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1. GIRIS

Diyabet, (diabetes mellitus, DM), pankreasdan insiilin sekresyonunun
yetersizligi (Tip I diyabet) ve/veya dokularin insiiline cevabinin bozulmasiyla olusan
(Tip II diyabet) protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini etkileyen metabolik bir
hastaliktir.

Diyabet egzersiz, diyet ve ila¢ tedavisi ile kontrol altinda tutulabilmektedir.
DM’nin farmakolojik yonden tedavisi gliniimiizde insiilin ve hipoglisemik ilaglarla
yapilmaktadir (Alarcon-Aquilar ve ark., 2000; Lebovitz ve Pasmantier, 1990; Bailey,
1992). Tedavide kullanilan farmasotik miistahzarlar, hem c¢ok pahali hem de
istenmeyen etkilere sahiptirler (Berger, 1985). Bu nedenle giiniimiizde yeni ve yan
etkisi daha az olan antidiyabetik ila¢ arayis1 i¢in bitkisel kaynaklara ve sentetik tedavi
yontemlerine biiyiik bir ilgi baslamistir (Marles ve Farnsworth, 1995; Rao ve ark.,
2001). Diyabet tedavisi i¢in bulunacak her yeni ilag; hem hastalarin tedavi
seceneklerini zenginlestirecek hem de kullanilacak ilacin yan etki olasiligina karsi,

baska bir secenek sunmak suretiyle, hekimin elini gliclendirecektir.

Bitkisel ilag aragtirmalarinda, halk ilaglarindan yola ¢ikilarak yeni ilag bulma
yaklagimi (etnomedikal yaklasim): pratik, maliyet-etkin ve mantikli bir yaklasim olarak
goriilmektedir. Bu yaklasim, diyabet hastalarinda kullanilacak yeni ilaglarin bulunmasi
sansint da artirmaktadir (Petlevski ve ark., 2001). Bu baglamda Diinya Saglik
Orgiitii’niin (World Health Organization, WHO) tibbi bitki arastirmalarina titiz bir ilgi
gosterdigi bilinmektedir (WHO, 1980). Tirkiye’de, tedavi amaciyla kullanilan tibbi
bitki sayis1 en az 500 civarindadir (Baytop, 1999). Bu bitkilerin bir kism1 diyabet i¢in
(kan sekeri diizeyini kontrol etmek amaciyla) kullanilmakta olup, bunlarin
hipoglisemik aktivitesini belirlemek amaciyla ¢aligmalar yapilmaktadir (Akev ve ark.,
1991; Kavalal1 ve ark., 1998; Ozbek ve ark., 2004a). Bu ¢alismalarda bitkinin yaprak,
cicek, tohum gibi toprakiistii kisimlar1 veya kok gibi toprakalti kisimlarindan elde
edilen ekstreler kullanilmakta olup, etkili bulunan ekstrelerin kromatografik analizleri
yapilarak i¢erdikleri molekiiller saptanabilmektedir (Baser ve Kirimer, 1997; Ceylan ve
ark, 2004). Bundan sonraki asamada ise ilgili aktiviteden sorumlu olan molekiil veya

molekiiller arastirilarak, etkili bulunan molekiil veya molekiiller, deney hayvanlari



tizerinde ¢esitli toksikolojik ve farmakolojik testlerden gecirilmektedir. Bu testleri
basariyla gecen ilag aday1 molekiiller, insanlar iizerinde, yaklasik 10-15 yil siiren “faz
calismalari™na (Faz I-IV) alinmaktadir. Bu ¢alismalardan da basariyla ¢ikan molekiil

veya molekiiller ilag¢ olarak ruhsatlandirilmaktadir (Kayaalp, 2001).

Ceylan ve ark. (2004) vyaptiklar1 bir arastirmada karanfil (Eugenia
caryophyllata) ugucu yaginin diyabetli farelerde hipoglisemik etkinlik gosterdigini;
ayrica karanfil ugucu yaginin gaz-kromatografi analizi sonuglarina gore: trans-
caryophyllene (trans-karyofillen, % 44.7), eugenol (jenol, % 44.2), alpha-humulen
(alfa-humulen, % 3.5), eugenyl acetat (6jenil asetat, % 1.3) ve alpha-copaen (alfa-
kopaen, % 1.0) gibi kimyasal bilesiklerden olustugunu bildirmislerdir. Bu caligsmada,
karanfil ucucu yagini olusturan kimyasal bilesiklerden ikisi olan trans-karyofillen ve
6jenol’lin fareler lizerindeki letal doz diizeylerinin saptanmasi, ayrica bu molekiillerin
karanfil ugucu yaginin hipoglisemik etkinliginden sorumlu olup olmadiklarinin saglikli

ve diyabetli fareler lizerinde arastirilmasi amacglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet ve Komplikasyonlar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Diyabet, pankreasdan insiilin sekresyonunun yetersizligi ve/veya dokularin
insiiline cevabiin bozulmasiyla olugan protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasini
etkileyen metabolik bir hastaliktir. Tip I diyabete “insulin dependent diabetes mellitus”
(IDDM), Tip II diyabete ise “non-insulin dependent diabetes mellitus” (NIDDM)
denilmektedir. Yiiksek kan glikozu diizeylerinin ve glikolitik olaylarin oksidatif strese
yol ag¢tig1, bu stresin protein ve lipid yapilarinin ve dolayisi ile peroksidasyon ve
glikozidasyon fonksiyonlarinin modifikasyonuna sebep oldugu, oksidatif stresin ise
diyabetin ge¢ ortaya ¢ikan komplikasyonlarina (diyabetik nefropati, diyabetik noropati
gibi) neden oldugu bildirilmistir. Diyabetik nefropati, diyabetin ciddi bir komplikayonu
olmasi nedeniyle, diyabet hastalarinin mortalite ve morbiditesinin major sorumlusu
olarak bilinmektedir (Farvid ve ark, 2007). Cesitli diiz kas yapilarinin fonksiyonlarinin
bozulmasi DM’nin kronik komplikasyonlar1 arasindadir. Diyabet hastalar1 mikro ve
makro anjiyopati, ateroskleroz, konjestif kalp yetersizligi ve hipertansiyon dahil olmak
lizere kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina genellikle daha yatkindirlar (Oztiirk ve ark.,
1996; Rao ve ark.,, 1999). Kardiyovaskiiler hastaliklardan o6liim oran1 diyabet
hastalarinda genel popiilasyona gore iic kez daha yiiksektir (Jarrett, 1989). Tip II
diyabet prevalansi diinyada bolgeler arasinda dramatik farkliliklar gostermekte ve tiim
diinyada ¢ok sayida insani etkilemektedir (Wild ve ark, 2004). Diinya iizerinde, 2007
yili itibariyle, 190 milyondan fazla Tip II diyabet vakasmin bulundugu; diyabet
prevalansinin 2025 yilina kadar 330 milyona ulasabilecegi bildirilmektedir
(WHO/Acadia, 1992; Aratjo ve ark, 2007).

2.2. Trans-karyofillen (Trans-caryophyllene, C;sH34)

Trans-karyofillen;  (-)-caryophyllene,  (-)-trans-caryophyllene,  (-)-Beta
caryophyllene, (-) E (caryophyllene) isimleri ile de amilmaktadir. A¢ik ismi “/IR-
(IR*4E,95%*)]-8-methylene-4,11, 1 I-trimethylbicyclo[7.2.0]-4-undecane 4,11,11-
trimethyl-8-methylene-bicyclo[7.2.0]undec-4-ene” seklinde yazilir. Kimyaca kapali
formiilii C;sHy4 seklinde olup molekiil agirligr 204.351 g/mol’diir (Landolt-Bornstein-
caryophyllene, 2007). Acik formiilii Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. Trans-karyofillen molekiiliiniin ac¢ik formiili (Wikipedia.org sitesinden

alimmustir) (Anonymous, Wikipedia-caryophyllene, 2007).

Trans-karyofillen; dogal, bisiklik bir sesquiterpen’dir. Ozellikle karanfil (clove,
Eugenia caryophyllata, Syzygium aromaticum) ve karabiber (black pepper, Piper
nigrum) gibi bitkilerin tohum, ¢icek ve/veya yapraklarindan elde edilen ugucu yagin
iceriginde bulunur (Wikipedia-caryophyllene, 2007). Bunlarin disinda daha bircok
bitkinin (Zanthoxylum rhoifolium Lam., Hyptis pectinata, Lippia gracilis) gesitli
boliimlerinden elde edilen ekstrelerin igeriginde de bulunmaktadir (Da Silva ve ark,
2007; Silva ve ark, 2007). Literatiir taramasinda trans-karyofillen’in farelerde dekstran
siilfat sodyum ile olusturulmus deneysel iilseratif kolit modelinde kolit tablosunu
diizelttigi (Cho ve ark, 2007), sicanlarda carrageenan’la olusturulmus pence O6demi
lizerinde antienflamatuvar aktivite gosterdigi (Passos ve ark, 2007), lokal anestezik
etkili oldugu (Ghelardini ve ark, 2001), onikomikozu (tirnak mantar1) tedavi edici
etkiye sahip oldugu (Yang ve ark, 1999), guinea-pig (kobay) kalp kasi hiicrelerinde
negatif inotropik etki gosterdigi (Sensch ve ark, 2000) ve sigan mide mukozasi
hiicrelerinde koruyucu (sitoprotektif) etkisinin bulundugu (Tambe ve ark, 1996)
bildirilmistir. Trans-karyofillen’in antidiyabetik olarak kullanilisiyla ilgili olarak

literatlirde herhangi bir ¢aligmaya rastlanmadi.

2.3. Ojenol (Eugenol, C1oH;,0,)

Ojenol birden fazla isimle an1lmakta olup, kimyaca agik formiilii de bu isimlere
gore yazilmaktadir. Ojenol’iin diger isimleri, “4-allyl-2-methoxyphenol, 4-allyl-2-
methoxy-phenol,  2-methoxy-4-(2-propenyl)-phenol,  2-methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)-



phenol ve 1-Hydroxy-2-Methoxy-4-f-propenylbenzol” seklindedir (Landolt-Bornstein,
eugenol, 2007). Ojenol’iin molekiil agirlig1 164.20 g/mol’diir ve allylbenzene smifinin
bir liyesidir. Kimyaca kapali formiilii C;oH;,0, seklindedir. A¢ik formiilii Sekil 2’de
verilmistir (Wikipedia-eugenol, 2007).

ICH,
.|

CH
3
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Sekil 2. Ojenol molekiiliiniin agik formiilii (Wikipedia.org sitesinden alinmugtir)
(Anonymous, Wikipedia-eugenol, 2007).

Ojenol; karanfil (Eugenia caryophyllata), tulsi (Ocimum sanctum), serbetciotu
(Humulus lupulus L.), kisnis (Coriandrum sativum L.) ve feslegen (Ocimum basilicum
L.) gibi bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin iceriginde bulunur (Dutta ve ark, 2007;
Eyres ve ark, 2007; Msaada ve ark, 2007; Li ve ark, 2007a). Literatiir taramasinda
djenol’iin trigeminal ganglion néronlarindaki K™ akimii inhibe ettigi (Li ve ark,
2007b), berber diikkkaninda calisanlarda meslek hastaligi olarak astim ve rinite yol
acabilecegi (Quirce ve ark, 2007), Herpes simplex viriis aktivitesini Onleyici etkiye
sahip oldugu (Tragoolpua ve Jatisatienr, 2007), anestezik etki gdsterdigi (Guénette ve
ark, 2007), Candida albicans’a kars1 antimikotik aktiviteye sahip oldugu (He ve ark,
2007; Braga ve ark, 2007) ve dental aferent ndronlarda Na' akimmi inhibe ettigi;
Ojenol’lin gosterdigi analjezik aktiviteye de bu etkinin yol agcmis olabilecegi (Park ve
ark, 2006) bildirilmistir. Ojenol’iin antidiyabetik olarak kullamlisina dair literatiirde

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.

2.4. Deney Hayvanlarinda Diyabet Olusturma Modelleri

Cesitli hastaliklarin patogenezinin anlasilmasi, hastaliklardan korunmanin ve
tedavi olanaklarmin incelenebilmesi i¢in deneysel hayvan modelleri oldukca yaygin

olarak kullanilmaktadir. Cevresel faktorlerin etkilerini belirlemek icin kontrol



gruplarinin kullanilabilmesi, arastirilan patolojiye uygun hayvan tiirlerinin genetik
olarak secilebilmesi, anlamli istatistiksel degerlendirme yapmaya izin verecek sayida
ornekte (denekte) calisilabilmesi, hayvan modelleri ile ¢aligmay1 rasyonel hale getiren
temel faktorlerdir. Ilag arastirmalarinda in-vivo deneylerin bir bdliimii, eger varsa,
insandaki hastalig1 temsil eden hayvan modelleri iizerinde yapilmaktadir (Kayaalp,

2001).

2.4.1. Kullanilan Deney Hayvanlan

Deneysel diyabet olusturmak amaciyla fare, sigan, tavsan, kobay, hamster,
maymun, domuz, kdpek ve kedi gibi deney hayvanlar1 kullanilabilmektedir (Alarcon-
Aquilar ve ark, 2000; Pari ve Umamaheswari, 2000; Ahmad ve Ark, 2000;
Ciechanowski ve ark, 2004; Eqwim, 2005; Van de Maele ve ark, 2005; Rood ve ark,
2006; Koopmans ve ark, 2006).

2.4.2. Kullanilan Yontemler

Deney hayvanlarinda; kimyasal ajanlarla, spontan olarak ve viriisler araciligiyla
deneysel diyabet olusturulabilmektedir (Goldner ve Gomori, 1943; Dunn ve ark, 1944;
Alarcon-Aquilar ve ark, 2000; Pushparaj ve ark, 2000; Chang ve Perry, 1978; Kohnert
ve ark, 1999; Ejrnaes ve ark, 2006).

2.4.3. Kimyasal Ajanlarla Diyabet Olusturulmasi

Alloksan ve streptozosin (STZ) bu amagla kullanilan kimyasal ajanlardir.
Deneysel diyabet ¢aligmalarinda en ¢ok fare ve sican kullanildigi i¢in bu hayvanlardaki

alloksan ve STZ uygulamalar1 agagida aciklandi.

Alloksan (Alloxan monohydrate, C;H4N,O4H,0)

Alloksan, [2,4,5,6(1H,3H)-pyimidinetetrone monohydrate] yapisinda bir iirik
asit tlirevidir (Sekil 3). Suda kolayca erir. Kapali formiili C4H4N,O4H,O seklinde
yazilir. Toz hali 2-8 °C’de, soliisyon hali ise 4 °C’nin altinda saklanmalidir. Molekiil

agirhig 160.1 g/mol’diir (Aldrich Handbook, 2003-2004). Selektif olarak pankreas beta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16187716&query_hl=22&itool=pubmed_DocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kohnert+KD%22%5BAuthor%5D

hiicrelerini hasarlamak suretiyle insiiline bagimli diyabete neden oldugu bildirilmistir

(Alarcon-Aquilar ve ark, 2000; Dunn ve ark, 1944; Szkudelski, 2001).

0
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Sekil 3. Alloksan molekiiliiniin agik formiilii (axxora.com’dan alinmistir) (Axxora.com,
2007).

Farelerde alloksanla diyabet olusturulmasi

On sekiz saat a¢ birakilan farelere, 150 mg/kg dozda, distile su veya serum fizyolojikte
(% 0.9 NaCl) ¢ozdiiriilmiis alloksan, periton i¢i (i.p.) yolla uygulanir. Bu uygulama 48
saatte bir toplam {i¢ kez tekrarlanir. Dolayis1 ile her bir fareye total olarak 450 mg/kg
alloksan uygulanmis olur. Enjektoriin peritona girdigi bolgede pembe bir renk
olusabilir. Bu renk alloksan soliisyonunun bir kisminin enjeksiyon yerinden disariya
sizdiginin belirtisidir. Bu nedenle enjektorii zik-zakli bir sekilde periton igerisine
batirmak, alloksanin digar1t sizmasi olasiligini giderecektir. Uygulamadan sonra
farelerin bir kism1 6lmekte, ayrica farelerin bir kisminda da diyabet olusmamaktadir.
Bu nedenlerle caligmaya baslarken her bir grup i¢in diisiliniilen fare sayisini en az % 30
daha yiiksek tutmak uygun olacaktir. Son uygulamadan itibaren 7-10 giin gectikten
sonra fareler yine 18 saat a¢ birakilir ve herbirinin kuyruk veninden birer damla kan
almarak aclik kan sekeri (AKS) diizeyleri ol¢giiliir. AKS diizeyi 180, 200 veya 250
mg/dL’nin lizerinde olan fareler diyabetli fare olarak kabul edilir ve ¢alismaya alinir
(Alarcon-Aquilar ve ark, 2000; Perez ve ark, 2000; Chen ve ark, 2001). Deneysel
diyabet olusturmayla ilgili bir calismada, farelere 90 mg/kg alloksanin kuyruk veninden

bolus tarzinda verilerek diyabet olusturulabilecegi bildirilmistir (Kimura ve ark, 1999).

Sicanlarda alloksanla diyabet olusturulmasi

Distile su veya serum fizyolojik icerisinde ¢ozdiiriilmiis alloksan, sicanlara periton ici

yolla 120 mg/kg dozunda {i¢ giin iistii iiste uygulanir. Son alloksan uygulamasindan ti¢



giin sonra si¢anlar bir gece 6nce ag birakilarak sabahleyin AKS seviyeleri 6l¢iliir. Kan
sekeri diizeyi 250 mg/dL’ nin iizerinde olan sicanlar diyabetli kabul edilir (Jaouhari ve
ark, 2000). Deneysel diyabet olusturmada kullanilan bagka bir yontemde ise serum
fizyolojik soliisyonunda ¢oziilmiis alloksan, 150 mg/kg dozunda periton i¢i yolla bir
kez uygulanmaktadir. Alloksan uygulamasina bagli olarak pankreastan yogun insiilin
salgilandigindan dolay1 fatal (6ldiiriicii) hipoglisemi gelismesi olasiligi vardir. Bunu
onlemek icin siganlara, alloksan uygulamasindan 4-6 saat sonra, 15-20 mL kadar %
20’lik glukoz soliisyonu periton i¢i yolla uygulanir. Bundan sonra sicanlara
hipoglisemiyi onlemek amaciyla 24 saat siireyle % 5 glukoz soliisyonu (igme suyuna
katilarak) verilir. Iki hafta sonra AKS &l¢iimii yapilir ve kan sekeri diizeyi 200
mg/dL’ nin lizerinde olan si¢anlar ¢aligmaya alinir (Al-Shamaony ve ark, 1994; Abdel-

Barry ve ark, 1997; Prince ve ark, 1998).

Streptozosin (Streptozotocin, Streptozocin, STZ, CsH;5N307)

N-(Methylnitrosocarbamoyl)-a-D-glucosamine, yani  1-methyl-1-nitroso-3-
[2,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl) oxan-3-yl]-urea (CsH;sN3O7) yapisindadir (Sekil
4), molekiil agirhigi 265.221 g/mol’diir. Isiktan korunmalidir. Notral pH’da hizla
dekompoze oldugundan dolay1 optimum stabilitesi i¢in ortamin pH’s1 4-4.5 araliginda
olmalidir. Bu nedenle STZ c¢o6ziindiriiliirken sitrat tamponu kullanilmalidir
(SigmaAldrich.com, 2007). Pankreasin B hiicrelerini hasarlayarak; hem insiiline
bagimli (IDDM), hem de insiilinden bagimsiz (NIDDM) diyabete neden oldugu
bildirilmistir (Szkudelski, 2001; Srinivasan ve ark, 2005). Yetigkin sicanlarda tek doz
(40-60 mg/kg) damar i¢i (iv) yolla STZ uygulamasinin insiiline bagimh diyabete neden
oldugu (Ganda ve ark, 1976), yeni dogmus siganlara tek doz periton i¢i veya damar ici
yolla 100 mg/kg STZ uygulamasinin ise insiilinden bagimsiz diyabete neden oldugu

rapor edilmistir (Portha ve ark, 1974).
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Sekil 4. Streptozosin molekiiliiniin agik formiili (Wikipedia’dan alinmistir)
(Anonymous, Wikipedia-streptozotocin, 2007).

Farelerde streptozosin’le diyabet olusturulmasi

Sitrat tamponu (pH: 4.5) icerisinde ¢oziindiiriilmiis STZ, tek doz halinde (200 mg/kg)
periton i¢i yolla uygulanir. Ayn1 giin icerisinde farelerde diyabet olustugu kabul edilir
(Sitasawad ve ark, 2000). Baska bir calismada STZ’nin 150 mg/kg tek doz periton i¢i
uygulanmasiyla farelerde diyabet olustugu bildirilmistir (Grover ve ark, 2001).

Siganlarda streptozosin’le diyabet olusturulmasi

20 mM sodyum sitrat tamponu (pH: 4.5) igerisinde taze olarak hazirlanmis STZ
cozeltisi (buzlu ortamda saklanmak kosuluyla), 65 mg/kg olacak sekilde periton ici
yolla sicanlara enjekte edilerek (tek doz uygulama yapilacak) diyabet olusturuldugu
bildirilmistir (Tamer ve ark, 1997; Benwahhoud ve ark, 2001). Bagka bir ¢alismada bir
gece oOnce ac¢ birakilan sicanlara 0.1 M sitrat tamponu igerisinde (pH: 4.5)
¢oziindiiriilmiis STZ nin 60 mg/kg dozunda uygulandigi, 72 saat sonra AKS ol¢limii
yapilarak, kan sekeri diizeyi 350 mg/dL ve iizerinde olan si¢anlarin diyabetli kabul
edildigi, STZ uygulamasindan sonra yem ve su aliminin serbest birakildig
bildirilmistir (Pushparaj ve ark, 2000). Farkli bir caligmada siganlara 50 mg/kg tek doz
STZ uygulanmis ve AKS seviyesi 250 mg/dL’nin iizerindeki siganlar g¢aligmaya
alimmustir (Cetto, 2000).

2.5. Achik Kan Sekeri (AKS) Diizeyinin Olciilmesi

Kan sekeri oOl¢iimii biyokimya laboratuvarlarindaki otoanalizor cihaziyla

yapilabilecegi gibi piyasada bulunan ve bir damla kanla 6l¢lim yapabilen kan 6l¢iim



cihazlaryla da yapilabilmektedir. Otoanalizor i¢in daha fazla kan gerektiginden dolayi,
calisma boyunca yalnizca bir kez kan 6l¢limii yapilacak ise bu cihazla 6l¢tiim yapilmasi
uygun olabilir. Ancak kan glukoz seviyesi; belirli aralarla, glin boyunca yapilacak ise
bir damla kanla calisan cihazlar1 segmek daha uygun olacaktir. Bir damla kanla 6l¢ctim
yapan cihazlarda kan sekeri ol¢iimii sOyle yapilir: Deney hayvaninin kuyrugundan
alinan bir damla taze kan, kan 6l¢iim cihazinin stripine emdirilir. Cihazin tiirline gore
10, 15 veya 20 saniye sonra kan sekeri diizeyi cihazin ekranindan okunur. Bu cihazlar
kan glukoz seviyesini “glukoz-oksidaz peroksidaz” yontemine gore 6lgmektedir (Vitros

DT II Operator’s Manual Book, 2003).

2.6. Kan Sekeri Degerlerinin Standardizasyonu

Istatistiksel hata, Tip I ve Tip II hata olmak iizere iki grupta incelenebilir. Iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklililk olmamasina ragmen test
sonucunda “anlamli farklilik bulunmasi” seklindeki hataya Tip-1 hata denir ve “alfa
hatas1” olarak isimlendirilmektedir. Iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik var iken, yapilan test sonucunun “anlamli farklilik bulunmamasi seklinde”
ortaya ciktig1 hataya ise Tip-1I hata denir ve “beta hatas1” olarak isimlendirilmektedir.
Iki grup arasinda gergekte fark oldugu halde test sonucunda da fark oldugu sonucuna
varilmasi olasiliina ise “testin giicli (power size)” denmektedir. Tip-I ve Tip-II hatanin
en az oldugu calismalar ayn1 zamanda giicli yiiksek olan caligsmalardir. Arastirmalarda
kullanilacak istatistiksel testin giiciiniin % 66.7°nin altina diismemesi istenmektedir
(Ozdamar, 2004). Kullanilacak istatistiksel testin giicii denek sayis1 ve standart sapma
gibi bircok etkenden etkilenmektedir. Bu nedenlerle deney hayvanlari ile yapilan ve
kan sekeri diizeyi Olglimiine dayanan c¢aligmalarda, deney hayvanlarinin ¢alismanin
baslangicindaki kan diizeylerinin birbirine yakin degerlerden olusmasi, dolayis: ile
standart sapmasinin diisiik olmas1 arzu edilmektedir. Etik nedenlerle her bir ¢alisma
grubu icin kullanilabilecek deney hayvani sayisi 5 ila 10 arasinda sinirlandirilmaktadir.
Denek sayisinin sinirli olmasindan dolay1 bu durumda yapilacak en uygun sey, calisma
gruplaria ait verilerin standart sapmasinin kiiclik tutulmasidir. Bunun i¢in verilerin

birbirine yakin sayilardan olusmasi gerekmektedir.

Yapilan deneysel diyabet caligmalarinda, AKS diizeyi genellikle 200 mg/dL nin
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tizerinde ise deney hayvani diyabetli olarak kabul edilmektedir. Bu durumda, bir
calisma grubunu olusturan deney hayvanlarindan birine ait kan sekeri diizeyi 201
mg/dL iken bir digeri 470 mg/dL veya 590 mg/dL olabilecektir (kan sekeri dl¢clim
cihazlart 600 mg/dL’nin {lizerini genellikle 6lcememektedirler). Dolayist ile ¢alisma
grubunu olusturacak hayvanlarin AKS diizeyleri birbirinden oldukga farkli degerlerden
olusacak ve standart sapma ¢ok biiyiiyecektir. Bunu 6nlemek i¢in kan sekeri degeri
birbirine yakin olan hayvanlar secilerek gruplar olusturulabilir. Ancak bu da istatistigin
en Oonemli kurallarindan birisi olan bias yapmamanin (taraf tutmama ilkesi) ihmal
edilecegi anlamina geleceginden ¢ok dogru bir yaklasim olmayacaktir. Ciinkii deney
gruplarinin rasgele (randomize) olusturulmasi gerekmektedir (Heperkan, 1981). Bu
durumda kullanilabilecek bir ¢6ziim yolu, verilerin 100 {izerinden standardize
edilmesidir. Bunun i¢in yapilacak islem sOylece oOzetlenebilir: Deneysel diyabet
olusturulmus ve ilag uygulamasi 6ncesi AKS diizeyi 450 mg/dL olan bir hayvanin ilag
uygulamasindan sonra farkli zamanlarda (1., 2. ve 4. saat gibi) Ol¢lilen AKS diizeyleri
stirayla 300, 250 ve 150 mg/dL olsun. Bu degerlerin zaman i¢indeki seyri, oldugu gibi
yani ham sekilde degil 100 {izerinden standardize edilerek kullanildiginda, ¢alisma
grubunun standart sapmasit diisecek, boylece c¢alismanin giicii  artacaktir.

Standardizasyon i¢in Ceylan ve ark. (2004) kullandig1 asagidaki formiil 6nerilebilir:

Kan sekeri seviyesinin diismesi (%) = 100 x (Kan sekeriy-Kan sekeri,) / Kan sekeriy

Kan sekeri,: n. yani 1., 2. veya 4. saatteki kan sekeri degeri.
Kan sekeriy: llag uygulamasi éncesi olgiilen kan sekeri degeri.

2.7. Hipoglisemik Aktivitenin Bir Standartla Karsilastirilmasi

Uzerinde ¢alisilan molekiil veya ekstrenin hipoglisemik etkinlige sahip oldugu
saptandiginda, bu etkinin insiilin veya oral antidiyabetikler gibi bilinen bir
hipoglisemik madde ile karsilastirilarak, saptanan hipoglisemik etkinligin giicii
hakkinda bir fikir edinilebilmektedir. Bu amagla kullanilan hipoglisemik maddeler,

bunlarin verilis yollar1 ve dozlar1 agagida verilmistir:

2.7.1. insiilin

Regular insiilin farelere 0.1 IU/kg dozunda (Alarcon-Aquilar ve ark., 2000),
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protamin zinc insiilin siganlara 6 1U/kg dozunda (Prince ve ark, 1998) periton i¢i veya

derialt1 (subcutan) yolla uygulanir.

2.7.2. Glibenklamid (Glibenclamide)

Farelere 3 mg/kg dozunda (Amalraj ve Ignacimuthu, 1998), sicanlara 5 mg/kg
dozunda (Sriplang ve ark, 2007) veya 600 nug/kg dozunda agizdan uygulanir (Latha ve
Pari, 2004).

2.7.3. Glipizid (Glipizide)

Farelere 1 mg/kg dozunda (Bodary ve ark, 2005) ve siganlara 5 mg/kg dozunda

agizdan uygulanir (Srinivasan ve ark, 2005).

2.7.4. Metformin

Farelere 300 mg/kg dozunda (Ribnicky ve ark, 2006) ve siganlara 500 mg/kg
dozunda agizdan uygulanir (Pushparaj ve ark, 2000).

2.7.5. Fenformin (Phenformin)

Farelere 2 mg/kg dozda (Anisimov ve ark, 2003) ve siganlara 600 mg/kg

dozunda agizdan uygulanir (Porchezhian ve ark, 2000).

2.7.6. Tolbutamid (Tolbutamide)

Farelere 50 mg/kg dozunda (Perez ve ark, 2000; Contreras ve ark, 2005) ve
siganlara 100 mg/kg agizdan uygulanir (Jayakar ve Suresh, 2003).

2.8. Diyabetle ilgili Cahsmalarda istatistiksel Yontemlerin Kullanilmasi

Elde edilen veriler “ortalama + standart hata ortalamasi” seklinde ifade
edilmelidir (Ozbek ve Keskin, 2007). Calisma gruplarinin dagilimina “One-sample
Kolmogorov-Smirnov testi” ile bakilabilir. Bu teste gore; p>0.05 degeri normal
dagilimi, p<0.05 degeri ise normal olmayan dagilimi gostermektedir. Normal dagilim

gosteren ¢alisma gruplari i¢in; gruplar birbirinden bagimsiz ve grup sayisi ikiden fazla
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olacagindan dolay1 parametrik bir test olan tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
istatistik yontemi uygulanmalidir. Calisma gruplari normal dagilim gdstermiyor ise
non-parametrik bir test olan “Kruskall-Wallis varyans analizi istatistik yontemi”
kullanilmalidir. Saglik Bilimleri alaninda yapilan ¢alismalarda non-parametrik testler
yerine parametrik testler tercih edilmektedir. Bu nedenle normal dagilim goéstermeyen
gruplar icin verilere normalizasyon islemleri (istatistik kitaplarinda nasil yapilacaklari
aciklanmistir) uygulanabilir ve ardindan parametrik testlerle isleme devam edilebilir.
Varyans analizi sonucu p<0.05 bulunursa anlamlili§1 meydana getiren ¢alisma grubunu
saptamak amaciyla post-hoc testler uygulanmalidir. Eger ANOVA uygulanmissa,
varyanslarin homojenitesine bakilarak p<0.05 i¢in post-hoc olarak “Tamhane’s T2
testi” kullanilabilir. Varyanslarin homojenitesi sonucu p>0.05 bulundugunda ise post-
hoc olarak kullanilabilecek “Bonferroni, Tukey’s Honestly Significance Difference
Test (Tukey’s HSD test), Least Significant Difference Test (LSD Test), Sidak, Scheff¢,
Duncan, Gabriel, Dunnet gibi ¢ok sayida test vardir. Bu testler igerisinde istatistikg¢iler
tarafindan en c¢ok “Tukey’s Honestly Significance Difference Test” tavsiye
edilmektedir. Ancak her bir ¢alisma grubundaki eleman sayisi esit degil ise (6rnegin 1.
grupta 10 denek, 2. grupta 9 denek, 3. grupta 7 denek var ise); bu durumda “Scheffé
testi”, calisma gruplar1 sadece kontrol grubu ile karsilastirilacak ise Dunnet testi
onerilmektedir. Grup sayist 5’1 gegiyorsa; Tip I hatay1 ¢ok ylikseltecegi i¢in LSD testi
onerilmemektedir. Kruskall-Wallis varyans analizi testi ig¢in post-hoc test olarak
“Mann-Whitney U testi” kullanilmaktadir (Siimbiiloglu ve Siimbiiloglu, 1998;
Ozdamar, 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligma Y.Y.U. Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD Laboratuvari’nda
gergeklestirildi.

3.1. Gerec¢

3.1.1. Deney Hayvanlar:

Bu c¢alismada 14-16 haftalik erkek ve disi Balb/C 1rki fareler kullanildi. Bu
hayvanlar “Y.Y.U. Tip Fakiiltesi Neuroscience Arastirma Birimi Deney Hayvanlari

Unitesi”nden sagland.

3.1.2 Deney Araclar

Farelere o6jenol ve trans-karyofillen vermek i¢cin Hamilton enjektord,
hayvanlarin kan sekeri diizeylerini 6lgmek i¢in MediSense Optium Blood Glucose

System (Abbott, Roma-Italia) cihaz1 kullanildi.

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Alloksan ve trans-karyofillen Sigma’dan (Steinheim-Germany), &jenol ise

Aldrich’ten (Steinheim-Germany) saglandi.
3.2. Yontem

3.2.1. Maddelerin Hazirlanisi

Alloxan, serum fizyolojik igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
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3.3. Farmakolojik ve Toksikolojik Calismalar
3.3.1. Letal Doz (LD) Diizeylerinin Olgiilmesi

Her biri 8 adet erkek fare iceren 11 adet grup olusturuldu ve kontrol grubuna
sadece 0.2 ml SF (% 0.9’luk serum fizyolojik) uygulandi. Diger gruplara ise sirayla 0.2,
0.4, 0.8, 1.6 ve 3.2 ml/kg 6jenol ve 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 ve 3.2 ml/kg trans-karyofillen
uygulandi. Tiim uygulamalar i.p. yolla yapildi, 72 saat sonra ¢alisma gruplarindaki 6lii
hayvanlar sayildi. Probit analizi metodu uygulanarak letal doz diizeyleri (LD,, LDs,
LDs,... ve LDyg) hesaplandi (Litchfield ve Wilcoxon, 1949; Kouadio ve ark, 2000).

3.3.2. Farelerde Deneysel Diyabet Olusturulmasi

On sekiz saat a¢ birakilan fareler, tartilip kuyruklarindan kegeli kalemle
numaralandirildiktan sonra: 150 mg/kg alloksan, serum fizyolojik (SF) igerisinde
cozdiiriilerek, periton i¢i yolla verildi. Bu islem farelere 48 saat arayla toplam ii¢ kez
uygulandi (Rodriguez ve ark, 1975). Son uygulamadan yedi giin sonra fareler tekrar 18
saat a¢ birakilarak kan sekeri seviyelerine bakildi; AKS 200 mg/dL ve {lizerinde
degerlere sahip olan fareler diyabetli olarak kabul edilip ¢calismaya alindi, diger fareler

ise caligma dis1 birakildi (Singh ve ark, 2001).

3.3.3. Trans-karyofillen ve Ojenol’iin Saghkh Farelerde Hipoglisemik
Etkisinin Olciilmesi

Calisma gruplart herbirinde sekizer fare olacak sekilde saglikli farelerden
olusturuldu. On sekiz saatlik aclig1 takiben birinci gruba 0.2 ml serum fizyolojik (%
0.9°luk NaCl) periton i¢i yolla, ikinci gruba glibenklamid (3 mg/kg) oral yolla, tigiincii
gruba 0.2 ml/kg trans-karyofillen ve dordiincii gruba 0.2 ml/kg 6jenol periton i¢i yoldan
uygulandi. Trans-karyofillen ve 6jenol dozlar1 probit analizi sonuglarina gore LDig
dozuna esit veya bu dozun altinda kalacak sekilde saptandi. Uygulamay: takiben
birinci, ikinci ve dordiincii saatlerde kuyruk venlerinden birer damla kan alindi, alinan
bu kan orneklerinden “glukoz-oksidaz peroksidaz metodu” temel alinarak iiretilmis
olan seker stripleri araciligiyla MediSense Optium Blood Glucose System (Abbott,

Roma-Italia) cihazinda kan sekeri diizeylerine bakildi (Imren ve Turan, 1985).
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3.3.4. Trans-karyofillen ve Ojenol’iin Diyabetli Farelerde Hipoglisemik
Etkisinin Olciilmesi

Alloksanla diyabet olusturulmus fareler kullanilarak herbirinde sekizer fare
olacak sekilde ¢alisma gruplari olusturuldu. Birinci gruba serum fizyolojik (SF: 0.2 ml)
perito ici yolla, ikinci gruba glibencalmid (3 mg/kg) oral yolla, tigiincii gruba trans-
karyofillen 0.2 ml/kg, dérdiincii gruba trans-karyofillen 0.4 ml/kg, besinci gruba 6jenol
0.2 ml/kg ve altinc1 gruba 6jenol 0.4 ml/kg dozda periton i¢i yoldan uygulandi. Trans-
karyofillen ve §jenol dozlari probit analizi sonuglarina gore LD;¢ dozuna esit veya bu
dozun altinda kalacak sekilde saptandi. Uygulamayi takiben birinci, ikinci ve dordiincii
saatlerde kuyruk venlerinden birer damla kan alindi ve alinan bu kan 6rneklerinden kan

sekeri diizeylerine bakildi.

3.4. istatistiksel Analiz

Gruplarin kan sekeri seviyeleri ortalama + standart hata ortalamasi (Ort £ SHO)
biciminde gosterildi. Veriler tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edildi, bu
testte anlamli ¢ikan gruplar i¢in kontrol grubu ile karsilagtirmalarda post-hoc Dunnet ve
tim gruplarin birbiriyle karsilastirllmasinda Tukey’s HSD (Tukey’s honestly
significant difference) testleri uygulandi, olasilik (probability) degeri p<0.05 ise
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Akut toksisite calismasi sonuglarinin (letal doz)
degerlendirilmesinde probit analiz metodu kullanildi (Hayran ve Ozdemir, 1995;
Siimbiiloglu ve Siimbiiloglu, 1998). Istatistiksel analizler SPSS 15.0 for Windows
paket programi ile yapildi, grafikler SigmaPlot 9.0 for Windows paket program ile
cizildi.
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4. BULGULAR

4.1. Letal doz Diizeylerinin Olciilmesine Ait Bulgular:

Trans-karyofillen ve 6jenol gruplarinin letal doz diizeyleri Cizelge 1 ve Cizelge
2’de verildi. Letal doz diizeyleri probit analizi yontemiyle, logaritma 10 tabanina gore
hesaplandi. Letal doz diizeyleri: letal doz 1 (LD;: 100 adet denekten birini Oldiiren
doz), ...,ve letal doz 99 (LDyy: 100 adet denekten 99’unu 6ldiiren doz) olacak sekilde,

alt ve st giivenlik araliklar1 (confidence intervals) ile birlikte verildi.
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Cizelge 1. Trans-karyofillen’in letal doz diizeyleri.

Letal Doz Diizeyleri (ml/kg)

Beklenen | % 95 giivenlik sinirlar
ortalama doz | Altsmir | Ust sinir

LD, 0.713 0.021 1.191
LD, 0.806 0.036 1.288
LD; 0.871 0.051 1.356
LD, 0.923 0.065 1.410
LDs 0.968 0.079 1.457
LDg 1.008 0.094 1.499
LD, 1.044 0.110 1.537
LDg 1.077 0.125 1.574
LDy 1.109 0.141 1.608
LDyg 1.139 0.158 1.641
LD;s 1.271 0.249 1.795
LDy 1.387 0.354 1.945
LD;s 1.495 0.474 2.105
LDsg 1.599 0.609 2.287
LDss 1.701 0.757 2.506
LDy 1.805 0.914 2.781
LDys 1.911 1.076 3.137
LDs 2.022 1.237 3.609
LDss 2.139 1.391 4.242
LDgo 2.265 1.538 5.095
LDgs 2.403 1.678 6.261
LDy 2.557 1.814 7.888
LDs 2.735 1.950 10.236
LDsgo 2.948 2.094 13.817
LDgs 3.217 2.256 19.771
LDy 3.590 2.455 31.304
LDy, 3.687 2.504 35.015
LDg, 3.794 2.556 39.560
LDos 3.917 2.614 45.260
LDo4 4.058 2.679 52.624
LDys 4.225 2.755 62.526
LDy 4.430 2.844 76.608
LDy, 4.696 2.956 98.409
LDog 5.074 3.108 137.418
LDy 5.733 3.357 233.013
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Cizelge 2. Ojenol’iin letal doz diizeyleri.

Letal Doz Diizeyleri (ml/kg)
Beklenen | % 95 giivenlik sinirlar
ortalama doz | Altsmir | Ust simr

LD, 0.239 0.000 0.331
LD, 0.259 0.001 0.347
LD; 0.272 0.002 0.357
LD, 0.282 0.003 0.365
LDs 0.291 0.004 0.372
LDg 0.298 0.005 0.379
LD, 0.305 0.006 0.384
LDy 0.311 0.008 0.390
LDy 0.317 0.010 0.395
LDyg 0.322 0.012 0.400
LD;s 0.346 0.025 0.422
LDy 0.365 0.047 0.445
LD;s 0.383 0.079 0.472
LDsg 0.400 0.124 0.507
LDss 0.416 0.180 0.560
LDy 0.432 0.244 0.652
LDys 0.448 0.302 0.817
LDs 0.465 0.347 1.096
LDss 0.482 0.380 1.544
LDgo 0.500 0.405 2.249
LDgs 0.519 0.425 3.372
LDy 0.540 0.443 5.218
LDs 0.563 0.460 8.417
LDsgo 0.591 0.478 14.407
LDgs 0.625 0.498 27.066
LDy 0.670 0.521 60.074
LDy, 0.681 0.527 72.864
LDg, 0.694 0.533 89.876
LDos 0.708 0.539 113.219
LDo4 0.724 0.547 146.551
LDys 0.743 0.555 196.740
LDy 0.766 0.566 278.140
LDy, 0.795 0.578 425.848
LDog 0.835 0.595 750.497
LDy 0.903 0.622 | 1834.624
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4.2. Uygulamalarin Saghkh Farelerdeki Achik Kan Sekeri Diizeyine Etkisi:

Serum fizyolojik, trans-karyofillen, 6jenol ve glibenklamid uygulamalarinin

saglikli farelerdeki AKS diizeyine etkileri Cizelge 3 ve Sekil 5’te verilmistir.

Cizelge 3. Calisma gruplarinin saglikli farelerdeki aglik kan sekeri diizeyleri (n=38).

Achik kan sekeri diizeyleri (mg/dl)

(ort. £ standart hata)

Gruplar Uyg. oncesi 1. saat 2. saat 4. saat
Kontrol (SF)* 65.75+5.36  79.88+£8.32  77.88+7.48 60.88+6.26
(0.2 ml) (% 21.49)** (% 18.45) (% -7.41)
Glibenklamid  78.6745.02  74.83+6.60 68.33+4.71 67.33+3.15
(3 mg/kg) (% -4.88) (% -13.14) (% -14.41)
T-karyofillen  79.33+8.72  76.67+£7.52 84.33+£6.07 68.83+5.62
(0.2 ml/kg) (% -3.35) (% 6.30) (% -13.24)
Ojenol 74.83+4.34  65.17£6.48 66.17+5.21 70.67£3.31
(0.2 ml/kg) (% -1291) (% 11.57) (% -5.56)

F-p degeri 0.705-0.559 1.690-0.198 0.768-0.524

* . SF (serum fizyolojik).

**: Uygulama oOncesi AKS degerine gore o an oOlgiilen AKS degeri arasindaki %

degisim (asagidaki formiile gore hesaplanmistir):

% degisim = 100*(n. Saatteki ol¢iim-uygulama oncesi ol¢iim)/ uygulama oncesi ol¢iim.
Saglikli arasinda

farelerin AKS diizeyleri yoniinden c¢alisma gruplar

istatistiksel olarak herhangi bir anlaml fark bulunmadi (Cizelge 3). Trans-karyofillen,
farelerde AKS diizeyini anlamh

ojenol ve glibenklamid’in saglikli diizeyde

etkilemedigi tespit edildi.

20



I uygulama 6ncesi

[ 1. saat
I 2. saat
[ 4. saat
100
0 | | T
= -
g T Il T
=
Z I
- - 60 +
i3
L ep
= E
2 40 -
=<
o
<
20 A
0 | | | | | | | |

*SF Glibenklamid Karyofillen

Calhisma gruplan
*SF: Serum fizyolojik (kontrol grubu).

Ojenol

Sekil 5. Calisma gruplarinin saglikli farelerdeki aclik kan sekeri diizeyleri.
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4.3. Uygulamalarin Diyabetli Farelerdeki A¢hk Kan Sekeri Diizeyine

Etkisi:

Serum fizyolojik, trans-karyofillen ve Ojenol’iin diyabetli farelerde AKS

diizeyine etkileri Cizelge 4 ve Sekil 6’da verilmistir.

Cizelge 4. Calisma gruplarinin diyabetli farelerdeki aglik kan sekeri diizeyleri (n=38).

Aclik kan sekeri diizeyleri (mg/dl)

(ort. = standart hata)

Gruplar Uyg. Oncesi 1. saat 2. saat 4. saat
Kontrol (SF)* 337.20£23.46  318.40+25.33 308.00+34.21 225.00+34.48
(0.2 ml) (% -5.58)%* (% -8.66) (% -33.27)
Glibenklamid 267.33+37.73  197.83+47.38*  150.50+£39.78*  101.83+10.66"
(3 mg/kg) (% -26.00) (% -43.70) (% -61.91)
T-karyofillen  385.20+61.53 483.20+53.05™  427.60+49.63*  392.00+61.57*"
(0.2 ml/kg) (% 25.44) (% 11.01) (% 1.77)
T-karyofillen  349.25+40.19 342.00£46.02"  321.75+66.30°  172.75+£71.79°¢
(0.4 ml/kg) (% -2.08) (% -5.80) (% -42.66)
Ojenol 471.80+39.10 532.60+43.31™™ 473.60+35.24 ™"  481.40+52.43 **
(0.2 ml/kg) (% 12.89) (% 0.38) (% 2.03)
Ojenol 343.00+29.50 477.33+09.06™!  368.00+16.64"  329.00+39.00"
(0.4 ml/kg) (% 39.16) (% 7.29) (% -4.08)

F-p degeri 9.289-0.000 7.739-0.000 9.827-0.000

* : SF (serum fizyolojik).
**: Uygulama oncesi AKS degerine gore o an Olgiilen AKS degeri arasindaki %
degisim (asagidaki formiile gére hesaplanmistir):

% degisim = 100*(n. Saatteki ol¢iim-uygulama éncesi 6l¢iim)/ uygulama oncesi ol¢iim.

Post-hoc Dunnet ve Tukey’s HSD testlerinin sonucu:

a : p<0.05 (Kontrol grubu ile karsilastirma).

b : p<0.05 (Glibenklamid grubu ile karsilastirma).

c : p<0.05 (Trans-karyofillen 0.2 ml/kg grubu ile karsilastirma).
d : p<0.05 (Trans-karyofillen 0.4 ml/kg grubu ile karsilastirma).
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Cahisma gruplan
*SF : Serum fizyolojik (kontrol grubu),

Gliben : Glibenklamid grubu.

TK(0.2) : Trans-karyofillen (0.2 ml/kg) grubu,
TK(0.4) : Trans-karyofillen (0.4 ml/kg) grubu,
0(0.2) : Ojenol (0.2 ml/kg) grubu,

0(0.4) : Ojenol (0.4 ml/kg) grubu,

Sekil 6. Calisma gruplarinin diyabetli farelerdeki aglik kan sekeri diizeyleri.

Post-hoc Dunnet ve Tukey’s HSD testlerinin sonucu:

a : p<0.05 (Kontrol grubunun ayni uygulama zamaniyla karsilastirma).

b : p<0.05 (Glibenklamid grubunun ilgili uygulama zamaniyla karsilastirma).

c : p<0.05 (T-karyofillen 0.2 ml/kg grubunun ayni uygulama zamaniyla karsilastirma).
d : p<0.05 (T-karyofillen 0.4 ml/kg grubunun ayni uygulama zamaniyla karsilagtirma).
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Diyabetli farelerde, uygulama 6ncesi yapilan AKS degerlerinin biitiin ¢alisma
gruplarinda 200 mg/dI’nin iizerinde oldugu saptandi (Cizelge 4). Dolayis1 ile Singh ve
ark’larinin (2001 deneysel diyabet modeli icin AKS degerlerinin 200 mg/dl’nin

tizerinde olmasi sart1 tiim ¢alisma gruplar i¢in gerceklesmis oldu.

Serum fizyolojik uygulamasinin diyabetli farelerin AKS seviyesini uygulama
oncesine gore birinci saatte % -5.58, ikinci saatte % -8.66 ve dordiincii saatte % -33.27

oraninda etkiledigi (diisiirdiigii) saptandu.

Glibenklamid uygulamasinin diyabetli farelerin AKS seviyesini uygulama
Oncesine gore birinci saatte % -26.00, ikinci saatte % -43.70, dordiincii saatte % -61.91
oraninda etkiledigi (diisiirdiigii) saptandi. Glibenklamid’in birinci, ikinci ve dordiincii
saatlerde AKS diizeyini diisiirmesi hem kontrol grubu ve hem de diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Trans-karyofillen (0.2 ml/kg) uygulamasinin diyabetli farelerin AKS seviyesini
uygulama Oncesine gore birinci saatte % 25.44, ikinci saatte % 11.01.66 ve dordiincii
saatte % 1.77 oraninda etkiledigi (yiikselttigi) saptandi. AKS seviyesindeki bu
yiikselme kontrol grubuna goére anlamli bulundu (p<0.05).

Trans-karyofillen (0.4 ml/kg) uygulamasinin diyabetli farelerin AKS seviyesini
uygulama Oncesine gore birinci saatte % -2.08, ikinci saatte % -5.80 ve dordiincii saatte
% -42.66 oraninda etkiledigi (disiirdiigli) saptandi. AKS seviyesindeki bu diisme
kontrol grubuna gore istatistiksel yonden anlamli bulunmadi (p>0.05). Ancak dordiincii
saatteki AKS seviyesi 0.2 ml/kg dozunda uygulanan trans-karyofillen grubunun ayn
saatte Olgiilen AKS seviyesine gore anlamli seviyede diisiik olarak saptandi (p<0.05).

Ojenol (0.2 ml/kg) uygulamasimin diyabetli farelerin AKS seviyesini uygulama
Oncesine gore birinci saatte % 12.89, ikinci saatte % 0.38 ve dordiincii saatte % 2.03
oraninda etkiledigi (yiikselttigi) saptandi. 0.2 ml/kg 6jenol uygulamasinin ¢alismanin
birinci, ikinci ve dordiincii saatlerinde AKS seviyesini hem kontrol grubu ve hem de
trans-karyofillen (0.4 ml/kg) grubuna gore anlamli seviyede yiikselttigi (p<<0.05) tespit
edildi.

Ojenol (0.4 ml/kg) uygulamasinin diyabetli farelerin AKS seviyesini uygulama
oncesine gore birinci saatte % 39.16, ikinci saatte % 7.29 oraninda etkledigi

(ylikselttigi), dordiincii saatte ise % -4.08 oraninda etkiledigi (diisiirdiigii) saptandi. 0.4
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ml/ kg 6jenol uygulamasimnin AKS seviyesini birinci saatte kontrol grubu ve trans-
karyofillen (0.4 ml/kg) grubuna gore anlaml seviyede yiikselttigi (p<0.05), ikinci ve

dordiincii saatlerde ise kontrol grubu ile aralarinda anlamli bir fark olmadigi saptandi

(p>0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Diyabetin komplikasyonlar1 ve bunlarin tedavisi; hem c¢ok sayida insani
ilgilendirmesi hem de iilkelerin ekonomilerine getirdigi yiik dikkate alindiginda,
giiniimiiz saglik diinyasinin 6nemli sorunlar1 arasinda sayilmaktadir. Diyabet tiim yas
gruplarinda goriilebilmekte, cinsiyet yoniinden onemli bir farklilik arzetmemektedir.
Bu nedenlerle diyabet tedavisinde yeni bir yaklasim, kullanilabilecek yeni bir ilag
diyabet hastalar1 agisindan 6nemli olacaktir. Diyabet; egzersiz, diyet ve ilag tedavisi ile
kontrol altinda tutulabilmekte olup, giinlimiizde tedavi amaciyla ilag olarak insiilin ve
hipoglisemik ilaglar kullanilmaktadir (Alarcon-Aquilar ve ark., 2000; Lebovitz ve
Pasmantier, 1990; Bailey, 1992).

Diyabet tedavisi i¢in yapilan arastirmalarin bir kismi; bitki ekstreleri ve
bunlardan elde edilen molekiillerin kan sekeri diizeyine etkilerinin arastirilmast
seklindedir (Adeneye ve Agbaje, 2007; Xia ve Wang, 2007). Ceylan ve ark. (2004)
karanfil (Eugenia caryophyllata) ugucu yaginin diyabetli farelerde hipoglisemik
etkinlik gdsterdigini; karanfil u¢ucu yaginda gaz-kromatografi analizi sonuclarina gore:
trans-karyofillen, Gjenol, alfa-humulen, §jenil asetat ve alfa-kopaen gibi bilesiklerin
bulundugunu bildirmislerdir. Karanfil ugucu yagini olusturan bilesiklerden biri veya
birkaci, karanfil ugucu yaginin hipoglisemik etkisinden sorumlu olabilir mantiiyla
hareket ederek; bu calismada, karanfil ugucu yagini olusturan kimyasal bilesiklerden
ikisi olan trans-karyofillen ve 6jenol’lin hipoglisemik aktivite yoniinden aragtirilmasi

amaglanmistir.

Oncelikle bu iki bilesigin farelere uygulanacak doz araligini saglikli bir sekilde
tespit edebilmek icin probit analizi yontemi ile fareler iizerinde letal doz diizeyleri
saptand1. Daha sonra bu bilesiklerin karanfil ugucu yagmin hipoglisemik etkinliginden
sorumlu olup olmadiklari, hem saglikli hem de diyabetli fareler tizerinde arastirildi. Bir
bitki ekstresi veya kimyasal bilesigin farmakolojik aktivitesini saptamak amaciyla
deney hayvanlarina uygulanacak doz diizeylerinin belirlenmesi biiylik 6nem
tasimaktadir. Uygulanacak doz arali§inin; etkisiz bir doz araligina veya toksik tesirlerin
goriildiigii bir doz araligina rastlamamasi gerekir. Bunu belirlemenin uygun yollarindan

biri, arastirilacak maddenin letal doz diizeylerinin saptanmasidir. Buna gore
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uygulanacak maksimum doz diizeyinin LD,y dozunu veya bunun % 95 giivenlik {ist
sinirin1 agsmamasi arzulanir (Hellion-Ibarrola ve ark., 1999; Parra ve ark., 2001; Shah
ve ark., 1991; Ozbek ve ark., 2004b). Diger dozlar bu iist smir1 olusturan dozun altinda
olacak sekilde ayarlanabilir. Probit analizi sonuglarma goére trans-karyofillen ve
6jenol’iin letal doz diizeyleri Cizelge 1 ve Cizelge 2’de verilmistir. Buna gore trans-
karyofillen’in LD;y dozu (100 fareden 10’unu oldiiren tahmini doz) 1.139 ml/kg,
6jenol’iin LD,y dozu 0.322 ml/kg olarak hesaplanmistir. Trans-karyofillen ve 6jenol’iin
LDjo dozlarinin iist siir1 ise sirastyla 1.641 ml/kg ve 0.400 ml/kg olarak saptanmustir.
Probit analizi sonuglarmma dayanarak trans-karyofillen ve &jenol igin hipoglisemik
aktivite ¢alismasinda kullanilabilecek maksimum doz sirayla 1.641 ml/kg ve 0.4 ml/kg
olarak belirlenmis, ancak calismada 0.4 ml/kg dozunun {izerine ¢ikilmamistir. Bunun
sebebi, canlilara uygulanacak dozun, ayn1 zamanda uygulanabilir hacim veya miktarda
olmasi zorunlulugudur. Ornegin 70 kg agirhigindaki bir insana, farmakolojik olarak
etkili oldugu bilinen bir molekiiliin 50 ml’si, ¢ok 6zel durumlar harig, parenteral yoldan
verilemez. Nitekim ilgili literatiir tarandiginda fare veya sicanlara uygulanacak

arastirma maddelerinin belirli hacim veya miktarlar1 gegmedigi goriilecektir.

Trans-karyofillen ~ ve  Ojenol’iin  hipoglisemik  aktivite  yoniinden
degerlendirilmesinde, hem saglikli hem de diyabetli fareler kullanilmistir. Her zaman
miimkiin olmasa da ilaglarin sadece hasta canlilar1 etkilemesi, saglikli canlilar tizerinde
herhangi bir olumsuz etkisinin bulunmamasi arzu edilir. Bu ¢alismada saglikli farelerin
kullanilmasindaki amag, yukarida belirtildigi gibi, arastirilacak bilesiklerin saglikli
farelerin kan sekeri diizeyleri iizerinde herhangi bir etkisinin olup olmadiginin ortaya
konulmak istenmesidir. Cizelge 3 ve Sekil 5 incelendiginde trans-karyofillen ve
6jenol’iin, 0.2 ml/kg dozunda, saglikli farelerde AKS diizeyleri {izerinde istatistiksel
yonden anlamli bir etkisinin olmadig1 goriillmektedir. Buna gore trans-karyofillen ve
Ojenol’lin saglikli farelerde AKS diizeyi iizerinde istenmeyen bir etkiye sahip olmadigi
sOylenebilir. Bu baglamda oral antidiyabetik olarak kullanilan glibenklamid’in de
saglikli farelerin AKS diizeyi ilizerinde istatistiksel yonden anlamli bir etkiye sahip

olmadig1 Cizelge 3’te goriilmektedir.

Diyabetli fareler lizerinde; tiim calisma gruplarinin uygulama oncesi AKS

degerleri, uygulamadan sonraki birinci, ikinci ve dordiincii saatlerde Olciilen AKS
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degerleri Cizelge 4 ve Sekil 6’da verilmistir. Buna gore tiim ¢alisma gruplarinda AKS
degerlerinin uygulama dncesinde 200 mg/dL nin iizerinde oldugu, dolayisi ile hepsinde
de deneysel olarak diyabetin olusturuldugu goriilmektedir (Singh ve ark, 2001). Serum
fizyolojik verilen gruba (kontrol grubu) ait AKS seviyeleri ¢aligmanin bagindan sonuna
kadar gittikge azalan bir seyir gostermekte olup calismanin sonunda kan sekeri
seviyesindeki diisme % 33.27 olarak hesaplanmistir. Ancak bir oral antidiyabetik olan
glibenklamid’in ¢aligmanin birinci saatinden dordiincii saatine kadar olan donemde
AKS diizeyini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha fazla diigiirmiis oldugu,
burada gozlenen diisme oraninin, uygulamadan sonraki dordiinci saatte % 61.91
diizeyinde oldugu izlenmektedir (Cizelge 4, Sekil 6). Bu durum go6zoniine alinarak
diyabetli farelerin oral antidiyabetik bir ila¢ olan glibenklamid’e olumlu cevap verdigi

sOylenebilir.

Cizelge 4’e gore trans-karyofillen ve 6jenol uygulamalarindan sonra ¢alisma
gruplarinin AKS seviyelerindeki degismeler asagida yorumlanmistir. Trans-karyofillen
(0.2 ml/kg) uygulanan diyabetli fare grubunun AKS diizeyleri; uygulama Oncesi
ortalama degere gore, trans-karyofillen uygulamasindan bir saat sonra % 25.44, iki saat
sonra % 11.01 ve dort saat sonra % 1.77 oraninda, 6nce ylikselen sonra gittikce azalan
ve uygulama oOncesi degere yaklasik olarak esit diizeye gelen bir seyir izlemektedir.
Trans-karyofillen (04. ml/kg) grubunun AKS degerleri ise birinci saatte % -2.08, ikinci
saatte % -5.80 ve dordiincii saatte % -42.66 oraninda, uygulama Oncesi ortalama degere
gore gittikce azalan bir seyir gostermektedir. Ojenol (0.2 ml/kg) ve djenol (0.4 ml/kg)
gruplarindaki AKS seviyeleri ise sirasiyla birinci saatte % 12.89 ve % 39.16, ikinci
saatte % 0.38 ve % 7.29, dordiincii saatte ise % 2.03 ve % -4.08 oraninda
seyretmektedir. Ojenol guplarindaki seyir ile trans-karyofillen (0.2 ml/kg) grubundaki

seyrin birbirine ¢ok benzedigi gerek Cizelge 4’te ve gerekse Sekil 6’da izlenmektedir.

Kontrol grubunun g¢alismanin dordiincii saatinde izlenen AKS seviyesindeki
degisim oran1 % -33.27 oraninda iken trans-karyofillen 0.2 ml/kg, 6jenol 0.2 ml/kg ve
6jenol 0.4 ml/kg gruplarinda AKS diizeylerinin Once yilikselmesi, sonra neredeyse
calismanin basindaki seviyelere esit bir diizeye gelmesi; trans-karyofillen ve ¢jenol’{in,
ilgili ¢alisma gruplarinda, hiperglisemik aktiviteye neden oldugu yoniinde

degerlendirilmistir. Nitekim kontrol grubunun dordiincii saatteki kan sekeri diizeyi ile

28



ad1 gegen gruplarin kan sekeri diizeyleri karsilastirildiginda; 6jenol 0.4 ml/kg grubu
hari¢ diger iki grubun kan sekeri seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek seyrettigi goriilmektedir. Bu durumda diyabetli farelerde trans-karyofillen ve
6jenol’tin 0.2 ml/kg dozlarinin istatistiksel olarak da anlamli bir hiperglisemik etkiye
sebep olduklart sdylenebilir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli ¢gitkmasa da 6jenol
0.4 ml/kg grubunun kan sekeri seviyesi lizerinde kontrol grubundaki gibi bir diisme
seyri gostermedigi, aksine kan sekeri seviyesinin zaman igerisindeki diisme seviyesinin
% 4.08’de kaldig1 goriilmektedir. Pekcok bilesik veya ekstre hiperglisemik bir etki
gosterebilir. Nitekim hiperglisemik etki gosteren bir¢ok bitki ekstresi veya molekiil

literatiirde bildirilmistir (Amalraj ve Ignacimuthu, 2002; Ilcol ve ark., 2002).

Hiperglisemik etkisi olan ekstre veya molekiillerin saptanmasi, 6zellikle diyabet
hastas1 olan kisiler agisindan, ilgili ekstre veya molekiillerin bu kisilere verilmesi
sonucu diyabete bagli istenmeyen durumlarin ortaya ¢ikmasi ihtimalini azaltacaktir.
Giliniimiizde bitkilerin ¢ogu hizla arastirilmakta olup igerdikleri molekiiller modern
yontemlerle ortaya konulmaya baslanmustir. Ozellikle yeterince arastirilmamis
bitkilerin fitoterapi amaciyla kullaniminin, diyabetli hastalarda daha bir 6zenle olmasi,
hatta hiperglisemi yaptig1 ortaya konulmus bitki ekstresi veya molekiillerin bu hastalara
kesinlikle verilmemesi uygun olacaktir. Bu baglamda arastirmacilarin yalnizca
hipoglisemik etkili ila¢ arayislar1 yaninda hiperglisemik etkili ekstre veya bilesikler
tizerinde de durmasi, gerekli ve dnemli bir durum arzetmektedir.

Bu c¢alismada, trans-karyofillen (0.4 ml/kg) grubuna ait AKS degerlerinin
zaman icerisindeki seyrinin, diger calisma gruplarina gore farkli oldugu goriilmektedir.
Bu grubun AKS degerleri calismanin basindan itibaren diismekte olup, bu diisiis
dordiincti saatte % -42.66 seviyesine ulagsmaktadir. Ancak AKS degerlerindeki bu
diisme SF grubuna gore anlamli bulunmadi. Trans-karyofillen (0.2 ml/kg) dozu ise tam
tersine hiperglisemik bir etki gostermektedir. Cesitli molekiillerin doza bagli olarak
birbirinden farkli etkiler gosterebildigi, hatta molekiillerin belirli bir doz araliginda
gosterdigi etkiyi farkli bir doz araliginda zit yonde gosterebildigi bilinmektedir. Buna
dayanarak trans-karyofillen’in daha yliksek dozlarinin, diyabetli farelerde hipoglisemik
etkinlik gosterebilecegi diisiiniilebilir. Ancak uygulanacak daha yiiksek dozlarin ayni
zamanda canlilara uygulanabilir miktarda olmasi da ayri bir zorunluluktur. Trans-

karyofillen i¢in 0.4 ml/kg’in tstiindeki dozlar hipoglisemik etkili bulunacak olsa bile,
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gerek insanlara gerekse deney hayvanlarina pratik olarak uygulanabilecek miktarin
tizerinde olacaktir. Bu nedenle c¢alismamizda trans-karyofillen ve &jenol’iin 0.4

ml/kg’1n tizerindeki dozlar1 ¢alismaya deger bulunmamustir.

Sonug olarak trans-karyofillen ve 6jenol’iin saglikli farelerde AKS iizerinde
istatistiksel yonden anlamli bir etkisinin olmadigi, diyabetli farelerde ise AKS’yi
diistirmedigi, aksine ylikselterek hiperglisemik bir etki gosterdigi, bu nedenle karanfil
ucucu yaginin gostermis oldugu hipoglisemik aktiviteden bu iki bilesigin sorumlu
olmadig1 sdylenebilir. Karanfil ugucu yaginin hipoglisemik aktivitesinden, bu yagin
iceriginde bulunan diger molekiiller olan alfa-humulen, alfa-kopaen ve 0Ojenil asetat
molekiillerin sorumlu olmasi1 daha yiiksek bir olasiliga sahip gibi goriinmektedir.
Bundan sonraki caligmalarda bu molekiillerin hipoglisemik aktivite yoniinden

arastirilmasi onerilebilir.
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OZET

Ontiirk H, Trans-karyofillen ve &jenol’iin akut toksisitesi ve hipoglisemik
etkinliginin diyabetik fareler iizerinde arastirilmasi, Y.Y.U. Saghk Bilimleri
Enstitiisii Farmakoloji Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2007.

Bu calismada trans-karyofillen ve §jenol molekiillerinin letal doz diizeyleri ile
Eugenia caryophyllata ugucu yaginin gostermis oldugu hipoglisemik aktiviteden
sorumlu olup olmadiklarinin fareler {izerinde arastirilmasi amaglandi. Calismada
Balb/C 1rki fareler kullanildi. Trans-karyofillen ve 6jenol’iin letal doz diizeyleri probit
analizi yontemi ile hesaplandi. Hipoglisemik aktivite i¢in saglikli ve diyabetli fareler
kullanildi. Farelerde diyabet olusturmak icin alloksan (150 mg/kg) periton i¢i yolla
(i.p.) U¢ kez 48 saat arayla uygulandi. Saglikli fareler dort gruba ayrildi (n=8). Gruplara
serum fizyolojik (0.2 ml, i.p.), glibenklamid (3 mg/kg, oral), trans-karyofillen (0.2
ml/kg, ip) ve djenol (0.2 ml/kg, i.p.) verildi. Diyabetli fareler alt1 gruba ayrildi (n=8).
Gruplara serum fizyolojik (0.2 ml, i.p.), glibenklamid (3 mg/kg, oral), trans-karyofillen
(0.2 ml/kg, ip), trans-karyofillen (0.4 ml/kg, ip), 6jenol (0.2 ml/kg, i.p.) ve djenol (0.4
ml/kg, 1.p.) verildi. Aclik kan sekeri (AKS) Olgiimleri uygulama Oncesinde ve
uygulamadan sonraki birinci, ikinci ve dordiincii saatlerde yapildi. Veriler tek yonlii
varyans analizi ile degerlendirildi. Trans-karyofillen ve &jenol’in LDsy diizeyleri
sirastyla 2.022 ml/kg ve 0.465 ml/kg olarak hesaplandi. Saglikli farelerde trans-
karyofillen ve 6jenol AKS diizeyini isatstiksel yonden anlamli seviyede etkilemedi
(p>0.05). Diyabetli farelerde trans-karyofillen (0.2 ml/kg, ip), 6jenol (0.2 ml/kg, i.p.) ve
Ojenol (0.4 ml/kg, i.p.) AKS seviyesini anlamli olarak yiikseltti (p<0.05). Trans-
karyofillen (0.4 ml/kg) grubunda AKS’nin diistiigii gézlendi. Ancak bu etki serum
fizyolojik grubundan farkli bulunmadi (p>0.05). Sonug olarak trans-karyofillen ve
ojenol’in saglikli farelerde AKS seviyelerini etkilemedigi, diyabetli farelerde ise
hiperglisemik etkili oldugu sdylenebilir.

Anahtar sozciikler: Diyabet, hipoglisemik aktivite, jenol, trans-karyofillen.
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ABSTRACT

Ontiirk H, Evaluation of acute toxicity and hypoglycemic activity of trans-
caryophyllene and eugenol on diabetic mice. Yuzuncu Yil University, Institute of
Health Sciences Master Thesis in Department of Pharmacology, Van, 2007.

The aim of this study was to determine the lethal dose levels of trans-
caryophyllene and eugenol, and to investigate hypoglycemic activity of Eugenia
caryophyllata essential oil in mice. Balb/C strain mice were used in the study. The
lethal dose levels of trans-caryophyllene and eugenol were calculated with probit
analysis method. Healthy and diabetic mice were used for hypoglycemic activity
experiments. Alloxan (150 mg/kg) was given intraperitoneally (i.p.) three times with
48h between the injections to induce diabetes in mice. Healthy mice were divided into
four groups (n=8). The animals in these groups received isotonic saline (0.2 ml, i.p.),
glibenclamide (3 mg/kg, oral), trans-caryophyllene (0.2 ml/kg, ip) and eugenol (0.2
ml/kg, 1.p.). Diabetic mice were divided into six groups (n=8). The animals in these
groups received isotonic saline (0.2 ml, i.p.), glibenclamide (3 mg/kg, oral), trans-
caryophyllene (0.2 ml/kg, ip), trans-caryophyllene (0.4 ml/kg, ip), eugenol (0.2 ml/kg,
i.p.) and eugenol (0.4 ml/kg, i.p.). Fasting blood sugar (FBS) levels were measured
before the injections and 1h, 2h, 3h, and 4h after the injections. The data were
evaluated with one-way variance analysis. LDs, levels of trans-caryophyllene and
eugenol were 2.022 ml/kg and 0.465 ml/kg, respectively. Trans-caryophyllene and
eugenol did not cause a statistically significant change in FBS levels in healthy mice
(p>0.05). In diabetic mice, trans-caryophyllene (0.2 ml/kg, ip), eugenol (0.2 ml/kg, i.p.)
and eugenol (0.4 ml/kg, i.p.) increased the FBS levels significantly (p<0.05). Trans-
caryophyllene (0.4 ml/kg, ip) caused a decrease in the FBS levels. However, this
change was not different from that of the isotonic saline group (p>0.05). As a result, it
is concluded that trans-caryophyllene and eugenol do not affect FBS level in healthy
mice and cause hyperglycemia in diabetic mice.

Key words: Diabetes, eugenol, hipoglycemic activity, trans-caryophyllene.
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