimum bir
noktanin oldugu in-vitro bir ¢alisma ile gosterilmistir (Morgan ve Montague, 1984).
Asagida, glikoz ve melittin’in adacik basina bir saatlik insiilin salinimuyla ilgili doz-
salimm konsantrantrasyonu tablosu (Tablo 7) ve melittin’in dozuna bagli olarak artis

gosteren insiilin salimm cevabi grafigi (Grafik 2) sunulmustur.

Tablo 8: Glikoz ve melittin varhginda Langerhans adacig1 basina bir saatlik insiilin salimmyla ilgili doz-
sahmim konsantrantrasyonu tablosu (Morgan ve Montague, 1984).

Melittin varhigina gore insiilin salinim
(ng/adacik/saat)
Glikoz konsantrasyonu
(mM)
(+) var () yok
0 3,7+0,61 0,5+0,07
4 3,7+0,34 0,6+0,07
8 5,4+0,60 2,3+0,29
20 8,4+0,51 8,0+0,51
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Melittinin dozuna bagli instilin salirum cevabi

Insiilin salinimi (ng/adacik/saat)
<]

5 10 15
Melittin konsantrasyonu (pg/ml)

Grafik 2: Melittin’in dozuna bagh olarak artis gosteren insiilin salimm cevabi grafigi
(Morgan ve Montague, 1984)

Aragtirma sonuglarina gore, insiilin salimmim saglayan hiicrelerin plazma
membranlarinin melittin tarafindan lize edilerek degisime ugratilmasi ve insiilin
salimmindaki artisin bu nedenle olabilecegi akla gelen ilk ¢ikarim olsa da, insiilin
salimmimin  melittin ortamdan c¢ekildiginde azalmasi ve ortamdan kalsiyum
uzaklastirildiginda da inhibe oldugunun gézlenmesi melittinin litik etkisinden ziyade,
a—adrenerjik kontrol mekanizmasi ile insiilin salinimuim stimiile ederek bu etkiye yol

actigim akla getirmektedir (Morgan ve Montague, 1984).

a—adrenerjik kontrol mekanizmasi ile salimm ve melittin arasindaki iligski bu
aragtirmada, ortamda glikoz varliginda norepinefrin kullamlarak o—adrenerjik
reseptorlerin - bloke edilmesi sonucu insiilin  salimimumin inhibisyonu ile
gosterilmektedir. Melittin ise, ortama fazlaca norepinefrin eklense de insiilin
saliniminda azalmaya Sebebiyet vermemistir (Morgan ve Montague, 1984). Yani,
melittinin bu katesolaminin inhibe edici etkisinin {istesinden gelmis oldugu neticesine

varilmaktadir (Malaisse ve ark., 1967).
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1.8.2 Apamin

18 aminoasitten ibaret olan ve iki adet distilfit bagi igeren, sinir sistemi tizerinde zararl

etkiye sahip olan bir peptid oldugu rapor edilmistir (Romey ve ark., 1983).

Apamin K* kanallarimin spesifik blokoriidir (Castle ve ark.,, 1989). Bir
arastirmada, fare pankreas dokusu [ hiicreleri ve insiilinoma hiicrelerinde SK ve 1K1
kanallarinin insiilin sekresyonunda rol oynadigi rapor edilmistir. Ayrica, bu kanallarin
glikoz tarafindan uyarilan intraselliiler Ca?" konsantrasyonunu ve bu mekanizmaya
dayal1 olarak insiilin sekresyonunu regiile etmede oynadig rol agiklanmistir (Tamarina
ve ark., 2003).

Bu arastirma sonuglarina gore, in vitro fare pankreas B hiicre kiiltiiriine 12
mmol/L glikoz eklenmesinin ardindan 100 nmol/L apamin ilave edilmesi, glikoz
tarafindan stimiile edilen bu hiicrelerde Ca?* konsantrasyonunu onemli miktarda
artirmistir. Fakat, glikozun B hiicreleri igin stimiile edici olmayan 2 mmol/L
konsantrasyonunda eklenmesi, apamin bagimli Ca?" konsantrasyonunda yiikselmeye
neden olmamustir. Bu bulgudan hareketle, yeterli miktarda glikozun varliginda
apaminin SK ve IK kanallarimn blokorii oldugu rapor edilmistir (Tamarina ve ark.,
2003).

Dolayzsi ile, apamin tarafindan SK ve IK kanallarinin bloke edilmesi sebebiyle
aktivitesinde meydana gelen diisiis, B hiicrelerinde repolarizasyonu azaltnis ve hiicre
ici Ca?* miktarinda artisa neden olmustur. Bu mekanizma ile de insiilin saliniminin

arttig1 rapor edilmistir (Tamarina ve ark., 2003).

1.8.3 Sekapin

25 aminoasitten ibaret olan ve disiilfit bagi nedeniyle stabilize yapida olan bir peptiddir
(Mourelle ve ark., 2014).
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Sekapin ¢ok uzun siire Oncesinde kesfedilen bir molekiil olmasina karsin, bu
peptidin biyolojik etkinligi ile ilgili pek fazla arastirma olmadig rapor edilmistir
(Bogdanov, 2012; Mourelle ve ark., 2014).

1.8.4 Tertiapin

21 aminoasit dizisinden ibaretolan bir peptiddir (Gauldie ve ark., 1976).

Insiilin salinimu ATP duyarli potasyum kanallar1 (Katp kanallari), tarafindan
kontrol edilmektedir (Babenko ve ark., 1998). Bukanallarin Kir ve K;:6.1 ve K 6.2‘nin
alt birimleri olan ve sulfoniliire reseptér proteini olarak adlandirilan birimler
bulunmaktadir (Campbell ve ark., 2003; Stephan ve ark., 2006). Tip 2 DM sagaltimu
amactyla tercih edilen sulfoniliire grubundan ilaglar, kendilerine 6zel reseptor
proteinlerine baglanip Katp kanallarimn kapanmasina ve bu baglanma da membranda
depolarizasyona sebep olup voltaj bagimli Ca? kanallarimn agilmasimna yol
acmaktadir. Intraselliiler ortamda miktar1 artan Ca?* ise insiilinin ekstraselliiler ortama
sekresyonuna yol agmaktadir (URL-3, 2013; URL-4, 2013). Sekil 5’te Katp kanali

bagimli ve glikoz uyarimli insiilin sekresyonu mekanizmasi sunulmustur.

GLUKOZ

K KANALLARI VDCC KANALLARI
(Voltaj bagimh K* {Voltaj bagimh Ca**
kanallari) kanallari)

INSULIN
SALINIMI

Sekil 6: Karp Kanall Bagimh ve Glikoz Uyarimh insiilin Se kresyonu Mekanizmas1 (Macdonald Ve
Wheeler, 2003).



54

Tertiapin bir potasyum kanal1 blokoériidiir ve bu 6zelligi nedeniyle Ki ve BK
olarak adlandirilan potasyum kanallari iizerinde etkiye neden olmaktadir (URL-5,
2014). Ozel olarak K 1.1, K;-3.1 ve K 3.4 alt birimlerine baglanan tertiapin, miktara
bagimli bir sekilde potasyum gegisini durdurucu etki gostermektedir (Jin ve Lu, 1998).
Bu yoniiyle, tertiapin ile sulfoniliire grubundan ilaglar etki tarzi olarak birbiri ile

benzerlik gostermektedir.

1.8.5 Adolapin

103 aminoasit dizisinden ibaret olan bir polipeptiddir (Chen ve Lariviere., 2010).

Adolapin polipeptidinin  PLA,, siklooksijenaz ve prostaglandinlerin
inhibisyonuna neden olarak antiinflamatuar, antipiretik ve analjezik etki gosterdigi
diistiniilmektedir (Shkenderov ve ark., 1982; Koburova ve ark., 1984). Bu etkinin
pankreas [ hiicrelerinin ve adaciklarin yangi mekanizmalari {izerine etkilerini

arastirma yoniinde bir ¢calismaya rastlanilmanustir.

1.8.6 Mast Hiicresi Degraniilasyon (MCD) Peptidi

28 aminoasit dizisinden ibaret olan ve immiinotoksik ve norotoksik 6zellikler gosteren
bir peptiddir (Argiolas ve ark., 1985; Dreyer, 1990; Ratcliffe ve ark., 2011).

Bu peptid, mast hiicreleri iizerinde immiinotoksik Ozellik gostermektedir
(URL-6. 2014). Deneysel bir doku kiiltiirii ¢alismasinda diisiik miktarda MCD
peptidin mast hiicrelerine baglanip histamin degraniilasyonuna neden oldugu, ortamda
fazla miktarda bulundugunda ve IgE varliginda ise tam tersine histamin sekresyonunu
onledigi rapor edilmistir (Buku ve ark., 2005). Histamin sekresyonunun énlenmesiyle
tip 1 hipersensitivite reaksiyonlar1 6nlenmektedir (Buku ve ark., 2005, 2008). MCD

peptidin yapay olarak sentezlenen analoglarinin, yiliksek affiniteli IgE reseptoriine
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baglanmak i¢in IgE ile yaris halinde olduklar1 bildirilmistir (Buku ve ark., 2008). Bu
nedenle, MCD peptidin baz1 alerji vakalarinda yiiksek 6nem tasiyan sagaltici etkinligi
bulunduguna inamlmaktadir (Ratcliffe ve ark., 2011).

MCD peptidin norotoksik kabiliyetinin mast hiicrelerinde degraniilasyona
neden olmasi ile ilgili degil, kuvvetli voltaj duyarli potasyum kanali blokérii olmasiyla
alakal1 oldugu diistiniilmekte (Breithaupt ve Habermann, 1968; Ziai ve ark., 1990) ve
bu etkisini beyinde voltaj bagimli potasyum kanallarina baglanarak gosterdigi
diisiiniilmektedir (Kondo ve ark.,, 1992). Bu kanallar, Kv kanallar1 olarak da
isimlendirilmektedir. MCD peptid beyinde farkli lokalizasyonlarda yerlesim gosteren
Kv 1.1, Kv 1.6 ve Kv 1.2 kanallarina baglanarak etki gostermektedir (Stiihmer ve ark.,
1989; Pongs, 1992; Grissmer ve ark., 1994; Harvey, 1997).

Insiilin sekresyonu yapan B hiicreleri de Kv kanallarina sahiptir (URL-7, 2014).
Iki farkli arastirmanin sonuglar1 yorumlandiginda, B hiicrelerinde Kv 2.1, Kv 3.2, Kv
6.2 ve Kv 9.3 kanallar1 yerlesim gostermektedir (Yan ve ark., 2004; Wulff ve ark.,
2009). Kv kanallar1 B hiicreleri haricindeki yerlerde de goriilmekte ancak, MCD
peptidinin bu kanallar {izerindeki etkinligi ile ilgili literatiirde bilgiye

rastlamilmamustir.

1.8.7 Minimin

Apitoksinin agirlik¢a %2’sini olugturan bir polipeptiddir (Lowy ve ark., 1971).

Bir arastirmada, minimin ar1 zehirinden saf halde ayrilip bu polipeptidin
mitokondriyal aktivite ve drosophila larvalar1 {izerine olan etkileri arastirilmis, bu
polipeptidin biyolojik zarlarin gegirgenligini ve olasi bir sonug olarak kas aktivitesini
de etkiledigi rapor edilmistir (Lowy ve ark., 1971; 1972). Melittinin de zar gegirgenligi
tizerine etki ederek aktivite gosteren bir polipeptid oldugu bilinmektedir ancak,

miniminin etki sekli, melittinin etki sekli kadar acik bir bigimde ortaya konulmamustir.
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1.8.8 Prokamin Ave B

Apitoksinin %1-2’sini teskil eden bir polipeptiddir (Bogdanov, 2012).

Prokaminin C ucunda histamin rezidiisii yer almaktadir. Bu nedenle bu
polipeptidin, apitoksin gibi dogal bir kaynaktan ekstrakte edilip histamine sahip olan
ilk polipeptid olma 6zelligine sahip oldugu bildirilmistir (Lipps ve Khan, 2001).

Prokaminin B hiicreleri lizerinde veya diyabet hastaligimn molekiiler
mekanizmasinda tek basina veya diger bilesenlerle sinerjistik olarak bir etkisi

olduguna dair herhangi bir arastirmaya rastlanilmanustir.

1.8.9 Kardiyopeptin

Apitoksin %1-2’sini teskil eden bir polipeptiddir (Bogdanov, 2012).

Bir ¢aligmada, kardiyopeptinin kalp-damar sisteminde bariz antiaritmik etkileri
kesfedilmis ve B-adrenerjik agonisti oldugu rapor edilmistir (Vick ve ark., 1974).
Insiilin sekresyonunun B-adrenerjik agonistleri tarafindan uyarildigi bir baska
arastirmact tarafindan kesfedilmistir (Porte, 1967). Bir arastirmada, insiilin
sekresyonunun sinir sisteminin sempatik (adrenerjik) kismu tarafindan kontrol edildigi

ortaya konulmustur (Begg ve Woods, 2013).

1.8.10 Proteaz inhibitorii

Apitoksin’in agirlikga %0,1-0,8’ini teskil eden bir polipeptiddir (Bogdanov, 2012).

Dogal yollarla iiretimi yapilan ve suni olarak sentezlenen proteaz inhibitorleri
bilimsel aragtirmalarda ¢esitli alanlarda kullamlmaktadir (URL-8, 2014). Bir
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arastirmada, dogal sentez {iriinii olan proteaz inhibitdrlerinden tripsin inhibitorii, ratlar
tizerinde oral ve parenteral olarak uygulanmus,  hiicrelerinden glikoz bagimli insiilin
sekresyonu {iizerindeki etkileri gozlemlenmis ve sonug olarak, intravendz glikoz
uygulamasini takip eden dakikalarda ve oral glikoz yiiklemesi sonrasinda insiilin

salimmimn azaldig1 gozlemlenmistir (lhse ve ark., 1974).

Sentetik proteaz inhibitdrlerinden camostat ile yapilan bir ¢alismada ise,
camostat ile pankreas B hiicrelerinin akut olarak inkiibe edilmesinin sonucu olarak

instilin salimminin degismedigi rapor edilmistir (Goke ve ark., 1985).

Wistar albino ratlar tizerinde yapilan bir arastirmada, belirli bir dozda
camostatin 14 giin gibi uzun siire boyunca uygulanmasi sonucu glikoz bagimli insiilin

salimminda dikkati ¢eken bir diisiis oldugu gézlemlenmistir (Miiller ve ark., 1988).

1.8.11 Fosfolipaz Az (PLA2)

Apitoksin’in %10-12’sini teskil etmektedir (Bogdanov, 2012) ve grup Il enzim
ailesindendir (Valentin ve ark., 2000).

PLA;ar1, yilan, akrep gibi birgok zehirli hayvanin venomunda ve ayrica artritik
sinoviyal sividan, pankreatik siviya degin pek ¢ok biyolojik materyalde yer alan bir
enzimdir (Six ve Dennis, 2000) ve hidroliz reaksiyonunu enzimatik katalize
ugratmaktadir (Burke ve Dennis, 2009). Melittin ile fosfolipazin birlikte etkilesim
gostermesi kayda deger olarak goriilmektedir. Melittin hiicre i¢i fosfolipazi stimiile
etmekte ve bu yolla prostaglandinlerin sentezlenmesine ve sekresyonuna Yol
agmaktadir. 10 pg/ml’den fazla melittin derisiminde, yeterli konsantrasyonda
fosfolipaz enzimi etkin hale gelerek hiicresel lesitinin %10’unu ¢ok kisa bir zamanda,
tamanmini da yarim saatte hidrolize edip yok etmektedir. Bu durumdan hareketle,
fosfolipazin lipid derisimini degistirerek hiicre zar1 fonksiyonunu regiile ettigi rapor
edilmistir (Shier, 1979).
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Neonatal rat B hiicrelerinin kullanildig: bir hiicre kiiltiirli arastirmasinda, kiiltiir
ortamina eksojen PLA; ve glikozun eklenmesiyle, aym konsantrasyonda yalnizca
glikoz bulunan hiicre kiiltiir medyumundaki gézlemden ayr1 olarak, PLA, nin insiilin
sekresyonunda az bir artisa sebep oldugu gézlemlenmistir (Fujimoto ve Metz, 1987).

PLA,'nin etkinligi ile ilgili olarak fosfolipid metabolizmasindaki reaksiyonlar
ile pankreas P hiicrelerinden insiilin salimmu arasindaki mekanizmalar Sekil 7’de

sunulmustur.

FOSFOLIPIDLER

Metaboalik Enerji
FOSFOLIPAZ &,

LiZOF OSFOLIPIDLER,

Lipoksijenaz Siklo-oksijenaz

®

FOSFOLIPIDLER

Acil Cod,
Sentetas, Transferaz

ARASIDONIK AT

LiZOFOSFOLIPIDLER,

Sekil 7: PLA; aktivasyonu nedeniyle pankreas B hiicrelerinde lizofosfolipid ve arasidonik asit iire timi (Fujimoto ve
Metz, 1987).

Metz’e gore, lizofosfolipid, pankreas B hiicre zar1 yiizeyine bagli olan Ca®
depolarina etkiyerek, Ca?’nin ag18a ¢ikmasina ve bdylece insiilin sekresyonuna sebep

olmus olabilir (Metz S.A., 1986a). Baska bir arastirmamin sonuglari, bu isleyis
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mekanizmasimn olast bir zar fiizyonu ile iliskili oldugunu akla getirmektedir
(Fujimoto ve Metz, 1987).

1.8.12 Lizofosfolipaz

Apitoksin’in agirlikca %1’ini teskil eden (Jo ve ark., 2012) bir enzimdir (Kwon ve
ark., 2005).

Ratlarin  hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro iki ¢alismada, p-
hidroksimerkiiribenzoat inhibitoriiniin,  hiicrelerinde yer alan ve apitoksinin de
muhteviyatinda bulunan lizofosfolipazi bloke ettigi ortaya konulmustur. Bdylece
lizofosfatidilkolinin, lizofosfolipaz araciligiyla yikimlanmasit Onlemis olmaktadir
(Metz, 1986b, c; 1987).

Lizofosfatidilkolin, lizofosfolipid grubundan bir tyedir. Hiicre kiiltiiri
ortaminda yapilan bir arastirmada, lizofosfatidilkolinin insiilin salimm konusunda
glikozdan daha etkin oldugu ve [ hiicrelerinden daha ¢ok miktarda insiilin

sekresyonuna sebep oldugu kesfedilmistir (Fujimoto ve Metz, 1987), (Grafik 3).

|
=
2 sof -
¥ 100 pg/ml lizofosfatidilkolin
=
=
S aof
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=
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a 0 1 1 1 1 I ]
= 0 20 40 60
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Grafik 3: Lizofosfatidilkolin ve glikozile Kiiltiire edilen P hiicrelerinde n immiin reaktif insiilin
sekresyonu (Fujimoto ve Metz, 1987).
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1.8.13 Hiyaluronidaz ve Asit fosfomonoesteraz

Bu enzimlerin yalmz baslarina veya venom muhteviyatindaki diger maddelerle
sinerjistik olarak pankreas B hiicreleri veya diyabet hastalig1 iizerine etkisi olduguna

dair bilimsel bir literatiire rastlamilmamustir.

1.8.14 Histamin

Apitoksinin %0,5-2’sini olusturan bir biyojen amindir (Bogdanov, 2012). Apitoksinin
muhteviyatindaki bu biyojen amin nedeniyle radyoprotektif ozellik gosterdigi

diisiiniilmektedir (Varanda ve Tavares, 1998).

Ekzokrin pankreas kismu tizerinde histaminin etkisi arastirilmus (Neale ve
Klumpp, 1930) ancak, endokrin kisim tizerine etkisine dair bilimsel literatiirde bilgiye

rastlanilmamustir.

1.8.15 Dopamin

Apitoksin agirliginin %0,2-1ini teskil eden biyojen bir amindir (Bogdanov, 2012).
Apitoksindeki dopaminin, direkt olarak diyabet tizerindeki etkileri ¢alisilmamus olsa
da, sempatolitik D2-dopamin agonisti olan bromokriptin maddesinin diyabet iizerine
olan etkisi baz1 arastirmacilarca arastirilmistir (Scranton ve Cincotta, 2010; DeFronzo,
2011). Bromokriptin preparatlari, diyabetlilerde insiilin diizeyini artirmaksizin aglik
kan glikozu ve postprandiyal hiperglisemiyi azaltmaktadir (Scranton ve Cincotta,
2010; URL-9, 2014). Memelilerde bu biyojen aminin fizyolojik etki gdsterebilmesi

i¢in gerekli olan konsantrasyon apitoksinde bulunmamaktadir (Bogdanov, 2012).
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1.8.16 Norepinefrin

Apitoksinin agirlik¢a %0,1-0,5ini teskil eden biyojen bir amindir (Bogdanov, 2012).
Bir aragtirma sonucuna gore, a—adrenerjik reseptdr blokorii olan norepinefrin, hiicre
kiiltiirii ortaminda glikoz ile inkiibasyonu saglanan rat pankreas hiicrelerinden insiilin
salimminda inhibisyona neden olmaktadir (Malaisse ve ark., 1967). Memelilerde
norepinefrinin fizyolojik etki gosterebilmesi icin gerekli olan konsantrasyon
apitoksinde bulunmamaktadir (Bogdanov, 2012).

Bu ¢alismada, tiim diinya tarafindan terapotik etkileri yoniinden kabul goren
onemli bir tedavi metodu olarak apiterapinin 6nemli bir dali olup gerek halk arasinda
gerekse profesyoneller tarafindan kullamlan apitoksin ile tedavi yontemi, deneysel
diyabet olusturulmus ratlarda oksidan-antioksidan statii ve bazi biyokimyasal

parametrelere etkileri yoniinden degerlendirildi.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Arag ve Gerecler

Calismada Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dalinda ve Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi laboratuvarinda mevcut olan laboratuvar ekipmanlari kullamlms olup, bu

ekipmanlar asagida 6zellikleriyle birlikte listelenmistir.

Buz Dolabi/Derin Dondurucu (Argelik, Ugur)

Cerrahi set

Dijital pH metre (WTW - pH 330)

ELISA mikropleyt okuyucu (Fisher Scientific —accuSkan — FC Filter-Based)
Ependorf tipii (VWR Marka 1,5 ml'lik)

Farkli hacimlerde cam laboratuvar malzemeleri (Isolab)

Glukometre (Plusmed Accuro pM 1-300)

Hassas terazi (Ohaus-Adventurer Pro AV264C 0,0001 g’a duyarli, Kern-PCB 200-
20,01 g’a duyarl)

Kan 6rnegi toplama tiipleri (BD Plymouth Vacutainer, 2 ml K, EDTA)

Lateks eldiven (Beybi M ve L boyutlu)

Mikro pleyt (Greiner Bio-One, 96 kuyucuklu)

Otomatik Pipetler (VWR — Starter Kit 3 — 3 adet tek kanall1 pipet; 0,5-10ul/10-
100ul/100-1000ul hacimlerinde)

Pipet ucu (Isolab 1000 pl)

Polietilen enjektor (plusMed - 2,5, 5, 10 ml, Beybi insiilin enjektort, 1ml)
Sogutmal1 santrifiij (Ortoalresa - Digicen 21 R, Niive NF 1000 R)

Su banyosu (Termal J11540K)

Tam otomatik kan sayim cihazt (Mindray BC-2800 vet)
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2.2. Kimyasal Malzemeler

Apitoksin (Sigma-Aldrich, apis mellifera (honey bee)-lyophilized powder -V3375-
25mg’lik)
DNA hasar 6l¢tim kiti (Shanghai Sunred Biological Technology Co. - Rat (8-OHdG)
ELISA Kit)
Glutatyon (GSH) 6l¢iimii igin:

Metafosforik asit (Sigma-Aldrich)

Etilendiamin tetraasetik asit (Sigma-Aldrich)

NaCl (Sigma-Aldrich)

Disodyum fosfat (Sigma-Aldrich)

5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid (Fluka)

Glutatyon Standardi (Sigma-Aldrich)
Insiilin 6l¢iim kiti (Shanghai Sunred Biological Technology Co. - Rat (INS) ELISA
Kit)
Lipid peroksidasyonu (MDA tayini) i¢in:

Tiyobarbitiirik asit (Sigma-Aldrich)

Trikoloroasetik asit (Merck)
Nitrik oksit (NO) ol¢iimii igin:

HCI (Riedel-de Haen)

VaCl (Merck)

Sulfanilamid (Merck)

N-(I-Naftil)etilendiamin dihidroklorid (Merck)

Alkol (Sigma-Aldrich)

Sodyum nitrat (Sigma-Aldrich)
Protein karbonil 6l¢iim kiti (Shanghai Sunred Biological Technology Co. - Rat (PC)
ELISA Kit)
Streptozotosin (Sigma-Aldrich, 1 g'lik)
Total Antioksidan Kapasite dl¢iim kiti (Relassay - 3. Generation Total Antioxidant
Status)
Total Oksidan Kapasite 6l¢tim kiti (Relassay Total Oxidant Status (TOS) Assay Kit)
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2.3. Deney Hayvanlan

Calismanin deneysel asamasi, Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulu nun

445-15 referans nolu ve 07.05.2015 tarihli onay1 ile ger¢eklestirilmistir.

Deneysel asamada 3-4 aylik yasta, agirliklar1 200-320 g arasinda degisen 40
adet erkek “Wistar-albino” rat kullamlmustir. Hayvanlarin sec¢iminde, saglik
durumlarimn iyi olmasina ve Oncesinde herhangi bir deneysel arastirmada
kullanilmamis olmalarina dikkat edilmistir. Caligmanin 10 giin dncesinde gozlem
altina alinan deneklerin c¢aligma ortamina adaptasyonu ve stabilizasyonu temin

edilmistir.

2.4 Deneysel Diyabet Modeli

Laboratuvar hayvanlarinda deneysel diyabet modeli olusturmak igin yaygin olarak
kullanilan diyabetojenik kimyasal streptozotocin (STZ) kullamlmustir. Deneklerin
canli agirliklart 6lctilerek toplamda kullamilacak STZ miktar1 (50 mg/kg) hesaplanmus
ve oransal olarak 0,1M sitrik asit monohidrat (21,01 g/1) soliisyonu ile 0,1M trisodyum
sitrat dihidrat (29,41 g/l) soliisyonundan olusan Na-Sitrat buffer i¢cinde ¢ozdiiriilerek
(Dawson ve ark., 1986), pH stabilitesi 4,0 — 4,5a ayarlanmustir (Deeds ve ark., 2011).
12 saat oncesinden a¢ birakilmig deneklere, 50 mg/kg canli agirlik olacak sekilde tek
doz (Tuch ve ark., 2002; Irer ve Alper, 2004) intraperitoneal (IP) enjeksiyonla
uygulanmis ve bu kimyasalin etki tarzi g6z Oniinde tutularak, hayvanlarin igme
sularina enjeksiyondan 2 saat sonra baslamak {izere, 24 saat siire ile %5 oraminda
siikkroz ilave edilmistir (Tuch ve ark., 2002). Uygulamadan 48 saat sonra deneklerin
kuyruk veninden kan oOrnekleri alinmus ve glukometre ile kan glikoz diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Kan glikoz diizeyi 200 mg/dl ve {izerinde olan deneklerin kalici

hiperglisemik evrede ve diyabetli oldugu kabul edilmistir (Noyan ve ark., 2004).
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2.5 Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Denekler her bir grupta 10 adet rat olacak sekilde:
1. Kontrol Grubu (K),
2. Apitoksin Grubu (A),
3. Diyabetik Grubu (D) ve
4. Diyabet + Apitoksin Grubu (DA) olarak planlanmus ve 28 giin boyunca

asagida belirtilen deney prosediirii uygulanmustir.

2.6 Deney Prosediirii

Standart olarak tiim hayvan gruplari, aym deney ortamu kosullarinda tutulup,
28 giinliik calisma siiresince her giin 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyotta
tutularak standart rat yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslenmistir. Hayvan

kafes altliklar1 i¢in kullamlan talas glin asir1 yenisiyle degistirilmistir.

Yem ve su her giin ayni saatte (09.30) bir giin 6nceki tiiketilen miktar Sl¢iilerek
yeniden eklenmis Ve tiiketilen miktarlar kaydedilmistir. Deneklerin canli agirliklar1 ve
aclik kan glikoz diizeyleri ¢alismamn 0., 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerinde deneklerden

alinan kan 6rneklerinde glukometre yardimu ile 6l¢iilerek kayit altina alinmustir.

K Grubu: Bu grup 10 saglikli rattan olusmus olup, deneme siiresi boyunca standart rat
yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslenmistir. Bu grubun hayvanlarina diger
gruplarinki ile esit stres sartlarim tasimalari amaciyla IP fizyolojik tuzlu su

enjeksiyonu uygulanmustir.

A Grubu: Bu grup 10 saglikli rattan olusmus olup deneme siiresi boyunca standart rat
yemi ve ¢esme suyu ile ad libitum olarak beslenmistir. 28 giin boyunca fizyolojik tuzlu
su igerisinde ¢oziindiiriilen toz formundaki apitoksin 0,5 mg/kg canli agirlik dozunda
(Hadjipetrou-Kourounakis ve Yiangou, 1984; Mousavi ve ark., 2012) ve IP yoldan

uygulanmustir.
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D Grubu: Bu gruba STZ ile indiiklenen ve aglik kan glikozu dlgiimii sonucu diyabet
oldugu kabul edilen hayvanlardan rastgele segilen 10 tanesi alinmuistir. Ayrica
deneklere, diger gruplarin denekleriyle esit stres sartlarim tagimalar1 amaciyla IP
fizyolojik tuzlu su enjeksiyonu uygulanmistir olup deneme siiresi boyunca hayvanlara

standart rat yemi ve ¢esme suyu ad libitum olarak verilmistir.

Diyabet + Apitoksin Grubu: Bu gruba STZ ile indiiklenen ve aglik kan glikozu 6l¢timii
sonucu diyabet oldugu kabul edilen hayvanlardan rastgele secilen 10 adet rat
alimmstir. Bu hayvanlara da 28 gin boyunca fizyolojik tuzlu su igerisinde
¢oziindiiriilen toz formundaki apitoksin 0,5 mg/kg canli agirlik dozunda (Hadjipetrou-
Kourounakis ve Yiangou, 1984; Mousavi ve ark., 2012) ve IP yoldan uygulanmis olup,
deneme siiresi boyunca hayvanlara standart rat yemi ve ¢esme suyu ad libitum olarak

verilmistir.

2.7 Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Kan Parametrelerinin Olciimii

Deneysel asamanin sonunda (28. giinde), bir 6nceki gece yem verilmeyen hayvanlarin
canli agirlik 6lgtimleri ve aglik kan glikoz diizeyleri kaydedilerek, denekler 10 mg/kg
Xylazine HCI ile 50 mg/kg Ketamin HCI enjeksiyonu sayesinde anestezi altina

alinmustir.

Anestezi altina alinan deneklerin cilt ya da parmak kistirma yamtlar1 kontrol
edilerek, bu uyarimlara yanit vermeyenlerin gogiis kafesleri teknigine uygun olarak
acilmus ve atan kalpten uygun enjektorler vasitasiyla yaklasik olarak 5-8 ml tam kan
ornegi alinmis ve Ky EDTA’ tiiplere aktarilmistir. Bu 6rneklerin bir kismu MDA,
GSH ve tam kan sayimu i¢in ayrilmus, kalan kismu ise diger biyokimyasal analizlerin
gerceklestirilmesi i¢in derhal soguk zincir altinda muhafazaya alinarak laboratuvara
gonderilmistir. Bu islem sogutmali santrifiijde 2500 rpm’de 10 dk boyunca yapilmustir.
Elde edilen plazmalar 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alinarak, gerekli Olglimler

yapilincaya kadar derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Toplam kandan ve kan plazmasindan yapilan dl¢iimler sunlardir:
ALT (alanin aminotransferaz),
AST (aspartat aminotransferaz),
Graniilosit sayis1 ve yiizdesi,
GSH (rediikte glutatyon),
HCT (hematokrit deger),
HDL kolesterol,
HGB (hemoglobin miktar1),
Insiilin,
LDL kolesterol,
Lenfosit sayis1 ve ylizdesi,
MDA (malondialdehit),
Monosit sayis1 ve ylizdesi,
MPV (ortalama platelet biiytikliigii),
NOXx (nitrik oksitler),
PCO (protein karbonil),
PCT (kan plateletlerinin yiizdesi).
PDW (platelet biiyiikliiklerinin dagilimi),
PLT (platelet miktar1),
RBC (eritrosit sayist),
TAS (total antioksidan kapasite),
TOS (total oksidan kapasite),
Total kolesterol,
Trigliserit,
VLDL kolesterol,
WBC (16kosit sayisi).

2.7.1 Malondialdehit (MDA) Olg¢iim Yéntemi:

Lipid peroksidasyonunun derecesi, peroksidasyonun son iiriinii olan MDA ve diger

lipid peroksitlerin (formaldehit, asetaldehit gibi) miktarimn Olc¢lilmesi ile
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belirlenmektedir. MDA, lipid peroksidasyonunun yaygin olarak kabul goéren biyolojik
belirtecidir. MDA 6l¢iim yontemi, Draper ve Hadley (1990) tarafindan 6nerilmis ve
cift 1sitma yontemi olarak da bilinmektedir. Prensip olarak MDA’ ’nin tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile tepkimeye girerek, belirli bir dalga boyunda absorbans (Abs) vermesine
dayanmaktadir. Abs degeri spektrofotometrik yontemlerle tesbit edilmektedir. Bu
yontemde kullanilan reaktifler sunlardir;

- %10’1uk trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu: 10 g TCA’min, toplamda 100 ml distile
su igerisindeki soliisyonudur.

- %0,67’1lik TBA soliisyonu: 100 ml 0,05 N NaOH i¢inde ¢dziindiiriilen, 0,67 g’lik
TBA soliisyonudur.

Yapihsi: Tam kan numunesinden 0,5 ml alinarak, %10’luk TCA soliisyonunun 2,5
ml’si ile birlikte agzi kapakli deney tiipiinde karistirilmus ve 15 dk boyunca tiipler
benmaride 95°C kaynar suda bekletilmistir. Bunu takiben tiipler, i¢inde soguk su
bulunan bir kaba daldirilip bir siire beklendikten sonra 4°C’ye ayarlanmus sogutmali
santrifiijde 10 dk boyunca 5000 rpm’de santrifiije edilmistir. Sonrasinda tiiplerden,
onceden hazirlanmis kapakli deney tiiplerine 2’ser ml silipernatant alinmis ve
iizerlerine 1’er ml %0,67’lik TBA katilip tiipler sikica kapatilarak iyice karistirilnmustir.
Akabinde, yine 15 dk kaynatma ve sogutma islemi yapilmistir. Son olarak da,
numuneler ELISA mikropleyt kuyucuklarina aktarilarak Abs degerleri 532 nm’de
distile suya karst okunmustur. Numunelerin MDA miktar1 nmol/ml cinsinden

hesaplanmustir.

2.7.2 Rediikte Glutatyon (GSH) Ol¢iim Yontemi:

Rediikte glutatyon konsantrasyonu Ellman’in prosediiriine uygun olarak olgiilmiistiir
(Ellman, 1959; Tietze, 1969). Bu yontemde kullanilan reaktifler ve hazirlanma
yontemleri sunlardir;

- Coktiirticti soliisyonun hazirlamsi: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA ve 30 g NaCl
distile su icerisinde karistirilip 100 ml’ye tamamlandi.
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- Fosfat soliisyonunun hazirlamisi: 26,7 g disodyum fosfat 500 ml distile suya
tamamlandi.

- DTNB soliisyonunun hazirlamsi: 40 mg 5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB),
%1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi kullanilarak 100 ml’ye tamamlandh.

- GSH standart stok soliisyonunun hazirlanisi: 40 mg GSH standardi 100 ml’ye distile

su ile tamamlanir.

Yapihsi: Kor soliisyonu hazirlamak i¢in, 3 ml coktiriicii ile 2 ml distile su
karigtirilmistir. Standart soliisyonu hazirlamak i¢in, 0,2 ml GSH standarti, 1,8 ml
distile su ve 3 ml ¢oktiiriicii bir deney tiipii i¢inde vorteksle karistirtlip 5 dk
beklenmistir. Daha sonra, bu soliisyon adi siizge¢ kagidindan siiziiliip 1 ml siipernatant
alinarak bagka bir deney tiipiine bosaltilnmus, bu tiipe 4 ml fosfat soliisyonu ve 0,5 ml
DTNB soliisyonu katilip iyice vortekslendikten sonra mikropleytlere aktarilan bu
standart karigimu kor soliisyonuna karsi 412 nm dalga boyunda 10 dk i¢inde ELISA
mikropleyt okuyucuda okunmustur. Numune Abs’leri igin de, standart soliisyonu
hazirlanirken kullanilan GSH yerine, aym miktarda tam kan numunesi kullamlarak
aym iglemler her bir numune igin tekrarlanmustir. Numunelere ait GSH
konsantrasyonu, standart olarak kullamlan ve kalibrasyon egrisi ¢izilen farkli
konsantrasyonlardaki GSH standartimin Abs degerlerine gore %mg cinsinden

hesaplanmustir.

2.7.3 Nitrik oksitlerin (NOx) Ol¢iim Yoéntemi:

Fizyolojik kosullarda metabolizmanin normal bir tirlinii olarak {iretilen bir serbest
radikal bilesigidir (Kiling ve Kiling, 2002). Yarilanma émrii kisa olan bu radikal nitrit
ve nitrata doniismekte ve bu metabolitin 6l¢iimii kan plazmasindan yapilabilmektedir
(Inan ve ark., 2005). Bu amagla, Griess metoduna dayanan yontemle nitrit ve nitrat
Olctimleri kolorimetrik olarak yapilmustir. Prensip olarak, vanadyum klortir tarafindan
nitrat nitrite indirgenmekte ve asidik ortamda stilfanilamid tarafindan nitritin azot

atomlarimn  ayrilmast ve NEDD ile renkli azo kompleksinin olugmasina
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dayanmaktadir (Miranda ve ark., 2001). Bu yontemde kullamlan reaktifler ve
hazirlanma yontemleri sunlardir;

- VCl; soliisyonu: 1M, 50 ml HCl’de, 400 mg VCl3’iin ¢oziindiirilmesiyle
hazirlanmistir.

- Silfanilamid soliisyonu: %5°lik HCl kullamlarak %2’lik siilfanilamid ¢ozeltisi
hazirlanmustir.

- NEDD soliisyonu: %0.1°1lik NEDD ¢ozeltisi distile su kullamlarak hazirlanmstir.

Yapihsi: Ependorf tliplerine, 50’ser pl numune alinarak tizerine 200’er pl alkol
eklenmis ve bir gece + 4°C’de bekletilmistir. Ardindan numuneler santriflij edilerek
bos ependorf tiiplerine 100’er pl aktarilmistir. Bunlarin {izerine de 100’er ul VCls,
50’ser ul stilfanilamid ve 50°ser ul NEDD soliisyonlar1 eklenmistir. 37°C’de 30 dk
inkiibe edilerek ELISA mikropleyti kuyucuklarina bu soliisyonlardan 300’er pl
konulmustur. Numune Abs’leri, ELISA mikropleyt okuyucuda 545 nm’de distile suya
karst Olclilmiistiir. Numunelerin NOx miktar1, standart olarak kullamlan ve
kalibrasyon egrisi ¢izilen farkli konsantrasyonlardaki sodyum nitratin Abs degerlerine

gore umol/L cinsinden hesaplanmustir.

2.7.4 Total Antioksidan Statii (TAS) Ol¢iim Yontemi:

Kan numunelerindeki antioksidan maddelerin konsantrasyonunu 6lgmek igin TAS
ticari kiti kullamilmustir. Prensip olarak ABTS radikalinin, numunelerdeki
antioksidanlar tarafindan indirgenmesi ve antioksidan konsantrasyonunun da renk

degisikligi olarak belirmesine dayanmaktadir. Kit igerigindeki reaktifler sunlardir;

- Asetat tampon ¢ozeltisi (0,4 mol/L, pH 5,8),

- Prokromojen soliisyonu (Asetat tampon ¢ozeltisi: 0,4 mol/L, pH 3,6, ABTS radikali
30 mmol/L )

- Kalibrasyon standart soliisyonu (Trolox equivalent: 1 mmol/L)

- Deiyonize su



71

Yapihsi: Mikropleytin dikey sirasindaki birinci ve ikinci kuyucuklarina, deiyonize su
ve kalibrasyon standart sollisyonu 30’ar pl eklenmistir. Ardindan, usuliine uygun
olarak ¢oziindiiriilen kan plazmast numuneleri 30’ar pl olacak sekilde diger
kuyucuklara sirasiyla konulmustur. Sonra, temiz bir pipetleme kiiveti igerisine asetat
tampon ¢ozeltisi bosaltilms ve multikanal mikropipetle her bir kanal 500 ul alacak
sekilde ayarlamp ¢ozelti ¢ekilmis ve mikropleytteki deiyonize su ve kalibrasyon
standart soliisyonununun da dahil oldugu biitin kuyucuklara bosaltilmistir.
Kuyucuklardaki sivilar birbirine karigsmayacak sekilde ¢alkalanan mikropleytin, 30 sn
sonra 660 nm’de 37°C ortam sicakliginda Abs degeri 6l¢iilmiistiir. Bu deger Al olarak
kaydedilmistir. Bundan sonra da, A2 Abs degeri 5 dk sonunda okunmus ve
kaydedilmistir. Hesaplama i¢in asagidaki formiil kullanilmustir.

A2-Al= Standart veya numunenin AAbs degeri olmak iizere;

Numune TAS (mmol/L)= [(AAbs H,0) — (AAbs numune)] / [(AAbs H,O) - (AAbs standart)]

2.7.5 Total Oksidan Statii (TOS) Ol¢iim Yontemi:

Kan numunelerindeki oksidan maddelerin konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in TOS ticari
kiti kullanilmistir. Prensip olarak, kan plazma numunelerindeki oksidanlarin, Fe*?
iyonunu Fe*®e oksidize etmesine ve asidik ortamda gerceklesen bu reaksiyonun
kromojen maddeyle birleserek renkli kompleks olusturmasina dayanmaktadir. Renk
yogunluguna gore Abs Olgiilerek numunelerdeki oksidan madde konsantrasyonu
Olctilmiistiir. Kit icerigindeki reaktifler sunlardir;

- HoSO4 tampon ¢ozeltisi (25 mM, pH 1,75),

- H,SO4 substrat ¢ozeltisi-Prokromojen soliisyonu (H,SO4 25 mM, pH 1,75, Fe*2iyonu
5 mM, O-dianisidine, 10 mM),

- Stok stabilize edilmis standart soliisyon (800 mM H»0- eq./L — kit 6l¢iim metoduna
gore, Kkalibrasyon H,0- ile yapildigi i¢in, sonuglar da pumol H2O eg/L cinsinden
bulunacaktir),

- Deiyonize su
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Yapihsi: Mikropleytin birinci kuyucuguna stok stabilize edilmis standart soliisyondan
75 wul konulmustur. Ardindan, usuliine uygun olarak ¢oziindiiriilen kan plazmasi
numunelerinden 75’er pl diger kuyucuklara konulmustur. Sonra, temiz bir pipetleme
kiiveti igerisine HoSO4 tampon ¢ozeltisi bosaltilmis ve bu ¢ozeltiden her bir kuyucuga
500’er ul eklenmistir. Kuyucuklardaki sivilar birbirine karigsmayacak sekilde
calkalanan mikropleytin, 30 sn sonra 660 nm de 37°C ortam sicakliginda Abs degeri
okunmustur. Bu deger A1 olarak kaydedilmistir. Bundan 5 dk sonra da, A2 Abs degeri
okunmus ve kaydedilmistir. Hesaplama i¢in asagidaki formiil kullamlmustir.

A2-Al= Standart veya numunenin AAbs degeri,

Standart konsantrasyonu= 20 umol/L olmak tiizere;

Numune TOS (mmol/L) = [(AAbs numune) / (AAbs standart)] x Standart konsantrasyonu

2.7.6 Protein Karbonil (PCO) Ol¢iim Yontemi:

Plazma PCO miktar1, protein karbonil 6l¢iim kitiyle Ol¢lilmiistiir. Antijen ve antikor
reaksiyonundan kaynaklanan renk yogunluguna gére numunelerdeki PCO miktarlar:
tayin edilmistir. Kit icerigindeki reaktifler sunlardir;

- Standart (480 ng/ml, 0,5 ml),

- Standart diliienti (3 ml),

- Streptavidin-HRP konjugat reaktifi (6 ml),

- 30x yikama soliisyonu (20 ml),

- Biyotin (1 ml),

- Kromojen soliisyon A (6 ml),

- Kromojen soliisyon B (6 ml),

- Stop soliisyonu (6 ml),

Yapihisi: Standart diliisyonu 240, 120, 60, 30 ve 15 ng/ml olacak sekilde yapilmustir.
Kit icerigindeki mikropleytin birinci kuyucugu kor sollisyonu hazirlamak igin
kullamlmistir. Bu kuyucuga yalnizca kromojen soliisyon A ve B ile stop soliisyonu

konulmustur. Standart kuyucuklarina 50’ser ul standart ve streptavidin-HRP
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eklenmistir. Geri kalan kuyucuklar numune kuyucugu olarak kullamilmistir. Bu
kuyucuklara 40’ar pl numune, 10’ar ul PCO antikoru ve 50’°ser ul streptavidin-HRP
eklenmistir. Ardindan, yapiskan yiizey kaplayici bant ile tiim yiizeti kaplanan
mikropleyt calkalanarak 37°C’de 60 dk inkiibasyonu saglanmustir. Inkiibasyonun
sonrasinda, 30x yikama soliisyonu 30 kat distile su ile diliie edilip, mikropleyt
kuyucuklarimn birka¢ kez yikanmasi i¢in kullamlmstir. Sonra kuyucuklardaki sivi
uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 50’ser ul kromojen soliisyon A ve B eklenerek
mikropleyt calkalanmistir. Karanlik bir ortamda 37°C sicaklikta 10 dk inkiibasyon
saglanmistir. Reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu
eklenmistir. Stop soliisyonun eklenmesinden tam 15 dk sonra Abs degerleri 450 nm’de
Olctilerek, diliisyonu yapilip standart egrisi cizilen Abs degerlerine gore numune

Abs’leri hesaplanmustir.

2.7.7 Insiilin Ol¢iim Yéntemi:

Kan numunelerinin plazmasindaki insiilin miktar1, insiilin kitiyle dl¢iilmiigtiir. Antijen
ve antikor reaksiyonundan kaynaklanan renk yogunluguna gére numunelerdeki insiilin
miktarlar1 tayin edilmistir. Kit icerigindeki reaktifler sunlardir;

- Standart (48 miU/L, 0,5 ml),

- Standart diliienti (3 ml),

- Streptavidin-HRP konjugat reaktifi (6 ml),

- 30x yikama soliisyonu (20 ml),

- Biyotin (1 ml),

- Kromojen soliisyon A (6 ml),

- Kromojen soliisyon B (6 ml),

- Stop soliisyonu (6 ml),

Yapihsi: Standart diliisyonu 24, 12, 6, 3 ve 1,5 mIU/L olacak sekilde yapildi. Kit
igerigindeki mikropleytin birinci kuyucugu kor soliisyonu hazirlamak i¢in kullamldi.
Bu kuyucuga yalnizca kromojen soliisyon A ve B ile stop soliisyonu konuldu. Standart

kuyucuklarina 50’ser pl standart ve streptavidin-HRP eklendi. Geri kalan kuyucuklar
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numune kuyucugu olarak kullanildi. Bu kuyucuklara 40’ar pl numune, 10’ar pl instilin
antikoru ve 50°ser pl streptavidin-HRP eklendi. Ardindan, kit i¢inden ¢ikan yapiskan
ylizey kaplayici bant ile mikropleytin tiim yiizeyi kaplanip nazikge ¢alkalanarak 37°C
sicaklikta 60 dk inkiibasyon saglandi. Inkiibasyonun sonrasinda, 30x yikama
soliisyonu 30 kat distile su ile diliie edilip, mikropleytin kuyucuklarimin iyice
yikanmasi i¢in kullanmildi. Sonra kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi. Her bir kuyucuga
50’ser pl kromojen soliisyon A ve B eklenerek mikropleyt nazikge ¢alkalandi. Isiksiz
bir ortamda 37°C sicaklikta 10 dk inkiibasyon saglandi. Reaksiyonu durdurmak igin
her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. Renk bu agsamada derhal maviden sar1ya
doniistii. Stop sollisyonun eklenmesinden tam 15 dk sonra Abs degerleri 450 nm’de
okunarak, diliisyonu yapilip standart egrisi c¢izilen Abs degerlerine gére numune

Abs’leri Ol¢iildii.

2.7.8 Diger Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iim Yéntemi:

AST, ALT, Total Kolesterol, Trigliserid, HDL kolesterol, LDL kolesterol ve VLDL
kolesterol diizeyleri, Afyon Kocatepe Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Biyokimya Laboratuvarinda 6l¢iilmiistiir.

2.7.8 Hematolojik Parametrelerin Olg¢iim Yontemi:

WBC, lenfosit sayis1 ve yiizdesi, monosit sayist ve yiizdesi, graniilosit sayisi ve
yiizdesi, RBC, HGB, HCT, PLT, MPV, PDW ve PCT yiizdesi, Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi laboratuvarinda
Mindray BC-2800 vet marka ve model tam otomatik kan sayim cihaziyla 6l¢iilmiistiir.

2.8 Idrar Orneklerinin Toplanmasi ve DNA Hasarimn Olgiim Yontemi

Anestezi altina alinan deneklerin kalplerinden kan alma islemlerinin ardindan, steril

ve tek kullamimlik insiilin enjektori ile idrar keselerinden 0.5 — 1 ml arasinda idrar
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ornegi alinmig ve bu ornekler steril ependorf tiiplere konularak 6l¢iim giiniine kadar -
80°C dondurucuda muhafaza edilmistir. Bu orneklerden DNA hasari 6l¢iimii, DNA
hasar 6l¢iim kiti ile yapilmigtir. Antijen ve antikor reaksiyonundan kaynaklanan renk
yogunluguna gére numunelerdeki insiilin miktarlar1 tayin edilmistir. Kit igerigindeki
reaktifler sunlardir;

- Standart (24 ng/ml, 0.5 ml),

- Standart diliienti (3 ml),

- Streptavidin-HRP konjugat reaktifi (6 ml),

- 30x yikama soliisyonu (20 ml),

- Biyotin (1 ml),

- Kromojen soliisyon A (6 ml),

- Kromojen soliisyon B (6 ml),

- Stop soliisyonu (6 ml),

Yapihisi: Standart diliisyonu 12, 6, 3, 1.5 ve 0.75 ng/ml olacak sekilde yapilmistir. Kit
igerigindeki mikropleytin birinci  kuyucugu kor sollisyonu hazirlamak igin
kullamlmistir. Bu kuyucuga yalnizca kromojen soliisyon A ve B ile stop soliisyonu
konulmustur. Standart kuyucuklarina 50’ser ul standart ve streptavidin-HRP
eklenmistir. Geri kalan kuyucuklar numune kuyucugu olarak kullamlmistir. Bu
kuyucuklara 40’ar pl numune, 10’ar pul 8-OHdG antikoru ve 50’ser ul streptavidin-
HRP eklenmistir. Ardindan, yapiskan yiizey kaplayici bant ile tiim ylizeyi kaplanan
mikropleyt c¢alkalanarak 37°C’de 60 dk inkiibasyonu saglanmistir. Inkiibasyonun
sonrasinda, 30x yikama soliisyonu 30 kat distile su ile diliie edilip, mikropleyt
kuyucuklarimin birkag kez yikanmasi saglanmustir. Sonra Kuyucuklardaki sivi
uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 50°ser pl kromojen soliisyon A ve B eklenerek
mikropleyt calkalanmus ve karanlik bir ortamda 37°C sicaklikta 10 dk inkiibasyon
saglanmistir. Reaksiyonu durdurmak i¢in her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu
eklenmistir. Stop soliisyonun eklenmesinden tam 15 dk sonra Abs degerleri 450 nm’de
oOlgiilerek, dilisyonu yapilip standart egrisi ¢izilen Abs degerlerine gbre numune

Abs’leri hesaplanmustir.



76

2.9 istatistiksel Analiz

Elde edilen numunelere ait parametrelerin analizinde normallik varsayiminmin test
edilmesi i¢in normallik testi yapilmus (Tabachnick ve Fidell, 2013), ¢arpiklik ve
basiklik degerleri -1,5 ile +1,5 arasinda olan verilerin normal dagildig kabul edilmis
ve ardindan ANOVA (Analysis of Variance) analizinden yararlanilmistir. Analiz
sonuglarinda, gruplar arasinda fark tespit edildigi durumlarda ¢oklu aralik testlerinden
Duncan Testi’nden yararlamlmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak p<0,05 olan

degerler secilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Haftahk Ac¢hk Kan Glikozu (AKG):

Deneme stiresi boyunca gruplar arasindaki aglik kan glikoz diizeyi ortalamalarinin
istatistiki farkliligi (p<0,05) ve her bir grubun giinlere gore aclik kan glikoz diizeyi
ortalamalarinin istatistiki farkliligi (p<0,05) Tablo 9’da gosterildigi sekildedir.

GUNLER
0. giin Diyabet giinii 7. glin 14. giin 21. giin 28. giin
TR Xas | Xuw X 50 X 50 X sp Xesp | °

K 81,8616,18 79,57+18,54* 74,88+8,95° 72,88+8,70° 82,63+10,07* 68,63+7,98% 0,103
A 84,89+5,80% * | [88,70+10,56]" [78,80+9,85°]** [70,38+11,43]* [74£7,257]° [74,10+7,92%]° 0,001
D 85,90+16,00°* | [325+15,57°] * | [304,75+19,65°]" | [317,20+42,05°]" * | [347,20+45,48"]*: 4 | [368,67+44,42°]4 | 0,000
DA 79,70+10,47* | [334,30+54,03 "] | [208,50+113,40°]" | [208,90+117,72°]" [247'70{150'350]-' [254,70+140,05°]* * | 0,000
p 0,552 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tablo 9: Deneme siiresi boyunca her bir grubun giinlere gore achk kan glikozu ortalama de gerleri (mg/dl).
p<0,05; ab,c: Aym siitundaki farkh harfler gruplar arasindaki farkhhg ifade etmektedir.
p<0,05; ¢, m, o, A: Aym satirdaki farkl seKkiller grup icindeki farklihig: ifade etmek icin kullanilmis tir.

Gruplar arasi farkliligin karsilastirildigt Tablo 9’un siitunlart incelendiginde,
diyabete giris giininde AKG yoniinden K ve A gruplari ile D ve DA gruplarinin kendi
aralarinda 6nemli bir fark gdozlemlenemezken, D ve DA gruplarinin K ve A’ya gore
yiiksek degerlere sahip oldugu gézlemlenmistir. Ayrica diyabete giris giinii birbirine
yakin degerler sergileyen D ve DA gruplarimin 7., 14., 21. ve 28. giinlerde arasindaki
fark degismis olup, D grubunun DA grubundan yiiksek degerlerle izledigi

gozlemlenmistir.

Giinler aras1 farkliligin karsilastirildign Tablo 9’un satirlar1 ve Grafik 4
incelendiginde, K grubundaki farklilik 6nem arz etmemektedir. A grubunun degerinin
0. gilin ile diyabete giris giinii ve 7. giinlerde benzer degerler gosterdigi, fakat sonraki
7., 14., 21. ve 28. giinlerde ise diisiis ile seyrettigi gozlemlenmistir. D grubunun
degerinin diyabete giris giiniinde yiikseldigi, geri kalan giinlerde yiikselisin devam
ettigi ve nihayet 28. giinde en yiiksek degerine ulagtigi gozlemlenmistir. DA grubunda
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diyabete giris giiniinde yiikselen kan glikozunun 7. giinde distiigli, 14. glinde buna
yakin bir degerde korundugu, 21. ve 28. gilinlerde ise istatistiksel olarak anlamsiz bir
yiikselisin oldugu goézlemlenmistir.

Asagida haftalik aglik kan glikozunun giinlere gore degisim grafigi goriilmektedir
(Grafik 4).

GRUPLARA GORE HAFTALIK ACLIK KAN GLiKOZU DEGIiSiM

GRAFIiGi
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Grafik 4: Haftahlk AKG degisimi grafigi

3.2 Biyokimyasal parametreler:

Calisma gruplarimizdan alinan kan 6rneklerinde, diizeyleri tayin edilen biyokimyasal

parametrelere ait bulgularin istatistiksel degerleri Tablo 10°da sunulmustur.



MDA (nmol/ml)

GSH (mg/dl)

NOx (pumol/L)

TAS (mmol/L)

TOS (umol/L)

PCO (ng/ml)

DNA hasar (ng/ml idrar)
Insiilin (mIU/L)

AST (U/L)

ALT (U/L)

Total kolesterol (mg/dl)
Trigliserid (mg/dl)
HDL kolesterol (mg/dl)

LDL kolesterol (mg/dl)
VLDL kolesterol (mg/dl)

Kontrol
2,84+0,942
26,94+4,392
41,12+1,622
571+0,612

1,66+0,212
29,72+4,132
2,18+0,172
9,66+1,23%2
21,564,932
63,06+15,852
43,72+7,98?
96,83+24,25
34,74+11,13
3,72+2,642
17,82+2,292b

Apitoksin
7,97+ 0,97°
21,2445,99°

46,22+2,9920
4,98+ (,882P
3,84+2 0720
39,85+2,89P
2,50+0,372P
9,79+1,532
170,18+65,56°
55,82+14,85°
46,68+8,182b
94,49+25,83

34,19+£7,35
4,86+0,84%P
20,20+3,62°

Tablo 10: Deneme siiresi sonunda tiim gruplarda 6l¢iilen biyokimyasal parametreler.
p<0,05; a,b, c: Aym satirdaki farkh harfler gruplar arasindaki farkhilig1 belirtmektedir.

Diyabet
8,07+ 0,64°
20,7143,88°

47,50+3,1420
4,68+0,31°
5,45+1,63"
41,1844,35°
2,80+0,34°
7,31+£1,95P

173,28+61,87°

124,43+29,42°
51,93+2,93P
85,66+31,82

38,89+4,24
5,93+0,71°
19,58+5,26°

Diyabet+Apitoksin

7,48+ 0,95°
20,17+2,10°
52,45+2,10P
4,46+ 0,97
4,60+2,05°
40,14+4,40°
2,77+0,41P
8,7842,0520

147,75+30,48°
99,06:38,07°

52,86+5,63°

68,84+33,04

38,37£5,51
5,83+1,40°
13,77+6,612

0,000
0,015
0,029
0,045
0,021
0,000
0,035
0,030
0,000

0,000
0,040
0,193

0,453
0,045
0,050

79



80

3.2.1 Malondialdehit Diizeyleri

Cabsmamizda Olgiilen lipid peroksidasyonu gostergelerinden malondialdehit (MDA)
diizeylerinin, Tablo 10 ve Grafik 5 incelendiginde K grubuna gore diger gruplarda anlaml
olarak (p<0,05) arttigi gozlenmektedir. A, D ve DA gruplart arasinda anlaml bir farkliliga

rastlanmamustir.
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Grafik 5: MDA Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.2 Rediikte glutatyon Diizeyleri

Antioksidan sistemin baglica elemanlarindan biri olan rediikte glutatyon diizeyleri (GSH)
Tablo 10 ve Grafik 6 incelendiginde K grubunda diger gruplara gore anlamli olarak (p<0,05)
daha yiiksek Olglilmiistiir. A, D ve DA gruplar1 arasinda anlaml bir farkliliga rastlanmamustir.
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Grafik 6: GSH Diizeyleri
a,b: Farkhi harfler gruplar arasindaki farklihg: gostermektedir (p<0,05).
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3.2.3 Nitrik Oksit Diizeyleri

Nitrik oksit (NOXx) degerleri Tablo 10 ve Grafik 7 incelendiginde, DA grubunda K grubuna
gore anlamh bir sekilde (p<0,05) yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ancak K, A ve D ile A, D
ve DA gruplar1 kendi aralarinda istatistiki olarak farkhlik gdstermemektedir.

APITOMSIN DivABET
Gruplar

Grafik 7: NOx Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg: gostermektedir (p<0,05).
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3.2.4 Total Antioksidan Statii Diizeyleri

Total Antioksidan Statii (TAS) degerleri Tablo 10 ve Grafik 8 incelendiginde K grubunda D
ve DA gruplarina gore anlamh bir sekilde (p<0,05) yiiksek oldugu gozlemlenmistir. A grubu
da TAS degerleri yoniinden D ve DA gruplarma gore yiiksektir, ancak bu gruplar arasmda
istatistiki olarak farklilk bulunmamaktadir. D ve DA gruplari arasinda anlamh bir farklihga

rastlanmamustir.
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Grafik 8: TAS Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).



84

3.25 Total Oksidan Statii Diizeyleri

Total Oksidan Statii (TOS) degerleri, Tablo 10 ve Grafik 9 incelendiginde K grubunda, D ve
DA gruplarina gore anlamh bir sekilde (p<0,05) diisiik oldugu gbzlemlenmistir. A grubu da
TOS degerleri yoniinden D ve DA gruplarina gore disiiktiir, ancak bu gruplar arasinda
istatistiki olarak farkliik bulunmamaktadir. D ve DA gruplari arasinda anlamh bir farklihga

rastlanmamustir.
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Grafik 9: TOS Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.6 Protein Karbonil Diizeyleri

Deneysel diyabet komplikasyonu olarak oksidatif stres durumunu iyi yansittan belirteclerden
biri olan Protein Karbonil (PCO) Diizeyleri Tablo 10 ve Grafik 10 incelendiginde K grubuna
gore, diger gruplarda anlaml bir sekilde (p<0,05) yiiksek oldugu gbzlemlenmistir. A, D ve
DA gruplar arasinda anlamh bir farkliiga rastlanmamistir.
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Grafik 10: PCO Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.7 DNA Hasar Diizeyleri

Deneysel diyabette oOlgiilen bir diger oksidatif stres belirteci 8-OHdG’dir. DNA hasarmin
Olgiisti olarak kullanilan bu belirteg Tablo 10 ve Grafik 11 incelendiginde, en diisik K
grubunda Olgiilmiis olup, diger gruplarn kendi arasmda benzer degerlere sahip oldugu
gozlemlenmis (p<0,05) olup D grubunun en yiksek DNA hasar degerine sahip oldugu
gozlemlenmistir.
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Grafik 11: DNA Hasar Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.8 Insiilin Diizeyleri

Deneysel diyabet durumu ve apitoksinin insiilin {izerine etkileri, Tablo 10 ve Grafik 12
incelendiginde K, A ve DA gruplan i¢in insiilin diizeyleri benzer olarak Olciiliirken, D
grubunda DA’ya benzer fakat K ve A grubuna gore disiik diizeyler 6l¢iilmiistiir (p<0,05).
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Grafik 12: Insiilin Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.9 Aspartat aminotransferaz Diizeyleri

Aspartat aminotransferaz (AST) enzimi degerleri Tablo 10 ve Grafik 13 incelendiginde K
grubuna gore diger gruplarda yiiksek oldugu gozlemlenmistir (p<0,05). A, D ve DA gruplart
arasinda anlaml bir farkliiga rastlanmamakla birlikte en yiiksek D grubunda 6l¢iilmiistiir.
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Grafik 13: AST Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.10 Alanin aminotransferaz Diizeyleri

Alanin aminotransferaz (ALT) enzimi degerleri Tablo 10 ve Grafik 14 incelendiginde K ve A
grubunun kendi i¢inde, D ve DA grubunun da kendi i¢inde benzer degerlere sahip oldugu
gozlemlenmistir (p<0,05). D ve DA gruplarmm ALT degerleri diger iki gruptan daha
yiiksektir. En yiiksek ALT degerinin ise D grubunda oldugu gézlemlenmistir.
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Grafik 14: ALT Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.11 Total Kolesterol Diizeyleri

Total kolesterol Tablo 10 ve Grafik 15 incelendiginde K ve A grubunda birbirine benzer
degerlere sahipken, A grubu ayni zamanda D ve DA gruplariyla da benzer degerlere sahip
oldugu gozlemlenmistir. K grubunun, D ve DA gruplarma gore diisiik degerlere sahip oldugu
gozlemlenmistir (p<0,05). En yiiksek deger ise DA grubunda gozlemlenmistir.
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Grafik 15: Total Kolesterol Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).



3.2.12

Trigliserid Diizeyleri

Trigliserid diizeyleri agismdan gruplar karsilastirildiginda,
incelendiginde biitiin gruplar birbirine benzer degerlere sahiptir ve aralarinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark (p>0,05) gézlemlenmemistir.

Trigliserid (mg/dl)
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Tablo 10 ve Grafik 16
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Grafik 16: Trigliserid Diizeyleri
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3.2.13 HDL Kolesterol Diizeyleri

HDL kolesterol Tablo 10 ve Grafik 17 incelendiginde gruplarda birbirine benzer degerlere
sahiptir ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p>0,05) gbzlemlenmemistir.
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Grafik 17: HDL Kolesterol Diize yleri
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3.2.14 LDL Kolesterol Diizeyleri

LDL kolesterol Tablo 10 ve Grafik 18 gozlemlenmemistir K ve A grubunda birbirine benzer
degerlere sahipken, A grubu ayni zamanda D ve DA gruplartyla da benzer degerlere sahiptir.
K grubunun D ve DA gruplarma gore diisiik degere sahip oldugu gozlemlenmistir (p<0,05).
En yiiksek deger ise D grubunda gozlemlenmistir.

6,00 .
z
m
E
S 400
]
i
w
2
=]
X
|
[a]
=

2,00

a ab b b
J00 T L 1 _ T .
KOMTROL AFTOKSM DivYABET Div ABET+ARITOHSIN
Gruplar

Grafik 18: LDL Kolesterol Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.2.15 VLDL Kolesterol Diizeyleri

VLDL kolesterol Tablo 10 ve Grafik 19 incelendiginde en diisiik DA grubunda OSl¢lilmiistiir
ve K grubu ile arasinda anlaml bir farkhlik bulunmamaktadir (p>0,05). K, A ve D gruplart
arasinda ise istatistiksel farkliliga rastlanmamustir.
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Grafik 19: VLDL Kolesterol Diizeyleri
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).



3.3 Hematolojik Parametreler:
Cahsma gruplarimizdan alman kan Orneklerinde diizeyleri tayin edilen hematolojik parametrelere ait bulgularin istatistiksel degerleri Tablo 12’de

sunulmustur.

WBC (x10°/L)

Lenfosit sayisi (x109/L)
Monosit sayisi (x10%/L)
Graniilosit sayis1 (x109/L)

Lenfosit yiizdesi (%)

Monosit yiizdesi (%)
Graniilosit yilizdesi (%)
RBC (x1012/L)
Hemoglobin (g/d)

Hct (%)

PLT (x109L)

MPV (fL)

PDW

PCT ytizdesi (%)

Kontrol
6,78+3,32ab
4,07+1,628b

0,48+0,39
2,40+1,472

62,5+14,57

9,37+5,122
30,1749,58
8,23+0,17

14,95+0,76
42,33+1,75

589,17+186,68°

5,80+0,462

16,43+0,482b

0,340,100

Apitoksin
5,12+1,452
3,15+1,442
0,37+0,56
1,84+0,982

61,78+21,34

2,95+1,29p
33,22+18,97
8+0,37
14,37+0,83
41,20+2,14

918,33+118,96¢

5,58+0,232
16,13+0,292
0,51£0,07¢

Diyabet
8,95+1,460°¢
6,07+1,84P

0,33+0,08
2,55+0,62

66,57+9,89

4,05+1,17b¢
29,38+8,89
7,79+0,12
13,83+1,15
40,1543,49

116,83+93,612

6,48+0,28P
17,48+0,55¢
0,05+0,022

Tablo 11: Deneme siiresi sonunda tiim gruplarda 6l¢iilen he matolojik parametreler.
p<0,05; a,b,c: Aym satirdaki farklh harfler gruplar arasindaki farkhilig:1 belirtmektedir. WBC: Lokosit sayisi, RBC: Eritrosit sayisi,
Hct: Hematokrit deger, PLT: Platelet sayisi, MPV: Ortalama platelet hacmi, PDW: Platelet dagilim genisligi, PCT: Platelet yiizdesi

Diyabet+Apitoksin

11,17+2,40¢
5,98+2,16°
1,47+1,41
4,781,270

54,1+17,35

8,12+4,74ac
37,78+14,20
8,10+0,22
14,88+0,68
43,87+1,81
442+188,75°
6,70+0,32°
16,87+0,33P
0,30+0,12°

p
0,001
0,024
0,062
0,003

0,617

0,015
0,703
0,145
0,128
0,078
0,000
0,000
0,000
0,000
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3.3.1 Lokeosit Sayisi

Lokosit Sayismm (WBC), Tablo 11 ve Grafik 20 incelendiginde, en diisik A grubunda, en
ylksek DA grubunda olgiildiigli gozlemlenmistir. A ile D ve DA gruplar arasindaki farklilik
o6nem arz etmektedir (p<0,05). K ve A gruplar1 arasmda anlaml bir farklilk bulunmamaktadr.
K ve D gruplart ile D ve DA gruplari da kendi aralarmda anlaml bir farklilik

gostermemektedir.
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Grafik 20: WBC Diizeyleri
a,b,c: Farkh harfler gruplar arasindaki farkhlig1 gostermektedir (p<0,05).



3.3.2 Lenfosit Sayisi

Lenfosit sayismn, Tablo 11 ve Grafik 21 incelendiginde, en diisiik A grubunda, en yiiksek D
grubunda Ol¢lildiigli gozlemlenmistir. A ile D ve DA gruplart arasindaki farkliik 6nem arz
etmektedir (p<0,05). K ile A, D ve DA gruplar1 arasmda anlaml bir fark bulunmamaktadr. D

ve DA gruplarmm da kendi aralarmda anlaml bir farkhhga rastlanmamigtir.
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Grafik 21: Lenfosit Sayis1

a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.3.3 Graniilosit Sayisi

Graniilosit sayismin, Tablo 11 ve Grafik 22 incelendiginde en diisiik A grubunda, en yiiksek
DA grubunda olciildiigii gozlemlenmistir. DA grubu, diger biitiin gruplardan anlamli bir
sekilde farklihk gostermektedir (p<0,05). K, A ve D gruplar arasnda ise anlamh bir farkhlik

bulunmamaktadir.
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Grafik 22: Graniilosit Sayis1
a,b: Farkh harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).



3.3.4 Monosit Yiizdesi

Monosit yiizdelerinin, Tablo 11 ve Grafik 23 incelendiginde en diisiik A grubunda, en yiiksek
K grubunda 6Slglilmiistiir ve K ile A grubu arasindaki fark ve K ile D grubu arasmdaki fark
istatistiki olarak Onemlidir (p<0,05). K ile DA, A ile D ve D ile DA gruplar1 arasmdaki

farklilign ise 6nemsiz oldugu gozlemlenmistir.
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Grafik 23: Monosit Yiizdesi
a,b,c: Farkl harfler gruplar arasindaki farkliig1 gostermektedir (p<0,05).
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3.3.5 Platelet sayisi

Platelet (PLT) say1s1, Tablo 11 ve Grafik 24 incelendiginde, en diisiik D grubunda, en yiiksek
A grubunda oSlglilmiistiir ve bu gruplar arasmdaki farkhlik istatistiki olarak onemlidir. K ile
DA gruplar1 arasmdaki farkhlik o6nemsizken diger ikili grup karsilagtirmalari 6nem arz
etmektedir (p<0,05).
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Grafik 24: PLT Sayisi
a,b,c: Farkli harfler gruplar arasindaki farkliig1 gostermektedir (p<0,05).
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3.3.6 Ortalama platelet hacimleri

Ortalama platelet hacimleri (MPV), Tablo 11 ve Grafik 25 incelendiginde en diisik A
grubunda, en yiiksek DA grubunda Olgiilmiistiir ve bu gruplar arasindaki farkhhgm istatistiki
olarak 6nemli oldugu gozlemlenmistir (p<0,05). K ile A grubu ve D ile DA gruplarmm kendi

aralarindaki farkliigmm ise 6nemsiz oldugu gozlemlenmistir.
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Grafik 25: MPV Diizeyleri
a,b: Farkli harfler gruplar arasindaki farklihg1 gostermektedir (p<0,05).
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3.3.7 Platelet Dagihm Genisligi

Platelet Dagilim Genisligi (PDW), Tablo 11 ve Grafik 26 incelendiginde en diisik A
grubunda, en yiikksek D grubunda Ol¢lilmiistiir ve bu gruplar arasindaki farkliligm istatistiki
olarak 6nemli oldugu gdzlemlenmistir. A, D ve DA gruplar1 arasmndaki farklihk da &nemliyken
(p<0,05), yalnizca K ve A grubu arasindaki farklilk 6nem arz etmemektedir.
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Grafik 26: PDW Diizeyleri
a,b,c: Farkh harfler gruplar arasindaki farkliig1 gostermektedir (p<0,05).
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3.3.8 Plateletkrit Yiizdesi

Plateletkrit (PCT) yiizdesi, Tablo 11 ve Grafik 27 incelendiginde en diisiik D grubunda, en
yiksek A grubunda 6l¢lilmiistiir ve bu gruplar arasndaki farkhlik istatistiki olarak Onemlidir
(p<0,05). K, A ve D gruplann arasindaki fark da Onemliyken, yalmzca K ve DA grubu
arasindaki fark 6nem arz etmemektedir.
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Grafik 27: PCT Yiizdeleri
a,b,c: Farkl harfler gruplar arasindaki farkliig1 gostermektedir (p<0,05).
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4. TARTISMA

Haftalik aglik kan glikozu bulgulart (Tablo 9, ve Grafik 4 iizerinden
incelendiginde), DA grubunda D grubuna gore 7., 14., 21. ve 28. giinlerde diisiis
gostermis ve bu diislis korunmustur. Bu durum, D ve DA gruplarinda diyabetin AKG
ustiinde buyiik farkliliklara yol actigim ve apitoksinin, AKG’de meydana gelen
diyabetik yiikselisi tersine ¢evirme yoniinde etki ettigini akla getirmektedir. Mousavi
ve ark. (2012), alloksan ile diyabet olusturduklar1 ratlar iizerinde, Iran bal arisi
zehirinin etkilerini arastirnus ve AKG’nin 2 ve 4 haftalik sonuglarimi analiz etmisler,
sonug olarak diyabetik gruba gore apitoksinle tedavi edilen grupta istatistiksel olarak
anlaml disiis oldugunu rapor etmislerdir. Bu ekip mekanizma olarak, melittin ve
PLA2’ nin pankreas Langerhans adaciklarinda, alloksan tarafindan olusturulan
inflamasyonu baskiladigim 6ne siirmiislerdir. Kim ve ark. (1999) da, kendiliginden tip
1 diyabet bulgular1 gosteren ve temelinde insiilitis patolojisi bulunan non-obez
diyabetik farelerde apitoksinin etkilerini arastirmuslar, sonu¢ olarak apitoksinin
inflamasyon siddeti ve diyabet gelisimini baskiladigim rapor etmislerdir. Benzer
sekilde, bu ¢alismada AKG’nin diisiis gostermesinin nedeni de, apitoksinin pankreasta
STZ tarafindan olusturulan inflamasyonu baskilamasi olabilir. Bununla birlikte,
apitoksinin tek basina kullamldigi A grubunda AKG’de 7. giinden itibaren baslayip
deneysel asamanmin son giiniine kadar sabit bir sekilde devam eden bir diisiis
gozlemlenmistir (Tablo-10). Bu durum, apitoksinin diyabet olmayan saglikli
deneklerde de kan glikozunu disiirticii etkisinin oldugunu diistindiirmektedir.
Caligmada elde edilen bulgular, apitoksinin AKG iizerindeki bu etkisinin, hem
diyabetli hayvanlarda STZ tarafindan olusturulan inflamasyonu baskilayarak etki
etmesinden, hem de saglikli hayvanlarda, Morgan ve Montague (1984)’in da
calismalarinda belirttikleri gibi, melittinin B hiicre membranindaki o — adrenerjik
reseptor ile iliskili oldugu diisiiniilen 6zel bir bolgeye baglanarak insiilin salinimin

stimiile etmesinden kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir.

Coklu doymamus yag asiti igeren lipidler, serbest radikal kaynakli oksidan
hasarinda kolayca peroksidasyona ugramaktadir. Lipid peroksidasyonu olarak
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isimlendirilen bu olay, membran lipid tabakasimin fizyokimyasal Ozelliklerinde
degisimlere sebep olarak hiicresel fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadir. MDA,
hem lipid peroksidasyonu hem de prostaglandin ve tromboksan sentezinin bir yan
tiriinii olarak iiretilen oldukga toksik bir aldehittir (Slatter ve ark., 2000). MDA ve lipid
peroksidasyonu sonucu tiretilen diger lipid hidroperoksitler, olumsuz biyolojik etkilere
(enzimler ve hiicre membranlarim pargalama) neden olabilmektedir (Jain, 1984;
Moussa, 2008).

Diyabet, lipid peroksidasyonuna karsi yatkinligi artirmakta ve lipid profilinde
bozukluklara neden olmaktadir (Lyons, 1991). Diyabetli hastalarda oksidatif stres ¢ok
yiiksek seyretmekte, ki bu durum serbest radikal {iretimiyle (Hiramatsu ve Arimori,
1988), lipid peroksidasyonuyla ve antioksidan kapasitedeki diisiisle karakterize
olmaktadir (Baynes, 1991). Kinalski ve ark. (2000) Wistar Albino disi ratlarda 40
mg/kg STZ ile diyabet olusturup 1 giin; Singab ve ark. (2005) Wistar Albino erkek
ratlarda 60 mg/kg STZ ile diyabet olusturup 10 giin; Kakkar ve ark. (1995) ise Fisher
erkek ratlarda 40 mg/kg STZ ile diyabet olusturup 10 hafta boyunca ¢alisnuslar ve
MDA seviyesinin, negatif kontrol gruplarina gére anlamli bir sekilde yiiksek oldugunu
rapor etmislerdir. Bu ¢alismada da, benzer sekilde Wistar Albino erkek ratlarda D
grubunda 50 mg/kg STZ’nin 28 giinliik periyotta MDA’y istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde yiikselttigi gézlemlenmistir. Diyabet kaynakli lipid peroksidasyonu ve
apitoksinin etkileri ile ilgili arastirmalar incelenmis olup, bu etki mekanizmalar: ile
calismadaki bulgular yorumlanmaya calisilmistir. Apitoksinin biyoaktif ajanlarindan
biri olan PLA; enzimi, normalde hiicre membran ¢ift lipid tabakasimn st
katmamndaki fosfolipidleri hidrolize etmekte, i¢ katmana ulasamamaktadir. Ancak,
oksidan hasara ve lipid peroksidasyonuna bagli olarak MDA’min membrandaki
birikimi penetrasyona yol acarak PLA,’nin alt katmana da ulasabilmesine yol
acmaktadir. Boylece buradaki fosfolipidler de hidrolize olmakta ve hiicre zarimn
biitiinliigii bozulmaktadir (Jain, 1984). Calismada, A grubunda K grubuna gore
istatistiki olarak anlamli bir artis goriilmesi de, apitoksinin yukarida deginilen
mekanizma ile membran biitiinliigiinii bozduguna ve bdylece lipid peroksidasyonuna
neden olduguna isaret etmektedir. Aym sekilde, DA grubunda K grubuna gore MDA

seviyelerinin yliksek olmasimn altinda yatan mekanizmanin, diyabet kaynakli lipid
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peroksidasyonunun oksidan-antioksidan dengeyi oksidanlar lehine bozmasi ve
apitoksinin MDA birikimi ile birlikte indiikledigi penetrasyon etkisinden
kaynaklandig1 akla gelmektedir. Nitekim apitoksin ve lipid peroksidasyonu iliskisi
cercevesinde diger ¢aligsmalar g6z 6niine alindiginda, in vitro insan tam kan 6rneginde
apitoksinin dozuna ve maruziyet siiresine bagli olarak (Gajski ve ark., 2012), in vivo
olarak ise tavsan renal proksimal tiip hiicrelerinde (Han ve ark., 2002) ve farelerde
serum (Prado ve ark., 2010) ve karaciger dokusunda (Hassanein ve Hegab, 2010)
MDA seviyesinde yiikselme bulgular1 rapor edilmistir.

GSH intraselliiler olarak sentezlenen (Richman ve Meister, 1975), serbest
radikal siipiiriiciisii olan ve ayrica lipid ve proteinleri oksidasyondan koruma
gorevlerini tistlenen bir tripeptiddir (Konukoglu ve Akgay, 1995; Seghrouchni ve ark.,
2002). Diyabette serbest radikal tiretiminde, lipid peroksidasyonunda goriilen artisa ve
antioksidan kapasitenin de diismesine bagli olarak oksidatif stres artmaktadir
(Hiramatsu ve Arimori, 1988). Bu hastalikta oksidatif molekiillerin elimine
edilmesinde kullamilan GSH molekiilleri tiikenmektedir (Jain ve McVie, 1994;
Yoshida ve ark., 1995; Giugliano ve ark., 1996). Deneysel tip 1 diyabet modellerinde
ve tip 1 diyabetli insanlarda bu durum rapor edilmistir (Seghrouchni ve ark., 2002;
Yegin ve Mert, 2013). Bu ¢alismada da, benzer sekilde D ve DA gruplarinda GSH

seviyesinde diisiis goriilmektedir.

Gajski ve ark. (2012)’nin in vitro insan tam kan 6rnegi lizerinde yaptigi bir
aragtirmaya gore, doza ve c¢alisma siiresine bagli olarak, apitoksinin GSH
konsantrasyonu tizerinde 6nemli derecede azaltici etkisi bulunmaktadir. Bu ekip
apitoksinin normal hiicreler tlizerindeki toksik etkilerini, apitoksin kaynakli ROT
iiretimi ve bunun sonucu olarak oksidatif stresin olusumu ile iliskilendirmisler ve bu
toksik etkilerin melittin ve PLA; ile iliskili olabilecegini belirtmislerdir. Orsoli¢ (2012)
de, HelLa ve V79 tipi hiicre hatlarinda apitoksinin etkisini arastirdifi calismaya
dayanarak, bu hiicrelerin canliliklarimi siirdiirebilmelerinin derecesinin igerdikleri
GSH miktarindan ileri gelebilecegini rapor etmistir. Ip ve ark. (2008a; 2008b;
2012)’nin yapmus oldugu ii¢ in vitro kanser hiicre hatt1 (insan gogiis adenokarsinoma,

insan servikal epidermoid karsinoma ve insan mesane kanseri hiicre hatt1) ¢alismasina
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gore de apitoksin, bu hiicre hatlarinda ROT iretimini tetiklemis, mitokondriyal
membran potansiyelinde disfonksiyona neden olmus ve apoptosise neden olan hiicre
ici metabolik yolaklarin aktivasyonuna yol a¢mustir. Arastirmacilar apitoksinin bu
etkilerine ilaveten glutatyon-S-transferaz’in ekspresyonunun, apitoksin etkisiyle
inhibe oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde, yapilan bu ¢alismada A grubunda
GSH seviyesinde meydana gelen diisiis acik bir sekilde gézlemlenmis olup, bu
durumun arastirmacilar tarafindan rapor edilen mekanizmalardan kaynaklanabilecegi
akla gelmektedir. Bu halde, apitoksin GSH’1n tilkenmesini ne diyabetli deneklerde ne

de saglikli deneklerde engelleyememistir.

Khalil ve ark. (2015) tarafindan Sprague-Dawley rat yavrularimn beyin
dokular1 {izerinde yapilan in vivo c¢alismada, propiyonik asitle indiiklenen
norotoksisiteye karsi, apis mellifera lamarckii apitoksininin SC enjeksiyonla 4 hafta
boyunca 0,5 mg/kg dozda uygulanmasiyla, GSH seviyesi restore olmustur. Ayrica ayni
calismada sadece apitoksin uygulanan grupta beyin dokusunda GSH seviyesinin
negatif kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Yine farelerin
karaciger dokusu iizerinde yapilan benzer bir calismada 1, 2.5, 5 pg/kg dozunda SC
yoldan enjekte edilen apitoksinin GSH seviyesini kontrol grubuna gore yiikselttigi
gozlemlenmistir (Hassanein ve Hegab, 2010).

Bu c¢alismada ise, apitoksin grubunun GSH seviyesinin istatistiksel olarak
diisiik oldugu tesbit edilmistir (p<0,05). Literatiirlerdeki ¢eliskili GSH seviyesi-
apitoksin 1iliskisi goz Oniine alindiginda, ¢alismada GSH’in diisiik ¢ikmasinin

muhtemel nedenleri sunlar olabilir:

- Melittin ve PLA; kaynakli ROT iiretiminin oksidatif strese neden olmasi ve
GSH rezervinde asir1 kullamma bagli azalmaya neden olmast,

- ROT firetimi mitokondriyal membran potansiyelinde diisiise neden olarak
apoptosisi indiiklemesi, boylece intraselliiler olarak sentezi yapilan GSH miktarimn

azalmasi,
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- Glutatyon-S-transferaz’in ekspresyonunun apitoksin etkisiyle inhibe olmasi

nedeniyle GSH seviyesnin diigsmesi.

NOX, hiicre haberlesmesinde kullamlan bir mediator, patojenlere kars1 immiin
sistem tarafindan kullamilan etkili toksik bir molekiil ve ayn1 zamanda vazodilatator
etkisi olan bir biyolojik bilesiktir (Anggard, 1994). Kan damarlarinin dilate bir
durumda tutulmasina katkida bulunan molekiillerden biri de NOx’tir. Diyabetik
hiperglisemi ve yag asiti metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar,
glikozilasyon, poliol yolagimin aktivasyonu ve serbest radikallerin artist NOx
sentezinde diisiise neden olmakta, bdylece vaskiiler disfonksiyon meydana
gelmektedir (Greene ve ark., 1992; Kocatiirk, 1996; Daimon ve ark., 2000; Shiekh ve
ark., 2011). Diyabetin kronik komplikasyonlarimin endotelyal disfonksiyondan
kaynaklandigi bildirilmektedir (Assmann ve ark., 2016). Bunun aksine, baz
aragtirmacilar diyabetiklerde NOx seviyelerinin yiikseldigi rapor etmislerdir (Pitocco
ve ark., 2009; Adela ve ark., 2015). Fizyolojik kosullarda, plazma NO kaynaginin
endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi oldugu, inflamasyon durumunda ise
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzimi (iNOS) tarafindan da NO sentezlendigi
bildirilmektedir (Caimi ve ark., 2012). Yapilan ¢caligsmada, istatistiksel olarak onemli
olmamakla birlikte, D grubunda K grubuna gore NOx seviyesindeki artisin, diyabetik
oksidatif stres ve inflamasyon kaynakli iNOS artisindan kaynaklandigi akla
gelmektedir. Farelerin BV-2 mikrogliya hiicre hatti iizerinde yapilan bir ¢aligmaya
gore 1, 10, 100 ng/ml apitoksinin NO, iNOS ve TNF-o tiretimini baskiladig
bildirilmistir (Han ve ark., 2007). Bir baska fare makrofaj hiicre hatt1 ¢alismasinda da
1,5, 10, 20 pg/ml apitoksinin benzer sonuglara neden oldugu rapor edilmistir (Jang ve
ark., 2005). Calismada, bilimsel literatiiriin aksine A grubu, K grubuna gore istatistiki
onem arz etmeyen bir artis gostermektedir. Bu durumun in vivo c¢aligmalarla
desteklenmesi gerekmektedir. DA grubunda K grubuna gore artis goriilmesinin,
diyabetik oksidatif stres ve inflamasyon kaynakli iNOS artisindan kaynaklandigi akla
gelmektedir. Bu grupta apitoksinin terapotik etkinliginin degerlendirilebilmesi igin,

molekiiler mekanizmalarin in vivo ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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TAS, organizmadaki antioksidan maddelerin konsantrasyonunu 6l¢mek igin,
TOS ise organizmadaki oksidan maddelerin konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan
kantitatif birer testtir. Diyabetik komplikasyonlarin temelinde yatan serbest radikal
tretimindeki artis ve antioksidan savunma mekanizmalarinda meydana gelen
bozukluklarin (Maritim ve ark.,, 2003; Rajasekaran ve ark., 2005), D ve DA
gruplarindaki TAS degerlerinin diismesinden ve TOS degerlerinin yiikselmesinden
sorumlu olabilecegi disiiniilmektedir. TAS i¢in, DA’da D grubuna kiyasla goriilen
diistislin nedeni, istatistiki olarak onemli olmamakla birlikte MDA ve PLA; iliskili
membran hasar1 olabilecegi akla gelmektedir. Ayrica, DA grubunun TOS degerinin
ylikselmesi de membran hasarinin diger bir gostergesi olabilecegi diisiiniilmektedir. A
grubunda TAS degerinde Onem arz etmeyen diisiis, TOS degerinde ise yiikselisin

nedeni olarak yine aym mekanizmanin rol oynadigi diistiniilmektedir.

PCO, protein oksidasyonu gostergelerinden biridir. Diyabet kaynakli oksidatif
stres ve glikoz birikimi veya bunlarin her ikisinin birlikte etkisi nedeniyle modifiye
proteinlerin iretimi artmaktadir ve bu iirlinler stabil bir sekilde uzun zaman
periyodunda viicutta kalmaktadir. Bu nedenle deneysel diyabette miktar1 artan PCO
oksidatif stres durumunu iyi yansitan belirte¢lerden biridir (Cederberg ve ark., 2001;
Cakatay ve Kayali, 2004). Yapilan ¢alismada, D ve DA grubunda PCO miktarinin
artisinin bu mekanizma ile gerceklestigi distiniilmiistir. Khalil ve ark. (2015)’nin
aragtirmasinda saglikli kontrol grubuna gbére apitoksin enjekte edilen rat grubunda
PCO degerinin yiikseldigi bildirilmektedir. Ancak, Suh ve ark. (2006)’nin
arastirmasinda, deneysel artritli ratlarda ROT kaynakli oksidatif hasar seviyesinin
apitoksin etkisiyle onemli Ol¢lide azalmasiyla, sinovyal sividan Olgiimii yapilan
PCO’nun da azaldigi rapor edilmistir. Calismada A grubu igin, Khalil ve ark.
(2015)’nuin rapor ettikleri sonuca benzer sekilde, antioksidan sistemin yansimasi olarak
Ol¢iimii yapilan GSH ve TAS parametrelerinde gézlemlenen diisiis ve oksidan sistemin
yansimasi olarak oOlgiilen MDA ve TOS’taki artisin, antioksidan-oksidan dengeyi
oksidanlar lehine bozmasi sonucu olarak kompanze edilemeyen ROT iiretiminin A

grubundaki PCO artisindan sorumlu oldugu diistiniilmiistiir.
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Oksidatif streste serbest radikal iiretiminin artmasi ve kompanzasyonun
azalmas1 sonucunda DNA molekiillerinin guanozin bazlarinda hizli bir sekilde
oksidasyon meydana gelmektedir. Dolayis1 ile genetik materyali hasar goren
hiicrelerde fonksiyon defektleri, dejenerasyonlar ve hatta Oliimler goriilmektedir
(Fidan, 2007). DNA’nin oksidasyon iiriinii olan 8-OHdG, DNA hasarini 6lgmek i¢in
siklikla kullanilan bir belirtegtir. Oksidatif stres goriilen diyabetik vakalarda idrarla 8-
OHdG atilimn artmaktadir (Dandona ve ark., 1996; Wu ve ark., 2004). Ratlarda
deneysel diyabet modeli olusturmak amaciyla kullandigimiz STZ ve diyabetin kendisi,
Park ve ark. (2001)’nin da arastirmalarinda rapor ettikleri tizere, asir1t ROT iiretimi
tizerinden DNA hasarina neden olmustur. Yapilan ¢caligmada, D ve DA gruplarindaki
DNA hasar1 artisinin, arastirmacilarin raporlar ile tutarli bir sekilde ve adi gegen
mekanizmalar yoluyla gergeklestigi akla gelmektedir. A grubunda DNA hasarindaki
artig istatistiki olarak 6nemli olmamakla birlikte, apitoksin kaynakli oksidatif stresin,
primer antioksidanlar tarafindan tam olarak tamponlanamamasi nedeniyle goriilmesi

muhtemel bir sebep olarak akillara gelmektedir.

Kan glikoz seviyesinin belirli bir sinir igerisinde kalmasini saglayan insiilin
hormonu, diyabette gerek eksik salgilanmasi veya hi¢ salgilanmamasi, gerekse yeterli
miktarda salgilanmasina ragmen hiicreler tarafindan direng gelisimi sonucunda
hiicreler igine glikozun girisinin sekteye ugramasi agisindan Onem arz eden bir
hormondur. Yapilan ¢aligsmada, apitoksinin insiilin salininmu iizerine tek basina dnemli
bir etkisi goriilmemekle birlikte, istatistiksel onem arz emeyen hafif bir yilikselis de
gortilmiigtiir.  Apitoksinin, Morgan ve Montague (1984)’in arastirmasinda rapor
ettikleri mekanizma dahilinde insiilin salimmim stimiile ederek, DA grubundaki
insiilin degerini K grubuna yaklastirmus olabilecegi akla gelmektedir. Ayrica
apitoksinin peptid yapisindaki bir diger bileseni olan apamin, K* kanallarimin spesifik
blokorii olmasi (Castle ve ark., 1989) ve B hiicrelerindeki SK ve IK1 kanallarint bloke
etmesi nedeniyle bu hiicrelerin repolarizasyonu azalmakta ve hiicre i¢i Ca?* miktarinda
artts meydana gelmektedir. Bu mekanizma ile de insiilin salimmu artmaktadir
(Tamarina ve ark., 2003). Apitoksin peptidlerinden tertiapin ile tip 2 DM sagaltimu
amaciyla kullamlan sulfoniliire grubundan ilaglarin etki mekanizmalari, potasyum

kanal1 blokdrili olmalar1 nedeniyle birbiri ile benzerlik gostermektedir. Ki 1.1, Ki 3.1



111

ve Ki 3.4 alt birimlerine baglanan tertiapin, doza bagimli olarak potasyum gecisini
durdurucu etki gostererek (Jin ve Lu, 1998) B hiicre membranminda depolarizasyona
neden olmakta ve voltaj bagimli Ca?* kanallarimn agilmasina yol agarak intraselliiler
ortamda miktar1 artan Ca?" tarafindan insiilinin ekstraselliiler ortama sekresyonuna yol
agmaktadir (URL-3, 2013; Url-4, 2013). Bu mekanizmalar da, DA grubunda insiilin
degerinin K grubuna yaklasmasini agiklayabilir niteliktedir. Ayrica PLA, aktivasyonu
nedeniyle pankreas [ hiicrelerinde lizofosfolipid ve arasidonik asit {iretiminin
(Fujimoto ve Metz, 1987), nihayetinde insiilin salinimini tetikleyerek bu durumun DA
grubunda goriilmesine neden oldugu akla gelmistir. Mousavi ve ark. (2012) da,
apitoksinin alloksan ile gelistirilen deneysel diyabetli rat grubunda insiilin salimmim
arttirdifim rapor etmislerdir. AKG’nin ¢alisma siireci boyunca DA grubunda D
grubuna gore diisiik seyretmesinin, bu 1limli insiilin artisindan kaynaklanabilecegini
diisiiniilmektedir. D grubunda ise insiilin salimm azalmistir. Bu durumun nedeni, STZ

etkisiyle pankreas B hiicrelerinin tahrip olmasidir (Deeds ve ark., 2011).

ALT baslica karacigerde olmak iizere, daha az miktarlarda da bobreklerde ve
diger organlarda bulunan ve hiicre hasar1 sonucu kanda miktar1 artan bir enzimdir.
AST ise cizgili kas, kalp kasi, karaciger, pankreas, bobrek hiicreleri ve eritrositlerde
bulunan ve bu hiicrelerin hasarlanmas1 sonucu kanda miktar1 artan bir enzimdir.
Alloksan kullanilarak deneysel diyabet modeli gelistirilen ratlarda, plazma ALT ve
AST miktarinin artis gosterdigi tesbit edilmistir. Bu artisin deneysel diyabet kaynakli
hepatoselliiler hasar ve karaciger disfonksiyonundan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir (E1-Demerdash ve ark., 2005). Benzer bulgular STZ diyabet modeli
gelistirilen ratlarda da elde edilmis ve aym mekanizmadan kaynaklanabilecegi rapor
edilmistir (Kaleem ve ark., 2008). Yapilan ¢alismada, hem ALT hem de AST
diizeylerinde D grubunda goriillen artisin bu mekanizmadan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Apitoksindeki bilesenlerden melittin membran lipid tabakasinda
penetrasyona ve PLA; de membranda hidrolize neden olarak hiicre hasarina yol acan
bilesenlerdir. Bunedenle apitoksin 6zellikle ¢izgili kaslar olmak {izere (Ownby ve ark.,
1997), diger doku ve organ hiicrelerinden de AST salimmuna, ayrica karacigerden de
ALT salimimuna neden olmaktadir (Uawonggul ve ark., 2011). Prado ve ark. (2010),
farelere SC 20,8 ug/g apitoksin uygulamus ve 1., 6. ve 12. saatlerde alinan kan
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orneklerinde AST seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 bir
yiikkselme farketmisler, bu yiikselisin nedeninin ise kas dokulari, karaciger veya
eritrositlerdeki hasardan kaynaklanabilecegini One siirmiislerdir. Ayrica, karaciger
hasar1 kaynakli oldugunu ileri siirdiikleri ALT miktarindaki artis1 rapor etmislerdir.
Grisotto ve ark. (2006) da, Wistar Albino ratlara 0,5 mg/kg IV apitoksin enjeksiyonu
yapmuslar, 60 dk sonra kan orneklerinde AST miktarinin kontrol grubuna gore
yiikselmis oldugunu gozlemlemislerdir. Bu durumu da kaslardaki yikimlanma ile
aciklamslar, ancak ALT miktarinda 6énemli bir artis gézlemlememislerdir. Klinik bir
vaka calismasi1 olarak sunulan bir ¢alismada ise, 125’ten fazla bal arisi tarafindan
sokulan 66 yasindaki bir insanin, olaydan 48 saat sonra biyokimyasal
parametrelerindeki degisim ol¢iilmiis, AST ve ALT diizeyinde asir1 bir yiikselme
gozlemlenmis, bu durumun da ilave parametrelerle degerlendirilerek hemoliz ve
karaciger disfonksiyonu kaynakli olabilecegi one siiriilmiistiir (Kolecki, 1999). Bu
caligmalarin aksine, Lee ve ark. (2011) ise, 3 mg/kg dozda apitoksini bir defaya
mahsus farelere SC yoldan enjekte etmis, ancak AST ve ALT’de herhangi bir degisim

gormediklerini rapor etmislerdir.

Yapilan ¢alismada, AST seviyesinin K grubuna gore diger biitiin gruplarda
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu durumun A
grubunda apitoksin kaynaklt doku ve organ hasarindan, D grubunda deneysel
diyabetten, DA grubunda ise hem apitoksin hem de deneysel diyabetin ortaklasa
etkisinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Yine ALT seviyesinde de, D ve DA
grubunda K grubuna gore anlamli bir artis gozlemlenmistir. Bu durumun literatiir
bilgilerle benzer sekilde hepatoselliiller hasardan kaynaklandigi akla gelmektedir.
Ancak, A grubunda ALT seviyesinde anlamli bir artis gdzlemlenmemistir. Bu durum,
apitoksinin tek basina Ozellikle karacigerde hasara neden olmadigim akla

getirmektedir.

Kanda kolesterol artis1 diyabetin bulgularindan biridir. Total kolesterol,
trigliserid ve HDL, LDL, VLDL kolesterol alt tiirlerinin diizeylerindeki degisimler,
diyabette dislipideminin temelini olugturmaktadir (Mooradian, 2009). Diyabet tipine

gore, insiilin salimminda azalma veya insiilin direncine bagli olarak, kan dolasiminda
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serbest yag asitlerinin miktar1 artmaktadir. Serbest yag asitlerinin fazlasi karacigerde
trigliserid sentezinde artisa neden olmakta, bu da apolipoprotein A ve VLDL kolesterol
iretimini artirmaktadir. Son asamada, VLDL kolesterolden IDL ve LDL kolesterol
olusmaktadir (Gorpe, 1997). Deneysel STZ diyabetinde, Wistar-Albino ratlarda total
kolesterol seviyesinde artis oldugu rapor edilmistir (Feillet-Coudray ve ark., 1999).
Diyabette insiilin etkisinin azalmasimn total kolesterol seviyesi lizerine atirici etkisi
bulunmaktadir (Mousavi ve ark., 2012). Yapilan ¢alismada, D grubunda yukaridaki
mekanizmadan kaynaklandigi  diisliniilen total kolesterol seviyelerinde artis
gozlemlenmistir. Prakash ve Bhargava (2014)’mn arastirmasina gére, apis cerana bal
aris1 tarafindan sokulan diyabetli bir grup insandan 30 dk sonra alinan kan
numunelerinde total kolesterol seviyelerinin diistigii gozlemlenmistir. Khulan ve ark.
(2015)’min arastirmasina gore, alloksan tarafindan indiiklenen deneysel diyabetli
singila tavsanlarimin arka ayaklarimin tabamindan 14 giin boyunca giinde bir apis
mellifera bal aris1 tarafindan sokturulmasi sonucunda alinan kan numunelerinde
plazma total kolesterol, trigliserit ve LDL kolesterol seviyesinde diisiis, HDL
kolesterolde ise artis gozlemlenmistir. Ivas ve ark. (2011)’mn saglikli tavsanlar
tizerindeki arastirmasina gore, ar1 zehirinin inokiile edilen doza bagimli olarak
kolesterolemi tizerinde diistiriicii etkisi bulunmaktadir. Ginsberg (1996)’e goére yag
hiicreleri tlizerinde insiilinin etkinligi artarsa, plazma LDL kolesterol ve trigliserid
diizeyleri azalmakta, HDL kolesterol diizeyi ise artmaktadir. Wieringa ve ark.
(1982)’na gore, PLA2 nin glikoz transportunu ve adipositler igine lipid alimin artirict
etkisi bulunmaktadir. Bu olayin, adiposit membranlarimn PLA; tarafindan parsiyel
olarak lize edilmesinden ve daha fazla insiilin molekiiliiniin baglanmasindan ileri
geldigini rapor etmiglerdir. Ancak, yapilan ¢alismada yukarida adi gegen
arastirmacilarin ¢alismalarinda oldugu gibi, apitoksinle tedavi edilen DA grubunda
total kolesterol seviyelerinde azalma degil, aksine artis gbzlemlenmistir. Bu durum
g0z Oniine alimirsa, DA grubundaki artisin, apitoksinin tam olarak aglik kan glikozu
diizeyinde diisiisii ve insiilinde saglikli kontrol degerlerine yiikselisi saglayamadig ve
de oksidatif stres belirteclerinin yeterince normallesmesini temin edemedigi igin
kontrol degerinden uzakta oldugu akla gelmektedir. Ayrica LDL kolesterol i¢in de
buna benzer bir tablo gozlemlenmis olup, total kolesterol yiikselisinin baslica
sebebinin, LDL’deki yiikselmeden ileri geldigi akla gelmektedir. A grubunda ise
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istatistiki olarak 6nemli bir artis gozlemlenmemistir. Bu yiizden, apitoksinin tek basina

total kolesterol seviyesi lizerine onemli bir etkisi olmadigr disiiniilmektedir.

Calismada trigliserid seviyesindeki degisimlerin gruplar arasinda istatistiki
olarak onemlilik gostermedigi gézlemlenmistir. Aynt durum HDL kolesterol igin de
gecerlidir. Bu durum literatiir bilgiyle tezatlik olusturmaktadir. Ancak, tip 1 diyabet
hastalarinda total kolesterol, trigliserid, LDL kolesterol ve HDL kolesterol
diizeylerinde degisim olmadigim gosteren bir ¢alismaya da rastlanmistir (Santini ve
ark., 1997). Trigliserid seviyesinde degisim goriilmemesinin bu literatiir bilgiyle
uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Ancak, istatistiki olarak onemli olmasa da, DA
grubundaki trigliserid diisiisiinden kaynakli olarak sentez edilen VLDL miktarinda

azalma gozlemlendigini diisiinmekteyiz.

Lokositler  hematolojik  oOlglimlerde  WBC  parametresi adi  altinda
degerlendirilen ve notrofil, eozinofil, bazofil, lenfositler ve monositlerden olusan kan
hiicreleridir. Birgok doku ve organ fonksiyonunda bozulmalara neden olan diyabetin,
immiin sistem {izerine de olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler nedeniyle, aslinda
inflamasyon ve/veya enfeksiyon kaynakli sistemik bozukluklarin degerlendirilmesi
asamasinda kullamlan 16kosit sayimi ve alt tiirlerinin sayisal ve oransal olarak
degerlendirilmesinin, metabolizma hastaligi olan diyabet icin de Onem arz ettigi
sOylenebilir. Diyabette 10kosit sayisindaki ufak artiglar diisiik dereceli inflamasyonu
yansitabilir (Vercellotti, 2012). Ayrica, 16kosit sayisindaki artiglar, aglik kan glikozu
veya insiilin seviyelerindeki degisikliklere bagli olabilir (Lee ve ark., 2001).
Calismada D grubunda gozlemlenmis olan ilimli WBC artisimin, literatiir bilgiyle
dogru orantili olarak, diyabet kaynakli diisiik dereceli inflamasyondan ve AKG ile
insiilin seviyelerindeki degisiklikten ileri geldigi akla gelmektedir. Apitoksin
enjeksiyon terapilerinde en sik karsilasilan yan etki, alerjik reaksiyon geligimidir.
Klinik bir vaka galismasina gore, ¢ok miktarda apitoksin maruziyeti, IgG antikor
iiretiminin uyarilmasina neden olarak, immiin kompleks aracili alerjik reaksiyonu
tetiklemistir. Hem apitoksin komponenti olarak enjeksiyon ortamina girisi saglanan,
hem de alerjik reaksiyon sirasinda mast hiicreleri tarafindan ortama salinan histamin

vazodilatasyona neden olarak, eozinofillerin kandan c¢ikip etkilenen dokuya
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migrasyonuna neden olmaktadir (Seo ve Lee, 2015). Bir diger klinik vaka
calismasinda, 67 yasindaki bir kadin hastaya, eklem agrilarinin tedavisi amaciyla toz
formundaki apitoksinin SC enjeksiyon bolgesinden alinan biyopside, lokal olarak
histiyositler, lenfositler ve c¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerinin olusturdugu inflamasyon
bulgular1 rapor edilmistir (Yoo ve ark., 2012). Bu literatiir bilgilerde bahsedilen
mekanizma ile uyumlu olarak, yapilan c¢alismada apitoksin enjeksiyonu yapilan
deneklerde, genel inspeksiyon durumu olarak uyusukluk, agir hareket etme, tiylerin
kabarmas1 ve deneklerin 6zellikle burun ve goz ¢evresinde belirginlesen, histamin
kaynakli vazodilatasyondan kaynaklandigi diisiiniilen kisa siireli 6dem birikimi
gozlemlenmistir. A grubunda WBC ve alt tiirlerinde (lenfosit, monosit ve graniilosit)
miktar olarak 6nemli bir degisim gézlemlenmemistir. Bu durumda apitoksinin yalmz
basina kullanilmasi bahsedilen parametrelerde degisime neden olmamustir. WBC
miktar1 yoniinden DA’da K grubuna gore goriilen artisin, graniilosit ve lenfosit
sayisindaki artistan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Aym zamanda, DA grubunun
graniilosit sayisindaki artisin, eozinofil sayisindaki artistan kaynaklandigi ve boylece

oliimciil olmayan kisa siireli alerjik reaksiyon bulgusunun gelistigi akla gelmektedir.

Lenfositler hiicresel ve sivisal bagisiklikta gorevi olan kan hiicreleridir
(Berrington ve ark., 2005). Otton ve ark. (2002)’min arastirmasina gore, diyabetik
ratlarda, glikoz ve glutamin seviyelerindeki degisimlere bagli olarak lenfosit
fonksiyonunda bozukluklar goriilmektedir. Lenfositler de diger WBC alt tiirleri gibi,
AGE’ler, oksidatif stres ve hiperglisemik sartlarda sitokinler tarafindan aktive
edilebilir (Chung ve ark., 2005). D grubunda, istatistiki olarak onemlilik gostermese
de, lenfosit sayisindaki artisin nedeni olarak Chung ve ark. (2005)’min rapor ettigi
mekanizmaya uygun olarak, diyabet kaynakli bozukluklarin lenfosit Giretimini aktive
edebilecegi akla gelmektedir. Ayrica yine bu mekanizmaya uygun olarak, diyabet
sonucu bagisiklik sistemi zayiflamis DA grubu deneklerinde lenfosit sayisindaki
artisin apitoksinden kaynaklandig diisiiniilmektedir. A grubunun lenfosit sayisinda
degisim olmamasimin nedeni olarak, apitoksinin bagisiklik sistemi iizerine olumsuz
yonde bir etkisinin olmadigi akla gelmektedir. Lenfosit yiizdesi agisindan ise gruplar

arasinda istatistiki olarak anlamli bir farkliliga rastlanmanustir.
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Monositler, organizmada inflamasyon bolgesinde makrofajlara doniisme
yeteneginde olan beyaz kan hiicrelerindendir (Swirski ve ark., 2009). Diyabet kaynakl1
hiperglisemi ve oksidatif hasar organizma dokularina zarar vermektedir. Ozellikle
hiperglisemi, dokulara dogru monosit adezyonunu uyararak monositlerin
proinflamatuvar M1 makrofajlarina doniismesine neden olmaktadir (Venneri ve ark.,
2015). Monositlerin  miktarinda, gruplar arasinda o6nemli bir farklilik
goriilmemektedir. D grubunda goriilen monosit yiizdesindeki azalma, monositlerin
periferik kandan hasarli diyabetik dokuya gb¢ etmesinden kaynaklandigim
diisiindiirmektedir. A grubunda monosit yiizdesindeki diisiis dikkat ¢ekicidir. Bu
durum, Yoo ve ark. (2012)’min da arastirmalari sonucunda rapor ettikleri tzere,
apitoksin kaynakli lokal inflamasyon bolgesine, monositlerin bir tiirevi olan ¢ok
cekirdekli dev hiicrelerinin go¢ etmesinden kaynakli olarak periferik kanda
monositlerin azalmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. DA grubunda, K
grubuna yakin degerin goriilmesi ise, kan dolagimindaki monositlerin yiizdesinin
degismedigini gostermektedir. Bu durumda, DA grubunda apitoksin sayesinde
diyabetik semptomlarin goreceli olarak tedavi edildigi ve bu nedenle, apitoksinin
yalmiz basina kullamildign A grubunun aksine, dokulara monositlerin gd¢iinii

engelleyecek sekilde bir mekanizmanin devreye girdigi akla gelmektedir.

Graniilosit sayisinda, A ve D gruplarinda istatistiki olarak anlamli bir degisim
gozlemlenmemistir. DA grubunda graniilosit sayisimn diger gruplara oranla artisi,
diyabet kaynakli; oksidan hasar, AGE’lerin olusmasi1 ve hiperglisemi nedeniyle
polimorf niikleer lokositlerdeki artis ve/veya apitoksin kaynakli hipersensitivite
reaksiyonunu (Otton ve ark., 2002; Chung ve ark., 2005) akla getirmektedir.
Graniilosit yiizdesi agisindan ise gruplar arasinda istatistiki olarak anlaml1 bir farkliliga

rastlanmanustir.

STZ tarafindan indiiklenen diyabette, oksidatif stres eritrositlerde hemolize
kars1 yatkinlik meydana getirmektedir. Ancak, ortamda antioksidanlar yeterli miktarda
bulunuyorsa, hemolitik etki gecikmektedir. Feillet-Coudray ve ark. (1999) tarafindan
rapor edilen bu mekanizmaya gore, eritrositler 4 hafta sonunda hemolize daha duyarli

hale gelmektedir. Yapilan calismada, RBC parametresinde D ve DA gruplarinda
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anlaml1 bir farklilik goriilmemistir. Dolayisi ile diyabetik oksidatif stresin, hemolize
neden olabilecek kadar etkinlik gostermedigi akla gelmektedir. Melittin sitolitik ve
dolayisi ile hemolitik karakterde (Habermann, 1972; Asthana ve ark., 2004) ve in vitro
aragtirmalarda hemolitik etkisi ¢okga arastirilan bir peptiddir (Asthana ve ark., 2004).
Bu etkisine klinik vakalarda da rastlanmus olup, kopekler (Noble ve Armstrong, 1999;
Mughal ve ark., 2014), giivercinler (Rahman ve ark., 2015) ve bir at ile tayin (Lewis
ve Racklyeft, 2014) bal aris1 saldirisina ugramalar1 sonucu kan tablolarinda hemoliz
bulgular1 goriilmiistiir. Subbalakshmi ve ark. (1999), 1 ug/ml melittinin, in vitro
ortamda 10"/ml rat eritrositi igeren siispansiyon {lizerine; Raghuraman ve
Chattopadhyay (2005) ise, yaklasik 2,85 pg/ml melittinin in vitro ortamda 107/ml rat
eritrositi igeren siispansiyon lizerine %100 litik etkisi oldugunu rapor etmislerdir. A ve
DA gruplarinda kullamlan apitoksin icerigindeki yaklagik 42-58 pg/ml melittin
dozunun RBC iizerine etkisi goriillmemistir. Bu durum, ¢alismada kullanilan apitoksin
dozunun in vivo ortamda hemolitik etkinlige neden olmadigini diisiindiirmektedir.
Hemoglobin ve Hct degerleri agisindan da gruplar arasinda istatistiki olarak 6nemlilik
gosteren bir farklilik goriilmemesinin, hemolitik durumun olusmamasindan

kaynaklandigi akla gelmektedir.

Plateletler, damar endoteli boyunca gezinerek pihtilasma ve damar
biitlinliigliniin proliferasyonu ile ilgili gorevleri yerine getiren kiigiik kan hiicreleridir
(Heldin ve ark., 1998; DeGroot ve ark., 2012). Diyabette platelet metabolizmasinda
baz1 degisimler goriilmektedir. Bu degisimlerden biri de, hem tip 1 hem de tip 2
diyabette plateletlerde serbest oksijen radikali iiretiminin normale gore 20 kat
artmasidir. Serbest oksijen radikali, peroksinitrit radikalinin platelet kaynakli GSH
tarafindan tamponlanamayacak sekilde asir1 iiretimine yol agmakta, boylece plateletler
hasar gormektedir (Mazzanti ve Mutus, 1997). Benzer sekilde bir ¢alismada da, Wistar
Albino ratlarda STZ diyabetinde PLT sayisinin, kontrol grubuna gore dnemli 6lgiide
azaldig rapor edilmistir (Cadirci ve ark., 2013). D grubunda PLT sayisinin, diger tiim

gruplara gore epeyce azalmasimn da bu mekanizma ile gercgeklestigini diistinmekteyiz.

Apitoksin etkisiyle PLT sayisinda meydana gelen degisimler arastirmalara
gore farklilik gostermektedir. Bir klinik vakada 17 yasindaki bir birey bir bal arisi
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tarafindan sokulmus, 10 giin sonrasinda diisiik PLT sayis1 gozlemlenmis (Gawlik ve
ark., 2004), 65 yasindaki bir kadin da, apitoksinle akupunktur tedavisi gérmiis ve
yaklasik 6 saat sonrasinda platelet sayisinda epeyce diislis gozlemlenmistir (Jung ve
ark., 2012). Yine bagka bir vakada, 61 yasindaki bir kadimn sirt agris1 ¢gekmesinden
dolay1 yaklasik 4 hafta apitoksin tedavisi gérmesiyle PLT sayisinda azalma rapor
edilmistir (Abdulsalam ve ark., 2016). Biitiin bu klinik vakalarin aksine, bir ¢alismada
kronik hepatit C’1i 30 hastada intradermal 300 pg/ml dozda apitoksinin haftada 2 kez
uygulanmak kaydiyla ve 12 ay boyunca denenmis, 3, 6, 9 ve 12. aylarda kan alimp
PLT sayis1 olciildiigiinde, kontrol grubundaki hastalara gore apitoksinle tedavi
edilenlerin PLT degerlerinde epeyce fazla yiikselme gdzlemlenmistir (E1-Abd ve ark.,
2013). Ouyang ve Huang (1984) tarafindan in vitro ortamda tavsan plateletleri
tizerinde apitoksin PLA2’sinin etkisi degerlendirilmis ve bu enzimin aktivitesi
nedeniyle, plateletlerde agregasyon ve membran fosfolipidlerinin parcalanmasi,
ardindan arasidonik asit salimmi ve tromboksan A, olusumuna yol agarak yeni
plateletlerin aktive olmasina ve PLT sayisinin artmasi sonucuna ulagsmuislardir. Hem A
grubunda hem de DA grubunda gozlemlenen PLT sayisindaki yiikselisin bu

mekanizma sayesinde gerg¢eklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Otomatik kan sayim cihazlarinda, hastaliklarin ayirici tamsimn yapilabilmesi
ve diyagnozunun izlenmesinde trombositler i¢cin PLT yaninda MPV, PDW, PCT gibi
indeksler de oOlgiilmektedir (Dortbudak ve ark., 2013; Budak ve ark., 2016). Kan
dolasimu sorunlar1 ve kemik iligi aktivitesi hakkinda detayl1 bilgiler veren bu indeksler
yapilan ¢alismada Olgiilmiis olup hep birlikte yorumlanmustir. PLT boyutlarindaki
degisiklik, bunlarin aktiviteleri hakkinda bilgi vermektedir. Biiyiik plateletler kemik
iligindeki megakaryositlerin parcalaridirlar, yeni iretilmisler ve akabinde kana
salinmiglardir ve bu halleri ile daha ¢ok graniil tasidiklar i¢in, aktivitelerinin kii¢iik
olanlara gore daha fazla oldugu belirtilmektedir (Gtiglii ve ark., 2009). MPV, ortalama
platelet hacmidir. MPV’nin, A grubunda D ve DA gruplarina gore diisiik oldugu,
dolayisiyla aktivitelerinin daha az oldugu gézlemlenmistir. K grubundan istatistiki
olarak oOnemli bir farklilik gostermemektedir. PLT sayilar1 ile birlikte
yorumlandiginda, hem D ve DA, hem de K grubuna gore PLT sayisi bakimindan en
yiiksek A grubu ol¢tilmiistiir ki bu durumda, A grubunun D ve DA grubuna gore kiiciik
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plateletlere sahip olmasimn vermis oldugu dezavantajin, kemik iliginde yeni yapilip
kana salinan yiiksek aktiviteli platelet sayisindaki artisla kompanze edilmeye
calisildign diistiniilmektedir. Fit ve ark. (2011) da, Wistar ratlar {istiinde apitoksin
etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, MPV’nin distiiglinii rapor etmislerdir. PDW,
plateletlerin boyut olarak tekdiizeligini gdsteren bir indeks olarak tammlanmaktadir.
Kemik iliginde platelet tiretimi uyarildiginda, yalmzca MPV’de degil, PDW’de de
artis goriilmektedir (Gliglii ve ark., 2009). Calismada PDW agisindan, bu durumun
benzeri gozlemlenmistir. Ancak, A grubuna goére D grubunda platelet boyutunda
tekdiizelik goriilmemektedir, boyut olarak plateletler arasi fark artmustir. Bunun nedeni
olarak, A grubunda yeni PLT iiretiminin, D grubuna gore oldukca fazla olmasi ve bu
biiyiik plateletlerin eski ve kiigiik olanlara oranla sayisal olarak daha fazla olmasindan
dolay1, D grubuna gére PDW degerinin daha diisiik ¢ikmus oldugu akla gelmektedir.
Dolasimdaki platelet sayisinin yilizdesi olarak tammlanan PCT ’nin ise, gruplar arasi
iligkilere bakildiginda, platelet sayisindaki ile benzer bir tablo ¢izdigi ve aym sekilde
yorumlanabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada STZ ile indiiklenmis deneysel diyabet modeli olusturulmustur.

Apitoksine maruz birakilan diyabetli deneklerin, o6lgiilen bazi  biyokimyasal

parametreler {izerinden durum degerlendirilmesi yapildiginda sonug olarak olumlu ve

olumsuz yonleri ile etkisiz kaldig yonleri su sekilde 6zetlenebilir;

Apitoksinin B hiicrelerinde STZ kaynakli inflamasyonu kismen baskilayici
yonde etki gosterdigi ve bu durumun insiilin salimminda artisa neden olarak

AKG tizerinde disiiriicii yonde olumlu bir etkisinin oldugu gozlemlenmistir.

Trigliserid seviyesindeki istatistiki yonden anlamli olmayan diisiis VLDL
iizerinde olumlu yonde etki gostermis ve VLDL seviyesinde diisiise neden

olmustur.

Diyabet kaynakli serbest radikal liretimindeki artis, lipid peroksidasyonunun
oksidan-antioksidan dengeyi oksidanlar lehine bozmasi, hiperglisemi, doku ve
organ hasar1 ile STZ kaynakl1 inflamasyon durumu, apitoksin kaynakli melittin
ve PLA2’nin ROT iiretimine katkida bulunmasi, apitoksinin indiikledigi
membran penetrasyonu, doku ve organ hasarimin bir sonucu olarak MDA,
NOx, TOS, PCO, 8-OHdG, AST, ALT, total kolesterol ve LDL seviyelerinde
artis, GSH ve TAS seviyelerinde ise diisiis gozlemlenmistir.

HDL iizerinde herhangi bir etki gdzlemlenememistir.

Olgiilen bazr hematolojik parametreler {izerinden durum degerlendirilmesi

yapildiginda sonug olarak olumlu ve olumsuz yonleri ile etkisiz kaldigi yonleri ise su

sekilde Ozetlenebilir;
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o WBC miktarindaki artig, alerjik reaksiyon gostergesi olan eozinofil sayisindaki
artistan kaynaklanan graniilosit artisindan ve lenfosit sayisindaki artigtan ileri
gelmektedir.

e Diyabet kaynakli AGE, oksidatif stres ve hiperglisemik sartlarda sitokinler
tarafindan lenfositler aktive edilmis ve ayrica apitoksinin de oksidatif strese
olan katkisindan dolay1 lenfositler sayisal olarak artis gostermis, ancak lenfosit
yiizdesinde degisim gdzlemlenmemistir. Ozellikle hiperglisemi, dokulara
dogru monosit adezyonunu uyararak monositlerin artisina neden olmustur,
ancak monosit yilizdesinde degisim gézlemlenmemistir. Graniilosit sayisinda,
hem adi gegen diyabetik bozukluklar, hem de apitoksin kaynakli
hipersensitivite reaksiyonlarindan dolay:r artis gézlemlenmis, ancak graniilosit
yiizdesinde degisim gbzlemlenmemistir. MPV parametresinde ise, hem diyabet

nedeniyle hem de apitoksin nedeniyle artis gozlemlenmistir.

e Diyabetik komplikasyonlar dolasimdaki plateletlerde hasara neden olarak
PLT’de azalmaya neden olmus, ancak apitoksin etkisiyle kemik iliginde yeni
plateletler yapilarak PLT’yi fizyolojik sinir igine ¢ekmistir. Boylece PCT ve
PDW parametreleri, platelet sayisindaki artisa benzer sekilde normallesme
gostermistir. Bu yoniiyle, diyabetik komplikasyonlar1 nedeniyle ameliyat
edilemeyen hastalar i¢in apitoksinin alternatif olarak kullanmilabilecegi

diistiniilmektedir.

e Diyabetik oksidatif stres, hemolize neden olabilecek kadar etkinlik
gostermemis ve RBC, Hemoglobin ve Hct parametrelerinde degisim

gozlemlenmemistir.

Diinya genelinde 6zellikle anti-inflamatuvar 6zellikleri nedeniyle tercih edilen
apitoksin ile terapi yonteminin, deneysel diyabet olusturulan ratlarda oksidan-
antioksidan statli ve baz1 biyokimyasal parametreler iizerine etkileri degerlendirilen bu
tez ¢alismasinda, genel olarak oksidatif stres parametreleri iizerine olumsuz etkisi,

insiilin, aglik kan glikozu ve birtakim hematolojik parametreler iizerine ise olumlu
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etkileri gézlemlenmistir. Diyabette, 6zellikle pankreas olmak tizere diger doku ve
organlarda makroskobik ve mikroskobik patolojik yangi bulgular1 ve yangi
mediatorlerinin de molekiiler diizeyde Ol¢limlerinin yapilmas:t ve degerlendirilmesi
gerekmektedir. Ayrica, apitoksin etkisinin in vivo ortamda daha iyi bir sekilde
anlagilabilmesi i¢in doz ¢alismasinin yapilmasi, kan ve idrar parametrelerinin
biyokimyasal yonden ol¢timii i¢in de numunelerin aralikli olarak ¢alisma siiresince
alinmas1 ve sonuglarin perakut, akut, subakut, kronik diizeylerde degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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6.0ZET

Deneysel Diyabet Olusturulmus Ratlarda Apitoksin’in Oksidan-Antioksidan Statii ve
Baz Biyokimyasal Parametrelere Etkilerinin Arastirilmasi

Apiterapi, bal aris1 tarafindan tretilen {rlnlerin terapotik etkinligi nedeniyle deneysel
caligmalarda tercih edildigi bir tedavi yontemidir. Apiterapinin bir branst olan ar1 zehiri
(apitoksin) ile tedavi yontemi, apitoksinin biyoaktif bilesenlerinin 6zellikle anti-inflamatuvar
etkinlikleri nedeniyle kullanim alani bulmaktadir. Bu ¢alismada, Wistar Albino erkek ratlarda
streptozotocin  (STZ) kullanilarak olusturulan deneysel diyabet kaynakh metabolizma
bozukluklarinin, apitoksine kars1 gosterdigi tepki birtakim biyokimyasal parameterler
tizerinden arastirilmistir. Deneysel asamada 3-4 aylk yasta, 200-320 g agwhkta 40 adet rat
kullanilmis olup, rastgele segilen ratlar 4 gruba ayrimistir. Calisma 28 giinde tamamlanmistir.
Gruplar; kontrol (K), apitoksin (A), diyabet (D) ve diyabet+apitoksin (DA) olarak ve her
grupta 10’ar hayvan olacak sekilde etiketlenmistir. K grubuna ¢alisma siiresi boyunca
intraperitoneal (ip) fizyolojik tuzlu su (FTS) uygulanmig, A grubuna ¢ahigma siiresi boyunca
FTS iginde ¢ozdiirilen apitoksin 0,5 mg/kg dozda ip yoldan uygulanmistir. D ve DA grubuna
50 mg/kg tek doz STZ, 4-4,5 pH arahginda Na-Sitrat buffer soliisyonunda ¢6zdiiriilerek
uygulanmis, 48 saat sonra deneklerin kuyruk venlerinden kan 6rnekleri alinmis ve glukometre
ile kan glikoz diizeyi 200 mg/dl ve {lizerinde Olgiilen deneklerin diyabetli oldugu kabul
edilmistir. DA grubuna c¢alisma siiresi boyunca FTS iginde ¢ozdiiriilen apitoksin 0,5 mg/kg
dozda ip yoldan uygulanmistir. Calisma siiresince, deneklerden her hafta kan 6rnegi alinmis
ve glukometre ile aglik kan glikoz diizeyleri (AKG) 6l¢iilmiistiir. Cahigmanin sonunda anestezi
altma alnan deneklerin gogiis kafesleri agilarak atan kalplerinden 5-8 ml kan 6rnegi alinmis
ve KeEDTA’l tiiplere aktarilmis, idrar keselerinden 0,5-1 ml idrar 6rnegi alinmis ve steril
ependorf tiiplere aktarilmigtir. Tam kandan malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH)
olctimleri ve hematolojik analizler yapilmistir. Plazmadan nitrik oksit (NOXx), total antioksidan
stati (TAS), total oksidan statii (TOS), protein karbonil (PCO), insiilin, aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), total kolesterol, trigliserid, HDL
kolesterol, LDL kolesterol, VLDL kolesterol diizeyleri él¢iilmiistiir. Idrar 6rneklerinden DNA
hasar diizeyi (8-OHdG) oOlgiimii yapilmistir. Apitoksin diyabetli deneklerde insiilin
salmminda artisa ve AKG ilzerine diisiiriicii etkide bulunmustur (p<0,05). Oksidan
parametrelerden MDA, NOx, PCO, 8-OhdG, AST, ALT, total kolesterol ve LDL kolesterol
seviyeleri lizerine artirici yonde etki ederken, GSH ve TAS seviyelerinde diisiise neden
olmustur (p<0,05). Hematolojik parametrelerden 1okosit (WBC), platelet (PLT), platelet
yiizdesi (PCT), platelet dagilim genigligi (PDW) seviyelerinde normallesme gozlemlenmistir
(p<0,05). Sonug olarak; apitoksinin bu c¢ahsmada kullanilan dozunun, oksidatif stres
parametreleri iizerine olumsuz etkisi insiilin, AKG, birtakim hematolojik parametreler,
Ozellikle de PLT fizerine ise olumlu yonde etkisi gozlemlenmistir. Bu bulgulardan hareketle,
apitoksinin diyabet tedavisinde alternatif olarak kullanimi, gelecekte aydmlatimasi gereken
patolojik siiregler ve biyokimyasal parametreler iliskisi cercevesinde gelisim gosterecektir.
Ayrica, dolasimdaki PLT sayismm diyabetlilerde fizyolojik smirlar igine ¢ekilmesi,
apitoksinin Ozellikle operatif girisimlerde kan kaybi riski bulunan diyabetli hastalarda
alternatif olarak kullanimmin miimkiin oldugu ihtimalini aciga ¢ikarmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Apiterapi, Apitoksin, Anti-inflamatuvar, Diyabet, Streptozotosin
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7. SUMMARY

The Investigation of the Effects of Apitoxin on Oxidant-Antioxidant Status and Some
Biochemical Parameters of Experimentally Induced Diabetic Rats

Apitherapy is a treatment modality in experimental studies because of the therapeutic effect of
products produced by honey bees. The treatment with bee venom (apitoxin), a branch of
apitherapy, can be used because of the anti-inflammatory activities of the bioactive
components of apitoxin. In this study, experimental diabetes-induced metabolic disorders
induced by streptozotocin (STZ) in male Wistar Albino rats have been investigated for the
response to apitoxin on some biochemical parameters. At the experimental stage, 40 rats with
a weight of 200-320 g were used at 3-4 months of age and randomly selected rats were divided
into 4 groups. The study was completed in 28 days. Groups were labeled as control (K),
apitoxin (A), diabetes (D) and diabetes + apitoxin (DA) with 10 animals per group. K group
received intraperitoneal (ip) physiological saline (FTS) during the study period, in group A,
the apitoxin dissolved in FTS was applied intraperitoneally at a dose of 0.5 mg/kg, D and DA
groups were administered 50 mg/kg single-dose STZ, dissolved in Na-Citrate buffer solution
at a pH range of 4-4,5. Blood samples were taken from the tail veins of the subjects after 48
hours and blood glucose levels measured with glucose meter were accepted to be diabetic
subjects at 200 mg/dl and above. DA group was administered 0.5 mg/kg dose of apitoxin
dissolved in FTS during the study period. During the study, blood samples were taken every
week from subjects and fasting blood glucose levels (AKG) were measured with glucometer.
At the end of the study, 5-8 ml blood samples were taken from the hearts of the anesthetized
subjects by opening the chest cages and transferred to K:EDTA tubes. 0.5-1 ml urine samples
were taken from the urinary bladder and transferred to sterile ependorf tubes. Malondialdehyde
(MDA), reduced glutathione (GSH) measurements and hematological analyzes were
performed from whole blood. Nitric oxide (NOXx), total antioxidant status (T AS), total oxidant
status (TOS), protein carbonyl (PCO), insulin, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), total cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol, LDL cholesterol
VLDL cholesterol levels were measured from plasma. DNA damage level (8-OHdG) was
measured from urine samples. Apitoxin was associated with an increase in insulin secretion
and a lowering effect on AKG in diabetic subjects (p<0.05). While the effect of apitoxin had
increasing effect on MDA, NOx, PCO, 8-OhdG, AST, ALT, total cholesterol and LDL
cholesterol levels, it was found that it had a decreasing effect on GSH and TAS levels (p<0.05).
Leukocyte (WBC), platelet (PLT), platelet percentage (PCT) and platelet distribution width
(PDW) levels were normalized (p<0.05). As a result, the effect of apitoxin dose used in this
study on oxidative stress parameters were observed to be negative, while insulin, AKG, and
some hematological parameters, especially on PLT, were observed to be positive. Based on
these findings, the use of apitoxin as an alternative in the treatment of diabetes will develop in
the context of the relationship between pathological processes and biochemical parameters
that need to be clarified in the future. In addition, elevation of circulating PLT into
physiological limits in people with diabetes reveals the possibility that apitoxin may be used
as an alternative in patients with diabetes, especially at risk of blood loss in operative
procedures.

Keywords: Apitherapy, Apitoxin, Anti-inflammatory, Diabetes, Streptozotocin
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9.0ZGECMIS

Konya ili Selguklu ilgesinde 1989 yilnda dogdum. Ilk, orta ve lise egitimini Aksaray ili
Ortakoy ilgesinde tamamladim. Yabanci Dil Agirlikh Liseden mezun olmamin akabinde, 2007
yilinda Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesinde Lisans egitimine basladim. 2012 yilinda
Lisans egitiminin bitmesinin hemen sonrasmda, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda Arastrma Gorevlisi olarak goéreve bagladim. 2013
yilinda ayni Anabilim Dalnda Doktora Egitimine bagladim. Marmara Universitesi Yabanci
Diller Yiiksek Okulunda 6 aylik zorunlu ve ileri derecede yabanci dil egitimi aldim. Halen
Biyokimya Anabilim Dalinda Arastrma Gorevlisi olarak gorevime devam etmekteyim.



