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Danisman: Prof. Dr. Sibel TAS

Bu calismada, tek doz streptozotocin ile tip I diyabet olusturulmus sicanlarda, Lavandula
stoechas subsp. stoechas esansiyel yaginin, kan glikozuna, oksidan ve antioksidan
sistemler iizerine etkisi arastirildi. 40 adet Wistar tiirii erkek sicanlar rastgele kendi
aralarmda, Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) olmak tiizere 4 gruba ayrildi. Sicanlara 20 giin siire boyunca
intraperitonel enjeksiyon ile L. stoechas yag1 verildi. Calismanin sonucunda, K+LSY
grubunda K grubuna gore trigliserit, total kolesterol ve doku MDA diizeylerinde anlamli
bir azalma, plazma GPX, paraoksanaz ve arilesteraz enzim aktivilerinde de artma tespit
edildi. D+LSY grubu D grubu ile karsilastirildiginda ise kan glikoz, total kolesterol,
trigliserit ve doku MDA diizeylerinde anlamli bir azalma, serum insiilin, HDL-K, plazma
SOD, paraoksanaz ve arilesteraz enzim aktivilerinde de artma tespit edildi.

Sonug olarak, Lavandula stoechas subsp. stoechas esansiyel yaginin, antihiperglisemik,
antihiperlipidemik ve antioksidan etki gosterdigi, tip I diyabette olusan oksidatif strese
kars1 korumada ve/veya onlemede tedaviye ek olarak kullanilmasimin yararli olabilecegi
sonucuna varildr.

Anahtar kelimeler: Tip I diyabet, Streptozotocin, Oksidatif Stres, Antioksidan
Lavandula stoechas subsp. stoechas (karabas otu), Esansiyel yag.

2018, xi+68 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

EFFECTS OF Lavandula stoechas Linne subsp. stoechas ESSENTIAL OILS ON
OXIDAN AND ANTI-OXIDAN SYSTEMS IN STREPTOZOTOCIN-INDUCED
TYPE I DIABETIC RATS

Merve GULMEN

Uludag University
Graduate School of Natural andAppliedSciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Sibel TAS

In this study, effects of Lavandula stoechas subsp. stoechas essential oil on blood glucose,
oxidan and antioxidan systems in one dose stz-induced Type I diabetic rats were
investigated. Forty Wistar male rats randomly divided into four groups: control (K),
control + L. stoechas oil (K+LSY), Diabetes (D), Diyabetes + L. stoechas oil (D + LSY).
After the induction of diabetes, L. stoechas oil was injected to rats intraperitoneally for
twenty days. At the end of the studies, trigliseride, total cholesterol and tissue MDA levels
were decreased and plasma GPX, paraoxanase (PON1) and arilesterase (ARE) enzyme
activities were increased in the K+LSY group compared to the K group. Blood glucose,
total cholesterole, trigliseride, tissue MDA levels were decreased and serum insulin,
HDL-K, plasma SOD, paraoxanase (PONI1), arilesterase (ARE) enzyme activities were
increased in the D+LYS group compared to the D group.

We conclude that Lavandula stoechas subsp. stoechas oil has antihyperglysemic,
antihyperlipidemic and antioxidan effects and also could have use as a protective and/or
therapeutic agent against oxidative stress in Type 1 Diabetes in addition to treatment.

KeyWords: Type I Diabetes, streptozotocin, oxidative stres, antioxidant, Lavandula
stoechas subsp. stoechas, essential oil.

2018, xi+68 pages.
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1. GIRIS

Normal fizyolojik kosullar altinda organizmada serbest radikaller ve antioksidanlar
arasinda kritik bir denge s6z konusudur. Bu dengenin serbest radikaller lehine donmesi
sonucunda da oksidatif stres olusur. Artik giiniimiizde oksidatif stresin; diyabet,
ateroskleroz, kanser ve yaslanma gibi bir ¢ok hastali§in etiyopatogenezinde rolii oldugu

bilinmektedir.

Amerikan Diyabet Birligi “American Diabetes Association (ADA)” 2018 de yayinladigi
smiflandirmada Diyabetes Mellitusu (DM); Tip I Diyabet, Tip II Diyabet ve Diyabetin
Ozel Tipleri olmak iizere kategorilere ayirdigi goriilmektedir (American Diabetes
Association 2018a). Birinci kategoride incelenen Tip I diyabet daha cok cocukluk ve
ergenlik oneminde goriiliip, diyabetik olgularin yaklasik % 20-25’ini olusturmaktadir.
Tip I DM; genetik yatkinlik ve/veya cevresel faktorlerin etkisiyle pankreasin beta
hiicrelerinin otoantikorlar tarafindan tahrip edilmesi sonucunda mutlak insiilin eksikligi
ve hiperglisemi tablosu ile seyreden metabolik bir hastaliktir (American Diabetes
Association 2018b, Lambert ve Bingley 2006). Tip I DM’li bireylerde, karbonhidrat,
protein ve yag metabolizmasindaki bozulmalar sonucunda gelisen oksidatif stres tablosu
ilerleyen donemlerde hastaligin patalojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Delmastro ve

Piganell 2011, Prazny ve ark. 2005).

Diyabette; glikozun otooksidasyonu, glikozillenmis proteinler ve ketozis’in yam sira
reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin temizlenememesi ve ROT iiretiminin artmasi gibi
nedenler oksidatif stresin olugsmasina zemin hazirlar (Dominguez ve ark. 1998, Halliwell
1994). Viicutta ROT {iretimi arttig1 zaman ise hiicresel proteinler, membran lipitleri ve
niikleik asitler tahrip edilerek hiicre 6liimii gerceklesir. Ancak bu siirecte gerek enzimatik
gerekse non-enzimatik antioksidan savunma mekanizmalart ROT’u ortamdan
temizleyerek dokular1 ve hiicreleri oksidatif hasardan korumaktadirlar (Maritim ve ark.
2003, Saxena ve ark. 1993). Non-enzimatik vitaminlerin diyabet lizerinde etkileri ile ilgili
pek cok calisma bulunmakla birlikte arastiricilarin daha ¢ok gii¢lii antioksidan 6zelligi

olan A, C ve E vitaminleri lizerine yogunlastiklar1 goriilmektedir.



Yapilan caligmalarda; diyabette A,C,E vitamin takviyelerinin hiperglisemi ile birlikte
hiperlipidemi tablosunu 1iyilestirdigi ve bu ajanlarin insiilin tedavisi ile birlikte
verilmesinin daha gii¢lii cevaplar olusturabilecegi belirtilmistir (Masola ve ark. 2018, Ali
ve ark. 2018, She ve ark. 2017, Maritim ve ark. 2003). Bunun yam sira diyabet gibi
oksidatif stres tablosunun olustugu pek cok durumda enzimatik antioksidanlar da
oksidatif stres ile savasmada etkilidirler bunlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR) ve paraoksonaz
(PON1)’dir (Marles ve Farnsworth 1995, Junejo ve ark. 2018, Alarcon-Aquilar ve ark.
2000, Rao ve ark. 2001).

Gecmisten giiniimiize bircok hastaligin tedavisinde halkin bitkisel iiriinleri tercih ettikleri
bilinmekte ve bilim insanlarinin da bu konuda ¢ok yogun caligmalar yaptiklari
goriilmektedir. Yapilan aragtirmalarda diyabet hastalarinin hiperglisemi ve oksidatif stres
ile miicadelede antihiperglisemik (insiilin, metformin gibi) ilaglarin yani sira bitkisel
tiriinleri de yaygin olarak kullandig1 goriilmektedir. Bu konuda yapilan pek ¢ok caligmada
da arastiricilarin diyabeti tedavi/destekleme yoOniinde bitkisel preparatlari Onerdikleri
goriilmektedir (Tas ve ark. 2011, Faydaoglu ve Siiriictioglu 2011, Thirumalai ve ark.
2011). Arastiricilarin bitkisel preparatlar ile tedavi yOontemlerine odaklanmalarinin
nedeni; terapotik ajanlarin yan etkilerinin olmasi ve yliksek maliyetleri, ancak bitkilerin
dogal kaynakli olmalarinin yani sira antioksidan iceriklerinin zengin olmasindan
dolayidir (Marles ve Farnsworth 1995, Junejo ve ark. 2018, Alarcon-Aquilar ve ark. 2000,
Rao ve ark. 2001).

Yaptigimiz arastirmalarda halk arasinda diyabette kan glikozunu diisiirmesi nedeni ile
kullanilan bitkilerden birinin de Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi’na ait Lavandula
stoechas Linne subsp. stoechas (karabas otu) bitkisinden elde edilen esansiyel yagin

oldugu tespit edilmistir.

Esansiyel yaglar olarak da bilinen bitki ugucu yaglari bitkinin kimyasal yapisinda bulunan
onemli bilesiklerdir. Bu yaglar bitki hiicrelerindeki hormonlarin yapisint olusturdugu
gibi, hiicreler arasinda bilgi tasmmmasini ve bitkilerin savunma mekanizmalarini da

saglamaktadir.



Orta cag donemlerinden itibaren, virusidal, bakterisidal, fungisidal, insektisidal,
antiparasidal etkileri nedeniyle tip alaninda ve kozmetik alaninda kullanmildigi son
donemlerde de farmakoloji ve gida sektoriinde de tercih edildigi goriilmektedir (Bakkali
ve ark. 2008, Celik ve Celik 2007).

Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin hiicre membranini kolaylikla gecebilecegi,
akcigerlerden ve deriden de kolaylikla absorbe olabilecegi belirtilmistir. Organizmaya
ila¢ olarak alinabildigi gibi gida katki maddesi olarak da alinabilen ugucu yaglar 6nemli
farmasotik etkiye sahiptirler. Ucgucu yaglarin temel bilesenleri olan terpenler ve
terpenoidler; monoterpenler, seskiterpenler, triterpenler, alkoller, eterler, aldehitler,
esterler ve ketonlardan olusmaktadir. Esansiyel yaglarin igeriklerindeki bilesiklerin
yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplar1 bu yaglara giiclii antioksidan 6zellik
kazandirmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda bu dogal bilesiklerin, antimutajenik etkiye sahip
oldugu ve kanser gibi bircok hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmektedir

(Cuvelier ve ark. 1996, Grassmann ve Elstner 2003).

Calismamizda kullandigimiz L. stoechas subsp. stoechas esansiyel yagi monoterpen
bakimmdan zengin olup antimikrobiyal, antifungal, antispazmodik, analjezik ve
antiseptik etkilere sahiptir (Benabdelkader ve ark. 2011, Cavanagh ve Wilkinson 2002,
Lis-Balchin ve Deans 1997, Sebai ve ark. 2013). Halk hekimliginde, yapraklar1 ve saplart;
romatizma, soguk alginlig1 ve sindirim sistemi hastaliklarina, ekstreleri ise yara, egzama,
idrar yolu enfeksiyonlar1 ve kalp hastaliklarma kars1 kullanilmaktadir (Sebai ve ark. 2013,
El-Hilaly ve ark. 2003). Ayni zamanda L. stoechas subsp. stoechas yaginin halk arasinda
kan glikozuna 1yi geldigi diisiiniilerek kullanildigi tespit edilmis ve bu dogrultuda yapilan
litaratiir taramalarinda ise sadece Sebai ve arkadaslarinin yapmis oldugu iki caligmaya

rastlanmistir (Sebai ve ark. 2013, Sebai ve ark. 2015).

Sebai ve arkadaslar1 (2013) gerceklestirdikleri calismada, sicanlara L. stoechas subsp.
stoechas yagini 12 giin boyunca intraperitoneal olarak verip kan glikoz, karaciger enzim
diizeyleri ve antioksidan enzim aktivite (SOD ve GPX) parametreleri iizerine etkisini

incelemislerdir.



Yine Sebai ve arkadagslarinin (2015) yaptiklar1 diger bir calismada ise L. stoechas subsp.
stoechas yaginin diyabet olusturulmus sicanlarda testis ve epididimis dokular1 iizerine
etkisinin arastirildigr goriilmiis ancak her iki calismada da insiilin diizeylerinin
saptanmamasinin yani swra diyabette en fazla doku hasar1 beklenebilecek kalp, kas,
karaciger doku MDA’larinin yam swra plazma MDA diizeylerine bakilmadigi ayni
zamanda diyabette aterosklerotik siirecte cok Onemli rol oynayan PON ve arilesteraz

(ARE) diizeylerinin de tespit edilmedigi goriiliip bu ¢aligma planlanmustir.

Bu amacla yaptigimiz ¢alismada, STZ verilerek tip I diyabet olusturulmus sicanlarda kan
glikoz 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 icin siiperoksit dismutaz (SOD), paraoksonaz (PON), arilesteraz
(ARE) ve glutatyon peroksidaz (GPX) aktiviteleri saptanmistir. Ayni zamanda oksidatif
stres gostergelerinden olan plazma ve dokularda (kalp, musculus gastrocnemius kasi,

karaciger, bobrek) malondialdehit (MDA) diizeyleri tespit edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Tip I Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus (DM); insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisinde ki
kusurlardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastalik
grubudur (American Diabetes Association 2018b). Diyabetes mellitusta gozlenen
insiilinin etkisindeki yetersizlik, azalmis insiilin sekresyonu veya insiiline verilen doku
yanitinda azalma, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarindaki bozukluklara sebep
olmaktadir. Diyabetes mellitusun gelisiminde pankreatik B-hiicrelerinin otoimmiin hasari,
insiilin direnci gibi farkl patolojik siiregler s6z konusu olup bir¢ok arastirmaciya gore
diyabet otoimmiin, genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle gelisen otoimmiin bir

hastaliktir (American Diabetes Association 2018b, Prazny ve ark. 2005).

Amerikan Diyabet Birligi “American Diabetes Association (ADA)” 2018’de yayinladigi
siiflandirmada diyabetes mellitusu; Tip I Diyabet, Tip II Diyabet ve Diyabetin Ozel
Tipleri olmak iizere kategorilere aymrmistir. Daha Onceden insiilin bagiml diyabet
(IDDM), tip I diyabet veya genglikte ortaya cikan (juvenil) diyabet terimleriyle
tanimlanan diyabetes mellitusun bu formunu, Tip IA (otoimmiin) ve Tip IB (idiyopatik)

olarak iki grupta simniflandirmistir (American Diabetes Association 2018a).

Tip IA DM (otoimmiin); pankreatik adacik hiicrelerinin otoantikorlar tarafindan tahrip

edilmesi sonucunda, mutlak insiilin eksikligi ile karakterize olan otoimmiin formudur.

Tip IB DM (idiyopatik) ise pankreatik B-hiicrelerinin otoimmiinitesine yonelik herhangi
bir kanit olmamasma ragmen ciddi insiilin eksikliginin gelistigi formudur. Ayrica
pankreasin ekzokrin bozukluklar1 da Tip IB DM’nin gelismesine katki saglamaktadir
(Yi1lmaz 2001, Eisenbarth 2005).

Tip I diyabet, tiim diyabetlilerin yaklasik % 7-10 kadarini kapsamakta ve gelismesinde

hem genetik hem ¢evresel hem de otoimmiin faktorler rol oynamaktadir ve bunlar:



Genetik faktorler

Tip I DM’li hastalarm ailelerinde goriilen diyabet riskindeki artis kalitimin etkisini
gostermektedir. Bu risk hastalarin birinci dereceden akrabalarinda % 5 iken tek yumurta
ikizinde bu oran % 50’ye yiikselmektedir (Kumar ve ark. 1993). Hastaligin gelismesinde
sadece bir gen degil birden fazla genin kalitimsal olarak aktarilmasi s6z konusudur. Tip
I DM’nin gelisimi insan genomunda bulunan 20’den fazla bdlge ile iligkilidir fakat bu
bolgelerin cogunun diyabetin olugsmasindaki katkilar1 ¢ok biiyiik degildir (Bain ve ark.
2003). Tip I DM’nin kalitima baglh olarak gelisebilecegi ile ilgili bagka bir kanit ise,
pankretik B-hiicrelerinin tahribatindan sorumlu olan 6. kromozom iizerinde ki Insan

Lokosit Antijenleri (HLA) dir (Khalil ve ark. 1990, Emery ve ark. 2005).

Cevresel faktorler

Tip I DM’nin gelismesinde en belirgin cevresel faktorler arasinda; dogumsal faktorler,
viral enfeksiyonlar, diyet, yiikksek dogum agirlig1 ve biiyiime orani, psikolojik stres ve
zehirli maddeler ile birlikte genetik yatkinligin olmasi da hastaligin olusumuna katki
saglamaktadir. Mevsimsel degisiklige bagli goriilen viriis enfeksiyonlarinda viriisler,
direkt olarak sitolitik etki ile veya otoimmiin siireci etkilem yolu ile pankreatik B-hiicre
tahribine yol agmaktadir. Adacik oto-immmiinitesi, obezite gibi insiilin direncini artiran
faktorlerin bir arada ortaya ¢ikmasi veya olusmasi pankreatik B-hiicrelerinin otoimmiin

yikimin arttirabilir.

Hijyen hipotezine gore ise ¢ocuklarin bagisiklik sistemi heniiz tam gelismedigi icin
otoimmiin reaksiyonlara daha yatkin olabilecegi ve bu nedenle patojen icermeyen bir
ortam yaratmanm hastaliga yakalanma riskini azaltabilecegi yOniindedir. Ayrica,
bebeklerin anne siitii ile beslenmedikleri zaman, antikor diizeyi diisiik olabilcegi icin
enteroviriis gibi enfeksiyonlara maruz kalmalar1 ile Tip I DM riskinin arttig1

arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Yoon ve Jun 2003).



Otoimmiinite

Immiin sistemin Tip I diyabet iizerindeki etkisi 1970’1i yillardan itibaren bilinmektedir.
Genetik ve cevresel faktorler pankreasin adacik hiicrelerine karst otoimmiin siirecin
baslamasinda tetikleyici role sahiptirler (Haller ve ark. 2005, Fiallo-Scharer ve Eisenbarth
2004, Alemzadeh ve Wyatt 2004). Hastaligin tanisi1 sirasinda; pankreas adacik hiicrelerini
cevreleyen lenfosit infiltrasyonu, adacik hiicrelerine karsi otoantikor olugsmasi, dolagimda
aktive olmus lenfositlerin varlig1 ve pankreasin adacik hiicrelerinin belirli HLA’lar ile
olan iliskisi oto-immunitenin roliinii destekleyen kanitlar olarak gosterilebilinir (Prazny

ve ark. 2005, David ve ark. 2004).

Tip I diyabetli hastalarda otoimmiin siireg; (1) Cevresel faktorlere maruz kalma (2) T-
hiicrelerinin uyarilmasi, (3) T-hiicrelerinin farklilagmasi, (4) beta hiicrelerinin tahribati,

olmak tizere 4 fazda gerceklesmektedir.

Herhangi bir donemde cevresel fakorlerin etkisi ile otoimmiin siire¢ baslar ve pankreatik
B-hiicrelerinin otoimmiin harabiyeti yani insiilitis gelisir. Insiilitis’in varlig1 periferik
kanda saptanan otoantikorlar ile belirlenir. Bu otoantikorlar, adacik hiicre oto-antikorlar1
(ICAs), insiilin oto-antikorlar1 (IAAS), glutamik asit dekarboksilaza karsi olusan oto-
antikorlar (GADes) ve tirozin fosfotazlar (IA-2 ve TIA-2[)’a kars1 olusan oto-antikorlardir.
Yeni tan1 konan tip I diyabetli hastalarda, % 75-80 oraninda GADss antikorlari, % 35-40

oraninda spontan olarak insiilin antikorlar1 (IAAS) saptanmaktadir.

Yapilan calismalarda, adacik hiicre oto-antikorlarinin (ICAs) olugmasi, yasamin ilk
yullarindan ergenlik donemine kadar herhangi bir donemde meydana gelebilecegi

gosterilmistir (Liu ve Eisenbarth 2002).

Tek antikor pozitifligi olan bireylerde diyabet gelisme riskinin % 20-25 oldugu
bildirilirken; iki antikor pozitifliginde % 50-60, ii¢ antikor pozitifliginde % 70, dort
antikor pozitifligi olan bireylerde ise % 80’lere ¢iktig1 saptanmustir (Fiallo-Scharer ve

Einsbarth 2004).



Hastaligin ilerleyen donemlerinde intravendz glikoz tolerans testine (IVGTT) insiilinin
cevabi azalir. Sonrasinda ise oral glikoz tolerans testine (OGTT) verilen cevaplar da
bozulur. Bu donemde aglik kan glikoz diizeyi yiikselir (glikoz >110mg/dl ve OGTT ye 2.
saat yanit1 >140mg/dl), fakat kan glikoz diizeyi heniiz klinik diyabet diizeyine (ag¢hk
glikoz >126mg/dl, OGTT ye 2. saat yanit1 >200 mg/dl) ulasmamistir ve B-hiicrelerinin
yaklasik %75-80 oraninda kaybinin sonucunda klinik diyabet tablosu gelisir. Pankreatik
B- hiicrelerinin tamamen tahribi sonucu uyarilan C-peptid cevaplari artik olugsmaz ve

bunlara bagh olarak insiilin eksikligi ortaya ¢ikar (Eisenbarth 1986).

Patofizyolojisi

Insiilinin 6nemli fonksiyonlar1 arasinda oncelikli olarak hiicrelere enerji saglamak ve
hiicrede enerji kaynaklarini depolamaktir. Insiilinin salgilanmasi; besin almimindan
sonra, noronal ve hormonal mekanizmalarin etkileri ger¢eklesebilecegi gibi substratlarla
da yakindan iliskilidir. Metabolik kontroliin saglanabilmesi i¢in aglik yada tokluk halinde
insiilin salgisinin normal diizeylerde olmasi gerekmektedir. Insulopeni ile karacigerde
glikojenolizisin yani1 sira glikoneojenozisin artmasi ile aghk kan glikoz diizeyinin
yiikseldigi goriilir. Kan glikozu ¢ok yiikselip renal esigi astigt zaman (180 mg/dl)
glikoziiri ve poliiiri nedeniyle de sivi-elektrolit kaybinda artig goriiliir. Artan
dehidratasyon ve gelisen elektrolit dengesizligi fizyolojik strese neden olup insiilin karsit1
olan (glukagon, kortizol, biilyiime hormonu ve epinefrin) hormonlarin kana salgilanmasini
arttirarak lipit sentezinde azalma ve lipolizisin meydana gelmesini saglar. Bunlara bagl
olarak kanda lipitlerin yani sira serbest yag asit (FFA) diizeylerinin de artmasi sonucu
keton iiretiminde artig goriiliiliir. Artan keton tiriinleri periferik kullanim kapasitesinin ve
renal atilim kapasitesinin lizerine ¢iktiginda ise ketoasidoz tablosu gelisir (Haller ve ark.

2005, Sperling 2002).



2.2. Insiilinin Yapisi ve Etkisi

Pankreasimn endokrin fonksiyonu, organin her tarafina dagilmis epitel hiicrelerinin
kiimeleri olan Langerhans adaciklarinda bulunur. Bu adaciklar, her biri belirli bir hormon
tiretmek icin sorumlu olan farkl hiicre tiplerini icerir. a- hiicreleri (A hiicreleri) toplam
adacik hiicrelerinin % 15-20" sini olusturur ve glukagon sentezinden sorumludur. -
hiicreleri (toplamin % 60-80' i) insiilin tiretir. d-hiicreleri veya D hiicreleri (toplamin %
5-10" u) gastrin ve somatostatin salgilarlar. Son olarak, PP hiicreleri (toplamin <% 2'si)

pankreatik polipeptit iiretir (Blanco ve Blanco 2017a).

Insiilin

Insiilin, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmas: iizerinde 6nemli etkileri olan
anabolik bir hormondur. Glikozun, kas ve yag dokusu gibi insiiline bagli dokularda hiicre
ici taginmasinda ve viicut metabolizmasinda rolii olduk¢a onemlidir (Burks ve White
2001). Insiilin; kimyasal olarak birbirine disiilfit bag1 ile baglanmus iki polipeptit
zincirinden olusmus (51 aminoasitli) ve molekiiler agirligit 6000 dalton olan polipeptit
yapida bir hormondur. Aktif insiilin 21 aminoasiti kapsayan bir A zinciri ile 30 aminoasiti
kapsayan bir B zinciri ihtiva etmektedir Bu iki aminoasit zincirinin birbirlerinden

ayrilmasi sonucunda ise insiilin molekiilii fonksiyonunu yerine getiremez (Guyton ve Hall

2001).

Sekil 2.1. insiilinin yapisi, A ve B amino asit zinciri (Blanco ve Blanco 2017a).



Insiilin biyosentezi

Insiilin  onciisii  olan preproinsiilin (111 aminoasit), pankreatik B-hiicrelerinin
endoplazmik retikulumu tarafindan sentezlenir. Preproinsiilin, endoplazmik retikulum
liimenine girdigi zaman 23 amino asitlik dizisi (lider peptid) uzaklastirilir. Molekiiliin
kalan kismu ikiye katlanarak, proinsiilini yapmak iizere disiilfit baglarini olusturur. A ve
B zincirlerini birlestiren C-peptit (baglayici peptit), molekiiliin daha kolay katlanmasini

saglar ve molekiil salgilanmadan 6nce yapidan ayrilir.

Daha sonra proinsiilin, vezikiiller igerisinde endoplazmik retikulumdan golgi aygitina
taginir. Burada aktif insiiline doniistiiriiliir ve proinsiilin hidroliz edilir. Bununla birlikte
beta hiicrelerinden salgilanan iiriiniin %90-97’si insiilin ve buna esdeger molaritede C-
peptitdir. Geri kalani ise proinsiilin seklindedir (Blanco ve Blanco 2017a, Guyton ve Hall
2001).
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Sekil 2.2. Insan preproinsiilin, proinsiilin ve insiilin yapisinin sematik goriiniimii (Blanco
ve Blanco 2017a).
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Insiilin kana serbestlendigi zaman dolasimda neredeyse tamammin serbest halde
bulundugu belirtilmektedir. Yar1 6mrii plazmada ortalama 6 dakikadir ve 10-15 dakikalik
siire icinde plazmadan temizlenmektedir. Insiilin, hedef hiicrelerdeki reseptoriine bagli
bulunan kismi1 haricinde biiyiik bir boliimii insiilinaz enzimi tarafindan karacigerde, daha
az diizeyde bobreklerde, kasta ayrica bir¢ok farkli dokuda yikima ugratilabilir (Guyton
ve Hall 2001).

Insiilin reseptorleri

Insiilin, hedef hiicrelerin plazma membraninda bulunan 6zel bir reseptore (insiilin
reseptorii) baglanir. Insiilin reseptorii, yaklasik 400 kDa'lik hiicre zarma biitiinlesik bir
glikoproteindir. Reseptor; iki a (135 kDa) ve iki B (95 kDa) altbirimleri olmak iizere
toplamda 4 birimden olusur (Sekil 2.3.). Disiilfit baglar: ile baglanan bu dort altbirim
tetramerik yapida, kompleks bir protein olan tirozin kinazdir (Nelson ve Cox 2005). Alfa
altbirimleri hiicre zarinin tamamen disinda yer alir ve insiilinin baglandig altbirimlerdir.
Beta altbirimleri ise hiicre zarinin cift lipid katmanina gomiiliidiir ve hiicre zarinim her iki

tarafinda da bulunur.
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Sekil 2.3. Insiilin reseptoriiniin modeli (Blanco ve Blanco 2017a).
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Insiilin uyaris1 olmadiginda o alt birimi B alt biriminin tirozin kinaz etkinligini inhibe
etmektedir (White 1998). Insiilin reseptore baglandiginda, reseptorde sekilsel bir
degisiklik meydana gelir ve beta alt birimlerinde tirozin kinaz aktivitesi tetiklenir. Tirozin
kinaz daha sonra hiicre ici reseptor substratlar (IRS) vasitasi ile ¢cok sayida hiicre i¢indeki
enzimlerin fosforilasyona neden olur. Bunlarin sonucunda bu enzimlerin bazilarinin
aktive oldugu bazilarmin da inaktive oldugu goriilir ve buna bagli olarakta insiilin;
karbonhidrat, protein ve yag ve metabolizmalarinin kontroliinii saglar. Ayrica insiilin;
membran tasima sistemlerinin ve enzimlerin aktivasyonu, RNA ve protein sentezinin
diizenlenmesi gibi pek cok fizyolojik mekanizmalar1 etkilemektedir. Ayrica insiilin
karbonhidratlarin, proteinlerin, yaglarin ve niikleik asitlerin sentezi ve depolanmasi ile
ilgili metabolik olaylar1 da diizenler. insiilinin temel metabolik olaylar iizerine etkileri
cizelge 2.1' de gosterilmistir (Blanco ve Blanco 2017a, Guyton ve Hall 2011, Barrett ve
ark. 2011).

Cizelge 2.1. Insiilinin metabolik olaylar iizerine etkileri (Barrett ve ark. 2011)

Metabolizma gekli Kas Karaciger Yag dokusu
likoz alimi fik
. G oz. amt |G | ogeogf%nezl.  |Gikozaim 1
Karbonhidrat | Glikoliz 1 Glikojenoliz, Glikoliz 1 Gliserol setezi 1
metabolizmas1 | Glkojen sentezi 1|Glikojen sentezi
Lipogenez 1 Trigliserit sentezi 1
Yag metabolizmas Lipoliz 1 Yag asiti sentezi 1
Lipolz |
Pmtc?ln Anm9a31t ahrm 1 Protein ylam |
metabolizmas1  [Protem sentezi |

TArttirir | Azalte

Insiilinin karbonhidrat metabolizmast iizerine etkisi

Insiilin, farkli dokularda glikoz alimin1 ve kullanimini uyarabilme ozelligine sahiptir.
Insiilin glikoz kullanim yolaklarmndaki enzim aktivitelerini etkilemekle beraber ayni
zamanda enzim sentezlerini de aktive eder. Boylece insiilin glikozun kullaniminda 6nemli
role sahip olan karacigerdeki, glikolitik enzimlerin (glukokinaz, fosfoproteokinaz ve

piruvat kinazin) aktiviteleri uyarilmis olur.
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Ayrica insiilin, glikokinaz enziminin aktivitesini arttirarak karaciger hiicreleri tarafindan
kandan glikoz alinmasim siddetlendirir, glikojen sentezini hizlandirir, glikojenoliz ve
glikoneojenezi de inhibe eder. Yine iskelet ve kalp kasinda ve adipositlerde de glikoz
alimin1t GLUT-4’ {in plazma zarma translokasyonu yolu ile uyarir. Glikozun fazlasi kasta
ve karacigerde glikojen seklinde depo edilir (Blanco ve Blanco 2017a, Guyton ve Hall
2011).

Insiilinin lipit metabolizmast iizerine etkisi

Insiilin karaciger, yag dokusu ve diger dokularda yag asidi ve triacilgliserol sentezini
uyarwr. Glikolizin aktivasyonu ve glikozun oksidatif indirgenmesi, pentoz yolagini
harekete gecirerek yag asiti biyosentezinde kullanilan asetil-CoA ve NADPH fiiriinlerinin
artmasina neden olur. Yiyecek alimi fazla oldugu zaman ise asetil-CoA yag asidi
sentezine yonlendirilir. Ayrica insiilin, periferik kilcal damar membranina bagli
lipoprotein lipazi aktive ederek triagilgliserol sentezi i¢in dokularda yag asiti miktarimi da
arttirr. Insiilin, hormona duyarli lipaz1 inhibe ederek, lipolize baski yapar ve dolasimdaki
serbest yag asit seviyelerinin diismesine neden olur. Ayrica ketojenezisi de azaltma
yoniinde etkisi bulunmaktadir. Ancak insiilin bulunmadigi zaman yag asitleri
karacigerden lipoproteinlere tasinamaz, sonucta yag yakimi ve yaglardan enerji

saglanmasina neden olan hormona duyarl lipaz enzimi aktive olur.

Aktive olmus lipaz enzimi ise depo trigliseritlerin hidrolizine neden olur ve kanda yag
asiti konsantrasyonunu yiikseltir. Insiilin ayn1 zamanda yag asitlerinin karacigerde
fosfolipitler ve kolesterole ¢evirimini arttirir. Gerek fosfolipitler gerekse kolesterol ve
karacigerde olusan trigliseritler de lipoproteinler seklinde kana gecer (Blanco ve Blanco

2017a, Nelson ve Cox 2005, Carola ve ark. 1992).

Insiilinin protein metabolizmast iizerine etkisi

Insiilin, hiicreler tarafindan amino asit alimini uyarir ve ayrica transkripsiyon ve
translasyon siireclerini aktive eder. En fazla tasindigi bilinen amino asitlerin arasinda
valin, 10sin, izolosin, tirozin ve fenilalanin oldugu belirtilmektedir (Blanco ve Blanco

2017a, Guyton ve Hall 2011, Barrett ve ark. 2011).
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Insiilinin glikoz tasinimu iizerine etkisi

Insiilin, kas ve yag dokusunda; glikoz, amino asit, niikleozid ve fosfatin hiicre igine
alimini uyarir. Memeli hiicreleri, kolaylastirilmis glikoz difiizyonundan sorumlu plazma
membran tasiyicilarina (GLUT) sahiptir (Cizelge 2.2). Kesfedilme sirasina gore GLUT-
I' den GLUT-5' e kadar smiflandirilanlar ile birlikte, yedi ayr1 glikoz tasiyicisi
tanimlanmustir. Glikoz tasiyicilari, 492-524 amino asit icerirler ve glikoza olan affiniteleri
degisiktir. Her tasiyici, 6zel islevler i¢cin evrimlesmistir. Cesitli glikoz tastyici tiirlerinden
GLUT-1 ile GLUT-3 dokularda yaygm olarak bulunmaktadir ve diisiik kan glikozu

seviyelerinde bile hiicrelere glikozun taginmasini saglarlar.

Insiiline duyarli oldugu bilinen kas ve yag dokusu gibi hiicrelerin sitoplazmasmdaki
vezikiillerde GLUT-4 molekiilleri bulunmaktadir. Hiicre membranindaki reseptoriine
baglanan insiilin, reseptoriin B altbirimindeki tirozin kinazi aktive ederek hiicre icinde
bulunan GLUT-4' iin hiicre membranmna gecmesini saglar. Insiilin, glikokinazi
etkinlestirerek glikozun fosforilasyonunu arttirir ve bdylece hiicre i¢i serbest glikoz
miktar diisiik tutularak, karaciger hiicrelerine glikoz girisi arttirilir (Blanco ve Blanco

2017a, Barrett ve ark. 2011).

Cizelge 2.2. Memelilerde glikoz tasiyicilar1 (Barrett ve ark. 2011)

Kun(m] [)2 islevi Goriildiigii 6nemli
yerler
SGLT 1 ikincil etkin tasima

(Na+-glikoz tastyicist) 0.1-1.0 Glikozun emilimi Ince barsak, renal iibiiler

SGLT 2 1.6 Glikozun emilimi Renal tiibiiler
Plasenta, beyin, kolon, kan-

GLUT 1 beyin bariyeri

1-2 Bazal glikoz kapilmas1 alyuvar, bobrek,

Kolaylagtirilmis sizma
diger birgok organ

Adacik B hiicreleri,

GLUT 2 12-20 B hiicre glikoz karaciger, bobrekler,
ince bagirsak epitel

hiicreleri
Beyin, plasenta, bobrekler,
1 Bazal kapima:

GLUT 3 < azal glikoz kapilmasi diger birgok organ

Insiilinle uyarilan glikoz | Iskelet ve kalp kasi, yag
GLUT 4 5 kapilmasi dokusu diger dokular
GLUT 5 1-5 Fruktoz tagmmm Jejunum, sperm
GLUT 6 - YOK Ps6dogen
GLUT 7 : ER'de glikoz-fosfat —f p - ciger, diger dokular

tasiyicisi

* Ky tasima hizinin azaminin yaris1 oldugu noktadaki glikoz miktaridir.
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2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da birden fazla eslenmemis elektrona sahip,
enerjik olarak kararsiz herhangi bir atom veya molekiildiir (Kuyvenhoven ve Meinders
1999, Lushchak 2014). Bu kararsiz elektronik konfigiirasyona sahip olan serbest
radikaller ¢arpistiklar: diger molekiillerden elektron alarak onlar1 da "serbest radikallere"
doniistiirebilirler (Yu 1994). Olusan bu reaksiyon ile tek bir radikalin varligi bir dizi
elektron transfer redoks reaksiyonu baglatabilir (Kuyvenhoven ve Meinders 1999,
Halliwell 1994, Lushchak 2014). Serbest radikaller, normal kosullarda metabolik bir
siire¢ icerisinde siirekli olarak meydana geldigi gibi enerji iiretiminin olabilmesi i¢in

hiicrelerde bir¢ok reaksiyon sonucunda da olusabilmektedir (Ozcan ve ark. 2015).

1) Kovalent baga sahip bir molekiiliin, her bir parcasinda ortak elektronlardan

herhangi birisinin kalarak homolitik boliinmesi;
X:Y—>Xe+Ye
2) Normal bir molekiilde bir elektron kaybedilmesi;
A-e — Aet+e
3) Normal bir molekiile sadece bir elektron eklenmesi (Ozcan ve ark. 2015).

A+e — A

Oksijen'in metabolizasyonu sonucunda ortaya reaktif oksijen tiirleri (ROT) dedigimiz
triinler ¢cikmaktadir (Yu 1994, Lushchak 2014). Organizmada olusan bu ROT'lar,
proteinler, DNA ve kiiciik molekiiller de dahil olmak iizere bircok baska hedeflere zarar
verirler (Halliwell 1995). Biyolojik olarak dneme sahip bazi reaktif oksijen tiirleri (ROT)
asagidaki cizelge 3.1' de gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Biyolojik 6neme sahip bazi reaktif oksijen tiirleri ve dzellikleri (Yu 1994)

Tiirler Kimyasal Ozellikleri
Simgesi
Iyi bir indirgeyicidir fakat zayif oksidan
Siiperoksit radikali Oz etki gosterir.
Oldukga reaktiftir (6zellikle ekleme, ayirma
Hidroksi radikali *OH ve elekteron transfer tepkimelerinde).
Diisiik difiizyon kapasitesine sahiptir.
Gii¢lii bir oksidandir ve lipit
Perhidroksil radikali HO»- peroksidasyonunu baslatabilir.
*OH' ya kiyasla daha diisiik oksitleme
Peroksil radikali ROQOe kapasitesine sahiptir ve olduk¢a yaygindir.
ROe ve *OH'un lipitler arasinda olusan
Alkoksi radikali ROe reaksiyon sonucu ara iiriin olarak olusur.
Oksidandir. Fakat organik substratlar ile
Hidrojen peroksit H>O; olusan reaksiyonlar1 yavastir ve yiiksek
diffiizyon kapasitesine sahiptir.
Yarilanma 6mrii 10 s olan oldukga giiclii
Tekli Oksijen 10y bir oksidandur.

En yaygin ROT'larin bazilar1 hidrojen peroksit (H202), siiperoksit radikaki (O2) ve
hidroksi radikalidir (OH") (Seifried ve ark. 2007).

2.3.1. Siiperoksit radikali (O»- *)

Stiperoksit radikali, oksijenin bir molekiil indirgenmis formudur ve genellikle zayif bir

reaktiviteye sahiptir (Halliwell 1994, Lee ve ark. 2004). Mitokondriyel elektron tagima

sisteminde olusan ilk serbest radikaldir. Mitokondri, oksijeni suya indirgemek sureti ile 4

elektronlu zincir reaksiyonu vasitasiyla enerji iiretir (Sekil 3.1). Mitokondri’de olusan bu

zincir reaksiyonundan kagan elektronlarin bir kismi dogrudan oksijenle reaksiyona

girerek siiperoksit radikallerini olusturur (Lee ve ark. 2004).

.

ir

0, — ¢  HO»
H 0,

H:0; € .OH LT © ¥y
H H

Sekil 2.4. Mitokondride olusan 4 elektronlu zincir reaksiyonu (Lee ve ark. 2004) .
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Mitokondride iiretilen bu siiperoksit radikali enzimatik degildir ve bu nedenle metabolik
hiz1 daha yiiksektir. Ayrica katekolaminler, tetrahidrofolat ve mitokondride elektron
tasima sistemindeki bazi Dbilesenler de siiperoksit radikali {retimine katki
saglamaktadirlar. Olusan siiperoksit radikali, mitokondriyal siiperoksit dismutazin
(MnSOD) etkisi ile hidrojen peroksit haline doniistiiriiliir. Olusan hidrojen peroksit ise
(H202) katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz enzimleri (GPX) ile detoksifiye edilir
(Phaniendra ve ark. 2015, Halliwel 1994).

20, +2H" MM H,0,+ 0,

2H202 GPX /KAT >2H20 + 02

Organizmaya giren yabanci maddeleri dldiirmek icin aktiflesen fagositler (notrofiller,
monositler, makrofajlar, eozinofiller) biiyilk miktarda siiperoksit tiretmektedir. Ayrica
siperoksit radikali, nitrik oksit (NOe) ile de reaksiyona girebilir. Bunun sonucunda da
hidroksi (*OH) radikali ve nitrik dioksit gibi toksik bilesikler iireten peroksinitritin
(ONOO) olusmasina neden olur (Halliwell 1996, Lee ve ark. 2004, Babior ve Woodman
1990).

ONOO™ + H* — ‘OH + ‘NO»

Stiperoksit radikali (O2*), NADPH oksidaz, ksantinoksidaz, peroksidazlar gibi c¢esitli
hiicresel oksidaz sistemleri vasitasiyla da iiretilmektedir. Stiperoksit radikali bir kez
olustuktan sonra, hidrojen peroksit, hidroksi radikali (OHe), peroksinitrit (ONOO),
hipoklor6z asit (HOCI) gibi ROT un olugmasina neden olan bir ¢cok reaksiyona katilir.

Plazmada olusan siiperoksit radikali, siiperoksit dismutaz (SOD) ve hidrojen
peroksidazlar (katalaz ve glutatyon peroksidaz) gibi enzimatik antioksidanlar tarafindan

da ortamdan temizlenebilinir (Lee ve ark. 2004, Pham-Huy ve ark. 2008 ).

<20, +2H* 39 H,0, +0:

2H202 GPX /KAT 4>2H20 +02
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2.3.2. Hidroksi radikali (OHe)

Hidroksi radikali su veya hidrojen peroksit tarafindan tretilen en reaktif serbest
radikaldir. Hidroksi radikali en yiiksek 1 elektron indirgeme potansiyeline sahiptir ve
organizmadaki her sey ile reaksiyona girebilir. Siiperoksit radikali; hidrojen peroksit,
bakir veya demir gibi metal iyonlarinin varhiginda hidroksi radikalini olusturulabilir

(Korycka-Dahl ve Richardson 1978, Choe ve Min 2005, Lee ve ark. 2004).

0, + H2O» ED» *OH + OH + Oy

Oldukca reaktif olan hidroksi radikalleri doymamis (organik lipidlerde) baglara hidrojen
ekleyip cikararak bircok molekiille etkilesime girebilirler. In vivo en reaktif serbest
radikal olan hidroksi radikali (OHe), indirgenmis gecis metal iyonlar1 (Fe?* veya Cu®)
varliginda O2 ¢ ve H>0; ile etkilesime girdiginde de olusabilmektedir. Bu reaksiyon,
Fenton reaksiyonu olarak da bilinir (Pham-Huy ve ark. 2008, Genestra 2007, Droge
2002).

Fe?* +H,0, _Fenon | Fe* +OH™ +HO»

Bir diger hidroksi radikali (OHe) kaynagi ise siiperoksitin hidrojen peroksit ile

etkilesimidir ve bu reaksiyon Haber-Weiss reaksiyonu olarak adlandirilir (Yu 1994).

Ortaya cikan radikaller oksijen ile reaksiyona girerek diger serbest radikalleri iiretebilir.

Hidroksi radikali, lipitler, polipeptitler, proteinler ve DNA ile 6zellikle de timin ve guanin

ile reaksiyona girerek hiicre hasarina neden olurlar (Ashok ve Ali 1999, Lee ve ark. 2004).
«20;" + 2H *_HaberWelss 1,0, + O,

2.3.3. Hidrojen peroksit radikali (H20>)

H>O: tek elektron oksidasyonunun ikincil iiriiniidiir. H2O> gegis metalleri ile redoks-aktif
etkilesimi sayesinde oldukca reaktif serbest radikalleri iiretme yetenegine sahiptir (Yu
1994). Organizmada, SOD enzimi tarafindan dismutasyona ugratilan siiperoksit radikali
hidrojen peroksit radikalini olusturur (Halliwell 1996). Ayrica amino asit oksidaz ve
ksantin oksidaz gibi enzimler de siiperoksit anyonundan non-radikal hidrojen peroksit

iretirler (Pham-Huy ve ark. 2008, Genestra 2007, Droge 2002, Lee ve ark. 2004).

20, + 2H* 398 H,0, + O,
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Hidrojen peroksit, hipoklordz asit (HOCI) veya kloraminlerle reaksiyona girdiginde tekli
oksijen olusturabilir. Demir varliginda ise hidrojen peroksit Haber-Weiss reaksiyonu ile
hidroksi radikallerini meydana getirir. H2O2, non-iyonize ve diisiik yiiklii yapisindan
dolay1 hidrofobik membranlardan kolaylikla diffiize olma yetenegine sahiptir (Lee ve ark.

2004, Yu 1994).

Ayrica yag asitlerinin f-oksidasyonun yant sira acil-CoA oksidaz, D-amino asit oksidaz,
L-a-hidroksi oksidaz, iirat oksidaz, ksantin oksidaz, D-aspartat oksidaz gibi farkli
enzimler, siiperoksit iiretmeden bol miktarda H>O» olusturabilirler. Organizmada olusan
hidrojen peroksit radikali, GPX ve KAT enzimleri tarafindan nétralize edilir (Schrader
ve Fahimi 2006).

2H202 o /KAT > 2H20 I 02

2.3.4. Serbest radikal kaynaklar

Reatif oksijen tiirlerinin olusumu enzimatik ve non-enzimatik reaksiyonlar olmak iizere
iki sekilde olabilir. ROT'lar1 iireten enzimatik reaksiyonlar arasinda; mitokondriyal
enzimler, fagositoz, prostaglandin sentezi yer alir. Non-enzimatik reaksiyonlar ise,
iyonize radyasyonlar ile mitokondrideki oksidatif fosforilasyon (yani aerobik solunum)
sirasinda olusabilmektedir. Ayrica ROT"' lar hiicre icinde hem endojen hem de eksojen
kaynaklardan tretilebilir. Eksojen ve endojen kaynaklar cizelge 3.2'de gosterilmistir
(Genestra 2007, Droge 2002, Phaniendra ve ark. 2015, Halliwell 2007, Valko ve ark.
2006, Pham-Huy ve ark. 2008).
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Cizelge 2.4. ROT'un endojen ve eksojen kaynaklar1 (Phaniendra ve ark. 2015)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri Hava ve su kirliligi
Alkol

Kloroplast elektron transport zinciri Tiitiin dumam

Gecis metalleri -Cd, Hg, Pb, As
Oksidan enzimler:

Ksantin oksidaz Agrr metaller-Fe, Cu, Co, Cr
Indolamin dioksijenaz

Triptofan dioksijenez Endiistriyel solventler

Galaktoz oksidaz

Siklooksijenaz Tarm ilact

Lipooksijenaz

Mono aminooksidaz Yiiksek sicaklik

Fagositik hiicreler: Mordétesi 151k

Notrofiller

Monosit ve makrofajlar Pisirme (tiitsiilenmis et, kullamilan yaglar, yag)
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler Haloten, Parasetamol, Bleomisin,

Doksorubisin, Metrenidazol, Etanol gibi ilaclar.
adrenalinin oto-oksidasyonu, inflamasyon,
stres, asiri egzersis, Karbon tetrakloriir (CCH)
enfeksiyon, kanser, yaglanma,
iskemi-reperflizyon hasarlari

2.3.5. Serbest radikallerin etkileri

Normal fizyolojik sartlarda viicutta serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda kritik bir
denge s6z konusudur. Bu dengenin serbest radikaller lehine bozulmasi ile oksidatif stres
olusur. Yiiksek miktardaki ROT lar hiicresel proteinlere, membran lipitlerine ve niikleik
asitlere hasar vererek hiicre 6liimiine yol acabilirler (Dominguez ve ark. 1998, Halliwell

1994).

Serbest radikallerin membran lipitlerine etkisi

Membran lipitleri, 6zellikle fosfolipitlerin ¢coklu doymamis yag asiti kalintilar1 serbest
radikallerin oksidasyonuna daha duyarhdir. Lipit peroksidasyonun, cesitli patolojik
kosulla altinda artmasi nedeni ile olduk¢a 6nemlidir. Yag asitinde bulunan cift bagin

zayifligindan dolay1 hidrojen atomunun koparilmasi kolaydir.

20



Bu yiizden hiicredeki membran lipitlerinin yapisinda bulunan poliansatiire yag asiti
zincirleri peroksidasyona karsi cok duyarhdir. Yag asiti molekiiliiniin hidrojen
kaybetmesiyle yapisi tekrar diizenlenebilir ve olusan yeni yap1 oksijen ile birleserek lipit
peroksil radikallerine (LOOe) doniisebilir. Boylece diger yag asitlerinden hidrojen
atomunu koparan peroksil radikalleri sayesinde zincirleme peroksidasyon reaksiyonlari

baslamis olur.

Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan lipit peroksitleri, sekonder {iriinler olan
malondialdehit (MDA) gibi aldehitlere doniisiir. Membranda olusan bu zincirleme
peroksidasyon reaksiyonlarinin meydana geldigi ortama bu zinciri kiracak bir antioksidan
eklenene kadar bu siire¢ devam eder. Antioksidan yoklugunda, peroksil radikalleri,
olusturduklar1 baglarla membran yapisinda bozulmaya sebep olurlar. Sonugcta;
membranda islev kaybi, membran akiskanliginda azalma, membrana bagl enzimlerin ve
reseptorlerin inaktivasyonu ile hiicre hasar1 ve hiicre 6liimii gerceklesir (Phaniendra ve

ark. 2015).

Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Reaktif oksijen tiirleri i¢inde Ozellikle hidroksi radikali hiicre i¢i proteinlerde geri-
doniisiimlii ya da geri-doniistimsiiz oksidatif bir takim degisikliklere yol acarak oksidatif
hasara neden olmaktadir. Oksidatif hasarla birlikte protein yapilarinda olusan oksidatif
degisiklikler, hiicre iskeletinin yapisinda bulunan proteinler ve enzimlerde yapisal ayni
zamanda fonksiyonel degisikliklere neden olur. Olusan bu modifikasyonlar ise bir ¢cok

hastaligin patogenezinde rol oynar (Ozcan ve ark. 2015).

Serbest radikallerin DNA iizerine etkisi

Genetik bilgiyi tasiyip nesilden nesile aktaran DNA, dis etkilerden kolayca etkilenebilen
bir molekiildiir. Ozellikle serbest radikaller; DNA yapisinda bulunan deoksiriboz fosfat
iskeletinde yapisal bozukluklara neden olabilir. Ayrica purin ve pirimidin bazlarinin
spesifik modifikasyonu ile zincirler arasinda da ¢apraz baglanmalar meydana gelebilir.
Meydana gelen oksidatif hasar DNA’da lezyonlar olusturarak mutasyona sebep olur.
Ancak eksojen ve endojen antioksidanlar kullanarak, oksidatif stresin DNA {izerinde

olusturdugu hasardan koruyabilir.
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Oksidatif stres kontrol altina alinmaz yada 6nlenmez ise , yaslanma siireci ile birlikte bazi
akut patolojilerin (travma, inme gibi) yani sira diyabetes mellitus, kanser gibi pek ¢ok
hastaliklarin olusmasina zemin hazirlanmis olur (Dizdaroglu 1991, Shigenaga ve Ames

1991, Pham-Huy ve ark. 2008).

2.4. Diyabet Mellitusun Oksidatif Stres ile Tliskisi

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda fizyolojik kosullar altinda bir denge s6z
konusudur. Bu dengenin serbest radikaller lehine bozulmas: ile oksidatif stres olusur
(Dominguez ve ark. 1998, Halliwell 1994). Ortamda ROT un artmas1 ve antioksidanlarin
ROT’lar1 ortamdan temizlemesinin yetersiz olmasi, hiicre zarinda, damar duvarinda,
proteinlerde, lipitlerde ve hatta hiicredeki niikleik asitlerde hasara neden olmaktadir.
Diyabetes mellitus’ta hiperglisemi ve hiperlipidemi tablosuna baglh olarak gelisen artmis
bir oksidatif stres durumu s6z konusudur ve artan oksidatif stres de, ilerleyen donemlerde
noropati, nefropati, arteroskleroz gibi pek ¢ok klinik tablonun ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir (Kuyvenhoven ve Meinders 1999, Tas ve ark. 2014).

Yapilan ¢alismalarda diyabette hipergliseminin neden oldugu oksidatif stresin pankreas
B-hiicrelerini tahrip ettigi belirtilmistir (Altan ve ark. 2006). Artan glikoz seviyesi -
hiicrelerinin mitokondrilerinde trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinii hizla indiiklemekte
ve ROT iiretimine katki saglamaktadir. ROT ise insiilin sinyalizasyonunu bozmakta ve
H,0> olusmasina neden olmaktadir. Uretilen H>O; ise tirozin fosfataz aktivitesini inhibe
ederek hem insiilin reseptoriinde hem de substratlarinda tirozinin fosforilasyonunu
artirma yolu ile insiilinin salgilanma siirecini uzatmaktadir (Mahadev ve ark. 2004, Rains
ve Jain 2011). Bircok hiicresel caligmada, diyabette insiilin sinyalizasyonunun bozuldugu

ve insiiline direncin gelistigi de gosterilmistir (Eriksson 2007).

Hiperglisemiye ek olarak diyabette serbest yag asiti (FFA) seviyelerinde gozlenen artis
mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesine neden olmaktadir. Yapilan
calismalarda diyabette serbest yag asiti (FFA) diizeylerinde goriilen artis, reaktif oksijen

tiirlerinin olusumuna neden olabilir (Mahadev ve ark. 2004, Rains ve Jain 2011).
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Insiilin direnci ve hiperglisemiye eslik eden artmis serbest yag asidi diizeyleri de
hiicrelerinde fonksiyon kaybina yol acan bir bagka faktordiir. Yine yapilan ¢caligmalarda
diyabetik bireylerde, artan hiperglisemiye bagl olarak, hem LDL’nin oksidasyonunda
hem de non-enzimatik glikasyonda artiglar saptanmistir. Diyabetes mellitusta, lipitlerin
yam sira proteinlerde de oksidasyon reaksiyonlar1 meydana gelmektedir. Ozellikle de
ekstraselliiler proteinlerin oksidasyona ugramasi sonucunda; katarakt, mikroanjiyopati,
nefropati ve ateroskleroz gibi bir cok diyabetik komplikasyonlarm olusabilecegi
belirtilmistir. Yapilan c¢aligmalarda, hipergliseminin diyabet komplikasyonlarinin
etiyolojisinde ©nemli rol oynayan bir takim biyokimyasal yolaklar1 aktive ettigi
gosterilmistir. Bu biyokimyasal yolaklar; (1) poliol yolu, (2) glikozun oto-oksidasyonu
ve siiperoksit tiretimi, (3) proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son iiriinlerinin

(AGE) olusumudur (Brownlee 2001, Evans ve ark. 2003, Koya ve King 1998).

Poliol yolu

Yiiksek glikoz diizeyi, poliol yolagi tizerinden sorbitol iiretimine neden olur. Bu yolakta,
NADPH aldoz rediiktaz enzimini aktive etmek icin kullanilmakta ve sonugta hiicre
icindeki NADPH diizeyi azalmaktadir. Okside glutatyonun rediikte olabilmesi ve nitrik
oksit (NO) sentezinin olabilmesi i¢in de NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolu
aktif oldugunda NADPH diizeylerinde azalma goriilir ki bu durumda hiicrenin
antioksidan kapasitesini sinirlama yoniinde etki gosterir (Maritim ve ark. 2003). Rediikte
glutatyonun ve nitrik asit sentezinin azalmasi sonucunda da diyabetin vaskiiler

komplikasyonlar: ortaya ¢ikmaktadir (Sargin ve ark. 2001).

Glikozun, sorbitol yolu ile fruktoza ve sorbitola cevrilmesi sonucunda hiicrede
miyoinozitol diizeyleri azalir ve Na-K ATP-az enzim aktivitelerinde de azalma gozlenir.
Na-K ATP-az enziminin aktivitesi sinir iletim hizi i¢in 6nemli bir role sahiptir (Greene
ve ark. 1990). Bir doku toksiniymis gibi hareket eden sorbitoliin retinopati, katarakt,
noropati, nefropati ve kalp damar hastaliklar1 gibi pek cok hastaligin patogenezinde rolii

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

23



Glikozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit iiretimi

Glikoz, ortamda bir gecis elementi varsa, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
doniisiir. Reaksiyon zinciri bir kere baslayinca, siiperoksit radikali (*O2), ortamda
bulunan hidrojen peroksit (H20») lizerinden yiiksek reaktiviteye sahip hidroksi radikali
(OH.) ni olusturur.Hiicre i¢cinde glikozun oksidasyonu yoluyla da NADH meydana gelir
ve NADH, ATP iiretimi i¢in gerekli olan enerjinin saglanmasinda kullanilir. Eger glikoz
diizeyi yiiksek ise bu yol kullanilarak siiperoksit radikal tiretiminde artma goriiliir. Hiicre
ici ROT lar temel olarak mitokondride meydana gelen solunum zincirinde iiretilmektedir.
Ayrica mitokondri’de ROT iiretiminin artmasi, diyabetik siirecte gozlenen bir ¢ok
patolojilerin kaynagini olusturmaktadir (Altan ve ark. 1997, Brownlee 2001, Green ve
ark. 2004).

Proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son iiriinleri (AGE)

Insiilinden bagimsiz dokularda hiperglisemik kosul intraselliiler glikoz konsantrasyonunu
arttrmaktadir. Bunun sonucunda glikoz proteinlere non-enzimatik bir reaksiyon ile
baglanir. Glikoz ve proteinlerin amino gruplar1 arasinda olusan nonenzimatik glikasyon
reaksiyonlar1 sonucunda Shiff bazlar1 olugmakta ve proteinler ile daha dayanikh ve geri-
doniisiimlii Amodri iiriinlerini meydana getirmektedir. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan
erken glikasyon iiriinleri diyabetin tedavi asamasinda glikozun normal diizeylere donmesi
sonucunda azalmaktadir. Ancak yar1 dmrii uzun olan proteinlerle ise geri doniisiimsiiz
olarak ileri glikasyon son iriinleri (AGE) meydana gelmektedir (Gillery ve ark. 1988,
Dincer ve ark. 2002). AGE' ler endotelin-1 aracilig1 ile vazokonstriksiyonu arttirarak
endotel hasarma yol acabilecegi gibi serbest radikal iiretebilme kapasitesine de
sahiptirler. AGE' lerin toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarini
degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi indiikleyebilmeleri de
bulunmaktadir (Bierhaus ve ark. 1997, Eidland ve ark. 2001). AGE olusumu ile lipit
peroksidasyonu arasinda siki bir iliski vardir. Ayrica lipit peroksidasyonunun 6nlenmesi
ile AGE olusumunun Onlendigi de bildirilmistir (Giardino ve ark. 1998). Yapilan
calismalarda AGE ve serbest radikallerin, protein kinaz-C (PKC)' yi aktive ettigi ve aktive
olan PKC' nin, vaskiiler kan akimini, damar gecirgenligini etkileyerek vaskiiler
komplikasyonlarin patogenezinde rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir (Chappey ve ark.
1997, Koya ve King 1998, Way ve ark. 2001).
24



2.5. Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde genel olarak serbest radikallerin bir tiirii olan ROT un hiicrelere ve
dokulara verebilecegi hasarlar1 Onlemek i¢cin "antioksidan sistemler" veya
"antioksidanlar" olarak isimlendirilen bir takim savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Antioksidanlar diyet tiirevi ekzojen (vitaminler vb.) ve endojen (enzimatik ve non-

enzimatik) olmak tizere iki sinifa (¢izelge 3.3, cizelge 3.4, cizelge 3.5) ayrilir.

Ekzojen ve endojen antioksidan savunma sistemleri ise antioksidan enzimler, zincir-kirici
antioksidanlar ve metal baglayici proteinler olmak iizere ii¢ kategoride inceleir (Cizelge
3.4). Endojen kaynakli enzimatik antioksidanlar baslica siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidazlardr (GPX), glutatyon reduteaz (GR),
paraoksanaz (PON), glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) (¢izelge 3.3).

Cizelge 2.5. Cahsmamizda arastirdiginiz endojen enzimatik antioksidanlar (Ozcan ve
ark. 2015)

Endojen Enzimatik Antioksidanlar
Antioksidanlar Etki Mekanizmasi

Siiperoksit Dismutaz [ Stiperoksit radikalini temizler.
(SOD) 220" +2H" —> H20: + 02

HDL ile iligkili kalsiyuma bagiml bir
esterazdr. LDIL’de bulunan

Paraoksanaz (PON) L . N
kolesteril linoleat hidroperoksitlerini
hidroliz ederek gosterir.

H>O; diisiik konsantrasyonda
Gulutatyon ise ortamdan uzaklastirr.

Peroksidaz (GPX) |H,0,+2GSH — GSSG+ 2H,0O

Cizelge 2.6. Eksojen antioksidanlar (Ozcan ve ark. 2015)

Eksojen antioksidanlar
Antioksidanlar Etki mekanizmasi
Zincir kiric1 etki mekanizmasina

Vitamin E (a-tokoferol) sahiptir ve yagda ¢oziindr.

. . Hidroksi radikallerini temizler
Vitamin C (Askorbik asit)
B Karoten Tekli oksijeni temizler ve yagda
¢Oziiniir.
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Cizelge 2.7. Endojen non-enzimatik antioksidanlar (Ozcan ve ark. 2015)

Non-Enzimatik Antioksidanlar
Antioksidanlar Etki me kanizmalan
Albiimi Cu ve Hem grubunu ba.lglar,
HOCT u ortamdan temizler
Cu iyonlarm baglar, H>O2'i
Seruloplazmim kullanarak Cu iyonlarmin
reoksidasvonunu saglar.
. Ferrik haldeki Fe~ " iyonlarmi
Transferrin _
baglar
- - 3F .
Laktoferrin Ferrik haldeki Fe . iyonlarmi
disiik pH degerlerinde baglar.
Haptoglobin Hemoglobini baglar.
Hemopeksin Hem grubunu baglar.
Biliribin Peroksil radikallerini temizler
i OH-e radikallerini temizler
Glikoz
o Radikalleri temizler ve metalleri
Urat _
baglar.
Melatonin OH-e radikallerini temizler.
Mukus OH-e radikallerini temizler.

Zincir kiric1 antioksidanlar, serbest radikallerin baslattigi zincir reaksiyonunu (lipid
peroksidasyonu) bozarak serbest radikalleri notralize edebilen kii¢iik molekiillerdir. Bu

antioksidanlar, endojen veya eksojen kokenli olabilir.

Zincir kiricr antioksidanlar ya bir elektron vererek serbest radikal tiiriinden bir elektron
alarak onlar1 kararli bir yapiya doniistiiriir. Zincir kirici antioksidanlar suda ¢oziiniinen ve
yagda coziinen olmak iizere iki ana kategoride incelenebilir. Karotenoidler, flavonoidler
ve antioksidan vitaminler diyetle ile disaridan alinan Onemli antioksidandir.Ferritin,
transferrin ve seruloplasmin gibi endojen proteinler de dnemli antioksidan proteinlerdir.
Bu antioksidan proteinler, demir ve bakir gibi metalleri baglayarak fenton reaksiyonlar1

sonucu serbest radikallerin olusumunu engeller (Dasgupta ve Klein 2014a).

Biyolojik sistem icerisinde antioksidanlarin etki mekanizmalari ise; (1) oksijeni bulndugu
ortamdan uzaklastirir ya da bulundugu yerdeki konsantrasyonunu azaltir, (2) katalitik
metal iyonlarin1 ortamdan uzaklastirirlar, (3) serbest radikal hasarina sebep olan zincir
reaksiyonlarmin baslamasini engellerler, (4) siiperoksit veya hidrojen peroksit gibi
onemli ROT'lar1 ortamdan uzaklastir ve cok daha zayif molekiillere doniistiiriirler (5)

serbest radikallere bagl olusan hasarlar1 onaran etkiler gosterirler (Ozcan ve ark. 2015).
26



2.5.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1)

En Onemli antioksidan enzim olan SOD, yiiksek aktiviteye sahip olup dokulardan
stiperoksit radikallerini ¢ikarilmasin katalizleyen, tiim dokularda yaygimn olarak bulunan

bir enzimdir (Blanco ve Blanco 2017b).

20, + 2H* 298, H,0; + O,

SODI1, SOD2 ve SOD3 olmak iizere siiperoksit dismutazin ii¢c formu bulunur. Zn, Cu ve
Mn, SOD'un temel bilesenleri olup oksidatif stres korumasi icin vazgecilmezdir. SOD1
fonksiyonu i¢in hem bakir hem de ¢inko gereklidir ve mitokondrinin yani sira sitozolde
de bulunur. Mangan siiperoksit dismutaz veya SOD2 ¢ogunlukla mitokondri igerisinde
yer alir. Ugiincii siiperoksit dismutaz (SOD3) formu ise hiicrelerin disinda bulunmaktadar.
SOD3 i¢in ayrica bir kofaktor olarak bakir ya da ¢inko gereklidir. Bu enzimlerin
konsantrasyonlar1 uygun genler tarafindan diizenlenir. SOD1 bir dimer iken, SOD2 ve
SOD3 ise SOD1'den daha yiiksek bir molekiil agirhigina sahip tetramerlerdir (Dasgupta
ve Klein 2014a).

2.5.2. Glutatyon peroksidaz (GPX) (E. C. 1.11.1.9)

GPX, selenyum igeren bir antioksidan enzimdir. Glutatyon peroksidazin selenyuma baglh
(GPX 1,4 ve 6) ve selenyuma bagl olmayan (GPX 5,7 ve 8) iki alt tiirii vardir. Insanlarda,
GPX izoformlarindan 1, 4 ve 6, Kkatalitik aktiviteleri i¢in 6nemli olan selenosisteini

icermektedir.

Bu izoformlarin hepsi hidrojen peroksitin suya indirgenmesini katalize etmek icin,
indirgenmis glutatyon kullanir. GPX, glutatyonu (GSH) hidrojen verici olarak kullanarak
hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini katalize ede
(Dasgupta ve Klein 2014a, Blanco ve Blanco 2017b).

ROOH+ 2GSH — GSSG+ ROH+H:0

H>02+ 2GSH—> GSSG+ 2H,0
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Bu reaksiyonlarda, her glutatyon, =SH grubundan bir elektron vererek bir tiyil (-S°)
radikalini olusturur. Bu radikallerden ikisi bir disiilfid kopriisii ile birleserek oksitlenmis
glutatyonu (GS-GS) meydana getirir. GPX, sitozol ve mitokondride lokalize olup,
dokulardaki diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonlarinin korunmasma yardime1 olur,
yag asidi peroksitlerini hidroksi tiirevlerine doniistiiriir ve proteinler ile diger
bilesiklerdeki siilthidril gruplarmin oksidasyonunu tersine ¢evirir (Blanco ve Blanco
2017b).
GS-SG+NADPH+H*—» 2GSH+NADP*

2.5.3. Paraoksonaz (PON1) (E. C. 3.1.8.1)

PON1; organofosfatlarin hidrolizini katalize ettigi bilinen ve yaygin olarak karaciger,
bobrek, bagirsak gibi dokular arasinda bulunan, HDL ile iligkili kalsiyuma bagimli bir
esterazdir (Aviram ve ark. 1998). PON1 enziminin aktivitesi ve stabilitesi i¢in kalsiyum
sarttir. PON1 en Onemli etkisini, LDL’de bulunan kolesteril linoleat hidroperoksitlerini
hidroliz ederek gosterir (Aviram ve ark. 2000, Mackness ve ark. 1998, Garin ve ark. 1994,
La Du ve ark. 1999). ARE ise enzimin kiitlesini gosteren bir parametredir. PON1, LDL-
K’yi serbest radikallerin indiikledigi oksidasyondan korudugu i¢in antioksidan ozelligi
oldugu diistiniilmektedir (Mackness ve ark. 1997a, Heijmans ve ark. 2000, Kelso ve ark.
1994). PON1, oksidatif stres altinda olusan hidrojen peroksiti %25 oraninda hidroliz etme
yetenegine sahip olmasi onun peroksidaz aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir
(Aviram ve ark. 1999, Shoji ve ark. 2000). Yapilan calismalarda PON enzim aktivitesinin;
miyokard enfarktiisii, ailesel hiperkolesterolemi, diyabet ve kronik renal bozukluklarda
azaldig1 gosterilmistir (Mackness ve ark. 1997b, Heijmans ve ark. 2000, Kwiterovich
1998, Lee ve ark. 2001).

2.5.4. C vitamini (Askorbik asit)

Suda c¢oziinen en 6nemli zincir kiric1 antioksidan, askorbik asit olarak da bilinen C
vitaminidir. C vitamini siiperoksit, hidroksil ve sulu peroksil radikallerinin yani sira
hidrojen peroksit, hipoklordz asit ve tekli oksijen gibi diger oksidanlar1 temizleme
yetenegine sahiptir (Dasgupta ve Klein 2014). Kan ve sitozol i¢erisinde ¢dziinen askorbik
asit (AscH) hiicre hasar1 gerceklesmeden once hizlica hareket edebilir (Blanco ve Blanco

2017b). Ayrica C ve E vitamininin geri doniisiimiinde gorev alir.
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Tokoferoksil radikalinin o-tokoferole indirgenmesini saglar ve boylece E vitamini ile

birlikte LDL' yi oksidasyona kars1 korur (Memisogullar1 2005, Valko ve ark. 2006).

2.5.5. E vitamini (a-tokoferol)

E vitamininin; a, B, v, ve 6 tokoferol gibi farkli formlar1 bulunur. Yagda ¢oziilebilen
zincir kiric1 bir antioksidan olan a-Tocopherol, ¢oklu doymamis yag asidine gore cok
daha hizli bir sekilde peroksil radikalleri icin rekabet ederek lipit peroksidasyonunu
onleyebilir. a-tokoferol lipit yapilarin, 6zellikle de hiicre zarlarinin in vivo biitiinliigiinii
korumak i¢in 6nemli bir rol oynar. a-Tocopherol, C vitamini ile kombinasyon halinde
oldukc¢a etkilidir. Bu kombinasyon ile plazmada lipoprotein oksidasyonunu tamamen

inhibe edebilir (Dasgupta ve Klein 2014b).

E vitamini ve GPX serbest radikal etkisine kars1 birbirlerini tamamlayici etki gosterir.
GPX olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini de sentezlerini engeller. Ayrica
GPX’ in yapisina katilan Se™ un organizmadan kaybin1 dnleyerek enzimi aktif sekilde
tutar. E vitamini okside olduktan sonra ve parcalanmadan Once askorbik asit ve GSH

tarafindan yeniden indirgenebilir (Packer 1991).

2.5.6. A vitamini (p-karoten)

B-karoten (pro-vitamin A), karotenoid ad1 verilen bir sinifina aittir. Insan fizyolojisinde
onemli bir rol oynayan iyi bir antioksidandir. B-karoten, karetonoidlerin i¢inde en yaygin
formudur ve vitamin A'nin Onciisidiir. Vitamin A; retinik asit, retinol, retinal
(retinaldehit), retinil esterlerini iceren bir bilesikler grubunu kapsamaktadir. B-karoten,
antioksidan Ozelliklere sahiptir fakat o-tokoferollerden daha zayif antioksidan 6zellik
gosterir. Askorbat ve a-tokoferol gibi f-karotende LDL'nin oksidatif modifikasyonunu

engeller (Dasgupta ve Klein 2014b).
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2.6. Lavandula stoechas subsp. stoechas Bitkisi ve Diyabet ile iliskisi

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi; tek ve cok yillik, otsu, az bir kismi sarilici
bitkilerdir. Govdeleri genellikle dort koselidir ve aromatik yaglara sahiptirler. Cok genis
bir familya olup 200 cins ve 3200 kadar tiirii vardwr. Tiirkiye’de Akdeniz bolgesinde
yetismekle birlikte diinyanin hemen her yerinde yayilis gdstermektedir. Ekonomik olarak
Onemli olan bu familya aromatik ugucu yaglardan zengin pek ¢ok tiire sahiptir. Bunlardan

elde edilen ucucu yaglar tipta ve parfiimeri sanayisinde kullanilmaktadir (Yenici 1999).

Lamiaceae familyasina ait bir tiir olan Lavandula stoechas subsp. stoechas (karabas otu),
45-50 cm uzunlugunda, cali formlu, ¢cok yillik bir bitkidir. Bitkinin dallar1 2-10 kadar
cicekli daireler ile sonlanmakta ve dallarin ug¢larinda silindirik sekilli sik basaklar halinde
siyahimsi-mor c¢icekler (sekil 4.1) bulunmaktadir.

Sekil 2.5. Lavandula stoechas L. ¢icekleri (https://keyserver.lucidcentral.org/weeds/data
/media/Html/lavandula_stoechas.)

Bugiin alternatif tipta kullanilan pek cok bitki arasinda bulunan L. stoechas subsp.
stoechas bitkisi Anadolu halki tarafindan da bazi hastaliklarin tedavisi i¢in ytizyillardir
kullanilmaktadir Giiniimiizde de halk hekimliginde pek c¢ok hastaligin tedavisinde
kullanidig1 goriilmektedir (Yenici 1999). Anadolu halki arasinda karabas otu, gargan otu
veya kesis otu olarak bilinen L. stoechas bitkisinin ¢icekli dallar1 ¢ay olarak oksiiriik ve
bronsitte, soguk alginliginda, bas agrisinda, iilser, mide agrilarinda, kalp
rahatsizliklarinda ayn1 zamanda diyabet hastaliginda da kullanilmaktadir (Ayral 1997,
Ayanoglu ve ark. 2000, Ertug 2002). Halk hekimliginde yapraklar1 ve saplari; romatizma,
soguk algmligi ve sindirim sistemi hastaliklarina, ekstreleri ise yara, egzama, idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve kalp hastaliklarina kars: kullanilmaktadir (El-Hilaly ve ark. 2003,

Benabdelkader ve ark. 2011).
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Nevin Tanker ve arkadaslarmin (1977) yaptiklar1 ¢alismada, L. stoechas bitkisinin ugucu
yag veriminin, ¢iceklerde % 0.86, yapraklarda % 0.57 oraninda oldugunu belirtmislerdir.
Arastirmacilar, gaz kromatografisi yontemi ile yapilan analiz sonucunda ugucu yagda
monoterpenik hidrokarbonlardan olan; a-pinen, kamfen, pB-pinen ve limonenin
bulundugunu, oksijenli bilesiklerden ise kafur, fenkon, sineol, borneol, linalol ve linalil
asetat icerdigini tespit etmislerdir. Ayrica L. stoechas ugucu yaginm kromatograminda
yapilan planimetrik 6l¢iim sonuglarina gore, bilesiminin % 23.29 kafur, % 10.87 fenkon,
% 4.07 sineol, % 1.5 linalol ve linalil asetattan olustugunu saptamuslardir. L. stoechas’in
yaprak ve ¢iceklerinden elde edilen ugucu yag1 yaygin olarak eczacilikta kullanilmaktadir
(Ayanoglu ve ark. 2000).

L. stoechas’in yaginda bulunan ve monoterpenlerden biri olan linalol; antimikrobiyal,
antibakteriyel, antiviral etkilerin yam sira antiinflamatuar, analjezik, lokal anestetik ve
antidiyabetik aktivitelere sahiptir (Afifi ve ark. 1998, Jana ve ark. 2014,
Balasubramaniam ve Anuradha 2011, Peana ve ark. 2002). More ve arkadaslar1 (2014)
STZ ile diyabet olusturduklar1 siganlarin diyaframinda linaloliin glikozun periferik
olarak kullanimini arttirdigini  tespit etmislerdir. Yapilan farkli bir ¢alismada da
ultraviyole 15181n ciltte yarattig1 hasara karsi linaloliin, koruyucu bir etkiye sahip oldugu

belirtilmistir (Gunaseelan ve ark. 2017).

Sineol; bir¢cok bitki u¢ucu yagda bulunan 6nemli bir monoterpenoiddir (Elaissi ve ark.
2012, Tschiggerl ve Bucar 2010). In vivo ve in vitro olarak yapilan caligmalarda sineoliin;
antioksidan, antiinflamatuar, antiaterosklerotik ve lipoprotein metabolizmasi iizerinde

etkisinin oldugu bulunmustur (Cho 2012).

Bitki ugucu yaglarinin bilesiminde bulunan bir diger madde ise kafurdur. Garg ve
arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 ¢alismada kafurun, kalp ve dolagim sistemi iizerine
olumlu etkileri oldugu belirtilmistir. Ayrica non obez disi diyabetik (NOD) fareler
izerinde yapilan caligmalarda kafurun, otoimmiin diyabetin gelisimini baskilamaya
yonelik bir etkisinin oldugu belirtilmistir (Lola ve ark. 2011, Melzer ve ark. 2006, Barak
ve ark. 2004, Sherkheli ve ark. 2009, Chelliah 2008, Ginsburg ve ark. 1997).
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Nispeten non-toksik, ugucu bir monoterpenoid alkol olan terpineol, bir¢cok bitkinin ugucu
yagmin Onemli bir bilesenidir. Yapilan caligmalarda terpineoliin, antimikrobiyal,
antispazmodik ve immiin sistemi uyarici 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Moreira

ve ark. 2001, Williams ve Barry 1991).

L. stoechas’in ugucu yagi monoterpenler bakimindan zengin olup antispazmodik,
analjezik, antiseptik etkilere sahip olup tip ve eczacilikta kullanilmaktadir (El-Hilaly ve
ark. 2003, Benabdelkader ve ark. 2011).

Tuzlac1 (2002)’nin yaptig1 bir ¢alismada L. stoechas’m ¢igekli kisimlarindan hazirlanan
infiizyonun kolesterol diisiiriicii etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Baska bir caligmada
arastirmacilar, L. stoechas’1n alkol ve su ekstrelerinin in vitro olarak fibrinolitik sistemi
aktive ettigini tespit etmislerdir. Boylece bu sonuclar L. stoechas bitkisinin, koroner
sisteme, damar sistemine ve dolagim sistemine yararli olabilecegi belirtilmistir (Yenici

1999).

Sebai ve arkadaslar1 (2013), alloxan (220 mg/kg) verilerek diyabet olusturulmus
sicanlarda karaciger ve bobrek dokularinda KAT ve SOD enzim aktivitelerinde azalma
saptamiglardir. L. stoechas subsp. stoechas yagi verildikten sonra ise bu enzim

aktivitelerinde artma ve kan glikoz diizeylerinde de anlamli bir azalma tespit etmislerdir.

Sebai ve arkadaslarmin 2015 yilinda yaptig1 bir diger calismada ise alloxan ile (160
mg/kg) diyabet olusturulmus siganlara 15 giin (i.p) ayr1ayri L. stoechas subsp. stoechas
ve Rosmarinus officinalis esansiyel yaglar1 verildiginde testis, epididimis ve sperm
dokularinda SOD, KAT ve GPX antioksidan enzim aktivitelerinde artis, MDA
diizeylerinde ve kan glikoz diizeylerinde ise azalma tespit etmislerdir. Arastiricilar,
diyabet sonucunda olusan oksidatif strese kars1 L. stoechas subsp. stoechas esansiyel

yaginin koruyucu bir etkisi oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Deney hayvanlar ve bakim kosullar:

Bu calisma Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve Arastirma Merkezinin
etik kosullarma uygun olarak planlandi. Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi’ nden saglanan 40 adet 200-250 g agirhginda Wistar
tiirii eriskin erkek sicanlar kullanildi. Siganlar deneysel ¢alismaya baslamadan 20 giin
once 1s1s1 18°C- 22°C arasinda sabit tutulan 6zel odaya alindi. Dort sican bir kafeste
olacak sekilde yerlestirildi ve siganlar standart diyet (pelet) yem ile beslendi. Siganlarin

su ve yem alimlar1 ise serbest birakildu.

3.1.2. Deney hayvanlarimin gruplandirilmasi
Deney gruplari; her kafeste 10 adet sican olmak iizere toplam 4 gruba ayrildi:

Grup 1: Normal kontrol (K)

Grup 2: Kontrol+ Lavandula stoechas yagmin (i.p) enjeksiyonu (K + LSY)
Grup 3: Diyabetik (D)

Grup 4: Diyabetik + Lavandula stoechas yaginin (i.p) enjeksiyonu (D+ LSY)

3.1.3. Tip I diyabetin olusturulmasi

Diyabet olusturmak i¢in streptozotocin (STZ) pH’1 4.5 olan 20 mM sodyum sitrat
tamponu i¢inde ¢Oziliip ve sicanlara tek doz (65 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyon
yapilarak olusturuldu (Tas ve ark. 2005). Kontrol grubu sicanlarina ise tek doz
intraperitoneal sitrat tamponu enjeksiyonu yapildi. Diyabet grubunu olusturan sicanlarin
STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra kuyruklar1 kesilerek alinan kanda glikoz diizeyleri
tayin edildi. Sicanlarin kan glikoz diizeyi seviyesi > 200 mg/dL saptandiginda diyabet

oldugu diisiiniilerek deneysel caligmaya baslandi.
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3.1.4. Lavandula stoechas subsp. stoechas esansiyel yaginin ele edilmesi ve tedavisi

Lavnadula stoechas Linee subsp. stoechas bitkisi, Balikesir-Edremit Kaz Daglarindan
toplandi. Bu bitkinin teshisi Balikesir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Botanik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Giilendam TUMEN tarafindan
yapildi. L. stoechas subsp. stoechas yagi Kale Firmasi tarafindan hazirlandi. Yagin
hazirlanma islemi ise su sekilde gerceklestirildi: Toplanan bitkilerin toprak iistii tiim yesil
kisimlar1  ve cigekleri “Clevenger-tip” diizenek kullamilarak 3 saat boyunca
hidrodistilasyonu yapildi. Esansiyel yagin elde edilmesinde bu yOntem Avrupa
Farmokopediyasinda (1996) yer alan yonteme gore uygulandi. Bu yontem kisaca, kuru
bitkinin toprak iistii tiim yesil kisimlar1 ve c¢icekleri su icerisinde kaynama noktasina
gelene kadar isitildi. Daha sonra su buhari ile birlikte bulunan esansiyel yag bir
kondansatorde toplandi. Distilasyon sonucunda anhidrosodyum siilfat kullanilarak izole

edilen esansiyel yagdan tiim su uzaklastirildi.

Sicanlar diyabet olusturulduktan sonra 20 giin boyunca L. stoechas yagi 50 mg/kg
dozunda intraperitonel (i.p.) olarak enjeksiyonu yapildi. Igcme sular1 ve yemleri giinliik
olarak hazirlanip, deney siiresi boyunca 24 saaatlik tiiketimi kontrol edildi. Kan glikoz
diizeyleri (IME-DC blood glucose meters, Almanya) ve sicanlarin viicut agirliklar:

haftada bir kez olmak iizere 6l¢iildii.

3.1.5. Orneklerin toplanmasi

Deney siiresi bitiminde izofloran anestezisi altinda siganlarin kalplerinden ponksiyon
yontemi ile kan alindi. Alinan kanlar ise lityum heparinli tiipler ve kuru tiiplere konmak
tizere ayrildi. Kalp, bobrek, karaciger ve iskelet kasi (musculus gastrocnemius) dokular1
ise kan aliminm hemen ardindan serum fizyolojik ile yikandi ve calisilincaya kadar -
20°C’de saklandi. Deneyler icin kullanilacak olan bu kan 6rnekleri deneye baslanmadan
once 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi, serum ve plazmalar1 ayrildi. Hemen
calisiimayacak olan parametreler i¢in ayrilan kan 6rnekleri ise -20°C’de saklandi. Lityum
heparinli tiiplerden GPX ve SOD o6l¢iimleri i¢in 40 pl ve plazma MDA tayini i¢in 100 pl
kan 6rnegi kullanildi. Kuru tiiplerden ise insiilin i¢in 100 pl, PON tayini i¢in 25 ul, ARE
tayini i¢cin 3 pl ve lipit 6lctimleri (total kolesterol, HDL-K, trigliserit) i¢in ise 500 ul kan

ornekleri kullanildi.
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3.1.6. Deneyde kullanan cihazlar ve kimyasal maddeler

A S A R I

[S—
=

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

Spektrofotometre, “Beckman Coulter Du 730 Uv/Vis” (ABD)
Santrifiij, “Hettich Rotofix 32” (Almanya)

Homojenizator “Heidolph RZR 2020 (Almanya)

Vortex, “Heidolph Reax Top” (Almanya)

Isiticilt manyetik karistirict, “MTOPS MS300HS” (Giiney Kore)
Hassas terazi, “Kern PC” (Almanya)

Derin Dondurucu (-20°C), “Ugur” (Tiirkiye)

Buzdolaby, “Arcelik” (Tiirkiye)

Mikroplate spektrofotometre, “Biotek pQuant” (ABD)

. Inkiibator, “Termo Scientific Labsystems IEMS Incubator/Shaker HT”

(Finlandiya)

Klinik kimya analiz cihazi, “Abbott ARCHITECT c8000” (ABD)

IME-DC blood glucose meters (Almanya)

Otomatik pipet (100-1000 pL), “Biohit Proline Plus” (Almanya)

Otomatik pipet (20-200 pL), “Biohit Proline Plus” (Almanya)

Pipet ucu (100-1000 pL), “Capp Expell” (Danimarka)

Pipet ucu (20-200 pL), “ Corning” (ABD)

Pridin (> %99), “Sigma-Aldrich” (ABD) Kat. No: 437611

2-Tiyobarbitiirik asit (TBA) (>% 98), “Sigma-Aldrich” (ABD) Kat. No: T5500
Trikloroasetik asit (TCA), “Merck” (Almanya) Kat. No: 100807

Potasyum kloriir (KCL), “Bioshop Canada Inc.” (Kanada) Kat. No: POC308
Sodyum dodesil siilfat (SDS), “Merck” (Almanya) Kat. No: 817034

Asetik asit gliceal %99,5-%100, “Carlo Erba” (Fransa) Kat. NO: CE.302011
I-Biitanol, “Merck” (Almanya) Kat. NO: 101990

Streptozotocin (STZ), “Santa Cruz Biotechnology- Chemcruz” (ABD)

Kat No: U-9889

Lavandula stoechas subsp. stoechas. esansiyel yagi (Kale Firmasi, Tiirkiye)
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3.1.7. Deneyde kullanilan ticari kitler

1.

9

Rat Glutatione peroxidase (GSX) 96 ELISA Kit, “ YL Biotech” (Shangay)

Kat No: YLAO119RA

Rat Super Oxidase Dismutase (SOD) 96 ELISA Kit, “ YL Biotech” (Shangay)
Kat No: YLAO115RA

RAT Insulin (INS) 96 ELISA Kit, “Elabscience” (ABD)

Kat. No: E-EL-R2466

Full Automated Paraoxanase-1 (PON-1) Enzym Activity Kit,

“Rel Assay Diagnostics” (Tiirkiye)

. Arylesterase (ARIL) Assay Kit, “Rel Assay Diagnostics” (Tiirkiye)

3.2. Yontem

3.2.1. Doku MDA diizeyi ol¢iimii

Ohkawa ve Ohishi (1979)’nin tanimladig1 yonteme gore dokulardaki MDA diizeyleri

spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Dokularda (kalp, karaciger, bobrek ve iskelet kasi) lipit
peroksitleri, 2-tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 100°C sicaklikta bir kromojen olusturdu.

Olusan bu kromojene n-biitanol ilave edildi ve bunun sonucunda olusan renk siddeti 532

nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii (Cizelge 4.1).

Hesaplama: Numune absorbansi / Standart absorbans1 X Standart konsantrasyonu
(100 mg/dL) = nmol/mg doku

Cizelge 3.1. Doku MDA 6l¢ciimii ve deneyin yapiligi

Ayrrag korii Standart Ornek

0.2 ml. distile su ]0.2 ml standart |0.2 ml Homojenat
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) {0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
Asetik Asit 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL
Tiyobarbiitirk Asit (TBA) 1.5 mL 1.5 mL 1.5 mL
Distile Su 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL

Vortekslendi, 1 saat kaynatildi ve buzlu suda sogutuldu.

Distile Su 1 mL 1 mL 1 mL
N-Biitanol/Piridin 5 mL 5 mL 5 mL

Vortekslendi, 35 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz1 532 nm'de kore karsi okundu.
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3.2.2. Plazma MDA diizeyi ol¢iimii

Malonaldehit’in (MDA), TBA ayiraci ile asidik ortamda yiiksek 1smin etkisi ile pembe
renkli bir kompleks olusturmasi ve olusan bu rengin 535 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciilmesi yontemi ile yapildi (Kamal ve ark. 1998)(Cizelge 4.2).

Hesaplama: Nags / Sags (0,084) x 10 nmol/ml = TBA/ml plazma

Cizelge 3.2. Plazama MDA o6l¢iimii ve deneyin yapilist

Numune Standart Kor
250 plplazma 1250 pl standart |250 pl distile su
%20 Trikloroasetik asit (TCA) 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
%0,67 Tiyobarbiitirik Asit (TBA) {1 mL 1 mL 1 mL
Vortekslendi, 30 dakika kaynatildi ve buzlu suda sogutuldu.
N-Biitanol |4 mL |4 mL [4 mL
Vortekslendi, 35 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz1 535 nm'de kore karsi okundu.

3.2.3. Serum lipit (TK, TC ve HDL-K) diizeylerinin 6l¢ciimii

Serum lipit (TK, TG ve HDL-K) diizeyleri, fotometrik olarak ‘Abbott ARCHITECT
¢8000” otoanalizoriinde Ol¢iildii ve mg/dL olarak ifade edildi.

3.2.4. insiilin enzim diizeyinin belirlenmesi

Insiilin enzim diizeyinin tayini i¢in Sandivi¢-Eliza metodunu igeren “Elabscience, RAT
Insulin (INS)” elisa kiti kullanild1 ve ¢ikan sonucglar spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Kit icersinden c¢ikan mikro kuyucuklu plaka daha 6nceden RAT (INS) insiiline 6zgii bir
antikor ile kaplanmis olup, standart ile drneklar uygun mikro kuyucuklara ilave edildi.
Ilave edilen bu standart ve ornekler mikro kuyucuk icerisindeki spesifik antikor ile
kombine edildi. Daha sonra, Rat INS ve Avidin-Horseradish Peroksidaz (HRP)
konjugatina 6zgii biyotinlenmis tespit antikoru, her mikro plakaya ardi ardma ilave
edilerek inkiibe edildi. Kit icersinde yer alan “serbest bilesenler cozetltisi” mikro
kuyucuklara eklenip yikandi ve substrat ¢ozeltileri mikro kuyucuklara eklendi. Kontrol
kuyucuklar1 olan “Rat INS, “biyotinlenmis tespit antikoru” ve Avidin-HRP konjugat1”
antikor ile girdigi tepkime sonunda mavi renkte oldugu gézlemlendi. Kit icerisinde yer
alan “Stop c¢ozeltisi” eklendi ve enzim-substrat tepkimesi sonlandirildi. Tepkimenin

sonlanmasi ile daha onceden olusan mavi rengin sar1 renge dogru dondiigii gozlemlendi.
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Deneyin yapilist, 100 pl standart ve drnekler kuyucuklara eklendi ve 90 dakika 37°C’ de
inkiibe edildi. Kuyucuklarin igerisinde yer alan sivilar alindi. Ardindan kuyucuklarin
tizerine 100 ul “Biotinlesmis tespit ¢cozeltisi” eklendi ve 1 saat 37°C de inkiibe edildi.
Kuyucuklar icerisinde bulunan sivilar tekrardan alindi ve 3 kere yikandi. Daha sonra
kuyucuklarin icerisine 100 ul “HRP konjugat1” eklendi ve 30 dakika 37°C de inkiibe
edildi. Tekrardan kuyucuklar icerisindeki sivilar alindi ve 5 kere daha yikandi. Ardindan
90 pl “substrat ayirac1” eklendi ve 15 dakika 37°C de inkiibe edildi. Kuyucuklara 50 pl
“stop ¢ozeltisi” eklendi. Stop ¢Ozeltisinin eklenmesiyle birlikte hemen 450 nm’de optik
yogunluk (OD) degerleri spektrofotometrik olarak olciildii ve istatiksel olarak
degerlendirildi. Deney i¢in kullanilan 6rneklerin optik yogunluk (OD) degerleri, Rat INS

diizeyinin OD'sinin standart bir egri olarak ele alind1 ve kiyaslanarak hesapland:.

3.2.5. Paraoksonaz enzim aktivitesinin ol¢iimii

Paraoksanaz enzim aktivitesi, “Rel Assay Diagnostics, “Full Automated Paraoxanase-1
(PON-1) Enzyme Activity Kit” kullanild1 ve kinetik spektrofotometrede tayin edildi.
Deneyde kullanilan 6rneklerdeki paraoksonaz enzimi, reaksiyon ortamindaki paraokson
substratimi hidroliz etti. Olusan iiriinde ki absorbans artisi, absorbans spektrumuna uygun
dalga boyunda kinetik olarak izlendi. Nonenzimatik hidroliz degeri, 6rnek degerinden
cikarilarak enzimatik aktiviteye ait net degerler hesaplandi. Sonuglar dakikada bir
mikromolar substratin hidrolizine esit olan Unite/Litre cinsinden ifade edildi. Deneyde

kullanilan ayiraclar ve dlctim sekli ¢izelge 4.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. PON aktivitesi 6l¢ctimiinde kullanilan ayiraclar ve dl¢iim sekli

Ornek Hacmi |25 ul
Ayrra¢ 1. Hacmi {500 pl
Ayrra¢ 2. Hacmi |25 pl
Dalga Boyu 412 nm
Okuma Yontemi |Kinetik

Deneyin yapilisi; spektrofometre kiivetine 500 uL “ayira¢ 17 konuldu ve iizerine 25 pLb
ornek ilave edildi ve karistirildi. Daha sonra iizerilerine 25 pL “aywra¢ 2” eklendi ve

karistirildi. Tam ekleme aninda bir kronometre de zaman baslatildi.
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Hizli bir sekilde spektrofotometrede 412 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iildii ve 30. saniye
ile 150. saniyelerde ki absorbans degerleri alinarak hesaplanildi. Sonuclar U/L olarak
ifade edildi.

Hesaplama: | (150. Saniye ABS — 30. Saniye ABS) /2 ] x 1202,84

3.2.6. Arilesteraz enzim aktivitesinin ol¢iimii

Arilesteraz enzim aktivitesi i¢in “Rel Assay Diagnostics, Arylesterase (ARE) Assay Kit”
kullanilarak, spektrofotometrik olarak tayin edildi. Deneyin yapilmasinda kullanilan

aywraglar cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. ARE olciimiinde kullanilan ayiraclar

Seyretlme Ornekleri |3 1l
Ayrra¢ 1. Hacmi  |260 pl
Ayra¢ 2. Hacmi |10 ul
Ayrra¢ 3. Hacmi |80 ul

Deneye baslamadan Once Ornekler kit icerisinde yer alan seyreltme c¢ozeltisi ile 1’e 100
oraninda seyreltildi. Yine kit i¢erisinde yer alan “ayira¢ 17 drneklerin iizerine ilave edildi
ve 548 nm’de birinci absorbans degeri 6l¢iildii. Sonrasinda kit i¢erisinde yer alan “ayirag
2” ve “aywrag 3” de ornekler iizerine eklendi, yaklasik 2-3 dakika sonra son absorbans

degeri 700 nm’de 6l¢iildii ve sonuglar ng/ml olarak ifade edildi.

3.2.7. Plazma SOD enziminin kantitatif olciimii

SOD enzim aktivitesinin kantitatif tayini i¢in (Immunoassay Sandivi¢-Enzimini temel
alan/YL Biotech, Rat Super Oxidase Dismutase) eliza kiti kullanilarak, spektrofotometrik
olciimii yapildi. Ik olarak deneyde kullamlacak olan tiim aymraglar, ornekler ve
standartlar hazirlandi. Hazirlanan 6rneklere daha sonra standartlar ve ELISA ¢ozeltileri
eklendi ve reaksiyonun gerceklesmesi i¢in Ornekler 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Inkiibe edildikten sonra drnekler 5 defa yikand.

Kit igerisinde yer alan “Kromojen A” ve “Kromojen B” cozeltileri 6rneklere eklenerek
renk olusumunun gerceklesmesi icin 10 dakika 37°C’de tekrar inkiibe edildi. Daha sonra

olusan reaksiyonu durdurmak icin kit icerisinde bulunan “Stop Cozeltisi” eklendi.
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Reaksiyonun bitis noktasmin tespit edilebilmesi icin 0rnekler 10 dakika igerisinde 450
nm dalga boyunda spektrofotometrik (Mikroplatespektrofotometre, “Biotek pQuant”)
olarak ol¢iildii ve sonuglar ng/ml olarak ifade edildi.

Analiz araligi: 0,05 ng/ml - 20 ng/ml
Hassaslik: 0,016 ng/ml
3.2.8. Plazma GPX enziminin kantitatif 6l¢ciimii

Immunoassay Sandivi¢-Enzimini kullanma esasina dayanan bu yontemde “YL Biotech,
Rat Glutatione peroxidase (GPX)” eliza kiti kullanilarak GPX enzim miktar1
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Deneye baslamadan once deney sirasinda kullanilacak
olan tiim ayiraglar, 6rnekler ve standartlar hazirlandi. Hazirlanan bu 6rneklere daha sonra
standartlar ve ardindan ELISA ¢6zeltisi eklendi. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in drnekler
60 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Ornekler inkiibasyondan sonra 5 kere yikandi. Kit
icerisinde yer alan “Kromojen A” ve “Kromojen B” ¢ozeltileri orneklere eklendi ve renk
olusumunun gerceklesmesi i¢in 10 dakika 37°C’de tekrar inkiibasyon yapildi. Daha sonra
olusan reaksiyonu durdurmak icin kit igerisinden cikan “Stop Cozeltisi” Orneklere
eklendi. Reaksiyonun bitis noktasinin tespit edilebilmesi i¢in 10 dakika igerisinde
ornekler 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik (Mikroplatespektrofotometre, “Biotek
pnQuant”) olarak 6l¢iildii ve sonuglar ng/ml olarak ifade edildi.

Analiz araligi: 0,5 ng/ml — 200 ng/ml

Hassashk: 0,24 ng/ml
3.2.9. Istatiksel analiz

Istatistiksel degerlendirme i¢in SPSS (Statistical Packages of Social Sciences for
Windows Standart Version 23.0) paket programu kullanildi. Veriler aritmetik ortalama
(ort) + ortalamanin standart hatast (SEM) olarak verildi. Gruplar arasindaki farki
kargilastirmak icin Kruskal Wallis testi yapilarak anlamlilik degeri p<0,05 olan sonuglara
ise Mann-Whitney U testi uygulandi. Testlerde p<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlaml1
kabul edildi.
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4. BULGULAR

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda yem aliminda (sirasiyla; 25,3 + 0,9 g/24 s
ve 20,7 £ 0,6 g/24 s) ve viicut agirhiginda istatistiksel olarak anlamli artis bulunurken
(strastyla; 290,7 + 6,7 g ve 252,6 + 18 g, p<0,05) siv1 alimlarinda ise istatistiksel olarak
bir anlam saptanmadi (swrastyla; 38,1 + 1,3 ml/24 s ve 38,4 £ 1,6 ml/24 s).

D grubu K grubu ile karsilastirildiginda, sivi alimi (swrasiyla 181,5 = 4 ml/24 s, 38,4 +
1,6 ml/24 s) ve yem aliminda saptanan artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken
(srasiyla; 38,7 + 1,7 g/24 s ve 20,7 + 0,6 g/24 s, p<0,01), viicut agirliklarinda saptanan
azalmada istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla; 201,2 £ 4 g ve 252,6 £ 18 g).

D+LSY grubunda, D grubuna gére yem alimlarinda (strasiyla 20,4 + 2,7 g/24 s ve 38,7 +
1,7 g/24 s) ve sivi alimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma saptanirken
(srasiyla; 87,8 + 6,3 ml/24 s ve 181,5 £ 4 ml/24 s, p<0,01), viicut agirhiginda artama
goriilsede istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi (sirasiyla 290,9 £ 5,4 g ve 201,2 +4
g) (Sekil 5.1. Cizelge 5.1.).
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0.GUN 4.GUN 10.GUN

Sekil 4.1. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda 20 giinlik periyotta meydana gelen vuciit
agirliklarinda ki degisim

a b

: Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastirma.istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01

41



Cizelge 4.1. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet +
L. stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda yem alimi, sivi alim, viicut agirligi, kan glikoz ve
insiilin diizeyleri

Parametreler K K+LSY D D+LSY

Yem alimi (g/24s) | 20,7 +0,6 25,3 +0,9* 38,7 +1,7% 20,4 +2,7°

Sivi alimi (mlL/24s) | 38,4 £ 1,6 38,1+1,3 181,5 +£ 4™ 87.8 + 6,3

Viicut agirhigi (g) [252,6 + 18 290,7 £ 6,7*°  [201,2 +4* 290,9 + 5,4°*
Kan Glikoz
(mg/dL) 126, 3+2,6 |1275+34 5342 £ 10,5 |316,4 + 24°™

Insiilin (ng/mL) 1,8 +0,2 1,6 +0,1 0,7 + 0,05%" 1,19 £ 0,05

a b

: Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastirma.istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01

Glikoz ve Serum Insiilin Degerleri

K+LSY grubu K grubu ile karsilastirildiginda, kan glikoz diizeylerinde (swrasiyla; 127,5
+ 3.4 mg/dl ve 126,3 + 2,6 mg/dl) ve serum insiilin (swrasiyla; 1,6 + 0,1 ng/ml ve 1,8 %+
0,2 ng/ml) diizeylerinde istatistiksel olarak anlam saptanmazken, D grubu K grubu ile
karsilastirildiginda kan glikoz diizeylerinde saptanan artig (sirasiyla 534,2 + 10,5 mg/dl
ve 126,3 + 2,6 mg/dl, p<0,01), serum insiilin diizeylerinde saptanan azalma istatistiksel
olarak anlamliydi (sirasiyla; 0,7 £ 0,05 ng/ml ve 1,8 £ 0,2 ng/ml, p<0.01). D+LSY grubu,
D grubu ile karsilastirildiginda kan glikoz diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma (swrasiyla; 316,4 + 24 mg/dl ve 534,2 + 10,5 mg/dl p<0,01) ve serum insiilin
diizeylerinde ise gozlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla; 1,19 + 0,05

ng/ml ve 0,7 £ 0,05 ng/ml) (Cizelge 5.1. Sekil 5.2, Sekil 5.3.).
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Sekil 4.2. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda 20 giinliik periyotta meydana gelen kan glikoz
diizeylerinde ki degisim.

b

. Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01
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Sekil 4.3. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda 20 giinliik periyotta meydana gelen glikoz ve insiilin
degerlerinde karsilastirma.

b

. Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01
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Lipit Degerleri (Total Kolesterol, Trigliserit, HDL-K)

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda, total kolesterol (sirasiyla; 56,2 + 1,2 mg/dl
ve 59,1 £ 1,Img/dl) ve HDL-K diizeylerinde istatistiksel olarak bir anlam bulunmazken
(strastyla; 53,2 + 2,5 mg/dl ve 53 + 2 mg/dl), trigliserit diizeylerinde ise saptanan azalma

istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla; 45 £ 2,2 mg/dl ve 77,4 + 2,5 mg/dl, p<0,01).

D grubu K grubu ile karsilastirildiginda, total kolesterol (sirasiyla 88,5 + 5 mg/dl ve 59,1
+ 1,1 mg/d]) ve trigliserit (swrasiyla 316 +43 mg/dl ve 77,4 + 2,5 mg/dl) diizeylerindeki
artis istatistiksel olarak anlamli bulundu. HDL-K diizeylerinde ise bir azalma gozlense de

istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi (sirasiyla; 51 + 2,3 mg/dl ve 53 + 2 mg/dl).

D+LSY grubu, D grubu ile karsilastirildiginda, total kolesterol diizeyleri (sirasiyla; 70,9
+ 2 mg/dl ve 88,5 + 5 mg/dl) ve trigliserit diizeylerinde ki (sirasiyla; 76,8 + 2,6 mg/dl ve
316 + 43 mg/dl) azalma istatistiksel olarak anlamli bulindu. HDL-K diizeylerinde bir artig
gozlense de istatistiksel olarak anlamh degildi (sirasiyla; 57,3 £ 1,5 mg/dl ve 51 + 2,3
mg/dl) (Cizelge 5.2).

Cizelge 4.2. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet +
L. stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda total kolesterol, trigliseti ve HDL-K diizeyleri

Parametreler K K+LSY D D+LSY
Total Kolesterol

(mg/dL) 59,1 +1,1 56,2 +1,2 88,5 + 54 70,9 + 2%
Trigliserit (mg/dL)

774£25 |45+£22 316 + 43" 76,8 £2,6™

HDL-Kolesterol
(mg/dL) 53+£2 532+25 51+2,3 573+1,5

b

. Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastrma. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01
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Plazma SOD Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda (sirasiyla 0,94+0,2 ng/ml ve 0,85+0,1
ng/ml) ve D grubuda K grubu ile karsilastirildiginda, (sirasyla; 1,37+0,3 ng/ml ve 0,85+
0,1 ng/ml) plazma SOD diizeylerinde goriilen degisiklikler istatistiksel olarak anlamli
degildi. Yine D+LSY grubunda, D grubuna gore plazma SOD diizeylerinde bir artma
gozlensede bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla; 1,43 + 0,4 ng/ml ve 1,37
+ 0,3 ng/ml) (Cizelge 5.3).

GPX Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda plazma GPX diizeylerinde saptanan artis
istatistiksel olarak anlamli bulundu (swrasiyla; 10 £ 0,3 ng/ml ve 8,3 £+ 0,5 ng/ml, p<0.05).

D grubu K grubu ile karsilastirildiginda, (sirasiyla 10,2 + 0,8 ng/ml ve 8,3 + 0,5 ng/ml)
ve D+LSY grubu, D grubu ile karsilastirildiginda (swrasiyla; 9,7 + 0,6 ng/ml ve 10,2 £ 0,8
ng/ml) (Cizelge 5.3.) plazma GPX diizeyleri istatistiksel olarak bir anlam saptanmadi.

PON ve ARE Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda PON enzim aktivitesinde (swrasiyla 139,7
+ 5 i/l ve 136,5 + 8,6 ii/l) saptanan artis istatistiksel olarak anlamli olmayip, ARE enzim
aktivitesindeki saptanan artma ise istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla; 157 £ 3,1 /1

ve 140,5 + 2,4 i/, p<0,01).

D grubu, K grubu ile karsilastirildiginda, PON enzim aktivitesi (sirastyla; 60,8 + 2,2 i/l
ve 136,5 £ 8,6 ii/], p<0,01) ve ARE enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma saptandi (sirasiyla; 57,8 + 2,8 i/l ve 140,5 + 2,4 ii/l, p<0,05).

D+LSY grubunda, D grubuna gére PON (sirasiyla; 88,46 + 8 ii/l ve 60,8 £ 2,2 i/, p<0,01)
ve ARE enzim aktivitelerinde gozlenen artma ise istatistiksel olarak anlamli bulundu

(strasiyla; 70,07 £ 11,4 /1 ve 57,8 £ 2,8 ii/l, p<0,05) (Cizelge 5.3.).
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Cizelge 4.3. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yagi (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet +
L. stoechas yagl (D+LSY) gruplarinda paraoksanaz (PON), arilesteraz (ARIL),
superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivilerinin diizeyleri

Parametreler K K+LSY D D+LSY
Tim Kan GPX

(ng/mL) 8,3+0,5 10 + 0,3 10,2 +£0,8 9,7+0,6
Tim Kan SOD

(ng/mL) 0,85 +0,1 0,94 +£0,2 1,37 £0,3 1,43 +£0,4
PON (U/L) 136,5 £ 8,6 139,75 60,8 + 2,2%" 88,46 + 8%
Arilesteraz (U/L) 140,5 £ 2,4 157 £3,1& 57,8 +2,8*" 70,07+11,4%"

4 : Kontrol grubu ile karsilastirma,

b

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01
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Kalp Doku MDA Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda kalp doku MDA diizeylerinde saptanan

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunurken (sirasiyla; 306,518 nmol/mg doku ve

382,6£20 nmol/mg doku, p<0,01), D grubunda, K grubuna goére ise kalp MDA

diizeylerindeki istatistiksel olarak anlamli bir artig saptandi (sirasiyla 1016,3+25 nmol/mg

doku ve 382,620 nmol/mg doku, p< 0,01). D+LSY grubu D grubu ile karsilastirildiginda

kalp doku MDA diizeylerinde ki azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla;

369432 nmol/mg doku ve 1016,3+25 nmol/mg doku, p<0,01 ) (Sekil 5.4., Cizelge 5.4.).
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Sekil 4.4. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda kalp MDA diizeyleri.

4 : Kontrol grubu ile karsilastirma,

b

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01
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Bobrek Doku MDA Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda, bobrek MDA diizeylerinde saptanan
azalma bu azalma istatistiksel olarak anlamli degilken (sirasiyla; 516+25 nmol/mg doku
ve 568,626 nmol/mg doku), D grubunda, K grubuna gore bobrek MDA diizeylerinin
(srrasiyla; 1041,8432 nmol/mg doku ve 568,626 nmol/mg doku) saptanan artig
istatistiksel olarak anlamliyd: (p< 0,01).

D+LSY grubu D grubu ile karsilastirildiginda ise bobrek MDA  diizeylerindeki azalma
istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla; 922,622 nmol/mg doku ve 1041,8+32 nmol/mg
doku, p<0,01) (Sekil 5.5., Cizelge 5.4).
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Sekil 4.5. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda bobrek MDA diizeyleri.

b

. Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastrma. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01.
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Kas Doku MDA Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda, kas MDA diizeylerinde ki azalma
istatistiksel olarak anlamli degildi (swrasiyla; 311,8423 nmol/mg doku ve 343,6+17

nmol/mg).

D grubunda, K grubuna gore ise kas MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptanirken (swrasiyla; 680,5+35 nmol/mg doku ve 343,617 nmol/mg doku, p<
0,01), D+LSY grubu D grubu ile karsilastirildiginda ise kas MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlaml bir azalma saptandi (sirasiyla; 503,4+43 nmol/mg doku ve

680,5 + 35 nmol/mg doku, p<0,01) (Sekil 5.6, Cizelge 5.4.).
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Sekil 4.6. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda kas MDA diizeyleri.

a

: Kontrol grubu ile karsilastirma, °

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01.

: Diyabet grubu ile karsilastirma. Istatistiksel
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Karaciger Doku MDA Degerleri

K+LSY grubu, K grubu ile karsilastirildiginda, karaciger doku MDA diizeylerinde
saptanan azalma istatistiksel olarak anlaml degildi (sirasiyla 414,5+26 nmol/mg doku ve

446+13 nmol/mg doku).

D grubunda, K grubuna gore karaciger MDA diizeylerindeki artis (swrasiyla 952,9+33
nmol/mg doku ve 44613 nmol/mg doku, p< 0,01). ve D+LSY grubu, D grubu ile
karsilastirildiginda ise karaciger doku MDA diizeylerinde ki azalma istatistiksel olarak
anlamliydi (swrastyla 733,54+40 nmol/mg doku ve 952,9433 nmol/mg doku, p<0,05) (Sekil
5.7., Cizelge 5.4.)
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Sekil 4.7. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda karaciger MDA diizeyleri

b

. Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastrma. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01.
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Plazma MDA Degerleri

Plazma MDA diizeylerine bakildiginda; K+LSY grubunda, K grubuna gorebir artig
gozlense de istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (swrasiyla 9,4+0,6 nmol/ml ve

9,240,4 nmol/ml).

D grubu K grubu ile karsilastirildiginda plazma MDA diizeylerinde (sirasiyla 12,6+0,5
nmol/ml ve 9,240,4 nmol/ml) istatistiksel olarak anlamli bir artma saptanirken, D+LSY
grubu, D grubu ile karsilastirildiginda ise plazma MDA diizeylerinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmadi (sirasiyla 11£1 nmol/ml 7 ve 12,6£0,5 nmol/ml). (Cizelge

5.4.,Sekil 5.8.).
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Sekil 4.8. Kontrol (K), Kontrol L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet + L.
stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda plazma MDA diizeyleri

4. Kontrol grubu ile karsilastirma, °
anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01.

: Diyabet grubu ile karsilastrma. Istatistiksel
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Cizelge 4.4. Kontrol (K), Kontrol + L. stoechas yag1 (K+LSY), Diyabet (D), Diyabet +
L. stoechas yag1 (D+LSY) gruplarinda kalp, bobrek, kas, karaciger doku MDA ve plazma
MDA diizeyleri

Parametreler K K+LSY D D+LSY

Kalp MDA
(nmol/mg doku) [382,6 £20 |306,5+ 18" |1016,3 £25*" [369 + 32"

Bobrek MDA
(nmol/mg doku) 568,6 +26 |516 25 1041,8 +32% 922.6 + 22

Kas MDA
(nmol/mg doku) 343,6 +17 |311,8+23 680,5 + 35*" 503,4 + 43"

Karaciger MDA
(nmol/mg doku) 446 + 13 414,5+ 26 052,9 + 33** 733,5 + 40

Plazma MDA
(nmol/ mL) 92+04 9.4+0,6 12,6 £ 0,5%" 11+1

b

. Kontrol grubu ile karsilastirma, ° : Diyabet grubu ile karsilastrma. Istatistiksel

anlamlilik diizeyi: * p<0,05 / ** p<0,01
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S. TARTISMA VE SONUC

Giiniimiizde, glikoz metabolizmasi tizerindeki olumlu etkilerinden dolay1 antioksidan
aktiviteye sahip bitkilerin ve bu bitkilerden elde edilen ekstraktlarm diyabet tedavisinde
kullanilmasmin 1yi bir strateji oldugu kabul edilmektedir (Nicolle ve ark. 2011,
Dembinska-Kiec ve ark. 2008). Bugiin alternatif tipta kullanilan pek cok bitki arasinda
bulunan L. stoechas yagi monoterpenler bakimindan zengin olup antispazmodik,
analjezik ve antiseptik etkileri bulundugu belirtilmektedir (El-Hilaly ve ark. 2003,
Benabdelkader ve ark. 2011). Aym1 zamanda yaptigimiz arastirmalarda Lavandula
stoechas Linne subsp. stoechas yaginin diyabetli hastalar tarafindan kan glikozuna 1yi
geldigi diisiiniilerek yaygin olarak kullanildigi tespit edilmistir. Ancak bu konuda
yaptigimiz literatiir taramalarinda L. stoechas subsp. stoechas yaginin antidiyabetik etkisi
ile 1lgili fazla bir calisma yapilmamis olup sadece Sebai ve arkadaslari’nin (2013 ve 2015)
yaptiklar1 caligmalara rastlanmistir. Sebai ve arkadaslar1 (2013) diyabetik sicanlarda L.
stoechas yagin (12 giin i.p.) kan glikoz, karaciger enzim diizeyleri ve antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD ve GPX) iizerine etkisini arastirmislardir. Yine Sebai ve arkadaslarinin
(2015) yaptiklar1 diger bir calismada ise L. stoechas subsp. stoechas yaginin diyabet
olusturulmus sicanlarda testis ve epididimis dokular: iizerindeki etkisine bakmislardir.
Fakat bu arastirmacilarin her iki ¢alismada da insiilin diizeylerini tespit etmedikleri

gorilmiistiir.

Calismamizda siganlarda Tip I diyabet olusturmak i¢in kullandigimiz STZ; gerek tip I
diyabet gerekse Tip II diyabet modeli olusturmak i¢in arastirmacilar tarafindan yaygin
olarak kullanilan bir maddedir (Szhudelsky 2001). STZ, pankreasin beta hiicrelerini
hasarlayarak bu hiicrelerin glikoza olan yanitlarini ortadan kaldirma yolu ile etkisini
gostermektedir (Irer ve Alper 2004, Rakieten ve ark. 1963). Ayrica STZ nin glikoz
oksidasyonunu (Bedoya ve ark. 1996), insiilinin biyosentezini ve sekresyonunu azaltma
yoniinde etkisinin oldugunu belirten caligmalar da bulunmaktadir (Nukatsuka ve ark.

1990, Bolaffi ve ark. 1987).
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Bu calismada; STZ ile tip I diyabet olusturulmus sicanlarin viicut agirliginda ve insiilin
diizeylerinde azalma, yem ve s1vi aliminda artma, plazma glikoz diizeylerinde ise anlaml
artig saptanmistir. Ayrica plazma ve doku MDA diizeylerinde tespit edilen artis ile birlikte
antioksidan enzim diizeylerinde ve lipit profillerinde de saptanan degisiklikler diyabet
tablosunu ve ayni zamanda oksidatif stresi yansitan sonuclar olarak degerlendirilmistir.
D+LSY grubu sicanlarinda D grubuna gore yem ve sivi tiiketiminde azalma ve viicut
agirliginda saptanan artig LSY ’nin diyabette bozulan bu parametreleri diizeltme yoniinde
olumlu etkileri olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu sonuglar, Sebai ve arkadaslarinin
(2013) ve (2015) alloksan ile tip I diyabet olusturulmus sicanlarda L. stoechas subsp.
stoechas yagiin diyabette azalan viicut agirligin1 normale dondiigiinii belirten ¢aligma
ile uyumluluk gostermektedir.Yine D+LSY grubunda D grubuna gore kan glikoz
diizeylerinde azalma ve serum insiilin diizeylerinde saptadigimiz artig LSY 'nin karaciger
izerine etki ederek glikoz metabolizasyonunu arttirmast ve/veya pankreas iizerinde
koruyucu bir etki gostererek insiilin sekresyonunu arttirmasindan dolay1 olabilecegi
fikrini olusturmustur. Bu sonuglarimiz Sebai ve arkadaslarmin (2013) ve (2015) diyabetli
sicanlarda LSY nin kan glikozunu diisiirdiigiinii gosteren ¢alisma ile uyumlu oldugunu
gostermekle birlikte bu arastirmacilarim caligmalarinda insiilin diizeylerini tespit

etmedikleri saptanmustir.

Diyabette olusan hipergliseminin yani sira hiperlipidemi, ROT {iretimini arttiran faktorler
arasinda bulunmaktadir (Pitkanen ve ark. 1992, Manna ve ark. 2009). ROT un asir1
tretimi ve/veya oksidatif streste oldugu gibi antioksidanlar tarafindan yetersiz
notralizasyonu hiicre zarmin, damar duvarinin, proteinlerin, lipitlerin ayrica hiicredeki
niikleik asitlerin hasarina neden olur (Arulselvan ve Subramanian 2007). Oksidatif stres
aynt zamanda diyabetik komplikasyonlarin 6zellikle de aterogenezisin ilerlemesine
katkida bulunan 6nemli bir faktor olarak kabul edilmektedir (Baynes 1991, Ceriello
2000). Lavandula ekstratlar1 lizerine yapilan c¢alismalarda, Lavandula esansiyel
yaglarmin fenolik bilesikler yoniinden ¢cok zengin oldugu tespit edilmistir (Matosa ve ark.
2009). Lavandula bitkisinin antioksidan yetenegini olusturan bu fenolik bilesiklerin, lipit
peroksidasyonunun ana nedeni olan hidroksi (*OH) radikallerini temizleyerek oksidatif

stresi Onleyebilecegi belirtilmistir (Kumazawa ve ark. 2002).

54



Bu calismada K+LSY ve D+LSY gruplarinda serum TG diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma tespit edilmis, TK diizeylerinde ise azalma saptanmasina ragmen
istatistiksel olarak anlam bulunmamistir. Sebai ve arkadaslarinin (2013) yaptiklar:
calismada LSY ’nin TG, TK, LDL-K diizeylerini diisiirdiigiinii ve bu nedenle LSY nin
antihiperlipidemik etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Calismamizda her iki grupta TG
diizeylerinde saptanan azalmanin nedeni LSY nin yag hiicrelerinde lipoliz yoniinde etki
gostermesinden kaynaklanmis olabilecegini ve ayni1 zamanda diyabetik kosulda artan
hiperlipidemiye bagl olarak olusabilecek lipit peroksidasyonunu dnlemesi bakimindan

da giiclii bir antioksidan olarak etki gosterdigini soyleyebiliriz.

Oksidatif stresin en iyi gostergelerinden biri olan MDA, lipit peroksidasyonunun bir
iriiniidiir ve bu ¢alismada D grubunda doku MDA diizeylerinde saptanan artis daha dnce
yapilan pek cok calismayla da uyum gostermektedir (Sebai ve ark. 2013, Tas ve ark. 2005,
Stringer ve ark. 1989, Akkus 1995). Bu calismada K+LSY grubunda K grubuna gore
sadece kalp doku MDA diizeyinde anlamli bir azalma goriiliirken karaciger, bobrek, kas
doku MDA'’sinda azalma saptanmis fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. D+LSY grubu D grubuyla karsilastirildiginda ise bu ¢alismadaki biitiin
doku MDA'’larinda (kalp, kas, karaciger ve bobrek) azalma saptanmistir. Sebai ve ark.
yaptiklari caligmada (2015) LSY nin diyabetli siganlarin testis ve epididimis doku MDA
diizeylerini diisiirme yoniinde etki gosterdigini tespit etmislerdir. Caligmamizda K+LSY
ozelliklede D+LSY gruplarinda MDA diizeylerinde saptanan azalma LSY’de bulunan
fenolik bilesiklerin peroksil radikallerini temizlemede gii¢lii bir zincir kirict antioksidan

olarak etki gdstermesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu calismada da gosterildigi gibi DM’de hiperglisemi ve hiperlipidemi tablosu serbest
radikallerin diizeylerini arttirarak oksidatif stresin olusmasina neden olabilir. Bu nedenle
serbest radikallerle miicadelede viicudun antioksidan enzim diizeyleri c¢ok Onemlidir
(Lushchak 2014, Rahimi-Madiseh ve ark. 2016, Wang ve ark. 2016, Cohen-Kerem ve
Koren 2003, Tapiero ve ark. 2004, Cheeseman ve Slater 1993, Aslan ve ark. 1995).
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Yaptigimiz calismada D grubunda K grubuna gére SOD ve GPX enzim diizeylerinde
bulunan artig diyabette artan ROT iiretimine kars1 viicudun savunma amaci ile gelistirdigi
bir cevap olarak diisiiniilebilir. Ciinkii diyabette oksidatif hasar nedenlerinden olan
hiperglisemi ve hiperlipidemi fazla miktarda mitokondrial siiperoksitin olusumuna katki1
saglamaktadir (Erden 1992). D+LYS grubunda SOD enzim diizeyindeki artis L. stoechas
yaginin antioksidan olarak plazma SOD antioksidan enzim sentezini arttirmasindan
dolay1 olabilirki sonucta bu durum diyabetik kosulda artan oksidatif strese karst koruyucu

bir etki olusturabilir.

Antioksidan enzimlerden biri olan PON; HDL’ye bagli bir enzim olup LDL’nin
oksidasyonunu Onledigi icin antiatherosklerotik etkiye sahip oldugu belirtilmektedir.
Diyabet ve hiperkolesterolemi de dahil olmak iizere oksidatif stresi yansitan bir ¢ok
durumda serum PONI1 veya ARE aktivitesinde ki azalma, koroner kalp hastaliginin
olusma riskini arttirabilir. Bu caligmada, PON1 ve ARE aktivitelerinde saptanan anlamli
azalma daha 6nce yapilan calismalarla uyum gostermektedir. Azalmig serum PON1 ve
ARE aktivitelerinde ki azalmanin nedeni, oksidatif stres ve hiperglisemi sebebi ile
olabilir. Ciinkii enzim aktiviteleri diyabetik kosulda glikasyon veya artmus lipit
peroksidasyon iiriinleri tarafindan inhibe edilebilir. ARE enzim kiitlesini gosteren bir
parametredir ve ARE diizeyindeki azalma PON aktivitesinin azalmasina da katki
saglamis olabilir. Ayn1 zamanda PON1 HDL ile iliskili bir enzim oldugundan, diyabette
diisitk HDL seviyeleri de serum PON1 aktivitesinde azalmaya neden olabilecek faktorler
arasindadir (Aviram ve ark. 1998, Mackness ve ark. 2002, Singha ve ark. 2018, Wamique
ve ark. 2018).

D+LSY grubu D grubuyla karsilastirildiginda PON ve ARE diizeylerinde gozlenen artig
istatistiksel olarak anlamli olup, LSY yagmin PON ve ARE iizerinde olumlu yonde bir
etkisinin olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica K+LSY grubunda ARE aktivitesinde
saptanan artigta onemli bir bulgudur ¢iinkii ARE enzim kiitlesini gosterdigi icin LSY nin
PONI1 aktivitesini arttrma yOniinde olumlu bir katkisinin olabilecegi fikrini

olusturmustur.
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Sonug olarak bu calismada; Lavandula stoechas Linne subsp. stoechas esansiyel yagmin
STZ ile tip I diyabet olusturulmus si¢canlarda, antihiperglisemik, antihiperlipidemik etkiye
sahip oldugu saptanmustir. Ayn1 zamanda Lavandula stoechas Linne subsp. stoechas
yagmin insiilin ve antioksidan enzim diizeylerini arttirmas1 nedeni ile diyabetin sebep
oldugu metabolik degisiklikler lizerine ve oksidatif stres tablosunu iyilestirme yoniinde

olumlu etkiye sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

Sebai ve arkadaslarimin yaptigi caligsmalar ile tip I diyabet olusturulmus sicanlar tizerinde
yaptigimiz bu ¢alisma g6z Oniine alindiginda, Lavandula stoechas Linne subsp. stoechas
esansiyel yaginin etkisi; Diyabet Mellitus’un bir diger kategorisi olan Tip II Diyabet
izerinde de etkisinin olup olmadigi, ayrica bitkinin antioksidan 6zelligininin DNA
tizerinde olusan oksidatif hasar1 ne derecede onardig1 veya korudugu yoniinde yapilan

caligmalara katki saglayacaktir.
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