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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

STREPTOZOTOCIN ILE DIYABET OLUSTURULAN SICANLARDA
LINALOOLUN ANTIOKSIDAN ETKILERININ DEGERLENDIRILMESIi

Sezer BAR

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

Tez Danismani:
Dr. Ogr. Uyesi Mehmet KARA
Mayis 2023, 71 sayfa

Diyabet yonetiminde antioksidan etkinin 6nemi giderek artmaktadir ve son yillarda
yapilan arastirmalar, bitkilerin ucucu bilesenlerinin kullaniminin diyabetli bireylerde
antioksidan aktivitenin arttirilmasi i¢in potansiyel bir strateji olabilecegini
gostermektedir. Bu baglamda, diyabette antioksidan etkinin degerlendirilmesi
amactyla bitki ekstraktlarinin kullanimi tizerine yapilan arastirmalar, dnemli bir alan
olusturmaktadir. Bu ¢alisma STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda gida, kozmetik ve
ila¢ endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan ve bir¢ok bitkide ugucu bilesen olarak
bulunan linalooliin  antioksidan  potansiyelini  degerlendirmek  amaciyla
gerceklestirilmistir. Calismada Karabiik Universitesi DETUM’dan alinan 40 adet
eriskin erkek Wistar Albino cinsi sigan kullanildi. Sicanlar; kontrol grubu, diyabet
grubu ve diyabet + linalool ve linalool grubu olmak iizere 4 gruba ayrildi. Kontrol
grubundaki siganlara herhangi bir islem uygulanmadi. Diyabet ve diyabet + linalool

grubundaki siganlara 65 mg/kg tek doz streptozotocin (STZ) ¢ozeltisi intraperitoneal
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olarak uygulanarak deneysel diyabet modeli gelistirildi. Diyabet + linalool ve
linalool grubundaki diyabetik sicanlara 21 giin boyunca 100 mg/kg linalool
intragastrik olarak uygulandi. Siganlardan alinan serum ve karaciger dokusundan
CAT, SOD, GSH ve MDA parametreleri icin kolorimetrik Ol¢lim testleriyle
caligmalar yapildi. Sicanlarin kuyruk venlerinden alinan kanlardan glukoz degerleri
Olciildi. Caligmadan elde edilen sonuglara gore linalooliin kan glukoz diizeyleri
lizerinde disiirici bir etki gostermedigi goriildii. Linalooliin antioksidan
parametlerin serum ve doku diizeyleri tizerindeki etkileri ise farklilik gostermistir.
Linalooliin diyabet siirecinden bagimsiz olarak hasta olmayan sicanlarda antioksidan
mekanizmay1 destekledigi goriilmiistiir. Bu durum linalooliin protektif etkisinin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler : Antioksidan, Diyabet, Linalool, Oksidatif stres
Bilim Kodu 1090
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The importance of antioxidant effect in diabetes management is increasing and recent
studies show that the use of volatile components of plants may be a potential strategy
for increasing antioxidant activity in individuals with diabetes. In this context,
research on the use of plant extracts to evaluate the antioxidant effect in diabetes
constitutes an important field. In this study, we aimed to evaluate the antioxidant
potential of linalool, which is widely used in food, cosmetics and pharmaceutical
industries and found as a volatile component in many plants, in rats with STZ-
induced diabetes mellitus. In the study, 40 adult male Wistar Albino rats obtained
from Karabuk University DETUM were used. Rats were divided into 4 groups as
control group, diabetes group, diabetes + linalool and linalool group. No treatment
was applied to the rats in the control group. An experimental diabetes model was
developed by intraperitoneal administration of 65 mg/kg single dose streptozotocin

(STZ) solution to rats in diabetes and diabetes + linalool groups. Diabetic rats in the
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diabetes + linalool and linalool groups were administered 100 mg/kg linalool
intragastric for 21 days. CAT, SOD, GSH and MDA parameters were measured in
serum and liver tissue obtained from rats by colourimetric measurement tests.
Glucose levels were measured from blood samples obtained from the tail veins of
rats. According to the results obtained from the study, linalool did not show a
lowering effect on blood glucose levels. The effects of linalool on serum and tissue
levels of antioxidant parameters were different. Linalool was found to support the
antioxidant mechanism in non-patient rats independent of the diabetes process. This

suggests that linalool may have a protective effect.

Key Word(s) : Antioxidant, Diabetes, Linalool, Oxidative stress.
Science Code : 1090
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BOLUM 1

GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), insiilin etkisinin ya da insiilin sekresyonunun eksikliginden
kaynaklanan kronik hiperglisemi ve diger metabolik anormallikler ile karakterize bir
hastaliktir [1]. Tip 1 diyabet, eksojen insiiline dmiir boyu bagimlilikla sonuglanan,
bagisiklik aracili B-hiicrelerinin tiikkenmesi ile karakterize bir durumdur [2]. Tip 2
diyabet ise, kronik hiperglisemi ve periferik dokularin dolagimdaki insiiline yetersiz
cevap vermesi ve bunun sonucunda insiilin direnci ile karakterize metabolik
bozukluk olarak tanimlanir [3]. Yikic1t makrovaskiiler (kardiyovaskiiler hastalik) ve
mikrovaskiiler (diyabetik bobrek hastaligi, diyabetik retinopati ve ndropati) diyabet
komplikasyonlar1 artan mortaliteye, korliige, bobrek yetmezligine neden olabilir ve

genel olarak diyabetli bireylerin yagam kalitesinde azalma goriilmektedir [4].

Pro-antioksidan dengedeki bozukluklar olarak tanimlanan oksidatif stresin (OS),
yiiksek oranda reaktif oksijen (ROS) ve nitrojen (RNS) tiirlerinin asir1 olusumu
sebebiyle hiicrelere zararli oldugu bilinmektedir. Denge bozulmadiginda OS
fizyolojik adaptasyonlarda ve sinyal iletiminde gérev alir. Bununla beraber, asiri
miktarda ROS ve RNS; lipitler, proteinler ve DNA gibi biyolojik molekiillerin
oksidasyonuna yol acar [5]. Hareketsiz yasam, asir1 kilo ve yetersiz beslenme, kronik
oksidatif stres durumuna neden olan reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminde bir artisa
yol agar. Tip 2 diyabetli hastalarda oksidatif stres, pankreatik insiilin sekresyonunu ve
hormonun hedef hiicreler iizerindeki etkilerini degistirerek mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin gelismesine neden olur [6]. Cesitli deneysel ve klinik ¢alismalarin
hem diyabetik hem de diyabetik olmayan hayvanlarda ve insanlarda oksidatif
belirteglerinin  Slgiimii yoluyla oksidatif stres ile diyabet arasindaki dogrudan
baglantiy1 destekledigi ve oksidatif stresin kronik hiperglisemik kaynakli insiilin
direncinde 6nemli bir rol oynadig goriilmektedir. Inflamatuar mediatérlerin salmnimi

hiperglisemi tarafindan tetiklenir. Diyabet, oksidatif stres ve inflamasyon arasinda



baglant1 oldugu goriilmektedir [7].

Linalool (LIN), bir¢ok tibbi ve aromatik bitkinin ugucu yaglarinda bulunan bir
monoterpen alkoldiir. Antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar, antiviral ve
antitimor ozellikler dahil olmak tiizere bircok biyolojik aktivitesi bulunmaktadir.
Linalooliin 6zellikle sampuan, tuvalet sabunlar1 ve deterjanlarda kozmetik kokulu
trlinlerin imalatinda kullanildig1 bilinmektedir [8]. Linalooliin oksidatif stres
kosullarinda mitokondriyal ROS ve mitokondriyal kalsiyum seviyelerini azalttig1 ve
mitokondriyal membran potansiyelini korudugu ve bdylece potansiyel bir
noroprotektif etkisi oldugu ortaya konulmustur [9]. Linalooliin H,O, enjekte edilen
kobay beyinlerinde bir antioksidan olarak aktivitesi incelenmis ve etkisi goriilmiistiir
[10]. Antioksidan ¢alismalarinda kullanilan linalooliin, erkek Wistar sicanlarinda lipit
peroksidasyonu i¢in bir belirteg olan malondialdehit (MDA) ve artmig glutatyon
(GSH) igerigini modiile ederek oksidatif stresi azalttig1 gorilmistiir [11].

Antioksidanlarin, diyabet iizerindeki etkinligine iliskin c¢ok sayida c¢alisma,
antioksidanlarin terapotik siirecin bir parcast olmasi gerektigini ciddi bir sekilde
gostermistir. Diyabet tedavisindeki modern terapotik stratejiler, antioksidan tedavinin
yeni yollar1 ile birlestirilmis ROS kaynaklarini hedefleme dahil olmak iizere,
kisisellestirilmis antioksidan terapi i¢in yeni yontemler gelistirmeyi hedeflemektir
[12]. Diyabetin ge¢ komplikasyonlarindan ve buna bagli maliyetlerden kaginmak i¢in
birincil koruma ve erken tedavi 6nemlidir. Kronik semptomlar: ve mevcut tedavilerin
sinirl etkinligi nedeniyle yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi 6nem arz eder [13].
Deneysel diyabetik modellerde antioksidanlarin kullanildig1 bir¢ok calisma vardir.
Antioksidanlarin oksidatif stres iizerindeki etkileri, baz1 biyobelirtecler Slgiilerek
degerlendirilebilir. ~ Birgok calisma bu amacla yapilmis ve oksidatif stres
gostergelerinde diyabetin yol actig1 degisikliklerin, ¢esitli antioksidanlarla tedavi

edildiginde deney hayvanlarinda daha iyi seviyelere donebilecegi goriilmiistiir [14].

Calismada, siganlarda streptozotocin (STZ) ile olusturulan diyabet modelinde
linalooliin antioksidan etkileri incelendi. Diyabetik si¢anlarin serum ve karaciger
dokularinda katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), indirgenmis glutatyon
(GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri analiz edildi.
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BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. PANKREAS

Pankreas, arka karin duvarinda L1 ve L2 omurlarimin goévdelerini ¢aprazlayan,
retroperitoneal olarak bulunan geniglemis, yardimct bir sindirim bezi olarak bilinir.
Pankreas, sagda duodenum ve solda dalak arasinda iist karin bolgesinde enine uzanan

bir organdir. Pankreas bas, boyun, gévde ve kuyruk olarak 4 ayr1 boliime sahiptir
[15].

Pankreasin, ekzokrin ve endokrin fonksiyonlart vardir. Endokrin kisim, glukagon,
insiilin, somatostatin, ghrelin ve pankreatik polipeptit dahil olmak iizere en az bes
hormon salgilayan bes farkli endokrin hiicre tipinden (alfa, beta, delta, epsilon ve

upsilon) olusan ayr1 Langerhans adaciklar1 olmak tizere fonksiyonlanmistir [16].

Beta hiicresi

Delta hiicresi Alfa hiicresi

PP hiicresi

Sekil 2. 1. Insan pankreasinin temel anatomik dzellikleri [17].



Pankreasin biiyilk bir kismi (yaklasik %80'1) ekzokrin pankreas salgisidir. Bu
pankreatik asiniislerden (uclart liimene dogru yonlendirilmis piramidal asiner
hiicreler) olusmustur. Bunlar apikal bolgede yogun zimojen graniilleri igerirken,
bazal bolge c¢ekirdegi ve endoplazmik retikulumu (sindirim enzimlerinin
sentezlenmesine yardimci olan) barindirir. Pankreas ek olarak endokrin hiicreleri
iceren Langerhans adaciklarin1 da barindirmaktadir. Ekzositoz tarafindan salgilanan
ekzokrin enzimlerden farkli olarak, endokrin salgilar pankreatik kan akisi i¢inde

karmasik bir kilcal ag yoluyla kan dolasimina katilirlar [15].
2.2. INSULIN HORMONU VE BiYOSENTEZi

Pankreatik B-hiicreleri tarafindan {iretilen bir hormon olan insiilin, glukoz
homeostazin1  slirdiirmek gibi birincil aktivitesi bulunur. B hiicreli insiilin
sekresyonundaki eksiklikler, yiiksek kan glukozu seviyeleri ile karakterize edilen
metabolik bozukluklar olan tip 1 ve tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasina yol agar. Insiilin
ve IGF-1 sinyal yollari, B-hiicrelerinin farklilasmis fenotipinin korunmasinda énemli

gorev almaktadir [18].

I Chtatiy [#=*  preproinsiilin geni
cekirdek B
— t_fj{_x“ ¢ preproinsiilin mRNA

kaba Q‘/L* (e ke } % : .
endoplazmik 0 P A 0 preproinsiilin

. — v
retikulum - [ S (e

o o :
= _
trans golgi C\/Q\\——_’—_—/j b

C-ghain

ag1 (7':__ —0 e roinsiilin
g o (B P
XN .
o © ~
olgunlasmamig © = P
guniasmaniis ® — insiilin
salg1 graniilleri ® @
® @ v
olgun salgi granillleri ® ® g @é insiilin
® @ S altigen/kristal

Sekil 2. 2. Graniil salg1 yolu boyunca insiilin olgunlagmasi [19].

Insiilin peptit bir hormon olarak bilinir. Insiilin mRNA's1, preproinsiilin ad1 verilen

tek zincirli bir 6ncii olarak doniistiiriiliir ve endoplazmik retikuluma alinimi sirasinda
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sinyal peptidinin ¢ikarilmasi proinsiilin iiretimine yol agar. Endoplazmik retikulum
icinde proinsiilin, C peptidi (proinsiilinin ii¢ alanindan biri) ¢ikaran ve bdylece
insiilinin olgun formunu meydana getiren birka¢ spesifik endopeptidaza maruz
birakilir. Insiilinin ekzositoz ile hiicreden salgilanmasi gergeklesir ve adacik kilcal
kanina karigir. C-Peptid ayrica insiilin ile 1:1 mol oraninda kana salinimi gergeklesir

[16].

Insiilin ¢ok sayida hiicresel yanit1 uyaran bir anabolik hormon olarak bilinir. Sadece
cok diisiik degil, ayn1 zamanda asir1 insiilin konsantrasyonlar1 da fizyolojik denge

i¢in zararli olmaktadir [20].

Insiilinin, plazma zar iizerindeki spesifik bir reseptdr tirozin kinaza baglandig1 ve
cesitli diizenleyici enzimleri ve diger protein substratlarini fosforile etmek igin
aktivitesini arttirdig1 bilinir. Insiilin, plazma glukoz degerini belirli bir diizeyde tutar
(glukoz homeostazi). Insiilinin ana goérevleri sunlardir: (1) Insiilin, karacigerde
glikolizi ve glukozun glikojen olarak depolanmasini (glikojenez) ve ayrica glukozun
trigliseritlere donistiiriilmesini saglar, (2) Kasta insiilin, glukozun alinmasini ve
glikojen olarak depolanmasini saglar ve (3) adipoz dokuda insiilin, glukoz alimini ve

depolama igin trigliseritlere doniismesini saglar [16].

2.3. DIABETES MELLITUS (DM)

Diyabet, insiilin sekresyonundaki veya etkisindeki kusurlarin hiperglisemiye yol
acmasiyla tanimlanan bir metabolik hastaliktir. Bu durum, uzun siireli hasar ve islev
bozukluguna neden olabilen birgok orgami etkiler. Ozellikle gozler, bdbrekler,
sinirler, kalp ve kan damarlar1 gibi organlar diyabetik komplikasyonlar agisindan

yiiksek risk altindadir [21].

Diinya capinda yaklasik 1,6 milyon insani oldiiren ilk 10 6liim nedeni olarak
gorilmektedir. Hiperglisemi ve hiperglisemik kaynakli oksidatif stres ve inflamasyon
nedeniyle diinya ¢apinda erken 6liim i¢in liclincii en yiiksek risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Diyabet, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde yoksul,

zengin, egitimli, egitimsiz olmakla birlikte kentsel veya kirsal kesimde yasayan
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insanlar1 etkileyen kiiresel bir halk saglig1 problemidir [7]. Birlesmis Milletler (BM)
diinya niifusuna gore standartlastirilmis 20-79 yas arasi yetiskinlerde 2021 kiiresel
diyabet prevalansinin %10,5, erkeklerde %10,8 ve kadinlarda %10,2 oldugunu rapor
etmistir. 2021 yilinda, 215 iilke ve bolgede 20-79 yas arasi yetiskinler arasinda
diyabetli 536,6 milyon insan oldugu diisliniilmektedir. 2045 yili i¢in 783,2 milyon
kisinin diyabet hastas1 olacagi tahmin edilmektedir [22].

2.3.1. Diabetes Mellitus’un Etiyolojik Simiflandirilmasi

Diabetes Mellitus’un etiyolojik siniflandirilmasi Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2. 1. Diabetes Mellitus’un etiyolojik siniflandirilmasi [21].

1. Tip 1 Diabetes Mellitus (Genellikle mutlak insiilin eksikligine neden olan -
hiicre yikim1 vardir)
a. Immiinolojik tip

b. Idiyopatik tip

2. Tip 2 Diabetes Mellitus (Insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon

defekti ile karakterizedir)

3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle
dogumla birlikte diizelen diyabet)

4. Diger Spesifik Diyabet Tipleri:

a) B-hiicre fonksiyonlarinin genetik e) ilag ve kimyasal ajanlar
defekti (monogenik diyabet formlar1) - B-adrenerjik agonistler
« 20. Kromozom, HNF-4 o - Diazoksid
(MODY1) +  Glukokortikoidler
7. Kromozom, Glukokinaz - o-Interferon
(MODY2) « Nikotinik asit
« 12. Kromozom, HNF-1 a +  Pentamidin
(MODY3) + Tiyazid grubu diiiretikler
« 13. Kromozom, IPF-1 (MODY4) «  Tiroid hormonu




Cizelge 2.1. Diabetes Mellitus’un etiyolojik siniflandirilmasi [21].(devam ediyor)

« 17. Kromozom, HNF-1
(MODYY5)

« 2. Kromozom, NeuroD1
(MODY6)

- Mitokondriyal DNA

b) Insiilinin etkisindeki genetik defektler
« Leprechaunism
« Lipoatrofik diyabet
- Rabson-Mendenhall sendromu

+ Tip A insiilin direnci

) Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari
+  Fibrokalkul6z pankreatopati
- Hemokromatoz
- Kistik fibroz
« Neoplazi
- Pankreatit

«  Travma/pankreatektomi

d) Endokrinopatiler
«  Akromegali
« Aldosteronoma
«  Cushing sendromu
- Feokromositoma
« Glukagonoma
« Hipertiroidi

« Somatostatinoma

Vacor

Dilantin

f) Immun aracilikli nadir diyabet
formlar1
Anti insiilin-reseptor
antikorlar1

“Stiff-man” sendromu

g) Diyabetle iliskili genetik
sendromlar
Down sendromu
- Friedreich tipi ataksi
+ Huntington korea
Klinefelter sendromu
Laurence-Moon-Biedl
sendromu
+  Miyotonik distrofi
Porfiria
Prader-Willi sendromu
«  Turner sendromu
- Wolfram (DIDMOAD)

sendromu

h) Enfeksiyonlar
- Konjenital rubella

Sitomegalovirus




2.3.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)

Insiilin iireten pankreas beta hiicrelerinin yikimia yol acan otoimmiin bir hastalik
olarak tanimlanmaktadir. Insiilin, glukoz, lipid, protein ve mineral metabolizmasinin
yaninda biiylime iizerinde birden fazla etki yapan temel bir anabolik hormondur.
Insiilinin temel gorevleri arasinda glukozun kas ve yag hiicrelerine girmesine izin
vermek, karacigeri glukozu glikojen olarak depolamasi ve yag asitlerini sentezlemesi
i¢in uyarmak, amino asitlerin alimin1 uyarmak, yag dokusunda yagin par¢alanmasini
engellemek ve potasyumun hiicrelere alinmasini uyarmak bulunur. Tip 1 diyabetli
olan kisilerin, émiir boyu insiilin replasman tedavisine ihtiyacit bulunur. Insiilin

olmadan diyabetik ketoasidoz (DKA) gelisir ve yasam tehlikeye girer [23-25].

Diyabetin bu formunda, hiicre kaybinin hiz1 kisiden kisiye farklilik gosterir ve bazi
bireylerde (6zellikle bebekler ve c¢ocuklar) hizli bir sekilde gergeklesirken,
digerlerinde (esas olarak yetiskinler) daha yavas seyreder. Bazi hastalarin, 6zellikle
cocuklar ve ergenlerin, hastaligin ilk belirtisi olarak ketoasidoz goriiliir. Digerlerinde
enfeksiyon veya stres varliginda hizla siddetli hiperglisemiye veya ketoasidoza
dontigebilen orta diizeyde aglik hiperglisemisi goriiliir. Baz1 yetigkinler ve diger
bireyler, uzun yillar boyunca yeterli beta hiicre fonksiyonunu koruyarak ketoasidoz
riskini azaltabilirler. Ancak, zaman icinde ¢ogu kisi, hayatta kalmak icin insiiline
bagimli hale gelir ve ketoasidoz riski altinda kalir. Bu ilerleyici diyabet durumunda,
C-Peptid seviyeleri diisiik veya oOlclilemeyecek kadar azdir ve bazi bireylerde

neredeyse hig insiilin sekresyonu mevcut degildir [21].

Immiinomodiilasyonlu diyabet genellikle ¢ocukluk ve ergenlik déneminde ortaya
cikmaktadir ancak yasamin 8. ve 9. dekatlarinda bile her yasta goriilebilir. B-
hiicrelerin otoimmiin yikimi, ¢coklu genetik yatkinliga sahip olabilir ve ayn1 zamanda
hala tam olarak tanimlanamayan g¢evresel faktorlerle de baglantilidir. Hastalar bu tip
diyabetle bagvurduklarinda nadiren obez olsalar da obezitenin varligi tam ile
baglantili olabilir. Bu hastalarin ayrica Graves hastaligi, Hashimoto tiroiditi, Addison
hastaligi, vitiligo, ¢Olyak hastaligi, otoimmiin hepatit, miyastenia gravis ve

pernisiy0z anemi gibi diger otoimmiin hastaliklara da yatkinlig1 bulunmaktadir [21].



2.3.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

Tip 2 diyabet, diyabet vakalarmin yaklasik %9011 olusturur. Bu tiir diyabette,
insiilin yanit1 azalir ve insiilin direnci gelisir. Bu durumda insiilin etkili olamaz ve
baslangicta glukoz homeostazini korumak i¢in insiilin iiretimi artar; ancak zamanla
insiilin tiretimi diser ve tip 2 diyabet olusur. Tip 2 diyabet, genellikle 45 yasindan
bliyiik bireylerde daha yaygin olarak goriiliir. Bununla birlikte, obezitenin artmasi,
fiziksel hareketsizlik ve enerji yogun diyetler nedeniyle, ¢ocuklar, ergenler ve geng

erigkinler arasinda tip 2 diyabet goriilme siklig1 giderek artmaktadir [26].

Tip 2 diyabet, tiim diinyada pandemik boyutlara ulasan metabolik bir hastaliktir.
Patolojinin ¢ok faktorlii olmasi nedeniyle yasam boyu ilac¢ tedavisi ve yasam tarzi
degisikligini i¢eren hasta yonetimini zorlastiran bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir

[27].

En yaygin metabolik bozukluklardan biri olan Tip 2 diyabet, pankreas B-hiicreleri
tarafindan kusurlu insiilin sekresyonu ve insiiline duyarli dokularin insiiline uygun
sekilde yanit verememesi olarak iki ana faktoriin kombinasyonundan olusur. Insiilin
salinimi ve aktivitesi, glukoz homeostazi i¢in gerekli siirecler oldugundan, insiilinin
sentezi ve salimiminda yer alan molekiiler mekanizmalar dnemlidir. Bu siire¢lerde yer
alan mekanizmalarin herhangi birindeki kusurlar, hastaligin gelisiminden sorumlu

olan metabolik bir dengesizlige neden olabilir [28].

2.3.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Hamilelik sirasinda yiiksek kan sekeri diizeylerinin tespit edilmesi, gestasyonel
diyabet veya gebelik diyabeti olarak adlandirilir. Gestasyonel diyabet herhangi bir
zamanda ortaya c¢ikabilir, ancak genellikle gebeligin ikinci ve {giincii
trimesterlerinde goriiliir. Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan yapilan
caligmalara gore, gestasyonel diyabet, tiim gebeliklerin yaklasik %7'sinde
gorilmektedir. Gestasyonel diyabeti olan kadinlar ve ¢ocuklari, ileride tip 2 diyabet

gelistirme riski altindadir [26].



2.3.1.4. Diger Spesifik Diabetes Mellitus Tipleri

Biiylime hormonu, kortizol, glukagon, epinefrin gibi hormonlarin insiilin etkisini
antagonize edebilecegi bilinmektedir. Bu hormonlarin asir1 miktarlart (6rnegin,
sirastyla akromegali, Cushing sendromu, glukagonoma, feokromositoma) diyabete
yol acabilir. Pankreasa yaygin olarak zarar veren herhangi bir siire¢ diyabete yol
acabilir. Bunlar arasinda pankreatit, travma, enfeksiyon, pankreatektomi ve pankreas
karsinomu olabilir. Kistik fibroz ve hemokromatoz da hiicrelere zarar verir ve insiilin

sekresyonunu bozdugu goriilmektedir [21].

Bir¢ok ila¢ insiilin sekresyonunun bozulmasina neden olabilir. Bu ilaclar direkt
olarak diyabete neden olmayabilirler ancak insiilin direnci olan kisilerde diyabeti
tetiklemeye neden olabilir. Cogu genetik sendroma artmis diyabet insidansi eslik
ettigi bilinmektedir. Anti-insiilin reseptor antikorlari, insiilin reseptoriine baglanarak
diyabet olusturabilir ve boylece hedef dokularda insiilinin reseptoriine baglanmasini

bloke ettigi goriilmektedir [21].

Beta hiicre yikimi1 bazi viriislerden kaynaklanabilir. Diyabet, dogustan kizamikgik
hastalarinda olmaktadir ancak bu hastalarin genelinde tip 1 diyabetin 6zelligi olan
HLA ve immiin belirtegler vardir. {lave olarak, coxsackievirus B, sitomegalovirtis,
adenovirlis ve kabakulak, hastalifin belirli vakalarinin indiiklenmesinde rolil

bulunmaktadir [21].

2.3.2. Diabetes Mellitus’un Tan1 Kriterleri

Diyabet teshisi i¢in, acglik plazma glukozu (APG) diizeyleri veya 75 g oral glukoz
tolerans testi (OGTT) sirasinda 2 saatlik plazma glukozu (2 saatlik PG) diizeyi veya
AI1C kriterleri gibi plazma glukoz diizeylerine bakilmaktadir. Diyabet tanist i¢in
gerekli kriterler Cizelge 2.2°de yer almaktadir [29,30].

Diyabet tanisi i¢in kullanilan aclik plazma glukoz (APQG) diizeyini 6l¢gmenin veya 2
saatlik oral glukoz tolerans testi (OGTT) uygulamasinin zorlugu ve glukozdaki

stirekli degiskenlik sebebiyle, uzun zamandir bu Ol¢limlere bir alternatif yontem
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bulmaya calisilmigtir. Diyabet icin tani testlerini ve 6zellikle HbAlc nin faktorlerini
Amerikan Diyabet Dernegi (ADA), Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF) ve
Avrupa Diyabet Calismalar1 Dernegi Uluslararas1 Uzman Komitesi aragtirmaktadir.
Diyabet teshisi icin HbAlc, Uluslararas1 Uzman Komitesi ve Amerikan Diyabet
Dernegi (ADA) tarafindan alternatif yontem olarak tavsiye edilmistir [30,31].

Cizelge 2. 2. Diabetes Mellitus tan1 kriterleri [29].

Aglik Plazma Glukozu (APG) > 126 mg/dl (7,0 mmol/L).

En az 8 saat olmak {izere hicbir enerji alim1 olmamalidir.

VEYA

Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) sirasinda 2 saatlik plazma glukozu > 200
mg/dl (11,1 mmol/L).
Bu test DSO’ niin belirledigi sekilde, su icinde ¢dziilmiis 75 g toz glukoz

¢oOzeltisinin hastaya oral yolla yiiklenmesi seklinde uygulanmalidir. *

VEYA

Hipergliseminin genel semptomlari veya hiperglisemi krizi geciren bir hastada,

rastgele plazma glukozu > 200 mg/dl (11,1 mmol/L) ise tan1 konulabilir.

VEYA

HbAlc > %6,5
Bu test, bir laboratuvarda, Ulusal Glikohemoglobin Standardizasyon Programi
sertifikali ve Diyabet Kontrol ve Komplikasyonlar1 Caligmasina gore

standardize edilmis bir metot kullanilmalidir. *

* Hipergliseminin kesin yoklugunda sonuglar, tekrar testleriyle dogrulanmalidir.

2.4. LINALOOL (LIN)

Linalool (3,7-dimetil-1,6-oktadien-3-ol) asiklik monoterpen tersiyer bir alkoldiir
(Sekil 2.3) ve aym1 zamanda dogadaki baslica cicek kokularindan biridir. Cigek
kokularmin terpenoidlerinin yaklasik %70'i linalool ile karakterize edilir. Ozellikle,
Lamiaceae, Lauraceae ve Rutaceae familyalarina ait bir¢ok bitki onemli miktarda

(R)-(-)- veya (S)-(+)-linalool tiretir [32].
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Linalool hafif ucucudur, lavanta ve defne kokusuyla iliskilendirilen hos bir aromasi
vardir. Kendine 06zgli aromasi nedeniyle linalool parfiim, ev temizleyicileri ve
kozmetik iirtinlerde (sampuan, banyo iriinleri, dus jeli, sabun, losyon, yiiz kremi, ter

Onleyici ve sag spreyi) yaygin olarak kullanilir [32,33].

3.7-dimetilokta-1,6-dien-3-ol

Sekil 2. 3. Linalooliin kimyasal yapis1 [34].

Hidroksillenmis {i¢iincii karbonunun kiral 6zellikleri nedeniyle bitkilerde iki linalool
enantiyomeri olusur: (3S)-(+)-Linalool (koriandrol) ve (3R)-(-)-Linalool (licareol)
[32]. Bu enantiyomerler farkli koku profillerine sahiptir: koriandrol narenciye ve
meyvemsi notalarla tatli, ¢igeksi, otsu ve petitgrain benzeri olarak algilanirken,

licareol odunsu, lavanta benzeri bir aromaya sahiptir.

3R-(-)- Linalool 3S-(+)- Linalool

Sekil 2. 4. Linalool enantiyomerleri [32].

2.4.1. Linalool Metabolizmasi

Linalool yutuldugunda veya solundugunda, ksenobiyotik metabolizma iizerinden

atilimi kolaylastirmak icin daha polar ve suda ¢oziiniir bilesiklere metabolize olur.
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Genel olarak, cogu organ metabolik biyotransformasyon yetenegine sahip olmasina
ragmen, karaciger metabolizmanin birincil bdlgesidir. Linalool ile yapilan tedavi ayn1
zamanda karaciger mikrozomal sitokrom P-450'nin ~%50 indiiksiyonu ile

sonug¢lanmistir [35].

¢ isaretli 500 mg/kg linalool ile sicanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, linalooliin
oral yolla verildikten sonra bagirsaklardan hizla emildigini gdstermistir. Insanlarda
ve hayvanlarda, emilimden sonra, linalooliin ¢ogu karacigerde hizli bir sekilde polar
bilesiklere metabolize olur ve bunlar baslica serbest form veya konjugatlar seklinde
idrarla atilir; daha az oranda digki ile atilir [36]. Glukuronik asit konjugasyonu ve
atilimi linalooliin birincil metabolizma yoludur. Tekrarli dozlamalardan sonra allilik
oksidasyon daha 6nemli bir yol haline gelir [37]. Erkek IISc tiirii siganlara 20 giin
boyunca giinliikk 800 mg/kg linalool oral uygulamasindan sonra sigan idrarindan izole
edilen metabolitler 8-hidroksilinalol ve 8-karboksilinaloldiir [37]. Oral linalooliin
Oonemli bir kismi1 ara metabolizma yollarini izledikten sonra solunan havada yaklasik

%23 oraninda CO, olarak atilir [38].

Parke ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, siganlara 500 mg/kg MC-isaretli
linalool uygulamasindan 72 saat sonra, dozun %0,5'inin karacigerde, %0,6'sinin
bagirsakta, %0,8'inin deride ve %1,2'sinin iskelet kasinda bulundugu ve bunun da

orijinal dozun yaklasik %3'"line karsilik geldigi bulunmustur [39].

2.4.2. Linalooliin Biyolojik Ozellikleri

Linalool, bir hidroksil grubu ile fonksiyonel hale getirilmis kiiciik molekiil agirligina
(M= 154.25 g/mol, Yogunluk= 0.87 g/ml) sahip bir molekiildiir. Linalooliin
kimyasal yapisinda bulunan fonksiyonel alkol grubu, bilesige polarite kazandirarak
onu kimyasal olarak reaktif hale getirir. In vitro ve in vivo modeller kullanilarak,
linalooliin bitkisel bazli saglik iriinlerinin lretiminde ila¢ endiistrisi tarafindan
kullanilabilecek genis bir biyoaktif 6zellik yelpazesine sahip oldugu gosterilmistir
[40].
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Linalool, anksiyolitik, sedatif, antienflamatuvar, antikonviilsan, antiproliferatif ve
analjezik etkiler dahil olmak iizere c¢esitli biyolojik ozelliklere sahiptir [32,33].
Linalooliin hepatokarsinom, 16semi, meme kanseri, akciger adenokarsinomu,
epidermoid karsinom ve prostat kanseri hiicreleri gibi ¢esitli kanser hiicre hatlar
tizerinde antiproliferatif aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir [33]. Linalooliin, hiicre
dongiistiniin  durdurulmasi yoluyla c¢esitli kanserli hiicre hatlarinin ¢ogalmasini
engelledigi bildirilmistir. Siklin A, siklin E, CDK4 ve p53 ekspresyonunun asagi
regiilasyonu ve G siirecinin negatif diizenleyicileri olan p21 ve p27 ekspresyonunun
yukari regiilasyonu ile Go/G; hiicre dongiisiiniin linalool ile durdurularak anti-kanser

etkisi 6ne strtilmistiir [41-43].

Meme kanserli hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada linalooliin membran patlamasi ve
bozulmasina, komsu hiicrelerle temas kaybina ve lizozom vakuollerinin olusumuna
neden oldugu [44], insan hepatokarsinoma HepG2 hiicrelerinde, 48 saat boyunca
linaloole maruz kaldiktan sonra kaspaz-3 aktivitesi arttirdigi [42] ve bu sekilde
apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Linalool normal hiicreler iizerinde koruyucu bir
etkiye sahiptir. Gu ve arkadaglari, linalooliin 16semi hiicrelerinin biiyiimesini
baskiladigini, normal hematopoetik hiicrelerin ¢ogalmasinin ise linaloolden
neredeyse hi¢ etkilenmedigini bulmuslardir [41]. Bununla birlikte, linalooliin yiiksek
hemolize ve insan kirmizi kan hiicrelerinin par¢alanmasina neden oldugu, bunun da
hiicre zarma niifuz etme kabiliyetinden kaynaklandig1 bildirilmistir. Intraperitoneal
linalool enjeksiyonundan sonra, BALB/c farelerinin viicut agirligr ve toplam kan
hiicresi sayis1 etkilenmedigi, karaciger dokularinda, hepatik kordlarda, orta

vakuollerde ve hepatik lobiillerde 6nemli bir degisiklik olmadig: bildirilmistir [44].

Linalooliin Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes [45], Acinetobacter baumannii [46], Pseudomonas aeruginosa [47],
Proteus mirabilis [48], Candida albicans [49], Microsporum canis ve Microsporum
gypseum [50] gibi genis bir bakteri ve mantar spektrumunu inhibe edebilme islevi

gosterdigi bildirilmektedir.

Linalool, merkezi sinir sistemi iizerinde koruyucu etkiler gostererek, norotoksik

kimyasallarin neden oldugu hasar1 azaltma dahil olmak {izere farkli etkilere sahip
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oldugu rapor edilmistir. [9,11,51]. Linalooliin Wistar siganlarda akrilamide karsi
koruyucu etkileri Mehri ve arkadaglarinin g¢alismasinda incelenmistir. Sonugclar,
siganlarin akrilamid kaynakli yliriime anormalliklerinin linalool ile énemli Slgiide
azaldigim1 gostermistir. Artan glutatyon seviyeleri de linalool enjeksiyonu ile
azaltilmigtir. Malondialdehit (MDA), oksidatif stresin neden oldugu lipid
peroksidasyonunun {iriinlerinden biridir. MDA'nin azaltilmasi, linalooliin siganlarin

beyin dokusundaki lipid peroksidasyonunu azalttigini géstermistir [11].

Linalooliin karbon tetrakloriir (CCly), benzen, lipopolisakkarit (LPS) ve D-
galaktozamin (GalN) gibi ¢esitli toksik kimyasallarin neden oldugu hepatik hasari
azalttig1 bildirilmistir. Linalool, niikleer faktor-kBmin (NF-kB) inhibisyonu yoluyla
TNF-0, IL-6, iINOS ve COX-2 seviyelerini azaltir. Linalool uygulamasi hepatik
MDA seviyelerini azaltmis ve Nrf2'yi aktive etmistir [52].

Linalool esas olarak anti-lipoperoksidan bir ajan olarak hareket eder. Antioksidan
aktivite, biiylik olasilikla bilesenler arasindaki sinerji nedeniyle, Linalool iceren
ucucu yaglarda daha belirgindir. Bu nedenle, lavanta esansiyel yagi, 6zellikle serbest
radikal temizleme yetenekleriyle aciklanan giiclii antioksidan aktivite sergiler [8,53].
Yiiksek konsantrasyonlarda (120 mg/kg) ve uzun siire maruz kalindiginda, linalool
kobay beyin dokusunu hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese kars1 korur, etkileri

lipoik asit ve E vitamini tarafindan sergilenenlere benzerdir [10].

2.5. OKSIDATIF STRES VE REAKTIF OKSIiJEN TURLERI

Oksidatif stres, antioksidanlarin etkisiyle karsi ¢ikilamayan reaktif oksijenli tiirlerinin
asirt iretimi ya da hiicre redoks dengesinin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.
Endojen degisiklik veya dengeyi serbest radikaller lehine ¢eviren eksojen yetersizlik
nedeniyle kusurlu antioksidan savunma sisteminin varliginda, oksidatif stres gelistigi

bilinmektedir [7,54].

Oksijen, aeroblar icin yasamin siirdiiriilmesi bakimindan c¢ok Onemlidir. Serbest
radikaller veya reaktif oksijen tiirlerinin, oksidan olusum hizi ve oksidan eliminasyon

hiz1 ile dengelenen oksijen metabolizmasi tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Bu
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oksidanlar, etraflarinda bulunan biyolojik makromolekiilleri oksitler ve bu sekilde

hiicresel fonksiyonlara zarar verir [55,56].

B hiicre disfonksiyonu, inflamatuar yanitlar, GLUT-4 asag regiilasyonu ve/veya
lokalizasyonu, mitokondriyal disfonksiyon ve normal insiilin sinyal yollarinin
bozulmast yoluyla en az bes ana molekiiler mekanizma yoluyla periferik insiilin
duyarliligina zarar verebilir. Oksidatif stres, periferik dokularda daha diisiik bir
insiilin duyarliligit oranma yol agan inflamatuar yanitlar1 ve beta hiicre islev
bozuklugunu indiikleyen bir durumdur. Hiperglisemiye bagl olarak reaktif oksijen
tiirlerinin asir1 liretilmesinin ¢esitli dokularda oksidatif strese yol actigi bilinmektedir

[3,57].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), molekiiler oksijenin ¢esitli molekiillere ve serbest
radikallere doniistiigii zararlt reaktif molekiillerdir [58]. Reaktif oksijen tiirleri
arasinda siiperoksit (O,"), hidroksil (OH"), peroksil (ROQ"), alkoksil (RO"), lipit
peroksil (LOO"), ve hidroperoksil (HO;") radikalleri bulunmaktadir. Radikal olmayan
reaktif oksijen tiirleri arasinda bulunan hidrojen peroksit (H,0O,), ozon (O3), singlet
oksijen (‘0,), hipokloroz asit (HOCI) oksidanlar olarak isimlendirilmektedir [59,60].
Siiperoksit radikali (O,"), oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile olusur.
Siiperoksit anyon radikalinin (O,"), iiretimi, aerobik organizmalarin yasami igin
gereklidir. Apoptoz, yaslanma dahil olmak iizere ¢ok sayida biyolojik siireci
diizenleyen bir sinyal molekiilii islevi gormektedir. Asir1 siiperoksit radikalinin
iretimi olusur ve antioksidan savunmalar yetersiz durumda ise, Onemli
biyomolekiillere zarar verir ve fizyolojik fonksiyonlarin1 degistirerek oksidatif stres

meydana getirebilir [60,61].

Hidroksil radikali (OH'), oksijenin tigiincii elektronu alarak indirgenmesi ile
olusmaktadir. Hidroksil radikali (OH’), aerobik organizmalarda hiicresel
metabolizmalar tarafindan liretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda en reaktif

ancak kisa Omiirlii olanidir [60,62,63].
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Singlet oksijen ('O,), molekiiler oksijenin en diisiik uyarilmis elektronik durumunu
ifade eden ve biyolojik molekiilleri rahatlikla oksitleyebilen, bu nedenle de sitotoksik

etkisi olan bir radikal olmayan reaktif oksijen tiirtidiir [64].

Hidrojen peroksit (H»O,) ise oksijenin iki elektron alarak indirgenmesi ile
olugmaktadir. Hiicre ¢ogalmasi, farklilasmast ve gogii gibi bir¢ok fizyolojik siireg

tizerinde belirli bir diizenleyici etkiye sahiptir [60,65].

2.6. LIPID PEROKSIDASYONU VE MALONDIALDEHIT (MDA)

Hiicrelerin temel yapi taslarindan biri olan lipitler, hiicresel membranlarin yapisal
biitiinliiglinii korumak ve hiicrelerin fonksiyonlarini siirdiirmek igin kritik 6neme
sahiptir. Ancak, lipitlerin asir1 oksidasyonu ve serbest radikallerle etkilesimi, hiicresel
membranlarin yapisin1 ve fonksiyonlarini bozabilir. Bu oksidasyon siireci, membran
proteinlerinin ve niikleik asitlerin kimyasal modifikasyonlarina da yol agabilir. Bu
nedenle, lipitlerin oksidasyonu ve etkilesimleri, hiicrelerin fizyolojik durumunu
etkileyen onemli biyokimyasal siireglerdir [66]. Lipid peroksidasyonu, tipik olarak
serbest radikallerin karbon-karbon c¢ift baglar1 iceren lipitlere, Ozellikle c¢oklu
doymamis yag asitlerine (PUFA'lar) saldirdigi bir siirectir. Bu siirecte, serbest
radikaller, lipitlerin membran o6zelliklerini bozarak hiicrelerde kovalent

modifikasyonlara neden olabilirler [67].

Lipit peroksidasyonu, hiicre zarlarinin lipid bilesenlerinde segici olarak serbest
radikal iiretiminin ortaya ¢iktig1 bir dizi reaksiyon meydana getirir. Coklu doymamus
yag asitleri kolaylikla lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarma girmektedir. Bu
durum yiiksek oranda reaktif elektrofilik aldehitlerin olusumuna neden olur. Bunlar
arasinda en fazla bulunan aldehitler 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve malondialdehit

(MDA) iken en reaktif olan akrolein olarak bilinir [68].

Lipitlerin oksidan saldirilarina kars1 hassasiyeti ¢oktur. MDA, HNE ve 15(S)-8-iso-
PGF,, oksidatif stresin, yani lipid peroksidasyonunun en sik dl¢iilen biyobelirtegleri
oldugu goriliir. Bunlar ya enzim katalizli reaksiyonlar ile ya da enzim olmayan

reaksiyonlarla fizyolojik veya patolojik olarak coklu doymamis yag asitlerinden
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(PUFA'lar) tiiretilir. 15(S)-8-iso-PGF,, ve diger F,- izoprostanlar, sadece arasidonik
asitten (AA) tiiretilirken MDA ve HNE'ye katkida bulunabilecek PUFA'larin sayisi
coktur. MDA, tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin (TBARS) prototipi olmaktadir
[69,70].

¥l
0 0 0
VWA, VWA= AW,

PUFA SERBEST LiPiD RADIKALI SERBEST LIPiD RADIKALI

0 0 0=0 0 0=0’ 0
H o Y LA oK

MALONDIALDEHIT SIKLIK ENDOPEROKSIT LIPID PEROKSIL RADIKALI

Sekil 2. 5. Lipit peroksidasyonu yoluyla malondialdehit olusumu [69].

Lipid peroksidasyon f{iriinlerinin hiicreleri etkileme mekanizmalarindan biri de
enzimler ve sinyal molekiilleri dahil olmak {izere proteinlerle adiiktlerin olusumu
olmaktadir. Lipit peroksidasyon iiriinleri ile protein eklentilerinin olusumu, ayni
zamanda proinflamatuar veya proapoptotik etkileri bulunan antioksidan sistemi

uyarabilecegi diistiniiliir [71].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) oldukga reaktif tiirlerdir ve neredeyse tiim hiicresel
bilesenler, lipit peroksidasyonunun sonucunda olusan ROS'un etkisiyle kimyasal
olarak degisime ugrar. Lipid peroksidasyonu, Tip 1 diyabet ve buna bagli mikro ve
makro-vaskiiler komplikasyonlara neden olan oksidatif stresin gelisimi i¢in dnemli
bir etkendir [72]. Reaktif oksijen tiirleri ile indiiklenen lipid peroksidasyonu,
apoptoz, otofaji ve ferroptoz dahil olmak {izere hiicre 6liimiinde onemli bir role
sahiptir. Bu temel ve korunmus mekanizma, biyomembranlara saldiran, lipit
peroksidasyon zinciri reaksiyonlarii yayan ve daha sonra farkli hiicre oliimiinii

indiikleyen yiliksek miktardaki reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanmaktadir.
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Hiicreleri oksidatif hasardan korumak amaciyla hareket eden ¢ok gelismis sofistike

bir antioksidan sistem bulunmaktadir [73].

2.7. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERI

2.7.1. Glutatyon (GSH)

Genellikle "ana antioksidan" olarak adlandirilan Glutatyon (GSH), sadece
antioksidan savunma sistemlerine degil, bir¢cok metabolik siirece de katilir ve bu
nedenle rolii cok dnemlidir. GSH eksikligi oksidatif hasar icin hiicresel riske yol acar
ve bundan dolay1 beklendigi gibi, tiiberkiiloz (TB), HIV, diyabet, kanser ve yaglanma
dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli patolojik durumlarda GSH dengesizligi goriilmektedir
[74].

Glutatyon (y-1-glutamil-l-sisteinilglisin), neredeyse tiim okaryotlarda ve birgok
prokaryotik hiicrede milimolar konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Glutatyon sentezi,
hayvanlarda ve mantarlarda sitozol ve bitkilerde sitozol ve plastitlerle sinirh
olmaktadir. Bununla beraber, glutatyon hemen hemen tiim hiicre alti1 bolmelerde

gortliir [75].

Hiicrelerde ve dokularda en ¢ok bulunan hiicre i¢i diisiik molekiiler agirlikli tiol olan
glutatyonun; antioksidan savunma, protein fonksiyonunun diizenlenmesi, protein
lokalizasyonu ve stabilitesi, DNA sentezi, gen ekspresyonu, hiicre proliferasyonu ve
hiicre sinyalizasyonu dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicresel siirecte dnemli rolii

bulunmaktadir [76].

19



*

Glutamat Sistein Ligaz
Sistein
0

Glutamat Y- glutamilsistein

v-glutamil siklotransferaz

5-oksoprolinaz
* Glutatyon Sentaz Glisin

Glutatyon (GSH)
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v-glutamil siklotransferaz

Y -glutamil-amino asit

Sekil 2. 6. Glutatyon sentezi ve metabolizmasi [76].

Glutatyon (GSH), hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) temizlenmesinde gorev
alan, ksenobiyotik metabolizmasini diizenleyen ve sistein deposu olarak islev goren

cok yonlii bir antioksidandir [77].

Glutatyon, oksidatif strese karsi baslica hiicre i¢i antioksidan tampon olarak goriiliir
ve esas olarak indirgenmis glutatyon (GSH) ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
formlarindadir. Glutatyon sentezi, taginmasi, kullanimi ve metabolizma siirecleri,
hiicre i¢i glutatyon homeostazini1 ve redoks dengesini korumak igin siki bir sekilde

denetlenir [78].

Oksidatif stres kosullarinda glutatyon (GSH) ve indirgenmis/ylikseltgenmis glutatyon
(GSH/GSSG) orani diiser ve bu durum oksidatif toksisitenin artmasina yol acabilir.
Oksidatif stres sonrasi azalmis GSH metabolizmas1 ve diisiik GSH/GSSG orani
mitokondriyal disfonksiyonlarla baglantilidir [79].
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Sekil 2. 7. Hiicresel GSH'nin antioksidan rolii [78].

2.7.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, CAT gen ailesi tarafindan eksprese edilen bir antioksidan enzimdir. Hemen
hemen tliim aerobik organizmalarda goriilmektedir. CAT enzimi, hidrojen peroksiti
(H,0,) suya (H,O) cevirir ve hiicrelerin 6liimiinii korumak i¢in ROS seviyelerini

azaltir [80].

Hidrojen peroksit endojen olarak iiretilmektedir. Oksidatif stres ve hiicre hasarini
indiikleyerek canli organizmalar i¢in toksik risk olusturur. Bununla beraber, bir
sinyal iletim molekiili olarak da ifade edilmistir. Katalaz, hidrojen peroksiti
metabolize ederek hiicreleri ve dokular1 oksidatif hasara kars1 korur ve ayrica sinyal
iletim mekanizmalarin1 etkileyerek Onemli bir rol alir. Yapilan ¢alismalar,
akatalasemik bireylerin (yani, ¢cok diisiik katalaz aktivitesine sahip olanlarin) diyabet
gelisimi i¢in daha yiliksek risk tasidigimi ortaya koymaktadir. Katalazdan yoksun
farelerin obez, prediyabetik bir fenotip gelistirdigini ve katalazin metabolik

diizenlemede 6nemli oldugu kanitlarla birlikte gortilmustiir [81].

Obezite veya insiilin direnci nedeniyle karacigerde yiikselen serbest yag asitleri
mitokondri, peroksizom ve mikrozomlarda eksik oksidasyona yol agarak reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimine neden olur. Uretilen ROS arasinda bulunan H,0,

esas olarak peroksizomlarda iiretilir ve katalaz tarafindan ayrisarak zararsiz forma
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dontstiirtlir. Katalaz ekspresyonunun veya aktivitesinin azalmasindan dolay1 H,O,
konsantrasyonu artar, sitozol ve diger organellere go¢ eder, hiicre hasarina yol agar.

Fenton reaksiyonuna katilarak ciddi oksidatif strese neden olur [82].

Katalaz, su ve oksijen iiretmek icin hiicresel hidrojen peroksiti parcalayarak oksidatif
stresi onemli Ol¢lide azaltan bir antioksidan enzimdir. Katalaz eksikliginin diyabet,
hipertansiyon, anemi, vitiligo, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalii, bipolar
bozukluk, kanser ve sizofreni gibi yasa bagh bir¢ok dejeneratif hastaligin patogenezi

ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [83].

Enzim [porfirin Fe(III)] + H;0; - — Enzim [porfirin Fe(IV)-O]+ H;O
(a)
Enzim [porfirin Fe(IV)-O]+ H;0; ——— Enzim [porfirin Fe(III)] + H,0 + O;

(b)

Sekil 2. 8. Katalaz reaksiyonundaki adimlar: (a) birinci adim; (b) ikinci adim [83].

Katalaz aktivitesi veya ekspresyonundaki bir degisiklik; Zellweger sendromu,
akatalazemi veya WAGR sendromu gibi patolojik siireclere neden olmaktadir.
Katalazin hiicre alt1 lokalizasyonu esas olarak peroksizomaldir, ancak bu organel ile
sitoplazma arasinda bir mekik vardir ve proteinler, kromozomlar gibi temel hiicresel

elementlerin oksidatif bir hasara kars1 korunmasinda rolii bulunur [84].

2.7.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit anyon radikali, aerobik metabolizmanin dogal bir yan {iriinii olarak ya da
oksidatif patlamasmin bir parcasi olarak da {iretilmektedir. Canli sistemlerde,
stiperoksit biiyiik dlciide, siiperoksidin oksijen ve hidrojen peroksite orantisizligini
katalize etmek i¢in Fe, Mn, Ni veya Cu kofaktorlerini kullanan metalloenzim aileleri

olan siiperoksit dismutazlar (SOD'lar) tarafindan ayarlanmaktadir [85].

Stiperoksit dismutazlar, siiperoksit radikallerinin (O,") hidrojen peroksit (H,0,) ve

oksijene (O;) dismutasyonunu katalize eden bir grup metaloenzim olarak bilinir.
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Reaktif oksijen tilirleri (ROS) aracili hasara karsi ilk savunma hatti olan

Stiperoksitlerin oksidatif stresle iligkili hastaliklarin tedavisinde rolii dnemlidir [86].

M(n+1)+ + 02--_—_> MM + 02 (1)
Mn++ OZ.. (+ 2H+)__> M(n+1)+ + Hz()2 (2)
Genel: O+ 0O, "+ 2H* ——> O, + H,0, (3)

Sekil 2. 9. SOD mekanizmasi. M(n+1)+ metalin oksitlenmis halini ve Mn+ metalin
indirgenmis halini temsil eder [86].

Oksijenli ortamlarda yasayan tiim organizmalar i¢in evrensel olan siiperoksit
dismutaz enzimleri, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
seviyelerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Siiperoksit dismutaz aktivitesi
sayesinde, bu zararli molekiillerin seviyeleri kontrol altina alinarak hiicrelerin
oksidatif hasarma kars1 koruma saglanir. Boylece hem bu molekiillerin potansiyel
toksisitesini sinirlar hem de sinyal fonksiyonlar1 tarafindan diizenlenen hiicresel
yasamin genis yonlerini diizenler. Tiim aerobik organizmalarin, farkli hiicresel ve
hiicre alt1 konumlar1 hedef alan ¢oklu SOD proteinlerine sahip oldugu bilinmektedir.
Bu boliimlendirme ayn1 zamanda ROS sinyalinin hassas yerel kontroliine ve ROS'un

boliimler arasinda sinyal verme olasiligina da gosterir [87].

i ~ Sinyal fonksiyonu
02

ONOO ‘Lm_’T’ H,0, —SAT_, 1.0

GPX PRX

1
- /u:e -4SpP* Fe2
4
v Haber-Weiss
NO, OH" H02 /Fenton reaksiyonu
CO; NO; [4Fe-4S]*

Sekil 2. 10. Siiperoksit anyonunun reaksiyonlar1 ve doniistimleri [87].

Serbest radikallerin asir1 iiretimi, bir dizi biyomolekiilde oksidatif stres hasarini
ortaya cikarabilir ve bundan dolay1 ndrodejeneratif bozukluklardan kardiyovaskiiler

hastaliklara ve metabolik bozukluklara kadar cesitli patolojilere potansiyel olarak
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etkisi vardir. Siiperoksit dismutaz gibi endojen antioksidan enzimlerin, oksidatif

stresin azaltilmasinda 6nemli rolii bulunmaktadir [88].

Sitozolik SOD1, mitokondriyal SOD2 ve hiicre dist SOD3 gibi farkli hiicresel
bolmelerde dagilan ii¢ farkli SOD izoformu bulunmaktadir [89]. Cu/Zn siiperoksit
dismutaz (SODI), siiperoksit par¢alanmasini katalize eden bir 6n saf antioksidan
enzim olarak bilinir ve ¢ogu 6karyotik yasam bi¢imi i¢in dnemi bulunur. Mitokondri
tarafindan aerobik solunumun evrimi, hiicresel siiperoksit iiretimini artirir ve bu da
SOD1'e olan bagimliligin artmasina yol acar. Siiperoksit dismutaz 2 (SOD?2), serbest
radikallere karst en Onemli antioksidan savunma sistemlerinden biri olarak
bilinmektedir. SOD2, insan kromozomu 6q25 {izerinde yer alan niikleer SOD2 geni
tarafindan kodlanmaktadir. Hiicre dis1 siiperoksit dismutaz (EcSOD, SOD3), heparin
baglama alan1 araciligtyla hiicre yiizeyine ve hiicre dis1 matrise benzersiz baglanma
kapasitesi ile sliperoksit anyonunun (O,") tek hiicre dis1 temizleyicisi olarak bilinir

[90-92].

Farelerde SOD takviyesinin, lipit peroksidasyonunu azaltarak ve hipokampiiste
norojenezi koruyarak stres kaynakli hiicrelerde biligsel diisiisii onledigi goriilmiistiir

[93].
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

3.1.1. Deney Hayvanlarimnin Temin ve Bakim

Calisma igin, Karabiik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK)’ten 10.02.2022 tarihli 2022/2/3 karar numarasi ile etik onay1r alindi.
Siganlarin bakimi ve deneysel prosediirler Karabiik Universitesi Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi (DETUM)’da gergeklestirildi. Siganlar seffaf
plastik konvensiyonel kafeslerde 5’er adet tutularak arastirma merkezinin sahip
oldugu deney hayvani bakim sartlarinda (21£2°C, %50 + 5 nem) 12 saat aydinlik, 12
saat karanlik dongiiye sahip ortamda barindirilarak standart pellet sigan yemi ve
cesme suyu ad libitum verildi. Calismada 8 haftalik, ortalama 250-300 g
agirliklarinda, 40 adet erkek Wistar albino cinsi siganlar kullanildi. Bu g¢alisma
Karabiik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) koordinatérliigii tarafindan

KBUBAP-22-YL-076 proje numarasi ile yiiksek lisans tez projesi olarak desteklendi.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Calisma siiresince kullanilan kimyasal malzemeler ve kitler Cizelge 3.1°de gosterildi.
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Cizelge 3. 1. Kullanilan kimyasal maddeler ve kitler.

Kimyasal Madde / Kit Katalog No Tedarikgi / Uretici
. Glentham Life Sciences
Streptozocin GA1956 o
Limited, UK
Glentham Life Sciences
Linalool GP6851
Limited, UK
Katalaz Test Kiti 707002 Cayman Chemical, USA
Stiperoksit Dismutaz Test Kiti | 706002 Cayman Chemical, USA
Glutatyon Test Kiti 703002 Cayman Chemical, USA
Tiyobarbitiirik Asit Reaktif .
10009055 Cayman Chemical, USA

Maddeler (TBARS) Test kiti

Sitrik Asit Anhidrus

TK.170491.01002

Tekkim Kimya San. ve
Tic. Ltd. $ti., TR

Sodyum Sitrat dihidrat

TK.920091.01002

Tekkim Kimya San. ve
Tic. Ltd. Sti., TR

D(+)-Glukoz Monohidrat

927.013.1000

Isolab Laborgerdte GmbH,

Germany

Tekkim Kimya San. ve
Di - Potasyum Hidrojen Fosfat | TK.930147.01002 ‘ _

Tic. Ltd. Sti., TR

Tekkim Kimya San. ve
Potasyum Dihidrojen Fosfat TK.200990.01002

Tic. Ltd. Sti., TR

Tekkim Kimya San. ve

Potasyum Kloriir TK.150440.01002

Tic. Ltd. Sti., TR

Tekkim Kimya San. ve
Trietanolamin TK.800500.01001

Tic. Ltd. Sti., TR
Etilendiamintetraasetik asit £0884 Sigma-Aldrich Chemie
(EDTA) GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie
Sodyum kloriir S9888

GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie
Potasyum kloriir P3911

GmbH, Germany
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal maddeler ve kitler.(devam ediyor)

Sigma-Aldrich Chemie
Sodyum fosfat dibazik S9763
GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie

Potasyum fosfat monobazik P0662
GmbH, Germany

Sigma-Aldrich Chemie

meta-Fosforik asit 239275

GmbH, Germany

3.1.3. Cihazlar

Caligsma siiresince kullanilan cihazlar Cizelge 3.2°de gosterildi.

Cizelge 3. 2. Kullanilan laboratuvar arag ve geregleri.

Hassas Analitik Terazi RADWAG, AS 220.R2 PLUS
Vorteks karistirici, ZX3 Advanced
_ VELP Scientifica Srl

Vortex Mixer
Masaiistii Sogutmali Santrifiij, NF Niive Sanayi Malzemeleri imalat ve
1200R Ticaret A.S.
Mikroplate okuyucu, Multiskan GO Thermo Fisher Scientific Corporation
pH metre, HI 2211 Hanna Instruments, Inc.
Mikropipetler (10-100 pl, 100 — 1000

Eppendorf
ul)
Homojenizator, T25 digital ULTRA-

IKA®-Werke GmbH & Co. KG
TURRAX

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Streptozotocin ile Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Bu arastirmada, deneysel diyabet olusturmak i¢in si¢anlara tek bir doz streptozotocin
(STZ) (65 mg/kg, 1.p.) enjekte edildi [94]. Tiim sicanlar hassas bir sekilde tartilarak

rastgele kontrol ve deney gruplarina ayrildi. Her grup ic¢in sican sayisinin esit
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olmasia dikkat edildi. Deneyin 1. giiniinde, tiim si¢anlar STZ enjeksiyonundan 6- 8
saat once ac¢ birakildi. Ancak normal sekilde su alimma izin verildi. Bir
mikrosantrifiij tiipline 32,5 mg STZ tartild1 ve tiip aliiminyum folyo ile kapatilip her
sigan i¢in bir tliip kullanildi. Ardindan sitrat tamponu hazirlandi. Enjeksiyondan
hemen o6nce, STZ 50 mM sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) icinde 32,5 mg/ml nihai
konsantrasyon olacak sekilde ¢oziindiiriildii. STZ soliisyonu her enjeksiyon i¢in taze
olarak hazirland1 ve ¢oziildiikten sonra 5 dakika i¢inde enjekte edildi [95]. Siganlar
kafeslerine geri konuldu ve normal yiyecek ve %5 glukoz iceren su verildi. Deneyin
2. giinde, %5 glukozlu su normal suyla degistirildi. STZ uygulanmasindan 48 saat
sonra kuyruk veninden alinan kanda glukometre cihazi (Accu-Chek Active, Roche
Diagnostics) ile kan glukoz diizeyi dl¢iildii ve glukoz seviyesi 200 miligram/desilitre

(mg/dl)’yi gecen si¢anlar, diyabetik olarak kabul edildi.

3.2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

I.  Saghkh Kontrol Grubu (KONTROL) (n=10): 10 adet sigandan olusan bu
gruba deneyin ilk giinii STZ enjeksiyonu yerine ayn1 oranda serum fizyolojik
enjekte edildi ve 3. giinden itibaren 21 giin boyunca her giin 0,5 ml intragastrik
(oral gavaj yoluyla) serum fizyolojik (SF, %0,9) verildi.

II. Diyabet Grubu (DM) (n=10): 10 adet sicandan olusan bu gruba STZ 65
mg/kg IP olacak sekilde 50 mM sitrat tamponunda (pH:4,5) ¢dziindiiriilerek tek
doz olarak ilk giin periton i¢ine (IP) uygulandi. Hayvanlara STZ’den sonraki 3.
giinden itibaren 21 giin boyunca her giin 0,5 ml intragastrik SF verildi.

I1l. Tedavi Grubu (DM+LIN) (n=10): DM grubunda oldugu gibi diyabetik hale
getirilen 10 adet sicana STZ’den sonraki 3. giinden itibaren linalool 21 giin
boyunca her giin 100 mg/kg intragastrik verildi [96].

IV. Linalool 100 mg Grubu (LIN) (n=10): 10 adet sigandan olusan bu gruba
deneyin ilk giinii tek doz IP SF ve 3. giinden itibaren 21 giin boyunca her giin
linalool 100 mg/kg intragastrik verildi [96].
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3.2.3. Deney Hayvanlarindan Numune Alinmasi

Kontrol, DM, DM+LIN ve LIN grubundaki sicanlara IP yoldan ketamin (80 mg/kg,
Ketasol, Richter Pharma) ve ksilazin (10 mg/kg, Ksilazol, Provet) enjekte edilip
anestezi saglandiktan sonra, gruplardaki her bir sican ayr1 ayri disseke edildi.
Akabinde sicanlarin kalbinden kardiyak puncture yontemi ile antikoagiilansiz tiiplere
terminal kan alimi yapilarak Otenazi islemi tamamlandi. Sonrasinda karaciger
dokular1 alindi. Cikarilan karaciger hemen serum fizyolojikle yikanmis ve -80°C’ de
analiz yapilincaya kadar muhafaza edilmistir. Kan 6rnekleri 30 dakika oda 1sisinda
pihtilasmast saglandiktan sonra 2000 xg’de 15 dakika +4°C’de santrifiijlendi. Serum
kismu ayrildiktan sonra -80°C’ de saklandi. Ayrica deneysel islemler devam ederken
her hafta toplamda 4 kez kuyruk venlerinden alinan kan orneklerinde kan glukoz

tayini ve ayn sekilde toplamda 4 kez haftalik agirlik kontrolii yapilda.

3.2.4. Kanda ve Dokuda Oksidan ve Antioksidan Parametrelerin Analizi

3.2.4.1. Katalaz (CAT) Tayini

Cayman Katalaz Test Kiti, kolorimetrik bir yontem kullanarak enzim aktivitesini
Olemek icin CAT'in peroksidatik fonksiyonunu kullanir. Metanol ile reaksiyona giren
enzim, optimum H,O, konsantrasyonu varliginda formaldehit {iretir. Formaldehit
purpald  (4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol) ile kromojenik  bir
reaksiyona girerek, aldehitlerle ¢ift halkali bir heterosiklik bilesik olusturur ve bu
bilesik okside oldugunda mor renge doniisiir. Sonuglar, 540 nm dalga boyunda

Olciilen kolorimetrik verilerle elde edilir.

Reaktifler, standartlar ve numuneler kit iceriginde belirtilen protokole uygun olarak
hazirlandi. Doku homojenizasyonu, gram doku basina 5-10 ml soguk tampon
(6rnegin, 50 mM potasyum fosfat, pH 7.0, 1 mM EDTA iceren) kullanarak buz
tizerinde gerceklestirildi. 4°C'de 10.000 x g'de 15 dakika boyunca santrifiij yapildi.
Analiz i¢in siipernatant alindi ve buz {lzerinde saklanarak oOl¢im islemleri

gergeklestirildi.
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Deneyin Gerceklestirilmesi
Standartlarin Hazirlanmasi
Formaldehit Standartlarinin Hazirlanmasi- 4,25 mM formaldehit stok ¢ozeltisi elde
etmek i¢cin 10 pl katalaz formaldehit standardi 9,99 ml dilue 6rnek tamponu ile
seyreltildi. Yedi cam test tiipii A-G olarak isaretlendi. Her tiipe Cizelge 3.3’te

aciklanan miktarda formaldehit stogu ve seyreltilmis 6rnek tamponu eklendi.

Cizelge 3. 3. Formaldehit stok ve 6rnek tamponu miktarlari.

Tiip Formaldehit (u1) Ornek Tamponu | Son Konsantrasyon

(ul) (LM Formaldehit)
A 0 1 0
B 10 990 )
C 30 970 15
D 60 940 30
E 90 910 45
F 120 880 60
G 150 850 75

Testin Gerceklestirilmesi
1. Formaldehit Standart Kuyucuklari- Plaka iizerindeki belirlenmis kuyucuklara
kuyu bagina 100 pl seyreltilmis test tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl standart (A-
G tiipleri) pipetlendi.
2. Numune Kuyucuklari- Yerleri belirlenmis kuyucuklara 100 pl seyreltilmis test
tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl numune eklendi.
3. Kullanilan tiim kuyucuklara 20 pl seyreltilmis hidrojen peroksit ekleyerek
reaksiyonlar1 baglatildi.
4. Plaka plaka kapagiyla kapatildi ve oda sicakliginda 20 dakika boyunca
calkalayicida inkiibe edildi.
5. Reaksiyonu sonlandirmak icin her bir kuyucuga 30 pl potasyum hidroksit ve
ardindan her bir kuyucuga 30 ul katalaz purpald (Kromojen) eklendi.
6. Plaka plaka kapagiyla kapatildi ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca
calkalayicida inkiibe edildi.
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7. Her bir kuyucuga 10 pl katalaz potasyum periyodat eklendi ve oda
sicakliginda calkalayici lizerinde bes dakika inkiibe edildi.
8. Bir plaka okuyucu kullanarak 540 nm'de absorbans1 okundu.

Hazirlanan standartlardan elde edilen standart grafigi tizerinden numunelerin CAT

degerleri okunduktan sonra Cayman Chemicals tarafindan hazirlanan Microsoft

Excel tablosuna islendi ve nmol/dk/ml birim cinsinden hesaplandi.

Katalaz Standart Grafigi
0,8

0,6

Absorbans (540 nm)
o
N

0,2

0,0
0 20 40 60 80
Formaldehit (uM)

y =0,0052x + 0,1665
R?*=0,9977

Sekil 3. 1. Deneyde ¢izilen CAT standart grafigi.
3.2.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini
Cayman'in Siiperoksit Dismutaz Test Kiti, siiperoksit radikallerinin tespiti i¢in bir
tetrazolyum tuzu kullanarak ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan iiretilen bu

radikallerin aktivitesini Olcer. Enzim aktivitesi, dakikada absorbans degisimiyle

Olctilen siiperoksit radikalinin %50'sinin parcalanmasi i¢in gerekli olan enzim miktari
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olarak ifade edilir ve 25°C ve pH 8.0'da belirlenir. SOD testi, tiim SOD tiirlerinin
(Cu/Zn, Mn ve FeSOD) aktivitesini olger.

Reaktifler, standartlar ve numuneler kit igeriginde belirtilen protokole uygun olarak
hazirlandi. Karaciger dokular kit protokoliine gére, gram doku bagina 1 mM EDTA,
210 mM mannitol ve 70 mM siikroz igeren 5-10 ml soguk 20 mM HEPES tamponu,
pH 7,2 i¢inde homojenize edildi. 4°C'de bes dakika boyunca 1.500 x g'de

santrifiijleme isleminden sonra siipernatant alinarak buz tizerinde ¢alisildi.

Deneyin Gerceklestirilmesi

Standart Hazirlama

SOD stok ¢ozeltisini elde etmek i¢cin 20 pl SOD standardi 1,98 ml 6rnek tamponu
(seyreltilmis) ile seyreltildi. Yedi adet cam test tiipii A-G olarak isaretlendi. Her tiipe
Cizelge 3.4’de aciklandigr gibi SOD stok ve oOrnek tampon (seyreltik) miktari
eklendi.

Cizelge 3. 4. SOD stok ve 6rnek tamponu miktarlart.

Tiip SOD Stok Ornek Tamponu  [Final SOD Aktivitesi
(ml) (U/ml)
A 0 1,000 0
B 20 980 0.005
C 40 960 0.010
D 80 920 0.020
E 120 880 0.030
F 160 840 0.040
G 200 800 0.050

Testin Gergceklestirilmesi
1. SOD Standart Kuyucuklari- Plaka iizerinde belirlenmis kuyucuklara kuyucuk
basma 200 pl seyreltilmis radikal dedektorii ve 10 pl standart (A-G tiipleri)
pipetlendi.
2. Numune Kuyucuklari- kuyucuklara 200 pl seyreltilmis radikal dedektorii ve

10 pl numune pipetlendi.
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3. Kullanilan tiim kuyucuklara 20 pl seyreltilmis ksantin oksidaz ekleyerek
reaksiyonlar1 baslatildi.
4. Karnstirmak i¢in 96 kuyucuklu plaka birkag saniye dikkatlice sallandi.
5. Plakay1 oda sicakliginda 30 dakika boyunca calkalayicida inkiibe edin. Bir
plaka okuyucu kullanarak 440-460 nm'de absorbansi okundu.
Hazirlanan standartlardan elde edilen standart grafigi lizerinden numunelerin SOD
degerleri okunduktan sonra Cayman Chemicals tarafindan hazirlanan Microsoft

Excel tablosuna islendi ve degerler U/ml birimi cinsinden hesaplandi.

SOD Standart Grafigi

Linearize Hiz
w

0.00 0.02 0.04 0.06
Aktivite (U/mL)

y = 84,391x +1,0278
RZ= 0,999

Sekil 3. 2. Deneyde ¢izilen SOD standart grafigi.

3.2.4.3. Glutatyon (GSH) Tayini

Cayman'm GSH Testi, GSH miktarmin belirlenmesi igin glutatyon rediiktaz
kullanilarak dikkatle optimize edilmis bir enzimatik dongiisel yontem kullanir.
GSH'nin siilfhidril grubu DTNB (5,5'-dithio-bis2-(nitrobenzoik asit), Ellman reaktifi)

ile reaksiyona girer ve sar1 renkli 5-thio-2-nitrobenzoik asit (TNB) iiretir. Es zamanh
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olarak iiretilen kanisik disiilfir, GSTNB (GSH ve TNB arasinda), GSH'yi geri
doniistirmek ve daha fazla TNB iiretmek i¢in glutatyon rediiktaz tarafindan
indirgenir. TNB {iretim hiz1 bu geri doniisiim reaksiyonu ile dogru orantilidir ve bu
da numunedeki GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir. TNB'nin 405-414 nm'deki
absorbansinin 6l¢iilmesi, numunedeki GSH'min dogru bir sekilde hesaplanmasini

saglar.

Reaktifler, standartlar ve numuneler kit igeriginde belirtilen protokole uygun olarak
hazirlandi. Karaciger dokular1 kit protokoliine gore, gram doku bagina 5-10 ml soguk
tamponda (yani 50 mM MES veya fosfat, pH 6-7, 1 mM EDTA i¢eren) homojenize
edildi. 4°C'de 15 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiijlendi ve siipernatant buz
tizerinde bekletilerek ¢alisma yapildi.

GSH 6l¢timii i¢in kullanilan hemen hemen tiim biyolojik numuneler, eritrosit lizati,
doku homojenatlar1 vb. gibi biiyiikk miktarlarda protein icerir. Analizde proteinler
tizerindeki partikiiller ve siilthidril gruplarindan kaynaklanan girisimleri dnlemek
icin numuneden miimkiin oldugunca fazla proteini uzaklastirmak gerekir. Bunun i¢in
kit tarafindan 6nerilen deproteinizasyon islemi asagidaki sekilde yapilmistir:

1. MPA Reaktifi: 5 g metafosforik asit 50 ml suda ¢oziildi. MPA ¢d6zeltisi
25°C'de dort saat boyunca stabildir.

2. Numuneye esit hacimde MPA reaktifi eklendi ve vorteksleyerek karigtirildi.
Karisim oda sicakliginda bes dakika bekletildi ve 2.000 xg'de en az iki dakika
santrifiijlendi. Cokeltiyi bozmadan siipernatant1 dikkatlice toplandi.

3. TEAM Reaktifi: 531 pl trietanolamin 469 pl su ile karistirarak su icinde 4 M
trietanolamin ¢ozeltisi hazirlandi. TEAM ¢ozeltisi 25°C'de dort saat boyunca
stabildir.

4. Siipernatantin her ml'si i¢in 50 pl TEAM reaktifi eklendi ve hemen
vortekslendi. Numune toplam GSH (yani hem oksitlenmis hem de

indirgenmis) tahlili i¢in hazir hale getirildi.

Deneyin Gergeklestirilmesi

Standart Hazirlama
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Sekiz test tiipli A-H olarak isaretlendi. GSSG standardi ve MES tamponu Cizelge
3.5’te agiklandig sekilde tiiplere pipetlendi.

Cizelge 3. 5. GSSG standardi ve MES tamponu miktarlari.

Son Esdegeri
GSSG MES Tamponu
Tiip Konsantrasyon | Toplam GSH
Standardi (ul) (ul)

(uM GSSG) (uM)
A 0 500 0 0
B 5 495 0.25 0.5
C 10 490 0.5 1.0
D 20 480 1.0 2.0
E 40 460 2.0 4.0
F 80 420 4.0 8.0
G 120 380 6.0 12.0
H 160 340 8.0 16.0

Testin Gerceklestirilmesi

1. Plaka iizerinde belirtilen kuyucuklara her kuyucuk i¢in 50 pl standart (A-H
tiipleri) eklendi.

2. Ornek kuyucuklarinim her birine 50 pl rnek eklendi.

3. Plaka verilen plaka kapagi ile kapatildi.

4. Plaka kapagmi kaldirildi ve ¢ok kanalli bir pipet kullanarak standartlar1 ve
numuneleri igeren kuyucuklarin her birine 150 pl taze hazirlanmig test
kokteyli eklendi. Plaka kapagi tekrar kapatildi. Plaka karanlikta orbital bir
calkalayicida inkiibe edildi.

5. Numunelerin GSH konsantrasyonu End Point yontemi ile belirlendi.

6. End Point yontemine gore 25 dakika sonra plaka 405-414 nm'de okundu.

7. Her bir standart ve numune i¢in 25 dakikalik 6l¢limden absorbans hesaplandi.

Hazirlanan standartlardan elde edilen standart grafigi lizerinden numunelerin GSH
degerleri okunduktan sonra Cayman Chemicals tarafindan hazirlanan Microsoft

Excel tablosuna islendi ve degerler uM birimi cinsinden hesaplandi.
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GSH Standart Grafigi
2,0

15

1,0

Absorbans (405 nm)

0,5

0,0
0 3 6 9 12 15 18

Konsantrasyon (uM)

y =0,0787x +0,3126
R*=10,9991

Sekil 3. 3. Deneyde c¢izilen GSH konsantrasyonuna (uM) kars1 standart absorbans
grafigi.

3.2.4.4. Malondialdehit (MDA) — TBARS Tayini

Cayman TBARS Test Kiti, lipid peroksidasyonunu plazma, serum, idrar, doku
homojenatlar1 ve hiicre lizatlar1 gibi Orneklerde basit, tekrarlanabilir ve
standartlastirilmis bir yontemle oOlgebilir. Bu yontemde, MDA ve TBA, ylksek
sicaklik (90-100°C) ve asidik kosullar altinda birleserek MDA-TBA kompleksi

olusturur ve bu kompleks, 530-540 nm'de kolorimetrik olarak olgiiliir.

Reaktifler, standartlar ve numuneler kit iceriginde belirtilen protokole uygun olarak
hazirlandi. Karaciger doku ornekleri, yaklasik 25 mg doku 1,5 ml'lik bir santrifiij
tiipiinde tartildi. Uzerine 250 pl RIPA tamponu eklendi. Dokular buz iizerinde
homojenize edildi. Tiipler 4°C'de 10 dakika boyunca 1.600 x g'de santrifiijlendi.

Analiz i¢in siipernatanti kullanildi. Siipernatant buz iizerinde saklandi.

Deneyin Gerceklestirilmesi

Kolorimetrik Standart Hazirlanmasi
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125 uM'lik bir stok ¢ozeltisi elde etmek i¢cin 250 pul MDA standardr 750 pl su ile

seyreltildi Sekiz cam test tiipli A-H’ye kadar etiketlendi. Her tiipe Cizelge 3.6’da

aciklandigr gibi 125 uM MDA stok ¢ozeltisi ve su eklendi.

Cizelge 3. 6. MDA stok ¢ozeltisi ve su miktarlari.

MDA
Tip MDA (ul) Su (ul) Konsantrasyonu
(M)
A 0 1,000 0
B 5 995 0.625
C 10 990 1.25
D 20 980 2.5
E 40 960 5
F 80 920 10
G 200 800 25
H 400 600 50

Testin Gerceklestirilmesi

1.
2.

10.
11.

Tiip kapaklari standart ve numune tanimlama numarasi ile etiketlendi.

Uygun sekilde etiketlenmis 5 ml'lik tiiplere 100 pl numune veya standart
eklendi

Tiiplere 100 ul SDS ¢ozeltisi ekleyin ve karigtirmak i¢in dondiiriin.

Her bir tiipiin yan yliziinden asag1 dogru 4 ml renk reaktifi kuvvetlice eklendi.
Tiipler kapatildi ve kaynatma sirasinda tiipleri dik tutmak i¢in kopiik veya
bagka bir tutucuya yerlestirildi.

Tiipler kaynayan suya koyuldu ve bir saat kaynatildi.

Bir saat sonra tiipler hemen c¢ikarildi ve reaksiyonu durdurmak i¢in buz
banyosuna yerlestirildi. Buz iizerinde 10 dakika inkiibe edildi.

10 dakika sonra tiipler 4°C'de 1.600 x g'de 10 dakika santrifiijlendi.

Her bir tlipten saydam plakaya 150 pl pipetlendi.

530-540 nm'de absorbans okundu.

Numune degerleri standart grafigi iizerinden Skanlt™ Software for Microplate

Readers (Thermo Fisher Scientific) programinda degerlendirildi.
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TBARS Standart Grafigi
0.08

0.06

0.04

Absorbans (532 nm)

0.02

0.00

MDA (M)

y =0,0012x - 0,0002
R* =0,9996

Sekil 3. 4. Deneyde ¢izilen MDA konsantrasyonuna (uM) kars1 standart absorbans
grafigi.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel analizlerinde, GraphPad 7 istatistik yazilimi kullanildi.
Oncelikle gruplarda yer alan nicel verilerin normal dagilima uygunlugunu
degerlendirmek i¢in Shapiro—Wilk normalite testi yapildi. Normal dagilim gosteren
gruplardaki Olgtilebilir degiskenlerin analizinde parametrik testlerden Tek — yonli
varyans analizi (One — Way ANOVA) uygulandi. Varyans analizinde gruplar
arasindaki farklar Tukey testine gore belirlendi. Sonuglar ortalama (+ SD) olarak

verildi. p<0,05 istatistiki olarak anlamli ifade edildi.
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BOLUM 4
BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Kan Glukozu Ol¢iim Bulgular
Tiim gruplarda haftada bir, deney siiresince toplamda 4 kez kuyruk venlerinden

alian kanda seker dlgtimii yapildi. Bu 6l¢lim verilerine gore linalool uygulanan ve

uygulanmayan gruplardaki sicanlarin kan sekeri degerleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de

gosterildi.
800- B KONTROL
B DM
~ l L] LIN
9
@)]
£
~ 4001
g
0
200+
) BIEITTE
T T | 11 Y2 | 11 V2 I | B {1 YA
Olgiimler

Sekil 4. 1. Linalooliin kan sekeri {izerindeki etkileri.
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Kontrol ile LIN gruplar1 ve DM+LIN ile DM gruplart arasinda tiim o6l¢im
zamanlarinda kan sekeri diizeylerinde istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunamadi
(p> 0,05). I, II., II., ve IV. dlgimlerde KONTROL ile DM, KONTROL ile
DM+LIN, DM ile LIN ve DM+LIN ile LIN gruplarinin kan sekeri degerleri arasinda
cok ileri diizeyde anlamli istatistiki fark bulundu (p <0,001).

Cizelge 4. 1. Siganlarin kan glukoz diizeyleri (ortalama + SD, mg/dl)

KONTROL DM DM-+LIN LIN
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

I 113,40 £ 15,67 | 413,20 £46,94 | 465,20 + 95,20 98,60 + 7,71

I 97,56 + 9,96 528,50 81,37 | 547,50 + 76,77 102,80 + 15,75

Il | 10489+588 | 564,70 +40,72 | 572,10+ 56,26 106,10 = 11,50

Vo 03442652 | 56620£3947 | 579,00 + 39,64 98,70 + 9,73

4.1.2. Canh Agirhik Bulgular:

Tim gruplardaki hayvanlarin 1. Agirlik olglimleri arasinda istatistiki olarak anlamli
bir fark bulunamadi (p>0,05). II. Agirlik 6l¢iimlerinde KONTROL ile DM (p=
0,0142) ve DM ile LIN (p= 0,0215) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli fark
tespit edildi. I1I. Ol¢iim degerlerinde KONTROL ile DM (p= 0,0132), KONTROL ile
DM+LIN (p=0,0330) ve DM ile LIN (p=0,0201) gruplar1 arasinda istatistiki olarak
anlaml fark tespit edildi. IV. Ol¢iim degerlerinde ise KONTROL ile DM (p <0,0001)
gruplar1 arasinda ¢ok ileri diizeyde, DM ile DM+LIN (p= 0,0072) gruplar arasinda
ileri diizeyde ve DM ile LIN (p=0,0007) gruplar arasinda ¢ok ileri diizeyde
istatistikiolarak anlamli fark tespit edildi. Gruplardaki canli agirlik degisimleri

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4. 2. Gruplardaki siganlarin deney siiresince canli agirlik 6l¢iim degerleri.

Cizelge 4. 2. Siganlarin agirlik diizeyleri (ortalama + SD, gram)

KONTROL DM DM+LIN LIN

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
| | 28122+1043 | 244303646 | 284,40+34,49 | 298,00+3547
Il | 28867+12,05 | 24210+37,90 | 278,20+3038 | 288,20+25,57
| 296,44+1138 | 2386043720 | 2685042544 | 293502743
V| 282,22+1348 | 222,80+26,88 | 3024443032 | 299,90432,76

4.1.3. Oksidatif Stres Belirteclerinin Bulgular

4.1.3.1. Serum ve Karaciger Katalaz (CAT) Bulgular:

Antioksidan durumun gostergesi olarak degerlendirilen serum CAT aktivitesi i¢in

gruplar arasi yapilan istatistiksel analiz grafigi Sekil 4.3’te gosterildi.
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KONTROL ile DM, KONTROL ile DM+LIN, KONTROL ile LIN ve DM+LIN ile
LIN gruplart arasinda serum CAT aktivitesinde anlamli bir fark bulunamadi
(p>0,05). DM ile DM+LIN gruplar arasinda istatistiki olarak ileri diizeyde anlamli
(p=0,0069) ve DM ile LIN gruplarn arasinda ise istatistiki olarak anlamli fark
bulundu (p=0,0263).

Serum Katalaz Aktivitesi
(nmol/min/ml)

80 p=0.0263

‘ p = 0.0069

60

KONTROL DM DM+LIN LIN

Sekil 4. 3. Serum CAT degerleri.

Karaciger doku CAT aktivitesi degerleri Sekil 4.4’te gosterildi.

KONTROL ile DM, KONTROL ile DM+LIN, KONTROL ile LIN ve DM+LIN ile
LIN gruplar arasinda doku CAT aktivitesinde anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).
DM ile DM+LIN gruplar1 arasinda istatistiki olarak ileri diizeyde anlamli (p=0,0093)
ve DM ile LIN gruplar arasinda ise istatistiki olarak ¢ok ileri diizeyde anlamli fark

bulundu (p=0,0001).
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80

Karaciger Katalaz Aktivitesi
(nmol/min/ml)

p = 0.0001

KONTROL DM

p =0.0093

T

DM+LIN LIN

Sekil 4. 4. Karaciger dokusu CAT degerleri.

Serum ve karaciger dokusu CAT aktivitesi degerleri Cizelge 4.3’te verildi.

Cizelge 4. 3. CAT serum ve karaciger dokusu degerleri (Ortalama = SD).

Serum Karaciger
Gruplar n _ ) p
(nmol/min/ml) (nmol/min/ml)
KONTROL 10 | 37,05+7,67 51,96 £ 8,18
DM 10 | 27,81 £6,53%* 43,97 +£3,76%" % p<0,01:DM — DM+LIN
+ p<0,05: DM - LIN
DM+LIN 10 | 49,86 + 12,88* 54,44 £ 5,43* m p<0,001: DM — LIN
LIN 10 | 46,04 +21,62% 58,69 + 8,45"




4.1.3.2. Serum ve Karaciger Siiperoksit Dismutaz (SOD) Bulgulari

Stiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimii SOD'un
etkisiyle gerceklesir [97]. Siiperoksit dismutaz (SOD), ROS ve siiperoksit anyon

radikallerine kars1 en 6nemli antioksidan savunma sistemidir [98].

Calisma sonucunda serum SOD degerleri Sekil 4.5°te verildi.

Serum SOD Aktivitesi
(U/ml)

p=0.017

\
8- p =0.027

p =0.001 ‘

KONTROL DM DM+LIN LIN

Sekil 4. 5. Serum SOD degerleri.

KONTROL ile DM, KONTROL ile LIN ve DM+LIN ile LIN gruplar1 arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05). KONTROL ile DM+LIN
(p=0,027) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli ve DM ile LIN (p=0,017)
gruplar1 arasinda istatistiki olarak ileri diizeyde anlamli, DM ile DM+LIN (p=0,001)

gruplar1 arasinda ise istatistiki olarak cok ileri diizeyde anlamli bir fark bulundu.

Calisma sonucunda karaciger dokusu SOD degerleri Sekil 4.6’da verildi.
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Karaciger Doku SOD Aktivitesi
(U/ml)

KONTROL DM DM+LIN LIN

Sekil 4. 6. Karaciger dokusu SOD degerleri.

Karaciger dokusu SOD degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda herhangi bir

istatistiki olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).

Serum ve karaciger dokusu SOD degerleri Cizelge 4.4’te verildi.

Cizelge 4. 4. SOD serum ve karaciger dokusu degerleri (Ortalama + SD).

Serum Karaciger
Gruplar n p
(U/ml) (U/ml)
KONTROL | 10 |5,56+0,42Y 2,25+0,34
DM 10 [534+041%% |2,17+0,18 ¥ p<0,05: KONTROL — DM+LIN
% p <0,0L: DM — DM+LIN
DM+LIN 10 6,15 i0,57v’* 2,12+0,45 # p<0,05: DM — LIN
LIN 10 |5,94+0,25* 2,16 £0,29
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4.1.3.3. Serum ve Karaciger Glutatyon (GSH) Bulgulari

Calismada elde edilen serum GSH degerleri Sekil 4.7°de gosterildi.

Serum GSH Konsantrasyonu

(MM)
64
p=0.013
. -
24
0,
KONTROL DM DM+LIN LIN

Sekil 4. 7. Serum GSH degerleri.

KONTROL ile DM, KONTROL ile DM+LIN, KONTROL ile LIN, DM ile
DM+LIN ve DM+LIN ile LIN gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
tespit edilemedi (p>0,05). Sadece DM ile LIN gruplar1 arasinda istatistiki olarak
anlaml diizeyde fark tespit edildi (p=0,013).

Calismada elde edilen karaciger doku GSH degerleri Sekil 4.8’de gosterildi.

Karaciger dokusu GSH degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda herhangi bir
istatistiki olarak anlamli fark tespit edilemedi (p>0,05).
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Karaciger GSH Konsantrasyonu

(MM)

KONTROL DM

DM+LIN LIN

Sekil 4. 8. Karaciger dokusu GSH degerleri.

Serum ve karaciger dokusu GSH degerleri Cizelge 4.5°te gosterildi.

Cizelge 4. 5. GSH serum ve karaciger dokusu degerleri (Ortalama + SD).

Serum Karaciger
Gruplar n p
(uM) (uM)
KONTROL 10 3,17+£0,56 44,32 + 5,37
DM 10 2,99 +0,68* 42,95 £ 4,56 % p <0,05: DM — LIN
DM+LIN 10 3,31 +£0,86 41,08 + 6,02
LIN 10 4,17 £1,04* 43,93 + 5,88

4.1.3.4. Serum ve Karaciger Malondialdehit (MDA) Bulgular:

Calismada elde edilen serum MDA degerleri Sekil 4.9°da gosterildi.
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Serum TBARS Konsantrasyonu

(MM)
p < 0.0001
80- |
p < 0.0001
p < 0.0001 ‘ p < 0.0001
T
KONTROL DM DM+LIN LIN

Sekil 4. 9. Serum MDA degerleri.

KONTROL ile DM, KONTROL ile DM+LIN, DM ile LIN ve DM+LIN ile LIN
gruplar1 arasinda istatistiki olarak cok ileri diizeyde anlamli fark tespit edildi
(p<0,001). KONTROL ile LIN ve DM ile DM+LIN gruplar1 arasinda ise istatistiki
olarak anlamli fark tespit edilemedi (p>0,05).

Calismada elde edilen karaciger dokusu MDA degerleri Sekil 4.10’da gdsterildi.
KONTROL ile DM (p= 0,0328), DM ile DM+LIN (p= 0,0174) ve DM ile LIN (p=
0,0228) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli fark tespit edildi. KONTROL ile
DM+LIN, KONTROL ile LIN ve DM+LIN ile LIN gruplar1 arasinda istatistiki
olarak anlamli fark tespit edilemedi (p>0,05).
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Karaciger TBARS Konsantrasyonu
(UM)

40+ p=0.0228

p=0.0328 ‘ p =0.0174

KONTROL DM DM+LIN LIN

Sekil 4. 10. Karaciger dokusu MDA degerleri.

Serum ve karaciger dokusu MDA degerleri Cizelge 4.6’da gosterildi.

Cizelge 4. 6. MDA serum ve karaciger dokusu degerleri (Ortalama + SD).

Serum Karaciger
Gruplar n p

(uM) (uM)

KONTROL | 10 | 22,40 +6,29%* ¢ 23,78 +2,45% | %P <0001 KONTROL - DM
4 p<0,001: KONTROL —

DM 10 | 55,35+6,80% Y | 28,85+4,167™ % | pm+LIN

V¥ p<0,001: DM —LIN

DM+LIN 10 | 53,46+2,93%" 23,33 +3,26" ® D <0,001: DM+LIN - LIN

+ p <0,05: KONTROL - DM
LIN 10 | 26,24 +4,897'" 23,66+ 4,817 % p < 0,05: DM — DM+LIN
4 p<0,05: DM - LIN
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4.2. TARTISMA

Calismada, deneysel diyabet olusturulan sicanlarin karaciger ve serumlarinda
bozulan oksidan-antioksidan durumu, daha 6nce bir¢ok bitkinin i¢eriginde bulunarak
etkileri incelenen linalooliin, spesifik olarak uygulandiginda antioksidan olarak

koruyucu ve tedavi edici etkisinin arastirilmasi ve raporlanmasi amaglandi.

Streptozotocin (STZ), pankreas B-hiicre tahribatina yol agan bir antibiyotiktir [99].
Streptozotocin, B hiicresine bir glukoz tasiyict (GLUT2) yoluyla girer ve DNA'nin
alkilasyonuna yol acar [100]. DNA hasarinin kendi basina streptozotocin (STZ)
tarafindan kaynaklanmadigi, streptozotocin kaynakli anormal glisemik seviyeler ve
komplikasyonlar: ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [101]. DNA hasarinin tamiri
sirasinda gorevli olan poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) hiicre i¢indeki nikotinamid
adenin diniikleotidi (NAD) kullanarak NAD depolarin1 bosaltir ve ATP igerigini
azalmasina neden olur [102]. Streptozotocin uygulamasindan sonra artan ATP
fosforilasyonu, ksantin oksidaz i¢in bir substrat saglayarak siiperoksit radikallerinin
olusumuna yol agar. Bu etkiler sonucu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerinin

de iiretimi olur [100].

Arastirmada, Streptomyces achromogenes tiiriinden elde edilen ve bir antibiyotik
olan streptozotocin tek bir doz halinde intraperitoneal olarak 65 mg/kg dozunda
uygulandi. Calismada, STZ ile diyabet olusturulmus siganlarda deneyin 3.giinlinden
son gliniine kadar hiperglisemi tablosu belirgin bir sekilde goriildii. Calismada, tiim
gruplardaki si¢anlarin 1. giin ve STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra kan sekerleri ve
agirhiklart  olgiildii. Kuyruk veninden alinan kanda glukoz seviyesi 200
miligram/desilitre (mg/dl)’yi gegen si¢anlar, diyabetik olarak kabul edildi.

Calismada STZ uygulamasimin diyabetojenik etki gosterdigi, STZ uygulamas: ile
oksidan ve antioksidan parametrelerin ¢aligilmasi icin siganlarda basarili bir diyabet
modeli olusturuldugu goriildii. Diyabetik sicanlar, deney boyunca linalool ile tedavi
edildi ve STZ grubu ile tedavi grubu kan glukoz seviyeleri kiyaslandi. Linalool

tedavisi yapildiginda kan glukoz seviyelerinde onemli bir degisiklik goriilmedi ve
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hipergliseminin kontroliinde etkinliginin olmadig1 tespit edildi. Sonu¢ olarak

linalooliin hiperglisemi {izerinde tedavi edici etkisinin olmadig1 gortildii.

Sepboy tarafindan yapilan ¢alismada 75 mg.kg” ve 150 mg.kg" linalool dozlarinin
diyabetik deneklerde hiperglisemi lizerinde anlamli bir degisiklik olusturmadig:

goriilmistiir ve sonuglart bizim ¢alismamizla uyumludur [103].

Diyabetik bireylerde yetersiz insiilin salinimi veya islevi, glukozun hiicrelere girisini
kisitlayarak viicuttaki enerji dengesini etkiler. Bu durumda, viicut enerji saglamak
icin yag ve kas proteinlerini oksitleyerek kullanmaya baslar ve kilo kayb1 meydana
gelebilir. Beklenmeyen veya istenmeyen kilo kaybi, tip 1 ve tip 2 diyabetin
yonetimindeki zorluklarin bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Calismada 21 giinliik
linalool takviyesinin sigan agirliklart tizerinde etkisi dl¢ilildi. Diyabetik si¢anlarda
ilerleyen zamanla birlikte kontrolsiiz hiperglisemiye paralel olarak viicut agiliklarinin
azaldigr goriildii. Linalool ile tedavi edilen diyabetik grup ve sadece diyabetik
sicanlarin IV. Olgiimleri karsilastirnildiginda sicanlarin kilo aldiklari tespit edildi.

Ancak kilo artis1 daha dnceki 6l¢iimlerde anlamli bulunamadi.

Yiiksek yagli diyetle beslenen C57BL/6J fareler ile yapilan bir ¢calismada diisiik
(0,57 mg/fare) ve yliksek doz oral linalool (120 mg/fare) uygulamasinin 6 hafta
boyunca viicut agirhigi ve gida alimimi degistirmedigini, plazma TG, toplam
kolesterol ve LDL seviyelerini onemli Ol¢iide azalttigini bildirmislerdir [104].
Calismada LIN +DM ve LIN gruplart kendi icerisinde degerlendirildiginde
sicanlarda kilo degisimi anlamli diizeyde bulunamadi. Bulgularimiz bu calisma ile

tutarlilik gostermektedir.

Baz1 arastirmalar, linalooliin stres ve anksiyete belirtilerini azaltabilecegini [105],
uyku kalitesini artirabilecegini [106] ve agriy1 azaltabilecegini [107] gostermistir. Bu
nedenle, stres ve anksiyete gibi faktorler, linalooliin kilo iizerindeki etkisini dolayli
olarak etkileyebilir. Bu durum orta-uzun dénemde linalooliin diyabetik sicanlarda
kilo alimimi tesvik etmis gibi goriinse de deney siiresi simirl tutuldugundan daha

uzun siireli etkisi degerlendirilememis ve kilo alim siirecine katkis1 arastirilmamastir.
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Diyabet gibi enerji metabolizmasini dogrudan etkileyen hastaliklarda siirece katkisi

detayli incelenmelidir.

Viicuttaki serbest radikallerin ve antioksidanlarin dengesizligi hiicre ve doku
hasaria neden olan reaktif oksijen tiirlerinin asir1 liretimine yol agar. Bundan dolayz,
antioksidan sistemler yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin seviyelerinin disiiriilmesi,
oksidatif stres kaynakli hasar1 azaltabilir [108]. Antioksidanlarin 6nemi, oksidatif
hasarin kanser, nérodejenerasyon, diyabet, vb. hastaliklarla iligskilendirilmesi {izerine
artmistir. Glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) oksidatif
strese kars1 koyar ve lipitleri, proteinleri, DNA'y1 korur [121].

Diyabetin, oksidatif stres tarafindan énemli 6l¢lide modiile edildigine dair kanitlarin
giderek arttigi goriilmektedir. Hidrojen peroksit ve siiperoksit anyon gibi reaktif
oksijen tiirleri, hemen hemen tiim hiicresel bilesenlerde kimyasal degisiklikler yapar
ve P hiicrelerinin adaciklar {izerinde zararh etkilere yol acgarak insiilin liretimini
etkiledigi bilinir. Hiperglisemik sartlar altinda, niikleer faktor-«f3 (NF-xf8) ve protein
kinaz C (PKC) gibi ¢esitli sinyal yollar1 da reaktif oksijen tiirleri tarafindan aktive
edilir ve insiilin direncine neden olur [115]. Nrf2 (niikleer NFE2 iligkili faktor-2),
oksidatif stresi kontrol ederek hiicresel antioksidan cevabin regiilasyonunda anahtar
bir transkripsiyon faktoriidiir. Oksidatif stresi etkisizlestiren major koruma
mekanizmas1 olan bu yolak memelilerde hiicresel redoks dengesi ve faz II
detoksifikasyon yanitlarinin diizenlenmesinden sorumludur [116,117]. Linalool
tedavisinin niikleer faktor-eritroid 2 ile iligkili faktor-2 (Nrf2) tarafindan diizenlenen
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu ve heme oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu
onemli Ol¢lide artirdigr ayn1 zamanda NF-kB sinyal iletimini ve aktivasyonunu da

inhibe ettigi birgok ¢aligmada ortaya koyulmustur [118-120].

Kisnis (Coriandrum sativum L.), Apiaceae (Umbellifera) familyasina ait ve
geleneksel olarak gida katki maddesi olarak kullanildigi bilinen, iceriginde ana
bilesen olarak linalool barindiran bir bitkidir [109,110]. Ramadan ve arkadaglarinin
yaptig1 calismada igeriginde linalool bulunan kisnis esansiyel yaginin, galvinoksil ve
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikallerine karsi onemli aktiviteleri

goriilmiis ayrica igeriginde lipid bulunan gidalarda oksidatif hasar1 Onleyerek
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antioksidan aktivitesi ortaya koyulmustur [111]. Harsha ve arkadaslari yaptigi
calismada kignigin (Coriandrum sativum L.) 1 mg/ml dozundaki hidro-alkol
ekstraktinin, lipid peroksidasyonunu dnleyici etkisi ve DNA hasarina kars1 koruyucu
etkisi belirtilerek oksidatif stresi azalttigi ve antioksidan aktivitesi ortaya

koyulmustur [112].

En onemli endojen antioksidan enzimlerden biri olan Katalaz (CAT), hidrojen
peroksitin toksik etkilerine karsi hiicrelerin korunmasinda 6nemli rol oynayan,
hidrojen peroksidi oksijen ve suya indirgeyen peroksizomal antioksidan enzim olarak
bilinir [124,125]. Calismada, 100 mg.kg" linalool dozu ile tedavi edilen diyabetik
grup ile tedavi edilmeyen diyabet grup kiyaslandiginda, linalooliin serumdaki ve
karaciger dokusundaki CAT diizeylerini artirdigi goriildii. Karaciger dokusunda,
diyabetik olmayan ve linalool ile tedavi edilen grupta ise linalooliin diyabetten

bagimsiz olarak CAT diizeylerini artirmakta daha basarili oldugu tespit edildi.

Cigremis ve arkadaslar1 diyabetli hastalarin eritrosit i¢i antioksidan diizeyleri lizerine
yaptig1 calismada, diyabetli hastalarda uzun siireli hiperglisemi durumunda glukozun
kullanilamamasi sonucu yavaglayan pentoz fosfat metabolik yolunun, daha az
NADPH iiretmesinden kaynakli GSH-Px enzim aktivitesinin diistiigii tespit edilmis
ve buna bagl olarak olusan hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirmak i¢in CAT
enziminin aktivitesini artirmak zorunda kaldig1 goriilmiistiir [126]. Calismada CAT

aktivitesi artisinin bu durumdan kaynaklanabilecegi diistiniildii.

Stiperoksit dismutaz (SOD), oksidatif stresin azaltilmasinda anahtar rol oynayan,
stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene (O;) dismutasyonunu
katalize eden antioksidan enzimdir [86,127]. Calismada serum SOD diizeylerinin,
100 mg.kg" linalool dozu ile tedavi edilen grubun tedavi edilmeyen diyabetli gruba
gore onemli diizeyde arttig1 goriildii. Karaciger doku diizeyinde ise gruplar arasinda

herhangi bir degisiklik olusmadig tespit edildi.

Samojlik ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada karbon tetrakloriir (CCly) hasarina karsi
kisnis (Coriandrum sativum L.) esansiyel yaginin hepatoprotektif etkileri incelenen

deneklerde, oral tiiketimi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
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(GSH) seviyelerinin arttigini ortaya koymustur [128]. Xu ve arkadaslarinin farelerde
D-Galaktoz ve alliminyum trikloriiriin neden oldugu etkilere kars1 yaptigi ¢calismada,
lavanta yag1 ve linalooliin baskilanmis niikleer faktor eritroid 2 ile iliskili faktor 2
(Nrf2) ve heme oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu artigi ve bdylece azalan
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesini 6nemli dlciide
korudugunu ve artan malondialdehit (MDA) igerigini ise dnemli Olgiide azalttig

ortaya koyulmustur [129].

GSH, hiicreleri serbest radikallere ve pro-oksidanlara karsi korumak i¢in dogrudan
bir antioksidan olarak hareket edebildigi gibi glutatyon peroksidazlar, glutatyon S-
transferazlar ve glioksalazlar gibi antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri i¢in bir
kofaktor olarak gorev alabilen, diger tiim antioksidanlarin korunmasina yardimci
olan dogal bir viicut antioksidanidir [122,123]. Calismada serum ve karaciger GSH
diizeylerinin gruplar arasinda dnemli bir degisim gostermedigi tespit edildi. Sadece
serumda, diyabet yapilan grup ile linalool verilen grup arasinda 6nemli bir fark
bulundu. Bu farkta linalooliin tek basina diyabetik siiregten bagimsiz olarak GSH
diizeylerini yikselttigi goriildii. Elde ettigimiz bu verilere gore deneyde
kullandigimiz tek doz linalooliin diyabetik siiregten etkilenen GSH diizeylerini
tyilestirmekte yeterli olmadig1 sonucuna varildi. Hastaliktan bagimsiz olarak saglikli
deneklerde GSH diizeylerini iyilestirmekte daha basarili oldugu goriildii. Linalooliin
primer metabolizma dokusunun karaciger olmasi ve ¢ok hizli metabolize edilmesi
gdz oniinde bulunduruldugunda karaciger GSH diizeylerinin 100 mg.kg" linalool
dozu ile ve 21 giinliik deney siiresi boyunca anlamli bir degisiklik gostermedigi tespit

edildi.

STZ uygulamas1 katalaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimlerin miktarini azaltirken, malondialdehit miktarim1 artirmaktadir.
Boylece oksidatif stresin artmasina yol agmaktadir [113]. Calismada Olgiilen
antioksidan parametrelerin serum ve doku diizeylerinin diyabetik gruplarda, kontrol
grubuna gore diisiis gosterdigi tespit edilse de istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunamadi. MDA diizeylerinde ise diyabetik grupta kontrol grubuna goére ciddi bir
artis gosterdigi goriildii.
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Lavanta yagimmn 100 mgkg' dozu ile farelerde yapilan deneyde MDA seviyesini
onemli Olclide azalttigi, SOD ve GPX aktivitelerini ise artirdigi ve hiicre ici ROS
birikimini azaltarak hiicreleri H,O, kaynakli sitotoksisiteden korudugu ifade

edilmistir [114].

Calismada artan MDA diizeylerinin, 100 mgkg" linalool dozu ile tedavi edilen
diyabetik deneklerde tedavi edilmeyen diyabet grubuna gore, serumda anlamli bir
iyilesme olmamakla beraber karaciger dokusunda anlamli olarak diistiigli goriildii.

3,7-dimetil-1,6-oktadien-3-ol'iin C-3"lindeki hidroksil tasiyan stereomerkez nedeniyle
(R)-(-)- ve (S)-(+)-linalool olmak iizere iki enantiyomer vardir. Mevcut kanitlar,
kimyasal, biyosentetik, elektrofizyolojik ve davranigsal olarak farkli olduklari i¢in bu
enantiyomerlerin ayr1 yapilar olarak ele alinmasini desteklemektedir [130]. Bununla
birlikte, tiyobarbitiirik asit reaktif tiirler analizinde, linalooliin bir pro-oksidan gibi
davrandigi ve linoleik asit iceren misel sisteminde, antioksidan aktivitesinin olmadig1
belirtilmistir. Linalool, atmosfer maruziyeti ile oto-oksidasyona yatkin, doymamis bir
alil pargasi iceren bir alkoldiir. Calismalarda 6zellikle (R)-(-)- linalooliin daha aktif
enantiyomer oldugu goriilmektedir [32]. Linalool ¢alismalarinda enantiyomer farkina
bagli olarak degisik sonuglar elde edilmesi olasidir. Bununla birlikte degisik patolojik
stireglerde siire ve doz calismalarinin yapilmasi da linalooliin etkinligini ortaya

koymada onemlidir.

Tek doz linalool kullanilmasi, siire ve linalooliin enantiyomer durumu, linalooliin
intragastrik uygulama yoluna bagli olarak metabolik stireci ile ilgili referans
arastirmalarin  sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde c¢alismanin bahsi gegen
durumlarla ilgili kisitliliklart oldugu goriilebilir. Enzimlerin 6l¢iimiinde karaciger
disinda farkli dokular hatta farkli kan hiicrelerini izole edilip serum — doku ekseninde
farkliliklarin kaynagin tespit etme de yararli olabilir. Karacigere 6zgii histolojik ve
biyokimyasal analizlerin yapilamamasi da bu c¢alismanin sonuglarini detayl olarak
degerlendirmeyi smirlandirmigtir. Sicanlarin hiperglisemik olarak kaldiklar: stire
boyunca kan glukoz degerlerinin insan ile karsilastirildiginda diyabetik ketoasidoz
tablosuna es degerlerde oldugu goriilmektedir. Bu tablo kan sekerinin hizli bir

sekilde regiile edilmesi gerektigini goOstermektedir. Deneyde linalool disinda
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sicanlara herhangi bir diyabetik tedavi uygulanmadigi i¢in kontrolsiiz diyabet

stirecinin de bu sonuglar {izerinde olumsuz etkileri kaginilmazdir.

Sonug olarak linalool tek basina diyabetik siiregte antioksidan etkinligi artirmada
doku ve serumda farkli metabolik yolaklar {izerinde etki gosterebilir. Ayn1 zamanda
diyabet gibi karmagsik hastaliklarda siire ve doza bagimli olarak oksidan —
antioksidan dengeyi korumada tek basina yeterli olamayacagi fakat fizyolojik normal
kosullarda bu dengeyi saglamada daha basarili oldugu goriildii. Bu durum linalooliin

tedavi edici 6zelliginden daha ¢ok protektif etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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