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OZET

ZEYTIN YAPRAGI (Olea Europaea L.) EKSTRAKTI’NIN
DENEYSEL DiYABETTE
ANTIDIYABETIK, ANTIOKSIDAN, 8-OHdG ve KORUYUCU
ETKILERININ ARASTIRILMASI

TEMIZ, Mehmet Ali
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Atilla TEMUR
Ocak 2016, Sayfa 115

Bu arastirmada Zeytin (Olea europaea L.) yapragi ekstraktinin (Olive Leaf
Extract-OLE) deneysel diyabetik sicanlarda hipoglisemik, antioksidan, karaciger
koruyucu ve oksidatif DNA hasarina kars1 etkisinin arastirilmas1 amaglanmaktadir. Bu
amag¢ dogrultusunda 56 adet Wistar albino sigan 7 gruba ayrildi (Kontrol, Diyabet,
Diyabet+25, Diyabet+50, Diyabet+100, D+Infiizyon ve D+Akarboz). 21 giinliik
deneme sonunda biyokimyasal, histopatolojik, immunohistokimyasal ve molekiiler
analizler gergeklestirildi. OLE uygulanan diyabetik gruplarda glukoz ve HbA,
diizeyleri ile serum AST ve ALT enzimlerinin azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, a-amilaz
ve a-glukozidaz aktiviteleri azalirken, PC diizeyi artmistir. GSH seviyesinde ve G6PD
aktivitesinde artma tespit edilmistir. Karaciger dokusunda SOD ve GPx aktivitesi
onemli diizeyde artis gostermistir. OLE gruplarinda 8-OHdG konsantrasyonu azalmastir.
OLE’nin histopatolojik olarak biiyiikk oranda karaciger ve pankreas dokusunda
dejeneratif ve nekrotik degisiklikleri azalttigi izlenmistir. Sonug¢ olarak; OLE’nin
diyabetik si¢anlarn kan glukoz kontroliinde etkili oldugu, a-amilaz ve a-glukozidaz
inhibisyonunda 1iyi bir aktivite gosterdigi, antioksidan savunma sistemini gii¢lendirdigi,
oksidatif DNA hasarma kars1 koruyucu oldugu belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda
OLE’nin terapdtik etkisinin kuvvetli oldugu kanisina varilmistir. Bunun yaninda bir yan
etkisinin olmadig1 g6z Oniine alindiginda antidiyabetik ilaclara gore iyi bir alternatif

fitoformiilasyon olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, Zeytin yapragi ekstrakti, Oleuropein,

Antioksidan, Immunohistokimya, 8-OHdG
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ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF
ANTIDIABETIC, ANTIOXIDANT, 8-OHdG and PROTECTIVE
EFFECTS OF OLIVE LEAF (Olea Europaea L..) EXTRACT ON THE
EXPERIMENTAL DIABETES

TEMIZ, Mehmet Ali
The Degree of Ph.D., Deparmant of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Atilla TEMUR
January 2016, pages 115

The purpose of this study was to determine the effects of Olive (Olea europaea
L.) Leaf Extract (OLE) on hypoglycemic, antioxidant, hepatoprotective, and oxidative
DNA damage on experimental diabetic rats. In order to achieve this task, 56 Wistar
albino rats were divided into 7 groups (Control, Diabetic, D+25, D+50, D+100, D+Inf
and D+Ak). After 2l-day  administration  biochemical,  histological,
immunohistochemical and molecular analysis were performed. It was observed that
glucose and HbA,, levels, and serum AST and ALT decreased in OLE treated diabetic
groups. Besides, while a-amylase and a-glucosidase activity decreased, PC level
increased. An increase in GSH levels and G6PD activities was detected. SOD and GPx
activities significantly increased in the liver tissue. 8-OHdG concentration decreased in
the OLE groups. It was observed that OLE histopathologically reduced degenerative
and necrotic changes, in liver and pancreas tissues to large extend. The findings of this
research revealed that OLE is effective in blood glucose control of diabetic rats; shows
good activity inhibitions of o-amylase and a-glucosidase; strengthens antioxidant
defense system, and works as protective against oxidative DNA damage. Based on these
findings, we concluded that OLE’s therapeutic effect is powerful. Considering the fact
that OLE does not have any side effects, it could be a better alternative for

fitoformulation than the antidiabetic drugs.

Key words: Diabetes mellitus, Olive leaf extract, Oleuropein, Antioxidant,

Immunohistochemistry, 8-OHdG
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ON SOz

Ulkemizde ve diinyada sosyoekonomik ve kiiltiirel gelismelere bagli ve hizla
farklilasan demografik yapilara paralel olarak toplumun saglik diizeyi de degismektedir.
Bireyleri en cok etkileyen saglik problemlerinin basinda “Diyabet” gelmektedir.
Diyabetin bireye, topluma ve iilkeye getirmis oldugu yiik, cok yonlii olarak irdelenmesi
gereken bir olgudur. Bireyin yasam standartlarini etkileyen diyabetin tedavisi ve bu
siregte  Ozellikle beslenme disiplinindeki radikal degisikler ile birey, refaha
kavusturulmaya calisilmaktadir. Bu manada hayatin ‘siirekliligini’ de ‘sonunu’ da
getirecek olan glukozun kompleks karbonhidratlardan alinmasi ve dengeli beslenme, bu
iki secenekten hangisinin tercih edilecegini belirleyecektir. 21. yiizyilin en biyiik
problemini olusturan sedanter yasam sekilleri ile birlikte gelisen ve toplumsal olarak
artan obezite ve devamindaki komplikasyonlar, yine hayat dongiisiinde tercih edilecek
yol ayrimlarindan birini olusturmaktadir. Son yillarda saglikli beslenme ve bu olguya
bagl olarak fonksiyonel gidalarda bulunan ve oOzellikle antioksidan etki gosteren
bilesikler hakkindaki arastirma ve uygulamalar gittikge onem kazanmaktadir.

Dogada sayilamayacak kadar alternatif besin bulunmaktadir. Bunlardan birisi de
insanlik tarihi kadar eski olan “Zeytin”dir. Zeytin, insanlik tarafindan binlerce yil dnce
kesfedilmis, barigin, refahin, bollugun ve Oliimsiizliiglin simgesi olan efsanevi bir
bitkidir. Insanoglunun asirlik dostu olan zeytin hayat boyunca gesitli birgok ihtiyacini
da karsilamistir. Gilinlimiizde zeytin ve Uriinleri igerdigi fitokimyasallar olan fenolik
bilesikler sayesinde yine cazibesini siirdiirmektedir. Dogal beslenme aliskanliklari,
hareketli bir yasam ve bilinglenme, basta diyabet olmak {izere pek ¢cok hastali1 bertaraf
edecektir. Ancak su da unutulmamalidir ki, bitkisel formiilasyonlar ve antioksidanlar
diyabet, kanser ve yaslilik etkilerinin risklerini azaltmakta 6nemli olsalar da, "sihirli
iksir" degildirler.

Bu ¢aligmada, sadece iilkemizin degil diinya milletlerinin de muzdarip oldugu
diyabete karsi zeytin yapraginin deney hayvanlart modellemesiyle, insan saglig1 i¢in
onemli olan hipoglisemik, antioksidan, karaciger koruyucu ve DNA oksidatif hasarina
kars1 koruyucu roliiniin olup olmadiginin in vivo olarak belirlenmesi amag¢lanmustir.

Doktora egitimim boyunca bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim degerli

danigman hocam Dog. Dr. Atilla TEMUR’a, c¢aligmalarimm yonlendirilmesinde



bilgileriyle yardimini esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. ismail CELIK e, Dog. Dr.
Yasin TULUCE’ye, ¢alismam esnasinda destegini gordiigiim Prof. Dr. Zabit YENER’e,
Prof. Dr. Semiha DEDE’ye, Ars. Gor. Sedat CETIN’e ve ayrica biitiin egitimim
boyunca manevi desteklerini esirgemeyen aileme, calismamin degisik asamalarinda
bana yardimci olan herkese tesekkiir ederim.

Bu calisma Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastrma Proje Baskanligi

tarafindan 2013-FBE-D063 nolu proje ile desteklenmistir.

Mehmet Ali TEMIZ
Ocak, 2016
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Bu ¢aligmada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Ac¢iklama
a Alfa

Beta
bw viicut agirhigi
dk Dakika
dL desilitre
€ Epsilon
v Gama
g Gram
L Litre
1) Mikron
mg Miligram
mL Mililitre
M Molar
M 1/Molarite
mM’ I/Milimolarite
mM Milimolarite
mmol Milimol
nm nanometre
pmol Mikromol
rpm Devir/dakika
sn Saniye
°C Santigrat derece
) Sigma

U Unite
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Kisaltmalar

AA
6-4 PP
8-OHdG
ALT
AKG
AST
ATP
BHT
COX
CPD
CPK
DAG
DNA
DTNB

EDTA
ERK
G6PD
GLUT-2
GR
GSH
GSH-Px
GSSG
GSSG-R
GST

Hb
HbA
H,0:;
IL-6
JNK
LDH

Aciklama

Absorbans degisimi

6-4 pirimidin pirimidinon fotoliriinler1
8-hidroksi-2-deoksiguanozin
Alanin amino transferaz

Aclik kan glukoz

Aspartat amino transferaz
Adenozin tri fosfat

Biitillenmis hidroksi toliien
Siklooksijenaz

Siklobiitan pirimidin dimeri
Kreatin fosfokinaz

Diagilgliserol

Deoksiribo niikleik asit
5,5’-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit)
Elektron

Etilendiamin tetra asetik asit
Ekstraselliiler sinyal-diizenleyici kinaz
Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
Glukoz tastyicisi

Glutatyon rediiktaz

Rediikte glutatyon

Glutatyon peroksidaz

Okside glutatyon

Glutatyon rediiktaz

Glutatyon S-transferaz
Hemoglobin

Glikoze olmus hemoglobin
Hidrojen peroksit

Interlokin-6

c-jun N terminal kinaz

Laktat dehidrogenaz

X1V



LOOH Lipid hidroperoksit

LPO Lipid peroksidasyonu

MAPK Mitojenle etkilesen protein kinaz
MDA Malondialdehit

NAD Nikotinamid adenin diniikleotid
NAD" Yiikseltgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
NADH Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
NFxp Niiklear faktor xf3

NO’ Nitrik oksit radikali

ONOO’ Peroksinitrit

0, Siiperoksit radikali

'0, Singlet (Tekli) oksijen

OH’ Hidroksil radikali

PARP Poli ADP riboz polimeraz

PKC Protein kinaz C

RAGE AGE reseptori

RNA Riboniikleik asit

ROO’ Peroksil radikali

RO’ Alkoksil radikali

ROT Reaktif oksijen tiirleri

SD Standart sapma

-SH Siilfidril

SOD Stiperoksit dismutaz

STZ Streptozotosin

TBA Tiyobarbiitik asit

TG Trigliserit

TGF-$ Doniistiiriicii biiyiime faktori-3
TNF-a Tiimor nekrozis faktor-a

TCA Trikloraasetik asit

UV Ultraviyole 1smlar

VEBF Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori

XV



1. GIRIS

Canlilar yagamlarini siirdiirebilmek i¢in enerjiye ihtiyac¢ duyarlar. Enerjinin elde
edilebilmesi i¢in de besin tiiketimine gereksinim duyarlar. Enerji iiretimi ve hiicrelerin
normal metabolizmasimin siirdiiriilmesi esnasinda meydana gelen bircok biyokimyasal
tepkime mevcuttur. Bu biyokimyasal tepkimelerden biri olan enerji metabolizmasinin
basroliinii ise glukoz olusturmaktadir. Glukoz metabolizmasinda meydana gelebilecek
herhangi bir aksaklik pek ¢ok hastaligin ve metabolik sendromun olusmasina sebep

olabilir ki bunlardan birisi de diyabettir.
1.1. Diabetes Mellitus

Diyabet bir hastalik olmaktan ¢ok insiilinin kismen veya tamamen eksik
olmasina bagli olarak gelisen, 6zellikle bozulmus aclik ve bozulmus glukoz toleransi ile
gelisen kan glukozunun yiiksekligi (hiperglisemi) ile karakterize edilen heterojen bir
sendrom grubudur (Champe ve ark., 2007). Diyabette insiilin etkisinin yetersizligi
yaygin olarak karbonhidrat, lipit, protein ve benzeri metabolizmalarda karakteristik
anormalliklere yol acar (Kuzuya ve ark., 2002). Ayni zamanda doku ve hiicrelerde
insiilin direnci de hiperglisemi ve diyabetin patogenezinde etkili olmaktadir (Tomas ve
ark., 2002).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun (IDF) tahminlerine gore 2013 yilinda
382 milyon olan diyabetli sayisinin, 2035 yilinda 592 milyona ¢ikacagi
ongliriilmektedir. Tiirkiye’de bu saymin 11.8 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Ayrica, Tiirkiye, Avrupa llkeleri arasinda prevelansi % 14,8 ile en yiiksek tilkedir.
Diyabet, 2013 yilinda 5,1 milyon insanin 6liimiine neden olmustur. Bagka bir ifadeyle,
bu muazzam rakam her 6 saniyede bir kisinin 6lmesi demektir (IDF, 2013). Diyabet ile
miicadelede IDF’in verilerine gore 2013 yilinda 548 milyar dolar harcanmis, 2035
yilinda ise bu rakamin 627 milyar dolar olmas1 tahmin edilmektedir.

Genel tam kriteleri arasinda aglik kan sekeri diizeyi 126 mg/dL, 75 g Oral
Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sirasinda 2. saat plazma glukoz degerinin > 200 mg/dL
olmasi, HbAlc’nin >% 6.5 olmasi (American Diabetes Association, 2014), klasik
klinik bulgular olan poliiiri, polidipsi, polifaji, agiz kurulugu, agiz kokusu (ketoasidoz),

kilo kaybi1 ve yorgunluk hissi gibi semptomlar mevcuttur.



1.1.1. HbA,,

HbA,., hiperglisemi nedeniyle eritrositlerde bulunan hemoglobinin non-enzimatik
olarak glikozillenme reaksiyonu sonucu olusur (Kurt, 2003). Kandaki glukoz orani ne
kadar yliksek ise hemoglobinin glikozillenme orani da paralel olarak yiikselir. HbA;.,
gecmis 8 ile 12 haftalik plazma glukoz oranm yansitir (Nathan ve ark., 2007). Giinliik
glisemik kontroliin takibinde, siklikla kan glukoz 6l¢timii kullanilirken, uzun donem
glisemik kontroliin takibinde HbA . dl¢iimii kullanilmaktadir. Giin i¢inde herhangi bir
zamanda aclik gibi 6zel bir hazirlik gerekmeden Olciimii yapilabilir. Bu 6zellikleri
sayesinde diyabetik kisilerde glisemik kontrolde tercih edilen bir yontemdir. Son
zamanlarda diyabet i¢in bir tanilayici test ve yiiksek diyabet riski olan kisiler i¢in de
tarama testleri arasinda ilgi uyandiran mevcut analiz yontemidir (The International

Expert Committee, 2009).
1.2. Diyabetin Simiflandirilmasi

Bir kisiye bir diyabet tipinin tanismmin konmasi1 genellikle o andaki kosullara
baghdir. Ancak Diabetes Mellitusun patalojisi heterojenik bir sendrom olmasi sebebiyle
pek cok diyabetik kisi tek bir sinifa dahil edilemez (American Diabetes Association,
2004). Bu yiizden gecmiste bireysel calismalarda diyabetin pek cok smiflandirmasi
yapilmistir. Uzman bir kominite tarafindan diyabetin ilk siniflandirmast Amerikan
Ulusal Diyabet Veri Grubu (National Diabetes Data Group, NDDG) tarafindan 1979
yilinda yaymlanmistir. Diger taraftan bu smiflandirmalarin anlasmazliklara neden
olabilecegi diisiiniilerek 1980 yilinda WHO (Diinya Saglik Orgiiti) ve NDDG
tarafindan diyabet, 4 ana gruba ayrilmistir. Bunlar: Tip 1 Diyabet (T1D), Tip 2 Diyabet
(T2D), Gestasyonel Diyabet (GD) ve Diger Spesifik Tipler seklinde siniflandirilmastir.
Gilintimiize gelinceye kadar ki siirecte ise diyabetin etiyoloji ve epidemiyolojisinin daha
iyl anlagilmaya bagslanmasiyla klinik anlamda 3 ana smiflama (T1D, T2D ve GD)

kullanilmaktadir.
1.2.1. Tip 1 Diyabet (insiiline Bagimh Diyabet)

Tip 1 diyabetin tanimlanmasmin yolunu acan 1965 yilinda insiilitisi

tanimlamasiyla W. Gepts olmustur. T1D temelde bir otoimmun hastaligidir.



Lenfositlerin aktive olarak pankreatik B-hiicrelerine invazyonuyla gelisip yok etmesiyle
ortaya ¢ikar. Bunun sonucunda insiilin iiretimi gergeklestirilemez ve birey mutlak
insiilin eksikligi yasar. Genellikle genetik yatkinlig1 olan kisilerde enfeksiyon, stres
veya travma gibi bir olay sonrasinda tetiklenmektedir. Daha ¢ok cocuklukta ve geng
yasta hizli ve ani bir sekilde ortaya c¢ikarak Omiir boyu eksojen insiilin ile tedavi
sirdiiriliir. Diinya capinda diyabet hastalarmmin % 5-10’u tip 1 dir (WHO, 1985;
Committee Report, 1998). T1D ¢ok nadir olarak da etiyolojisi bilinmeyen bir sekilde
otoimmun atak gerceklesmeden idiyopatik gelisir. Birey, aralikli ketoasidoz ve insiilinin
cesitli derecelerde gereksinimiyle ortaya ¢ikan diyabetin bu formuna muzdariptir. Giiglii
bir olasilikla diyabetin bu formu kalitimsaldir (Banerji ve Lebovitz, 1989).

T1D’te hizla diyabetik ketoasidoz tablosu gelisir ve hastanin nefesi aseton
kokmaya baglar. Tani sirasinda hastalarda agiz kurulugu, polidipsi ve buna bagli olarak
poliliri goriiliir. Hastada aymi zamanda polifaji vardir ancak yine de kilo kaybi
mevcuttur. Clinkii hiicre icerisine insiilin yoklugu sebebiyle glukoz alimi yapilamadigi
icin hiicre aglik cekmektedir. Bu hiicresel aglik sinyali nedeniyle de siirekli yeme istegi
olusur. Diger tani kriterleri ise yorgunluk, halsizlik ve bulanik gérme sikayetleridir
(Kuzuya ve ark., 2002; The Expert Committee, 2002).

T1D’li bireyler giinliik insiilin tedavisi ile birlikte, diizenli bir diyet ve diizenli

fiziksel aktiviteyle normal yasamlarini stirebilirler.
1.2.2. Tip 2 Diyabet (Insiilinden Bagimsiz Diyabet)

T2D, diyabet formlar1 arasmda en yaygmn olanidir. T2D’in etiyolojisi
multifaktoriyel oldugu i¢cin olduk¢a komplekstir. Tip 2 Diabetes Mellitus’ta bir
glisemik uyariy1 takiben hedef dokularin normal insiilin seviyesine karsi azalmig
yeteneginden dolayi, pankreatik adacik B-hiicrelerinin uyarilmasiyla artmis insiilin
iiretimi hiperinsiilinemia ile sonu¢lanir (Home ve Pacini, 2008). Bu nedenle kronik asir1
yiiksek insiilin sekresyonu B-hiicre fonksiyonlarinin azalmasina neden olabilir (Tibaldi,
2008). Daha sonra biiylik dl¢iide karacigerde insiilin duyarsizligi (insiilin direnci)
sebebiyle hepatik glukoz iiretimi devam ederken [-hiicrelerinin tiikenmesi insiilin
seviyesinde azalmayla birlikte hiperglisemi ile sonug¢lanir (Tibaldi, 2009). Sonug

olarak, hastalik ilerledik¢e B-hiicre fonksiyonunun bozulmasi insiilin duyarsizligini



telafi edemez duruma getirir. Bu nedenle T2D’li pek ¢ok bireyde hem insiilin direnci
hem de goreceli olarak insiilin eksikligi mevcuttur (Riddle, 2000).

Periferik dokularda insiiline kars1 olusan duyarsizlik glukozun hiicrelere alimini
engellemektedir. Insiilinin B-hiicrelerinde iiretilip salmmasindan, hedef hiicrelere
ulagmasina ve biyolojik etkisini gosterebilmesi icin hiicrelerde bulunan spesifik glukoz
transport reseptorleri ile etkilesime ge¢mesi siireci basamaklarindan herhangi birinde
ve/veya bir kaginda meydana gelebilecek aksama sonucunda olusan bir etki azalmasi
insiilin direnci ile sonuglanir. Insiilin direncinin birden fazla sebebi olabilir.

Insiilin direnci ya yetersiz insiilin iiretiminden ya da insiilin sinyal
yolaklarindaki anormalliklerden dolay1 olusur (DeFronzo ve ark., 1992). Bu yolak
serbest insiilinin hiicre membraninda bulunan insiilin reseptoriine baglanarak aktive
edilir. Intrinsik tirozin kinazin aktivasyonundan sonra insiilin reseptdriiniin B-
sublinitesinin fosforile edilmesiyle insiilin sinyal kaskadinin aktivasyonu uyarilmis olur.
Daha sonra bu kaskadda bulunan insiilin reseptor substrat protein-1, fosfatidilinositol 3-
kinaz ve protein kinaz B aracilig1 ile son olarak iskelet kasi ve adipoz hiicrelerde hiicre
membranina glukoz transportunun (GLUT4) translokasyonuna onciiliik eder. Boylelikle
bu mekanizma ile de glukoz hiicre i¢ine alinmis olur (Pessin ve Saltiel, 2000). Insiilin
direnci de bu yolagn igindeki herhangi bir anormallikten dolay1 olusmaktadir. Ornegin
yaygin olarak iskelet kasinda insiilin reseptorlerinin insiilin tarafindan uyarilmasinda
veya insiilin reseptor substrat protein-1 fosforilasyonunda ya da fosfatidilinositol 3-
kinaz aktivitesinde ki azalma oldugu goriilmiistiir (Kraegen ve ark., 1991).

Insiilin direncinin diger bir sebebi ise sedanter yasam ve asir1 kalori aliminin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Tomas ve ark., 2002).

Kisaca Ozetlenecek olursa, diyabetik hipergliseminin patogenezinde iic 6nemli
faktor rol oynamaktadir. Bunlar; B-hiicre insiilin salgisinin bozulmasi, insiilin direnci ve

karacigerde glukoz iiretiminin artigidir.
1.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gebeligin en yaygin komplikasyonlarindan biri Gestasyonel Diyabettir. GD
hamilelik sirasinda bagslayan veya ilk taniyla birlikte cesitli siddetlerde glukoz
intoleransiyla gelisen bir diyabet tipidir (Buchanan ve ark., 2007). Diyabetik gebelerin

gebelikleri hem anne hem de bebek i¢in olumsuz sonug riski tasidigi bilinmektedir. GD



yenidoganlar i¢cin makrozomik bebek, dogum travmasi, hipoglisemi, ileri yaslarda
cocukluk obezitesi, bozulmus glukoz toleranst ve zihinsel gelisimi igeren artmis
perinatal risk ile iliskilidir. Annede ise preeklemsi, sezeryan dogum ve ileriki yaslarda
gelisebilecek artmig T2D riskini i¢erir (Whitelaw ve Gayle, 2011).

GD tedavi edilebilir oldugundan tani kriterlerinin hassas bir sekilde uygulanarak

degerlendirilmesi anne ve bebek sagligi agisindan 6nemlidir.
1.2.4. Diger Spesifik Tipler

Diger spesifik tipler arasinda, B-hiicre fonksiyon genetik bozukluklar1 (6rnegin;
MODY 1-2-3-4-5-6 ve mitokondriyal DNA), Insiilin etkisindeki genetik bozukluklar
(6rnegin; Tip A insiilin direnci, leprekonizm, Rabson-Mendenhall sendromu ve
lipoatrofik  diyabet), Ekzokrin pankreas rahatsizligi (Ornegin; pankreatitis,
travma/pankreatektomi, neoplazi ve kistik fibrozis gibi), Endokrinopatiler (6rnegin;
akromegali, Cushing sendromu, glukagonoma, hipertiroidizm, somatostatinoma ve
aldosteronoma gibi), Ila¢ veya kimsayal indiiklenme (&rnegin; vacor, pentamidin,
nikotinik asit, glukokortikoidler, diazoksit, B-adrenerjik antagonistler ve dilantin gibi),
Infeksiyonlar (6rnegin; sitomegolaviriis ve konjenital kizamikcik), Immun aracili
diyabetlerin yaygin olmayan formlar1 (6rnegin; Stiff-man sendromu ve anti-insiilin
reseptor antikorlar1) ve diger genetik sendromlar (6rne§in; down sendromu, turner
sendromu, klinefelter sendromu ve wolfram sendromu gibi) sayilabilir (American
Diabetes Association, 2004).

Aslinda diyabetin 4 ana tipi, klinik anlamda ise 3 tipi olmakla birlikte Diabetes
Insipidus’ta (DI) oldugu gibi hormonal bozukluk nedeniyle kismi diyabet
komplikasyonlar1 da mevcuttur. Ancak, DI bir diyabet tiirevi degildir.

DI, hipotalamustan arjinin vasopressin (anti diiiretik hormon) sentezinin ve/veya
norohipofizden salinimimnin eksikliginden dolayr poliiiri ve polidipsi ile karakterize
edilen nadir bir hipotalamus-pituiter hastaligidir (Bellastella ve ark., 2012). Vasopressin
iiretimi, plasma osmolaritesiyle dogrudan iliskili olmasina karsin, plasma hacmi ile ters
orantilidir. Yani vasopressin, bobreklerde suyun reabsorbsiyonu ile hacmi diisiik,

yogunlugu yiiksek bir idrar olusumunu saglayarak idrar konsantrasyonunu regiile eder
(Ball, 2007).



1.3. Diyabetin Komplikasyonlar

Bozulmus acglik ve glukoz toleransi ile birlikte gelisen hiperglisemi pek c¢ok
metabolik bozukluklara neden olur. Gelisen bu metabolik bozukluklar doku ve
organlarda ¢esitli komplikasyonlara yol agar. Hiperglisemi birka¢ sinyal mekanizmasi
ile diyabetik komplikasyonlar: tetikler (Sekil 1.1; Ceriello, 2005°ten modifiye edilerek).
Bu mekanizmalar poliol yolagmin aktivasyonu, ileri glikasyon son iiriin olusumunun
artmasi, protein kinaz C aktivasyonu ve hekzosamin yolaginin aktivasyonudur. Ayrica
reaktif oksijen tiirlerindeki yiikselme de komplikasyonlarmm gelismesinde etkili
olmaktadir (Brownlee, 2005; Ceriello, 2005).

Diyabet zamanla ilerledik¢e, c¢oklu organ sistemleriyle ilgili olan
komplikasyonlardan Oncelikle ikincil wvaskiiler hastaliklar gelisir. Diyabet hem
retinopati, noropati ve nefropati gibi mikrovaskiiler hem de kalp-damar ve periferal
damar hastaliklar1 gibi makrovaskiiler hastaliklar1 iceren yliksek morbidite ve mortalite
oranlariyla iliskilidir (Harris, 1998).

Diyabetik retinopati, erken non-proliferatif evre ve gec proliferatif evre olmak
iizere iki smifa ayrilir. Diyabetik retinopatinin erken non-proliferatif evresi belirgin
vaskiiler lezyonlara sahiptir. Bu evre kilcal damarlarda sakkiiler mikroanevrizma
olusumu, retinal kanama, vendz dilatasyonu, retinal lipid birikimi, perisit
dejenerasyonu, tikanma ve retinal kapiller dejenerasyonuyla histolojik olarak
karakterizedir (Kern, 2007). Diyabetik retinopatinin ge¢ proliferatif evresinde, anormal
yeni damarlar, retinal yiizeyde fibroz doku proliferasyonu gelisir. Yeni olusmus kan
damarlar1 anormal ve kirilgan olmalar1 nedeniyle gdziin merkezine kan sizdirmaya
meyillidirler ve bu da bulanik gorme ve/veya korliige neden olabilir. Diyabetik
retinopati ilerledik¢e retinada, kiiciik kan damarlarindan plazmanin sizmasi sonucu
makiiler 6dem gelisir. Boylece ciddi géorme kayiplart1 meydana gelir (Frank, 2004).
Diyabetik retinopatiden korunmada mevcut yaklasimlar kan glukozu, kan basimnci ve
serum lipidlerinin kontrolii gibi genel tibbi Olglimlerdir. Ayrica, hiperglisemi ve
hipertansiyon gibi risk farktorlerinden korunma diyabetik retinopatiden koruyabilir ya
da ilerlemesini geciktirebilir (Ciulla ve ark., 2003). Hiperglisemi c¢esitli biyokimyasal
mekanizmalar ile diyabetik retinopatinin ilerlemesine neden olabilir. Kan glukoz
seviyesinin yiikselmesi protein kinaz C ’y1 aktive eder ve vaskiiler endotelyal biiylime

faktorii (VEBF) gibi bazi biiyliime faktorlerinin salinimini sitimule eder. Bu mekanizma



diyabetik retinopatinin baslamasi ve ilerlemesinin baskin biyokimyasal faktoriidiir
(Kroll ve ark., 2007). VEBF, anjiyogenezisi sitimule eder (Karkkainen ve Petrova,
2000). Bu reaksiyonda tiimor nekrozis faktor-a (TNF-o) ve interlokin-6 (IL-6)‘y1
sitimule eder. TNF-a ve IL-6 pro-inflamatuar sitokinlerdir ve bunlar VEBF
ekspresyonunu arttirir (Mysliwiec ve ark., 2008).

Diyabetik nefropatide, ilk olarak kollajen birikimi, glomeruler ve tiibiiler bazal
membran ile mesangial matrikste diger ekstraselliiler matriks proteinleri birikimi
belirgin fibrozistir (Mason ve Wahab, 2003). Diyabetik nefropati, genislemis
glomerulus, glomerular bazal membran kalinlasmasi, tubulointerstisyel ve
mesangiyumda ekstraselliiler matriksin genislemesi, inflamuar hiicrelerin infiltrasyonu,
podositlerin  kayb1 ve glomeruloskleroz gibi morfolojik ve patolojik olarak
karakterizedir (Brosius, 2008). Proinflamatuar sitokinlerden TNF-a, kollajen ve
fibronektin gibi matriks birikimlerini arttirr  (Westermann ve ark., 2007).
Interstisyumda fibrotik birikim renal disfonksiyon ile iliskilidir. Fibrotik doniistiiriicii
bliylime faktorii beta (TGF-B) ekstraselliiler matrikste inaktif pro-TGF-B kompleksi
halinde bulunur. Ancak diyabetik nefropatide idrarda artmis TGF-$ bulunur (De Muro
ve ark., 2004). Inaktif pro-TGF-p aktive edildiginde TGF-P haline déniiserek salmir ve
bolgesel sinyal mekanizmalarim sitiimiile eder. TGF-f, TGF-f reseptoriine baglanir ve
pro-fibrotik transkripsiyon faktorii smad2/3 fosforilasyonla aktive edilir (Murphy-
Ullrich ve Poczatek, 2000).

Diyabetik ndropatide ilk semptomlar ekstremitelerde baslar ve proksimale dogru
ilerleme gerceklesir (Said, 2007). Diyabetik noropatili kisilerde sizlama, yanma ve
karincalanma gibi ¢esitli artmis duyu hisleri, normal uyartilara ragmen asir1 hassasiyet
(allodini) ya da agriya asir1 duyarli olma (hiperaljezi) gibi pek ¢ok duyu hassasiyeti
gelisir. Diger taraftan bu hastalar uyusukluk, gii¢siizliik ve propiyosepsiyon kayb1 gibi
duyu kayiplar1 yasayabilirler (Zochodne, 2007). Diyabetik ndropatili kisiler toplu
olarak kronik hiperglisemiden dolay1 farkli sinir tellerinde hasara sahiptirler. Etkilenmis
kiigiik ve biiylik sinir tellerin distal aksonlarin simetrik kaybi diyabetik periferal
noropatidenin bir 6zelligidir (Zochodne, 2007). Sadece etkilenmis sinirleri degil ayni1
zamanda destek hiicreleri ve sinir sistemini besleyen damarlarda histolojik olarak bazi
anormallikler mevcuttur. Sinir aksonlarinin  segmental demiyelinizasyon ve

remiyelinizasyonu mevcuttur ve bu akson boyunca sinir baglantilarinin artmasina katki



saglayabilir (Said, 2007). Vaza nervorumdaki artiglar néronal iskemiye ve endotelyal
bazal membranin kalinlagmasindan dolay1r aksonlara besinlerin difiizyonunun
azalmasmma neden olabilir (Zochodne, 2007). Kronik ve tekrarlayan sinir
demiyelinizasyonu ve remiyelinizasyonu gosteren periferal sinirlerin morfolojik olarak
incelenmesinde genellikle “yumru sekli” (onion bulb) olusumu goriilmektedir (Naba ve
ark., 2000). Hiperglisemiden dolay1 hiicre i¢i glukoz konsantrasyonun artmasi glikolizi
asar ve parcalanamaz. Bundan dolay1 glukoz, oksidatif stres artis1 ile sonuglanan poliol
yolagma girebilir. Glikolizin iki ara iiriinii olan Fruktoz 6-fosfat ve gliseraldehit 3-
fosfat seviyesi artar ve Once hekzosamin yolagina sonra protein kinaz C yolagma
aktarilir. Gliseraldehit 3-fosfat ve ayn1 zamanda poliol yolagindan fruktozun artisi, ileri
glikasyon son irlin olusumuna katki saglar ve geridoniisiimsiiz protein

modifikasyonlarina neden olur (Tomlinson ve Gardiner, 2008).
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Sekil 1.1. Hiperglisemi ve diyabet komplikasyonlar1 (Ceriello, 2005’ten modifiye
edilerek).



Makrovaskiiler komplikasyonlar i¢in daha az iyi tanimlanmis biyokimyasal
mekanizmalar vardir. Miyokardiyal infarktiis, inme, kalp-damar hastaliklari, periferal
arteriyal hastaliklar makrovaskiiler komplikasyonlar arasindadir (Krentz ve ark., 2007).
Diyabette artmis aterosikleroz riski hipertansiyon ve hiperlipidemi gibi olgular ile
iligkilidir. Hem insiilin direnci hem de hiperinsiilinemi hipertansiyonda rol
oynamaktadir. Hem tip 1 hem de tip 2 DM’de artmis cok diisiik yogunluklu
lipoproteinler (VLDL)’den dolay1 olusan hipertrigliseridemi iyi tanimlanmis bir lipid
anormalligidir ki bu, aterosikleroz i¢in bilinen bir risk faktoriidiir. Diyabetin,
lipoproteinlerin yiikselmis glikasyon ve oksidasyonuyla artmis aterogenez; bazi
pihtilagsma faktorleri ve platelet agregasyonunu arttirarak diyabete bagli prokoagiilan
duruma sebep olma; tip 2 DM’de hiperinsiilinemiden dolayr damar duvarlarinda
proaterojenik  degisimler; hiperglisemik etkiden dolayr damar duvarlarinda
proaterojenik degisimler gibi risk faktorii durumlarina sinerjitik etki yapabilecegi
gozlenmistir (Laakso, 1999; Mooradian ve Thurman, 1999). Tip 2 diyabetli hastalar ile
yapilan bir meta-analiz sonucuna gore siki glisemik kontrol makrovaskiiler olgularin
insidansinin diismesine, Ozellikle inme ve periferal damar hastaliklarin azalmasma
yardimc1 olmustur (Stettler ve ark., 2006).

Gerek mikrovaskiiler gerekse makrovaskiiler komplikasyonlar olsun olgularin
olusmasini ve/veya olustuktan sonra ilerlemsini engellemek ya da durdurmak i¢in siki

bir glisemik kontrole ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.4. Diyabet ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri, molekiiller oksijen metabolizmasindan tiireyen ve biitiin
aerobik organizmalarda dogal olarak kendiliginden olusan serbest radikallerdir. Bu ayni
zamanda ‘“aerobik yasamin paradoksu” olarak da adlandirilir (Davies, 1995). Pek c¢ok
reaktif oksijen tiirli normal ve gerekli olan metabolik reaksiyonlarin yan {iriinleri olarak
ortaya ¢ikar. Bu reaksiyonlardan endojen kaynakli olanlar; mitokondride enerji iiretimi
esnasinda elektron transfer zincirinden sizan elektronlar ya da sitokrom P-450 gibi
detoksifikasyon reaksiyon sistemleri, fagositlerin “solunum patlamasi” olarak bilinen
fagositozis esnasinda bakteri ve viriisleri yok ederken yiiksek miktarda oksijenin
tilketilmesi sayilabilir. Eksojen kaynakli olanlar ise sigara dumanina maruz kalma,

cevresel kirlilik, asir1 alkol tiiketimi, asbest, radyasyona maruziyet, bakteriyal, fungal
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ve viral enfeksiyonlar sayilabilir (Beyer, 1992). Asir1 iiretilen reaktif oksijen tiirleri
membran lipidleri, protein ve DNA gibi yapilarin normal calisma diizenlerini
engelleyerek hasara neden olabilir. Biyolojik sistemlerdeki bu hasarlarin sebepleri bir
taraftan asmr1 reaktif oksijen tiirlerinin tretimi, diger taraftan da bu {iretimleri
engelleyecek ya da azaltacak olan enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarin
eksikligidir (Droge, 2002). Biyolojik hasara neden olan reaktif oksijen tiirleri
organizmada pro-oksidan/antioksidan dengeyi bozar ve oksidatif strese neden olur
(Kovacic ve Jacintho, 2001). Sekil 1.2 de Hiperglisemiyle gelisen oksidatif stres ve

buna bagli mekanizmalar 6zetlenmistir (Evans ve ark., 2002’den modifiye edilerek).

’ 1 Serbest Yag Asitleri | | Hiperglisemi ‘

v

| 1 Mitokondriyal ROT }—\_) Makromolekiil
\l] Hasar1

| 1 Oksidatif Stres |
v

1 NF-xB
1 P38 MAPK
1 INK/SAPK

|
{ v v l

1 Sorbitol TA\LGE 1 ]?LAG 1 Sitokinler

1 Prostanoidler
RAGE T PKC
Insiilin Direnci l B-Hiicre Disfonksiyonu
Diyabetik _
Komplikasyonlar

Sekil 1.2. Hiperglisemi ve oksidatif stres sonucu gelisen mekanizmalar (Evans ve ark.,
2002’den modifiye edilerek).

Diyabetik kisilerin plazmalarinda oksidatif hasar gdstergesi olan tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeleri (TBARS) ve lipid peroksitlerin artis1 hiperglisemi ile oksidatif
stres arasinda gliclii bir baglant1 oldugunu gostermektedir (Nourooz-Zadeh ve ark.,
1997). Hipergliseminin indiiklemesiyle olusan nonenzimatik glikozilasyon, poliol
yolagi, glukoz oto-oksidasyonu ve monosit disfonksiyonu serbest radikallerin devamli

olarak iiretilmesine neden olur (Hegde ve ark., 2013). Hem hipergliseminin
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mevcudiyeti hem de bundan dolay1 olusan stirekli serbest radikallerin tiretimi, LDL’de
bulunan lipidlerin serbest radikaller ile etkilesimi sonucu olusan oksidasyonu lipid
peroksidasyonuyla son bulmaktadir. Oksidatif stres sonucu gerceklesen bu zincir
reaksiyonlar aterosikleroza neden olmaktadir (Pratico, 2001). Glukozun yiiksek
konsantrasyonu sebebiyle glukoz poliol yolagina girerek aldoz rediiktaz araciligiyla
sorbitole metabolize olur. Artmis poliol yolag: aktivitesi kofaktor NADPH y1 tiiketir
(Miwa ve ark., 2003). NADPH, Glutatyon rediiktaz vasitasiyla okside glutatyonun
(GSSQG) tekrar rediikte (GSH) hale gelmesinde kullanilir (Urso ve Clarkson, 2003).
Artan sorbitol iiretimi hiicre i¢i osmotik dengeyi bozar. Ayrica azalan antioksidan
aktivite daha fazla oksidatif stres olusumana neden olur (Stevens ve ark., 1993). Bu
sekilde artan oksidatif stres ayni zamanda instilin direncine de neden olabilir. Muhtemel
mekanizmalar arasinda oksidatif stresin, stres sinyali olan mitojenle etkilesen protein
kinazlar1 (MAPKSs) stimule etmesidir. Ornegin c-jun N terminal kinaz (JNK) insiilin
sinyalinin inhibisyonuna neden olur. Reaktif oksijen tiirler1 JNK’y1 aktif edebilir ve bu
da MAPK fosfatazi (Kamata ve ark., 2005) ya da Glutatyon S-transferazi (Adler ve
ark., 1999) inaktif edebilir. JNK’nin aktivasyonu T2D ve insiilin direncinin

etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Hotamisligil, 2006).
1.5. Oksidatif DNA Hasan

Organizma oksidatif stres altindayken, serbest radikaller indirgenemezler ve
niikleik asitler, lipidler ve proteinler gibi hiicresel makromolekiillerin hasarina neden
olurlar (Bokov ve ark., 2004). Hem niiklear hem de mitokondriyal DNA, oksidasyona
cok duyarli bir molekiildiir. Hidroksil radikalleri, tekli oksijen, peroksil radikalleri ve
peroksinitrit gibi reaktif oksijen tiirleri DNA bazlarmin modifikasyonlarina ve ¢esitli
DNA hasarlarina neden olurlar (Whiteman ve ark., 2002).

Guanin, DNA’nin yapisinda en diisiikk iyonlagsma potansiyeline sahip olan ve
oksidasyona en yatkin olan bazdir (McDorman ve ark., 2005). Modifiye bir baz olan 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da yaptigi 20’den fazla
oksidatif baz hasar iiriinlinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali
ataklar1 sonucu olusan oksidatif DNA hasarmin duyarhi bir gostergesidir (Sekil 1.3).
Aslinda degismis ya da hasarlanmis DNA’da bulunan 8-OHdG rezidulerini spesifik bir

endoniikleaz uzaklastirabilmektedir (Chung ve ark., 1991). Ancak, oksidatif stresin asir1
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derecede yiikselmesi, glikozilazlar tarafindan DNA’nin onarimimi engeller (Gate ve
ark.,, 1999). DNA’nin oksidasyonu sonucu 8-hidroksi guanozin (8-OHdG) olusumuyla
birlikte mutasyonlar ve tek-zincir kirilmalar1 meydana gelir (Marnett, 2000). Ayrica,
"OH tarafindan guanin oksidasyonu sonucu DNA’nin hasarlanarak degisimine (Kasai ve
ark., 1986), mutasyonlarin (Ames, 1983) ve kanser olusumlarmna (Floyd, 1990) onciiliik
eder. 8-OHAG nispeten stabil bir oksidasyon iiriinlidiir. DNA hasarinda 8-OHdG, hem
dokuda hem de idrarda yiliksek dogrulukta DNA’nin oksidasyon/onarim oraninin
Olciilebilir bir gostergesidir. Hiicresel yaslanma, apoptozis ve kanserli hiicre
fenotiplerinin gelismesi, DNA’nin oksidasyonuyla siki bir iliski i¢cindedir (Wu ve ark.,
2004). Pek cok calisma hiperglisemisi varligi sebebiyle daha once de bahsedilen
(glukoz otooksidasyonu, poliol yolagi, AGE gibi) yolaklar (Hegde ve ark., 2013)
vasitastyla oksidatif stresin artmasi sonucu idrarda ve lenfositlerde 8-OHdG artigina

sebebiyet vermektedir (Suzuki ve ark., 1999).

O
N N)\ NH,

HO__
[//0

™ /

OH H
Sekil 1.3. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdAG).

1.6. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve okside olabilen bir
substratin oksidasyonunu Onemli derecede engelleyen ya da geciktiren indirgeyici
ajanlardir (Halliwell ve Gutteridge, 1995). Oksidatif hasara karsi antioksidan koruma
mekanizmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumlarinin engellenmesi, olusan
ROT’larin yok edilmesi veya inaktive edilmesi ve ROT zincir reaksiyonlarinin kirilmasi
seklindedir (Benzie, 2000). Viicutta pek cok farkli antioksidan ve antioksidan enzim
vardir. Bu yapilar cesitli mekanizmalar ile birbirleriyle baglantili olarak koordine bir

bigimde savunma sistemini olustururlar.
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1.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1)

Stiperoksitin (O,") liretimi hiicre metabolizmasi esnasinda kagmilmaz bir sondur.
Aktif notrofillerde  NADPH oksidazin  O,’yi okside etmek i¢in NADPH’1
kullanmasindan (Babior, 2000); iirik asit Uretiminde ksantin oksidaz ve ksantin
dehidrogenaz enzimleri tarafindan ksantinin ve hipoksantinin oksidasyonundan (Radi ve
ark., 1992); monoaminlerin oksidasyonundan (Fang ve ark., 2002) ve sitokrom P-450
tarafindan O;’nin bir elektron indirgenmesinden sonraki (Fleming ve Buse, 2001) Oy
anyon olusumu verilebilecek sadece birkac ornektir.

Ilk kez McCord ve Fridovich (1969) tarafindan tanimlanmis olan siiperoksit
dismutaz (SOD), oksijenli solunum reaksiyonlar1 esnasinda olusan siiperoksit
anyonunun (O,"), hidrojen peroksit (H,0,) ve molekiiler oksijene (O,) déniisiimiinii
katalizler (Flohe ve Otting, 1984; Sun ve ark., 1988). O," nun bu reaksiyonu
kendiliginden meydana gelir. Ancak SOD aracilig1 ile bu dismutasyon reaksiyonunun
hiz1 4000 kat artar (Flohe ve Otting, 1984). SOD, hiicresel reaksiyonlarda siiperoksit
diizeylerini kontrol etmede, dogrudan oksidatif hasara karsi hiicreleri ve molekiilleri

korumada énemli bir role sahiptir (Flohe ve Otting, 1984; Sun ve ark., 1988).

0," + 0,7 + 28" 5°® [ 1,0, + O,

Reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan savunmanm ilk basamagmi SOD
olusturur. SOD aktivitesiyle aciga c¢ikan hidrojen peroksiti suya indirgeyen glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (KAT) ikinci savunma hattin1 meydana getirirler. Bu
nedenle SOD aktivitesindeki herhangi bir artis, ikinci kademedeki savunma
enzimlerinin aktivitesinde bir artisa neden olmaktadir. Yiiksek siliperoksit {iretimine
kars1 bir adaptasyonu gosteren SOD artis1 ile GPx arasindaki dengesizlik, hiicrelerdeki
oksidatif stresin bir gostergesidir. Bir baska ifadeyle SOD/GPx oranindaki yiikselme
oksidatif hasara ve patolojik olaylarin baslamasina neden olabilir (Gaeta, 2002). SOD,
oksijeni metabolize ederek enerji saglayan hiicreleri siiperoksit radikallerinin zararl
etkilerine kars1 korumak ve boylece lipid peroksidasyonunun baslamasini engelleyerek

antioksidan savunma saglamasi agisindan canlilar i¢in 6nemi biiyiliktiir (Niwa ve ark.,

1990).
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1.6.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.9)

Biyolojik sistemlerideki O, ‘in dismutasyonu sonucu agiga ¢ikan H>O; aslinda
bir serbest radikal degildir. H,O, serbest radikal biyokimyasinda Onemli bir rol
oynamasinin nedeni gerceklestirdigi reaksiyonlar sonucunda ‘OH iyonu gibi daha gii¢lii
reaktif tlirlerin olugsmasidir (McCord, 1993). Bu yiizden dismutasyon sonucu agiga
cikan H,O;’nin derhal ortadan kaldirilmasi hiicre i¢in biiylik bir 6nem arz etmektedir.

Glutatyon peroksidaz bilinyesindeki dort selenyum atomuyla selenoprotein
ailesine ait olup peroksidazlara karsi 6nemli rol oynayan bir savunma mekanizmasidir
(Imai ve Nakagawa, 2003).

GPx, H,O, ve diger hidroperoksidleri indirgerken elektron donorii olarak
glutatyonun rediikte formunu (GSH) kullanir. Rediikte glutatyon (GSH), glutatyon
rediiktaz (GR) araciligiyla NADPH kullanilarak okside glutatyondan (GSSG) elde edilir
(Chance ve ark., 1979). GPx, Katalaz gibi H,O, nin yiiksek konsantrasyonlarinda degil,
diisiik H,O, konsantrasyonlarinda etkili bir sekilde H,O,’yi ortamdan uzaklastirir (Dat
ve ark., 2000). Bu sekilde lipid peroksidasyonunu onleyerek biyolojik membranlarin
yap1 ve fonksiyonlarmin siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol iistlenir (Young ve Woodside,
2001). GPx, peroksitlerin alkollere doniisiimiinii katalize ederek; eritrosit, zar lipidleri,
hiicre zari, selliiler ve subselliiler membranlarin oksidatif hasardan korunmasini saglar

(Oldfield, 1987).

2GSH + H,0, -2PX L GSSG + 2H,0

KAT ve GPx enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre i¢indeki yerlesim ve
etki yerleri bakimindan farklilik gosterirler. GPx enzimi baslica sitozol ve mitokondride
bulunurken (Gilbert ve Colton, 1999), KAT enzimi peroksizomlarda bulunmaktadir
(Karihtala ve Soini, 2007).

1.6.3. Katalaz (KAT) (EC 1.11.1.6)

Katalaz, glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir (Von Sonntag, 2006).
Katalaz dort subiiniteden olusmakla beraber, her subiinite bir hem grubu igerir ve
katalazin aktivitesini gerceklestirmekle sorumludur (Mari ve Cederbaum, 2001).

Katalaz 6zellikle karaciger ve eritrositte en yiiksek konsantrasyonda bulunur. Bobrekte
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oldukea yiiksek; beyin, kalp ve iskelet kasinda diisiik; destek dokusunda ise en diisiik

aktiviteye sahiptir (Pryor, 1986). Hidrojen peroksiti, su ve oksijene metabolize eder.
2 H0, —FATALAZ L 5 H,0 + O,

Katalaz, en yiiksek turnover sayisina sahip enzimlerden birisi olup dakikada 5
milyon molekiil aktivitesiyle ¢ok etkilidir. Bu yiizden H,O;’nin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda oldukca etkili temizleme kapasitesine sahiptir
(Halliwell, 1974). H,O,’nin makromolekiillerle reaksiyona girmesinden hemen &nce
onu detoksifiye ederek, DNA gibi hassas yapilarin korunmasinda ne kadar onemli

oldugunu ortaya koymaktadir (Mari ve Cederbaum, 2001).
1.6.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) (EC 1.8.1.7)

GSH oksidatif stres altindayken kolayca okside olur. Okside olmus iki molekiil
GSH birbirleriyle reaksiyona girer ve bir disiilfid bagi ile GSSG dimerini olustururlar.
Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) bir indirgeyici giic olan NADPH iiretir. GR i¢in
zorunlu kofaktor olan NADPH temin edilerek, GSSG’de bulunan siilflir kopriisii kirilir
ve tekrar iki molekiil GSH iiretilmis olur (Lu, 1998). Bu mekanizma ile GR,
GSH/GSSG oranmu yiiksek tutarak hiicre i¢i —SH/—SS oranin1 korur. Bundan dolay1 bu
enzim hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre hasarina karsi, yiiksek
GSH konsantrasyonun devami ve GSH redoks dengesinin siirdiiriilmesi i¢in kritik
oneme sahiptir (Chance ve ark., 1979). Ozellikle iiretilen bu NADPH eritrositlerin
oksidatif hasar sonucu hemoliz olmalarin1 6nler (Chance, 1979). Ciinkii GSH,
oksidazlar tarafindan protein siilfitlerine tercih edilen bir substrat olup protein siilfidril
oksidasyonunun 6nlenmesinde rol oynar. Bundan dolay1 canlilar i¢in GSH nun yiiksek
konsantrasyonlart ve GSSG’un ise diisiikk konsantrasyonlar1 oksidatif stresin

engellenmesi i¢in 6nemlidirler.
1.6.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) (EC 2.5.1.18)

GST’ler detoksifikasyon enzim ailesinden olup, ksenobiyotik ve karsinojenlerin
metabolizmasidan sorumlu, faz-1I metabolize edici enzimler olarak ¢alisan fonksiyonel

enzimlerdir. GST ler, ksenobiyotikleri ve karsinojenleri tagidig: bir elektrofilik merkez
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ve GSH ile konjugasyon yoluyla daha c¢oziinebilir ve daha kolay ayristirilabilir
bilesiklere doniistiirerek detoksifikasyon yaparlar (Hayes ve Pulford, 1995).

1.6.6. Glutatyon

GSH; glutamat, sistein ve glisin iceren bir tripeptid non-enzimatik
antioksidandir. GPx ve GST i¢in zorunlu bir ko-substrat olmakla birlikte gii¢lii bir
niikleofildir. Bu yiizden redoks tepkimelerinde tercih edilen bir molekiil olmakla
beraber, O,”, ‘OH ve 'O, ile reaksiyona girerek notralize olmalarini saglar (Levine ve
Kidd, 1986). Proteinlerdeki siilfidril gruplarni indirgenmis halde tutarak onlarin okside

olmasini engeller (Urso ve Clarkson, 2003).
1.7. a-Amilaz ve a-Glukozidaz

Nisasta; amiloz ve amilopektin polimerlerinin bir birlesimidir. Amiloz, a-1,4-
glikozidik baglar ile glukoz birimlerinin lineer polimer baglanmasi ile olusur.
Amilopektinde ise amilozdan fakl olarak dallanmalar gorilir (Stam ve ark., 2006).
Nisastanin sindirimindeki metabolik yolakta 6nce ince barsaklarda a-amilaz tarafindan
hem lineer maltoz hem de dallanmis izomaltoz oligosakkarit iirtinlerine doniistiiriiliir.
Maltoz ya da izomaltoz gibi sekerlerin hi¢c biri a-glukozidaz tarafindan hidroliz
edilmeden kana absorbe edilemez (Casirola ve Ferraris, 2006). Amilaz hem pankreasta
hem parotis bezinde iiretilir ve serumda her ikiside bulunur. Pankreastaki miktari
dogrudan ol¢iilebilir. Zimojen bir enzim degildir. Ciinkii a-amilaz glikojenin dokularda
yikilmasinda rol oynamaz, zira dokulardaki glikojenin a-1,4 glikozit bagmnin hidrolizi
icin fosforilize olarak aktif hale gelmesi gerekmektedir. Glikojendeki 1,6 baglarin1 da
yine amilaz degil, ancak a-1,6-amiloglikozidaz yikabilir (Champe ve ark., 2007). Ince
bagirsagin i¢ yiizeyindeki firca kenarlarinda bulunan o-glukozidazda, nisasta ve
glikojen gibi karbonhidartlarin parcalanmasimi saglar. Glukozun a-bagli polimerleri
iceren glukokonjugatlardan glikozil rezidiilerinin koparilmasini gergeklestirir (Miura ve

ark., 1998).
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1.8. Karaciger

Karaciger fizyolojik olarak karbonhidrat, yag, protein, vitamin ve demir
metabolizmasiin yani sira pihtilagsma faktorlerinin yapimi, ilag ve toksik maddelerin
detoksifikasyon islemleri, hormonlar iizerine etkisi, retikulo endotelyal sistem ile kan
temizligi ve safra tiretimi gibi pek ¢ok fonksiyonu yerine getirir (Champe ve ark.,
2007). Karacigerde yapisal ve fonksiyonel birim karaciger lopcugudur (Abraham ve
Kierszenbaum, 2006). Karacigerin yapisal bilesenleri; hepatosit plaklar1 igeren
parankim, fibroz Glison kapsilii ile devam edip kan damarlari, sinirler, lenfatik
damarlar ve safra kanallarin1 barindiran bag dokusu stromasi, hepatosit tabakalari
arasindaki vaskiiler kanallar1 olusturan siniizoidler, siniizoidal endotel ve hepatositler
arasinda bulunan perisiniizoidal araliklar (Disse araliklar1) seklinde siralanir.
Hepatositler, karacigerdeki hiicrelerin yaklasik %80’ini olusturan bir hepatik lobiiliin
fonksiyonel olan ekzokrin ve endokrin genis poligonal hiicreleridir (Ross ve ark., 2002).
Hepatosit kordonlar1 arasinda yerlesmis olan hepatik siniizoidler, ince ve kesintili bir
endotel ile ortiiliidiir. Bu kesintili siniizoidal endotelin altinda yer alan bazal membran
da kesintilidir. Hepatik siniizoidlerin duvarinda bir ¢esit makrofaj olan Kupffer hiicreleri
bulunur. Siniizoidler, portal ven ve hepatik arterin terminal dallarindan kanlanirlar. Kan
icerigi hepatositlerde modifiye edildikten sonra terminal hepatik veniillere bosaltilir.
Siniizoidler kapillerlerden daha genistir ve daha diizensiz bir yapiya sahiptir (Fawscett

ve ark., 1986).

1.9. Pankreas

Pankreas abdominal boslukta midenin arkasinda 12-15 cm uzunlugunda gittikge
incelen yassi1 bir organdir (Gray, 2008). Bas, govde ve kuyruk olmak iizere ii¢ kisima
ayrilir. Bas kismi c-bigiminde duodenuma yakin geniglemis bir bolgedir. Govde ve
kuyruk dalagin hilumuna dogru viicudun orta hat kisminda uzanir. Pankreas
memelilerde en 6nemli endokrin salg1 bezlerinden biridir. Ayn1 zamanda ekzokrin bir
bezdir. Ekzokrin enzim salgilariyla sindirime katilir ki pankreatik kanal duodenuma
direkt baglantilidir. Clinkii pankreatik 6zsu duodenuma salgilanir. Endokrin salgilariyla

da kan glukoz seviyesini hormonal olarak regiile eder (Gardner ve Shoback, 2011).



18

Pankreasm ekzokrin dokusu tubuloasiner bez olarak bilinen iiziim salkimi gibi
organize olmustur. Ekzokrin doku hem asiner hiicre hem de besin sindiriminden
sorumlu kanal hiicrelerine sahiptir. Pankreas icerisinde Langerhans adacik hiicreleri
olarak adlandirilan endokrin hiicreleri, ekzokrin doku i¢ine gémiilii, asiner ve kanallar
arasia rastgele dagilmis halde bulunur (Gardner ve Shoback, 2007). Ekzokrin dokuda
bulunan asiner hiicreler, karbonhidrat, protein, yag ve niikleik asitlerin sindirim
enzimleri ve mideden gelen asidik icerigi notralize eden alkali bir siv1 olan bikarbonat
iyonlar iiretir. Uretilen bu pankreatik 6zsuyu, ince bagirsak hormonlarina cevap olarak
ekzokrin kanal vasitasiyla duodenuma salgilanir (Guyton ve Hall, 1996).

Pankreasmn %98-99’unu ekzokrin hiicreler kaplarken, geri kalan kisimda ise
adacik hiicreleri vardir. Langerhans adacik hiicrelerini ilk defa 1869 yilinda Alman
anatomist Paul Langerhans kesfetmistir (Henderson ve Daniel, 1979). Pankreas adacik
hiicreleri 5 farkl tiptedir (Sekil 4). Toplam adacik hiicrelerinin % 15-20’sini kan glukoz
seviyesini yiikselten glukagon iireten a-hiicreleri; % 65-80’ini kan glukoz seviyesini
diisiiren insiilin tireten B-hiicreleri; % 3-10’unu a ve P hiicre sekresyonuyla asiner ve
kanal hiicrelerin ekzokrin sekresyonunu inhibe eden somatostatin lireten d-hiicreleri; %
3-5’in1 ekzokrin pankreatik sekresyonu inhibe eden pankreatik polipeptit iireten y- (PP
ya da F) hiicreleri; ve %]1’ini appetit salimini uyaran ghrelin iireten e-hiicreleri olusturur
(Cabrera ve ark., 2006). Endokrin dokunun ana gorevi glukoz homeostazinin
regililasyonudur (Gardner ve Shoback, 2011). Bunun i¢in de kan glukoz seviyesinin

normal simirlar i¢inde tutulmasina yardimei1 olan hormonlardan biri de insiilindir.
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Sekil 1.4. Sigan ve insan pankreas adaciklarinda hiicre dagilimlar1 (Suckale ve
Solimena, 2008).

1.10. insiilin

Insiilin, ilk defa Banting ve Best tarafindan 1921 yilinda pankreastan izole
edilerek insanlik tarihine kilometre tasi olarak geg¢mistir. Globiiler bir protein olan
insiilin dizisi, ilk tespit edilen protein olma 6zelligini de tasir (Ryle ve ark., 1955). Insan
insiilin geni 11. Kromozomun kisa kolunda kodlanir ve klonlanan ilk insan genlerinden
biridir (Owerbach ve ark., 1981). Genin endoplazmik retikulum i¢inde translasyonu
sonucu olusan Tlriin sinyal peptidi ile birlikte tek bir polipeptit halinde olan
preproinsiilindir. Bu polipeptit translasyondan hemen sonra sinyal peptit uzaklastirilarak
B, C ve A zincirlerinden olusan % 5 aktiviteye sahip proinsiilin haline getirilir (Sekil 5).
A zinciri daha kisa, kismen asidik yapida ve 21 amino asittten olusur. B zinciri de az
asidik yapida ve 30 amino asittten olusur. Proinsiilinde A zinciri C-terminal ugta ve B
zinciri N-terminal ucta olacak sekilde C zinciri ile birbirlerine baglanirlar. Bu baglanti
noktalarinda A ile C ve B ile C arasinda ikiser bazik amino asit bulunur. Proinsiilin daha
sonra golgi aygitina gonderilerek burada endopeptidaz vasitasiyla C peptit ayrilir ve A
zinciri ile B zinciri 51 amino asitten olusan aktif insiiline doniistiiriilir (Sekil 6). A
zinciri ile B zinciri arasina iki distilfid bag1 (CysA7 ile CysB7, CysA20 ile CysB19
arasinda), A zincirinin kendisi iizerinde bir disiilfid bagi (CysA6 ile CysAll arasinda)
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bulunur (Blundell ve ark., 1972; Baker ve ark., 1988). insiilin, Zn™ iyonu ile birlikte
diizenli bir seklide hekzamer kristalleri halinde C peptit ile sekretuvar bir vezikiil iginde
depolanir (Howell ve ark., 1978). Pankreas adacik B-hiicre ylizeyinde bulunan glukoz
tagiyicist (GLUT-2) ile glukoz hiicre icine tasmarak fosforillenir. Glukoz enerji
metabolizmasima girer ve hiicre i¢i ATP miktar1 artar. Artan ATP miktarindan dolay1 -
hiicre membraninda bulunan ATP’ye bagimli-K" kanallar1 kapanmasma neden olur ve
hiicre depolarize hale gelir. Depolarize olmus membranda voltaja bagimli-Ca™ kanallar
acilir ve hiicre icine Ca™ girisine neden olur. Bdylece artan hiicre ici Ca™ miktar
insiilin sekretuvar vezikiiliiniin ekzositoz ile salgilanmasini saglar (Ashcroft ve Gribble,
1998). Insiilin, hedef dokularda reseptér bagimli sinyal yolaklar1 aktive etmek icin

Zn"’siz monomer halinde hiicrelere baglanarak fonksiyon gosterir (Kahn, 1994).
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Sekil 1.6. Insan insiilini primer yapisi.
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1.11. Zeytin Yapragi

Insanlar ile bitkiler arasindaki iligki, insamin varhigi kadar eskidir. Bitkiler
yiyecek, icecek, barinma, kereste, kagit, glizel koku, vakit gegirme, eglence ve ilag gibi
pek ¢ok seyi insanlara sunmustur. Bu zamana kadar bitkiler insanlarin hep ilgisini
cekmis ve sifali sihirli giiclerinden dolayr biiyiilemistir. Cilinkii insanlar onlarin
tyilestirici, mutluluk verici ve uzun Omiirlii olmay1 saglama 6zelliklerinin olduguna
inanmaktadirlar. Bundan dolay1 da bitkiler, her zaman “Gliimsiizliigiin iksiri” olarak
insanlarim nihai rityas1 olmustur. Bu mucizevi bitkilerden biri de zeytindir.

Zeytin, Oleaceae familyasma ait olup binominal adi1 Olea europaea L. dir.
Zeytin agaclart her dem yesil, bin yildan daha fazla yasayabilen, yeryliziiniin en eski
bitkilerinden birisidir. Zeytin, insanlik tarihinden daha eskidir ve barigin, bilgeligin ve
zaferin simgesi olarak bilinir. Eski Yunan olimpiyat oyunlarinda kazananlar zeytin
dalindan yapilmis tag ile odiillendirilmislerdir. Ik modern olimpiyat oyunlar1 olan
1896'daki Yaz Olimpiyatlari'nda birinciler "glimiis madalya ve zeytin dali" ile
odiillendirilmislerdir. Zeytin, antik donemlere kadar uzanan en eski agag¢lardan biridir.
M.O 4000 yillarinda 1slahi, M.O 3000 yillarinda da giiney ve bat1 sahillerine tiiccarlar
araciligiyla getirildigi disliniilmektedir. Yz yillardr da hem meyvesi hem de
yapraklar1 ve govdesi kullanilmaktadir (Unsal, 2006). Zeytinin ne kadar eski bir bitki
oldugunu, Romalilar doneminde yasamis olan en {inlii tarim yazar1 Columella (M.S. 4-
70) De Re Rustica adl kitabinda “olea quae prima omnium arborum est” yani “tim
agaclar arasinda ilk zeytin agaglar1” olarak tanimlamistir (Columella, ?). Eski
zamanlarda zeytin ve iirlinleri; diyette, dini inanglarda, kap, ¢canak, saksi, duvar ve altin
gibi pek ¢ok objede ve dekorasyonda kullanilmistir.

Zeytin agaclar1 ayni zamanda bilinen en eski kiiltlir bitkilerindendir. Diinya
capinda yaklasik 40 Olea varyetesi vardir. Glinlilk hayatta sofralik zeytin ve yagi
geleneksel akdeniz diyetinde en ¢ok kullanilan iirlinlerdir. Zeytin agacinin koklerinden
yapraklarina biitiin kisimlar1 farkli alanlarda degerlendirilir. Zeytin kiigiik beyaz
ciceklere ve dikkat ceken yesil-gri st ylizeyi, mavi-glimiisi renkteki alt yiizey
yapraklara sahiptir. Zeytinin kendine has acimsi ve kekremsi bir koku ve tadi vardir.
Zeytinin bu aci tat kaynaginm Oleuropein olarak adlandirdiklar1 bilesik tarafindan

olustugunu; meyvede, yaprakta ve aga¢ kabugunda mevcudiyetini tespit etmislerdir
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(Bourquelot ve Vintilesco, 1908). Zeytinde fenolik bilesik ¢esitleri ve seviyeleri
yapraklarda, meyvelerde ve ¢ekirdekte farklidir (Ryan ve ark., 2002). Olgunlagma
periyodu esnasinda yapraklarda ve meyvelerdeki fenolik bilesiklerde ©Onemli
degisiklikler vardir (Briante ve ark., 2002a).

Zeytin, % 1-3 araliginda degisen yliksek konsantrasyonda zengin bir biyofenolik
icerige sahiptir (Servili ve ark., 2004). Zeytin yapraginda en bol bulunan ve en aktif
olan fenolik bilesik oleuropein maddesidir. Oleuropein, tanen ile ortak ozellikler
paylagsmaktadir (Cruess ve Alsberg, 1934). Sekoiridoid grubundan olan dogal bir
biyoaktif bilesiktir. Oleuropeinin hidrolizi sonucu diger aktif metabolitler olan elenolik
asit ve hidroksitirosol (3,4-dihidroksi-feniletanol) olusmaktadir (Al-Azzawie ve ark.,
2006) (Sekil 7). Verbaskozit, Luteolin-7-glukozit, Apigenin7-glukozit ve Tirozol zeytin
yapraklarinda bulunun diger 6nemli aktif fenolik bilesiklerdir (Lee-Huang ve ark.,

2003).
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Sekil 1.7. Oleuropeinin hidrolizi.

Son yillarda bazi besinlerin “dogal” yollardan hastaliklarin Onlenmesi ve
tedavisindeki etkinliginin bilimsel olarak ortaya konulmasi, insan saglhiginin
korunmasinda beslenme desteginin O6nemini arttrrmistir. Bu nedenle fonksiyonel

besinlerin nutrasotik ve terapotik kullanimlari giderek yayginlagsmaya baslamistir.
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Ozellikle Akdeniz iilkelerinde pek cok farkli amag i¢in kullanilan zeytin ve onun cesitli
iirlinleri profilaktik agidan 6nem arz etmektedir. Baz1 deneysel caligmalar ile diyabetin
ozellikle en belirgin 6zelligi olan hipergliseminin azaltilmas1 hedeflenmektedir.

Bu calisma; =zeytin yapragi ekstraktinin  hipoglisemik, antioksidan,
hepatoprotektif ve DNA oksidatif hasarina karsi etkisinin olup olmadigmi arastirmak
icin planlanmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilerin 6zellikle farmakognozi,

etnobotanik ve biyokimya alanlarindaki caligmalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.



2. KAYNAK BiLDIiRiSLERi

Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda gii¢lii bir baglant1 bulunmaktadir
(Pratico, 2001). Canlilar iizerinde hiperglisemi etkilerinin daha iyi arastirilabilmesi i¢in
diyabetik deney hayvanlarma basvurulmaktadir. Deneysel diyabet modelleri olusturmak
iizere genellikle streptozotosin (STZ) ya da alloksan kullanilmaktadir. STZ’nin
diyabetojenik etkisi pankreas B-hiicrelerine dogrudan toksik etkili olmasindan dolayidir.
STZ, yapisinda bir glukoz molekiilii bulundurmaktadir. Bu yiizden glukoza duyarli olan
B-hiicreleri tarafindan STZ, GLUT-2 vasitasiyla hiicre i¢ine tasinir. STZ, tek basina
kuvvetli bir baz alkilleyicisidir ve direkt olarak B-hiicresi DNA’sinin alkillenmesine
neden olmaktadir (Szkudelski, 2001). Boylelikle [-hiicreleri yikilarak insiilin
eksikligine bagl diyabet olusur.

Diyabetin tedavisinde gerek halk arasinda gerekse deneysel calismalar ile tibb1
bitkilerin kullanilmas1 ¢ok eskilere dayanmaktadir. Diyabetin en belirgin 6zelligi olan
hipergliseminin ve bunun sonucunda gelisen oksidatif hasarm azaltilmas1 amaciyla en
cok kullanilan bitkiler arasinda tar¢cin (Cheng ve ark., 2012), sarimsak (Eidi ve ark.,
2006), zencefil (Imani ve ark., 2014), aleo vera (Abo-Youssef ve Messiha, 2013), sogan
(El-Demerdash ve ark., 2005) ve keten tohumu (Makni ve ark., 2011) sayilabilir.
Bunlarin yaninda ¢ok daha eskilere dayanan ve ¢ok farkli hastaliklara ¢are olan zeytinin
yeri ayridir (Soler-Rivas ve ark., 2000). Zeytin ve triinlerinden elde edilen bilesiklerin
metabolik ve fizyolojik etkileri uzun yillardir ¢alisilagelen bir bilesen olmustur. Zeytin
yapragi asirlardir yeryliziinde yetistigi tiim bolgelerde halk tarafindan ¢esitli
hastaliklarin geleneksel tedavilerinde kullanilmaktadir (Soler-Rivas ve ark., 2000).
Glinlimiizde bilimin, teknolojinin ve tibbin gelismesiyle birlikte yapilan caligmalar
sonucu genis bir farmakolojik ve destekleyici 6zellige sahip oldugu gosterilmistir
(Somova ve ark., 2004).

Zeytin yapragi ekstraktinin (Olive Leaf Extract-OLE) ana biyoaktif bilesenlerini
olusturan oleuropein, hidroksitirozol ve verbaskozit gibi polifenolik maddelerin etken
degerlerinin ¢ok yonlii oldugu artik bilinmektedir. Bu biyoaktif maddeler antioksidan,
antiaritmik, spazmolitik, immun sistem uyarici, antimikrobiyal, hipotensif ve anti-
inflamatuvar gibi genis spekturumlu fizyolojik ve farmakolojik etkinlige sahiptirler

(Somova ve ark., 2004; Andreadou ve ark., 2006). Oleuropein ve metabolitleri olan
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hidroksitirozol ve tirozoliin serbest radikal temizleme ve o6zellikle LDL’nin
oksidasyonunu inhibe etme yetenegi ¢cok kuvvetlidir (Visioli ve ark., 1998; Stupans ve
ark., 2002). Oleuropein’in siiperoksit ve hidroksil radikallerini indirgeyici ayrica
notrofillerin solunum patlamasindan kaynakli radikalleri inhibe etme 6zelligi vardir
(Chimi ve ark., 1991; Visioli ve ark., 1998). Zeytin iirlinlerinin Akdeniz diyetindeki
yiiksek tiiketilme oranlarindan dolay1 igerigini olusturan fenolik bilesiklerden 6zellikle
oleuropein’in antioksidatif, anti-iskemik ve hipolipidemik etkilerinden dolay1
kardiyoprotektif etki gosterdigi rapor edilmistir (Andreadou ve ark., 2006; Andreadou
ve ark.,  2007). Oleuropeine benzer sekilde hidroksitirozolde antimikrobiyal,
antioksidatif, siiperoksit anyon {retimini azaltici, peroksinitrit hasar1 inhibe edici,
tiimoral hiicre gelisimini yavaslatict ve durdurucu (Visioli ve ark., 1999; Visioli ve ark.,
2002) etkileriyle ozellikle OLE’nin sinerjik etki yaratmasmi saglamaktadir.
Karbontetrakloriir ile karacigerler hasar1 olusturulan BALB/cN fareleri lizerindeki bir
calismada olueropein, oksidatif/nitrozatif stres ve inflamatuar cevabi azalttigi, bununla
birlikte karacigerde histolojik olarak ve hasar belirteclerinde iyilesme saglamistir. Ayni
zamanda oleuropein, kiiratif gruplarda karaciger kupffer hiicrelerinde TNF-B1 aracili
aktivasyonu ve kaspaz-3 aktivasyonunu dnlemistir (Domitrovic ve ark., 2012). Ozellikle
peroksidasyon reaksiyonlarinin Onlenmesinde etkili oldugunu gosteren sonuglar
mevcuttur. Kolestrolden zengin bir diyet ile beslenerek oral yoldan 3 mg/kg dozunda
oleuropein ve tiirevi olan hidroksitirozol destegini 16 hafta siiresince alan siganlarin
karaciger TBARS degerini azalttig1 ve antioksidan parametrelerden SOD ve KAT
aktivitelerini de arttirdig1 goriilmiistiir (Jemai ve ark., 2008). Zeytin yapragi ekstratindan
elde edilen polifenollerden oleuropeinin, oksidatif metabolizmalardan H,O, durdurucu
etkisiyle trombosit aktivasyonunu da Onleyici bir antioksidan oldugu bildirilmistir
(Singh ve ark., 2008). Hamden ve ark., (2009), zeytin isleme fabrikasi atik sularmmdan
saflastirilan hidroksitirozoliin 20 mg/kg dozunda allakson indiiklii diyabetik si¢anlara
uygulama sonucunda karaciger ve bobrek TBARS seviyesini diislirdiigii tespit
etmiglerdir. Bir bagka calismada ise igerik tayini yapilmadan STZ-indiikli siganlarda
etanolik ekstrakt uygulanmistir. Serum glukoz, AST, ALT ve iire seviyesinde diyabetik
gruba gore 500 mg/kg oral ekstrakt uygulama grubunda azalmanm oldugunu

bildirmislerdir (Eidi ve ark., 2009).
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Molekiiler ve hormonal sinyal diizeyinde oleuropein ve hidroksitirozol 3T3-L1
hiicrelerinin adipositlere farklilagirken intraselliiler trigliserit birikimini baskilamaktadir.
Flow sitometri her iki polifenoliinde mitotik klonal biiylime sirasinda 3T3-Ll1
preadipositlerin boliinmesini inhibe ettigi ve hiicre dongiisiiniin gecikmesine neden
oldugunu gdostermistir (Drira ve ark., 2011). Oleuropeinin hiicre dongiisiinde G1 ve S
fazlar1 arasmni bloke ederek vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve
muhtemel mekanizmanin ekstraselliiler sinyal-diizenleyici kinaz (ERK1/2) tarafindan
regililasyonuyla gerceklestigi bildirilmistir (Abe ve ark., 2011). G protein ¢ift reseptor
(GPCR) ailesinin bir iiyesi olan, safra asitleri tarafindan aktive edilen hiicre ylizey
reseptorii TGRS, hiicre i¢inde tiroid hormonunun aktivasyonuyla enerji tikketiminde bir
artisa onciiliik eder. Bundan dolay1 pek ¢ok bilesigin TGRS5’in agonist ya da antagonist
davranislariyla enerji metabolizmasimi diizenlemektedir. Oleuropein ve olenolik asitin,
TGRS5’e potansiyel bir agonist olarak anti-diyabetik etkisi ile metabolik bozukluklarin
diizeltilmesinde 6nemli bir rol faktdr olabilecegi vurgulanmistir (Sato ve ark., 2007).

Enfarktiis, kalitsal ve beslenmeye dayali olarak diyabet kadar onemli bir
rahatsizlik olmasinin yaninda erkek ve kadimnlar arasinda prevelans: gittikce artan bir
sorun olmaktadir. Andreadou ve ark., (2007) doksorubisin ile kalp hasar1 olusturduklari
sicanlarda 100 ve 200 mg/kg oleuropein uygulamasi sonucu miyokardiyal nekrozun
gostergesi olan serum enzimlerden CPK, ALT, AST ve LDH diizeylerinde azalmanin
oldugunu tespit etmislerdir. Ayni zamanda yiikselmis kardiyak MDA diizeyini
oleuropein uygulanan her iki grupta da anlamli olarak azaldigi1 goriilmiistiir. Deneysel
fokal serebral iskemi olusturulan sicanlarda OLE’nin 50-75 ve 100 mg/kg giinliik oral
uygulanmast sonucu enfarktlis hacmini, beyin Odemini, kan-beyin bariyeri
gecirgenligini azalttigi ve norolojik hasar skorlarmi iyilestirdigi gozlenmistir. Bu
yiizden OLE’nin noroprotektif etkisinin olabilecegi bildirilmistir (Mohagheghi ve ark.,
2011).

Agr1 modellemesi ile igili dikkat ¢eken ¢alismalarda OLE’nin genis spektrumlu
farmakolojik etkilerinin oldugunun goézlenmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Esmaeili-
Mahani ve ark. (2010), siganlar {izerinde formalin ile kimyasal, hot plate ile termal ve
kuyruga fiziksel etki ile agr1 modellemesi olusturmuslardir. Formalin testinde OLE’ nin
200 mg/kg 1.p doz uygulamasi birinci ve ikinci faz agri cevabinda 6nemli Olciide

azalmaya neden olmustur. Ayrica diisik doz morfin indiiklii hiperaljezinin
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bloklanmasini saglamistir. Bu bulgular cercevesinde OLE’nin agr1 kosullarinda
analjezik etkisinden dolayr potansiyel bir antinosiseptif 6zelligi olabilecegi kanisina
varilmistir. HIV-1 ile enfekte olan H9, T lenfositlerle birlikte kiiltiirlenmis ve enfekte
edilmemis MT2 hiicreleri kullanilarak sinsitya olusumu vasitasiyla analiz edildiginde
OLE’nin akut enfeksiyon ve HIV-1 ‘in hiicreden hiicreye bulagmasini inhibe etmistir.
Ayni1 zamanda OLE, enfekte olmus H9 hiicrelerinin p24 ekspresyonu ile analizi
sonucunda HIV-1 replikasyonunu inhibe etmistir. HIV-1 enfekteli hiicrelerin OLE ile
muamelesi apoptozis inhibitor proteinleri olan IAP1 ve IAP2’nin ekspresyonunu
upregiile (artarak diizenleme) ettigi gozlenmistir (Lee-Huang ve ark., 2003).
Literatiirden de anlasilacagi ilizere zeytin ve yapragi iizerine yapilan ¢aligmalar
1990’larda baslamakla birlikte glinlimiize kadar devam etmistir ve icerigindeki aktif
maddelerden dolayr da pek ¢ok alanda devam edecege benzemektedir. Zeytin
iriinlerinden elde edilen bilesiklerin etkileri multifaktoriyeldir. Bunun icin de yapilan
calismalarin analizleri ¢ok yonlii olarak degerlendirilmelidir. Her dokunun fizyolojisi ve
metabolizmas1 farkli oldugundan dolayr dokular1 ve yapilan analizleri kombine
degerlendirmek, OLE’nin biyokimyasini ve verdigi mesajlar1 iyi anlamamiz i¢in 6nem
arz etmektedir. Ozellikle diyabet ile ilgili ¢alismalarda gériilen en biiyiik eksiklik icerik
tayini yapilmadan ekstrakt uygulamasidir. Doz ayarlarinin kuru ekstrakt lizerinden
yapilmas1 aktif olarak oleuropein ve tiirevleri ile birlikte diger fenolik miktarlarmin
etkisinin goz ard1 edilmesidir. Bu yilizdendir ki cogu ¢calismada benzer analizlerin olmasi
hem yapilan c¢aligmalarla karsilastrma hem de yapilacak olan calismalarin
destekleyicisi olarak yapilmasi ka¢milmazdir. Yapilan ve sunulan bu caligsma ile igerik
analizi yapilarak ekstrakta bulunan 6zellikle oleuropein ve diger fenolik bilesiklerin
etkilerinin ortaya konulmasi, ayrica c¢oklu doku analizleri ile biyokimyasal,
histopatolojik ve molekiiler boyutunun multidisipliner ve multifaktoriyel olarak tespit

edilmesi amaclanmaktadir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deneyde Kullanilan Materyaller
3.1.1. Deney hayvani ve zeytin yapragi materyali

Arastrmamizin canli materyali olan 250-350 g agirliginda, 5-6 aylik, 88 adet
saglikli Wistar albino wki erkek sicanlar, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesinden temin edilerek standart plastik rat kafeslerine yerlestirildi.
Yapilan calismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza indirilmesi igin
gerekli biitiin onlemler alindi. Bu amagla kontrol ve tiim deneme grubundaki denekler
ayni kosullarda tutuldu. Ortam sicakligi 22+2°C, nem %50 ve 12 saat gece/gilindiiz
dongiisiinde barindirildilar. Yapilan bu calisma, Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 25.08.2014 tarth ve 2014/90 sayili izni ile
gerceklestirilmistir.

Etkileri arastirilacak bitki materyali olan Zeytin (Olea europaea L.) yapragi
Antalya ili yoresinden 2013 Agustos aymda toplanarak golgede ve agik havada
kurutuldu. YYU Herbaryumuna VANF-164715 kodu ile kaydi yapildi. Zeytin
yapraklar1 ogiitiicide toz haline getirilerek -20°C’de kullanilacagi zamana kadar hava

almayan kilitli posetlerde saklandi.
3.1.2. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kit ve kimyasal maddelerden: Siiperoksit dismutaz (SOD)
ve Glutatyon peroksidaz (GPx) enzim kiti Randox-Ransel, a-Amilaz (Abnova), o-
Glukozidaz (EnzyX-Assay Bio Tech), Protein Karbonil (Cayman), 8-OHdG (Enzo Life
Sciences) STZ, Rediikte glutatyon (GSH), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB),
Sodyum siilfat Sigma’dan; Metafosforik asit, Sodyum kloriir (NaCl), Sodyum hidroksit
(NaOH), Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,4), Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,POy),
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Hidrojen peroksit, Sodyum sitrat, Asetonitril,

Fosforik asit Merck’ten temin edildi.
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3.2. Zeytin Yaprag Ekstraksiyonu

Zeytin yapragi ekstraktindaki (OLE) fenolik bilesiklerin miktar tayini icin 1 g toz
haline getirilen zeytin yapragi 100 mL’lik erlende bulunan 50 mL distile suya eklendi
ve agzi iki kat parafilm ile kapatildi. Erlenin 151k almamasi i¢in etrafi aliminyum folyo
ile sarildi. Hot plate {izerinde 80°C, 750 rpm de 12 saat boyunca ekstraksiyon islemi
gergeklestirildi. Daha sonra siiziintii kat1 partikiillerden ayristirilarak agzi kapakli falkon
tiipte +4°C, 3500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant 45 pm’lik
PTFE filtre siringadan gegirilerek kiiciik partikiillerden arindirildi ve icerik analizi i¢in
viallere aktarildi.

Deneklere uygulanacak ekstraksiyon igin doner evaporatorde 37°C ve 60 rpm de
ugurma islemi gerceklestirildi. Ayrica, 1,5 g/100 ml yaprak/su karisimi 80°C suda 5

dakika demlenme (inflizyon) islemi ile giinliik ev tipi ekstraksiyonu yapildi.
3.3. HPLC ile Ekstrakt Iceriginin Belirlenmesi

Ekstrakte edilmis zeytin yapraklar1 Yiiksek Performans Sivi Kromatografi
(HPLC) cihazinda zeytin yapraklarinda bulunan baslica 4 biyoaktif madde olan
Oleuropein, Hidroksitirozol, Tirozol ve Verbaskositin standartlara karsi kantitatif olarak
miktar tayini tespiti yapildi.

HPLC’de ayirma islemi i¢in Zorbax SB, 5 um, 150 x 4.6 mm C18 kolon kullanildi.
Mobil faz olarak %80 distile su ve 0,1 M ortofosforik asit ile pH 3.0’a ayarlanmis %20
asetonitril kullanildi. Bu ¢6ziicii polifenolik bilesiklerin ayristrilmasi ve miktar tayininin
daha kolay yapilabilmesi i¢in tasarlanmistir. Waters serisi HPLC cihazinda akis orani 1
mL/dk ve enjeksiyon hacmi 20 pL olarak ayarlandi. Kromotogram polifenolik
bilesiklerin tespit ve tayini i¢in 280 nm dalga boyuna ayarlanarak 6l¢iim yapildi.
Calisma OLE’de bulunan oleuropein miktarina gore standardize edilmistir. Cilinki

OLE’de bulunan oleuropein bilinen baslica biyoaktif bilesiktir.
3.4. Doz Belirlenmesi

HPLC’de igerik miktar analizlerine gore elde edilen bulgular 15181inda giinliik
olarak bir insanin tiiketebilecegi ve tiiketmesi gereken gercek¢i zeytin yapraginin

ekstrakt miktar1 ile ve bu ekstrakt iceriginde bulunan oleuropein ve diger fenoliklerin
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diizeyleri goz Oniine alinarak ve nutrasotik/farmasdotik/terapotik doz seviyelerine riayet
edilerek ve ayrica liretatiir dogrultusunda Al-Azzawie ve Alhamdani (2006) nin
uyguladiklar1 etkin doz olan 20 mg/kg esas almarak, 25-50 ve 100 mg/kg bw olarak
belirlenmistir. Sicanlara ekstrakt muamelesi intragastrik sonda yardimiyla oral yolla

uygulandu.

3.5. LDsy Cahismasi

Deney muamelesi gerceklestirilmeden once OLE igeriginde 7 giinlilk LDs
calismas1 yapildi. Amag, eger varsa OLE’nin akut toksisitesini belirlemekti. Bu
baglamda, literatiirde tespit edilen en iist doz olan 500 mg/kg bw oral doz (Eidi ve ark.,
2009) minumun doz secildi. Probit analiz metodunun uygulanabilir kosullarinin
saglanabilmesi i¢in, 8’er sicandan 4 farkli ardisik doz grubu ve bir kontrol grubu
olusturuldu. Buna gore, LDsy dozlar1 500, 1000, 2000 ve 4000 mg/kg bw olarak

belirlendi.

3.6. Deneysel Protokole Hazirhk

Deneysel gruplardaki sicanlar rastgele 8’erden 7 gruba ayrildi. Calisma
baslamadan Once siganlar bir siire ortama aligtirildi. Agirhiklar: tartilarak kayit altina
alind1. Her gruptaki sicanlarin kan glukoz degerleri kuyruk boliimlerinden glukometre
ile (Accu Check Nano) olciilerek kayda gecildi. Uygulama baslatildiktan sonra
periyodik her hafta agirlik ve kan glukoz degerleri dlgtilerek takip edildi.

STZ, pH 4,5’e ayarlanmis soguk sitrat tamponu icerisinde 45 mg/kg bw olacak
sekilde taze olarak hazirland1 ve 1.p yoldan uygulamas1 yapildi. STZ uygulanmasindan 3
giin sonra sicanlarin kan glukoz degerleri 200 mg/dL ve lizerinde olanlar ¢aligmaya
dahil edildi.

3.7. Deneysel Uygulama
Her bir grupta 8 deney hayvani olacak sekilde 7 grup olusturuldu.
Kontrol Grup (KG): 1 ml serum fizyolojik intragastrik yolla verildi.

Diyabetik Grup (DG): Sicanlara tek doz 45 mg/kg viicut agirhigi (bw) STZ i.p yolla
uygulandi (Rakieten ve ark., 1963; Tancrede ve ark., 1983).
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Diyabet+OLE-25 (D+25): Siganlara tek doz 45 mgkg bw STZ 1ip yolla
uygulanmasindan 3 giin sonra, 25 mg/kg bw OLE intragastrik yolla hergiin uygulandi.
Diyabet+OLE-50 (D+50): Siganlara tek doz 45 mgkg bw STZ 1ip yolla
uygulanmasindan 3 giin sonra, 50 mg/kg bw OLE intragastrik yolla hergiin uygulandi.
Diyabet+OLE-100 (D+100): Siganlara tek doz 45 mg/kg bw STZ 1ip yolla
uygulanmasindan 3 giin sonra, 25 mg/kg bw OLE intragastrik yolla hergiin uygulandi.
Diyabet+Infiizyon (D+Inf): Sicanlara tek doz 45 mgkg bw STZ ip yolla
uygulanmasidan 3 giin sonra, inflizyon islemi yapilan ¢6zeltiden 1 ml intragastrik yolla
uygulandu.
Diyabet+Akarboz (D+Ak): Sicanlara tek doz 45 mgkg bw STZ 1ip yolla
uygulanmasmdan 3 giin sonra, 150 mg/kg bw Glucobay (Bayer) intragastrik yolla
uygulandu.

Biitiin gruplar normal sican yemi ve musluk suyu ile ad libitum olacak sekilde

beslendi. Uygulama 3 hafta devam ettirildi.
3.8. Kan ve Doku Orneklerinin Ahnmasi

Deneme sonunda si¢anlar ketaminle bayiltilarak diseksiyona alindi. Biyokimya
testleri olan ALT, AST, LDH, Kolesterol, TG, Kreatinin, Glukoz, Ure ve Urik asit
analizi i¢cin gerekli olan kan, enjektorler yardimiyla hayvanlarm kalbinden alinarak
EDTA’l tiiplere, HbA . i¢in heparinli tiiplere aktarildi. Serum enzimleri i¢in biyokimya
tiipleri 2500 rpm’de 10 dakika satrifiij edilerek, Roche Modular PP otoanalizorde
analizleri yapildi. Ayrica, sicanlarin karaciger, bobrek, beyin, kalp, pankreas ve bagirsak
dokular1 alindiktan sonra, fizyolojik suyla yikanip kurutuldu ve analizlerin yapilacagi
zamana kadar derin dondurucuda (-80°C) muhafaza edildi. Daha sonra antioksidan
enzim ve rediikte glutatyon ile protein karbonil tayini icin doku ekstraksiyonlari

gerceklestirildi (Xia ve ark., 1994).
3.8.1. Doku ekstraksiyonu

Uygulama sonrast derin dondurucuda (-80°C) saklanan siganlarin pankreas,
karaciger, bobrek, beyin, kalp ve bagirsak dokular1 oda sicakligma gelinceye kadar
kademeli olarak ¢ozdiiriildii. Dokularda antioksidan enzim, rediikte glutatyon ve protein

karbonil tayinleri i¢in doku ekstraksiyon islemi asagidaki sekilde gerceklestirildi.



32

Ekstraksiyon iglemi i¢in homojenat tamponu olarak fosfat tuz tamponu (PBS) (pH 7.,4)
hazirland1. Karaciger, kalp, beyin, bobrek, pankreas ve bagirsak dokularindan 500’er
mg tartild1 ve kiigiik parcalar haline getirilerek fincan krozeye kondu. Dokunun {izerine
5 mL soguk tampon eklendi ve Bandelin Sonopuls HD 2200 ultrasonik homojenizatorde
3 dakika homojenize edildi. Ekstrakt hemen +4°C 30 dakika 9500 rpm’de sogutmali
santrifiij cihazinda (Hettich Universal 320r) santriftij edildi. Karaciger, kalp, beyin,
bobrek, pankreas ve bagirsak dokusundan elde edilen berrak siipernatantlar analizler

icin hazir hale getirildi (Xia ve ark., 1994).

3.9. Analizlerin Yapilmasi
3.9.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim Tayini

Prensip: Siiperoksid dismutazin rolii, oksidatif enerji basamaginda {iretilen
toksik siiperoksid radikalini (O;"), hidrojen peroksite (H,O,) ve molekiiler oksijene (O;)
dismutasyonunu hizlandirmaktir. SOD tayini McCord ve Fridovich (1969)’in metoduna
gore calisildi. Bu metotla asagidaki formiilde goriildiigli gibi ksantin ve ksantin oksidaz
kullanilarak siiperoksid radikali, 2-(-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolyum
klorit (INT) ile kirmizi boya formuna doniisiir. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun
inhibisyon derecesi ile dl¢iiliir.

Ksantin _*°_ Urik Asit + Oy LN.T. Oy yFormazan D (Renkli bilesik)

0y _ % | H,0, + O,

Analizin yapilisi: SOD enzim aktivitesi Randox-Ransod enzim kiti ile Boeco S-
22 UV/Vis spektrofotometrede 505 nm'de 37°C'de 6l¢iildii (Randox Lab., 1996). Analiz
materyali olarak daha Once hazirlanan ve analiz zamanina kadar -80°C’de derin
dondurucuda muhafaza edilen doku siipernatantlar1 kullanildi. Inhibisyonun % 30-60

aras1 olmasi saglandi. Kiivete asagidaki aywraglar pipetlendi.

Ornek Ayirag Koru Standart Sulandirilmis
Sulandirilmig 20 ul
Standart 210 7Y E—

Fosfat Tamponu 20ul - e
Miks Substrat 680 ul 680 ul 680 ul
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Igerik karistirilarak ilk absorbans A; 30 saniye sonra okundu ve es zamanl
olarak zaman baslatildi. Son absorbans A, 3 dakika sonra okundu.
Hesaplama: Spektrofotometreden alinan optik dansite sonuglar1 asagidaki

denklemde yerine konarak SOD enziminin % inhibisyonlar1 hesaplandi.

(AAsigx100) (AASmex100)

100 - = % Inhibisyon 100 - = % Inhibisyon
(AABlank) (AABlank)

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in, standart grafigi elde edildi. Standart
grafikten elde edilen y=12,944In(x)+61,831 formiilii ile sulandirma faktorii de hesaba
katilarak SOD aktivitesi EU/mg protein olarak spesifik aktivite hesaplandi.

3.9.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz, formiilde gorilen kiimen hidroksidin ile
indirgenmis glutatyonu (GSH) okside eden reaksiyonu katalizler. Ortamda glutatyon
rediiktaz (GR) ve nikotinamid adenin dintikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’mm NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a
indirgenir (Paglia ve Valentine, 1967).

2GSH + ROOH 5™ JROH + GSSG + H,0

GSSG + NADPH + H" _“® | NADP"+ 2GSH

Analizin yapihisi: Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim
kitleri ile Boeco S-22 UV/Vis spektrofotometrede 340 nm'de ultraviyole metotla 37
°C'de 6lglildii (Randox Lab., 1996). Analiz materyali olarak, daha 6nce hazirlanan ve
analiz zamanina kadar -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen doku

stipernatantlar1 kullanildu.

Kiivete asagidaki ayiraclar pipetlendi.

Ayirag Koru Sulandirilmis Ornek
Sulandirilmig Ornek ~~ -—--- 15 pl
Distile Su sw e
Ayirag 750 ul 750 ul

Kiimen 30 ul 30 ul
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Kiivetler karistirilarak, 6rnek ve koriin absorbanslar1 1 dakika sonra okundu.
Zamanin baslatilmasindan, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okunarak dakikadaki
absorbans degisimi hesaplandi.

Hesaplama: Ornek ve kériin nmol/mg protein sonuglar1 i¢in, drnek degerden
nmol/mg protein, kér degeri nmol/mg protein ¢ikarildi. Sulandirma faktoriide hesaba

katilarak sonuglar nmol/mg protein cinsinden spesifik aktivite hesaplandi.

3.9.3. Katalaz (KAT) Enzim Tayini

Katalaz aktivitesi Aebi’nin (1984) metoduna gore c¢alisildi. Hidrojen peroksit
(H202) 240 nm ’de maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen H,O,
katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmakta, bu ise kendini ultraviyole spektrumda
absorbans azalmasi seklinde gostermektedir. Absorbanstaki bu azalma KAT enziminin

aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon;
H0, — T, H,0+% 0,

Kullanilan reaktifler;

Fosfat tamponu (pH 7 ve 50 mM); absorbans1 0.500 nm’ye H,0, ile ayarlanmis
olan H,O;’l1 fosfat tamponu (H,O, ¢ozeltisi).

Kiivete asagidaki ayiraclar pipetlendi.

Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0, Cozeltisi 0.01 2.99
Stipernatant - 0.01

Bir dakikalik lineer absorbans azalmasinin en yiiksek (OD;) ve en diisiik (OD,)

degerleri esas alinarak hesaplama yapildi.

3.9.4. Rediikte Glutatyon (GSH) Tayini

Prensip: Ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmis dokulardan hazirlanan
hemolizat ve silipernatantlarinda, siilfidril (SH) tasimayan tiim proteinler, ¢oktiiriicii
(presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. Indirgenmis glutatyon (GSH), elde edilen berrak
sivida siilfidril gruplarinin DTNB (5,5'-2-ditiobis nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu
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sonucu olusan sar1 rengin miktar1 ile 6lciildii (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark.,
1988).

Ayrraclar:

1. Coktiiriicii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA (disodyum etilen
diamin tetraasetik asit), 30 g NaCl 100 ml'ye distile suda eritilerek tamamlanda.

2. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirland.

3. DTNB (Ellman's Ayiraci): 40 mg DTNB (5,5'-(2-ditiobis) nitrobenzoik asit),
%1 sodyum sitrat, 100 ml'ye distile su ile tamamlandi.

Analizin yapihisi: Doku siipernatantlarindan 500 pl almarak 750 pl ¢oktiiriici
¢Ozelti ile karistirild1 ve +4°C 3500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatnatin 500
ulsi baska bir tiipe alind1 ve ¢okelti atildi. Uzerine 2 ml fosfat tamponu, 250 ul DTNB
ayiraci eklendi. Blank i¢in 500 pl ¢oktiiriicii ¢ozeltisi (3 kisim ¢oktiiriicii ¢ozelti + 2
kisim distile su), 2 ml fosfat tamponu ve 250 ul DTNB ayiraci tiipe alinarak hazirlandi.
Kan numuneleri i¢in 200 pl 6rnek 1,8 mL PBS ile diliie edilerek uygun oranda
coktiiriicli ve diger ayiraglar eklendi. Tipler vorteks ile iyice karistirildi ve 5 dakika
inkiibe edilerek Boeco S-22 UV/Vis spektrofotometrede 412 nm'de kore karsi 6rnek ve
standart numunelerin optik dansiteleri okundu. Sonug¢lar nmol/mg doku olarak

hesaplandi1 (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark., 1988).
3.9.5. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Tayini

G6PD (EC 1.1.1.49), enzimininin aktivitesi spektrofotometrede 37°C'de Beutler
metoduna gbre vyapild. Bu metod glukoz 6-fosfat varlhginda NADP' nin
indirgenmesinden olusan NADPH’nin 340 nm’de verdigi absorbans degeri esasina

dayanir (Beutler, 1971). G6PD enzimi agsagidaki reaksiyonu katalizler:
Glukoz 6-fosfat + NADP™ __*P | 6-Fosfoglukono &-lakton + NADPH + H"

NADPH’in olusum oran1t G6PD aktivitesine bagimli olup 340 nm’deki

absorbans artis1 ile dl¢giilebilmektedir.

Kiivete asagidaki ayiraclar pipetlendi.
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Cozeltiler Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Hacim pl Hacim pl

1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA 100 100

0,1 M MgCl, 100 100

2 mM NADP" 100 100

6 mM G6P 100 100

Saf Su 600 550

Homojenat - 50

Karisim 37°C de 10 dakika inkiibe edildikten sonra kontrole karsi numunenin absorbans
artis1 1 dk arayla 3 dakika okundu. Enzim aktivite hesabi:

A (EU/mL)= (AOD/6,22) x (VT/VE) x SF

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayisi)
VT : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

VE : Ol¢iimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF : Seyreltme faktorii
3.9.6. Protein Karbonil (PC) Tayini

Protein oksidasyonu Cayman’s Protein Carbonyl Assay Kit (Cat. no 10005020)
ile orneklerde karbonil bilesik olarak Ol¢iildii. Karbonil grubunun 2.4-dinitrofenil
hidrazin ile reaksiyona girerek 2,4-dinitrofenilhidrazon olusturmasi prensibine
dayanmaktadir (Levine ve ark., 1990). Protein-hidrozon {iriin miktar1 360 nm de
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Proteinil icerigi protein konsantrasyonuna gore
standardize edildi (Lowry ve ark., 1951).

Analizin yapihsi:

1. 2 adet 2 mL’lik ependorf tiipiin her birine 200 puL 6rnek konur. Tiiplerden biri sample
(S), digeri kontrol (K) tiipii olacak sekilde isaretlenir.

2. Ornek tiipiine 800 pL 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH), kontrol tiipiine de 800 pL 2,5
M HCI eklenir.

3. Her iki tiip karanlikta oda sicakliginda bir saat inkiibe edilir. Her 15 dakikada bir kisa

sureli olarak vortekslenir.
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4. Her iki tiipe 1 mL %20 TCA eklenir ve vortekslenir. Daha sonra tiipler buz akiisiiniin
iistiinde 5 dakika inkiibe edilir.
5. Sonra tiipler 10.000 x g ‘de 10 dakika +4°C de santrifiij edilir.
6. Ustteki siipernatant atilirak 1 mL %10’luk TCA iginde pellet tekrar siispanse edilir ve
tiipler buz akiisii istlinde 5 dakika bekletilir.
7. Tipler 10.000 x g ‘de 10 dakika +4°C de santrifiij edilir.
8. Ustteki siipernatant atilir. Pellet 1 mL Etanol/Etil asetat (1:1) ile karistirarak pellet
stispanse edilir ve iyice vortekslenir. Tekrar tiipler 10.000 x g ‘de 10 dakika +4°C de
santriflij edilir.
9. 8. Basamak iki kere tekrarlanir.
10. Son yikamadan sonra 500 pL guanidin hidroklorid ile vorteksleyerek protein
pelletleri siispanse edilir.
11. Artiklardan arindirmak igin tiipler 10.000 x g ‘de 10 dakika +4°C de santrifiij edilir.
12. En az iki tekerriir olacak sekilde 96-well plate’in kuyucuguna sample tiiptinden 220
pL 6rnek konur.
13. En az iki tekerriir olacak sekilde 96-well plate’in iki kuyucuguna kontrol tiipiinden
220 pL 6rnek konur.
14. 360 nm dalga boyunda mikroreader ile absorbans okunur.

Hesaplama:

Protein Karbonil (nmol/ml)=[CA/0,011](500uL/200uL)

CA: Correted absorbans (Ornek absorbansindan kontrol absorbansinin ¢ikarilmasi)
3.9.7. Protein miktar tayini

Protein miktar tayini Lowry ve ark., (1951)’nin yontemi modifiye edilerek
yapildi. Bu metoda gore, alkali kosullar altnda proteinlerin Cu’ ile reaksiyona girerek
Cu-protein komplekslerini olusturmasi ve Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildiginde Cu-
protein komplekslerinin tirozin ve triptofan artiklarina baglanarak mavi bir renk

olusturmasi ilkesine dayanmaktadir.

Gerekli ¢ozeltiler:
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A ¢ozeltisi

* 0.1 N NaOH : 1 g NaOH distile su ile 250 ml” ye tamamlanir.

* % 2’lik Na,CO3 :2 g Na,CO; 0,1 N NaOH ile 100 ml’ ye tamamlanur.
B ¢ozeltisi

* % 1’ lik CuS04.5 H20

* % 2’ lik NaK Tartarat

1:1 (v/v) karstirilir
C ¢ozeltisi

* 50 ml A ¢ozeltisi + 1 ml B ¢ozeltisi karistirilir

* 1N Folin-Ciocalteu ayiraci

200 pl numune

|

1 ml C ¢ozeltisi

llO dakika oda sicakliginda inkiibasyon
100 pl Folin Ayiraci

l30 dakika oda sicakliginda inkiibasyon

750 nm’de absorbans 6l¢iiliir

Elde edilen absorbanslar protein standart grafigi yardimiyla protein miktari

hesaplandi.
BSA Standart Egri
1
0,8
£ 06 y =0,2593In(x) + 0,8944
£ R? = 0,9891
204
02
0

o o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 1,2

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.1. Protein standart grafigi.
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3.10. a-Amilaz (EC 3.2.1.1) Tayini

Amilaz, tiikiiriik ve pankreasta bulunan glikosit hidrolaz enzim ailesine ait olup,
nisasta icerisinde bulunan glukoz molekiilleri arasindaki a-1,4-glikozit baglarmnin
parcalanmasini saglar. a-Amilaz aktivite olciimii Alpha-Amylase Assay kit (Abnova)
kullanilarak tayin edilmistir. Coziinmeyen boyali bir ¢iftlesmis amiloz azur substrati a-
Amilaz tarafindan pargalanir. Olusan renk siddeti 595 nm de Olciilerek 6rnekteki enzim
aktivitesi tespit edilir (Rinderknecht ve ark., 1967).

Analizin Yapihsi:

1. Gruplandirilmis bos 1.5 mL lik ependorf tiiplere 10 pL 6rnek konur. Uzerine 190 uL
substrat eklenerek diisiik devirde vortekslenir ve 5 dakika inkiibe edilir.

Kor olarak sadece 10 pL saf su, 190 uL substrat ve 80 uL stop reagent kullanilir.

2. Her ornek tiipiine 80 pL Stop Reagent eklenerek reaksiyon durdurulur. Karisim
hemen vortekslenir ve 14.000 rpm, 5 dakika ve +4°C’de santrifiij edilir. 200 pL
siipernatant dikkatlice alinir ve 96-well kuyucuklara transfer edilir. Farkl iki kuyucuga
200 pL saf su ve 200 pL kalibrator eklenir.

3. 595 nm de plate reader ile okuma yapilir.

Hesaplama:

a-Amilaz aktivitesi (U/L): (ODgrmex-ODprank)/(ODea-ODr20) X 1 x 550 (U/L)

ODg¢nek: Numunenin absorbans degeri
ODyjank: Blank absorbans degeri

OD¢a : Kalibratoriin absorbans degeri
ODip0 : Distile suyun absorbans degeri
n : Diliisyon faktori

550  : Analiz kosullarinda kalibratoriin equivalent aktivitesi
3.11. a-Glukozidaz (EC 3.2.1.20) Tayini

Ince bagirsagm i¢ yiizeyindeki fir¢a kenarlarinda bulunan a-Glukozidaz, nisasta
ve glikojen gibi karbonhidratlarin parcalanmasini saglar. Glukozun a-bagli polimerleri

iceren glukokonjugatlardan glikozil rezidiilerinin koparilmasini gerceklestirir. a-



40

Glukozidaz aktivite dl¢limii, Alpha-Glucosidase Assay (Assay bio Tech) kullanilarak
tayin edilmistir. a-Glukozidaz, 4-Nitrofenil a-D-glukopiranozit ile reaksiyona girer ve
sar1 renkli bir kompleks olusur. Olusan bu kompleksin 405 nm’de verdigi absorbansin
Ol¢iilmesi ile aktivite tayini gerceklestirilir (Kim ve ark., 2005).

Analizin Yapihsi:
1. En az iki tekerriir olacak sekilde her 6rnek ve standarttan 50 pL biitiin kuyucuklara
eklenir.
2. Standart, kontrol ve Ornek kuyucuklarmin her birine 50 pL Reaction Mix
karisimindan eklenir.
3. 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek ve 405 nm de mikroplate reader ile tek

seferde okuma yapilir.

Hesaplama:

a-Glukozidaz (mU/mL)= [(ODgmek - ODpiank) / EgIim] x n

ODg¢nek: Numunenin absorbans degeri
ODyjank: Blank absorbans degeri

n : Diliisyon faktori

3.12. 8-OHdG (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin)

DNA hasarinda ELISA, (enzyme-linked immunosorbent assay) serumda 8-
OHdG’nin tespiti ile miktar tayini i¢in hizli ve hassas bir yontemdir. Prensip olarak,
tetrametilbenzidin substratinin mikroreader ile 450 nm de Ol¢iimiine dayanmaktadir.
Olusan sar1 rengin siddeti 8-OHdG’nin konsantrasyonuyla ters orantilidir. Serum
orneklerindeki 8-OHdG ticari ELISA kiti kullanilarak tespit edildi (Enzo Life Science
ADI-EKS-350).

3.13. Histopatoloji

Deneme sonunda siganlarin karaciger ve pankreas dokularindan parcalar alind1
ve Fosfat tuz tamponu (PBS) ile yikandi. Ardindan dokular %4’liikk soguk, taze
hazirlanan paraformaldehitte 2 saat bekletilerek tespit edildi. Tespit isleminin ardindan

dokular PBS ile yikanarak %0.1 sodyum azid iceren %30’luk siikroz ¢ozeltisinde
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bekletildi. Karaciger ve pankreas dokusu i¢in rutin parafine gdmme ve hematoksilen-
eozin ile boyama yapildi. Boyamasi yapilan preparatlar Leica ICC 50 151k mikroskobu
ile goriintiilenerek degerlendirildi (Bancroft ve Stevens, 1982). Dokularin istatistik
analiz ¢alismasi i¢in 6 6rnek degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki farkin 6nemli olup

olmadigmai tespit etmek icin Minitab 14 paket programi yardimiyla Z oran testi yapildi.
3.14. immiinohistokimya

Pankreas Immuno-histokimyasal olarak ABC metoduna uyularak boyand:
(Kanter ve ark., 2006). De-parafinizasyon sonrasi peroksidaz aktivitesini inhibe etmek
icin %3'liik H,O,'de 30 dk bekletildi ve distile su ile yikandi. Non spesifik baglanmalari
onlemek i¢in 1/4 diliisyonda PBS ile hazirlanan normal ke¢i serumunda (DAKOX 0907,
Denmark) protein blok yapildi. Kesitler Monoklanal Insiilin proteininde (18-0066,
Zymed, San Francisco, CA) 1/40 konsantrasyonda (+4 C) bir gece bekletildi. Kesitler
30 dk PBS ile yikandi. Biotinli antimouse IgG (DAKO LSAB 25 Kit) 30x2 dk.
bekletildi ve PBS ile yikandi. AEC (Aminoethylcarbazole Substrate Kit, Zymed
Labaratouries) 10 dk. bekletildi ve ¢esme suyunda yikandi. Hemetoksilen ile zit boyama
yapilarak su bazli yapistirict ile kapatildi. Boyamasi yapilan preparatlar Leica ICC 50

151k mikroskobu ile goriintiilenerek degerlendirildi.

3.15. istatistiksel Analizler

Elde edilen bulgular istatistik olarak degerlendirilerek, aritmetik ortalamalar1 (X)
ve standart sapmalar1 (+SD) bulundu. Gruplar arasindaki farkin 6nemli olup olmadigini
tespit etmek icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi; one-way ANOVA) testi
uyguland1. ikili gruplarm kendi aralarinda karsilastirilmas: icin de POST HOC
testlerden varyanslarm esit olmasi durumunda Tukey HSD testi, varyanslarin esit
olmamas1 durumunda ise Tamhane’s T2 testi yapildi1 (Pallant, 2001). Anlamlilik smir1
olarak p<0.05 kabul edildi. Bu istatistiki islemler SPSS.18 paket programi ile
gerceklestirildi.



4. BULGULAR

Pek cok metabolik etkisi bulunan zeytin yapragmnin, fenolik profilinin ortaya
konmasi, antioksidan, hipoglisemik, hepatoprotektif ve DNA oksidatif hasarmin
arastirilmasi amaciyla planlanan bu ¢alisma sonucu elde edilen bulgular, ¢izelgeler ve
sekiller halinde asagida verilmistir.

Zeytin yapragmin ekstraksiyonu sonucu Waters Serisi HPLC cihazinda 280 nm
dalga boyunda elde edilen sulu ekstraktaki polifenolik bilesik profilinin kromotogrami

Sekil 4.1°de ve miktarlar1 da Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. OLE’nin 280 nm dalga boyundaki fenolik bilesik profili

Fenolik Tutulma Miktar Bagil miktar
Bilesikler Zamani (dk) (ng/g) (%)
Hidroksitirozol 1,889 461,05 2,84
Tirozol 2,439 41,6 0,25
Verbaskozit 3,221 357.,6 2,20
Oleuropein 8,702 15335,55 94,68

0.08-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00 9.50 10.00
Minutes

Sekil 4.1. OLE’nin HPLC kromotogrami. 1. Hidroksitirozol, 2. Tirozol, 3. Verbaskozit,
4. Oleuropein.

Cizelge 4.1°deki fenolik bilesik profili bulgularina goére, oleuropein 15335,55;
hidroksitirozol 461,05; verbaskozit 357,6 ve tirozol 41,6 pg/g bulunmaktadir.
Kromotogramda 1.50 dk’da ilk gelen pik metanole aittir.

Yapilan LDsy denemesi sonucu; biri kontrol grubu olmak iizere 4 farkli (500-
1000-2000-4000 mg/kg) letal doz wuygulamasi sonucu hi¢ bir grupta Olim

gerceklesmemistir.
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Cizelge 4.2. OLE uygulanan diyabetik sicanlarin ¢esitli parametreleri

KG DG D+25 D+50 D+100 D+inf D+Ak
Analizler _ _ _ _ _ _ _
X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
Glukoz (mg/dL) 1129 566+37 444+41 510+14 500441 520415 511£28
HbA . (%) 4,5+0,2 9+0,4 7,4+0,2 7,7+0,5 7,4+0,3 7,7+0,4 8,1+0,3

a-Amilaz (U/L) 29694198  1950+182  1063+87 1135493 1340+136  1534+129  1296+184

o-Glukozidaz

3166119  3475+180  2696+201  3262+82  3301+148  3364+104  3132+122
(mU/mL)

OLE uygulanan diyabetik si¢canlarin kan Glukoz ve HbA,. diizeylerinden elde
edilen bulgular asagida sunulmustur (Sekil 4.2-3).

Glukoz

700

Glukoz (mg/dL)

u KG m DG mD+25 m D+50 m D+100 m D+inf = D+Ak

Sekil 4.2. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin kan glukoz diizeyleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Sekil 4.2’de sunulan grafikte, kan glukoz degerlerinin ortalama ve standart
sapmalar1 (X + SD) KG, DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda
sirastyla; 112.248.7, 566+36.9, 443.7+41.2, 510.2+14.2, 499.5+40.6, 520+15.3 ve
511,0£28,5 mg/dL olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglara gore; kan glukoz seviyeleri karsilastirildiginda, glukoz seviyesinin

diyabet grubunda en yiiksek diizeye ulastigi goriilmektedir. OLE uygulanan gruplarda
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ise, kan glukoz seviyesinin diyabet grubuna gore azalmasina ragmen, sadece D+25

grubunda istatistik olarak anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

HbA1c

HbAlc (%)

HKG B DG HD+25 H D+50 H D+100 B D+inf m D+Ak

Sekil 4.3. OLE uygulanan diyabetik siganlarin HbA, diizeyleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Sekil 4.3’deki grafikte, HbA,. seviyelerinin ortalama ve standart sapmalar1 % (X
+ SD) KG, DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda sirasiyla 4.5+0.2,
9+0.4, 7.4+0.2, 7.7+0.5, 7.4+0.3, 7.7+0.5 ve 8.1+0.3 olarak tespit edilmistir.

Bu bulgulara gore; HbA . seviyesinin biitiin diyabetik gruplarda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiikseldigi goriilmektedir (p<0.05). Diger yandan D+25, D+50,
D+100, D+inf ve D+Ak gruplari, diyabet grubuyla karsilastirildiginda, HbA,.

seviyesindeki diisiisler istatistik olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

OLE wuygulanan diyabetik si¢anlarin pankreas a-Amilaz ve bagirsak o-

Glukozidaz aktivitelerinden elde edilen bulgular asagida verilmistir.
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Sekil 4.4. OLE uygulanan diyabetik sicanlarin a-Amilaz ve a-Glukozidaz aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Yukaridaki grafikte a-Amilaz ve a-Glukozidaz enzim degerlerinin ortalama ve
standart sapmalar1 (X £+ SD) Sekil 4.4’te gosterilmistir. a-Amilaz aktivite degerleri KG,
DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarmin ortalamalar1 sirasiyla 2969+198,
1950+182, 1063+87, 1135493, 1340+136, 15344129 ve 1296+184 (U/L) olarak tespit
edilmistir. a-Glukozidaz aktivite degerleri ise, KG, DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve
D+Ak gruplarinda sirasiyla 3166+119, 3475+180, 2696201, 3262+82, 33014148,
3364+104 ve 3132+122 (mU/mL) olarak elde edilmistir.

Diyabet grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, a-Amilaz aktivitesinin
istatistik olarak anlamli derecede diistiigii, ancak o-Glukozidaz aktivitesinin ise
yiikseldigi goriilmektedir (p<0.05). D+25 grubu ise ikili karsilastirmada hem kontrol
hem de diyabet grubuna goére her iki enzim aktivitelerinde azalma istatistik olarak
anlamli bulunmustur (p<0.05). D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplari, D+25 grubu ile
karsilastirildiginda a-Glukozidaz aktivitesindeki artis istatistik olarak anlamlidir. Benzer
sekilde, D+Ak grubunun, diyabet grubuna gore a-Glukozidaz aktivitesi azalmasi da
istatistik olarak anlamhdir (p<0.05). Diger yandan D+50, D+100, D+inf ve D+Ak
gruplarmin, kontrol ve diyabet grularina gore a-Amilaz aktivite diisiisleri de istatistik

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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OLE wuygulanan diyabetik si¢canlarin serum parametrelerinden elde edilen

bulgular asagida sunulmustur.



Cizelge 4.3. OLE uygulanan diyabetik sicanlarin serum parametreleri

SERUM KG DG D+25 D+50 D+100 D-+inf D+Ak
(UL) X + SD X + SD X + SD X + SD X + SD X + SD X + SD
AST 95+11,2 236:24°  171,7415,5° 17024253 161,5£15,4™  175,8+16,1*°  193,7+13,4%
ALT 44,8+4 123,3+17,3*  8749,3*®  66,0£12,1%°¢  73,7£12,1*°  76,7+£12,3" 81,7+7,7%
LDH 4483454,5  656,8£56°  602,5£57,2°  626+53,3°  624438,1°  488,8+38,5°%¢  620,8481,2%
KOLESTROL 64,8437  51,8+8,7° 45,8+6,6° 70,046,7%  74,3+6,2°¢ 62,242,8°° 59,5+5,1°°

TRIGLISERIT 770435 79,6562  4634,9%°  6726,0°  66,8£6,8°  64,556,5°7° 64,2457
KREATININ 0,50£0,02  0,70+0,06°  0,60£0,05*®  0,67£0,01*°  0,67£0,03*°  0,67+0,03*°  0,71+0,02*¢

URE 37,843,8  62,8462°  68,5£58" 69,0459  87,3+7,7*" 69,7+3,8*°  83,046,8%°4f
URIK ASIT 1,340,2 1,6£0,2 1,340,1 1,4+0,1 1,6£0,1 1,4+0,2 1,4+0,2
a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05). b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05). d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamhidir (p<0.05). f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Ly
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Cizelge 4.3°deki sonuglara gore; diyabet grubunun AST ve ALT degerlerinde,
KG’na gore istatistik olarak anlamli yiikselme gozlenmistir (p<<0.05). AST ve ALT
degerlerinin diyabetik grupta artmasima ragmen, D+25, D+50, D+100, D+Inf ve D+Ak
gruplari istatistik olarak azaldigi gozlenmistir (p<0.05).

Diyabetik grupta LDH diizeyi, kontrol grubuna goére anlamli bir artis
gostermistir (p<0.05). D+25, D+50 ve D+100 gruplarindaki LDH diizeyinde diisiis
olmasina ragmen, bu disiisiin istatistik olarak bir anlam1 yoktur. D+inf grubunda ise
DG’na gore istatistik olarak anlamli bir diisiis vardir (p<0.05).

Kolestrol degerlerinde, DG ve D+25 gruplarinda KG’na gore istatistik olarak
anlamli azalma goriilmiistiir. Buna karsilik, D+50 ve D+100 gruplarinda DG’na gore
istatistik olarak anlamli artis gézlenmistir (p<0.05).

Trigliserit seviyesi, DG’na gore D+25, D+50 ve D+100 gruplarinda istatistik
olarak anlamli derecede diismiistiir (p<0.05).

Bobrek fonksiyon testlerinden Kreatinin seviyesi KG’na gore, biitiin diyabetik
gruplarda istatistik olarak yiikselmistir (p<0.05). Buna karsiik OLE wuygulanan
gruplardan D+25 grubunda, diyabet grubuna gore kreatinin seviyesindeki azalma
istatistik olarak anlamlidir (p<0.05). Diger OLE gruplarinda ise, diyabet grubuna gore
istatistik olarak anlamli olmasa da kiiciik bir azalma goriilmektedir.

Benzer sekilde, Ure seviyelerinde de KG’na gore, biitiin diyabetik gruplarda
istatistik olarak anlamli artis gozlenmistir. Buna karsilik, DG’na goére biitiin OLE
gruplarinda tire seviyesinde istatistik olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.05).

Urik asit miktarlarinda ise, gruplarda meydana gelen degisimler istatistik olarak

anlaml1 bulunmamastir.
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OLE uygulanan diyabetik sicanlarin karaciger protein oksidasyon diizeyleri ile

ilgili elde edilen bulgular asagrya ¢ikarilmigtir.

PC

Ly
)

oy
i

'
N
L

a,c

=
I

PC (nmol / mg protein)
) o
o )

o
>

o
N

(=]

B KG mDG B D+25 W D+50 ® D+100 o D+inf m D+Ak

Karaciger

Sekil 4.5. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin Protein Karbonil diizeyi.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Sekil 4.5°de sunulan grafikte, PC diizeylerinin ortalama ve standart sapmalar1 (X
+ SD) KG, DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda sirasiyla 0.67+0.13,
0.71+0.23, 0.68+0.06, 0.88+0.17, 1.2+0.23, 0.93+0.06 ve 0.99+0.1 nmol/mg protein
olarak tespit edilmistir.

D+100 ve D+Ak gruplar1 KG ile karsilastirildiginda, PC deger, bakimindan
istatistik olarak anlamli artig goriilmektedir (p<0.05). Benzer sekilde, D+100, D+inf ve
D+Ak gruplari, D+25 grubuyla ikili olarak karsilastirildiginda da anlamli olarak
yiikseldigi bulunmustur (p<0.05). OLE gruplar1 arasinda ise sadece D+25 grubunun PC
diizeyini kontrol grubu degerlerine indirdigi goriilmektedir. D+25 grubunun diyabet
grubuna gore, PC diizeyini asag1 dogru diislirmesine ragmen istatistik olarak anlamli

olmadig1 gorilmiistiir.

OLE uygulanan diyabetik siganlarin GSH diizeylerinden elde edilen bulgular

asagida verilmistir.



Cizelge 4.4. OLE uygulanan diyabetik siganlarm ¢esitli dokularindaki GSH diizeyleri

GSH KG DG D+25 D+50 D+100 D-+inf D+AK
(nmol/mgdoku) 3, o gisD X + SD X + SD X + SD X + SD X + SD
Karaciger 4,92+0,18  3,55+0,29" 4,16+0,14*°  3,69+0,08"°  3,68+0,20*  4,53+0,30°%°  3,97+0,30°>
Bobrek 22040,12  2,6840,11° 3,0940,46 2814029  3,37+0,33" 323+0,16"°  2,98+0,11*
Kalp 1,32+0,11  1,14+0,14  1,33+0,30 1,50+0,10°  2,17+0,16™>¢  2,38+0,12*>4  1,7240,20*>¢"
Beyin 1,19+0,12  0,82+0,13* 1,01+0,11 1,27+0,12°¢  1,12+0,14° 1,09:0,03° 1,190,04°
Kan 7,5040,45  8,84+0,93  11,37+£0,96™"  12,43+0,50™" 13,10+0,85""°  12,28+0,86™"  11,46+0,73""*
(nmol/ml)

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

0¢
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Sekil 4.6. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin bazi1 dokularindaki GSH diizeyi.
a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
GSH
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Sekil 4.6. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin kan GSH diizeyi (Devamu).

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.4’deki sonuclar incelendiginde, DG’daki karaciger dokusu GSH
diizeyindeki azalma, kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Diyabet grubundaki bu azalmaya karsilik, D+25, D+inf ve D+Ak gruplarinda
istatistik olarak anlamli artis olmustur (p<0.05).

Bobrek dokusunda GSH diizeyinde, diyabet grubu, kontrol grubuna gére anlamli
bir artis gdstermistir. D+100, D+inf ve D+Ak gruplar1 kontrol grubuna gore, D+inf ve
D+Ak gruplar1 da diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli yiikselme gdstermistir
(p<0.05).

GSH diizey1 kalp dokusunda, kontrol grubuna gére D+100, D+inf ve D+Ak
gruplarnda anlamli olarak arttig1 goriilmektedir. Ayrica, diyabet grubuna gore, D+50,
D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda GSH diizeyindeki artista istatistik olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05).

Beyin dokusu diyabet grubu, KG’na gore anlamli diizeyde azalma gostermistir.
Buna karsilik, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda GSH diizeyi DG ile
karsilastirildiginda, istatistik olarak anlamli derecede arttig1 tespit edilmistir (p<0.05).

Son olarak, kan dokuda OLE uygulanan gruplarda ve akarboz grubunda hem
kontrol hem de diyabet gruplarina gére GSH diizeyindeki artma istatistik olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.7. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin kan G6PD aktiviteleri.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamhidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

Sekil 4.7°de, GO6PD aktivite degerleri icin gruplarin ortalama ve standart
sapmalar1 (X + SD) KG, DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda
sirastyla 1.19+0.08, 1.21+0.1, 1.62+0.07, 1.53+0.07, 1.66+0.09, 1.30+0.08 ve 1.14+0.07
EU/mL olarak tespit edildigi goriilmektedir.

Gruplar ikili olarak birbirleri ile karsilastirildiginda, D+25, D+50 ve D+100
gruplarinin G6PD aktivite artis1 kontrol ve diyabet gruplarina gore istatistik olarak
anlamli derecede yiikselme gostermistir (p<0.05). D+inf ve D+Ak grubu, kontrol ve

diyabet grubu degerlerinde seyretmektedir.

OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin SOD aktivilerinden elde edilen bulgular

asagida sunulmugtur.



Cizelge 4.5. OLE uygulanan diyabetik sicanlarin ¢esitli dokularindaki SOD aktiviteleri

SOD KG DG D+25 D+50 D+100 D-+inf D+AKk
EU/mg — — - —
protein X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD X+SD
Karaciger  5575:0,85  20,860,45"  24,13£0,50"°  2426:0,82"  2448+0,79°  23,32+0,73*"  21,90+0,65%%°"
Bobrek 29,70+0,65 25,61+1,38°  28,60+0,20 27,9140,66° 28,05+0,57° 27,99+0,34"  25,93+1,03%%°
Kalp 30,91£0,99  26,56+0,92°  29,77+0,30°  29,94+0,26°  30,72+0,31%%¢  29,60+0,50"°  27,61%1,01%%
Beyin 440,39+531  403,31+10,76"  431,9849,43°  433,90+5,11°  428,66+6,23"  420,44+3,02*> 411,315,874

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.8. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin bazi dokularinin SOD aktivitesi.
a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.8. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin bazi dokulariin SOD aktivitesi (Devami)

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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SOD aktivitesi i¢in karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokularinda gruplara ait
tanimlayict istatistikler ve karsilastrma sonuglar1 Cizelge 4.5 ve Sekil 4.8°de
verilmistir.

Biitiin dokular i¢in diyabet gruplari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; SOD
aktivitesindeki azalma istatistik olarak anlamlidir (p<0.001). Buna karsm, karaciger,
kalp ve beyin dokularinda OLE uygulanan (D+inf dahil) diyabetik gruplarda (D+25,
D+50, D+100 ve D+inf) SOD aktivitesinin DG’a gore istatistik olarak anlamli derecede

arttig1 gorilmiistir (p<0.05).

OLE uygulanan diyabetik sigcanlarin GPx aktivitelerinden elde edilen bulgular

asagida verilmistir.



Cizelge 4.6. OLE uygulanan diyabetik siganlarin ¢esitli dokularindaki GPx aktiviteleri

Gp KG DG D+25 D+50 D+100 D-+inf D+Ak

X

EU/mg protein X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD
Karaciger 11,02+0,86  3,6140,31%  4,694+0,30™°  7,9540,58%"¢  529+0,57**¢  6,16+0,76*>¢  4,86+0,60*>4
Bobrek 2,2440,37  3,10+0,38  3,83+0,74"  3,58+0,38"  4,35+0,69""  3,66+0,78" 4,810,447
Kalp 1,17£0,12  0,86+0,10° 1,35+0,22°  1,16+0,15 1,24+0,16° 1,32+0,33 0,79+0,07%%<
Beyin 0,80+0,05  0,73£0,03  0,98+0,05*° 1,01+0,14 1,01+0,19 1,21£0,10*>  0,8140,11°

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.9. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin bazi dokularinin GPx aktivitesi.
a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.9. OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin bazi dokularinin GPx aktivitesi (Devamu).

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Dokularda GPx aktivitesi i¢in gruplara gore tanimlayici istatistikler ve
karsilastirma sonuclar1 Cizelge 4.6 ve Sekil 4.9°da verilmistir.

Karaciger dokusunda GPx aktivitesi, biitiin diyabetik gruplarda KG’na gore
istatistik olarak anlamli azalma gostermistir. Diger taraftan, GPx aktivitesi OLE
gruplarinda (D+50 grubunda daha fazla olarak) DG’na gore istatistik olarak anlamli
artig gostermistir (p<0.05).

Bobrek dokusunda, GPx aktivitesi, DG’na gore D+100 ve D+Ak gruplarinda
istatistik olarak anlamlr artis gézlenmistir (p<0.05).

Kalp dokusundaki GPx aktivitesi, diyabet grubunda, KG’na gore anlamli azalma
gostermesine karsin, D+25 ve D+100 gruplarinda anlamli artig géstermistir (p<0.05).

Beyin dokusunda ise DG’nun KG’na gore aktivite azalmasi istatistik olarak
anlamli bulunmamistir. Ancak, DG’nun aktivite diisiikliigiiniin aksine, D+25 ve D+inf

gruplaridaki aktivite artis1 anlamli bulunmustur (p<0.05).

OLE uygulanan diyabetik sicanlarin KAT aktivitelerinden elde edilen bulgular

asagida sunulmugstur.



Cizelge 4.7. OLE uygulanan diyabetik siganlarm ¢esitli dokularindaki KAT aktiviteleri

KG DG D+25 D+50 D+100 D-+inf D+Ak
KAT
EU/mg protein X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD X +SD
Karaciger 3.26+0,32 1,90+0,23° 1,98+0,11? 2,36+0,23*° 2,06+0,19° 2,25+0,20° 1,88+0,19%
Bobrek 0,89+0,08 0,62+0,02° 0,71+0,12 0,61+0,03° 0,71+0,08 0,77+0,09 0,63+0,09°
Kalp 0,116+0,005  0,162+0,004* 0,159+0,009° 0,153+0,005*  0,159+0,007° 0,1494+0,008*  0,144+0,006>>°°
Beyin 0,057+0,004  0,058+0,005  0,062+0,002  0,073+0,010*°  0,075+0,007*>¢  0,067+0,005  0,053+0,005%"

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+Inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 4.10. OLE uygulanan diyabetik siganlarin bazi dokularinin KAT aktivitesi.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamhdir (p<0.05).
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Sekil 4.10 OLE uygulanan diyabetik si¢anlarin bazi dokularinin KAT aktivitesi (Devamu).

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
f: D+inf grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.7°deki Katalaz aktiviteleri degerlendirildiginde; karaciger dokusunda
ki aktivite bakimindan diyabet grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistik
olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir. OLE uygulanan gruplar arasinda ise sadece
D+50’nin diyabet grubuna gore yiikselisi istatistik olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Bobrek dokusundaki katalaz aktivitesi diyabet grubu, D+50 ve D+Ak
gruplarinda azalmasi, kontrol grubuna gore anlamlidir (p<0.05). Ancak, D+25, D+100
ve D+inf gruplarinda artis goriilmesine ragmen, bu artis diyabet grubuna gore anlamli
bulunmamastir.

Beyin dokusu Katalaz aktivitesi bakimmdan kontrol ile diyabet gruplari
arasindaki fark, istatistik olarak anlamli bulunamamistir. OLE uygulanan D+50 ve
D+100 gruplarminin her ikisinde de kontrol ve diyabet grubuna gore aktivite artisi
istatistik olarak anlamlhidir (p<0.05).

Kalp dokusunda ise diger dokulardaki aktivite degisikliklerinden farkli olarak,
diyabetik gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 6nemli derecede anlamli bir artig

tespit edilmistir (p<0.001).
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OLE uygulanan diyabetik sicanlarin oksidatif DNA hasar diizeylerinden elde

edilen bulgular asagida sunulmustur.
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Sekil 4.11. Diyabetik siganlarm oksidatif DNA hasar 8-OHdG konsantrasyonu.

a: Kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
b: Diyabet grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
c: D+25 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
d: D+50 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
e: D+100 grubu ile arasindaki fark anlamlidir (p<0.001).
f: D+Inf grubu ile arasmdaki fark anlamlidir (p<0.001).

Sekil 4.11°de, diyabetik siganlarm oksidatif DNA hasar 8-OHdG konsantrasyon
ortalama ve standart sapmalar1 (X + SD) verilmistir. 8-OHdG konsantrasyon degerleri
icin KG, DG, D+25, D+50, D+100, D+inf ve D+Ak gruplarinda ortalamalar sirasiyla
1.240.13; 13.9+2.1; 1.5+£0.4; 1.7+0.5; 1.5+0.5; 5.7+0.9 ve 10.0£1.9 ng/mL olarak tespit
edilmistir.  Diyabet grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 8-OHdG
konsantrasyonlarinda istatistik olarak anlamli artis oldugu goriilmektedir (p<0.001).
Buna karsm, OLE uygulanan D+25, D+50 ve D+100 gruplarmin 8-OHdG
konsantrasyonlari, diyabet grubu ile karsilastirildiginda, degerlerin kontrol grubu
seviyelerine diistiigli ve bu diisiislin istatistik olarak anlamli oldugu gorilmiistiir
(p<0.001). D+inf ve D+Ak gruplarinin, kontrol grubuna gore konsantrasyon artiglar1
onemli olmasmna karsm, D+Inf grubu, diyabet grubu ile karsilastirildiginda

konsantrasyondaki azalmanin 6nemli diizeyde oldugu goriilmektedir (p<0.001).
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OLE uygulanan diyabetik sicanlarin karaciger ve pankreas dokularinin

histopatolojik bulgular ¢izelge 4.8 ve 4.9 da verilmistir.

Cizelge 4.8. OLE nin pankreas ve karaciger tlizerindeki histopatolojik bulgulari

Lezyonlar KG DG  D+25 D+50 D+100 D+inf D+Ak
(Pankreas)

Dejenerasyon -/6 6/6° 2/6° 1/6° 1/6° 3/6° 4/6°
Nekroz -/6 4/6° 2/6 1/6° 1/6° 3/6° 4/6°
Langerhans adaciklarinda 6 4/6° 2/6 2/6 1/6° 3/6° 4/6°
atrofi

Lezyonlar

(Karaciger)

Dejenerasyon -/6 6/6° 2/6° 2/6° 1/6° /6> 3/6*
Nekroz -/6 5/6° 2/6° 2/6° 2/6° 3/6° 2/6°
a: KG ile arasindaki fark anlamlidir b: DG ile arasindaki fark anlamlidir

Cizelge 4.9. OLE’ nin pankreas ve karaciger tizerindeki histopatolojik bulgularmin ikili
grup karsilastirmalarinin p degerleri

Pankreas Karaciger
ikili Gruplar Dejenerasyon Nekroz L. ada. atro. Dejenerasyon Nekroz
p p p p p
KG -DG 0,000 0,001 0,001 0,000 0,000
KG - D+25 0,083 0,083 0,273 0,083 0,083
KG - D+50 0,273 0,273 0,083 0,083 0,083
KG -D+100 0,273 0,273 0,083 0,273 0,083
KG - D+inf 0,014 0,014 0,014 0,273 0,014
KG - D+Ak 0,001 0,001 0,001 0,014 0,083
DG - D+25 0,001 0,221 0,221 0,001 0,042
DG - D+50 0,000 0,042 0,221 0,001 0,042
DG - D+100 0,000 0,042 0,042 0,000 0,042
DG - D+ inf 0,014 0,552 0,552 0,000 0,190
DG - D+ Ak 0,083 1,000 1,000 0,014 0,042
D+25-D+ 50 0,497 0,497 0,497 1,000 1,000
D+25 - D+100 0,497 0,497 0,497 0,497 1,000
D+25 - D+inf 0,552 0,552 0,190 0,497 0,552
D+25 - D+Ak 0,221 0,221 0,042 0,552 1,000
D+50 - D+100 1,000 1,000 1,000 0,497 1,000
D+50 - D+inf 0,190 0,190 0,552 0,497 0,552
D+50 - D+Ak 0,042 0,042 0,221 0,552 1,000
D+100 - D+inf 0,190 0,190 0,552 1,000 0,552
D+100 - D+AkK 0,042 0,042 0,221 0,190 1,000
D+inf - D+Ak 0,552 0,552 0,552 0,190 0,552

Karaciger dokusunda histopatolojik bulgular dejenerasyon ve nekroz alanlarma

gore degerlendirildi. Karaciger histopatolojik bulgular1 Cizelge 4.8’de 6zetlendigi tlizere,
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diyabet grubundaki dejenerasyon ve nekroz alanlarmin artig oran1 kontrol grubuna gore
istatistik olarak anlamli bulundu (p<0.001). Buna gore OLE gruplarinda da yer yer
olmakla birlikte, dejenerasyon ve nekrozlarin diyabet grubuna gore azalmasi anlamlidir.

Pankreas dokusunda ise histopatolojik bulgular; dejenerasyon ve nekroz alanlari
ile Langerhans adaciklarinda atrofi Ozelliklerine gore degerlendirildi. Pankreas
histopatolojik bulgular1 Cizelge 4.8’de 0Ozetlendigi iizere, diyabet grubundaki
dejenerasyon ve nekroz alanlarmin artisi, kontrol gruba gore istatistik olarak anlamli
bulundu (p<0.001). Ayrica diyabet grubunda Langerhans adaciklarinda gerceklesen
atrofinin anlamli diizeyde oldugu goriildii (p<0.001).

Karaciger ve pankreas histopatolojisinde OLE gruplarmm (D+25, D+50 ve
D+100) kendi aralarinda benzer goriintii olmasindan dolayr 6rnek olarak sadece en
yiiksek doz olan D+100 grubu tercih edildi. Benzer sekilde pankreas
immunohistokimyasal reaksiyonda 6rnek olarak sadece en yiiksek doz olan D+100
grubu tercih edildi.

OLE wuygulanan diyabetik si¢anlarin karaciger dokularimin mikroskopik

incelemesi sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.12-14 de sunulmustur.

50 pm

Sekil 4.12. Kontrol grubu karaciger dokusu histolojik goriiniimii. H.E., Bar=50um.

Kontrol grubunda si¢anlarin karaciger dokulari normal histolojik goriiniime

sahiptir (Sekil 4.12).
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Diyabet grubunda, si¢anlarin karaciger dokusunun mikroskobik incelemesinde

hepatositlerin sitoplazmasinda vakuoler dejenerasyon belirtileri olan vakuoler (oklar) ve

hidropik dejenerasyonlar gézlendi (Sekil 4.13).
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Yukardaki sekilde ekstrakt uygulanmis diyabetik gruplarda kontrol grubuna

benzer histolojik bulgular goriildii. Buna ek olarak ¢ok nadir perisiniizoidal hiicrelerde

artis ve sintizoidal fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 goriildii (Sekil 4.14).
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OLE wuygulanan diyabetik sicanlarin  pankreas dokularimin  mikroskopik

incelemesi sonucu elde edilen bulgular Sekil 4.15-17 da sunulmugstur.

Sekil 4.15. Kontrol grubu pankreas Langerhans adacigmin histolojik goriiniimii. H.E.,
Bar=50pm.

Kontrol grubunda sigcanlarin Pankreas Langerhans adaciklari normal histolojik

goriiniime sahiptir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16. Diyabet grubu pankreas Langerhans adaciginin histolojik goriiniimii. H.E.,
Bar=50pm.

Diyabet grubunun mikroskobik incelemesinde; pankreas Langerhans adacik
hiicrelerinde dejeneratif ve nekrotik (oklar) degisiklikler belirgin olarak izlenmektedir.
Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 siskin ve ¢ekirdekleri piknotik degisiklilere sahiptir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.17. D+100 grubu pankreas Langerhans adaciginin histolojik goriinimii. H.E.,
Bar=50pm.

Sekil 4.17°de, Pankreasta Langerhans adacigindaki hiicrelerde diyabet grubuna
benzer sekilde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler bulunmakla birlikte, bu olgular hafif

olarak izlenmektedir.
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Immiinohistokimyasal boyama yapilan pankreas dokularimin mikroskopik

incelemesi sonucu elde edilen bulgular asagida sunulmustur (Sekil 4.18-20).

st ol MOES A TE NN M L O RN
Sekil  4.18.  Kontrol ~grubu pankreas Langerhans adacigi  f-hiicrelerinin
Immunohistokimyasal reaksiyonu. Immunoperoksidaz-Hematoksilen,
Bar=50pm.
Insiilin antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapilan pankreas

doku kesitlerinde, sitoplazmalar1 boyanan Langerhans adacigi B-hiicreleri insiilin pozitif

hiicreler olarak kabul edildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. Diyabet grubu pankreas Langerhans adacigi p-hiicrelerinin
Immunohistokimyasal reaksiyonu. Immunoperoksidaz-Hematoksilen,

Bar=50pm.
Langerhans adacigindaki (oklar) insiilin i¢in immunoperoksidaz-Hematoksilen

ile zit boyamasi sonucu diyabet grubunda negatif reaksiyon tespit edilmistir (Sekil

4.19).
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Sekil 4.20. D+100 grubu pankreas Langerhans adacigi  -hiicrelerinin
Immunohistokimyasal reaksiyonu. Immunoperoksidaz-Hematoksilen,

Bar=50pm.
Diger taraftan OLE tedavisi uygulanan gruplarda, B-hiicrelerinde insiilinin kismi

immunoreaktif pozitif (oklar) oldugu goriilmektedir (Sekil 4.20).



5. TARTISMA ve SONUC

Kiiresel bir saglik sorunu olan diyabetin tedavisinden dnce 6nlenmesi hem birey
hem de saglik politikas1 i¢cin daha 1yi bir ¢dziim oldugu bilinen bir gergektir. Bu amag
dogrultusunda hem bireye hem de bireylerin bilinglendirilmesine katki saglayacak
cesitli kuruluslara biiylik sorumluluk diismektedir. Gerek kliniksel gerekse deneysel
olarak diyabet ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma mevcuttur. Yapilan bu ¢aligmanin ana ¢ikis
noktasmi olusturanda, milyonlarca diyabetli bireyin muzdarip oldugu ¢esitli faktorlere
multidisipliner bir bakis acis1 ile degerlendirmeye c¢alismaktir. Bunun iginde
Columella’nin zeytin i¢in De Re Rustica adl kitabinda bahsettigi gibi “evvelden gelen”
zeytin agacinin yapraklari segilmistir.

Zeytinin gecmisten beri siiregelen macerasinin bir Uriinii olan bu caligma,
zeytinin simdi oldugu kadar ileriki zamanlarda da dikkat ¢eken pek cok ozelliginin
arastirmalara konu olacagi asikardir. Zeytini bu kadar 6zel kilan, icerdigi biyobilesikler
ve bunlarin canlilara kazandirdig1 farkli metabolik etkilerinden dolayr gegmisten bu
giine insanlar tarafindan neredeyse “Ab-1 hayat1” vaat ettigi diisiincesidir. Zeytinin bu
sasirtict  etkilerinde basrolii oynayan Oleuropein, ¢alismanin odak noktasini
olusturmaktadir. Ayrica, Oleuropein’in metabolitleri olan hidroksitirozol ve tirozoliin
yani sira, verbaskozit de ¢calismanin diger biyofenolik bilesigidirler. Zeytin yapraginda
bulunan bu polifenolik bilesiklerin hipoglisemik, antioksidan, hepatoprotektif ve DNA
oksidatif hasarma kars1 etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bu dogrultuda ilk
olarak c¢alismada kullanilan zeytin yapraginda igerik analizi yapilarak uygulanacak
dozlarin belirlenmesi yapildi.

Oleuropein yapisi ilk defa Panizzi ve ark., (1958; 1960) tarafindan ortaya
konmustur. Oleuropein, sekoiridoidler grubuna ait olup Oleaceae, Gentianaceae,
Cornaceae ve diger pek c¢ok familyada bol bulunur. Oleaceae familyasindaki
sekoiridoidler genellikle glukozitlerin oleoside tipinden koken alirlar. Yani bir elenolik
asit ve bir glukozidik rezidiiniin kombinasyonudurlar. Oleuropein 2-(3.,4-
dihydroxyphenyl) ethanol (hidroksitirozol)’iin bir esteridir ve oleosidik iskelete sahiptir.
Bu Oleaceae familyasinda sekoiridoid glukozitlerinde yaygindir ve aglikon formunda

yagda ¢ozlinmeyen seker pargalarini olusturur (Soler-Rivas ve ark., 2000).
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Zeytinin gelisimi genellikle {i¢ evreye ayrilir. Bu evreler; Oleuropein olusumu ve
birikmesinin gergeklestigi “biiyiime evresi”, klorofil ve oleuropein seviyesinde
azalmanin gercgeklestigi “yesil olgunlasma evresi” ve son olarak antosiyaninlerin
belirmesiyle karaktarize olan ve Oleuropein seviyesinde azalmanin devam ettigi “siyah
olgunlasma evresi’dir. Bu Oleuropein seviyesinde ki azalmanin yaninda, verbaskozit
gibi diger polifenolik bilesiklerin seviyeleride artmaktadwr (Amiot ve ark., 1989).
Hidroksitirozol ve tirozol seviyesinde ki artislar, Oleuropein hidroliziyle koreledir.
Zeytin meyvelerinin gelisim evreleriyle esgiidiimlii olarak yapraklardaki metabolitlerin
miktarlarindaki degisimler de benzer sekilde olmaktadwr. Bu nedenle meyve ve
yapraklarin ne zaman hasat edildigi cok 6nemlidir.

Zeytin yapragmin ekstraksiyonu sonucu elde edilen miktarlarin HPLC ile tayini
sonucu polifenolik bilesik profilinin kromotogrami (Sekil 4.1)’de ve miktarlar1 Cizelge
4.1°de verilmistir. Distile su ile gergeklestirilen 80°C’deki bir gram zeytin yapragindan,
ekstraksiyon sonucu elde edilen Oleuropein miktar1 15335,55 pg (1,53 g/100 g zeytin
yapragi) olarak tespit edilmistir. Oleuropein i¢in elde edilen bu deger daha 6nce Panizzi
ve ark., (1958; 1960) tarafindan bildirilen %1.5 ile %2 arasinda tespit edilen degerler
ile paralellik gostermektedir. Jemai ve ark., (2009) benzer sekilde metanol ve su
karigim1 (4:1 v/v) ile yapilan bir ekstraksiyondan sonra evaprosyon ile yogunlastirarak
elde ettikleri dip kalintismin, igerik analizi sonucu oleuropein miktarmi 2.44 g/100 g
olarak tespit etmislerdir. Bagka bir ¢alismada (Briante ve ark., 2002b) ise, etanol/su
karisimindan (1:1 v/v) elde edilen ekstraksiyon sonucu % 10.4 Oleuropein miktar1 elde
edilmistir. Bu literatiir bulgusunun yiiksek olusunun sebebi, esktraksiyon sonrasi
liyofilizasyon yaparak yogunlastirdiklar: {iriiniin kuru agrlhik iizerinden calisilmig
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Yine daha 6nce yapilan baska bir calismada (Hayes
ve ark., 2011), zeytin yapraklar1 saf metanol ile karistirilarak doku homojenizatérii ile
ekstre edilmis ve Gradient solvent sistem ile HPLC analizi sonucu 1151.5 pg/mL
Oleuropein tayini yapilmistir. Hayes ve ark., (2011)’nin tespit ettikleri bu miktar,
yapilan mevcut ¢calisma da elde edilen miktarlar ile benzerlik gostermektedir. Yine ayni
calismada, verbaskozit, tirozol ve hidroksitirozol tayini de gerceklestirilmistir ve sirayla
tespit ettikleri miktarlar 68.6 pg/mL, 15.6 pg/mL ve 10.2 pg/mL olarak bildirilmistir.

Bu ¢alismada sunulan verbaskozit (357,6 pg/g), hidroksitirozol (461,05 pg/g) ve
tirozol (41,6 ng/g) miktarlarindaki literatiir verilerine gore artis dikkat cekmektedir.
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Bunun sebebi ¢caligmada materyal olarak kullanilan zeytin yapraklarinin Agustos ayinda
polifenolik profilinin ikinci evresi olan “yesil olgunlasma evresi’nde toplanmis
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Buna ilaveten, topragin bilesiminden ve iklimsel
faktorlerinde etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Ekstraksiyon sonucu elde edilen polifenolik profil sonrasinda zeytin yapraginin
herhangi bir toksik etkisinin olup olmadigini tespit etmek icin sicanlara letal doz (LDs)
uygulamasi yapildi. LDsy caligmalar1 ilk defa J. W. Trevan (1927) tarafindan
yapilmistir. Letal doz; bir maddenin tek seferde verildiginde test grubundaki
hayvanlarn % 50'sini 6ldiiren doz olarak tanimlanwr. Bu dogrultuda yapilan LDs
calismasinda elde edilen bulgular 151831Inda, doz gruplarinda sican Gliimlerinin
gerceklesmedigi, dolayisiyla OLE’nin yiiksek dozlarmnin giivenilir ve non-toksik
olabilecegi kanisina varilmstir.

Diyabette hasarlanan ve kaybedilen B-hiicrelerinin yeniden kazanilmasi, gelisen
insiilin direncinin azaltilmas1 veya ortadan kaldirilmas: ya da kan glukoz seviyesinin
disiiriilmesi amaciyla besinler ile alinan karbonhidratlarin sindiriminin inhibe edilmesi
icin pek c¢ok farkli ajan ve yontem gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu amag
dogrultusunda, siilfoniliire grubu ajanlar B-hiicrelerini glukoza duyarl hale getirme ve
insiilin salgilanmasini arttrma etkileriyle fonksiyon gosterirler (Gribble ve Reimann,
2003). Metformin grubu ajanlar, hepatik glukoneogenezi baskilayarak, AMP-aktive
edici protein kinazin aktivasyonuyla glukoz ve yag metabolizmasinin dengelenmesi
etkisiyle fonksiyon gosterirler (Gunton ve ark., 2003). Akarboz grubu ajanlar ise,
bagirsaklarda karbonhidratlarin enzimatik parcalanmasinit inhibe edip glukozun
emilimini engelleme etkileriyle fonksiyon gostermektedirler (Tiwari ve Rao, 2002).

Bu etkilerin dogal yollardan elde edilebilmesi i¢in son zamanlarda bitkisel
kokenli bilesikler ve oOziitlenerek saflastirilmis maddelerin etkinliklerinin arastirilma
popiilerligi artmaktadir. Calismada kullanilan OLE’nin de seg¢ilme sebebi, dogal bir
antidiyabetik madde olabilecegi diistincesidir.

Diyabetle ilgili yapilan c¢esitli immunohistokimyasal c¢aligmalar sonucunda,
diyabetik bireylerin pankreas Langerhans adalarinda insiilin pozitif reaksiyon veren
alanlarin yogunlugunun (Shao ve ark., 2006), B-hiicre sayisinin (Koyuturk ve ark.,
2005) ve yiizdesinin (Kawasaki ve ark., 2005) diyabet olmayan bireylere gore oldukga
az oldugu belirtilmektedir. Abdul-Hamid ve Moustafa (2013), yaptiklari
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immunohistokimyasal ¢alismada diyabetik sicanlarin Langerhans adaciklarinda insiilin
negatif hiicreler oldugunu gostermislerdir.

Bu c¢alismada, diyabet grubunda immunohistokimyasal olarak pankreas
Langerhans adacig1 B-hiicrelerinde insiilin i¢in negatif reaksiyon izlenmistir. Bu sonug
literatlir verileri ile uygunluk gostermektedir (Sekil 4.19). Aksine OLE tedavisi
uygulanmis diyabetik siganlarin pankreas Langerhans adacigi B-hiicrelerinde ise,
immunohistokimyasal olarak insiilin i¢in kismi pozitif reaksiyon izlenmistir (Sekil
4.20). Bunun sebebi, STZ uyglumasinin 3. giinlinden itibaren gerceklestirilen OLE
tedavisi, ya kismi olarak B-hiicre rejenerasyonunu saglamis ve/veya hasarlanmamis -
hiicrelerinde insiilin ekspresyonunu up-regiile etmis olabilir.

B-hiicrelerinin hasar gérmesi sonucu insiilin salinimindaki bozukluktan dolay1
kan glukoz seviyesinin arttigi kanitlanmis gercekler arasmdadir (Maechler ve ark.,
1999). Diyabetin en onemli belirtisi olan aglik kan glukoz (AKG) diizeyinin yiiksek
olmas1 hastalarin en ¢ok muzdarip oldugu durumlarin basinda gelmektedir. Kan
glukozunun kontrol altinda tutulamamasi beraberinde diger metabolik sendromlarin
baslamasina onciiliik etmektedir.

Yapilan bu ¢alismada, sicanlarin kan glukoz diizeyleri Sekil 4.2’de ve HbA.
diizeyleri de Sekil 4.3’te verilmistir. Tedavi uygulanmamis diyabet grubu AKG
degerleri, kontrol ve diger diyabetik tedavi gruplarmma gore c¢ok yiiksek ¢ikmistir. Bu
durum, pankreas immunohistokimya boyamada da goriildiigii gibi, insiilin eksikliginden
kaynaklanmis olabilir (Sekil 4.19).

Sekil 4.2°deki bulgulara gore, OLE uygulanan gruplarda diyabet grubuna gore
AKG degerlerinde azalmanin oldugu goriilmektedir. Ancak, bu gruplardan sadece D+25
grubundaki AKG diizeyinin azalmasmin diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglara paralel olarak, Gonzalez ve ark., (1992)
alloksan indiiklii diyabetik sicanlarda 8 mg/kg zeytin yapraklarinin, Jemai ve ark.,
(2009)’da alloksan indiiklii diyabetik tavsanlarda 8 ve 16 mg/kg uyguladiklari
Oleuropein ve hidroksitirozoliin serum glukoz seviyelerini diislirdiiglinii rapor
etmiglerdir. Yine alloksan ile deneysel diyabet olusturulan tavsanlarda 16 hafta
siiresince 20 mg/kg OLE’nin oral uygulamasi sonucu 8. haftadan sonra kan glukoz
seviyesinin 200 mg/dL’nin altina diistiigiinii bildirmislerdir (Al-Azzawie ve Alhamdani,

2006). Wainstein ve ¢alisma arkadaslar1 (2012), insanlar tizerinde kliniksel olarak 500
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mg kapsiil haline getirdikleri ekstrakti ayrica deneysel olarak da STZ-indiklii sicanlar
iizerinde 600 mg nisasta/100 g bw ve 100 mg ekstrakt/100 g bw entiibasyon ile
uygulama yapmislardir. Elde ettikleri sonuglarda sicanlarda diyabetli ve sadece nisasta
verilen grup ile diyabetli ve nisasta ile birlikte ekstrakt uygulanan gruplar
karsilastirildiginda entiibasyondan sonraki 30, 60 ve 120. dakikalarda kan glukoz
diizeyinin 300-350 mg/dL arasinda degistigi ve azalmanin manidar oldugu bildirilmistir
(Wainstein ve ark., 2012).

Diyabetiklerde HbA | diizeyleri normal bireylere gére daha yiiksek oldugu hem
gecmis hemde gilinlimiizde cesitli caligmalarda gosterilmistir (Fox ve Sabovic, 1998;
Biiyiikleblebici ve Karagiil, 2012). Yapilan mevcut c¢alismada da, HbA,. diyabet
grubunda %9+0.4 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3). OLE uygulanan gruplar ve
infiizyon grubu, diyabet grubuyla karsilastirildiginda azalmanin 6nemli derecede oldugu
goriilmistiir (p<0.001). Wainstein ve ark., (2012) yukarida belirtilen ¢alismalarinda
insanlar {lizerindeki uygulamada 14 hafta sonra HbA,. diizeyinin %10’dan %8.0+1.5
seviyesine indigini belirtmislerdir. Bu calismada, biitiin OLE gruplarinda bu degerler
%7,4 ile 7,7 arasinda seyretmis ve HbA,;. diizeyini asag1 yonde kontrol ederek
literatiirler ile benzer sonuglar elde edilmistir. Ancak Wainstein ve ark., (2012)’nin
yaptiklar1 ¢alismada, katilimcilarin fiziksel aktivite ya da beslenme cesit ve sekilleri
takip edilmemistir. Bu yiizden ekstraktin bagimsiz etkisi tam olarak tespit
edilememistir. Bu literatiir bulgulari, mevcut ¢alismada elde edilen verilerle paralellik
gostererek, OLE’nin hipoglisemik etkisinin oldugu sonucuna gotiirmektedir. Bu
hipoglisemik etkinin, OLE’nin karbonhidratlarin parcalanma mekanizmalarmi inhibe
edebilecegi diisiincesinden dolayr oa-amilaz ve a-glukozidaz enzim aktiviteleri
calisiimastir.

Oral a-glukozidaz inhibitorleri (6rnegin akarboz) diyabetin tedavisinde yemek
sonrast kan glukozunu diizenlemede kullanilan ajanlardan biridir. Ancak bu ajanlar
kolonda sindirilmemis nisastadan dolay1 hastada ¢esitli istenmeyen semptomlara neden
olmaktalardir. Bu semptomlar arasinda siskinlik hissi ve gaz sorunlar1 %78; karinda
huzursuzluk ve diyare %14 dolaylarindadir. Hastalarin % 20’si bu semptomlarin
hepsinden muzdariptir (Cheng ve Fantus, 2005). Bu nedenle dogal kaynaklardan ve
besinlerden tiliremis alternatif a-glukozidaz inhibitorlerine yonelme daha etkili, daha

giivenli, tolere edilebilir ve ucuz goriinmektedir.
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Sekil 4.4’te elde edilen bulgular degerlendirildiginde a-amilaz aktivitesi diyabet
grubunda kontrol grubuna gore azalirken, a-glukozidaz aktivitesinde artma oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Burada ki farkliligin muhtemel mekanizmasi1 duedenal
bolgede hidroliz edilemeyen karbonhidratlarin ince bagirsak firca kenarlarinda bulunan
a-glukozidaz enzimleri ile sindirimin devam ettirilerek enerji yoksunlugunu giderme
adaptasyonu olarak degerlendirilebilir. OLE gruplarindan 6zellikle D+25 grubunda her
iki enzimde de diyabet grubuna goére daha fazla aktivite azalmasinin gerceklestigi
goriilmektedir. Ekstrakt dozu arttikga kademeli olarak her iki enzimde de aktivite artisi
olmaktadir. o-amilaz OLE gruplar1 Akarboz grubu ile karsilastirildiginda, aktivite
degerlerinin Akarboz diizeyine geriledigi tespit edilmistir. Benzer sekilde a-glukozidaz
OLE gruplar1 Akarboz grubu ile karsilastirildiginda D+25 grubundaki aktivite degerinin
Akarboza gore ¢ok daha etkin oldugu goriilmektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda, Zeytin ve tiirevlerinin a-amilaz ve a-glukozidaz
aktiviteleri iizerine in vivo bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle konu ile ilgili
tartigma, kismende olsa fikir verecegi kanaatiyle, in vitro caligmalar iizerinden
yiiriitiilecektir. Komaki ve ark., (2003) daha once yaptiklari in vitro ¢alismada ICs
degeri, sulu ekstrakta insan tiikriik a-amilazina kars1 67.0 mg/mL ve insan pankears o-
amilazma karsida 70.2 mg/mL, etanolik ekstrakta ise sirasiyla 4.0 ve 0.02 mg/mL olarak
tespit etmisler ve etanolik ekstraktin o-amilaz inhibisyon etkinliginin daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda Cardinali ve ark., (2010) in vitro
calismalarinda zeytin atik sularindan saflastirdiklar1 hidroksitirozoliin a-amilaz ICsg
inhibisyon yiizdesini, 11.4 olarak hesaplamislar ve potansiyel bir a-amilaz inhibitorii
olabilecegini rapor etmislerdir. Saf zeytin yagi ile yapilan baska bir in vitro ¢alismada
(Loizzo ve ark., 2011) ise a-glukozidaz ve a-amilaz 1Csy inhibisyon yiizdesini sirayla
184 ve 258 ng/mL ve akarboz i¢in bulduklar1 deger ise 50 ve 35,5 pg/mL olarak tespit
etmiglerdir. Bu literatiirler dogrultusunda mevcut ¢alismada in vivo kosullarda elde
edilen sonuglar, calismay1 pozitif yonde destekler niteliktedir. OLE nin 6zellikle diisiik
dozunun 1iyi bir a-glukozidaz ve a-amilaz inhibitori oldugu tespit edilmistir. Ayrica a-
glukozidaz ve a-amilaz enzim aktiviteleri ile kan glukoz degerleri karsilastirildiginda,
OLE gruplarinda pozitif korelesyon oldugu gériilmektedir. Ozellikle D+25 grubunda
belirgin sekilde enzim aktiviteleri azaldigi, ayni sekilde AKG degerlerinde de diisiis

oldugu goriilmektedir. Bu iki deger arasinda tespit edilen pozitif korelasyon sonucu 25
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mg/kg OLE dozunun daha etkin oldugu kanisma varilmistir. OLE ’nin, karbonhidratlarin
sindirim enzimleri olan a-glukozidaz ve a-amilazi; (1) inhibe ederek, (2) bu enzimlerin
gen ekspresyonlarii down regiile ederek kan glukoz diizeyinin diisiiriilmesinde etkili
oldugu diistiniilmektedir.

Diabetes mellitusta  hiperglisemik kosullar altinda  oksidan/antioksidan
dengenin oksidanlar yoniinde artis gdosterdigi bilinmektedir (Tabak ve ark., 2011).
Artan oksidan diizeyide, oksidatif stresi indiikleyerek doku hasarma neden olmaktadir.
Bu hasarlarm ara mekanizmalarla protein glukasyonuna ve proteinlerin
inaktivasyonuyla gerceklesen lipit peroksidasyonu sonucu retinopati, nefropati ve
koroner kalp hastaligina neden oldugu bildirilmektedir (Wolf, 1993). TIDM ve T2DM
hastalarinin artmis glukoprotein diizeyi, bozulmus glukoz otooksidasyonu ve anormal
antioksidan dengeye sahip oldugu rapor edilmistir (Niwa ve ark., 2011). Tim bu
komplikasyonlar karaciger ve bobrek gibi homeostazin diizenlenmesinde mihenk tasi
olan doku ve organlarda hasara yol agmaktadir.

Cizelge 4.3°de, hepatositlerdeki akut karaciger hasarlarii vurgulayan, infiltratif
rahatsizliklarda rol oynayan AST ile ALT seviyelerinde ve karaciger parenkimal
hasarlanmalarina neden olan LDH seviyesinde, diyabetik gruplarda kontrol gruplarina
gore anlamli bir artis tespit edilmistir. Yapilan histopatolajik degerlendirmelerde
karacigerde hepatositlerin sitoplazmasinda vakuoller dejenerasyonlarin oldugu bununla
birlikte hepatositlerde hidropik dejenerasyonlarin mevcudiyeti goriilmektedir (Sekil
4.13). Dejenerasyon ve nekroza ugramis hepatositler AST, ALT ve LDH gibi
enzimlerin seruma sizarak diizeylerinin artmasma neden olmaktadir. inflamasyonlu
hepatoselliiler bozukluklar agir1 yiikselmis transaminaz (AST ve ALT gibi) seviyeleriyle
sonuglanir (Hultcrantz ve ark., 1986). OLE uygulanan diyabetik gruplarin tiimiinde
AST ve ALT enzim diizeyleri Diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli azalma
gbstermistir. Ancak, LDH seviyesinde sadece D+inf grubunun diyabete gdre dnemli
diizeyde azaldig1 tespit edilmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda, Diyabetik sicanlarda karaciger fonksiyonlarinin
bozularak harabiyetin oldugu ve bu ylizden serum AST ve ALT enzimlerinin yiikseldigi
bildirilmistir (Eidi ve ark., 2006; Eidi ve ark., 2009). CCls indiiklii karaciger harabiyeti
olusturulmus farelerde 100 ve 200 mg/kg saflastirilmis Oleuropein uygulamasinin

karaciger fonksiyon bozuklugunu hem Onleyici hem de koruyucu oldugunu rapor
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etmiglerdir (Domitrovic ve ark., 2012). Yine benzer sekilde Andreadou ve ark., (2007)
kalp hasarli sicanlarin Oleuropein uygulanmasi sonucu serum AST, ALT ve LDH
diizeylerinin kontrol grubu seviyelerine geriledigini bildirmislerdir. Verilen bu literatiir
bildirisleri, takdim edilen bu calismanin sonuglariyla paralellik arz etmektedir. Mevcut
calismada ayrica, OLE gruplarmnin tiimiinde Trigiliserit diizeylerinin diyabet grubuna
gore anlamh diistiigii tespit edilmistir. Diger taraftan Kolestrol diizeylerinde bir
dalgalanma oldugu goriilmektedir. OLE’nin diisiik doz grubu olan D+25 ve diyabet
grubunda kontrole gore azalma; ancak D+50 ve D+100 gruplarinda ise artma olmustur.
Daha 6nce yapilan buna benzer ¢aligmalarda (Eidi ve ark., 2006; Eidi ve ark., 2009)
diyabetik sicanlarin Trigiliserit ve Kolestrol diizeylerinin arttig1 bildirilmistir. Bu sonug
yapilan bu calismadaki Trigliserit diizey1 i¢in benzerlik gostermekle birlikte, kolestrol
degerleri i¢cin zithk ifade etmektedir. Elde edilen sonuclara gore, 6zellikle 25 mg/kg
OLE’nin etkin bir seklide kolestrol ve trigiliserit kontroliinde Onemli olabilecegi
anlasilmaktadir. Bunun yaninda OLE’nin karaciger koruyucu etkisinin olduguda
goriilmektedir.

Ure, protein metabolizmas1 sonucu karaciger tarafindan olusturulan bobrekler
tarafindan atilan bir metabolittir. Kandaki iire nitrojenin konsantrasyonu, renal
fonksiyonlarin bir parametresi olarak degerlendirilir. Benzer sekilde kreatininde,
kaslarda atik veya fazla kreatin fosfatin yikilmasi sonucu aciga ¢ikar ve siirekli sabit bir
oranda kan iire nitrojeni ile goreceli oranda iiretilerek bobrekler tarafindan filtre edilir.
Kandaki kreatinin seviyesindeki bir artis renal fonksiyon bozukluklarinin énemli bir
belirteci olarak is goriir (Champe ve ark., 2007). Diyabetik nefropati hastalar arasinda
en sik karsilasilan komplikasyonlar arasindadir. Kronik hiperglisemiye maruz kalan
doku, nefropatinin ana baslatic1 faktor roliinii oynamaktadir (DCCTRG, 1993) ve bu
kosullar altinda fizyolojik olarak renal disfonksiyon kac¢inilmaz olmaktadir. Yapilan
mevcut calismada, diyabetik sicanlardaki {ire ve kreatinin seviyesi kontrole gore dnemli
derecede yiikselmistir (Cizelge 4.3). Bu metabolitlerin artisi, diyabetik siganlarda renal
glomeriiler filtrasyonun dehidratasyon belirtisi ile kesintiye ugradiginin bir gostergesi
oldugu belirtilmektedir (Martin ve ark., 2005). Bununla birlikte OLE uygulanan
gruplarda da iire seviyesi artis gdstermistir. Urenin protein metabolizmasma bagli bir
metabolit oldugu diisiiniildiigiinde, bu artisn OLE gruplarindaki protein oksidasyon

gostergesi olan PC diizeyleri (Sekil 4.5) ile baglantili oldugu diistiniilmektedir.
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Oksidasyona ugramis ve fonksiyon kaybi yasayan proteinlerin proteazlar vasitasiyla
sindirilip ortamdan uzaklastirilmalar: sonucu oksidatif deaminasyon ile fazla miktarda
iire aciga ¢ikisi, gerceklesen artisin muhtemel bir agiklamasidir.

Yiiksek ksantin oksidaz aktivitesi ve artmis lipid peroksidasyonu diyabetteki
metabolik bozuklugu yansitir (Anwar ve Meki, 2003). Ayrica diyabette hiperglisemiden
dolay1 protein glikasyonu, kas zayifligina ve piirin saliniminda artisa neden olabilir.
Piirinin yikimi sonucunda son basamagi katalizleyen ksantin oksidaz aktivitesi tirik
asitin ana kaynagini olusturmaktadir (Anwar ve Meki, 2003). Flemmig ve ark., (2011)
in vitro kosullarda yaptiklar1 caliymada, zeytin yapraklarinin etanolik ekstraktinin
ksantin oksidaz enzimini inhibe ettiklerini bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada, diyabet
grubunda istatistik olarak bir anlamlilik tespit edilemese de, iirik asit seviyesinin arttig1
goriilmektedir. Diger taraftan, ekstrakt uygulamasi sonucunda lirik asit seviyesi D+25
grubunda kontrol degerlerine gerilemistir. D+50 grubunda ise kontrole yakin degerlere
geriledigi goriilmektedir. Bu bulgular dogrultusunda OLE’nin ksantin oksidaz enzimini
inhibe ettigi ve dolayisiyla iirik asit seviyesinde azalmaya neden oldugu sdylenebilir. Bu
sonuclar yukarida verilen literatiir verileri ile paralellik arz etmektedir.

Karaciger protein karbonil diizeyi (Sekil 4.5) kontrol grubunda 0.67+0.13
nmol/mg protein olarak tespit edilmistir. Diyabet grubunda ise, bu deger istatistik olarak
anlamli olmamakla birlikte, 0.71£0.23 nmol/mg protein olarak arttig1 goriilmektedir.
OLE uygulanan gruplardan D+25 grubunda protein karbonil diizeyi 0.68+0.06 nmol/mg
protein olarak kontrol grubu seviyerilerinde seyretmektedir. Ancak OLE gruplarinda
doz arttik¢a protein karbonil diizeyide kademeli olarak artmaktadir. D+25 grubu harig,
OLE wuygulanan diger gruplarin protein oksidasyonuna duyarli hale geldigi
goriilmektedir. Andreadou ve ark., (2007) zeytin yapraklarindan izole ettikleri saf
Oleuropeini 100 ve 200 mg/kg dozunda uyguladiklar1 kalp hasarli siganlarin dokusunda
protein karbonil igeriginin 100 mg/kg dozundaki grupta kontrol grubuna goére yaklasik
bir buguk kat daha fazla bulmuslardir. Bu veri, mevcut ¢aligmada elde edilen bulgularla
uygunluk gostermektedir. Ayrica, OLE’nin ana bilesenini olusturan oleuropeinin
protein oksidasyonuna neden oldugu anlasilmaktadir. Karacigere glukozun girisi
instilinden bagimsiz oldugu i¢in hiperglisemiden dolay1 karacigerde yiiksek glukozun
proteinler ile non-enzimatik reaksiyon verdigi diisliniilmektedir. Ayn1 zamanda B-hiicre

hasarindan dolay1 insiilin yoklugu karacigerde glikolizi azaltmaktadir (Satake ve ark.,
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2002). Bu mekanizma da, ileri glikasyon son iriin olusumuna katki saglayarak
geridoniisiimsiiz protein modifikasyonlarina neden olmaktadir (Tomlinson ve Gardiner,
2008). Hiperglisemi ile birlikte yliksek doz OLE (50 ve 100 mg/kg), glikoliz ara
reaksiyon enzimlerini inhibe etmis boylelikle de ileri glikasyon son iiriin olusum
mekanizmasini tetikleyerek protein oksidasyonuna neden olmus olabilir. OLE’ nin farkli
doz ve oksidasyon analizlerinin, ileriki g¢alismalar ile irdelenmesi bu degisikligin
nedenin ortaya koyulmasi agisinda dnemlidir.

En kiictik intraselliiler tiyol (-SH) molekiilii olma 6zelligine sahip olan GSH;
glutamat, sistein ve glisinden (L-y-glutamil-L-sisteinilglisin) olusmus O6nemli bir
indirgeyici tripeptittir (Meister ve Larsson, 1989). Redoks o0zelligi ve yiiksek
intraselliiler konsantrasyonundan dolayr hiicrenin redoks ortaminin saglanmasinda en
onemli oyuncusu olarak kabul edilir (Schafer ve Buettner, 2001). GSH, oksidatif stres
durumunda kolayca okside olur. Bu kosullar altinda okside olan GSH’1n iki molekiili
birbirleriyle reaksiyona girer ve bir disiilfid kopriisii ile GSSG dimerini olusturur.
Olusan bu siilfiir kopriisii daha sonra GR tarafindan NADPH kofaktorligiinde
katalizlenerek tekrar iki molekiil GSH’a indirgenir (Lu, 1998). Diyabet hiperglisemiden
dolay1 pek cok hasara neden oldugu gibi oksidatif strese de neden olarak antioksidan
savunma sisteminde aksakliklara sebebiyet verdigi bazi calismalar ile kanitlanmigtir
(Pratico, 2001; Hotamisligil, 2006; Hegde ve ark., 2013). Ayrica diyabetik hastalarin
plazmalarinda askorbat (Yue ve ark., 1989) ve glutatyon (Murakami ve ark., 1989) gibi
antioksidanlarm azalan konsantrasyonu oksidatif stresin bir diger gostergesidir.

Bu calismada siganlarin g¢esitli dokularmin GSH seviyeleri incelenmistir
(Cizelge 4.4). GSH diizeyleri, diyabet gruplarinda kontrol gruplarina gore karaciger ve
beyin dokusunda azalirken, aksine bobrek dokusunda artis géstermistir (p<0.05). OLE
gruplar1 ile diyabet gruplar1 GSH diizeyleri agisindan karsilastirildiginda, D+25
grubunda karaciger ve kan dokuda yiikselme, D+50 ve D+100 gruplarinda kalp, beyin
ve kan dokuda yiikselme, D+inf grubunda ise biitiin dokulardaki artis manidar
bulunmustur (p<0.05). GSH, 06zellikle eritrositlerde ve diger dokularda, redoks
tepkimelerinde tercih edilen bir molekiildiir. Bu yiizden eritrositlerin canliliklarmin
devaminda biiyiik bir rol oynar. Cizelge 4.4 ve Sekil 4.6’da gosterildigi tizere OLE
gruplarinda GSH diizeylerinde artiglar goriilmektedir.
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Bu bulgulara pararalel olarak, Weinbrenner ve ark., (2004) yaptiklar1 bir
calismada, ekstra saf zeytinyaginda bulunan biyofenolik bilesikler insanlarda redoks
dengesini iyilestirme yoniinde diizenledigini gostermislerdir. Ayrica, Di Benedetto ve
ark., (2007)’da ozellikle ekstra saf zeytinyaginda bulunan biyofenolik bilesiklerden
oleuropein, tirozol, hidroksitirozol ve protokatesik asitin hiicrelerde oksidatif stres
esnasinda GSH’1 tiiketmeyerek aksine, konsantrasyonunu arttirdigini belirtmislerdir.
Biyofenollerin farkli smiflari, farkl hiicre tiplerinde GSH sentezi ve metabolizmasinin
dahil oldugu enzimlerin aktivitelerinin 1yilestirilmesine yardimeci olarak, GSH
konsantrasyonunu arttirdigin1 gostermistir (Moskaug ve ark., 2005). Saxena ve ark.,
(2005) T2D’li Hintli hastalar ile yiliksek yagh besin tiiketimi sonrasi yaptiklar1 bir
calismada, diyabetli hastalarin GSH konsantrasyonunda anlamli bir artma tespit
etmiglerdir. Verilen bu literatiir bulgulari, sunulan bu calismada elde edilen bobrek ve
kan dokuda, diyabet grubundaki GSH diizeylerinin yiiksekligini desteklemektedir. Buna
ilaveten, Al-Azzawie ve Alhamdani (2006) allakson diyabetli tavsanlarda, 20 mg/kg
OLE uygulanan grup ile diyabet grubu karsilastirmasinda eritrosit GSH degerlerinde
anlaml bir artma oldugunu rapor etmislerdir. Bu baglamda, yapilan mevcut ¢calismada
da GSH’1in yapmis oldugu redoks tepkimelerine benzer sekilde, OLE’nin de oksidatif
strese karst savunmayi giliclendirerek, GSH’a sinerjik etki ile destek sagladigi
diistiniilebilir.

Sekil 4.7 kan G6PD aktivitesini gostermektedir. Buna goére, OLE doz gruplari
kontrol ve diyabet gruplarina gore G6PD aktivitesinde artis oldugu goriilmektedir.
Daha once yapilan in vitro bir calismada (Zhang ve ark., 2000) aortik endotelyal
hiicrelerde yiiksek glukozun cAMP araciligiyla G6PD enzimini inhibe ettigi rapor
edilmistir. Mevcut ¢alismada, diyabetik gruptaki G6PD aktivitesinin azalmasi verilen
bu literatiir ile uygunluk gostermektedir. Ancak baska bir ¢calismada (Gupte ve ark.,
2009) ise, obez ve diyabetik ratlarin karaciger ve kalplerinde G6PD ekspresyonunun
arttig1 bildirilmistir. Benzer sekilde Lee ve calisma arkadaglari (2011) diyabetik
hayvanlardan izole edilmis pankreatik adacik hiicrelerinde G6PD enziminin up-regiile
oldugunu gostermislerdir. Literatiirdeki bu farkliliklar, yapilan G6PD analizinin farkl
dokular iizerinde olmasimdan kaynaklaniyor olabilir.

Insiilin, G6PD geninin ekspresyonunu hizlandirarak, bu yolun isleyisini arttirir

(Wagle ve ark., 1998; Champe ve ark., 2007). Bu literatiirler dogrultusunda, OLE
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gruplarinda insiilinin kismi pozitif reaksiyon verdigi hatirlanacak olursa (Sekil 4.20), bu
gruplarda G6PD aktivitesinin neden arttig1 agiklanabilir. Ayrica, OLE’nin insiilin
benzeri etki yapmis olabilicegi varsayilirsa bu enzimin eksperesyonunu hizlandirmis
olabilir. Yapilan mevcut c¢alismada bu bulgulara ek olarak, kan dokuda OLE
gruplarinda ki G6PD aktivitesi (Sekil 4.7) ile, GSH konsantrasyonu (Sekil 4.6)
karsilatirildiginda kendi i¢inde pozitif korele oldugu goriilmektedir. OLE gruplarindaki
G6PD aktivite artist sonucu GSH diizeyide paralel olarak artmaktadir. Bu iki
mekanizma Glutatyon Rediiktaz (GR) araciligiyla birbirine baglanmaktadir. Okside
forma doniisen GSH (GSSG), GR araciligiyla ve NADPH-bagimli bir rediiksiyon
mekanizmasiyla katalizlenerek tekrar rediikte hale (GSH) dontistiiriiliir (Chance ve ark.,
1979). GR icin zorunlu kofaktor olan NADPH’da, G6PD vasitastyla tretilir. Bu
mekanizma ile yapilan ¢alismada elde edilen G6PD artisiyla birlikte GSH diizeyinin
artmas1 agiklanmaktadir.

Bu arastirmada, karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokularinda SOD aktivitesi,
diyabet grubunda kontrol grubuna gore istatistik olarak dnemli bir diislis goriilmiistiir.
Bununla birlikte, bobrek dokusu hari¢ diger dokularda, OLE uygulanan tiim doz
gruplart (infliizyon grubu’da dahil) diyabet grubu ile karsilastirildiginda, diyabetik
siganlarin SOD aktivitelerindeki artis manidar bulunmustur (Cizelge 4.5). Hiperglisemi,
diyabet grubunda antioksidan savunma sistemini zayiflatmistir. Bunun en gii¢lii delili
SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde ki diisiistiir. Hiperglisemi sonucu artan
ROT’lar SOD enzimini denatiire ederek diyabet grubunda enzim aktivitesinin
azalmasina neden olmus olabilir. Elde edilen sonuglar Jemai ve ark. (2009) ve Hamden
ve ark. (2009) tarafindan rapor edilen bulgular ile benzerlik géstermektedir. Sunulan bu
literatiirlerde, hiperglisemiden dolayr glikolizasyon sonucunda olusan serbest
radikallerin antioksidan enzimleri inaktif hale getirmesinden kaynaklandigi
belirtilmektedir. Zira, s6z konusu literatiirlerde ve mevcut calismada, ekstrakt
uygulanan gruplarda SOD aktivitesi biitiin dokularda oksidatif strese karsi antioksidan
savunmay1 gii¢clendirdigi goriilmiistiir. Bu antioksidan savunmanm giiglenmesinin,
OLE’de bulunan polifenolik bilesikler yardimiyla oldugu diisiiniilmektedir. Bu etki
Oleuropein ve hidroksitirozol gibi biyoaktif bilesiklerin hipoglisemik etkisi ve/veya
antioksidan enzimlerin ekspresyon aktivitelerini arttirdig1 yoniindeki kuvvetli ihtimaller

ile agiklanabilir. Bulgulara paralel olarak, Vina ve ark., (2006)’nin yaptiklar1 ¢alisma
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da, polifenolik bilesiklerin, transkripsiyon seviyesinde SOD ve KAT enzimlerinin
ekspresyonlarini arttirdigimi gostermislerdir.

Cizelge 4.6 incelendiginde, karaciger ve kalp dokularinda GPx aktivitesinde
diyabet gruplarinda kontrol gruplarina gore istatistik olarak anlamli azalma oldugu
goriilmektedir (p<0.05). Bunun yaninda anlamli olmasa da beyin dokusunda da GPx
aktivitesi azalmistir. Elde edilen bulgulara paralel olarak pek ¢ok calismada (Miyake ve
ark., 1998; Maritim ve ark., 2003; Saravanan ve Ponmurugan, 2011; Irudayaraj ve ark.,
2012) diyabetik sicanlarin karaciger GPx aktivitelerinde azalma oldugu bildirilmistir.
Diger taraftan bobrek dokusunda istatistik olarak onemli olmamakla birlikte, GPx
aktivitesinde diyabetik grupta kontrol grubuna gére artma tespit edilmistir. Daha 6nce
yapilan bir caligmada (Kakkar ve ark., 1995), 10 haftalilk STZ-indiiklii diyabetik
sicanlarin bobrek dokularinda GPx aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir. Benzer sekilde
Maritim ve ark., (2003) diyabetik sicanlarmm bobrek GPx aktivitelerinde yiikselme
oldugunu bildirmislerdir. Bahsi gecen literatiirler de dahil diyabetin farkli modellerinde
antioksidan enzim aktivitelerinin bulgular1 gostermektedir ki, aktivitelerdeki artma ya
da azalma degisiklikleri bir kargasa yaratmaktadir. Bu nedenle antioksidan enzimlerin
aktivite ve gen ekspresyonlar1 dokudan dokuya ve hiicre tipinden hiicre tipine gibi
farkli etkenlerden dolay1 degisiklik gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Cizelge 4.6’da
ki bulgulara gore, diyabet grubuna gore OLE gruplarinda D+25 grubunda karaciger,
kalp ve beyin dokularinda GPx aktivitesinin artis1 manidardir (p<0.05). Ayrica anlaml1
olmasa da, OLE etkisiyle bobrek dokusunda da aktivite artisi goriilmektedir. D+50
grubunda sadece karaciger dokusunda; D+100 grubunda karaciger, bobrek ve kalp
dokularmda; D+inf grubunda ise karaciger ve beyin dokularinda ki aktivite artisi
onemli bulunmustur (p<0.05). Bu bulgular1 destekler mahiyette, Hamden ve ark.,
(2009) allakson-indiiklii siganlara 20 mg/kg zeytin atik sularindan saflastirilmig
hidroksitirozol uygulamasinin karaciger ve bobrek SOD, KAT ve GPx aktivitelerini,
diyabetik gruba gore yiikselttigini bildirmislerdir.

Hiicresel ortamda bulunan H,O,’nin Fenton reaksiyonlar1 sonucu "OH olusumu
NF-kB’nin aktivasyonuna sebep olur (Schreck ve ark., 1992). NF-kf aktivasyonu ise,
cesitli kaskat yolaklarinin aktivasyonuna ve sonrasinda da hiicrenin oliimiine neden
olabilir. Bu yiizden ortamdan hizli bir sekilde H,O,’nin elimine edilmesi gerekliligi

ortaya cikar. Katalaz, H,O, nin yiliksek konsantrasyona ulastigir hiicre ortamlarinda
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oldukca etkili temizleme saglar (Halliwell, 1974). Ancak ortamdaki H,O,
konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan
GPx gibi diger antioksidan enzimler devreye girerek H,O;’y1 ortamdan uzaklastirirlar
(Dat ve ark., 2000). KAT ve GPx enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre
icindeki yerlesim ve etki yerleri bakimindan farklilik gdsterirler. GPx kofaktor olarak
GSH’1 kullanarak (Barber ve Donohue, 1998) baslica sitozol ve mitokondride
bulunurken (Gilbert ve Colton, 1999); KAT peroksizomlarda bulunmaktadir (Karihtala
ve Soini, 2007).

Cizelge 4.7°de verilen bulgularda; KAT aktivitesi karaciger ve bdbrek
dokularinda diyabet grubunda kontrol grubuna gore azalma tespit edilmistir (p<<0.05).
Diger taraftan kalp dokusunda ise biitiin diyabetik gruplarda KAT aktivistesi
yiikselmistir (p<0.05). Elde edilen bu bulgulara paralel olarak Jin ve ¢aligma arkadaslar1
(2008) yaptiklar1 bir ¢alismada, diyabet gruplarmin karaciger ve bobrek KAT
aktivitelerinin azaldigmi rapor etmislerdir. Diger taraftan Babu ve ark., (2006), kalp
dokusu tizerine yaptiklar1 ¢aligmada, diyabet gruplarinda KAT aktivitesinin arttigini
gostermislerdir ki bu da mevcut calismanin bulgularini desteklemektedir. Benzer
sekilde daha dnce yapilan bagka bir ¢alismada (Kakkar ve ark., 1995) diyabetik ratlarin
bobrek dokularinda ki KAT aktivitelerinde azalma oldugu, bunun aksine kalp
dokularinda ise ylikselme oldugu rapor edilmistir. Diyabetik siganlarda katalaz aktivite
yiiksekligi, artmig endojen H,O, iiretiminden dolay1 gerceklesen oksidatif stresi telafi
etmek i¢cin bir cevap oldugu diisiiniilmektedir. Katalaz yiiksek peroksit seviyelerine
karst hiicreyi korur, clinkii peroksitin asir1 miktarda mevcut oldugu varsayilir
(Doroshow ve ark., 1980). Ayrica Limaye ve ark., (2003) KAT gen ekspresyonundaki
artisin oksidatif stres ile basa ¢ikmak i¢in hiicrede dogal bir cevap oldugunu ve STZ-
diyabetik sicanlarda katalaz transkriptinde yiikselmenin oldugunu rapor etmislerdir. Bu
arastirmada, zeytin yapragi ekstrakti uygulanan siganlardan D+50 grubu, diyabet grubu
ile karsilastirildiginda, karaciger ve beyin dokusunda aktivite artis1 oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). Ayn1 zamanda, D+100 grubunda ise sadece beyin dokusundaki aktivite artisi
onemlidir (p<0.05). Hem GPx hem de KAT H,0O,’nin detoksifikasyonundan sorumlu
iki farkli antioksidan enzim grubudur. Bu iki enzimin hiicrede yerlesim yerleri her ne
kadar farkli olsa da, oksidatif strese kars1 yapmis olduklar1 benzer etki, OLE’ nin bu iki

enzime etkin bir destek sagladigi1 ve savunmayi giiglendirdigi goriilmektedir.
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Elde edilen bulgular, OLE gruplarindaki GPx ve KAT aktivitelerindeki
yiikselmeler, hiperglisemi sonucu olusan serbest radikallere kars1 antioksidan savunma
mekanizmasi giiclendirdigini gostermistir. Ozellikle bu enzimlerin karaciger ve beyin
dokularinda daha etkin bir koruyucu role sahip olduklar1 ve muhtemelen enzim
ekspresyonlarinin artigina bagli olarak bu etkiyi gosterdikleri diistiniilmektedir.
Detoksifikasyon olaylarinin en ¢ok karaciger dokusunda oldugu (Pryor, 1986) goéz
oniine alindiginda, bu iki enziminde aktivite artiglarinin olmasi dogal olarak manidar
bulunmustur. Pek cok ¢alismada (Maxvell ve ark., 1997; Opara ve ark., 1999; Jin ve
ark., 2008) diyabette reaktif oksijen tiirlerinin artmasindan dolay1r antioksidan
kapasitenin baskilandig1 gosterilmistir. Bu arastirmada ise, zeytin yapragi ekstraktinda
bulunan biyoaktif maddelerin, antioksidan kapasitenin arttirilmas1 ve dolayisiyla
savunma sisteminin gii¢clendirilmesine farkli dokularda biiyiik katki sagladigini
gostermistir. Oleuropeinin ¢esitli ajanlara (CCly, doksorubisin, gentamisin) karsi
antioksidan rolii oldugu pek cok calismada belirtilmistir (Andreadou ve ark., 2007;
Domitrovic ve ark., 2012; Tavafi ve ark., 2012). Ancak diyabetik sicanlardaki etkisi
tam olarak aydinlatilamamastir.

DNA’nm yapisal degisimi, yaslanma (Fraga ve ark., 1990), yangisal hastaliklar
(Ames, 1983) ve karaciger hastaliklar1 (Sipowicz ve ark., 1997) gibi cesitli
komplikasyonlardan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Oksidatif DNA hasarinin
koroner kalp hastaliklari, kanser gibi yaslanmaya bagli patojenik dejeneratif hastaliklar
ile baglantili oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda 8-OHdG gibi oksidatif DNA hasar
belirteglerinin diyabetik hastalarda da arttig1 tespit edilmistir (Dandona ve ark., 1996).

Sekil 4.11’de wverilen grafik incelendiginde, diyabet grubu 8-OHdG
konsantrasyonu kontrol grubuna gore anlamli yiikselerek (p<0.001) oksidatif hasarin
DNA glikozilaz diizeyini astig1 goriilmektedir. Buna karsm, ekstrakt ve infiizyon
uygulanmis diyabetik gruplarda ise, 8-OHdG konsantrasyonunun, kontrol grubu
diizeylerinde oldugu dikkat cekmektedir (p<0.001). Kendall ve ark., (2009) saglikli
erkek ve kadin bireylere kapsiil ve sivi zeytin ekstrakti uygulamasi sonucu, 8-OHdG
konsantrasyonunda plasebo kontrol grubuna gore azalma oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan baska bir calismada (Budiyanto ve ark., 2000) Ultraviyole-B (UVB) hasarli
deride, DNA hasarininin, direkt gostergesi olan CPD ve 6-4PP olusumunu ve ayrica

ROT tarafindan direkt gostergesi olan 8-OHdAG iiretiminin, zeytin yagmin topikal
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kullanimi ile ¢ok az engellendigi gosterilmistir. Benzer sekilde, Sumiyoshi ve Kimura
(2010), yaptiklar1 galismada, oral olarak uyguladiklar1 zeytin yaprag: ekstraktinin ve saf
Oleuropeinin kronik UVB-indiiklii deri hasarinda Ki-67 ve 8-OHdG-pozitif hiicre
sayisindaki artis1 durdurdugunu, ayni zamanda melanin graniil alan1 ve matriks
metalloproteinaz-13 (MMP-13) ekspresyonunu azalttigini  bildirmislerdir. HeLa
hiicrelerinin saf zeytin yagi ile 4 saat inkiibasyonu sonrasinda H,O, ile stres
kosullarinda niiklear DNA hasar1 olusumunun tamamen inhibe edildigi, ancak bu
etkinin mitokondriyal DNA iizerinde etkili olmadig1 rapor edilmistir (Erol ve ark.,
2012). Mevcut ¢alismada kullanilan OLE’nin, oksidatif DNA hasar belirteci olan 8-
OHdG konsantrasyonunu azaltmada etkili oldugu sonucu, yukaridaki literatiirlerle
uygunluk arz etmektedir. Yapilan literatiir taramalarinda, OLE ile ilgili diyabetik
oksidatif DNA hasar caligmasina rastlanamamistir. Bu yiizden karsilastirma etkin
olarak yapilamamaktadir. OLE’nin diyabet sonucu artan oksidatif strese karsi serbest
radikalleri aktif bir sekilde ortadan kaldirarak etkisizlestirdigi anlasilmaktadir.
OLE’nin, DNA’nin bu oksidatif hasarma kars1 koruyucu ve/veya DNA glikozilaz
enzim ekspresyonunu up-regiile ederek fonksiyon gosterdigi diisiiniilmektedir.
Diyabetteki hiperglisemi karaciger, bobrek ve hemapoetik sistem elemanlar:
gibi baz1 dokularda hasara neden olmaktadir (Sabu ve ark., 2002). Diyabetin karaciger
iizerindeki etkileri genellikle hepatositlerde hipertrofi ve otofajik vakuollerin goriilmesi
gibi ultrastriiktiirel degisikliklerdir. Hepatositlerin nukleusu genellikle genislemis bazen
de irregiiler konturlu ve intraniikleer inkluzyonlar igeren bir goriiniimde izelenmektedir.
Ayrica hepatositlerde azalmis glikojen graniilleri ve az gelismis graniillii endoplazmik
retikiilum gibi sitoplazmik degisiklikler goriilir (Kume ve ark., 2004). Bu literatiir
verilerine paralel olarak, bu ¢alismada da karacigerin histopatolojisinde diyabete bagh
olarak hepatositlerde nekroz, vakuoler ve hidropik dejenerasyon ile sinuzoidlerde
dilatasyon izlendi (Sekil 4.13). Kontrol grubundaki sicanlarda normal karaciger
parankim alanlar1 ve portal alanlar goriildii (Sekil 4.12). Diyabet grubunda ki bulgulara
benzer olarak, Carlioglu ve ark., (2014)’da diyabetik sicanlarin hepatositlerinde yaygin
dejenerasyon izlemislerdir. Orta ve siddetli siniizoidal dilatasyon ve sitoplazmik
vakuoller ile hafif siddette odaksal nekroz alanlari rapor etmislerdir. Bunun yani sira,
Domitrovic ve ark., (2012) CCly toksikasyonunda masif karaciger nekrozu sonucu

Oleuropein uygulamasiyla NF-kf, TNF-a, COX-2 gibi inflamasyon cevaplari
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azalttigini, kaspaz-3 aktivasyonunu engelleyerek histopatolojik bulgular: iyilestirdigini
rapor etmislerdir. Bu literatiir bildirisleri yapilan bu ¢aligmadaki bulgularla paralellik
arz etmektedir. Bu calismada, OLE ile tedavi edilen diyabetik gruplarda kontrol
grubuna benzer histolojik ozellikler goriilmiistiir. Ancak ¢ok nadir perisiniizoidal
hiicrelerde artis ve siniizoidal fokal mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 izlenmistir
(Sekil 4.14). OLE gruplarinda gerceklesen hafif seyirli siniizoidal fokal mononiikleer
hiicre infiltrasyonlarinin sebebinin artan PC diizeylerinden oldugu distiniilmektedir.
Yine Pan ve ark., (2008) diyabette siddetli lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve
oksidatif DNA hasar1 olustugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada, OLE’nin muhtemelen
hepatositlerin hiicre biitiinliigiinii korumasina yardimci olarak, dejeneratif ve nekrotik
degisiklikleri azalttig1 diistiniilmektedir.

Diyabet grubunda pankreas dokusunun 151k mikroskobi incelemesinde
Langerhans ve asinus ¢ekirdeklerindeki siddetli dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile
adaciklardaki atrofi, STZ’nin beklenen patolojik bulgulari arasindadir (Cizelge 4.8;
Sekil 4.16). Abdul-Hamid ve Moustafa (2013), diyabetik sicanlarin pankreas
dokusunda hem ekzokrin hem de endokrin boliimlerinde vakuolasyon ve azalmig [-
hiicreleri izlemislerdir. Bazi asinilerde sitoplazmik vakuolizasyon ve piknotik
niikleuslar oldugu fokal asiner hasarlar rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Ku ve ark.,
(2009) tarafindan diyabetik sicanlarin pankreas dokularmda STZ’nin diyabetik ajan
ozelliginden dolay1 B-hiicrelerinin kaybedildigi, ayrica dokuda dejenerasyonlarin
oldugu belirtilmektedir. Literatiir bulgular1 c¢alismada elde edilen diyabet grubu
sonuglar1 olan dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile benzerlik gostermektedir. Bu
calismada, diyabette goriilen siddetli dejeneratif ve nekrotik degisiklikler ile
adaciklardaki atrofi, OLE tedavisi sonucu azalmistwr. OLE uygulanan gruplarin
Langerhans adacigindaki hiicrelerde dejeneratif ve nekrotik degisiklikler hafif olarak
izlenmistir. Bununla birlikte kontrol grubuna yakim histolojik goriintii tespit edilmistir
(Sekil 4.17).

Kullanimmin pratik ve kolay oldugu i¢in ¢alismada ev tipi ekstraksiyon olan
infiizyon grubuna ayr1 bir bakis yapilacak olursa, kan glukoz diizeyini D+50 ve D+100
grubu ile ayn1 derecede diisiirdiigli, HbA,. diizeyinde OLE gruplar1 ile benzer seviyeye
diistirdiigii, a-Amilaz ve o-Glukozidaz’in, OLE gruplarma yakin ve diyabet grubuna

gore etkin aktiviteye sahip oldugu, serum enzimlerinin kontroliinde etkili oldugu, GSH
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diizeyini yiikselttigi, antioksidan savunmaya yardimci oldugu, oksidatif DNA hasarina
karst etkili oldugu ve karacigerde histopatolojik bulgular1 azalttigi goriilmektedir. Bu
bulgular dogrultusunda evde kullannmmin mimkiin ve faydali olabilecegi
diistiniilmektedir.

Sonug olarak; Diyabette OLE’nin kan glukoz kontroliinde etkili oldugu ve bu
etkinin 25 mg/kg dozunda daha etkin oldugu goriilmiistiir. OLE’nin, karbonhidratlarin
sindirim enzimleri olan, a-amilaz ve a-glukozidazi inhibe ederek ve/veya bu enzimlerin
gen ekspresyonlarin1 down regiile ederek, kan glukoz diizeyinin diisiiriilmesinde etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, bir yan etkisinin olmadig1 diisiintiliirse
antidiyabetik ilaglara kars1 1y1 bir alternatif fitoformiilasyon olabilir.

Ozellikle Oleuropeinin ve yanisira hidroksitirozol ve tirozoliin muhtemelen
iizerinde barindirdigt —OH gruplar1 sayesinde ve OLE’de bulunan diger fenolik
bilesiklerle birlikte sinerjik etkilerinden dolay1 oksidatif stresi baskilayarak giiglii bir
antioksidan oldugu ve savunma sistemini kuvvetlendirdigi anlasilmistir.

Hepatositlerde patolojik bulgular1 azalttigi ve Langerhans adacik hiicrelerinde
atrofiyi engelledigi goriilmektedir. Bunun yaninda, OLE tedavisi ya kismi olarak -
hiicre rejenerasyonunu saglamis ve/veya hasarlanmamis [-hiicrelerinde insiilin
ekspresyonunu up-regiile ederek kismi olarak insiilin salimin1 arttirmis olabilir.

Ayrica, OLE’nin, oksidatif DNA hasarina kars1 koruyucu ve/veya DNA
glikozilaz  enzim  ekspresyonunu up-regiile ederek fonksiyon  gdsterdigi
diistiniilmektedir.

Kisaca, Oleuropeinin kan glukoz seviyesini diisiirdiigii, antioksidan kapasiteyi
giliclendirdigi, karacigerde dejeneratif ve nekrotik etkilere karsi koruyucu bir rol
oynadigr ve Ozellikle oksidatif DNA hasarma karsi Onleyici oldugu g6z Oniine
alimdiginda, terapotik etkisinin kuvvetli oldugu anlasilmaktadir.

Zeytin yapraklarmin inflizyon olarak kullanimi, redoks dengelerini yiikseltmede,
antioksidan parametreleri iyilestirmede, DNA ve karaciger koruyucu etkileri gibi
olumlu sonuglar1 oldugu goriilmiistiir. Bu grup ve ekstraksiyon grubunda elde edilen
sonuclar birbirleriyle paralellik arz etmektedir.

Bu calisma ile birlikte, zeytin yapraginin bu etkilerinin daha iyi ve kapsamli
ortaya konulabilmesi icin, 6zellikle farmokognozi ve gen ekspresyon ¢alismalarinin da

yapilmasinin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, zeytin yapraklarmin ucuz ve
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kolay elde edilebilir bir hammadde oldugu diisiintildiigiinde, kullanim1 multifaktoriyel

olarak onemlidir.
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