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OZET
Yiiksek Lisans

TIP 1 DIYABET OLUSTURULMUS SICANLARDA SINARIN ve OLEUROPEIN’
NIN OKSIDAN-ANTIOKSIDAN SISTEMLER UZERINE ETKISi

Riiveyde KOKTENTURK

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Dog¢.Dr. Sibel TAS

Diyabetes Mellitusta kan glukoz ve lipit diizeylerinde goézlenen artisa bagli olarak
gelisen oksidatif stres diyabet komplikasyonlarmin ortaya ¢ikmasma neden
olabilmektedir. Sinarin ve Oleuropein ise artan kan glukozu ve lipit diizeylerini
diisiirerek ve antioksidan enzim sistemlerine etki ederek oksidatif stresi azaltabilir. Bu
caligmada, streptozotosin ile tip 1 diyabet olusturulmus siganlarda sinarin ve
oleuropeinin kan glukozuna ve oksidan-antioksidan sistemler {izerine etkisi arastirildi.
Tip 1 diyabet streptozotosinin sicanlara tek doz (65mg/kg) intraperitoneal olarak
enjeksiyonu ile olusturuldu. Oleuropein, Sinarin ve Oleuropein + Sinarin (%10) i¢cme
suyuna 5 hafta boyunca eklendi. Wistar tiiri erkek si¢anlar rastgele kendi aralarinda
sekiz gruba ayrildi; kontrol (K), kontrol oleuropein (K+OLEE), kontrol sinarin
(K+CYE), kontrol oleuropein + sinarin (K+OLEE+CYE), diyabet (D), diyabet
oleuropein (D+OLEE), diyabet sinarin (D+CYE), diyabet oleuropein + sinarin
(D+0+S). Kontrol + Oleuropein, kontrol + sinarin ve kontrol + oleuropein + sinarin
gruplarinda kontrol grubuna goére serum trigliserit, plazma ve doku malondialdehit
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanirken, kan glutatyon peroksidaz
ve eritrosit stiperoksit dismutaz aktivitelerinde anlamli bir artis saptandi. Diyabet +
oleuropein, diyabet + sinarin ve diyabet + oleuropein + sinarin gruplarinda diyabet
grubuna gore kan glukoz, serum total kolesterol, trigliserit ve doku malondiadehit
diizeylerinde anlamli bir azalma bulunurken, serum insiilin, kan glutatyon peroksidaz,
eritrosit siiperoksit dismutaz, paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinde ise anlamli artis
oldugu saptand.

Sonug¢ olarak bu ¢alismada oleuropeinin ve sinarinin tip 1 diyabet olusturulmus
siganlarda, antihiperglisemik, antihiperlipidemik ve antioksidan etki gosterdigi bununla
birlikte oksidatif strese karsi koruyucu ve /veya onleyici etki gostermesi nedeniyle
diyabette tedaviyi destekleyici olarak kullanilmasinin yararli olabilecegi sonucuna
varildi

Anahtar kelimeler: Diyabet, streptozotosin, Olea europaea, oleuropein, Cynara
scolymus, sinarin, oksidatif stres. 2014, i+62.
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CYNARIN AND OLEUROPEIN IN TYPE 1 DIABETIC RATS: EFFECTS ON
THE OXIDATIVE AND ANTIOXIDATIVE SYSTEMS
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Oxidative stress can be induced by blood glucose and lipid levels in Diabetes Mellitus,
which can lead to the emergence of diabetes complications. However, cynarin and
oleuropein can decrease oxidative stres by reducing enhanced-blood glucose and lipid
levels, and effecting antioxidant enzyme systems. This study was designed to
investigate the effects of oleuropein and cynarin on hypoglycemic, oxidant and
antioxidant systems in streptozotocin induced type 1 diabetes. Type 1 diabetes were
constituted with injection intraperitoneally one dose of streptozotocin (65mg/kg).
Cynarin, oleuropein and cynarin+oleuropein (%10) was supplemented in drinking water
for 5 weeks. Wistar rats were randomly divided into eight groups; control (C),
control+oleuropein (C+OLEE), control+cynarin (C+CYE), control+oleuropein+cynarin
(C+OLEE+CYE), diabet (D), diabet+oleuropein (D+OLEE), diabet+cynarin (D+CYE)
and diabet+oleuropein+cynarin (D+OLEE+CYE). Serum triglyceride, plasma and tissue
MDA levels were observed to be significantly reduced while serum total antioxidant
capacity were significantly increased in control oleuropein, control cynarin and control
oleuropein+cynarin group when compared with control group. Tissue MDA, blood
glucose, serum total cholesterol and triglyceride levels were signigicantly reduced while
serum insulin, blood glutathione peroxidase and erythrocyte superoxide dismutase,
serum paraoxonase and arylesterase activities were significantly increased in diabet
oleuropein, diabet cynarin and diabet oleuropein+cynarin group when compared with
diabet group.

In conclusion, with this study, it reported that oleuropein and cynarin have
antihyperglycemic, antihyperlipidemic and antioxidant features, and besides that they
have a protective and preventive effect against oxidative stres. It can be used to
supplement and support the treatment of diabetes on rats which were exposed to type 1
diabetes.

Key words: Diabetes, streptozotocin, Olea europaea, oleuropein, Cynara scolymus,
cynarin, oxidative stres, antioxidant. 2014, ii+62.
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1.GIRIS

Diyabetes Mellitus (DM), insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin
mutlak veya goreceli azalmasi1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda
bozulmaya yol acan kronik bir hastaliktir. Diyabet, Tip 1 ve Tip 2 olmak {izere iki grup
altinda toplanir. Tipl diyabet, pankreastan salgilanan endojen insiilinin eksikligi veya
yokluguna bagli olarak gelisir ve IDDM; Insulin Dependent Diabetes Mellitus-insiiline
bagimli diyabet olarak adlandirilir. Tip 2 diyabet ise, Insiiline bagimli olmayan diyabet
(NIDDM: Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus) olarak da adlandirilmakta ve
insiilin direnci, insiilin salgilanmasinda bozukluk ve hepatik glikoz iiretiminde artis gibi
metabolik bozukluklara bagli olarak gelisir (Yenigiin ve Altuntag 2001). Fakat tip 2
diyabetin olusmasinda insiilin direnci ve insiilinin salgilanmasindaki bozukluk
arasindaki etkilesim daha Onemlidir. Insiilin, karacigerde glukoneogenezi ve
glikojenolizi inhibe ederek hepatik glikoz iiretimini baskilar ve glukozu kas ve yag
dokusu gibi periferik dokulara tasir. Insiilin direncinde insiilinin karaciger, kas ve yag
dokusundaki bu etkilerine karsi diren¢ olusarak hepatik glukoz supresyonu bozulur.
Insiiline diren¢ olusmasiyla beta hiicrelerinde siirekli olarak insiilin salgis1 artar ve beta
hiicrelerinde olusan disfonksiyon sonucunda insiilin salgilanmasinda bozukluk meydana
gelir. Insiilin salgilanmasinda ortaya ¢ikan bozukluk hiperglisemiye neden olur
(Yenigiin ve Altuntas 2001). Hiperglisemi durumlarinda glukozun hiicre igine
alinmasinim insiilinden bagimsiz oldugu eritrosit, beyin, bobrek, lens, periferik sinirler
gibi dokularda intraselliiler konsantrasyonu artan glukoz, proteinlere enzimatik olmayan
bir tepkime sonucu baglanmaktadir ve bu durum serbest radikallerin olusmasina sebep
olabilir. Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayn1 zamanda da artmis bir
oksidatif stres durumudur. Oksidatif stresde reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve serbest
radikallerin olusum hiz1 ile antioksidan savunma kapasitesi arasindaki dengesizlik
diyabetin kronik komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir baska deyisle hiperglisemi
oksidatif strese yol agmaktadwr. Oksidatif stres serbest radikaller (oksidan veya
prooksidan) ve antioksidanlar arasmndaki dengenin serbest radikaller lehine
bozulmasidir. Antioksidanlar oksidanlari inaktif hale getiren maddelerdir. Diyabette
bilinen antioksidan maddeler antioksidan vitaminler (E vitamini, A vitamini ve C

vitamini), antioksidan enzimler [Siiperoksid Dismutaz (SOD), katalaz( KAT), Glutatyon



peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S —Transferaz (GST), Glutatyon Rediiktaz (GR) ]’dir
(Memisogullart 2005). Son yillarda paraoksanaz (PON) ve arilesteraz (ARE) enzimi
antioksidan Ozelliklerinin ortaya konmasi nedeniyle giincellik kazanmistir. PON ve
ARE, ayn1 gen tarafindan kodlanan ve aktif merkezleri benzer olan esteraz grubundaki
enzimlerdir. PONI1’in c¢esitli formlarda (polimorfik) degisim gosterdigi bilinmesine
karsin ARE enzimi genetik polimorfik bir degisim gostermemektedir. PON1 enzimi
LDL (Low Density Lipoprotein)’ i oksidasyondan koruyucu o6zelligi ve hidrojen
peroksit de dahil olmak iizere diger radikalleri ndtralize etme kapasitesi nedeniyle
antioksidan islevde bulunmaktadir. ARE ise, PON1’ deki degisimlerden etkilenmeyen
asil proteinin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Memisogullar1 2005). Diyabet,
serbest radikallerin arttig1 ve/veya antioksidan mekanizmalarin inhibe oldugu oksidatif
stres durumlarindan birisidir. Cesitli yaymlarda bazi antioksidan enzimlerin azaldigi,
arttig1 veya degismedigi rapor edilmisse de arastiricilarin kesinlikle fikir birligine
vardiklart konu diyabette lipid peroksidasyonunun arttigt ve antioksidan
mekanizmalarin bozulmus oldugudur. Bu ylizden diyabet tedavisinde antidiyabetiklere
ek olarak antioksidan maddelerin veya antioksidan 6zellikleri olan antidiyabetiklerin
kullanilmasi, oksidatif stresle basa ¢ikabilmek i¢in tavsiye edilmektedir (Memisogullari
2005). Bu amagla arastirilan antioksidan 06zelligi olan maddelerden biri Cynara
scolymus (enginar yapragi) digeride Olea europaea (zeytin)’ dir.

Yapilan arastrmalarda Cynara scolymus ve Olea europaea bitkilerinin igeriginin
antioksidan 6zelligi oldugu belirtilmektedir. Olea europaea bitkisinin, antioksidan, anti-
inflamatuar, anti-kanser, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-yaslanma, anti-ajan, anti-
aterojenik ve deri koruyucu 6zellikte oldugu gosterilmistir (Uysal ve ark.2011).

Yapilan arastirmalarda deneysel olarak diyabet olusturulmus hayvanlarda zengin Olea
europaea (zeytin) diyetleri dokulardaki oksidatif stresi azaltmakta oldugu ve glutatyon
antioksidan seviyesini artirdigi da belirtilmektedir (Omar 2010). Olea europaea in in
vitro sartlarda yliksek bir antioksidan etkiye sahip oldugu, siiperoksit anyonlari,
hidroksil radikalleri ve hipoklorozdan tiiremis radikalleri temizledigi bildirilmistir
(Andreadou ve ark. 2006). Cynara scolymus yapragmnin basal MDA {iretimini
engelleyemedigi fakat MDA olusumuyla uyarilan hidrojenperoksiti  Onledigi
belirtilmistir (Gibhardt 1997).



Yaptigimiz literatiir taramalarinda tip 1 diabetli siganlarda Olea europaea ekstrati ve
Cynara scolymus ekstratinin oksidan—antioksidan sistemler {izerine etkisi ile ilgili smirlt
calisma oldugu goriilmiistiir. Ayrica, Olea europaea ekstrati ve Cynara scolymus
ekstratinin kombine olarak siganlara uygulandigi herhangi bir c¢alismaya da
rastlanmamistir. Bu amagla, bu ¢aligmada antioksidan savunma sistemini tayin etmek
icin eritrosit SOD ve kan GSH-Px aktiviteleri, serum PON ve arilesteraz aktiviteleri
saptandi. Ayn1 zamanda bu ¢aligmada oksidatif stresin gostergelerinden biri olan kalp,
karaciger, iskelet kas1 ve bobrek dokularinda ve plazmadaki MDA diizeyleri tespit
edildi. Ayrica kan lipit profili; total kolesterol (TK), trigliserit (TG) ve yliksek dansiteli
lipoprotein kolesterol (HDL-K) diizeyleri tespit edildi.

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus, Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller,
Antioksidanlar

2.1.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus

Tip 1 diyabetes mellitus (DM) cocukluk yas grubunda sik goriilen T-hiicrelerinin
aracilik ettigi insiilin iiretiminde gorev alan pankreasn beta hiicrelerinin siiregelen
otoimmiin veya otoimmun dig1 nedenlerle haraplanmasi sonucu gelisen insiilin
yetersizligi ve hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (Abaci ve
ark. 2007). Genetik ve cevresel faktorler, pankreasin adacik hiicrelerine karsin
otoimmiin siirecin baglamasinda tetikleyicidirler (Abaci ve ark.2007). Otoimmun
kaynakli tip 1 DM’de insiilin sekresyonudaki azalma iki mekanizma ile olmaktadir.
Bunlardan birincisi pankreasin beta hiicrelerinin haraplanmasi iken diger mekanizma ise
ortamdaki sitokinlerin pankreasin beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu azaltmalar1
ile olmaktadr (Abaci ve ark. 2007). Insiilinin azalmasi ve yoklugunda; insiilin
salgilanmamasi hiperglisemiye sebep olur. Hipergliseminin nedeni hiicrelerin glukozu
kullanmamasi, glukozun kanda kalmasidir. Kandaki glukoz miktar1 bobrekten geri
emilimin esik degerini asarsa ( litrede 1.8gr glukoz) bobrekler fazlasini kana aktaramaz
ve idrarda glukoz goriiliir yani glukoziiri gelisir. Insiilin yetersizligi sonucu hiicrelere
glukoz giremeyince, hiicre gerekli enerjisini baska kaynaklardan Ornegin yag
asitlerinden saglamaya calisir. Insiilin yoklugunda glukagon salgilanmasi artar ve

glukagon yag asitlerini depolardan c¢ozer ve kana verilmesini saglar. Asmr1 yag



mobilizasyonu sonucu bol miktarda keton cisimleri meydana gelir. Ve kanda bol
miktarda keton cisimleri bulunur yani ketozis gelisir. Fazla keton cisimlerinin
(asetoasetik asit ve B-hidroksi biitirik asit) serbest biraktig1 hidrojen iyonlar1 kan pH’sin1
asit yoniinde degistirir yani asidozis gelisir. Kan glukoz diizeyindeki yiikselme osmotik
basinca sebep oldugu i¢in bobrek tiibiilus epitelyum hiicrelerinden suyun tiibiil
sistemine ge¢cmesine neden olur ve buna bagl olarak poliiiri (asir1 idrara ¢ikarma), buna
bagl olarak viicut su kaybina ugradig i¢in ileri derecede susuzluk nedeniyle polidipsi
(asir1 su igme) goriiliir. Insiilin yokluguna bagli glukoz hiicreye giremedigi i¢in hiicrenin
aclig1 viiciidun achigi seklinde belirir ve polifaji (istah artmasi) goriiliir (Noyan 1995).
2.1.2 Oksidatif Stres

Organizmada oksidan-antioksidan’lar bir denge iginde bulunur, bu dengenin 6zellikle
oksidanlar lehine bozulmasi, membran lipitleri, proteinler ve DNA gibi hiicrenin
yasamsal yapilarinda bitlinliigiin bozulmasma ve canlida patolojik olaylarin
gelismesine yani oksidatif stresin olugsmasma yol agar (Memisogullar1 2005). UV
isinlari, ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik reaksiyonlar, radyasyon, stres, sigara,
alkol ve biyokimyasal redoks reaksiyonlar1 gibi pek ¢ok yolla serbest radikal olusumu
gerceklesebilir (Fang ve ark. 2002). Olusan serbest radikaller aralarinda ateroskleroz,
kalp hastaliklari, kanser, serebrovaskiiler hastaliklar, noérodejeneratif hastaliklar,
diyabet, akut renal yetmezlik, akciger hastaliklari, anfizem, bronsit ve alkolik karaciger
hastaliklar1 gibi yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarin da yer aldig1 patolojik
durumlarin olusumuna katkida bulunurlar (Fang ve ark. 2002).

2.1.3. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunan kisa omiirlii reaktif atom ve molekiiller
serbest radikal olarak adlandirilirken, radikal ve reaksiyonlarin1 Onlemeye c¢alisan
maddeler ise antioksidan olarak adlandirilir. Serbest radikaller ve reaktif karakterli
maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler ‘oksidan’ veya ‘prooksidan’ olarak da
tanimlanmaktadir. Hiicre metabolizmasinin bir {iriinii olan radikaller ve antioksidan
savunma elemanlar1 bilimsel giindemin en ¢ok tartisilan parametreleridir (Diindar ve

Aslan 2000).



Cizelge 1. Sik tartisilan radikaller, simgeleri ve kimlikleri

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0O;" Oksijen metabolizmasinin ilk ara {irtinii

Hidroksil OH En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal

Hidrojen peroksit H20; Reaktivitesi ¢ok diisikk, molekiiler hasar yetenegi
zayif

Singlet oksijen Oy Yarilanma émrii hizl giiglii oksidatif oksijen formu

Perhidroksi radikal HO, Lipitlerde hizli ¢ozlinerek lipit peroksidasyonunu
arttirr

Peroksil radikal ROO Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipitlere
lokalize olur

Triklorometil CCl3 CCl, metabolizmasi iiriinii karacigerde tiretilen bir
radikal

Thyl radikali RS Silfurlii ve ¢iftlenmemis elektron igeren tiirlerin
genel ad1

Alkoksil RO Organik peroksitlerin yikimi ile {iretilen oksijen
metaboliti

Nitrojen oksit NO L-arjinin aminoasitinden in vivo tretilir

Nitrojendioksit NO; NO’ in oksijen ile reaksiyonundan tiretilir

Bununla birlikte diyabette oksidatif strese yol agan serbest radikaller, O, (siiperoksit
radikali) , OH" (hidroksil radikali), H,O, (Hidrojen peroksit radikali), NO (Nitrikoksit
radikali) ve ge¢is metalleridir (Memisogullar1 2005).
e Oy ( Siiperoksit Radikali)

Stiperoksit radikali molekiiler oksijenin indirgenmesinde ara basamaktir ve olustugu
yerden fazla uzaga difiize olamaz. Ornegin, bir elektron alarak indirgenmesi, NADPH
(nikotin amid difosfat hidrojen)’ e bagl olarak dehidrogenazdan elektron sizmasina ve
stiperoksit radikali olusumuna yol acar.

O,+e” — 0,°




Siiperoksit radikali, 7.2°lik pH’da 3.8x 10 °> M/s sabitesinde daha stabil bir metabolit
olan H,0O,’¢ doniistir.

O, +0," — H0,+0;
Stiperoksit, Cu *? gibi gegis metalleri ve radikal tiirevleriyle kolay reaksiyona girer ve
H,O, ile ‘Haber - Weis’ tepkimesini vererek oldukc¢a toksik hidroksil radikalini
olusturur.

0.7 + HO; — 5% OH +OH +0,

Demir iyonlar1 katalizorliigiinde ‘Fenton tepkimesi’ gerceklesir ve reaksiyon ortalama
4000 kez hizlanir (Diindar ve Aslan 2000)

Fe?* +H,0, — Fe*" + OH'+ OH "

e OH ( Hidroksil Radikali)

Hidroksil, bilinen en reaktif radikaldir. Aminoasitler, niikleik asitler, organik asitler,
fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin bir¢oguyla reaksiyona girebilir.
Tek atom halinde ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H+ ‘in birlesmesinden olusur.
Gamma radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali olusabilir. Alinan
enerji hiicre suyu tarafindan absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent bagmin
parcalanmasina neden olur. Boylece hidrojen ve oksijen iizerinde dis orbitalde tek
elektron kalir ve iki radikal olusur. Hidroksilin yarilanma 6mrii ¢ok kisadir ve pek ¢ok

molekiilden H atomu ¢ikarilmasini saglar (Memisogullar1 2005).
H-OH —— H + OH
e H,0; (Hidrojen peroksit radikali)
Dogal oksijen molekiilii baska bir molekiilden iki elektron almissa peroksid olusur.
Peroksid molekiilii iki H molekiilii ile birlesirse H 2O ) olusur. HZO2 stiperoksidin SOD ile

dismutasyonu sonucu veya spontan olarak ta iiretilebilmektedir. HZO2 aslinda radikal

degildir. Ancak {retildigi bolgede kalan siiperoksidin aksine membranlar1 gecen,
sitozole difiize olan ve uzun omiirlii bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin
ulagamadigr membranla korunan yapilara kolaylikla ulasabilir. Burada siiperoksidle

reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali olusturmak



+2
tizere kolaylikla yikilabilir. Hidrojen peroksid baska bir sekilde de serbest Fe ile

reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur.
Fe?* +H,0, —» Fe* +OH +OH"

Bu da doku hipoksisi ve endotel hasarina yol agabilen vazodilatasyon kaybina neden
olur (Memisogullar1 2005).

e NO ( Nitrikoksit radikali)

NO, nitrik oksid sentaz (NOS) olarak bilinen sitozolik bir enzimin aktivitesi ile olusur.
NO bazi durumlarda bir antioksidan gibi davranir ve lipid peroksidasyonundan korur.
Bununla birlikte siiperoksid diizeylerinin artti§1 durumlarda siiperoksidle reaksiyona
girer ve bir prooksidan olan peroksinitrit olusturur.

e Gecis Metalleri

3 - +2
Fe +e —— Fe

+2 - +
Cu +e—-—Cu

Gibi bir elektronun alinmasi ve verilmesi durumlarinda bu serbest metal iyonlar1 radikal
reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlar1 lipid peroksidasyonu esnasinda rol oynarlar.
Olusmus lipid hidroperoksitlerin pargalanmalarmi ve lipid peroksidasyonunun zincir
reaksiyonunu katalize ederler. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararl hale
getirirler. Fenton reaksiyonu olarak bilinen reaksiyonda Fe™ iyonlarmm H,0," i
indirgeyip .OH olusturabildikleri bilinmektedir (Memisogullar1 2005).
Fe’*H,0, ——»Fe®"+OH +OH"

2.1.3.1. Serbest Radikal Kaynaklan
2.1.3.1.1. Endojen Kaynaklar
Normal metabolizma sirasinda ¢esitli basamaklarda serbest radikal yapisina sahip ara
triinler meydana gelmektedir.

e Mitokondrial Elektron Transport Zinciri
Makromolekiillerin yikilmasiyla agiga ¢ikan elektronlar mitokondri i¢ membraninda
bulunan elektron tasiyicilar: araciligiyla molekiiler oksijene aktarilip su olusturulur.

O,+4H " +4e 5 2H,0



Elektronlarm elektron transport zincirinden kacip molekiiler oksijenle direkt olarak
reaksiyona girmesi siiperoksit radikalini olugturur.

O+e —0m 5 O,~

Mitokondriyal solunum zincirinde akan elektronlarin yaklagik olarak %1-2’si bu sekilde
toksik bir iirlinli olusturmak iizere sizintiya ugrar. Siiperoksit radikallerinin iiretimi ve
salmimi i¢ mitokondri membranindan sitozolik tarafa dogru olur (Kehrer ve Smith
1994).

e Karma Fonksiyonlu Oksidazlar
Aminoasit oksidaz, sitokrom oksidaz, monoamin oksidazlar, ksantin oksidaz en
onemlileridir. Bunlardan 6zellikle ksantin oksidaz piirin katabolizmasmin en son iki
reaksiyonunu Kkatalizleyen enzim olarak iskemik kosullarda fazla miktarda O, liretir.
Ksantin oksidaz enzimi oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini iirikasite
oksitler. Bu reaksiyonda elektron alicis1 molekiiler oksijendir (Southorn ve Powis1988).

Hipoksantin + H,O + 20,—Ksantin + 20,™+ 2H"
Ksantin + H,0 + 20,—Urik asit + 20,7+ 2H"

e Solunum Patlamasi
Notrofiller fagositoz esnasinda, membran ve sitoplazmalarinda bulundurduklar
NADPH oksidaz ve miyeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hem
de asm1 okside edici HOCL ajanlar1 iireterek virilis, bakteri, mantar gibi ajan
patojenlerini yok ederler. Bu islem esnasinda hem ana hem de ara {iriin olarak ¢ok fazla
miktarda ROS olusur ( Babior 2000).

e Prostaglandin Sentezi
Prostaglandinlerin sentez edildigi lipooksijenaz ve siklooksijenaz ana metabolik
yollarinda farkli basamaklarda ROS iiretilir. Bunlarin diginda ayrica bazi kiiglik
molekiillerin otooksidasyonu (tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar, flavinler,
antibiyotikler gibi) ROS olusumuna katkida bulunmaktadir (Jain ve ark. 1994).
2.1.3.1.2. Eksojen Kaynaklar
Cevresel kimyasal ajanlara maruz kalma, hiicrelerde radikal olusumu ve reaksiyonlarini

artirarak oksidatif strese yol agmaktadwr. Hava kirliligi, kimyasallara maruz kalma,



organik yanik madde alimi yanmis gidalar, sigara dumani gibi ve iyonize edici
radyasyon baslica eksojen radikal kaynaklaridir (Diindar ve Aslan 2000).
2.1.4. Antioksidanlar Mekanizmalar
ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek igin viicutta bazi
savunma mekanizmalar1 gelistirilmigtir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak
bilinirler (Diindar ve Aslan 2000).
Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri
koruyan maddelerdir (Memisogullar1 2005).
2.1.4.1. Enzim Yapisinda Olan Antioksidanlar

e Siiperoksid Dismutaz
Metalloprotein olan SOD bir siiperoksid molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger
stiperoksid H,0,’ e indirger (Diindar ve Aslan 2000). SOD, O, ~ radikalini katalitik
olarak uzaklastiran ve lipit peroksidasyonunu inhibe eden bir enzimdir (McCord ve

Fridovich 1969).
- - +
0, +0, +2H SOD O,+H.0,
o Katalaz
Bir metalloenzim olarak bilinen katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en
etkili protein katalistlerinden birisidir. SOD enzimi faaliyeti sonucunda meydana gelen
toksik hidrojen peroksit (H0,) ‘katalaz’ enzimi etkisiyle su ve oksijene
dontstiiriilmektedir (Diindar ve Aslan 2000).
katalaz
2H,0, — 2H,0 +0y
e Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar aracilifiyla ve serbest radikalleri yakalamak
suretiyle gdrev yapan hiicresel antioksidanlardir. Suda ¢dziinebilen bir tiyol olan ve
bir¢ok hiicrede cok yiiksek konsantrasyona sahip olan glutatyon, biyolojik mebranlar1
lipit peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Aktivitesi i¢in Se mineraline ihtiya¢ duyan
GSH-Px enzimi, glutatyonun indirgenmis formu (GSH), oksitlenmis hale (GSSH)
doniistiirmektedir (Diindar ve Aslan 2000)



GSHPx

2GSH +H;0, —  GSSH +2 H;0
Glutatyon ayni zamanda hiicre i¢inde tekli oksijen (Oz), siiperoksit anyonu (O),
hidroksi (OH) radikalleri gibi bircok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da
reaksiyona girmektedir. (Memisoglu 2005, Diindar ve Aslan 2000). Fagositik
hiicrelerde 6nemli bir fonksiyonu vardir. Solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
hasar1 sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engeller. GSH-Px aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksit birikmesine ve hiicre hasarma yol agar. GSH-Px, hem lipit
peroksidasyonunun baslamasini 6nler, hem de lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit
hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar (Fang ve ark. 2002).

e Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz
Pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz sinrlayici enzimi olarak bilinen G6PD (Glukoz 6
Fosfat Dehidrogenaz), intraselliiler NADPH’ 1 da baslica kaynagidir. Uretilen
NADPH ise serbest radikallerin detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px enziminin
aktivitesi icin gerekli olan indirgenmis GSH saglamaktadir. Son yapilan ¢alismalarda
G6PD’in vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde de serbest radikallere
kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica G6PD’1in vaskiiler endotelyal hiicrelerde
NADPH’1 kofaktoér olarak kullanan eNOS (endotelyal nitrik oksit sentaz) enziminin
aktivitesi i¢in de gerekli oldugu ve eksikliginde eNOS’in yeterli aktivite
gosteremeyerek siiperoksit radikali liretmeye bagladigi ve sonugta LDL oksidasyonunun
tetiklenebilecegi gosterilmistir (Tian ve ark. 1999, Leopold ve ark. 2001).

e Glutatyon Rediiktaz (GR)
Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 subiinitten olugsmus bir dimerdir.
Her bir subiinit: NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yliz alan olmak
iizere 3 tane yapisal alan icerir Okside glutatyon bir subiinitin FAD alan1 ve diger
sublinitin arayiiz alanindan olusan bir baglanma bolgesi vardir. Glutatyonun indirgenme
reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha
sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek
siiretiyle okside glutatyona aktarilmig olur (Omar 2010). Yapilan ¢alismalarda diyabette

glutatyon reduktaz aktivitesinin azalmis oldugu belirtilmektedir.
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e Paraoksonaz

Paraoksonaz enzimi ilk olarak organofosfor zehirlenmesine karsi koruyucu bir bariyer
olarak tanimlanmistir. Bu enzim hakkinda son yillarda olduk¢a fazla sayida arastirma
yapilmis olup, sahip oldugu fonksiyonlar ve hastaliklardaki rolii hakkinda biiyiik
ilerleme kaydedilmistir. Glikoprotein yapida, kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olan
paraoksonaz (PON), hem arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip bir enzimdir
(Uysal ve ark. 2011). Son yillarda insan serum paraoksonazi (PON1) olarak
tanimlanmis olup, son derece zehirli organofosfat tarim ilact parationun toksik
metaboliti paraoksonu (organofosfat substrati) hidroliz edebilmesinden dolay1 bu ismi
almistir. PON1, hidrolize ettigi organofosfat substratlarma geri doniisimlii olarak
baglanir. PON1, dolasima giren organofosfatlarin ndrotoksisitesinden sinir sistemini
koruyucu bir ajandir. [n vitro calismalar, PON1 ve PON3’iin LDL’nin lipid
oksidasyonunu inhibe ettigini, bdylece aterosklerozu baslatan ve ilerleten okside lipid
seviyelerini azalttigini gostermistir. PON1 ayn1 zamanda kolesterol esterlerinin
peroksitlerini metabolize eder. PON’larin antiaterosklerotik aktivitesi HDL partikiilleri
iizerindeki lokalizasyonlar1 ile yakindan iligkili olup; kolesterol (aterosklerotik
lezyonlarda kopilik hiicrelerinden) akisma aracibik eder ve LDL’nin lipid
oksidasyonunda smirlama roliine sahiptir (Uysal ve ark. 2011).

2.1.4.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

e E Vitamini

[Ik olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢6ziinen vitamin oldugu
icin hem selliiller hem de subselliiler membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur.
Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu a-
tokoferoldiir. Zincir kirici antioksidan olarak fonksiyon goriir. Hidrofobik kismina
hidrojenini kolaylikla verebilen "OH grubu baglidir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu
sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek

reaksiyon zinciri kirilmis olur.
a-tokoferol-OH + COO — o-tokoferol-O + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O e doniistiiriilmiis olur. Bu

radikalin ise baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonugta zincir
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reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yiizeyinde askorbik

asitle (C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir.

a-tokoferol-O + Askorbik Asid — a-tokoferol + DH Askorbik Asid
a-tokoferol ve C vitamininin organizmada diisiik diizeylerde olmasi miyokard
enfarktiisii ve bazi kanserlerin artmig insidansiyla iligkili bulunmustur. Kutlu ve ark.
2005 diyabetli sicanlara vitamin E ve C suplementasyonunun lipid peroksidasyonunu
azalttigini rapor etmislerdir.

e C Vitamini (Askorbik Asit)
Askorbik asid; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c¢ gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme
kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara karsi ilk
antioksidan defansi olusturur. LDL kolesteroliin oksidasyonunu dnleyerek ateroskleroza
kars1 korunmada yardimci olur. Kollojen sentezinde, tirozin yikiminda, epinefrin
sentezinde, safra olusumunda ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan
olarak rol alir. Siiperoksid ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlar1 temizleyen
bir antioksidan olmasmnin yanmi smra tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole
donlismesini saglar. Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. C vitamini
yetersizligi durumlarida olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole doniismesi i¢in GSH
ile reaksiyona girecek ve boylece hiicredeki GSH miktarini azaltacaktir. Yine plazma C

vitamini diisiik (0,2 mmol/L’den diisiik) oldugu zaman oksidan etki de gosterebilir.

Stiperoksid disinda Fe+3’1'i Fe+2’ye indirgeyen baska bir ajandir. Bu sekilde demiri
Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Boylece plazma diizeyleri diisiik
oldugu zaman siiperoksid tliretimine katkida bulunur. Yapilan ¢alismalarda diyabetli
hastalarda C vitamini diizeyleri, saglikli kisilerden anlaml sekilde diisiik bulunmustur
(Memisoglu 2005).
e A Vitamini (b - Karoten)

A Vitaminleri gorme, iireme, biliylime ve epitel dokusunun saglamligi i¢in gerekli olan
bir gurup bilesiklerdir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik asit,
retinoidlerin gorme diginda diger etkilerinin ¢oguna aracilik eder. o-tokoferolle
karsilastirildiginda olduk¢a zayif bir antioksidandir. Insan LDL’sinde a-tokoferol’iin

1/20’si oraninda bulunur ve a-tokoferol bittikten sonra kullanilir (Memisoglu 2005).
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e Glutatyon (GSH)
Hiicre igerisinde indirgen formda (GSH) bulunur. Endojen iiretilen peroksidlere karsi
okside olarak onlar1 indirger. Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonu katalizler. Glutatyon
etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiyiik kismi rediikte halde tutulmalidir. Bu
reaksiyonu da Glutatyon Rediiktaz katalizler. Glutatyonun Glutatyon rediiktazla
indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a ihtiyag duydugu icin heksoz monofosfat yoluyla
baglantihidir. Yapilan ¢aligmalarda diyabette GSH diizeylerinin saglikli kisilerden
anlaml sekilde diisiik oldugu rapor edilmektedir (Memisoglu 2005).

e Urik Asit
Urik asitin antioksidan etkisini nasil gosterdigi hakkinda degisik goriisler vardir. Baz
yayinlara gore C vitaminini oksidasyondan koruyarak, bazilarma gore gecis metal
iyonlarini (Fe, Cu) baglayarak, bir kismima goére de radikal ¢opgiisii olarak (stiperoksit
radikali, hidroksil radikali) antioksidan etki gosterdigi savunulmaktadir (Yu 1994).

e Seruloplazmin
Hem doku homojenatlari, hem de basit lipid emilsiyonlarinda giiglii bir serbest radikal
inhibitoriidiir (Winyard ve ark. 1984, Yanbeyi 1999). Demirin transferine baglanmasini
kolaylastirir ve ekstraselliiler SOD gibi davranir. Ayrica ferrik demiri ferro demire
yiikseltgeyerek fenton reaksiyonunu onler (Akkus 1995, Dikici 1999 ).

e Transferrin
Dolasimdaki serbest demiri baglar (Akkus 1995, Dikici 1999 ).

e Ferritin
Dokudaki demiri baglayarak serbest radikallerle reaksiyona girmesini onler (Akkus
1995, Dikici 1999 ).

e Bilirubin
Hem proteinlerinin yikim iriinii olan bilirubin aymi zamanda ¢ok efektif bir lipid
antioksidandir. Bilirubinin mikromolar konsantrasyonlarda dahi peroksil radikalini
yakaladig1 ve zincir kiran antioksidan olarak davrandigi gosterilmistir (Gutteridge 1995,

Krinsky 1988, Firat, 1997).
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2.2 Diyabet ve Oksidatif Stresle iliskisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) gibi yiiksek reaktif
Ozellige sahip molekiillerin iiretiminin artmasi veya antioksidan savunma sistemleri
tarafindan ortadan kaldirilmalar1 sirasinda olusan yavaslamanin sonucunda bu denge
bozulur ve oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar. Oksidatif denge,
organizmada denge halinde oldugu siirece dokular serbest radikallerden
etkilenmemektedirler (Dominguez ve ark. 1998). Oksidatif stres, antioksidan savunma
mekanizmasinin yetersiz kalmasiyla ya da ¢esitli durumlarda serbest radikallerin
artmastyla olusur. Bunun sonucunda hiicrede DNA, protein, lipid, karbonhidrat ve
enzim molekiilleri zarar gorebilir (Sies 1997, Halliwell ve Gutteridge 1999, Sorg 2004).
Oksidatif stres, ateroskleroz, mutasyonlar, kanserojen toksinler, radyasyona maruz
kalma ve diyabet durumunda artmaktadir. Diyabette goriilen hiperglisemi durumunda,
oksidatif stresin arttig1 ve antioksidan savunmanin azaldigi bilinmektedir (Toyokuni ve
ark.1995, Vincent ark. 2004, Altan ve ark. 2006).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iliskisini gosteren
calismalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon
sonucu olusan doku hasarmin serbest radikal {iretimini arttirdigi (Kuyvenhoven 1999,
West 2000) ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (WolIff
1987, Baynes ve Thorpe 1999). Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da
bilinen beta hiicrelerinde gozlenen hasarm, hipergliseminin toksik etkilerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Szaleczky ve ark. 1999).

Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROS iiriinii olan OH' radikaline
donlismesi sonrasi insiilin reseptor sinyal sistemi {izerinde etkili oldugu ve insiilin
tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar bir
rol oynayabilecegi goriisii arastirmacilarin savlari arasinda bulunmaktadir (Donalth ve
ark. 1999). Glikasyon aracili serbest radikal tiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu
azalttigin1 ve beta hiicre apopitozuna yol agtigmi gosteren ¢aligmalarin bulgulari bu
gorilisli destekler niteliktedir (Ihara ve ark.1999, Tiedge 1997). T ve B lenfositlerin,
makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin beta hiicrelerine toksik etkilerini de serbest

radikaller araciligiyla yaptig1 diisiiniilmektedir. Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda

14



yakin iliski oldugu goriisii in vivo ¢alismalar ile de desteklenmistir (Wolf ve Dean 1987,
Hunt ve ark. 1988, Cameron ve Cotter 1995). Hiperglisemi aracilt ROS iiretimi baslica
3 mekanizma ile agiklanmaktadir:
1) Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit iizerinden son
derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i glukoz
oksidasyonu NADH nin ag¢iga ¢ikmasina yol acar. NADH solunum zincirinde oksidatif
fosforilasyon yolu ile ATP iiretimi igin gerekli enerjiyi saglamak iizere kullanilir.
Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali agiga c¢ikar. Yiiksek
glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal tiretimi artar. Mitokondri
solunum zinciri baslica hiicre igi ROS iiretim kaynagidir. Normal solunum zinciri
olaylar1 sirasinda siirekli olarak siliperoksit radikali olustugu diisiiniilmektedir.
Diyabetteki patolojilerin birgogunun artmis mitokondriyal ROS iiretimi ile ilintili
oldugunu gostermektedir (Mullarkey ve ark. 1990, Hori ve ark. 1996, Hunt ve ark.1998,
Cameron ve Cotter 1995).

2) Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri)
Olusumu
Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve sliperoksit anyonuna
cevrilir. Reaksiyonlar, durmadan proteine baglanarak kontrolsiiz glikasyon
reaksiyonlarma neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron
vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur. Glukoz ve proteinlerin amino
gruplar1 arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonlari
yoluyla 6nce Shiff bazlar1 sonra Amodori iiriinleri ve en son olarak ileri glikasyon son
iriinleri (AGE) olusur. AGE’ler, endotelin-1 araciligiyla vazokonstriksiyonu arttirarak
endotel hasarina yol agtig1 gibi, kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal
iiretebilme kapasitesine de sahiptirler. AGE’ lerin toksik etkileri arasinda proteinlerin
yapilarin1 ve fonksiyonlarimi degistirebilmeleri de bulunmaktadir. Arastrmalar
AGE’lerin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal iiretimini uyarmasinin yani

sira, artmug serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE olusumunu arttirdigini géstermektedir
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(Kuyvenhoven ve Meinders 1999, West 2000, Cameron ve Cotter 1995). Hiicre i¢ci AGE
olusumu ile lipid peroksidasyonu arasinda siki bir iliski oldugunu, lipid
peroksidasyonunun oOnlenmesi ile AGE olusumunun da onlendigini bildirmislerdir.
Glukoz ile dolagimdaki ve dokularin yapisindaki proteinler arasinda gelisen bir
reaksiyondur, sonugta glikozilasyon iirlinleri (AGE) ortaya c¢ikar. Bu reaksiyon,
diyabetlilerde normal kisilere gore en az iki kat fazladir ve bu son iirlin AGE’ler doku
hasarina neden olur (Kuyvenhoven ve Meinders 1999, West 2000, Wolf ve Dean 1987,
Hunt ve ark. 1988, Cameron ve Cotter 1995).

Glikoz+Protein ©Schiff baz & Amadori trlnleri

{

Erken glikozilasyon {iriinleri

{

| Advanced glycation end product (AGE) |

Sekil 1. Non-enzimatik glikozilasyon semasi

3) Poliol Yol
Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢in NADPH kullanildigindan hiicre ici NADPH
tiikketilir. Okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi
icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi1 ve sonugta NADPH’
m yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin smirlanmasi anlamma gelmektedir
(Kuyvenhoven ve Meinders 1999). Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev
yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler komplikasyonlarmin ortaya ¢ikisinda
rol oynar (Godin ve ark. 1988). Vazodilatér mediatorlerin kaybi1 endondronal kan
akimmin azalmasima dolayisiyla endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu
olayin sonucunda ndronal hiicre, schwann hiicrelerde hasar meydana gelmektedir
(Cameron ve Cotter 1997, Greene ve ark. 1987). Glukozun sorbitol yolu ile fruktoza ve

sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu olarak hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve
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bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim aktivitesinde diigme oldugu gozlenmistir ki
bu enzim aktivitesi sinir iletim hiz1 i¢in 6nem tasimaktadir (Greene ve ark. 1990, Bukan
ve ark. 2004). Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle
retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve kalp hastalig1 patogenezinde rolii oldugu

diistiniilmektedir (Bukan ve ark. 2004).

Glikoz » Sorbitol ———» Fruktoz

Aldoz rediiktaz Sorbitol dehidrogenaz

Sekil 2. Poliol Yolu.

2.3. Olea europaea ve Cynara scolymus Ektratlarinin Diyabetle liskisi

2.3.1. Olea europaea icerigi ve Diyabetle Iliskisi

Zeytin agaci (Olea europaea) Oleaceae familyasina ait ¢ok yillik odunsu bir bitkidir.
Son zamanlarda pek c¢ok bilimsel aragtirmanin zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapragi gibi
irlinler basta olmak iizere zeytin agaci ilizerinde odaklandig1 goriilmektedir (El ve
Karakaya 2009). Zeytin yapragmin ilk olarak 18. yiizyilda, Malarya salginina karsi
kullanildig1 ve terapdtik oOzellikleri konusunda da ilk verilerin 1854 yilinda ortaya
atildig1 ve gegen yiizyilin ortalarinda ise, zeytin yapragi ekstresinin hipertansiyon
iizerinde olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Bouallagui ve ark. 2011). Son
donemlerde bilim adamlarmmin zeytin yapraginin potansiyel saglik etkileri konusuna
artan ilgisi dikkat ¢ekicidir ve toplumun da bitkisel ¢aylarin saglikla ilgili etkilerine
artan ilgisi nedeniyle, sik kullanilan geleneksel bitki ¢aylarindan zeytin yapragi cayi da
arastirma konular1 arasma katilmistir (Biiyiikbalc1 ve El 2008). Yapilan arastirmalara
gore, zeytin yapragi bazi element, vitamin ve yaglar gibi mikro besinler dahil yiiz kadar
farkli kimyasal madde icermektedir. Bu maddeler arasinda 6zellikle fenolik bilesikler ve
tiirevleri, zeytin yapragmin biyolojik etkilerinde oldukga onemlidir (Benavente-Garcia
ve ark. 2000). Zeytin yapragi ekstresinde baslica bes grup fenolik bilesik bulunur:
*Qleuropeositler (oleuropein ve verbascoside),

*flavonlar (luteolin-7- glukozit, apigenin-7-glukozit, diosmetin-7-glukozit, luteolin ve

diosmetin),
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*flavonoller (rutin),

*flavan-3- oller (katesin) ve

*substitue fenoller (tirosol, hidroksitirozol, vanilin, vanilik asit ve Kkafeik asit)
(Benavente-Garcia ve ark. 2000).

HPLC yo6ntemi ile bu bilesiklerin bir kismi (oleuropein, verbascoside, rutin, kafeik asit,
luteolin- 7-glucosit, apigenin-7-glucozit ve luteolin 4- glucosit) tanimlanmistir (Pereira
ve ark. 2007). Zeytin polifenollerinin iki temel kaynagi; zeytin yapragi ve zeytinyagi
sanayisinde “alperujo” olarak bilinen kat1 atiklardir. Alperujo (pirina), zeytinyaginda
bulunandan 100 kat daha yiiksek konsantrasyonlara kadar icerigiyle, dogal
antioksidanlarin ucuz bir kaynagidir. Zeytin yapraklari, diger iirlinlere gore, en yiiksek
antioksidan ve serbest radikal temizleyici giice sahiptir. Zeytin yapraginda en bol
oleuropein bulunurken, hidroksitirozol, luteolin, apigenin-7-glikozitler ve verbascoside
onu izlemektedir.

Zeytindeki fenolik bilesiklerden en oOnemlisi oleuropeindir. Aci bir bilesik olan
oleuropein zeytin agacindaki baskin sekoiridoid olup, giiclii antioksidan ozellige
sahiptir. Oleuropein 1908 yilinda kesfedilmistir. Daha yaygin olarak hidroksitirozol
olarak bilinen 3,4- dihidroksifenil etanol, oleuropeinin baslica yikim iriinii, bir diger
ifade ile oleuropein Onciilii iken, verbascoside hidroksitirozol ve kafeik asitin konjuge
bir glukozididir (Benavente-Garcia ve ark. 2000, Granados-Principal ve ark. 2010).
Islenmis zeytin ve zeytinyaginda hidroksitirozol, islenmemis zeytin ve yapraklarinda ise
oleuropein daha yiiksek miktarlarda bulunur. Oleuropein konsantrasyonu azaltan ve
hidroksitirozol konsantrasyonu artiran en 6nemli etken zeytinin olgunlagsmasi sirasinda
meydana gelen kimyasal ve enzimatik reaksiyonlar ya da zeytinyagi iiretim siirecinde
yapilan islemlerdir (Tan ve ark. 2003). Oleuropeinin bagirsaklardan emiliminin yetersiz
olup bunun nedeninin onun biiyiik boyutu ve diizlemsel yapiya sahip olmasindan dolay1
oldugu belirtilmektedir. Bir glikozit olan oleuropein i¢in, ince barsak epitel hiicreleri
iizerinde sodyuma bagimli glukoz tasiyicisina benzer olasi bir ge¢is modeli One
stirlilmiis ve benzer bir polifenolik bilesik olan kuersetinin glikozidi absorbe eden aktif
seker tastyicilar1 icerdigi bildirilmistir (Hollman ve ark. 1995). Oleuropein ayni
zamanda antiinflamatuar Ozellige sahip giicli bir antioksidandir. Zeytin yapragi

ekstresinin toplam (karisim halinde) antioksidan aktivitesinin en yliksek degere
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ulagmast ve radikal temizleme kapasitesinin bu bilesiklerin her birinin tek basina
gosterdigi degerden yiiksek olmasi, fenolik bilesiklerin sinerjik davranis gosterdigini
diistindiirmektedir. Flavonoidler, oleuropeositler ve substitue fenollerin relatif radikal
temizleme kapasiteleri; rutin > catechin = luteolin > hydroxytyrosol > diosmetin >
caffeic acid >verbascoside > oleuropein > luteolin-7-glucoside = vanillic acid =
diosmetin-7-glucoside > apigenin-7-glucoside > tyrosol > wvanillin seklinde
siralanmaktadir. Oleuropein tarafindan serbest radikal olusumunun Onlenmesi;
siklooksijenaz yolunu etkilemeksizin lipoksijenazlar gibi ¢esitli inflamatuar enzimleri
inhibe etme yoluyla olabilecegi gibi, serbest radikal liretim reaksiyonlarini kataliz eden
Cu® ve Fe" gibi metal iyonlarim1 selatlama kabiliyeti nedeniyle de olabilir. Oleuropein
ve hidroksitirozol, zeytin yapragi ekstresindeki temel bilesikler olup, sirasiyla hidroliz
olurlar. Oleuropein ve metaboliti hidroksitirozol, her ikisi de optimum antioksidan
ve/veya radikal temizleyici aktivite icin fonksiyonel bir (katekol) gruba sahiptir.
Notrofillerde respiratuar patlama ve hipoklorik asit kaynakli radikaller i¢in inhibitor
etkiye sahip olan bu iki bilesigin, ayn1 zamanda siiperoksit anyon temizleyicisi olduklar1
da gosterilmistir (Chimi ve ark. 1991). Bunlardan hem oleuropeinin hemde
hidroksitirozoliin hidroksil radikallerini temizledigini ama bu etkinin oleuropeinde daha
giiclii oldugu belirtilmistir (De la Puerta ve ark.1999, Gordon ve ark. 2001). Zeytin
yapraklarindan elde edilen oleuropeinin oksidatif stres, enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlar iizerine etkileri alloksan ve STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda ya da
tavsanlarda gosterilmistir. Alloksanla diyabet olusturulmus tavsanlarda oleuropeinin
hiperglisemi ve oksidatif stresi inhibe ettigi ve oksidatif stresle iliskili
komplikasyonlarin 6nlenmesinde faydali olabilecegi gosterilmistir (Al-Azzawie ve
Alhamdani 2006). Bouaziz ve ark. (2008), islenmis zeytin, kabuk yaglar1 ve hidrolizat
Oziitleri ile zenginlestirmenin, yapraklar ve ekstrenin antioksidan igerigi nedeniyle
oksidatif bozulmaya kars1 belirgin diren¢ olusumuna yol actigin1 rapor etmislerdir. Bir
diger calismada ise, ekstrenin antioksidan potansiyeli, hem tuz-duyarli hem de tuz
direngli Sprague Dawley si¢an kanlarinda glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ve superoksit
dismutaz (SOD) enzim diizeyleri izlenerek Ol¢iilmiistiir. Evre-1 hipertansiyonu olan
hastalarda giinde iki kez (500 mg) zeytin yaprag1 ekstresinin, sistolik ve diyastolik kan

basinci tizerinde, giinde iki kez etkin doz (12,5-25 mg) kaptopril tedavisine benzer
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tansiyon diistiriicii etkisinin oldugu gosterilmistir. Ayrica, ekstrenin lipit profili iizerinde
de (trigliserit, total ve LDL kolesterolii diisiiriicii) faydali etkilerinin oldugu bildiril
mistir (Susalit ve ark. 2011). Zeytin yapraklar1 geleneksel oldugu kadar, artik
giiniimiizde de hiperglisemi, hipertansiyon ve bulasict hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakta ve 6zellikle Avrupa’da diyabet ve hipertansiyon i¢in geleneksel bir ilag
olarak kabul edilmektedir (Sato ve ark. 2007, Pereira ve ark. 2006). Gonzalez ve ark.
(1992) insanlarda pismis piring yiiklemesine glisemik yanit1 arastirdiklar1 caligmada,
zeytin yapragi ekstresinin, borderline grup kan sekeri diizeylerini, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli Olgiide azalttigt ve zeytin yapragindaki oleuropeinin
hiicrelere glukoz alimmi hizlandirdig1 rapor edilmistir. Zeytin yapragi (olea europaea)
ekstresinin kardiyovaskiiler etkileri, oleuropein ve oleacein temel komponentlerine
atfedilmektedir (Lasserre ve ark.1983). Somova ve arkadaslarmin arastrmasinda
oleanolik asit, ursolik asit ve li¢ farkli zeytin yapragi (Afrika, Yunanistan ve Cape
Town) ekstrelerinin antihipertansif, diliretik, aterosklerotik, antioksidan ve hipoglisemik
etkileri, insiilin direngli genetik hipertansiyon sigan modeli kullanilarak arastirildi.
Insulin direngli siganlarm kan sekeri diizeyinde % 26 ve total kolesterolde % 108
oraninda anlaml artigla birlikte, LDL kolesterol ve trigliseritlerde dort kattan fazla artis
ile erken ateroskleroz gelistirme egilimi gozlendi. Oleanolik asit, ursolik asit ve zeytin
yapragi ekstresiyle tedaviden 6 hafta sonra, tiim biyokimyasal parametrelerin neredeyse
tamamen normale dondiigi bildirildi. Yakin zamanda yaymlanmig bir diger ¢alismada,
zengin hidroksitirozol ve oleuropein igeren zeytin yapraklari ekstresinin, meme kanseri
hiicrelerinde ilerlemeyi yavaslattigi rapor edilmis ve bu etkilerin mikrobesinler,
Ozellikle polifenollerden ileri geldigi ileri stiriilmistiir (Bouallagui ve ark. 2011).
Antioksidanlar ve 6zellikle fenolik bilesikler i¢in dnemli bir besin kaynagi olan zeytin
yapragi ekstresi de fonksiyonel bir gida olma potansiyeline sahiptir (Lee ve Lee 2010).
Ancak, cogu bitkisel kaynakli bu tiir tirlinlerin dogru/tavsiye edilen dozajda olmadig1 ve
fitokimyasal icerikleri nedeniyle potansiyel risk tasidiklarina da dikkat ¢ekilmektedir.
Rodrigues ve ark. (2011) yaptig1 arastirma sonuglari, farelerde 14 hafta siireyle zeytin
yaprag1 ekstresi takviyesinin biyokimyasal, histolojik ve karaciger mitokondrilerinde
anlamli degisiklikleri indiikledigini gostermislerdir. Jemai ve ark. (2009) alloxan ile

diyabet olusturulmus sicanlarda zeytin yapragindaki oleuropeninin ve hidroksitirozoliin
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antihiperglisemik, antilipidemik ve antioksidan Ozellie sahip oldugu gosterilmistir.
Yapilan caligmalarda deneysel olarak diyabet olusturulan sicanlarda ve diyabetik
hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonunun 6nemli derecede
arttigit ve oksidatif stresin diyabet etyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmistir. Bunlara ilave olarak, uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede
goriilen degisikliklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile de iliskili
olabilecegi arastirmacilar tarafinda vurgulanmaktadir (Altan ve ark.2006).

2.3.2. Cynara scolymus Icerigi ve Diyabetle iliskisi

Enginar (Cynara scolymus L.), ¢cok yillik otsu eski bir bitkidir, kuzey Afrika ve
akdenizin giineyinde yetisir. Giiniimiizde enginar diinyanin heryerinde biiyiik 6lgiide
yetismektedir, Italya ve ispanya diinyanin dnde gelen iireticilerindendir. Eski Misir,
Yunan ve Romanlar tarafindan tedavi edici 6zelligi bilinip tibbi bitki olarak kullanildig:
goriilmektedir. Yine Enginar yapraklarinin eski zamanlardan beri koleretik olarak
bitkisel tedavide kullanildigi goriilmektedir. Daha eskiden enginar preparasyonlarinin
sindirime yardimci olarak kullanildig1 goriilmektedir. Son donemlerde bilimsel
calismalarin belirttigi sonuglara gore enginarin hipolipidemik ve hipokolesterolemik
etkisinden s0z edilmektedir. Enginar yapraginin kimyasal bilesenleri genis oOl¢iide
calisiimaktadir ve en Onemli kimyasal bilesen olarak flavonoidler ve mono- ve
dicaffeoylquinic asid ile polifenolik bilesikler bulunmaktadir (Adzet ve Puigmaci 1985,
Wagenbreth 1996). Cesitli farmakolojik testlerde enginar yapragi ekstrat1i LDL
oksidasyonu ve kolesterol biyosentezini engellemesinin yaninda antibakteriyal,
antioksidan, anti-HIV, karaciger koruyucu, idrara ¢ikma ve Kkoleretik aktiviteler
gostermektedir (Dranik ve ark. 1996, Martino ve ark. 1996, Brown ve Rice-Evans
1998). Enginarin en yiiksek antioksidan kapasitesi ozellikle, chlorogenic acid (CGA)
olarak bilinen 5-caffeoylquinic acid, 1,3-dicaffeoylquinic acid (cynarin), 1,5-
dicaffeoylquinic acid ve caffeic acid den dolayidir (Sonnante ve ark. 2011). Son
zamanlarda arastrmalar enginar yapragi ekstraktinin antioksidan aktivitesi iizerine
yogunlagmaktadir. Wang ve ark. (2003) in vitro yaptiklar1 calismada enginar
yapraklarinin ve bas kisimlarinm fenolik igerik yoniinden ¢ok zengin oldugu ve yiiksek
antioksidan 6zellik gdsterdigini bulmuslar ve bu sonuglarinin diger ¢aligmalar1 dogrular

ozellikte oldugunu belirtmislerdir. Enginar yapragi ekstrati, hepatosit olusturulmus
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sicanlarda olusan oksidatif stresi engellemek i¢in, hidrojen peroksitin sebep oldugu
hemolizi engellemek ic¢in ve in vitro sartlarda lipoproteinleri oksidasyondan korumak
icin antioksidan ve koruyucu 6zellik gosterdigi tespit edilmistir (Brown ve Rice-Evans
1998, Gibhardt 1997). Vinik ve ark. (1998) yaptiklar1 calismada lifli gidalarin
karbonhidrat metabolizmas1 iizerine yararl etkileri oldugunu belirtmislerdir. Nazni ve
ark. (20006) yaptiklar1 ¢aligmada tip 2 diyabetlilerin 3 ay siire ile enginar1 gida olarak
tilkettiklerinde aclik ve tokluk kan glikoz degerlerinin diistigl saptamislardir. Cynara
scolymus’ la (yabani enginar) doza bagh olarak yapilan ¢alismalarda yiiksek dozun
genotoksik etki gosterebilecegi de belirtilmistir. Bunun i¢in tedavi dozunun iyi tesbit
edilmesi gerektigi belirtilmistir (Meriele ve ark.2013). Yapilan literatiir arastirmalarinda
enginarin diyabet ve oksidatif stres {izerine etkileri ile ilgili sinirli sayida ¢alismaya
rastlanmastir.

3. MATERYAL

3.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Deneyde Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi’ nden
saglanan 80 adet 350- 400 g agirhiginda Wistar tiirii erigkin erkek sicanlar kullanildi.
Sicanlar deneysel ¢alismaya baslamadan 20 giin dnce 1s151 18° C - 22° C arasinda sabit
tutulan 6zel odaya alindilar. Dort sigan bir kafeste olacak sekilde yerlestirildiler ve
standart diyet (pelet) yem ile beslendiler. Sicanlarin su ve yem alimlar1 serbest birakildi.
3.2. Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Deney gruplari, kontrol gruplar1 10, diyabet gruplar1 10 sigandan olusmak iizere 8 gruba
ayrildr:

Grup 1: Normal kontrol si¢anlar (K)

Grup 2: Oral olarak Olea eruopea ekstrakti alan normal si¢anlar (K + OLEE)

Grup 3: Oral olarak Cynara scolymus ekstrakti alan normal si¢anlar (K + CYE)

Grup 4: Oral olarak Olea eruopea ve Cynara scolymus ekstrakti alan normal si¢anlar
(K + OLEE + CYE)

Grup 5: Diyabetik kontrol siganlar (D)

Grup 6: Oral olarak Olea eruopea alan diyabetik siganlar (D + OLEE)

Grup 7: Oral olarak Cynara scolymus ekstrakti alan diyabetik sigcanlar (D + CYE)
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Grup 8: Oral olarak Olea eruopea ve Cynara scolymus ekstrakti alan diyabetik siganlar
(D + OLEE + CYE)

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezinin
etik kosullarina uygun olarak planlandi.

3.3 Diyabetin olusturulmasi ve Olea europaea yaprag ekstrakti ve Cynara scolymus
yaprag ekstraktinin uygulanmasi

Streptozotosin pH’1 4.5 olan 20mM sodyum sitrat tamponu iginde ¢oziildii ve siganlara
tek doz (65mg/kg) intraperitoneal olarak enjeksiyon yapildi. Kontrol grubu siganlarina
ise tek doz intraperitoneal sitrat tamponu enjeksiyonu yapildi. Diyabet grubunu
olusturan sicanlarin enjeksiyondan 48 saat sonra kuyruklari kesilerek kan glukoz
diizeyleri tayin edilerek diyabet olduklar1 saptandi ve deneysel ¢aligsma baslatildi.
Cynara scolymus ve Olea europaea ¢ekirdegi ekstraktimin hazirlanmasi:

Ticari olarak satin alman ekstratlar (Kale Naturel, Edremit, Balikesir) %10 oraninda
icme suyuna 5 hafta siire ile ilave edildi.

3.4 Sicanlara maddelerin verilisi

Diyabet olustuktan bir hafta sonra 1.gruptaki ve 4.gruptaki siganlara % 10 ‘luk Olea
europaea ekstrati, 2.gruptaki ve 5. Gruptaki siganlara %10’luk Cynara scolymus
ekstrakti, 3. gruptaki ve 6. gruptaki sigcanlara %10 ‘luk Olea europaea eksrakti ve
Cynara scolymus ekstrakti 5 hafta siire ile igme suyuna eklendi.

I¢me sular1 giinliik olarak hazirlanip 24 saatlik sivi tiiketimi takip edildi. Ayrica deney
stiresi olan 5 haftalik siire icinde si¢anlarin yem tiiketimleri gilinliik olarak takip edildi.
Kan glukoz diizeyleri sicanlarin kuyruklar1 kesilerek alman kanda glukometrede
glukostix stripleri kullanilarak (Abbot GlucometerMedisense Products, USA) 6l¢iildii.
Kan glukoz diizeyleri ve viicut agirliklar1 ise haftada bir kez olmak tizere 6l¢iildii.

3.5 Orneklerin Toplanmasi

Deney siiresi bitiminden sonra kan 6rnekleri, bir kuru tiip, bir heparinli ve iki EDTA’1
tiipe, 0.18 x 40 mm’ lik igne yardim ile (Vacutainer, Ingiltere) hafif eter anestezisi
altinda, sicanlarin kalbinden ponksiyonla alindi. GSH-Px i¢in heparinli tiipten 300 pl ve
SOD i¢in hemogram tiiplinden (EDTA’l1) 500 pl tam kan ayrildi. Diger kan 6rnekleri
1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalar1 ayrildi. Serum insiilin

diizeyleri radioimmunoassay (Diagnostic Products Corporation, USA) ile o6l¢iildii.
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Hemen calisgilmayacak olan parametreler [serum PON, arilesteraz, plazma MDA
(malondialdehit), HDL, TK, TG )] i¢in ayrilan 6rnekler -20° C’ de saklandi. SOD i¢in
hazirlanan numuneler (0,5 mL EDTA’l tam kan alind1 ve 3000 rpm' de 10 dakika
santriflij edilerek plazmasi ayrildi ve aspire edildi, kalan eritrositler, her yikamada 3 mL
% 0,9 NaCl kullanilarak 4 defa yikand1 ve eritrosit paketi seklinde saklandi), GSH-Px
(heparinli tam kandan) buzdolabinda saklanarak 3 giin icinde c¢alisildi. Kalp, kas,
karaciger ve iskelet kasi dokular1 kan alimmin hemen ardindan ¢ikartilarak, serum
fizyolojik ile yikand: ve galisilincaya kadar -20° C” de sakland.
3.6 Arac ve Geregler
Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1202" (Japonya)
Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1601" (Japonya)
Su banyosu, "Julabo UC" (Almanya)
Santrifiij, "Sanyo Mistral 2000 R" (Ingiltere)
Santrifiij, "Janetzki T 32" (Almanya)
Karistirict (vorteks), "Heidolph" (Almanya)
Otomatik pipet (10 uL), "Gilson" (ABD)
Otomatik pipet (20 uL), "Gilson" (ABD)
Otomatik pipet (20-200uL), "Eppendorf* (Almanya)
Otomatik pipet (500-5000uL), "Eppendorf" (Almanya)
Otomatik pipet (200-1000 uL), "Eppendorf" (Almanya)
Derin dondurucu (-20° C), "Ugur" (Tirkiye)
Buzdolab1 “Argelik” (Tiirkiye)
Abbot Glucometer Medisense Products (ABD)
Kantar (Tiirkiye)
3. 7. Ticari Kitler
1. Kolesterol, "Randox Lab." (Ingiltere) Lot. n0:1132 F, Kat. no: CH200
. SOD (Ransod), "Randox Lab." (Ingiltere) Lot. n0:0019 J, Kat. no: SD125
. GSH-Px (Ransel), "Randox Lab." (Ingiltere) Lot. no:1764 J, Kat. no: RS504

. 2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) (>% 98), "Sigma" (A.B.D.) Kat. no: T 5500

2

3

3. 8. Kimyasal Malzemeler

1

2. n-Biitil alkol, "Sigma" (A.B.D.) Kat. no: S 15,467-9
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. Sodyum hidroksit, "Merck" (Almanya) Kat. no: 6462

. Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), "Sigma" (A.B.D.) Kat. no: D9286
. Fenil asetat (% 99), "Aldrich" (A.B.D.) Kat. no: 10,872-3

. Sodyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat. no: 6400

. Tris, "Merck" (Almanya) Kat. no: 8387

. Kalsiyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat. no: 2389

. Glisin, "Merck" (Almanya) Kat. no: 4201

10. Sodyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat. no: 6345

11. Potasyum dihidrojen fosfat, "Merck™ (Almanya) Kat. no: 4871

© o0 N o O B~ W

12. Potasyum ferri siyaniir, "Merck" (Almanya) Kat. no: 4971

13. Potasyum siyaniir, "Merck" (Almanya) Kat. no: 4966

14. Sodyum bikarbonat, "Horasan Kimya" (Tiirkiye)

15. Metafosforik asit, "Sigma" (A.B.D.) Kat. no: 6250

16. Metanol (HPLC grade), "BDH" (Almanya) Kat. no:15250

17. Potasyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat. no. 4935

19. Sodyum dodesil siilfat (SDS), “Fluka” Kat. no. 71728

20. Biitanol, "Merck" (Almanya) Kat no. K 24430988

21. Asetik asit, “Kimetsan” (Tiirkiye) Kat no. KIM-AA/01GC

22. Piridin, “Merck” (Almanya) Kat no. 7462

23. 1,1,3,3-Tetramethoxy-propane, “Fluka” Kat no. 87670

24. Cynara scolymus yapragi Ekstrakt, Kale Firmasi, Edremit-BALIKESIR
25. Oleu europea yapragi Ekstrakt, Kale Firmasi, Edremit-BALIKESIR
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4.YONTEM

4.1 Serum Total Kolesterol, HDL-K ve Trigliserit Ol¢iimii

Serum lipit (kolesterol, HDL-K ve trigliserit) diizeyleri, kantitatif elektrolit tayini
yapilan Abbott C16000 otoanalizorde olgtildii.

4.2. Eritrosit SOD Aktivitesinin Olgiimii

SOD aktivitesi kit (Ransod) kullanilarak 6l¢iildii. Bu yontemde ksantin, KO enziminin
katalizi ile O, radikali olusturur. Olusan radikal 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)
feniltetrazolyumklorid (INT) ile reaksiyona girer ve pembe renkli bir bilesik olusturur
veya SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile dismutasyona ugrayarak H,O, ve O,
meydana gelir. Boylece INT ile reaksiyona giren O, miktar1 azaldig: i¢in reaksiyon
inhibe olur. Burada SOD aktivitesinin 6l¢iimii, yukaridaki reaksiyonun inhibisyon
derecesinin Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Agiga ¢ikan pembe renk SOD aktivitesi ile ters
orantilidir.

Ayiraglar:

1- 0,01 M fosfat tamponu (pH 7,0): 0.68 g KH,PO,4 ve 0,71 g Na;HPO, tartilarak 9 dL
distile suda ¢oziildii ve pH’1 kontrol edilip 1 L’ ye tamamlandi.

2- Ransod substrat: Ksantin 0,05 mmol/L, I.N.T. 0,025 mmol/L

3- Ransod tampon: CAPS 40 mmol/L, pH 10.2; EDTA 0,94 mmol/L

4- Ransod XO: 80 U/L

5- Ransod standart: 5,4 U/mL

SOD aktivitesi Ol¢iimii i¢in, 0,5 mL tam kanin eritrosit paketi alindi ve hacmi soguk
distile su ile 2 mL' ye tamamlandi. Bu karisim +4° C de 15 dakika bekletilerek
hemolizat elde edildi. Hemolizat 0,01 M fosfat tamponu (pH 7,0) ile 25 kez sulandirildi.
Boylece ilk basta alinan 0,5 mL tam kan 100 defa sulandirilmis oldu. Deney 37° C' lik
sartlarda gerceklestirildi.
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Cizelge 4. 1. Eritrosit SOD Aktivitesinin Olgiimii, Deneyin Yapilist

Ayira¢ Korii Standart Ornek
Fosfat tamponu 25 uL _ B
Diliie hemolizat _ 25 uL
Standart _ 25 uL
Substrat 850 uL 850 850
KARISTIRILDI.
Ksantin Oksidaz | 125 uL 125 uL 125 uLL

Tipler karistirildi ve 30 saniye bekledikten sonra her bir tiip i¢in spektrofotometrede
505 nm dalga boyunda absorbans sifirlandi ve tam 3 dakika sonra son absorbans
kaydedilerek AA/dk hesaplandi. SOD aktivitesi, iki seri standart ¢6zeltisi hazirlanarak
elde edilen standart egri grafigi iizerinden kit katalogunda tarif edildigi gibi hesaplandi.
Sonuglar gram hemoglobin basmna iinite olarak verildi (U/g Hb).

4. 3. Eritrosit GSH-Px Aktivitesinin Ol¢iimii

GSH-Px aktivitesi kit (Ransel) kullanilarak 6lgiildi. GSH-Px enzimi, glutatyonun
(GSH) kiimenhidroperoksit tarafindan oksidasyonunu katalizlemektedir. Meydana gelen
okside glutatyon, glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda hizla rediikte olurken ayni1
anda NADPH okside olarak NADP+ * ye doniismektedir. Bu esnada 340 nm deki
absorbans azalmasi (AAbs) GSH-Px aktivitesi ile dogru orantilidir.

Ayiraglar:

1. Ransel ayra¢: GSH (4 mmol/L), GR( 1110,5 U/L) ve NADPH (0,34 mmol/L)

2. Ransel tampon: 4,3 mmol/L EDTA igeren 0.05 molar fosfat tamponu (pH:7,2)

3. Ransel kiimenhidroperoksit: 0,18 mmol/L

4. Ransel sulandiric1 ayirag
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5. Double Drabkin ayiract: 50 mg potasyum siyanid ve 200 mg potasyum ferri siyanid
ve 1 g sodyum bikarbonat tartilarak hacim distile su ile 500 mL’ ye tamamlandh.
Deneyin Yapihsi:

GSH-Px aktivitesinin dl¢glimii i¢in, 50 pL tam kan 1 mL Ransel sulandirict ayirag ile
seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten sonra 1 mL Double
Drabkin ayiraci ile karistirildi. Bu karigim en ge¢ 20 dakika iginde kullanildi. 1 mL
Ransel ayiract iizerine yukaridaki karisimdan 20 uL konuldu. 37° C lik su banyosunda 5
dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baslatmak icin iizerine kiimenhidroperoksit
cozeltisinden 40 pL ilave edildi. Tam 1 dakika sonra baslangic absorbansi kaydedilerek
sire baglatildi. 1. dakika ve 2. dakikada absorbanslar kaydedildi ve dakikadaki
absorbans azalmasi (AAbs/dk) hesaplandi. Kor olarak ¢alismsa ¢ozeltisine 6rnek yerine
20 uL distile su konuldu. Absorbans 6l¢iimleri spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda yapild1.

Hesaplanma:

Numune aktivitesi kor aktivitesinden ¢ikarildi ve gikan sonug 41 ile carpildi. U/L enzim
aktivitesini veren bu deger numunenin Drabkin ayiraci ile Olg¢lilmiis g/L cinsinden
hemoglobin degerine boliinerek hesaplandi (Ref; Ransel kit). Sonuglar gram
hemoglobin basina iinite olarak verildi (U/g Hb).

4. 4 Serum Paraoksonaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Paraoksonaz aktivitesi 6l¢limii Eckerson ve arkadaglarinin (1983) tanimladig1 yonteme
gore yapildi. PON aktivitesinin saptanmasi amactyla pH:10,5’da 0,05 M glisin-sodyum
hidroksit tamponu i¢inde 1,0 mM CaCl, ve 1,0 mM paraokson igeren 2,5 ml’lik
karisima 15,62 pL serum eklendi. Paraoksona PON' un etki etmesi sonucu agiga ¢ikan
p-nitrofenol, 25° C’de spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda (Molar absorbtivite
katsayist = 18,290 M™ cm™) 6lgiildii. Paraokson’un non-enzimatik kendiliginden
hidroliz orani ayira¢ korii kullanilarak saptandi ve bu deger diisiilerek gercek absorbans
degeri elde edildi. Bir iinite paraoksonaz aktivitesi 1 dakikada 1 pmol p-nitrofenol
olusturan enzim aktivitesi olarak tanimland1 ve serum PON aktivitesi iinite/litre (U/L)

seklinde ifade edildi.
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4. 5. Serum Arilesteraz Aktivitesinin Ol¢iimii
Arilesteraz aktivitesi 6l¢imii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) yontemine gore yapildi.
Reaksiyon karisimi pH:8,0’de 9,0 mM tris (hidroksimetil) aminometan/HCl tamponu
icinde 0,9 mM CaCl, ve 1,0 mM fenilasetat igeriyordu. Reaksiyon 2,5 mL
tampon/substrat ayiracma 1:3 oraninda tamponla sulandirilmig 16,66 pul. numune
eklenmesiyle baglatildi. Fenilasetat’in hidrolizi ile agiga ¢ikan fenol olusumu 270 nm
dalga boyunda saptandi. 10. ve 70. saniyede absorbanslar kaydedildi ve bdylece bir
dakikada agiga ¢ikan fenol miktar1 saptand1 (Molar absorbtivite katsayisi=1310 M cm’
1Y, Bir iinite arilesteraz aktivitesi; 1 dakikada 1 pmol fenol agiga ¢ikaran enzim aktivitesi
olarak tanimland1 ve serum arilesteraz aktivitesi U/L olarak ifade edildi.
4.6 Doku (Kalp, Karaciger, Bobrek ve Gastrocnemius kast) MDA Diizeyi Olciimii
Doku MDA diizeyi 6l¢iimii Ohkawa ve arkadaslarmin (1979) tanimladigi yonteme gore
yapild1
Hesaplanma: Numune absorbansi / Standart absorbansi X Standart konsantrasyonu (100
mg/dL) = nmol/mg doku.

Cizelge. 4. 3. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii, Deneyin Yapilisi
Ayirac korii Standart Ornek

0.2 ml. distile su 0.2 ml standart | 0.2g.Homojenat

Sodyum dodesil siilfat 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
Asetik asit 1.5mL 1.5mL 1.5 mL
TBA 1.5mL 1.5mL 1.5mL
Distile su 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL

e Vortekslendi. 60 dk kaynatildi.  Buzlu suda sogutuldu.

Distile su 1 mL 1mL 1mL

N-Biitanol / Piridin 5mL 5mL 5mL

e Vortekslendi 20 dk 3000 rpm’ de santrifiij edildi.
e Ustfazabs. 532 nm’ de kore kars1 okundu.
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4.7. Plazma MDA Diizeyi Ol¢iimii
MDA diizeyi 6l¢iimii Young ve ark. (1991) tanimladig1 yonteme goére yapildi. Yontem,
tiyobarbiturik asit ile lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA’ nin asidik ortamda
yiiksek 1smin etkisi ile pembe renkli kompleks olusturmasi prensibine dayanir. Analiz
Shimadzu LC-10AT model yiiksek basinglt sivi kromatografi (HPLC) cihazi ile yapildi.
Plazma MDA analizinde agagidaki 6zellikler kullanild.
Mobil faz bilesimi: % 50 metanol (HPLC grade)

% 50 25 mM fosfat tamponu (pH: 6,5)
Mobil faz akis hizi: 0,8 mL/dk
Kolon: 10 cm uzunlugunda, 10 mm ¢apida C18 kolon kullanildi.
Dalga boyu: 532 nm
Deneyin yapihsi:
Kor, numune ve standart tiiplerinin her birine 500 uL 0,36 M fosforik asit (H3PO,4), 500
puL 0,44 M tiyobarbitiirik asit, 900 pL distile su ve 50 pL siwrastyla, distile su, serum
veya standart eklendi. Reaksiyon karigimi 100° C’ de 1 saat inkiibe edildi. Su
banyosundan c¢ikarildiktan sonra 10 dk 4° C’ de sogutuldu. Bu reaksiyon karisimimdan
400 pL alinarak tizerine 720 uL metanol (HPLC grade) ve 80 uL 1 M sodyum hidroksit
eklendi. 1500xg' de 10 dk santrifiij edildikten sonra metanol fazindan 50 uL alinarak
HPLC’ ye enjekte edildi.
Hesaplanma :
0.5, 1, 2, 4 nmol/mL’ lik konsantrasyonlarda hazirlanan 1,1',3,3'-tetraetoksipropan
standartlar1 ile ¢alisilarak standart egri grafigi ¢izildi. Yaklasik 4.dakikada goriilen
MDA pikinin alanma karsilik gelen deger standart egri grafiginden bulunarak
konsantrasyon hesaplandi ve serum MDA diizeyi nmol/mL seklinde ifade edildi.
5. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Istatistiksel degerlendirme igin SPSS (Statistical Packages of Social Sciences for
Windows Standart Version 11,0) paket programi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama
(ort) = ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak verildi. Gruplar arasindaki farki
karsilastirmak i¢in Kruskal Wallis testi yapilarak p<0,05 olanlara Mann-Whitney U testi
uygulandi. Testlerde p<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6.SONUCLAR

Kontrol Olea europea ekstrati uygulanan (K+OLEE) grup, kontrol (K) grubu ile
karsilastirildiginda, Kontrol Olea europea ekstrati grubunda kontrol grubuna gore, yem
alimi (swrasiyla 234+0.63 g/24s ve 224+0.47 g/24s, p<0.05) ve sivi aliminda (sirasiyla
5242 mL / 24s ve 28+0,8 mL/24s, p<0.05) anlamli bir artig saptanirken, serum TK
diizeyinde (5741 mg/dL ve 102+4 mg/dL, p<0.05), TG diizeyinde (46+4 mg/dL ve
7242 mg/dL, p<0.05) ve kan glukoz diizeyinde (sirasiyla 10542 mg/dL ve 105+4
mg/dL, p<0.05) anlamli bir azalma saptandi. Ayrica, serum HDL-K diizeyinde
(srrastyla 44+3 mg/dL ve 52 +£1 mg/dL) azalma, serum insiilin diizeyinde azalma
(srrastyla 2.011+0,14 mIU/mL ve 2,13+0,09 mIU/mL) ve viicut agirhgmda artma
(strastyla 365+16 g ve 336+9 g ) gozlense de anlamli bir fark bulunamadi.

Kontrol Cynara scolymus (K+CYE) ekstrati uygulanan grup, kontrol (K) grubu ile
karsilastirildiginda, yem alimi (sirastyla 21+1 g/24s ve 22+0.47 g/24s, p< 0.05) azalma
gozlenirken, sivi alimi (swrasiyla 4842 mL/24s ve 28+0,8 mL/24s, p<0.05) anlaml bir
artis saptandi. Ayrica, serum TK (54£5 mg/dL ve 10244 mg/dL, p<0.05), serum TG
(351 mg/dL ve 72+2 mg/dL, p<0.05) ve serum HDL-K (41+2 mg/dL ve 52+1 mg/dL,
p<0.05) diizeylerinde anlamli bir azalma saptandi. Ayrica, viicut agirhgi (sirasiyla
36116 g ve 33649 g), serum HDL-K diizeylerinde (sirasiyla 41+2 mg/dL ve 52+1
mg/dL), kan glukoz seviyesinde (sirasiyla 113+£2 mg/dL ve 107+4 mg/dL) ve serum
insiilin diizeyinde (sirastyla 2,09+0,14 mIU/mL ve 2,13+0,09 mIU/mL) anlaml1 bir fark
saptanmadi.

Kontrol Olea europea ve Cynara scolymus (K+OLEE+CYE) birlikte uygulanan grup,
kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda, yem alimi (sirastyla 20+0,3 g/24s ve 22+0.47
g/24s, p<0.05) , serum TK (sirasiyla 43+5 mg/dL ve 102+4 mg/dL, p<0.05) ve serum
TG (swrasiyla ve 58+3 mg/dL ve72+2 mg/dL, p<0.05) anlamli bir azalma saptanirken,
stvi aliminda (swrasiyla 4744 mL/24s ve 28+1 mL/24s, p<0.05) ve HDL-K diizeyinde
(strastyla 56+4 mg/dL ve 52+1 mg/dL, p<0.05) anlaml1 bir artig gozlendi. Ayrica, viicut
agirhgmda (swrastyla 392421 g ve 336+9 g), kan glukoz (1161 mg/dL ve 107+4
mg/dL),  serum insiilin (srasiyla 2,08+0,09 mIU/mL ve 2,13£0,09 mIU/mL)
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diizeylerinde anlamli bir degisim bulunamadi. (Sekil 6.1, Sekil 6.2, Cizelge 6.1, Cizelge
6.2)

Diyabet (D) grubunda, kontrol (K) grubuna gore, yem alimi (sirastyla 31+0,9 g/24s ve
22+0,47 g/24s), stvi alimi (sirasiyla 18442 mlL/24s ve 28+0,8 mL/24s, p<0.05) , kan
glukoz ( sirastyla 334439 mg/dL ve 10744 mg/dL, p<0.05), serum TK (sirasiyla 122+5
mg/dL ve 102+4 mg/dL, p<0.05) , serum TG (sirasiyla 290+24 mg/dL ve 7242 mg/dL,
p<0.05) diizeylerinde anlamli bir artig saptanirken, viicut agirliginda (sirasiyla 278+6 g
ve 3369 g, p<0.05), serum HDL-K (swrastyla 32+£3 mg/dL ve 52+1 mg/dL, p<0.05) ve
serum insiilin (swrrastyla 177+0,21 mIU/mL ve 2,13£0,09 mIU/mL, p<0.05)
diizeylerinde anlaml1 bir azalma saptanda.

Diyabet Olea europea (D+OLEE) grubunda diyabet (D) grubuna gore yem aliminda
(srrastyla 32+1 g/24s ve 3140,9 g/24s) ve serum HDL-K (45+£3 mg/dL ve 32+3 mg/dL)
diizeyinde ve viicut agrrliklarinda (sirasiyla 293+10g ve 278+6 g) artis gozlensede
anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica, sivi aliminda (sirasiyla 115422 mL/24s ve 184+2
mL/24s, p<0.05), kan glukoz diizeylerinde (297+30 mg/dL ve 334439 mg/dL, p<0.05),
serum TK (sirasiyla 102+2 mg/dL ve 122+5 mg/dL, p<0.05) ve serum TG (sirasiyla
100£6 mg/dL ve 290+24 mg/dL, p<0.05 ) diizeylerinde anlamli bir azalma saptandi.
Bununla birlikte serum insiilin (swrastyla 1,93£0.12 mIU/mL ve 1,77+0.21 mIU/mL,
p<0.01) diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 artma saptandi.

Diyabet Cynara scolymus (D+CYE) grubunda diyabet (D) grubuna gére; yem aliminda
(srrastyla 3743 g/24s, ve 31+09 g/24s ) artis, ve serum HDL-K (304+5 mg/dL ve 3243
mg/dL) diizeylerinde azalma goézlensede anlamli bir degisim gézlenmedi. Ayni zaman
sivi aliminda (sirasiyla 149+£22 mL/24s ve 184+2 mL/24s, p<0.05) azalma gozlendi ve
viicut agirliklarinda (swrasiyla 310£23g ve 278+6 g) anlamli bir artma gozlensede
anlamli bir fark bulunamadi. Ayrica, kan glukoz (309+44 mg/dL ve 334+39 mg/dL,
p<0,05), serum TK (swrasiyla 562 mg/dL ve 122+5 mg/dL, p<0.05 ) ve serum TG
(strastyla 7246 mg/dL ve 290+24 mg/dL, p<0.05) anlamli bir azalma ve serum insiilin
(srrastyla 1,82+0.01 mIU/mL ve 1,77+0,21 mIU/mL, p<0.01) diizeylerinde de anlamli

bir artma saptandi.
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Diyabet Olea europea ve Cynara scolymus (D+OLEE+CYE) grubunda diyabet (D)
grubuna gore; yem alimi (swrastyla 28+2 g/24s ve 31+09 g/24s), viicut agirhigi (sirastyla
307+14g ve 278+6 g), diizeylerinde belirli bir azalma serum HDL-K diizeyinde
(srastyla 37£5 mg/dL ve 32+3 mg/dL) ise belirli bir artis gozlense de anlamli bir
degisim saptanmadi. Bununla birlikte sivi alimida (sirasiyla 93+16 mL/24s ve 184+2
mL, p<0.05), serum TK diizeyinde (sirasiyla 63+2 mg/dL ve 122+5 mg/dL, p<0.05),
serum TG diizeyinde (sirastyla 72+1 mg/dL ve 290+24 mg/dL, p<0.05), kan glukoz
diizeyinde (swrastyla 268+50 mg/dL ve 334+39 mg/dL, p<0,05) anlamli bir azalma ve
serum insiilin (swrastyla 1,93 £ 0,002 mIU/mL ve 1,77+0,21 mIU/mL, p<0.01)
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artma saptandi (Sekil 6.3, Sekil 6.4,
Cizelge6.1, Cizelge 6.2)
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Sekil 6.1: Kontrol (K), Kontrol +Oleu europea ekstrakt: (K+OLEE), Kontrol + Cynara
scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol + Oleu europea ekstrakt: + Cynara scolymus
ekstrakti (K+OLEE+CYE) gruplarinda 5 haftalik periyotta meydana gelen viicut agirligi
degisimi.

a: Kontrol grubu ile karsilastrma. b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 6.2: Kontrol (K), Kontrol + Oleu europea (K+OLEE), Kontrol + Cynara scolymus
ekstrat1 (K+CYE), Kontrol + Oleuropein + Cynara scolymus ekstrati (K+OLEE+CYE)
gruplarinda 5 haftalik periyotta meydana gelen kan glukoz degisimi.
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Sekil 6.3. Diyabet (D) , Diyabet + Olea europea ekstraktt (D+OLEE), Diyabet +
Cynara scolymus ekstraktt (D+CYE), Diyabet + Olea europea + Cynara scolymus
ekstrakt: (D+OLEE+CYE) gruplarinda 5 haftalik periyotta meydana gelen viicut agirlig:
degisimi.

a: Kontrol grubu ile karsilastrma. b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Sekil 6.4. Diyabet (D) , Diyabet + Olea europea ekstrati (D+OLEE), Diyabet + Cynara
scolymus ekstrati (D+CYE) , Diyabet + Olea europea + Cynara scolymus ekstrati
(D+OLEE+CYE) gruplarinda 5 haftalik periyotta meydana gelen kan glukoz degisimi
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Cizelge 6.1. Kontrol (K), Kontrol Olea europaea ekstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara scolymus ektrakti (K+CYE) Kontrol Olea
europaea+Cynara scolymus (K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Oleu europaea ekstrakt (D+OLEE), Diyabet Cynara scolymus
ekstrakt (D+CYE), Diyabet Olea europaea + Cynara scolymus ekstrakt (D+OLEE+CYE) gruplarinda yem, sivi alimi, viicut agirhigi,
glukoz ve insiilin degerleri (Ort = SEM).

+ + + + + +
PARAMETRE K K+OLEE | K+CYE K+OLEE+CYE D D+OLEE D+CYE D+OLEE+CYE
Yem alimi . " * "
22404 23+0,6 ° 21417 20+0,3° 31+0,9° 32+1 37+3 28+2

(0/245s)
Swvi alum 28+0.8 5240% 48+2% 47+4% 184+2" 115+22™ 149+22"" 93+16™
(mL/24s)
Viicut a*

o 33649 36516 | 36116 392421 27846 293410 310423 307+14
Agirligi(g)
Glukoz o+ b* b b+

107+4 10542 11342 116+1 334439 297430 309+44 288450

(mg/dL)
Insilin 2,13£0,00 | 2,01120,14 | 2,09+0,14 |  2,08+0,09 1,774021°" | 1,930,12° | 1,82+0,01™
(HIIU/mL) H] s H] s H H] s s s s s s s s 1,93:|:0,002b*

a: Kontrol grubu ile karsilastirma. b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Cizelge 6.2. Kontrol (K), Kontrol Olea europaea ekstrakt (K+OLEE), Kontrol Cynara scolymus ekstrakt (K+CYE), Kontrol Olea
europaea + Cynara scolymus ekstrakt (K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europaea ekstrakt (D+OLEE), Diyabet Cynara
scolymus ekstrakt (D+CYE), Diyabet Olea europaea + Cynara scolymus ekstrakt (D+OLEE+CYE) gruplarinda kolesterol, trigliserit ve
HDL-Kolesterol seviyeleri (Ort = SEM).

PARAMETRE K K+OLEE K+CYE K+OLEE+CYE D D+OLEE | D+CYE D+OLEE+CYE
Total Kolesterol

(mg/dL) 102+4 57+1% 54+5%" 43457 122+5% 10242 562" 63+2°"
Trigliserit

(mg/dL) 7242 46+£4% 35+1% 58+3%" 290+24" 1006 7246 7241

HDL Kolesterol

(mg/dL) 52+1 4443 4142%" 5647 3243% 4543 3045 3545

a: Kontrol grubu ile karsilastrma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlhilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Kontrol Olea europaea grubu (K+OLEE), kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda
eritrosit SOD (strastyla 74+2 U/g Hb ve 59+1 U/g Hb, p<0.05) ve eritrosit GSH-Px
(srrastyla 16+1 U/mL ve 10+0,6 U/mL, p<0.05 ) seviyelerinde istatistiksel olarak artis
gozlendi. Kontrol Cynara scolymus (K+CYE) grubunda kontrol (K) grubuna gore
eritrosit SOD (sirasiyla 74+1 U/g Hb ve 59+1 U/g Hb, p<0.05 ) ve eritrosit GSH-Px
(srrastyla 18+1 U/mL ve 10+0,6 U/mL, p<0.05 ) ve kontrol Olea europea + Cynara
scolymus (K+OLEE+CYE) grubunda kontrol (K) grubuna gore eritrosit SOD (sirasiyla
sirastyla 78+4 U/g Hb ve 59+1 U/g Hb, p<0.05 ), eritrosit GSH-Px ( swrasiyla 20+2
U/mL ve 10 £0,6 U/mL, p<0.05) seviyelerinde istatistiksel olarak artis gdzlendi.
Diyabet (D) grubu, kontrol (K) ile karsilastirildiginda eritrosit SOD (swrasiyla 116+1
U/g Hb ve 59+1 U/g Hb, p<0.05) ve eritrosit GSH-Px (sirastyla 23+1 U/mL ve 10+0,6
U/mL, p<0.05) diizeylerinde istatistiksel olarak yiiksek bulundu. Diyabet Olea
europaea (D+OLEE) grubu, diyabet (D) grubu ile karsilastirildiginda eritrosit SOD
(sirastyla 139+3 U/g Hb ve 116+1 U/g Hb, p<0.05) seviyesi istatistiksel olarak yiiksek
bulunsa da eritrosit GSH-Px seviyesinde anlamli bir fark saptanmadi. Diyabet Cynara
scolymus (D+CYE) grubu ile diyabet (D) grubu karsilastirildiginda eritrosit SOD
(sirastyla 140+4 U/g Hb ve 1161 U/g Hb, p<0.05) ve eritrosit GSH-Px (sirasiyla 35+1
U/mL ve 23+1 U/mL, p<0.05) aktiviteleri istatistiksel olarak yiiksek bulundu. Diyabet
Olea europaea + Cynara scolymus (D+OLEE+CYE) grubu diyabet (D) grubuyla
karsilastirildiginda da eritrosit SOD (sirastyla 155+2 U/g Hb ve 116+1 U/g Hb, p<0.05)
ve eritrosit GSH-Px (srrasiyla 342 U/mL ve 23+1 U/mL, p<0.05) aktiviteleride
istatistiksel olarak yiiksek bulundu (Cizelge 6.3)

Kontrol Olea europaea (K+OLEE) grubunda kontrol (K) grubuna gére PON
aktivitesinde (swrastyla 132+2 U/L ve 124+1 U/L, p<0.05 ) ve arilesteraz aktivitesi
(srastyla 171£5 U/L ve 13949 U/L, p<0.05) anlamli olarak azalma gdzlemlendi.
Kontrol Cynara scolymus (K+CYE) grubunda kontrol (K) grubuna goére, PON
aktivitesinde anlamli bir fark saptanmamasina ragmen arilesteraz aktivitesinde (sirasiyla
173+7 U/L ve 139+9 U/L, p<0.05) anlaml bir artis saptand1. Bununla birlikte, Kontrol
Olea europaea + Cynara scolymus (K+OLEE+CYE) grubunda, kontrol (K) grubuna
gore PON diizeylerinde (srrasityla 139+1 U/L ve 124+1 U/L p<0.05) ve arileteraz
aktivitesinde (strastyla 18424 U/L ve 1399 U/L p<0.05) anlaml1 artis saptandi.
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Diyabet (D) grubunda kontrol (K) grubuna gore, PON aktivitesinde (sirastyla 56+6 U/L
vel24+1 U/L, p<0.05 ) ve arilesteraz aktivitesinde (swrastyla 73+6 U/L ve 139+9 U/L,
p<0.05) anlamli olarak azalma godzlemlendi. Diyabet Olea europaea (D+OLEE)
grubunda diyabet (D) grubuna gore, PON aktivitesinde (sirasiyla 110+2 U/L ve 56+6
U/L, p<0.05) ve arilesteraz aktivitesinde (sirastyla 122+2 U/L ve 73+6 U/L, p<0.05)
anlamli bir artis saptandi. Diyabet Cynara scolymus (D+CYE) grubunda diyabet (D)
grubuna gore, PON aktivitesinde (1063 U/L ve 56+6 U/L, p<0.05) ve arilesteraz
aktivitesinde (sirasiyla 121+3 U/L ve 736 U/L, p<0.05) anlamli bir artis saptandi.
Diyabet Olea europaea + Cynara scolymus (D+OLEE+CYE) grubunda diyabet (D)
grubuna gdre, PON aktivitesinde (sirastyla 112+5 U/L ve 56+6 U/L, p<0.05) ve
arilesteraz aktivitesinde (swrasiyla 127+3 U/L ve 73£6 U/L, p<0.05 ) anlaml1 bir artis
saptandi (Cizelge 6.3).
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Cizelge 6.3. Kontrol (K), Kontrol Olea europaea ekstrakt (K+OLEE), Kontrol Cynara scolymus ekstrakt (K+CYE), Kontrol Olea
europaea + Cynara scolymus ekstrakt (K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europaea ekstrakt (D+OLEE), Diyabet Cynara
scolymus ekstrat (D+CYE), Diyabet Olea europaea + Cynara scolymus ekstrakt (D+OLEE+CYE) gruplarinda Eritrosit GSHPX, Eritrosit

SOD, serum PON ve Arilesteraz degisimleri (Ort + SEM).

PARAMETRE K K+OLEE | K+CYE K+OLEE+CYE D D+OLEE |D+CYE | D+OLEE+CYE
Eritrosit GSHPx 10+0,6 | 16£1% 18+1% 20+£2% 2341 [ 3043 35417 | 34£2"

(U/mL)

Eritrosit SOD

(U/g Hb) 59+1 | 74+2% 74417 78447 116+1% | 13943 14044 | 15542

PON (U/L) 124+1 | 132+2% | 13443 139+1% 56+6%" | 110+2" 106+3” | 112+5™
Arilesteraz

(U/L) 139£9 | 1715 | 1736~ 184:+4%" 73+6%" | 12242 12143 | 12743

a: Kontrol grubu ile karsilastirma. b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Kontrol Olea europaea (K+OLEE) grubunda kontrol (K) grubuna goére kalp ve kas
dokusunda MDA diizeyinde azalma gozlemlensede anlamli bir fark saptanmazken,
karaciger (sirastyla 100£10 nmol/mg doku ve 201+4 nmol/mg doku, p<0.05) ve bobrek
(swrastyla 148+23 nmol/mg doku ve 302+3 nmol/mg doku, p<0.05) MDA diizeylerinde
anlaml1 bir azalma saptandi. Kontrol Cynara scolymus (K+CYE) grubunda kontrol (K)
grubuna gore, kalp dokusunda MDA diizeyinde azalma gozlesende anlamli bir fark
saptanmadi ancak kas dokusunda (sirasiyla 105+7 nmol/mg doku ve 139+£2 nmol/mg
doku, p<0.05), karaciger dokusunda ( sirasiyla 138+9 nmol/mg doku ve 2014+4 nmol/mg
doku, p<0.05 ) ve bobrek dokusunda (swrasiyla 152+42 nmol/mg doku ve 302+3
nmol/mg doku, p<0.05) MDA diizeylerinde anlamli bir azalma saptandi. Kontrol Olea
europaea + Cynara scolymus (K+OLEE+CYE) grubunda kontrol (K) grubuna gore,
kalp (strasiyla 111+8 nmol/mg doku ve 133+3 nmol/mg doku, p<0.05), kas (sirasiyla
11711 nmol/mg doku ve 139+£2 nmol/mg doku, p<0.05), karaciger (swrasiyla 120+13
nmol/mg doku ve 201+4 nmol/mg doku, p<0.05) ve bobrek dokusunda (sirasiyla
120+13 nmol/mg doku ve 302+3 nmol/mg doku, p<0.05) MDA diizeylerinde anlaml1
bir azalma saptand1.

Diyabet (D) grubunda kontrol (K) grubuna gore kalp dokusunda (sirasiyla 239+14
nmol/mg doku ve 133+£3 nmol/mg doku, p<0.05) ve kas dokusunda (sirasiyla 184=+3
nmol/mg doku ve 13942 nmol/mg doku, p<0.05) MDA diizeylerinde anlamli bir artig
saptansada, karaciger ve bobrek dokularinda MDA diizeylerinde artis gozlemlensede
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Diyabet Olea europaea (D+OLEE)
grubunda diyabet (D) grubuna gore, kalp dokusunda (sirasiyla 14115 nmol/mg doku
ve 239+14 nmol/mg doku, p<0.05), kas dokusunda (sirasiyla 117+6 nmol/mg doku ve
184+3 nmol/mg doku, p<0.05), karaciger dokusunda (sirasiyla 146 + 13 nmol/mg doku
ve 270+£39 nmol/mg doku, p<0.05) ve bobrek dokusunda (sirasiyla 141+10 nmol/mg
doku ve 253428 nmol/mg doku, p<0.01) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
bir azalma saptandi. Diyabet Cynara scolymus (D+CYE) grubunda diyabet (D) grubuna
gore, kalp dokusunda (swrasiyla 106£13 nmol/mg doku ve 239+14 nmol/mg doku,
p<0.05), kas dokusunda (swrasiyla 1106 nmol/mg doku ve 184+3 nmol/mg doku,
p<0.05), karaciger dokusunda (swrasiyla 14911 nmol/mg doku ve 270+£39 nmol/mg
doku, p<0.05), bobrek dokusunda (sirasiyla 143+10 nmol/mg doku ve 253428 nmol/mg
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doku, p<0.01) istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. Diyabet Olea europaea +
Cynara scolymus (D+OLEE+CYE) grubunda diyabet (D) grubuna gore kalp dokusunda
(swrastyla 102+7 nmol/mg doku ve 239+14 nmol/mg doku, p<0.05), kas dokusunda
(strastyla 106+7 nmol/mg doku ve 184+3 nmol/mg doku, p<0.05), karaciger dokusunda
(swrastyla 136+15 nmol/mg doku ve 270+£39 nmol/mg doku, p<0.05), bobrek dokusunda
sirastyla 128+6 nmol/mg doku ve 253428 nmol/mg doku, p<0.01) MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi ( Sekil 6.5, Sekil 6.6, Sekil 6.7, Sekil 6.8,
Cizelge 6.4)

Kontrol Olea europaea ekstrati (K+OLEE) grubu, kontrol Cynara scolymus (K+CYE)
grubu ve kontrol Olea europaea ekstrat1 + kontrol Cynara scolymus (K+OLEE+CYE)
gruplarinin plazma MDA degerlerin kontrol (K) grubu ile karsilastirildiginda azalma
gozlendi fakat anlaml bir fark bulunamada.

Diyabet (D) grubu, kontrol (K) ile karsilastirildiginda plazma MDA (sirasiyla 11,3+0,07
nmol/mL ve 8,4+0,09 nmol/mL, p<0,05) anlamli artis saptanirken, diyabet Olea
europaea ekstrat1 (D+OLEE) grubu diyabet (D) grubu ile karsilastirildiginda (sirasiyla
8,3+0,005 nmol/mL ve 11,3+0,07 nmol/mL, p<0,05) anlamli bir azalma saptandu.
Diyabet Cynara scolymus (D+CYE) grubu diyabet grubu ile karsilastirildiginda azalma
gozlendi fakat anlamli bir fark bulunamasa da diyabet Olea europaea (D+OLEE) +
diyabet Cynara scolymus (D+CYE) grubu diyabet grubu ile karsilastirildiginda ise
(swrasiyla 8,0 = 0,07 nmol/mL ve 11,3+0,07 nmol/mL, p<0,05) anlamli bir azalma
saptand1. ( Sekil 6.9, Cizelge 6.4)
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Sekil 6.5. Kontrol (K) , Kontrol Olea europeae ekstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara
scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol Olea europea + Cynara scolymus
(K+OLEE+CYE ) ekstrati, Diyabet (D), Diyabet Olea europeae ekstratt (D+OLEE),
Diyabet Cynara scolymus ekstrakti (D+CYE), Diyabet Olea europeae + Cynara
scolymus ekstrakti (D+OLEE+CYE), Kalp MDA Diizeyleri

a: Kontrol grubu ile karsilastrma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Sekil 6.6. Kontrol (K), Kontrol Olea europeae ckstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara
scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol Olea europeae + Cynara scolymus ekstrakti
(K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europeae ekstrakti (D+OLEE), Diyabet
Cynara scolymus (D+CYE), Diyabet Olea europea + Cynara scolymus ekstrakti
(D+OLEE+CYE), Kas MDA Diizeyleri

a: Kontrol grubu ile karsilastrma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Sekil 6.7. Kontrol (K), Kontrol Olea europeae ckstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara
scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol Olea europeae + Cynara scolymus ekstrakti
(K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europeae ekstrakti (D+OLEE), Diyabet
Cynara scolymus (D+CYE), Diyabet Olea europea + Cynara scolymus ekstrakti
(D+OLEE+CYE), Karaciger MDA Diizeyler

a: Kontrol grubu ile karsilastrma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Sekil 6.8. Kontrol (K), Kontrol Olea europeae ckstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara
scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol Olea europeae + Cynara scolymus ekstrakti
(K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europeae ekstrakti (D+OLEE), Diyabet
Cynara scolymus (D+CYE), Diyabet Olea europea + Cynara scolymus ekstrakti
(D+OLEE+CYE), Bobrek MDA Diizeyleri

a: Kontrol grubu ile karsilastrma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamhilik diizeyi: * p< 0.05, **p<0.01
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Sekil 6.9. Kontrol (K), Kontrol Olea europeae ckstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara
scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol Olea europeae + Cynara scolymus ekstrati
(K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europeae ekstrakti (D+OLEE), Diyabet
Cynara scolymus (D+CYE), Diyabet Olea europea + Cynara scolymus ekstrakti
(D+OLEE+CYE), Plazma MDA Diizeyleri

a: Kontrol grubu ile karsilastrma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Cizelge 6.4. Kontrol (K), Kontrol Olea europeae ekstrakti (K+OLEE), Kontrol Cynara scolymus ekstrakti (K+CYE), Kontrol Olea

europeae + Cynara scolymus ekstrakti (K+OLEE+CYE), Diyabet (D), Diyabet Olea europeae ekstrakti (D+OLEE), Diyabet Cynara

scolymus (D+CYE), Diyabet Olea europea + Cynara scolymus ekstrakti (D+OLEE+CYE), Kalp, Kas, Karaciger ve Bobrek Doku MDA ve
Plazma MDA Diizeyleri (Ort £ SEM).

PARAMETRE K K+ OLEE K+CYE K+OLEE+CYE D D+OLEE D+CYE D+OLEE+CYE
a* b* b* b*
Kalp MDA 13343 120+14 116423 11128 & 239+14 141+£15 106£13 102+7
(nmol/mg)doku
R R + a* + b* + b* + b*
Kas MDA (nmol/mg) [ 5o S04 10547 ® 17411 ® 1843 117+6 110+6 106=7
doku
Karaciger MDA , . , 270439 14613 ™ 149+11° 136+15 "
201+4 100+10 138+9 120+13
(nmol/mg) doku
.. . . . :l: a* :l: b** :l: b** :l: b**
Bobrek MDA 15343 148423 ® L5222 | 1208137 253428 141<10 143+10 12846
(nmol/mg) doku
+0,07% 40,05 + 40,07
Plazma MDA 8.4+0,09 |7.2+0.11 7.040,04 7.0+0,09 11,3+0,07 8,3+0,05 9,2+0,08 8,0+0,07
(nmol/mL)
a: Kontrol grubu ile karsilastirma b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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7. TARTISMA

Bu calismada STZ ile tip 1 diyabet olusturulmus siganlarda yem, sivi aliminda, kan
glukoz ve serum TG, TK diizeylerindeki artig, viicut agirhigi ve insiilin diizeylerinde
goriilen azalma diyabet tablosunun olustugunu yansitan bulgular olarak yorumlandi.
Son donemlerde diyabet gibi oksidatif strese neden olan cesitli hastaliklar1 6nlemede
antioksidan 6zelligi olan yiyeceklerin ya da bilesiklerin kullanildig1 goriilmektedir (Tas
ve ark. 2011). Bunun nedeni ise bu bilesiklerin biyolojik aktivitelerinin yiiksek ve diisiik
toksik Ozelliklere sahip olmalarimdan kaynaklanmaktadir (Tas ve ark. 2005). Diyabet
tedavisinde kan glukozunu diisiiriicli birgok bitki ekstreleri ya da bu ekstrelerden elde
edilen tabletler kullanilmaktadir. Bu bitki ekstrelerinden olan ve son donemlerde
iizerinde yogun ¢alismalar yapilan zeytin yapragi ekstresi olup bir digeri ise enginar
yapragi ekstresidir. (Biiyiikbalci ve ark. 2008, Gibhardt 1997). In vitro ve in vivo insan
ve hayvan caligmalarinda zeytin yapragi ekstresinin ve enginar yapragi ekstresinin kan
glukozunu distiriicti etkilerinden bahsedilmektedir (Gonzalez ve ark. 1993, Wang ve
ark. 2003). Ozellikle zeytin yaprag1 ve enginar yapragi fenolik igerik agisinda zengin
bitkilerdir ve kan glikozunun diismesine bu zengin fenolik igerigin sebep oldugu
belirtilmistir (Pereira ve ark. 2007, Sonnante ve ark. 2011). Zeytin yapragmin i¢inde
bulunan oleuropeinin ve gerekse hidroksitirozoliin kan glukozunu diisiiren etken madde
oldugu belirtilirken, enginar yapraginda ise bu etken maddelerin sinarin, koloregenik
asit ve dicafocynelik asit oldugu belirtilmistir (Jemai ve ark. 2009). Ancak yapilan
taramalarda diyabette enginar yapragi ekstresi ile ilgili az caligmaya rastlanmistir.
Bunun yami sira farkli g¢alismalarda zeytin yapraginda bulunan oleuropein ve
hidroksitirozoliin diyabette olusan serbest radikallere kars1 savunucu rol oynadiklar1 ve
kuvvetli antioksidan 6zellik gdsterdikleri belirtilmistir (Chimi ve ark. 1991). Yine farkli
calismalarda diyabette oleuropein ilavesinin ayni zamanda azalmis insiilin
sekresyonunda da artiga sebep oldugu bildirilmistir (Cumaoglu ver ark. 2011).

Bu c¢alismada D+OLEE (Diyabet + Olea europaea) grubu diyabet (D) grubu ile
karsilastirildiginda D+OLEE grubunda serum insiilin diizeylerinde anlamli artis
saptanirken buna bagli olarak da kan glukoz diizeylerinde anlamli azalma oldugu

goriildii. D+OLEE grubunda kan glikoz seviyesinde goriilen azalmanm, oleuropeinin
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nigsasta sindirim ve emilimini azaltmasindan kaynaklanabilecegi gibi oleuropeinin
insiilin serbestlenmesini potansiyelize etmesinden ya da glukozun periferal aliminin
artirmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Wainsten ve ark. 2012).

Rondanelli ve ark. (2013) Cynara scolymus L. ekstraktlarinin kan glukozunu disirticii
etkilerinin multifaktoryel olabilecegini ve bunlar arasinda sinarin, karaciger enzim
diizeylerini etkileyerek kan glukozunu diislirebilecegini belirtmislerdir. Yine sinarin i¢in
olasi bir mekanizmanin da diyet karbonhidratlarmn katabolizmasini ve ayrica alfa
glikozidazlarin aktivitesini diizenleme yoluyla glisemik kontrolii sagladig: belirtilmistir.
Kolorogenikasitin ise glikoz 6 fosfatin translokasyonunu inhibe ederek kan glikozunu
disiirdiigli ayrica diger bir etkisinin de ince bagirsaklardan glukozun absorbsiyonunu
inhibe ederek kan glukozunu diisiirebilecegi belirtilmistir. Bu c¢alismada D+CYEE
(Diyabet + Cynara scolymus) grubunda kan glukoz diizeyinde gozlenen azalma ve
inslilin  dlizeyinde goriilen artisin - nedeni bu ekstrenin  karacigerde glukoz
metabolizmasini etkilemesinden kaynaklanabilir. Ayrica D+OLEE+CYE (Diyabet Olea
europaea + Cynara scolymus) grubunda kan glukozunda, her iki ekstrenin birlikte
verilmesi ekstrelerin ayr1 ayr1 uygulandig1 gruplara gére daha ciddi azalmaya neden
olurken insiilin diizeyinde de anlamli artisa neden olmustur. Aslinda bu iki ekstrenin
etken maddeleri farkhidir fakat sonugta her ikisinin de kan glukozunu diisiirme
mekanizmasina bakildiginda karaciger metabolizmasi iizerinden etki gosterdigini
disiindiirmektedir. Ayrica oleuropeinin pankreasi rejenere etmesi sonucu insiilin
diizeyinde goriilen artis kan glukozunu diisiiren diger bir etken olarak da kabul
edilebilir.

Diyabette lipit diizeylerinde gozlenen artiglar aterosikleroz riskini artiran Onemli
faktorlerden biridir (Jemai ve ark. 2009). Bu calismada diyabet grubunda kontrol
grubuna gore serum TK ve serum TG diizeylerinde anlamli artig saptandi. Diyabette
gozlenen serum TK ve serum TG diizeylerindeki artigin sebebi insiilinin, hormona
duyarl lipaz enzimini inhibe etmesinden kaynaklanabilecegi gibi periferal depolardan
serbest yag asitlerinin mobilizasyonundaki artisindan da kaynaklanabilir. Jemai ve ark.
(2009) alloxan ile diyabet olusturulmus siganlarda zeytin yapragindaki oleuropeninin ve

hidroksitirozoliin lipit diizeylerini diislirdiigii belirtmislerdir. Ayn1 zamanda Rondelli ve
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ark. (2013) yaptig1 ¢alismada ise Cynara scolymus’ un serum TK diizeyinde artis ve
serum HDL-K diizeyinde ise azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada, K+OLEE, K+CYE ve K+OLEE+CYE gruplarinda TK ve TG
diizeylerinde anlamli azalma saptandi ve bu ekstrelerin etki diizeylerine bakildiginda
K+OLEE+CYE grubunda TK ve TG diizeylerinde goriilen azalma K+OLEE ve K+CYE
gruplarinda goriilen azalmadan daha fazladir. OLEE ve CYE’ nin ayni anda
verilmesiyle TK ve TG diizeylerinde daha fazla azalma bulunmustur. Diyabet grubunda
da hem CYE hem de OLEE, TK ve TG diizeylerinde anlamli azalmaya sebep olmustur.
Kontrol grubunda oldugu gibi OLEE ve CYE " nin diyabet grubuna ayni anda verilmesi
serum TK ve TG diizeylerinde daha fazla azalma gosterirken, CYE’ nin verildigi
gruptaki TK ve TG diizeylerindeki azalma OLEE grubuna gore daha fazladir.

Bu sonuclar degerlendirildiginde gerek zeytin yapragi ekstresinin gerekse enginar
yapragi ekstresinin antihiperlipidemik 6zellige sahip oldugu saptanmaistir.

Diyabette oksidatif stresin en 6nemli gostergelerinden biri de plazma ve doku MDA
diizeylerinde goriilen artiglardir ¢linkii MDA lipit peroksidasyonunun bir tiriiniidiir ve
bu ¢alismada gerek plazma ve gerekse doku MDA (kalp, kas, karaciger ve bdbrek)
diizeylerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artis saptanmistir. D+OLEE
grubunda kas, karaciger ve bobrek doku MDA diizeylerini OLEE’nin CYE’ ye gore
daha fazla diistirdiigii bulundu. Ancak OLEE ve CYE’ nin birlikte verildigi diyabet
grubunda doku ve plazma MDA diizeylerindeki azalma OLEE’ nin verildigi gruba gore
daha fazla etki gosterirken, OLEE’ nin verildigi grupta gorillen MDA diizeylerindeki
azalmada CYE’ nin verildigi gruba gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun yani
sira diyabet grubunun kalp, kas doku MDA diizeylerinde CYE’ nin daha etkili oldugu
karaciger ve bobrekte ise OLEE ve CYE’ nin hemen hemen ayni etki diizeyine sahip
oldugu saptanmistir. Gerek kontrol gerekse diyabet grubunda doku MDA diizeylerinde
saptanan azalmalar zeytin yapragi ve enginar yapragmin antioksidan o6zelliginden
kaynaklanabilecegi gibi bu ekstrelerin yaptigimiz calismada da gosterildigi lizere
antihiperlipidemik  Ozelliginden de  kaynaklanabilir, ¢iinkii  lipitler  lipit
peroksidasyonunun temel kaynagidir.

Diyabette hipergliseminin sebep oldugu oksidatif stres ve buna bagl olarak antioksidan

enzim seviyesindeki degisimler pek ¢ok caligmada bildirilmistir (Bouaziz ve ark. 2008).
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Diyabetik kosulda antioksidan enzim diizeylerinin arttig1, azaldig1 ya da degismedigi
konusunda farkli ¢aligmalar bulunmaktadir (Yamagishi ve ark. 2001). Bu ¢aligmada
diyabet grubunda eritrosit GSH-Px ve SOD aktivitesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli artis saptanmasi diyabette antioksidan enzim seviyelerinde
artig saptayan ¢aligmalarla uyum gostermektedir (Jemai ve ark. 2009, Aliciguzel ve ark.
2003 ve Huang ve ark. 1999). Bu ¢alismada K+OLEE, K+CYE, K+OLEE+CYE
grubunda eritrosit GSH-Px ve SOD aktivitesinde anlamli artis saptanmistir.
K+OLEE+CYE grubundaki GSH-Px degerindeki artiy K+CYE’ nin grubuna gére daha
fazla olurken K+CYE grubunda GSH-Px degerindeki artis K+OLEE grubuna gore daha
fazla oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte K+OLEE+CYE grubunda SOD
degerlerinde goriilen artis K+CYE ve K+OLEE gruplarindaki SOD degerlerine gore
daha fazla iken K+CYE ve K+OLEE gruplarindaki SOD degerlerinin hemen hemen
birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Benzer durum diyabet grubunda da
goriilmektedir. Ancak diyabet grubunda GSH-Px degerlerinde D+OLEE+CYE ile
D+CYE grubundaki etki birbirine yakin olarak goériilmektedir. GSH-Px ve SOD enzim
aktivitesindeki artisin nedeni bu ekstrelerin transkripsiyonel diizeyde SOD ve GSH-Px
enzimlerinin ekspresyonunu artirmasindan kaynaklanabilir. Enzim aktivitelerinde
saptanan bu artis diyabetik kosulda olusan lipit peroksidasyonuna karsi olusturulmus bir
yanit olarak diisiiniilebilir.

Diyabette etkilenen diger bir antioksidan enzimde PON 1’ dir. PON, HDL-K bileseni
olup, HDL’ nin aterosklerotik aktivitesine yardimci olur ayni zamanda lipoprotein
peroksidasyonunu oOnler (Aviram ve ark. 2013, Tas ve ark 2006). Bununla birlikte
hidrojen peroksitte dahil olmak iizere diger serbest radikalleri nétralize ettigi de
belirtilmektedir ve bu sebeple LDL peroksidasyonunu koruyucu etki sagladigi igin
antioksidan 6zelligi oldugu ifade edilmektedir (Uysal ve ark. 2011). Bu ¢alismada
diyabet grubu siganlarinda serum paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinde gozlenen
azalma daha Once diyabetik insan ve hayvanlar ile yapilan g¢aligmalarla uyum
gostermektedir (Amine ve ark. 2011, Tas v ark. 2006). PON 1 aktivitesindeki azalma
HDL aktivitesindeki azalmadan kaynaklanabilir. Ciinkii PON HDL’ yi oksidasyondan
korur. PON/arilesteraz aktivitesinde azalma diyabet, hiperlipidemi ve koroner arter

hastalig1 gibi pek cok durumda goriilebilmektedir ki bu durumlarin ¢cogu da oksidatif
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stresi yansitmaktadir (Aviram ve ark. 1998). Bu calismada diyabetik siganlarda azalmig
serum PON 1 aktivitesi hiperglisemi ve/veya oksidatif stresten kaynaklanabilir ¢linkii
hiperglisemik kosulda HDL’nin glikooksidasyonu ve glikasyonu sonucu enzim
aktivitesinde azalma gozlenir (Wegner ve ark. 2011). Dahasi, arilesteraz enzim kiitlesini
gostermektedir; niikleik materyal ya da transkripsiyon faktorlerinin oksidatif
modifikasyonu ya da glikasyonu arilesteraz enzim aktivitesinde azalmaya sebep olabilir.
Diyabet grubunda kontrol grubuna gore azalma gosteren paraoksanaz aktivitesi OLEE,
CYE, OLEE+CYE ilave edilmesi sonucu arttig1 saptanmistir. Ayni durum arilesteraz
aktivitesi icin de bulunmustur. Diyabetli gruplarda oksidatif stres sonucu olusan lipit
peroksidasyonu PON ve arilesteraz aktivitesini diisiirebilir. Gerek kontrol gerekse
diyabet grubuna OLEE ve CYE ilavesi yapildiginda hem PON hem de arilestereaz
aktivitesinde artis gézlenmistir. Bizim yaptigimiz literatiir taramalarinda OLEE ve CYE
ekstrelerinin diyabette PON iizerine etkisi ile ilgili bir caligmaya rastlanmamustir.
Dolayisiyla gerek OLEE gerekse CYE ekstreleri verildikten sonra bu enzim
diizeylerindeki artis oldukg¢a dikkat c¢ekicidir. Cinkii PON gerek HDL’nin
aterosklerozdan koruyucu etkisine katkida bulunarak gerekse lipoprotein oksidasyonunu
onleyerek aterosklerotik siirecte koruyucu rol oynamaktadir. Gerek diyabetik gerekse
kontrol grubunda bu enzim diizeylerinde goriilen artis bu bitki ekstrelerinin enzim
sentezini artirmasindan dolay1 olabilir. Kontrol grubunda PON ve arilesteraz tizerindeki
etkinin K+OLEE+CYE grubunda, K+CYE grubuna ve K+OLEE grubuna gore daha
fazla oldugu bulunmustur. Bununla birlikte diyabet gurubunda ise D+CYE+OLEE
grubunda PON ve arilesteraz iizerindeki etki D+OLEE’ ye grubuna gore daha fazla iken
D+OLEE grubundaki artista D+CYE grubuna gére daha fazla oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak, yaptigimiz bu c¢alismada, Olea europaea ekstresi, Cynara scolymus
ekstresi ve Olea europaea ekstresi + Cynara scolymus eckstresi bilesimi verilen
sicanlarda diyabetin olusturdugu oksidatif hasara karsi antioksidan etki gosterdigi ve
bununla birlikte oksidatif stres olusumuna neden olan lipit peroksidasyonunu azaltic
etki gosterdigi saptanmustir. Bu bulgular dogrultusunda Olea europaea ve Cynara
scolymus ekstrelerinin Tip 1 diyabette tedavi destekleyicisi olarak kullanilabilecegi

diistiniilmiistiir.
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