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Z!EYTiN YAPRAGI EKSTRAKTININ iN§AN HEPATOS}ELfJLER KARSINOMA
HUCRELERINDE TiROZIN KiNAZ, INSULIN RESEPTOR-1, GLUT4 VE GLUT2
PROTEIN EKSPRESYON SEVIYELERI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Zeytin agaci diinyadaki en dayanikli agaglardandir. Yaprag: asirlardir yeryiiziinde
halk tarafindan cesitli hastaliklarin tedavilerinde kullanilmaktadir. Zeytin yapraginin
icerdigi, antioksidan Ozelliklere sahip olan yiiz kadar farkli kimyasal madde
giniimiizde cesitli kanser tiplerine sahip olan hastalarda ve Tip Il diyabet
hastalarinda medikal tedaviye destek amagh kullanilmaktadir. Diyabetli bireylerde
hipergliseminin  karsinogenezde rol oynayan molekiiller, antiapoptotik
mekanizmalar, hiicresel migrasyon ve invazivlik araciligiyla kanser biyolojisine
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Insiilin direnci sonucu ortaya ¢ikan
inflamatuvar sitokinler hepatosteatoza yol acarak hepatoseliiler karsinomlara zemin
hazirlamaktadir. Tip II Diyabet, toplumun giderek yaslanmasina ve sagliksiz
beslenme tarzina bagli olarak hizla artan, tedavi edilmediginde morbidite,
mortalitenin yiikselmesine neden olan yaygin kronik bir hastaliktir. Giiniimiizde
tedavisi i¢in kimyasal kokenli ilaglarin yaninda bitkisel iriinler de kullanilmaktadir.
Diyabetin bitkisel tedavisinde yaygin olarak kullanilan zeytin yapraginin 6nemli
etken maddesi olan ‘oleuropeinin’ diyabetli bireylerde sik¢a goriilen kalp yetmezligi,
damar tikaniklig1 gibi komplikasyonlar1 6nledigi; ayrica zeytin yapraginda bulunan
fenolik bilesiklerin damar i¢i plak olusumunu engelledigi ve bireylerde kan glukoz
seviyesinde anlamli disiis sagladig1 gesitli ¢aligmalarla gosterilmistir. Ancak etki
mekanizmalar ile ilgili yeterince bilgi mevcut degildir.

Bu proje ile amacimiz zeytin yapragi ekstresinin in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda
insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicreleri {izerinde insiilin reseptér protein
(Irs-1), tirozin kinaz reseptorlerinin, GLUT-4 ve GLUT-2 transport proteinlerinin
ekspresyonlari iizerine etkilerini aragtirmaktir.

Bu amacla, zeytin yapragr %70 metanol, / %30 su karisimi ile ekstrakte edildi ve
liyofilizatorde liyofilize edildikten sonra %0.1 dimetilsiifoksit (DMSO) ile ¢oziilerek,
total fenol ve flavonoid igerikleri fotometrik yontem ile belirlendi. Oleuropein
konsantrasyonlar1t HPLC (yiiksek performansli sivi kromatografisi) metoduyla analiz
edildi. Analiz sonug¢larindan sonra farkli konsantrasyonlarda diliie edilen zeytin
yapragi ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 Hiicre Kkiiltlirii ortaminda Hepg2
hiicreleriyle muamele edilip 24 saat inkiibe edildi. Ardindan sitotoksisite testi
luminometrik ATP seviyesi tayini ile, reaktif oksijen tiirleri (ROS) florometrik
yontem ile analiz edildi. Elde edilen hiicre lizatlarindan IRS-1, Tirozin kinaz,
GLUT-4 ve GLUT-2 protein ekspresyon seviyeleri Western Blot teknigi ile analiz
edildi. Istatistiksel analizle de deney ve kontrol hiicre gruplarinin degerlendirilmesi
yapild.
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Zeytin yapragi ekstraktinin diisiik konsantrasyonlarda (10pg/ml’ye kadar) proliferatif
etki gosterdigi, 10 pg/ml’nin iizerinde doza bagimli olarak sitotoksik etkinin arttigi,
ayni sekilde 10 pug/ml’ye kadar ROS seviyelerinin diistiigli, 10 pg/ml {izerinde doza
bagiml arttig1, ROS ile hiicre canlilif1 arasinda negatif giiclii iliskinin oldugu tespit
edildi. Protein ekspresyon analizi sonucunda zeytin yapragi ekstresinin glukozun
hiicre igine girigini saglayan reseptorlerin ve transport proteinlerin ekspresyonunu
artirdigl, maksimum artisin 10 ug/ml dozunda gergeklestigi goriildii.

Sonugcta, geleneksel olarak kullanilan zeytin yapragi ekstresinin, hiicre ig¢ine glukoz
girisini saglayan reseptorler ve transport proteinlerin ekspresyonunu artirdigi,
dolayisiyla Tip II Diyabet’in tedavisinde kullanilabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Tip 2 Diyabet, zeytin yapragi, insan karaciger kanser hiicresi,
GLUT-2, GLUT4, tirozin kinaz, IRS-1
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RESEARCH OF THE IMPACT WHICH OLiVE LEAF EXTRACT CAUSES IN HUMAN
HEPATOCELULAR CARSINOMA CELLS THAT INVOLVES TYROSINE KiNASE,
INSULIN RECEPTOR-1, GLUT4 AND GLUT2 PROTEIN EXPRESSION LEVELS

SUMMARY

Olive tree is one of the most durable tree on earth. The leaf of olive tree have been
used by folks in the treatment of various diseases. The reason why olive leaf is
commonly used as a supplement in the recovery process of Type Il Diabetes and
various cancers is because it involves hundreds of antioxidant chemicals.
Hyperglycemia in individuals with Diabetes is considered to be beneficial for cancer
biology thanks to the molecules in carcinogenes, antiapoptothic mechanisms, cell
migration and invasion. Inflammatuar cytokines, which formed due to insulin
resistance, leads to hepatosteatosis which may cause hepatocelular carcinom after.

Type 11 Diabetes is a widespread chronic disease that leads morbidity and mortality
to rise when the population is getting untreated, increasing rapidly due to the age of
the population and the unhealthy diet. Today, both chemical and herbal products are
widely used for treatment. 'Oleuropeinin’, an important ingredient of olive leaf,
prevents complications such as heart failure, vascular occlusion, which are common
in diabetic individuals; also phenolic compounds existing in the olive leaf block the
formation of intravenous plaque and result in a significant decrease in blood glucose
levels of individuals. However, there is insufficient information on the mechanisms
of action.

The aim of this project is to investigate the effects of olive leaf extract on the
expression of insulin receptor protein (Irs-1), tyrosine kinase, GLUT-4 and GLUT-2
receptor proteins on human hepatocellular carcinoma (HepGz2) cells on in vitro cell
culture medium.

For this purpose, olive leaf was extracted with 70% methanol / 30% water mixture
and lyophilized in lyophilizer and then dissolved with 0.1% dimethylsulfoxide
(DMSO), total phenol and flavonoid contents were determined by photometric
method. Oleuropein concentrations were analyzed by HPLC (viability test). After the
analysis results, different concentrations of the olive leaf extract diluted and they
were treated in HepG2 cell culture medium and incubated for 24 hours. The
cytotoxicity test was then analyzed by luminometric ATP level assay and reactive
oxygen species (ROS) were analyzed by fluorometric assay. Within the obtained cell
lysates; IRS-1, tyrosine kinase, GLUT-4 and GLUT-2 protein expression levels were
analyzed by Western Blot technique. Statistical analysis also assessed the
experimental and control cell groups.

It was determined that the olive leaf extract has a proliferative effect at low
concentrations (up to 10 mg / ml) and it has an increase in cytotoxicity proportionally
with dose (after 20mg/ml). Also, ROS levels were decreased until 20mg/ml and then
proportionally increases proportionally (after 10 mg/ml) with dose. There was a
strong negative correlation between ROS and cell viability. Protein expression
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analysis revealed that olive leaf extract promoted the expression of glucose receptors
and transport proteins, with a maximum increase of 10 pg / ml.

As a result, it has been concluded that the conventionally used olive leaf extract can
be used in the treatment of diabetes mellitus. It also increases the expression of
receptors and transport proteins that provide glucose entry into the cell.

Key Words: Type 2 diabetes, olive leaf, human hepatocellular carsinoma, GLUT-2,
GLUT-4, tyrosine kinase, IRS-1
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1. GIRIS VE AMAC

Zeytin, diinyanin ¢esitli bolgelerinde yaygin olarak bulunan uzun omiirlii bir agagtir.
Zeytin yapragl yiiz yillardir kullanilan geleneksel tedaviye katki saglayan bitkiler
arasinda bulunmaktadir. Akdeniz diyetinin 6nemli bir bileseni olan zeytinyagi gibi
geleneksel tedavi segenekleri arasinda yer alan zeytin yapraginin da, sahip oldugu
Ozellikler nedeniyle modern tipta glinlimiiziin 6nemli saglik problemlerinden olan
cesitli kanserler ve diyabet gibi bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi
diisiiniilmektedir. Zeytin yapraklarindan elde edilen oleuropeinin oksidatif stres,
enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar iizerine etkileri oleuropeinin hiperglisemi
ve oksidatif stresi inhibe etme potansiyeli oldugu ve oksidatif stresle iligkili
komplikasyolarin 6nlenmesinde faydali olabilecegi gosterilmistir  [1]. Zeytin
yapraginin serbest radikalleri ndtralize etme yeteneginin iyi bilinmesi, Ozellikle
reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin insan viicudunda olusturdugu hasari1 azaltan
fenolik antioksidan bilesiklere sahip olmasi, yaslanma belirtilerini ve hiicre
degradasyonunu azaltarak birgok dejeneratif hastaligi dnleyebilmesi onu geleneksel
tedavide tercih edilen bitkiler arasinda bulundurmaktadir. Oksidatif hasarin, kalp
damar hastaliklari, kanser, diyabet ve diger kronik hastaliklarin riskinde bir artis ile
iliskili oldugu bilinmektedir [2]. Diabetes Mellitus (DM), gelismis toplumlarda
siklikla en sik rastlanilan endokrinolojik hastaliktir. Giiniimiizde, bir¢ok gelismis ve
gelismekte olan iilkede, epidemik hastalik olarak kabul edilmekte ve ¢ogu gelismis
tilkenin, ilk bes 6liim nedeni arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. DM, genetik
ve immiin yapimin neden oldugu bir seri patalojik olaylar sonucu, pankreas beta
hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun, mutlak veya goreceli azli§1 ya da etki
gosterememesi sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara
yol agan, hemen hemen tiim sistemlerde komplikasyonlara neden olan, kronik,
hiperglisemik, metabolik bir hastaliktir [3,4]. Diyabetik hastalarda serbest oksijen
radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun énemli derecede arttig1 ve oksidatif stresin;
diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bilinmektedir [5]. Biyolojik
sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri esnasinda

gorildiigli gibi, organizmada bazi1 yabancit maddelerin (ksenobiyotikler) metabolize
1



edilmesi sirasinda ve organizmanin radyasyon gibi dis etkenlere maruz
birakilmasiyla da meydana gelebilir. Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi
organizmada koruyucu mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi1 serbest
radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest radikallerin zararl etkilerini 6nler.
Bunu antioksidanlar aracilifiyla yapmaktadir. Diinya lizerinde farkli bitki tiirleri
tizerinde bu bitkilerin terapdtik etkinlikleriyle ilgili bircok arastirma yapilmaktadir.
Giines 15181 ve oksijenin neden oldugu oksidatif stresi kontrol etmek amaciyla
bitkilerin antioksidan o6zellikleriyle ilgili cesitli calismalar yapilmaktadir ve yeni

antioksidan kaynaklari aranmaktadir [6,7].

DM’nin goriilme sikliginin ve tedavi masraflarinin fazla olmasi, bunun yani sira
kesin tedavi yoOnteminin heniiz gelistirilememis olmasi onu giindemde olan bir
arastirma konusu yapmaktadir. Bu sebeple bu hastaligin tedavisi icin birgok
arastirma yapilmakta ve yeni tedavi yontemleri aranmaktadir. Bazi arastiricilar
yiiksek antioksidan igerikli bitkilerin ekstrelerini diyabet hastaliginda denemisler ve
oksidatif stresi baskilamaya ¢aligmislardir. Zeytin yapraginin da bu baglamda (Olea
europaea L.) geleneksel antidiyabetik ve antihipertansif bitkisel bir ilag oldugu ileri
stiriilmektedir. Zeytin yapraginin gii¢lii antioksidan etkiye sahip oldugu hayvan
deneyleriyle de gosterilmistir [8]. Bugiline kadar yapilan c¢aligmalarda zeytin
yapraginin 6nemli bir etken maddesi olan ‘oleuropeinin’ diyabetli bireylerde sikca
goriilen kalp yetmezligi, damar tikanikligi gibi komplikasyonlar1 onledigi; ayrica
zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin damar i¢i plak olusumunu engelledigi
ve bireylerde kan glukoz seviyesinde anlamli diisiis sagladigi gosterilmistir. Ancak

etki mekanizmalarina dair yeterince bilgi mevcut degildir [8].

Projemiz kapsaminda elde edilecek zeytin yaprag: ekstrelerini Hepg2 hiicreleri ile
muamele ederek, glukoz metabolizmasimi etkileyen ve ozellikle glukozun hiicre
igerisine girisini kontrol eden reseptdr ve transport proteinler {izerine arastirmalar

yapilmistir.

Bu caligsma; kontrol ve deney grubu insan hepatoseliiler karsinoma hiicrelerine cesitli
dozlarda verilen zeytin yapragi ekstresinin, terapotik etkinlikleri konusunu ve ayn
zamanda  glukozun hiicre i¢ine girisini saglayan reseptorlerin ve transport
proteinlerin molekiiler mekanizmalarini anlamamiz1 saglayacak ve giliniimiizde

tedavi seceneklerine dair cesitli yaklagimlar olan Tip II Diyabetli hastalar i¢in, zeytin
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yapragi ekstresinin, hiicre i¢ine glukoz girisini saglayan reseptorleri ve transport
proteinleri ayn1 zamanda bunlarin protein ekspresyonunu ne derece etkiledigi
hakkinda bilgi verecek, medikal tedaviye destegini de kanitlayarak gelecekte
molekiiler diizeyde yapilacak calismalara 1sik tutacaktir. Bu calisma ile uzun
donemde diyabetli hastalarin digaridan insiilin alma oranlar1 azaltilmalar1 konusunda
yardimct olacagi diisiiniilmektedir. Belirlenecek olan uygun dozda zeytin yapragi
ekstreleri sayesinde diyabetli hastalarinin medikal tedavilerinin yerine ge¢mesi
ongoriilmektedir. Uzun donemde disaridan ithal edilen anti diyabetik ilaglara
bagimli olan tlilkemizde, geleneksel tipta kullanilan zeytin yapraginin kullaniminin
modern tibbin aragtirma yontemleri ile arastirilmasi optimizasyonunun saglanmasi ile
diyabet hastalarinda  antidiyabetik olarak kullanilmasi yolu ila¢ tiiketiminin

azaltilmasi, hedeflenen somut yararlar arasindadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Diabetes Mellitus Tarihcesi

Diabetes Mellitus (DM), gegmisten giiniimiize bilinen bir hastaliktir. DM ile ilgili en
eski kayitlar, M.O. 1500 yillarinda Misir’da yazilnmis Ebers papiriisiinde yer almustir.
Bu papirtiste sik idrara ¢ikmayla seyreden bir durum bulunur. “Diabetes” kelimesini,
ilk kez Kapadokya’da M.S. 2. yiizyilda Areteus kullanmustir. Areteus, diyabeti, idrar
miktarinda artig, asir1 susama ve kilo kaybinin olan bir hastalik olarak tanimlamastir.
1625 yilinda Thomas Willis bu hastalarin idrarlarinin tathi oldugunu belirtmek igin
“mellitus” seklinde eklemistir. Hindistan’da Ayurveda’da diyabetli hastalarin
idarmin  tatli oldugunu bu yiizden bocek, sinek ve karincalarin, bazi insanlarin
idrarmi yaptig1 yerlere toplandigini belirtmistir. 1776 yilinda Matthew Dobson
idrarin tath olmasinin diyabet hastalarinin kanlarindaki ya da idrarlarindaki seker
miktarinin artis1 yiiziinden olustugunu kanitlamistir [9]. Diyabet hastalarinin idrarinin
tatli oldugu 17. yiizyilda ingiliz bir doktor olan Thomas Willis tarafindan yeniden
kesfedilmistir [10]. Gegmisten giinlimiize kadar sekerin karacigerde glikojen olarak
depo edilmesinden, insiilin elde edilmesi, alfa ve beta polipeptid zincirlerinden
olusup 51 aminoasit iceren yapida olmasi ve 3 boyutlu yapisinin ortaya konmasina

dair birgok yol kat edilmistir [10].

Hastaligin etiyopatogenezi ile ilgili pek ¢ok bilgi ise 1900’1l yillarda edinilmistir.
Gilintimiizde immiinolojik ve genetik ¢aligmalar siirdiiriilmektedir. Yaygin goriilen
bir endokrin ve metabolik hastalik olan DM, bat1 toplumlarinda 6nde gelen 6liim

nedenlerindendir [3].

2.2 Diabetes Mellitusun Tanimi

DM, hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmalarinin
bozuklugu ile seyreden, kronik bir hastaliktir. Hastaligin ilerledigi siralarda
mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve noropatik komplikasyonlar gelisebilmektedir.

Pankreas insiilin salgilanmasinin yetersizligi, insiilin eksikligi veya insiilin



molekiiliindeki yapisal bozukluklar sonucunda olusan bu hastalik, etiyolojisi, genetik

ve klinik tablosu ile karmasik 6zellikte olan bir sendromdur [3,4]

2.3 Diabetes Mellitusun Tipleri

Diyabet olusmadan onceki asamada kisinin kan glikoz degerleri normalin iizerinde
goriiliip kan glikoz diizeyleri tan1 koymak icin yeteri kadar yiliksek olmadigi
durumlarda prediyabettir. American Diabetes Association (ADA) tarafindan diabetes

mellitus 4 tip olarak siniflandirtlmistir [11].

Tip 1 Diyabet: Pankreas tarafindan viicutta insiilin hormonunun iiretiminin yetersiz

ya da hi¢ olmamasi sonucunda gelisen diyabet tipidir. Immiinolojiktir.

Tip 2 Diyabet: Insiilin yetersizligi ile iliskili ve insiilin direnci sonucu gelisen diyabet
tipidir.

Gestasyonel Diyabet: Gebelik sirasinda gelisen diyabet tipidir. Gebelik sonrasi
gestasyonel diyabet olan kadinlarin %5-10"unda Tip 2 diyabet gelisir.

Diger Tipler: Beta hiicre ya da insiilin fonksiyonunda genetik bozukluklar, pankreas
hastaliklari, endokrin hastaliklar, enfeksiyonlar, ilaclar ve diger kimyasal maddelerin

neden oldugu diyabet tipleridir.

2.3.1 Tip | Diyabet

Insiiline bagiml, -Insulin Dependent Diyabetes Mellitus (IDDM) - diyabet olarak
tanimlanabilir. Bu tip diyabet total veya kismi insiilin eksikligi olarak tanimlanir.
Polidipsi, poliiiri, zayiflama ve ketoasidoz gibi semptomlar1 gosterir. Hiperglisemi ve
ketoasidoz olusumunu engellemek amaciyla insiilin tedavisine gereksinim
gostermektedir. Bu tipte pankreasin insiilin salgilayan B-hiicrelerinin viriis kaynakli
enfeksiyonlar veya otoimmiinitedeki degisimlerden dolayr tahrip oldugu

gosterilmistir [12].

Diabetes mellituslu bireylerin yaklasik % 10-15°1 Tip I diyabetiktirler. Semptomlar
(6rnegin; poliiiri, polidipsi ve hizli kilo kaybi1) genellikle akut olarak ortaya cikar.
Diyabetik bireylerde pankreas adacik beta hiicreleri kayb1 goriildiigii i¢in insiilin
yetersizligi mevcut oldugundan yasamlarinm siirdiirebilmek ve ketozu dnlemek icin
insiiline bagimlidirlar. Genellikle bu hastalik ¢ocukluk ve geng eriskinlikte en

fazladir. Yaklasik olarak % 75’inde hastalik 30 yasindan once baslar [13].
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2.3.2 Tip 1l Diyabet

Bu tip diyabet daha ¢ok yetigskinlerde goriilmektedir bu sebeple, ergin tipi diyabet,
sekonder (ikincil) diyabet, insiiline bagimli olmayan diyabet denir. Genellikle orta
yasin lzerindeki yaglarda goriilmeye baslamis olsa da son donemlerde geng

eriskinlerde ve ¢ocukluk ¢aginda da goriilmeye baglamistir [14].

Tip II diyabetli bireylerde 2 grup altinda tanimlanabilir. Birincisi; insiilinin periferik
dokular1 etkileme yetenegindeki azalmadir. Bu azalma insiilin direnci olarak
isimlendirilir ve bazi arastirmacilar tarafindan primer patolojik olay olarak
diistiniilmektedir. Digeri beta hiicre disfonksiyonudur. Bu, insiilin direncini
dengelemek i¢in yeterli insililin iliretmede pankreasin yetersizligidir. Bdylece
hastalikta once insiilinin goreceli yetersizligi olusur ve sonra mutlak insiilin eksikligi
gelisir. Insiilin direnci ve insiilin sekresyonundaki temel molekiiler bozukluklar

cevresel ve genetik faktorlerin kombinasyonundan kaynaklanmaktadirlar [13].

Bu tip diyabette beta hiicrelerinde insiilin olusumu, salinimi, depo edilmesi ve beta
hiicrelerinin sayis1 normaldir. Kandaki insiilin diizeyi azalmis, normal ya da yiiksek
olabilir. Asil bozukluk, insiilinin etkiledigi hedef hiicrelerde insiilin reseptor sayisinin
azlig1 ya da hiicre icinde postreseptdr diizeyde insiilin etkinliginin azalmasi ve
instiline kars1 direng gelismesinden kaynaklanmaktadir. Bunun sonucu olarak glukoz
hiicrelere yeterince giremez ve hiicrelerde glukoz kullanilamadigindan bu tiir diyabet
gelisir. Az miktarda salgilanan insiilin, kan glukozunu normal diizeyde tutmasa da
yaglar1 depo edecek diizeydedir. Bu nedenle genellikle kilo artis1 vardir. Agir bir
enfeksiyon ya da hastalik durumunda hastalar komaya girebilir [15,16].

2.4 Diabetes Mellitus Belirtileri

— Poliiiri

— Polifaji

— Polidipsi

— Yorgunluk

— Kuru ve kasitili cilt

— Bulanik goérme

— Sik sik enfeksiyon gelismesi

— Ellerde ve ayaklarda uyusma [17,18,19]



2.5 Insiilin Yapisi

Insiilin, viicuttaki biitiin dokular etkileyen glukoz, amino asitler, lipidler gibi besin
maddelerinin hiicre i¢inde tutulup depolanmasini saglayan ve hemeostazina katkida
bulunan antikatabolik bir hormondur. Insiilin, pankreas langerhans adaciklarinda
bulunan hiicrelerde iiretilir ve ada igerisinde yaklasik olarak %70 oraninda bulunur.
Insiilin A ve B polipeptid zincirinden olusmus 51 amino asit igeren bir yapiya
sahiptir. A7, B7, A20 polipeptid zincirlerini B19 zincirine baglayan, iki disiilfit
kopriisii ile birlesmistir. Ugiincii bir zincir igi disiilfit kopriisii ile de A zincirinde 6.
Ve 11. Amino asitleri birlestirir. A ve B zincirinde sirast ile 21 ve 30 amino asit yer
almaktadir. Insan insiilin geni, 11. Kromozomun kisa olaninda yerlesmistir. Molekiil
agirhgr 5808 daltondur. Domuz insiilini insan insiilininden, B zincirinin C
terminalinde threonin yerine alanin gecmesiyle farkli iken, sigir insiilini 3. amino
asidin pozisyonuyla farkhidir [20,21]. Proinsiilin zincir yapisi Sekil 2.1°de
gosterilmektedir [22].

Sekil 2.1 : Proinsiilin zincir yapist.
2.5.1 Insiilin reseptorii ve etki mekanizmasi

Insiilinin ¢izgili kas, miyokard, karaciger ve yag hiicrelerinde kendine dzgii spesifik
reseptorleri vardir. Insiilin reseptdrii hiicre membraninda bulunur. Aminoasit
transport sistemiyle veya glukoz transport sistemiyle baglidir. Bu reseptor uyarildig
zaman glukoz, aminoasitler hiicre icine girer. Insiilin reseptdrii, iki alfa ve iki beta alt
{initesinden olusur. iki alfa alt {initesi membranimn dis yiiziine bakar, hormonu tanima
bolgesidir. Iki beta alt iinitesi ise membrana gomiilmiis sekildedir, tirozin protein

kinaz aktivitesine sahiptir. Insiilin dis yiizdeki alfa iinitelerine baglanir, internalize



edilir, kinaz aktivitesi uyarilir. Kinaz aktivitesi, reseptdr proteinini ve hiicre i¢i diger
proteinleri fosforile ederek aktivitelerini degistirir ve boylece biyolojik cevaplari

olusturur [23].

Insiilin reseptdriiniin fosforilasyon substratlar1 olarak cesitli intraseliiler proteinler
tanimlanmustir. Uzerinde en ¢ok calisiimis olan insiilin reseptor substrat: 1 veya IRS-
1'dir. Fosforilasyon sonucu IRS-1 aktive edildiginde bir¢ok olay tetiklenir ve diger
enzimlerin de aktivasyonu sonucu insiilinin etkileri olusturulur [24]. IRS-1 aktif hale
gecince, fosfoinozitol-1,3-kinaz'1 aktiflestirir. Bunu sonucunda GLUT-4 glukoz
tagiyicisi transloke olur ve glukoz hiicre i¢ine alimir Boylece GLUT-4’ler hiicre
icindeyken translokasyon sonucu membrana yerlesirler. Tirozin kinaz aktivitesi ile
baska pek cok protein/enzim de aktive edilir. Cekirdekteki transkripsiyon olaylar

tetiklenir. Insiilin reseptdr etki mekanizmasi Sekil 2.2°de gosterilmistir [25,26].
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Sekil 2.2 : Insiilinin glukoz metabolizmasina etkisi.

2.5.2 insiilinin karbonhidrat metabolizmasi iizerine etkileri

Insiilinin en iyi bilinen etkisi plazma glukoz konsantrasyonunu azaltmaktir. Insiilin
glukozun cizgili kaslar, miyokard ve yag dokusu hiicreleri i¢ine girigini arttirir.
Hiicrelere glukoz girisi kolaylastirilmis difiizyon olayr ile (GLUT-4 tasiyicisi
kullanilarak) olur. Insiilin translokasyon yaptig1 gibi, tastyici molekiillerin sayisinda
da artmaya neden olur. GLUT-1 ve GLUT-2 nin de insilinle uyarildigini

bilinmektedir. Glukozun hiicre i¢ine alinmasindan sonra bir takim mekanizmalarda



kullanilmasii saglar. Hiicre igine giren glukoz, hekzokinaz enzimi tarafindan
fosfatlanir. Olusan glukoz-6-fosfat hiicre membranindan gecemedigi i¢in disar
¢ikamaz. Insiilin bu maddenin glikoliz yolag: {izerinden laktik asite kadar yikilmasini
hizlandirir. Ayrica glukoz-6-fosfataz enzimini inhibe ederek bu maddenin glukoza
donilisimiinii inhibe eder. Ayrica bu maddenin gliseraldehit-3-fosfat (gliserol
fosfat)'a donilistimiinii stimiile eder. Bu madde lipit metabolizmas1 agisindan énemli.
Bu maddenin (glukoz-6-fosfat'in) glukuronik asit yolaginda 6nce uridindifosfoglukoz
(UDPG)'a doniistiiriilmesini ve daha sonra glikojen sentaz enzimini indiikleyerek
(sentezini, miktarini arttirarak) glikojen olusumunu stimiile eder. Glikojenez olayini
artirir. Insiilin glikojen yikilmasi olayr (glikojenoliz)'n1 inhibe eder (amag glikozu
glikojen deposu seklinde tutmak). Insiilinin karbonhidrat metabolizmasi iizerine

etkileri Sekil 2.3°te gosterilmistir [27].
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Sekil 2.3 : Insiilinin karbonhidrat metabolizmas: iizerine etkisi.

Bu olay katekolaminler, glukagon, glukokortikoidler ve biiylime hormonu tarafindan
aktive edilir. Insiilin bu hormonlarm bu etkisini inhibe eder Insiilin glukoneogenezi,
yani aminoasitlerden glukoz yapimi olaymi azaltir. Biitiin bu etkiler kan glikozunu

azaltic1 etkiye katkida bulunur [28].



2.6 Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Diyabetli hastalarin %90-97’sini Tip 2 diyabetli hastalar olugturmaktadir. Gelismekte
olan iilkelerde diyabet prevelansinin hizla artacagi diistiniilmektedir. World Health
Organization (WHO) verilerine gore diyabetik hasta sayis1 Hindistan’da giiniimiizde
19 milyon iken 2025 yilinda 57 milyona, Cin’de 16 milyondan 38 milyona ¢ikacagi
tahmin edilmektedir. Pakistan, Endonezya ve Meksika’da bu anlamda 6nemli
artiglarin goriilecegi iilkelerdendir. Bu artis dogrultusunda DM diinyanin en 6nemli
halk saglig1 sorunlarindan biri haline gelmistir [29]. 2003 Ulusal Hastalik Yiikii ve
Maliyet Etkililik (UHY-ME) Calismas1 Hane Halk1 Arastirmasinda diyabet insidansi
toplamda yiizbinde 3820, erkeklerde 3210.2 ve kadinlarda 4280.1 olarak
bulunmustur. Tirkiye’de ulusal diizeyde 6liime neden olan ilk 10 hastaligin yilizde
dagilim1 incelendiginde diyabet %2.2 ile 8. sirada yer almaktadir. Diyabet tiim yas
gruplarinda %1.9 ile ulusal diizeyde sakatliga uyarlanmis yasam yillarina neden olan

12. hastaliktir [29].

DM’nin prevalans ve insidansi, cografi bolge, iwrk ve yasa gore farkliliklar
gostermektedir. Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Calisma Grubu (TURDEP) 2002
yilinda iilkemizde Tip 2 DM prevalansint %7,2; Glukoz Tolerans Bozuklugu (GTB)
prevalansini ise %6,7 olarak agiklamistir [30]. TURDEP II calisma sonuglarina gore
Tiirk erigkin toplumunda diyabet sikliginin %13.7°ye ulastigi goriiliip 12 yilda
diyabet siklig1 %90 artmustir [31]. Diinya Saglhik Orgiitii verilerine gore; 2009 sonu
itibari ile tiim diinyadaki diyabet niifusu 285 milyon iken bu saymin 2030 yilinda
tim diinyadaki diyabetli birey sayisinin 438 milyona ulasacagi diistiniilmektedir.
Diisiik ve orta gelirli iilkelerde ise bu oranmin tiim diyabetlilerin %80’inden fazla
olacagi yoniindedir. Bu saymin %90-95°1 Tip 1I, yani insiiline bagimli olmayan

diyabettir [32].

2.7 Fitoterapinin Tarihgesi

M.O. 3000 yillarinda Mezopotamya’dan Hititlere, Grek uygarligindan Roma Bizans
uygarligma, Islam ve Selguklu uygarliindan Osmanli uygarligia kadar birgok tip
adami yetismis ve ¢esitli bitkisel yontemler kullanmiglardir. Cagdas tip doneminde,
tamamlayic1 ve alternatif tedavi (TAT) yontemleri kullanimi gelismekte olan ve
endiistrilesmis bir¢ok tlilkede artmistir. “'Fitoterapi (phytos=bitki, therapy=tedavi) ",

dogal bitkileri kullanarak hastaliklar1 tedavi etme yontemidir. Bitkiler insanlarin
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hayat1 i¢in ve hastaliklarin tedavisinde kullanimlar1 sebebiyle 6nemli canlilardir.
Besin, yakacak ve giyecek elde etmede insanlar bitkilerden biiylik 6lglide
yararlanmislardir [33]. Ulkemizdeki siklign bilinmemekle birlikte ¢ok sayida hasta
tibbi tedavilerin yani sira bitkisel tedavilere de basvurmaktadir [34]. Bitkilerin
kimyasal ve biyolojik etki zenginliginden “insan saglig1” i¢in akilci bir sekilde
yararlanilabilmesi 6nemlidir. Izole edilen saf bilesen tedavide kullamilabilir. Bitki
ekstreleri  igerisinde  bilesenlerin  “Ekstre” halinde sinerjistik/antagonistik
etkilesmelerle, terapotik etkileri artabilir, yan etki profili azaltilabilir. Bu tip
formiilasyonlar kullanilarak daha etkin ve siirekli tedavi cevabi saglanabilmesi

miimkiin olabilmektedir [35].

2.7.1 Fitoterapi tedavisi ve secenekler

Tamamlayic1 ve alternatif tedaviler (TAT), Amerikan Ulusal Tamamlayict ve
Alternatif Tip Merkezi tarafindan “standart tibbi tedavilerin disinda kalan ¢esitli
saglik bakim sistemleri, uygulamalart ve irlinleri” olarak tanimlanmaktadir.
Alternatif tibbin amaci, hastaligi meydana getiren genetik, sosyal, cevre, is faktorleri
ve organdaki bozukluktan etkilenen diger organsal fonksiyonel degisiklikleri bunun
olusturdugu psikolojik ve ruhsal farklilagmalar1 birlikte degerlendirerek bunlara

¢Ozlim aramaktir [36].

2.8 Olea europae L.’nin Bilimsel Siniflandirilmasi

Alem : Plantae
Boliim : Magnoliophyta
Siif : Magnoliopsida
Takim : Lamiales
Familya : Oleaceae

Cins : Olea

Tiir : O. Europae

Binominal ad1 : Olea europaea L.
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2.8.1 Oleuropein

Zeytin meyvesinin ilk donemlerinde meyvede daha fazla bulunan, olgunlagsmanin
ilerlemesi ile zamanla metabolize olarak miktar1 azalan ve meyveye acilik veren bir
maddedir [37,38,39,40]. Zeytin yapraginda en ¢ok bulunan biyoaktif bilesik
oleuropein ve rutindir. Oleuropein dogada en yogun olarak zeytin yapraklarinda

bulunmaktadir [1,37,38,39,40,41].

Oleuropein ilk kez 1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindan tespit edilmistir
[8]. Yapisi ise 1960 yilinda tanimlanabilmistir. Oleuropein molekiiliiniin kimyasal

yapist Sekil 2.4’te gosterilmistir [8,42].
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Sekil 2.4 : Oleuropein yapisi.
Oleuropein;

— Antimikrobiyal

— Antioksidatif

— Antiatherojenik

— Yiiksek antioksidan potansiyeli

— Hipotansif aktivitesi (Kan basimcini distirticii)

— Antienflamatuvar etkisi (5- lipoksigenaz enzimini inhibe ederek)

— Kardiyopropektif (LDL oksidasyonu inhibisyonu ve trombosit-kan hiicresi

— aggregasyonu)
— Hipoglisemik (Kan sekeri diisiiriicii)

— Antihipertansif (Vasodilatator-hipertansiyon tedavisinde kullanilan ilaglar)

12



Antiviral (HIV vriistine kars1 etkili)

Stostatik (McCoy hiicrelerine karsi)

Mollusisidal (Salyangozlara karsi olan toksik etki)

Endokrinal-hormonal

Enzim modiilatori [43].

Oleuropein ile ilgili bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.5°te gosterilmistir [44].
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Sekil 2.5 : Oleuropein ile ilgili bilesiklerin kimyasal yapilar1.

2.8.2 Zeytin yapraginin tibbi ozellikleri

Zeytin yapraklar1 tanen, ucucu yag, organik asitler ve rezin tasir. 1960 yilinda,
Panizzi ve arkadaglar1 ac1 bir glikozid olan oleuropeini zeytin yapraklarindan izole
etmislerdir. Daha sonra bu maddenin bir fenolik bilesik oldugu iridoid gruba ait
oldugu gostermislerdir [45]. Bu ayrica zeytinde de mevcuttur. Oleuropein zeytin
agacinda, yaprakta, tomurcukta, meyvede, odunda ve aga¢ kabugunda da
bulunmaktadir. Zeytin yapraklar1 ortalama her graminda 60-90 mg (kuru agirlik)
oleuropein icermektedir. ilaveten énemli seviyede igerdigi elenoik asidin glikozidik
esteri ve hidroksitirizol, oleuropein ve onun hidrolize firtinleri olan oleuropein
aglycone, elenoik asit, beta-3,4 dihidroksifenetil alkol ve metil-o-metil elelonat,

biyolojik olarak ilgi ¢eken molekiillerdir [29].
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2.8.3 Olea europaea L’nin antioksidan aktivitesi

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri; detoksifikasyon, kimyasal sinyalizasyon, enerji
gereksinimi ve bagisiklik fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. Onlar siirekli olarak insan
viicudunda tiretilir ve SOD, GPx ve CAT gibi endojen enzimler tarafindan kontrol
edilir. Bu reaktif tlirlerin asir1 bir tiretim olursa, dis oksidant maddelere maruz kalma
ya da savunma mekanizmasinda anormal bir durum ve cesitli biyomolekiillerde
(DNA, lipidler, proteinler) hasar meydana gelebilir. Bu hasar kardiovaskiiler, kanser
ve diger kronik hastaliklarin artan riskiyle ilgilidir. Antioksidanlar bu hasari
Onlerken, ayni zamanda diyetle alinan antioksidanlarin artist kronik hastaliklarin
riskini diistiriir. Kardiovaskular hastaliklara ve belli kanserlere karsi sebze ve

meyvelerdeki zengin diyetlerin koruyucu etkileri kismi olarak antioksidanlara

baglidir [8].

2.8.4 Olea europaea L’nin fenolik madde igerigi

Yapilan ¢aligmalarda zeytin yapragi ekstraktinda bulunan temel fenolik maddelerin
oleuropein ve onu takiben hidroksitirosol oldugu belirlenmistir [8]. Zeytin yapragi
ekstraktinda belirleyici fenolik maddenin oleuropein olmasina ragmen oluropeinin
saf haldeki antioksidan kapasitesi siirlidir. Ancak zeytin yapragi ekstraktinin
antioksidan kapasitesi gii¢lii bir antioksidan olan hidroksitirosol ile yakin, C ve E
vitamininden ise ¢ok daha yiiksek diizeydedir. Bu durum iki farkli sekilde
aciklanabilir [8].

1. Oleuropein ekstrakt igerisinde kendisinden ¢ok daha giicli olan
hidroksitirosole parcalanmaktadir ve ekstraktin toplam antioksidan
kapasitesini yiikseltmektedir.

2. Ekstrakt icerisindeki fenolik maddeler sinerjistik etki gostermektedir. Zeytin

yapragindaki fenolik maddeler ve miktarlar1 Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1 : Zeytin yaprag ekstraktinda bulunan fenolik maddelerin miktarlari.

Fenolik Maddeler % miktar (kuru temel) TEAC (mM)
Ekstrakt - 1,58 = 0,06
Olueropein 24,54 0,88 = 0,09
Hidroksitirosol 1,46 1,57+0,12
Lutelin-7-glukosit 1,38 0,71 £ 0,04
Apigenin-7-glukosit 1,37 0,42 £ 0,03
Verbaskosit 1,11 1,02 £ 0,07
Tirosol 0,71 0,35+0,35
Vanilik asit 0,63 0,67 = 0,09
Diosmetin-7-glukosit 0,54 0,64 = 0,09
Kafeik asit 0,34 1,37 £ 0,08
Luteolin 0,21 2,25+0,11
Rutin 0,05 2,75 £ 0,05
Diosmetin 0,05 1,42 £ 0,07
Vanilin 0,05 0,13 +0,01
Katesin 0,04 2,28 +£ 0,04

Diyabette oksidatif stresin artis metabolizmast Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Hiperglisemi

Glukoz oksidasyonu
Prostaglandin metabolizmas:
Nitrik oksit metabolizmass
Polyol yolu

Glukoz
NADPH GSSG Askorbat ROS
NADP' Dehidro- Zelursiz GSSG
Sorbitol askorbat Urtinler
AR: Aldoz rediiktaz ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri  GSH: Rediikte Glutatyon

GRD: Glutatyon reditktaz ~ GSSG: Okside glutatyon GPX: Glutatyon peroksidaz

Sekil 2.6 : Diyabette oksidatif stresin artis metabolizmasi [46].

Metabolik stres oksidatif olaylarin artmasina neden olmaktadir. Diyabet
komplikasyonlarinin gelisimini kolaylastiran bu durum, yapisal ve fonksiyonel hasari
olusturmaktadir. Normalde ¢ok diisiik olan HbA1C diizeyinin kan konsantrasyonu,

yiiksek kan glukozu ile seyreden kisilerde total hemoglobinin %12 kadarina veya
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daha iizerine ¢ikabilmektedir. Ortalama eritrosit émrii 120 giin oldugundan HbA1C
diizeyleri son dort aylik siireyi kapsayacak sekilde dolasimdaki kan seker diizeyi i¢in

iyi bir gosterge olmaktadir [47,48].

Oksidatif stresin hiperglisemi ile baglantis1 Sekil 2.7’de gosterilmistir [47].

Hiperglizsemi
Serbest vag aszitlenn

‘ Hidroksil TOH

Superoksit 'f}_ — -
Oksidatif Stres
Peroksinitrit QONG™ wllr "W Hidrojen peroksit H O,

[ Stres volu aktivasyonu]

[ Insiilin direnci ] (B—hﬂr_'re forﬂ{si?.'onsuzlugu]

~

( Eomplikasv Drﬂar]

Sekil 2.7 : Oksidatif stresin hiperglisemi ile baglantisi.

Hiperglisemideki asir1 oksidatif stresin vaskiiler duvarlarda ve plazmada lipit
peroksidasyonunu artirmastyla aterosklerozis olusumu arasinda iliski oldugu tespit
edilmistir. Ayrica diyabette vaskiiler ve diger komplikasyonlarin sebebi olarak
sigara, hipertansiyon ve dislipitemi gibi faktorler gosterilmektedir. Baz1 arastiricilar
bu risk faktorlerinin oksidatif stresi artirarak diyabetin patofizyolojisine ve

komplikasyonlarin gelisimine katkida bulundugunu bildirmektedirler [48].

2.8.5 Olea europaea L.’nin antidiyabetik ve hipoglisemik etkisi

Zeytin yapraklari, antidiyabetik ve antihipertansif bir bitkisel ilag olarak bilinir [49].
Ayni zamanda diyabetik hiperglisemi, hipertansiyon ve bulasic1 hastaliklar1 tedavi
etmede kullanilir, hipertansiyon ve diyabet igin geleneksel bir tedavi olarak
tanimlanir [50]. Diyabette oleuropeinin hipoglisemik etkisini agiklamak i¢in iki

mekanizma ileri siiriilmektedir [2].
1. Glukoz kaynakli insiilin salinimini etkileme potansiyeli

2. Periferik glukoz alinimini artirma etkisi
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Alloxan ile diyabet olusturulan tavsanlarda oleuropeinin antioksidan ve hipoglisemik
etkileri incelenmistir. Tavsanlar 16 hafta boyunca oleuropein ile tedavi edilmis.
Tedaviden sonra oleuropein ile tavsanlarin kan glukoz seviyelerinin 6nemli bir
sekilde azalttig1 ve oleuropinin diyabet ve hipoglisemiyi engellemede faydali

olabilecegini belirtilmistir [2].

Diyabetik ratlara yemlendikten sonra zeytin yapragi ekstresi verilerek kan
glukozundaki degismeleri incelenmis ve hem luteolin hem de alealonik asitin
yemlenme sonrasi diyabetik ratlardaki kan glukozunun artmasini engelledigini tespit

edilmistir [50].

2.9 insan Hepatoseliiler Karsinoma Hiicrelerinin Ozellikleri

Hepg2 (insan hepatoseliiler karsinoma) hiicre hatti, Amerika’da bulunan beyaz irka
sahip 15 vyasinda erkek bireyin farklilagma gosteren hiicrelere sahip olan
hepatoseliiler karsinoma 6rneginden hazirlanmistir. Hepg2 hiicrelerinin diger hiicre
hatlarina gore kiiltiire edilmesi daha kolay oldugu i¢in oldukc¢a avantajli yonleri
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bu yonleri nedeniyle in vitro modellemelerde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu avantajli yonlere bakilacak olursa; biyosentetik
Ozelliklerinin normal hepatositlere benzerligi, hiicre yiizey reseptorlerini
koruyabilmesi, plazma proteinlerinin biiyilk bir kismini iretebilmesi, metal ve
organik bilesiklere maruz kaldiginda metallotiyonin (MT) olusturmasi, yiiksek-diisiik
yogunluklarda lipoproteinlerin sentezlenmesi, serumsuz besiyerinde iiretilmesi
durumunda ise karacigere Ozel cesitli serum proteinlerini iiretebilmesi, sitokrom
p450 (CYP450) ye bagimli monooksijenaz enzimlerine sahip olmasi ve glukuronat-
stilfatla birlesme tepkimelerini gerceklestirebilmesi sonucu 14 detoksifikasyon
islemlerinde gerekli olan normal biyotransformasyon etkinliklerinin ¢ogunu
yapmakta ve dolayisiyla in vitro toksisite modellemesi olarak yaygin
kullanilmaktadir [51]. Hepg2 hiicreleri bir¢ok bitki sitotoksisitesi arastirmalarinda da
kullanilmistir [52-53]. Bu c¢alismada karaciger kanser hiicrelerinde insiilin transport
proteinleri olan Glut tiplerinin ¢ogunun c¢alisilabilmesi ve daha ¢ok hiicre soyu

iretilmesi gibi 6zellikleri nedeni ile Hepg?2 hiicreleri kullanilmistir.
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2.10 Kanser ve Diyabet Iliskisi

Diyabet ve kanser tiim diinyada yiiksek ol¢iide mortalite ve morbidite oranlar1 olan
en Onemli saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Diyabete benzer sekilde kanser
prevalanst da giin gegtikge artmaktadir ve mortalite siralamasinda 2. basamakta yer
almaktadir [54]. Gegmisten gliniimiize yapilan tiim ¢alismalar, diyabet ile kanserin
ortak patogenetik mekanizmalar1 oldugunu ve diyabetli bireylerde saglikli bireylere
oranla bazi kanser tiplerinin daha sik goriildiiglinii desteklemektedir. Bunun yaninda
diyabet tedavisinde kullanilan bazi ajanlarin da kanser riskini arttirdigina dair
bulgular mevcuttur. Her iki hastalik arasindaki iliskiye dair ilk bulgu 1934’te
diyabetli hastalarda pankreas kanseri sikliginin diyabet olmayan bireylere kiyasla
daha yiiksek oldugunun fark edilmesi ile elde edilmistir [55]. Sonrasinda cesitli
Klinik ve epidemiyolojik arastirmalarda diyabetli bireylerde ¢esitli hematolojik
malinitelerin riskinde artis goriilmiistiir. Risk artisinin pankreas, karaciger ve
endometrium kanserinde en yliksek oldugu belirlenmistir. Bircok epidemiyolojik
caligmada, tip 2 diyabetin hepatoseliiler karsinoma gelisme riskini 2-3 kat arttirdigi
gosterilmistir [56,57]. Risk hepatit C ve hepatit B’li olgularda en yiiksek olarak
belirlenmigtir [58,59]. Karacigerin ven yoluyla endojen insiiline en fazla maruz kalan
organlardan biri olmasi, hiperinsiilinemi durumunda uyarilan insiilin benzeri biiyiime
faktorii 1 (IGF-1)’in karacigerde hiicresel proliferasyonu arttirarak apoptozu inhibe
etmesi ve karsinogenezi tetiklemesi nedeniyle gerek in vitro gerekse in vivo
caligmalar bulunmaktadir [60,61]. Hipergliseminin karsinogenezde rol oynayan
anahtar yolaklardaki molekiiller (epidermal biliylime faktorii, protein kinaz C,
peroksizom proliferator-aktive reseptorler, siklin-bagimli kinaz 2), antiapoptotik
mekanizmalar, hiicresel migrasyon ve invazivlik (E-kaderin, reaktif oksijen
radikalleri, ¢inko) lizerinden kanser biyolojisine katkida bulundugu diisiiniilmektedir
[62]. Bunun yaninda insiilin direnci sonucu ortaya ¢ikan inflamatuvar sitokinler
hepatosteatoza yol agarak HCC’ye zemin hazirlamaktadir [63]. Ayrica diyabet
tedavisinde kullanilan insiilin salgilatict bazi antidiyabetik ajanlarin kanser riski
olusturduguna dair calismalar da mevcuttur. Yakin zamanda yayinlanan ve
stilfoniliirelerin kullanildig1 18 ¢alismayi igeren bir analizde sulfoniliire kullaniminin
kanser riskini arttirdigi belirtilmistir [64]. Bununla birlikte, ¢alismalarin bazilarinda
insiilin direnci iizerinden etki gosteren oral antidiyabetik ajan olan metforminin
instilin-duyarlilagtiric1 ajanlar disindaki diger antidiyabetiklere kiyasla kanser riskini

azalttig1 bildirilirken, baz1 ¢alismalarda da etkisi olmadig1 belirtilmistir [65,66,67].
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2.11 Tirozin Kinaz

Tirozin Kinaz (TK), protein fosforilasyonunu saglayan protein kinaz ailesine mensup
bir enzimdir. Kinazlar yoluyla proteinlerin fosforilasyonu, sinyal iletim
mekanizmasinda 6dnemli rol oynar. Sinyal iletimi hiicrelerin ¢ogalmasi ve apoptozisi
gibi islevleri kontrol ettiginden, burada meydana gelen degisimler kanser gelisiminde
ve metastazlarda énemli rol oynar. TK’lar bulunduklar1 yere gore 2 gruba ayrilir;
membran yerlesimli (reseptor) ve sitoplazmik yerlesimli (non-reseptor). Membranda
yerlesenlere reseptor tirozin kinazlar (RTK) denir. Bu reseptorler arasinda insiilin
reseptorli, biiyiime faktorleri reseptorleri ve efrin reseptorleri 6rnek gosterilebilir
[68]. Bilinen yaklasik 2000 kinaz arasinda, 90'dan fazla TK insan genomunda
bulunmaktadir. Bunlarin hiicresel aktivitelerde (biiyiime, diferensiyasyon,
metabolizma, adezyon, motilite, 6liim vs.) onemli rolii vardir. Birgok RTK, gen
mutasyonu veya kromozom translokasyonu nedeniyle degisime ugrayarak kanser
gelisimde etkin rol oynar. Bu patolojik durum kisaca asiri-ekspresyon olarak da
tanimlanabilir [69]. Sinyal iletim mekanizmasinda tirozin kinazin rolii Sekil 2.8’de

gosterilmistir.

- e
= I I Y | GRB2
SOS
PI3K oY RAS RAF
STAT
AKT MEK
i l | e v
G "1' B R T——— MAPK
T ene transcription T
/.,/ p Cell cchIe progression @ ~GycinD1 | .
l“- MYe = 4 Z =
. N S Y > ‘ /
S Ju FOS : : Gyl |
U MYC S N
‘/ N T— —_— = " :
Survival (antiapoptosis) ¥ 'y Proliferation/maturation
Angiogenesis Invasion and metastasis

Sekil 2.8 : Sinyal iletim mekanizmasinda tirozin kinaz roli.
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2.12 Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasitesini 6lgmek igin ¢ok sayida yontem gelistirilmistir [70]. Bu
yontemlerde antioksidan kapasite (AOK); reaksiyon termodinamigi ile Slgiiliirken
antioksidan aktivite (AOA); reaksiyon kinetigi orani ile iligkilendirilerek 6l¢iiliir. Bu
metotlarin en genis kabul goren siiflandirma sekli hidrojen atomu transfer (HAT)
temelli ve elektron transfer (ET) temelli analiz yontemleridir [71]. HAT temelli
yontemler genel olarak azo bilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksil radikalleri igin
antioksidan ve substratin rekabetine dayanan rekabetli reaksiyonlardir. ET temelli
yontemler antioksidanin oksidani indirgenme yetenegini renk degisimi ile dlger. [70].
HAT reaksiyonlar1; ¢oziicli, pH etkisinden bagimsizdir ve kisa bir siirede gerceklesir.

ET reaksiyonlari; ¢oziicii, pH'a baglh olarak ve daha yavas sekilde gergeklesirler [72].

2.12.1 Difenil pikril hidrazil (DPPH) yontemi

Bu metot ilk olarak Brand-Williams ve arkadaglari tarafindan 1995 yilinda
gelistirilmistir sonrasinda yapilan c¢alismalarda Sanchez ve arkadaslari tarafindan
1998 yilinda farkli olarak kullanilmaya baslanmistir [73]. DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen radikalidir [74].
DPPH radikal siiplirme kapasitesi analiz yontemleri ekstraktlarin antioksidan
igerigini 6lgmede yaygin olarak kullanilan bir yontemdir [75]. Bu yontem de temel
olarak antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu
517 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur. Bu siire¢ goriinlir alanda
spektrofotometre ile absorbans sabit olana kadar takip edilmesi prensibine
dayanmaktadir [70]. DPPH radikali metanolik ¢6zeltide okside formunda yaklasik
520 nm’de en yiiksek absorbansa sahip bir kimyasaldir. Bu yontem basit, hizli ve
bircok Ornegin radikal silipiirme aktivitesini gozlemlemek i¢in farkli 6rneklerin
¢Oziiniirliiklerine elverisli bir metot olarak belirlenmistir. Ancak 1s18a, oksijene ve
kirlilige olan hassasiyeti bu metodun kullaniminda sinirlamalara sebebiyet
vermektedir [75].
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2.12.2 Kuprak yontemi

Cu (1) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (KUPRAK) Yontemi {1k olarak Apak
ve arkadagslar1 tarafindan gelistirilmistir. Temelde 2,9- dimetil-1, 10-fenantrolin
(Neokuproin Nc¢)’in Cu (II) ile olusturdugu bakir (II)-neokuproin kompleksinin
(Cu(ll)-Nc), 450 nm’ de en yiiksek absorbans veren bakir (I)- neokuproin (Cu(l)-
Nc)’e indirgenme yeteneginden yararlanilarak antioksidan kapasite hesaplanmaktadir
[76]. KUPRAK yonteminin toplam antioksidan kapasite (TAC) analizinde diger
transfer yontemlerinden ayirici avantaji kolay pH ayarlamasi, reajanlarin kolay
kullanilabilmesi ve stabil olmasi, diisiik maliyetli ve basit olmasi, hidrofilik

antioksidanlarin yaninda lipofilik antioksidanlara da uygulanabilmesidir [71].

2.12.3 Troloks esiti antioksidan kapasite yontemi

Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (TEAC veya ABTS) Yontemi ilk olarak Miller
ve arkadaglar tarafindan gosterilmis [77] olup daha sonra yapilan ¢alismalarla Re ve
arkadaglar1 tarafindan da gelistirilmistir [78]. TEAC analizi 2,2’-azinobis (3-etil-
bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS) radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan
absorbansinin engellenmesi temeline dayanir. TEAC’1n karakteristik dalga boyu 660,
734 ve 820 nm’de en yiiksek absorbansi yapar [79]. Radikal katyon formunda
tiretilen ABTS, temel spektrofotometrik olarak cesitli maddelerin toplam antioksidan
kapasitesini 0lgmek i¢in uygulanir. Deneyler renksiz sivi potasyum persiilfit ile
ABTS’nin oksidasyonu araciliginda ABTS’deki renk iiretimini igermekte olup hem
lipofilik bilesenlere hem de hidrofilik bilesenlere uygulanabilir. ABTS c¢ozeltisi
seyreltilir ve 10 dakika i¢inde absorbansi 6l¢iildiikten sonra 1 ml ¢ozeltiler ile farkl
konsantrasyonlardaki ekstraktlarin ilk hazirlanan karisimlar 6l¢iiliir. Trolox, vitamin
E’nin suda ¢6ziinen kismi olup referans standart olarak kullanilir. Analiz bitkilerin

antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir [73].

2.13 Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Son zamanlarda yeni kolon dolgu maddelerinin gelistirilmesiyle HPLC metodu
biyomolekiillerin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bdylece bir¢ok

molekiilii yapisal ve islevsel olarak analiz etmek icin biyomolekiiller kisa siirede
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saflastirilmaktadir.  Giinlimiizde HPLC’nin  modern olarak kullanilan  s1vi
kromatografilerine goére Onemli {istlinliikleri bulunmaktadir. Kolonlar1 yeniden
doldurulmadan ve yenilenmeksizin siirekli kullanilabilmesi, tekrarlanabilirliginin
oldukca yiiksek olmasi, verilerin analizinin kolaylikla otomatiklestirilmesi;biliyiik
boyutlardaki ayirim siireclerine uygulanmasi sebebiyle diger klasik yontemlere gore,

ayristirma ve analiz hiz1 oldukea yiiksektir [80].

2.14 Western Blot Teknigi

1979 yilinda Towbin ve arkadaslar1 tarafindan bulunan bu teknige protein blotlama
ya da Western blotlama ismi verilmistir. “Western blot” ya da “Immunoblott”
teknigi, antikor tespitinin 6zgiilliigii ile jel elektroforezinin ¢oziiniirliiglinii bir araya
getiren bir yontemdir. Blotlama teknigi, bir antijenin molekiiler agirligi, varligi ve
miktari, antijen izolasyonunun etkinligi gibi protein antijenlerinin &nemli
Ozelliklerini belirlemede kullanilabilir. Kompleks bir Ornek igerisinde diisiik
miktardaki proteinlerin tespit edilmesi ya da protein sentezi goriintiilenmesi i¢in
kullanilir. “Western blot”, protein karisiminin jel elektroforezi ile ayristirildiktan
sonra uygun bir membrana transfer edilmesi prensibine dayanir. Protein spesifik
olarak isaretli antikor veya antijenle reaksiyona girmektedir. Sekil 2.9°da
gosterilmistir. Bu yontem ile spesifik bir proteinin molekiiler agirligi bilgisi ve
islenmis triinlerden izoformlarin ayirimi miimkiindiir. Protein uygun bir membrana
transfer edildikten sonra goriintiileme ic¢in boyanabilir, N ucundan sekanslanarak
direkt olarak tanimlanabilir, kiitle spektrofotometri ya da immiintespit yapilabilir

[81,82].
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Sekil 2.9 : Membran temelli immiin tespit yontemi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Cihazlar

Tez galismasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.1’de yer almaktadir.

Tablo 3.1 : Kullanilan cihazlarm listesi.

Cihaz Adx Marka Kullanim Amaci
Otomotik Pipetler Thermo, Tiim molekiiler galismalarda kullanilmistir.
Eppendorf

Distile su cihazi

Santrifiij

Vortex

Buzdolab1 (+4)

Derin dondurucu
(-20°C, -80°C)

pH metre
Liyofilizator

Evoporator
Hassas Terazi

Balon Joje
Membran Filtre
Ceker Ocak

Inkiibator

Sartorius Stedim

Niive, NF 400

Stuart

Ugur

Ugur, Haier
Mettler Toledo
Christ

Boeco

GR 200

Hanna
Instruments

Filmtec
Stuart

Samheung

Tiim molekiiler ¢alismalarda kullanilmistir.
Yiiksek hizda (maksimum: 14000 rpm)
ayristirma gerektiren tiim ¢aligmalarda
kullanilmistir (Hettich). Diisiik hizda ve
biiylik hacimde ayristirma gerektiren tiim
caligmalarda kullanilmistir (Niive).

Kiiciik hacimdeki s1vi karisimlarint homojen
hale getirmede kullanilmistir.

Ornekler, belirli kit ¢dzeltileri, tampon ve
stok c¢ozeltilerin saklanmasinda kullanilmistir.

Orneklerin uzun siireli saklanmasinda
kullanilmustir.

Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamasinda
kullanilmustir.

Ekstrelerin kalan su igeriginden arindirilmasi
amaciyla kullanilmistir.

Ekstrelerdeki ¢oziiciilerin ugurulmasi
amaciyla kullanilmistir.

Numunelerin tartilmasinda kullanilmastir.

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
kullanilmustir.

HPLC analizine zeytin yapragi ekstresini
hazir hale getirmede kullanildu.

Kalan ¢oziiciiden ekstreyi uzaklastirmada
kullanilmustir.

Cozeltilerin inkiibasyona birakilmasinda
kullanilmustir.
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Tablo 3.1 (devam) : Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Adx Marka Kullanim Amaci

Florometrik Jet Biofil Hiicre i¢i ROS tayininde hiicrelerin

Kiiltiir Flasklari ekilmesinde kullanilmistir.

Vilber Lourmat . Protein ekspresyon analizinde goriintiilerdeki
e Collégien, . - - .

Goriintiileme = bantlarin piksel yogunlugunu tespit etmede
. ransa

cihazi kullanilmustir.

Spektrofotometre  Thermo Western Blot analizinde kullanilmustir.

Floresan CNoec Hiicre canlilik ve apoptoz tayininde hiicre

Mikroskop sayiminda kullanilmistir.

3.1.2 Kullanilan kimyasallar

Tez galismasinda kullanilan kimyasallar Tablo 3.2°de yer almaktadir.
Tablo 3.2 : Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Adi Marka Kullanim Amaci
PBS Sigma Tiim ¢alismalarda kullanilan fizyolojik
Aldrich tampon olarak kullanilmistir.
Siama SDS-PAGE analizinde jellerin
TEMED gm hazirlanmasinda ve proteinleri denatiire
Aldrich
etmede kullanilmustir.
SDS Sigma SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasinda
Aldrich kullanilmistir
APS Sigma SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasinda
Aldrich kullanilmistir
Coomassie blue Sigma SDS-PAGE jellerinin boyanmasinda ve
boyas1 R250 Aldrich protein olgtimlerinde kullanilmistir
Hidroklorik asit Slgma Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamalarinda
Aldrich kullanilmustir.
. . Sigma Tampon ¢ozeltilerin pH ayarlamalarinda
Sodyum hidroksit Aldrich kullanilmistir.
: Cell " .
Glut 2 Antikoru Signaling Western Blot yonteminde kullanilmistir.
Glut 4 Antikoru C.e ! : Western Blot yonteminde kullanilmistir.
Signaling
Tirozin Kinaz . .
Antikoru Santa Cruz ~ Western Blot yonteminde kullanilmigtir.

Insiilin Reseptor

Protein -1Antikoru Santa Cruz ~ Western Blot yonteminde kullanilmigtir.

Sekonder Antikor C.e ! : Western Blot yonteminde kullanilmistir.
Signaling
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Tablo 3.2 (devam) : Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Adi Marka Kullanim Amaci

RIPA Buffer Sigma Aldrich Pfoteaz‘mhlbltoru olarak WesternBlot
yonteminde kullanilmistir.

Metanol Sigma Aldrich Zeytlp yapragindaki antioksidan aktivite
tayininde kullanilmaistir.

Etanol Sigma Aldrich Zey‘qn yapragindaki antioksidan aktivite
tayininde kullanilmstir.

Asetonitril Sigma Aldrich Zey‘up yapragindaki antioksidan aktivite
tayininde kullanilmistir.

Diklorometan Sigma Aldrich Zeytl_n yapragindaki antioksidan aktivite
tayininde kullanilmustir.
Total fenolik igerik belirlemede

Folin Ciocalteu Sigma Aldrich  kullanilmustr.

. . . . Total fenolik ve prooksidan igerik
Galliggelt SigigPAldrig belirlemede standart olarak kullanilmistir.
Kersetin Sigma Aldrich Total flavanoid igerik belirlemede standart

olarak kullanilmistir.
g . Hiicrelerin reaktif oksijen tiirlerini
DFCH-DA EaTa Aldg belirlemede kullanilmaistir.
Neokuprin Reaktifi ~ Sigma Aldrich  Kuprak Yo6nteminde kullanilmustir.
TCA Sigma Aldrich  Prooksidan aktivite tayininde kullanilmistir.

- . . Apoptoz testinde canli hiicreleri

Akridin Orange Sigma Aldrich belirlemede kullanilmistir.
Etidyum Bromid Sigma Aldrich Apoptotik hiicrelerin tayininde
kullanilmistir.
Cell Signaling
Horseradish Technology, Protein ekspresyon analizinde
eroksidaz Danvers, kullanilmistir
P Massachusetts, '
ABD
Protein ekspresyonu agamasinda jel
2-B-merkaptoetanol ~ Sigma Aldrich  yiikleme tampon igerigi olarak
kullanilmistir.
Protein ekspresyonu agamasinda jel
Bromfenol mavisi Sigma Aldrich  yiikleme tampon igerigi olarak
kullanilmistir.
Siit tozu-TBST Sigma Aldrich  Protein ekspresyon analizinde antikorlarin
membrana tutturulmasinda kullanilmistir.
Phospat Buffer Salin ~ Sigma Aldrich Protein ekspresyon analizinde baglanmamis

antikorlarin yikanmasinda kullanilmistir.
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Tablo 3.2 (devam) : Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Adi Marka Kullanim Amaci
Protein ekspresyonu asamasinda jel
Gliserol Sigma Aldrich  yiikleme tampon igerigi olarak
kullanilmustir.
Cell Signaling
Kemiluminesans kit Technology, Protein ekspresyon analizinde
(20X LumiGLO ve  Danvers, wullantlm Er y
20X Peroxide) Massachusetts, UL
ABD
Bovin Serum . . Protein konsantrasyonu hesaplamada
Albumin Sigma Aldrich standart olarak kullanilmastir.
Akrilamid Sigma Aldrich Protein F:k?presyon analizinde ylikleme ve
ayirma jelinde tampon olarak kullanilmistir.
Bio-Rad,
Precision Plus Hercules, Protein ekspresyonunda protein markiri
Protein Standardlar1 ~ Kaliforniya, olarak kullanilmistir.
ABD
Tripsin EDTA Sigma Aldrich Inkiibasyon sonras1 hiicrelerin kaldirilmasi
amactyla kullanilmastir.
3.2 Yontem

Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Komitesi’nden alinan 6.2016/57 sayili etik kurul onayr ile deneysel g¢alismalara

baslanmistir.

3.2.1 Zeytin yapragmmin ekstresinin eldesi

» Tekirdag/Sarkdy’den toplanan zeytin yapraklari botanik¢i tarafindan tir
tayini yapildiktan sonra dallarindan ayrilip distile suyla yikanarak -20°C’de 1
hafta saklandi. Daha sonra zeytin yapraklarinin %70 metanol (MetOH), %70
asetonitril (ACE), %70 etanol %30 su (EtOH) ve %70 diklorometan (DCM)
gibi farkli organik ¢oziiciilerde ekstraksiyonu yapilmasi i¢in ayni miktarlarda
tartilip (1 g/ 1 ml) sokslet ekstraksiyon cihazinda 24 saat ekstrakte edildi.
Boylelikle tiim bitkisel metabolitler ekstraksiyon sivisina gegmis oldu.

igin doner

» Ekstraksiyon sivisindan organik c¢oziiciileri uzaklastirmak

evaporator yardimiyla ekstrelerin ¢oziiciileri ugurulmus, ¢eker ocak altinda 7
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giin siire ile bekletilerek eser miktarda kalan ¢oziiclinlin de ug¢mast
saglanmistir.

« Elde edilen ekstrelerin su igeriginden tamamiyla kurtulmak amaciyla
liyofilizatorde iki gece -80°C’de (diisiik sicaklikta) bekletilerek dondurulmus
ve yliksek basing Smbar altinda liyofilize edilmistir.

3.2.2 Farkh coziicillerde hazirlanan zeytin yapragi ekstrelerinde HPLC ile

oleuropein miktar tayini

Numune kalintis1 50 mL HPLC saflikta uygun ¢oziicii ile ¢oziildiikten sonra 0,45 pm

filtreden siiziilerek HPLC analizine hazir hale getirildi.
3.2.2.1 Kullanilan ekipmanlar

HPLC analizi Shimadzu (Japan) LC 20A modeli ile yapilacak olup UV dedektor ile
20 pL’lik otomatik enjeksiyonlarin pik alanlari LC solution bilgisayar yazilimi ile
hesaplandi. Kromatografik ayirirm C18 (5 um, 150 x 4.6 mm) ve C8 (5 um, 150 x 4.6
mm) kolonlar kullanilarak optimize edildi. Miktar tayinlerinin timi dis standart

yontemiyle pik alanlar1 hesaplanarak yapildi.
3.2.2.2 Standart cozeltiler

Standart etken maddeler (25.00 mg) hassas terazide tartilip 25 mL’lik balon jojelere

aktarildiktan sonra HPLC safliktaki metanol ile hacmine tamamlanda.
3.2.2.3 Kromatografik kosullar

HPLC kromatografik ayirimlar degisik izokratik ve gradient kosullarda, kolon
sicakligi,akis hizi, mobil faz derisim optimizasyonu yapildiktan sonra uygun dalga
boyunda gergeklesti. Analiz i¢in kullanilan tim c¢ozeltiler 0.45 pum filtrelerden

stiziildiikten sonra ultrasonik banyoda gaz giderimi yapildu.
3.2.2.4 Kalibrasyon

100 - 1000 mg/mL aralifinda hazirlanan 5 standart c¢ozeltinin 3 tekrarh
enjeksiyonlarini takiben alan verilerinin konsantrasyona bagli lineer matematiksel
denklemi ile olusturulan kalibrasyon egrisinden kalibrasyon katsayis1 hesaplanarak
dogrusallik hesaplandi. Dogrusallik 0.99-1.11 araliginda ise bulunan denklem

bilinmeyen numune derisimini hesaplamada kullanildi.
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3.2.2.5 Oleuropein RP-HPLC metodu

C18 ODS-3 (150mm, 4.6x5mm) kolonu fiizerinde 1 mL min-1 akista, su
(pH:3):asetonitril (70:30) mobil fazi kullanilarak  gergeklestirilen ayirimin UV
deteksiyonu 280 nm de gerceklestirilmistir. 100-1000 pg mL-1 aralifinda olusturulan

lineer kalibrasyon egrisinin dogrusallik katsayist 0,99 bulundu.

3.2.3 Total fenolik icerik

Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gallik aside
esdeger olarak belirlendi [83]. 100 ppm’lik gallik asit ¢dzeltisi hazirlandi ve bu
¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 puL alinarak hacimleri distile su ile 184 pl’ye
tamamlandi. Zeytin yapragmin farkli c¢oziiclilerdeki ekstrelerinin 1000 ppm
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlandi. Bir miligram ekstre iceren Ornek
¢ozeltilerinden 4 puL alinds, distile su ile 184 uL’ye tamamlandi. Gallik asit ¢ozeltileri
ve orneklere 4 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ve 3 dk sonra %2’lik Na,COj3
¢ozeltisinden 12 pL ilave edildi. Karisim 2 saat oda sicakliginda bekletildi ve

orneklerin absorbanslar1 760 nm’de okundu.

3.2.4 Total flavanoid icerik

Hazirlanan ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri kersetine es deger olarak
aliminyum nitrat metodu ile belirlendi [84]. 1000 ppm’lik kersetin ¢Ozeltisi
hazirland1 ve bu ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 pL alinarak hacimleri %80’lik
etanol ile 192 pL’ye tamamlandi. 4 uL 1 M potasyum asetat eklendi ve bir dakika
sonra 4 uL %10’luk aliiminyum nitrat ilave edildi. 40 dakika inkiibasyon siiresinden
sonra 415 nm’de mikroplaka reader ile absorbanslar1 okundu. Ayni sekilde zeytin
yapragmin farkli ¢oziiclilerdeki ekstrelerinin tek konsantrasyonda (1000 ppm)
hazirlanan ¢ozeltilerinin de absorbans degerleri okundu. Ekstrelerin toplam flavonoid

igerikleri, standarda gore hesaplandi.

3.2.5 Prooksidan aktivite

Inkiibe edilen zeytin yapraginin farkli ¢oziiciilerdeki ekstrelerinin prooksidan etkisini
gostermek icin, modifiye CUPRAC yonteminden gelistirilen bu yontemde etken
maddelerin inkiibasyon Oncesi ve sonrasida prooksidan diizeyleri 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak tayin edildi [85].
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Tablo 3.3 : Prooksidan aktivite dl¢iimii i¢in kullanilan kimyasallar ve zeytin yapragi
ekstresi miktarlari.

ImlpH=74 Fosfat Buffer
I uL 1 mM Bakar 2 Stilfat ¢ozeltisi
I uL 1 mM AOX
1ml Zeytin yapragi ekstresi
1mil 1 ml dH,0O

— 5dk vortekslendi.

— 25 dk RT inkiibasyona birakildi.

— Uzerine 1 ml %10 TCA eklendi.

— 5 dk inkiibasyona birakildu.

— 10 dk 4000 rpm’de santifiij edildi.

— 3 kez 1 ml distile su ile yikandi.

— 1 pI NC soliisyon eklendi.

— 1 ul NH4AC eklendi.

— 2.1 ml distile su ile yikandi.

— Membran filtreden gegirildi.

— Ornekler 450 nm’de okundu.

— Prooksidant aktivite i¢in standart ¢ozelti olarak gallic asit kullanildi.

— Zeytin yapragi ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri tayin edildi. Serbest radikal
giderim aktiviteleri 1,1 Difenil-2-pikrilhidrazil serbest radikali kullanilarak
belirlendi.

3.2.6 2,2 " -diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radikal giderim aktivite yontemi

Ekstrelerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil serbest
radikali kullanilarak belirlendi [86]. Zeytin yapraginin farkli ¢oziiciilerdeki
ekstrelerinden 10 pg tartilarak 10 mL etanolde ¢oziildi ve stok ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu stok cozeltilerden 2-20 pL alinarak etanol ile hacimleri 40 pL’ye tamamlanip

tizerlerine 0,1 mM DPPH ¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Hazirlanan ¢ozeltilerin

oda sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslari
ol¢iildii. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% Inhibisyon = [(Akontrol - Aekstrakt)/Akontrol]x100
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Tablo 3.4 : Cesitli dozlarda verilen zeytin yapragi ekstresinde DPPH antioksidan
aktivite tayini i¢in kullanilan miktarlar.

DPPH Yontemi 1. 2. 3. 4.
Zeytin yapragi ekstresi (pl) 2 5 10 20
Uygun Coziicii (ul) 38 35 30 20
DPPH Reaktif (ul) 160 160 160 160
Toplam (pl) 200 200 200 200

3.2.7 Bakir indirgeyici antioksidan kapasite (KUPRAK)

Zeytin yapragimin farkli ¢oziiciilerdeki ekstrelerinin cupric iyonu (Cu2+) indirgeme
kapasiteleri, Apak ve arkadaslarinin kullandigt KUPRAK metodu modifiye edilerek
uygulandi [76]. Hazirlanan hekzan ve metanol ekstrelerinin 10 mg’1 10 mL etanolde
¢oziilerek stok c¢ozeltileri hazirlandi. Bu stok ¢ozeltilerden 2,5-25 pL alinarak etanol
ile hacimleri 67 pl’ye tamamlandi. Cozeltilerin tizerlerine 61 uL 10 mM CuCl;
¢ozeltisi, 61 puL 7,5 mM neokuprin reaktifi ve 61 pL NH;,AC tamponu (1 M, pH=7)
ilave edilerek vortekslendi ve ¢ozeltiler oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakika
bekletildi. Siire sonunda ¢ozeltilerin iginde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye
karsi 450 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii. Her bir Ornekten ii¢ paralel c¢alisildi.

Standart olarak BHA ve a-Toc kullanildi.

3.2.8 ABTS radikal katyon yakalama aktivitesi

Miller ve Rice-Evans’in uyguladigi yonteme gore bir gece Onceden hazirlanip
karanlikta bekletilen ABTSe+ (2,2- azinobis 3-etilbenzothiazolin-6-siilfonik asit
diamonyum tuzu) ¢6zeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 0,005 M Potasyum Fosfat
tampon ¢ozeltisinin (pH=8) ilavesiyle absorbans 1,2-0,9 arasinda olacak sekilde
ayarlanmigtir. Test tiipiine konulan orneklerin 6lgiimiinde; 0,1 mL Ornek iizerine
standart 1 mL ABTSe+ ¢ozeltisi eklenmistir. 10 sn karistirilip 30 sn beklenerek 734

nm’de suya kars1 fotometrik okuma yapilmistir [87].
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3.2.9 Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin canhlik testi

Hiicrelerin canliligini tespit etmek i¢in, 96’lik kiiltiir plaklarina her bir kuyuda 100 pl
5 x 10* hiicre olacak sekilde hiicreler ilave edildikten sonra luminometrik yontemi
ile  multiplate reader kullanilarak ATP seviyesi Olglilerek hiicre canliligi tespit
edildi.

3.2.10 Hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin apoptoz dl¢iimii

Hepg?2 hiicrelerinde canlilik degerleri, nekroza ve apoptoza ugrayan hiicrelerin tespit
edilmesi acridine orange (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyalarmin karistirilip
hiicrelere verilmesiyle belirlendi. Acridine orange, hem canli hem de canli olmayan
hiicreler tarafindan absorbe edilmektedir. RNA veya DNA’ya baglandiginda yesil
floresan yaymaktadir. Etidyum bromiir ise yalnizca 6lii hiicreler tarafindan absorbe
olur ve DNA'ya interkalasyon ile kirmizi floresan yaymaktadir. Boyama islemi

gerceklestikten sonra {i¢ tip hiicrenin analizi gerceklestirilebilmektedir.
Bunlar;
* Canli hiicreler: organize yapiya sahip diiz parlak yesil ¢ekirdege sahiptirler.

* Apoptotik hiicreler: turuncu- kirmizi renk cekirdege ve fragmente olmus
kromatine sahiptirler.

* Nekrotik hiicreler: yuvarlak kirmizi niikleusa sahiptir ve organize yapidaki

hiicrelerdir.

Alt1 kuyulu plakalara Hepg2 hiicrelerinden 1,5x10° hiicre ekimi yapildi ve 2 ml
besiyeri eklendi. Hiicreler 37°C, % 5 CO; igeren inkiibatérde 1 giin inkiibe edildikten
sonra belirlenen konsantrasyonlarda zeytin yapragi ekstresinin uygulamasi yapildu.
24 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilip +4°C’de 900
rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilip, pellete 1 ml dPBS eklenip tekrar
santrifiij edildikten sonra siipernatant atilip 100 pl AO/EB soliisyonu eklendi.

Florensans mikroskopta hiicreler sayilip kaydedildi.

3.2.11 Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin miktar tayini

Hepg?2 hiicrelerinde stiperoksit radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit reaktif
oksijen tiirlerine bakildi. Hiicre i¢i reaktif oksijen seviyesi Ol¢limii i¢in 96’lik
florometrik kiiltiir flasklarina her bir kuyuda 200 pul 5x10* hiicre olacak sekilde
hiicreler ilave edildikten sonra Ho,DCF-DA ile inkiibe edilip yikandiktan sonra

florometrik yontemi ile multiplate reader kullanilarak 6l¢iim yapildi.
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3.2.12 Western blot analizi

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicrelerine zeytin yaprag: ekstresi verildikten sonra
Tirozin Kinaz, Insiilin Reseptor-1 reseptorlerin, GLUT-4 ve GLUT-2 tasiyict
proteinlerin ekspresyonlarmi dlgmek icin Western Blot teknigi kullanildi. Oncelikle
protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Elde edilen hiicre pelletleri RIPA Buffer ile
muamele edildikten sonra total protein konsantrasyonu Bradford protein tayini
(Biorad Protein Assay) ile ol¢iildii. ilk olarak Bovine Serum Albiimin (BSA)
kullanilarak 0 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml, 1.0 mg/ml, 1.2
mg/ml konsantrasyonlarinda standartlar hazirlandi. Her bir eppendorfa 4 ul standart
veya Ornek ve 200 ul calisma ayiraci (protein assay — biorad) eklendi. Daha
sonrasinda karanlik ortamda 5 dk olmak {izere inkiibasyona birakildi. Olusan mavi
renk gozlemlenerek 595 nm’de spektrofotometrede Olgiildii. Olusturulan standart
egriye gore Orneklerdeki protein miktarlar1 hesaplandi. Western Blot teknigiyle
protein ekspresyon analizi asamasina gecildi. Her bir kuyuya 20 pg protein igerecek
sekilde hazirlanan hiicre pelletleri, 1 mM Tris-HCI, % 40 gliserol, %8 SDS, %20 2-
B-merkaptoetanol, % 0.03 bromfenol mavisi iceren jel yiikleme tamponu ile 1°¢ 4
oraninda sulandirildi ve 95°C’de 4 dakika 1sitilarak denatiire edildi. Sonrasinda ise %
5 yiikleme tamponu (1 M Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0,05
(w/v) APS ve % 0,05 (w/v) TEMED) pH 6.8’de hazirlandi ve % 12 ayirma (1.5 M
Tris-HCI, % 30 (w/v) Akrilamid, % 10 (w/v) SDS, % 0.05 (w/v) APS, % 0.05 (w/v)
TEMED eklenerek pH 8.8“de hazirlandi) jeline yiiklendi. 2 L, elektroforez yiiriitme
tamponu iginde 100 volt sabit akimda 1 saat siirede proteinler ayristirildi (Bio-Rad,
Mini-PROTEAN 3 Cell, Hercules, Kaliforniya, ABD). Protein markir1 olarak
Precision Plus Protein Standardlari (Bio-Rad, Hercules, Kaliforniya,
ABD) kullanild:.

Tablo 3.5 : Protein ekspresyon analizinde elektroforez i¢in yiikleme tamponu igerigi.

% 5 yiikleme tamponu

1M Tris-HCl,
% 30 (w/v) Akrilamid
% 10 (wiv) SDS

% 0,05 (w/v) APS

% 0,05 (w/v) TEMED
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Tablo 3.6 : Protein ekspresyon analizinde elektroforez i¢in ayirma jeli igerigi.

% 12 ayirma jeli

15M Tris-HCI,
% 30 (w/v) Akrilamid
% 10 (w/v) SDS

% 0.05 (w/v) APS

% 0.05 (w/v) TEMED

Ayristirilan proteinler, immunoblotting ile ortam sicakliginda 100 volt sabit akimda,
25 mM Tris-baz, 192 mM glisin ve % 20 v/v metanol iceren, pH 8.3*liik transfer
tamponunda 2 saat siirede 0.2 pm kalinliktaki PVDF membrana aktarildi. Daha sonra
membran ponceau S boyasi ile muamele edilip proteinlerin transfer edildigi konfirme
edildi, membran antikor ile tayin edilene kadar PBS igerisinde +4°C’de birakildi.

Secilen antikorlar ile tayin i¢in ilk agsama olarak membrandaki baglanmamis yerler %
5 siit tozu-TBST ile 1 saat bloke edildikten sonra membran % 1 siit tozu-TBST ile
spesifik primer antikor ile ortam sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Baglanmamis
antikorlarin PBST ile yikanmasindan sonra membran, 1/5000 oraninda sulandirilmis
horseradish peroksidaz (HRP) isaretli sekonder antikoru (Cell Signaling Technology,
Danvers, Massachusetts, ABD)ile 1 saat inkiibe edildi ve yikandiktan
sonra kemiluminesans kit ile (20X LumiGLO ve 20X Peroxide, Cell Signaling
Technology, Danvers, Massachusetts, ABD) kemiluminesans bir reaksiyon
gerceklestirildi ve olusan 1s1ma membrana gecirerek bantlarin goriinmesi saglandi.
Bant yogunluklar1 ilber Lourmat Goriintiileme cihazi (Collégien, Fransa) kullanilarak
saklandi. Tiim goriintiilerdeki bantlarin piksel yogunlugu Vilber Loumart’in image

programu ile esit biiyiikliikte alanlarda 6l¢iildii.

3.2.13. istatistiksel analiz

Repeated Anova programi ile istatistiksel analiz yapilmistir. Repeated
anova;yinelenmis  Olgiiler tasarimi1 ya da tekrarlanmis Olgiiler tasarimi olarak
adlandirilabilir. Tip, miihendislik, ekonomi-finans, sosyoloji, psikoloji, egitim
bilimleri vb. alanlarda yayinlanmis kaynaklardan, tasarlanmis bir denemeden, anket
sonuclarindan ve gozlem sonuglarindan toplanmis  verilerin  analizinde
kullanilmaktadir [88].
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4. BULGULAR

4.1 Oleuropein Konsantrasyonlari

Zeytin yapragi ekstresindeki etken madde olan oleuropein konsantrasyonlart HPLC
analizi ile belirlendi. 100 pg/ ml’den 1000 npg/ ml’ye kadar farkh
konsantrasyonlardaki ekstrelerin igerdigi oleuropeinin konsantrasyonlart 3 tekrarl
olarak oOlgiildii. En yiiksek oleuropein seviyesi metanol ekstraktinda goriildiiglinden
sonraki analizler i¢in solvent olarak metanol kullanildi. Tablo 4.1°de ekstraktlarin

cesitli dozlardaki oleuropeinin konsantrasyonlari 3 tekrarli olarak gosterilmistir.

Tablo 4.1 : Ekstraktlarin oleuropein igeriklerini gdsteren tablolar.

pg/ mL 1.Tekrar (mg/ml) 2. Tekrar (mg/ml) 3.Tekrar (mg/ml)
100 2521239 2536947 2543974
200 5375804 5369884 5376676
300 8075311 8078256 8069415
400 10729861 10731028 10731301
500 13079331 13071749 13072460
600 15903849 15906657 15898351
700 18823751 18815376 18798143
800 21563242 21561975 21541922
900 23997256 23923725 23893221
1000 27056294 27013499 26973064

Ekstraktlarin oleuropeinin miktarlart 4 farkli organik ¢oziiciide 3 tekrarli olarak
belirlenmis olup en yiiksek miktarin metanol organik ¢oziiciisiinde oldugu tespit
edilmistir. Tablo 4.2°de ekstrelerin organik c¢oziiciilerdeki ortalama oleuropein
miktarlar1 verilmistir.

Tablo 4.2 : Ekstrelerin organik ¢oziiciilerdeki ortalama oleuropein miktarlari
(DCM:Diklorometan, ACE:Asetonitril, MetOH:Metanol).

DCM mg/ml MetOH mg/ml ACE mg/ml
1. Tekrar 21,15 95,41 62,12
2. Tekrar 20,87 94,57 62,44
3. Tekrar 18,98 96,62 63,74
Ort. Mg/ml 20,33 95,53 62,77
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Diklorometan, metanol, asetonitril ¢oziiciileriyle oleuropeinin miktar1 3 tekrarl
olarak Ol¢lilmiistiir ve metanol organik c¢oziicilisiinde yiiksek antioksidan aktivite
goriilmiistiir. Zeytin yapragi ekstresinin konsantrasyonu yiikseldikce metanolle
ekstraksiyon sonucu oleuropein miktar1 artmistir. Sekil 4.1°de ¢oziiciilere ait seri

grafik gosterilmistir.

30000000 y = 26901x - 105700

2 _
25000000 /./' R? = 0,9996
20000000 ‘/./
15000000 ® Seril

E)
=
3
L ././ B Seri 2
2 10000000
< A Seri 3

5000000

——Dogrusal (Seri 3)
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Sekil 4.1 : Farkli organik ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon sonucu seri grafik.

Oleuropein miktar tayini HPLC metoduyla yapilmis olup metanol organik
coziiciisiiyle yapilan ekstraksiyonda 100 mg/ml’ye yakin bir degerde diger

coziiciilere kiyasla maksimum antioksidan aktivite tespit edilmistir.

120
100 POX

DCM MetOH GruplarACE EtOH-Su

Sekil 4.2 : Farkli organik ¢oziiciilerle gergeklestirilen oleuropein konsantrasyonu
(**:p<0.01)
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Repeated anova istatistiksel analiz testi sonucunda 100 pg/ mL’den 1000 pg/ mL’ye
kadar olan analiz toplamda degerlendirildiginde metanol organik ¢oziiciisiinde

p<0.01 olup anlamli oldugu tespit edildi.

4.2 Total Fenolik Icerik

Zeytin yapragi ekstrelerinin total fenolik iceriginin tayininde yiiksek fenolik
antioksidan aktiviteyi metanol organik c¢oziiclisiinde gosterdigi goriilmiistiir. Bu
deger yaklasik 10.000-12.000 mg arasinda Ol¢iilmiistiir. Sekil 4.3’te 4 farkli organik

¢oOziiciiyle ekstraksiyon sonucu gosterilmistir.

Total Fenolik Igerik

=2

= 12,000 *

= 10,000

< 8,000

< 6,000

= 4,000

©® 2,000

oo 0,000 — — — —
B O-MeOH O-ACE O-DCM O-EtOHSu

Sekil 4.3 : Metanol, asetonitril, diklorometan, etanol organik ¢oziiciileriyle yapilan
ekstraksiyonlardaki fenolik igerik. (*:p<0.05) (DCM:Diklorometan, ACE:Asetonitril,
MeOH:Metanol, EtOH:Etanol).

Sekil 4.4’te seri grafikte farkli konsantrasyonlarda fenol miktar1 Olgiilmiistiir ve
metanol organik c¢oziiciisiinde yliksek antioksidan aktivite goriilmiistiir. Zeytin
yapragi ekstresinin konsantrasyonu yiikseldik¢ce fenolik igerigin yiikseldigi
gorilmistiir. Ekstraksiyon yonteminin en 1yi metanol ¢6ziiciisiinde oldugu gorildiigi
icin ve Repeated Anova istatistiksel analiz sonucu p<0.05 olup anlamlilik tespit

edildigi i¢in deneye bu yolla devam edilmistir.
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Sekil 4.4 : Farkli konsantrasyonlarda ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyondaki fenolik
igerik.

4.3 Total Flavanoid Icerik

Zeytin yaprag ekstrelerinin total flavanoid igerigi tayininde diklorometan organik
coziiciisiinde yliksek flavanoid antioksidan aktiviteyi gosterdigi ve bu degerin
yaklagik 8000 mg oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.5’te dort farkli organik ¢oziiciiyle
yapilan ekstraksiyonda en yiiksek antioksidan aktivitenin diklorometanla yapilan

ekstraksiyonda oldugu gosterilmistir.

Total Flavanoid Icerik
10,000

8,000

Y
6,000
4,000
o . 0
0,000

O-DCM O-MeOH O-ACE O-EtOHSu

mg/GA Eq

Sekil 4.5 : Zeytin yapragi ekstresinin dort farkli organik ¢oziictideki flavanoid
igerikleri.(*:p<0.05)(DCM:Diklorometan, ACE:Asetonitril, MeOH:Metanol,
EtOH:Etanol)

Sekil 4.6°da seri grafikte farkli konsantrasyonlarda flavanoid miktar1 6l¢iilmiistiir ve
diklorometan organik ¢oziiciisiinde yliksek antioksidan aktivite goriilmiistiir. Zeytin
yapragi ekstresinin konsantrasyonu yiikseldik¢e flavanoid igerigin lineerlige yakin
olarak yiikseldigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.6 : Farkli konsantrasyonlarda ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyondaki flavanoid
igerik.

4.4 Prooksidan Aktivite Tayini

Zeytin yapragi ekstresinin 10 pg/ ml’den 100 pg/ ml’ye kadar verilen dozlarinda
hangi organik c¢oziiciide en yliksek prooksidan aktivite gosterdigine bakilmistir.
Analiz edilen diger organik ¢oziiciilere gore metanol organik ¢oziiciinde maksimum

etkinin oldugu belirlenmistir.

0,07

0,06
y

0,05
0 04 & e===Qlea europeae MetOH

0,03
0,02
0,01

0 T T T 1
10 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml

e===(Qlea europeae ACE

e===(lea europeae DCM

Sekil 4.7: Zeytin yapragi ekstresinin metanol, asetonitril ve diklorometan
coziiciilerindeki prooksidan aktivitesi.
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4.5 Difenil Pikril Hidrazil Reaktif Ol¢iimii

Zeytin yapragl ekstrelerindeki difenil pikrif hidrazil antioksidan tayini cesitli
dozlardaki ekstrelerde belirlenmistir. 100 pg/ml ekstre verildiginde en yiiksek
antioksidan aktivite asetonitrilde goriiliirken doz artis1 oldugunda hem metanol hem
asetonitril ¢oOziiciisiiyle yapilan ekstraksiyonda birbirine yakin degerler elde

edilmistir. Ekstrelerin % inhibisyon degerleri Sekil 4.8’de gdsterilmistir.

85
75
65
55
45
35
25

)
lg :‘/_/—
-5
10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
—o—0. europeae DCM  0,130039012 0,130039012 18,72561769 18,8556567
—o—0. europeae ACE  9,492847854 18,72561769 4154746424 8185955787

0. europeae MeOH 6,631989597 19,76592978 42,78283485 79,58387516
—e—BHA Standart 47,7893368 78,34850455 84,78543563 84,85045514

% Inhibisyon

Sekil 4.8 : Farkli organik ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyonun % inhibisyon degerleri.
g yap Yy Yy g

Standart olan biitil hidroksi asetat ile kiyaslama yapildiginda hem 10 pg/mL hem de
100 pg/mL dozlarinda metanol ve asetonitril ¢dziiciileriyle yapilan ekstraksiyonlarda
birbiriyle yakin olarak yiiksek antioksidan aktivite tespit edilmistir. Zeytin yapragi
ekstrelerinin farkli organik coziiciilerdeki antioksidan ylizde inhibisyonlar1 grafik
olarak Sekil 4.9°da gosterilmistir. Elde edilen degerler Repeated Anova istatistik

analiz programiyla degerlendirildiginde de anlamlilik tespit edilmistir.
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Sekil 4.9 : Zeytin yapragi ekstrelerinin ylizde inhibisyonlarinin grafikleri.

4.6 Kuprak metodu

Zeytin yapragi ekstreleri 10-25-50-100 pg/mL dozlarinda diklorometan, metanol,

asetonitril organik ¢oziiclileriyle kuprak metoduna gore ekstrakte edildiginde en

yiiksek antioksidan aktivitenin metanol ¢oziiclisiiyle yapilan ekstraksiyonda oldugu

goriilmustiir. Sekil 4.10°da ekstrelerde hangi organik ¢oziiciiyle yapilan ekstraksiyon

sonucunda yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200
0,000

% Inhibisyon

Kuprak

= 0. Europaea DCM

m O. Europaea MetOH

= 0. Europaea ACE

10 pg/mL

25 ng/mL

50 pg/mL 100 pg/mL

Sekil 4.10 : Kuprak metoduyla organik ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon yiizdeleri.
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4.7 ABTS (2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

Miller ve Rice-Evans’in uyguladigi yonteme goére bir gece Onceden hazirlanip
karanlikta bekletilen ABTSe+ (2,2- azinobis 3-etilbenzothiazolin-6-siilfonik asit
diamonyum tuzu) ¢ozeltisi zeytin yapragi ekstresine uygulanip zeytin yapragindaki
antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in kullanilmistir. Diklorometan, asetonitril,
metanol ve etanol gibi farkli organik c¢oziiclilerde ekstraksiyon islemi
gerceklestirildikten sonra Sekil 4.11°de % inhibisyon degerleri 10-25-50-100 ppm’de
Ol¢iilmiis ve etanol c¢oziiciisiinde en yliksek antioksidan aktiviteyi gosterdigi
goriilmiistiir. Bu degerlerin Repeated Anova istatistiksel analizi yapildiginda

metanolle ekstraksiyon sonucu p<0.05 olarak belirlenmis olup anlamlilik tespit

edilmistir.
100
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Sekil 4.11 : ABTS yontemiyle yapilan ekstraksiyonun yiizde inhibisyon degerleri.

42



4.8 Zeytin Yaprag1 Ekstresi Miktar: ve Hiicre Canlihigi

Tez ¢alismamizda elde edilen zeytin yapragi ekstresinin Hepg2 hiicrelerine verilen
cesitli dozlarinda hiicre canlilifi lizerine olan etkisi gosterilmistir. Hiicrelere ¢esitli
dozlarda verilen zeytin yaprag: ekstresinde hiicrelerin canliligina kontrol grubu dahil
olmak tizere 2,5 pg/ml’den 500 pg/ml’ye kadar bakildiginda 10 pg/ml’de maksimum
canlilik goriiliirken 10 pg/ml’den sonraki degerlerde canliligin azalmaya basladigi
gorildii. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicrelerde 6nce proliferatif etki goriiliip
sonra prooksidan etkinin goriildiigii ve bu sebeple hiicre canliliginin azalmaya
basladig: tespit edildi. Ekstre dozu 500 pg/ml oldugunda ise hiicrelerin %90’ 1nin

canliligimi yitirdigi gorildii.

Tablo 4.3’te Hepg2 hiicrelerine zeytin yapragi ekstrelerinin 2.5 pg/ml’den 500
png/ml’ye kadar dozu verilip olgiilen ylizde canlilik oranlart gosterilmistir. Ve 4

tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Tablo 4.3 : Hepg? hiicrelerine farkli dozlarda verilen ekstrelerin canlilik yiizdeleri.

1% 2% 3% 4%
Kontrol 100 100 100 100
2,5 ng/ml 106,22023 107,06302 102,97397 100,3901
5 pg/ml 124,09337 113,98666 108,1685 111,18076
10 pg/ml 131,60198 121,96921 116,29928 116,00075
20 pg/ml 120,29521 108,46223 105,18355 107,71164
40 pg/ml 102,42396 103,75596 101,25901 99,79814
60 pg/ml 87,44636 71,96423 67,45253 89,40779
80 pg/ml 80,12261 75,76183 67,69507 74,70977
100 pg/ml 58,0929 60,44022 60,9164 58,40793
120 pg/ml 43,05966 52,96812 56,8257 43,88921
140 pg/ml 41,81089 39,26112 39,70762 34,96384
160 pg/ml 30,56732 48,53065 37,59447 33,40431
180 pg/ml 24,50271 33,28325 29,11898 24,4321
200 pg/ml 15,76987 28,42313 25,75209 12,93023
300 pg/ml 10,98326 24,91425 12,87175 7,24148
400 pg/ml 9,01297 11,84712 9,34825 8,82826
500 pg/ml 3,78496 4,26279 8,2721 6,4945

Sekil 4.12°de zeytin yapragi ekstresi c¢esitli dozlarda Hepg2 hiicrelerine verildiginde
hiicresel canliliktaki degismeler gosterilmistir. Grafikte kontrol grubu dahil 2.5
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pug/ml doz ile baslanmistir ve bu doz 500 pg/ml’ye kadar artirilmistir. Doz 10
pg/ml’ye kadar artirildiginda hiicrelerde maksimum canlilik goriilmiistiir. 10

ng/ml’den sonra artirilan dozlarda ortalama olarak anlamli bir azalma tespit

edilmistir.
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Sekil 4.12 : Cesitli dozlarda zeytin yapragi ekstresi verilen Hepg?2 hiicrelerinin
canlilik degerleri. (> :Araligindaki degerler dahil) (*:p<0.05 **:p<0.01
***:p<0.001)

Repeated Anova istatistik analizi yapilip kontrol grubuna gore kiyaslandiginda; 2.5
ng/ mL olarak verilen 2. dozda sonug¢ p>0.05 olup anlamli degilken 3. 6rnek p<0.05
olarak anlamli tespit edildi. 4. verilen 10 pg/ml zeytin yaprag: ekstresinde maksimum
canlilik goriiliip istatistik analiz sonucu p<0.01 olup anlamlilik gériildii. Verilen 5.
ve 6. dozda anlamlilik gériilmedi. 7. ve 8. dozda p<0.05 olup anlamli sonug elde
edildi. 9. dozda ise p<0.01 olup anlamlilik tespit edildi. 10. dozdan sonra verilen tiim
dozlarda p<0.001 oldugu i¢in anlam farkinin artti1 goriildii. Béylece kontrol
grubuna gore yapilan kiyaslamalarda son verilen dozlar kontrol diizeyinin altina

diistligii icin canlilik azalmasinda anlamlilik tespit edildi.
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4.9 Apoptoz

Zeytin yapragr metanolle ekstraksiyon sonucunda Hepg2 hiicrelerine verildi.
Hiicrelere 2.5 pg/ml zeytin yapragi ekstresi ile baslanip 5-10-20-40-60-80-100-120-
140-160 pg/ml ekstre verilerek canlilik, apoptotik ve nekrotik degerlerine bakildu.
Analiz 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. Kontrol grubu ile baslanarak hiicre
canliligina bakildiginda zeytin yapragi ekstresi miktar1 artirildik¢a canliligin azaldig
tespit edildi. Bu deger 40 pg/ml’ye kadar sabit kalip sonrasinda miktar artirildikca
canliligin azaldig1 goriildii. Hiicrelerin apoptoz testine bakildiginda zeytin yapragi
ekstresi miktar1 arttikca apoptoza ugrayan hiicrelerin kademeli olarak arttig1 goriildii.
Hiicrelerde 40 pg/ml dozdan sonra artis oldugu tespit edildi. Nekroza ugrayan
hiicrelere bakildiginda;40 pg/ml’den sonra hiicrelerin canliligini yitirdigi ve
dolayisiyla hiicrelerin Gliimiiniin gergeklestigi gortldii. Hiicrelere verilen zeytin
yapragi ekstresinin farkli dozlarina karsilik gelen canlilik, nekrotik, apoptotik
parametre degisimleri ylizdelik olarak Tablo 4.4’te gosterilmistir. Zeytin yapragi
ekstre miktar1 arttik¢a yiizdelik olarak da canliligin azaldigi, apoptozun ve nekrozun

arttig1 gosterilmistir.

Tablo 4.4 : Hepg? hiicrelerinin canlilik, nekrotik, apoptotik yiizdeleri. (V:Viability,
A:Apoptotik, N:Nekrotik)

% Relatif

V (3 tekrar) A (3 tekrar) N (3 tekrar)
Kontrol 97 100 98 0 0 1,9 2 0 0
2,5ug/ml 100 98 98 0 0 1,6 0 1 0
5 ug/ml 97 98 100 2 0 0 0 1 0
10 pg/ml 95 100 100 2 0 0 2 0 0
20 ug/ml 98 100 9% 2 0 1,7 0 0 1,7
40 pg/ml 97 100 95 0 0 4 2 0 0
60 ug/ml 76 77 76 15 16 14 7 6 9
80 ug/ml 68 68 70 19 20 19 11 10 10
100 pg/ml 59 59 60 27 26 27 13 14 11
120 pg/ml 50 51 50 30 30 30 18 17 19
140 pg/ml 41 40 40 37 39 36 20 19 23
160 ug/ml 36 36 35 39 38 41 24 25 23

Apoptoz analizinde floresan mikroskopta goriinen canli kalan, nekroza ve apoptoza

ugrayan hiicrelerin renk degisimleri Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te
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gosterilmistir. Hiicrelerin yesil goriinmesini saglayan durum canli olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Akridin orange boyasi yalnizca canli hiicrelere girerek renk
hiicrelerin yesil renkte goriinmesini saglar. Etidyum bromiir ise hiicre, canh
oldugunda giremez ancak hiicreler apoptoza ugramaya basladiginda etidyum bromiir
hiicreye girmeye baslar ¢iinkii DNA spesifik bir boyadir ve bdylece DNA’ya
baglanir. Hiicreler tamamen parcalandiginda sadece DNA boyanip sitoplazma
boyanmadig1 icin kirmizi1 kiigiik lekeler olusur bu da nekrotik olan hiicreleri

gostermistir.

Sekil 4.13 : Apoptoz 6l¢iim sonucunda goriinen canli hiicreler. (Yesil:canl)
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Sekil 4.14 : Apoptoz 6l¢lim sonucunda goriinen nekrotik ve canli hiicreler.
(Kirmizi:nekrotik, Yesil:canli)

Sekil 4.15: Apoptoz 6l¢tim sonucunda goriinen apoptotik, nekrotik ve canli hiicreler.
(Kirmizi:nekrotik, Turuncu:apoptotik, Yesil:canli)
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Hepg?2 hiicrelerine zeytin yapragi ekstresinin verilen farkli dozlarindaki apoptotik,
nekrotik, canlilik parametrelerindeki degisimlerin yiizdelik verileri grafik halinde
Sekil 4.16’da gosterilmistir. Ekstre miktar1 artirildiginda canliligin - azaldig,
apoptozun ve nekrozun arttigina dair verilerin istatistiksel analizi Repeated Anova
programi ile yapilmigtir. Analiz sonucunda hiicrelere verilen zeytin yapragi
ekstresinin 60 ug/ml dozunda p<0.05 olmak iizere anlamli azalma oldugu tespit
edilmistir. Hiicrelere verilen 80-100-120-140-160 pg/ml zeytin yaprag: ekstrelerinde
hiicresel canlilik p<0.05 olarak Sl¢iilmiis olup azalmada anlamlilik tespit edilmistir.
Diger yandan apoptotik ve nektrotik parametreleri 6lgmek i¢in hiicrelere, zeytin
yapragi ekstreleri 60 pg/ml dozdan baslanarak 80-100-120-140-160 pg/ml dozlarda
verilmis olup hiicresel apoptotik ve nekrotik degerlerdeki anlamli artis da repeated
anova istatistik analiz programiyla belirlenmistir ve degerler p<0.05 olarak analiz

edilmistir.
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Sekil 4.16 : Hepg2 hiicrelerinin verilen ¢esitli dozlarda zeytin yapragi ekstresi
sonucunda canlilik, apoptotik ve nekrotik degerleri. (*:p<0.05)(Yesil:canl,
Kirmizi:nekrotik, Sar1: Apoptotik hiicreler)
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4.10 Hiicre Ici Reaktif Oksijen Tiirleri

Hiicre ici siliperoksit, hidroksil ve hidrojen peroksit reaktif oksijen diizeylerinden
elde edilen sonuglarda;Hiicreye 2.5 pg/ml’den 500 pg/ml’ye kadar verilen ¢esitli
dozlarda zeytin yaprag: ekstresinde 2.5 pg/ml’den 10 pg/ml’ye gelene kadar reaktif
oksijen diizeyinde azalma oldugu 10 pg/ml’den sonra verilen dozlarda reaktif oksijen
diizeyinde artis gosterdigi boylelikle hiicrenin canliligini yitirdigi goriilmiistiir.
Analiz sonucunda hiicreye verilen en etkili dozun 10 ug/ml oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.17°de reaktif oksijen tiirlerinin artmasiyla canliligin azaldigina dair grafik

gosterilmistir.
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Sekil 4.17 : Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri (*:p<0.05 **:p<0.01).

Repeated Anova istatistik analizi yapilip kontrol grubuna gore kiyaslandiginda; 2.5-
5-10-20-40-60-80 pg/ mL olarak verilen dozlarin istatistik analizinde p>0.05 oldugu
icin anlamlilik tespit edilmedi. 100 pg/ mL olarak verilen 9. Dozda p<0.05 olarak
belirlenip anlamlilik goriildii. 120 pg/ mL olarak verilen 10. Dozda p=0.01 olarak
belirlenip anlamlilik tespit edildi. 140 pg/ mL olarak verilen 11. Dozda p<0.05
degeri bulunup anlamlilik tespit edildi. 160 pg/ mL olarak verilen 12. Dozda p<0.01
degeri elde edilip anlamlilik goriildii. 180 pg/ mL olarak verilen 13. Dozda p<0.01
degeri bulunup anlamlilik tespit edildi. Sonrasinda 200-300-400-500 pg/ mL olarak
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artan dozlarda verildiginde p<0.01 degeri bulunup istatistik agidan anlamlilik tespit
edildi.

4.11 Western Blot Analizi

Yapilan protein ekspresyon analizinden elde edilen bulgularda zeytin yapragi
ekstresinin verilen ¢esitli dozlarinda Hepg2 hiicrelerinde IRS-1, Tirozin kinaz
reseptorleri, Glut-4 ve Glut-2 transport protein ekspresyon seviyelerine bakilmistir ve
kontrol olarak B-aktin standart1 kullanilmistir. Kontrolden baslanarak 2.5-5-10-20-40
pg/ml zeytin yapragr ekstresi Hepg2 hiicresine verilip reseptor miktarlari
Ol¢iilmiistiir. Glut-2 reseptoriine bakildiginda kontrolde 7.515 ng iken 2.5 pg/ml’de
10911, 5 pg/ml’de 15.171, 10 pg/ml’de 20.404 pg artis olup bu degerden sonra
verilen dozlarda reseptdr ekspresyonunda azalma meydana gelmistir. Ayni sekilde 10
pg/ml dozunda verilen ekstreye kadar ylizdelikleri de paralel olarak artig
gostermistir. Glut-4 reseptorii incelendiginde kontrolde 5.14 ng iken 2.5 pg/ml ekstre
verildiginde 9.20, 5 pg/ml’da 16.4, 10 pg/ml’da 19.0 pg kadar reseptdr sayisi
artmistir fakat bu dozdan sonra verilen dozlarda reseptér miktarlarinda azalma
meydana gelmistir. Yiizdelik karsiliklar1 kiyaslandiginda 10 pg/ml’ kadar artis olup
sonrasinda azalma goriilmistlir. IRS-1 reseptorii aktivitesine bakildiginda;kontrolde
7.896 ng iken 2.5 pg/ml’de 12.312 pg’ye artmis olup 5 pg/ml’da 19.833, 10
ug/ml’da 21.670’e kadar reseptdr sayist artmistir. 20 ve 40 pg/ml verilen dozlarda
ise diisiis gézlenmistir. Tirozin kinaz reseptorii incelendiginde kontrolde 3.511 pg
reseptor varken 2.5 pg/ml’de 8.713, 5 pg/ml’de 17.774, 10 pg/ml ekstre verildiginde
ise 21.834 pg olarak reseptor sayisi artmis olup 20 ve 40 pg/ml ekstre dozu
verildiginde hiicrelerdeki reseptor sayisinda azalma meydana gelmistir. Her bir
reseptOr icin yiizdelik degerlerde esit oranda 10 pg/ml’ye kadar artis gosterip bu
degerden sonra reseptor sayilarinin yiizdelerinde azalma meydana gelmistir. Bu

degerler Tablo 4.5’de gosterilmistir.
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Tablo 4.5: Hepg? hiicrelerine verilen farkli dozlardaki zeytin yapragi ekstresi
sonucunda reseptdr sayilari ve ylizdeleri.

Glut-2 Glut-4
Area % Area %

Kontrol 7.515 5.873 Kontrol 5.14 5.356

2,5 pg/ml 10.911 10.090 2,5 pg/ml 9.20 9.573
5 pg/ml 15.171 15.108 5 pg/ml 16.4 17.35

10 pg/ml 20.404 21.761 10 pg/ml 19.0 20.21
20 pg/ml 17.828 18.562 20 pg/ml 18.8 19.74
40 pg/ml 12.129 12.605 40 pg/ml 9.37 9.75

IRS-1 Tirozin Kinaz B-Actin
Area % Area % Area %

Kontrol 7.896 6.3  Kontrol 3.511 43 Kontrol 27.419 18.24
2,5 ng/ml 12.312 9.9 2,5ug/ml 8.713 10.7 2,5ug/ml 25986 17.29
5 pg/ml 19.833 159 5pug/ml 17.774 209 5pug/ml 25.464 16.94
10 pg/ml 21.670 198 10pg/ml  21.834 224 10pg/ml 23576 15.68
20 pg/ml 20.834  16.7 20pg/ml  16.051 19.8 20pg/ml 25.610 17.04
40 pg/ml 10551  9.06 40 pg/ml 6.054 9.6 40pugml 2223  14.79

Sekil 4.18’de IRS-1, Tirozin kinaz reseptorlerine ve Glut-2, Glut-4 transport
proteinlerine ait ekspresyon grafigi gosterilmistir. 2.5-5.10-20 pg/ml zeytin yapragi
ekstresi hiicrelere verilerek her bir reseptor icin incelendiginde 10 pg/ml zeytin

yapragi ekstresinin reseptorler i¢in ideal bir doz oldugu goriilmiistiir.

Protein Ekspresyonlari
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Sekil 4.18 : Zeytin yapragi ekstresinin farkli dozlarinda Hepg2 hiicrelerindeki
reseptor oranlari. (*:p<0.05 **:p<0.01 ***:p<0.001)
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Sekil 4.19’da protein ekspresyon analiz sonuglarit gosterilmistir. Sonuglar
incelendiginde 10 pg/ml’de goriilen bant yogunlugunun bu dozun altinda ve iistiinde
yogunlugunu kaybettigi goriilmektedir. Analiz sonunda zeytin yapragi ekstresi, Irs-1,
Tirozin Kinaz reseptorlerinin, Glut-4 ve Glut-2 transport proteinlerinin sayisini
artirmig olup bunun optimum dozunun 10 pg/ml oldugu gorilmektedir. Bulgu,
Repeated Anova istatistiksel analiz programiyla analiz edilmistir. Kontrol grubuna
gore kiyaslama yapildiginda 5 pg/ml zeytin yapragr ekstresi Hepg2 hiicresine
verildiginde p<0.05 olarak elde edilmis olup anlamlilik goriilmiistiir. 10 pg/ml ekstre
hiicreye verildiginde p<0.001 olup anlamlilik tespit edilmistir. 20 pg/ml dozunda da
p<0.01 olarak belirlenip anlamlilik gériilmistiir.

Roatred 25s2ml Sseml 10 s2ml Weeml Waeed
e — —_—
TK
——— | ——
IRS-1
e e— — —
Ghat-2
| — | ——
Ght-4
T A e S T — Z
B-Actin

Sekil 4.19 : Hepg2 hiicrelerindeki tirozin kinaz, Irs-1 reseptorleri ve Glut 4, Glut 2
transport rotein ekspresyonlari.
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5. TARTISMA

Zeytin yapragi ge¢misten giiniimiize geleneksel tipta kanser, diyabet gibi bir¢cok
hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Zeytin yapraklarindan elde
edilen oleuropeinin oksidatif stres, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar iizerine
etkileri oleuropeinin hiperglisemi ve oksidatif stresi inhibe etme potansiyeli oldugu
ve oksidatif stresle iliskili komplikasyolarin 6nlenmesinde faydali olabilecegi
gosterilmistir [1]. Ayn1 zamanda diyabetli bireylerde insiilin salinimini ve glukozun
hiicre igerisine alimini artirarak etkili oldugu gosterilmistir [89]. Ancak glukozun
hiicre igine almimini saglayan reseptorlerin ve transport proteinlerin etki
mekanizmalarina dair yeterince bilgi mevcut degildir. Verilen zeytin yapragi
ekstresinin reseptorler ve transport proteinler iizerindeki etkili dozu da tam olarak
bilinmemektedir. Bu calisma; kontrol ve deney grubu insan hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerine cesitli dozlarda verilen zeytin yapragi ekstresinin; terapotik etkinlikleri
konusunu, glukozun  hiicre icine girisini saglayan reseptorleri ve transport
proteinlerinin ekspresyon seviyelerini anlamak, ve giiniimiizde tedavi segeneklerine
dair ¢esitli yaklagimlar olan Tip II Diyabetli hastalar i¢in, zeytin yaprag: ekstresinin,
hiicre icine glukoz girisini saglayan reseptorleri ve bu reseptorlerin protein
ekspresyonunu ne derece etkiledigi hakkinda bilgi vermek, medikal tedaviye

destegini de kanitlamak amaciyla yapilmigtir.

Zeytin yapragindan izole edilen oleuropeinin etkisinin arastirildigi bir caligmada
oleuropeinin verilen 3 grup erkek tavsandan birinci grup saglikli hayvanlardan, ikinci
grup tedavi almayacak olan diyabetli hayvanlardan ve tigiincii grup oleuropein
verilecek diyabetli tavsanlardan olusturulmustur. 16 haftanin sonunda oleuropein
verilen tavsanlarda kan glukoz seviyesinde anlamli diislis gozlenirken kontrol
grubundaki diyabetli tavsanlarda anlamli diisiis tespit edilmemistir [2]. Son yillarda
yapilan arastirmalar, zeytinyagi kadar zeytin yapragi ekstrelerinden elde edilen
bilesiklerin antihipertansif, anti-aterojenik, kardiyoprotektif, hipokolesterolemik,
hipoglisemik, antimikrobiyal, antiviral, antitiimdral, anti-inflamatuar ve antioksidan

ozelliklere sahip oldugunu gostermistir [90,91]. Bu baglamda zeytin yaprag:
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ekstresinin insiilin salinimini saglayan mekanizmay1 olumlu yonde etkiledigi deney
hayvanlarinda gosterilmis olup tez ¢alismamizda Hepg2 hiicrelerine verilen zeytin

yapragi ekstresinin insiilin reseptoriinii artirmasiyla paralellik gostermistir.

Calismamizda ekstrelerin total fenolik icerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
gallik aside esdeger olarak belirlenirken [83] flavonoid igerikleri kersetine esdeger
olarak aliiminyum nitrat metodu ile belirlenmistir [84]. Ekstrelerin fenol ve flavanoid
tayinleri sonucunda total fenolik igerikte yiiksek antioksidan aktiviteyi metanol
organik ¢oziiclisiinde gosterdigi goriiliirken, total flavanoid igeriginde diklorometan
organik ¢oziiciisiinde gosterdigi ancak metanolle ekstraksiyonun da diklorometan
¢oziiclisiine yakin oldugu goriildii. Literatiirde yapilan bir ¢alismada;Tunus zeytin
cesitlerinden Chetoui zeytin ¢esidi yapragi ekstratinda ¢6ziicii tipinin fenolik ve
antioksidan faaliyetlerine etkisi aragtirllmistir. Oda sicakliginda 4 farkli ¢oziicii
(iyonu giderilmis su (ddH20)), %80 metanol, %70 etanol ve %80 aseton ile
hazirlanan ekstrelerde toplam fenol ve toplam flavonoid sirasiyla Folin-Ciocalteu ve
aliminyum kloriir kolorimetrik yontemlerini kullanilarak olgiilmiistiir. Antioksidan
ozellikleri, DPPH ve ABTS olmak iizere iki antioksidan aktivite yontemi tarafindan
belirlenmistir. Sonu¢ olarak metanol ¢6ziciilii ekstrelerin yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu dile getirmislerdir [92]. Ayni zamanda literatiirde %80
metanol, %70 etanol, %80 aseton organik ¢oziiciileri kullanilarak yapilan,
antioksidan Ozelliklerin belirlendigi ve yiiksek antioksidan aktivitenin metanol
organik c¢oziiciisiiyle yapilan ekstraksiyonda oldugunu gosteren ¢alismalar da

bulunmaktadir [93,94,95].

Caligmamizda bir diger antioksidan yontemi olan ABTS’de Miller ve Rice-Evans’in
uyguladigi yonteme gore bir gece donceden hazirlanip karanlikta bekletilen ABTS
¢ozeltisi hazirlanarak belirlenmistir [87]. YOontemin sonucunda en yiiksek antioksidan
aktivitenin biitil hidroksi asetet ¢oziiciisiinde oldugu goriilmiistiir. Literatiirde yapilan
bir calismada Portekiz’de yetistirilen 6nemli zeytin ¢esidinden zeytin, zeytin yapragi
ve zeytin c¢ekirdeginin fenol bilesenleri ve ABTS yontemi kullanarak antioksidan
aktivitesi arastirilmigtir. Zeytin yapragim taze ve kurutulmus olarak toplam fenol
igerigi 17 ve 40 g/kg tannik asit olarak belirlenmistir. Kurutulmus zeytin yapragi
icindeki antioksidanin daha yiiksek oldugu goriilmistiir ayrica zeytinlerin
antioksidan aktivitesinin yapraklardan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ve zeytin

cekirdeklerinin de yiliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
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sonuglar tez ¢alismamizda kullandigimiz zeytin yapragi ekstresinin yani sira zeytin
cekirdeklerinin de dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [96].

Calismamizda hiicrelere cesitli dozlarda verilen zeytin yapragi ekstraktinda
hiicrelerin 2,5 pg/ml’den 500 pg/ml’ye kadar canliligina bakildiginda;10 pg/ml’de
maksimum canlilik goriiliirken 10 pg/ml’den sonraki degerlerde canliligin azalmaya
basladiginm1 gordiik. Hiicrelerde once proliferatif etki goriiliip sonra prooksidan
etkinin basladig1 ve bu sebeple hiicre canliliginin azalmaya basladigi tespit ettik.
Ekstre dozu 500 pg/ml oldugunda ise hiicrelerin %90’ mnin canliligini yitirdigini
gordiik. Literatiirde yapilan bir calismada Hepg2 hiicrelerine ¢esitli dozlarda verilen
oleanolik asitte hiicre canliligina bakildiginda 0-1 pmol/L degerleri arasinda
sabitken 1-75 pmol/L degerleri arasinda dalgalanmalar gériilmistiir. Konsantrasyon
arttikca canliligin azaldigi optimum konsantrasyonun 1x10° hiicre oldugu tespit
edilmistir [97]. Beta hiicrelerinde insiilin sekresyonunda H;O,’nin toksik etkisine
kars1 zeytin yapragi polifenollerin etkisinin arastirildig bir ¢alismada; kontrol grup,
oleuropein, etanolle ekstraksiyonu yapilan zeytin yapragi ekstresi pankreatik beta
hiicrelerine verilip canlilik, katalaz, GSH-px aktivitesine bakilmistir. Hiicre canlilig1
degerlendirildiginde; H,O, konsantrasyonu artirilip pankreatik beta hiicrelerine
verildiginde canliligin azaldigi tespit edilmistir. Bu bulgular tez g¢alismamizda
ROS’la canlilik arasindaki giiglii negatif iliskiyi onaylar niteliktedir. Zeytin yapragi
ekstresi hiicrelere verilip konsantrasyonu azaldiginda canliligin da azaldigi; 0.1
mg/L’de 80 iken 0.01 mg/L’de 70, 0.001 mg/L’de 60’a diismiistiir. Bu ekstrenin de
optimum dozunun 0.1 mg/l oldugu belirlenmistir. Oleuropein de ise 0.1 mmol/L’de
80 iken 0.01 mmol/L’de 60, 0,0001 mmol/L’de 50’ye diismiistiir. Sonuglarin
istatistik analizle anlamliligi gosterilmistir. Hiicreler optimum 0.035 mM H,0; ile

muamele edildiginde canliligr azalttig1 belirlenmistir [98].

Literatiirde yaban mersini ve bdgiirtlenin fenolik bilesenlerinin Tip 2 diyabet
tedavisinde kullanilmasiyla ile ilgili yapilan bir ¢alismada; Pankreas beta hiicrelerine
yaban mersini ve bogiirtlen farkli konsantrasyonlarda verildiginde hiicre canliliginin
azalmadig1 gosterilmistir. Hiicresel canliliklar1 sirasiyla %50 yaban mersini ve
bogiirtlen antasiyoninde 87.8/%3.6, %50 yaban mersini ve bdgiirtlen
proantasiyoninde 100.4/ %8.8, %100 bogiirtlen antasiyoninde 100.0/%14, %100

bogiirtlen proantasiyoninde 100.4/%1.7 olmustur. Sonuglara istatistik analiz
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yapildiginda anlamlilik goriilmistiir. Ayrica ¢alismada fenolik bilesenlerin VEGF,
IGF-II proteinlerinin regiilasyonunun artirip insiilin reseptor sinyallerinin de artigina
bagli olarak insiilin sekresyonunu artirdigi gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda;
Hepg2 hiicrelerine verilen ¢esitli dozlarda zeytin yapragi ekstresinin hiicre igine
insiilin girisinden sorumlu reseptorlerin ve transport proteinlerin miktarini artirdigi

gosterilmistir.

Tip 2 diyabet genellikle insiilin duyarliligmin az olmasi ve pankreatik beta
hiicrelerinin insiilin salgilamasindaki yetersizligi ile ortaya g¢ikmaktadir [99,100].
Yapilan bir calismada rastgele se¢ilmis orta yash sisman erkeklerde zeytin yapragi
polifenollerinin insiilin duyarliligina etkilerine bakilmistir. Calismada kontrol gruba
plasebo verilip deney grubuna zeytin yapragi ekstresi iceren kapsiilleri 12 hafta
boyunca verilmistir. Pankreatik beta hiicresinden insiilin salgilanmasi ve insiilin
duyarliligt 6nemli Ol¢lide artmistir. Ve tip 2 diyabetin sebep oldugu metabolik
bozukluklar beraberinde ortadan kalkmistir. %15 oraninda plasebo grubunda instilin
duyarlilig1 goriiliirken %28 oraninda zeytin yapragi ekstresi verilen hastalarda insiilin
duyarliligr gelismistir [101]. Biz ¢alismamizda hiicre kiiltiirli yaparak zeytin yapragi
ekstresinin sitotoksik etki gostermeden en etkili dozunu bulmayi hedefledik ve
buldugumuz bu doz gerek insiilin reseptorlerinin gerekse transport proteinlerin
ekspresyonunu maksimum diizeyde artirdigindan sonraki calismalar hem deney
hayvanlartyla hem de insanlarla da ilag olma potansiyeli géz Oniine alinarak

calisilabilir.

Literatiirde streptozotosin (STZ) ile diyabet modeli olusturulan farelerin pankreas
adaciklarina zeytin yapragi ekstraktt verilerek kan glikoz diizeylerine ve
histopatolojik degisimlerine bakilan bir ¢alismada;toplam 60 erkek fare kullanilarak
20 fare iceren 3 gruba ayrilmistir. 1. grup kontrol, 2. grup STZ ile diyabet modeli
olusturulan grup, 3. ise STZ ile diyabet modeli olusturulup zeytin yaprag: ekstresi
verilen gruptur. Kontrol gruba ph:7 olmak iizere normal salin ¢ozeltisi verilmistir. 2.
gruba %10 glikoz ve 100 mg/kg STZ intraperitonal enjekte edilerek hiicrelerle 24
saat muamele edilmistir. 3. grupta ise 100 mg/kg STZ ile diyabet olusturulmus
hayvanlara 4 hafta boyunca hergiin 0.33 g/kg sulu zeytin yaprag: ekstrakti oral yolla
verilmistir. Hayvanlarin kan ornekleri toplandiktan sonra pankreas dokulart Boun

Soliisyon ile fikse edilmistir. Ilk hafta kan &rnekleri kontrol gruba gore
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kiyaslandiginda STZ ile diyabet olusturulmus hayvanlarin kan glukoz diizeylerinde
onemli dlglide artis gortiilmiistiir. STZ ile diyabet olusturulup zeytin yaprag: ekstresi
verilen hayvanlarda kan glukoz diizeylerinde onemli 6l¢iide azalma gozlenmistir.
STZ ile diyabet modeli olusturulan hayvanlarin pankreas adaciklarinda hipertrofi
goriiliirken zeytin yapragi ekstresi verilen hayvanlarin pankreas adaciklarinda boyut
degisikligi gbzlenmemis, normal yapilar ve iyi huylu degraniilasyon gozlenmistir. 3.
haftada bazi adaciklarda nadir olarak lipit birikimi goriilmiis olup birkag hiicrede kan
damarlarinda genislemeler ve atrofi gozlenmistir. 4. haftanin sonunda kan ornekleri
kontrol gruba gore kiyaslandiginda STZ ile diyabet olan hayvanlarda kan glukoz
seviyesi 180 mg/dl iken 2. hafta 120 mg/dl, 3. ve 4. hafta 140 mg/dl gézlenmistir.
Zeytin yapragi ekstresi verilen hayvanlarin kan 6rneklerinde ise ilk haftada kontrol
gruba kiyasla 110 mg/dl iken 2. haftadan 4. haftaya kadar 100 mg/dl olarak anlamli
bir diisiis gozlenmistir. Calisma sonucunda hayvanlarin pankreas hiicrelerine verilen
0.35 g/kg zeytin yapragi ekstresinin kan glukoz seviyesini azalttigi ve beraberinde
histopatolojik degisimin gozlenmedigi gdsterilmistir [98]. Literatiirde deney
hayvanlar1 kullanilarak ve Ozellikle hayvanlarda kan glukozunu ve biyokimyasal
degisimlerin 6l¢iildiigli calismalar da referans alinarak c¢alismamizda hiicre kiiltiirii
ile zeytin yapragi ekstresinin ilag olma potansiyeli olup olmadigini gdérmeyi
hedefledik. FElde edilen bulgularimiz insiilinle iliskili reseptorlerin ve transport
proteinlerin ekspresyonunu artirict yonde oldu. Bu c¢ikarimlar da gerek deney
hayvanlar1 gerekse hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinin paralel olarak ayni bulgulan

verebilecegini gosterdi.

Literatiirde yapilan bir ¢alismada zeytin yapragi ekstresi toplam fenolik igerigi
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak 1.60 mg gallik asit es degerleri (GAE)/g kuru
agirlik olarak tahmin edilmistir. HPLC-DAD ile birlikte nitel ve nicel kompozisyon
analizi kullanilarak zeytin yapragi ekstresi i¢cinde 6 ana bilesik (oleuropein,
verbascosit, luteolin-7-O-glucosit, apigenin-7-O glucosit, hidroksitirosol ve tirosol)
belirlemislerdir. Yiiksek dogal antioksidan potansiyeli olan lutein, sesamol, ellajik
asit ve zeytin yapragi ekstresi serbest radikallerin implike edildigi hastaliklarda
yararli olabilecekleri sonucuna varmiglardir [102]. Buna karsin serbest radikalleri
hangi dozlarda minimalize ettigi tam olarak bilinmedigi i¢in yaptigimiz ¢alismada
zeytin yapragi ekstresinin, Hepg2 hiicrelerine verilen cesitli dozlarinda reaktif

oksijen tiirlerini azalttig1 en etkili doz tespit edildi. Ve bu etkili dozun 10 pg/ml
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oldugu gosterildi. Ayrica literatiirde sitotoksisite ile ilgili Hepg? hiicreleriyle yapilan
calismalar mevcuttur [52-53]. Calismamizda;hepatoseliiler karsinoma hiicrelerine
cesitli dozlarda zeytin yapragi ekstresi verildiginde hiicre igi reaktif oksijen diizeyleri
Olclilmiistiir ve elde edilen sonuglarda;hiicreye 2.5 pg/ml’den 500 pg/ml’ye kadar
verilen gesitli dozlarda zeytin yapragi ekstresinde 2.5 pg/ml’den 10 pg/ml’ye gelene
kadar reaktif oksijen diizeyinde azalma oldugu 10 pg/ml’den sonra reaktif oksijen
diizeyinin artis gosterdigi ve hiicrenin canliligim yitirdigi goriilmistiir. Boylelikle
hiicreye verilen en etkili dozun 10 pg/ml oldugu tespit edilmistir. Bu sayisal deger
oksidatif stresin de minimum oldugu deger olarak belirlenmistir. Literatiirde zeytin
yapraginda bulunan hidroksitirosol ve oldropinin ratlar tizerindeki etkileriyle ilgili
yapilan calismalarda kan sekerini ve kolesterolii diisiiriicli etkisi tespit edilmistir.
Yapilan bu deneylerde oksidatif stresi baskilayarak diyabetin yan etkilerini azalttigin
da belirtmislerdir. Zeytin yaprag: ile beslenen diyabetik ratlarda insiilin saliniminin
arttigi, serum glikoz seviyesinin diistiiglini ve antiglisemik indeksin yliksek
seyrettigini belirlemislerdir [103]. Literatiirde yapilan bir calismada pankreatik beta
hiicrelerine kontrol grubu, H,O,, oleuropein ve oleuropein ekstresi verilerek GSH-Px
aktivitesi degerlendirildiginde 0.035 mmol/L H,0, ile muameleden sonra H,O;
degeri %30 hiicrelere verilen zeytin yapragi ekstresi kontrol grubuna yakin yani
%100 degerindeyken, oleuropein verildiginde %30 olmustur. H,O,’yi pargalayan
katalaz enzim aktivitesine bakildiginda pankreatik beta hiicrelerinin 0.035 mmol/L
H20, ile muamelesinden sonra ekstre verilen hiicrelerde %80 civarinda iken
oleuropeinde ise %50 olmustur. ROS aktivitesi 6l¢iildiigiinde; 0.035 mmol/L H,0,
ile muameleden sonra hiicrelerin ROS aktivitesi %300 iken, hiicrelere verilen 0.1
mmol/L oleuropein ve 0.1 mg/mL oleuropein ekstresinde kontrol grubuyla paralel
olarak %170 civarindadir. Hem zeytin yapragi ekstres, hem de oleuropein
verildiginde ROS’un azaldig1 goriilmiistiir. Bu da zeytin yapragiin polifenollerinin,
oksidatif strese karsi beta hiicre fizyolojisinde diizenleyici rollerinin oldugunu
gostermistir [98]. Biz ¢alismamizda ROS’un minimum oldugu en etkili dozun 10
pug/ml oldugunu, Hepg2 hiicrelerine verdigimiz zeytin yapragi ekstresinin
konsantrasyonunu artirdigimizda ROS’un arttigin1 gordiik ve ekstrenin sitototoksik
etki gostermedigi dozu da tespit ettik bu da literatiirdeki ¢alismalarla, zeytin yapragi
ekstresinin canlilik maksimum seviyedeyken ROS’la arasinda giiclii bir negatif iligki

oldugunu onaylar niteliktedir [104].
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Gegmisten giiniimiize yapilan tiim ¢aligmalar, diyabet ile kanserin ortak patogenetik
mekanizmalar1 oldugunu ve diyabetli bireylerde saglikli bireylere oranla bazi kanser
tiplerinin daha sik gorildiigiinii desteklemektedir. Bunun yaninda diyabet tedavisinde
kullanilan bazi ajanlarin da kanser riskini arttirdigina dair bulgular mevcuttur. Her iki
hastalik arasindaki iliskiye dair ilk bulgu 1934°te diyabetli hastalarda pankreas
kanseri sikliginin diyabet olmayan bireylere kiyasla daha yiliksek oldugunun fark
edilmesi ile elde edilmistir [55]. Yakin zamanda yayinlanan ve siilfoniliirelerin
kullanildig1 18 ¢alismay1 igeren bir analizde sulfoniliire kullaniminin kanser riskini
arttirdigt belirtilmistir [64]. Risk artisinin pankreas, karaciger ve endometrium
kanserinde en yiiksek oldugu belirlenmistir. Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada, tip 2
diyabetin hepatoseliiler karsinoma gelisme riskini 2-3 kat arttirdign gosterilmistir
[56,57]. Tez ¢alismamizda karaciger kanser hiicrelerinde insiilin transport proteinleri
olan GLUT tiplerinin ¢ogunun calisilabilmesi ve daha ¢ok hiicre soyu tiretilmesi gibi
ozellikleri nedeni ile Hepg2 hiicreleri kullanilmigtir. Hepg2 hiicrelerinin diger hiicre
hatlarina gore kiiltiire edilmesi daha kolay oldugu i¢in oldukc¢a avantajli yonleri
olmas1 calismamizda Hepg2 hiicrelerini tercih etmemizi saglamistir. Literatiirde
gosterilen antidiyabetik ajanlarin da kanserlesmeye sebep oldugu gerekceleri dikkate
alinarak tez calismamizda Hepg2 hiicrelerine verdigimiz yiiksek dozda zeytin
yapragl ekstresinin de antikanser oOzelliginden faydalanabilecegimizi gordiik.
Caligmamizda zeytin yapragi metanolle ekstraksiyon sonucunda Hepg2 hiicrelerine
verilip apaptotik, canli ve nekrotik hiicrelere bakildiginda; Hiicrelere 2.5 pg/ml
zeytin yapragi ekstresi ile baglanip 5-10-20-40-60-80-100-120-140-160 pg/ml ekstre
verilip sonuglar incelenmistir.  Kontrol grubu ile baslanarak hiicre canliligina
bakildiginda zeytin yapragi ekstresi miktar1 artirildikca canliligin azaldigi tespit
edilmistir. Bu deger 40 pg/ml’ye kadar sabit kalip sonrasinda miktar artirildikca
canliligin azaldig1 goriilmiistiir. Hiicrelerin apoptoz testine bakildiginda zeytin
yapragi ekstresi miktar1 arttik¢a apoptoza ugrayan hiicrelerin kademeli olarak arttig
goriilmistiir. Hiicrelerde 40 pg/ml dozdan sonra artis oldugu tespit edilmistir.
Nekroza ugrayan hiicrelere bakildiginda;40 pg/ml’den sonra hiicrelerin canliligini
yitirdigi ve dolayisiyla hiicrelerin 6liimiiniin gergeklestigi  goriilmistiir. Yani
calismamizda zeytin yapraginin apoptotik etkisine bakarken genotoksik ve apoptotik
etkiyli maksimum hangi doza kadar gosterdigini gérmeyi hedefledik. 10 pg/ml’ye
kadar genoktoksik ve apoptotik etki gostermedigi ancak 40 pg/ml’ye kadar da
ekspresyon yaptig1 goriildii. 40 pg/ml’den sonra sitotoksik etki goriilmeye baslandi.
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Bu bulgular bize zeytin yapragi ekstresini yliksek dozda kullandigimizda antikanser
Ozelliginden de yararlanabilecegimizi gosterdi. Literatiirde yapilan bir calismada;
pankreatik beta hiicrelerine oleuropein, zeytin yapragi ekstresi ve H,O, verilip
nekrotik, apaptotik olan hiicrelere bakildiginda; hiicreler 0.035 mmol/L H,O; ile
muamele edilip 0.1 mg/ml zeytin yapragi ekstresi, 0,1 mmol/L oleuropein ekstresi
verildiginide ekstredeki nekrotik hiicre sayisinin azaldigi goriilmistiir. Pankreatik
beta hiicreleri H,O, ile muamele edilince nekrotik hiicreler %40 iken oleuropeinde
%30, ekstrede %15’e diigmiistiir. Hiicrelerde canlilik degerleri ise 0.1 mg/L ekstre
verildiginde %60, 0.1 mmol/L oleuropeinde %45, 0.035 mmol/L H,O;’de ise %30’a
diismiistiir. Calismada apoptotik hiicrelere bakildiginda;kontrol grupla kiyasla 0.1
mg/L ekstre verildiginde %25, 0.1 mmol/L oleuropeinde %20, 0.035 mmol/L
H,0,’de ise %25 olmustur [98]. Bu da pankreatik beta hiicreleriyle ¢alisildiginda ve
zeytin yapragi ekstresi kullanildiginda en etkili dozun 0.1 mg/L oldugunu
gostermistir. Bizim ¢alismamizda Hepg?2 hiicrelerine ¢esitli dozlarda verilen zeytin
yaprag ekstresinde canliliga baktigimizda ekstre miktar1 arttikca canliligin azaldig
buna karsin en etkili dozun 10 pg/ml oldugunu gordiik. Ayn1 zamanda bu calisma
canlilik ile ROS aktivitesi arasinda giiclii bir negatif etki oldugunu onaylar

niteliktedir.

Calismamizda yapilan Western Blot protein ekspresyon analizinden elde edilen
bulgularda zeytin yapragi ekstresinin verilen ¢esitli dozlarinda IRS-1, Tirozin kinaz
reseptorleri, GLUT-4 ve GLUT-2 transport protein ekspresyon seviyeleri
incelenmigstir. Sonuglar analiz edildiginde;10 pg/ml’de goriilen bant yogunlugunun
maksimum seviyede oldugu, bu dozun altinda ve iistiinde bu yogunlugun azaldigi
goriilmektedir. Analiz sonunda zeytin yapragi ekstresi, Irs-1, Tirozin Kinaz
reseptorlerinin, GLUT-4 ve GLUT-2 transport proteinlerinin sayisin1 artirmis olup
bunun optimum diizeyinin 10 pg/ml oldugu goriilmiistiir. Literatiirde bu sonuglara
benzer ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak hem GLUT-2, GLUT-4 transport
proteinlerin hem de IRS-1, tirozin kinaz reseptorlerinin birlikte calisildigi bir
aragtirma mevcut degildir. Yapilan bir ¢alismada Hepg2 hiicrelerine oleanolik asit
verilerek IRS-1 reseptoriiniin, GLUT-4 transport proteininin ekspresyonlarina ve
insiilin direnci azalmasina bakilmistir. Ekspresyon analizleri Western Blot teknigiyle
incelenmistir. Hiicrelere cesitli dozlarda oleanolik asit verildiginde ve doz miktar

artirtldiginda hiicre kiiltliri medyumundaki glukoz miktarinin azaldigi gorilmistiir
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[105,106]. Diger yandan insiilin direnci olugsmasinin nedeni, insiilinin reseptorii olan
IRS-1 ve tasiyict protein olan GLUT-4’{in iizerinde etki gostermemis olmasidir [45].
Literatiirde yapilan benzer ¢alisma olan Teodoro ve arkadaslarinin buldugu [105] in
vitro hiicre kiltiiriinde pankreatik beta hiicrelerinde oleanolik asit miktari
artirtldiginda insiilin - sekresyonu ve glukoz kullaniminin arttigi yoniindedir.
Literatiirde yapilan bir ¢alismada kontrol grup, H,O,, oleuropein ve zeytin yapragi
ekstresi INS-1 hiicrelerine verilip insiilin sekresyonuna bakildiginda kontrol grupla
kiyasla optimum 0.035 mmol/L H,0O; ile muamele edilen hiicrelerde %40 iken, bu
muameleden sonra hiicrelere oleuropein verildiginde %90, oleuropein ekstraktinda
ise %60 civarinda olmustur. Insiilin sekresyonunda oleuropein etkisinin ekstreden
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Zeytin yapragi ekstrakti oleuropeinden daha iyi
antisitotoksik etki uygulasada oleuropeinin insiilin salgilamada daha iyi oldugu tespit
edilmistir [98]. Ayrica beta hiicreleri oksidatif strese maruz kaldiginda insiilin gen
ekspresyonu c-Jun N-terminal kinase (JNK) yolaklarin aktivasyonuyla azaldigi
gosterilmistir [107]. Bu bulgular da bizim c¢alismamizdaki reseptér ve transport
protein sayisinin artmasi ve hiicrelere verilen zeytin yapragi ekstraktinin optimum
dozu tstiindeki dozlarda canliligini azaltarak sitotoksik etkiyi artirmasiyla paralellik
gostermektedir. Ancak insiilin sekresyonunda oleuropeinin, ekstreden daha etkili
oldugu da goz Oniine alindiginda sonraki caligmalarda ekstre ile birlikte oleuropein

de kullanilarak dl¢limler yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Literatiirde tez caligmamizda transport proteinlerin sayisinin artmasiyla paralellik
gosteren bir caligmada; insan Hepg?2 hiicrelerinde, soy glisinin hidrolizi ile olusan
lle-Ala-Val-Pro-Gly-Glu-Val-Ala (IAVPGEVA), lle-Ala-Val-Pro-Thr-Gly-Val-Ala
(IAVPTGVA) ve Leu-Pro-Tyr-Pro (LPYP) iglii peptitler kullanilmis ve AMPK
(adenosine monophosphate-activated protein  kinase)  aktivasyonunun etkisi
arastirillmistir. Ayn1 zamanda glukoz metabolizmasi da c¢alisilmistir. Calismanin
sonucunda; Bu TUg¢lii  peptilerin Hepg?2 hiicrelerinde glukozu alim kapasitesini,
GLUT-1 VE GLUT-4 aktivasyonunu artirdigini gostermistir [108]. Tiim bu verilerle
yapilan caligmalara gore Hepg2 hiicreleri, glukoz metabolizmasi g¢aligmalarinda

model olarak gosterilmektedir.

Literatiirde yaban mersini ve bogiirtlendeki fenolik bilesenlerin in vitro hiicre kiiltiiri
ortaminda pankreatik beta hiicrelerine verilmesiyle protein ekspresyon seviyesinin

ol¢iildiigli bir calismada;%50 yaban mersini-boglirtlen antasiyonini pankreatik beta
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hiicrelerine verildiginde IRS-2 reseptdrlerinin regiilasyonunu artirdigr goriilmiistiir.
Literatiirde yapilan bu g¢aligmalar zeytin yapragi, zeytin yapragi ekstresi, yaban
mersini, bogiirtlen ve lizimiin igerdigi fenollerin, polifenollerin, flavanoidlerin giiglii
antioksidan ozellik gostermesi nedeniyle Tip 2 diyabet tedavisinde yaygin olarak

kullanilmas1 yoniinde referanslar olusturmaktadir.

Zeytin yapraklar1 geleneksel oldugu kadar, artik giiniimiizde de diyabetik
hiperglisemi, hipertansiyon ve bulasici hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta ve
ozellikle Avrupa’da diyabet ve hipertansiyon icin geleneksel bir ilag olarak kabul
edilmektedir. Diyabette oleuropeinin hipoglisemik etkisini agiklamak i¢in, glukozla-
uyarilan insulin salinimi etkileme potansiyeli ve periferik glukoz alimini artirici
etkisinin oldugu seklinde iki mekanizmanin yan sira, diyabet ve komplikasyonlarina

kars1 antioksidan aktivite gosterdigi de ileri stiriilmektedir [109].

Olea europaea L. antioksidan, antihipertansif, antiaterojenik, anti-inflamatuar,
hipoglisemik ve hipokolesterolemik ozelliklere sahip olabilen pek cok potansiyel
biyoaktif bilesik igerirler. Zeytin yaprag: viicudu siirekli aktif serbest radikallerden
korumaya yardim eden antioksidan O6zellikleri barindirir. Zeytin yapragi ekstresi;
konsantre sivi, toz, kapsiil ve kuru yaprak cayr olarak degisik diyet iceriklerinde
bulunmaktadir [109]. Zeytin yapraklarinin insan saglig1 iizerine potansiyel yararl

etkilerini destekleyen kanitlar bulunmaktadir [110].
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6. SONUC VE ONERILER

Tip II Diyabet, gelismis toplumlarda siklikla goriilen kronik metabolik bir hastaliktir.
Bu hastalik i¢in genel olarak medikal miidahale uygulanmaktadir, bunun yani sira
geleneksel tipta diyabetin tedavisinde zeytin yapragt da yaygin olarak
kullanilmaktadir. Zeytin yapragimin 6nemli bir etken maddesi olan ‘oleuropeinin’
diyabetli bireylerde sikca goriilen kalp yetmezligi, damar tikaniklig gibi
komplikasyonlar1 Onledigi; ayrica zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin
damar i¢i plak olusumunu engelledigi ve bireylerde kan glukoz seviyesinde anlamli
diisiis sagladigr gosterilmistir. Bununla birlikte etki mekanizmalarina ait yeterince

bilgi mevcut degildir.

Calismamizda in vitro hiicre kiiltiirii ortaminda zeytin yapragi ekstresi Hepg2
hiicrelerine verilerek Irs-1, Tirozin Kinaz reseptorleri, GLUT-4 ve GLUT-2 transport
protein ifadeleri iizerine etkileri arastirildi. Boylece hem reseptér hem de transport
proteinlerin ekspresyonlarin maksimum diizeyde arttig1 en etkili doz belirlendi. Bu
kapsamda yapilan protein ekspresyon analizinden elde edilen sonuglarda; 10
png/ml’de goriilen bant yogunlugunun maksimum seviyede oldugu, bu dozun altinda
ve Ustlinde ekspresyonun azaldigi goriildii. Analiz sonunda zeytin yaprag: ekstresi,
Irs-1, Tirozin Kinaz reseptorlerinin, GLUT-4 ve GLUT-2 transport proteinlerinin

ekspresyonunu artirmis olup bunun optimum diizeyinin 10 pg/ml oldugu belirlendi.

Gegmisten giiniimiize yapilan tim ¢alismalar, diyabet ile kanserin ortak patogenetik
mekanizmalar1 oldugunu ve diyabetli bireylerde saglikli bireylere oranla bazi kanser
tiplerinin daha sik goriildiigiinii desteklemektedir. Bunun yaninda diyabet tedavisinde
kullanilan bazi ajanlarin da kanser riskini arttirdigina dair bulgular mevcuttur [55].
Literatiir caligmalarinin da referansiyla tez ¢alismamizda zeytin yapragi ekstresinin
hangi dozunda apoptoza ve nekroza ugrayan hiicrelere baktigimizda 10 pg/ml’ye
kadar genotoksik ve apoptotik etkinin goriilmedigi, 40 pg/ml’ye kadar ekspresyonun
devam ettigi fakat 40 ug/ml’den sonra verilen dozlarda sitotoksik etkinin basladigini
gordiik. Boylece zeytin yapragi ekstresini yiiksek dozda kullandigimizda aslinda

antikanser 6zelliginden de yararlanabilecegimizi gérdiik. Bu ¢alisma hiicre kiiltiirii
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ortaminda yapilarak zeytin yapragi ekstresinin ila¢ olma potansiyeli olup olmayacagi
arastirilmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda 10 pg/ml zeytin yapragi ekstresi referans
olarak kullanilabilir. Ayn1 zamanda glukozun hiicre i¢ine girisini saglayan
reseptOrlerin ve transport proteinlerin etki mekanizmalarini anlamaya yonelik gerek

deney hayvanlartyla gerekse hiicre kiiltliriindeki ¢aligmalarin sayisi da artirilabilir.

Geleneksel tedavide kullanilan zeytin yapragimin ¢ok az yan etki ile tedavi edici
etkinlik gdstermesi modern tedavide de kullanilmaya aday yapmaktadir. Ulkemizin
potansiyeli de dikkate alindiginda, oleuropein eldesi ve oleuropein ile yapilacak
bilimsel c¢alismalarda Tiirkiye olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Yapilmis calismalar
g0z Oniine alindiginda, oleuropeinin 6nemli biyolojik aktivitelere sahip oldugu ve
giiniimiizde yeni ilaglarin gelistirilmesine 151k tutacagi ayrica eczacilik teknolojisiyle
bulusturulup daha etkili formiilasyonlarin gelistirilip standart farmasétik formlarda

sunulmasinin bilim diinyasi ve lilke ekonomisine katki saglayacagi diigiiniilmektedir.

64



KAYNAKLAR

[1] Al-Azzawie HF, Alhamdani MS. (2006). Hypoglycemic and antioxidant effect
of oleuropein in alloxan-diabetic rabbits. Life Sci.; 78: 1371-1377.

[2] Wahrburg U, Kratz M, Cullen P. Mediterranean diet, olive oil and health. Eur J
Lipid Sci Technol. 2002; 104: 698-705.

[3] Baskal N. (2003). Diabetes Mellitus Tanmm, Klasifikasyon, Tam, Klinik,
Laboratuar ve Patogenez. Ankara: Antip A.S.

[4] Akcay G, Akarsu E. (2000). Endokrin ve Metabolizma Hastaliklari. Erzurum:
Aktif Yaymeilik.

[5] Sahin DY, Elbasan Z, Giir M, et al. Relationship between oxidative stress
markers and cardiac syndrome X. J Clin Exp Invest 2012;3:174-180.

[6] Gupta RK, Patel AK, Shah N, et al. Oxidative stress and antioxidants in disease
and cancer: a review. Asian Pac J Cancer Prev 2014;15:4405-4400.

[7] Gutteridge JM. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue
damage. Clin Chem 1995;41:1819-1828.

[8] Benavente-Garcia O, Castillo J, Lorente J, Alcaraz M. (2002).
Radioprotective effects in vivo of phenolics extracted from Olea
europaea L. leaves against X-ray-induced chromosomal damage:
comparative study versus several flavonoids and sulfurcontaining
compounds. J Med Food; 5(3):125-35. Epub 2002/12/24.

[9] Dobson, R. (1776). A Case of a Very Obstinate Ophthalmia, Successfully Treated
by an Emetic and the Consequent Use of the Peruvian Bark. Medical
and Philosophical Commentaries, 411-8.

[10] Hatemi, H., Turan, N., Arik, N., & Yumuk, V. (2002). Tiirkiye obezite ve
hipertansiyon  taramast  sonuglart  (TOHTA). Endokrinolojide
Yonelisler Dergisi, 11(1), 1-16.

[11] Inzucchi, S. E., Bergenstal, R. M., Buse, J. B., Diamant, M., Ferrannini, E.,
Nauck, M., .. & Matthews, D. R. (2012). Management of
hyperglycaemia in type 2 diabetes: a patient-centered approach.
Position statement of the American Diabetes Association (ADA) and
the European Association for the Study of Diabetes (EASD).
Diabetologia, 55(6), 1577-1596.

[12] Aver A. (2001). Diyabet Olusturulmus Ratlarda Bobrek Antioksidan Savunma
Sistemi ve Vitaminin Etkileri. Ankara Uni. Tip Fak. ,Ankara.

[13] Sacks D. (2005). Karbonhidratlar. In: Burtis CA, Ashwood ER, Sacks D,
editors. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry. p. 427-62.

[14] Fagot-Campagna A, Narayan KM, Imperatore G. Type 2 diabetes in
children. BMJ 2001; 322(7283):377-8. Epub 2001/02/17.)

65



[15] Champel PC, Harvey RA. (1997). Biyokimya: Lippincott Company.

[16] Yilmaz B. (1999). Hormonlar ve Ureme Fizyolojisi. Ankara: Feryal
Matbaacilik.

[17] Gallangher, A.M.,P.R.Flatt. (2003). The effect of traditional antidiabetik
plants on invitro glukose diffusion. Nutrition Research 23, 413-424.

[18] Colowick, S.P., and Kaplan, N.O. (1965). Methods in enzymology, Acad.
Press Inc. Publishers, New York, I, pp. 835.)

[19] Davis, P.H., (1984). Flora of Turkey and the East Aegean Islands Edinburg, 7,
947.

[20] Groner PK. (1996). Hormones of the Pancreas & Gastrointestral tarect
Harper’s Biochemistry. p. 581-98.

[21] Larner J. (1985). Insulin and oral hiperglycemic drugs, glucagon. In: Brunton
LL, editor. Goodman and Gilmans the pharmacological basis
therapeutics. 7 ed. New York. p.1490-516.

[22] A.S. (2000). Tiirkivede Halk ArasindaDiabetes Mellitus Hastaliginin
Tedavisinde Kullanilan Mersin Ugucu Yagi (Myrtu oleum) Uzerine
Biyokimyasal Calismalar. Gazi Universitesi.

[23] Walsh, C.T., Garneau-Tsodikova, S., Gatto, G.J.,, 2005. Protein
posttranslational ~modifications: the chemistry of proteome
diversifications. Angew Chem Int Ed Engl 44, 7342-7372.

[24] Guo, S., Insulin signaling, resistance, and the metabolic syndrome: insights
from mouse models into disease mechanisms. J Endocrinol, 2014.
220(2): p. T1-T23.

[25] Ng, S.Y., Chaban, B., Jarrell, K.F., 2006. Archaeal flagella, bacterial flagella
and type IV pili: a comparison of genes and posttranslational
modifications. J Mol Microbiol Biotechnol 11, 167-191

[26] Pusztai, A., Ewen, SW., Grant, G., Peumans, W.J., Van Damme, E.J.,
Coates, M.E., Bardocz, S., 1995. Lectins and also bacteria modify the
glycosylation of gut surface receptors in the rat. Glycoconj J 12, 22-
35.

[27] Pedersen O, Bak JF, AndersenPH. Evidence against altered expression of
GLUT 1 or GLUT 4 in skeletal muscle of patients with obesity or
NIDDM. Diabetes 1990;39:865-70.

[28] Lippincott’s Illustrated Review:Biochemistry, second Edition, by Pamela C.
Champe and Richard A, Harvey, J.B. Lippincott company, PA,1994,
269-277.

[29] TDOKP-EP 2011.

[30] Satman I, Yilmaz MT, Sengul A, Salman S, Salman F, Uygur S et al. (2002).
Population based study of diabetes and risk characteristics in Turkey.
Results of the Turkish Diabetes Epidemiology Study (TURDEP).
Diabet Care 25, 1551-1556.

[31] Tirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Calismasi II (TURDEP II) sonuglarinin o6zeti, 2011.

66


%5b31%5d%20Türkiye%20Diyabet,%20Hipertansiyon,%20Obezite%20ve%20Endokrinolojik%20Hastalıklar%20Prevalans%20Çalışması%20II%20(TURDEP%20II)%20sonuçlarının%20özeti,%202011.%20http:/www.istanbul.edu.tr/itf/attachments/021_turdep.2.sonuclarinin.%20aciklamasi.pdf.%20adresinden%2021%20Aralık%202017%20tarihinde%20erişilmiştir.
%5b31%5d%20Türkiye%20Diyabet,%20Hipertansiyon,%20Obezite%20ve%20Endokrinolojik%20Hastalıklar%20Prevalans%20Çalışması%20II%20(TURDEP%20II)%20sonuçlarının%20özeti,%202011.%20http:/www.istanbul.edu.tr/itf/attachments/021_turdep.2.sonuclarinin.%20aciklamasi.pdf.%20adresinden%2021%20Aralık%202017%20tarihinde%20erişilmiştir.

http://wwwe.istanbul.edu.tr/itf/attachments/021_turdep.2.sonuclarinin.
aciklamasi.pdf. adresinden 21 Aralik 2017 tarihinde erigilmistir.

[32] TDOKP-EP 2011, WHO 2011.

[33] Durusoy C, (2007). Ulusal BG. Dermatolojide Bitkisel tedaviler., Fitoterapi.
Tiirk Dermatoloji Dergisi; 1:47-50.

[34] Kurt E, Bavbek S, Pasaoglu G ve ark. Use of alternative medicines by allergic
patients in Turkey. Allergol Immunopathol 2004;32:289-94.

[35] Toroglu, S., & Cenet, M. (2006). Tedavi ama¢l kullanilan bazi bitkilerin
kullanim alanlari ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
kullanilan metodlar. KSU. Fen ve Miihendislik Dergisi, 9(2), 12-19.

[36] Ozcelik H. (2009), http://nccam.nih.gov/2011.

[37] Amiot MJ, Tacchini M, Fleuriet A, Macheix JJ. (1990). The technological
debittering process of olives: characterization of fruits before and
during alkaline treatment. Sci Aliments;10:619-32.

[38] Esti M, Cinquanta L, La Notte E. Phenolic (1998). Compounds in Different
Olive Varieties. J Agric Food Chem; 46(1): 32-5. Epub 2001/02/07.

[39]. Ryan D, Robards K, Lavee S. (1999). Changes in phenolic content of olive
during maturation. Int J Food Sci Technol; 34(265-274).

[40]. Sanchez JC, Alsina MA, Herrlein MK, Mestres C. (2007). Interaction
between the antibacterial compound, oleuropein and model
membranes. Colloid Polym Sci; 285:1351-60.

[41] Ranalli A, Contento S, Lucera L, Di Febo M, Marchegiani D, Di Fonzo V.
(2006). Factors affecting the contents of iridoid oleuropein in olive
leaves (Olea europaea L.). J Agric Food Chem; 54(2):434-40. Epub
2006/01/19.

[42] Benavente-Garcia J, Castillo J, Lorente A, Ortuno A, Del Rio JA. (2000).
Antioxidant activity of phenolics extracted from Olea europaea L.
leaves. Food Chem; 68(4): 457-62.

[43] Driss et al., 1996; Ficarra et al., 1991; Le Tutor et al., 1992; Visioli et al.,
1998.

[44] Garcia, N., Munoz, M., & Zhao, Y. W. (1999). Magnetoresistance in excess of
200% in ballistic Ni nanocontacts at room temperature and 100 Oe.
Physical Review Letters, 82(14), 2923.

[45] Panizzi, L., Scarpati, M. L., & Orient, G. (1960). The constitution of
oleuropein, a bitter glucoside of the olive with hypotensive action.
Gazz. Chim. Ital, 90, 1449-85.

[46] Atalay M, Laaksonen DE. Diabetes. (2002). Oxidative stress and physical
exercise. Journal of Sports Science and Medicine; 1:1-14.

[47] Davidson VL, Sittman DB. (2000). Biyokimya. Istanbul: Nobel.

[48] Cigremis Y, Kose M, Ozugurlu F, Tiirkéz Y, Egri M. (2003). Tip | Diabetes
Mellitus'lu Hastalarin Eritrosit I¢i Cu,Zn-SOD, CAT ve GSH-Px

Antioksidan Enzim Diizeylerinin Arastirilmast. Gazi Universitesi Fen
Bilimleri Dergisi, 16:239-44.

67


%5b31%5d%20Türkiye%20Diyabet,%20Hipertansiyon,%20Obezite%20ve%20Endokrinolojik%20Hastalıklar%20Prevalans%20Çalışması%20II%20(TURDEP%20II)%20sonuçlarının%20özeti,%202011.%20http:/www.istanbul.edu.tr/itf/attachments/021_turdep.2.sonuclarinin.%20aciklamasi.pdf.%20adresinden%2021%20Aralık%202017%20tarihinde%20erişilmiştir.
%5b31%5d%20Türkiye%20Diyabet,%20Hipertansiyon,%20Obezite%20ve%20Endokrinolojik%20Hastalıklar%20Prevalans%20Çalışması%20II%20(TURDEP%20II)%20sonuçlarının%20özeti,%202011.%20http:/www.istanbul.edu.tr/itf/attachments/021_turdep.2.sonuclarinin.%20aciklamasi.pdf.%20adresinden%2021%20Aralık%202017%20tarihinde%20erişilmiştir.
%5b36%5d%20Özçelik%20H.%20(2009),%20http:/nccam.nih.gov/2011.

[49] Pereira JA, Pereira AP, Ferreira IC, Valentao P, Andrade PB, (2006).
Seabra R, et al. Table olives from Portugal: phenolic compounds,
antioxidant potential, and antimicrobial activity. J Agric Food Chem;
54(22):8425-31. Epub 2006/10/26.

[50] Komaki E, Yamaguchi S, Maru I, Kinoshita M, Kakehi K, Ohta Y, et al.
(2003). ldentification of anti-alpha-amylase components from olive
leaf extracts. Food Sci Technol Res;9(1):35-9.

[51] Dehn, P., White, C., Conners, D., Shipkey, G., Cumbo, T. (2004).
TOXICOLOGY/CHEMICAL CARCINOGENESIS-Characterization
of the Human Hepatocellular Carcinoma (HEPG2) Cell Line as an In
Vitro Model for Cadmium Toxicity Studies. In Vitro-Cellular and
Developmental BiologyAnimal Section, 40 (5-6), 172.

[52] Lee, M., Cheng, B., Che, C., Hsieh, D. (2000). Cytotoxicity assessment of Ma-
huang (Ephedra) wunder different conditions of preparation.
Toxicological Sciences, 56 (2), 424-430.

[53] Park, K.J., Yang, S., Eun, Y.A,, Kim, S.Y., Lee, H.H., Kang, H. (2002).
Cytotoxic effects of Korean medicinal herbs determined with
hepatocellular carcinoma cell lines. Pharmaceutical biology, 40 (3),
189-195.

[54] Noto H, Goto A, Tsujimoto T, Osame K, Noda M. Latest insights into the risk
of cancer in diabetes. J Diabetes Investig 2013;4:225-232.

[55] Marble A. Diabetes and cancer. N Engl J Med 1934;211:339-349.

[56] Wang P, Kang D, Cao W, Wang Y, Liu Z. Diabetes mellitus and risk of
hepatocellular carcinoma: a systematic review and meta-analysis.
Diabetes Metab Res Rev 2012;28:109-122.

[57] Wang C, Wang X, Gong G, et al. Increased risk of hepatocellular carcinoma in
patients with diabetes mellitus: a systematic review and meta- analysis
of cohort studies. Int J Cancer 2012;130:1639 1648.
http://dx.doi.org/10.1002/ijc.26165.

[58] Balbi M, Donadon V, Ghersetti M, et al: Alcohol and HCV chronic infection
are risk cofactors of type 2 diabetes mellitus for hepatocellular
carcinoma in Italy. Int J Environ Res Public Health 2010;7:1366-
1378. http://dx.doi.org/10.3390/ijerph7041366.

[59] Baffy G, Brunt EM, Caldwell SH. Hepatocellular carcinoma in non-alcoholic
fatty liver disease: an emerging menace. J Hepatol 2012;56:1384-
1391. http://dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2011.10.027.

[60] Vigneri P, Frasca F, Sciacca L, et al: Diabetes and cancer. Endocr Relat
Cancer 2009;16:1103-1123. http://dx.doi .org/10.1677/ERC-09-0087.

[61] Wiencke JK. Impact of race/ethnicity on molecular pathways in human cancer.
Nat Rev Cancer 2004;4: 79-84.http://dx.doi.org/10.1038/nrc1257

[62] Ryu TY, Park J, Scherer PE. Hyperglycemia as a risk factor for cancer
progression. Diabetes Metab J 2014;38(5):33 6.
http://dx.doi.org/10.4093/dm;j.2014.38.5.330

68


%5b58%5d%20Balbi%20M,%20Donadon%20V,%20Ghersetti%20M,%20et%20al:%20Alcohol%20and%20HCV%20chronic%20infection%20are%20risk%20cofactors%20of%20type%202%20diabetes%20mellitus%20for%20hepatocellular%20carcinoma%20in%20Italy.%20Int%20J%20Environ%20Res%20Public%20Health%202010;7:1366-1378.%20http:/dx.doi.org/10.3390/ijerph7041366.
%5b58%5d%20Balbi%20M,%20Donadon%20V,%20Ghersetti%20M,%20et%20al:%20Alcohol%20and%20HCV%20chronic%20infection%20are%20risk%20cofactors%20of%20type%202%20diabetes%20mellitus%20for%20hepatocellular%20carcinoma%20in%20Italy.%20Int%20J%20Environ%20Res%20Public%20Health%202010;7:1366-1378.%20http:/dx.doi.org/10.3390/ijerph7041366.
%5b58%5d%20Balbi%20M,%20Donadon%20V,%20Ghersetti%20M,%20et%20al:%20Alcohol%20and%20HCV%20chronic%20infection%20are%20risk%20cofactors%20of%20type%202%20diabetes%20mellitus%20for%20hepatocellular%20carcinoma%20in%20Italy.%20Int%20J%20Environ%20Res%20Public%20Health%202010;7:1366-1378.%20http:/dx.doi.org/10.3390/ijerph7041366.
%5b58%5d%20Balbi%20M,%20Donadon%20V,%20Ghersetti%20M,%20et%20al:%20Alcohol%20and%20HCV%20chronic%20infection%20are%20risk%20cofactors%20of%20type%202%20diabetes%20mellitus%20for%20hepatocellular%20carcinoma%20in%20Italy.%20Int%20J%20Environ%20Res%20Public%20Health%202010;7:1366-1378.%20http:/dx.doi.org/10.3390/ijerph7041366.
%5b59%5d%20Baffy%20G,%20Brunt%20EM,%20Caldwell%20SH.%20Hepatocellular%20carcinoma%20in%20non-alcoholic%20fatty%20liver%20disease:%20an%20emerging%20menace.%20J%20Hepatol%202012;56:1384-1391.%20http:/dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2011.10.027.
%5b59%5d%20Baffy%20G,%20Brunt%20EM,%20Caldwell%20SH.%20Hepatocellular%20carcinoma%20in%20non-alcoholic%20fatty%20liver%20disease:%20an%20emerging%20menace.%20J%20Hepatol%202012;56:1384-1391.%20http:/dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2011.10.027.
%5b59%5d%20Baffy%20G,%20Brunt%20EM,%20Caldwell%20SH.%20Hepatocellular%20carcinoma%20in%20non-alcoholic%20fatty%20liver%20disease:%20an%20emerging%20menace.%20J%20Hepatol%202012;56:1384-1391.%20http:/dx.doi.org/10.1016/j.jhep.2011.10.027.
%5b60%5d%20Vigneri%20P,%20Frasca%20F,%20Sciacca%20L,%20et%20al:%20Diabetes%20and%20cancer.%20Endocr%20Relat%20Cancer%202009;16:1103-1123.%20http:/dx.doi%20.org/10.1677/ERC-09-0087
%5b60%5d%20Vigneri%20P,%20Frasca%20F,%20Sciacca%20L,%20et%20al:%20Diabetes%20and%20cancer.%20Endocr%20Relat%20Cancer%202009;16:1103-1123.%20http:/dx.doi%20.org/10.1677/ERC-09-0087

[63] Papa S, Bubici C, Zazzeroni F, Franzoso G. Mechanisms of liver disease:
cross-talk between the NF-kappaB and JNK pathways. Biol Chem
2009;390:965-976.http://dx.doi.org/10.1515/BC.2009.111.

[64] Thakkar B, Aronis KN, Vamvini MT, Shields K, Mantzoros CS. Metformin
and sulfonylureas in relation to cancer risk in type Il diabetes patients:
a meta-analysis using primary data of published studies. Metabolism
2013;62:922-934.http://dx.doi .org/10.1016/j.metabol.2013.01.014.

[65] Soranna D, Scotti L, Zambon A, et al. Cancer risk associated with use of
metformin and sulfonylurea in type 2 diabetes: a meta-analysis.
Oncologist 2012; 17:813-822.http://dx.doi.org/10.1634/ theoncologist.
2011-0462.

[66] Landman GW, Kleefstra N, van Hateren KJ, et al. Metformin associated
with lower cancer mortality in type 2 diabetes: ZODIAC-16. Diabetes
Care 2010;33:322-326.http://dx.doi.org/10.2337/dc09-1380

[67] Stevens RJ, Ali R, Bankhead CR, et al. Cancer outcomes and all-cause
mortality in adults allocated to metformin: systematic review and
collaborative meta-analysis of randomised clinical trials. Diabetologia
2012;55:2593-2603.http://dx.doi.org/10.1007/s00125-012-2653-7.

[68] Dogan AL, Gii¢c D. (2004). Sinyal iletimi mekanizmalari ve kanser. Hacettepe
Tip Dergisi; 35(1):34-42.

[69] Bhise SB, Nalawade AD, Wadhawa H. (2004). Role of protein tyrosine kinase
inhibitors in cancer therapeutics. Indian J Biochem Biophys;
41(6):273-80.

[70] Albayrak S., Sagdi¢c O., Aksoy A., (2010). Bitkisel iiriinlerin ve gidalarin

antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemler.
Erciyes Universitesi Fen Bilimleri. Enstitiisii Dergisi 26(4).

[71] Ozyiirek M., Giiclii K., ve Apak R., (2011). The main and modified CUPRAC
methods of antioxidant measurement. Trends in Analy. Chem., vol:30,
4.

[72] Apak R., Giiclii K., Demirata B., Ozyiirek M., Celik E.S., Bektasoglu B.,
Berker I.K. ve Ozyurt D. (2007). Comparative Evaluation of Various
Total Antioxidant Capacity Assays Applied to Phenolic Compounds
with the CUPRAC Assay. Molecules, 12.

[73] Ali S.S., Kasoju N., Luthra A., Singh A., Sharanabasava H., Sahu A., Bora
U., (2008). Indian Medicinal herbs as sources of antioxidants. Science
Direct, Food Research, 41.

[74] Huang D., Ou B., Prior R.L., (2005). The chemistry behind antioxidant
capacity assays. Journal of Agriculture Food Chemistry 53.

[75] Mot C.A., Dumitrescu S.R., Sarbu C., (2011). Rapid and effective evaluation
of the antioxidant capacity of propolis extracts using DPPH bleaching
kinetic profiles, FT-IR and UV-VIS spectroscopic data, Journal of
Food Composite and Analysis, 24.

69



[76] Apak, R., Giiclii, K., Ozyiirek, M., & Karademir, S. E. (2004). Novel total
antioxidant capacity index for dietary polyphenols and vitamins C and
E, using their cupric ion reducing capability in the presence of
neocuproine: CUPRAC method. Journal of agricultural and food
chemistry, 52(26), 7970-7981.

[77] Miller N.J., Rice E.C., Davies M.J., Gopinathan V., and Milner A., (1993).
A novel method for measuring antioxidant capacity and its application
to monitoring the antioxidant status in premature neonates. Cilinical
Science, 84.

[78] Re R., Pellegrini N., Proteggente A., Pannala A., Yang M., ve Rice E.C.,
(1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS radical
cation decolorization assay. Free Radicale Biology and Medicine. 26.

[79] Prior R.L., Wu X., Karen S., (2005). Standardized Methods for the
Determination of Antioxidant Capacity and Phenolics in Food and
Dietary Supplements. Journal of Agriculture. Food Chemistry, 53.

[80] Temizkan G. (1999). “’Genetik II. Molekiiler Genetik’’. Istanbul Universitesi
Yaynlari. Say1:4067. Fen Fakiiltesi No:245.

[81] Burnette WN. “Western blotting”: Electrophoretic transfer of proteins from
sodium dodecyl sulfatepolyacrylamide gels to unmodified
nitrocellulose and radiographic detection with antibody and
radioiodinated protein A. Anal Biochem 1981;112:195-203.

[82] Towbin H, Staehelin T, Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some
applications. Proc Natl Acad Sci USA 1979;76:4350-4.

[83] Espinosa, A., & Santacruz, S. (2017). Phenolic compounds from the peel of
Musa cavendish, Musa acuminata and Musa cavandanaish. Revista
Politécnica—Enero, 38(2).

[84] Fernandez, J. E., & Moreno, F. (2000). Water use by the olive tree. Journal of
crop production, 2(2), 101-162.

[85] Sahin, S., & Bilgin, M. (2017). Selective adsorption of oleuropein from olive
(Olea europaea) leaf extract using macroporous resin. Chemical
Engineering Communications, 204(12), 1391-1400.

[86] Blois, M. S. (1958). Antioxidant determinations by the use of a stable free
radical. nature, 181(4617), 1199-1200.

[87] Rice-Evans, C., Miller, N., & Paganga, G. (1997). Antioxidant properties of
phenolic compounds. Trends in plant science, 2(4), 152-159.

[88] www.istatistikmerkezi.com.

[89] Patel DK, Prasad SK, Kumar R, Hemalatha S. (2012). An overview on
antidiabetic medicinal plants having insulin mimetic property. Asian
Pacific Journal of Tropical Biomedicine; 320-330.

[90] El SN, Karakaya S. (2009). Olive tree leaves: potential beneficial effects on
human health. Nutr Rev.; 67(11): 632-8.

[91] Visioli F, Poli A, Gall C. (2002). Antioxidant and other biological activities of
phenols from olives and olive oil. Med Res Rev.; 22(1): 65-75. 7.

70



[92] Abaza, L., Youssef, N. B., Manai, H., Haddada, F., M., Methenni, K,
Zarrouk M., (2011)—Chétoui olive leaf extracts: influence of the
solvent type on phenolics and antioxidant activitiesl, Grasas Y
Aceites, 62 (1), 96-104.

[93] Shahidi, F. (2000). Antioxidants in food and food antioxidants. Molecular
Nutrition & Food Research, 44(3), 158-163.

[94] Rumin, M., Smajdor, J., Paczosa-Bator, B., & Piech, R. (2016). Voltammetry
and Flow Injection Analysis with Amperometric Detection for
Sensitive Sodium Metamizole Determination on Glassy Carbon
Electrode Modified with SWCNTs/Nafion. ECS Journal of Solid State
Science and Technology, 5(8), M3005-M3011.

[95] Arvanitoyannis, I. S., Kassaveti, A., & Stefanatos, S. (2007). Olive oil waste
treatment: a comparative and critical presentation of methods,
advantages & disadvantages. Critical reviews in food science and
nutrition, 47(3), 187-229.

[96] Silva, J., Chambers, I., Pollard, S., & Smith, A. (2006). Nanog promotes
transfer of pluripotency after cell fusion. Nature, 441(7096), 997-
1001.

[97] Li, Ming, et al. "Oleanolic acid attenuates insulin resistance via NF-xB to
regulate the IRS1-GLUT4 pathway in HepG2 cells." Evidence-based
Complementary and Alternative Medicine 2015 (2015).

[98] Cumaoglu, A., Rackova, L., Stefek, M., Kartal, M., Maechler, P., &
Karasu, C. (2011). Effects of olive leaf polyphenols against H202
toxicity in insulin secreting 3 cells. Acta Biochim. Pol, 58, 45-50.

[99] Ferrannini E (1998) Insulin resistance versus insulin deficiency in non-
insulindependent diabetes mellitus: problems and prospects. Endocr
Rev 19: 477-490.

[100] Gerich JE (1998) The genetic basis of type 2 diabetes mellitus: impaired
insulinsecretion versus impaired insulin sensitivity. Endocr Rev 19:
491-503.

[101] Rodriguez-Mateos, A., Vauzour, D., Krueger, C. G., Shanmuganayagam,
D., Reed, J., Calani, L., ... & Crozier, A. (2014). Bioavailability,
bioactivity and impact on health of dietary flavonoids and related
compounds: an update. Archives of toxicology, 88(10), 1803-1853.

[102] Hayes, J. E., Allen P., Brunton N., O‘Grady M. N., Kerry J. P., (2011).
—Phenolic Composition and Gn-Vitro Antioxidant Capacity of Four
Commercial Phytochemical Products: Olive Leaf Extract (Olea
europaea L.), Lutein, Sesamol and Ellagic Asitl, Food Chemistry, 126,
948-955.

[103] Eidi, A., Eidi, M., & Darzi, R. (2009). Antidiabetic effect of Olea europaea L.
in normal and diabetic rats. Phytotherapy Research, 23(3), 347-350.

[104] Badi Sherahi, M. H., Shahidi, F., Yazdi, F. T., & Hashemi, S. M. B. (2018).
Effect of Lactobacillus plantarum on olive and olive oil quality during
fermentation process. LWT, 89, 572-580.

71



[105] T. Teodoro, L. Zhang, T. Alexander, J. Yue, M. Vranic, and A. Volchuk,
(2008), “Oleanolic acid enhances insulin secretion in pancreatic -
Bceells,” FEBS Letters, vol. 582, no. 9, pp. 1375-1380.

[106] P. Han, Y.-Y. Zhang, Y. Lu, B. He, W. Zhang, and F. Xia, (2008), “Effects
of different free fatty acids on insulin resistance in rats,”Hepatobiliary
and Pancreatic Diseases International, vol. 7, no. 1,pp. 91-96.

[107] Prall, O.W., Menon, M. K., Solloway, M. J., Watanabe, Y., Zaffran, S.,
Bajolle, F., ... & Stennard, F. A. (2007). An Nkx2-5/Bmp2/Smad1l
negative feedback loop controls heart progenitor specification and
proliferation. Cell, 128(5), 947-959.

[108] Three Peptides from Soy Glycinin Modulate Glucose Metabolism in Human.

[109] Armutcu, F., Akyol, S., Hasgiil, R., & Yigitoglu, M. R. (2011). Zeytin
Yapragimin Biyolojik Etkileri ve Tipta Kullanimi. Spatula DD, 1(3),
159-65.

[110] Saenz 1998, Visioli 1998, Miles 2005, Visioli 2002, Al-Azzawie 2006,
Andreadou 2006, Fki 2005, Jemai 2008, Khayyal 2002, Lasserre
1983, Eidi 20009.

72



OZGECMIS

Ad-Soyad : Burgin KASAP
Dogum Tarihi ve Yeri 1 05.10.1993, Fatih
E-posta : burcinnkasap@hotmail.com
OGRENIM DURUMU:
e Lisans : 2015, Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
e Lisans : 2015-halen, Eskisehir Anadolu Universitesi, Isletme
Fakiiltesi, Konaklama Isletmeciligi
e Yiiksek lisans : 2018, Bezm-i Alem Vakif Universitesi, Biyoteknoloji

Anabilim Dal1, Biyoteknoloji

MESLEKI DENEYIMLER:

05.08.2013-21.08.2013 : Istanbul Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Saglgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Merkez Laboratuari

30.06.2014 — 18.07.2014 : Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Adli Tip Enstitiisii

08.08.2014 -18.08.2014 : Ozel Fulya Bahgeci Tiip Bebek Merkezi

SERTIFIKALAR

Diskap1r Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi- Deney Hayvanlari
Kullanim Sertifikas1 09-23 Subat, 2013

IUGEN istanbul Universitesi 7-8-9 Mart, 2014

IUGEN istanbul Universitesi 8-9-10 Mart, 2013

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Hafta Sonu 8, Bogazici Universitesi, 23-24
Mart , 2013

Kiigiikgekmece Anadolu Lisesi Spor Kliibii Basketbol Hazirlik Kampa,
15.06.2010-15.07.2010

PROJELER

Schizosaccharomyces pombe’de Hiicre Dongiisii iizerine Mg Kisitlamasinin
Etkisi

Tiibitak 2209/A Yurt I¢i Arastirma Projeleri Destek Programi

73



