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Doktora Tezi

TiP 2 DIYABET OLUSTURULMUS SICANLARDA SILIMARIN, OLEUROPEIN VE SAKSAGLIPTININ OKSiDAN
— ANTIOKSIDAN SISTEMLER UZERINE ETKiSI
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Biyoloji Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Sibel TAS

Diyabetes mellitus’ta kan glukoz ve lipit diizeylerindeki artis sonucu olusan oksidatif stres, diyabete
bagl komplikasyonlarin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir. Olea europaea (zeytin) yaprag ve
Silybum marianum (devedikeni = Meryem ana) ekstrati ve Saksagliptin kan glukozu ve lipit
seviyelerini dislrlcli ve ayrica antioksidan Ozelliklerine bagh olarak oksidatif stresi azaltabilir. Bu
calismada, streptozotosin-nikotinamit ile tip 2 diyabet olusturulmus sicanlarda oleuropein, silimarin
ve saksagliptinin hipoglisemik, hipolipidemik, oksidan ve antioksidan sistemler U(zerine etkisi
arastirildi. Nikotinamitin (45mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonundan 15 dk sonra streptozotosin
(65mg/kg) enjeksiyonu ile tip 2 diyabet olusturuldu. Olea europaea ve Silybum marianum ekstraktlari
(%10) ve saksagliptin (1.5mg/glin) icme suyuna 5 hafta siire ile eklendi. 100 adet Wistar tiri erkek
sicanlar rastgele kendi aralarinda on gruba ayrildi; kontrol (K), kontrol + Olea europaea ekstrakti (K +
OEE), kontrol + Silybum marianum ekstrakti (K + SME), kontrol + Olea europaea + Silybum marianum
ekstrakti (K + OEE + SME), diyabet (D), diyabet + Saksagliptin (D + S), diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), diyabet + Olea eruopea +
Silybum marianum ekstrakti (D + OEE + SME), diyabet + Saksagliptin + Olea europaea + Silybum
marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME).K + OEE grubunda K grubuna gore kan sliperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve aril esteraz enzim aktivitesinde anlaml artis, K +SME grubunda K grubuna
gore yuksek dansiteli lipoprotein, kan stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve aril esteraz enzim
aktivitesinde anlamli artis, K + OEE + SME grubunda K grubuna gore total kolesterol seviyesinde
anlamli azalma, yiksek dansiteli lipoprotein, kan slperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
paraoksonaz ve aril esteraz enzim aktivitesinde anlamli artis saptandi. D + S grubunda D grubuna
gore serum total kolesterol, trigliserit, kan glukoz diizeylerinde anlamh azalma, plazma gastrik
inhibitor peptit, glukagon benzeri peptit-1, yiksek dansiteli lipoprotein, serum instlin, kan stperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve aril esteraz enzim aktivitesinde anlaml artis, D + OEE, D + SME, D +
OEE + SME ve D + S + OEE + SME gruplarinin her birinde D grubuna gore serum total kolesterol,
trigliserit, kan glukoz, doku (kalp ve karaciger) malondialdehit seviyelerinde anlamli azalma, yiksek
dansiteli lipoprotein, serum insiilin, kan siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve aril esteraz
enzim aktivitesinde anlamli artis saptandi.

Sonug olarak ¢alismamizda, bir dipeptidil peptidaz inhibibitorii olan saksagliptin tedavisiyle birlikte,
Olea europaea ve Silybum marianum ekstraktlarinin antihiperglisemik, antihiperlipidemik ve



antioksidan ozelliklerinden dolay! tip 2 diyabette olusan oksidatif strese karsi koruyucu ve/veya
Onleyici etkisinin oldugu ve diyabette tedaviye destek amach kullanilmasinin yararl olabilecegi
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Diyabet, oksidatif stres, antioksidan enzimler, streptozotosin, oleuropein,
silimarin, saksagliptin, inkretinler.
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ABSTRACT
PhD Thesis
THE EFFECT OF SILYMARIN, OLEUROPEIN AND SAXAGLIPTIN ON
OXIiDANT-ANTIOXIDANT SYSTEMS
IN TYPE 2 DIABETIC RATS
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sibel TAS

Oxidative stress which occurs as a result of increased blood glucose and lipid levels plays an
important role in the progression of the complications of diabetes. Since Olea europaea and Silybum
marianum extracts is able to reduce blood glucose and lipid levels, it is thought to decrease oxidative
stress. This study was designed to investigate the effects of Olea europaea and Silybum marianum
extracts and saxagliptin on hypoglycemic, oxidant and antioxidant systems in streptozotocin -
nicotinamide induced type 2 diabetes. Subjects were made type 2 diabetes by injecting nicotinamide
(45mg/kg) intraperitoneally 15 min before injection of streptozotocin (65 mg/kg). Saxagliptin (1.5
mg/day) and herbally extracts (10%) was supplemented into drinking water for 5 weeks. Hundred
male Wistar rats were randomly divided into ten groups; control (C), control + Olea europaea extract
(C + OEE), kontrol + Silypbum marianum extract (C + SME), control + Olea europaea a and Silybum
marianum extract (C + OEE + SME), diabet (D), diabet + Saxagliptin (D + S), diabet + Olea europaea
extract (D + OEE), diabet + Silybum marianum extract (D + SME), diabet + Olea europaea and Silybum
marianum extract (D + OEE + SME), diabet + Saksagliptin + Olea europaea and Silybum marianum
extract (D + S + OEE + SME). Serum antioxidant enzyme capacity were significantly increased in C +
OEE, C + SME and C + OEE +SME groups when compared with control group. Serum trigliseride, total
cholesterol levels, blood glucose and tissue malondialdehyde levels were observed to reduced
significantly in D + OEE, D + SME and D + OEE +SME and D + S groups while serum antioxidant



enzymes (SOD and GSH-Px) activity were significantly increased in D + OEE, D + SME and D + OEE
+SME and D + S groups group when compared with diabetic group.

In conclusion, because of theirs antihyperglycemic and antihyperlipidemic and antioxidant features,
oral antidiabetic agents and herbal extraxcts plays a protective and preventive role against oxidative
stress in type 2 diabetes and it can be used to supplement and support the treatment of diabetes.

Key words: Diabetes, oxidative stress, antioxidant enzymes, streptozotocin, oleuropein, silymarine,
saxagliptin, incretins.

2014, xi + 90

TESEKKUR

Tez galismalarim siresince bana her konuda yardimci ve destek olan degerli danisman hocam, Dog.

Dr. Sibel TAS’ a,

Deneysel asamalarda, laboratuvar olanaklarini saglayan Tip Fakiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

Ogretim Uyesi Prof. Dr. Melehat DIRICAN’ a,

Bu zorlu siiregte daima yanimda olan sevgili aileme ve varlig ile bana giic veren biricik kizim INCi’me,

Uzerimdeki emeklerinden dolayi ¢ok sevgili biiyiikbabama,

Sonsuz tesekkirlerimi sunarim.



Bu calisma, “U. U. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Baskanhgl” tarafindan UAP (T) 2011/ 51
nolu Bilimsel Arastirma Projesi olarak desteklenmistir.

Bu calisma “U.0. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu” nun 2011- 05/ 10 nolu izni ile
gercgeklestirilmistir.

Sedef ZIYANOK
24.04.2014
ICINDEKILER
Sayfa
O ZE T o e, i
AB ST RA CT ., ii
TESEKKUR ..o, iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT. ..o vi



CIZELGELER DIZINI. ..o xi
L GIRIS 1
2. KURAMSAL TEMELLER. ..ot 4
2. 1. Diyabet, Oksidatif Stres ve Antioksidanlar..............ccccccevevvveiieenieie e 4
2.1.1. Tip 2 Diyabetes Mellitus..........ccooeiiiiiiiie e 4
2.1. 1. 1. InSGINYap1S1 Ve BEKIEIH.......cvovvreeereeceeeeeeeee e en s 6

2. 1. 1. 2. Bozulmus Insiilin SEKIESYONU ..........cceeveveveieieereeererereeeeeeseseseeeeseseneneeen, 10
2. 1. 2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller.............ccooveiiiiiniiicc 11
2.1.2. 1. Serbest RadiKaller...........ccoooiiiiiiiiiie e 11
2. 1. 2. 1. 1. Stiperoksit Radikali..........ccoceiiiiiiiiiiiiiiniiiie e 12
2.1.2.1. 2. HIdrojen PeroKSit........ccooiiiiiriiinieieese e 13
2.1. 2. 1. 3. Hidroksil RAdiKali...........cccooiiiiiiiiiicicce e 14
2. 1. 2. 2. Serbest Radikal KaynaKIari............cccueriririieiiieniieiienieeieese e 15
2.1.2.2. 1. Endojen KaynakKIar...........ccccocviveiieiicie e 15
2.1.2.2. 2. EKSOjen KaynakIar............ccoeeiiiiiieeees e 17
2. 1. 2. 3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Hasari ile Iliskili Hastaliklar .......... 18
2. 1. 3. Antioksidan MeKanizmalar.............ccooiiiiiiniiiinieecse s 18
2. 1. 3. 1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar...............ccccccviiiiiiiiniiinnniie e 19
2. 1.3. 1. 1. SUperoksit DISMULAZ. ..........cccveerriieiieiieriieeie et e e esee e ene 19
2.0.3. 0 2. KALAIAZ. ..o 20
2. 1. 3. 1. 3. Glutatyon PerokSidaz............ccooeiiriiiiiniiieieesese e 21
2. 1. 3. 1. 4. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz.............cccevvevveiieieeic e 21
2. 1. 3. 1. 5. Glutatyon REAUKLAZ............cccouiiiiiiiiiie e 22
2. 1. 3. 1. 6. Para0KSONAZ. .....ccueveeeiiiteieeiesie sttt 22
2. 1. 3. 2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar..............ccecceeeeieniininiienennnn. 23
2. 1.3, 2.1 C VIAMINE it 23
2.0, 3.2, 2. E VIBMINIL oottt 24

2.10.3.2. 3 A VIHAMINIL ..o 25
2.1, 3. 2. 4, GIUTAEYON. ..o 26
2 T T A T U Q- N3 1 TR 26
2.1.3.2. 6. SEruloplazmin.........ccooiiiiiiiieieee e 26
2.0, 3.0 2. 7. THaNSTRITIN. ..t 26
2. 1. 30 2. 8L FEITIIIN. et 27
2.1.3. 2.9 BIlUFIDIN. ..o 27
2. 2. Diyabet ve Oksidatif Stres ile Hl$k1S1 ................................................... 27
2.2. 1. Diyabette ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE) Olusumu ...................... 29
2.2. 2. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi .....................c........ 32
2.3. Oral Antidiyabetik Tedavi, Saksagliptin...............c.ooooiiiiiiiiiiiiiiii . 32
2.3. 1. Pankreastan Insiilin Salgilatan Ajanlar (Insiilin Sekretegoglari).................. 33
2. 3. 2. Insiilin Duyarlastirict Ajanlar................oooiiiiiiie e 33
2. 3. 3. Barsaklardan Glikoz Absorbsiyonunu Azaltanlar.......................coovieens 34
2. 3. 4. Inkretin Etkisini Arttiranlar (DPP-IV inhibitérleri) ve Saksagliptin............. 34
2. 4. 01ea eUIOPEA (ZEYLIN). .. ...ut ittt 40
2. 5. Silybum marianum (Deve dikeni) ..........ccooviiiiiiiiiiiiii e 44
3. MATERYAL ve YONTEM. ......coiiiiiiiiiiiie e 46



3. 1. Deneyde Kullanilan Hayvanlar ..o 46
3. 2. Hayvanlarin Gruplandirilmast ............oooiiiiiiiii e 46
3. 3. Diyabetin Olusturulmas1 ve Saksagliptin, Olea europea ve Silybum marianum
EKStraktt TedaviSt ... ...oueineie i 47
3. 4. Orneklerin TOPLANMAST ...........uiieeiee e, 48
3. 5. ATAG VE GETECIET. .. e, 48
3L 6. THCAN KItOT. .. oeeeetei e 49
3. 7. Kimyasal Malzemeler .........ooooviniiiiii i e 49
3.8 Y ONEEMICT. ..ttt 49
3. 8. 1. Serum Total Kolesterol, Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein Kolesterol ve
Trigliserit OIGUMIEL. ... ...t 50
3. 8. 2. Plazma Glukagon Benzeri Peptit-1 (GLP-1) ve Gastrik Inhibitor Peptlt (GIP)
Diizeyleri Ol¢iimii Olgiimii. .. . SRR o1 0
3. 8. 3. Eritrosit Siiperoksit Dlsmutaz Akthltesmm Ol(;umu ............................. 50
3. 8. 4. Eritrosit Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Olgiimii............................ 52
3. 8. 5. Serum Paraoksonaz Aktivitesinin Olcimii..............oouveieveieieiiiennn... 53
3.8. 7. Serum Arilesteraz Aktivitesinin OIcUmii. ... ........couvvneunienieeieieennnn.. 54
3. 8. 8. Doku (Kalp, Karaciger, Kas ve Bobrek) Malondialdehit Diizeyi Olgiimii...... 55
3.9, Istatistiksel ANAlZ...........coouiiinei e, 55
4. BULGULAR ..o e e e e e e 56
5. TARTISMA V€ SONUC . ... utiiti e 75
KAYNAKLAR . ..o e 82
OZ GECMIS . e 89

10



SIMGELER ve KISALTMALAR DiziNi

Simgeler Agiklama
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NaCl Sodyum klorir

Nm Nanometre

Nmol Nanomol

P istatistiksel anlamlilik degeri

pH Hidrojen iyonu konsantrasyonu

Rpm Dakikadaki donis (Revolutions per minute)
Kisaltmalar Agiklama

Abs Absorbans

ABTS 2,2’ Azino-di (3-etilbeuztiazolin siilfonat)
BC Beta Karoten Radikali

DNA Deoksiribonikleik Asit

Enos Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

G6PD Glukoz-6- Fosfat Dehidrogenaz

GLP-1 Glukagon Benzeri Peptit-1

GR Glutatyon Reduktaz

GIP Glukoza Bagli insiilinotropik Peptit

GSH Glutatyon

GSH-Px Glutatyon Peroksidaz

GSSG Okside Glutatyon
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HDL Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein

HDL-K HDL-Kolesterol

HOCI Hipokloréz Asit

HOy Perhidroksil Radikali

IDDM instiline Bagimli Diyabetes Mellitus
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PON Paraoksonaz

R Alkil Radikali

RCOO Organik Peroksit Radikali
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1.GIRIS

Tiim diinyada ¢ok hizli olarak yayilan ve biiyiik bir saglik problemi olarak goriilen, diyabetes

mellitus, kalitim ve ¢evre faktorlerine bagli olarak gelisen kronik metabolik bir bozukluktur.

Diyabetes mellitus tip 1 ve tip 2 diyabet olmak iizere iki kategoride incelenir. Tip 1 diyabet,
pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin haraplanmasi sonucu mutlak insiilin yetersizligi ile
ortaya c¢ikan bir tablodur ve insiiline bagimli diyabet adini alir (IDDM: Insulin Dependent
Diabetes Mellitus). Tip 2 diyabet, hedef dokularin insiilinin metabolik etkilerine
duyarliliklarinin azalmasina bagl ( insiilin direnci) olarak gelisir ve insiiline bagimli olmayan
diyabet adim1 alir (NIDDM: Non-Insulin Dependent Diabetes Mellitus). Tip 2 diyabetin
olugmasinda en 6nemli iki faktor, pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyon bozuklugu ve insiilin
direncidir. Genellikle, basta kas ve karaciger olmak {izere hedef dokularda insiiline karsi
direng gelismekte ve bunu da takip eden siiregte pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyon
kaybina bagl olarak insiilin sekresyonunda bozulma gdzlenmektedir. Insiilin sekresyonunda
bozulma ise hiperglisemiye neden olmaktadir (Ward ve ark. 1984b, Haring ve Obermaier-
Kusser 1990, Abdulfatahi 2012). Hiperglisemi ise, glukoz oksidasyonuna, proteinlerin
nonenzimatik glikasyonuna ve bu proteinlerin oksidatif ytkimina neden olur ki bu durum da
serbest radikallerin olugsmasina katkida bulunabilir. Diyabetes mellitusta serbest radikallerin
olugmasi oksidatif stresin olugmasina neden olabilir (Kuyvenoven ve Meinders 1999, West
2000). Oksidatif stres prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlar lehine
bozulmasi sonucu olusur (Yu 1994, Mutinati ve ark. 2013). Antioksidanlar ve antioksidan
enzimler ise dokulari ve hiicreleri oksidatif hasardan korurlar. Yaygin olarak bilinen
antioksidanlar A, C, E vitaminleri, glutatyon ve enzimler olarak ise glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR) siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT)’dir (Yu
1994, Maxwell 1995, Mutinati ve ark. 2013). Bir diger antioksidan enzim olan PON
(paraoksonaz), fizyolojik olarak HDL (High Density Lipoprotein) ile iliskilidir ve HDL, LDL
(Low Density Lipoprotein)’ yi oksidatif modifikasyona karsi korur (Aviram ve ark. 1998a,
1998b, Mackness ve ark. 1993, Subhabrata ve ark. 2013).
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Fizyolojik kosullarda oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir. Diyabette ise bu denge
serbest radikaller lehine bozulmustur. Bu denge antioksidanlar lehine artarsa diyabetin

komplikasyonlariyla basa ¢ikabilecegi belirtilmektedir.

Giliniimilizde diyabet tedavisinin temelini, plazma glukozunun normale ¢ekilmesi, mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlarin ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinin kontrol altina
alinmasi olusturmaktadir. Bu amagla tip 2 diyabette kan glukozunu kontrol altinda tutmaya
yarayan oral antidiyabetik ajanlar (OAD) (Saksagliptin, metformin, fenformin, troglitazon
vb.) ve bunun yani sira antioksidan 6zelligi olan maddeler de tavsiye edilmektedir. Bu ilaglar
genel olarak insulin sekresyonunu arttirma veya karbonhidrat absorbsiyonunu azaltma yoluyla

etki gosterirler.

Tip 2 diyabetin patofizyolojisindeki unsurlardan biri de inkretin hormonlarin diizeyi ve/veya
etkisinin azalmasidir. Oral yolla alinan glukozun, aym1 miktarda intravendz yolla alinan
glukoza nazaran daha fazla insulin salinimina yol agmasi inkretin etkisi olarak tanimlanmustir.
Inkretinler, gida alimma cevap olarak sindirim sistemindeki 6zel hiicrelerden salgilanan ve
insiilin salgilanmasini1 uyaran hormonlardir ki bunlar (GLP-1) ve gastrik inhibitér peptid
(GIP) dir. Inkretin etkisi gdsteren ilaglar, inkretin hormonlar: taklit ederek ya da inkretinlerin
yikimini inhibe ederek etki gosterirler. Bu grup ajanlar i¢inde glukagon benzeri peptid-1
(GLP-1) analoglart ve dipeptidil peptidaz IV (DPP-IV) inhibitorleri yer almaktadir. Oral
DPP-IV inhibitorlerinin gelistirilmis olmasiyla ortaya ¢ikan GLP-1 ve gastrik inhibitor peptid
(GIP) diizeylerindeki artis fizyolojik glukoza bagimli olarak insulin ve glukagon iizerinden
antidiyabetik etkinin olusmasini saglar. Saksagliptin bu inhibitorlerden biri olup, faz 3

arastirmalar1 devam eden molekiillerdir (Chacra 2010, Scheen 2012).

Diyabette ilag tedavisinin yaninda bitkilerin kullanimi uzun yillardir siiregelen bir durumdur.
Giiniimiizde de tibbi tedavinin yani sira farkli toplumlarda birgok tibbi bitki ya da onlarin
ekstraktlarinin  tedavi/destekleyici olarak diyabet hastalar1 tarafindan kullamildig:
goriilmektedir. Bu amagla yaptigimiz arastirmada, Olea europaea ve Silybum marianum
bitkisinin, kan sekerini disiiriicii, karaciger fonksiyonlarini destekleyici, bobrekleri ve
dokular1 koruyucu ozelliklerinden dolayr halk arasinda yaygin olarak kullanildigi tespit

edilmistir. Bu bitkilerin igerdigi oleuropein ve silimarinin ¢ok kuvvetli antioksidan olmasi
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sebebiyle, diyabette olusan oksidatif hasar1 6nlemede etkin rol alacagi diisiiniilmektedir (Bock
ve ark. 2013, Karimi ve ark. 2011).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda, tip 2 diyabette hem Olea europaea ve Silybum marianum
ekstraktinin birlikte verildigi hem de tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan bir ilag olan
saksagliptin ile bu bitki ekstrelerinin kombine olarak verildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Dolayisiyla ¢alismamiz bitki  ekstreleri ve ilag kompozisyonunun oksidan-antioksidan
sistemler Tlzerindeki etkisinin degerlendirilmesi ve bu Tlg¢li kombinasyonun diyabette
tedavi/destekleyici degerinin olup olmadigi hakkinda fikir verecegi gibi, diyabet tedavisinde
ila¢ kullananlar ile alternatif iiriin destegi tercih edenler {izerindeki etkileri hakkinda daha

sonraki ¢aligmalara da yardimci olacag diistiniilerek planlandi.

Bu amagla yaptigimiz ¢alismada, STZ ve nikotinamit verilerek tip 2 diyabet olusturulmus
sicanlardakan glukoz ve serum insiilin seviyeleri, kan lipit profili; total kolesterol (TK),
trigliserit (TG), yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-K) diizeyleri ve antioksidan
savunma sistemini tayin etmek ig¢in siiperoksit dismutaz (SOD), paraoksonaz (PON),
arilesteraz (ARE) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri saptandi. Ayni zamanda
oksidatif stres gostergelerinden olan plazma ve dokularda (kalp, M. gastocnemius kasi,
karaciger, bobrek) malondialdehit (MDA) diizeyleri ve plazmada inkretin hormon (glukagon
benzeri peptid-1 (GLP-1) ve gastrik inhibitor peptid (GIP) ) diizeyleri tespit edildi.
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2. KURAMSAL TEMELLER
2. 1. Diyabet, Oksidatif Stres, Antioksidanlar
2.1.1. Tip 2 Diyabetes mellitus

Diyabetes mellitus, ilk kez yaklasik 3000 yil once goriilen ve yillar gectikge de goriilme
siklig1 hizla artan, insiilin sekresyonunda, insiilin etkilerinde veya her ikisinde olusan bozulma
sonucu hiperglisemi ile karakterize edilen kronik bir hastaliktir. Yapilan tahminlere gore 2030
yilinda diinya iizerinde bu hastaliktan etkilenmis yaklasik 366 milyon kisi olacaktir.
Diyabette gozlenen karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki anormalliklerin
temelinde insiillinin hedef dokulardaki etkilerinin eksikligi bulunmaktadir. Diyabetin
metabolik sorunlarinin yani sira, uzun dénem hiperglisemiye maruz kalma sonucu, nefropati,
noropati, retinopati ve ateroskleroz gibi mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar
gelismektedir.1936 yilinda tip 1 ve tip 2 diyabet arasindaki farka isaret edilmistir. Tip 1
diyabet, pankreas adaciklarindaki B hiicrelerinin otoimmiin yikimi1 nedeniyle gelisen insiilin
yetersizligine baghdir. Sik rastlanan tip 2 diyabet ise, insiilin direnci ve bozuk insiilin
salgilanmasi ile karakterizedir. Tip 2 diyabetin olusmasinda iki 6nemli faktér bulunmaktadir.

Bunlar:

1. Insiiline kars1 insiilin reseptorlerinin duyarliliginda azalma ve azalmis reseptdr cevabr ile

olusmus post reseptor defektleri.

2. Glukoz uyarisina kars1 azalmis akut insiilin salinmas: ile karakterize yetersiz total insiilin

salinmasi.

Bunun yaninda genetik faktoriin ve yasam tarzinin tip 2 diyabette olduk¢a etkili oldugu
belirtilmektedir. Hastalik insiilin yetersizligi sonucu hiperglisemi ile kendini gosterir ve
ilerleyen donemde protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasinda bozulmalara yol agar (Lin

2010, Abdulfatahi ve ark. 2012).
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2. 1. 1. 1. Glukozun Hiicrelere Tasimnmasi

Glukozun hiicrelere tasinmasi kolaylastirilmis difiizyon ve kotransport ile saglanir.
Kolaylastirilmis difiizyon insiilinden bagimsiz; beyin, eritrosit ve 16kositler, goz, karaciger,
bobrek, koroid pleksusta, insiiline bagimli olarak ise; basta iskelet kasi ve yag dokusu olmak
tizere dokularin ¢ogunda goriiliir.

Glukoz tastyicilar ile kolaylastirilmis difiizyonda, glukoz hareketi konsantrasyon farkina gére
gerceklesir (Yiiksek glukoz konsantrasyonundan diisiik glukoz konsantrasyonuna). Yaklasik
on farkli glukoz tasiyici olup bunlarin en 6nemlisi GLUT4” tiir.

GLUT-1; basta beyin olmak iizere tiim dokularda bulunur veglukoza kars1 yiiksek afinitesi
bulunmakla birlikte glukozun yakalanmasi ve kan-beyin bariyerinden gegmesinde rol alir.
GLUT-2; karaciger, bobrek ve pankreas beta hiicrelerinde bulunur. Glukoz’un hizh
yakalanmasi ve salimiminda rol alir ancak glukoza karsi diisiik afiniteye sahiptir. GLUT2
yoklugu glukoz ile uyarilmis - hiicrelerinde insiilin salgilanmasini engeller

GLUT-3; beyin, bobrek ve plesentada bulunur. Glukoz un yakalanmasinda rol alir.

GLUT-4; Kas, yag dokusu ve iskelet kasinda bulunur. Insuline duyarlidir ve buna bagl: olarak
glukoz tutulumunda rol alir. Post-prandiyal donemde kandan fazla glukozun alinmasinda
onemlidir.

GLUT-5; bobrekte bulunur, glukoz ve fruktozun absorbsiyonunda rol alir.

Kan glukozu’nun diizenlenmesinde goorevli baslica organ karacigerdir. Tokluk durumunda
glukoz depolanmak iizere glukoz-6-fosfat’a doniistiiriiliir. A¢lik durumunda glukoz-6-fosfat

kullanilmak iizere glukoz’a doniistiiriilir ( Zhao ve Keating. 2007, Thorens ve Mueckler.
2010).
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Sekil 2. 1. Glukoz tasinmasi (Thorens ve Mueckler, 2010)

2.1. 1. 2. Insiilin Yapis1 ve Etkileri

Insiilin yaklasik 6000 molekiil agirhginda polipeptid yapili bir hormondur ve birbirine disiilfit
kopriileri ile baglanmis iki aminoasit zincirinden olugmustur. Bu iki aminoasit zincir
birbirinden ayrildigi zaman insiilin molekiiliiniin islevsel etkinligi ortadan kalkar. Insiilin
pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde sentezlenir. Beta hiicrelerinin
endoplazmik retikulumunda ilk olarak, insiilinin prekiirsorii olan preproinsiilin sentezlenir.
Preproinsiilin 109 aminoasitli bir polipeptidtir, ribozomlarda olustuktan hemen sonra
endoplazmik retikulum igine geger ve 23 aminoasitli hidrofobik pre sinyal peptid bolgesini
kaybederek 86 aminoasitli proinsiiline dontisiir. Golgi cisimcigi igindeki mikrovezikiillere
giren proinsiilin proteazlarin etkisiyle C peptid segmentini kaybeder. C peptidinin kopmasi
insiilinin ¢oziiniirliginii azaltr ve Zn*? iyonu ile birlikte ¢Skmesine neden olur. Normal

durumda salgilanan hormonun %95’ 1 insiilin ve %5’ 1 proinsiilindir.

Insiilin karbonhidratlarin, yaglarm, proteinlerin ve niikleik asitlerin sentezine ve/veya
depolanmasina yonelik metabolik reaksiyonlari stimiile eder (Cizelge 2. 1, Sekil 2. 2). Pek
¢ok endojen maddenin hiicre membraninda tasinmasini, membrandaki insiilin reseptorlerini

aktive etmek kosuluyla diizenler. Insiilinin hedef hiicrelerdeki etkilerinin baslayabilmesi igin
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once insiilinin zar reseptdr proteinine baglanarak onu aktive etmesi gerekir. Daha sonraki

etkileri olusturan insiilin degil, bu aktive olmus reseptordiir (Sekil 2. 3).

Kas ve adip6z dokudan

Glukojenez f‘---"j glukoz alim1

‘“"“‘“./\\ //' __'_, Slikoliz

Lipoliz ST )l I'—— INSULIN i | 1GO Glikojen sentezi

Ketojenez STop l
,_ Protein sentezi
NSTOP 1

L._._ \
Proteolizis

Glikojenoliz

Potasyum ve Fosfat alimi

Sekil 2. 2. InsiilininEtkileri (Wolf, 2008)

Hedef hiicreler olan ¢izgili kas, miyokard, karaciger ve yag hiicrelerinde kendine 6zgii
spesifik reseptorleri vardir. Insiilin reseptorii hiicre membraninda bulunur. Aminoasit
transport sistemiyle veya glukoz transport sistemiyle iliskilidir. Yani bu reseptor uyarildig

zaman glukoz, aminoasitler hiicre i¢ine girer.

Insiilin reseptorii, iki alf ve iki beta alt {initesinden olusur. Iki alfa alt {initesi membranin dis
yiiziine bakar, hormonu tamima bolgesidir. Iki beta alt {initesi ise membrana gomiilmiis
sekildedir, tirozin protein kinaz aktivitesine sahiptir. Insiilin dis yiizdeki alfa {initelerine
baglanir, internalize edilir, kinaz aktivitesi uyarilir. Kinaz aktivitesi, reseptdr proteinini ve
hiicre i¢i diger proteinleri fosforile ederek aktivitelerini degistirir ve bdylece biyolojik

cevaplari olusturur.

Insiilin reseptdriiniin fosforilasyon substratlar1 olarak cesitli intraseliiler proteinler

tanimlanmustir. Uzerinde en c¢ok calisilmis olan insiilin reseptdr substratt 1 veya IRS-1'dir.
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Fosforilasyon sonucu IRS-1 aktive edildiginde birgok olay tetiklenir ve diger enzimlerin de
aktivasyonu sonucu insiilinin etkileri olugturulur. IRS-1 aktif hale gecince, fosfoinozitol-1,3-
kinaz"n aktiflestirir. Bunu sonucunda GLUT-4 glukoz tasiyicisi transloke olur ve glukoz hiicre
icine alinir (GLUT-4 ler normalde membranda degil, hiicre i¢indedir. Translokasyon sonucu
membrana yerlesirler). Tirozin kinaz aktivitesi ile baska pek ¢ok protein/enzim de aktive

edilir, ¢ekirdekteki transkripsiyon olaylari tetiklenir.

k\ . » :} Glukagon - (&
'/ Insiilin \j :}
A - i ™~
£ 4 - 2 3 @
& { L

| Kas hiicresi U}

Sekil 2. 3. InsiilinReseptorleri(Wolf, 2008)

Insiiline direng ise, insiilinin biyolojik etkisinin azalmasi sonucu normal veya artmis bir
glisemiyle birlikte hiperinsiilinizm olarak tanimlanir. Bu hiperinsiilinizm dirence karst bir
reaksiyon olarak gelistigi i¢in hipoglisemiye yol agmaz. Normal glisemi ile birlikte olan
hiperinsiilinizm insiiline direng gdstergesidir. Insiiline direngli bircok durumda insiilin

reseptoriine baglanmada bozukluk olabilir. Insiiline cevapta post reseptdr defektin olusmasi,
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glukozun hiicre membranindan gegisinde rol alan reseptorlerin bloke olmasina aynit zamanda
hiicre iginde insiilin reseptdr kompleksinde ve mediatdrlerinde azalmaya neden olur. Insiilin
direnci iki yerde kendini gosterir. Bunlardan biri karaciger dokusu olup, olusmus insiilin
direnci nedeni ile karaciger glukoz depolama 6zelligini azaltir ve perifere glukoz ¢ikisi artar,
glikojenoliz ve glikoneojenez nedeni ile yag ve kas dokusunda kiitle kayb1 baslar ve bunlar
takip eden siirecte kan glukoz seviyesi hizla yiikselir. Insiilin direncinin ikinci yeri kas
dokusudur. Direng sonucu kas hiicresi i¢ine gecemeyen glukoz nedeni ile kan glukozu artar ve
hiicresel seviyeden gelen glukoz yetersizligi impulslari, karacigerden siirekli glukoz
salmimmina neden olur ve sonugta yiikselen kan glukozu nedeni ile kisir bir dongii olusur

(Sholikulman 1999, Powers ve ark. 2001, Salem ve ark. 2013, Kono ve ark. 2013).

Cizelge 2. 1. Insiilinin temel metabolik olaylar iizerindeki etkileri (Kayaalp 1990).

Metabolik olay Etki Metabolik olay Etki

Karbonhidratmetabolizmasi: Protein metabolizmast:

Glikojenez 0 Protein sentezi 0

Glukoz oksidasyonu 1 Proteoliz !
Glukoneojenez ! Ureojenez !
Glikojenoliz !

Ketojenez !

Yag metabolizmas: Diger maddelerin metabolizmasi:
Lipoliz ! ATP olusumu 1
Lipojenez 1 DNA ve RNA olusumu 1
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2.1.1. 3. Bozulmus Insiilin Sekresyonu

Tip 2 diyabette insiilin salgilanmasinda bozulma gozlenmektedir. Insiilin salgis1 normal,
azalmis ya da normalin istiinde olabilir. Cok nadir olarak insiilin salgis1 goriilmeyebilir.
Plazma insiilin seviyesi ylikselmesine ragmen gliseminin 6nlenmesi i¢in yeterli degildir
(Efendic ve ark. 1991, Ostenson 1993, Prentki 1996). Bilindigi gibi insiilin salgilanmasinim iki
faz1 mevcuttur. Birinci faz, glukozla uyarilan pankreas beta hiicrelerinden ilk 3- 10 dakika
icindeki insiilin salinma miktaridir. Erken faz da denilen bu fazdaki insiilin salgisi, pankreasin
depolanmis insiilin degerlerini gosterir. Ikinci faz veya gec faz salgilanmasi, 5. dakikadan
baslayarak glukoz uyarisinin devami boyunca siiren bir insiilin salgilama degeridir. Bu faz
yavas sekilde plato ¢izen ve ¢ok yavas bir sekilde bazal degerlere inen insiilin seviyesini
gostermektedir ve pankreas beta hiicrelerinin insiilin sentez giicline gore degisen degerler
gosterir. Karakteristik bir gosterge olarak Tip 2 diyabetes mellituslu kisilerde, erken faz
inslilin salgisinda azalma veya tamamen salgi yoklugu gozlenir (Ward ve ark. 1984a,

Davidson 1986, Ostenson 1993, Ward ve ark. 1984b).

Tip 2 diyabetli hastalar, genellikle, insiiline duyarli hiicrelerinde normal sayida GLUT 4
tastyiciya sahip ise de, bunlarin insiilin almagclar etkinlestiginde bu tasiyicilari hiicre zarina
normal bir sekilde yerlestiremez. Tip 2 diyabetin belirgin klinik belirtileri ise polidipsi,
poliiiri, kilo kayb1 ayn1 zamanda tokluk kan glukoz diizeyinin 200 mg/dL iizerinde veya aclik
kan sekerinin 120 mg/dL’nin {izerinde olmasidir. Sonugta tip 2 diyabette gozlenen
hiperglisemi, glukoz oksidasyonu, proteinlerin nonenzimatik glikasyonu ve glikolize olmus
proteinlerin oksidatif yikimina neden olur ki bu durum da serbest radikallerin olusmasina
katkida bulunabilir. Serbest radikaller nedeniyle olusan oksidatif stres ise diyabette gézlenen
komplikasyonlarin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir (Gumieniczek ve ark. 2001, Kono
ve ark 2013).

30



2. 1. 2.0ksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres terimi genel olarak prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin
prooksidanlar lehine bozuldugu ve hemen hemen tiim patolojik durumlarla iliskisi olan
reaksiyonlar serisi olarak tanimlanmaktadir (Wolff 1993, Nordgren 2013,). Canli
organizmadaki serbest radikallerin baglica ana kaynagi oksijendir. Serbest oksijen radikalleri
(SOR) normal hiicre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan yan triinlerdir ve baslica hedef
molekiilleri ¢oklu doymamis yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitlerdir
(Kanter 1995, Mutinati ve ark. 2013, Shida ve ark. 2013).

Normal kosullar altinda SOR’nin fizyolojik seviyesi/reaktivitesi detoksifikasyon
mekanizmalariyla hassas bir sekilde dengelenir ve bu dengede 6zellikle antioksidan savunma
mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadir. SOD, GSH-Px ve KAT gibi bazi enzimler, GSH
(glutatyon), tiyoller, E ve C vitamini gibi antioksidan vitaminler, selenyum gibi eser
elementler ve iirik asit, bilirubin gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikler antioksidan savunma
mekanizmalarinin en 6nemlilerindendir (Gutteridge 1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999,
Antolovich ve ark. 2002, Rahman 2007, Uttara ve ark. 2009, Rizzo ve ark. 2012).

2.1.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; negatif yiiklii elektron sayisinin ¢ekirdekteki pozitif yiiklii proton sayist ile
esit olmadigi molekiillerdir (Sekil 2. 2). Temel kimyasal 6zellikleri dig yoriingelerinde bir
veya daha fazla eslesmemis elektron igermeleridir. Eksik elektronlu olan bu molekiiller,
bulabilecekleri herhangi bir molekiil ile iletisime girer ve bu molekiilden ya bir elektron alir
veya ona bir elektron verirler. Bagka molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine girip
onlarin yapisini bozan bu molekiillere “serbest radikaller”, “oksidan molekiiller” veya en
dogru adlandirma ile “reaktif oksijen partikiilleri” ya da “serbest oksijen radikalleri”
denilmektedir. Serbest oksijen radikalleri 6nemli makromolekiillere yaptiklari ataklarla
hiicresel hasarlara neden olmaktadirlar. Lipitler, niikleik asitler ve proteinler 6ncelikli olmak

tizere viicuttaki tiim molekiiller serbest radikallerin hedefleri arasindadir (Lobo 2010, Pourova
ve ark. 2010, Assar 2013, Mutinati ve ark. 2013).
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Sekil 2. 2. Serbest radikal olusumu (Lobo, 2010)

Organizmadaki en 6nemli reaktif O, metabolitleri (Fang ve ark. 2002 Evans ve ark. 2003) ;

O7 " (Siiperoksit radikali)

H.0, (Hidrojen peroksit)

OH' (Hidroksil radikali)

HOCI (Hipoklor6z asit)

R (AlKil radikali)

ROO' (Peroksil radikali)

RCOO (Organik peroksit radikali)
HO, (Perhidroksil radikali)

RO (Alkoksil radikali).

Bunlardan 6zellikle ilk {i¢ tanesi ¢ok dnemlidir.

2. 1. 2. 1. 1. Siiperoksit Radikali (O,"):

Siiperoksit radikali organizmada en ¢ok iiretilen radikaldir. Insan viicudundaki pek ¢ok
molekiil (katekolaminler, tetrahidrofolat, mitokondrial elektron transport sistemi
elemanlarinin bir kismi vb.) oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek siiperoksit radikali
olusturabilir. Siiperoksit radikali bu sekilde fizyolojik olarak olustugu gibi, yabanci
mikroorganizmalar1 6ldiirmek iizere aktif fagositler tarafindan koruyucu amagla da tiretilebilir

(Kuyvenhoven ve Meinders 1999).
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Dogal oksijen molekiilii cevresindeki herhangi bir molekiilden bir elektronalarak siiperoksit

radikaline doniisebilir.
O, +e —» Oy
Stiperoksit radikalinin organizmadaki baslica kaynaklari;

a. Mitokondrial elektron transport zinciri reaksiyonlari

b. Fagositik hiicrelerdeki “solunum patlamasi” (respiratuar burst) olay1

c. Endoplazmik retikulumdaki sitokrom P-450 enzim sistemi (Kuyvenhoven ve Meinders
1999).

Stiperoksit radikali organizmada en ¢ok Ttretilen radikal olmasina karsin, reaktivitesi ¢ok
yiiksek degildir. Hidroksil radikaline gore daha diisiik bir reaktiviteye sahip oldugu igin agiga
ciktigr hiicre boliimiinden daha uzak yerlere diffiize olabilir. Ancak bu diffiizyon hiicre
icindeki SOD enziminin yiiksek konsantrasyonu nedeniyle sinirlidir (Atalay ve Laaksonen
2002).

SOD

0, + 0y +2H" > H,0, +0,

2. 1. 2. 1. 2. Hidrojen Peroksit (H,0,):

H,0qaslinda gercek bir serbest radikal degildir. Ciinkii biitiin elektronlari ¢iftlesmistir. Ancak
demir, bakir ve mangan gibi gecis metalleri ile reaksiyona girerek hidroksil radikali
olusumuna yol agabildiginden dolay1 6nemli bir oksidandir. H,O,, DNA hasar1 yapici etkisini

hidroksil radikali araciligi ile gosterir.
H,O, + Fe*? ——— OH + OH + Fe*® (Fenton reaksiyonu)
H,0,, siiperoksit radikali ile de reaksiyona girerek hidroksil radikali olusumuna yol agabilir.

H,0,+ O —» OH+ OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Hidrojen peroksitin biyolojik énemi hidrofobik membranlardan kolayca diffiize olabilmesidir
(6rn. mitokondrial membran). H,O; plazma membranlarindan da kolayca diffiize olarak toksik
etkisini daha uzak hiicrelerde de gosterebilir. Insan hiicrelerinden hidrojen peroksitin

uzaklastirilmasina KAT ve GSH-Px aracilik eder.

GSH-Px veya KAT

2 H,0O, » 2H,0+0,

2. 1.2.1. 3. Hidroksil radikali ( OH):

Biyolojik sistemlerde bulunan potansiyel olarak en gii¢lii oksidandir. Yar1 6mrii ¢cok kisa ve

reaktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢cin komsu molekiillerle hizla reaksiyona girer.

Hidroksil radikalinin etkileri:

a. DNA’ nin piirin ve pirimidin bazlarina etki ederek mutasyonlara neden olabilir.

Guanine + OH —— Guanine - OH (8 — hidroksiguanine radikali)

b. Herhangi bir biyolojik molekiilden H* atomu alarak, o biyolojik molekiiliin radikale

doniisiimiine neden olabilir.

RSH+OH _______, RS+H)0
(tiyol) (stilfiir radikali = tiyil radikali)

Olusan tiyil radikali molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek, proteinlerde hasara yol acan

oksisiilfiir radikallerinin olusumuna da yol agabilir.
RS+0, — 5 RSOy

(Oksisiilfiir Radikalleri)

RS+0, — , RSO
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Hidroksil radikalinin en 6nemli 06zelligi, hiicre membranlarina yakin olustugu zaman
membran fosfolipitlerinin yag asidi yan zincirlerine etki ile serbest radikal zincir

reaksiyonunu baglatabilmesidir.

2. 1. 2. 2. Serbest Radikal Kaynaklar:

Serbest radikal kaynaklari gerek viicutta olusma sekilleri itibariyle endojen gerekse de viicuda

disaridan alinmasi seklinde eksojen kaynaklar olarak incelenebilir.

2. 1. 2. 2. 1. Endojen kaynaklar:

1. Normal biyolojik islemler:

I. Mitokondrial elektron transport zinciri reaksiyonlari: Organizmanin temel radikal kaynagi i¢
mitokondrial membranda yerlesen elektron transport zinciridir. Bu transport zinciri boyunca
elektronlarin tagimimu sirasinda bazi elektronlar “elektron tasiyicilarindan” ayrilarak direkt
olarak oksijene gecer ve onu siiperoksit radikaline indirgeyebilir (Vallyatyan ve Shi 1997,

Fridovich, 2004).
O,+e —» Oy

ii. Organizmadaki normal anabolik ve katabolik islemler sirasinda, molekiiler diizeydeki
reaksiyonlarda elektron kagislari olabilir ve bu sirada bir miktar oksidan molekiil olusabilir.

2. Aktive fagositler (Polimorfoniikleer 16kosit-PMN- ve makrofajlar): PMN’ler fagosite

ettikleri bakterileri oldiirmek ve nekrotik dokular1 temizlemek igin proteazlarla birlikte
oksijen radikallerini kullanir. PMN’nin aktive olmus komplemanla aktivasyonu bir respiratuar
patlama enzimini (NADPH oksidaz; respiratory burst oxidase) uyarir. Bu durumda PMN’nin
oksijen tiiketimi 80 kat kadar artar ve bu oksijen 6zellikle kisa 6miirlii (H,O,, OH ve O,")ve
uzun 6miirlii (HCIO) toksik oksijen tiirleri tiretiminde kullanilir.

3. Iskemi-reperfiizyon hasari: Celiskili bir durum olarak iskemi sonrasi reperfiizyon ve

hipoksiden sonra reoksijenasyon doku hasarma yol acgabilir. Normal dokularda ksantin
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oksidaz (KO) enzimi ksantin dehidrojenaz (KDH) formunda bulunur. KDH enzimi elektron
alicis1 olarak NAD" kullanir.

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

Iskemik kosullarda ise KDH enzimi hiicre i¢inde bulunan proteazlar araciligi ile KO formuna
doniisiir. KO enzimi diisiik oksijen basincinda aktif degildir. Ancak, reperflizyon sirasinda
oksijen basinci arttig1 igin aktiflesir. Enzimin dogal sekli KDH’dir ve saglam dokularda
enzimin sadece % 10 gibi kiiciik bir kism1 KO formunda bulunur.

KO enzimi elektron alicist olarak O,’i kullanir.

KO
Hipoksantin + H,0 + 20, » Ksantin + 20, + 2H"

KO
Ksantin + H,0 + 20; »  Urik asit + 20, + 2H"

Reperfiizyon sirasinda olusan siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit iskemi-reperfiizyon
hasarinin  gelisiminden sorumludurlar. Bu iki oksidan madde o&zellikle Haber-Weiss
reaksiyonu araciligi ile daha toksik bir radikal olan hidroksil radikalinin olusumuna yol agar

(Vallyatyan ve Shi 1997, Aranda ve ark. 2007).

4. Arasidonik asit kaskadinin aktivasyonu: Basta infeksiy0z ajanlar olmak {izere, bir ¢ok

nedenle aktive olan fosfolipaz A, enzimi arasidonik asit kaskadin1 uyararak I6kotrienler ve
prostaglandinler gibi mediator maddelerin liretiminde artisa yol agar. Bu mediatdér maddeler
de polimorf niiveli 16kositler, notrofiller, monosit, eozinofil ve graniilositleri aktive ederek

oksidan molekiiller salgilarlar.

5. Sitokrom P — 450, KO ve NADPH oksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlarda

serbest radikaller olusur (Mccord ve Omar 1993).

6. Notrofillerde olusan oksijen metabolitleri: Immiin bir uyar1, kemotaktik faktdrler veya

fagosite edilebilir partikiillerin etkisi ile notrofiller aktive olabilir. Bu aktivasyon sonucu
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notrofil membranina bagli NADPH oksidaz enzim sistemi uyarilir ve siiperoksit radikali
meydana gelir. Bu olay respiratory burst (patlama) olarak adlandirilir. Nétrofillerde yiiksek
konsantrasyonda bulunan bir diger enzim de miyeloperoksidaz’dir. Miyeloperoksidaz
lizozomal bir enzimdir ve NADPH oksidaz’n etkisi ile olusan H,O,’1 kullanarak klor, brom
ve iyot gibi halojenleri okside edebilir ve boylece hipohal6z asitler meydana gelir. Hipohaldz
asitler cok giicli oksidanlardir ve biyolojik molekiillerin ¢ogu ile reaksiyon verirler.
Notrofillerde siiperoksit radikali ve hipohal6z asitlerin reaksiyonu sonucu hidroksil radikali de
meydana gelir.

7. Peroksizomlar ve lizozomlardaki metabolik olaylar: Peroksizomlar H>O,’in hiicredeki en

onemli kaynagidir. Peroksizomlarda bulunan D-aminoasit oksidaz ve L-a-hidroksiasit
oksidaz enzimleri H,O; olusumundan sorumludurlar. Peroksizomlarda ayni zamanda fazla
miktarda katalaz enzimi de bulunur ve bu enzim H,O;’in hasar verici etkilerini azaltir.

8. Stres: Stres sirasinda katekolaminlerin diizeyinde meydana gelen artis oksidan maddelerin
tiretiminde artisa yol acarak birgok hastalig tetikleyebilir.

9. Yaslanma siireci: Oksidan molekiillerin diizeyi yaslanma siireci ile paralel bir artis gosterir.

10. Organizmada serbest demir ve bakir gibi minerallerin fazlali§i, oksidanlarin olusumunu

hizlandirict bir etki yapar (Vallyatyan ve Shi 1997, Assar ve ark. 2013).
2.1.2.2.2. Eksojen kaynaklar:

1. Yiiksek oksijen konsantrasyonu (hiperoksi)

2. Iyonizan radyasyon: ‘OH kayna@i olmasi nedeniyle olduk¢a dnemlidir.

3. Sigara

4. Ksenobiyotikler: Viicuda yabanci kimyasal maddelerdir (6rn. ilaglar, gidalardaki katki
maddeleri, gevre kirliligine neden olan maddeler-kimyasal karsinojenler) (Vallyatyan ve Shi
1997, Lobo 2010).
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2.1. 2. 3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Hasar Tle Iliskili Hastahiklar

Oksidatif stres ve buna bagli biyolojik etkilerin bir¢ok hastalikla iliskisi oldugu gosterilmistir.
Bunlar arasinda kalp damar hastaliklari, diyabet, kronik renal yetmezlik, bazi kanser tiirleri,
noro-dejeneratif hastaliklar, katarakt, sikintili solunum sendromu, romatoid artrit ve bazi

otoimmtun hastaliklar bulunur.

SOR ile makromolekiiller (protein, DNA, lipit, karbohidrat) arasindaki etkilesimler reversibl

ve irreversibl oksidatif modifikasyonlara neden olabilir:

e DNA / RNA lizerine etki: Deoksiriboz halkasi yarilmasi, baz hasari, zincir kirilmalari
sonucunda mutasyonlar, translasyonel hatalar ve protein sentezi inhibisyonu ortaya
cikar.

e Proteinlere etki: Agregasyon ve c¢apraz baglanma, pargalanma ve kirilma, tiyol
gruplart modifikasyonu meydana gelir. Sonugta enzim aktivitelerinde degisimler, iyon
transportu degisimleri, hiicre i¢ine Ca*? girisinde artis olur.

e Poliansatiire yag asitlerine etki: Lipit peroksidasyon iiriinleri olusturur. Sonugta hiicre
membran akiskanliginda azalma, permeabilite degisiklikleri, membrana bagh
enzimlerin aktivitelerinde degisiklikler olur.

e Karbonhidratlara etki: Ozellikle monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu HO,,
peroksitler ve oksoaldehitler (glioksal, vs.) olusur. Antimitotik ozellik gdsteren
oksoaldehitler karsinojenez ve yaslanmada rol oynarlar (Zima ve ark. 1995, Assar ve

ark. 2013).

2. 1. 3. Antioksidan Mekanizmalar

Oksidatif hasar1 6nleyen, sinirlayan veya kismen tamir eden molekiilere “antioksidanlar”
denir (Yu, 1994, Shida ve ark. 2013). Viicut, oksidatif stres sonucu olusabilecek hasari
engellemek i¢in antioksidan vitaminler, GSH, antioksidan enzimler ve siilfidrillerden olusan
bir antioksidan savunma sistemi ile donatilmistir. Genel olarak antioksidan vitaminler (E
Vitamini , - karoten gibi) serbest radikalleri ve tek oksijeni direkt olarak yakalayarak

(trapping) etkisiz hale getirirler. GSH ve diger tiyol kaynaklar1 ise hiicresel oksidasyon ve
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rediiksiyonda (redoks) onemli rol oynarlar. SOD, KAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler
SOR’lerin bir elektron rediiksiyonunu katalizlerler. Antioksidanlarin hiicresel diizeyleri bir¢ok
fizyolojik, patolojik ve besinsel faktorlerden etkilenir. Antioksidanlar etkilerini baslica su

yollarla gosterirler (Gutteridge 1995, Ji 1995, Mutinati ve ark. 2013):

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi

2. Katalitik metal iyonlarinin uzaklastirilmasi

3. 077, H,0; gibi baz1 SOR’ lerinin ortamdan uzaklastirilmasi
4. Zincir reaksiyonunun kirilmasi

5. Tek oksijen iizerine ¢Opgii veya sondiiriicii etki gosterilmesi

SOR ile etkilesip onlar1 tutma ve daha zayif bir molekiile ¢evirerek etkisiz hale getirme
islemine ¢opcii (scavenging) etki denir. Dogal antioksidan enzimler, trakeobronsial mukus ve
kiigiik molekiiller bu tip bir etki ile SOR’ in etkilerini azaltmaya caligirlar. SOR ile etkilesip
onlara bir hidrojen aktararak onlarin aktivitelerini azaltan veya inhibe eden molekiillerin
etkinligine sondiiriicii (quencher) etki denir. Vitaminler, flavanoidler, mannitol vb. molekiiller
boyle bir etki gosterirler. Serbest oksijen radikalleriyle olusabilen zincirleme reaksiyonlari
yavaslatan veya sonlandiran antioksidanlarin etkinligine ise zincir kirici (chain breaking) etki
denir. Hemoglobin ve seruloplazmin antioksidan etkilerini bu sekilde gosterirler. Bir¢ok
antioksidan, yukaridaki etkilerden birka¢ tanesini bir arada gosterebilmektedir.
Antioksidanlar1 etki mekanizmalarina veya organizmadaki lokalizasyonlarina gore

siiflandirmak miimkiindiir (Gutteridge 1995, Ji 1995, Mutinati ve ark. 2013).

2.1. 3. 1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar
2. 1. 3. 1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (E. C. 1. 15. 1. 1)

SOD enzimi vaskiiler endotelde bulunan en onemli antioksidan enzimlerden birisidir ve
endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasinda bol miktarda bulunur. Normalde damar
duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederek lipit peroksidasyonunu ve ateroskleroz
gelisimini Onler. Hiicrede serbest oksijen radikalleri olusurken ilk basamakta O, meydana

geldigi ve SOD enzimi bu radikalin dismutasyonunu sagladigi icin, hiicre ic¢indeki ilk
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savunma sistemini bu enzim olusturmaktadir (Petkau 1986, Cao ve Chen 1991, Gutteridge
1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999).

SOD

20, +2H" H20; + O;

s

Stiperoksit radikali kendi basma ¢ok toksik olmamasina ragmen, serbest radikal zincir

reaksiyonuna yol agabildigi i¢in ortamdan uzaklastirtlmast 6nemlidir.

SOD’in farkli izoenzimleri mevcuttur. Sitosolik SOD ve vaskiiler endotele bagli bulunan
ekstraselliiler SOD’in  kofaktorleri bakir ve ¢inkodur (CuZn-SOD). Bu enzimlerin
aktivitelerinden bakir, stabilitelerinden ¢inko sorumludur. Mitokondrial SOD’1n kofaktorii ise
mangandir (Mn-SOD). Ayrica, bazi bakterilerde de Fe-SOD saptanmistir (Cao ve Chen 1991,
Gutteridge 1995, Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Nozik-Grayck ve ark. 2005).

2.1.3.1. 2. Katalaz (E.C.1.11.1.6)

KAT baglica peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem” prostetik grubu bulunan bir
hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. SOD araciligiyla
olusan H;0O; hidrojen peroksit bir radikal olmamasma karsin en reaktif SOR olan HO
radikalinin onciisii oldugu i¢in bircok SOR’den daha fazla oksidatif hasara neden olur. KAT

hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene pargalar.
KAT
2H,0, —» 2H,0+0,

KAT, hidrojen peroksitin yani sira metil-etil-hidroperoksitler gibi kiigiik molekiillii lipit

hidroperoksitleri de indirger.
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1.1. 3. 1. 3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (E. C. 1. 11.1.9.)

Glutatyon peroksidaz eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili antioksidan olup hidrojen

peroksit ve lipit hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalizler.

GSH-Px
2GSH + H,0; » GSSG +2H,0

GSH-Px
2GSH + ROOH , GSSG +ROH + H,0

Her iki reaksiyonda da GSH hidrojen vericisi olarak kullanilir.
Selenyuma bagimli GSH-Px,4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir. %70’1
sitozol, %30’ u mitokondride bulunur. Enzimin aktivitesi 6zellikle karaciger ve eritrositlerde

yiiksektir (Yu 1994, Gutteridge 1995, Tessier ve ark. 1995, Robertson ve ark. 2003).
2. 1.3.1. 4. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) (E. C.1.1.1.49)

G6PD (Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz), pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz smirlayict enzimi
olup intraselliiler NADPH’ 1n da baslica kaynagidir. Uretilen NADPH ise serbest radikallerin
detoksifikasyonunda rol oynayan GSH-Px enziminin aktivitesi igin gerekli olan indirgenmis
GSH saglamaktadir.

Son yapilan ¢aligmalarda G6PD’1n vaskiiler endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde de
serbest radikallere kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir. Ayrica G6PD’1n vaskiiler endotelyal
hiicrelerde NADPH’1 kofaktor olarak kullanan eNOS (endotelyal nitrik oksit sentaz)
enziminin aktivitesi i¢in de gerekli oldugu ve eksikliginde eNOS’in yeterli aktivite
gosteremeyerek siiperoksit radikali iiretmeye basladigi ve sonucta LDL oksidasyonunun

tetiklenebilecegi gosterilmistir (Tian ve ark. 1999, Leopold ve ark. 2001).
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2. 1. 3. 1. 5. Glutatyon Rediiktaz (GR) (1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz enzimi NADPH varliginda GSSG (okside glutatyon) nin tekrar rediikte
GSH a doniisiimiinii katalizleyerek antioksidan aktivitenin devamini saglar (Bompart ve ark.
1990).

GR

GSSG + NADPH+H" —— 2 GSH + NADP*

2.1.3.1. 6. Paraoksonaz

PON adim1 ilk kez bir organofosfat olan paration’un viicuttaki aktif metaboliti olan

paraoksonu hidrolize etmesinden almistir. Baglica karacigerde sentezlenen PON enziminin

aktivite ve stabilitesi igin Cat’ iyonu gereklidir. PON ayrica arilesteraz aktivitesine de sahiptir
ve arilesteraz aktivitesinin, PON aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz olarak asil protein
konsantrasyonunun bir gostergesi oldugu bildirilmektedir (Aviram ve ark. 1998a, 1998b,

Yilmaz ve ark 2013).

Son yillarda ateroskleroz etyopatogenezinde rolii oldugu 6ne siiriilen mekanizmalardan birisi
LPO (lipoprotein oksidasyonu) dur. Hiicre dis1 ezimlerinden biri olan PON ile lipoprotein
oksidasyonu arasindaki iligki ilgi ¢eken yeni aragtirma alanlarindan birisidir. Eckerson ve ark.
(1983), Mackness ve ark. (1998), La Du ve ark. (1999), Durrington ve ark. (2001), PON’ un,
HDL-K’iin bir bileseni oldugunu ve ateroskleroz gelisim prosesindeki ilk adim olan LDL’ in
okside olmasimi Onleyerek ateroskleroz gelisimini engelledigini veya azalttigmmi One

siirmislerdir.

Aslinda halen PON’ un LDL oksidasyonuna karst koruyucu mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Bu konuda kabul goren en gegerli goriis paraoksonazinkine benzer ester
baglarinin okside lipit iiriinlerinde de oldugu ve enzimin, bu baglar1 substrat olarak kabul
ederek hidroliz ettigidir ( peroksidaz benzeri aktivite) (Mackness ve ark. 1991, Aviram 1993,
Costa ve ark. 2005, Kar ve ark. 2013). Sonugta PON lipit peroksidasyonunu azaltir, LDL ve

HDL’yi oksidasyondan korur ve bu 6zelligi ile ateroskleroz riskini de azaltmis olur. Yapilan
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caligmalarda PON aktivitesinin ¢esitli nutrisyonel ve ila¢ tedavileri ile degisiklik gosterdigi
saptanmistir. C vitamini, E vitamini, flavonoidler (quercetin, glabridin), polifenol igeren
gidalar (sarap, ¢ay, meyve suyu) ve az miktarda alkol alimmin PON aktivitesini arttirdigi,
sigara, yiiksek kolesterol, insiilin direnci, doymus yag tliketiminin ise PON aktivitesini

azalttig1 bildirilmistir (Aviram ve ark. 1999, Kar ve ark 2013, Yilmaz ve ark. 2013).

1.1. 3. 2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
1.1.3.2. 1. C Vitamini (Askorbik Asit)

Suda eriyen bir vitamin olan askorbik asit hiicre disindaki en 6nemli antioksidandir. Cok

giiclii bir indirgeyici olan C vitamini;
a. Stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hipoklor6z asidi indirger.
b. Aktif nétrofil ve monositlerden kaynaklanan oksidanlari notralize eder.

c. Lipit peroksidasyonu baslamadan dnce sulu ortamdaki peroksil radikalleriyle direkt olarak
reaksiyona girerck membranlar1 peroksidatif hasardan korur.

d. LDL oksidasyonunu onler ve elektronlart membrandaki E vitaminine transfer eder.

e. Olusan E vitamini radikalini rediikte ederek E vitaminini yeniden olusturur. Boylece E
vitamininin yeniden kullanilabilmesini saglar. Ayrica, antiproteazlarin oksidan maddeler ile

inaktive olmasini engeller

VitE+ Vit C » VIitE + Vit C

Vit C + 2H" > Vit C

C vitamini ideal bir elektron vericisidir. Ciinkii elektronunu verdigi zaman olusan serbest
radikal ara {iriinli (semihidroaskorbik asit) diger serbest radikaller ile karsilagtirildiginda non-
reaktiftir. C vitamini hidrofilik bir molekiil oldugu i¢in sulu ortamlarda E vitaminine gore
daha iyi bir antioksidandir. Suda ¢oziinebilen diger antioksidanlarla kiyaslandiginda ise
plazma lipit peroksidasyonunu engelleyen en iyi antioksidandir.

KAH (kardiyovaskiiler hastalik) da yapilan birgok caligmada diger antioksidanlar gibi

seviyeleri diisiik bulunmaktadir ve her ne kadar bazi karsit bulgularin elde edildigi calismalar
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olsa da birgok calisma ile KAH riski ile C vitamini seviyeleri arasinda negatif bir iliski oldugu
gosterilmistir (Goldfarb 1993, Yu 1994, Tiidus ve Houston 1995).

2. 1. 3. 2. 2. E Vitamini (Tokoferol)

E vitamini tokoferol yapisinda olup a, 3, y ve d olarak dort formu bulunmaktadir. a-tokoferol
dogal dagilimi en genis ve biyolojik aktivitesi en fazla olanidir. Antioksidan etkisi en fazla
olan a-tokoferoliin yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka, vitaminin

kimyasal olarak aktif kismint olusturur ve antioksidan ozellik de bu gruptan kaynaklanir

(Reilly ve ark. 1991).

En yiiksek E vitamini konsantrasyonu mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin
hiicre kisimlarinda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden korur. E
vitamini, O;", HO, LOO" (lipit peroksil radikali) ni ve diger radikalleri temizler ve lipit
peroksidasyonunu inhibe eder. Lipit peroksil radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini sonlandirdigi igin zincir kirict bir antioksidan olarak da bilinir (Bast ve ark.

1991, Halliwell ve Chirico 1993, Halliwell 1994, Stahl ve Sies 1997).
LOO + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O' (tokoferoksil radikali)

Olusan o-tokoferol-O (tokoferoksil radikali) stabildir ve kendi kendine lipit peroksidasyonu
baslatmak icin yeterince reaktif degildir. Glukuronik asitle oksidasyona ugrayarak safra yolu

ile atilir.

E vitamini ve GSH-Px serbest radikal etkisine kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterirler.
GSH-Px olugmus peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini de sentezlerini engeller. Ayrica

b

GSH-Px’ in yapisma katilan Se*®” un organizmadan kaybini onler ve enzimi aktif sekilde

tutar. E vitamini okside olduktan sonra ve par¢alanmadan Once askorbik asit ve GSH

tarafindan yeniden indirgenebilir (Packer 1991).
Vit E-O + Askorbik Asit — Vit E-OH + DHA

2 VitE-O + 2 GSH — 2 Vit E-OH + GSSG
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E vitamininin ayrica kolesterol metabolizmasin1 da direkt olarak etkiledigi bildirilmistir.
Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, diyete eklenen E vitamininin serum kolesteroliinii azalttig1
gosterilmis ve plazma kolesterolii ile E vitamini diizeylerinin iligkili oldugu vurgulanmstir.
Plazma antioksidan diizeyleri ile KAH goriilme siklig1 arasindaki iliskiyi arastiran
caligmalarda, plazma E vitamini diizeyleri diigiik olan insanlarda iskemik kalp

hastaliklarindan 6liim oraninin daha yiiksek oldugu bulunmustur
2. 1.3.2.3. AVitamini (B- Karoten)

Yagda eriyen bir vitamin olan vitamin A siklohekzenil halkasi tasiyan bir poliizopren
bilesigidir. A vitamini, bu vitaminin biyolojik aktivitesini gosteren hayvansal kaynakli tim
bilesikleri kapsayan genel bir terimdir. Bunlar retinol, retinoik asit ve retinaldir. I¢lerinden
yalnizca retinol, vitamin A’nin tiim aktivitesini gosterirken, digerleri vitamin A’ nin ancak
bazi aktivitelerini yerine getirmektedir. Sebzelerde A vitamini, 2 molekiil retinalin birlesmesi
ile olusan bir pigment olan B-karoten formunda bir provitamin olarak bulunur. A vitamininin
metabolik 6n maddesi olan [-karoten antioksidan ozelliklerini “quencher etki” ile
gostermektedir. Karotenoidlerin yapisindaki konjuge ¢ift baglar antioksidan aktiviteden
sorumludur. Son derece giiglii bir “singlet” O, temizleyicisi olan B-karoten ayrica hidroksil,
peroksil ve alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon verip lipit peroksidasyonu zincir

reaksiyonunu Onleyebilir. Gérme, lireme, biiyliime ve epitel hiicre saglamliginda da rol oynar

BC + ROO" — > ROO - BC'(B-karoten radikali)
ROO —-BC + ROO' — ROO - BC - OOR (non-radikal iriin)

Her B-karoten molekiilii 2 peroksil radikalini baglayarak ortamdan uzaklastirir. Ortamdaki
oksijen konsantrasyonunun yiiksek olmasi halinde ise reaktif bir peroksil radikali olusur (Yu

1994).

ROO-BC+0, — , ROO-BC-00O
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Karotenoidlerin kardiyoprotektif etkilerini destekleyen epidemiyolojik veriler son birkag yilda
giderek artmistir. Hennekens ve arkadaglar1 (1998) B-karoten alimimin yiiksek oldugu
Kisilerde, diisiikk olanlara gore kardiyovaskiiler hastalik riskinde %22'lik bir azalma oldugunu

bildirmislerdir.
2. 1.3.2. 4. Glutatyon (GSH):

Onemli bir intraselliiler antioksidan olan GSH glutamik asit, sistein ve glisin amino
asitlerinden meydana gelmis bir tripeptidtir. GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu
kazandirir. GSH siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit ile direkt
reaksiyona girerek antioksidan etki gosterir ve hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bunun
disinda proteinlerdeki —SH gruplarimi rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona karsi
korur (Sies 1999, Shimizu ve Morita 1992).

2.1.3.2.5. Urik Asit

Urik asitin antioksidan etkisini nasil gosterdigi hakkinda degisik goriisler vardir. Bazi
yayinlara gore C vitaminini oksidasyondan koruyarak, bazilarina gére gegis metal iyonlarin
(Fe, Cu) baglayarak, bir kismina gore de radikal ¢opglisii olarak (siiperoksit radikali, hidroksil
radikali) antioksidan etki gosterdigi savunulmaktadir (Yu 1994).

2.1. 3. 2.6. Seruloplazmin

Bakir baglayict bir glikoprotein olan seruloplazmin oksidorediiktaz aktivitesine sahiptir ve
boylece oksijenden tiiremis (6rnegin, ‘OH) SOR’ni etkisizlestirmektedir. Ayrica, SOR
olusumunu uyaran bakiri da baglayarak antioksidan etki gostermektedir (Yu 1994,

Memisogullar1 ve Bakan 2004).
2.1.3.2. 7. Transferrin

Transferrin, plazmada bulunan demir baglayici bir glikoproteindir ve yaklasik 1/3’{ demir ile
yiiklii olup plazmada serbest demir dolagimini biiyiik dl¢iide engellemektedir. Bu 6zelligi ile
demirin uyardigi serbest radikal olusumunu oOnleyen bir antioksidandir (Yu 1994,

Memisogullar1 ve Bakan 2004).
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2.1.3.2.8. Ferritin
Dolagimdaki serbest demiri baglayarak serbest radikal reaksiyonlarma kolayca girmesini

Onleyen bir proteindir (Yu 1994).

2.1.3.2.9. Bilirubin

Bilirubin fizyolojik bir antioksidandir ve plazma antioksidan aktivitenin %10 — 30’nu

bilirubin olusturur. Zincir kirici ve ¢opgii etkileri vardir (Hatfield ve Barclay 2004).

2. 2. Diyabet ve Oksidatif Stres Ile Iliskisi

Diyabet ileri evrede mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla kendini gosteren
metabolik bir hastaliktir. Diyabette reaktif oksijen tiirlerinin rolii ise 1980°li yillardan beri
genis ¢apta tartisilan bir konu olmustur (Kono 2013). Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin
reaktif oksijen tiirleri ile olan iligkisini gosteren ¢aligsmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi,
hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal {iretimini
arttirdigi (Mullarkey ve ark 1990, Sano ve ark. 1998, Kuyvenhoven ve Meinders 1999) ve
antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (Wolf and Dean 1987, Godin ve
ark 1988, Baynes ve Thorpe 1999, Ceriello 2000). 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 disiik diizeyde oldugu bilinmektedir ( Hunt ve ark 1988, West 2000).
Oksidatif strese en duyarlt yapilardan biri oldugu da bilinen pankreas beta hiicrelerinde
gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir
(Szaleczky ve ark 1999). Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROS iiriinii olan
OH' radikaline doniligmesi sonucunda insiilin reseptdr sinyal sistemi iizerinde etki gosterdigi
ve insiilin tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar
rol oynayabilecegi belirtilmektedir (Donalth ve ark 1999). Glikasyon aracili serbest radikal
tiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol actigini

gosteren caligmalarin bulgular1 bu goriisii destekler niteliktedir (lhara ve ark 1999). Serbest
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radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen c¢alismalarin
(Mullarkey ve ark. 1990) yani sira endotel ve diiz kas hiicreleri yiiksek konsantrasyonda
glukoz iceren ortamda inkube edildiginde de serbest radikal olusumunun basladigi
gbzlenmistir. Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo
caligmalar ile de desteklenmistir (Hori ve ark. 1996, Wolff ve Dean. 1988, Hunt ve ark. 1988,
Cameron ve Cotter. 1995, Inoguchi ve ark. 2000).

Diyabetin  komplikasyonlarindan 6zellikle aterosklerotik damar rahatsizliklar1  igin
hiperlipideminin bagimsiz risk faktorii oldugu goriisii onem kazanmaktadir (Wolff ve Dean
1988, Hori ve ark. 1996, Abdulfatai ve ark. 2012). Diyabetiklerde, plazma lipoproteinlerinde,
eritrosit membran lipitlerinde ve c¢esitli dokularinda,lipit peroksidasyonunun arttig1 yapilan
calismalar sonucu goriilmiistiir. Lipit peroksidasyonu, hem yaygin vaskiiler inflamasyon
sonucu aktiflesen lipooksijenaz yolu ile prostoglandinlerden, hem de serbest radikaller ve
gecis metallerinin etkisi ile endotelyal ve fagositik hiicrelerin membranlarinda bulunan
lipitlerden, nonenzimatik yolla olugsmaktadir. Daha sonra her iki yola ait iiriinlerin, karsilikli
olarak birbirlerini aktive ederek, lipit peroksidasyonunu artirdiklar1 bildirilmistir (Wolf and
Dean 1987, Godin ve ark. 1988, Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Baynes ve Thorpe 1999,
Ceriello 2000, West 2000). Yine arastirmacilarin bulgulari, vaskiiler komplikasyonlar1 olan
diabetik hastalarda, hem diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ’nin oksidasyonunda hem de
nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye baghh artislar oldugunu gdstermektedir.
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
diabetik komplikasyonlar gelismektedir (Wolf and Dean 1987 ve Kuyvenhoven ve Meinders
1999, Abdulfatai ve ark. 2012).
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2.2. 1. Diyabette ileri Glikasyon Son Uriinleri (AGE) Olusumu

Diyabette kronik komplikasyonlarin gelisiminde AGE olusumu ve etkileri énemli bir yer
tutmaktadir. Ileri glikasyon son iiriinleri (AGE), proteinler, lipoproteinler ve/veya niikleik
asitlerde bulunan azottlu gruplarin, indirgeyici sekerlerin karbonil gruplar1 ile non-enzimatik
glikasyonu sonucu olusan heterojen bilesiklerdir. AGE iirtinleri ilk kez 1912 yilinda L.C.
Maillard tarafindan tanimlanmistir. Protein glikasyonu, sekerin karbonil grubu ile proteinin
serbest amino grubunun Schiff bazi olusturmasiyla baglamaktadir. Schiff bazi olusumu saatler
icerisinde gergeklesmekte ve sonrasinda giinler icerisinde Amadori {iriinlerine doniismektedir.
Amadori iirlinleri ise daha sonra dikarbonil bilesiklerine ve sonrasinda da haftalar icerisinde
AGE’ lere doniismektedir. Amadori liriinlerinin olusumuna kadar olan boliim geri doniistimlii

iken, daha sonraki evreler ise geri doniistimsiizdiir (Sekil 2. 5)

Saatler igerisinde Giinler igerisinde Haftalar, aylar igerisinde
HC=0 HC=N-(F ) HaC-HH- () HC=0
H[LOH HCOH Cc=0 C=0

| . . — - | . »  AGE-(P)
HOOH 4 HN- (P} - HCOH - H(iOH CH: ——
HCOH HCOH HCOH HCOH

CHa0H CHZOH CH,0H CHZOH

Glukoz Schiff baz Amadori Orinleri 3- Decksiglukazon

Sekil 2. 5. Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu (Parmaksiz, 2011)

AGE olusumunda diger bir mekanizma ise diyabette artmis olan oksidatf strese bagli olarak
seker veya lipitlerin oksidasyonu sonucunda, ara {irlin olarak reaktivitesi yiiksek
3-deoksiglukozon ve metilglukoksal gibi diisiik molekiil agirlikli, dikarbonil bilesiklerinin
olusumudur. Dikarbonil bilesikler genel olarak glikoliz ara iiriinlerinden, glikasyona ugramis
proteinlerin yikimindan ve lipitlerin peroksidasyonundan olusabilmektedirler. Bu yollara ilave
olarak; metil glukoksal, keton cisimlerinin metabolizmasi ve treonin metabolizmasi yollariyla

da az miktarda olusabilmektedir. Dikarbonil bilesikler yiiksek kimyasal aktiviteye sahiptir ve
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cok kiigiik konsantrasyonlarda bile direkt olarak proteinlerin terminal aminoasitleriyle
reaksiyona girerek AGE olusumuna yol acabilmektedirler. AGE olusumunda 6nemli diger bir
mekanizma ise poliyol yolagidir. Diyabete bagli olarak ortaya cikan yiiksek miktarda
glukozun bir kism1 6nce sorbitole, sonrasinda ise bir AGE ara tiriinii olan 3-deoksi-glukozona
dontisiip AGE olusumuna katilmaktadir. Bu yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi igin
NADPH kullanildigindan hiicre i¢i NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma
gevrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi i¢cin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol
yolunun aktif olmasi ve sonug¢ta NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin
siirlanmast anlamina gelmektedir (Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Yagihashi 2001).
Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin azalmasi diyabetin
vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisinda rol oynar (Godin ve ark 1988). Vazodilator
mediatdrlerin kayb1 endondronal kan akiminin azalmasina dolayisiyla endondronal hipoksi
veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olayin sonucunda noronal hiicre, schwann hiicrelerde hasar
meydana gelmektedir (Greene ve ark. 1987, Williamson ve ark. 1993, 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 hizi i¢in 6nem
tasimaktadir (Greene ve ark. 1990, Bukan ve ark. 2004). Sorbitolun kendisi bir doku toksini
gibi hareket eder. Yapilan ¢alismalar hiicre i¢indeki yiiksek glukozun, tercihen poliyol yoluyla
metabolize edildigini gostermektedir. Bu nedenle retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve
kalp hastaligi patogenezinde rolii oldugu disiiniilmektedir (Williamson ve ark. 1993, Bukan
ve ark. 2004, Poulsen ve ark. 2013) (Sekil 2. 6).

Ancak bu reaksiyonlar da NADPH ve glutatyonun tiiketimine yol actigindan dolayr dolayl
olarak oksidatif stresin artmasina da yol agmaktadir. AGE olusumunda bu sekilde pek ¢ok
mekanizmanin rol oynamast AGE’ lerin heterojen bir yapiya sahip olmasina yol agmaktadir.
Bu yollar disinda diyetle alinan gidalar ve tiitliin triinleri reaktif AGE prekiirsorlerini
icermektedirler. AGE olusumunda etkili faktorler; proteinlerin yapim yikim hizi, hiperglisemi

derecesi ve gevresel oksidan sistemin miktar1 ve yayginligidir.

AGE’ ler temelde diyabet komplikasyonlarinda iki sekilde rol almaktadirlar. Bunlardan

birincisi, 0zellikle ekstraselliiler matriksin yapisin1 ve fonksiyonlarin1 bozmak, ikincisi ise;
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AGE’lerin bir takim hiicrelerde bulunan reseptorlerine baglanmasi sonucunda gesitli sinyal

yolaklarini aktive ederek g¢esitli transkripsiyon faktorlerinin ve sitokinlerin Ssentezine ve

salmmmina yol acgarak pek ¢ok metabolik degisiksliklere neden olmalaridir (Wolf 1987,

Mullarkey ve ark. 1990,

Baynes 1991, Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Shimoike ve ark.

2000, Assar 2013, Poulsen ve ark. 2013).
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Sekil 2. 6. Karbonil bilesikler ve AGE’nin olusum mekanizmalar1 (Parmaksiz, 2011).
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2.2. 2.Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
cevrilir. Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit lizerinden son derece
reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile sonug¢lanir. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu
NADH’nin aciga ¢ikmasina yol agar. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu
ile ATP tiretimi icin gerekli enerjiyi saglamak iizere kullanilir. Solunum zincirindeki bu
reaksiyon sirasinda siiperoksit radikali aciga ¢ikar. Yiiksek glukoz konsantrasyonu varliginda
bu yolla siiperoksit radikal iiretimi artar. Mitokondri solunum zinciri basglica hiicre i¢i ROS
iiretim kaynagidir. Normal solunum zinciri olaylar sirasinda stirekli olarak siiperoksit radikali
olustugu disiiniilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, diyabetteki patolojilerin
birgogunun artmis mitokondriyal ROS iiretimi ile iligkili oldugunu gostermektedir (Mullarkey

1990, Kuyvenhoven ve Meinders 1999).

Ozet olarak; diyabetik kosulda gdzlenen hipergliseminin, proteinlerin enzimatik olmayan
glikasyonuna ve poliyol yolunu i¢ine alan kompleks mekanizmalar sonucu serbest radikallerin

olugmasina neden oldugudur.

Diyabetik kosulda oksidatif stresin diger bir nedeni de hiperlipidemi ve antioksidan
mekanizmalarda goriillen degisimler olduguna goére hem glisemik kontrol, hem lipit
diizeylerinin kontrolii hem de antioksidan mekanizmalar, diyabetik kosulda olduk¢a 6nem
kazanmaktadir. Bu metabolik siire¢ degerlendirildiginde tibbi ilag tedavisi yaninda alternatif

destek tedavi i¢in yaklasimlar her gecen giin ¢ogalmaktadir.
2.3. Oral Antidiyabetik Tedavi, Saksagliptin

Tip 2 diyabette beslenme tedavisi ve yasam tarzi degisikligi ile plazma glukozunun
ayarlanamadig1 durumlarda tedaviye oral antidiyabetikler eklenir. Kan sekerini kontrol altinda
tutmaya yarayan oral antidiyabetik ajanlar genel olarak insiilin sekresyonunu arttirma veya
karbonhidrat absorbsiyonunu azaltma yoluyla etki gosterirler. Inkretin temelli ajanlarm

glukagonu baskilayici etkisi de bulunmaktadir.

Tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan oral antidiyabetikler genel olarak dort grupta

smiflandirilmaktadir.
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2.3. 1. Pankreastan Insiilin Salgilatan Ajanlar (Insiilin Sekretegoglari)

Bu grupta pankreas-B hiicrelerinden insiilin salinimini arttiran siilfoniliireler ile glinidler

bulunmaktadir.

1. Siilfoniliireler: Uzun yillar boyunca tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmig en eski grup oral
antidiyabetik ajan (OAD) lardir. B hiicreleri tizerindeki 6zel reseptorlerine (ATP- bagimli
potasyum kanallar1) baglanarak pankreastan insiilin salgilanmasini arttirarak etki gosterirler.
Tim siilfoniliireler etkilerini gosterebilmek igin insiilin salgilama kapasitesi olan bir

pankreasa ihtiya¢ duyarlar.

2. Glinidler: Pankreas [ hiicrelerinde siilfoniliireler ile benzer bigimde, ATP- bagiml
potasyum kanallar1 tizerinden farkli reseptorler araciligi ile insiilin sekresyonunun 1. fazini
arttirarak etkilerler. Bu nedenle etkileri hemen baslar ancak etki siireleri kisadir. Ozellikle

tokluk kan glukozu iizerine belirgin etki gosterirler.
2. 3. 2. Insiilin Duyarlastiric1 Ajanlar

Bu grupta insiilin direncini azaltan biguanidler ve tiazolidindionlar bulunmaktadir.
Biguanidler agirlikli olarak karacigerde, tiazolidindionlar ise daha ¢ok yag dokusunda insiilin

duyarhiligini arttirict etki gosterirler.

1. Biguanidler (Metformin): Hem karacigerin hem de periferik dokularin insiiline duyarliligin
arttirir. Karacigerde hem glukoneogenezi hem de glukojenolizi baskilar. Kaslarda ise instilin
reseptOr tirozin kinaz aktivitesini, GLUT 4 sayisin1 ve glukojen sentezini arttirarak etkili

olmaktadir. Daha belirgin olarak aclik kismen de tokluk kan glukozunu diisiiriir.

2. Tiazolidindionlar (Glitazonlar): Peroksizom prolifator- aktif reseptér-y (PPAR- v)
agonistleridir. PPAR aktivasyonu ile insiiline cevap veren genlerin transkiripsiyonunu
diizenlerler. Bu gruptaki ilaglar 6zellikle iskelet kasinda olmak iizere periferik dokularin

insiilin duyarliligini arttirarak etkili olurlar.
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2. 3. 3. Barsaklardan Glukoz Absorbsiyonunu Azaltanlar

Bu gruptaki ilaglar alfa-glukosidaz inhibitorleri olarak adlandirilirlar. ince bagirsakta a-
glukosidaz enzimlerini inhibe ederek karbonhidrat emilimlerini geciktirirler. Tokluk

hiperglisemi tedavisinde etkilidirler (Holst 2004).
2.3. 4. Inkretin Etkisini Arttiranlar (DPP-IV inhibitorleri) ve Saksagliptin

Intestinal peptidler, postprandial insiilin sekresyonunun regiilasyonunda rol almaktadur.
Bununla ilgili olarak yapilan ¢alismada, pankreas beta hiicrelerinden oral glukoz yiiklemesi
sonucunda insiilin sekresyonunda gozlenen artisin, es dozda glukozun intravendz olarak
verilmesinden sonra salman insiilin diizeyinden daha fazla oldugu gosterilmistir. “Inkretin
etki” denen intestinal hormonlarin bu instilinotropik etkileri 6zellikle glukagon benzeri
peptid-1 (GLP-1) ve glukoza bagh insiilinotropik peptid (GIP) tarafindan
gerceklestirilir(Holst 2004). inkretinler (GIP ve GLP-1) gida ile alinan karbonhidratlara cevap
olarak ince bagirsak K ve L hiicrelerinden salgilanirlar.Pankreastan insulin salgisini arttirirlar,
gastrik bosalmay1 yavaslatirlar. Tip 2 DM’ de artmis olan postprandial glukagon salgisini
baskilarlar ve merkezi sinir sistemi {izerine olan etkileriyle gida alinimini azaltirlar (Sekil

2.7).
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Sekil 2. 7. GLP-1 ve GIP’ in Etkileri

Bu grup ajanlar i¢cinde GLP-1 analoglar1 ve dipeptidil peptidaz IV (DPP-1V) inhibitorleri yer
almaktadir. Saksagliptin bu inhibitorlerden biridir (Chacra 2010, Scheen 2012) (Sekil 2. 8).
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Sekil 2. 8. Saksagliptinin kimyasal yapis1 (Nauck ve ark 1993)

Endojen GLP-1 ve GIP’ in hizla (2 dakikadan daha kisa bir siire i¢ginde) DPP-IV araciligi ile
metabolize oldugu bilinmektedir. GLP-1" in faydali etkilerini elde edebilmek i¢in DPP-IV’ e
direngli eksojen GLP-1 analogu uygulanmasi ya da DPP-IV’ ii inhibe eden spesifik enzim
inhibitorlerinin kullanilmasi gerekir. Oral DPP-IV inhibitorlerinin gelistirilmis olmasiyla
ortaya ¢ikan GLP-1 ve GIP diizeylerindeki artis fizyolojik glukoza bagimli olarak insulin ve
glukagon tizerinden antidiyabetik etkinin olusmasini saglar (Tahara ve ark. 2009, Deacon ve
Ahren 2011, Duez ve ark. 2012) (Sekil 2. 9).

Pankreatik beta hiicreleri

Glukoz e ,.,l'I
o T4 ::o

.-.. 6’ Saksagliptin
GLP-1

o GLP-1 benzeri pentid

Glukoz L hiicreleri H‘H‘-‘-‘H :
| — DPP-IV
-
Ince Bagirsak

Sekil 2. 9. Saksagliptinin etkisi (Nauck ve ark 1993)
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DPP-1V enzimi ¢esitli hiicre tiplerinde (bagirsak, epitelyum, karaciger, akciger, plesanta,
bobrek ve proksimal tiibiil) bir prolil proteaz olup, serebrospinal sivi ve kan plazmasi gibi
viicut sivilarinda ¢oziilebilir. DPP-IV enzimi bagirsak GLP-1 hormonunu inaktive eder. Tip 2
diyabette DPP-IV inhibitérii kullanimmin GLP-1" in yikimimi azalltig i¢in dnemli oldugu
vurgulanmigtir(Valk 2007, Matsuyama 2009, Scheen 2012, Kosaraju ve ark. 2013).

Inkretinler (GLP-1
ve GIP

DPP-IV enzimi

Sekil 2.10. inkretin aktivitesinin kisa siireli duraksatiimas1 (Ongylyza, 2011)

Saksagliptin tarafindan

‘ //' DPP-IV” iin inhibisyonu
q‘ )
Ef I

Sekil 2.11. inkretin aktivitesinin devam etmesi (Ongylyza, 2011)

57



Yapilan arastirmalar DPP-IV inhibitdrlerinin nitrik oksit salinimini arttirarak ve kan basincini
diisiirerek kardiyovaskiiler hastaliklarin 6niine gegebilecegini ortaya koymustur (Mason ve

ark 2012).

Bu inhibitorlerin adacik hiicrelerinin glukoza duyarliligini arttirarak glisemik kontrolii
diizenledikleri (Irons ve ark. 2012, Charbonnel ve ark. 2013), karbonhidrat alimi sonrasi
ogliseminin korunmasina olanak sagladiklar1 (Irons ve ark. 2012) ve pankreas B-hiicreleri
tizerine koruyucu etkilerinin oldugu ve diger OAA olan siilfoniliirelerin neden oldugu

hipoglisemi riskini de 6nledikleri belirtilmistir.

GIP, 423 amino asit i¢eren tek bir peptidyapisina sahiptir. Tek bir biyoaktif form seklinde tist
intestinal kanal K hiicrelerinden oral olarak alinan gidalardaki karbonhidrat ve yaglara yanit
olarak salgilanir. Bu nedenle, GIP sekresyonu gida alimina yanit olarak biiyiik artig gosterir.
GLP-1, proglukagon geninin iriiniidiir. Kendisini sentezleyen gen ile pankreasin o-
hiicrelerindeki glukagon geni aynidir. Hatta transkripsiyon ve translasyon sonrasi olusan
proglukagona kadar sentez yolaklari aynidir. GLP-1, intestinal mukozanin en aktif endokrin
hiicreleri olan L hiicrelerinden salinir. GLP-1, iki biyoaktif formda bulunur. Birincisi GLP-1
[7-37] formu ikincisi ise, sirkiilasyondaki predominant aktif formu olan GLP-1 [7-36] amid
seklindedir. Her iki peptidte ayn1 derecede aktiftir, benzer plazma yarilanma omrii vardir ve
ayni reseptOr aracilifiyla aktivitelerini gosterirler. Her ne kadar L hiicreleri dominant olarak
distal intestinde lokalize iseler de GLP-1 gida alimini takip eden dakikalar igerisinde salinir.
Bu ani salimim, gidalarin proksimal gastrointestinal kanala gelmesiyle uyarilan noral ve
endokrin faktorler tarafindan kontrol edilir. Bu etki gidalarin L hiicrelerini direkt stimiile

etmesinden daha 6nemlidir (Gautier ve ark 2005).

Sirkiilasyondaki GIP ve GLP-1 diizeyleri aglikta ¢ok diisiiktiir ancak gidalarin alinmasiyla
birlikte artar. GIP ve GLP-1 ¢ok hizli bir sekilde DPP-1V ile yikilir edilir ve inaktif formlar
olan GLP-1 [9-36] amid, GLP-1 [9-37]’den olusur. DPP-1V yogun bir sekilde villuslardaki
kapillerlerin vaskiiler endotelinden salinir. Bu bulgular da GIP ve GLP-1 in daha portal

sirkiilasyona gelmeden tamamen inaktive oldugunu desteklemektedir.
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GIP insanlarda ve deney hayvanlarinda glukoz bagimli insulin sekresyonunu arttirir. GIP [7-
30] amid ile yapilan ¢alismalarda, GIP’insiilin salinmasini etkiledigi rapor edilmistir. Ayrica
GIP reseptor gen delesyonu yapilan siganlarda glukoza karsi intolerans gelistigi bulunmustur

(Miyakawi ve ark. 1999).

Deneysel ¢alismalar, GIP’in adipoz dokuda yag metabolizmasmi etkiledigini
desteklemektedir. GIP’in etkileri arasinda, yag asitlerinin, insiilinle uyarilan trigliseritlerin
yapisina katilmasini arttirmak, lipoprotein lipaz aktivitesini etkileyerek yag asit sentezini

uyarmak, pankreas beta hiicre proliferasyonunu uyarmak sayilabilmektedir.

GLP-1, izole langerhans adaciklarinda glukozla indiiklenen insulin sekresyonunu stimiile
eder. GLP-1’ in insulin gen transkripsiyonunu ve pankreas beta hiicrelerinde insulin
biyosentezinin biitlin basamaklarinda etkili oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda perfiize
pankreas adacik hiicrelerinde glukagon sekresyonunu baskilar. GLP-1’in glukagon
sekresyonunu inhibe eden mekanizmalar1 tam olarak ac¢ik olmamakla birlikte inhibitor etkisini
indirekt olarak insiilin araciligiyla yaptig1 diistiniilmektedir. GLP-1"in glukagon sekresyonunu
inhibe etmesi yiikselen plazma glukozu degerlerini diizenlemede 6nemli olabilir. GLP-1’in
gastrointestinal sekresyon ve motilitesi iizerine Ozellikle gastrik bosalma {izerine inhibitor
etkileri gosterilmistir. GLP-1"in saglikli goniilliilere fizyolojik dozlarda verilmesi sonucunda

gastrik bosalmanin ve glukoz absorbsiyonunun azaldigi gézlenmistir.

Cesitli hayvan deneyleri ¢alismalart GLP-1" in pankreas beta hiicre kiitlesini arttirdigini
gostermektedir. Ayrica GLP-1’in siganlarda beta hiicre replikasyonunu ve hiicre kiiltiirlerinde

DNA sentezini arttirdig1 saptanmistir.

Saglikl bireylerde GIP ve GLP-1 in inkretin etkilerinin ortaya ¢ikmasi tip 2 diyabette inkretin
defektleri olasiligini analiz etmeyi giindeme getirmistir. Teorik olarak bu defekt inkretin

hormonlarinin bozulmus sekresyonu ve/veya hizlanmis metabolizmalarindan olabilir.

Tip 2 diyabette GIP sekresyonununun arttigini, normal kaldigini veya azaldigimi gosteren
calismalar vardir. Calismalar bozulmus GLP-1 sekresyonunun diyabetin nedeni degil sonucu
olabilecegi goriislinli ortaya ¢ikarmistir (Vaag ve ark. 1996) . Yapilan bir calismada GIP ve
GLP-1 tip 2 diyabetlilere verildiginde, normallerle karsilastirildiklart zaman GIP’in
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insulinotropik etkilerinin tamamen kayboldugu, GLP-1 in yanitinin kontrollere benzer oldugu

saptanmistir (Nauck 1993).

Tip 2 diyabette GLP-1 sekresyonunun belirgin azalmasi ve GIP’ in ikinci faz insiilin
sekresyonunu uyarici etkisinin kaybolmasi, tedavide GLP-1 in ilave olarak kullanilabilecegi
hipotezini ortaya ¢ikarmistir. GLP-1 uygulanmasinin tip 2 diyabet tedavisinde oldukca etkili
oldugu, glisemik kontrolii sagladigi, insiilin duyarliligini ve beta hiicre performansini
arttirdiginin saptanmasi iizerine tedavi olarak inkretinler 6nemli bir yere gelmistir. Ancak
GLP-1, DPP-1V ile siiratle metabolize edildigi i¢in klinik kullanimi pratik degildir. Bunun
yerine rezistan hormon analoglari, GLP-1 reseptor agonistleri ya da DPP-IV inhibitérleri
gelistirilmistir. DPP-IV inhibitorleri pek ¢ok biyoaktif peptidin yikimini onler ve bdylece
etkisini uzatir. Bunlardan sitagliptin ve vildagliptin klinik caligmalar1 tamamlanmis ve
kullanima girmis ilaclardir. Saksagliptin ile ilgili klinik ¢aligmalar devam etmektedir (Fehman

ve ark. 1995, Weber 2004).

Saksagliptin ile yapilan ¢aligmalar arastirildiginda, saksagliptinin tek bir oral alimindan 24
saat sonra DPP-IV enzim aktivitesini inhibe ettigi, inkretin hormonlarin (GIP ve GLP-1)
seviyelerini ve insiilin sekresyonunu arttirdil, postprandiyal hiperglisemiyi azalltigi

goriilmistiir (Kosaraju 2013).

2. 4. Olea europaea (Zeytin)

Zeytin agact (Olea europaea) Oleaceae familyasina ait herdem yesil bir bitkidir. Zeytin
yapraklar1 binlerce yil Once insanlar tarafindan hastaliklarin tedavisinde ¢are olarak
kullanilmistir. Son yillarda diinyada, dogal organik bitkiler iizerindeki aragtirmalar gittikce
onem kazanmaktadir. Ozellikle Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii zeytin yapraginmn 21.
ylizyilin en 6nemli dogal antimikrobiyal, antiviral bir etkiye sahip ¢ok onemli bir bitki

oldugunu belirtmistir (Micol ve ark. 2005, Bock 2013).
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Zeytin; fenil asitler, flavanoidler ve sekoiridoitler gibi farkli fenolik bilesikler igermektedir.
Bugiine kadar zeytin yapraginda 101 madde saptanmistir. Zeytin yapraginda bulunan

maddeler zeytin ¢esidi, uygulanan tedbirler, yetistigi bolgeye ve hasat zamanina gore

farkliliklar gostermektedir.

Sekil 2. 12. Olea europaea (Zeytin)

Oleuropein (Sekil 2.13) yapragin en etken fenolik bilesigidir. Bu bilesik ayn1 zamanda
terapotik etkiye sahip sekoiridoit bir glukozit olup ham ve islenmemis zeytinin ac1 tadindan
sorumludur. Zeytin yapragi ¢ay ya da ekstrakt formunda alindiginda oleuropein insan
viicudunda bulunan iki enzim tarafindan (esteraz ve p-glukozidaz) elenoik aside
doniistiiriiliir.Bu bilesik giiglii bir antibakteriyal etkiye sahiptir, 6zellikle patojen bakteriler
tizerinde oldiriicii bir etki yapar. Bu ozelligi ile viicudun bagisiklik sisteminde sogan ve

sarimsak ile benzer etki gostermektedir.
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Sekil 2. 13. Oleuropeinin kimyasal yapis1 (Al- Azzawie ve Alhamdani, 2006).
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B-glukozidaz enzimi ile oleuropeinin hidrolizi iki asamada gerceklesmektedir. Birinci
asamada oleuropeinin glukozidik baglari B-glukozidaz enzimi tarafindan hidrolize edilir ve
oleuropein aglikon ile glukoz olusur. ikinci asamada ise olusan aglikon esteraz aktivitesi ile

elenolik asit ve hidroksitirozole doniisiir.

Hidroksitirozol olarak bilinen 3,4-Dihidroksifenil, oleuropeinin baslica yikim triintidiir.
Zeytinin olgunlasma ya da islenme silirecinde (0r: zeytinyagi eldesi) hidroksitirozol
konsantrasyonu artmakta, oleuropein konsantrasyonu ise azalmaktadir (Al- Azzawie ve
Alhamdani M. 2006).

Zeytin yapraginin; giiclii antioksidan ve antimikrobiyal, kan glukozunu ve kolesterolii
diisliriicti, immiin sistemi gili¢lendirici, kan basincini dengeleyici, cilt yaslanmalarina karsi
koruyucu etki gosterdigi rapor edilmis olup, antioksidan etkisinin C vitamininden, yesil
caydan ve {iziim ¢ekirdeginden daha fazla oldugu belirtilmistir (Micol ve ark. 2005, Bock ve
ark. 2013).

Diyabetik hastalarda yiiksek kan glukozu, proteinlerle reaksiyona girerek serbest oksijen

radikallerinin olusumuna yol agabilir (proteinlerin glukozillenmesi).

Oleuropein verilen diyabetik tavsanlarda oksidatif stresin gostergelerinden, ylikselen
malondialdehit (MDA) seviyesinin oleuropein uygulamasindan sonra anlamli olarak azaldig

ortaya konmustur (Al-Azzawie ve ark. 2006).

Yapilan calismalarda diyabette azalan anitoksidan aktivitenin (GPx, GRx, SOD, CAT,
GSH,a-Tokoferol, Askorbik asit, B- karoten), oleuropein tedavisinden sonra anlamli olarak

arttig1 ve kontrol degerlerine yaklastig1 ortaya konmustur (Al-Azzawie ve ark. 2006).

Ginliik 350 tnite insiilin alan 15 yasindaki geng diyabetikler bir ay siire ile zeytin yapragi
ekstresi aldiktan sonra giinlilk insiilin gereksinimleri 220 iinite olarak saptanmistir

(Samuellson 1951).

Diyabetik hayvanlarda yapilan bir calismada Ozellikle kis aylarinda toplanan zeytin
yapraklarinin maksimum hipoglisemik etki gosterdigi ortaya konmustur (Gonzalez ve ark.

1992).
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Alloksan ile diyabet olusturulan tavsanlara, 16 hafta siiresince kurutulmus zeytin
yapraklarindan elde edilen oleuropein giinliik oral doz 20 mg/kg olarak verildikten sonra, kan
glukoz seviyesinin oleuropein alan diyabetik tavsanlarda 8. haftadan itibaren kontrol diyabetik

tavsanlara gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir (Al-Azzawie ve ark. 2006).

Streptozotosin verilerek doku hasari olusturulan siganlarda, zeytin yapragi hasarli dokular
tizerinde 6nemli bir onarim yaptig1 ve aspartat aminotransferaz, iire ve kolesterol seviyelerini

diisiirdiigii saptanmistir (Onderoglu ve ark. 1999).

Yapilan calismalar oksidatif stresin lipit peroksidasyonu baglatarak aterosklerozisin
olugmasini tetikledigini gostermektedir. Antioksidanlar ise lipit peroksidasyonu engelleyerek
LDL oksidasyonunu onlemektedir. Epidomiyolojik c¢aligmalarda Akdeniz diyetiyle
kardiyovaskiiler hastaliklarin diigiik insidansi arasinda direkt bir korelasyon oldugunu ortaya

konmaktadir (Tripoli ve ark. 2005).

Zeytin yapraginda bulunan oleuropein ve hidroksitirozoliin oksidatif siireci geciktirdigi, LDL
oksidasyonunu ve aterosklerozda 6nemli risk faktorii olan yiiksek kolesterolii diistirdiigii ve
bunun sonucunda kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynadig: ortaya

konmustur (Visioli ve ark. 1995, Benkhalti ve ark. 2002).

Zeytin yapraginda bulunan hidroksitirozoliin insan eritrositlerinde hidrojen peroksit (H,O;)
tarafindan olusturulan oksidatif degisikliklere etkisinin arastirildig1 ¢calismada, in vitro olarak
hidroksitirosole maruz birakilan eritrositlerde hidroksitirozoliin oksidasyonu oOnledigi ve
peroksitlerin olusturdugu sitotoksisiteye karst koruyucu oldugu ortaya konmustur (Manna ve
ark. 1999).

Normal ve hiperkolesterolemik beslenen iskemili tavsanlarda oleuropein alan (10-20 mg/kg-
giin) gruplarda kontrol gruplarina goére, plazma lipit peroksidasyonu ve protein karbonil
gruplarinin, total kolesterol ve trigiliserit konsantrasyonlarinin azaldigi saptanmistir

(Andreodou ve ark. 2006).

Zeytin yapraginda bulunan oleuropeinin insan embriyonik fibroblastlarinda hiicre i¢i reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini azalttig1 ortaya konmustur (Katsiki ve ark. 2007).
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Zeytin yapragi ile yapilan ¢aligmalar ¢ekirdegin daha ¢ok kompleksglukozidik yapilardan
olustugunu ve en baskin glukozidik bileseninin niizhenit oldugunu ortaya koymaktadir
(Tripoli ve ark. 2005).

2.5.  Silybum marianum (Deve dikeni)

Silybum marianum (Devedikeni) Asteraceae familyasi iiyesidir, 30-100 cm yiikseklikte bir
bitkidir. Yapraklar1 disli ve dikenlidir. Giinlimiizde daha ¢ok tohumlar1 kullanilmaktadir.
Tohumlar1; yag, nisasta, tanen ve flavono-lignan tiirevi bilesikler (silimarin) ve silibin,
isosilibin, silidianin ve silikristin igerirler (Chtourou ve ark. 2010, Sheela ve ark. 2013)
(Sekil 2. 13). Silybum marianum karacigerde toksik maddeleri pargalar ve atimini saglar,
dokulart korur, gii¢lii bir antioksidan ve hepatoprotektif bir ajandir. Tip 2 diyabetlilere
uygulanan silimarinin hiicre membran lipoperoksidasyonunu azalttig1, insiilin direncini
diistirdiigii ve eksojen insiilin alinimimi azalltigi ortaya konmustur (Velussi ve ark. 1997,
Matsuda ve ark. 2005, Fallah Huseini ve ark. 2006, Sheela ve ark. 2013). Diyabetli hastalarda
artmis peroksidasyonun hiicre yaglanmasia ve uzun dénem diyabetik komplikasyonlara yol
actig1 diistiniiliirse, silimarin radikal siipiiriicii etkisiyle bu olumsuz etkileri hafifletmektedir.
Yine diyabetli hastalarda kan gkukoz, HbAlc, glukoziiri, eritrosit MDA ve trigliserit
seviyelerini ve insiilin ihtiyacini azalttigi, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini

yikselttigi bulunmustur (Velussi ve ark. 1997, Matsuda ve ark. 2005).

Sekil. 2. 14. Silybum marianum (Deve dikeni)
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Sekil 2. 15. Silymarinin kimyasal yapis1 (Velussi ve ark 1997)

Alloksanla diyabet olusturulmus farelerle yapilan bir calismada silimarinin, pankreatik lipit
peroksidasyonundaki artis1 engelledigi ve kan glukozundaki artis1 yavaslattigi bulgusu elde
edilmistir (Fallah Huseini ve ark. 2006). Bu etki silimarinin antioksidatif &zelliginden
kaynaklanabilir. Ayni1 zamanda, diyabetli hayvanlarin karacigerinde SOD, glutatyon ve GSH-
Px aktivitesini arttirdig1 ortaya konmustur (Soto ve ark. 2003). Silybum marianum ekstrakti
verilen diyabetli hastalarda HbAlc ve kan glukoz seviyelerinin azaldigi bulunmustur.
Silimarinin kan glukoz diisiiriici mekanizmas1 ¢ok acik olmamakla birlikte, hiicresel
glutatyonu ve antioksidan enzimleri arttirict ve membran stabilize edici 6zelligi vardir

(Matsuda ve ark. 2005).

Yapilan caligmalar, silimarinin antioksidan etkilerinin, antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonunu ve SOD, GSH-Px, katalaz gibi serbest radikal hasarlarma karsi koruma
mekanizmalariin ¢ogunu arttirma yoluyla gerceklestirdigini gostermektedir (Karimi ve ark.
2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3. 1. Deneyde Kullamlan Hayvanlar:

Deneyde Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezi’ nden
saglanan 100 adet 300- 350 g agirliginda Wistar tiirii eriskin erkek siganlar kullanildi.
Sicanlar deneysel ¢alismaya baslamadan 20 giin &nce 1s1s1 18°C- 22°C arasinda sabit
tutulan 6zel odaya alindilar. Dort sican 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, n=10 si¢gandan olusmak {izere on gruba ayrildi

Grup 1: Normal kontrol siganlar (K)

Grup 2: Oral olarak Olea eruopea ekstraktr alan normal si¢anlar (K + OEE)
Grup 3: Oral olarak Silybum marianum ekstrakti alan normal si¢anlar (K + SME)

Grup 4: Oral olarak Olea eruopea ve Silybum marianum ekstrakti alan normal siganlar
(K + OEE + SME)

Grup 5: Diyabetik kontrol siganlar (D)

Grup 6: Oral olarak Saksagliptin alan diyabetik si¢anlar (D + S)

Grup 7: Oral olarak Olea eruopea ekstrakti alan diyabetik siganlar (D + OEE)

Grup 8: Oral Silybum marianum olarak ekstrakti alan diyabetik siganlar (D + SME)

Grup 9: Oral olarak Olea eruopea ve Silybum marianum ekstrakti alan diyabetik sicanlar
(D + OEE + SME)

Grup 10: Oral olarak Saksagliptin, Olea eruopea ve Silybum marianum ekstrakti alan
diyabetik siganlar(D + S + OEE + SME)
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Calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezinin etik

kosullarina uygun olarak planlandi.

3. 3. Diyabetin Olusturulmas1 ve Saksagliptin, Olea europea ve Silybum marianum
Ekstrakt1 Tedavisi:

Tip 2 diyabet, serum fizyolojikte ¢6ziilen nikotinamidin (45mg/kg). intraperitoneal
enjeksiyonundan 15 dk sonra pH’ 1 4.5 olan 20 mM sodyum sitrat tamponu icerisinde
¢oziilen STZ (streptozotosin) in (65mg/kg) sicanlara tek doz intraperitoneal enjeksiyonu ile
olusturuldu (Masiello ve ark. 1998). Kontrol grubu siganlarina da tek doz intraperitoneal
sitrat enjeksiyonu yapildi. Deney grubunu olusturan sicanlardan enjeksiyondan 48 saat
sonra kuyruklari kesilerek kan glukoz diizeyleri tayin edildi. Siganlarin kan glukoz seviyesi
> 200 mg/dL olarak saptandiginda diyabetik olduklar1 diisiiniilerek deneysel g¢alisma
baslatildi.

Saksagliptin 1.5 mg/giin, ticari olarak satin Olea europea ve Silybum marianum
ekstraklari(Kale Naturel, Edremit,Balikesir) %10 oraninda igme suyuna 5 hafta siire ile ilave

edilmistir.

Diyabet olustuktan bir hafta sonra 6. gruptaki (D + S) si¢anlara 1.5 mg/giin saksagliptin, 7.
grup (D +OEE) taki ve grup 2 (K + OEE) deki siganlara %10’luk Olea europaea ekstrakti,
8. Grup (D + SME) taki ve grup 3 (K + SME) deki siganlara %10°luk Silybum marianum
ekstrakti, 9. grup (D + OEE + SME) taki ve grup 4 (K + OEE + SME) deki si¢anlara
%10’luk O. europaea ve %10’luk S. marianum ekstrakti, grup 10 (D + S + OEE + SME)
daki sicanlara 1.5 mg/giin saksagliptin, %10’luk O. europaea ve %10’luk

S. marianum ekstrakt1 5 hafta siire ile igme suyuna eklendi.

Ieme sular giinliik olarak hazirlanip 24 saatlik siv1 tiiketimi takip edildi. Ayrica deney siiresi
olan 5 haftalik siire i¢cinde siganlarin yem tiiketimleri giinliik olarak, kan glukoz diizeyleri ve
vicut agirliklart ise haftada bir kez olmak iizere dlgiildii.Kan glukoz diizeyleri si¢anlarin
kuyruklar1 kesilerek aliman kanda glukometrede glukostix stripleri kullanilarak (Abbot
Glucometer Medisense Products, USA) o6l¢iildii.
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3. 4. Orneklerin Toplanmasi

Deney siiresi bitiminde anestezi altinda olan siganlarin kalplerinden ponksiyonla alinan kan
ornekleri, bir kuru tiip, bir heparinli ve iki EDTA’l1 tiipe alindi. GSH-Px i¢in heparinli tiipten
300 ul ve SOD i¢in hemogram tiiptinden (EDTA’l1)) 500 ul tam kan ayrildi. Diger kan
ornekleri 1500 rpm’ de 10 dakika santriflij edilerek serum ve plazmalar1 ayrildi. Hemen
calisilmayacak olan parametreler [serum PON, arilesteraz, GLP-1, GIP, plazma MDA
(malondialdehit), TK, TG, HDL, TK] igin ayrilan ornekler -20 °C’ de saklandi. SOD ig¢in
hazirlanan numuneler (0,5 mL EDTA’l tam kan alindi ve 3000 rpm' de 10 dakika santrifiij
edilerek plazmasi ayrildi ve aspire edildi. Kalan eritrositler, her yikamada 3 mL % 0,9 NaCl
kullanilarak 4 defa yikandi ve eritrosit paketi seklinde saklandi), GSH-Px (heparinli tam
kandan) buzdolabinda saklanarak 3 giin i¢inde ¢alisildi. Kalp, kas, karaciger, ve iskelet kast
dokulart kan aliminin hemen ardindan ¢ikartilarak, serum fizyolojik ile yikandi ve
calisiincaya kadar -20 °C’ de saklandi. Serum insiilin diizeyleri radioimmunoassay
(Diagnostic Products Corporation, USA) ile, plazma GIP ve GLP-1 ELISA yontemiyle
ol¢iildii

3. 5. Aracg ve Gerecler

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)

Karstirict (vorteks), "Heidolph" (Almanya)

Otomatik pipet (10 pL), "Gilson" (ABD)

Otomatik pipet (20 pL), "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" (Tirkiye)
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Elisa okuyucu "Biotek Epoch*(China)
Inkiibator "Niive" (Tiirkiye)

Buzdolab1 “Argelik” (Tiirkiye)

Abbot Glucometer Medisense Products (ABD)
Kantar (Tiirkiye)

3. 6. Ticari Kitler

Kolesterol, "Randox Lab."(Ingiltere) Lot.no:1132 F, Kat.no : CH200

SOD (Ransod), "Randox Lab." (ingiltere) Lot.no:0019 J, Kat.no: SD125
GSH-Px (Ransel), "Randox Lab." (ingiltere) Lot.no:1764 J, Kat.no : RS504
GLP-1 ve GIP , “USCN Life Science Inc.” Lot no: 9001: 2008

3. 7. Kimyasal Malzemeler

1. 2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) (>% 98), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T 5500
2. n-Biitil alkol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : S 15,467-9

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

4. Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no:D9286
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 kloriir, "Merck" (Almanya) Kat.no : 2389

9. Gilisin, "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. E vitamini standarti: a-tokoferol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T-3251
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18. Potasyum kloriir, "Merck" (Almanya) Kat no. 4935

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

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

21. Asetik asit, “Kimetsan” (Tiirkiye) Kat no. KIM-AA/01GC
22. Piridin, “Merck” (Almanya) Kat no. 7462

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

24. Saksagliptin

25. Olea europaea ekstrakti (Kale firmasi, Edremit)

26. Silybum marianum ekstrakti (Kale firmasi, Edremit)

3. 8. Yontemler

3. 8. 1. Serum Total Kolesterol, HDL-K ve Trigliserit Ol¢iimii
Serum lipit (kolesterol, HDL-K ve trigliserit) diizeyleri, kantitatif elektrolit tayini yapilan
Abbott C16000 otoanalizorde dlgiildii.

3. 8. 2. Plazma GLP-1 ve GIP Diizeyleri Ol¢iimii

Inhibisyon enzimlerin immunoassay teknikle dlgiilmesi prensibine dayanir. Mikro kuyucuklu
plakaya, sigan GLP-1 ve GIP 6zel monoklonal antikorlar1 yerlestirildi ve iizeri kaplandi.
Standart ya da numuneler ile 6zel antikorlar arasinda inhibisyon reaksiyonu baglatildi.
Inkiibasyondan sonra serbest konjugatlar yikandi. Daha sonra her bir kuyucuga horseradish
peroksidaz (HRP) eklenerek ve inkiibe edildi. Numunelerdeki GLP-1 ve GIP yogunlugu HRP
konjugat miktar1 ile ters orantilidir. Daha sonra substrat soliisyonu ekledikten sonra, ortaya
cikan renk yogunlugu numunelerdeki GIP konsantrasyonu ile ters orantili olarak gelisir.

Kuyucuklar 450 nm’de okunarak konsantrasyonlar belirlenirdi.

3. 8. 3. Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢iimii

SOD aktivitesi kit (Ransod) kullanilarak 6lgiildii. 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
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gelir. Boylece INT ile reaksiyona giren O, miktar1 azaldig1 icin reaksiyon inhibe olur.
Burada SOD aktivitesinin 0l¢iimii, yukaridaki reaksiyonun inhibisyon derecesinin

Olciilmesine dayanmaktadir. A¢iga ¢ikan pembe renk SOD aktivitesi ile ters orantilidir.

Avyiraclar :

1- 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0): 0.68 g KH,PO, ve 0.71 g Na,HPQ, tartilarak 9 dL distile

suda ¢0ziildii ve pH’1 kontrol edilip 1 L’ ye tamamlandi.

2- Ransod substrat: Ksantin 0,05 mmol/L, I.N.T. 0.025 mmol/L

3- Ransod tampon: CAPS 40 mmol/L , pH 10.2 ; EDTA 0.94 mmol/L
4- Ransod XO: 80 U/L

5- Ransod standart: 5.4 U/mL

SOD aktivitesi 6l¢iimii i¢in, 0.5 mL tam kanin eritrosit paketi alind1 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. Bdoylece ilk basta alinan
0.5 mL tam kan 100 defa sulandirilmis oldu. Deney 37° C' lik sartlarda gergeklestirildi.

Tipler kanistirildr ve 30 saniye bekledikten sonra her bir tiip i¢in spektrofotometrede 505 nm
dalga boyunda absorbans sifirlandi ve tam 3 dakika sonra son absorbans kaydedilerek AA/dk
hesaplandi. SOD aktivitesi, iki seri standart ¢ozeltisi hazirlanarak elde edilen standart egri

grafigi iizerinden kit katalogunda tarif edildigi gibi hesaplandi.
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Cizelge 3. 1. Eritrosit SOD Aktivitesinin Ol¢iimii, Deneyin Yapilist

Ayirac Korii Standart Ornek
Fosfat tamponu 25 uL - -
Diliie hemolizat - - 25 ulL
Standart - 25 uL -
Substrat 850 pL 850 uL 850 uL
Karistirildi.
Ksantin Oksidaz 125 uL 125 uL 125 uL

3. 8. 3. Eritrosit GSH-Px Aktivitesinin Ol¢iimii

GSH-Px aktivitesi kit (Ransel) kullanilarak 6l¢iildii. 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 déniismektedir. Bu esnada 340 nm deki absorbans azalmasi

(AAbs) GSH-Px aktivitesi ile dogru orantilidir.

Avyiraglar:

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 sulandirict 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.
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Deneyin Yapilisi:

GSH-Px aktivitesinin Ol¢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
ayiract ile karigtirilldi. Bu karisim en ge¢ 20 dakika iginde kullanildi. 1 mL Ransel ayiraci
lizerine yukaridaki karisimdan 20 pL konuldu. 37 °C lik su banyosunda 5 dakika
bekletildikten sonra reaksiyonu baslatmak i¢in lizerine kiimenhidroperoksit ¢ozeltisinden 40
uL ilave edildi. Tam 1 dakika sonra baslangi¢c absorbansi kaydedilerek siire baslatildi. 1.
dakika ve 2. dakikada absorbanslar kaydedildi ve dakikadaki absorbans azalmasi (AAbs/dK)
hesaplandi. Kor olarak ¢alisma ¢ozeltisine 6rnek yerine 20 uL distile su konuldu. Absorbans

Ol¢iimleri spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda yapildi.

Hesaplanma:

Numune aktivitesi kor aktivitesinden ¢ikarildi ve ¢ikan sonug 41 ile ¢arpildi. U/L enzim
aktivitesini veren bu deger numunenin Drabkin ayiract ile Ol¢iilmiis g/L cinsinden

hemoglobin degerine boliinerek hesaplandi (Ref;Ransel kit).

3. 8. 4. Serum Paraoksonaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Paraoksonaz aktivitesi Ol¢iimii 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 CaCl; ve 1.0 mM paraokson iceren 2,5 ml’lik karigima 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 cm™)
Olciildii. Paraokson’un non-enzimatik kendiliginden hidroliz orani ayira¢ korti kullanilarak
saptand1 ve bu deger diisiilerek gercek absorbans degeri elde edildi. Bir {inite paraoksonaz
aktivitesi 1 dakikada 1 pmol p-nitrofenol olusturan enzim aktivitesi olarak tanimlandi ve

serum PON aktivitesi iinite/litre (U/L) seklinde ifade edildi.
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3. 8. 5. Serum Arilesteraz Aktivitesinin Olciimii

Arilesteraz aktivitesi 6l¢iimii Eckerson ve arkadaslarinin (1983) yontemine gore  yapildi.
Reaksiyon karisimi pH:8.0’de 9.0 mM tris (hidroksimetil) aminometan/HCI tamponu iginde
0.9 mM CaCl, ve 1.0 mM fenilasetat igeriyordu. Reaksiyon 2.5 mL tampon/substrat
ayiracina 1:3 oraninda tamponla sulandirilmis 16,66 uL 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 cikan fenol miktar
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.

3. 8. 6. Doku (Kalp, Karaciger, Bobrek ve Kas) MDA Diizeyi Ol¢iimii
Doku MDA diizeyi 6l¢limii Ohkawa ve arkadaslarinin (1979) tanimladigi yonteme gore
yapildi.

Hesaplanma : Numune absorbansi / Standart absorbanst X Standart konsantrasyonu (100
mg/dL) = nmol/mg doku.
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Cizelge. 3. 2. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeyi Olgiimii, Deneyin Yapilisi

Ayirac korii Standart Ornek
0.2 ml. distile su 0.2 ml standart | 0.2g. Homojenat
Sodyum dodesil siilfat 0.2mL 0.2 mL 0.2 mL
Asetik asit 1.5mL 1.5mL 1.5mL
TBA 1.5mL 1.5mL 1.5mL
Distile su 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL
e Vortekslendi. 60 dk kaynatild. Buzlu suda Sogutuldu.
Distile su 1mL 1mL 1mL
N-Biitanol / Piridin 5mL 5mL 5mL
e Vortekslendi. 20 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi.
e Ust faz abs. 532 nm’ de kore Kkarsi okundu.

3. 9. istatistiksel Analiz

Biyokimyasal testlerden elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart sapmalari
belirlenecek ve istatistiki degerlendirilmesi tek (ANOVA) ve cok (MANOVA) yonlii varyans
ile yapilacak, fark gruplari Tukey HSD testi ile p<0.05 anlamlilik diizeyinde belirlenecektir.
[statistiki analizler SPSS 20.0 paket programinda yapildi.
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3. BULGULAR

Kontrol + Olea europaea ekstrakti, grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yem alimi
(swrastyla 16 = 1 g/24s ve 18 + 1 g/24s), sivi alimi (sirasiyla 33 £ 1 g/24s ve 27 + 1 g/24s) ve
viicut agirligi (sirastyla 356 + 8 g ve 351 + 4 g) diizeylerinde gozlenen artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Ayn1 zamanda kan glukoz (sirasiyla 121 = 2 mg/dL ve 128 + 6 mg/dL)
diizeylerinde azalma ve serum insiilin (sirastyla 2.59 £+ 0.5 ve 2.09 £+ 0.1 mg/dL) diizeylerinde
istatistiksel olarak anlam saptanmadi. Total kolesterol (sirasiyla 55 + 4 mg/dL ve 62 + 1
mg/dL), trigliserit (sirasiyla 52 = 6 mg/dL ve 67 £ 4 mg/dL) diizeylerinde goriilen azalma ve
HDL-K (sirastyla 64 £ 1 mg/dL ve 61 =1 mg/dL) diizeyinde gozlenen artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi.

Kontrol + Silypbum marianum, ekstrakti kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yem alimi
(swrastyla 17 = 1 g/24s ve 18 + 1 g/24s), sivi alimi (sirastyla 38 + 1 mL/24s ve 27 + 1 mL/24s)
ve viicut agirligi (sirasiyla 352 + 6 g ve 351 + 4 g) artis olmakla birlikte bu istatistiksel olarak
anlamli degildi. Kan glukoz (sirasiyla 125 = 3 mg/dL ve 128 + 6 mg/dL) diizeylerinde azalma
ve serum insiilin (sirastyla 1.8 £ 0.3 ve 2.09 £ 0.1 mg/dL) diizeylerinde goriilen artigta anlam
saptanmadi. Total kolesterol (sirasiyla 52 + 5 mg/dL ve 62 + 1 mg/dL), trigliserit (sirastyla 71
+ 2 mg/dL ve 67 = 4 mg/dL) diizeylerinde goriilen azalma ve HDL-K (sirastyla 62 + 1 mg/dL

ve 61 £1 mg/dL) diizeyinde artis gbzlensede istatistiksel olarak anlam saptanmadi.

Kontrol + Olea europaea ckstrakti + Silybum marianum ekstrakti grubu, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, yem alimi (sirasiyla 16 = 1 g/24s ve 18 + 1 g/24s), s1v1 alimu (sirastyla 29
+ 1 mL/24s ve 27 = 1 gmL/24s) ve viicut agirlig (sirasiyla 357 = 8 g ve 351 + 4 g) artis
olmakla anlam saptanmadi. Kan glukoz diizeylerinde (sirasiyla 121 + 3 mg/dL ve 128 + 6
mg/dL) azalma ve serum insiilin (sirasiyla 2.78 + 0.4 ve 2.09 + 0.1 mg/dL) diizeylerinde
goriilen artis anlamli degildi. Total kolesterol (sirasiyla 43 + 3 mg/dL ve 62 £ 1 mg/dL),
trigliserit (sirastyla 71 £ 3 mg/dL ve 67 + 4 mg/dL) seviyelerinde goriilen azalma ve HDL-K
(sirasiyla 65 £ 1 mg/dL ve 61 +£1 mg/dL) artis gozlense de istatistiksel olarak anlam

bulunmadi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna gore, yem alimi (sirasiyla 30 &+ 3 g/24s ve 18 = 1 g/24s),
stvi alimi (sirastyla 110 &+ 8 mL/24s ve 27 = 1 mLg/24s), kan glukoz (sirastyla 305 + 11
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mg/dL ve 128 + 6 mg/dL), total kolesterol (sirastyla 91 + 7 mg/dL ve 62 + 1 mg/dL),
trigliserit (sirastyla 173 = 7 mg/dL ve 67 + 4 mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
(p< 0.05) bir artis saptanirken, viicut agirlig1 (sirastyla 305 + 11 g ve 351 &+ 4 g), serum insiilin
(strastyla 0.63 £ 0.3 ng/mL ve 2.09 + 0.1 ng/mL) ve HDL-kolesterol (sirasiyla 38 £ 1 mg/dL

ve 61 £ 1 mg/dL) diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p< 0.05).

Diyabet + Saksagliptin grubunda diyabet grubuna gore, yem alimi (sirasiyla 26 + 2 g/24s ve
30 £ 3 g/24s ) ve s1vi aliminda (sirasiyla 103 = 3 mL/24s ve 110 + 8 mL/24s ) azalma ve
viicut agirliginda (sirasiyla 310 £ 17 g ve 305 + 11 g) artis gozlense de istatistiksel olarak
anlam saptanmadi. Kan glukoz (sirastyla 245 + 7 mg/dL ve 305 + 11 mg/dL), total kolesterol
(swrasiyla 68 £ 6 mg/dL ve 91 + 7 mg/dL), trigliserit (sirastyla 134 + 4 mg/dL ve 173 £ 7
mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanirken (p< 0.05), serum insiilin
(sirastyla 1.75 + 0.2 ng/mL ve 0.63 £ 0.3 ng/mL) ve HDL-kolesterol (sirasiyla 39 + 1 mg/dL

ve 38 + 1 mg/dL) diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p< 0.05).

Diyabet + Olea europaea ekstrakti grubunda, diyabet grubuna gore, yem alimi (sirasiyla 23 +
2 g/24s ve 30 = 3 g/24s ) ve sivt aliminda (sirasiyla 102 + 5 mL/24s ve 110 + 8 mL/24s )
azalma ve viicut agirhiginda (sirasiyla 320 = 7 g ve 305 £ 11 g) artis gozlense de istatistiksel
olarak anlamli degildi. Kan glukoz (sirasiyla 274 £ 16 mg/dL ve 305 + 11 mg/dL), total
kolesterol (sirastyla 52 += 4 mg/dL ve 91 + 7 mg/dL), trigliserit (sirastyla 124 + 13 mg/dL ve
173 £ 7 mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir artis saptanirken (p< 0.05), serum
instilin (sirasiyla 1.88 + 0.4 ng/mL ve 0.63 + 0.3 ng/mL) ve HDL-kolesterol (sirasiyla 47 + 1
mg/dL ve 38 £ 1 mg/dL) diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi

(p< 0.05).

Diyabet + Silybum marianum ekstrakti grubunda, diyabet grubuna gore, yem alimi (sirasiyla
25 +1 g/24s ve 30 £+ 3 g/24s ) ve s1vi aliminda (sirastyla 104 =4 mL/24s ve 110 + 8 mL/24s )
azalma ve viicut agirhiginda (sirasiyla 321 £ 5 g ve 305 = 11 g) artig istatistiksel olarak
anlamli degildi. Kan glukoz (sirasiyla 282 + 9 mg/dL ve 305 + 11 mg/dL), total kolesterol
(swrastyla 65 + 7 mg/dL ve 91 = 7 mg/dL), trigliserit (sirasiyla 137 = 12 mg/dL ve 173 £ 7

mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanirken (p< 0.05), serum insiilin
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(swrastyla 1.54 = 0.2 ng/mL ve 0.63 = 0.3 ng/mL) ve HDL-kolesterol (sirastyla 46 = 1 mg/dL

ve 38 £ 1 mg/dL) diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p< 0.05).

Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti grubunda, diyabet grubuna
gore, yem alimi (sirastyla 23 £+ 2 g/24s ve 30 £ 3 g/24s ) ve sivi aliminda (sirasiyla 101 £ 3
mL/24s ve 110 + 8 mL/24s ) azalma ve viicut agirliginda (sirastyla 324 £5 g ve 305 £ 11 g)
gozlenen istatistiksel olarak anlamli degildi. Kan glukoz (sirastyla 270 + 11 mg/dL ve 305 +
11 mg/dL), total kolesterol (sirasiyla 51 = 3 mg/dL ve 91 + 7 mg/dL), trigliserit (sirasiyla 123
+ 10 mg/dL ve 173 £ 7 mg/dL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptanirken
(p< 0.05), serum insiilin (sirasiyla 1.89 £+ 0.2 ng/mL ve 0.63 £+ 0.3 ng/mL ve) ve HDL-
kolesterol (sirasiyla 48 + 1 mg/dL ve 38 + 1 mg/dL) diizeylerinde ise istatistiksel olarak

anlamli (p< 0.05) bir azalma saptandi.

Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakt: grubunda,
diyabet grubuna gore, yem alimi (sirasiyla 22 + 1 g/24s ve 30 + 3 g/24s ) ve s1vi aliminda
(swrastyla 101 += 5 mL/24s ve 110 £ 8 mL/24s ) azalma ve viicut agirhi@inda (sirasiyla 325 + 4
g ve 305 £ 11 g) artis gbzlenmesine karsin bu istatistiksel olarak anlamli degildi. Kan glukoz
(sirastyla 248 + 8 mg/dL ve 305 + 11 mg/dL), total kolesterol (sirasiyla 65 + 2 mg/dL ve 91 +
7 mg/dL), trigliserit (sirastyla 128 + 8 mg/dL ve 173 + 7 mg/dL) diizeylerinde istatistiksel
olarak anlaml bir artis saptanirken (p< 0.05), serum insiilin (sirasiyla 1.90 + 0.1 ng/mL ve
0.63 + 0.3 ng/mL ve) ve HDL-kolesterol (sirasiyla 48 + 1 mg/dL ve 38 + 1 mg/dL)
diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptandi (p< 0.05) (Sekil 4.1, Sekil 4.2,
Sekil 4.3, Cizelge 4.1, Cizelge 4.2).
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Sekil 4. 1. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakti (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstraktt + Silypum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)
gruplarinda bes haftalik periyotta meydana gelen glukoz degisimi.

% . Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 4. 2. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakt1 (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstraktt + Silypum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)

gruplarinda bes haftalik periyotta meydana gelen viicut agirligi degisimi.

% . Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Sekil 4. 3. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)

gruplarinda glukoz ve insiilin degerleri.

% . Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Cizelge 4. 1. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ckstrakt1 (K + OEE), Kontrol + Silybum marianum ekstrakt: (K + SME), Kontrol + Olea

europaea + Silybum marianum ekstrakti (K + OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea ekstrakti

(D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silypbum marianum ekstraktt (D + OEE +

SME) ve Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silypbum marianum ekstraktt (D + S + OEE + SME) gruplarinda yem alimi, sivi

alimi, viicut agirligi, serum insiilin ve kan glukoz diizeyleri.

Gruplar K K+OEE K+SME K+OEE+SME

D D+S

D+OEE D+SME

D+OEE+SME D+S+OEE+SME

Yem alimi 18+1 16 +1 17+1 16 +1
(9/24s)

Sivi alimi 27+ 1 33+ 1 28 +£1 20+ 1
(mL/24s)

Vicut
Agirhigt 351+4 3568 352+6 357+8

(9)

Glukoz 128+ 6 121 £2 125+£3  121+3
(mg/dL)

Insiilin 209+0.1 259+05 1.8+03 2.78+0.4
(ng/mL)

30+£3% 26+2

110 + 8 103 +3

305+ 11% 310+ 17

305+ 117 245+ 7"

0.63+0.3" 1.75+02"

23+2 25+1

102+5 104 +4

320 +7 321+5

274+ 16”° 282+ 9

1.88+0.4” 1.54+0.2"

23+2

101 +3

324+5

270 + 11

1.89 + 0.2°

22+1

101 +£5

325+4

248 + 8

1.90 + 0.1°

# Kontrol grubu ile karsllastlrma.b: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p<0.05
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Cizelge 4. 2. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum marianum ekstrakti1 (K + SME), Kontrol + Olea

europaea + Silybum marianum ekstrakti (K + OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea ekstrakti

(D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silypbum marianum ekstraktt (D + OEE +

SME) ve Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silypbum marianum ekstraktt (D + S + OEE + SME) gruplarinda total kolesterol,

trigliserit ve HDL- kolesterol diizeyleri.

Gruplar K K+OEE K+SME K+OEE+SME D D+S D+OEE D+SME D+OEE+SME D+S+OEE+SME
Total

Kolesterol 62+ 1 55 +4 52+5 43+3 91+ 72 68 + 6° 52 + 4P 65+ 7° 51 + 3° 65 + 2P

(mg/dL)

Trigliserit ~ 67+4  52+6  71+2  71+3 173 +7%  134+4°  124+13" 137+12"  123+10" 128 +8™
(mg/dL)

HDL-

Kolesterol 61 + 1 64+ 1 62+1 65+1 38 +12 39+ 1° 47 + 1P 46 + 1° 48 + 1P 48 + 1P

(mg/dL)

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b

: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05.
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Kontrol + Olea europaea ekstrakti grubunda, kontrol grubuna gore, aril esteraz ( sirasiyla 184
+ 4 U/L ve 143 £+ 4 U/L), glutatyon peroksidaz (sirastyla 18 =1 U/ mL ve 12 +2U/mL ) ve
eritrosit siiperoksit dismutaz (sirasiyla 74 + 8 U/mL ve 66 + 6 U/mL) enzim aktivitesinde
istatistiksel olarak anlaml1 artis saptanirken (p< 0.05), paraoksonaz (sirasiyla 131 + 7 U/L ve
120 + 1 U/L) aktivitesinde gozlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. GIP (sirasiyla
174 + 7 pg/mL ve 175 £ 8 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla 83 + 3 pmol/L ve 75 + 4 pmol/L)

diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim gézlenmedi.

Kontrol + Silybum marianum ekstrakti grubunda kontrol grubuna gore, aril esteraz enzim
aktivitesinde (sirasiyla 184 + 3 U/L ve 143 + 4 U/L) ve glutatyon peroksidaz (sirastyla 16 + 2
U/mL ve 12 + 2 U/mL) anlamli artis bulundu (p< 0.05). Paraoksonaz (sirasiyla 128 + 9 U/L
ve 120 = 1 U/L), eritrosit siiperoksit dismutaz (sirastyla 72 = 5 U/mL ve 66 + 6 U/mL)
diizeylerindeki artis ve GIP (sirastyla 167 + 6 pg/mL ve 175 + 8 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla
75 £ 5 pmol/L ve 75 + 4 pmol/L) diizeyindeki azalma istatistiksel olarak anlamdi degildi.

Kontrol + Olea europaea ekstrakti + Silypbum marianum ekstrakti grubunda, kontrol grubuna
gore, paraoksonaz (sirastyla 145 + 6 U/L ve 120 + 1 U/L) ve aril esteraz enzim aktivitesinde
(sirasiyla 192 + 1 U/L ve 143 + 4 U/L), glutatyon peroksidaz (sirasiyla 19 £ 1 U/mL ve 12 £ 2
U/mL), kan siiperoksit dismutaz (sirasiyla 76 £ 4 U/mL ve 66 = 6 mL) diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (p< 0.05) . GIP (sirastyla 178 + 67 pg/mL ve 175 + 8
pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla 72 = 8 pmol/L ve 75 £+ 4 pmol/L) diizeyindeki azalma istatistiksel

olarak anlamdi degildi.

Diyabet grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, paraoksonaz (sirastyla 55 + 1 U/L ve 120
+ 1 U/L), aril esteraz (sirastyla 77 + 3 U/L ve 143 + 4 U/L) enzim aktivitelerinde, GIP
(swrastyla 62 + 3 pg/mL ve 175 £ 8 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla 24 £ 3 pmol/L ve 75 + 4
pmol/L) diizeylerinde azalma istatistiksel olarak anlamli olarak saptandi (p< 0.05) . Glutatyon
peroksidaz (sirastyla 22 = 1 U/mL ve 12 +2 U/mL), siiperoksit dismutaz (sirasiyla 124 + 6
U/mL ve 66 + 6 U/mL) aktivitelerinde anlamli artis saptandi.

Diyabet + Saksagliptin grubunda diyabet grubuna gore, paraoksonaz (sirastyla 86 = 1 U/L ve
55 £ 1 U/L), aril esteraz (sirastyla 119 + 12 U/L ve 77 + 3 U/L), glutatyon peroksidaz
(sirastyla 29 + 1 U/mL ve 22 + 1 U/mL), siiperoksit dismutaz (sirasiyla 134 + 5 U/mL ve 124
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+ 6 U/mL), GIP (sirastyla 120 + 5 pg/mL ve 62 + 3 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla 42 + 3
pmol/L ve 24 + 3 pmol/L) diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis tespit edildi (p< 0.05).

Diyabet + Olea europaea ckstrakti grubunda diyabet grubuna gore, paraoksonaz (sirasiyla
116 £ 3 U/L ve 55 = 1 U/L), aril esteraz (sirastyla 120 = 3 U/L ve 77 = 3 U/L), glutatyon
peroksidaz (sirastyla 32 = 1 U/mL ve 22 + 1 U/mL), siiperoksit dismutaz (sirastyla 155 £ 9
U/mL ve 124 + 6 U/mL) diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml artis saptanirken (p< 0.05),
GIP (sirastyla 58 £ 9 pg/mL ve 62 + 3 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla 28 + 5 pmol/L ve 24 + 3

pmol/L) diizeylerinde gbzlenen azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Diyabet + Silybum marianum ekstrakti grubunda diyabet grubuna gore, paraoksonaz (sirasiyla
102 + 6 U/L ve 55 + 1 U/L), aril esteraz (sirastyla 128 + 6 U/L ve 77 + 3 U/L), glutatyon
peroksidaz (sirastyla 30 = 1 U/mL ve 22 £ 1 U/mL), siiperoksit dismutaz (sirasiyla 152 + 8
U/mL ve 124 + 6 U/mL), diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml1 artis saptanirken (p< 0.05),
GIP (sirastyla 63 + 17 pg/mL ve 62 + 3 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla 26 = 7 pmol/L ve 24 + 3

pmol/L) diizeylerinde goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti grubunda, diyabet grubuna
gore, paraoksonaz (sirastyla 115 + 3 U/L ve 55 + 1 U/L), aril esteraz (sirasiyla 130 + 3 U/L ve
77 £ 3 U/L), glutatyon peroksidaz (sirasiyla 34 £ 1 U/mL ve 22 = 1 U/mL), siiperoksit
dismutaz (sirastyla 158 £ 9 U/mL ve 124 + 6 U/mL), diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
artig saptanirken (p< 0.05), GIP (sirastyla 59 + 7 pg/mL ve 62 £ 3 pg/mL) ve GLP-1 (sirasiyla
29 + 8 pmol/L ve 24 + 3 pmol/L) diizeylerinde goriilen azalma istatistiksel olarak anlaml
degildi.

Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti grubunda
diyabet grubuna gore, paraoksonaz (sirasiyla 115 + 4 U/L ve 55 = 1 U/L), aril esteraz
(sirastyla 127 + 3 U/L ve 77 + 3 U/L), glutatyon peroksidaz (sirastyla 35 + 1 U/mL ve 22 £ 1
U/mL), siiperoksit dismutaz (sirastyla 161 = 8 U/mL ve 124 + 6 U/mL), GIP (sirastyla 112 +
7 pg/mL ve 62 + 3 pg/mL) ve GLP-1 (sirastyla 40 + 3 pmol/L ve 24 + 3 pmol/L) diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli artis saptandi (p< 0.05) (Cizelge 4. 3).
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Cizelge 4. 3. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ckstrakt1 (K + OEE), Kontrol + Silybum marianum ekstrakt1 (K + SME), Kontrol + Olea
europaea + Silybum marianum ekstrakti (K + OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea ekstrakti
(D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstraktt (D + OEE +
SME) ve Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstraktt + Silybum marianum ekstraktt (D + S + OEE + SME) gruplarinda serum
paraoksonaz ve aril esteraz, kan glutatyon peroksidaz (GSH-Px), eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri, glukagon benzeri peptid-

1(GLP-1) ve glukoza bagh insiilinotopik peptid (GIP) seviyeleri.

Gruplar K K+OEE K+SME K+OEE+SME D D+S D+OEE D+SME D+OEE+SME D+S+OEE+SME
Paraoksonaz 120+ 1 131+7 128+ 9 145+ 6% 55+ 1% 86+ 1% 116+ 3" 102+ 6™ 115+ 3% 115 + 4%
(U/L)

Arilesteraz 143+ 4 184 +4% 184+ 3¥ 192+ 1¥ 77+ 3* 119+ 12° 120+ 3" 128+ 6™ 130+ 3% 127 + 3%
(U/L)

GSH-Px 12+£2  18+1%¥ 16+ 27 19+1* 22+ 1% 20+ 1™ 32+ 1" 30+ 17 34+ 1™ 35+ 17
(U/mL)

SOD 66+ 6 74+ 8% T2+5 76 + 4 124+ 65 1345 155+ 9 152+ 8" 158 +9 161 = 8
(U/mL)

GIP 175+8 174+ 7 1676 178+ 7 62+ 3 120+ 5 58+ 9 63+ 17 59+ 7 112+ 7°
(pg/mL)

GLP-1 75+4 83+ 3 75+ 5 72+ 8 24+ 3" 42+ 3™ 2845 2647 29+ 8 40+ 3%
(pmol/L)

% : Kontrol grubu ile karsilastirma. b Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel anlamlilik diizeyi: * p< 0.05, **p< 0.01
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Kontrol + Olea europaea ekstrakti grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kalp ( sirasiyla
83.4+ 6 nmol/mg doku ve 111.9 + 18 nmol/mg doku), kas (sirasiyla 77.7 = 9 nmol/mg doku
ve 78.4 = 7 nmol/mg doku), karaciger (sirasiyla 101.7 £ 16 nmol/mg doku ve 129.5 + 24
nmol/mg doku), bobrek (sirasiyla 167.2 + 49 nmol/mg doku ve 193.5 = 14 nmol/mg doku)
doku ve plazma (sirasiyla 8.05 = 0.02 nmol/mL ve 825 + 0.04 nmol /mL) MDA

diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kontrol + Silybum marianum ekstrakti grubunda kontrol grubuna gore, kalp (sirasiyla 90.4 +
1 nmol/mg doku ve 111.9 + 18 nmol/mg doku), kas (sirasiyla 72.6 + 1 nmol/mg doku ve 78.4
+ 7 nmol/mg doku), karaciger (sirasiyla 119.0 + 6 nmol/mg doku ve 129.5 + 24 nmol/mg
doku), bobrek (sirasiyla 182.4 = 10 nmol/mg doku ve 193.5 + 14 nmol/mg doku) doku ve
plazma (sirasiyla 8.12 + 0.01 nmol/mL ve 8.25 + 0.04 nmol /mL) MDA diizeylerindeki

azalma istatistiksel olarak anlamli degildi.

Kontrol + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti grubunda kontrol grubuna
gore, kalp ( sirasiyla 87.3+ 3 nmol/mg doku ve 111.9 + 18 nmol/mg doku), kas (sirastyla 71.2
+ 2 nmol/mg doku ve 78.4 = 7 nmol/mg doku), karaciger (sirasiyla 115.5 £ 9 nmol/mg doku
ve 129.5 + 24 nmol/mg doku), bobrek (sirasiyla 168.4 + 43 nmol/mg doku ve 193.5 + 14
nmol/mg doku) doku ve plazma (sirasiyla 8.03 = 0.05 nmol/mL ve 8.25 + 0.04 nmol /mL)

MDA diizeylerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Diyabet grubunda kontrol grubuna gore, kalp (sirasiyla 226.9 + 29 nmol/mg doku ve 119.9 +
18 nmol/mg doku), kas (sirasiyla 100.4 = 14 nmol/mg doku ve 78.4 + 7nmol/mg doku),
karaciger 219.1 £ 27 nmol/mg doku ve 129.5 + 24 nmol/mg doku), bobrek (sirasiyla 288.3 +
26 nmol/mg doku ve 193.5 + 14 nmol/mg doku) doku ve plazma (sirastyla 11.4 + 00.4 nmol
/mL ve 8.25 + 00.4 nmol /mL) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli artis bulundu
(p< 0.05).

Diyabet + Saksagliptin grubunda diyabet grubuna gore, kalp (sirastyla 190.0 + 44 nmol/ mg
doku ve 226.9 + 29 nmol/mg doku ) ve karaciger (sirasiyla 152.7 + 22 nmol/mg doku ve
219.1 + 27 nmol/mg doku) doku MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma
saptanirken (p< 0.05), kas (sirasiyla 105.4 + 20 nmol/mg doku ve 100.4 + 14 nmol/mg doku),
bobrek (sirastyla 262.1 £ 22 nmol/mg doku ve 288.3 + 26 nmol/mg doku) doku ve plazma
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(sirasiyla 11.0 £ 0.03 nmol/mL ve 11.4 + 00.4 nmol/mL) MDA diizeylerinde goriilen

azalmalarda istatistiksel olarak anlam saptanmadi.

Diyabet + Olea europaea ckstrakti grubunda diyabet grubuna gore, kalp (sirasiyla 143.3 + 20
nmol/mg doku ve 226.9 + 29 nmol/mg doku), karaciger doku (sirastyla 124.5 + 18 nmol/mg
doku ve 219.1 + 27 nmol/mg doku) ve plazma (sirasiyla 9.2+ 0.02 nmol/mL ve 11.4 + 00.4
nmol/mL) MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanirken (p<0.05), kas
(sirasiyla 84.6 = 9 nmol/mg doku ve 100.4 £ 14 nmol/mg doku) ve bobrek (sirasiyla 223.8 +
22 nmol/mg doku ve 288.3 + 26 nmol/mg doku) doku MDA diizeylerinde goriilen azalmada

istatistiksel olarak anlam saptanmadi.

Diyabet + Silybum marianum ekstrakti grubunda diyabet grubuna gore, kalp (sirasiyla 154.4 +
13 nmol/mg doku ve 226.9 + 29 nmol/mg doku ), karaciger doku (sirasiyla 139.2 + 13
nmol/mgdoku ve 219.1 + 27 nmol/mg doku) ve plazma (sirastyla 9.4 + 0.03 nmol/mL ve 11.4
+ 00.4 nmol/mL) MDA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma saptanirken (p<0.05),
kas (sirastyla 103.6 + 25 nmol/mg doku ve 100.4 + 14 nmol/mg doku), bobrek (sirasiyla
237.6+ 25 nmol/mg doku ve 288.3 £ 26 nmol/mg doku) doku MDA diizeyerinde goriilen

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti1 grubunda diyabet grubuna
gore, kalp (sirastyla 120.3 + 11 nmol/mg doku ve 226.9 + 29 nmol/mg doku, p<0.01 ),
karaciger doku (sirastyla 126.7+ 24 nmol/mg doku ve 219.1 + 27 nmol/mg doku) ve plazma
(sirastyla 9.12+ 0.04 nmol/mL ve 11.4 + 00.4 nmol/mL) MDA diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli azalma saptanirken (p<0.05), kas (sirasiyla 87.9 = 5 nmol/mg doku ve 100.4 +
14 nmol/mg doku) ve bdbrek (sirasiyla 255.3 £ 27 nmol/mgdoku ve 288.3 + 26 nmol/mg

doku) doku MDA diizeylerinde goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli saptanmada.

Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti grubunda
diyabet grubuna gore, kalp (sirasiyla 124.3 + 18 nmol/mg doku ve 226.9 + 29 nmol/mg doku,
p<0.01 ), karaciger doku (sirasiyla 130.1 = 2 nmol/mg doku ve 219.1 + 27 nmol/mg doku)
ve plazma (sirastyla 9.1 £ 0.02 nmol/mL ve 11.4 + 00.4 nmol/mL) MDA seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma saptanirken (p<0.05), kas (sirasiyla 99.3 £ 26 nmol/mg
doku ve 100.4 + 14 nmol/mg doku) ve bobrek (sirastyla 235.4 + 43 nmol/mg doku ve 288.3 +
26 nmol/mg doku) doku MDA diizeylerinde goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli
degildi (Sekil 4. 4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Cizelge 4.3).
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Sekil 4. 4. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstraktt + Silypum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)
gruplarinda 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 4. 5. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstraktt + Silypum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)
gruplarinda kas 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 4. 6. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakti (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakt1 (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstraktt + Silypum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)

gruplarinda karaciger 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 4. 7. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstraktt (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)

gruplarinda bobrek 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 4. 8. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum
marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol + Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K +
OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea europaea
ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea
europaea ekstraktt + Silypum marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet +
Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S + OEE + SME)
gruplarinda plazma MDA diizeyleri

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

93



Cizelge 4. 4. Kontrol (K), Kontrol + Olea europaea ekstrakti (K + OEE), Kontrol + Silybum marianum ekstrakti (K + SME), Kontrol
+ Olea europaea + Silybum marianum ekstrakt1 (K + OEE + SME), Diyabet (D), Diyabet + Saksagliptin (D + S), Diyabet + Olea
europaea ekstrakti (D + OEE), Diyabet + Silybum marianum ekstrakti (D + SME), Diyabet + Olea europaea ekstrakti + Silybum
marianum ekstrakti (D + OEE + SME) ve Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum ekstrakti (D + S +

OEE + SME) gruplarinda kalp, kas, karaciger, bobrek ve plazma MDA diizeyleri.

Gruplar K K+OEE K+SME  K+OEE+SME D D+S D+OEE D+SME D+OEE+SME D+S+OEE+SME

Kalp MDA 111.9+18 834+6 904+1 87.3+3 226.9+29" 190.0+44 1433 +20" 154.4+13" 1203+ 11" 1243 +18""

(nmol/mg doku)
Iskelet kas1 N
MDA 784 +7 777+9 7261 T712+2 100.4 £ 14 1054+20 84.6+9 103.6 + 25 879+5 99.3 £26

(nmol/mg doku)

Karaciger MDA 129.5+24 101.7+16 119.0+6 1155+9 219.1 +27% 1527+22 1245+18" 1392 +13* 126.7+24” 130.1 +2"
(nmol/mg doku)

Bobrek MDA

(nmol/mg doku) 193.5+14 1672449 1824+1 1684+43 2883426 262.1+22 2238+22 237.6+25 255.3+27  235.4+43

Plazma MDA
(nmol/mL) 8.25+0.04 805+0.02 8.12+0.01 8.03+0.05  11.4+0.04* 11.0+0.03 9.2+0.02"°  9.4+0.03"" 9.1240.04"  9.1+0.02"

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

Bu caligmada STZ-nikotinamit ile tip 2 diyabet olusturulmus sicanlarda yem, sivi aliminda,
kan glukoz ve serum TG, TK diizeylerindeki artis, viicut agirhigi ve insiilin diizeylerinde

goriilen azalma diyabet tablosunun olustugunu yansitan bulgular olarak yorumlandi.

Son donemlerde diyabet gibi oksidatif strese neden olan ¢esitli hastaliklar1 6nlemede
antioksidan 6zelligi olan bilesiklerin tedavi/destekleyici olarak kullanildigi gériilmektedir. Bu
bilesiklerin tercih edilmesinin nedeni; giiglii antioksidan bilesikler igermeleri, yapilarinda
katki maddesi bulunmamasi ve daha az toksik 6zelliklere sahip olmalarindandir. Bu amacla
diyabet tedavisinde bitki ekstreleri ya da bu bitki ekstrelerinden elde edilen tabletler halk
arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tas ve ark. 2005). Yapilan literatiir taramalarinda bu
bitki ekstrelerinden O. europaea ve S. marianum’un kan glukozunu disiiriicii ve insiilin
diizeylerini arttiric1 6zelliklere sahip oldugu ve halk arasinda yaygin olarak kullanildig: tespit

edilmistir (Al-Azzawie ve ark.2006, Sheela ve ark. 2013).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda, O. europea (zeytin) yapraginda bulunan oleuropein
(Pereira ve ark.2007) ve hidroksitirozoliin (Jemai ve ark. 2009) , S. marianum (deve dikeni)’
da ise; silimarin ve silibinin (Sheela ve ark., 2013) kan glukozunu diisiiren etken maddeler
oldugu belirtilmistir. Yapilan bir ¢alismada silimarinin, kan glukozunu diisiirmede ve insiilin
diizeylerini artirmada birinci derecede sorumlu oldugu ortaya konmustur (Matsuda ve
ark.2005). Fallah Huseini ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada silimarinin diyabetik farelerde
kan glukozundaki artis1 azalttigini belirtmislerdir. Yine Al-Azzawie ve ark. (2006), diyabetik
tavsanlarda yaptiklari ¢alismada oleuropeinin, kan glukozu iizerine disiiriicii etkisini
saptamiglardir. Gonzalez ve ark. (1992), insanlarda glisemik yanitin arastirildigir bir
caligmada, zeytin yapragi ekstresinin, kan glukoz diizeyini 6nemli Olclide azalttigini ve
oleuropeinin, hiicrelere glukoz alimini hizlandirdigint belirtmiglerdir. Yapilan farkli
calismalarda, diyabette O. europaea ve S. marianum ekstrelerinin verildikten sonra, kan
glukoz diizeylerinde gozlenen azalmanin nedeninin; bu bitki ekstraktlarinin ya pankreasi
rejenere etmelerine bagl olarak ya da karacigeri metabolik yoldan etkilemeleri yoluyla
olabilecegi bildirilmistir (Matsuda ve ark. 2005, Cumaoglu ve ark. 2011, Bock ve ark. 2013).
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Bu ¢aligmada Diyabet + Olea europaea ekstrakti ve Diyabet + Silybum marianum ekstrakti
gruplarinda diyabet grubu ile karsilagtirildiginda serum insiilin diizeylerinde artis ve buna
baglh olarak kan glukoz diizeylerinde anlamli azalma, her iki bitkinin de antihiperglisemik
Ozellige sahip oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda kan glukoz diizeyindeki azalma ve
insiilin diizeyinde gozlenen artis bu bitki ekstrelerinin pankreas dokusu lizerine koruyucu
etkilerinden dolay1 olabilecegini diisiindiirmektedir ve bu konuda yapilan ¢alismalar ile uyum
gostermektedir (Gonzalez ve ark. 1992, Matsuda ve ark. 2005, Al-Azzawie ve ark. 2006,
Sheela ve ark. 2013). Ayrica bu bitki ekstrelerinin her ikisini birden alan Diyabet + Olea
europaea ckstrakti + Silybum marianum eksrakti grubunda glukoz diizeyinde daha fazla
azalma ve insiilin diizeyinde ise daha fazla artis gézlenmistir. Bu sonuglarda bize bu bitki

ekstrelerinin birlikte verildiginde daha gii¢lii etki gosterdiklerini diistindiirmiistiir.

Bu ¢alismada, Diyabet + Saksagliptin grubunda diyabet grubuna gore, insiilin seviyesinde
anlamli artts ve bu artisa baglh olarak kan glukozunda anlamli azalma sapanmistir. Bu
parametrelerde goriilen degisikligin nedeni nedeni, saksagliptinin giiglii bir dipeptidil peptidaz
inhibitorii olup insiilin sekresyonunu uyaran gastrik inhibitor peptit ve glukagon benzeri
peptit-1” in yikimini engellemesi ve buna bagli olarak hiperglisemiye karsi etkili olmasindan
kaynaklanabilir. Bunun yani sira saksagliptinin pankreatik beta hiicrelerinde apoptozisi
onleyerek instilin salintmini olumlu yonde etkiledigi de diistiniilmektedir (Chacra 2010, Duez
ve ark. 2012, Scheen 2012, Anz 2013). Ayrica ¢alismamizda, Diyabet + Saksagliptin + Olea
europea ekstrakti + Silypbum marianum eksrakti grubunda; bitki ekstrelerine ilave olarak
saksagliptinin verilmesi, glukoz ve insiilinde meydana gelen degisimleri daha da arttirmis
olup, bu sonug ilag ve bitki ekstrelerinin birlikte verilmesinin tedaviyi daha olumlu yolda

etkileyebilecegi fikrini olusturmustur.

Saglikli bireylerde GIP ve GLP-1 in inkretin etkilerinin ortaya ¢ikmasi ise tip 2 diyabette
inkretin defektleri olasiligini analiz etmeyi giindeme getirmistir. Teorik olarak bu defekt

inkretin hormonlariin bozulmus sekresyonu ve/veya hizlanmis metabolizmalarindan olabilir.

Tip 2 diyabette GLP-1 sekresyonunun belirgin olarak azaldigini, Tip 2 diyabette GIP
sekresyonununun arttigini, normal kaldigini veya azaldigin1 gosteren ¢alismalar vardir (Kraup

1988). Bu calismada diyabetiklerde kontrol grubu siganlara gore, GLP-1 ve GIP hormon
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seviyelerinin azalmas1 bu konuyla ilgili yapilan ¢aligmalara paralellik gostermektedir. DPP-1V
inhibitorlerinin mekanizmasi tam olarak agik olmamakla birlikte, T lenfositlerini arttirdigi ve
pankreatik B hiicrelerine kars1 otoimmiin ataklar1 iyilestirdigi diistiniilmektedir (Avila ve ark
2013). Bu ¢alismada Diyabet + Saksagliptin alan grupta GLP-1 ve GIP diizeylerinde meydana
gelen artig, saksagliptinin, bu enzimlerin yikimindan sorumlu enzimin aktivasyonunu inhibe

etmesinden kaynaklanabilir.

Diyabette saptanan lipit ve lipoprotein diizeyinde gozlenen artiglar ateroskleroz olugma riskini
arttirabilecek faktorlerden biri olarak diisiiniilmektedir. Yapilan pek ¢ok calismada diyabette
lipit diizeylerinin arttig1 belirtilmistir ( Steiner 1999, Hansen 2001, S6zmen ve ark. 2001,
Michael ve ark. 2002, Tas ve ark. 2006). Bu ¢alismada da diyabet grubunda kontrol grubuna
gore serum TK ve TG diizeylerinde gozlenen artis bu konuda yapilan ¢aligsmalar ile uyum
gostermektedir (Steiner 1999, S6zmen ve ark. 2001). Diyabette gozlenen serum TG ve TK
diizeylerindeki artisin nedeni insiilinin, hormona duyarl lipaz enzimini inhibe etmesinden
kaynaklanabilecegi gibi periferal depolardan serbestlenen yag asitlerinin mobilizasyonunda

goriilen artistan da kaynaklanabilir.

Saksagliptin tedavisi verilen diyabetik grupta diyabet grubuna gore lipit profilinde gézlenen
iyilesmenin (total kolesterol, trigliserit seviyesinde azalma ve HDL- kolesterol seviyesinde
artis) nedeni; saksagliptinin DPP-IV enziminini inaktive etmesinden olabilir. Bu inaktivasyon
sonucunda, diyabette bozulmus olan insiilin salgisinda artig gozlenebilir ve bu artiginda

metabolik siire¢ iizerine iyilestirici bir etkiye sahip olabilecegi diisiintilebilir.

Diyabet + Olea europea ekstrakti, Diyabet + Silybum marianum ekstraktr gruplarinda HDL-
kolesterol diizeyinde artis, total kolesterol ve trigliserit diizeylerinde azalma; insiilin
varliginda  glukoz kullaniminin  artmast sonucu olarak yag mobilizasyonunun
baskilanmasindan ve s6z konusu bitki ekstrelerinin antihiperlipidemik 6zelliginden
kaynaklanabilir (Visioli ve ark. 1995, Onderoglu ve ark. 1999, Benkhalti ve ark. 2002, Tripoli
ve ark. 2005, Bock ve ark. 2013). Diyabet + Olea europea ekstrakti + Silybum marianum
ekstrakti gruplarinda total kolesterol ve trigliserit diizeylerinde meydana gelen azalma ve
HDL-kolesterol diizeyindeki artig, bu bitki ekstrelerinin ayrt ayri verilmesi sonucu olusan

degisimden daha fazladir ki bu bize bu bitki ekstrelerinin her birinin sahip oldugu
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antihiperlipidemik &zelliklerinin birlikte verildiginde daha giiglii bir etki yarattigini
gostermistir. Dogal fenolik bilesiklerin ve flavonoidlerin plazma lipit profili {izerinde
iyilestirici etkiye sahip oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Bu bilesiklerin lipit
profili  tizerinde 1iyilestirici etkilerinin; bagirsaklardan Kkolesterol absorbsiyonunu
engellemeleri, bir transmembran enzim olan; 3-hidroksi-3 metil glutaril KoA rediiktaz
aktivitesini inhibe etmeleri veya lipoproteinlerde kolesterol esterlerinin olusumunu
katalizleyen; lesitin kolesterol agil transferaz aktivitesini arttirmalar1 sonucunda olabilecegi

belirtilmistir (Usharani ve ark. 2013).

Lipit peroksidasyonunun en oOnemli gostergelerinden biri MDA diizeylerinde go6zlenen
degisikliklerdir (Janero 1990, Sabari ve ark. 2002). Plazma ve doku MDA diizeyleri 6lglimii
bu amagla kullanilan parametrelerden biridir. Bu ¢alismada diyabet grubunda doku ve plazma
MDA diizeylerinde saptanan artiglar bu konuda yapilan c¢aligmalarla uyumludur (Martin-
Gallan ve ark. 2005, Tas ve ark. 2006). Diyabette MDA diizeylerinde bulunan artis bu
calismada gosterildigi gibi serum lipit diizeyleri ve/veya yetersiz antioksidan savunma sonucu
gelisebilir. Diyabet grubunda saptanan hiperlipidemi, lipit peroksidasyonu igin lipitlerin
substrat olarak kullanilmasina neden olabilir ki bu da MDA diizeylerinde gordiigiimiiz artisi

desteklemektedir (Tas ve ark. 2007).

Bu c¢alismada Diyabet + Saksagliptin grubunda, sadece karaciger ve kalp doku MDA
diizeylerinde goriilen anlamli azalma, saksagliptinin insiilin diizeyini arttirarak kan glukoz
diizeyini azaltip lipit peroksidasyonunu engellemesinden kaynaklanabilir. Ayrica bu sonuglar
bize saksagliptinin sadece karaciger ve kalp dokusu {izerinde koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermigtir. Diger dokularda etki gostermemesi ise ilacin verilis dozu ve siiresine bagh
olarak geligebilir ki, bu da bize bu konuda daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini

diistindiirmiistiir.

Diyabet + Olea europea ekstrakti ve Diyabet + Silybum marianum ekstrakti gruplarinda doku
(kalp ve karaciger) ve plazma MDA seviyelerinde gézlenen azalma, Olea europea ve Silybum
marianum’un antihiperglisemik, antihiperlipidemik etkisinden kaynaklanabilecegi gibi
antioksidan Ozelliginden de kaynaklanabilir. Bu sonuglar Olea europea ve Silybum

marianum’un bir antioksidan olarak dokular1 toksik ajanlara karsi korudugunu ve MDA
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diizeylerinde azalmaya neden oldugunu bildiren ¢alismalarla uyumludur (Manna ve ark.,1999,
Chtourou ve ark. 2010, Zhang ve ark. 2013). Diyabet + Olea europea ekstraktt + Silybum
marianum eksrakti grubunda ise MDA diizeyinde meydana gelen azalmanin daha fazla olmasi
kullandigimiz bitki ekstrelerinin bu dokular1 oksidatif strese karsi daha giiclii korudugunu
disiindiirmiistiir. Calismamizda, saksagliptinin doku ve plazma MDA {izerindeki etkisinin

O.europea ve S. marianum ekstrelerine gore daha az oldugu gozlenmistir.

Oksidatif stres prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin prooksidanlarin lehine
bozulmasi sonucu olusan bir tablodur. Oksidatif stresten korunmak i¢in viicutta antioksidan
enzim sistemleri ve vitaminler onemli role sahiptir. Bu enzimler PON ve ARE’dir.
Antioksidan enzimlerden biri olan PON, HDL-K’iin bir bileseni olup, gerek HDL’nin
aterosklerozdan koruyucu etkisine katkida bulunarak, gerekse lipoprotein peroksidasyonunu
onleyerek aterosklerotik siiregte koruyucu rol oynamakadir. PON’un ateroskleroz gelisiminde
ilk basamak olan LDL oksidasyonunu 6nledigi veya azalttig1 disiiniilmektedir (Mackness ve
ark. 1998, Kar ve ark. 2013). PON ayrica HDL’yi de oksidasyondan da korur (Watson ve ark.
1995, Navab ve ark. 1997). Deneysel ve klinik olarak yapilan ¢alismalarda serum PON ve
ARE aktivitesinin diyabette azaldigi belirtilmistir (Patel ve ark. 1990, Tas ve ark. 2007).
Mackness ve ark. (1998), diyabette azalan PON aktivitesinin HDL’ nin glikasyonu nedeniyle
olabilecegini belirtmislerdir. Abbott ve ark. (1995) diyabetik HDL’ nin kompozisyonal olarak
anormal oldugunu ve bu anormalligin PON’un HDL’ ye baglanmasini etkileyebilecegini ve

PON’ da konformasyonel bir degisime yol agabilecegini belirtmislerdir.

Bu ¢alismada diyabet grubunda kontrol grubuna gére PON aktivitesinde saptanan azalma soz
konusu ¢alismalarla paralellik gostermektedir. Diyabet + Saksagliptin grubunda diyabet
grubuna gore, PON ve ARE enzim aktivitelerinde meydana gelen artisin; saksagliptinin
glisemik kontrolii diizenleyerek ve lipit peroksidasyonunu azaltarak gerceklestirebilecegi
distintilmektedir. Diyabet + Saksagliptin, Diyabet + Olea europea ekstrakti, Diyabet +
Silybum marianum ekstrakti, Diyabet + Olea europea ekstrakti + Silybum marianum eksrakti
ve Diyabet + Saksagliptin + Olea europea ekstrakti + Silybum marianum eksrakti gruplarinda,
diyabet grubuna gore, PON ve ARE enzim diizeylerinde goriilen anlamli artis diyabette
tedavi/destek olarak verilen bu maddelerin, glisemik kontrolii diizenleyerek ve lipit

peroksidasyonunu azaltarak etki gosterebileceklerini ve buna bagli olarak da diyabette
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goriilen aterosklerotik kalp hastaliklarina karsi koruyucu etkiye sahip olabileceklerini
diistindiirmektedir. Diyabet grubu ile karsilastirildiginda paraoksonaz aktivitesinde goriilen en
fazla artisin Diyabet + Olea europaea ekstrakti grubu oldugu goriilmektedir ki bu da
calismamizda bu parametre tizerinde en etkili uygulamanin Olea europaea bitkisi oldugunu
gostermektedir. ARE aktivitesi iizerindeki etkiler degerlendirilecek olursa en fazla artig
Diyabet + Olea europaea + Silybum marianum bitki ekstrelerinin verildigi grupta
gbzlenmistir ki bu durum iki bitki ekstresinin birlikte verildiginde koruyucu etkilerinin daha

fazla oldugunu gdstermektedir.

Diyabette artmis oksidatif stres diyabetin birgok komplikasyonlarina zemin olusturacagi i¢in
oksidatif strese kars1 korunmada SOD ve GSH-Px’ enzim aktivitelerinin diyabette azaldig1
Atalay ve Laaksonen. 2002) ya da arttigina (Tas ve ark. 2007) ait farkli ¢aligmalar
saptanmistir. Bu calismadadiyabet grubunda kontrol grubuna gore eritrosit GSH-Px ve SOD
enzim aktivitelerinde anlamli diizeyde bir artis oldugu bulundu. Enzim aktivitelerinde
saptanan artig, diyabette artmis lipit peroksidasyonuna karsi gelismis bir cevap olarak
distintilebilir. Diyabet + Saksagliptin, Diyabet + Olea europaea ekstrakti, Diyabet + Silybum
marianum ekstrakti, Diyabet + Olea europea ekstrakti + Silypum marianum ekstrakti ve
Diyabet + Saksagliptin + Olea europea ekstrakt1 + Silybum marianum ekstrakti gruplarinda
diyabet grubuna goére GSH-Px ve SOD aktivitesinde saptanan artis bu maddelerin bir
antioksidan olarak bu enzim aktivitelerini arttirma yoniinde etki gosterdigini
diigiindiirmektedir. Ayrica yapilan bir¢ok ¢aligmada Olea europaea (Manna ve ark., 1999, Al-
Azzawie ve ark. 2006, Katsiki ve ark. 2007) ve Silybum marianum’ un (Velussi 1997, Fallah
Huseyin 2006, Kiruthiga ve ark. 2007) radikal siipiiriicti etkilerinden s6z edilmektedir. Bu
calismada Diyabet + Olea europaea ekstrakti ve Diyabet + Silybum marianum ekstrakti,
gruplarinda antioksidan enzim seviyelerinde (SOD, GSH-Px, PON ve ARE) gozlenen artis bu
caligmalar destekler niteliktedir. Diyabetik gruplarda SOD ve GSH-Px aktivitesinde goriilen
en etkili degisimin Diyabet + Saksagliptin + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum
ekstrakti verilen grupta olmasi ilag ve bitki ekstrelerinin kombine tedavisinin antioksidan
savunma sistemini daha giiglii etkiledigini gostermektedir. Bu durum, ilag tedavisinin yaninda
bitkisel ekstrelerin destekleyici etkisini dogrular niteliktedir. Kontrol + Olea europaea

ekstrakti ve Kontrol + Silybum marianum ekstrakti gruplarinda tiim antioksidan enzim
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aktivitelerinde artis gozlenmis, ayrica Kontrol + Olea europaea ekstrakti + Silybum marianum

ekstrakti grubunda bu artig daha da artmistr.

Sonug olarak, deneysel olarak olusturulan tip 2 diyabette, antioksidan savunma sisteminde
meydana gelen azalma; oksidatif stresin arttigini1 géstermektedir. Calismamizda kan glukoz,
serum insiilin, glutatyon peroksidaz, sliperoksit dismutaz enzimi gibi bazi parametrelerde
saksagliptin ve ilag kombinasyonlarinin birlikte verilmesinin daha etkili olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Bununla beraber MDA ve lipitler iizerinde, Olea europaea ve Silybum
marianum’ekstrelerinin birlikte verilmesinin, bu bitki ekstrelerinin ayri ayr1 verilmesinden
daha gii¢lii bir etkiye sahip oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayrica lipitler ve antioksidan enzimler
tizerinde O. europaea ekstresinin, S. marianum ekstresine gore daha etkili oldugu
gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda; diyabette saksagliptin tedavisine yardimci olarak,
antihiperlipidemik ve antihiperglisemik 0zellige sahip olmasinin yaninda gii¢lii birer
antioksidan olan Olea europaea ve Silybum marianum ekstraktlarinin, tip 2 diyabette artmis
oksidatif strese karsi korunmada Onemli bir etkiye sahip olduklar1 ve diyabette

tedavi / destekleyici olarak kullanilabilecekleri sonucuna varilmstir.
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