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OZET

Zeytin Yaprag (Olea europaea L.) Etil Alkol Ekstresi ve Bundan izole Edilen
Oleuropeinin Emiilsiyon Formiilasyonlarmin Diyabetik Ratlar Uzerine Etkilerinin

Incelenmesi

Amag¢: Bu calisma, streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetik si¢anlarda
zeytin yapragi (Olea europaea L.)’nin etanol ekstresinin ve bundan izole edilen
oleuropeinin emiilsiyon formiilasyonlarinin etkilerini incelemek igin tasarlanmistir.

Materyal ve Metot: Diyabetik siganlar zeytin yapraginin etanol ekstresinin (330
ve 500 mg/kg) ve oleuropeinin (150 ve 225 mg/kg) emiilsiyon formulasyonlarinin 4 hafta
boyunca giinliik tek doz s1vi formda oral uygulanmasi ile tedavi edildi. Deneyin sonunda,
SOD aktivitelerini, GSH ve MDA seviyelerini belirlemek i¢in siganlardan karaciger doku
ornekleri alindi. Ayrica AST, ALT ve glukoz seviyelerini belirlemek i¢in siganlardan kan
ornekleri alindi.

Bulgular: Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyonun iki farkli dozdaki
uygulamalarindan sonra, tedavi edilen diyabetik siganlarin SOD aktivitelerinde ve GSH
seviyelerinde istatistiksel olarak onemli bir artma ve MDA seviyelerinde istatistiksel
olarak onemli bir azalma gozlendi (p<0.05). Ayrica AST ve ALT seviyelerinde de
istatistiksel olarak 6nemli bir azalma g6zlendi (p<0.05). Yiiksek dozda oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulamasi diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyon uygulamasindan
daha etkili oldugu bulundu (p<0.05). Ayrica yiiksek dozda oleuropeini ya da yiiksek
dozda oleuropein igeren emiilsiyonunu alan diyabetik sicanlarin glukoz seviyelerinde
onemli bir diisme gozlendi (p<0.05). Yiiksek dozda ekstre igeren emiilsiyonun oral
uygulamasindan sonra, tedavi edilen diyabetik sicanlarin GSH seviyelerinde ve SOD
aktivitelerinde 6nemli bir artma ve MDA seviyelerinde 6nemli bir azalama gozlendi
(p<0.05). Ayrica yiiksek dozda ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulamasi tedavi edilen
diyabetik sicanlarin AST ve ALT seviyelerini diistirdii (p<0.05), fakat bu diisme normal
degerlere yakin degildi.

Sonug¢: Sonuglar zeytin yapragi ethanol ekstresinin emiilsiyon formiilasyonunun
antidiyabetik etkisinin onun antioksidan aktivitesinden dolay1 olabilecegini ve bu
ekstreden izole edilen oleuropeinin emiilsiyon formiilasyonunun antidiyabetik etkisinin
onun hipoglisemik etkisinden ve yaygin olarak diyabetle iligkili olan oksidatif stresi
baskilayan antioksidan aktivitesinden dolay1 olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, diyabet, emiilsiyon, oleuropein, streptozotosin,
zeytin yapragi (Olea europaea L.).
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ABSTRACT

Investigating The Effects of Emulsion Formulations of Olive Leaf (Olea Europaea
L.) Ethanol Extract and Oleuropein Isolated from The Extract in Diabetic Rats

Aim: This study was designed to investigate the effects of emulsion formulations
of olive leaf (Olea europaea L.) ethanol extract and oleuropein isolated from the extract
in streptozotocin (STZ)-induced diabetic rats.

Material and Method: Diabetic rats were treated with oral administrations of the
emulsion formulations of the olive leaf ethanol extract (330 and 500 mg/kg b.w.) and
oleuropein (150 and 225 mg/kg b.w.) in liquid form daily at a single dose for 4 weeks. At
the end of the experimental period, the liver tissue samples of rats were also taken to
determine of SOD activities, GSH and MDA levels. Also, the blood samples of rats were
taken to determine of AST, ALT and glucose levels.

Results: After the oral administrations of oleuropein or the emulsion containing
oleuropein, at two different doses, a statistically significant increase in SOD activities and
GSH levels and a statistically significant decrease in MDA levels of the treated diabetic
rats were observed (p<0.05). Also, a statistically significant decrease in their AST and
ALT levels were observed (p<0.05). The oral administration of the emulsion containing
oleuropein at the high dose was found to be more effective than that of the low dose
(p<0.05). In addition, a significant decrease in glucose levels of the diabetic rats receiving
oleuropein at high dose or the emulsion containing oleuropein at high dose was observed
(p<0.05). After the oral administration of the emulsion containing the extract at the high
dose, a significant increase in GSH levels (p<0.05) and SOD activities (p<0.05) and a
significant decrease in MDA levels (p<0.05) of the treated diabetic rats were observed.
Also, the oral administration of the emulsion containing the extract at the high dose
significantly decreased AST and ALT levels of the treated diabetic rats, but the decreases
are not close to normal levels.

Conclusion: The results indicate that the antidiabetic effect of the emulsion
formulation of olive leaf ethanol extract may be due to its antioxidant activity, and the
antidiabetic effect of the emulsion formulation of oleuropein isolated from the extract
may be due to its hypoglycemia effect and antioxidant activity restraining the oxidative
stress which is widely associated with diabetes.

Keywords: Antioxidant, diabetes mellitus, emulsion, oleuropein, olive leaf (Olea
europaea L.), streptozotocin.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) insiilin hormonun mutlak ya da goreceli eksikligi veya
etkisizligi sonucu gelisen ve diinya ¢apinda mortalite ve morbititesi yiiksek olan
hiperglisemi ile karakterize ¢ok yaygin endokrin, kronik ve metabolik bir durumdur.!
DM, uzun yillardir bilinmesine ragmen kesin tedavi yonteminin heniiz gelistirilememis
olmast ve gorilme sikligmin fazla olmasi onu ilgi ¢ekici bir arastirma konusu
yapmaktadir.

Diyabetik bireylerde serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonu
(LPO)’nun onemli derecede arttigt ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve
ilerlemesinde rolii oldugu bilinmektedir.* Oksidatif stres genellikle antioksidanlar ve
prooksidanlar arasindaki dengesizligin prooksidanlar lehine olmasi olarak tanimlanir.®
Oksidatif stresin azalmasi ve tedavisi lizerine etki gosteren koruyucu mekanizmalarin
varliglr olduk¢a Onemlidir. Bunlar arasinda antioksidanlar serbest radikallerin zararh
etkilerine kars1 diren¢ gosteren savunma mekanizmalaridir.® Diyabetin neden oldugu
oksidatif hasar1 6nlemek amaciyla dogal antioksidanlara artan bir talep vardir. Zeytin;
yagl,, meyvesi ve yapraklart yiiksek antioksidan aktiviteye sahip dogal
antioksidanlardandir.® % 7 Zeytin yapragmin tedavi edici ozellikte oldugu eski
zamanlardan beri bilinmektedir.® Zeytin yapraginin diyabet ve komplikasyonlarini
onlemede anahtar bir rol oynadig literatiirde acikca belirtilmistir.® Yapilan ¢alismalarda
streptozotosin (STZ) ile diyabet modeli olusturulan si¢anlarda zeytin yapragi etanol
ekstresinin kan glukoz artisin1 engelledigi ve antidiyabetik bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir.® 1

Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde bitkisel ¢ay ya da ekstrakt seklinde kullanilan
zeytin yapragi hipoglisemik ve antioksidan 6zelliklere sahip oleuropein, hidroksitirosol

ve tirosol gibi birgok biyoaktif bilesik icermektedir.® ' 12 Zeytin yapragi baslica



flavonoidler, sekoiridoitler ve triterpenler olmak tizere ii¢ farkli etkili madde grubuna ait
bilesikleri igerir.'® Zeytin yapragmin en etkili aktif bileseni sekoiridoit grubunun dogal
bir iriinii olan oleuropeindir.’**® Oleuropein; antidiyabetik,® hipoglisemik,®
antioksidan,'® antienflamatuar,'’ antimikrobiyal*® ve antikanser'® gibi birgok etkisinin
incelendigi bir¢ok arastirma bulunmaktadir.

Oleuropein zeytin yaprag: ekstresinde bulunan dogal bir fenolik bilesiktir.?° Zeytin
yapraklarinin disinda argan yagi ve cali goriiniimiindeki kii¢iik bir aga¢ olan kurtbagri
yapraklarinda da bulunmaktadir.?® 22 Oleuropein sindirim sirasinda oksidasyon ve
enzimatik reaksiyonlara duyarlidir. Oral yoldan alinan oleuropein ince bagirsakta kaldigi
siirece miktar1 azalabilir ve gastro-intestinal yolda zayif bir biyoyararlanim gosterebilir.?
Bu yiizden oleuropeinin biyoyararlanimimi ve emilimini artirmak i¢in emiilsiyon
sistemlerine ihtiyag oldugu ileri siiriilmektedir.?

Emiilsiyonlar Dbirbiriyle karismayan iki sividan birinin digeri igerisinde
dagilmasiyla olusan homojen gériiniimlii heterojen sistemlerdir.?® Bu sistemler oral
uygulama amaciyla gida ve ilag endiistrisinde hidrofilik ve/veya hidrofobik 6zellikteki
maddeler igin uygun tastyici sistemlerdir.?® 27 Bazi maddeler oral yoldan alindiginda
agizda hos olmayan bir tat birakabilirler.® Bu durum 6zellikle bebekler ve gocuklar
tarafindan saglikli gidalarin secilmesine olan uyumu azaltabilir. 2> *° Bu yiizden bu
maddelerin istenmeyen oOzelliklerini miimkiin oldugunca azaltmak amaciyla tasiyici
sistemlerin kullanilmasi olduk¢a dnemlidir.?* 28 31

Bu ¢alismada STZ ile diyabet modeli olusturulan siganlarda, dogal antioksidan
olan zeytin (Olea europaea L.) yapragmin etanol ekstresinin ve bundan izole edilen
oleuropeinin emiilsiyon formiilasyonlarinin diyabet ve komplikasyonlarinin neden

oldugu oksidatif stresin azalmasi ve tedavisi {izerine etkilerinin incelenmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DM’nin Tanim

Diyabet, genetik ve immiin yapinin neden oldugu bir seri patolojik olaylar sonucu,
pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun mutlak ya da goéreceli
eksikligi veya etkisizligi sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarinda
bozukluklara yol agan, uzun vadeli komplikasyonlara neden olan hiperglisemi ile
karakterize ¢ok yaygim kronik bir durumdur.:?

DM, kanda artmis glukoz seviyeleri ile kendini gosterir. Glukozu enerjiye
dontistiirmek icin kan dolasimindan viicut hiicrelerine tasimak gerekir. Bu tasima insiilin
hormonu araciligi ile olur. Diyabetli bir bireyde insiilin hormonunun eksikligi veya
etkisizligi kan glukoz seviyesinin normalin ¢ok tistiinde (hiperglisemi) olmasi anlamina
gelir. Bu durum viicudun bir¢ok dokusunda hasara neden olur ve hayati tehdit eden saglik
komplikasyonlarinin gelisimine yol agar.?

2.2. DM’nin Epidemiyolojisi

Diyabet 21. yiizyilin en biiyiik kiiresel saglik problemlerinden biridir. Birgok tilke
hala diyabetin sosyal ve ekonomik etkilerinden habersizdir. Bu durum diyabetin goriillme
sikligiin kagmilmaz olarak artmasina onciililk etmekte ve tedavi i¢in etkili stratejilerin
gelistirilmesinde biiyiik bir bariyer olusturmaktadir. 2000 yilindan bu yana, Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (UDF) kapsamli bir sekilde diyabeti detaylandirmis ve diyabetin
her {iilkeyi, her yas grubunu ve diinya ¢apindaki her ekonomiyi nasil etkiledigini ve
etkileyecegini yapmis oldugu arastirmalarla incelemistir.

UDF verilerine gore, toplam harcamalarin biiyiik kismini olusturan diyabet ve
iligkili komplikasyonlarin tedavisinin kiiresel saglik harcamalan ile birlikte saglik
masraflar1 %12 oraniyla artmaya devam etmektedir. Artan kentlesme ve yasam tarzi

degisikliklerinin yanisira beklenen niifus artis1 ile gelecekte saglik harcamalarinda 6nemli



bir artmanin olacag1 6n goriilmektedir.? UDF tarafindan yaymlanan ‘Yedinci Diyabet
Atlasi’nda yeralan verilere gore, 2015 yilinda yaklasik 415 milyon kisinin diyabetli
oldugu, 2040 yilinda ise yaklasik 642 milyon kisinin diyabetli olacagi tahmin
edilmektedir. 2015 yilinda her 11 kisiden birinin diyabet oldugu, 2040 yilinda ise her 10
kiseden birinin diyabet olacagi tahmin edilmektedir. Ayrica diinya genelinde yetiskin
olan her 2 kisiden birine diyabet tanis1 konulmamustir.? Diinya genelinde diyabetli erkek
sayisinin diyabetli kadin sayisina goére daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayrica kentsel
bolgelerde yasayan diyabetli birey sayisin kirsal bolgelerde yasayanlara kiyasla daha
fazla oldugu tahmin edilmektedir.?

Tip 1 diyabet diger diyabet tiplerine kiyasla daha az goriilmesine ragmen, her yil
%3 oraninda artmakta ve 6zellikle ¢ocuklarda goriilmektedir. Cocuklarda endise verici
bir oranda tip 1 diyabet gelismekte (her y1l 15 yas alt1 yaklasik 86 bin ¢ocukta tip 1 diyabet
gelismekte) ve 2015 yilinda yarim milyondan fazla (542 bin) ¢ocugun tip 1 diyabetle
yasadig1 tahmin edilmektedir. 2015 yilinda her 7 dogumdan birinde gestasyonel diyabet
gelismektedir. Ayrica 2015 yilinda BGT’si olan 318 milyon yetiskinin oldugu tahmin
edilmekte ve bu da bu bireylerin gelecekte diyabete yakalanma riskini artirmaktadir.
Yasadig1 bolgede kendi gelenek ve kiiltiirlerine bagl yerli halkin baz1 kesimleri 6zellikle
gebelik diyabeti i¢in daha yiiksek prevelans oranina sahiptir. Bazi yerli kadinlarda GDM
gelisme riski yerli olmayan kadinlara kiyasla daha fazladir.?

Diinya genelinde diyabetin goriilme siklig1 hizla artmakta ve diyabetli bireylerin
yaklasik %80’inin diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasadigi tahmin edilmektedir. Sirbistan,
Karadag, Makedonya, Bosna Hersek diyabet prevalansinin en yiiksek oldugu iilkeler
arasindadir. Yiiksek gelirli tlkelerde ise diyabetli birey sayisinin fazla oldugu
goriilmektedir. Ozellikle ABD, Cin, Rusya ve Japonya gibi iilkeler diyabetli bireylerin

sayica en fazla oldugu iilkelerdir.?



UDF’nin diyabet ile ilgili 2015 ve 2040 yil1 tahminleri Tablo 2.1°de verilmistir.?

Tablo 2.1. UDF’nin diinya geneli 2015 ve 2040 yili tahminleri?

Diinya genelinde 2015 yih 2040 yih
Niifus

Diinya niifusu (toplam) 7.3 milyar 9 milyar
Yetigkin niifusu (20-79 yas) 4.72 miyar 6.16 milyar
Cocuk niifusu (0-14 yas) 1.92 milyar -
Diyabet (20-79 yas)

Diinya diyabet prevalansi %38.8 %10.4
Diyabetli birey sayist 415 milyon 642 milyon
Diyabete bagli 6liim sayisi 5 milyon -
Diyabete bagh saghk harcamalari (20-79 yas)

Toplam saglik harcamalar1 (2015, USD) 673 milyar 802 milyar
Gebelikte hiperglisemi (20-49 yas)

Canl1 dogum orant %16.2 -
Canli dogum sayisi 20.9 milyon -
Bozulmus glukoz toleransi (BGT) (20-79 yas)

Diinya BGT prevalansi %6.7 %7.8
BGT gelisen birey sayisi 318 milyon 481 milyon
Tip 1 diyabet (0-14 yas)

Tip 1 diyabetli cocuk sayisi 542 bin -

Her yil teshis edilen tip 1 diyabetli ¢ocuk sayisi 86 bin -

UDF verilerine gore, 2015 yilinda tilkemizde 20-79 yas aras1 diyabet prevalansinin
%12.5 olup, diyabetli birey sayinin 6.3 milyon oldugu bildirilmektedir. Ayrica 20-79 yas
aras1 diyabet tanis1 konulmamis birey sayisinin 2.7 milyon, diyabetli bir birey i¢in yapilan
saglik harcamasinin 846 bin Amerikan dolari, 20-79 yas arasi diyabete bagli 6liim
sayisinin yaklasik olarak 52 bin, tip 1 diyabetli gocuk sayisinin yaklasik olarak 10 bine

yakin oldugu bildirilmektedir.?



UDF’ye gore, iilkemizdeki 2015 y1li tahminleri Tablo 2.2°de gsterilmistir.?

Tablo 2.2. UDF’nin iilkemizdeki 2015 yili tahminleri?

Tiirkiye’de 2015 yih
Diyabet prevalansi (20-79 yas) %12.5
Diyabetli birey sayis1 (20-79 yas) 6.3 milyon
Tan1 konulmamis diyabetli birey sayisi 2.7 milyon
Diyabete bagli 6liim sayis1 (20-79 yas) 52 bin

Tip 1 diyabetli cocuk sayis1 (1000°de) 9.5
Diyabetli bir birey i¢in yapilan saglik harcamasi 846 bin (USD)

Ulkemizde yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji-1l (TURDEP-II) galismasinin
sonuclarina gore; lilke genelinde 20 yas lizerinde 16.696 kadin ve 9.327 erkek olmak
tizere toplamda 26.023 kisi incelenmis, 20 yasindan biiyiik bireylerde diyabet prevalansi
%7.2, BGT orani ise %6.7 olarak belirlenmistir. Ayrica diyabetin yasla birlikte arttig1 ve
tilkemizde kirsal yerlesim bolgelerine kiyasla kentsel yerlesim bolgelerinde yasayanlarda
daha sik goriildiigii saptanmistir. Diinya genelinde diyabetli bireylerin %46’sim1 heniiz
tan1 konulmamis vakalar olusturdugu bilinmektedir. Turkiye’de ise diyabetli bireylerin
%45.5°inin diyabetli olduklarindan haberdar olmadig: ileri siiriilmektedir.3?

2.3. DM’nin Tanis1

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi Halk Sagligi Kurumu verilerine gore, aglik
plazma glukozu (APG) ve oral glukoz tolerans testi (OGTT) ol¢timleri ile diyabet ve
prediyabet tanist1 konmaktadir. Yapilan Ol¢limler mutlaka tekrarlanmali ve diger bir
Ol¢iimle dogrulanmalidir. Yapilan testlerin birka¢ ay sonra (3-6 ay) tekararlanmasi
onerilmektedir.

Amerikan Diyabet Dernegi (ADD), Birlesmis Milletler (BM) ve UDF’ye gore

diyabet tam kriteleri Tablo 2.3’te gdsterilmistir.2 3334



Tablo 2.3. Diyabetin tani kriterleri 3 34

* APG > 7.0 mmol/L (126 mg/dL)
* OGTT’den 2 saat sonraki plazma glukozu > 11.1 mmol/L (200 mg/dL)
Yukaridaki kriterlerden biri veya daha fazlasi varsa bireye diyabet tanisi

konulmaktadir.

2.3.1. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)

OGTT, DSO tarafindan tavsiye edilmektedir ve BGT’si olan kisileri tanimanin tek
yoludur. OGTT, APG’si 6.1-6.9 mmol/L (110-125 mg/dL) olan bireylerde glukoz
tolerans durumunu belirlemek i¢in kullanilmalidir. Bu testin standart kosullar altinda
yapilmasi, test Oncesi ve test sonrasi degisikliklerin en aza indirilmesi acisindan
onemlidir. Bireylere teste baglamadan 3 giin 6ncesinden giinde en az 150 g karbonhidrat
iceren normal bir diyet uygulanir. Birey test sirasinda fiziksel aktiviteden kaginmali,
oturur pozisyonda bulunmali, herhangi bir sey yememeli ve icmemelidir. Erigkinlerde 75
g glukoz (susuz veya monohidrat), ¢ocuklarda maksimum 75 g’1 gegmeyecek sekilde 1.75
g/kg glukoz, gebelerde 100 g glukoz (25 g/100 mL) ile standart OGTT yapilir. OGTT
ozellikle gestasyonel diyabet tanisinda onemlidir ve hamilelerde gebeligin 24-28.
haftasinda uygulanmaktadir. Test bireyin 8-10 saatlik gece agligindan sonra sabah erken
saatlerde yapilmalidir. Teste baslamadan 6nce bireyin aglik kan glukozu olgiliir ve 5 dk
icinde hazirlanan glukoz soliisyonu bireye igirilir. Glukoz yiiklemesinden sonra 120 dk
icinde her 30 dk’da bir glukoz 6l¢timii yapilmalidir. 120. dk’da kan sekeri 140 mg/dL ve
lizerinde olanlar yiiksek risk altindadir. OGTT, DSO tarafindan aghk kan glukoz
konsantrasyonu 6.1-7.0 mmol/L (110-125 mg/dL) olan hastalara énerilmektedir.*®

2.3.2. Achik Plazma Glukozu (APG)

Postprandiyal 2. saat ve 75 g standart glukoz yiiklenmesinden sonraki 2. saat

plazma Orneklerinde aghik kan glukoz Olgiimii yapilir ve diyabetin tanisi ve



degerlendirilmesi i¢in kullanilir. APG konsantrasyonlarinin referans araliklari
eriskinlerde 74-106 mg/dL (4.5-5.9 mmol/L), cocuklarda 60-100 mg/dL (3.5-5.6
mmol/L)’dir.%

2.3.3. Hemoglobin Alc (HbAlc)

HbAlc giiniin her saatinde yapilabilen, aglik gibi herhangi bir 6zel durum
gerektirmeyen ve tek bir dlglimle 2-3 ay Onceki ortalama plazma glukoz seviyesini
gosteren bir segenektir. HbALc diyabetli kisilerde glisemik kontrolii belirlemek, diyabet
tanist konulmamis kisilerde ise glukoz toleransini degerlendirmek igin Onemli bir

parametredir.®®

Tablo 2.4. Glisemi ve Alc iliskisi®®

Ortalama Glisemi Ortalama Glisemi
Alc (%) Alc (%)
(mg/dL) (mg/dL)
5 100 9 240
6 135 10 275
7 170 11 310
8 205 12 345

Bunlara ragmen, HbALlc Olgiimii birgok lilkede yaygin olmadigi gergegi de
unutulmamalidir. Clinkii HbAlc o6l¢liimiinde sorunlu olan yonler vardir. HbAlc’nin
Ol¢lim hassasiyeti plazma glukozunun Olglim hassasiyetine benzerdir. Fakat HbAlc
Olgtimlerinde kiiresel bir tutarsizlik vardir.

Ayrica HbAlc 6l¢iimii anemi, hemoglobin anormallikleri ve iiremi gibi ¢esitli
faktdrlerden etkilenir. Ozellikle anemi ve hemoglobinopatilerin sik goriildiigii iilkelerde
HbAlc 6l¢iimii biiyiik bir sorun olabilir. Bu hususlar g6z oniine alindiginda, diyabet
teshisinde HbA1c nin roliiniin heniiz kesinlegsmedigi ve tani testi olarak 6nerilemeyecegi

gergegi unutulmamalidir.®®



2.4. Prediyabet Tamis1

Diyabet tanisi i¢in yeterli olmayan yiiksek kan sekeri seviyesine sahip bireylerin
BGT’sine veya bozulmus aglik glukozuna (BAG) sahip oldugu s6ylenir. Bu durum bazen
prediyabet olarak adlandirilir. Prediyabet, ileride diyabet gelisme riskinin yiiksek
oldugunun bir gostergesidir.? Glukoz tolerans bozuklugu olan kisilerde tip 2 diyabet
gelisim riski yiiksektir. BGT, tip 2 diyabetle ilgili bir¢ok karakteristigi biinyesinde
barindirir, ayrica ilerleyen yas ve viicudun trettigi insiilini kullanamamasi ile iligkilidir.
Saglikli diyet, fiziksel aktivite ve yasam tarzini destekleyen miidehaleler ile glukoz
tolerans bozuklugu olan kisiler tip 2 diyabet gelistirmeye devam etmez. Yasam tarzi
miidehalesi BGT’si olan bir¢ok kiside glukoz toleransinin normale dénmesini
saglamistir.? DSO ve UDF’ye gore BGT ve BAG tami kriterleri ayr1 tablolarda olmak

lizere Tablo 2.5’te ve Tablo 2.6’da gosterilmistir.>®

Tablo 2.5. BGT ’nin tan1 kriterleri

« APG < 7.0 mmol/L (126 mg/dL)
* OGTT’ den 2 saat sonraki plazma glukozu 7.8-11.1 mmol/L (140-200 mg/dL)

Yukaridaki kriterlerin birlikte var olmasi durumunda bireyde BGT gelisir.

Tablo 2.6. BAG’m tan1 kriterleri

* APG 6.1-6.9 mmol/L (110-125 mg/dL)
* OGTT’den 2 saat sonraki plazma glukozu < 7.8 mmol/L (140 mg/dL)
Yukaridaki kriterlerin birlikte var olmasi durumunda bireyde BAG gelisir.

2.5. DM’nin Siniflandirilmasi
Diyabet i¢in birgok simiflandirma yapilmasina ragmen, DM hakkindaki bilgilerin

giderek artmasi siniflandirmanin ve tani kriterlerinin yeniden gozden gecirilmesini



gerektirmistir. DM dort ana baslik altinda incelenmistir.™ 2 3

Tablo 2.7. Diyabetin siniflandirmasi

* Tip 1 Diabetes Mellitus (IDDM)

* Tip 2 Diabetes Mellitus (NIDDM)

* Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

» Spesifik nedenlere bagli Diabetes Mellitus

2.5.1. IDDM

Insiiline bagiml1 diyabet veya geng tipi diyabet olarak da adlanirilan tip 1 diabetes
mellitusta viicudun savunma sistemi pankreasin insiilin iireten B-hiicrelerine saldirarak
otoimmiin hasara neden olur. Bu durumda viicut ihtiyaci olan insiilini tiretemez. Bunun
nedeni tam olarak bilinmemektedir.? Bu tip diyabette mutlak insiilin eksikligi vardir.
Diyabetli bireylerin yaklasik %5-10u tip 1 diyabetiktir.3* Her yastan insanda goriilmekle
birlikte genellikle ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde goriilmektedir. Tip 1 diyabetli
bireyler kan glukoz seviyelerini kontrol altina almak amaciyla hergiin insiilin kullanmak
zorundadirlar. Yeteri kadar insiilin yoksa viicut yag yakmaya baglar. Bunun sonucunda
viicutta keton cisimleri birikir. Tedavi edilmezse viicutta zehirlenmelere neden olur.
Diyabetik ketoasidoz (DKA) denilen bu durum tip 1 diyabetin ilk bulgusu olabilir. Bu
bireylerin insiilin olmadan yasamlarin siirdiirebilmeleri zordur ve tip 1 diyabet insiilin
yetersizliginden dolayr erken 6liimlere neden olur. Tip 1 diyabet gelisiminde genetik
yatkinligin, enfeksiyonlarin ve nedeni bilinmeyen birgok ¢evresel faktoriin rol oynadigi
diistiniilmektedir.?

2.5.1.1. Tip 1 Diyabetin Semptomlari

Tip 1 diyabetin semptomlart; 2

e Anormal derecede susuzluk (polidipsi) ve agiz kurulugu

e  Sik idrara ¢ikma (poliiiri)
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e Enerji eksikligi ve asir1 yorgunluk
e  Siirekli aglik hali (polifaji)
e  Hizli kilo kayb1
e  Gorme bulanikligt
2.5.2. NIDDM
Insiiline bagiml1 olmayan diyabet veya ergin tipi diyabet olarak da adlandirilan tip
2 diabetes mellitus diyabetin en yaygin formudur. Diyabetli bireylerin yaklasik %90°1 tip
2 diyabetiktir. Genellikle yetiskinlerde goriilmektedir. Fakat son donemlerde geng
erigskinlerde ve ¢ocukluklarda da tip 2 diyabet vakalari goriilmeye baslamistir. Bu tip
diyabette iki metabolik defekt s6z konusudur. Insiilinin etkisinin veya sekresyonunun
azalmas1 ve insiilin etkisindeki bozukluk nedeniyle insiilin rezistansi (direnci)
gelismesidir. Insiilin sekresyonu da insiilin direncini kompanse edemez. Pankreasin beta
hiicrelerinin sayisi, bu hiicrelerde insiilinin depo edilmesi ve bu hiicrelerden insiilin
salinimi normaldir. Kandaki insiilin diizeyi biraz azalmis, normal ya da yliksek olabilir.
Asil bozukluk, insiilinin etkiledigi hedef hiicrelerde insiilin reseptorlerinin sayica az
olmast ya da insiilin etkinliginin azalmasi ve insiiline karst diren¢ gelismesinden
kaynaklanmaktadir. Hem insiilin direnci hem de eksikligi yliksek kan glukoz seviyelerine
neden olur. Bunun sonucu olarak insiilin kan glukozunu normal diizeyde tutamaz, glukoz
hiicrelere yeterince giremez ve dolayisiyla hiicreler glukozu kullanamaz. Tip 2 diyabetli
bireyler durumlarindan ¢ok uzun siire haberdar olamazlar. Tip 2 diyabet yillarca
farkedilmeden devam edebilir. Ciinkii semptomlar genellikle tip 1 diyabetten daha az
belirgindir ve cok daha uzun siire i¢inde gelisir.?
2.5.2.1. Tip 2 Diyabet Risk Faktorleri
Bu diyabet formunun temel nedenleri bilinmemesine ragmen, bir¢ok dnemli risk

faktorii vardir. Tip 2 diyabet gelismesinde hem genetik hem de gevresel etmenler oldukga
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onemlidir. Ailede diyabet Oykiisii, yagsam tarzi, obezite ve yaglanma gibi faktorlerin yani
sira, tip 2 diyabetin bilinen en 6nemli risk faktorleri asir1 kilo alma, fiziksel aktivite azligi
ve diizensiz beslenmedir.-2 34
2.5.2.2. Tip 2 Diyabetin Semptomlari
Tip 2 diyabet semptomlar1;?
e  Asiri susuzluk (polidipsi)
e  Sik idrara ¢ikma (poliiiri)
e Bulanik gbérme
e Kilo kayb1

2.5.3. Gestasyonel Diyabet (GDM)

Gebelik sirasinda herhangi bir zamanda ilk tespit edilen hiperglisemi ya
gestasyonel diabetes mellitus ya da hamilelikte diabetes mellitusun gostergesidir. Kan
glukoz seviyeleri hafif yiikselmis olan kadinlar GDM olarak siniflandirilirken, kan sekeri
onemli derecede artmis olanlar ise hamilelikte diyabet olarak siiflandirilirlar.3® Hamile
kadinlarin yaklasik %7’sinde goriilen GDM, genellikle gebeligin 24. haftasindan sonra
plesenta hormonlarinin insiilin drencini arttirmasina bagl olarak gelisir ve gebeligin 24.
haftasindan itibaren goriilme egilimindedir.

Hamilelik siiresince hiperglisemi belirtileri nadir goriiliir, artmis susuzluk ve sik
idrara ¢ikma digsinda normal gebelik belirtilerinden ayirt edilemez. Bu nedenle oral glukoz
tolerans testi ile tarama testi yapilmasi onerilir. Oral glukoz tolerans testi yiiksek risk
altinda olan hamile kadinlar i¢in erken donemlerde ve digerleri i¢in ise hamileligin 24. ve
28. haftalar1 arasinda yapilmalidir. Hamilelik sirasinda hiperglisemi olan kadinlar gebelik
stiresince bliylik bir risk altindadir. Bu hastalarin ¢ok ytiksek tansiyona sahip olup, vajinal
dogumlar1 zor ve risklidir. Hamilelik doneminde kan glukozunun kontrolii bu riskleri

azaltabilir. Saglikli diyet, hafif egzersiz ve kan glukoz degerlerinin izlenmesi ile kan
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glukoz seviyeleri kontrol edilebilir. GDM normalde dogumdan sonra kaybolur. Ancak
GDM tanis1 konmus olan kadinlar sonraki hamilelik donemlerinde gestasyonel diyabet
ve ilerleyen yillarda tip 2 diyabet gelisme riski altindadirlar. GDM tanisi konmus
annelerden dogan bebeklerin genglik ve erken yetiskinlik donemlerinde tip 2 diyabet
olma ihtimali yiiksektir. 238

GDM tani kriterleri Tablo 2.8’de ve hamilelikte diyabet tan1 kriterleri Tablo 2.9°da

gosterilmistir.

Tablo 2.8. GDM ’nin tan kriterleri

« APG 5.1-6.9 mmol/L (92-125 mg/dL)
* OGTT’den 1 saat sonraki plazma glukozu > 10.0 mmol/L (180 mg/dL)
* OGTT’den 2 saat sonraki plazma glukozu 8.5-11.0 mmol/L (153-199 mg/dL)

Yukaridaki kriterlerden biri veya daha fazlasi varsa birey gestasyonel diyabettir.

Tablo 2.9. Hamilelikte diyabet tan1 kriterleri

* APG > 7 mmol/L (126 mg/dL)

* OGTT’den 2 saat sonraki plazma glukozu > 11.1 mmol/L (200 mg/dL)

* Diyabet semptomlarinin varliginda herhangi bir andaki plazma glukozu > 11.1
mmol/L (200 mg/dL)

Yukaridaki kriterlerden biri veya daha fazlasi varsa birey hamileyken diyabettir.

2.5.4. Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet

Baz1 genetik mutasyonlar, pankreasta ileri diizeyde hasar olusturan herhangi bir
hastalik, insiilinin etkisini azaltan ya da ters etki gdsteren bazi hormonlarin asiri
salgilandig1 durumlar, pankreasin beta hiicrelerinde hasara neden olan bazi toksinler ve
insiilin salgisin1 bozan ilaclarin kullanimi sonucu ortaya ¢ikan diyabet formudur.! Nadir

goriilen bir diyabet tipidir. Yeni dogan diyabeti ve genglerde goriilen eriskin baslangich
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diyabeti genetik mutasyon sonucu ortaya ¢ikan monogenik diyabete 6rnek verilebilir.
Cocuklarda  goriilen  diyabetin  yaklasitk  %4-13’i  monogenik  diyabetten
kaynaklanmaktadir. Hormon bozukluklar1 (6rn. Akromegali) ve pankreas hastaliklari
(6rn. Pankreatit) gibi nedenlerden dolayr ortaya ¢ikan diyabet ise ikincil diyabet
formudur. Bu diyabet tipleri bu gruba dahil edilmistir.?

2.6. DM’nin Komplikasyonlari

Diyabetli insanlar diyabetli olmayan insanlara gore yasami tehdit eden saglik
sorunlarindan dolay1 biiyiik bir risk altindadir. Kontrol altina alinmamis ve yiiksek
seyreden kan glukozu uzun vadede cesitli komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir. Stirekli yilikselen glukoz seviyeleri kalp ve kan damarlarmi, gozleri,
bobrekleri ve sinirleri etkileyen ciddi hastaliklara neden olabilir. Ayrica diyabetli bireyler
diger bireylere gore daha fazla enfeksiyon gelisme riski altindadir. Lipit, protein ve
karbonhidrat metabolizma bozukluklar: ile seyreden diyabet uzun vadede retinopati,
noropati, nefropati, diyabetik ayak ve kalp-damar hastaliklar1 gibi komplikasyonlarin
meydana gelme riskini artirmaktadir. Diyabet nerdeyse tiim gelismis {ilkelerde
kardiyovaskiiler hastalik, korliik, bobrek yetmezligi ve alt ekstremite ampiitasyonunun
onde gelen bir nedenidir. Diyabette goriilen komplikasyonlar akut komplikasyonlar ve
kronik komplikasyonlar olmak iizere iki sekilde incelenmektedir.?

2.6.1. DM’nin Akut Komplikasyonlari

2.6.1.1. Diyabetik Ketoasidoz (DKA)

DKA diyabet nedenli akut metabolik bir komplikasyondur. Mutlak insiilin
eksikligi ya da azlhigi, infeksiyon, travma gibi etkenler DKA’nin en 6nemli nedenleri
arasindadir. Dengenin insiilin aleyhine bozulmasi sonucu viicut glukozu kullanmak
yerine yag yakmaya baslar ve viicutta yag metabolizmasiin yan tiriinleri olan keton

cisimleri (beta hidroksi biitirik asit, aseto asetik asit ve aseton) birikir. Bunun sonucunda
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DKA olusur. Insiilin kesfinden 6nce, DKA 6liim oraninin neredeyse %100’e yakin
olmasina ragmen, giiniimiizde DKA 6liim oran1 yetiskinlerde %]1’den daha azdir. Fakat
gelismekte olan tiilkelerde, yashi diyabetli bireylerde ve diyabete eslik eden farkli
hastaliklar1 olan bireylerde 6liim riskinin DKA ile arttign bir gergektir.>” ® Son yillarda
DKA 6liim oraninda dikkate deger bir diisme olmasina ragmen, tip 1 diyabetli bireylerin
neredeyse %40’mda DKA vardir.®® Tip 2 diyabette nadir goriilmesine ragmen, tip 1
diyabetin ilk bulgusu olabilir. Mide bulantisi, kusma, karin agrisi, ¢ok su i¢gme, sik idrara
citkma bulgular ile kendini gosteren DKA, biling bulanikligi ve komaya kadar
ilerleyebilir.! Diyabetik hastalarda en ¢ok rastlanilan hiperglisemik bir durum olan DKA
acil bir miidehale gerektirir.*

2.6.1.2. Hiperglisemik Hiperosmolar Durum (HHD)

HHD ileri derecede hiperglisemi, hiperosmolarite, bilin¢ bulaniklig1 veya kaybi1
ile karazkterize akut metabolik bir sendromdur. Diyabetik bireylerde ketoasidoz
olmaksizin asir1 hiperglisemi ile birlikte dehidratasyon gelisebilir. Bu durum yasami
tehdit eden hiperglisemik hiperosmolar nonketotik sendroma neden olabilir. Tedavisi
DKA ile benzerdir.! HHD nin goriilme sikligit DKA dan 10 kat daha fazladir. Ozellikle
tip 2 diyabetli bireylerde goriilmektedir. Diyabetik bireylerde her yasta goériilmesine
ragmen, ¢ogunlukla ileri yaslarda ortaya gikar.*!

2.6.1.3. Laktik Asidoz

Diyabetik bireylerde dokulara oksijen dagilimi ve kullaniminin yetersizliginden
kaynaklanan ve agir hipoksi durumlarinda nadir olarak goriilen metabolik asidoz
bi¢imidir.! Plazmada artmis laktat konsantrasyonu laktik asidoz olarak adlandirilir.
Fizyolojik olarak laktik asit kaslarda iiretildikten sonra, dolasima katilarak karacigere
ulasir. Burada glukoza dontiserek dongiiyii tamamlar. Laktik asitin karaciger tarafindan

dolasimdan ¢ekilmesi azaldiginda kanda laktat birikiminde artma olur ve denge bozulur.
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Laktik asidoza yol acan pek c¢ok neden vardir. Laktik asidoz hipoksik kosullarda
olusabildigi gibi nonhipoksik kosullarda da olugabilir. Dokulara erisen oksijen miktarinin
azalmasi oksidatif fosforilasyonun bozulmasina ve ATP sentezinin azalmasina neden
olur. Bu durumda hiicreler yasamak igin enerji iiretmek amaciyla anaerobik glikolizi
kullanirlar. Burada son iiriin laktik asittir. Laktik asitin klirensi bobrekler tarafindan
saglanmaktadir.*?

2.6.1.4. Hipoglisemi

Hipoglisemi kan glukoz seviyesinin 50 mg/dL’nin altina diismesi olarak
tanimlanan biyokimyasal bir tan1 olup, insiilinle tedavi edilen bireylerde en sik goériilen
komplikasyondur. Diyabetik bireylerde insiilinin fazlaca kullanilmasi, insiilin
duyarliligin artmasi, insiilin klirensinde azalma, yetersiz gida alimi, asir1 egzersiz,
epinefrin ve glukagon cevabinin bozulmasi, beta bloker kullanimi, yiiksek dozda
sulfoniliire kullanimi veya bu ilaglarin viicuttan atilimlarinin azalmasi gibi sebeplerle
hipoglisemi geligebilir. Saglikli bireylerde plazma glukozu 60-70 mg/dL’nin altina
diistiigiinde terleme, tasikardi, ¢arpinti, titreme, sinirlilik, huzursuzluk gibi semptomlar
gelisir. Plazma glukozu 50 mg/dL nin altina diistiigiinde ise bas agrisi, gorme bulanikligi,
amnezi, konugsma bozuklugu, koma ve konfiizyon gibi belirtiler ortaya ¢ikar. Ayrica
uzamis hipoglisemi kalic1 beyin hasarina neden olabilir. Bu durumlar bireyin hayatini
tehdit edebilir. Bu nedenle erken tan1 ve tedavi olduk¢a dnemlidir.*®

2.6.2. DM’nin Kronik Komplikasyonlari

2.6.2.1. Diyabetik Retinopati

Diyabetli bireylerde gorme bozukluguna ya da korliige neden olabilecek goz
rahatsizliklar1 goriilebilir. Kan glukoz seviyelerinin kalici olarak yiiksek olmas1 diyabetik
retinopatinin ana nedenidir. Kan glukoz seviyesi kontrol altina alindiginda retinopati riski

biiyiik 6l¢tide azalir. Diyabetik bireylerin yasam kalitesini en ¢ok diisiiren neden diyabetik
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retinopatinin yol actigi gorme kaybidir. Diyabetli bireylerde retinayr besleyen kan
damarlari hasara ugrar ve ileriki asamalarda bireyde kalic1 gorme kaybina neden olur. Bu
durumda bir¢ok bireyde geri doniis olmamaktadir. Erken tespit ve tedavi korlugi
Onleyebilir. Retinopati gelismeden once diyabetli bireylerin géz taramasi yaptirmasi
oldukca 6nemlidir.?

2.6.2.2. Diyabetik Noropati

Diyabetik bireylerde kan glukozunun uzun siire yiiksek seyretmesi sinir hasarina
neden olabilir. Bu durum 6zellikle ayaklardaki duyu sinirlerinde goriilmekle birlikte,
viicuttaki herhangi bir sinirde de hasara yol agabilir. Bu hasar agriya, karincalanmaya ve
his kaybina neden olabilir. Ayrica fark edilemeyen yaralanmalara, iilserasyona, ciddi
enfeksiyonlara ve bazi durumlarda ampiitasyonlara neden olabilir, sindirim, idrara ¢itkma
ve diger birgok fonksiyonlarla ilgili sorunlarin yani sira erektil disfonksiyonuna da yol
acabilir.?

2.6.2.3. Diyabetik Ayak

Sinir hasarinin yani sira kan damarlarinda olusan hasarlardan dolay: diyabetli
bireylerin ayaklarinda zayif bir kan dolasimi goriiliir. Bu problemler iilserasyon,
enfeksiyon ve ampiitasyon riskini artirir. Diyabetli bireylerde ampiitasyon goriilme riski
normal saglikli bireylerden 25 kat daha fazladir.** Uygun bir tedavi yontemiyle
ampiitasyonlar biiyiik bir kismi 6nlenebilir. Bu riskler gz oniine alinarak diyabetli
bireylerin diizenli olarak ayaklarini muayene ettirmeli Onemlidir. Tedavide
multidisipliner yaklagim gereklidir, korunmada; egitim, ayaklarin detayli muayenesi,
vaskiiler degerlendirme sarttir.?

2.6.2.4. Diyabetik Nefropati

Diyabet kronik bobrek hastaliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Kii¢lik kan

damarlarindaki hasarlardan dolay1 gelisen bobrek yetersizligi ve/veya disfonksiyonu ile
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karakterize bir komplikasyondur. Kan basincinin ve kan glukozunun normal degerlerde
tutulmasi diyabetik nefropati riskini biiylik 6l¢iide azaltir. Diyabetli bireylerde bobrek
hastaliginin (nefropati) goriilme siklig1 diyabetli olmayan bireylere kiyasla daha fazladir.?

2.6.2.5. Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastalik diyabetli bireyler arasinda 6liim ve sakatligin en yaygin
nedenidir. Diyabetle birlikte goriilen kardiyovaskiiler hastaliklar; anjina (bogaz
enfeksiyonu), miyokard infarktiisii, inme, periferik damar hastaligi, konjestif kalp
yetmezligi gibi 6zel durumlar igerir. Hipertansiyon, hiperkolesterolemi, hiperglisemi ve
diger risk faktorleri kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelisme riskini artirir.

Kuzey Amerika, Bat1 Avrupa, Avustralya ve Japonya'da diyabetli insanlarin ¢gogu
50 yasin Ustlindedir ve kalp rahatsizlig1 agisindan ¢ok yiiksek bir risk altindadir. Afrika'da
ve Orta Asya'da yasayan insanlar yasa gore standardize edilmis kardiyovaskiiler hastalik
mortalitesi agisindan diinyada en yliksek orana sahiptir ve yiikselen ekonomik biiylime
diyabet, obezite ve yiiksek kolestrol oranlari ile iligskilendirilir. Ancak veri ve
standardizasyon eksikligi nedeniyle diyabetli bireylerde kalp hastaliginin kiiresel ytikiinii
tahmin etmek zordur. Diinyada sadece 41 iilke diyabetli bireylerde kalp rahatsizlig
konusunda kaliteli verilere sahiptir ve bu iilkelerde bile kalp ve damar hastaligina sahip
bireyler bulunmaktadir.?

2.6.2.6. Periodontitis

Diyabet agiz sagligini tehdit edebilir. Glukoz kontrolii saglanamayan diyabetli
bireylerde, dis ¢evresindeki dokunun iltihaplanma riski artmaktadir. Bu da periodontitis
dis kaybmin 6nemli bir nedeni olup, artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskilidir.
Diyabetli bireylerde periodontit tedavisi ¢ok onemlidir. Ciinkii a1z i¢i muayenesi ve
optimal agiz hijyeni ile dis kayb1 6nlenebilir, glukoz kontrolii saglanabilir ve bu saglikli

bir diyeti kolaylastirabilir.?
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2.7. Diyabetin Onlenmesi ve Tedavisi
Giliniimlizde diyabetin Onlenmesi i¢in kullanilacak etkin bir yOntem
bulunmamaktadir. Diyabetin ilagla tedavisinin yan1 sira egitim, yasam tarzi degisikligi,
beslenme diizeni ve egzersiz 6nemli bir yer tutmakta ve diinyada diyabet gelisim riskinin
ve diyabetin goriilme sikligmin azaltilmasinda 6nemlidir. Diyabetin tedavisinde kan
glukoz seviyesinin normal ya da normale yakin degerlerde seyretmesi, komplikasyonlarin
onlenmesi, kilo kontroliiniin saglanmasi, bireyin yasam kalitesinin iyilestirilmesi ve risk
faktorlerinin kontrol altina alinmasi tedavide 6nemlidir.?
UDF’nin yapmis oldugu arastirmalara gore diyabetin 6nlenmesi i¢in uygulanmasi
gereken alt1 altin kural vardir.?
Bunlar;
e  Dis ortamin spor i¢in uygunlugu
e  Saglikli gidalara erisim
e Igilebilir suya erisim
e  Okullarda saglikli secimler konusunda egitim
e  Uygulanan 6nleme politikalari
e  Saglikli secimler hakkinda ulasilabilir bilgiler
2.7.1. Egitim
Diyabetli bireylerin normal ve kaliteli bir yasam siirdiirebilmesi i¢in en etkili
tedavi yontemlerinden biri egitimdir. Diyabet tanisi konuldugunda bireyler diyabet
merkezine sevk edilmeli ve glisemi kontrolii saglandiktan sonra hekim, hemsire ve
beslenme uzmaninin verecegi egitim programlarina dahil edilmelidir.
Diyabetin kontrolii ve tedavinin basarisi i¢in diyabetli bireye psikososyal destek
verilmesinin yani sira diyabetin nedenleri, beklenmeyen durumlarla basa ¢ikma,

komplikasyonlari tanima ve dnleme, ilag/insiilin kullanimi, saglikli beslenme, egzersizin
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onemi, kan glukoz diizeylerinin takibi, tibbi bakim ve kendi kendine kontrol gibi
konularda egitim verilmesi 6nemlidir.3* 4°

2.7.2. Egzersiz

Egzersiz diyabet kontroliiniin 6nemli bir boliimidiir. Bireysel 6zelliklere uygun
fiziksel aktivitelerin viicudumuzda olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir.3*

2.7.3. Diizenli Beslenme

Saglikli gidalara erisim, diizenli ve dengeli beslenme diyabetin 6nlenmesinde ve
yonetiminde 6nemli bir role sahiptir.>* T1ibbi Beslenme Tedavisi (TBT) temel ilkelerin en
onemli boliimiinii olusturur.!

Diyabetli birey kan glukoz seviyesini kontrol altinda tutmak i¢in glisemik indeksin
kan sekeri lizerine olan etkisini ve 6nemini kavramalidir. Birey 6giin atlamadan ne kadar
karbonhidrat tiiketmesi gerektigini bilmelidir.*®

2.7.4. Oral Antidiyabetikler ve Inkretinmimetikler

Giintimiizde Tip 2 diyabetli bireyler tarafindan tercih edilmesi gereken ilk etkin
madde metformindir. Metformin monoterapi icin en uygun oral antidiyabetiktir.*®
Tiazolidindion (glitazon), sulfoniliireler ve glinidler diyabetli bireyler tarafindan
kullanilan diger oral antidiyabetik maddelerdir (ajanlardir). Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-
4) inhibitorleri (sitagliptin, vildagliptin, saksagliptin, linagliptin ve alogliptin) ise yeni
gelistirilen antihiperglisemik ajanlardir.*®

2.7.5. Insiilin Tedavisi

Insiilin pankreasmn langerhans adaciklarindan salgilanan polipeptit yapida bir
hormondur. Insiilin glukozun viicut hiicrelerine girmesine izin verir, bdylece igeri giren
glukoz enerjiye dontistiiriilerek hiicreler tarafindan kullanilir. Tip 1 diyabetli bireyler

giinlik alinmasi gereken insiilin olmadan hayatlarin1 devam ettiremezler. Tip 2 diyabet

veya gestasyonel diyabet gelisen bazi bireyler de insiilin tedavisine ihtiya¢ duyarlar.? Tip
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2 diyabetli birey diyabet tanis1 konduktan sonraki 10 yil igerisinde insiiline gereksinim
duyabilir.*®

Insiilin tiirleri ‘hizli, kisa, orta ve uzun etkili insiilinler’ olmak tizere etki siireleri
bakimindan degiskenlik gosterirler. Insiilinler ayrica insan insiilinleri ve analog insiilinler
olarak da gruplandirlirlar. Tedavide kullanilacak olan insiilin siklikla deri alt1 enjeksiyon
seklinde insiilin enjektorleri veya insiilin kalemleri kullanilarak uygulanirlar.® Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda emiilsiyon sistemleri aracilidi ile insiilinin oral yoldan
uygulanmas1 amaglanmis ve bu ¢alismalar hayvan calismalari ile desteklenmistir.*” 4

2.8. Insiilin

Insan insiilin geni, 11. kromozomun kisa olaninda yer alamaktadir. Insiilinin
prekiirsorii olan preproinsiilin sinyal peptidinin ayrilmasindan sonra proinsiiline doniistir,
daha sonra 31 aminoasitten olusan C-peptidi molekiilden ayrilir ve geriye kalan kisim
biyolojik aktiviteye sahip olan insiilin molekiiliinii olusturur.

Insiilinin molekiil agirligi 5808 daltondur. insiilin 21 aminoasitten olusan A ve 30
aminoasitten olusan B olmak iizere iki adet amino asit zincirinden meydana gelen
toplamda 51 amino asitten olusan bir polipeptid zinciridir.

A zincirinin 7. aminoasiti ile B zincirinin 7. aminoasiti arasinda (A7-B7) ve A
zincirinin 20. aminoasiti ile B zincirinin 19. aminoasiti arasinda (A20-B1g) bulunan
disiilfid baglarinin yani sira A zincirinin 6. ve 11. aminoasitlerini birbirine baglayan bir
tane de zincir i¢i disiilfid bagi bulunmaktadir (Aes-A11). Biyolojik aktivitesi heniiz
aydinlatilamamis olan C peptidi pankreasin beta hiicrelerinden insiilin ile birlikte kana
sekrete edilir. Daha sonra portal dolasima gegerek Karacigere ulasir ve pargcalanmadan
bobrekler aracilig ile dolasimdan uzaklastirilir.*

Insiilinin zincir yapisi (A) ve preproinsiilinden insan insiilininin olusumu (B) Sekil

2.1°de gosterilmektedir.*?
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Insan pankreas: giinde ortalama 40+8 {inite insiilin iiretmektedir. Diyabetli
olmayan saglikli bireylerde insiilin fizyolojik olarak bazal ve boliis olmak tizere iki farkli
sekilde salgilanmaktadir. Bazal salgilanma egzojen uyari olmaksizin aglikta olan
salgilanmadir. Boliis salgilanma ise agiz yoluyla besin alindiginda insiilin sekresyonunun
gerceklesmesidir. Insiilin salgilanmasinin en &nemli uyaram glukozdur. Insiilin
sekresyonunun diger uyaranlari; mannoz, 16sin, vagal uyarilar ve siilfoniliire gibi
antidiyabetik ilaglardir. Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1), gastrik inhibitor polipeptid
(GIP) ve beta adrenerjik uyarilar ve kolesistokinin, sekretin ve gastrin gibi enterik
hormonlar insiilin salgilanmasini artiric1 dzellige sahiptirler. Insiilin sekresyonu; glukoz,
aminoasit ve yag asitlerinin serum konsantrasyonlari tarafindan belirlenmektedir. Insiilin
sekresyonu ayrica inkretinler ad1 verilen insiilin sekrete ettirici hormonlar tarafindan da
diizenlenmektedir. Katekolamin ve somatostatin gibi hormonlar ve diyazoksid, fenitoin,
vinblastin ve kolsisin gibi ilaglar insiilin salgilanmasini inhibe ederler. Endojen insiilinin
yart Omrii 3-5 dk’dir. Karaciger, bobrek ve plasentada yer alan insiilinaz enzimleri

tarafindan katabolize edilmektedir.*
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2.9. Oksidatif Stres

Oksidatif stres serbest radikal olusumu ve antioksidan savunma sistemi arasindaki
kritik dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan oksidatif hasarin durumunu tanimlamak
icin kullanilir.*°

Fizyolojik diizeylerdeki serbest radikaller endojen antioksidan sistemler
tarafindan temizlenir. Fakat savunma sistemleri her zaman miikemmel degildir. Oksidatif
stres antioksidan savunma sistemlerinden agir basarsa, oksidatif hasarlar meydana
gelebilir.>® Serbest radikallerin olusum hizi ile ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir. Bu dengenin bozulmasi biyolojik sitemlerde proteinler, karbonhidratlar,
lipidler ve niikleik asitler gibi molekiillere hasar verebilir ve metabolizmada olumsuz
neticeler olusturabilir. Travma, enfeksiyon, 1s1 yaralanmasi, toksinler ve asir1 egzersiz
nedeniyle yaralanan dokularda kisa siireli oksidatif stres olusabilir. Bu hasarli dokular
fagositlerde radikal iireten ksantin oksidaz, lipogenaz ve siklooksijenaz gibi enzimlerin
aktivasyonunu, serbest demir ve bakir iyonlarinin saliverilmesini saglar veya oksidatif
fosforilasyondaki elektron tasima zincirinde bir bozulmaya neden olur. Boylece serbest
radikal iretiminde artma olur. Oksidatif stresin fazla olmasi lipidlerin ve proteinlerin
oksidasyonuna yol agabilir ve bu da lipid ve proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda
degisikliklere neden olabilir.>*

Oksidatif stresin birgok hastaligin etiyolojisinde ve patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir. Bu nedenle diyabet gibi yasam tarziyla iligkili hastaliklar1 énlemenin
yollarin1 belirlemek i¢in oksidatif stresi konu alan caligmalar son derece Onem
tasimaktadir.

2.9.1. Oksidatif Stres ve Diyabet Uzerine Etkisi

Bir¢ok hastalikta serbest oksijen radikal olusumunun patolojik olarak arttigi

bilinmektedir.>? Diyabet artmis serbest radikallerinin ve hasar gdrmiis antioksidan
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savunma sisteminin bir gostergesidir. Artan kanitlar diyabet ve komplikasyonlarinin
gelisimi ve ilerlemesinde temel bir mekanizma olan oksidatif stresin énemli bir rol
oynadigii gostermektedir.’® Kan glukoz diizeyinin aglik veya tokluk sirasinda normal
kabul edilen degerlerin altinda ve iizerinde seyretmesi (akut glisemik dalgalanmalar)
oksidatif strese neden olabilir.>® DM’de ortaya ¢ikan retinopati, ndropati ve nefropati gibi
komplikasyonlarin ve makrovaskiiler hastaliklarin temel nedeni hiperglisemidir.
Hiperglisemi ile karakterize olan DM’nin kronik bir durum haline gelmesi, normalde
metabolik subsrat veya yakit olarak kullanilan glukozun toksin bir maddeye doniismesine
neden olur. Diyabet siiresince kalict hiperglisemik durumlarda serbest radikal
diizeylerinin yiiksek olmas1 oksidatif stresi arttirabilir.® Hipergliseminin giinden giine
kotiilesmesi, pankreasin beta hiicrelerinin hasar gérmesine, fonksiyonlarini yitirmesine
ve daha az insiilin salgilanmasina neden olur.>

Oksidatif stress aktif olarak birgok diyabetik komplikasyonun baglamasindan dnce
meydana gelebilecek hiicre hasarma yol acabilir.>* Hiicre hasar1 glukozun otooksidasyonu
yolu ile veya membranlarda oksidatif hasara ya da hiicrenin islevselliginin bozulmasina
neden olan non-enzimatik protein glikasyonu aracilig1 ile gergeklesir.>® Serbest radikaller;
lipid, perotein, DNA ve karbonhidratlar gibi hiicresel bilesenleri etkileyerek, hiicrenin
yap1 ve biitiinliigiinii bozar.>® Bu bozukluklarin patalojik sonuglari oksidatif strese aracilik
eden yollarla dogrudan iliskilidir.>

Diyabette LPO’nun arttig1 bilinmektedir. Bunun diyabetik kosullar altinda artan
serbest radikal seviyesine bagl oldugu diistiniilmektedir. Malondialdehid (MDA);
LPO’nun bir yan iriintidiir ve diyabetik hastalarda oksidan/antioksidan dengesini
belirlemede onemli bir belirtegtir. Ayrica diyabetik bireylerde siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitelerinin azaldigini

gdsteren birgok calisma bulunmaktadir.®’
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2.10. Serbest Radikaller

Atomik ya da molekiiler bir yoriingede bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektron bulunduran, kararsiz ve olduk¢a reaktif atomik veya molekiiler yapidaki
kimyasal bir tiir olarak tanimlanirlar.>® Biyolojik sitemlerde serbest radikaller normal
metabolik siireglerin seyri sirasinda olusabilecegi gibi,*® radyasyona maruz kalma, ozon,
sigara kullanimi, hava kirliligi, baz1 yabanc1 maddelerin (ksenobiyotikler) organizmada
metabolize edilmesi, endiistriyel kimyasallar gibi dis kaynaklardan da olusabilir.*
Ornegin, stres kosullar1 altinda olusan asir1 miktarda siiperoksit, demir igeren
molekiillerden serbest demir salimimini tetikler. Serbest kalan demir Fenton
Reaksiyonuna katilabilir ve hidrojen peroksitten hidroksil radikali olusumunu
kolaylastirabilir.®® Ayrica siiperoksit radikali Haber-Weiss reaksiyonuna da katilabilir ve
hidroksil radikalini olusturabilir.

Fenton reaksiyonu;® Haber-Weiss reaksiyonu;®*
Fe?* + H,0; — Fe3* + «OH + OH~ 02" + H202— O2 + «OH + OH™

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller; hidroksil radikali (OH"),
siiperoksit anyon radikali (O2"), hidrojen peroksit (H20.), singlet oksijen (*Oy),
hipoklorit (HOCI), nitrik oksit radikali (NO), peroksi nitrit radikali (ONOO")’dir.5?
Serbest radikaller hiicrelerin DNA, proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi biyolojik
acidan dnemli molekiillerine etki ederler ve onlarin yapilarin1 bozarak hiicre hasarina ve
homeostatik bozulmaya neden olurlar.>!

2.10.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin biyolojik sistemlerde bilinen dort etkisi vardir.

2.10.1.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas biyomolekiillerdir. Bir

hiicrede reaktif bir tiiriin bir metilen (-CH2-) grubundan bir hidrojen atomunu
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uzaklastirmasi ile veya bir ya da daha fazla lipide bir reaktif tiiriin eklenmesi ile LPO
baslar. Ornegin, bir metilen grubuna bir OH" radikalinin eklenmesiyle ya da bir metilen
grubundan bir H" pargaciginin ayrilmasiyla oldukca dayaniksiz olan karbon merkezli bir
radikal (-"CH-) olusur. Molekiiler oksijenin karbon merkezli radikal ile reaksiyon vermesi
sonucu peroksil radikali (ROQO") olusur. Lipid peroksit radikalleri membran yapisinda
kendilerine yakin olan diger yag asidi yan zincirlerinden bir H pargacigi ile birleserek
lipid hidroperoksitlerine dontisiirler. LPO’da kararsiz olan peroksitler, MDA gibi
aldehitlere ayrigir. MDA linolenik, arasidonik ve dokosaheksaenoik asit gibi en az iki ¢ift
bag igeren ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan toksik bir
maddedir. MDA 6lgiimii ile LPO’nun degerlendirilmesi yapilabilmektedir.®®

Aragidonik asitin otooksidasyonunun One siiriilen mekanizmasi Sekil 2.2’de

gosterilmektedir.%®

Arasidonik Asit
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Sekil 2.2. Arasidonik asitin otooksidasyonunun 6ne siiriilen mekanizmasi
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2.10.1.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin etkilenme dereceleri i¢erdikleri amino asit kompozisyonuna baghdir.
Metiyonin, sistein, arginin ve histidin gibi amino asitleri i¢eren proteinler oksidasyona
karst savunmasizdirlar.®* Serbest radikal aracili protein modifikasyonu enzim
proteolizine yatkinlig1 artirir. Enzimlerin peptid yapisini bozarak hiicresel fonksiyonlarin
ger¢eklesmesini olumsuz yonde etkiler. Oksidatif dengenin bozulmasi enzimlerin
aktivitelerini, reseptorleri ve membran transportunu etkileyebilir. Oksidatif olarak hasar
goren protein lriinleri oldukga reaktif olan gruplar igerebilir. Bunlar hiicre zarinin hasar
gormesine ve birgok hiicresel fonksiyonlarin gergeklesmemesine neden olur. Protein
oksidasyonu sinyal iletim mekanizmasimin, enzim aktivitesinin, 1s1 stabilitesinin ve
proteolize yatkinhigin degismesini etkiler.>

2.10.1.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Reaktif tiirlerin karbonhidratlar {izerine etkisi olduk¢a Onemlidir. Gegis
metallerinin varhiginda glukoz bir en-diol radikal anyonuna neden olur. Bu radikal
molekiiler oksijeni indirger ve siiperokist anyonlarinin olusumuna neden olur. Siiperoksit
anyonu da gecis metallerinin varliginda hidrojen peroksitle birleserek son derece tehlikeli
bir tiir olan hidroksil radikalini olusturur.®®

2.10.1.4. Serbest Radikallerin DNA ve Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Stiperoksit radikali, nitrik oksit radikali, hidrojen peroksit ya da organik
peroksitler fizyolojik olarak 2-deoksiriboz ve ribozla ya da DNA (deoksiriboniikleik asit)
ve RNA (riboniikleik asit) bazlarinin herhangi biriyle reaksiyon vermez. Ancak DNA ¢ok
aktif reaktif tiirlerin saldirisina ugradiktan sonra, siiperoksit anyon radikali ve nitrik oksit
radikali DNA’da olusan radikallerle reaksiyona girebilir. Reaktif tiirlerin saldirilari ile
DNA’da olusan hasarin biyolojik 6nemi hasarin igerigine, hasarin genomdaki yerine ve

hasarm giderilmesinin ne kadar hizli olacagma baglidir.® Bunlara ek olarak hidroksil
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radikali DNA nin tiim bilesenleri ile reaksiyona girmektedir. Hem piirin hem de pirimidin
bazlarma ayni zamanda deoksiriboz omurgasina hasar verir.>®

2.11. Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin zararl etkilerini azaltmak veya ortadan
kaldirmak ya da onlarin olusumunu engellemek i¢in bir dizi savunma sistemi
gelistirilmistir. Canli organizmalardaki bu sisteme antioksidan savunma sistemi
denilmektedir.®® Antioksidanlar; radikal siipiiriicii, hidrojen verici, elektron verici,
peroksit dekompozeri, singlet oksijen sondiiriicli, enzim inhibitorii, sinerjist ve metal
selatlayici ajanlar olarak gorev yaparlar. Biyolojik sistemlerde en 6nemli antioksidanlar;
SOD, GSH-Px, CAT, E vitamini (alfa tokoferol) ve C vitamini (askorbik asit)’dir.>*
Canlilarda antioksidan savunma sistemi enzim yapisinda olanlar ve olmayanlar diye iki
ana gruba ayrilir. Hem enzimatik hem de nonenzimatik antioksidanlar, ROS'u detoksifiye
etmek i¢in hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlarda bulunurlar. Enzim yapisinda olan
antioksidanlar; SOD, CAT, glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidazlar (GSH-Px)
ve glutatyon s-tranferaz (GST)’dir.%” Enzim yapisinda olmayan antioksidanlara ise A, C
ve E vitaminleri ornek olarak verilebilir.®® Ayrica enzim yapisinda olmayan
antioksidanlardan biri de GSH’dir.>’

2.12. Botanik Bilgiler

2.12.1. Zeytin Yaprag (Olea europae L.)

Diinyanin birgok bolgesinde yetisen zeytin uzun Omiirlii ve her mevsim yesil
kalabilen kisa ve bodur bir agactir. Bu bitki tist yiizii tozlu-yesil alt yiizii ise giimiis-beyazi
renkte olan dar ve uzun yapraklara sahiptir.° Diinyanin tropikal ve sicak iliman
bolgelerinde yetisen, bilinen en eski bitki tlirlerinden biridir. Zeytin agaci genellikle Dogu
Akdeniz havzasinin kiy1 bolgelerinde, Giiney Dogu Avrupa, Bati Asya, Arap Yarimadasi,

Hindistan ve Asya’nin komsu kiyr bolgeleri ile Afrika ve Iran’in kuzey bélgelerinde
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yetismektedir.”® " Onun yaprakli dallarinin gegmiste baris ve huzurun geleneksel bir
sembolii oldugu bilinmektedir.® Ayrica zeytin yapraklarmin oral yoldan kullanim ile
mide ve bagirsak hastaliklarini, astimi, ishal ve idrar yolu enfeksiyonlarini tedavi etmek,
yiiksek kan basincimi kontrol altina almak ve c¢igneme yontemi ile agiz temizligini

saglamak icin kullanildig1 bilinmektedir.”?

Tablo 2.10. Olea europae L.’ nin bilimsel siniflandirilmasi ve binominal adi

Alem : Plantae

Bo6lim : Magnoliophyta
Siif : Magnoliopsida
Takim : Lamiales
Familya : Oleaceae

Cins : Olea

Tiir : Olea Europae
Binominal ad1 : Olea europaea L.

2.12.2. Olea europae L.’nin Fenolik Madde icerigi

Fenolik bilesenler metal iyonlarini kenetleme ve serbest radikalleri yakalama gibi
fonksiyonel o6zellikler tasiyan ikincil metabolitlerdir. Bu bilesikler radikallerle hizla
reaksiyona girerek fenoksi radikalleri olustururlar. Olusan fenoksi radikali, nispeten
kararlidir ve radikalik reaksiyonlar gostermez.” Zeytin yapraklari fenolik bilesikler gibi
yiiksek katma degerli iriinlerin yararli bir kaynagi olarak kullanilabilen ucuz bir
hammadde olarak diisiiniilmektedir.”* Zeytin yapraklarinda oleuropeosidler (oleuropein
ve verbaskozit), flavonlar (luteolin-7-glikozit, apigenin-7-glikozit, diosmetin-7-glikozit,
luteolin ve diosmetin), flavonoller (rutin), flavan-3-ols (katesin) ve ikame fenoller
(tirosol, hidroksitirosol, vanilin, vanilik asit ve kafeik asit) gibi bes temel fenolik grup
bulunmaktadir.!® ™7 Sirasiyla oleuropein, hidroksitirosol, apigenin-7-glikozit, luteolin-

7-glikozit ve verbaskozit zeytin yapragi ekstrelerinde en bol bulunan fenolik
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bilesiklerdir.”® Zeytin bitkisinin tiirii ve/veya bulundugu cografi konumuna gére icerdigi
fenolik bilesikler bitkinin tiim boliimlerinde farkli oranlarda bulunmaktadir. Zeytin
yapraklar1 en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip dogal iiriinlerdir® ® ve icerdikleri
fenolik bilesenler bakimindan saglikli bir diyetin vazgegilmez bir unsurudur.” Zeytin
yapragi baslica flavonoidler, sekoiridoitler ve triterpenler olmak {izere ii¢ farkli bilesik
igerir. Zeytin yapraginin en etkili aktif bileseni sekoiridoit grubunun dogal bir iirlinii olan
oleuropeindir. Zeytin yapragi ekstraktinda bulunan fenolik maddeler ve miktarlar1 Tablo

2.11°de gosterilmistir.”

Tablo 2.11. Zeytin yaprag: ekstraktinda bulunan fenolik maddelerin miktarlar1’®

] Kuru agirlik ) Kuru agirlik

Fenolik Madde Fenolik Madde

(%) (%)
Oleuropein 24.54 Diosmetin-7-glikozit 0.54
Hidroksitirosol 1.46 Kafeik asit 0.34
Luteolin-7-glikozit 1.38 Luteolin 0.21
Apigenin-7-glikozit 1.37 Rutin 0.05
Verbaskozit 1.11 Diosmetin 0.05
Tirosol 0.71 Vanilin 0.05
Vanilik asit 0.63 Katesin 0.04

Zeytin yapraklarinda bulunan ¢ok sayida fenolik bilesik bir¢cok arastirmacinin
ilgisini gekmekte ve yapilan galismalarda yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu
bildirilmektedir.®> " Zeytin yapraklarmin giiglii antioksidan etkisi zeytin yapraginin
yogun polifenolik icerigine ve ana bileseni olan oleuropeine bagli olabilir.? 7
2.12.2.1. Oleuropein
Oleuropein bir¢cok bitkinin yani1 sira Oleaceae, Gentianaceae ve Cornaleae

familyalarinda bol miktarda bulunan sekoiridoit grubu bir bilesiktir.®> Zeytin bitkisinin

tamaminda Ozellikle zeytin yapraklarinda bol miktarda bulunan dogal bir fenolik
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bilesiktir.2® Oleuropein zeytin yapraklarinin disinda argan yag1 ve Oleaceae
familyasindan Ligustrum cinsini olusturan ¢ali goriinimiinde kii¢iik bir aga¢ olan
kurtbagr yapraklarinda da bulunmaktadir.®!

Oleuropein ilk kez Bourquelot ve Vintilesco tarafindan 1908 yilinda kesefedildi
78,82

ve yapist Pannizzi, Scarpati ve Oriente tarafindan 1960 yilinda tanimlandi.

Oleuropein molekiiliiniin kimyasal yapis1 Sekil 2.3’te gosterilmistir.®®

HOHO

Oleuropen

Sekil 2.3. Oleuropein molekiiliiniin kimyasal yap1s1®

Oleuropein hidrofilik ve hidrofobik kisimlarin bir arada bulundugu fenolik bir
molekiildiir. Hidrofilik bas kismi glukoz pargasindan olusurken, hidrofobik kuyruk kismi
oleuropein aglikan parcasini icermektedir. Ayrica yapisinda bir de ester bagi
bulunmaktadir.?* Oleuropein ayrica oleaceae familyasindaki sekoiridoit glikozitlerinde
yaygin olarak goriilen oleosidik bir iskelete sahiptir ve hidroksitirosoliin bir esteridir.
Yapisinda elenolik asit ve glukoz kalintilarmin kombinasyonu da mevcuttur.3
Oleuropein sindirim sirasinda oksidasyon ve enzimatik reaksiyonlara duyarlidir.
Oleuropein beta glikozidaz enzim etkisiyle glukoz ve oleuropein aglikana hidroliz
olduktan sonra esteraz enziminin etkisiyle hidroksitirosol ve elenolik asit gibi biyoaktif

bilesenlere pargalamir.® 8 &
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Hidroksitirosol ve elenolik asit molekiillerinin kimyasal yapisi Sekil 2.4’de

gosterilmistir.®

Hidroksitirosol CHy
Elenolik asit

Sekil 2.4. Hidroksitirosol ve elenolik asit molekiillerinin kimyasal yapis1®®

Zeytin meyvesinin ilk dénemlerinde meyvenin karakteristik aci tadindan sorumlu
olan oleuropein meyveye aci-buruk tat veren bir maddedir.®” 8 fslem gérmemis zeytin
meyvesinde ve yapraginda oleuropein miktart olgunlagsma siiresince azalmaktadir.
Olgunlagmanin ilk evrelerinde oleuropein miktart olduk¢a fazladir ve meyve kuru
agirliginin  yaklasik %14’tine kadar ulagmaktadir. Olgunlasmanin ilerlemesi ile
oleuropein miktar1 azalmaktadir.8® Zeytin meyvesinin olgunlasma siirecinin ilk
evrelerinde olduk¢a yiiksek olan oleuropein miktari, yesil olgunlasma doneminde
azalmakta ve siyah olgunlasma doneminde oOzellikle eyliil-kasim aylarinda asgari
seviyelere ulasmaktadir.5® 8

Oleuropeinin kardiyoprotektif,% noroprotektif, % hepatoprotektif,%
antibakteriyel,% antienflamatuar,®® antidiabetik® ve antikanser® gibi bir¢ok etkiye sahip
oldugu ileri stiriilmektedir. Oleuropein ve onun metabolit {irinii olan hidroksitirosol
antoksidan aktiviteleri icin ihtiyagc duyulan yapisal gereksinimlere sahiptirler.%®
Oleuropein ve hidroksitirosoliin antioksidan aktivitesi in vivo®> 6 ve in vitro'® % %7 olarak
incelenmis ve bir¢ok arastirmaciya ilham kaynagi olmustur. Bu biyoaktif molekiiller

notrofillerde solunumsal patlama ile olusan ve hipoklorik asitten tiireyen radikallerin

inhibiisyonunu saglar ve ayni zamanda siiperoksit anyonlarinin olusumuna ve zararh
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etkilerine kars1 direng gosterirler.

Oleuropein serbest radikal olusum reaksiyonlarini katalizleyen demir ve bakir gibi
iyonlar1 kenetleyerek serbest radikal olusumunu engelleme yetenegine sahiptir.*® Onun
antioksidan potansiyeli esas olarak hidroksil grubunun serbest hidrojeni ile fenoksil
radikalleri arasinda bir molekiil i¢i hidrojen bagi olusturulmasi yolu ile radikal kararlilig
artirma kabiliyeti ile ilgilidir.”® Ayrica oleuropeinin hepatositlerdeki hiicre dis1 sinyalini
diizenleyen enzimin (kinaz) aktivitesini diisiirerek serbest yag asidine bagli lipogenezi
azalttig1 gosterilmistir.®

Oleuropein dogrudan alindiginda agizda hos olmayan aci bir tat birakabilir.®’
Ayrica oral yoldan alinan oleuropeinin miktar1 ince bagirsakta kaldig: siirece azalabilir
ve gastro-intestinal yolda zayif bir biyoyararlanim gosterebilir.?® Bu yiizden oleuropein
gibi tad1 hos olmayan maddelerin oral yolla kullanimlarinda istenmeyen tat ve kokulari
maskelemek ve bu maddelerin biyoyararlanimini ve emilimini artirmak i¢in emiilsiyon
sistemlerine ihtiyag oldugu bildirilmektedir.?*

2.13. Emiilsiyon

Emiilsiyonlar, birbiriyle karigmayan iki sividan birinin digeri igerisinde
dagitilmasiyla olusan homojen gériiniimlii heterojen sistemlerdir.2?%1% Bu sistemler
temel olarak biri hidrofilik digeri lipofilik 6zellikte olan iki sivi fazdan ve bu fazlar
arasindaki ylizey gerilimini diisliren, araylizeyde film olusturan emiilgatérden
olusmaktadir (Sekil 2.5). Dagilan damlaciklar1 olusturan siv1 faz i¢ faz, bu damlaciklari
tastyan sivi faz ise dis faz olarak adlandirilmaktadir. I¢ fazin dis faz i¢inde damlaciklar
halinde homojen olarak dagitilmasi emiilgatorler yardimiyla saglanabilmektedir. Ayrica,
emiilsiyonlarin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik kararliligin1 artirmak iizere koruyucu
maddeler, kullanim amacina gére tat ve koku diizenleyiciler de ilave edilebilmektedir.%

Emiilsiyonlar oral, topikal, parenteral vb. yollarla uygulanabilmektedir.100-104
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Emiilgator ilavesi

—

Yag Fazi

= Emiilsiyon

Su Fazi 5

Sekil 2.5. Emiilsiyon olusumunun sematik gosterimi

Farmasoétik ve kozmetik amagli kullanilmak tizere klasik emiilsiyonlarin yani sira
karmasik yapiya sahip emiilsiyon sistemleri de gelistirilmistir.

Bunlar;1®

Klasik (basit, kaba, konvansiyonel) emiilsiyonlar
e  (Coklu emiilsiyonlar
e  Mikroemiilsiyonlar
e Florokarbon emiilsiyonlar:
e Kuru emiilsiyonlar
e Nanoemiilsiyonlar seklinde siniflandirilabilir.

Emiilsiyonlarin damlacik biiytikliigii ve vizkozitesi gibi 6zellikler formiilasyonun
goriiniimiinii ve uygulanabilirligini etkilemektedir. Emiilsiyonlarin stabilitesini etkileyen
en onemli faktorler ise; yag ve su fazi oranlari, her iki fazin fizikokimyasal 6zellikleri,
emiilgatoriin tipi ve konsantrasyonu, emiilsiyon hazirlama yontemi, kullanilan diger
yardime1 maddeler ve sicaklik seklinde siralanabilir.1%0 102
Emiilsiyon viskozitesini ayarlamak ve fiziksel stabilitesini saglamak {iizere

formiilasyona hidroksipropil seliiloz, setil alkol, metil seliiloz, gliseril monostearat,

stearik asit, poliakrilik asit, aljinat gibi yardimc1 maddeler de katilmaktadir.'®
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2.13.1. Emiilsiyonlarm Ustiinliikleri
Emiilsiyonlarin iistiinliikleri; 0 102
e  Kotii tat ve kokuya sahip etkin maddelerin oral yolla kullanimlarinda istenmeyen
tat ve kokular maskelenebilir. Bu sekilde, hint yagi, balik yag1 ve yagda ¢oziinen
vitaminler (A, E, D, K) yag/su tipi emiilsiyon seklinde hazirlanarak oral yolla
alimlar1 kolaylastirtlabilir.
e Oral yolla kullanimlarinda; etkin maddelerin kat1 ila¢ sekillerine gore emilimleri
artirilabilir.
e Peptit-protein  yapisindaki maddelerin, heparin gibi makromolekiillerin
gastrointestinal sistemden emilimleri artirilabilir.
e  Gegimsiz maddeleri ayn1 tagiyict sistem iginde tagimak
e Etkin maddenin kimyasal stabilitesi ¢ozeltilere kiyasla artirilabilir.
e Topikal kullanimda ise cilt lizerinde ince bir tabaka olustururlar ve kolayca ciltten
temizlenirler.
e Besleyici emiilsiyon formiilasyonlart i.v. yolla kullanilmak {zere
hazirlanmaktadir.
e Teshis amagli yapilan muayenelerde radyoopak emiilsiyonlar kullanilabilir.
2.13.2. Emiilsiyonlarin Sakincalari
Emiilsiyonlarin sakincalari;'%
e Emiilsiyonlar termodinamik acgidan stabil olmayan sistemlerdir.
¢ Emiilsiyon hazirlanirken sicaklik kosullarina dikkat edilmezse, emiilgatér uygun
tip ve konsantrasyonda kullanilmazsa faz ayrim1 meydana gelebilir.
Emiilsiyonlar termodinamik ac¢idan dayaniksiz sistemlerdir. Fiziksel olarak kararli
olan bir emiilsiyonda raf émrii boyunca faz ayrimi olmamalidir. Emiilsiyonlar ¢alkalama

ile eski haline donebilmeli ve kolaylikla uygulanabilmelidir.'®
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Emiilsiyonlarda;
e Faz doniistimi
e Flokiilasyon
e Kremalasma
e Koalesans (biraraya gelme, yigilma)
e Faz ayrismasi gibi kararsizlik durumlari goriilebilir.19% 104
2.13.3. Emiilgatorler
Emiilgatoér sec¢imi basarili bir emiilsiyon hazirlanmasindaki en Onemli
parametredir. Emiilgator se¢iminde, emiilsiyonun raf dmrii, tipi ve emiilgatoriin maliyeti
dikkate alinir.
Emiilgatoriin tasimasi gereken ozellikler: 1%
e Polar ve polar olmayan uclara sahip olmalidir
e Yiizey etkin olmali ve yiizey/araylizey gerilimini diisiirmelidir.
e  Ogzellikle oral kullanimlar igin toksik olmamasina 6zen gosterilmelidir
e Diisiik miktarlarda bile emiilsiyon olusturabilmelidir
e Yiizeyleraras1 film olusturmali ve damlaciklarin bir araya gelmesini
engellemelidir.

2.13.3.1. Emiilgatorlerin Sitmiflandirilmasi

Iyonik yiiklerine gore:
e Katyonik
e Anyonik
e Noniyonik

e Amfoterik olarak
Araylizeyde olusturduklar film tipine gore ise:

e  Monomolekiiler film olusturan
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e Multimolekiiler film olusturan

e Kati partikiiler film olusturan emiilgatorler seklinde siniflandirilabilirler. Ayrica,
kimyasal yapilarma gore de siniflandirilabilirler.%

Noniyonik yiizey aktif maddeler, sulu ortamda iyonize olmayan emiilgatorlerdir.
Polihidrik alkollerle uzun zincirli yag asitlerinin esterleri seklindedirler veya bunlarin
etilen oksitle esterleridir. Suda iyonize olmazlar. Sorbitan yag asidi esterleri (“Span”lar)
ve polioksietilen sorbitan yag asidi esterleri (“Tween”ler) yaygin olarak kullanilan
emiilgatorlerdir.  Ayrica, poloksamerler (polioksietilen/polioksipropilen  blok
kopolimerler) de son yillarda yogun olarak kullanilmaktadir,1%

2.13.4. Emiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Stabil bir emiilsiyon hazirlamanin en énemli basamagi emiilsifikasyon islemidir.
Bu islemin basarilabilmesi i¢in dogru emiilgator/emiilgator karisimi ve uygun emiilgator
konsantrasyonunun secilmesi ¢ok onemlidir.}®® Hazirlama sirasinda etkili olan diger
faktorler ise sicaklik, karistirma siddeti ve siiresi, iki fazin birbirine ilave edilme sirasidir.

Emiilsiyonlarin hazirlanmast igin kullanilan yontemler:1%

e Kuru zamk yontemi (Kontinental yontem): Kuru zamk yonteminde, emiilgator
¢oziinmedigi faza ilave edilir, hizlica karistirilir ve primer emiilsiyon suyu ilave
edilerek ayni yonde c¢ekirdek emdiilsiyon olusumunu belirten karakteristik ses
duyuluncaya kadar siirekli karistirilir. Olusan ¢ekirdek emiilsiyonun iizerine geri
kalan sulu kisim ilave edilerek emiilsiyon hazirlanir.

e Yas zamk yontemi (Ingiliz yontemi): Emiilgatér ¢oziindiigii fazin bir kismina
ilave edilir ve lizerine diger faz eklenerek ¢ekirdek emiilsiyon olusturulur ve ilk
fazin geri kalan kismi ilave edilerek emiilsiyon hazirlanir.

e Sise yontemi: Ucucu yaglar yag fazini olusturuyorsa sise yontemi tercih edilir ve

emiilgator hazirlama sirasinda olusur. Kiiclik damlacik boyutuna sahip
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emiilsiyonlar elde edilir.

Eritme yontemi (mum, yar1 kat1 ve kati maddeleri igeriyorsa): Yag fazi, erime
noktasi en yiiksek olan maddenin erime noktasinin 5-10 °C yukarisina kadar 1sitilir.
Su faz1 da ayni sicakliga getirilir. Daha sonra iki faz karigtirilarak emiilsiyon
hazirlanir.

Modern yontemler (emiilsiyonlarin tiretiminde farkli cihazlar/aletlerden [mekanik
kanistiricilar  (pervane, tlrbin tipi karistiricilar), homojenizatorler,  kolloit

102)  seklinde

degirmenleri, ultrasonik aletler]  faydalanilmaktadir.’%
siniflandirilabilir.

2.14. Deneysel Diyabet Modelleri

Deneysel diyabet modeli ¢esitli hayvan tiirlerinde 6zellikle fare, sigan ve tavsan

gibi kemirgen hayvanlarda cerrahi, farmakolojik ve genetik yontemlerle olusturulabilir.

Bunlar arasinda en sik kullanilan yontem STZ ve alloksan gibi kimyasal ajanlarin

kullanildig1 farmakolojik yontemdir. STZ sicanlarda diyabet modeli olusturmak amaciyla

en ¢ok kullanilan kimyasaldir. STZ (CgH15sN3O7) Stretomyces achromogenes tarafindan

tiretilen bir antibiyotiktir. Antineoplastik bir ajan olarak ve deney hayvanlarinda diyabeti

indiiklemek i¢in kullanilan STZ 2-Deoksi-2-(3-Metil-3-Nitrozotireido)-D-Glukopiranoz

yapisindadir ve 1giktan korunmalidir. STZ beyaz-agik sar1 (Kirli beyaz) renkte bir tozdur.

Erime noktasi 115 °C, molekiil agirlig1 265.222 g/mol’diir.}%® STZ nin yapis1 Sekil 2.6°da

gosterilmistir,1°
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Sekil 2.6. STZ’nin yapis1
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Yapisinda bulunan nitroziirenin genel lipofilik dogasindan farkli olarak, glukoza
benzer yapisinin olmasi nedeniyle STZ hidrofilik bir yapiya sahiptir. STZ’nin hidrofilik
dogas1 onun hidrofobik membran yapisindan ge¢mesine izin vermez.'® Onun 2-deoksi
glukoz pargasi glukoz tasiyicisi-2 (GLUT-2) vasitasiyla pankreasin  hiicrelerine segici
girisine izin verir.!”” Daha sonra kendiliginden izosiyanat ve metildiazohidroksit
molekiillerine dekompoze olur.2% 19 Metildiazohidroksit reaktif karbonyum iyonu
(CHs") olusturmak iizere par¢alanir. Karbonyum iyonunun DNA iskeletindeki fosfatlara
baglanmasi sonucu DNA alkilasyonuna ve beta hiicrelerinin geri doniisiimsiiz nekrozuna
neden olur.}®®% Olusan DNA hasar1 ADP-ribozilasyonunun aktivasyonuna neden
olarak, poly ADP-ribozilasyonu hiicresel NAD ve ATP yikimina yol agar. Yiikselmis
ATP defosforilasyonu, ksantin oksidaz i¢in substrat vererek siiperoksit radikallerinin
olusumuna yol acar. Olusan siiperoksit radikalleri SOD varliginda H,O2’ye doniisiir ve
daha sonra hidroksil radikalleri meydana gelir.2%” Sonug olarak; STZ’nin diyabetojenik
etkisini B hiicrelerinde reaktif oksijen radikallerinin {iretimine neden olarak gosterdigi

bilinmektedir.

40



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvanlar ve Diyet

Calismamizda kullanilan agirliklar1 yaklasik 200-210 g arasinda degisen Sprague
Dawley 1rki erkek sicanlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi (ATADEM)’nden temin edildi. Hayvan deneyleri ve bakimlar1 bu merkezde
yapildi. Sinirsiz yem (standart diet) ve igme suyu (musluk suyu) verilen siganlar deney
boyunca normal oda sicakliginda (22+2 °C), 12 saat aydinlik/karanlik bir ortamda
kendilerine ait kafeslerde gruplar halinde barindirildi. Tiim deney siiresince her hayvan
sadece bir kez kullanildi. Caligma Ulusal Saglik Enstitiisii Laboratuvar Hayvanlarinin
Bakimi ve Kullanimi i¢in 6nerilen klavuz ilkeleri dogrultusunda yiiriitiilmistir. Bu
calismanin tiim asamalarinin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 27.03.2015 tarih ve 36643897-79 sayili karar ile etik kurallarina uygun oldugu
onaylandi.

3.2. STZ ile Diyabet Modeli Olusturma

STZ enjeksiyonundan dnce gruplar halinde barindirilan hayvanlara sadece igme
suyu verilerek, 12 saat boyunca ag¢ birakildi. 12 saat sonra 10 mM sitrat tamponu (pH:
4.5) i¢inde taze hazirlanan 50 mg/kg STZ monohidrat ¢6zeltisi buzda bekletildi ve a¢
birakilan siganlara tek doz (i.p.) olarak kasiktan uygulandi.

STZ uygulanimi ile pankreastan yogun bir sekilde salgilanan insiilin hormonu
sicanlarda oldiiriicii hipoglisemi olusumuna zemin hazirlamaktadir. Bu olasiligin
onlemek amaciyla STZ uygulamasindan 4-6 saat sonra siganlarin igme suyuna %5°lik
CeH1206 ¢ozeltisi katildi ve bu igme suyu 24 saat siireyle siganlara verildi. 72 saat sonra
kuyruk veninden alinan kan 6rnekleri Optium Plus marka glukometre ile siganlarin kan
glukoz seviyeleri olgiildii. Kan glukoz seviyeleri 300 mg/dL ve iizerinde olan siganlar

diyabetik olarak kabul edildi.
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STZ ile diyabet modeli olusturma semas1 Sekil 3.1°de gosterilmektedir.*

Streptozotosin
(50 mg/kg, i.p.)

Diyabetik sican

Kan glukoz seviyesi
300 mg/dL ve iizeri

1Glukoz seviyesi

olan sicanlar diyabetik

olarak kabul edildi.

Sekil 3.1. Streptozotosin ile diyabet modeli olusturma®!!

3.3. Zeytin Yapragindan Etil Alkol Ekstresinin Hazirlanmasi

Ulkemizin Dogu Karadeniz Bélgesindeki Artvin ilinin Yusufeli ilgesinden eyliil
aymda toplanan zeytin yapraklar temizlendi ve oda sicakliginda kurutuldu. Kuru
yapraklar sivi azot ile havanda o6giitiilerek toz haline getirildi. Daha sonra %80’lik etil
alkolde 50 °C’de Soxhlet aparatiirde ¢alkalanarak 72 saat boyunca ekstrakte edildi. Her
10 saatte bir ekstre siiziildli ve ¢oziicli evaparatiirde buharlastirilarak uzaklastirildi. Elde

edilen ekstre deneysel kullanim i¢in buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi.
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Zeytin  yapragindan etil alkol ekstresinin  hazirlanmasi1  Sekil 3.2°de

gosterilmektedir.'*?

Artivin ilinin Yusufeli
ilgesinden toplanan
zeytin yapraklari
temizlendi

Yapraklar oda
sicakliginda kurutuldu

=2\ Kuru yapraklar s1vi azot ile havanda
/ ogiitiilerek toz haline getirildi

4

Toz haline gelen zeytin
yapraklarinin etanol ekstresi
Boliim 3.3’te anlatildig:
sekilde hazirlandi

Sekil 3.2. Zeytin yapragindan etanol ekstresinin hazirlanmasi*?
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3.4. Olea europaea L.’den Oleuropeinin izolasyonu

Olea europaea L.’den elde edilen etanol ekstresini (30 g) fraksiyonlarina ayirmak
tizere silika jel kolon kromatografisi yapildi. Bu amagla 300 g silika jel (Kiesel gel 60,
70-230 mesh, Merck) CH2Cl:MeOH (90:10) ¢oziicii sisteminde siispansiyon haline
getirildikten sonra, 4x65 cm ebatlarindaki kolona tatbik edildi. Kuru tatbik yapilmak
tizere 30 g ekstre 30 g silika jele emdirildikten sonra kolona yiiklendi ve kolon
CH2Cl2:MeOH (90:10) ¢o6ziicti sistemiyle eliie edildi. Fraksiyonlar 50 mL hacimler
halinde toplanarak, ince tabaka kromatografisi (ITK) ile CH2Cl2:MeOH (90:10) ¢éziicii
sisteminde kontrol edildi. ITKda ayn1 lekeleri iceren fraksiyonlar birlestirildikten sonra,
fraksiyonlama islemi sonlandirildi. ITK ile yapilan kontrollerde 28-53. fraksiyonlarda
temiz bir madde oldugu anlasildi, OE-1 (7 g) olarak kodlandi.

3.4.1. Oleuropeinin UV-Spektrofotometrik Yontemle Miktar Tayini

Oleuropeinin metanolde stok ¢6zeltisi (200 pg/mL) hazirlanmis ve bu ¢ozeltiden
hareketle 5, 10 ve 25 ug/mL konsantrasyonlarda hazirlanan seyreltik ¢ozeltilerinin UV
spektrumlar1 200-400 nm dalga boyu araliginda taranmistir. Maksimum absorbansin elde
edildigi dalga boyu (Amax) tespit edilmistir. Deney siiresince, oleuropeinin isiktan
bozulmasini 6nlemek i¢in karanlik ortamda caligilmistir.

3.4.2. Oleuropeine Ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

Oleuropeinin kalibrasyon dogrusunu hazirlamak {izere oleuropeinin metanolde
200 pg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden hareketle uygun
seyreltmeler yapilarak 6 farkli konsantrasyonda (8, 12, 16, 20, 24, 28 ug/mL) ve her bir
konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanarak absorbanslari
Olciilmiistiir. 6 farkli konsantrasyon ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans
degerleri grafige gecirilmis ve regresyon analizi yapilmistir. Analiz sonucunda

kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde edilmistir.
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3.4.3. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, etkin madde miktar tayininin sonuglarinin
giivenilirligi agisindan 6nemlidir ve yontemin dogru, 6zgiin ve tekrarlanabilir oldugunu
garanti altma alir.!*3

Dogrusalhik

Analizi yapilan etkin madde konsantrasyonlar ile elde edilen deney sonuglar
arasinda dogrusal bir iliskinin oldugu aralig1 saptamak amaciyla gerceklestirilir.!!3 114
Oleuropeinin metanoldeki stok ¢6zeltisinden (200 pg/mL) hareketle uygun seyreltmeler
yapilarak 6 farkli konsantrasyonda (8, 12, 16, 20, 24, 28 ug/mL) ve her bir konsantrasyon
i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Olgiilen absorbans degerleri ilgili ¢dzelti konsantrasyonlarina
kars1 grafige gecirilerek dogru denklemi elde edilmistir.

Dogruluk ve Kesinlik

Analiz sonuglarinin, gergek degerlere yakinlik derecesini ortaya koymak ve
yontemin tekrarlanabilirlik derecesini saptamak iizere sirasiyla dogruluk ve kesinlik
parametreleri glin i¢i (intra-assay) ve giinler arasi (inter-assay) olmak Tlizere
degerlendirilir.*® % Dogrulugu degerlendirmek {iizere asagida verilen esitlik

kullanilmigtir.14

a-b
Dogruluk = (T) * 100

a=Analiz sonucu edilen ortalama konsantrasyon (pg/mL)

b=Hazirlanan konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 3.4. Dogrulugu hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

Giin i¢i kesinlik ve dogrulugunun tespiti i¢in kalibrasyon dogrusu araliginda yer

alan 3 farkli konsantrasyon (10, 18 ve 26 pg/mL metanol igerisinde hazirlanmis)
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secilmistir. Her bir konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve ayni giin i¢inde arka arkaya ol¢timleri gergeklestirilmistir. Glinler arasi
kesinlik ve dogrulugun tespiti icin de yine aymi konsantrasyonlar secgilerek her bir
konsantrasyon i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve birbirini
takip eden 3 gilin boyunca absorbanslar1 6l¢iilmiistiir.

Y ontemin kesinliginin tespiti i¢in, ayni konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler i¢in
ortalama (X), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayist (VK) hesaplanmustir.

Saptama Sinir1 (LOD)

Analizi gergeklestirilen maddenin, gelistirilen analitik yontem ile saptanabilecek
en kiigiik konsantrasyonu olarak ifade edilir.!®® Diisiik konsantrasyonlardaki bir dizi
ornegin analiz edilmesiyle belirlenmektedir. Bulunan sonuglarin standart sapmasi ile
kalibrasyon dogrusu egiminin oranlanmasi ve bu oranin 3.3 ile ¢arpilmasiyla hesaplanir.

Miktar Tayini Simir1 (LOQ)

Gelistirilen analitik yontem ile belirli bir dogruluk ve kesinlik saglanarak tayin
edilebilecek en diisiik analit miktaridir.!*® Bu amagla, diisiik konsantrasyonlardaki bir dizi
ornegin analiz edilmesi ve elde edilen sonuglarin standart sapmasi ile kalibrasyon dogrusu
egiminin oranlanmasi ve bu oranin 10 ile ¢arpilmasiyla hesaplanir.

3.4.4. Oleuropeinin Coziiniirliik Calismasi

Oleuropeinin ¢oziintirliik ¢alismast kapsaminda; su, aycigek yagi, zeytin yagi,
propilen glikol, etil oleat, PEG 400, Tween 80 ve Span 80 kullanilmistir. Her numune
icin bir flakon igerisine ilgili ¢oziiciiden 5 mL konulmus ve tizerine ayr1 olarak tartilmis
100’er mg oleuropein ilave edilmistir. 600 rpm’de 72 saat karistirma uygulanmustir.
Karistirma islemi sonunda her bir 6rnek 3500 rpm’de 30 dk santrifiijlenip 0.45 pm’lik
filtrelerden siiziilmiis ve siiziintiilerin absorbanslari dlgiilerek oleuropein ¢oziintirliikleri

karsilastirilmistir.
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3.5. Emiilsiyonlarin Hazirlanmasi

3.5.1. Oleuropein icermeyen Emiilsiyonlarin (BE) Hazirlanmasi

Emiilsiyon Tablo 3.1°de verilen formiilasyon kullanilarak hazirlanmistir.
Hazirlana sulu faz, yag fazi iizerine ¢cok noktali manyetik karistirici lizerinde 600 rpm
hizda karistirma islemi devam ederken damla damla olacak sekilde ilave edilmistir.

Damlatma sonrasi 1 saat daha karistirilarak emiilsiyon hazirlanmistir.

Tablo 3.1. Bos emiilsiyonun hazirlanmasi

Bilesen Kullamlan Kimyasallar Miktar
Yag Zeytin yagi 180 mg
Emiilgator Tween 80 648 mg
Yardimc1 Emiilgator PEG 400 72 mg
Su Saf su (pH 5’e ayarlanmis) 174 ¢

3.5.2. Oleuropein/Ekstre iceren Emiilsiyonlarin Hazirlanmasi

Tablo 3.1°de verilen formiilasyona (su fazina) oleuropein [2 mL’sinde 30 mg (OE-
1) ve 45 mg olacak (OE-2) sekilde) veya ekstre (2 mL’sinde 66 mg (EE-1) ve 100 mg
(EE-2) olacak sekilde] eklenmistir. Hazirlama islemi Bolim 3.5.1°de oldugu gibi
tekrarlanmistir. Oleuropein igeren emiilsiyonlar OE-1 ve OE-2; ekstre iceren
emiilsiyonlar ise EE-1 ve EE-2 olarak ifade edilmistir.

3.5.3. Emiilsiyonlarin Gériintiilerinin Alinmasi ve Damlacik Bityiikliiklerinin
Tespiti

Hazirlanan emiilsiyonlarin goriintiileri optik mikroskop kullanilarak alinmistir.
Taze hazirlanan emiilsiyonlarin damlacik biiytikliigii saf su ile seyreltilmeleri sonrasi 25
°C’de Mastersizer 2000 (Malvern Ins. Ltd. UK) cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.6. Deneysel Tasarim

Deneyde Sprague Dawley irki erkek siganlar kullanildi. Siganlarin bir kismi 6n

calisma igin kullanildi, digerleri ise her grupta 9 denek olacak sekilde 15 gruba ayrildi.

47



Gruplar (Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmalari i¢in);
Grup 1: SK: Saglikli kontrol grubu
Grup 2: DK: Diyabetik kontrol grubu
Grup 3: EK: Diyabetik si¢an + Bos emiilsiyon
Grup 4: OLK: Saglikli sigan + Oleuropein (225 mg/kg)
Grup 5: DD-OLE: Diyabetik sican + Oleuropein igeren emiilsiyon (150 mg/kg)
Grup 6: YD-OLE: Diyabetik sican + Oleuropein igeren emiilsiyon (225 mg/kg)
Grup 7: DD-OL: Diyabetik sican + Oleuropein (150 mg/kg)
Grup 8: YD-OL: Diyabetik sigan + Oleuropein (225 mg/kg)
Gruplar (Ekstre ve ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulanmalari igin);
Grup 9: SK: Saglikli kontrol grubu
Grup 10: DK: Diyabetik kontrol grubu
Grup 11: EK: Diyabetik sican + Bos emiilsiyon
Grup 12: DD-EE: Diyabetik si¢can + Ekstre i¢eren emiilsiyon (330 mg/kg)
Grup 13: YD-EE: Diyabetik sican + Ekstre iceren emiilsiyon (500 mg/kg)
Grup 14: DD-E: Diyabetik sigan + Ekstre (330 mg/kg)
Grup 15: YD-E: Diyabetik sigan + Ekstre (500 mg/kg)
3.7. Ekstre, Oleuropein ve Formiilasyonlarin Uygulanmasi
Siganlarin viicut agirliklari belirlendi ve viicut agirliklart yaklasik 200-210 g olan
siganlar deneye alindi. Oleuropein ve ekstre iceren emiilsiyonlarin uygulama hacimleri
ve bos emiilsiyonun uygulama hacmi her hayvan igin 2 mL olarak ayarlandi. Oleuropein
ve ekstrenin ugulama hacimleri ise distile su ile 2 mL’ye tamamlandi. Zeytin yapragi
etanol ekstresinin ve bu ekstreden izole edilen oleuropeinin farkli dozlarinin emiilsiyon
formiilasyonlar1 hazirlandi ve si¢anlara oral yoldan 30 giin siireyle giinde tek sefer

uygulandi.
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Bu sistemle gergeklestirilen ¢alismada saglikli ve diyabetik kontrol gruplarina
deney boyunca sadece yem ve igme suyu verildi. Emiilsiyon kontrol gruplarina bos
emiilsiyon, oleuropeinin diisiik ve yiiksek dozlarini igeren emiilsiyon gruplarina sirasiyla
150 ve 225 mg/kg dozda oleuropein igeren emiilsiyon, diisiik ve yiiksek doz oleuropein
gruplarina ise sirasiyla 150 ve 225 mg/kg oleuropein intragastrik gavajla oral yoldan
uygulandi. Ekstrenin diisiik ve yiiksek dozunu i¢eren emiilsiyon gruplarina sirasiyla 330
mg/kg ve 500 mg/kg ekstre ihtiva eden emiilsiyon, diisiik ve yiiksek doz ekstre gruplarina
ise sirastyla 330 mg/kg ve 500 mg/kg ekstre intragastrik gavajla oral yoldan uyguland:.®

Oleuropein, ekstre ve bunlari i¢eren emiilsiyonlarin oral uygulamalarini gésteren
sema Sekil 3.5’te ve Sekil 3.6’da verilmektedir.

Oleuropein (225 mg/kg) ‘I Oral uygulama

A 4

Saglikl1 sigan

Bos emiilsiyon

Oleuropein (150 mg/kg) Oral uygulama

Oleuropein (225 mg/kg) Diyabetik sigan

v

Oleuropein igeren emiilsiyon (150 mg/kg)

Oleuropein igeren emiilsiyon (225 mg/kg)

Sekil 3.5. Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyon uygulamalarini gosteren sema

Bos emiilsiyon
Ekstre (330 mg/kg) Oral uygulama
Ekstre (500 mg/kg) » Diyabetik sican

Ekstre i¢eren emiilsiyon (330 mg/kg)

Ekstre i¢eren emiilsiyon (500 mg/kg)

Sekil 3.6. Ekstre ve ekstre igeren emiilsiyon uygulamalarini gosteren sema

49



Bu uygulamalar i¢in hazirlanan deneysel tasarim Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’de

verilmektedir.

Tablo 3.2. Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyon uygulamalari

Deney siireci

tedavi edilen diyabetik grup
(YD-OL)

Gruplar
1/2. Giin (12 saat) 2. glin 5. glin 34. giin
Sitrat tamponu Tedavi yok
Saglikli kontrol grubu Ag birakildi
Standart yem
(SK) :
Igme suyu
STZ )
. . Tedavi yok
Diyabetik kontrol grubu Ag birakildi (50 mg/kg)
(DK) Standart yem
Ieme suyu
STZ Tedavi yok
Emiilsiyon kontrol grubu Ag brrakildi (50 mg/kg) Bos emiilsiyon
(EK) Standart yem
Ieme suyu
) Oleuropein
) Sitrat tamponu
Oleuropein kontrol grubu Ag birakildi (225 mg/kg)
(OLK) Standart yem
Icme suyu
Oleuropein igeren
Diisiik dozda oleuropein igeren STz )
emiilsiyon
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile Ac birakildi (50 mg/kg)
S (150 mg/kg)
tedavi edilen diyabetik grup
Standart yem
(DD-OLE) i
Igme suyu
Oleuropein igeren
Yiiksek dozda oleuropein igeren STZ )
emiilsiyon
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile Ag brrakildi (50 mg/kg)
o . . (225 mg/kg)
tedavi edilen diyabetik grup
Standart yem
(YD-OLE) i
Igme suyu
Diisiik dozda oleuropeinin oral STZ Oleuropein
uygulanmasi ile tedavi edilen Ag birakildi (50 mg/kg) (150 mg/kg)
diyabetik grup Standart yem
(DD-OL) Ieme suyu
Yiksek dozda oleuropein igeren STZ Oleuropein
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile Ag¢ birakildi (50 mg/kg) (225 mg/kg)

Standart yem

Igme suyu
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Tablo 3.3. Ekstre ve ekstre igeren emiilsiyon uygulamalari

Deney siireci
Gruplar
1/2. giin (12 saat) 2. glin 5. giin 34. giin
Sitrat tamponu Tedavi yok
Saglikli kontrol grubu Ag birakildi
Standart yem
(SK) g
Igme suyu
STZ .
. . Tedavi yok
Diyabetik kontrol grubu Ag brrakildi (50 mg/kg)
(DK) Standart yem
Igme suyu
STZ Tedavi yok
Emiilsiyon kontrol grubu Ag birakildi (50 mg/kg) Bos emiilsiyon
(EK) Standart yem
Icme suyu
Ekstre igeren
Diisiik dozda ekstre iceren emiilsiyonun STZ .
emiilsiyon
oral uygulanmasi ile tedavi edilen Ag brrakildi (50 mg/kg)
. . (330 mg/kg)
diyabetik grup
Standart yem
(DD-EE) .
I¢me suyu
Ekstre igeren
Yiiksek dozda ekstre igeren STZ L
emiilsiyon
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile Ag birakild (50 mg/kg)
Lo . ) (500 mg/kg)
tedavi edilen diyabetik grup
Standart yem
(YD-EE) .
I¢me suyu
Diisiik dozda ekstre igeren emiilsiyonun STZ Ekstre
oral uygulanmasi ile tedavi edilen Ag birakildi (50 mg/kg) (330 mg/kg)
diyabetik grup Standart yem
(DD-E) Igme suyu
Yiiksek dozda ekstre i¢eren STZ Ekstre
emiilsiyonun oral uygulanmas ile Ag birakild (50 mg/kg) (500 mg/kg)
tedavi edilen diyabetik grup Standart yem
(YD-E) Igme suyu

3.8. Sicanlarin Kan Glukoz Seviyelerinin Belirlenmesi
Deney boyunca her 7 giinde bir siganlarin kuyruk veninden alinan kan
orneklerinden kan glukoz seviyeleri belirlendi. Kan 6rnekleri Optium Plus kan glukoz

monitorii ile degerlendirildi. Kan glukoz seviyeleri mg/dL cinsinden ifade edildi.
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3.8.1. Kan Ol¢iim Cihazimin Calisma Prensibi

Bu calismada Optium Plus kan glukoz monitorii ile 6lgiim yapildi. Olgiim
cihazlarinin ¢alisma prensibi genellikle aynidir. Kan 6rnekleri uygun striplere eklenir.
Kandaki glukoz ¢alisma elektrodundaki enzim tarafindan okside olur. Sonra c¢alisma ve
referans elektrod arasinda voltaj uygulanir ve ¢alisma ve referans elektrod arasindaki
akim Olg¢iiliir. Bu akim dedektore 20-600 mg/dL arasinda bir deger yansitir. Bu sayede
kan glukoz 6l¢limii ger¢eklesmis olur.

3.9. Sicanlarin Viicut Agirhiklarinin Belirlenmesi

Siganlarin viicut agirliklar: deney boyunca her hafta kaydedildi.

3.10. Karaciger Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Deneyin sonunda yiiksek doz tiyopental uygulamasi sonucu Gtenazi edilen tiim
sican gruplarindan karaciger doku ornekleri alind1 ve %0.9’luk sodyum kloriir (NaCl)
¢ozeltisinde yikandiktan sonra petri kaplarina koyuldu. Her bir doku 6rnegi i¢in ayri bir
petri kab1 kullanildi. Ornekler dnce bir giin boyunca buzdalabinda -20 °C’de, daha sonra
-80 °C’de gerekli biyokimyasal ¢alismalar i¢in muhafaza edildi. Daha sonra siganlardan
alinan karaciger dokular1 s1v1 azot varliginda havanda o6giitiilerek toz haline getirildi.

SOD tayini i¢in, her bir doku 6rnegi 1mM etilen glikol tetra asetik asit (EGTA),
210 mM mannitol ve 70 mM siikroz igeren 20 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansiilfonik asit) (pH:7.2) tamponunda buzlu ortamda homojenize edildi.
Homojenatlar 1.500 x g’de 4 °C’ de 5 dk santrifiij edildi.

GSH tayini i¢in, her bir doku 6rnegi 1 mM etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
igeren 50 MM MES (2-(N-morfolino) etansiilfonik asit) ya da fosfat tamponunda (pH: 6-
7) buzlu ortamda homaojenize edildi. Homojenatlar 10.000 x g’de 4 °C’de 15 dk santrifiij
edildi.

MDA tayini i¢in, her bir doku 6rnegi RIPA tamponunda buzlu ortamda sonikator
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kullanilarak (40 V’de 15 s) homojenize edildi. Homojenatlar 1.600 x g’de 4 °C’de 10 dk
santrifiij edildi. Elde edilen tiim siipernatantlar analiz numunesi olarak kullanildi.

3.11. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Deneyin sonunda 6tenazi edilen tiim sigan gruplarindan alinan intrakardiyak kan
ornekleri plazma ve serum biyokimya tiiplerine aktarildi. 22+2 °C’de 5-10 dk
bekletildikten sonra 3.000 x g’de 10 dk sogutmali santrifiijde santrifiij edildi. Plazma ve
serum kisimlar1 pasteur pipet kullanilarak temiz bir polipropilen tiip i¢ine aktarildi. Elde
edilen serum ve plazma ornekleri bir giin boyunca -20 °C’de, daha sonra -80 °C’de
biyokimyasal ¢aligsmalar i¢in muhafaza edildi.

3.12. Biyokimyasal Ol¢iim

Elde edilen serum Orneklerinden Aspartat aminotransferaz (AST) ve Alanin
aminotransferaz (ALT) biyokimyasal parametreleri Atatiirk Universitesi Biyokimya
Arastirma Laboratuvari’nda Roche Cobas ¢501 otoanalizérii ile analiz edildi. Karaciger
homojenatlarindan elde edilen siipernatantlardan SOD (katalog no: 706002) aktiviteleri,
GSH (katalog no: 703002), MDA (katalog no: 10009055) ve protein (katalog no: 704002)
seviyeleri Cayman firmasindan temin edilen ELISA kitleri ile 6l¢iildii.

Biyokimyasal 6l¢iim semas1 Sekil 3.7°de 6zetlenmistir.

- AST
> l <
Diyabetik sican = Serum ALT
SOD
> ? GSH
MDA
Karaciger Total protein

Sekil 3.7. Biyokimyasal 6l¢iim semasi
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3.12.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini
3.12.1. 1. SOD Deney Prensibi
Cayman SOD Olgiim Kiti Sekil 3.8’de gosterilen prensibe dayanmaktadir.*®

20; .- ~ Formazan boyast

Ksantin + O3 \ /

Ksantin oksidaz

Ha0n / \, 20, Tetrazolium tuzu

Urik asit
SOD

O, + H 20
Sekil 3.8. SOD 6l¢iim semasi*®

3.12.1.2. SOD Tayini icin Kullamlan Reaktifler

Olciim Tamponu (10X): Konsantre 6l¢iim tamponundan 3 mL alind1 ve 27 mL
saf su ile diltie edildi. Bu tampon ¢6zeltisi radikal dedektorii seyreltmek igin kullanildi.

Ornek Tamponu (10X): Konsantre 6rnek tamponundan 2 mL alind1 ve 18 mL
saf su ile diliie edildi. Bu tampon ¢ozeltisi SOD standartlarini hazirlamak ve deneyde
kullanilan SOD numunelerini ve ksantin oksidazi seyreltmek i¢in kullanildi.

Radikal Dedektor (tetrazolium tuz ¢ozeltisi): Radikal dedektérden 50 pL alindi
ve 19.95 mL o&lgiim tamponu ile diliie edildi. Cozelti aliminyum folyo ile kaplanarak
1siktan korundu. Hazirlanan ¢6zelti 2 saat i¢in stabildir.

SOD Standart (bovin eritrosit SOD (Cu/Zn)): Bu enzim standart hazirlamak
icin kullanildi. Deney boyunca en fazla 2 kere ¢oziintip kullanilabilir.

Ksantin Oksidaz: Ksantin oksidazdan 50 pL alindi ve 1.95 mL seyreltik 6rnek
tamponu ile diliie edildikten sonra buzda bekletildi. Cozeltinin tekrar dondurulup

cOziilmemesi gerekir ve bir saat icinde kullanilmalidir.

54



3.12.1.3. SOD Standart Soliisyonunun Hazirlanmasi
SOD stok soliisyonu hazirlamak i¢in 20 uLL SOD standart1 1.98 mL 6rnek tamponu
ile seyreltildi. A’dan G’ye kadar harflendirilmis (7 adet) temiz deney tiiplerine Tablo

3.4’te gosterildigi gibi SOD stok ¢6zeltisinden ve drnek tampondan eklendi.

Tablo 3.4. SOD 6l¢timii i¢in standart hazirlama

TUP SOD Stok Ornek Tampon Son SOD aktivitesi
(uL) (uL) (U/mL)

A 0 1000 0

B 20 980 0.025

C 40 960 0.05

D 80 920 0.1

E 120 880 0.15

F 160 840 0.2

G 200 800 0.25

3.12.1.4. SOD Ol¢iimii

Tablo 3.5’de gosterilen deney semasina uygun olarak SOD 6l¢iimii yapildi.

Tablo 3.5. SOD deney semasi

Kor Numune Standart
Standart - - 10 uL
Siipernatant - 10 uL -
Radikal dedektor 210 puL 200 pL 200 uL

e 10 dk calkalayicida bekletildi

e  Reaksiyonu baslatmak i¢in ksantin oksidaz ilave edildi

Ksantin oksidaz 20 uL 20 uL 20 uL
e Plate galkalayicida dikkatli bir sekilde karistitilarak 2 dk bekletildi

e  Plate istii kapali olarak oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi

e  ELISA cihazi kullanilarak 460 nm’de okuma yapildi
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3.12.1.5. SOD Aktivitesinin Hesaplanmasi

Her standart ve 6rnek i¢in ortalama absorbans hesaplandi. Lineer bir dogru (LD)
elde etmek i¢in A’nin absorbans degeri kendisine ve diger tiim standart ve Grneklerin
absorbans degerlerine boliindii. Tipik bir standart egri ¢izildi.

Her 6rnek i¢in lineer dogrunun yerine kullanilan standart egrinin lineer
regresyonundan elde edilen esitligi kullanarak 6rneklerin SOD aktivitesi hesaplandi. Bir
tinite siiperoksit radikalinin %50 dismutasyonunu gostermek i¢in gerekli olan enzimin
miktar1 olarak tanimlandi. SOD aktivitesi, sitokrom ¢ ve ksantin oksidazin birka¢ 6l¢iimii
kullanilarak standardize edildi.

SOD aktivitesinin hesaplanmasi igin asagida verilen esitlik kullanilmigtir. !

(6rnek LD)-(y-girisim) . 0.23 mL
*

SOD (U/mL) =( egim 0.01 mL

Sekil 3.9. SOD aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

Daha sonra sonuglar mg protein degerlerine boliinerek SOD aktivitesi U/mg
protein olarak hesaplandi.

3.12.2. Glutatyon (GSH) Tayini

3.12.2.1. GSH Deney Prensibi

Cayman GSH Olgiim Kiti Sekil 3.10°da gosterilen prensibe dayanmaktadir.*!’

GR
GS5G » 2GSH
TNBE *\/' TNB DTNE
GR
.,
GSTNB TNB

Sekil 3.10. GSH 6l¢iim semasi*’
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3.12.2.2. GSH Tayini I¢in Kullamlan Reaktifler

GSH MES Tamponu (2X): 0.06 uL MES tamponu 0.06 uL saf su ile diliie edildi.

GSSG Standart: GSSG standartlart kitte kullanima hazir olarak bulunmaktadir.

GSH Co-factor Karistmi: Bu karisim 0.5 mL saf su ile iyice karistirilarak diliie
edildi.

GSH Enzim Karistimi: Karisgimdan 0.2 mL alinarak 2 mL MES tamponu ile iyice
Karistirildi.

GSH DTNB: GSH DTNB iyice karistirilarak 0.5 mL saf su ile dilie edildi.
Hazirlanan bu karisim 10 dk i¢inde kullanilmalidir.

GSH Ol¢iim Tamponu (Kokteyl): MES tamponundan 11.25 mL, seyreltik Co-
factor karigimindan 0.45 mL, seyreltik enzim karigimindan 2.1 mL, seyreltilmis
DTNB’den 0.45 mL ve saf sudan 2.3 mL alinip, 20 mL’lik bir sisede karistirilarak kokteyl
hazirlandi. Kokteyl hazirlandiktan sonra 10 dk iginde kullanilmalidir.

3.12.2.3. GSH Standart Soliisyonunun Hazirlanmasi

A’dan H’ye kadar harflendirilmis deney tiiplerine (8 tane) Tablo 3.6’da

gosterildigi sekilde MES Tamponu ve GSSG Standarti eklendi.

Tablo 3.6. GSH standart hazirlama

Tiip GSSG Standart MES Tamponu Esdeger total GSH
(nL) (nL) (nL)
A 0 500 0
B 5 495 0.5
C 10 490 1.0
D 20 480 2.0
E 40 460 4.0
F 80 420 8.0
G 120 380 12.0
H 160 340 16.0
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3.12.2.4. GSH Ol¢iimii

Tablo 3.7°de gosterilen deney semasina uygun olarak GSH 6l¢iimii yapildi.

Tablo 3.7. GSH deney semasi

Kor Numune Standart

Standart - - 50 uL

Siipernatant - 50 uL -

Plate koruyucu ile 8 dk kapatildi
Bu esnada kokteyl hazirland1

Koruyucu kaldirildi

Kokteyl 200 pL 150 pL 150 uL

e Plate koruyucu ile tekrar kapatildi ve karanlik bir ortamda ¢alkalayicida dikkatli
bir sekilde karistitilarak inkiibe edildi

e  ELISA cihazi ile 405 nm’de 25 dk’da 1 6l¢iim alinacak sekilde okuma yapildi

3.12.2.5. GSH Seviyesinin Hesaplanmasi

Tim oOlgtimler igin ortalama absorbans degeri hesaplandi. Standart A’nin
absorbans degeri kendisinden ve diger biitiin degerlerden ¢ikartildi. Bu dogrulanmis
absorbans degerini gostermektedir.

Total GSH konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak her standartin dogrulanmis
absorbans degerleri kullanildi. Standart egiminden her bir 6rnegin total GSH degerleri

hesaplandi. GSH seviyesinin hesaplanmasi i¢in asagida verilen esitlik kullanilmistir. !t

(405 nm’deki absorbans)-(y-girisim)

Total GSH (uM) = oBim

Sekil 3.11. GSH seviyesini belirlemek i¢in kullanilan esitlik

Daha sonra sonuglar mg protein degerlerine boliinerek GSH seviyesi hmol/mg

protein olarak hesaplandi.
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3.12.3. Malondialhehit (MDA) Tayini
3.12.3.1. MDA Deney Prensibi
Cayman TBARS Olciim Kiti (10009055) Sekil 3.12°de gosterilen prensibe

dayanmaktadir.'18

MDA TBA MDA-TBA

Sekil 3.12. MDA-TBA olusum mekanizmasi'!8

3.12.3.2. MDA Tayini I¢in Kullanilan Reaktifler

Tiyobarbitiirik Asit: 2 g Tiyobarbitiirik asit (TBA) renkli reaktifin hazirlanmasi
i¢in kullanildi.

TBA Asetik Asit: TBA asetik asitten 40 mL alind1 ve yavas bir sekilde 160 mL’lik
saf suya ilave edildi. Bu soliisyon renkli reaktifin hazirlanmasinda kullanilda.

TBA Sodyum Hidroksit (10X): TBA NaOH’ dan 20 mL alindi ve 180 mL saf su
ile diliie edildi. Bu soliisyon renkli reaktifin hazirlanmasinda kullanildi.

TBA MDA Standart: Bu ¢ozelti standart egri olusturmak i¢in kullanildi.

TBA SDS Soliisyonu: Sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢ozeltisi kullanima hazir
olarak bulunmaktadir. Kullanilmadan once oda sicakliginda 1 saat siireyle
bekletilmelidir.

Renkli Reaktif: TBA’dan 530 mg alind1 ve iizerine 50 mL seyreltik TBA asetik
asit ve 50 mL seyreltik TBA NaOH eklendi. TBA tamamen ¢oziiniinceye kadar
karistirildi. Soliisyon 24 saat i¢inde kullanilmalidir.

3.12.3.3. MDA Standart Soliisyonunun Hazirlanmasi

125 uM MDA stok soliisyonu elde etmek i¢in 250 uL. MDA standart1 750 pL saf
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su ile diliie edildi. A’dan H’ye kadar harflendirilmis deney tiiplerine (8 tane) Tablo 3.8’de

gosterildigi sekilde 125 uM MDA stok soliisyonu ve saf su eklendi.

Tablo 3.8. MDA standart hazirlama

- MDA Saf su MDA konsantrasyonu

v (uL) (uL) (uM)

A 0 1000 0

B 5 995 0.625

C 10 990 1.25

D 20 980 2.5

E 40 960 5.0

F 80 920 10.0

G 200 800 25.0

H 400 600 50.0

3.12.3.4. MDA Ol¢iimii

Tablo 3.9°da gosterilen deney semasina uygun olarak MDA 6lgtimii yapildi.

Tablo 3.9. MDA deney semast

Kor Numune Standart
Standart - - 100 puL
Siipernatant - 100 pLb -
SDS - 100 uL 100 uL
RIPA tamponu 200 pL - -
Renkli reaktif 4 mL 4 mL 4 mL

e Tipler 1 saat boyunca su banyosunda kaynar su i¢inde bekletildi

e Reaksiyonu sonlandirmak igin tiipler buz banyosunda 10 dk inkiibe edildi

e 10 dk sonra tipler 1600 x g’de 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi

e Tipler 30 dk oda sicakliginda bekletildi ve her tiipten 150 pL alind1 ve plateye
yiiklendi

e  ELISA cihazi kullanilarak 532 nm’de okuma yapildi
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3.12.3.5. MDA Seviyesinin Kolorimetrik Hesaplanmasi

Tim Olclimler i¢in ortalama absorbans degeri hesaplandi. Standart A’nin
absorbans degeri kendisinden ve diger tiim degerlerden c¢ikarildi. Bu dogrulanmis
absorbans1  gosterir. Her standartin  dogrulanmis absorbans degeri MDA
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak kullanildi. Her bir 6rnegin MDA degerini
belirlemek i¢in standart egriden yararlanildi.

MDA seviyesinin hesaplanmast i¢in asagida verilen esitlik kullanilmistir. '8

532 nm’deki absorbans)-(y-girisim
MDA(“M):( )-(y-girigim)

egim
Sekil 3.13. MDA seviyesini hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

Daha sonra sonuglar mg protein degerlerine boliinerek MDA seviyesi nmol/mg
protein olarak hesaplandi.

3.12.4. Protein Tayini

3.12.4.1. Protein Deney Prensibi

Cayman Protein Olgiim Kiti (704002) total protein miktarin1 &lgmek icin
mikroplak tabanli kolorimetrik bir yontemdir. Protein numuneleri su ile seyreltildikten
sonra, seyreltilmis numuneden 100 pL alinir ve plaklara pipetlenir. Uzerine 100 pL tahlil
reaktifi eklenir ve 5 dk inkiibe edilir. Daha sonra 595 nm’de absorbans &l¢iimii yapilir.!t®

3.12.4.2. Protein Tayini I¢in Kullanilan Reaktifler

Tahlil reaktifi: Tahlil reaktifinden 7.5 mL alinir ve 50 mL saf su ile seyreltilir.

BSA standart: BSA standart %0.05 sodyum azit ile %0.9’luk tuz ¢6zeltisi i¢inde
10 mg/mL olan bir stok konsatrasyonuna sahiptir. Bu stok standarttan 4 pL alinir, 996 pL
saf su ile seyreltilir. Bu soliisyonun konsantrasyonu 40 pg/mL’dir.

3.12.4.3. Protein Ol¢iimii i¢in Standart Soliisyonun Hazirlanmasi

A’dan H’ye kadar harflendirilmis deney tiipleri (8 tane) alinir. H tiiptine 200 pL
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A’dan G’ye kadar olan diger tiiplere ise 250 pL saf su eklenir. Standarttan 800 pL alinip
H tlipiine eklenir ve iyice karistirihir. H tiiplinden 750 pL alinir G tiipline aktarilirak
standart seyreltilir ve iyice karistirilir. Sonra G tiiplinden 750 puL alinarak F tiipiine
aktarilir ve iyice karistirilir. E tiiplinden B tiipiine kadar olan diger tiipler i¢in ayn1 islemler

tekrarlanir. A tiipii standart egri i¢in kor numunesi olarak kullanilir.

Tablo 3.10. Protein 6l¢iimii igin standartlarin konsantrasyonlari

. Son konsantrasyon . Son konsantrasyon
TUP TUP
(ng/mL) (ng/mL)
A 0.0 E 135
B 5.6 F 18.0
C 75 G 24.0
D 10.1 H 32.0

3.12.4.4. Protein Olciimii

Tablo 3.11°de gosterilen deney semasina uygun olarak protein 6lgiimii yapilir.

Tablo 3.11. Protein deney semasi

Kuyu BSA Standart Numune Tahlil Reaktifi
Standart 100 pL - 100 pL
Numune - 100 pL 100 uL

e (da sicakliginda 5 dk inkiibe edildi
e ELISA cihazi kullanilarak 595 nm’de okuma yapildi

3.12.4.5. Protein Seviyesinin Hesaplanmasi
Kor numunesi i¢in ortalama absorbans degeri hesaplandi ve diger absorbans
degerlerinden c¢ikarildi. Her standart i¢in ortalama absorbans degeri alindi. Her bir

ornegin protein degerini belirlemek i¢in standart egriden yararlanildi.
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Protein seviyesinin hesaplanmasi i¢in asagida verilen esitlik kullanilmistir.*®

Protein (ug/mL)=[A = (numune abs)? + B = (numune abs) + C] = diliisyon katsayis1

Sekil 3.14. Protein seviyesini hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

3.13. Deneyde Kullanmilan Kimyasallar

STZ Sigma-Aldrich (Amerika) firmasindan, zeytin yag Taris (Tirkiye)

firmasindan, Propilen Glikol Doga Ilag (Tiirkiye) firmasindan, PEG 400 Pekkim

(Turkiye) firmasindan, Biyokimyasal 6l¢iim kitlerinde bulunan kimyasallar Cayman

(Almanya) firmasindan, deneyde kullanilan diger kimyasallar ise Merck (Almanya)

firmasindan temin edildi.

3.14. Deneyde Kullamilan Cihazlar

Tablo 3.12 ¢alismamizda kullanilan cihazlar ve modellerini gostermektedir.

Tablo 3.12. Deneyde kullanilan cihazlar ve modelleri

Cihazlar

Modeli

Buzdolabi (-86 °C)

Chemwell

Coklu Manyetik Karistirict (WisestirR
MS-MR4)

Coklu Manyetik Karistirict
Damlacik boyutu 6l¢iim cthazi
Derin dondurucu

Derin dondurucu

Doku homojenizatorii

Doku homojenizatorii

Eliza Okuyucu

Etuv

Evaporator

Hassas Terazi

Nuaire NU-9483E, USA
Awareness Technology, USA
Wisd Lab. Instruments, Almanya

Mix. 15 eco, 2 Mag, Almanya

Malvern HYDRO 2000MU

Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye

Sanyo MDF-235

Tissue Lyser 11, Qiagen, Germany
Qiagen Tissue Lyser Il

Epoch Microplate Spect., BioTek, USA
Memmert WNB 7-45, Germany

BSI

Shimadzu AUW220D, Japonya
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Tablo 3.12. Deneyde kullanilan cihazlar ve modelleri (devami)

Cihazlar

Modeli

Hassas Terazi

Homojenizator

Homojenizator

Kaplama cihazi

Kan parametreleri 6l¢. chz.
Kan glukoz 6l¢iim cihazi
Karistirici

Liyofilizator

Manyetik karistirict
Magnetik karistiric
MasterSizer 2000
Mikrosantrifiij
Mikroplate Yikayici

Mikroskop

Optik Mikroskop
Oto. Multikanal Pipet
pH metre

pH metre

Pipet seti

Saf su cihaz1

Santrifiij (Sogutmali)

Su banyosu (Calkalayicili)
Sonikator cihazi

Taramal1 Elektron Mikroskobu
Ultra Saf Su Cihaz1 (Easypure® RF)
UV- Spektrofotometre

Vortex

Vortex (MS 3)

Scaltec SPB 42

OMNI TH International, Qiagen
Germany

TH-02, Omni International, ABD
Quorum Q150R S

Roche Cobas ¢501 analizorii
Optium Plus, Abbott, Tiirkiye

IKA- MS 3 basic, USA

Christ ALPHA 1-2 LO

Wisd WiseStir MSH-20A, Germany
Boeco MSH 300

Malvern Ins.Ltd., UK

Mikro 200, Hettich, Almanya

Stat Fax 2600 Microplate Washer,
USA

ZEISS Primo Star

Olympus, DP72, Japonya
Eppendorf Research Pro (20-300 ul)
Orion 3 Star, ABD

SCHOTT Instruments Lab 850,
Germany

Eppendorf Research Plus

GFL 2004

Hettich Zentrifugen 320R, Germany
Memmert

Bandelin Sonopuls

ZEISS Gemini Sigma 300
Barnstead/Thermolyne Co., ABD
Beckman Coulter-DU® 730., ABD
Vortex Genie-Model K-550-GE
IKA®-Werke GmbH&Co., Almanya
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3.15. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS ver. 20.0 programi kullanilarak yapildi. Calismada tek
yonlii varyans (ANOVA) analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Sonuglar,
gruplardaki Ol¢timiin ortalamasi (ortalama+SD) olarak gosterildi ve istatistiki

degerlendirme p<0.05 diizeyinde 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Oleuropeinin 'H-NMR ve 3C-NMR Sonuglari

Giin 1s181nda sar1 renkli, yapiskan bir madde olarak izole edilen OE-1 (C25H32013,
MA: 540.51 g/mol) bilesigi, UV2s4 nm’de mor leke verirken, UV3ss nm’de renksizdir.
Bilesige vanilin/H2SO4 (105°C) reaktifi piskiirtiildigiinde kahverengimsi bir leke
vermektedir. OE-1 kodlu maddenin kimyasal yapisinin karakterizasyonu igin *H ve *C
NMR verileri kullanildi. Yapilan analizler neticesinde maddenin kimyasal yapisinin
‘oleuropein’ oldugu anlasildi. Maddenin *H ve 3C NMR verilerinin literatiirle de eslestigi
anlasilmistir.*?® Zeytin yapragmin etil alkol ekstresinden izole edilen oleuropeinin NMR

verileri ile belirlenen kimyasal yapis1 Sekil 4.1°de gosterilmektedir.'?°

Sekil 4.1. Oleuropeinin yapisi

Oleuropeinin *H ve 3C NMR verileri;

IH-NMR (400 MHz, DMSO-de): & 5.82 (s, 1H, H-1), 7.47 (s, 1H, H-3), 3.79 (dd,
Ji1=4,5Hz, J,= 13,2 Hz, 1H, H-5), 2.36 (d, 1H, J = 9.20 Hz, H-6a), 2.33 (d, 1H, J =9.10
Hz, H-6b), 5.92 (g, 1H, H-8), 1.66 (d, 3H, J = 6.24 Hz, H-10), 3.65 (s, 3H, OMe), 4.13 (t,
2H, H-1Y), 2.68 (t, 2H, H-2'), 6.59 (s, 1H, H-4), 6.63 (d, J = 7.96 Hz, 1H, H-7'), 6.46 (d,

J=8.00 Hz, 1H, H-8"), 4.65 (d, J = 7.76 Hz, 1H, glc-1").
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13C-NMR (400 MHz, DMSO-de): § 93.5 (C-1), 154.0 (C-3), 108.1 (C-4), 30.6
(C-5), 40.11 (C-6), 171.5 (C-7), 123.7 (C-8), 129.27 (C-9), 13.3 (C-10), 167.0 (C-11),
51.8 (OMe), 65.6 (C-1"), 33.9 (C-2'), 129.3 (C-3'), 116.5 (C-4"), 145.2 (C-5"), 143.9 (C-
6, 115.9 (C-7'), 120.2 (C-8"), 99.3 (glc-1"), 73.5 (glc-2"), 76.6 (glc-3"), 70.2 (glc-4"),
77.3 (glc-5"), 61.1 (glc-6")

4.2. Oleuropeinin UV-Spektrofotometrik Yontemle Tayini

Boliim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde metanol i¢inde hazirlanan oleuropein igeren
¢ozeltilerin, 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumlari alinmis ve Amax 229 nm
olarak tespit edilmistir.

4.2.1. Oleuropeine Ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

Boliim 3.4.2°de belirtildigi sekilde kalibrasyon dogrulari ve dogru denklemleri
elde edilmistir. Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusuna ait egimler
karsilastirilmis, VK degeri 2.72 olarak bulunmustur.

Oleuropeinin kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.2°de verilmistir.

0,8 -

0,7 -

0,6 -

0,5 - y =0,0297x - 0,0073
R?=0,9996

Absorbans

0,4
0,3

0,2 -

0,1 T T T T 1
8 12 16 20 24 28

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.2. Oleuropeine ait kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(X£SS; n=6, X=0Ortalama, SS=Standart Sapma)
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4.3. Analitik Yontem Validasyonu Bulgular:
Analitik yontem validasyonu i¢in, giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik
degerlerini tespit etmek tlizere Boliim 3.4.3’te anlatildig1 sekilde calisilmis ve elde edilen

sonuglar Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1. Oleuropein analitik yonteminin giin i¢i ve giinler arasi1 dogruluk ve kesinlik
degerleri

Hesaplanan
Konsantrasyon by i1
(ugimL) Konsantrasyon (ug/mL) ®Dogruluk [Kesinlik
pg/m
(X£SS)
10 9.89+0.160 -1.122 1.618
IGiin ici 18 18.10-:0.196 0.542 1.085
26 25.984+0.203 -0.824 0.786
10 10.05+0.152 0.468 1.001
[Giinler arasi 18 18.14+0.239 0.750 0.998
26 25.72+0.214 -1.062 0.847

[BIBagil Hata (%), PlVaryasyon katsayis1 (%), [THer bir konsantrasyon i¢in n=6, [YIHer bir konsantrasyon
i¢cin n=6/giin

Analitik yontemin duyarlihigr ise Bolim 3.4.3’te belirtildigi sekilde standart
sapma ve egime gore degerlendirilerek LOD 0.089 pg/mL ve LOQ ise 0.272 ug/mL
olarak tespit edilmistir.

4.4. Oleuropeinin Coziiniirliik Calismasina Ait Bulgular

Oleuropeinin  ¢oziiniirlik calismasi, Bolim 3.4.4’te anlatildignr  sekilde
gerceklestirilmigtir. Oleuropeinin saf su, propilen glikol ve PEG 400 igerisindeki
¢ozinlrligl sirasiyla. 17.23+0.58 mg/mL, 26.12+5.97 mg/mL ve 19.314£3.20 mg/mL
(n=2, X£SS) olarak saptanirken diger ortamlarda anlamli bir ¢Oziliniirlik elde

edilememistir.
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4.5. Emiilsiyonlarin Damlacik Biiyiikliigiine ve Goriintiilerine Ait Bulgular
Hazirlanan BE ve OE emiilsiyonlarina ait damlacik biiyiikligii tayinleri Bolim
3.5.3’de belirtildigi gibi Mastersizer 2000 cihazi kullanilarak saptanmis ve sonuglar Tablo

4.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Emiilsiyon formiilasyonlarina ait damlacik biiyiikliigii sonuglar1 (n=3)

Ortalama damlacik

Formiilasyon buyiikligii Span
(nm)

BE 7.916 3.269
OE-1 15.787 4.647
OE-2 3.211 3.457
EE-1 16.639 5.196
EE-2 9.438 127.08
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BE, OE ve EE emiilsiyonlarina ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.3’de verilmistir.

Sekil 4.3. Emiilsiyon formiilasyonlarina ait mikroskop goriintiileri.
A) BE; B) OE-1; C) OE-2; D) EE-1; E) EE-2
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4.6. Oleuropeinin ve Oleuropein i¢ceren Emiilsiyonun Sicanlar Uzerine EtKisi

4.6.1. Sicanlarin Viicut Agirhklar:

Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin canli agirlik ortalamalari Sekil

4.4°te gosterilmektedir.

m ilk giin = Son giin
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Sekil 4.4. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasi viicut agirliklar

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen

diyabetik grup

Deneyin ilk giliniinde siganlarin viicut agirliklart not edildi. Deneyin sonunda
saglikli kontrol ve oleuropein kontrol gruplarindaki siganlarin viicut agirliklarinda
istatistiksel olarak anlaml bir artis gozlenirken, diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol
gruplarinin viicut agirliklarinda anlamhi bir diisiis gézlendi (p<0.05). Ayrica yiiksek
dozda oleuropein ve oleuropein i¢eren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile siganlarin viicut
agirliklarinda anlamli bir artis gézlendi (p<0.05). Diisiik doz uygulamalarindan sonra

siganlarin viicut agirliklart deneyin ilk gliniinde 6lgtilen degerlere ¢ok yakindi.
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4.6.2. Gruplarin Kan Glukoz Seviyeleri
Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin kan glukoz seviyeleri Sekil

4.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasi kan glukoz seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein i¢eren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen
diyabetik grup

Emiilsiyon kontrol ve diyabetik kontrol gruplarindaki si¢anlarin kan glukoz
seviyeleri (sirasiyla 543.4+35.10 ve 545.4+29.81 mg/dL) birbirine yakindi (p>0.05).
Saglikli kontrol grubundaki siganlarin ve oleuropein kontrol grubundaki si¢anlarin kan
glukoz seviyeleri (sirasiyla 105.0+7.18 ve 106.2+8.53 mg/dL) diyabetik kontrol
grubundaki siganlara kiyasla daha diisiik bulundu. Bu istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0.05). Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamalar ile
tedavi edilen sicanlarin kan glukoz seviyelerinde (sirasiyla 418.84+24.59 ve 411.6+24.59

mg/dL) oOnemli bir diisme gozlendi (p<0.05). Oleuropein ve oleuropein igeren
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emiilsiyonun diisiik doz uygulamalar ile tedavi edilen gruplarin kan glukoz seviyeleri
(swrastyla 540.2+33.61 ve 542.6+35.56 mg/dL) ile diyabetik kontol grubun kan glukoz
seviyeleri birbirine yakindi(p>0.05). Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyonun
yiiksek doz uygulamalarinin oleuropein igeren emiilsiyonun diisiik doz uygulamasina
kiyasla daha etkili oldugu gozlendi (p<0.05).

4.6.3. Gruplarin AST ve ALT Seviyeleri

Tablo 4.3 kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki oleuropeinin ve oleuropein
iceren emiilsiyonun oral uygulanmalar1 ile tedavi edilen gruplarin AST ve ALT

seviyelerini gostermektedir.

Tablo 4.3. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren
emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast AST ve ALT seviyeleri

Gruplar Doz ) AST ALT
(mg/kg) (U/L) (U/L)

SK 5 113.60+10.502 42.40+5.94?

DK 5 975.20+91.55¢ 426.00+44.32¢
EK 5 947.80+80.16° 432.80+40.26°
OLK 225 5 114.00+10.79? 43.20+4.322

DD-OLE 150 5 617.00+58.43¢ 272.60+32.94°
DD-OL 150 5 643.40+70.82¢ 281.00+37.29°
YD-OLE 225 5 247.20+35.88° 134.00+13.10°
YD-OL 225 5 330.80+43.53° 147.00+16.32°

Sonuglar, dl¢iimiin ortalamasi (ortalama =+ SD) olarak gésterildi. Istatistiki degerlendirme p<0.05 diizeyinde
onemli kabul edildi. Coklu kargilagtirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK:
Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Oleuropein kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik
dozda oleuropein iceren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik
dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein
iceren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiiksek dozda oleuropeinin
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Kontrol gruplarmin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin AST seviyeleri Sekil 4.6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren
emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasit AST seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmas: ile tedavi edilen
diyabetik grup

Deney sonunda diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarindaki sicanlarin
AST seviyeleri (sirasiyla 975.20+91.55 ve 947.80+80.16 U/L) birbirine yakindi (p>0.05).
Ayrica saglikli kontrol grubundaki siganlarin ve yiiksek dozda oleuropein verilen gruptaki
saglikli siganlarin AST seviyeleri (sirasiyla 113.60+10.50 ve 114.00+£10.79 U/L)
diyabetik kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla diisitk bulundu (p<0.05). Oleuropein
iceren emiilsiyonun yiiksek ve diisiik doz uygulamalar ile tedavi edilen siganlarin AST
seviyeleri (sirastyla 247.20+35.88 ve 617.00+58.43 U/L) diyabetik kontrol grubundaki
sicanlara kiyasla daha diisiik bulundu (p<0.05). Hatta oleuropein igeren emiilsiyonun
yiikksek doz uygulamasimin diisiik doz uygulamasina kiyasla daha etkili oldugu tespit
edildi. Bu istatistiki degerlendirmede anlamliydi (p<0.05). Fakat oleuropein igeren

emiilsiyonun yiiksek doz uygulamasi ile tedavi edilen sicanlarin AST seviyeleri saglikli

kontrol grubundaki siganlara gore yiiksekti (p<0.05). Ayn1 sekilde oleuropeinin yiiksek

74



ve diisik doz uygulamalarn ile tedavi edilen sicanlarin AST seviyeleri (sirasiyla
330.80+43.53 ve 643.40+70.82 U/L) diyabetik kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla daha
diisiik bulundu (p<0.05). Oleuropein uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva eden grubun
AST seviyesi oleuropein uygulamasinin diisiik dozunu ihtiva eden grupla kiyaslandiginda
daha diistik bulundu (p<0.05). Ayrica oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz
uygulamasi ile tedavi edilen grubun AST seviyesi oleuropein uygulamasinin yiiksek dozu
ile tedavi edilen gruba kiyasla diisiik bulundu (p<0.05). Oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun diisiik doz uygulamalarindan sonra, si¢anlarin AST seviyeleri birbirine
yakind1 (p>0.05).

Konrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein iceren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin ALT seviyeleri Sekil 4.7°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Konrol gruplarinin, diistik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonras1 ALT seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmas ile tedavi edilen
diyabetik grup
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Diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarindaki siganlarin ALT seviyeleri
(swrasiyla 426.00+44.32 ve 432.80+40.26 U/L) birbirine yakindi (p>0.05). Saglikli
kontrol grubun ve yiiksek dozda oleuropein verilen kontrol grubun ALT seviyeleri
(sirastyla 42.40+5.94 ve 43.20+4.32 U/L) diyabetik kontrol grubuna kiyasla diisiik
bulundu (p<0.05). Oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek ve diisiik doz uygulamalari ile
tedavi edilen gruplarin ALT seviyeleri (sirastyla 134.00+£13.10 ve 272.60+32.94 U/L)
diyabetik kontrol grubuna kiyasla daha diisiik bulundu (p<0.05). Hatta oleuropein
emiilsiyonunun yiiksek doz uygulamasiin diisilk doz uygulamasina kiyasla daha etkili
oldugu tespit edildi. Bu istatistiki degerlendirmede anlamliyd: (p<0.05). Fakat oleuropein
iceren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamasi ile tedavi edilen siganlarin ALT seviyeleri
saglikli kontrol grubundaki si¢anlara gore yiiksekti (p<0.05). Ayni sekilde oleuropeinin
yiiksek ve diisiik doz uygulamalari ile tedavi edilen sicanlarin ALT seviyeleri (sirasiyla
147.00+£16.32 ve 281.00+37.29 U/L) diyabetik kontrol grubundaki siganlara kiyasla daha
diisiik bulundu (p<0.05). Oleuropein uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva eden grubun
ALT seviyesi oleuropein uygulamasinin diisiik dozunu ihtiva eden grupla kiyaslandiginda
daha diisiik bulundu (p<0.05). Oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz
uygulamalari ile tadavi edilen siganlarin ALT seviyeleri birbirine yakindi (p>0.05). Ayni
sekilde oleuropein ve oleuropein emiilsiyonunun diisiik doz uygulamalari ile tadavi edilen
sicanlarin  ALT seviyeleri arasinda da anlamli fark gozlenmedi. Bu istatistiki
degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05).

4.6.4. Gruplarmm SOD Aktiviteleri, GSH ve MDA Seviyeleri

Tablo 4.4 kontrol gruplarinin ve oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyonlarin
oral uygulanmalar1 ile tedavi edilen gruplarin SOD aktivitelerini, GSH ve MDA

seviyelerini gostermektedir.
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Tablo 4.4. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein i¢eren
emiilsiyon formiilasyonlariin oral uygulamasi sonrast SOD aktiviteleri, GSH ve MDA

seviyeleri
Doz SOD GSH MDA
Gruplar (mg/kg) (U/mg protein)  (nmol/mg protein) (nmol/mg protein)
SK 5 24.37+£1.12° 4.61+0.18° 1.62+0.072
DK 5 12.89+0.56% 1.96+0.102 4.17+0.16°
EK 5 12.83+0.672 1.98+0.092 4.11+0.15°
OLK 225 5 23.98+0.89°¢ 4.61+0.16° 1.63+0.09?
DD-OLE 150 5 19.71+0.73° 3.64+0.14° 2.98+0.09"
DD-OL 150 5 19.40+0.79° 3.49+0.16° 3.05+0.13"
YD-OLE 225 5 23.76+0.80° 4.46+0.17¢ 1.71+0.10%
YD-OL 225 5 23.62+0.97°¢ 4.33+0.17° 1.76+0.10?

Sonuglar, 6l¢iimiin ortalamasi (ortalama+SD) olarak gosterildi. Istatistiki degerlendirme p<0.05 diizeyinde
onemli kabul edildi. Coklu kargilagtirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK:
Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek dozda oleuropein ugulanan saglikli
kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen
diyabetik grup, DD-OL: Diisiitk dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-
OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-

OL: Yiiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup
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Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin SOD aktiviteleri Sekil 4.8de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren
emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonras1 SOD aktiviteleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igceren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen
diyabetik grup

Diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarindaki siganlarin SOD aktiviteleri
(sirastyla 12.89+0.56 ve 12.83+0.67 U/mg protein) birbirine yakindi (p>0.05). Diyabetik
kontrol grubundaki sicanlarin SOD aktiviteleri saglikli kontrol grubundaki sigcanlarin ve
sadece yiiksek dozda oleuropein verilen gruptaki saglikli siganlarin SOD aktivitelerine
(sirasiyla 24.37+1.12 ve 23.98+0.89 U/mg protein) kiyasla disiik bulundu (Tim
parametreler i¢in p<0.05). Oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek ve diisik doz
uygulamalar1 ile tedavi edilen siganlarin SOD aktiviteleri (sirasiyla 23.76+0.80 ve

19.71+0.73 U/mg protein) diyabetik kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla yiiksek bulundu

(p<0.05). Ayrica oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamasinin diisiik doz

78



uygulamasina kiyasla daha etkili oldugu belirlendi (p<0.05). Hatta oleuropein igeren
emiilsiyonun yiiksek doz uygulamasi ile tedavi edilen grubun SOD aktivitesinin normal
degerlere yakin oldugu goriildii. Ayni sekilde oleuropeinin yiiksek ve diisiik doz
uygulamalar1 ile tedavi edilen siganlarin SOD aktiviteleri (sirasiyla 23.62+0.97 ve
19.40+0.79 U/mg protein) diyabetik kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla daha yiiksekti
(p<0.05). Oleuropein uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva eden grubun SOD aktivitesi
oleuropein uygulamasinin diisilk dozunu ihtiva eden grupla kiyaslandiginda daha yiiksek
bulundu (p<0.05). Oleuropein ve oleuropein iceren emiilsiyonun yiiksek doz
uygulamalar ile tadavi edilen siganlarin SOD aktiviteleri birbirine yakindi (p>0.05).
Ayni sekilde diisiik dozdaki uygulamalar ile tedavi edilen sicanlarin SOD aktiviteleri
birbirine yakindi (p>0.05).

Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin GSH seviyeleri Sekil 4.9°da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.9. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast GSH seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein igeren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Diisiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen
diyabetik grup
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Diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarindaki si¢anlarin GSH seviyeleri
(swrastyla 1.96+0.10 ve 1.98+0.09 nmol/mg protein) arasinda anlamli bir fark yoktu. Bu
istatistiki degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05). Diyabetik kontrol gruptaki
siganlarin GSH seviyesi saglikli kontrol grubundaki si¢anlarin ve yiiksek dozda
oleuropein verilen gruptaki saglikli sicanlarin GSH seviyelerine (sirasiyla 4.61+0.18 ve
4.61+0.16 nmol/mg protein) kiyasla diisiik bulundu (p<0.05). Iki farkli dozdaki
oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyon uygulamalarindan sonra, diyabetik si¢anlarin
GSH seviyelerinde (p<0.05) 6nemli bir artma oldu. Oleuropein igeren emiilsiyonun
yiiksek ve diisitk doz uygulamalari ile tedavi edilen siganlarin GSH seviyeleri (sirasiyla
4.46+0.17 ve 3.64+0.14 nmol/mg protein) diyabetik kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla
yiksek bulundu (p<0.05). Ayrica oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz
uygulamasinin diisiik doz uygulamasina kiyasla daha etkili oldugu belirlendi (p<0.05).
Hatta oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamasinin GSH seviyelerinin
normal degerlere yakin oldugu goriildii. Ayn1 sekilde oleuropeinin yiiksek ve diisiik doz
uygulamalari ile tedavi edilen siganlarin GSH seviyeleri (sirasiyla 4.33+£0.17 ve
3.49+0.16 nmol/mg protein) diyabetik kontrol grubundaki si¢anlara kiyasla yiiksek
bulundu (p<0.05). Oleuropein uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva eden grubun GSH
seviyesi oleuropein uygulamasinin diisiik dozunu ihtiva eden gruba kiyasla yiiksek
bulundu (p<0.05). Oleuropein igeren emiilsiyon uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva
eden grubun GSH seviyesi oleuropein uygulamasiinin yiiksek dozunu ihtiva eden gruba
kiyasla yiiksekti. Bu istatistiki degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05). Diisiik dozdaki
uygulamalar ile tedavi edilen gruplarin GSH seviyeleri birbirine yakindi (p>0.05).

Kontrol gruplarmin ve iki farkli dozdaki oleuropein ve oleuropein igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin MDA seviyeleri Sekil 4.10°da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.10. Konrol gruplarinin, diisiik ve yliksek dozda oleuropeinin ve oleuropein igeren
emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast MDA seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, OLK: Yiiksek
dozda oleuropein ugulanan saglikli kontrol grubu, DD-OLE: Diisiik dozda oleuropein i¢eren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-OL: Disiik dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OLE: Yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile
tedavi edilen diyabetik grup, YD-OL: Yiksek dozda oleuropeinin oral uygulanmasi ile tedavi edilen
diyabetik grup

Diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarinin MDA seviyeleri (sirasiyla
4.17+0.16 ve 4.11+0.15 nmol/mg protein) birbirine yakindi (p>0.05). Diyabetik kontrol
grubunun MDA seviyesi saglikli kontrol grubuna ve yiiksek doz oleuropein verilen
konrol grubuna (sirasiyla 1.62+0.07 ve 1.63+0.09 nmol /mg protein) kiyasla yiiksek
bulundu (p<0.05). Bu yiikselme oleuropein ve oleuropein igeren emiilsiyon varliginda
restore edildi. Oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek ve diisilk doz uygulamalari ile
tedavi edilen gruplarin MDA seviyeleri (sirasiyla 1.71+0.10 ve 2.98+0.09 nmol /mg
protein) diyabetik kontrol grubuna kiyasla diisiikk bulundu (p<0.05). Ayrica oleuropein
iceren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamasimnin diisiik doz uygulamasina gore daha etkili
oldugu belirlendi (p<0.05). Hatta oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz
uygulamasinin MDA seviyesinin normal degerlere yakin oldugu goriildii. Ayn1 sekilde

oleuropeinin yiiksek ve diisik doz uygulamalari ile tedavi edilen gruplarm MDA

seviyeleri (sirastyla 1.7640.10 ve 3.05+0.13 nmol /mg protein) diyabetik kontrol grubuna
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kiyasla diisiik bulundu (p<0.05). Oleuropein uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva eden
grubun MDA seviyesi diisiik dozunu ihtiva eden grupla kiyaslandiginda diisiik bulundu
(p<0.05). Oleuropein ve oleuropein iceren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamalari ile
tadavi edilen gruplarin MDA seviyeleri birbirine yakindi (p>0.05). Ayrica oleuropein ve
oleuropein igeren emiilsiyonun diisiik doz uygulamalari ile tedavi edilen gruplarin MDA
seviyeleri birbirine yakindi ve istatistiki degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05).

4.7. Ekstrenin ve Ekstre iceren Emiilsiyonun Sicanlar Uzerine Etkisi

4.7.1. Sicanlarin Agirhklari

Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre iceren emiilsiyonun oral

uygulanmalart ile tedavi edilen gruplarin viicut agirliklar: Sekil 4.11°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. Konrol gruplariin, diisikk ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre iceren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasi viicut agirliklar

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik
dozda ekstre i¢eren emiilsiyonun oral uygulanmas ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Deneyin ilk gilinlinde siganlarin viicut agirliklari not edildi. Deneyin sonunda

saglikli kontrol grubundaki sicanlarin viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir
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artis gozlenirken, diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplariin viicut agirliklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gozlendi (p<0.05). Yiiksek dozda ekstre ve ekstre
iceren emiilsiyonun oral uygulanmasindan sonra sicanlarin viicut agirliklarindaki distis
diyabetik kontrol grubundaki sicanlarin viicut agirliklarindaki diisiise kiyasla daha azdi
fakat bu istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Diisiik doz uygulamalarindan sonra
sicanlarin viicut agirliklarinda herhangi bir artma gézlenmedi.

4.7.2. Gruplarin Kan Glukoz Seviyeleri

Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre iceren emiilsiyonun oral

uygulanmalar1 ile tedavi edilen gruplarin kan glukoz seviyeleri Sekil 4.12°de
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Sekil 4.12. Konrol gruplarmin, diisiik ve yliksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasi kan glukoz seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Disiik
dozda ekstre i¢eren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmas: ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Emiilsiyon kontrol ve diyabetik kontrol gruplarindaki siganlarin kan glukoz
seviyeleri  (sirasiyla 541.6+36.6 ve 541.8+43.4 mg/dL) birbirine yakindi (p>0.05).

Saglikli kontrol grubundaki si¢anlarin kan glukoz seviyeleri (108.0+11.1 mg/dL)
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diyabetik kontrol grubundaki siganlara kiyasla daha diisiik bulundu. Bu istatistiki
degerlendirmede anlamliydi (p<0.05).

Ekstre ve ekstre igeren emiilsiyonun yiiksek ve diisiik doz uygulamalari ile tedavi
edilen si¢anlarin kan glukoz seviyelerinde herhangi bir diisme gézlenmedi (p>0.05).
Ekstrenin diistik ve yiiksek doz uygulamalar ile tedavi edilen diyabetik gruplarin glukoz
seviyeleri sirasiyla 539.4+31.15 ve 538.0+37.3 mg/dL oldugu tespit edildi. Ekstre igeren
emiilsiyonun diisiik ve yiiksek doz uygulamalar ile tedavi edilen diyabetik gruplarin
glukoz seviyeleri 521.4+27.77 ve 520.0+28.58 mg/dL olarak tespit edildi.

4.7.3. Gruplarim AST and ALT Seviyeleri

Tablo 4.5 kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki ekstrenin ve ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin AST ve ALT seviyelerini

gostermektedir.

Tablo 4.5. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren
emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast AST ve ALT seviyeleri

Gruplar Doz ) AST ALT
(mg/kg) (U/L) (U/L)

SK 5 116.00+15.30° 49 40+7.73

DK 5 966.20+94.55° 472.60+58.93°
EK 5 957.20+94.79° 465.40+49.05°
DD-EE 330 5 943.40+91.64° 439.60+54.24°
DD-E 330 5 950.20+72.25° 441.80+57.22°
YD-EE 500 5 720.00+81.23° 343.00+46.93°
YD-E 500 5 809.60+79.28" 366.20+42.46°

Sonuglar, Ol¢iimiin ortalamasi (ortalama + SD) olarak gosterildi.

Istatistiki degerlendirme p<0.05

diizeyinde 6nemli kabul edildi. Coklu karsilastirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol
grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda ekstrenin oral
uygulanmas: ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren emiilsiyonun oral
uygulanmast ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral uygulanmast ile tedavi
edilen diyabetik grup

84



Kontrol gruplariin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre i¢ceren emiilsiyonun oral

uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin AST seviyeleri Sekil 4.13’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.13. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast AST seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik
dozda ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Deney sonunda diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarindaki si¢anlarin
AST seviyeleri (sirasiyla 966.204+94.55 ve 957.20+94.79 U/L) birbirine yakindi (p>0.05).
Saglikli kontrol grubundaki siganlarin AST seviyeleri (116.00+15.30 U/L) diyabetik
kontrol grubundaki siganlara kiyasla diisiik bulundu (p<0.05). Ekstre ve ekstre iceren
emiilsiyonun yiikksek doz uygulamalari ile tedavi edilen siganlarin AST seviyeleri
(sirastyla 809.60+79.28 ve 720.00+81.23 U/L) diyabetik kontrol grubundaki siganlara
kiyasla diistik bulundu (p<0.05). Fakat bu diisme normal degerlere yakin degildi. Ayrica
ekste ve ekstre igeren emiilsiyonun yiiksek dozdaki uygulamalarinin AST seviyeleri
birbirine yakindi (p>0.05). Ekstre igeren emiilsiyonun diisiik dozunu ihtiva eden grubun
AST seviyesi (943.40+91.64 U/L) ekstre igceren emiilsiyonun yiiksek dozunu ihtiva eden

grubun AST seviyesine (720.00+81.23 U/L) gore yliksek bulundu (p<0.05). Ayrica ekstre
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ve ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulamalarinin diisiik dozunu ihtiva eden gruplarin
AST seviyeleri arasinda (950.20472.25 ve 943.40+91.64 U/L) anlamli bir fark yoktu ve
bu gruplarin AST seviyeleri birbirine ¢ok yakindi (p>0.05).

Kontrol gruplariin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre i¢ceren emiilsiyonun oral

uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin ALT seviyeleri Sekil 4.14’de gésterilmektedir.
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Sekil 4.14. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast ALT seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik
dozda ekstre iceren emiilsiyonun oral uygulanmast ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmas: ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarindaki sicanlarin ALT seviyeleri
(sirastyla 472.60+58.93 ve 465.40+49.05 U/L) birbirine yakindi. Bu istatistiki
degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05). Saglikli kontrol grubundaki siganlarin ALT
seviyeleri (49.40+7.73 U/L) diyabetik kontrol grubundaki sicanlara kiyasla disiik
bulundu (p<0.05).

Ekstre ve ekstre iceren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamalar ile tedavi edilen
sicanlarin ALT seviyeleri (sirasiyla 366.20+42.46 ve 343.00+46.93 U/L) diyabetik

kontrol grubundaki siganlara kiyasla diisiik bulundu (p<0.05). Ayrica yiiksek dozdaki
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uygulamalariin ALT seviyeleri birbirine yakindi (p>0.05). Ekstre igeren emiilsiyonun
diisiik dozunu ihtiva eden grubun ALT seviyesi (439.60+54.24 U/L) ekstre igeren
emiilsiyonun yiiksek dozunu ihtiva eden grubun ALT seviyesine (343.00+46.93 U/L)
gore yiiksek bulundu (p<0.05). Ayrica ekstre ve ekstre emiilsiyonu uygulamalarinin
diisiik dozunu ihtiva eden gruplarin ALT seviyeleri arasinda (sirasiyla 441.80+57.22 ve
439.60+54.24 U/L) anlaml bir fark gézlenmedi (p>0.05).
4.7.4. Gruplarin SOD aktiviteleri, GSH ve MDA seviyeleri

Tablo 4.6 kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki ekstrenin ve ekstre igeren emiilsiyonun
oral uygulanmalar1 ile tedavi edilen gruplarin SOD aktivitelerini, GSH ve MDA
seviyelerini gostermektedir.

Tablo 4.6. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasi SOD aktiviteleri, GSH ve MDA
seviyeleri

Doz SOD GSH MDA
Gruplar (mg/kg) (U/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)
SK 5 25.39+1.52° 4.68+0.15° 1.69+0.072
DK S 12.94+0.86° 1.96+0.10° 4.29+0.18°
EK 5 12.52+1.09° 2.00+0.09? 4.30+0.12°
DD-EE 330 S 13.83+0.79° 2.11+0.122 4.14+0.13°
DD-E 330 5 13.56+0.49? 2.09+0.16° 4.17+0.13°
YD-EE 500 5 16.56+0.90° 3.17+0.13° 3.18+0.12°
YD-E 500 5 15.96+1.00° 3.03+0.12° 3.23+0.14°

Sonuglar, dlgiimiin ortalamas (ortalama + SD) olarak gosterildi. Istatistiki degerlendirme p<0.05 diizeyinde
onemli kabul edildi. Coklu kargilagtirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK:
Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Disiik dozda ekstre igeren emiilsiyonun
oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda ekstrenin oral uygulanmasi ile tedavi
edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulanmast ile tedavi edilen
diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Kontrol gruplarinin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre iceren emiilsiyonun oral

uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin SOD aktiviteleri Sekil 4.15°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.15. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiliksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrasit SOD aktiviteleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik
dozda ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Deneyin sonunda diyabetik kontrol ve emiilsiyon kontrol gruplarinin SOD
aktiviteleri (sirasiyla 12.94+0.86 ve 12.52+1.09 U/mg protein) birbirine yakindi (p>0.05).
Diyabetik kontrol grubunun SOD aktivitesi saglikli kontrol grubunun SOD aktivitesine
(25.39+£1.52 U/mg protein) kiyasla daha diisiik bulundu (p<0.05). Bu diismenin ekstre ve
ekstre iceren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamalari ile yiikseldigi gozlendi (p<0.05).
Fakat bu oranlar normal degerlere yakin degildi. Ayrica bu iki grubun SOD aktiviteleri
birbirine yakindi ve bu istatistiki degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05). Ekstre
uygulamasinin yiiksek dozu ile tedavi edilen diyabetli grubun SOD aktivitesinin
15.96+1.00 U/mg protein ve ekstre igeren emiilsiyonun yiiksek dozu ile tedavi edilen
diyabetli grubun SOD aktivitesinin 16.56+0.90 U/mg protein oldugu tespit edildi. Ekstre
iceren emiilsiyonun oral uygulamasinin yiiksek dozunu ihtiva eden grubun SOD
aktivitesinin (16.56+0.90 U/mg protein) ekstre igeren emiilsiyonun oral uygulamasinin
diisiik dozunu ihtiva eden grubun SOD aktivitesine (13.83+0.79 U/mg protein) kiyasla

yiksek bulundu (p<0.05). Ayrica eckstre ve ekstre igeren emiilsiyonun oral
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uygulamalarinin diisiik dozunu ihtiva eden gruplarin SOD aktiviteleri arasinda (sirasiyla
13.56+0.49 ve 13.83+0.79 U/mg protein) anlamli bir fark yoktu (p>0.05).
Kontrol gruplariin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre i¢ceren emiilsiyonun oral

uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin GSH seviyeleri Sekil 4.16’da gosterilmektedir.

DD-EE - YD-EE -

GSH (nmol/mg protein)

SO P N W B~ 01 o

Sekil 4.16. Konrol gruplarinin, diisiik ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren

emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast GSH seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik
dozda ekstre iceren emiilsiyonun oral uygulanmas ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmas: ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup

Deneyin sonunda emiilsiyon kontrol ve diyabetik kontrol gruplarinin GSH
seviyeleri (sirasiyla 2.00+£0.09 ve 1.96:+0.10 nmol/mg protein) birbirine yakindi (p>0.05).
Diyabetik kontrol grubunun GSH seviyesi saglikli kontrol grubunun GSH seviyesine
(4.68+0.15 nmol/mg protein) kiyasla daha diisiik bulundu (p<0.05). Bu diismenin ekstre
ve ekstre iceren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamalari ile tedavi edilen diyabetli
gruplarda belli bir orana kadar yiikseldigi gozlendi (p<0.05). Fakat bu oran normal
degerlere yakin degildi. Ayrica bu iki grubun GSH seviyeleri de birbirine yakindi
(p>0.05). Ekstre uygulamasmimn yiiksek dozunu ihtiva eden diyabetli grubun GSH

seviyesinin 3.03+0.12 nmol/mg protein ve ekstre iceren emiilsiyonun yiiksek dozunu
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ihtiva eden diyabetli grubun ise GSH seviyesinin 3.17+0.13 nmol/mg protein oldugu
tespit edildi. Ekstre igeren emiilsiyonun yiiksek dozu ile tedavi edilen grubun GSH
seviyesi ( 3.17+0.13 nmol/mg protein) ekstre igeren emiilsiyonun diisiik dozu ile tedavi
edilen grubun GSH seviyesine (2.11+0.12 nmol/mg protein) kiyasla yiiksek bulundu
(p<0.05). Ayrica ekstre ve ekstre igeren emiilsiyon uygulamalarinin diisiik dozunu ihtiva
eden gruplarin GSH seviyeleri arasinda (sirasiyla 2.09+0.16 ve 2.11+0.12 nmol/mg
protein) anlamli bir fark yoktu (p>0.05).

Kontrol gruplariin ve iki farkli dozdaki ekstre ve ekstre i¢ceren emiilsiyonun oral

uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin MDA seviyeleri Sekil 4.17’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. Konrol gruplariin, diisiik ve yiiksek dozda ekstrenin ve ekstre igeren
emiilsiyon formiilasyonlarinin oral uygulamasi sonrast MDA seviyeleri

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, EK: Emiilsiyon kontrol grubu, DD-EE: Diisiik
dozda ekstre iceren emiilsiyonun oral uygulanmast ile tedavi edilen diyabetik grup, DD-E: Diisiik dozda
ekstrenin oral uygulanmas: ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-EE: Yiiksek dozda ekstre igeren
emiilsiyonun oral uygulanmasi ile tedavi edilen diyabetik grup, YD-E: Yiiksek dozda ekstrenin oral
uygulanmast ile tedavi edilen diyabetik grup

Emiilsiyon kontrol ve diyabetik kontrol gruplariin MDA seviyeleri (sirasiyla
4.30+0.12 ve 4.29+0.18 nmol/mg protein) birbirine yakindi (p>0.05). Ekstre ve ekstre

iceren emiilsiyon uygulamalariin yiiksek dozunu ihtiva eden gruplarin MDA seviyeleri

(sirastyla 3.23+0.14 ve 3.18+0.12 nmol/mg protein) diyabetik kontrol grubuna gore
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diistiktii (p<0.05). Fakat bu diisme saglikli kontrol grubunun MDA seviyesine (1.69+0.07
nmol/mg protein) yakin degildi (p<0.05).

Ayrica yiiksek dozdaki uygulamalarm MDA seviyeleri birbirine yakindi ve
istatistiki degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05). Emiilsiyon formiilasyonunun diisiik
dozunu ihtiva eden grubun MDA seviyesinin (4.14+0.13 nmol/mg protein) emiilsiyon
formulasyonunun yiiksek dozunu ihtiva eden gruba kiyasla yiiksek bulundu (p<0.05).
Ekstre ve ekstre igeren emiilsiyonun diisiik doz uygulamalarmin MDA seviyeleri
(swrasiyla 4.17+£0.13 ve 4.14+0.13 nmol/mg protein) birbirine yakindi ve istatistiki

degerlendirmede anlamli degildi (p>0.05).
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5. TARTISMA

DM, wuzun yillardir bilinmesine ragmen kesin tedavi yonteminin heniiz
gelistirilememis olmasi ve goriilme sikligmmin fazla olmasi onu ¢ekici bir arastirma
konusu yapmaktadir. Diyabetik bireylerde serbest oksijen radikallerinin ve LPO’nun
onemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii
oldugu bilinmektedir.* Diyabetik sartlar altinda LPO ve doku antioksidan durumu énemli
ol¢iide degismektedir.®” Bu ¢alismada bu degisimleri gozlemlemek ve diyabette oksidatif
stresin roliinli degerlendirmek amaciyla oncelikle sicanlarda deneysel diyabet modeli
olusturduk.

Deneysel diyabet modeli maymun, domuz, kedi ve kopek gibi hayvanlarin yani
sira fare, sican ve tavsan gibi kemirgenlerin kullanildig1 bir modeldir.3 16 121-124 Djyabet
cerrahi, farmakolojik ve genetik yontemlerle olusturulabilmektedir. Bunlar arasinda en
sik kullanilan yontem STZ ve alloksan gibi kimyasal ajanlarin kullanildig1 farmakolojik
yontemdir. STZ uygulanimu ile sicanlarda deneysel diyabetin olusturulmasi yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. STZ indiiksiyonu ile si¢canlar kontrolsiiz seker hastaligi olan
insanlarda goriilen 6zelliklerin cogunu gosterir ve kronik diyabet komplikasyonlarina yol
acan patofizyolojik degisimler hakkinda arastirmaciya degerli bilgiler saglar.'?> 12° Biz
de calismamizda STZ’nin intraperitonel enjeksiyonu ile siganlarda diyabet modeli
olusturduk. STZ uygulamasi ile siganlarda diyabet modeli olusturulmasi ile ilgili birgok
calisma bulunmaktadir.

Mostafavinia ve ark.'?’ farkli dozlarda STZ kullanarak sicanlarda diyabet modeli
olusturmak i¢in en uygun dozun 40 mg/kg oldugunu ileri siirmiislerdir. Fakat baska bir
calismada sicanlarda diyabet modeli olusturmak amaciyla STZ’nin 40 mg/kg ve daha
diisik dozlarimin tek doz intraperitonel uygulamalarinin yetersiz oldugu

bildirilmektedir.’” Nagarchi ve ark.}?® yapmis olduklar1 ¢alismada sicanlarda STZ’nin
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intraperitonel uygulamalari i¢in en uygun dozunun 50 mg/kg oldugunu ve bu uygulama
ile siganlarin kan glukoz seviyesinin 300 mg/dL’nin {izerinde oldugunu belirlemislerdir.
Baska bir calismada Gokhan ve ark.'?® 50 mg/kg dozda STZ ¢ozeltisinin intraperitonel
uygulanimi ile siganlarda diyabet modeli olusturmus ve STZ uygulamasindan 96 saat
sonra aglik kan sekeri 250 mg/dL’nin tizerinde olan si¢anlar1 diyabetik olarak kabul
etmislerdir. Zhang ve ark.!*® yapmis olduklar1 calismada 60 mg/kg dozda STZ
¢ozeltisinin intraperitonel uygulanimi ile siganlarda diyabet modeli olusturmus ve STZ
uygulamasindan 48 saat sonra tokluk kan sekeri 300 mg/dL’nin iizerinde olan siganlari
diyabetik olarak kabul etmislerdir. Biz de yapmis oldugumuz ¢aligsmada sitrat tamponu
icinde taze hazirlanmis 50 mg/kg STZ monohidrat ¢ozeltisinin tek doz intraperitonel
enjeksiyonu ile sicanlarda diyabet modeli olusturduk ve c¢alismamizda STZ
uygulamasindan 72 saat sonra tokluk kan glukoz seviyesi 300 mg/dL ve {izerinde olan
siganlar diyabetik olarak kabul edildi.

Diyabetle iliskili olan oksidatif stresten dolay1 karaciger, bobrek, kalp ve kan
damarlar1 gibi birgok dokuda SOD, GSH-Px, CAT, GSH ve LPO’da artmanin veya
azalmanin oldugunu gosteren veriler literatiirde mevcuttur.® %" 131132 Ayn; sekilde biz de
yapmis oldugumuz caligmada saglikli sicanlara kiyasla diyabetik siganlarn SOD
aktivitelerinde ve GSH seviyelerinde 6nemli bir azalma ve MDA seviyelerinde ise 6nemli
bir artma gozlemledik. Ayrica diyabetik sicanlarin AST ve ALT seviyelerinde anlamli bir
artisin - oldugunu tespit ettik. Siganlardan alman karaciger dokularinda SOD
aktivitelerindeki, GSH ve MDA seviyelerindeki degisimleri incelemek ve siganlardan
alinan kan 6rneklerinde AST ve ALT seviyelerindeki degisimleri gézlemlemek amaciyla
zeytin yapragi etanol ekstresinin ve bu ekstreden izole ettigimiz oleuropeinin emiilsiyon
formulasyonlarmin diyabetik siganlar tizerindeki etkisini inceledik.

Son zamanlarda fonksiyonel bir gida bileseni olan zeytin bitkisi igerdigi fenolik
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bilesenler bakimindan ve diisiik toksisite etkisinden dolay1 diyabet gibi oksidatif stresle
iliskili olan hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde bir¢ok arastirmaci igin ilgi kaynagi
olmustur. Zeytin bitkisinin bu 6zelliklerinin olmasi bu bitkinin meyvesinin, yaginin ve
yapraklarinin igerdigi oleuropein ve hidroksitirosol gibi antioksidan bilesenlerine bagli
oldugu diisiiniilmektedir.® Oleuropein zeytin yapraklarinda bol miktarda bulunan fenolik
bir bilesiktir.** Zeytin yapragmin (Oleae europea L.) ve oleuropeinin diyabet tedavisinde
kullanildigini gosteren galismalar literatiirde mevcuttur.® % 133

Bazi calismalar zeytin yapraginin ana bilesigi olan oleuropeinin antioksidan
ozellikte olmasinin onun siiperoksit anyon radikalini siipliriicii etkisinden ve
noétrofillerdeki solunumsal patlamanin ve hipoklordz asit tiirevi radikallerin inhibitori
olmasindan kaynaklandigin1 gostermektedir.” Ayrica oleuropeinin hidroksil radikalini
siipiiriicii bir etkiye sahip oldugu bildirilmektedir.%

Cumaoglu ve ark.'® zeytin yaprag ekstresi ve oleuropeinin H20,’ye maruz kalmis
hiicrelerde kismen canlilig1 sagladigini, nekrotik ve apoptik dliimleri iyilestirdigini, ROS
iretimini inhibe ettigini, insiilin salimin1 artirdigini bildirmislerdir. Ayrica bu hiicrelerde
GSH-Px ve CAT 1n azalmis aktivitelerinin geri kazanildigin1 gostermislerdir.

Oleuropeinin diyabet ve komplikasyonlarina karsi antioksidan 6zellikte olmasinin
yant sira glukozla uyarilan insiilin salinimi etkileme potansiyelinin ve periferik glukoz
alimimi artirict  etkisinin olmasindan dolay1 hipoglisemik aktivite gosterdigi ileri
siiriilmektedir.® 8

Al-Azzawie ve ark.!® zeytin yapragmin etanol ekstresinden izole ettikleri
oleuropeini (20 mg/kg) alloksan ile diyabet modeli olusturulan tavsanlara 16 hafta
boyunca giinliik tek doz oral yoldan uygulayarak antioksidan ve hipoglisemik etkilerini
incelemislerdir. Deney sonunda tedavi edilen diyabetik tavsanlarin kan glukoz

seviyelerinin normal degerlere yakin oldugunu ve oleuropeinin diyabet ve hiperglisemiyi
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engelledigini tespit etmislerdir.

Nekooeian and ark.®® yapmis olduklar ¢alismada farkli dozlardaki oleuropeinin
(20, 40 ve 60 mg/kg) tip 2 diyabetli siganlar tizerindeki etkisini incelemis ve oleuropeinin
kan sekerini diisiiriicli etkisini gésteren bulgular ortaya koymuslardir.

Eidi ve ark.® yapmis olduklar1 ¢alismada zeytin yapragmin etanol ekstresininin
farkli dozlarin1 (0.1, 0.25 ve 0.5 g/kg) STZ ile diyabet modeli olusturulan siganlara 14
giin boyunca giinliik tek doz oral yoldan uygulayarak ekstrenin antidiyabetik etkisini
incelemislerdir. Zeytin yapragmin alkol ekstresinin yiiksek doz uygulamasi ile tedavi
edilen diyabetik siganlarda glukoz, AST ve ALT seviyelerinin distiglini tespit
etmislerdir. Bunun aksine Onderoglu ve ark.'?® zeytin yapragini (5 g) kaynamis suda (100
mL) 15 dk beklettikten sonra siizmiisler ve elde ettikleri ekstreyi 12 hafta boyunca STZ
ile diyabet modeli olusturulan siganlara uygulamiglardir. Deney sonunda tedavi edilen
sicanlarin AST ve ALT seviyelerinde 6nemli bir diisme olmasina ragmen, ekstrenin
tedavi edilen siganlarda kan glukoz seviyelerini diistirmedigini gozlemlemislerdir. Biz de
yapmis oldugumuz ¢alismada zeytin yapragi ekstrenin ve ekstre i¢eren emiilsiyonun her
iki dozunun oral uygulmasi ile tedavi edilen diyabetik siganlarin glukoz seviyelerinde
herhangi bir azalmanin olmadigini gézlemledik. Bunun aksine oleuropein ve oleuropein
iceren emiilsiyonun oral uygulamalarinin tedavi edilen diyabetik siganlarin glukoz
seviyelerinde 6nemli bir diisiise sebep oldugunu tespit ettik.

Jamai ve ark.® zeytin yapragmin etanol ekstresinden hazirlamis olduklari
oleuropeince zengin ekstreyi ve oleuropeinin hidroliz tirtinii olan hidroksitirosolce zengin
ekstreyi diyabetik sicanlara 4 hafta boyunca oral yoldan uygulayarak bu biyoaktif
bilesenlerin antioksidan ve antidiyabetik etkilerini incelemislerdir. Oleuropeinin (16
mg/kg) ve hidroksitirosoliin (16 mg/kg) alloksanla diyabet modeli olusturulan siganlarda

kan sekerini diigiirdiiklerini beldirmislerdir. Tedaviden sonra diyabetik siganlarin TBARS
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seviyelerinde o6nemli bir diisme ve SOD ve CAT aktivitelerinde 6nemli bir artma
gozlemlemislerdir.

Biz de daha once yaptigimiz bir ¢alismada zeytin yapraginin etanol ekstresinin
farkli dozlarini (sirastyla 0.25 ve 0.50 g/kg) STZ ile diyabet modeli olusturdugumuz
siganlara 14 giin boyunca giinde tek sefer oral yoldan uyguladik. Uygulamadan sonra
tedavi edilen diyabetik siganlarin AST, ALT ve ALP seviyelerinde 6nemli bir azalmanin
oldugunu tespit ettik. Ayrica tedavi edilen diyabetik siganlarin GSH-Px seviyelerinde
onemli bir artis gézlenirken, MDA seviyelerinde 6nemli bir azalmanin oldugunu tespit
ettik. Siganlarin SOD aktivitelerinde ise istatistiki degerlendirmede anlamli bir farkin
olmadigini gozlemledik.''?

Daha 6nce yapmis oldugumuz bu ¢alismayi ve literatiirde mevcut olan ¢aligmalari
dikkate alarak zeytin yapragi etanol ekstresinin uygulanma dozlarini belirledik. Ekstre ve
ekstre igeren emiilsiyon igin 330 ve 500 mg/kg dozlarinin uygun olacagini diisiindiik.
Ayrica deneye baslamadan 6nce bu ekstreden izole edilen oleuropeinin uygulanma
dozunu belirlemek i¢in 6n ¢alisma yaptik. Bunun i¢in Oncelikle oleuropeinin farkli
dozlarin1 (20, 40, 60, 100, 150 ve 225 mg/kg) diyabetik si¢anlara oral yoldan uyguladik.
Yapmis oldugumuz bu 6n ¢alismaya gore oleuropein ve oleuropein igceren emiilsiyon igin
150 ve 225 mg/kg dozlarinin uygun olacagini diistindiik.

Zeytin yapragi ekstresinin biiyiik bir pazari olmasina ragmen, oleuropein gibi ana
fenollerinin sindirimden sonra emilimini ve metabozlimasini inceleyen sinirli sayida
literatiir bilgisi vardir.?” Gida olarak dogrudan tiiketilen oleuropeinin agizda hos olmayan
ac1-buruk bir tat birakmas1,?” sindirim sirasinda oksidasyon ve enzimatik reaksiyonlara
kars1 duyarli olmasindan dolay1 onun emiilsiyon sistemlerindeki yerini ve dnemini kat kat
artirmaktadir.?*

Zeytin yapraginin ve oleuropeinin antidiyabetik,> % ° antioksidan® ve
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hipoglisemik?® etkilerini arastiran bir¢ok calisma olmasina ragmen, zeytin yapraginin
alkol ekstresinin ve bundan izole edilen oleuropeinin emiilsiyon formiilasyonlarinin
normal ve diyabetik si¢anlar tizerindeki etkisini inceleyen bir ¢alismaya ulasilamadik. Bu
yiizden bu arastirmanin yapilmasini gerekli gordik.

Markopoulos ve ark.?® oral yoldan alinan oleuropeinin ince bagirsakta kaldig1
siirece bliyiik bir kisminin bozunabilecegini ve gastro-intestinal kanalda zayif bir biyo-
hareketlilik gosterebilecegini bildirmislerdir.

Soluem ve ark.?* oral yoldan alman oleuropeinin molekiil yapismi1 bozmadan
emilimini ve biyoyararlanimini artirmak i¢in emiilsiyon sistemlerine olan ihtiyacin
Oonemini vurgulamislardir.

Di Mattia ve ark.**® oleuropeinin, hidroksitirosol ve tirosol ile zenginlestirilmis f-
lactoglobulin ile stabilize edilmis ve farkli konsantrasyonlarda maltodekstrin ilavesi ile
farkl1 viskozitedeki su i¢inde yag emiilsiyon modelinin fiziksel 6zelliklerini ve oksidayon
potansiyelini incelemislerdir. Ayrica bu fenolik bilesenlerin emiilsiyon sistemlerinde
radikal sondiiriicii etkilerinin oldugunu belirtmislerdir.

Paradiso ve ark.®’ zeytin yagimin fenolik bilesenleri olan oleuropein,
hidroksitirosol ve tirosoliin su iginde yag emiilsiyonunda oksidasyonu kontrol etme
yeteneklerini, molekiiler c¢evreyle etkilesimlerini ve antioksidan davraniglarin
incelemislerdir. In vitro yontemle gerceklestirilen bu ¢alismada oleuropeinin antioksidan
bir etkiye sahip oldugunu ve emiilsiyon sistemlerinde kararliliklarim1 koruduklarin1 ve
sistemin yapisint bozmadiklarini bildirmislerdir.

Chatzidaki ve ark.?® hidroksitirosoliin rezervuari olarak emiilsiyon ve
mikroemiilsiyon sistemlerini formiile etmisler, hidroksitirosoliin antioksidan etkisini in
vitro yontemiyle karsilastirmali olarak incelemislerdir. Her iki sistemle de

hidroksitirosoliin antioksidan etkisinin oldugunu goézlemlemisler ve hidroksitirosoliin
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etkili bir tagiyicist olarak emiilsiyon siteminin mikroemiilsiyon sistemine kiyasla daha
etkili olabilecegini bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda da zeytin yapraginin etanol ekstresinin ve bu ekstreden izole
edilen oleuropeinin emiilsiyon formiilasyonlar1 diyabetik si¢anlara 30 giin boyunca
intragastrik gavaj yardimiyla giinde tek sefer uygulandi. Deney sonunda siganlardan
alinan kan orneklerinden glukoz, AST ve ALT degerleri, sicanlardan alinan karaciger
dokularindan ise SOD aktivitesi, GSH ve MDA seviyeleri biyokimyasal olarak incelendi.
Elde ettigimiz verilere gore, STZ uygulamasindan sonra diyabet olusturulan siganlarin
GSH seviyelerinde ve SOD aktivitelerinde 6nemli bir azalma ve MDA seviyelerinde
onemli bir artma goézlendi. MDA 6l¢iimii LPO’nun degerlendirilmesi agisindan énemli
bir parametredir. Ciinkii MDA, LPO’nun son iiriiniidiir.®® Ayrica diyabetik sicanlarin
glukoz, AST ve ALT seviyelerinde Onemli bir artmanin oldugu tespit edildi.
Biyokimyasal parametrelerdeki bu degisimler STZ uygulmasi ile diyabet olusturulan
sicanlarda beklenen bir durumdur. Eidi ve ark.® yapmis olduklar1 ¢alismada saglikli
kontrol grubundaki siganlara kiyasla diyabetik siganlarin AST ve ALT seviyelerinde
onemli bir artmanin oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Jamai ve ark.?
diyabetik siganlarin SOD aktivitelerinde énemli bir artmanin ve TBARS seviyelerinde
onemli bir azalmanin oldugunu tespit etmislerdir.

Literatiirde var olan tiim bu bilgileri g6z 6niinde bulundurarak yapmis oldugumuz
calismadan elde ettigimiz verilere gore, oleuropeinin ve oleuropein igeren emiilsiyonun
iki farkli dozdaki (150 ve 225 mg/kg) uygulamalarindan sonra, tedavi edilen diyabetik
siganlarin GSH seviyelerinde ve SOD aktivitelerinde onemli bir artma ve MDA
seviyelerinde 6nemli bir azalma goézlendi. Tedavi edilen siganlarn AST ve ALT
seviyelerinde de 6nemli bir azalmanin oldugu belirlendi. Ayrica yiiksek dozda oleuropein

(225 mg/kg) ve yiiksek dozda (225 mg/kg) oleuropein igeren emiilsiyonun oral
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uygulamalari ile tadavi edilen diyabetik si¢anlarin kan glukoz seviyelerinde énemli bir
diisme gozlendi. Hatta yiiksek dozda oleuropein igeren emiilsiyonun oral uygulamasinin
diger uygulamalara kiyasla daha etkili oldugu tespit edildi.

Ekstre i¢ceren emiilsiyonun 500 mg/kg dozunun oral uygulamasindan sonra, tedavi
edilen diyabetik siganlarin GSH seviyelerinde ve SOD aktivitelerinde 6nemli bir artma
ve MDA seviyelerinde énemli bir azalama gézlendi. Ayrica AST ve ALT seviyelerinin
diyabetik kontrol grubuna kiyasla diisiik oldugu bulundu. Fakat bu degerlerin normal
degerlere yakin olmadigi tespit edildi. EKstre igeren emiilsiyonun yiiksek doz (500 mg/kg)
uygulamasinin ekstrenin yiiksek doz (500 mg/kg) uygulmasina kiyasla etkili oldugu
belirlendi. Ekstrenin ve ekstre igeren emiilsiyonun disiik doz (330 mg/kg)
uygulmalarindan sonra, diyabetik kontrol grubundaki siganlara kiyasla tedavi edilen
diyabetik si¢anlarin SOD aktivitelerinde, GSH ve MDA seviyelerinde anlamli bir fark
yoktu. Ayrica disiik doz (330 mg/kg) uygulamalarindan sonra, diyabetik kontrol
grubundaki siganlar ile tedavi edilen diyabetik siganlarin glukoz, AST ve ALT seviyeleri

arasinda anlaml bir fark gozlenmedi.
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6. SONUC VE ONERILER

Zeytin yapragi etanol ekstresinin emiilsiyon formiilasyonunun yiiksek doz (500
mg/kg) uygulamasinin antidiyabetik etkisinin diyabetle iliskili olan oksidatif strese karsi
gostermis oldugu antioksidan etkisinden dolay1 olabilecegini ileri siirmekteyiz. Ayrica bu
ekstreden izole edilen oleuropeinin ve oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz
uygulamalarmin (225 mg/kg) antidiyabetik etkisinin tedavi edilen diyabetik siganlarda
kan glukoz seviyesini diisiirmesinden dolay1 hipoglisemik etkisinden ve diyabetin neden
oldugu oksidatif stresi baskilayan ve zararli etkilerini azaltan antioksidan etkisinden
dolay1 olabilecegini ileri sirmekteyiz. Zeytin yapraginin etanol ekstresinden izole edilen
oleuropeinin ve oleuropein igeren emiilsiyonun yiiksek doz uygulamalarinin diisiik doz
uygulamalarina kiyasla daha etkili oldugu kanisindayiz.

Oleuropein hipoglisemik ve antioksidan etkisinden dolayr diyabet ve
komplikasyonlarinin tedavisinde ve 6nlenmesinde anahtar bir rol oynayabilir. Oleuropein
diyabet gibi bir¢cok hastaligin tedavisinde bir¢ok arastirmaya konu ve bir¢ok arastirmaci
icin ilgi kaynagi olabilir. Oleuropein gibi maddeler oral yoldan alindiginda agizda
istenmeyen tat ve kokular birakabilir, miktarlar1 ince bagirsakta kaldig: siirece azalabilir
ve gastro-intestinal yolda zayif bir biyoyararlanim gosterebilirler. Bu hos olmayan
durumlar 6zellikle bebekler ve ¢cocuklar tarafindan kullanimini siirlayabilir. Bu yiizden
bu maddelerin istenmeyen Ozelliklerinin giderilmesi ve oleuropeinin etkinliginin
korunmasi agisindan emiilsiyon sistemlerinin faydali olacagi kanaatindeyiz ve bu
sistemlerin oral yolla kullanimlar i¢in gelistirilmesi biiyiik bir nem arz etmektedir.

Diger yandan bu c¢aligma diinya literatiirtine ve bilimsel platforma katkida
bulunacak ve bundan sonraki ¢aligmalara da 151k tutacagi diislincesindeyiz.

Zeytin yapragindan elde edilecek farkli ekstraktlar kullanilarak yapragin

antidiyabetik ve antioksidan etkileriyle ilgili caligmalar yapilabilir. Zeytin yapragindan
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farklt maddeler izole edilerek bu maddelerin emiilsiyon formiilasyonlar1 hazirlanabilir ve
bircok etkisi incelenebilir. ~ Farkli emiilsiyon tipleri kullanilarak oleuropeinin
antidiyabetik, antioksidan ve antihiperglisemik etkileriyle ilgili yeni yaklasimlar ortaya
konabilir. Ayrica zeytin yapraginin ve oleuropeinin farkli biyokimyasal mekanizmalar
tizerindeki etkileri degerlendirilebilir ve yeni arastirmalar tasarlanabilir.

Oleuropeinin antioksidan etkileri dikkate alinarak insanlarin bu maddeyi giivenle

tiikketebilecekleri tavsiye edilebilir.
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Uye Olunan Mesleki Kuruluslar

Tiirk Biyokimya Dernegi

flgi Alanlar1 ve Hobiler
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EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

T Y
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EK-3. ETIK ALT KURUL ONAY FORMU

T.C
ATATURK
Eczacilik Fakiiltesi Dekanhg
Etik Alt Kurulu

Say :93722986.12/ 54§
Konu: Etik Alt Kurul Karan
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