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OZET

Yiiksek Lisans

TiP 2 DIYABET OLUSTURULMUS SICANLARDA Prunus laurocerasus
(KARAYEMIS)’ UN OKSIDAN-ANTIOKSIDAN SISTEMLER UZERINE ETKIiSi

ilknur DOGU

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Sibel TAS

Bu calismada streptozotosin-nikotinamit ile tip 2 diyabet olusturulmus siganlarda
Prunus laurocerasus ekstrakti ve metforminin kan glukozuna ve oksidan ve antioksidan
sistemler lizerine etkisi arastirildi. 48 adet Wistar tiirii erkek sican rastgele kendi
aralarinda 6 gruba ayrildi; kontrol (K), kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti
(K+PLE), diyabet (D), diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D+PLE), diyabet +
metformin (D+Metf), diyabet + Prunus laurocerasus ekstraktt + metformin
(D+PLE+Metf). Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti grubunda kontrol grubuna
gore serum trigliserit diizeyinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanirken, kan
glutatyon peroksidaz ve eritrosit siliperoksit dismutaz aktivitelerinde anlamli bir artig
saptand1. Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti, diyabet + metformin, diyabet +
Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin gruplarinda diyabet grubuna gore kan
glukoz, serum total kolesterol, trigliserit, plazma ve doku malondiadehit diizeylerinde
anlamli bir azalma bulunurken, serum insiilin, kan glutatyon peroksidaz, eritrosit
stiperoksit dismutaz, paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinde ise anlamli artis oldugu
saptandi. Sonug olarak bu g¢alismada; Prunus laurocerasus ekstrakti tek olarak ve
metformin ile beraber verildiginde antihiperglisemik, antihiperlipidemik ve antioksidan
etki gosterdigi ve tip 2 diyabette olusan oksidatif strese karst korumada ve/veya
onlemede tedaviye ek olarak kullanilmasinin yararl olabilecegi sonucuna varildi.
Anahtar kelimeler: Diyabet, streptozotosin, nikotinamit, Prunus laurocerasus
(karayemis), metformin, oksidatif stres.

2014, i+71 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis.

Prunus laurocerasus (KARAYEMIS) TYPE 2 DIABETIC RATS: EFFECTS ON THE
OXIDATIVE AND ANTIOXIDATIVE SYSTEMS
flknur DOGU
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel TAS

This research investigates the effects of Prunus lausocerasus extract and metformin on
blood glucose and oxidant-antioxidant systems at rats which are diabetesed by
streptozosin-nikotinamit and type 2. 48 male rats were grouped into 6 randomly; control
(K) + Prunus lausocerasus extract + (K+PLE), diabetes (D), diabetes + Prunus
lausocerasus extract (D+PLE), diabetes + metformin (D+Metf), diabetes + Prunus
lausocerasus extract + metformin (D+PLE+Metf). Apart from control group, in control
+ Prunus lausocerasus extract group it was observed statically significant decrease at
the level of serum triglyceride but also observed a significant increase at the blood
glutathione peroxides and erythrocyte superoxide dismutase activities. Apart from
diabetes group, diabetes + Prunus lausocerasus extract, diabetes + metformin, diabetes
+ Prunus lausocerasus extract + metformin groups have a significant decrease at the
levels of blood glucose, serum total cholesterol, triglyceride, plasma and tissue
malondialdehyde however it is observed an significant increase at serum insulin, blood
glutathione peroxides, erythrocyte superoxide dismutase, paraoksonaz and arilesteraz
activities. As a result, in this research we found out that Prunus lausocerasus extract
and metformin anti-hyperglycemic, anti-hyperlydemic and antioxidant feature and type
2 are protector and inhibitor against oxidative stress occurring in diabetes and they
could be used additionally to cure diabetes.

Key words: Diabetes, streptozotocin, nicotinamide, Prunus laurocerasus (karayemis),
metformin, oxidative stres, antioxidant.
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1. GIRIS

Komplikasyonlari ile 6liime neden olabilen diyabetes mellitus (DM), eski ¢aglardan beri
bilinmekte ve giiniimiizde de 6nemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir. Bir
yandan yliksek tedavi maliyetleri ve is gilicii kayb1 nedeniyle, diger yandan yliksek
morbidite ve mortalite hiz1 ile hem hastaya hem de topluma biiyiik yiik getirmesinden
dolaytr onemli bir saglik sorunudur (Sodeman 1992). Diyabetes mellitus (DM),
pankreasin instilin salgisinin mutlak veya kismi yetersizligi ya da insiilin direnci sonucu
olusan ayni zamanda karbonhidrat, yag ve protein metabolizmast bozukluklari ile
karakterize, hiperglisemi ile seyreden bir hastaliktir (Cowie 2009). Diyabet, tip 1 ve tip
2 diyabet olmak {iizere 2 grupta incelenir. Tip 1 diyabet, pankreas beta hiicrelerinin
tahribatina bagli mutlak insiilin yetersizligi ile ortaya ¢ikan bir tablodur ve insiiline
bagimli diyabet (IDDM: Insulin Dependent Diabetes Mellitus) olarak adlandirilir. Tip 2
diyabet ise insiilin direnci, pankreas beta hiicrelerinin fonksiyonel bozuklugu ve
karacigerde glukoz iiretimi artisina baglh olarak ortaya ¢ikan bir durumdur ve insiiline
bagimli olmayan diyabet (NIDDM: Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus) olarak
adlandirtlir (Yenigiin ve Altuntag 2001). Tip 2 diyabetin patogenezinde hem azalan
insiilin salinimi hem de azalan insiilin duyarliligi (insiilin direnci) yer alir (Kuzuya
2001). Insiilin direnci, normal konsantrasyondaki insiilinin yeterli biyolojik yaniti
olusturamamasidir. Insiilin, karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek
hepatik glikoz tiretimini baskilar. Glikozu kas ve yag dokusu gibi periferik dokulara
tasiyarak burada glikojen olarak depolanmasini ya da enerji iiretmek iizere okside
olmasini saglar. Insiilin direncinde, insiilinin karaciger, kas ve yag dokusundaki bu
etkilerine kars1 diren¢ olusarak hepatik glukoz baskilanmasi bozulur. Insiiline kars:
olusan bu dirence karsi pankreas beta hiicrelerinden normalden daha fazla insiilin
salgilanir ve beta hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden olur. Beta hiicrelerindeki bu
bozulma insiilin sekresyonunda bozulmaya yol agar. Bozulan insiilin sekresyonu
hiperglisemiye neden olur. Sonugta tip 2 diyabette neden ne olursa olsun hiperglisemik
tablo diyabetin en belirgin sonucudur (Yenigiin ve Altuntas 2001). Uzun siireli
hiperglisemi nedeni ile hiicre dist proteinlerin non-enzimatik glikasyonuna bagli olarak
serbest radikal iiretiminde artis olmaktadir. Diyabette serbest radikallerin artisina bagl
olarak oksidatif stres gelisir (Baynes 1991). Oksidatif stres, serbest radikaller (oksidan

veya prooksidan) ve antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller lehine



bozulmasi sonucu olusur. Antioksidanlar ise dokular1 ve hiicreleri oksidatif hasardan
korur (Diindar ve Aslan 2000). Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan
sistemler olmak iizere ikiye ayrilir. Enzimatik olanlar daha ¢ok hiicre i¢inde etkilidir,
enzimatik olmayanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir. Diyabette etki gOsteren
antioksidan vitaminler; vitamin A, vitamin C ve vitamin E ve enzimler, siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz
(GR), glutatyon S-Transferaz ( GST)’ dir. Bunlarin disinda paraoksanaz (PON1) ve
arilesteraz (ARE)’ da son donemlerde arastirilan antioksidan enzimler arasinda yer
almaktadir. Normal durumlarda oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir.
Diyabette ise bu denge serbest radikaller lehine bozulmustur. Bu denge antioksidanlar
lehine artarsa diyabetin komplikasyonlar1 ile basa c¢ikilabilecegi belirtilmektedir
(Memisogullar1 2005). Bu yiizden bir oksidatif stres durumu olan diyabet tedavisinde
antidiyabetik ilaglara (metformin, fenformin, troglitazon vb) ek olarak antioksidan
Ozelligi olan maddeler de tavsiye edilmektedir. Bu sebeple arastirilan antioksidan
Ozelligi olan maddelerden biri Prunus laurocerasus (karayemis)’ tur.

Yapilan arastirmalarda Prunus laurocerasus (karayemis) bitkisinin meyvesinde bulunan
bilesenlerin antidiyabetik, antiseptik etkisinin oldugu (Senayli ve ark. 2012, Akkola ve
ark. 2012) bununla birlikte antioksidan 6zellikleri oldugu belirtilmistir (Alasavar ve ark.
2006, Harrison ve ark. 1980, Celep ve ark. 2012). Metforminin ise antidiyabetik bir ilag
olarak Ozellikle tip 2 diyabette kullanildigi bilinmektedir. Yaptigimiz literatiir
aragtirmalarinda tip 2 diyabetli siganlarda karayemis ve metforminin oksidan /
antioksidan sistemler iizerine etkisi ile ilgili smirli calisma bulunmaktadir. Ozellikle
metformin ve Prunus laurocerasus (karayemis) ekstraktinin kombine olarak verildigi
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir.

Bu ¢alismada, tip 2 diyabet olusturulmus siganlarda metforminin, Prunus laurocerasus
(karayemis) ekstraktinin ve Prunus laurocerasus (karayemis) ekstraktt + metforminin
kombine edilmis sekilde verilmesi sonucunda kan glukoz, serum insiilin, eritrosit
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), paraoksanaz (PON) ve
arilesteraz (ARE) ile plazma ve kalp, kas, bobrek ve karaciger doku malondialdehit

(MDA) diizeylerindeki etkileri arastirildi.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Tip 2 Diyabetes Mellitus, Oksidatif Stres ve Serbest Radikalller,
Antioksidanlar
2.1.1. Tip 2 Diyabetes Mellitus
Diabetes Mellitus (DM), pankreasin insiilin salgisinin mutlak veya kismi yetersizligi ya
da insiilin direnci sonucu olusan ayni zamanda karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasi bozukluklar1 ile karakterize, hiperglisemi ile seyreden bir hastaliktir
(Cowie 2009). Diyabetes mellitus tip 1 ve tip 2 diyabet olmak iizere iki ana gruba
ayrilir. Tip 1 diyabet otoimmun beta hiicre yikimi1 ve mutlak insiilin eksikligi sonucu
ortaya cikar. Tip 2 diyabette ise insiilin eksikliginden ¢ok, hedef dokularda insiiline
kars1 diren¢ vardir (Ozata ve Yonem 2006, Kahn ve ark. 2005). DM’ da goriilen
hipergliseminin varligi ile polidipsi, poliiiri, polifaji, glukoziiri ve kilo kaybi gibi
belirtiler ortaya ¢ikar. Agir vakalarda, ketoasidoz ya da hiperglisemik-hiperozmolar
durumlar gériilebilir ve uygun sekilde tedavi edilmezse bilincin bozulmasi ile komaya
hatta 6liime yol acar. Uzun donem komplikasyonlari ise diyabete 6zgii retinopati,
nefropati ve ndropati gibi semptomlari igerir (Kuzuya 2001).
Tip 2 diyabet insiilin etkisinin ve daha hafif diizeylerde insiilin salgisinin yetersizligi ile
gelisir (Kologlu 1996). Tip 2 diyabetin patogenezinde 3 faktor yer almaktadir:

1) Pankreas beta hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu ve bozulmus insiilin sekresyonu

2) Insiilin duyarlihiginda azalma ve insiilin direnci

3) Karacigerde glukoz iiretimi artig1 (Yenigiin ve Altuntag 2001)
Bunun yam sira genetik faktorlerde diyabetin nedenleri arasinda 6nemli rol oynar.
Neden ne olursa olsun tip 2 diyabet insiilin yetersizligi sonucu hiperglisemi ile kendini
gosterir ve karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozulmalara neden olur

(Kuzuya 2001).

2.1.1.1. Beta Hiicre Fonksiyon Bozuklugu

Normal glukoz toleransindan bozulmus glukoz toleransina gecildiginde yani tip 2
diyabet gelistiginde hiperinsiilinemi olusur. A¢lik glukoz diizeyi 80 mg/dl’ den 140
mg/dl’ ye yiikseldiginde insiilin diizeyi normal saglikli bireylere gore 2 - 2,5 kat artar.
Aclik glukoz diizeyi 140 mg/dl’ yi gectiginde ise beta hiicrelerinden insiilin

salgilanmas1 daha fazla artamaz ve aclik hiperglisemi diizeyi arttikga insiilin



salgilanmas1 da kademeli olarak azalmaya baslar. Insiilin salgilanmasi azalmaya
basladigi zaman karacigerde glukoz iiretimi artmaya baslar ve aglik gliseminin
yiikselmesine biiyiik katkida bulunur (Yenigiin ve Altuntas 2001).

Insiilin salgilanmasinda bozulmaya neden olan faktérler:

1-) Insiilin salgisinda kantitatif bozukluklar: Preklinik donemde var olan insiilin

direncinin normale gore daha fazla insiilin salinarak asilmaya g¢alisilmasiyla normal
glukoz toleransi stirdiiriiliir.

2-) Insiilin_salgisinda_kalitatif bozukluklar: Insiilin salgisinin azalmasi yaninda hedef

dokuda insiilinin etkisini potansiyalize eden insiilin salgisinda belirgin degisiklikler
olur. Bunlar birinci faz insiilin salgisinin bozulmasi ve pulsatil insiilin salgilanmasi
bozukluklaridir.

a-) Birinci faz insiilin salgisinin bozulmast: Intravendz glukoz verilmesini izleyen ilk
10 dakikada, insiilin salgilanmasinda hizli bir artis olur. Ilk 2-4 dakikalar arasinda zirve
yapan insiilin salgilanmasi 6. dakikadan sonra bu hizin1 kaybeder. Birinci faz insiilin
salgilanmasi adi verilen bu 10 dakikalik donemden sonra insiilin salgis1 giderek azalir
bu siirece de ikinci faz insiilin salgilanmasi adi verilir. Tip 2 diyabet gelisecek olanlarda
birinci faz insiilin salgisinin kaybolmasi erken saptanabilen bir bulgudur. Bu defekt
aclik plazma glukozu 115-120 mg/dl’ yi gegmedik¢e olusmaz. Burada ayrica gecikmis
ikinci faz da mevcuttur. Birinci faz insiilin salgisinin kaybolmasi ile glukagonun hepatik
glukoneogenezi arttirict etkisi belirginlesir. ikinci faz insiilin salgilanmasimin azalmasi
ile de hepatik glukoz tiretimi iizerindeki baskilayici etki azalir. Fakat birinci faz insiilin
salg1 defektinin insiilin direncinin patogenezinde de rol oynadigi ileri stirlilmiistiir.
Yapilan ¢aligmalarda bozulmus glukoz toleransi (IGT)’ ndan tip 2 diyabete gegildiginde
instilin duyarliliginda azalma ile birlikte birinci fazi da igeren insiilin salgilanmasinda
karsit olarak artis goriilmiistiir. Ayrica siki metabolik kontroliin birinci faz insiilin
salgisini diizeltmesi bu defektin glukoz toksisitesi sonucu oldugunu diisiindiirmektedir.
b-) Pulsatil Insiilin salgilanmasinin bozulmasi: Normalde insiilin her 5-15 dakikada
bir periyodik olarak salgilanir. Salgilanma hizli ve kisa siireli dalgalanmalar seklinde
olup glukagon diizeyi ile es zamanhdir. Bu pulsatil salgilanma bi¢imi hedef dokularda

insiilin reseptorlerinin down-regulasyonunu oOnleyerek insiilin duyarliliginin normal



sinirlarda  kalmasini saglar. Pulsatil olmayan siirekli insiilin salgilanmast ise
reseptorlerde down-regulasyona yol agarak insiilin direncine yol acar. Tip 2 diyabetli
hastalar ve birinci derece yakinlarinda, hizli ve kisa siireli dalgalanmalar yerine
diizensiz ve daha kisa siireli dalgalanmalar olusmaktadir (Yenigiin ve Altuntas 2001).

3-) Proinsiilin salgilanmasinda anomaliler: Proinsiilin insiilinin % 5” i kadar biyolojik

etkiye sahiptir. Insiilin aktivitesinin normal bireylerde % 2-4° {inii, tip 2 diyabetli
bireylerde ise % 8-10 unu olusturur. Proinsiilinin % 70’ ini 32-33 split (kirilmis)
proinsiilin olusturur. Proinsiilin ve split proinsiilinlerin temizlenmesi yavas oldugundan
ve insiilin 6l¢iimiinde kullanilan radioimmunoassay (RIA) yontemleri insiilinin yaninda
proinsiilinleri de (saglam ve kirilmis) ol¢tiigiinden insiilin diizeyleri oldugundan yiiksek
bulunur. Tip 2 diyabette acglik total immiinoreaktif insiilin artis1 ortaya ¢ikar bu da
normal insiilin diizeyleri iizerine eklenmis olan artmis proinsiilin diizeyinin bir sonucu
olarak hiperinsiilinemiyi gosterir. Gergekte bu hiperinsiillinemi olmayip artmis
proinsiilin / insiilin oran1 gdz &niine alindiginda bir insiilinopenidir. insiilin direnci ve
kronik hiperglisemi sonucu beta hiicrelerinin siirekli uyarilmasi proinsiilin sentezini
artirarak 32-33 kirilmis proinsiilin / insiilin oraninin artmasina yol agar. Dolayisiyla
stirekli artan glukoz konsantrasyonlarinda daha fazla proinsiilin sentezlenir ve
proinsiilini 32-33 kirilmis proinsiiline doniistiirme yeteneginde bir artis olmasina
ragmen insiiline doniistiirmede bir artis olmayacaktir. Buradan yola ¢ikarak plazmadaki
saglam ve 32-33 kirilmis proinsiilin konsantrasyonlarinin dl¢limiiniin insiilin direncine
veya beta hiicre salgilama kapasitesine ya da her ikisine bagli olarak beta hiicresinde
olusan fonksiyon bozuklugunu yansitabilecegi ileri stiriilmektedir (Yenigiin ve Altuntas
2001).

4-) Diisiik dogum agwligr (Thrifty-idareli fenotip hipotezi): Son yillarda yapilan

calismalar diisiik dogum agirligi ile erigkin yasta ortaya ¢ikan bozulmus glukoz toleransi
ve tip 2 diyabet arasinda bir iligkinin olabilecegini gostermektedir. Fetiis ve bebegin
gelisimindeki yetersizligin fetiis ve bebegin yeterince beslenmemesine bunun da
annenin yetersiz beslenmesine bagli oldugu diisliniilmektedir. Bu sekilde yetersiz
beslenmeye maruz kalan fetiis aldig1 besini idareli kullanmak i¢in birtakim stratejiler
gelistirerek beyin gibi hayati organlara 6ncelik vererek karaciger ve pankreas gibi daha
az hayati organlarin daha az beslenmesine yol acar. Sonugta pankreas ve beta

hiicrelerinin yetersiz gelisimi diisiik dogum agirligi ile sonlanir. Fotal gelisim sirasinda



saglanan bu adaptasyon, eriskin yasamda ek risk faktorlerinin (obezite, yaslanma,
insiilin direnci) eklenmesi ile bozulur (Yenigiin ve Altuntas 2001).

5-) Glukoz toksisitesi: Hipergliseminin kendisi hem beta hiicresi {izerine etki ederek

insiilin salgilanmasini1 baskilar hem de periferik dokularda insiilinin kullanilmasini
azaltir. Hipergliseminin beta hiicresi iizerine olan bu olumsuz etkisine glukoz toksisitesi
ad1 verilmektedir. Hiperglisemi durumunda siki metabolik kontrol ile (diyet, sulfoniliire
ve insiilin tedavisi ile) insiilin salgilanmasinin diizeldiginin gézlenmesi hipergliseminin
kendisinin insiilin salgilanmas1 iizerine baskilayic1 bir etkisinin olabilecegini
disiindiirmiistiir. Ayrica yiiksek glukoza siirekli maruz kalan beta hiicresinde insiilin
gen transkripsiyonunun bozuldugu bunun da insiilin sentezi ve sekresyonunu azalttigi
gosterilmistir (Yenigiin ve Altuntas 2001).

6-) Adacik amiloid polipeptid (Amilin): Beta hiicresindeki insiilin salg1 graniillerinde

insiilin ile birlikte dretilip beraberce salgilanan bir hormondur. Normalde bu hormon
akut hiperglisemi sirasinda veya diger uyaranlara karsi insiilin ile birlikte salgilanir.
Amilin kanda insiilinden ¢ok daha diisiik bir seviyede (amilin / insiilin: 1 / 50-60)
bulunmasina ragmen insiilinin etkisini inhibe edebilecegi diistiniilmektedir. Plazma
amilin diizeyi obez, plazma glukoz intoleransi olan bireylerde ve tip 2 diyabetli
hastalarin birinci derece yakinlarinda yiiksek bulunmustur. Amilinin hiicre diginda beta
hiicrelerine bitisik olarak birikmeye baslayarak, besinlerin plazmadan beta hiicresine
girisini engelledigi ve sonucta beta hiicresinin Sliimiine yol actigr ileri siiriilmektedir
(Yenigiin ve Altuntag 2001).

7-) Inkretinler [Glukagon like peptide 1 (GLP-1), Gastrik inhibitér polipeptid (GIP)]:

Oral glukoz verildiginde insiilin sekresyonunun artmasina neden olan faktorlere
“inkretinler” denir (Yenigiin ve Altuntag 2001). Yapilan ¢alismalarda intravendz verilen
glukoz ile oral verilen glukozun insiilin sekresyonunu esit oranda uyarmadigi, oral
verilen glukozun pankreastan insiilin sekresyonunu daha fazla uyardigi tespit edilmistir.
Bu farki olusturan ise oral glukoz alimindan sonra gastrointestinal sistemden
sentezlenip salinan ve pankreastan insiilin sekresyonunu uyaran inkretin hormonlaridir.
Bunlardan en onemlileri distal bagirsaktaki (ileum ve kolon) L hiicreleri tarafindan
sentezlenen glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) ve proksimal bagirsaktaki (duodenum)
K hiicreleri tarafindan salgilanan glukoza bagimli insiilinotropik polipeptiddir (GiP). ik
izole edilen inkretin gastrik inhibitér polipeptid (GIP)* dir. Mide asidini inhibe ettigi



icin gastrik-inhibitr polipeptid (GIP) olarak adlandirilmistir. Daha sonra ise, GiP
molekiiliiniin insiilotropik ve kan sekerini diizenleyici etkisinin daha giiclii; gastrik
inhibitor etkisinin daha zayif oldugu anlasilmistir (Dupre ve ark. 1973, Maxwell ve ark.
1980). Bu kesif sonras1 molekiiliin ismi glikoz-bagimli insiilotropik polipeptid olarak
degistirilmistir (Dupre ve ark. 1973, Andersen ve ark. 1978). intestinal bolgeden
salgilanan en onemli inkretin ise glukagon benzeri peptid-1 (glukagon-like peptide
GLP-1)’ dir. GIP ve GLP-1 glukoza bagiml insiilotropik etkilerini pankreasin beta
hiicrelerinin ylizey reseptorlerine baglanip cAMP artis1 ile gostermektedir. Uzun
donemde ise beta hiicrelerinin gen ekspresyonlarini artirip insiilin sentezinde artis, hiicre
kitlesinde artigla birlikte beta hiicrelerinin daha uzun 6miirli olmalarini saglamaktadir.
Inkretin hormonlarinin fizyolojik 6zellikleri ve farklar1 Cizelge 1’de &zetlenmistir

(Uking ve ark. 2007).

Fizyolojik Etki GLP-1 Gip
Plazma glukozunun azaltilmasi + +
Glukoza bagimli insiilin sekresyonu + +
B-hiicresinin glukoza cevabini artirma + +
B-hiicresinin gen ekspresyonu ve diferansiyasyonunu artirma + +
Glukagon supresyonu + -
Somatostatin supresyonu + -
B-hiicresinin artis1 + +
B-hiicresinin yasam siiresinin uzatilmasi + +
Pankreas dis1 glukoz azaltic etki + +
Gastrik bosalmay1 yavaglatmasi + -
Doygunlugu artirict etkisi + -
Viicut agirliginda azalma + -

GLP-1: “ Glukagon like peptide-1~
GIP: “ Glukoza bagimli insiilinotropik polipeptid

Cizelge 1. Inkretin hormonlarmin antidiyabetik etkilerinin karsilastiriimas1 (Uking ve

ark. 2007, Baggio ve Drucker 2007).



Diyabetik hastalarda postprandial donemde inkretinlerle artirilmasi gereken total insiilin
cevabinda belirgin bir azalma mevcuttur (Nauck ve ark. 1986). Bu azalmanin sebebi,
yemek ile uyarilan GLP-1 diizeylerinde, diyabetik hastalarda gozlenen hafif fakat
anlaml diisiis ve GIP’ in ge¢ donemde amplifiye edilememesidir (Elahi ve ark. 1994,
Nauck ve ark. 1993). Ayrica tip 2 diyabetli hastalarda GLP-1" in glukoinkretin etkisi
azalmakla beraber GLP-1 diizeyinin normal veya artmis olarak bulunmasi GLP-1’ ¢
kars1 beta hiicra rezistansi oldugunu géstermektedir (Uking ve ark. 2007).

8-) Lipotoksisite: Lipit metabolizmasindaki degisikliklerin glukoz ile uyarilmis insiilin

salgilanmasi tizerine dnemli rolleri vardir. Yiiksek diizeyde serbest yag asitlerine maruz
kalma sonucunda beta hiicresinde trigliserit birikerek apoptozise yol agmaktadir. Ayni
zamanda yag asitleri, proinsilinin insiiline ¢evrilmesinde rol alan enzimlerin
posttranslational islemini de azaltir (Yenigiin ve Altuntas 2001).

9-) Insiilin salgilanma bozuklugunda genetik nedenler: Glukozun beta hiicresi

tarafindan taninmasiyla insiilinin sentez ve salgilanmasinda rol oynayan spesifik
proteinlerde meydana gelen mutasyonlar beta hiicresinde fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir. Simdiye kadar glukokinaz geni, mitokondriyal DNA geni, insiilin geni ve
instilin metabolizmasindaki enzimlere ait genlerde mutasyonlar tanimlanmistir. Bu
mutasyonlar oldukc¢a nadir olup tiim Tip 2 diyabetlerin % 1-2° sini olustururlar

(Yenigiin ve Altuntas 2001).

2.1.1.2. Insiilin Direnci

Insiilin, molekiiler agirhg 6000 dalton (Da) olan polipeptit yapili bir hormondur.
Birbirine disiilfit kopriileri ile baglanmis A (kisa) ve B (uzun) diye adlandirilan iki diiz
aminoasit zincirinden olusmustur. A zinciri 21 aminoasit, B zinciri 30 aminoasit igerir.
Insiilin, pankreasta Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde sentezlenir. Bu
hiicrelerin ribozomlarinda molekiil agirligr yaklagik 11500 olan 110 aminoasitten olugan
tek zincirli pre-proinsiilin adi verilen Oncii molekiil sentezlenir. Pre-proinsiilin
endoplazmik retikulum liimenine gelince 24 aminoasitten olusan sinyal peptidini (N
ucunu) kaybeder ve molekiil agirligi yaklasik 9000 olan proinsiilin olusur. Proinsiilin
golgi aygitina gecer ve burada yer alan proteazlarin etkisiyle 35 aminoasitten olusan

baglayici peptidinden (C peptid) ayrilir. C peptidini kaybeden insiilin, ¢inko iyonu ile



vezikiillerde depolanir. Normal durumda salgilanan hormonun % 95’ i insiilin, %5’ i

proinsiilin seklindedir. Insiilin karbonhidratlarm, proteinlerin, yaglarin ve niikleik

asitlerin sentezi ve depolanmasi ile ilgili metabolik olaylar1 diizenler (Guyton ve Hall

2001, Ganong 2002). Insiilinin Karaciger, kas ve yag dokuda karbonhidrat, yag ve

protein metabolizmasi tizerine etkileri ¢izelge 2° de gosterilmistir (Siizer 2005).

Metabolizma Tipi Karaciger Yag dokusu Kas
Karbonhidrat Glukoneogenez | Glukoz alimi 1 Glukoz alim1 1
metabolizmasi Glukojenoliz | Gliserol sentezi 1 Glukoliz 1

Yag metabolizmasi

Protein

metabolizmasi

Glukoliz 1

Glikojen sentezi 1

Lipogenez 1
Lipoliz 1

Protein yikim1 |

Glikojen sentezi 1

Trigliserit sentezi 1
Yag asiti sentezi

Lipoliz |

Aminoasit alim1 1

Protein sentezi 1

M Arttinir 4: Azaltir

Cizelge 2. Insiilinin metabolik olaylar {izerindeki etkileri

Insiilinin Fizyolojik Etkileri:

e Glukozun kas hiicresine girisini, kullanimin1 ve depolanmasini arttirir. Ayrica kas

hiicre zar1 lizerinde glukoz tasinmasini kolaylastirir.

e Karacigerde glikojeni glukoza pargalatan enzim olan karaciger fosforilazi inaktive

eder. Boylece karaciger hiicrelerinde depolanmis glikojenin yikilmasi Onlenir.

Glikokinaz enziminin aktivitesini artirarak karaciger hiicreleri tarafindan kandan



glukoz alimmasini arttirir. Ayrica glikojen sentezini hizlandirir. Glikojenoliz ve
glikoneojenezisi inhibe eder.

e Yag dokusunda lipolizi baskilar. Yag asidi ve gliserol fosfat sentezini arttirir (Guyton
ve Hall 2001, Ganong 2002)

Insiilin direnci, insiilinin normal konsantrasyonda olmasmna ragmen yeterli biyolojik
yanit1 olusturamamasi ya da insiilinin glukoz kullanimini uyarma etkisinin azalmasidir.
Insiilin normalde karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek hepatik
glukoz {iiretimini baskilar. Ayrica glukozu kas ve yag dokusu gibi periferik dokulara
tagiyarak burada ya glikojen olarak depolanmasini ya da enerji iiretmek iizere okside
olmasmi saglar. Insiilin direncinde insiilinin karaciger, kas ve yag dokusundaki bu
etkilerine karsi direng olusarak hepatik glukoz baskilanmasi bozulur. Kas ve yag
dokusunda da insiilin araciligi ile olan glukoz kullanimi azalir. Bu durumda olusan
insiilin direncini karsilayacak ve dolayisiyla normal biyolojik yaniti saglayacak kadar
insiilin salgis1 artis1 ile bu durum dengelenir. Boylelikle hipergliseminin 6nlenebilmesi
icin beta hiicreleri siirekli olarak insiilin salgisin1 artirmaya yonelik bir ¢aba icerisine
girer. Sonugta normoglisemi saglanirken insiilin diizeyi de 1,5 - 2 kat artar. Bu siirecte
beta hiicresinde, baslangigta bir bozukluk yoktur. Ancak fonksiyon kaybi baslayinca
insiilin salgist da giderek azalir ve diyabet ortaya ¢ikar (Yenigiin ve Altuntas 2001).

2.1.1.3. Hepatik Glukoz Uretimi Artis1

Hepatik glukoz tiretimindeki artis aclik kan sekerinin artmasina yol acgar. Karacigerden
glukoz yapimi glukojenolizis veya glukoneogenez yolu ile olmaktadir. Hepatik
glukoneogenezdeki artisin kesin mekanizmasit bilinmemekle beraber insiilin eksikligi
glukoneogenezi arttirir. Bu durumda aghik hipergliseminin artmasina neden olur

(Yenigiin ve Altuntas 2001).

2.1.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

2.1.2.1. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin

olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
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bozulmasina neden olur. Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi
arasindaki dengenin bozulmasina “oksidatif stres” denir (Altan ve ark. 2009). Oksidatif
stres ateroskleroz, norolojik hastaliklar, astim, diyabetes mellitus, romatoid artrit gibi
romatolojik hastaliklar, hipertansiyon, c¢esitli deri ve goz hastaliklari, kanser ve
yaslanma dahil bir¢ok hastaligin olusumuna yol agmaktadir (Altan ve ark. 2009, Akkus
1995).

Enzimler
Vitamin E
Hiicre Savunmasl

Sekil 1. Oksidatif Stres (Akkus 1995)

2.1.2.2. Serbest Radikaller

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron igeren atom ya da
molekiillere serbest radikal denir (Fang ve ark. 2002). Serbest radikaller negatif yiiklii,
pozitif yliklii ya da nétral olabilirler. Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA,
karbohidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina
neden olurlar. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali, nitrik oksit, peroksil radikali ve radikal olmayan hidrojen peroksit
gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerinden birini olustururlar

(Kuyvenhoven ve Meinders 1999).
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Cizelge 3. Sik tartisilan radikaller, simgeleri ve kimlikleri (Diindar ve Aslan 2000)

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit O," Oksijen metabolimasinin ilk ara {irtinii

Hidroksil OH En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal

Hidrojen peroksit H,0; Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar yetenegi zayif

Singlet oksijen 07y Yarilanma omrii hizli gii¢lii oksidatif oksijen formu

Perhidroksi radikal HO, Lipitlerde hizli ¢oziinerek lipit peroksidasyonunu arttirir

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

Triklorometil CCl; CCls metabolizmast tiriinii karacigerde tiretilen bir radikal

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

Alkoksil RO’ Organik peroksitlerin  yikimi1 ile iretilen oksijen
metaboliti

Nitrojen oksit NO L-arjinin aminoasitinden in vivo tretilir

Nitrojendioksit NO; NO’ in oksijen ile reaksiyonundan iiretilir

2.1.2.2.1. Siiperoksit Radikali ( O2")

Siiperoksit radikali (O, ) hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin

(O,) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur.
O, + €& ———> 0y

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikalini meydana

getirebilir.

Feg+

Fes

Cu"™ + 0, ———> CU2+

+

+

+ O,

Siiperoksit radikalinin kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
onemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi
olmasidir (Akkus 1995). Siiperoksit radikali, 7.2° lik pH’ da 3.8x 10 > M/s sabitesinde
daha stabil bir metabolit olan H,O,’ e doniisiir (Diindar ve Aslan 2000).

0" + 0Oy + 2HY —> H,0, + O
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Stiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve hidrojen
peroksit meydana gelir (Akkus 1995).

HO + 07 + Y ——> 0, + H0;

Siiperoksit radikali hem oksitleyici hem indirgeyici ozellife sahiptir. Ornegin
ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici olarak
davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur (Akkus 1995).

Sitc (Fes") + 0y ——> 0, + sitc (Fey")

Stiperoksit ve hidrojen peroksit ayrica inflamatuar siiregler sirasinda makrofajlar ya da
nétrofillerin aktif hale getirdigi NADPH oksidaz tarafindan enzimatik olarak olusturulur
(Sorg 2004).

NADPH + 20, ———>NADP* + H" + 20,°

2.1.2.2.2. Hidrojen peroksit radikali ( H,O, )

Hidrojen peroksit (H20,), siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan
peroksitin iki proton (H) ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

0" +e + 2H —> H),0,

0, +2¢6¢ + 2H" —> Hy)0;

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil {iretimi, siiperoksidin (O2 ) dismutasyonu
ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton
alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar.

2027 + 2H" —> H,0;, + O,

Bu reaksiyonda, radikal olmayan iiriinler meydana geldiginden dismutasyon reaksiyonu
olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.,8' de en hizhidir, enzimatik
dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral ya da alkali pH'
da daha belirgindir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen
tiirleri (ROS) kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar.
Ciinkii hidrojen peroksit Fe** veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu

sonucu ya da siiperoksit radikalinin (O, ) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en
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reaktif ve zarar verici, serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH") olusturur
(Akkus 1995).
Fe®* + H,0, —> Fe** + OH + OH (Fenton reaksiyonu)

+H
O, + H0O; 0, + H,O + OH (Haber-weiss reaksiyonu)

2.1.2.2.3. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH®), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu
hidrojen peroksitten olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur. Hidroksil radikali son derece reaktif bir
oksidan radikaldir, yarilanma omrii ¢ok kisadir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) en giiclisiidiir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi
cesitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RS), karbon merkezli
organik radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olugmasina
ve sonugta biiyiik hasara neden olur (Akkus 1995).

RSH + OH — ——> RS + H)O

-CH- + OH ——> -CH- + H),O

2.1.2.3. Serbest Radikal Kaynaklari

2.1.2.3.1. Endojen Kaynaklar

Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde
ara Uriinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest radikal
ara Urtinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle etkilesebilirler ve
sonugta serbest oksijen radikalleri olusur.

1. Mitokondrial Elektron Transport Zinciri: Hiicrelerde en biiyiik serbest oksijen

radikali kaynagi i¢ mitokondriyal membranda yer alan elektron transport zincirinden
sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri
biiyiik oranda indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal tiretimi artar.

0, + ¢ —> 0y

2. Iskemi-Reperfiizyon Hasari: Bir¢ok enzimin Kkatalitik dongiisii sirasinda

serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Ksantin oksidaz
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hasarlanmamig dokularda bir dehidrojenaz olarak vardir, piirinlerin yikilim yolunda
hipoksantinden ksantin ve ksantinden iirik asit olusumu basamaklarinda elektron alicisi

olarak molekiiler oksijenden (O,) daha ¢ok NAD" kullanir.

Ksantin
Dehidrojenaz

Hipoksantin + H,O + NAD" Ksantin + NADH + H*

Oksijensizlige bagli olarak ADP' nin ATP' ye fosforilasyonunun azaldigi durumlarda
(iskemi durumlarinda) ADP yikilir ve piirin bazi, ksantin oksidazin bir oksidaz olarak
etkili olmasiyla hipoksantine doniistiiriiliir. Ksantin oksidazin oksidaz olarak aktivite
gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve ksantin iirik aside doniisiirken molekiiler
oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen hidrojen perokside indirgenmektedir. Iskemi
durumlarinda oksijen seviyesi diisiik oldugundan 6nemli hasar olmaz. Ancak oksijen
seviyesi reperfiizyon sirasinda normale doniince iskemi yerinde ksantin oksidaz
etkisiyle fazla miktarda hidrojen peroksit (H,0,) ve siiperoksit radikali (O, ) olusur,
bunlarin etkisiyle de iskemi/reperfiizyon hasari denen durum ortaya g¢ikar. Ksantin
oksidazin oOzellikle intestinal mukoza hiicrelerinde goriilen iskemi/reperfiizyon

hasarinda 6nemli faktor oldugu diisiiniilmektedir.

Ksantin Oksidaz
Hipoksantin + H,O + 20, Ksantin + 20, + 2H"

Ksantin Oksidaz
Ksantin + H,O + 20, > Urik asit + 20, + 2H"

3. Peroksizomlar: Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i hidrojen peroksit (H20;)

kaynagidirlar. Peroksizomlardaki D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit
oksidaz ve yag asidi agil-CoA oksidaz gibi oksidazlar, siiperoksit iiretmeden bol
miktarda hidrojen peroksit (H;O,) iiretimine neden olurlar. Ancak peroksizomlarda,
hidrojen peroksidin suya ayrismasini katalizleyen katalaz (CAT) enziminin aktivitesi de

¢ok yiiksek oldugundan hidrojen peroksit (H,O,)’ in zarar verici etkisini azaltir.
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4. Arasidonik asit metabolizmasi: Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif

oksijen metabolitlerinin O6nemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi,
fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asitin
serbestlesmesine yol agar. Arasidonik asitin enzimatik oksidasyonuyla da ¢esitli serbest

radikal ara tiriinleri meydana gelir.

5. Solunumsal Patlama: Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerin

fagositik solunumsal patlamasi sirasinda cesitli serbest radikaller olusur. Fagositlerin
uyarilmasi, heksoz monofosfat yoluyla glukozun oksidasyonunda artisa yol agar.
Solunumsal patlama sirasinda elektron vericisi olarak NADPH kullanilir ve molekiiler
oksijenin (O,) siiperoksit radikaline (O, ) indirgenmesi sonucu NADP™ iiretimi artar ve
heksoz monofosfat yolu aktive olur. Heksoz monofosfat yolunun aktivasyonuna neden
olan NADP" nin diger kaynagi hidrojen peroksidin (H,O,) detoksifikasyonundan

sorumlu olan glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemidir.

6. Toksik Maddeler: Bazi yabanci toksik maddeler hiicrede serbest radikal

tiretimini artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler ya da serbest
radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan aktiviteyi diisiiriirler. Bu tip

maddeler dort grupta toplanabilirler:

i-) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Ornegin kirli havanin koyu rengini
veren azot dioksit gaz1 (NO;") boyle bir maddedir. Azot dioksit (NO;") etkili bir lipit

peroksidasyonu baslaticisidir.

Lipid-H + NOy Lipid + HNO,

ii-) Toksin bir serbest radikale metabolize olur. Ornegin kuru temizlemede
kullanilan toksik bir madde olan karbon tetrakloriir (CCly), karacigerde sitokrom p450
tarafindan triklorometil serbest radikaline (CCls") doniistiiriiliir. Triklorometil serbest

radikali de molekiiler oksijenle (O;) etkileserek peroksil serbest radikali (CCl30;)

olusturur.

P-450
CCl, CCly + CI
CC|3 + O > CC|302
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Triklorometil serbest radikali (CCl3") ve peroksil serbest radikali (CCl30,") kuvvetli lipit
peroksidasyonu baslaticisidirlar. Bdylece reaktif serbest radikal iiretimi karacigerde
antioksidan savunmalar1 asar, selliiler membranlarda oksidatif yikim ve ciddi doku

hasar1 meydana gelir.

iii-) Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.
Omegin karacigerde biriken paraquat yiiksek miktarda serbest oksijen metabolitleri
meydana getirmektedir. NADPH’ ya bagl indirgenme/yiikseltgenme tepkimesi ile her
seferinde elektronlar agigi ¢ikararak hiicrelerde siiperoksit radikali (O27) ve hidrojen

peroksit (H,0,) olusumuna neden olarak oksidatif stresi artirir.

iV-) Toksin antioksidan aktiviteyi diisiiriir. Ornegin parasetamoliin karacigerde
sitokrom P450 tarafindan metabolizmast antioksidan aktivitede Onemli yeri olan
glutatyonla reaksiyona giren bir {irlin olusturarak sonugta glutatyonun miktarini azaltir

(Akkus 1995).
2.1.2.3.2. Eksojen Kaynaklar

Cevresel kimyasal ajanlara maruz kalma, hiicrelerde radikal olusumu ve reaksiyonlarini
artirarak oksidatif strese yol a¢cmaktadir. 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).

2.1.2.4. Antioksidan Mekanizmalar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek icin birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler (Akkus 1995).
Normal kosullarda antioksidanlarin hem aktiviteleri hem de hiicre i¢i miktarlar1 arasinda

bir denge vardir. Organizmanin saglhigi ve hayatta kalmasi i¢in bu denge gereklidir

(Valko ve ark. 2007).
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2.1.2.4.1. Enzim yapisinda olan antioksidanlar
2.1.2.4.1.1. Siiperoksid dismutaz (SOD) (E.C. 1.15.1.1)
Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit serbest radikalinin (O2 ) hidrojen peroksit
(H20,) ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.

SOD
20, + 2H® —> H,0, + O
Insanda siiperoksit dismutazin iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde
bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik yapidadir, siyanidle inhibe edilir. Mn SOD
mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir, siyanidle inhibe olmaz. Genel
olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-Zn SOD' dur. SOD' un fizyolojik
fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin (O, ) lipit
peroksidasyonu gibi zararl etkilerine kars1 korumaktir. SOD’ un, singlet oksijeni (Oy)
bastirma yetenegine de sahip oldugu kaydedilmistir (Aliakber ve ark., 1993). SOD,
fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi,
yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku oksijen basinci artigiyla artar.
SOD' un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Cu-Zn SOD' un spesifik aktivitesi down
sendromlu hastalarin eritrositlerinde yiiksek, prematiirelerin ve yaslilarin eritrositlerinde

ve psoriyazisli hastalarin (sedef hastaligi) lokositlerinde diisiik bulunmustur (Akkus
1995).

2.1.2.4.1.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (E.C.1.11.1.9)
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik
yapidadir. Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.

GSH-Px
H0, + 2GSH — > GSSG + 2H;0

GSH-Px
ROOH + 2GSH — > GSSG + ROH + HyO
GSH-Px' 1n fagositik hiicrelerde de dnemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar gérmesini onler.
GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir. Eritrosit GSH-Px

aktivitesi yaslilarda ve down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde diisiik
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bulunmustur. Lokosit GSH-Px aktivitesi yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda yiiksek
bulunmustur (Akkus 1995).

2.1.2.4.1.3.Katalaz (CAT) (E.C.1.11.1.6)

Katalaz (CAT), yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Katalaz
daha c¢ok peroksizomlarda bulunur. Ayrica sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda da
bulunur. Katalaz aktivitesi karaciger, bobrek ve eritrositlerde yiiksektir. Katalaz

hidrojen peroksidi (H20,) suya ve oksijene parcalar.

Katalaz

2H202 2H2O + 02

Katalaz, ayrica peroksidasyon reaksiyonlari ile ilgili olan substratlara kolayca hidrojen

iyonu vermede rol oynar (Armstrong 1998).

2.1.2.4.1.4. Glutatyon rediiktaz (GR) (1. 6. 4. 2)

Glutatyon rediiktaz, GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan
okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize
eder (Akkus 1995).

GR
GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP'

2.1.2.4.1.5. Paraoksonaz (PON)

Glikoprotein yapida, kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olan paraoksonaz (PON), hem
arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip bir
enzimdir. ik olarak 1946 yilinda Abraham Mazur tarafindan kesfedilen enzim, sonraki
yillarda insan serum paraoksonazi (PON1) olarak tanimlanmis olup son derece zehirli
organofosfat tarim ilaci parationun toksik metaboliti paraoksonu (organofosfat substrati)
hidroliz edebilmesinden dolay1 bu ismi almistir (Uysal ve ark. 2011). Enzim aktivitesi
kalsiyuma bagimlidir. Paraoksonaz polimorfizm gosteren bir enzim olup; enzim
aktivitesi yiiksek ve diisiik aktiviteli iki allelin genetik kontrolii altindadir. Enzim
polimorfizmine ait bu degiskenligin molekiilin 192. pozisyondaki aminoasit

farkliligindan kaynaklandigr bildirilmistir (Tirkoglu 2008). Paraoksonaz enzimi,
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karaciger, bobrek, ince bagirsak basta olmak iizere bircok dokuda ve serumda bulunur
(Flekac ve ark. 2008). PON’ un baslica iki fonksiyonu bulunmaktadir: Bir pestisid olan
paraokson gibi organofosfatli bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak ve lipit
peroksitleri hidrolize ederek LDL’ yi oksidasyondan korumaktir (Mackness ve ark.
1998). PON’ un lipit peroksitlerin yanisira hidrojen peroksit iizerine de etkili olup,
peroksidaz benzeri aktiviteye de sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica lipopolisakkarit
inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere karsi koruma saglamaktadir (Giilcii ve
Giirsu 2003). Oksidatif stres altinda lipit peroksidasyonu sadece LDL’ de degil; HDL’
deki lipitlerde de meydana gelmektedir (Hahn ve Subbiah 1994). PON’ un hem LDL’
yi, hem de HDL’ yi oksidasyondan korudugu bildirilmistir (Aviram ve ark. 1998).
Ayrica PON’ un HDL vasitasiyla antioksidan etkiye katkida bulunabilecegi de
bildirilmistir (Baskol ve Koése 2004). PON’ un HDL’ ye baglanmasi diyabetik
hastalarda saglikli insanlarla kiyaslandiginda daha diisiik olup, farkli ¢aligmalarda PON
aktivitesinin azalmis oldugu tespit edilmistir (lkeda ve ark. 1998). Diisiikk enzim
aktivitesi PON’ un azalmis sentezinden daha ¢ok glikasyonuna bagli olup (Hedrick ve
ark. 2000), noropati, nefropati ve retinopati gibi komplikasyonlari olan diyabetik
hastalarda da paraoksonaz seviyelerinin diisiik oldugu sonucuna varilmigtir (Flekac ve
ark. 2008).

2.1.2.4.1.6. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) (E. C. 1. 1. 1. 49)

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi, ilk defa 1966 yilinda Yoshida tarafindan insan
eritrositlerinden saflagtirilmistir (Biiylikokuroglu ve Siileyman 2001). G6PD enzimi
Pentoz Fosfat Yolunda (PFY) NADP’ nin NADPH’ a indirgendigi ilk reaksiyonu
kataliz eder. Pentoz fosfat yolu, eritrositlerde NADPH’ 1n tek kaynagidir (Ozmen 2009).
Eritrositlerde pentoz fosfat yolu okside glutatyonun indirgenmesi igin gerekli NADPH’
y1 saglar. Rediikte glutatyon (GSH) ve GSH bagimli enzimler hiicreyi i¢ ve dis kaynakl
toksik bilesiklerden ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) korur (Tandogan ve Ulusu
2005). NADPH, niikleik asitler, proteinler ve membran lipidleri gibi pek ¢ok molekiil
tizerinde serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresten hiicreyi korumak amaciyla
hayati bir éneme sahiptir (Ozmen 2009). G6PD eksikliginin hiicrede oksidatif stresin
artmasia, aynt zamanda NO {iretiminin azalmasina neden olarak hipertansiyon,
diyabetes mellitus ve ateroskleroz gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir (Gaskin ve ark. 2001). Hiicrede oksidatif hasarlarin neden oldugu yaslanma
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ve kanser gibi hastaliklar da G6PD eksikliginin bir sonucu olarak diisiiniilmektedir

(Ann-Joy ve ark. 2001).

2.1.2.4.2. Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

2.1.2.4.2.1. C Vitamini (askorbik asit)

L-askorbik asit (vitamin C) suda ¢oziinebilen, diisiik molekiil agirliginda, kollajen
sentezi, demir emilimi ve hiicrelerin redoks durumunun muhafazasi igin gerekli olan bir
antioksidandir (Sorg 2004). Vitamin C, organizmada birgok hidroksilasyon
reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu i¢in gereklidir. Askorbik asit, giiglii indirgeyici aktivitesinden dolay1
ayni zamanda giiclii bir antioksidandir. Siiperoksit radikali (O2 ) ve hidroksil radikali
(OH") ile reaksiyona girerek onlar1 ortamdan temizler. Askorbik asit antioksidan
etkisinin yaninda oksidan etki de gosterir. Askorbik asit proteine bagli ferri demiri
(Fe*®) uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri (Fe™) indirgeyerek Fenton
reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkilesmeye ve sonunda hidroksil radikali (OH")
olusturmaya uygun ferro demire (Fe*?) doniistiiriir. Bu 6zelliginden dolay vitamin C,
serbest radikal reaksiyonlarmmin onemli bir katalisti veya bir prooksidan olarak
degerlendirilir. Ancak bu tip etkisinin sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigii,
yiiksek konsantrasyonlarda gii¢lii bir antioksidan olarak etki ettigi kaydedilmistir.
Vitamin C' nin fagositoz i¢in de 6nemli oldugu gosterilmistir (Akkus 1995). Ayrica
vitamin C, tokoforel radikali haline gelmis ve antioksidan 6zelligini yitirmis vitamin E’

nin tekrar aktif hale doniistiiriilmesinde de rol oynar (Diindar ve Aslan 2000).

2.1.2.4.2.2. E Vitamini (a-tokoferol)

Vitamin E (a-tokoferol) ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Bulundugu biyolojik ortamlardaki
serbest radikal tiirlerini toplayarak peroksidasyonun erken doneminde zar
fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerini korumada oksidatif strese karsi ilk
savunma hattini olusturur. Vitamin E siiperoksit (O2") ve hidroksil (OH") radikallerini,
singlet oksijeni (O), lipit peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirger (Diindar ve
Aslan 2000). Vitamin E zincir kirict antioksidan olarak bilinir. Lipit peroksidasyonu

zincir reaksiyonu, vitamin E vasitasiyla sonlandirilabilir (Akkus 1995).
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L+ VtE —> LH + VitE
VitEE + L —> LH + VitEox

Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadan Once askorbik asit ve glutatyon
tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Vitamin E ve C verilmesinin, yaslt kisilerde
ortalama kan lipit peroksit konsantrasyonlarinda bir azalma sagladigi saptanmustir.
Vitamin E, selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar. Vitamin E selenyumun
organizmadan kaybim1 Onleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacini
azaltir (Akkus 1995). Selenyum glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi i¢in énemli bir
bilesendir ve GSH-Px ile birlikte fonksiyonel bir antioksidandir. Selenyumun 6zelligi
lipit peroksidasyonunu azaltarak, artan serbest oksijen radikallerini temizlemede 6nemli
bir rol oynar. Bu yiizden selenyumun diyabetin erken periyodunda ya da diyabetik
komplikasyonlarin gelisiminde koruyucu bir etkisi vardir (Karatug ve Bolkent 2013).
Serbest radikallerin kanserin baslamasinda rol aldigi ve vitamin E ile diger
antioksidanlarin antikanserojen etki gostererek kanserin yayilmasini ve tlimoriin
biiylimesini 6nledigi kaydedilmistir (Akkus 1995). Tokoferoliin antioksidan aktivitesi,
bir¢ok antioksidan savunma elemaninin yetersiz kaldigi, oksijenin olduk¢a yiiksek
konsantrasyonlarinda bile etkilidir. Eritrositler ve alveoler membranlar bu durumu

aciklayan 6nemli 6rnekler olarak gosterilebilir (Diindar ve Aslan 2000).

2.1.2.4.2.3. A Vitamini (f-Karoten)

Karotenoidler (bitkilerden A vitamininin 6n maddesi olan B-karoten gibi terpenoidler
sentezlenir.) serbest radikal toplayicilaridir ve en 6nemlisi singlet oksijen (Oy") tiretimini
engeller. Bu durum retina igin ozellikle 6nemlidir (Sorg 2004). B-karoten, siiperoksit
radikalini temizleyerek ve peroksit radikalleriyle direkt olarak etkileserek antioksidan

olarak gorev yapar (Akkus 1995).

2.1.2.4.2.4. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) c¢ok onemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Hemoglobinin oksitlenerek
methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki

stilthidril (-SH) gruplarin1 rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur.
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Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. Glutatyon
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve aminoasitlerin membranlardan transportunu da
saglar. Ayrica glutatyon eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi

korumada hayati 6neme sahiptir (Akkus 1995).

2.1.2.4.2.5. Urik asit

Urik asit, serbest radikalle reaksiyona giren, radikal tutucu olarak gdrev yapan ve
radikal temizleyici (scavenger) olarak adlandirilan bir antioksidandir (Freeman ve
Crapo 1982). Normal plazma konsantrasyonunda iirat, hidroksil, siiperoksit, peroksit
radikalleri ve singlet oksijeni temizler. Fakat lipit radikalleri {izerine etkisi yoktur.

Ayrica C vitamininin oksidasyonunu engeller (Akkus 1995).

2.1.2.4.2.6. Seruloplazmin

Seruloplazmin olasilikla siiperoksit dismutaz' a benzer mekanizmayla etki gosterir.
Ferro demiri (Fe?*) ferri demire (Fe*") yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece
hidroksil radikali olusumunu inhibe eder (Akkus 1995).

2.1.2.4.2.7. Transferrin
Transferrin ve laktoferrin dolagimdaki serbest demiri baglarlar (Akkus 1995).

2.1.2.4.2.8. Ferritin
Ferritin dokudaki demiri baglar (Akkus 1995).

2.1.2.4.2.9. Bilirubin
Bilirubin siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir (Akkus 1995).

2.2. Diyabet ve Oksidatif Stresle iliskisi

Oksidatif stres, serbest radikaller (oksidan veya prooksidan) ve antioksidanlar
arasindaki dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi sonucu olusur (Diindar ve Aslan
2000). 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-
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reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal {liretimini arttirdigi (Baynes ve
Thorpe 1999) ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (Altan ve
ark. 1994, Saxena ve ark. 1993, Tiedge ve ark. 1997). Siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonlarinin ve antioksidan
kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku
gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir (Tiedge ve
ark. 1998). Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen beta
hiicrelerinde gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandigi
distintilmektedir (Robertson ve ark. 2004). Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye
sahip bir reaktif oksijen tiirti (ROS) {irtinii olan hidroksil (OH") radikaline doniismesi
sonrast insiilin reseptor sinyal sistemi iizerinde etkili oldugu ve insiilin tarafindan
reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar bir rol
oynayabilecegi, arastirmacilarin goriisleri arasinda bulunmaktadir (Houslay 1991).
Glikasyon aracili serbest radikal iiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigini
ve beta hiicre apoptozuna yol acgtigim1 gosteren calismalarin bulgulart bu goriisii
destekler niteliktedir (Donalth 1999). T ve B lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuvar
hiicrelerin beta hiicrelerine toksik etkilerini de serbest radikaller araciligiyla yaptigi
diistiniilmektedir (Eizirik 1996). Vaskiiler komplikasyonlar1 olan diyabetik hastalarda,
hem LDL’nin oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye
bagh artislar oldugu goriilmektedir. Diyabetik olgularda, lipitlere ilave olarak protein
oksidasyonu da artmaktadir. Ozellikle kollajen, elastin ve miyelin kilifindaki
ekstraselliiler proteinlerin oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi
dokularda katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diyabetik
komplikasyonlar gelismektedir (Das ve Chainy 2001, Dillmann 1989, Diekman ve ark.
1998). Hiperglisemi aracili reaktif oksijen tiirii (ROS) tiretimi baslica ii¢ mekanizma ile

aciklanmaktadir (Bonnefont-Rousselot 2002).

1-) Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit {izerinden son
derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonuglanir. Hiicre i¢i glukoz

oksidasyonu NADH’ nin agiga ¢ikmasina yol agar. NADH solunum zincirinde oksidatif
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fosforilasyon yolu ile ATP firetimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak tizere kullanilir.
Solunum zincirindeki bu reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali agiga ¢ikar. Yiiksek
glukoz konsantrasyonu varliginda bu yolla siiperoksit radikal tiretimi artar. Mitokondri
solunum zinciri baslica hiicre i¢i ROS iiretim kaynagidir. Normal solunum zinciri
olaylar1 sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali olustugu diistiniilmektedir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, diyabetteki patolojilerin birgogunun artmig mitokondriyal
ROS iiretimi ile iliskili oldugunu gostermektedir (Brownlee 2001, Green ve ark. 2004,
Altan ve ark. 1997).

2-) Proteinlerin Glikasyonu ve AGE (ilerlemis glikasyon son iiriinleri) Olusumu

Proteinler yiiksek glukoz konsantrasyonlari ile karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin
araciligma gereksinim duymadan proteine baglanarak kontrolsiiz  glikasyon
reaksiyonlarina neden olur. Glikasyona ugramis protein, molekiiler oksijene bir elektron
vererek serbest oksijen radikali olusumuna neden olur (Gillery 1988). Glukoz ve
proteinlerin amino gruplar arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan glikasyon
reaksiyonlar1 yoluyla 6nce Shiff bazlari, sonrasinda daha stabil olan Amadori iiriinleri
olusur. Amadori triinlerinin olusumundan sonra ileri glikasyon son iiriinleri (AGE)
meydana gelir (Dinger 2002). AGE’ ler, endotelin-1 araciligiyla damarlarin kasilmasini
arttirarak endotel hasarina yol agtigi gibi, kompleks biyokimyasal mekanizmalarla
serbest radikal iiretebilme kapasitesine de sahiptirler. Yine AGE’ lerin toksik etkileri
arasinda; proteinlerin yapilarin1 ve fonksiyonlarini degistirebilmeleri, kendi reseptorleri
ile oksidatif stresi uyarabilmeleri de bulunmaktadir (Bierhaus ve ark.1997, Eidland ve
ark. 2001). Arastirmalar AGE’ lerin, reseptor aracili mekanizma ile serbest radikal
liretimini uyarmasinin yani sira, artmis serbest radikallerin de hiicre i¢i AGE olusumunu
arttirdigini gostermektedir ((Kuyvenhoven ve Meinders 1999, West 2000, Cameron ve
Cotter 1995). Hiicre i¢ci AGE olusumu ile lipit peroksidasyonu arasinda siki bir iligki
oldugunu, lipit peroksidasyonunun o6nlenmesi ile AGE olusumunun da onlendigini
bildirmiglerdir (Giardino ve ark. 1998). Yapilan ¢alismalarda AGE ve serbest
radikallerin, protein kinaz-C’ yi aktive ettigi gosterilmistir. Aktive olan protein kinaz-C’
nin, vaskiiler kan akimini, damarlarin gegirgenligini, hiicre dis1 matriks bilesenlerini ve
hiicre biliylimesini etkileyerek vaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol aldigi 6ne

stiriilmektedir (Chappey 1997, Koya ve King 1998, Way ve ark. 2001).
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3-) Poliol Yol

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi igcin NADPH kullanildigindan hiicre i¢i NADPH
tiikketilir. Okside glutatyonun rediikte forma g¢evrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi
icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonugta NADPH’
in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina gelmektedir
(Maritim ve ark. 2003). Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO
sentezinin azalmasi diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynar
(Sargin 2001). Vazodilatér aracilarin kaybi endonéronal kan akiminin azalmasina
dolayisiyla endondronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olaym sonucunda
noronal hiicre, schwann hiicrelerde hasar meydana gelmektedir (Cameron ve Cotter
1997). Glukozun sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola ¢evrilmesinin bir sonucu olarak
hiicrede miyoinozitol diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim
aktivitesinde diisme oldugu gozlenmistir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim hiz1 igin
onem tasimaktadir (Greene ve ark. 1990). Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi
hareket eder. Bu nedenle retinopati, néropati, katarakt, nefropati ve kalp hastalig

patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Bukan ve ark. 2004, Karasu ve ark. 1990).

Glukoz

NADPH Aldoz
Rediiktaz
NADP :;

Sorbitol

NAD )
Sorbitol

NADH Dehidrojenaz

y
Fruktoz

Sekil 2. Poliol Yolu
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2.3. Prunus laurocerasus(Karayemis) ve Diyabet ile iliskisi

Prunus laurocerasus, Magnoliatae (Dicotyledones) smifi, Rosaceae familyasi
Prunoideae alt familyas: Laurocerasus cinsine ait bir tiirdiir. Bu tiiriin genelde bilinen
adi karayemis olmakla birlikte Latince adi Laurocerasus officinalis veya Prunus
laurocerasus (L.)’ dur. Ulkemizde bu tiiriin, karayemis disinda kullanilan yaygin ismi
‘taflan’ dir (Islam ve Deligdz 2012). Ayrica yaban kiraz1 olarak da bilinir (Kolayl1 ve
ark. 2013). Avrupa' nin giiney dogusu, Balkanlar ve Kuzey Iran basta olmak iizere
diinyanin degisik yorelerinde Prunus laurocerasus formlarina rastlanmaktadir. Bitkinin
diinya tlizerinde dogal yayilma alan1 Karadeniz' in dogu bdlgeleri, Kafkaslar, Toroslar,
Kuzey ve Dogu Marmara' dir (islam ve Deligdz 2012).

Yaz-kis yapragini dokmeyen (herdem yesil) 6 metreye kadar boylanan ¢ali veya kiigiik
agac seklinde bitkilerdir. Uzun serit halindeki yapraklari deri gibi serttir. Ust yiizii
parlak koyu yesil renkte, alt yiizii acik solgun yesil renkte ve tiiysiizdiir. Cekirdekli sulu
meyveler zeytin biiylikliigiinde olup oval sekillerde ve 8-20 mm capindadir. Meyveler
koyu kirmizi veya siyah renktedir (Kolayli ve ark. 2013, Sandalli 2002).

Sekil 3. Prunus laurocerasus (karayemis) yapragi ve meyvesi
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(Yavru, 1997), Prunus laurocerasus’ un toplam fenolik madde miktarinin 11,9 — 54,8
mg/100g arasinda degistigini, Prunus laurocerasus’ un meyvelerinin diger meyvelere
gore ¢ok daha zengin C vitamini ve toplam karbonhidrat igerigine sahip oldugunu,
Prunus laurocerasus meyvelerinde olgunluga dogru ilerleyen siire¢te C vitamini
miktarinin % 70 oraninda azaldigini ortaya koymustur. Prunus laurocerasus’ un bitki
tiirevli yenilebilir / yenilemez {irlinleri biiyiik oranda antioksidan &zellige sahip fenolik
bilesikler (6rnegin fenolik asitler, flavanoidler, antosiyaninler, taninler, lignanlar ve
katesinler) igerir. Bu fenolikler, kardiyovaskiiler hastaliklar, felg, ateroskleroz, bazi
kanser tiirleri ve oksidatif strese bagli diger hastaliklara yakalanma riskini artirdigi
bilinen serbest radikallere karsi korur (Pathirana ve ark. 2006). Prunus laurocerasus,
dogal bir antioksidan kaynagidir ve hastaliklarin tedavisinde tibbi yarart bulunan
fonksiyonel bir gida olarak kullanilmaktadir (Alasalvar ve ark. 2005). Prunus
laurocerasus serbest radikallere karsi koruyucu etki gostermesine ragmen bir serbest
radikal olan hidrojen peroksit ile dogrudan reaksiyon vermezken siiperoksit radikaliyle
reaksiyona girerek c¢ok yiiksek bir aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Ayni zamanda,
LDL oksidasyonunu Onleyerek ateroskleroza karsi koruyucu etki gostermektedir. Bu
yiizden Prunus laurocerasus’ un antidiyabetik etkiye sahip oldugu ifade edilmektedir
(Pathirana ve ark. 2006). Prunus laurocerasus® ta bulunan polisakkaritler, proteinler,
askorbik asit ve minerallerin antioksidan aktivite ve serbest radikalleri temizleyici etki
gosterdigini ifade etmektedir. Ayn1 zamanda diger minerallere gére manganez minerali
miktarinin yiiksek oldugu ve manganezin antioksidan bir enzim olan siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin kofaktorii oldugu belirtilmistir (Harrison ve Hoare 1980).
Prunus laurocerasus, diyabetik siganlarda beta adacik hiicrelerini uyararak pankreas
salgilanmasimi tesvik eder bu ylizden insiilin seviyesinde artis gozlendigi
belirtilmektedir. Ancak bununla birlikte ekstra pankreatik mekanizmalar; karacigerdeki
glukojenolizin azalmasi, glukojenezin artmasi ve artan kan glukozunun taginmasi gibi

mekanizmalar i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag duyulmaktadir (Senayli ve ark. 2012).

2.4. Metformin ve Diyabet ile iliskisi
Metforminin esas olarak tip 2 diyabette artmis olan karaciger glukoz dretimini
baskilayarak etki gostermektedir, periferik dokularda (6zellikle iskelet kasinda) glukoz

tutulumunu ve insiilin etkisini arttirdigi gosterilmistir. Metformin, tip 2 diyabette aglik
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plazma insiilin konsantrasyonlarini azaltir, insiiline duyarlilig: artirarak periferik glukoz
alimimi uyarir ve hepatik glukoz iiretimini baskilayarak etki gosterir (Sargin ve ark.
2001). Metformin ince bagirsaklardan absorbe edilir. 500 - 1000 mg oral dozda verilen
metformin 1-2 saat sonra plazmada pik diizeyine ulasir. Plazma yar1 omrii yaklasik 1,5 -
4,9 saattir. Alimin1 takiben bir¢ok dokuda plazmadaki konsantrasyonuna yakin olarak
dagilir. Karaciger, bobrek, tiikriik bezleri ve bagirsak duvarindaki konsantrasyonu ¢ok
yiiksektir. Alinmasindan 12 saat sonra glomeriiler filtrasyon ve tubuler sekresyon yolu
ile % 90 oraninda viicuttan atilir (Yenigiin ve Altuntag 2001). Metforminin, hiicre
membranindaki cAMP kinaz enzimi aktivitesini artirarak insiilinin reseptorlerine
baglanmasini arttirdigi ileri stiriilmistiir (Vello ve ark. 2009), ancak bu konuya iliskin
tartigmali yaymlar mevcuttur. Buna karsilik ilacin, membrandan hiicre igine glukoz

taginimini kolaylastirdig: diistiniilmektedir (Yenigiin ve Altuntag 2001).

H NH
|
C

NH2

Sekil 4. Metformin yapisal formiilii (Yenigiin ve Altuntas 2001)

Metformin obez ve obez olmayan tip 2 diyabetik hastalarda, 6zellikle diyabet ile birlikte
hipertansiyon veya hiperlipidemisi bulunan hastalarda serum lipit profiline olumlu
etkilere sahiptir ((Yenigiin ve Altuntag 2001). Serbest yag asitleri hem diyabette hem de
obezitede artmaktadir. Bu artig, hepatik glukoz iiretiminde artisa ve insiilin direncine
neden olmaktadir (Clore 1991, Wilcock ve Bailey 1991). Metforminin serbest yag
asitlerini % 10-30 oraninda azalttign gosterilmistir (Bailey ve Turner 1996,
Wiernsperger ve Bailey 1993, Stith 1996). Serbest yag asitlerinin azalmasiyla
metformin sadece insiilin duyarliligini arttirmakla kalmaz, ayn1 zamanda beta hiicreleri
tarafindan insiilin salgilanmasina da yardim edebilir (Perriello ve ark. 1994, Patane ve
ark. 2000). Metforminin beta hiicreleri ilizerine dogrudan etkisi yoktur, ancak beta
hiicrelerinin serbest yag asitlerine ya da hiperglisemiye maruz kalma durumunun

ortadan kaldirilmasi yoluyla etki gostermektedir (DeFronzo 1999).
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Ozellikle belirgin hiperglisemisi olan hastalarda uzun siireli metformin kullanimi
plazma trigliserit diizeylerinde orta dereceli (% 10-20) bir azalma saglamaktadir. Bunun
nedeni diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) hepatik yapiminin azalmasidir (Bailey
1992, Nagi ve Yudkin 1993). Bazi ¢alismalarda, plazma total kolesteroliinde % 5-10'
luk hafif azalmalar ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterolde hafif artiglar
bildirilmektedir (Hermann ve Melander 1992).

Tip 2 diyabette metforminin plazma glukoz diizeyinde azalmanin disinda kan basinci,
plazma Kkolesterol ve trigliserit diizeyleri iizerinde de yararli etkileri oldugu
bilinmektedir. (Wulffele ve ark. 2004) yaptiklar1 ¢alismada metformin tedavisinin
diyastolik ve sistolik kan basinglarini, plazma trigliserit ve total kolesterol diizeylerini
azalttigi ve HDL kolesterol diizeyini arttirdigi gosterilmistir. Total ve LDL kolesterol
tizerindeki etkinin 6zellikle ilacin daha yiiksek dozlariyla ortaya ¢iktigi goriilmiistiir.
Metforminin bu etkileri tek basina kullanildiginda ve kombine tedavilerde benzer
bulunmustur. Bu da metforminin total ve LDL kolesterol tizerinde, glukoz diisiiriicii
etkisinden bagimsiz olarak etki gosterdigi goriisiinii desteklemektedir. Bunun aksine
plazma trigliserit diizeylerindeki etki glisemik kontrol ile iliskili bulunmustur
(Memisogullar1 2008, Esteghamati 2013). Metforminin antihiperglisemik etkisi, protein
glikasyonu ve lipit peroksidasyonunu azaltarak eritrosit CAT ve SOD aktivitelerini
arttirir. Ayrica diyabette artig gosteren eritrosit GSH-Px aktivitesini de azaltir (Pavlovic
2000). Metforminin, yiiksek konsantrasyonlarda etkisinin zayif olmasmna ragmen
hidroksil (OH") serbest radikallerini temizleme aktivitesi ytiksektir. Ancak hidrojen
peroksit ya da siiperoksit radikallerini temizleyemez (Esteghamati 2013). Metforminin
reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azalttigini belirtmislerdir. Metformin, NADPH’ 1
azaltarak ya da daha az bir oranda mitokondri solunum zincir reaksiyonlarini azaltarak
ROS iiriinlerini hiicre i¢i seviyede tutar ve oksidatif stresi azaltir (Ouslimani ve ark.
2005). Khouri ve arkadaslarinin ¢alismasinda, metforminin oksijen radikallerini ( O;")
temizlemedigi fakat hidroksil radikalleri (OH" ) ile reaksiyon gosterdigi belirtilmistir.
Ayrica metformin glikasyon son iiriinlerinin formlarini inhibe eden, lipit peroksidasyon
belirteclerini azaltan, antioksidan enzim aktivitesini artiran ayni zamanda basit serbest
radikallerin temizlenmesinden baska farkli yollar ile metforminin in vivo antioksidan

aktivitesi ortaya konulmustur (Khouri ve ark. 2004).
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3. MATERYAL

3.1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar:

Deneyde Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi’ nden
saglanan 48 adet 350 - 400 g agirliginda Wistar tiirii eriskin erkek siganlar kullanildi.
Sicanlar deneysel ¢alismaya baslamadan 20 giin dnce 1s1s1 18 °C - 22 °C arasinda sabit
tutulan 6zel odaya alindilar. Dort sigan bir kafeste olacak sekilde yerlestirildiler ve

standart diyet (pelet) yem ile beslendiler. Siganlarin su ve yem alimlar1 serbest birakildi.

3. 2. Hayvanlarin Gruplandirilmasi:

Deney gruplari, kontrol ve deney gruplarinda 8’ er sigan olacak sekilde toplam 48 sigan
bulunmaktadir.

Grup 1: Normal kontrol si¢anlar (K )

Grup 2: Oral olarak Prunus laurocerasus (Karayemis) ekstrakti alan normal siganlar (K
+ PLE)

Grup 3: Diyabetik kontrol siganlar (D)

Grup 4: Oral olarak Prunus laurocerasus (Karayemis) ekstrakti alan diyabetik siganlar
(D + PLE)

Grup 5: Oral olarak metformin ilaci alan diyabetik siganlar (D + Metf)

Grup 6: Oral olarak Prunus laurocerasus (Karayemis) ekstrakt: ve Metformin ilaci alan
diyabetik si¢anlar (D + PLE + Metf)

Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastrma Merkezinin

etik kosullarina uygun olarak planlandi.

3. 3. Diyabetin Olusturulmas1 ve Prunus laurocerasus (Karayemis) ve Metformin
Tedavisi:

Tip 2 diyabet, serum fizyolojikte ¢oziilen nikotinamidin (45mg/kg) intraperitoneal
enjeksiyonundan 15 dk sonra pH’ 1 4,5 olan 20 mM sodyum sitrat tamponu igerisinde
¢oziilen streptozotosin (STZ)’ in (65mg/kg) sigcanlara tek doz intraperitoneal
enjeksiyonu ile olusturuldu (Masiello ve ark. 1998). Kontrol grubu siganlarmna da tek
doz intraperitoneal sitrat enjeksiyonu yapildi. Deney grubunu olusturan siganlardan

enjeksiyondan 48 saat sonra kuyruklari kesilerek kan glukoz diizeyleri tayin edildi.
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Sicanlarin kan glukoz seviyesi > 200 mg/dL olarak saptandiginda diyabetik olduklar
diisiiniilerek deneysel ¢alisma baslatildi.

Prunus laurocerasus (Karayemis) ekstraktinin hazirlanmasi: Ticari olarak satin alinan
karayemis ekstrakti (Kale Firmasi-Edremit) % 10 oraninda igme suyuna 5 hafta siire ile

ilave edildi.

3.4 Sicanlara maddelerin verilisi:

Diyabet olusturulduktan bir hafta sonra 2. gruptaki ve 4. gruptaki siganlara % 10 ‘luk
Prunus laurocerasus (Karayemis) ekstrakti, 5.gruptaki si¢anlara 300 mg/kg/giin
metformin ilaci, 6. gruptaki sicanlara %10 ‘luk Prunus laurocerasus (Karayemis)
ekstrakti ve 300 mg/kg/giin metformin ilac1 5 hafta siire ile igme suyuna eklendi. Igme
sular1 giinliik olarak hazirlanip 24 saatlik s1v1 tiiketimi takip edildi. Ayrica deney siiresi
olan 5 haftalik siire icinde si¢anlarin yem tiiketimleri giinliik olarak, kan glukoz
diizeyleri ve viicut agirliklar1 ise haftada bir kez olmak lizere 6lgiildi. Kan glukoz
diizeyleri sicanlarin kuyruklari kesilerek alinan kanda glukometrede glukostix stripleri

kullanilarak (Abbot GlucometerMedisense Products, USA) 6l¢iildii.

3.5 Orneklerin Toplanmasi

Deney siiresi bitiminden sonra kan drnekleri, bir kuru tiip, bir heparinli ve iki EDTA’l1
tiipe, 0.18 x 40 mm’ lik igne yardinmu ile (Vacutainer, ingiltere) hafif eter anestezisi
altinda, siganlarin kalbinden ponksiyonla alindi. GSH-Px i¢in heparinli tiipten 300 pl ve
SOD i¢in hemogram tiipiinden (EDTA’l1) 500 ul tam kan ayrildi. Diger kan ornekleri
1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalari ayrildi. Serum insulin
diizeyleri radioimmunoassay (Diagnostic Products Corporation, USA) ile olgildi.
Hemen calisilmayacak olan parametreler [serum PON, arilesteraz, plazma MDA
(malondialdehit), HDL-K, TK, TG )] i¢in ayrilan 6rnekler -20 °C’ de saklandi. SOD
i¢cin hazirlanan numuneler (0,5 mL EDTA’l tam kan alind1 ve 3000 rpm' de 10 dakika
santrifiij edilerek plazmasi ayrildi ve aspire edildi. Kalan eritrositler, her yitkamada 3 mL
% 0,9 NaCl kullanilarak 4 defa yikand1 ve eritrosit paketi seklinde saklandi), GSH-PX
(heparinli tam kandan) buzdolabinda saklanarak 3 giin i¢inde calisildi. Kalp, kas,

karaciger ve iskelet kasi dokulari (musculus gastrocnemius) kan alimmin hemen
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ardindan ¢ikartilarak, serum fizyolojik ile yikand1 ve calisilincaya kadar -20 °C’ de

saklandi.

3.6 Arac ve Gerecler

1. Yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) cihazi, "Shimadzu LC-10AT" (Japonya)
. 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 pL), "Eppendorf" (Almanya)

. Derin dondurucu (-20° C), "Ugur" (Ttirkiye)

. Buzdolabi “Argelik” (Ttrkiye)

. Abbot Glucometer Medisense Products (ABD)

. Kantar (Tiirkiye)

O 0 9 N D B W DN

R T T o o
N o 0~ W N RO

. Prunus laurocerasus (Karayemis) Ekstrakt: Kale Firmas1 Edremit / BALIKESIR

3. 7. Ticari Kitler

1. Kolesterol, "Randox Lab." (ingiltere) Lot.n0:1132 F, Kat.no : CH200

2. SOD (Ransod), "Randox Lab." (Ingiltere) Lot.no:0019 J, Kat.no: SD125

3. GSH-Px (Ransel), "Randox Lab." (ingiltere) Lot.no:1764 J, Kat.no : RS504

. 8. Kimyasal Malzemeler

. 2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) (>% 98), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T 5500
. n-Biitil alkol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : S 15,467-9

. Sodyum hidroksit, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6462

. Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), "Sigma" (A.B.D.) Kat.n0:D9286

A W ON P W
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5. Fenil asetat (% 99), "Aldrich" (A.B.D.) Kat.no: 10,872-3

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

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

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

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

10. Sodyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6345
11. Potasyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4871
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

4. YONTEM

4.1. Serum Total Kolesterol (TK), Yiiksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol (HDL-
K), Trigliserit (TG) ve Insiilin Diizeylerinin Ol¢iimii

Serum lipit (TK, HDL-K, TG) diizeyleri, kantitatif elektrolit tayini yapilan Abbott C
16000 otoanalizériinde oOlgiildii. Serum insiilin diizeyleri radioimmunoassay (RIA)

yontemiyle 6l¢iildii.

4.2. Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

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: icin reaksiyon
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inhibe olur. Burada SOD aktivitesinin 6l¢iimii, yukaridaki reaksiyonun inhibisyon
derecesinin dlglilmesine dayanmaktadir. Agiga ¢ikan pembe renk SOD aktivitesi ile ters
orantilidir.

Ayrraglar :

1- 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0): 0.68 g KH2PO4 ve 0.71 g Na2HPO4 tartilarak 9 dL
distile suda ¢6ziildii ve pH’ 1 kontrol edilip 1 L’ ye tamamlandi.

2- Ransod substrat: Ksantin 0,05 mmol/L , 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 dl¢timii 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.

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 uLL 125 uLL

Tiipler karigtirildi ve 30 saniye bekledikten sonra her bir tiip i¢in spektrofotometrede

505 nm dalga boyunda absorbans sifirland1 ve tam 3 dakika sonra son absorbans
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kaydedilerek AA/dk hesaplandi. SOD aktivitesi, iki seri standart ¢ozeltisi hazirlanarak
elde edilen standart egri grafigi iizerinden kit katalogunda tarif edildigi gibi hesaplandi.
Sonuglar gram hemoglobin basia iinite olarak verildi (U/g Hb).

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

GSH-Px aktivitesi kit (Ransel) kullanilarak olgiildii. GSH-Px enzimi, glutatyonun
(GSH) kiimenhidroperoksit tarafindan oksidasyonunu katalizlemektedir. Meydana gelen
okside glutatyon, glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda hizla rediikte olurken ayni
anda NADPH okside olarak NADP+ ’ ye donlismektedir. Bu esnada 340 nm deki
absorbans azalmasi (DAbs) GSH-Px aktivitesi ile dogru orantilidir.

Ayiraglar:

1. Ransel ayirag: GSH (4 mmol/L), GR (* 0.5 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 sulandirici ayirag

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 tamamlandi.

Deneyin Yapihsi:

GSH-Px aktivitesinin 6l¢iimii i¢in, 50 pL tam kan 1 mL Ransel sulandirici ayirag ile
seyreltilerek hemolizat elde edildi ve 5 dakika bekletildikten sonra 1 mL Double
Drabkin ayiraci ile karistirildi. Bu karisim en ge¢ 20 dakika i¢inde kullanildi. 1 mL
Ransel ayiraci iizerine yukaridaki karisimdan 20 pL konuldu. 37 °C lik su banyosunda 5
dakika bekletildikten sonra reaksiyonu baglatmak icin iizerine kiimenhidroperoksit
cozeltisinden 40 pL ilave edildi. Tam 1 dakika sonra baglangi¢ absorbansi kaydedilerek
siire baslatildi. 1. dakika ve 2. dakikada absorbanslar kaydedildi ve dakikadaki
absorbans azalmasi (DAbs/dk) hesaplandi. Kor olarak calisma ¢ozeltisine 6rnek yerine
20 uL distile su konuldu. Absorbans oOlglimleri spektrofotometrede 340 nm dalga
boyunda yapildi.

Hesaplanma:

Numune aktivitesi kor aktivitesinden ¢ikarild1 ve ¢ikan sonug 41 ile ¢arpildi. U/L enzim

aktivitesini veren bu deger numunenin Drabkin ayiraci ile 6lgiilmiis g/L cinsinden
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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 arkadaslarinin (1983) tanimladigi yonteme
gore yapildi. PON aktivitesinin saptanmasi amaciyla pH:10.5” da 0.05 M glisin-sodyum
hidroksit tamponu i¢inde 1.0 mM CaCl2 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
katsayisi= 18,290 M-1 cm-1) olgiildii. Paraokson’ un non-enzimatik kendiliginden
hidroliz oran1 ayira¢ korii kullanilarak saptandi ve bu deger diisiilerek gercek absorbans
degeri elde edildi. Bir linite paraoksonaz aktivitesi 1 dakikada 1 pumol p-nitrofenol
olusturan enzim aktivitesi olarak tanimlandi ve serum PON aktivitesi iinite/litre (U/L)
seklinde ifade edildi.

4. 5. Serum Arilesteraz Aktivitesinin Olciimii

Arilesteraz aktivitesi 6lgiimii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) yontemine gore yapildi.
Reaksiyon karisimi pH:8.0° de 9.0 mM tris (hidroksimetil) aminometan/HCI tamponu
icinde 0.9 mM CaCl2 ve 1.0 mM fenilasetat igeriyordu. Reaksiyon 2.5 mL
tampon/substrat ayiracina 1:3 oraninda tamponla sulandirtlmis 16,66 pL numune
eklenmesiyle baslatildi. Fenilasetat’ in hidrolizi ile agiga ¢ikan fenol olusumu 270 nm
dalga boyunda saptandi. 10. ve 70. saniyede absorbanslar kaydedildi ve boylece bir
dakikada agiga ¢ikan fenol miktar1 saptandi (Molar absorbtivite katsayisi = 1310 M™
cm™). Bir iinite arilesteraz aktivitesi; 1 dakikada 1 pmol fenol agiga ¢ikaran enzim

aktivitesi olarak tanimlandi ve serum arilesteraz aktivitesi U/L olarak ifade edildi.

4.6. Doku (Kalp, Karaciger, Bobrek ve Gastrocnemius kasi) MDA Diizeyi

Olciimii

Doku MDA diizeyi 6l¢iimii Ohkawa ve arkadaglarinin (1979) tanimladigi yonteme gore
yapildi.

Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbans1 X Standart konsantrasyonu
(100 mg/dL) = nmol/mg doku.
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Cizelge. 4. 2. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Ol¢iimii, Deneyin Yapilist

Ayirac korii Standart Ornek

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

Sodyum dodesil siilfat 0.2mL 0.2 mL 0.2mL
Asetik asit 1.5mL 1.5mL 1.5mL
TBA 15mL 15mL 1.5mL
Distile su 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL

e Vortekslendi. 60 dk kaynatildi.  Buzlu suda sogutuldu.

Distile su 1mL 1mL 1mL

N-Biitanol / Piridin 5mL 5mL 5mL

e Vortekslendi 20 dk 3000 rpm’ de santrifiij edildi.
e Ustfazabs. 532 nm’ de kore karst okundu.

4. 7. Plazma MDA Diizeyi Olciimii
MDA diizeyi 6l¢iimii Young ve arkadaslarinin (1991) tanimladig1 yonteme gore yapild.
Y o6ntem, tiyobarbiturik asit ile lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA’ nin asidik
ortamda yiiksek 1sinin etkisi ile pembe renkli kompleks olusturmasi prensibine dayanir.
Analiz Shimadzu LC-10AT model yiiksek basinglt sivi kromatografi (HPLC) cihazi ile
yapildi. Plazma MDA analizinde asagidaki 6zellikler kullanildi.
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 c¢apinda C18 kolon kullanildi.
Dalga boyu: 532 nm
Deneyin yapilist :
Kor, numune ve standart tiiplerinin her birine 500 pL 0.36 M fosforik asit (H3PO4), 500

pL 0.44 M tiyobarbitiirik asit, 900 pL distile su ve 50 puL sirasiyla, distile su, serum
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veya standart eklendi. Reaksiyon karigimi 100° C’ de 1 saat inkiibe edildi. Su
banyosundan ¢ikarildiktan sonra 10 dk 4° C’ de sogutuldu. Bu reaksiyon karigimindan
400 pL alinarak {izerine 720 puL 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 calisilarak standart egri grafigi cizildi. 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 icin 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.

6. SONUCLAR

Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
yem alimi (sirasiyla 26 + 0,7 g/24s ve 23 + 1 g/24s), siv1 alimu (sirasiyla 32 = 3 mL/24s
ve 26 £ 0,5 mL / 24s) ve viicut agirh@inda (sirasiyla 363 + 28 g ve 351 + 22 @) artis,
kan glukoz (sirastyla 101 + 5 mg/dL ve 104 + 0,8 mg/dL) ve serum TG (sirasiyla 74 £ 3
mg/dL ve 82 + 7 mg/dL) diizeylerinde ise bir azalma gozlense de istatistiksel olarak bir
anlam saptanmadi. Serum TK (sirasiyla 40 = 3 mg/dL ve 85 + 3 mg/dL, p<0,05)
diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. Ayrica bu grupta serum
insiilin (swrastyla 2,09 + 0,1 mIU/mL ve 2,07 £ 0,07 mIU/mL) ve serum HDL-K
(swrasiyla 71 = 4 mg/dL ve 63 + 6 mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisim gozlenmedi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna goére, yem alimi (sirasiyla 30 = 1 g/24s ve 23 £ 1
0/24s, p<0,05), s1v1 alimi (sirasiyla 169 + 5 mL/24s ve 26 + 0.5 mL/24s, p<0,05), kan
glukoz (sirasiyla 171 + 5 mg/dL ve 104 + 0,8 mg/dL, p<0,01), serum TK (sirasiyla 139
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+ 8 mg/dL ve 85 + 3 mg/dL, p<0,05), serum TG (sirasiyla 165 + 3 mg/dL ve 82 + 7
mg/dL, p<0,05) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig saptanirken, viicut
agirh@inda (sirasiyla 285 + 8 g ve 351 + 22 g, p<0,05), serum HDL-K (sirasiyla 35 +
0,8 mg/dL ve 63 = 6 mg/dL, p<0,05) ve serum insiilin diizeyinde (sirastyla 0,57 = 0,04
mlU/mL ve 2,07 + 0,07 mlU/mL, p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptandi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti grubunda diyabet grubuna gore yem aliminda
(swrastyla 29 + 1 g/24s ve 30 + 1 g/24s) bir azalma, viicut agirhiginda (sirasiyla 306 £ 5 g
ve 285 + 8 g) ve serum HDL-K (sirasiyla 46 = 1 mg/dL ve 35 + 0,8 mg/dL) diizeyinde
ise bir artis gozlensede istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi. Sivi alimi (sirasiyla
124 + 7 mL/24s ve 169 + 5 mL/24s, p<0,05), kan glukoz (sirasiyla 147 + 5 mg/dL ve
171 + 5 mg/dL, p<0,05), serum TK (sirasiyla 110 &= 6 mg/dL ve 139 + 8 mg/dL, p<0,05)
ve serum TG (sirasiyla 117 £ 4 mg/dL ve 165 + 3 mg/dL, p<0,05) diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanirken, serum insiilin (sirasiyla 1,36 + 0,32
mlIU/mL ve 0,57 + 0,04 mIU/mL, p<0.05) diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis
saptandi.

Diyabet + metformin grubunda diyabet grubuna gore viicut agirhig: (sirasiyla 307 £ 7 g
ve 285 £ 8 g) ve serum HDL-K (swrasiyla 42 £ 3 mg/dL ve 35 + 0,8 mg/dL)
diizeylerinde bir artis, yem aliminda (sirasiyla 29 + 0,8 g/24s ve 30 = 1 g/24s), serum
TG (sirasiyla 160 + 4 mg/dL ve 165 £+ 3 mg/dL) ve serum TK (sirastyla 134 + 6 mg/dL
ve 139 + 8 mg/dL) diizeyinde azalma gozlensede istatistiksel olarak bir anlam
saptanmadi. Ayrica sivi aliminda (sirasiyla 128 + 12 mL/24s ve 169 + 5 mL/24s,
p<0,05) ve kan glukoz (sirasiyla 120 = 7 mg/dL ve 171 + 5 mg/dL, p<0,01) diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma, serum insiilin (sirasiyla 0,93 £ 0,03 mIU/mL ve
0,57 + 0,04 mIU/mL, p<0,05) diizeyinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptandi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubunda diyabet grubuna gore
yem aliminda (sirastyla 28 + 1 g/24s ve 30 + 1 g/24s) belirli bir azalma, viicut agirlig
(sirastyla 302 £ 5 g ve 285 + 8 g) ve serum HDL-K (sirasiyla 44 + 1 mg/dL ve 35 + 0,8
mg/dL) diizeylerinde ise belirli bir artis gbzlense de istatistiksel olarak bir anlam
saptanmadi. Bununla birlikte sivi alimi (sirasiyla 120 + 24 mL/24s ve 169 + 5 mL/24s,
p<0,05), kan glukoz (sirasiyla 127 = 4 mg/dL ve 171 + 5 mg/dL, p<0,01), serum TK
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(sirastyla 116 £ 7 mg/dL ve 139 + 8 mg/dL, p<0,05) ve serum TG (sirasiyla 120 £ 5
mg/dL ve 165 + 3 mg/dL, p<0,05) diizeylerinde anlamli bir azalma, serum insiilin
(sirastyla 1,57 + 0,18 mIU/mL ve 0,57 + 0,04 mIU/mL, p<0,05) diizeyinde ise
istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. (Sekil 6.1, Sekil 6.2, Cizelge 6.1, Cizelge
6.2)
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Viicut Agirhg (g)

150 T T T T T 1
0.hafta 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta

=== Kontrol =fll=K+PLE === Diyabet D+PLE =#=D + Metf =@=D + PLE + Metf

Sekil 6. 1. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakt: (K+PLE), Diyabet (D),
Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakt1 (D + PLE), Diyabet + Metformin (D + Metf),
Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin (D + PLE + Metf) gruplarinda 5

haftalik periyotta meydana gelen viicut agirligi degisimi.

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilagtirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 6. 2. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakt: (K+PLE), Diyabet (D),
Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D + PLE), Diyabet + Metformin (D + Metf),
Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin (D + PLE + Metf) gruplarinda 5

haftalik periyotta meydana gelen kan glukoz degigimi.

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Cizelge 6. 1. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti (K + PLE), Diyabet

(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +

Metf) ve Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + Metf)

gruplarinda yem alimi, sivi alimi, viicut agirhigi, glukoz ve insiilin degerleri (Ort =+

SEM).

Parametre  Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet Diyabet Diyabet
PLE PLE Metf PLE+Metf

Yem almi 231 26+0.7 30+1% 20+1] 29408 28+1

(9/24s)

Sivi alimi 26 £0,5 3243 169 +5% 12447 128+12" 12024

(mL/24s)

Viicut 351 £22 363+28 285 +8%" 3065 307 £7 302+5

Agirhigi (g)

Glukoz 104 +0.8 101 +5 171 +5%° 147+5%" 120+7> 127442

(mg/dL)

Insiilin 2.07+0,07 2,09+0,10 0,57 +0,04 1,36+0,32> 0,93+0,03°"  1,57+0,18"

(mIU/mL)

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilagtirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Cizelge 6. 2. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf) ve Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + Metf)
gruplarinda kolesterol, trigliserit ve HDL-Kolesterol seviyeleri (Ort + SEM)

Parametre

Total
Kolesterol
(mg/dL)

Trigliserit
(mg/dL)

HDL-
Kolesterol
(mg/dL)

Kontrol Kontrol Diyabet Diyabet Diyabet Diyabet
PLE PLE Metf PLE+Metf
85+3 40+3% 139+8%" 110+6" 134+6 1167
82+7 7443 165+3% 117+4" 160+4 120+5""
63+6 71+4 35+0.8%°  46+1 42+3 44+1

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b, Diyabet grubu ile karsilagtirma
Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01

Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
eritrosit SOD (sirastyla 74 + 2 U/g Hb ve 61 + 2 U/g Hb, p<0,05 ) ve eritrosit GSH-Px
(sirastyla 14 = 1 U/mL ve 10 + 0,3 U/mL, p<0,05) seviyelerinde istatistiksel olarak artis
gozlendi.

Diyabet grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda eritrosit SOD (sirasiyla 123 + 0,9
U/g Hb ve 61 + 2 U/g Hb, p<0,05 ) ve eritrosit GSH-Px (sirastyla 21 + 0,6 U/mL ve 10
+ 0,3 U/mL, p<0,05) diizeyleri istatistiksel olarak yiiksek bulundu.
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Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti grubu, diyabet grubu ile karsilastirildiginda
eritrosit GSH-Px (sirastyla 32 = 1 U/mL ve 21 + 0,6 U/mL, p<0,05) ve eritrosit SOD
(sirastyla 145 + 3 U/g Hb ve 123 + 0,9 U/g Hb, p<0,05) diizeylerinde istatistiksel olarak
anlaml bir artig saptandi.

Diyabet + metformin grubu ile diyabet grubu karsilastirildiginda eritrosit SOD (sirasiyla
126 + 7 U/g Hb ve 123 + 0,9 U/g Hb) seviyesinde bir artis gdzlense de istatistiksel
olarak bir anlam saptanmadi. Ayrica eritrosit GSH-PX (sirastyla 21 + 1 U/mL ve 21 +
0,6 U/mL) seviyesinde de anlaml1 bir fark saptanmadi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubu, diyabet grubuyla
karsilastirildiginda eritrosit SOD (sirasiyla 151 + 3 U/g Hb ve 123 + 0,9 U/g Hb,
p<0,05) ve eritrosit GSH-Px (sirastyla 30 £ 1 U/mL ve 21 + 0,6 U/mL, p<0,05)
aktiviteleri istatistiksel olarak yiiksek bulundu. (¢izelge 6.3)

Cizelge 6.3. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrati (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf) ve Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + Metf)
gruplarinda Eritrosit GSHPx ve eritrosit SOD degisimleri. (Ort + SEM)

Parametre Kontrol  Kont. Diyabet Diyabet Diyabet Diyabet

PLE PLE Metf PLE+Metf
Eritrosit
GSHPx 10+£0,3  14+1* 21406  32+1" 211 3041
U/mL
Eritrosit
SOD 61+£2 74827 123£0,9 145+3" 12647 15143
(U/g Hb)

% Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilastirma Istatistiksel
anlamlilik diizeyi: * p<0.05, **p<0.01
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Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti grubunda kontrol grubuna gore PON (sirasiyla
129 £ 1 U/L ve 124 + 1 U/L) ve Arilesteraz (sirasiyla 140 + 14 U/L ve 134 + 6 U/L)
aktivitesinde bir artis gézlense de istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna goére PON aktivitesinde (sirastyla 55 + 0,9 U/L ve
124 £ 1 U/L, p<0,05 ) ve Arilesteraz aktivitesinde (sirastyla 78 = 1 U/L ve 134 + 6 U/L,
p<0,05 ) istatistiksel olarak anlamli1 bir azalma gozlendi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti grubunda diyabet grubuna gore, PON
aktivitesinde (swrasiyla 109 + 4 U/L ve 55 + 0,9 U/L, p<0,05) ve Arilesteraz
aktivitesinde (sirastyla 119 + 9 U/L ve 78 + 1 U/L, p<0,05) istatistiksel olarak anlaml1
bir artig saptandi.

Diyabet + metformin grubunda diyabet grubuna gére, PON aktivitesinde (76 + 4 U/L ve
55+ 0,9 U/L, p<0,05) ve Arilesteraz aktivitesinde (sirastyla 118 = 8 U/L ve 78 + 1 U/L,
p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubunda diyabet grubuna gore,
PON aktivitesinde (105 = 3 U/L ve 55 + 0,9 U/L, p<0,05) ve Arilesteraz aktivitesinde
(sirastyla 121 = 9 U/L ve 78 + 1 U/L, p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptandi. (¢gizelge 6.4)
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Cizelge 6.4. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrat1 (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakt: (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf) ve Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + Metf)
gruplarinda PON ve Arilesteraz aktivitesi degisimi. (Ort + SEM)

Parametre Kontrol Kontrol Diyabet  Diyabet Diyabet Diyabet

PLE PLE Metf PLE+Metf
PON (U/L) 124+1 129+1  55+0.9°° 109+4"™  76+4" 105+3""
Arilesteraz  134+6  140+14  78+1%  119+9”  118+8" 12149
(U/L)

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b, Diyabet grubu ile karsilagtirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01

Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti grubunda kontrol grubuna gore Kalp (sirasiyla
111 + 11 nmol/mg doku ve 133 + 3 nmol/mg doku), karaciger (sirasiyla 155 + 33
nmol/mg doku ve 156 = 14 nmol/mg doku), bobrek (sirasiyla 186 + 25 nmol/mg doku
ve 210 = 12 nmol/mg doku) ve kas (sirasiyla 119 + 8 nmol/mg doku ve 137 + 2
nmol/mg doku) dokusunda MDA diizeylerinde bir azalma gozlensede istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna gore kalp dokusunda (sirasiyla 227 + 2 nmol/mg
doku ve 133 + 3 nmol/mg doku, p<0,01), karaciger dokusunda (sirasiyla 217 + 2
nmol/mg doku ve 156 + 14 nmol/mg doku, p<0,01), bobrek dokusunda (sirasiyla 291 =+
1 nmol/mg doku ve 210 + 12 nmol/mg doku, p<0,01) ve kas dokusunda (sirasiyla 202 +
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30 nmol/mg doku ve 137 = 2 nmol/mg doku, p<0,05) MDA diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis saptandi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstraktt grubunda diyabet grubuna gore, kalp
dokusunda (sirasiyla 179 = 5 nmol/mg doku ve 227 + 2 nmol/mg doku, p<0,05),
karaciger dokusunda (sirastyla 194 + 5 nmol/mg doku ve 217 + 2 nmol/mg doku,
p<0,05), bobrek dokusunda (sirasiyla 225 + 18 nmol/mg doku ve 291 + 1 nmol/mg
doku, p<0,05) ve kas dokusunda (sirasiyla 154 + 40 nmol/mg doku ve 202 + 30
nmol/mg doku p<0,05) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptandi.

Diyabet + metformin grubunda diyabet grubuna gore, kalp dokusunda (sirasiyla 203 + 5
nmol/mg doku ve 227 + 2 nmol/mg doku, p<0,05), bébrek dokusunda (sirasiyla 252 £ 5
nmol/mg doku ve 291 + 1 nmol/mg doku, p<0,05) ve karaciger dokusunda (sirasiyla
197 + 24 nmol/mg doku ve 217 + 2 nmol/mg doku, p<0,05) MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi. Ayn1 zamanda kas dokusunda (sirasiyla
196 + 21 nmol/mg doku ve 202 £+ 30 nmol/mg doku) MDA diizeyinde bir azalma
gbzlense de anlamli bir fark saptanmadi.

Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubunda diyabet grubuna gore,
karaciger dokusunda (sirastyla 186 + 8 nmol/mg doku ve 217 + 2 nmol/mg doku,
p<0,05), bobrek dokusunda (sirastyla 202 = 3 nmol/mg doku ve 291 + 1 nmol/mg doku,
p<0,01), kalp dokusunda (sirasiyla 178 + 47 nmol/mg doku ve 227 + 2 nmol/mg doku,
p<0,05) ve kas dokusunda (sirasiyla 159 = 4 nmol/mg doku ve 202 + 30 nmol/mg doku,
p<0,05) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptand1. ( Sekil 6.3,
Sekil 6.4, Sekil 6.5, Sekil 6.6, Cizelge 6.5).

Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
plazma MDA (sirasiyla 8,11+0,08 nmol/mL ve 8,32+0,05 nmol/mL) diizeyinde bir
azalma gozlense de istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi.

Diyabet grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda plazma MDA (sirasiyla 11,7+0,07
nmol/mL ve 8,32+0,05 nmol/mL, p<0,05) anlaml artig saptanirken, diyabet + Prunus
laurocerasus ekstrakti grubu diyabet grubu ile karsilastirildiginda (sirasiyla 9,87+0,08
nmol/mL ve 11,7+0,07 nmol/mL, p<0,05) anlamli bir azalma saptandi. Diyabet +
Meformin grubu diyabet grubu ile karsilastirildiginda (sirasiyla 10,73+0,07 nmol/mL ve

11,7+0,07 nmol/mL) azalma gozlendi fakat anlamli bir fark bulunamasa da diyabet +
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Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubu diyabet grubu ile karsilastirildiginda
(swrasiyla 9,68+0,06 nmol/mL ve 11,7+0,07 nmol/mL, p<0,05) anlamli bir azalma
saptand1. ( Sekil 6.7, Cizelge 6.5)
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Sekil 6.3. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakt: (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +

Metf), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + metformin),
Kalp MDA Diizeyleri

% : Kontrol grubu ile karsilastirma b, Diyabet grubu ile karsilastirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 6.4. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakt: (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakt: (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + metformin),
Kas MDA Diizeyleri

% : Kontrol grubu ile karsilastirma b Diyabet grubu ile karsilastirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 6.5. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + metformin),

Karaciger MDA Diizeyleri

#: Kontrol grubu ile karsilastirma b Diyabet grubu ile karsilastirma

[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 6.6. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakt: (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + metformin),
Bobrek MDA Diizeyleri

@ Kontrol grubu ile karsilagtirma ° : Diyabet grubu ile karsilastirma
[statistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 6.7. Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakt: (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (D + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + metformin),
Plazma MDA Diizeyleri

% : Kontrol grubu ile karsilastirma b Diyabet grubu ile karsilastirma

Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Cizelge 6.5: Kontrol (K), Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakt: (K + PLE), Diyabet
(D), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti (K + PLE), Diyabet + Metformin (D +
Metf), Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + Metformin (D + PLE + Metf), Kalp,
Kas, Karaciger ve Bobrek Dokusu MDA ve Plazma MDA Diizeyleri (Ort + SEM).

Kalp MDA Kas MDA  Karaciger MDA  Bébrek MDA Plazma MDA

Gruplar

(nmol/mg) (nmol/mg)  (nmol/mg) (nmol/mg) (n mol/mL)
K 13343 13742 156+14 210+12 8,32+0,05
K + PLE 11111 119+8 155+33 186+25 8,11+0,08
D 2272 202430 2172 291+1 % 11,7+0,07 ©
D +PLE 17945 154+40 19445 225418 ™ 9,87+0,08 ™"
D + Metf 2035 196421 197424 2 25245 10,730,07
D+PLE+Metf 178+47" 15944 " 186+8 ™ 207+3 ™ 9,68+0,06 >

% : 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 caligmada streptozotosin (STZ)-nikotinamit ile tip 2 diyabet olusturulmus sicanlarda
yem, sivl aliminda, kan glukoz ve serum TG, TK diizeylerindeki artig, viicut agirligi ve
insiilin diizeylerinde goriilen azalma diyabet tablosunun olustugunu yansitan bulgular
olarak yorumlandi.

Kontrol ve diyabet grubuna Prunus laurocerasus ekstrakti verildiginde insiilin
diizeyinde gozlenen artis ve buna paralel olarak kan glukoz diizeyinde gozlenen anlaml
azalma Prunus laurocerasus’ un hipoglisemik ve insiilin diizeyini artirma o6zelligi
oldugunu diistindiirmektedir ve bu yonde yapilan ¢alismalar ile uyumludur (Senayli ve
ark. 2012).

Metformin, tip 2 diyabetin tedavisinde yaygin olarak kullanilan oral yolla alinan
biguanid antihiperglisemik bir maddedir (Memisogullar1 ve ark. 2008, Vello ve ark.
2009). Metformin beta hiicrelerinden insiilin salgilanmasini artirmaz ancak insiiline
duyarliligr artirarak periferik glukoz alimini uyarir ve hepatik glukoz ¢ikisini azaltarak
etki gosterir (Bailey ve Turner 1996, Sargin ve ark. 2001, Koger ve ark. 2008). Diyabet
grubuna metformin ilavesi yaptigimizda insiilin diizeyinde saptanan anlamli artis ve kan
glukoz diizeyinde gozlenen anlamli azalma metforminin instiline duyarlilig artirarak ve
karacigerden glukoz c¢ikisin1 azaltarak etki gosterdigini diistindiirmektedir. Ayrica
diyabet grubuna metformin + Prunus laurocerasus ekstrakti kombine olarak
verildiginde kan glukoz ve insiilin diizeylerinde gozledigimiz degisiklikler Prunus
laurocerasus’ un pankreas beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu artirarak etki
gosterdigini diistindiirmektedir. Etki derecelerine gore bakildiginda her ne kadar ayri
ayrt bu ekstraktlar verildiginde insiilin diizeyinde artis ve glukoz diizeyinde anlamh
azalma gorililsede bu degisimlere karsi en etkili olanin metformin + Prunus
laurocerasus ekstrakti kombinasyonu oldugu goriilmektedir.

Diyabette artis gosteren serbest radikaller, membranda bulunan yag asitleri ve
kolesteroliin doymamis baglar1 ile reaksiyona girip lipit peroksidasyonuna neden
olabilir. Vaskiiler duvarlarda ve plazmada lipit peroksidasyonunun artmasi ateroskleroz
riskini artiran faktorlerden biri olarak distiniilmektedir (Cigremis ve ark. 2003,
Memisogullar1 2005). Tip 2 diyabetli hastalarda LDL-K, TG ve TK diizeyleri genelde
yiiksek seyretmektedir (Comlekei ve ark. 1997). Yapilan ¢alismalarda diyabette Prunus

laurocerasus ekstraktinin LDL oksidasyonunu Onleyerek ateroskleroza karsi korumada
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bliyiik 6nem tasidig1r saptanmistir (Kolayli ve ark. 2003, Esterbauer ve ark. 1992,
Liyana-Pathirana ve ark. 2006, Dittrich ve ark. 2003). Bu ¢alismada kontrol, diyabet ve
diyabet +metformin + Prunus laurocerasus ekstrakti verilen gruplarda serum TG ve TK
diizeylerinde gozledigimiz azalma Prunus laurocerasus’ un hipolipidemik 6zelligini
yansitmaktadir. Ayrica Prunus laurocerasus’ un lipit profili {izerindeki bu etkisi serbest
radikallere kars1 koruyucu 6zellikte oldugunu gosteren ¢alismalari destekler niteliktedir
(Decker ve ark. 2001, Capanoglu ve ark. 2011, Wulffele ve ark. 2004, Lund ve ark.
2008). Bu ¢alismada sadece diyabet + metformin verilen grupta serum TG, TK ve HDL-
K diizeylerinde anlamli bir fark bulunmamistir ancak yapilan bazi c¢alismalarda
metformin tedavisinin plazma TK diizeyinde azalma, HDL-K diizeyinde ise hafif artisa
neden oldugu bildirilmistir (Cigremis ve ark. 2003, Memisogullar1 ve ark. 2005).

Diyabetik hastalarin plazma ve dokularinda lipit peroksidasyon diiriinlerinde artis
meydana gelmektedir (Akkus 1995). Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden birisi de
MDA’ dir (Stringer ve ark. 1989). Calismamizda diyabet grubunda kontrol grubuna
gore doku (kalp, kas, karaciger, bobrek) ve plazma MDA diizeylerinde gozlenen artis
lipit peroksidasyonunun arttigin1 gostermektedir (Ulusu ve ark. 2005, Soliman ve ark.,
Vantyghem ve ark., Halifeoglu ve ark. 2005, Abou-Seif ve Youssef 2004, Martin-
Gallan ve ark. 2005). Kontrol + Prunus laurocerasus ekstrakti ve diyabet + Prunus
laurocerasus ekstrakti gruplarinda gozlenen doku (kalp, kas, karaciger, bobrek) ve
plazma MDA diizeylerindeki azalma Prunus laurocerasus’ un hipolipidemik etkisinden
kaynaklanabilecegi gibi antioksidan Ozelliginden de kaynaklanabilir. Bu sonuglar
Prunus laurocerasus’ un bir antioksidan olarak dokulari toksik ajanlara karsi korudugu
ve MDA diizeylerinde azalmaya neden oldugunu bildiren c¢alismalarla uyumludur
(Alasalvar ve ark. 2005, Celep ve ark. 2012, Kolayli ve ark. 2013, Capanoglu ve ark.
2011). (Koger ve ark. 2008), yaptiklar1 calismada metformin tedavisi ile MDA
diizeylerinde istatistiki olarak anlamli bir azalmanin oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
metforminin ROS olusumunu direkt olarak inhibe edebilecegi gibi, intraseliiler NADPH
oksidaz aktivitesini diizenleyerek de oksijen radikali olusumunu azaltabilecegini
belirtmislerdir. Diyabet + metformin grubu, diyabet grubu ile karsilastirildiginda doku
(kalp, karaciger, bobrek) MDA diizeyinde gozlenen azalma metforminin ROS
olusumunu onleyerek lipit peroksidasyonunu dolayisiyla doku MDA diizeyini azaltarak

etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. (Bonnefont ve ark. 2003). Ayrica Diyabet +
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Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubunda doku (kalp, kas, karaciger,
bobrek) ve plazma MDA diizeylerindeki azalma daha belirgindi ve ilag + ekstrakt
kombinasyonunun MDA diizeylerini azaltmada daha etkili olabilecegini bize
diisiindiirdii. Etki derecelerine gore bakildiginda diyabet grubunun kas doku MDA
diizeyinde Prunus laurocerasus ekstraktinin daha etkili oldugu kalp, karaciger ve
bobrekte ise Prunus laurocerasus ekstrakti ve metforminin hemen hemen ayni etki
diizeyine sahip oldugu saptanmustir.

Diyabetik kosulda oksidanlara karsi savunmada antioksidan enzimler 6nemli rol
oynamaktadir. Bu enzimlerden biri de PON ve ARE’ dir. Bu c¢alismada diyabet
grubunda PON ve ARE diizeylerinde saptanan azalma glikozilasyon nedeniyle enzim
aktivitesindeki azalmadan kaynaklanabilir ki bu da PON aktivitesinde azalmaya sebep
olur. (Tirkoglu ve ark. 2008, Mackness ve ark. 2002, Ekmekgi ve ark. 2004, Parmaksiz
ve ark. 2011). Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti grubunda ise PON ve ARE
seviyelerinde anlamli bir artis tespit edilmesi Prunus laurocerasus ekstraktinin
diyabette hem LDL’ yi, hem de HDL’ yi oksidasyondan korudugunu ve sonugta lipit
peroksidasyonunu azalttigin1 ve buna bagli olarak diyabette goriilen aterosklerotik kalp
hastaliklarina karst koruyucu etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica
calismamizda diyabet grubuyla, diyabet + metformin grubunu karsilastirildiginda PON
ve ARE seviyelerinde gozlenen anlamli artis benzer ¢alismalar ile uyum gostermektedir
(Koger ve ark. 2008). Diyabet + Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin grubu,
diyabet grubu ile kargilastirildiginda PON ve ARE seviyelerinde daha da anlamli bir
artis saptandi. Bu da bize kombinasyon tedavinin PON enziminin LDL’ yi
oksidasyondan koruma ve hidrojen peroksit de dahil olmak tizere diger radikalleri
notralize etme kapasitesinin daha etkili olacagini gostermektedir (Caner ve ark. 2012).
Bilindigi gibi diyabetes mellitus’ ta en Onemli problem, glukozun metabolize
edilememesi sonucu kanda glukozun yiikselmesi, enerji {iretiminde lipitlerin
kullanilmasi ile zararli serbest radikallerin artmasidir. Hiicrede artan oksidatif stres
nedeniyle olusan serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 savunucu role sahip
enzimlerden bazilar1 da SOD ve GSH-Px’tir. SOD, aerobik organizmalar siiperoksitin
zararh etkilerine karsi korumakla goérevli antioksidan etkiye sahip bir enzimdir. Bu
enzim kollajen dokuyu siiperoksit radikalinin zararli etkilerinden korur. Boylece lipit

peroksidasyonunu inhibe eder (Aslan ve ark. 1995). GSH-PXx, bir fosfolipaz enziminin
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etki etmesi ile membran fosfolipitlerinden ayrilan yag asiti hidroperoksitleri ve hidrojen
peroksitin zararli etkilerini ortadan kaldirmaktadir (Cheeseman ve Slater 1993).
Calismamizda diyabet grubunda SOD ve GSH-Px diizeylerinde saptanan azalma,
diyabetik kosulda ROS’ un artmasma bagli olarak oksidatif stresin arttigini
gostermektedir. Kontrol grubu ve diyabet grubuna Prunus laurocerasus ekstrakti ilave
edildiginde ise SOD ve GSH-Px enzim aktivitesinde gozlenen artis Prunus
laurocerasus’ un bir antioksidan olarak bu enzimlerin aktivitelerini artirma yoniinde
etki gosterdigini diisiindiirmektedir (Alasavar ve ark. 2006, Harrison ve ark. 1980,
Yen&Chen 1995, Celep ve ark. 2012).

Diyabette metforminin SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini artirdigi (Pavlovic ve ark.
2000, Memisogullar1 2005) ya da degistirmedigi yoniinde farkli calismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismada diyabet + metformin grubu, diyabet grubu ile
karsilagtirildiginda GSH-Px ve SOD enzim aktivitesinde herhangi bir degisim
gozlenmemesine karsin diyabet grubuna Prunus laurocerasus ekstrakti + metformin
kombine olarak verildiginde SOD ve GSH-Px enzim aktivitesinde anlamli artis
saptandi. Antioksidan enzim diizeylerinde goriilen artistan Prunus laurocerasus
ekstraktinin antihiperglisemik etki ile protein glikasyonunu ayni zamanda lipit
peroksidasyonunu azaltarak enzim aktivitesini artirmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Sonug olarak; metforminin kan glikozunu diisiirme yoniinde etki gosteren bir ilag
oldugu ve tedavi amaciyla kullanildigi bilinmektedir. Metformin verilen diyabetli
grupta PON ve ARE enzim diizeylerinde artis saptanmasi ve doku (kalp, karaciger ve
bobrek) MDA diizeylerinde azalma gézlenmesi metforminin, tip 2 diyabette olusan
oksidatif hasar1 Onleyici ve buna bagl olarak gelisen aterosklerotik hastaliklara karsi
koruyucu etkiye sahip olabilecegini diistindiirmektedir. Bunun yanisira Prunus
laurocerasus ekstraktinin tek olarak ve metforminle kombine olarak uygulanmasi
sonucunda antihiperglisemik, antihiperlipidemik ve antioksidan etki gosterdigi tesbit
edilmistir. Bu sonuglar bize Prunus laurocerasus ekstraktinin tek olarak
kullanilabilecegi gibi ayni zamanda metforminle birlikte kullanildiginda diyabetin
olusturdugu oksidatif hasara kars1 koruyucu ozelliginden dolayr diyabet tedavisini

desteklemede kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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