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ÖZET 

Harmin İçeren Taşıyıcı Sistemlerin Diyabetik Ratlar Üzerine Etkilerinin 

İncelenmesi 

 

Amaç: Yapılan bu çalışma, streptozotosin-nikotinamid (STZ-NA) ile indüklenen 

diyabetik sıçanlarda Harmin (HRM) ve HRM içeren nanoemülsiyon (NE) 

formülasyonlarının diyabet üzerine etkilerinin biyokimyasal ve histopatolojik açıdan 

incelemek için tasarlanmıştır. 

Materyal ve Metot: HRM ve HRM-NE’nin 5, 10 ve 15 mg/kg dozları verilen 

diyabetik sıçanlar 21 gün boyunca günlük tek doz sıvı halde oral uygulanmasıyla tedavi 

edildi. 21 gün sonunda sıçanların karaciğer doku örneklerinde SOD aktiviteleri, GSH ve 

MDA seviyeleri tespit edildi. Dokuların bir kısmında da histopatolojik çalışmalar yapıldı. 

Sıçanlardan alınan kanlarda AST, ALT ve glukoz seviyeleri ölçüldü. 

Bulgular: Üç farklı dozlarda verilen HRM ve HRM-NE formülasyonlarının 

uygulamasından sonra, tedavi edilen diyabetik sıçanların GSH seviyeleri ile SOD 

aktivitelerinde istatistiksel olarak önemli bir artış, MDA, ALT ve AST seviyelerinde ise 

istatistiksel olarak önemli düzeyde azalma belirlendi (p<0.05). Kan glukoz seviyelerinin 

HRM-NE uygulanan gruplarda diğer gruplara oranla düşük olduğu tespit edildi (p<0.05). 

Uygulanan HRM-NE gruplarında artan doza bağlı olarak diyabetik sıçanların AST ve 

ALT seviyelerinin düştüğü gözlemlendi (p<0.05). Histopatolojik bulgularda da, diyabetik 

sıçanların özellikle HRM-NE verilen gruplarında iyileşmenin meydana geldiği ve 

karaciğer morfolojisinin sağlıklı gruba ait görüntülere benzerlik gösterdiği tespit edildi. 

Sonuç: Sonuç olarak, HRM’nin antioksidan ve antidiyabetik etkisinin olduğu, 

diyabetik sıçanlara verilen aynı dozlardaki HRM’ye nazaran biyoyararlanımı artırılarak 

verilen HRM-NE’nin daha fazla antioksidan aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, diyabet, harmin, nanoemülsiyon, nikotinamid 

streptozotosin. 
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ABSTRACT 

Effects of Harmin-Containing Delivery Systems on Diabetic Rats 

Aim: This study was designed to investigate the biochemical and 

histopathological effects of Harmin (HRM) and HRM-containing nanoemulsion (NE) 

formulations on diabetes in streptozotocin-nicotinamide (STZ-NA) induced diabetic rats. 

Material and method: Diabetic rats given 5, 10 and 15 mg/kg doses of HRM and 

HRM-NE were treated with a single daily oral administration of liquid form for 21 days. 

At the end of 21 days, SOD activities, GSH and MDA levels were determined in liver 

tissue samples of rats. Histopathologic studies were also performed in some of the tissues. 

AST, ALT and glucose levels were measured in blood samples taken from rats. 

Results: After the administration of HRM and HRM-NE formulations at three 

different doses, a statistically significant increase in GSH levels and SOD activities and 

a statistically significant decrease in MDA, ALT and AST levels were determined in the 

treated diabetic rats (p<0.05). Blood glucose levels were found to be lower in HRM-NE 

treated groups compared to the other groups (p<0.05). It was observed that AST and ALT 

levels of diabetic rats decreased in the HRM-NE groups depending on the increasing dose 

(p<0.05). In histopathological findings, it was determined that improvement occurred 

especially in the HRM-NE groups of diabetic rats and liver morphology was similar to 

the images of the healthy group. 

Conclusion: As a result, it was determined that HRM has antioxidant and 

antidiabetic effects and HRM-NE given by increasing bioavailability showed more 

antioxidant activity compared to the same doses of HRM given to diabetic rats. 

 

Key Words: Antioxidant, diabetes, harmin, nanoemulsion, nicotinamide, 

streptozotocin. 
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1. GİRİŞ 

Diabetes mellitus (DM), vücutta insülinin yetersiz olması sonucunda oluşan, 

kronik hiperglisemi, protein, karbonhidrat ve yağ metabolizmasında bozukluk, kapiller 

membran değişiklikleri ve hızlanan damar sertliği, damar tıkanıklığı gibi belirtilerle 

seyreden kronik ve ilerleyici bir hastalıktır (Kahn ve ark., 2001).  Diabetes Mellitus’un 

ülkemizde ve dünyada görülme oranının giderek artması ve tedavi harcamalarının 

yüksekliği, bunların yanı sıra kesin tedavi yönteminin hala geliştirilmemiş olması da bu 

konuyu önemli bir araştırma alanı yapmaktadır. Uluslararası Diyabet Federasyonu’nun 

(UDF) 2021 yılı Diyabet Atlası’nda belirtildiği üzere, 2021’de dünya genelinde diyabet 

hastası olan 537 milyon insan bulunduğu ve bu sayının 2030 yılında 643 milyona, 2043’te 

ise 783 milyon olacağı öngörülmektedir (International Diabetes Federation, 2021). 

Diyabet hastalarında serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun kayda 

değer bir artış gösterdiği ve oksidatif stres sonucunda diyabetin ortaya çıkışı ve seyri 

üzerinde rolü olduğu bilinmektedir (Pitkänen ve ark., 1992). Bu sebeple diyabet gibi 

yaşam tarzıyla ilişkili hastalıkları önlemenin yollarını belirleyebilmek için oksidatif stres 

ile ilgili çalışmalar son derece yarar sağlamaktadır. Diyabet hastalığı süresince 

hiperglisemik durumlarda, serbest radikal düzeylerinin yükselmesi oksidatif stresi 

artırabilmektedir (Yang ve ark., 2011). 

Diyabet gibi yaşam tarzıyla ilişkili hastalıkları önlemenin yollarını 

belirleyebilmek için oksidatif stres ile ilgili çalışmalar son derece yarar sağlamaktadır.  

Diyabette oksidatif hasarın etkilerini engellemek amacıyla doğal antioksidanlara talep 

giderek artmaktadır. Yapılan bazı çalışmalarda, diyabet hastalarında antioksidan 

aktiviteye sahip bitkilerin ekstrelerini deneyerek oksidatif stresi baskılamaya 

çalışmışlardır (Wang ve Ng, 1999). 
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Peganum harmala (Üzerlik bitkisi) uzun ömürlü, tüysüz ve otsu bir bitkidir. 

Afrika, Asya ve Amerika kıtalarının sıcak bölgelerinde yaygın olarak görülmekle beraber 

daha çok kuzey yarım kürede büyük bir yayılım alanına sahiptir. Türkiye’de ise özellikle 

Orta Anadolu bölgesinde büyük bir yayılım alanına sahiptir. Bu bölgede yetişen üzerlik 

bitkisi genellikle 30-70 cm arasında değişen boyutlarda olup uzun ömürlü, otsu ve sert 

yapılı bir gövdesi vardır. Deniz seviyesinden başlayarak 1500 metre yüksekliğe kadar 

olan alanlarda doğal olarak bulunur. Çok parçalı ve düzensiz olan yaprakları 3-5 cm 

uzunluğundadır. Bazı alanlarda yetişen üzerlik bitkisi türlerinin yapraklarında benekler 

olduğu görülmüştür. Tek, beyazımsı ve uzun saplı çiçekleri bulunmaktadır. Bu çiçekleri 

ise genellikle Mayıs ile Haziran aylarında açmaktadır. Çok tohumlu olan meyvesi genel 

olarak nohut büyüklüğünde ve yuvarlak bir kapsül şeklindedir. Bu kapsüller sonbahar 

mevsimi yaklaştıkça olgunlaşır, kahverengi-siyah renkte üçgen piramit şeklini alarak 2-5 

mm uzunluğa ulaşır. Bitkinin tohumları olgunlaşan bu kapsüller içinde yer almakta olup 

pürtüklü ve kanatlı bir yapıya sahiptirler (Kırıcı ve ark., 2018). Üzerlik bitkisinin aktif 

bileşenleri olan alkaloitlerin çoğu tohum ve köklerinde bulunmaktadır (Mahmoudian ve 

ark., 2002). Bu alkaloitler arasında, üzerlik bitkisinin ana alkaloitleri olan harmalin ve 

harmin bulunmaktadır. Harmalin, harmine göre daha yüksek bir toksisiteye sahiptir 

(Sharaf ve ark., 1997). Yapılan çalışmalar neticesinde üzerlik bitkisinin iltahap giderici, 

sinirsel rahatsızlıkları azaltıcı, antitümör, antidiyabetik, antioksidan ve serbest radikalleri 

etkisiz hale getirebilme etkisinin olduğu belirlenmiştir (Berrougui ve ark., 2006; Hamden 

ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2020).  

Nanoemülsiyonlar (NE), su ve yağ fazlarının yüzey etkin madde/maddeler ile bir 

araya getirilmesi ile hazırlanan, dispers faz damlacık büyüklüğü genellikle 100-600 nm 

arasında olan sistemlerdir. Sıcaklık, pH ve seyreltmeye karşı dayanıklı olan bu sistemler 

kinetik olarak stabildir. Hem hidrofilik hem de hidrofobik maddeler için uygun sistemler 
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olan nanoemülsiyonlar, maddelerin çözünürlüğünü ve biyoyararlanımını artırmaktadır. 

Nanoemülsiyonlar farklı uygulama yollarına (oral, topikal, nazal, parenteral vb.) yönelik 

hazırlanabilmektedir (Çınar, 2017; Sharma ve ark., 2010).  

Yaptığımız çalışmada, harminin absorbsiyonunu artırmak için NE formülasyonu 

geliştirilmiş, harminin hem saf hem de NE formülasyonları Streptozotosin-Nikotinamid 

(STZ-NA) ile indüklenmiş diyabetik ratlara verilmiş, böylece diyabetin neden olduğu 

oksidatif stresin etkilerinin hem biyokimyasal hem de histolopatolojik olarak incelenmesi 

amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Diabetes Mellitus (DM) Tanımı 

Diabetes mellitus (DM), endojen insülinin mutlak ya da göreceli eksikliği veya 

periferik etkisizliği sonucu ortaya çıkan kronik hiperglisemi, karbonhidrat, protein ve yağ 

metabolizmasında bozukluk, kapiller membran değişiklikleri ve hızlanmış ateroskleroz 

ile seyreden kronik, progresif bir hastalıktır (Kahn ve ark., 2001).  

Pankreas tarafından üretilen insülin besinlerde bulunan glukozun enerji üretimi 

için kan dolaşımından alarak, vücuttaki hücrelere geçişini sağlayan temel 

hormondur. İnsülin eksikliği veya etkin şekilde kullanılmaması sonucu bu döngü 

bozularak DM’nin klinik bir göstergesi olan kan şekerinin yüksek seviyelere çıkmasına 

neden olur. Kan şekeri seviyesinin sürekli yüksek olması ise vücutta birçok organının 

zarar görmesine, nöropati, kardiyovasküler hastalıklar, nefropati gibi kalıcı hasarlara 

neden olmaktadır (Subramoniam, 2016; Yki-Järvinen, 1992). 

DM lipoprotein, karbonhidrat ve lipid metabolizmasında hasarlara neden olmakla 

beraber hiperlipidemi, hiperinsülinemi, hipertansiyon ve aterosklerozis gibi birçok 

komplikasyonların oluşmasına sebep olan bir hastalıktır (Kahn ve ark., 2001). 

2.1.1. Epidemiyoloji 

Uluslararası Diyabet Federasyonu (UDF) tarafından 2021 yılında yayımlanan 

Diyabet Atlası’na göre, dünya genelinde DM hasta sayısının 537 milyon olduğu, 2030 

yılında bu sayının 643 milyon, 2043 yılında ise 783 milyona ulaşacağı öngörülmektedir. 

Bu tarih aralığında dünya nüfusunun %20, diyabetli insan sayısının ise %46 oranında 

artacağı belirtilmektedir. DM dünyada birçok ülkede insan ölümlerine sebep olan 

hastalıklar sıralamasında ilk 5 içerisinde yer almaktadır (International Diabetes 

Federation, 2021). 
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Son yıllarda diyabet prevalansına etki eden faktörlerde önemli düzeyde artış 

olduğu konusunda dikkat çekilmektedir. Özellikle Tip II diyabet için belirtilen risk 

faktörleri ile birlikte, genel olarak diyabet prevalansının artış sebepleri, yaşam 

tarzlarındaki oluşan farklılıklar (örn. fast food tüketimi, yaşam tarzındaki hareketsizlik ve 

obezite), ekosistemde beklenen değişimler ve şehir nüfusunun giderek yaşlanması gibi 

faktörler olarak gösterilmektedir. Kırsal alanlarda diyabet prevalansı % 7.2 iken kentsel 

alanlarda diyabet prevalansı %10,8’lik oran ile daha yüksektir (International Diabetes 

Federation, 2019).  

Dünya nüfusuna göre Birleşmiş Milletler (BM) 20-79 yaş arası yetişkinlerde 2021 

yılı diyabet prevalansının % 10.5, erkeklerde %10.8 ve kadınlarda ise %10.2 olduğunu 

rapor etmiştir. 2021 yılında, 215 ülke ve bölgede 20-79 yaş arası kişiler arasında diyabetli 

hasta sayısının 536.6 milyon olduğu düşünülmektedir. 2045 yılı için ise 783.2 milyon 

insanın diyabet hastası olacağı tahmin edilmektedir (Sun ve ark., 2022). 

Türkiye’de ilk kez diyabet taramaları ile ilgili veriler, 1960’lı yılların başlarında 

Türk Diyabet Cemiyet’nin başlattığı taramalarla belirlenmeye başlamıştır. Glukozürinin 

fazlalığı nedeniyle başlatılan çalışmalarda 18 yaş üstünde ortalama % 1.5-2 aralığında bir 

prevalans bildirilmiş olup bu oran giderek yükseliş göstermiştir. Türkiye’de nüfusa dayalı 

ilk diyabet taraması 1999–2000 yıllarında Türk Diyabet Epidemiyoloji Çalışma Grubu 

(TURDEP) tarafından yapılmış ve diyabet prevalansı yetişkin nüfusta % 7.2 ve bozulmuş 

Glukoz toleransı prevalansı ise %6.7 olarak bildirilmiştir. 15 şehir ve 540 merkezde Ocak 

2010-Haziran 2010 tarihleri arasında tamamlanan TURDEP-II çalışmasında ise Türk 

yetişkin toplumunda diyabet sıklığının % 13.7’ye ulaştığı tespit edilmiştir (Satman ve 

ark., 2002).  
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2.1.2. DM’nin Tanısı 

Diyabetin bilinen klasik semptomları arasında iştahsızlık, polidipsi, poliüri, 

polifaji, halsizlik, hızlı ve erken yorgunluk, ağız kuruluğu yer almaktadır. Bunlarla 

beraber daha az görülen semptomlar ise, sebepsiz ve belirlenemeyen kilo kaybı, bulanık 

görme, sürekli tekrarlayan enfeksiyonlar yer almaktadır (Mellitus ve Tanı, 2020). DM 

tanısı glisemik belirteçlerin ölçümü vasıtasıyla ortaya konulmaktadır. Bu belirteçler 

hemoglobin (HbA1C), açlık plazma glukozu (APG), 75 gr oral glukoz tolerans testi 

(OGTT) ve rastgele plazma glukozu (PG) olmak üzere 4 ayrı değerlendirme yolu vardır. 

Bu belirteçlerden birinin olması DM tanısı için yeterli olmaktadır (Committee, 2022; 

Gospin ve ark., 2017). 

Tablo 2.1. DM’nin tanı kriterleri 

DM’nin Tanı Kriterleri 

1. Diyabet semptomları ve ≥ 200 md/dL plazma glukoz düzeyi 

2. Açlık plazma glukoz düzeyi ≥ 126 mg/dL, en az 8 saatlik tam açlık sonrası  

3. Oral glukoz tolerans testinde 2. Saat plazma glukoz düzeyi > 200 mg/ dL 

4. Standardize metotla (HPLC) ölçülen HbA1C ≥ % 6.5 

 

Ayrıca PG düzeyine göre diyabet tanısı konulmamış ama PG değeri normalin 

üzerinde olan kişiler prediyabetli olarak kabul edilmiştir. Bozulmuş açlık glukozu (BAG) 

ve bozulmuş glukoz toleransı (BGT) olan kişiler prediyabetikdir. Bu dönemde patolojik 

değişikler meydana gelebildiği ancak klinik septomların ise görülmediği sessiz evre 

olarak ifade edilmektedir. Müdahale edilmediği takdirde prediyabet ilerleyerek belli bir 

süre sonra Tip II diyabete dönüşmektedir (Genuth ve ark., 2003; Gospin ve ark., 2017).                   

1) Açlık Plazma Glukozu (APG): En az 8 saatlik açlık sonrası plazma glukoz 

düzeyinin ölçülmesine dayalı bir yöntemdir. APG seviyesi yetişkinlerde 74-106 mg/dL 
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(4.5 - 5.9 mmol/L), çocuklarda ise 60-100 mg/dL (3.5 - 5.6 mmol/L) olduğu 

bildirilmektedir (Organization, 2006).  

2) Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT): Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), yüksek 

diyabet risk grubunda olan kişilere OGTT yapılmasını tavsiye etmektedir. Bu testin 

uygulanacağı günden, üç gün öncesinden başlanarak kişilere günlük en az 150 g 

karbonhidrat içirilerek diyet uygulanır. Test esnasında kişi oturur pozisyonda olmalı, 

fiziksel hareketlerden olabildiğince kaçınmalı ve yiyecek ya da içecek tüketmemelidir. 

Yetişkinlere 75 g glukoz, çocuklara ise 75 g’ı geçmeyecek şekilde 1.75 g/kg glukoz 

içirilmesinden 2 saat sonra kandaki glukoz düzeyinin 140 mg/dL ve üzerinde olması 

durumunda tanı konulmaktadır (Organization, 2006). 

 3) Rastgele Kan Glukoz Ölçümü: Diyabet semptomlarının görüldüğü herhangi 

bir zaman diliminde yapılan ölçüm sonucu plazma glukoz seviyesinin 200 mg/dL ve 

üstünde olması durumunda tanı konulmaktadır (Organization, 2006). 

 4) Hemoglobin A1c (HbA1c): HbA1c’nin ≥ %6.5 olması durumunda diyabet 

tanısı konulmaktadır (Organization, 2006).  

5) Prediyabet: Bozulmuş açlık glukozu (100-125 mg/dL) ve bozulmuş glukoz 

toleransını (140-199 mg/dL) ifade etmektedir (X. Zhang ve ark., 2010). Ayrıca ADA 

tarafından glikolize HbA1c değerinin %5.7- 6.4 aralığında olması prediyabet olarak kabul 

edilmektedir (Association, 2013).  

2.1.3. Diyabetin Komplikasyonları  

Diyabetin komplikasyonları akut ve kronik komplikasyonlar olmak üzere iki 

grupta incelenebilir.  

A) Akut (metabolik) Komplikasyonlar: Akut komplikasyonlar dört farklı klinik 

olayı içermekte olup bunları şu şekilde sınıflandırabiliriz.   

- Diyabetik ketoasidoz  
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- Hiperosmolor non-ketotik koma  

- Laktik asidoz 

- Hipoglisemi  

B) Kronik (dejeneratif) Komplikasyonlar: Kronik komplikasyonları 

makrovasküler ve mikrovasküler komplikasyonlar olmak üzere iki ana grupta incelemek 

mümkün olup bu gruplarıda kendi alt gruplarına aşağıdaki gibi ayrılmaktadır.  

 1) Makrovasküler Komplikasyonlar  

- Kardiyovasküler hastalıklar  

- Serebrovasküler hastalıklar  

- Periferik damar hastalıkları 

2) Mikrovasküler Komplikasyonlar  

- Diyabetik nefropati  

- Diyabetik retinopati  

- Diyabetik nöropati  

3) Diğer Komplikasyonlar: Beyin ile ilgili psikolojik sorunlar (demans, 

Alzheimer), diyabetik ayak, vs. (DG, 2007). 

2.1.4. Diyabet Sınıflaması 

Diyabetin nedeninin ve patogenezinin her geçen gün daha iyi anlaşılmasıyla, 

diyabetin sınıflaması da devamlı yenilenmektedir. Diyabetin sınıflamasına ait ilk karar, 

1979 yılında Ulusal Diyabet Çalışma Grubu tarafından yayınlanmış ve 1980 yılında 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından küçük değişikliklerle kabul edilmiştir (Canzian 

ve ark., 1996). 

1. Tip I Diyabet (Genellikle mutlak insülin noksanlığına sebep olan β-hücre 

yıkımı vardır)  

2. Tip II Diyabet (İlerleyici insülin sekresyon defekti ile karakterizedir) 
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3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (Gebelik ile ortaya çıkan ve çoğunlukla 

doğumla birlikte düzelen diyabet) 

4. Diğer spesifik diyabet tipleri 

2.1.4.1. Tip I Diabetes Mellitus 

Tip I pankreas beta hücrelerinin T-hücre aracılı veya otoimmün dışı nedenlerle 

hasar görmesiyle oluşan, mutlak insülin yetmezliği ve buna bağlı olarak gelişen 

hiperglisemi ile belirgin kronik ve metabolik bir hastalıktır. Otoimmünitenin varlığına 

göre de kendi içinde Tip Ia ve Tip Ib olmak üzere ikiye ayrılmaktadır (Devendra ve ark., 

2004). 

Tip I diyabet insüline bağımlı diyabet ya da genç tipi diyabet (jüvenile onset) 

olarak adlandırılmaktadır. Bu tip diyabette pankreas beta hücrelerinden salınan insülin 

seviyesi ya çok düşük bir düzeye iner ya da salgılama tamamen durur. Bunun sebebi ise 

Pankreasın Langerhans adacık hücrelerinin lenfosit infiltrasyonu ve Beta hücrelerinin 

seçici tahribatıdır. Hastalık belirtisi ortaya çıktığında beta hücrelerinin neredeyse %85-

90’ı parçalanmış durumdadır. Tip I diyabet hastası olanlar ketoasidoz riski altındadırlar. 

Hastalık tanısı konduğu dönemlerde hastalarda belirli bir kilo kaybı, çok fazla susama ve 

sürekli idrara çıkma yakınmaları gözlenmektedir. Bu hastalarda ketoasidoz ve ölümü 

engelleyebilmek için yapılabilecek tek yol günlük olarak insülin verilmesidir (Avcı, 

2001). 

Tip I DM insidansı; coğrafi bölge, ırk, yaş ve mevsimlerle değişkenlik 

göstermektedir. Tip I DM bütün yaş aralıklarında görülebileceği gibi daha çok çocukluk 

ve genç erişkinlik döneminin hastalığı olarak tanınmaktadır. En fazla çocuklarda 5-6 ve 

10-12 yaşlarda görülmektedir. Tip I DM siyah ırkta daha az görülme olasılığı varken 

beyaz ırkta, özellikle Kuzey Avrupa ülkelerinde daha fazla görülmektedir (Eser, 1995). 
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2.1.4.2. Tip II Diabetes Mellitus 

Tip II diyabet, dünyadaki bütün diyabetli hastaların % 90'ından fazlasını oluşturan, 

en fazla görülen diyabet türüdür. Tip II diyabette hiperglisemi, ilk olarak vücut 

hücrelerinin insüline tam olarak yanıt verememesinin sonucu olarak gelişir ve bu duruma 

insülin direnci denir. İnsülin direnci sonucunda hormon daha az etkilidir ve zamanla 

insülin üretiminde artışa neden olur. Zamanla pankreasın, beta hücrelerinin talebini temin 

edememesi sonucu yetersiz insülin üretimi gelişir (International Diabetes Federation. 

2021).  

Özellikle 30’lu yaşlardan sonra ortaya çıkmakta olup güçlü genetik yatkınlıktan 

bahsedilebilir. Başlangıçta sıklıkla semptom görülmemekte ve hastaların çoğu obez ya da 

fazla kiloludur (İ. Satman ve al., 2019). Tip II DM sinsi olarak başlamakta ve yıllarca 

asemptomatik olarak kalabilmektedir. Bu nedenle tanı konulmadan 8-12 yıl önce 

hastalığın başladığı söylenebilir (Klein ve ark., 1996).  

Kontrol edilmeyen ve yüksek seviyede ilerleyen kan glukozu belli bir zaman sonra 

birçok komplikasyonun ortaya çıkmasına neden olmaktadır. Lipit, protein ve 

karbonhidrat metabolizmasında oluşan bozukluklar ile seyreden kompleks metabolik bir 

hastalık olan Tip II DM, sıkça obezite ile birlikte gelişip, kalp-damar hastalıkları, böbrek 

yetmezliği ile sonuçlanan nefropati, sinir sistemi hastalığı nöropati, körlüğe kadar götüren 

retinopati ve ayak ülserleri gibi uzun vade komplikasyonları sonucu felç, gangren veya 

koroner hastalıkların oluşma riskini artırmaktadır (Özkan, 1998; Wareham ve O’Rahilly, 

1998). 

 Diyabet tedavisinde temel amaç; plazma glukozunun normal sınırlarda olması, 

oluşacak komplikasyonların önüne geçilmesi ve kardiyovasküler risk faktörlerinin 

kontrol altına alınması olmalıdır. Düzenli kontroller ile etkili yaşam tarzı yönetimi ve 
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gerekirse ilaç tedavisi ile erken oluşabilecek diyabetin önüne geçilebilir ve Tip II diyabetli 

kişiler daha uzun ve sağlıklı bir yaşam sürdürebilmektedir. (Satman ve ark., 2019).  

2.1.4.3. Gestasyonel Diyabet (GDM) 

Gebelikle beraber oluşan ve genelde gebeliğin 24-28. haftalarında yapılan testler 

ile tanımlanabilen ve çoğu kez gebelikten sonra son bulan bir diyabet tipidir (Plows ve 

ark., 2018). UDF 2017 tahminlerine göre, GDM dünya çapındaki hamileliklerin %14’ünü 

etkilemekte ve bu oranın yılda yaklaşık 18 milyon doğuma denk geldiği bilinmektedir. 

GDM, insülin direnci sebebiyle ortaya çıkar ve bunun nedeni ise plasentanın hormon 

üretimidir. Gestasyonel diyabetin oluşmasında en önemli etkiler ise; ileri yaş, gebelik 

süresince alınan fazla kilolar, obezite, ailede diyabet varlığı veya doğumsal anomaliye 

sahip bebek doğurmak sayılabilir. GDM, gebelik süresince daha çok ikinci ve üçüncü 

trimesterlerde gözlemlenirken aynı zamanda gebeliğin herhangi bir döneminde de ortaya 

çıkabilmektedir (Federation, 2017). 

ADA ve DSÖ’ye göre GDM tanı kriterleri aşağıdaki tabloda özet halinde 

gösterilmiştir (International Diabetes Federation. 2021).  

Tablo 2.2. ADA ve DSÖ’e göre GDM tanı kriterleri 

  APG(mg/dL) 1.saat 

PG(mg/dL) 

2.saat 

PG(mg/dL) 

3.saat 

PG(mg/dL) 

DSÖ 

kriterleri 

1999 

75 g glukozlu 

OGTT (Bir 

patolojik 

sonuç tanı 

için 

yeterlidir). 

≥126 - ≥140 - 

ADA 

kriterleri 

75 g glukozlu 

OGTT (Bir 

patolojik 

sonuç tanı 

için 

yeterlidir). 

≥92 ≥180 ≥153 - 
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2.1.4.4. Spesifik Nedenlere Bağlı Diyabet 

Diyabetli kişi Tip I, Tip II DM ya da GDM değilse spesifik nedenlere bağlı diyabet 

olarak tanımlanabilir. Beta hücre fonksiyonunda oluşan genetik defektler, insülin 

etkisinde genetik defektler, ekzokrin pankreas hastalıkları, ilaçlarla ve kimyasal 

maddelerle oluşan diyabet ve diyabet ile birlikte görülen diğer genetik sendromların 

sebep olduğu diyabet, spesifik nedenlere bağlı diyabet türleri olarak adlandırılmaktadır 

(Grubu, 2020). 

2.2. Oksidatif Stres 

Enerjinin açığa çıktığı birçok metabolik reaksiyon sırasında oksijen kullanılır ve 

bu reaksiyonlar esnasında moleküler oksijen indirgenir ve su oluşur. Oksijen tam 

indirgenmediği zaman ise bağışıklık ve hücre canlılığı için tehlike meydana getirebilecek 

yeni moleküller sentez edilir. Bunun sonucunda oksijenin serbest radikalleri ve reaktif 

oksijen ürünlerine fazla maruziyet, hücre ve dokularda toksik etki göstererek hücreler için 

tehlikeli bir durum ortaya çıkarabilmektedir (Sies, 2020). Oksidatif stres, reaktif oksijen 

barındıran bileşiklerin normal şartlar altında olması gerekenden çok daha fazla olduğu 

biyolojik sistemdeki oksidan türler lehine dengenin bozulduğu hücre veya hücre 

gruplarının spesifik bir durumu olarak tanımlanabilir (Pisoschi ve Pop, 2015).   

Aerobik şartlarda hücreler güçlü antioksidan sistemler tarafından korunurken 

oluşan reaktif moleküller ve antioksidan savunma sistemleri arasında bir denge mevcuttur 

(Sies, 2020). Bu denge bozulduğunda hücresel fonksiyonlar kaybolarak patolojik olgular 

ortaya çıkar. Başka bir deyişle reaktif oksijen çeşitlerinin üretimi antioksidan savunma 

sistemlerinin aktivitesinden daha fazla olması durumuna oksidatif stres denilmektedir 

Finaud ve ark., 2006). 
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Organizmalar tarafından çeşitli özelliklere sahip farklı serbest radikaller 

üretilmektedir. Üretilen bu türler arasında reaktif oksijen türleri (ROT), reaktif nitrojen 

türleri (RNS) ve oksitlenmiş lipidler olabilir (Finaud ve ark., 2006; Zeb, 2015). 

Oksidatif stresin ortaya çıkarılmasında çeşitli belirteçler kullanılmaktadır. 

Belirteçlerdeki artış oksidatif stres durumunun varlığını göstermektedir. Bu belirteçlerden 

malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu (LPO)’nu belirtmesi nedeniyle önemli bir 

yere sahiptir ve yıllardır en fazla analizi yapılan belirteçler arasında yer almaktadır 

(Czerska ve ark., 2015).  

ROS lipit, protein ve nükleik asit gibi hücrede bulunan temel bileşenlere farklı 

hasarlar meydana getirebilmektedir. Bu hasarların biyolojik yaşlanmada etkili rol aldığı 

ve birçok hastalığa sebep olduğu yapılan araştırmalar ile kanıtlamıştır (Kopáni ve ark., 

2006). Bütün bunlarla beraber diyabet, karaciğerin enflamatuarı, kanser, kardiyovasküler 

hastalıklar ve metabolik hastalıklar gibi birçok hastalığın ortaya çıkma ve ilerleme sebebi 

oksidatif stres olarak düşünülmektedir (Bhatti ve ark., 2017).  

2.2.1. Oksidatif Stres ve Diyabet İlişkisi 

Diyabet hastalarında serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun 

önemli düzeyde artması sebebiyle diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde oksidatif stresin 

etkisi oldukça önemlidir (Pitkänen ve ark., 1992). Serbest radikallerin diyabet süresince 

yüksek seviyede olması oksidatif stresin artmasına neden olabilmektedir (Yang ve ark., 

2011).  

Diyabette ile birlikte lipid peroksidasyonunun arttığı bilinmektedir. Bu durumun 

sebebi diyabetik koşullardan dolayı artan serbest radikal düzeyine bağlı olduğu tahmin 

edilmektedir. Lipid peroksidasyonunun yan ürünlerinden biri olan MDA diyabette 

oksidan/ antioksidan dengesinin belirlenmesinde önemli bir göstergedir. Lipid 

peroksidasyonunda kararsız olan peroksitler MDA gibi aldehitlere ayrışmaktadır. MDA, 



 

14 

 

lipid peroksidasyonunun son ürünüdür. Lipid peroksidasyonunun değerlendirilmesi 

MDA ölçümü ile yapılabilmektedir (Chi ve ark., 2016; Halliwell ve Gutteridge, 2015).  

Süperoksit radikalinin zararlı etkilerine karşı aerobik organizmaları koruyan antioksidan 

özelliğe sahip enzimlerden biri ise SOD enzimidir. SOD kolajen dokuyu süperoksitin 

zararlı etkilerinden koruyarak lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir (Aslan ve ark., 

1995).  Antioksidan savunma sistemini değerlendirmek için total glutatyon seviyeside 

ölçülmektedir (Aksoy, 2002).  

2.2.2. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller, bir veya daha çok sayıda eşleşmemiş elektron içeren atomik 

veya moleküler yapıdaki maddelerdir. Serbest radikaller bulundurdukları eşleşmemiş 

elektronlar nedeniyle kimyasal olarak çok aktiftirler ve ortamda bulunan diğer 

biyomoleküllere saldırarak onların biyolojik yapılarını bozarlar. Bu radikalik ve reaktif 

ara ürünler proteinleri, nükleik asitleri ve lipitleri oksitleyerek metabolizmada olumsuz 

sonuçlar oluştururlar. Antioksidan sistemler ise bu radikal ve reaktif ara ürünlerden 

kaynaklanan olumsuz etkileri yok etmektedirler (Fantel, 1996; Stadtman, 2004; Temple, 

2000). 

Serbest radikaller 3 yolla oluşabilirler (Bast ve ark., 1991; Cheeseman ve Slater, 

1993; Mitchell, 1961): 

1. Kovalent bağlı bir molekülün her bir parçasında ortak elektronlardan birinin 

kalması sonucunda oluşan homolitik kırılma, 

2. Normal bir molekülden tek bir elektronun kaybı ya da bir molekülün heterolitik 

kırılması,  

3. Normal bir moleküle bir elektron eklenmesi. 



 

15 

 

Bu mekanizmalardan herhangi biri ile oluşan serbest radikallerin, organizmada 

birçok yapıda hasara neden olduğu ve hücresel fonksiyon bozukluklarına sebebiyet 

verdiği bilinmektedir (Kilinc ve Kilinc, 2002).  

2.2.2.1. Serbest Radikal Türleri  

Aerobik metabolizmaya sahip olan memelilerde moleküler oksijenden türeyen 

serbest radikaller serbest radikallerin kaynağını oluşturduğu kabul edilmektedir. Aerobik 

canlılarda enerji için moleküler oksijeni kullanamak zorunda olmaları nedeniyle oksijenin 

toksik ürünleri ile yaşamlarını sürdürebilme zorunluluğunu ortaya çıkarmıştır (Akkus, 

1995; Aruoma, 1998; Aslan ve ark., 1995).  

Moleküler oksijen eşlenmemiş elektron, atomik oksijen ise eşlenmemiş iki 

elektrona sahiptir. Bu nedenle bazen oksijen diradikal olarak da değerlendirilmektedir. 

Bu yapısından dolayı oksijen diğer serbest radikallerle çok kolay reaksiyona girerken 

radikal olmayan maddeler ile çok daha yavaş reaksiyona girmektedir (Akkus, 1995; Aslan 

ve ark., 1995; Henle ve Linn, 1997).  

Metabolik reaksiyonlarda oksijen suya indirgenmektedir. Bu indirgenme 

esnasında redüksiyon veya redüksiyon ara basamaklarında çok sayıda metabolit olarak 

ara ürünler oluşur. Oluşan bu ürünlerin tamamı radikal olmadığından reaktif oksijen 

türleri ismini almaktadırlar.(Akkus, 1995; Aslan ve ark., 1995; Bast ve ark., 1991; 

Halliwell, 1984). 

Serbest radikallerin en önemlileri oksijen türevi serbest radikaller olup bazende 

oksijen türevi olmayan ve daha az olarak kükürt ve karbon merkezli radikaller de 

oluşmaktadır (Carr ve Frei, 1999; Girotti, 1998; Halliwell, 1994). 

2.2.2.2. Serbest Radikal Kaynakları  

Serbest radikal kaynakları endojen ve ekzojen kaynaklar olarak ayrılmaktadır 

(Cemeli ve ark., 2009).  
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Endojen Kaynaklar 

Aminoasit oksidaz, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, gibi bazı enzimlerin 

katalitik döngüleri sırasında serbest radikaller oluşabilmektedir (McCord ve Fridovich, 

1968). Plazma membranında bulunan protein kinaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz 

enzimleri gibi bazı enzimlerin aktivasyonu sonucunda serbest kalan araşidonik asidin 

oksidasyonu ile serbest radikaller oluşmaktadır (Kadiiska ve ark., 2005). 

 Aktif olan fagosit hücrelerde solunumsal patlama esnasında süperoksit anyonu, 

hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi birçok reaktif oksijen türleri 

oluşmaktadır (Gutteridge, 1995). Hücrelerde en büyük reaktif oksijen türü kaynağı 

mitokondriyal elektron transport sistemidir ve bu sistemde oluşan elektron kaçağı, 

süperoksit radikali üretebilmektedir (Halliwell, 1994).  

Ekzojen Kaynaklar 

Radyasyon, solventler, hava kirliliği, stres, sigara dumanı, pestisidler gibi sebepler 

ise serbest radikal oluşumuna neden olan ekzojen kaynaklar olarak söylenebilir 

(Halliwell, 1994). 

2.2.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri 

Serbest radikaller (Süperoksit radikalleri, hidroksil radikali vs.) oksidatif 

fosforilasyon neticesinde oluşurlar ve oksidatif hasarlara sebep olmaktadırlar. Çevresel 

etmenler vb. durumlar sonucunda serbest radikaller ile antioksidan savunma sisteminin 

aktivitesi arasındaki denge bozularak lipid peroksidasyonu, protein denatürasyonu, DNA 

mutasyonlarını kapsayan oksidatif hasarlar oluşmaktadır (Scandalios, 2005). 

2.3. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemleri 

Oksidatif stresin oluşmasını ve bundan kaynaklı hasarları engellemek için vücut 

çeşitli koruma mekanizmaları oluşturmuştur. Bu mekanizmalara antioksidan savunma 

mekanizmaları olarak adlandırılmaktadır. Savunma mekanizları hücrede oluşan hasarı 
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etkisiz hale getirmektedirler. Antioksidan savunma mekanizmaları, lipid 

peroksidasyonunun başlamasını engellemek içi hidroksil radikallerini süpürmek, oksijen 

fazlalığını düşürmek, metal iyonlarını bağlayarak etkisiz hale getirmek gibi birçok şekilde 

savunma görevini yerine getirmektedirler (Gürsoy, 2008). 

2.3.1. Antioksidanların Etki Mekanizmaları 

 Antioksidanların etkisi çeşitli mekanizmalar üzerinden gerçekleşmektedir 

(Halliwell ve Gutteridge, 1984). 

 Reaktif oksijen türlerinin oluşumunu engelleyerek. 

 Reaktif oksijen türlerinin oluşumunu katalizleyen metal iyonlarını 

bağlayarak.  

 Serbest radikalleri doğrudan ya da antioksidan enzimler aracılığı 

temizleyerek. 

 Hasar gören hücresel yapıları onararak veya temizleyerek. 

2.3.2. Antioksidanların Sınıflandırılması 

Antioksidanlar kaynaklarına, yapılarına, yerleşim yerlerine ve çözünürlüklerine 

göre sınıflandırılabilirler (Evcimen, 2015). 

 Yapılarına göre: Enzim olan, enzim olmayan 

 Çözünürlüklerine göre: Yağda çözünenler, suda çözünenler 

 Yerleşimlerine göre: Hücre içinde bulunanlar, plazma ve diğer 

ekstraselüler sıvılarda bulunanlar 

 Kaynaklarına göre: Endojen antiaoksidanlar, Eksojen antioksidanlar 

2.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Oksijeni metabolik olarak kullanan tüm hücrelerde bulunmaktadır. Süperoksidin 

hidrojen perokside dismutasyonunu katalizlemektedir (Sezer ve Keskin, 2014). Osidatif 
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strese karşı ilk ve öncelikli savunma mekanizmasını SOD oluşturmaktadır. Bunun nedeni 

ise süperoksit anyonu serbest radikaller zincir reaksiyonlarını güçlü bir şekilde tetikler 

(M. Aksoy, 2008). Vücutda iki çeşit SOD bulunmakta olup biri sitoplâzmada yer almakta 

olup içeriğinde bakır ve çinko (Cu-Zn) ihtiva eder, diğeri ise manganez (Mn) içerir ve 

mitokondride bulunur. Metabolizmanın normal düzeylerde olduğu durumunlarda 

hücrelerde süperoksit yüksek oranda bulunsada SOD enzim aktivitesi ile süperoksit 

seviyeleri hücre içinde düşük tutulur. SOD enziminin hücre içi aktivitesi yüksek, hücre 

dışı aktivitesi ise düşüktür (Çıkrıkçıoğlu, 2001). 

Katalaz 

Katalaz bir hemoprotein olup 4 adet hem grubu bulunduran tüm canlı hücre 

çeşitlerinde farklı miktarlarda bulunmaktadır. Oksijene maruz kalan hemen hemen bütün 

organizmalarda peroksizomlarda bulunmaktadır (Kirkman ve Gaetani, 1984). Daha az 

oranlarda ise hücrenin mikrozomal ve sitozol kısımlarında yer almaktadır (Halliwell ve 

Gutteridge, 1989). Katalaz (CAT), hidrojen peroksit ile etkin bir şekilde reaksiyona 

girerek hidrojen peroksiti moleküler oksijen ve suya katalize etmektedir. Milyonlarca 

molekül hidrojen peroksiti bir molekül CAT parçalayabilmektedir (Kirkman ve Gaetani, 

1984). 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Redüktaz 

Vücut tarafından oksidatif hasara karşı kullanılan temel savunma 

mekanizmalarından biri glutatyondur. Hücrelerde oluşan hidrojenperoksidin 

indirgenmesinden sorumlu olan glutatyon peroksidaz tetramerik 4 selenyum atomu 

içermekte olup sitozolik bir enzimdir (Tsai, 1975). Eritrositlerde oksidatif strese karşı en 

güçlü ve hayati antioksidan ajandır. Serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik 

hücrelerin zarar görmesini önlemektedir (Akkus, 1995). 
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Hücrelerde hidrojenperoksidin uzaklaştırılması GPx ve katalaz enzimi vasıtasıyla 

gerçekleştirilir. GPx düşük hidrojenperoksit konsantrasyonlarında etkili olmakta iken, 

katalaz daha yüksek konsantrasyonlarda etki göstermektedir. Bu etki sayesinde GPx 

hücrede meydana gelen hidrojenperoksit ve lipid peroksidlerini ortamdan uzaklaştırmada 

çok daha etkilidir. Bu sayede lipid peroksidasyonunu engelleyerek, biyolojik 

membranların yapısının bozulmamasında ve fonksiyonlarını sürdürmelerinde önemli bir 

görev üstlenmektedirler (Freeman ve Crapo, 1982). 

Glutatyon redüktaz ise glutatyon peroksidazın hidroperoksitleri indirgemesi ile 

oluşan yükseltgenmiş glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmiş glutatyona (GSH) 

dönüştürerek dolaylı olarak antioksidan etki göstermektedir (Smith, 2005). 

2.3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

Enzimatik antioksidanlar aktivitesi hücre dışı sıvılarda çok sınırlı ve düşük 

orandadır. Bu sebeple enzimatik olmayan antioksidanlar hücre dışı ortamlarda daha aktif 

rol alırlar (Halliwell, 1991). Vitaminler genel olarak biyokimyasal olayların 

düzenlenmesinde rol üstlenirken, A, C ve E vitaminleri serbest radikallerin hücrede 

oluşturacağı oksidatif hasarları önleyerek hücrelerin normal bir şekilde işlevlerini 

sürdürebilmeleri için etki gösterirler. Hücre çeperinde β-karoten görev almakta iken, E 

vitamini selenyum yardımıyla hücre dışından içeri girmeye çalışmakta olan saldırganlara 

karşı savunma hattını korumaktadır. Hücrelerde bulunan E vitamini lipitleri oksidatif 

hasara karşı korumaktayken C vitamini ise serbest radikallerin oluşturduğu etkileri 

süpürücü özellik göstermektedir (Valko ve ark., 2006). 

2.4. Botanik Bilgiler 

2.4.1. Peganum harmala L. (Üzerlik Otu) 

 Peganum harmala (Üzerlik bitkisi) tüysüz, otsu, çok yıllık bir bitki olup yaklaşık 

30-70 cm boyunda gövdesi sert bitki olarak bilinmektedir. Daha çok kuzey yarım kürede 
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büyük bir yayılım alanına sahiptir. Afrika, Asya ve Amerika kıtalarının sıcak bölgelerinde 

görülmektedir. Ülkemizde ise genellikle Orta Anadolu bölgesinde yaygın olarak 

bulunmaktadır (Kırıcı ve ark., 2018). 

Üzerlik bitkisi yaprakları 3-5 cm uzunluğunda olup düzensiz ve çok parçalı, 

çiçekleri ise uzun saplı olup tek ve beyazımsı renklidir. Bitkinin farklı bölgelerde yetişen 

türlerinin bazılarının yapraklarında benek olduğu gözlemlenmiştir. Üzerlik bitkisi 

genellikle Mayıs ve Haziran aylarında çiçek açmaktadır. Nohut büyüklüğünde toparlak 

bir kapsül biçiminde çok tohumlu bir meyveye sahiptir. Bu kapsüller üçgen piramit 

şeklinde olup kahverengi- siyah renktedirler ve sonbahar mevsimine doğru olgunlaşarak 

2-5 mm uzunluğa ulaşmaktadırlar. Olgunlaşan kapsüller üzerinde pürtüklü ve kanatlı 

tohumlar yer almaktadırlar (Kırıcı ve ark., 2018). 

Üzerlik bitkisinin aktif bileşenleri olan alkaloitler tohumlarda ve bitkinin 

köklerinde bulunduğundan daha çok tohumları kullanılmaktadır (Mahmoudian ve ark., 

2002). Farklı kültürlerde ve dinlerde çok eski yıllardan beri tıbbi, dini ve ritüel amaçlarla 

kullanılmıştır. Örneğin; Eski Mısırlılar üzerlik bitkisini nazardan korunmada 

kullanmışlardır. Günümüzde ise bu gelenek Kuzey Afrika’da halen daha devam 

etmektedir (Berkli, 2007). 

Geçmiş yıllarda birçok medeniyetler tarafından çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılan üzerlik bitkisi günümüzde modern tıpta da farklı alanlarda (merkezi sinir 

sistemi uyarıcısı, solucan düşürücü) kullanılmaktadır. Halk arasında da çeşitli 

hastalıkların tedavisinde farklı şekillerde kullanılmaktadır. Bitki tohumlarının kaynatılıp 

kullanılması sonucu kanı temizlediği, kan yaptığı, cildi güzelleştirdiği ve basur için 

kullanılması sonucu tedavi ettiği bildirilmektedir (Başbağ, 1993). 
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2.4.1.1. Farmakolojik Özellikleri  

Antikanser Etki: Peganum harmala tohum ekstreleri meme kanseri hücre 

hattında denenmiş ve kanser hücre hattının büyüme hızını azalltığı gözlemlenmiştir 

(Shabani ve ark., 2015). 

Antimikrobiyal: Üzerlik tohumları kullanılarak hazırlanan kloroform, petrol eteri 

ve metanol ekstrelerinin, agar dilüsyon yöntemi ile mikroorganizmalara karşı 

antimikrobiyal etkisi incelenmiş ve özellikle metanol ekstresinin güçlü bir antimikrobiyal 

etki gösterdiği belirlenmiştir (Prashanth ve John, 1999). 

Antiviral Etki: Üzerlik tohumları ile hazırlanan etanol ekstresi ve etanol 

ekstresinin fraksiyonunun infleenza virüsüne karşı etkisi incelenmiş ve bu virüsün 

etkilerini inhibe ettiği tespit edilmiştir (Moradi ve ark., 2017). 

Antidepresan Etki: Üzerlik bitkisinin tohum, kök, çiçek, yaprak ve meyve 

kısımlarından oluşturulan ekstrelerle gerçekleştirilen bir çalışmada, ekstrelerin 

monoamin oksidaz A ve monoamin oksidaz B inhibisyon etkisine bakılarak elde edilen 

sonuçlar ışığında antidepresan potansiyelleri değerlendirilmiştir. Tohum ekstresinin 

insanda monoamin oksidaz A’nın güçlü inhibitörü olduğu, yine tohum ve kök 

ekstrelerinin monoamin oksidaz B’ye karşı zayıf bir inhibitör olduğu tespit edilmiştir 

(Herraiz ve ark., 2010). 

2.4.2. Harmin (HRM) 

Üzerlik bitkisinin başlıca β-karbolin türevi alkaloitleri harman, harmalol, harmin, 

harmol ve harmalin olup bunların yanında harmasilin, harmalasinin, harmalasidin, 

harmalanin, norharmin ve izoharmin alkaloitleri de çalışmalarda izole edilmiştir 

(Chatterjee ve Ganguly, 1968; Küsmenoğlu, 1996; Sıddıquı ve ark., 1987, 1989). Bu 

alkaloitlerden harmalin ve harmin üzerlik bitkisinin en önemli alkaloitleri olup, harmin 

harmaline göre daha az toksiktir (Sharaf ve ark., 1997). 
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Harmin (HRM) üzerlik bitkisinin aktif bileşenlerinin en önemlilerindendir (Pour 

ve Moghadar, 2012). Harmin, ilk olarak 1847 yılında Peganum harmala tohumlarından 

izole edilmiştir. Harmin, antimikrobiyal, antitümör, antifungal, sitotoksik, 

antiplasmodial, antioksidan, antimutagenik, antijenotoksik ve halüsinojenik özellikler 

gibi çeşitli farmakolojik aktivitelere sahiptir (Patel ve ark., 2012). 

HRM gösterdiği antioksidan aktivite ile serbest radikalleri süpürerek oksidatif 

stresin etkilerini azaltmaktadır. Ayrıca bu antioksidan aktivitesi sayesinde LDL 

oksidasyonunu inhibe etmekte ve E vitamininin kaybolma oranını azaltmaktadır 

(Berrougui ve ark., 2006). 

HRM (7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b] indol), geniş spektrumlu anti-

inflamatuar ve antitümör aktivitelerine sahip bir β-karbolin alkaloiddir. Harmin son 

yıllarda diyabet tedavisinde büyük potansiyel göstermiştir (Wang ve ark., 2015). 

Şikimat asit yolu, aromatik amino asit L-triptofanı verir. L-triptofanın aromatik L-

amino asit dekarboksilaz (AADC) ile dekarboksilasyonu, bitişik halde bulunan nitrojen 

atomu sebebi ile indol halkasının C-2 karbonunda bir nükleofilik merkez içeren ve 

Mannich' e katılımı sağlayan triptamini üretmektedir. Yeniden düzenlemeler sonucunda 

triptaminden bir Schiff bazı oluşur ve piruvat ile reaksiyona girerek β-karbolin 

karboksilik asit oluşturur. β-karbolin karboksilik asit ise 1-metil β-karbolin oluşturmak 

için dekarboksilasyona maruz kaldıktan sonra hidroksilasyon ve ardından metilasyon 

sonucunda  harmalin oluşur (Berlin ve ark., 1993). Son olarak oluşan harmalinin 

oksidasyonu ile birlikte su kaybı sonucunda harmin üretilir. Harmin için biyosentetik 

şema aşağıdaki Şekil 2.1.’de gösterilmiştir (Nettleship ve Slaytor, 1974). 
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Şekil 2.1. Harminin biyosentetik şeması  

2.5. Nanoemülsiyonlar (NE) 

2.5.1. NE Kavramı ve Özellikleri 

Nanoemülsiyonlar su ve yağ fazlarının yüzey aktif madde(ler) yardımıyla biraraya 

getirilmesi ile hazırlanan, kinetik olarak stabil taşıyıcı sistemlerdir (Basha ve ark., 2013). 

Genel olarak damlacık boyutları 100-500 nm arasında değişen ve damlacık boyutuna göre 

saydam veya yarı-saydam görünümde olan kolloidal dağılımlardır (Shah ve ark., 2010). 

Nanoemülsiyonlar, damlacıkların yağ veya su olmasına göre Y/S veya S/Y tipinde 

hazırlanabilmektedir. Nano-boyutlu damlacıklarda Brown hareketleri baskındır. Bu 

nedenle nanoemülsiyonlarda kremalaşma ve flokülasyon gibi stabilite problemleri uzun 

süre boyunca görülmez.  Sıcaklık ve pH değişimi, seyreltme gibi dış etkilere karşı 

dayanıklı sistemlerdir. Termodinamik açıdan kararlı olmayan nanoemülsiyonların 

hazırlanabilmesi için sisteme dışardan enerji verilmesi gerekmektedir (Solans ve ark., 

2005).  

NE'lerin hazırlanmasında yağ fazı, su fazı ve yüzey aktif maddeler (sürfaktanlar) 

kullanılmaktadır (İlyasoğlu ve El, 2010).  
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-  Yağ fazı:  Mumlar, katı ve sıvı yağlar, yağ alkol ve asitleri ile bunların esterleri, 

hidrokarbonları, gliseritleri ve silikonları içeren türevler, yağ fazı olarak kullanılmaktadır 

(Weiss ve ark., 2006). 

-  Su fazı:  Su ve su ile karışabilen hidrofilik özelliğe sahip maddelerden oluşmaktadır 

(Weiss ve ark., 2006).  

- Sürfaktan: Emülsiyonlarda iki sıvının temas halinde olduğu her yerde ara yüzey 

gerilimi oluşmaktadır. Oluşan bu gerilim ise surfaktanlar kullanılarak büyük ölçüde 

azaltılabilmektedir (Mason ve ark., 2006).  

2.5.2. Nanoemülsiyonların Üstünlükleri 

   Kinetik olarak stabil sistemlerdir. 

 Çok küçük damlacık boyutları nedeniyle Brown hareketleri yerçekimine göre daha 

baskındır. Bu sayede saklama sırasında sedimentasyon ve kremalaşma olayları 

görülmez. Ayrıca damlacıklar arasındaki yüzey aktif maddelerin oluşturduğu 

dayanıklı film, flokülasyonu ve koalesensi önleyerek faz ayrımının önüne geçer. 

 NE'ler etkin maddelerin/aktif bileşiklerin daha çok absorbe edilmesini 

sağlamaktadırlar.  

 NE’ler kokuların maskelenmesinde kullanılabilirler.  

 NE’ler, çözünürlük sorunu olan aktif bileşiklerin çözünürlüklerini artırırlar. 

Hidrofobik veya hidrofilik özellikteki aktif bileşiklerin bu sistemde çözünebilmesi 

sayesinde bu maddelerin emilim ve biyoyararlanımlarında artış sağlanır. 

 NE’ler kişisel bakım ürünlerinde ve parfümlerde taşıyıcı sistem olarak 

kullanılabilmektedir. Bu sayede alkol kullanılmadan parfümler üretilebilmektedir. 

 NE’ler aktif bileşiklerin çevre şartlarından olumsuz yönde etkilenmesini önleyerek 

stabilitelerinin artırılmasını sağlar (Abolmaali ve ark., 2011; Lovelyn ve Attama, 

2011; Sarker ve ark., 2015;  Setya ve ark., 2014, Xin ve ark., 2013). 
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2.5.3. Nanoemülsiyonların Sakıncaları 

 Nanoemülsiyonlarda damlacık boyutu küçültüldüğü için maliyet artmaktadır. 

Bunun nedeni ise formülasyon hazırlanmasında birçok özel cihaz ve alet 

kullanılmasıdır. 

 Erime noktası yüksek olan maddelerde çözünme sorunu ortaya çıkabilmektedir. 

 Nanoemülsiyonlarda damlacık boyutu küçülmesi nedeniyle Ostwald 

olgunlaşmasının yaşanma riski söz konusudur. Bu sebeple nanoemülsiyonlar 

kullanılmadan kısa süre önce üretilmesi tavsiye edilir (Chime ve ark., 2014). 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tablo 3.1. Deneyde kullanılan kimyasallar  

Kimyasalın Adı Menşei 

Harmin Termo Scientific, Hindistan 

Streptozotosin  Sigma Aldrich,  ABD 

Metanol (HPLC grade) Isolab, Almanya 

Ripa Buffer  Sigma Aldrich,  ABD 

EDTA Sigma Aldrich, ABD  

HEPES Sigma Aldrich, ABD 

Potasyum fosfat monobazik Sigma Aldrich, ABD 

Potasyum fosfat dibazik Sigma Aldrich, ABD 

Trizma-HCl Sigma Aldrich, ABD 

Ketamin hidroklorür Eczacıbaşı, Turkey 

Ksilazin Bioveta, Turkey 

Nikotinamid Sigma Aldrich, ABD 

Oleik asit Fisher Chemical, UK 

Labrasol Gatte Fosse, Fransa 

Tween 80 Merck, Almanya 

Span 80 Sigma, USA 

Pluronic F68 BASF, Almanya 

Etanol (HPLC grade) Sigma Aldrich, ABD 

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

Tablo 3.2. Deneyde kullanılan cihazlar  

Cihazlar Firma 

Hassas Terazi AND, Japonya 

Hassas Terazi Shimadzu, Japonya 

Buzdolabı (-86 ˚C)  Nuaire NU-9483E, USA 
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Tablo 3.2. (Devamı)  

Cihazlar Firma 

Derin dondurucu  Vestel BZP-XL3402W, Türkiye 

Zetasizer Malvern Zetasizer Nano ZSP, İngiltere 

Manyetik karıştırıcı Wisd Lab Instruments, Almanya 

Ultra-Turrax T10, Ultra-Turrax, IKA, Almanya 

Ultra saf su cihazı Millipore, Direct-Q 3UV, ABD 

HPLC cihazı Thermo Finnigan Surveyor, ABD 

Sonikatör Bandelın Sonopuls 

Doku homojenizatörü TissueLyser II 

Santrifüj Hettich UNIVERSAL 32 R 

pH metre  Thermo Scientific, Orion 3 StarTM, ABD 

TEM (Geçirimli Elektron Mikroskobu) Hitachi HighTech HT7700, Japonya 

Yatay Çalkalayıcılı su banyosu Memmert, Almanya 

Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (FT-IR) 

Spektrometresi 

Shimadzu IRSprit-T cihazı, Japonya 

Spektrofotometre  
Thermo Scientific, MULTISKAN GO, 

ABD 

Otomatik pipetler  Eppendorf Research Plus 

Vortex  IKA®-Werke GmbH&Co., Almanya 

Ultrasonik prob 
Sonoplus, HD 2070; Bandelin Electronics, 

Almanya 

 

3.2. Metot  

NE formülasyonlarının hazırlanması ve in vitro karakterizasyon çalışmaları 

Atatürk Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Teknoloji Anabilim Dalı öğretim 

üyeleri Prof. Dr. Meltem ÇETİN ve Dr. Öğr. Üyesi Afife Büşra UĞUR KAPLAN 

tarafından gerçekleştirilmiştir. 

3.2.1. HRM’nin Fizikokimyasal Özelliklerinin Tayini 

HRM’nin fizikokimyasal özelliklerinin belirlenmesi için UV ve FT-IR 

spektrumları alınmıştır. 
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3.2.1.1. Fourier Dönüşümlü Kızılötesi (FT-IR) Spektrumu  

HRM’nin FT-IR spekturumu 4000-400 cm-1 aralığında alınmıştır.  

3.2.1.2. UV Spektrumu  

HRM’nin metanol ile 10 μg/mL derişimde çözeltisi hazırlanmış ve UV 

spekturumu 200-400 nm dalga boyu arasında alınmıştır. 

3.2.2. HRM’nin HPLC ile Miktar Tayini 

Yapılan literatür taraması ve ön çalışmalar sonucunda hareketli faz olarak metanol 

ve ultra saf su karışımının kullanılmasına karar verilerek farklı oranları denenmiş ve en 

uygun hareketli faz bileşimi seçilmiştir. HRM’nin miktar tayini için kullanılacak 

kromatografik koşullar Tablo 3.3’de özetlenmiştir. 

Tablo 3.3. HRM’nin HPLC ile miktar tayininde kullanılacak kromatografik koşullar 

Kromatografik Koşullar 

 

Cihaz 

 

HPLC; Thermo Finnigan Surveyor 

Yöntem Ters Faz Kromatografi /İzokratik Elüsyon 

Kolon C18, 4.6mm×250mm, 5μm (MZ Analysentechnik, Almanya) 

Hareketli Faz Metanol: %1 formik asit içeren ultra saf su (50:50) 

Akış Hızı 1 mL/dk 

Dedektör UV 

Dalga Boyu 243 nm 

Enjeksiyon Hacmi 10 μL 

Sıcaklık 25°C 

Analiz süresi 8 dakika 

 

 

3.2.2.1. HRM’ye Ait Kalibrasyon Doğrusu 

HRM’ye ait kalibrasyon doğrusunu elde etmek için HRM’nin metanol içindeki 50 

μg/mL derişimindeki stok çözeltiden hareketle, uygun seyreltmeler metanol ile yapılarak, 

1-36 μg/mL derişim aralığında altı farklı derişimde ve her bir derişim için 6’şar adet 
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olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmıştır. Standart çözeltiler belirlenen koşullarda 

HPLC ile analiz edilerek her bir derişim ve bu derişime karşılık gelen pik alanları grafiğe 

geçirilerek regresyon analizi yardımıyla kalibrasyon doğrusu ve doğru denklemi elde 

edilmiştir.  

3.2.2.2. Analitik Yöntem Geçerliliği 

Analitik yöntem validasyonu, miktar tayini için geliştirilen yöntemin doğru, özgül 

ve tekrarlanabilir sonuçlar verdiğini göstermek için gerçekleştirilir. Çalışmamızda 

analitik yöntem validasyonu ICH (Q2) R1 kılavuzuna göre gerçekleştirilmiş ve 

doğrusallık, doğruluk, kesinlik, özgüllük, saptanabilirlik ve tayin edilebilirlik sınırı (LOD 

ve LOQ) ile stabilite kriterleri incelenmiştir (Agency, 1995).  

Doğrusallık  

Analitik yöntemde doğrusallık parametresi, miktar tayini yapılacak olan maddenin 

konsantrasyonu ile analiz sonuçlarının belirli bir aralıkta doğru orantılı olmasıdır. Her bir 

konsantrasyon ve bu konsantrasyona karşılık gelen pik alanları kullanılarak kalibrasyon 

doğrusu oluşturulmuş ve elde edilen doğrunun regresyon analizi yapılarak doğru 

denklemi ve tanımlayıcılık katsayısının hesaplanması ile doğrusallık parametresi 

değerlendirilmiştir. 

HRM’ye ait kalibrasyon doğrusunu elde etmek için HRM’nin metanol içindeki 50 

μg/mL derişimindeki stok çözeltiden hareketle, uygun seyreltmeler metanol ile yapılarak, 

1-36 μg/mL derişim aralığında altı farklı derişimde ve her bir derişim için 6’şar adet 

olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmıştır. Standart çözeltiler belirlenen koşullarda 

HPLC ile analiz edilmiştir. Analiz sonucunda, her bir derişim ve derişimlere karşılık 

gelen pik alanları grafiğe geçirilerek kalibrasyon doğruları elde edilmiştir. Elde edilen 

doğrunun regresyon analizi yapılarak doğru denklemi ve tanımlayıcılık katsayısı (R2) 

belirlenmiştir (Shabir, 2003a).  
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Doğruluk  

Doğruluk parametresi, analiz sonucu elde edilen değerlerin gerçek değerlere olan 

yakınlığını ifade etmektedir. Doğruluk parametresi gün içi ve günler arası olarak 

çalışılmıştır. HRM’nin 50 μg/mL derişimindeki stok çözeltisinden hareketle, uygun 

seyreltmeler metanol ile yapılarak, düşük, orta ve yüksek derişimde olmak üzere 3 farklı 

derişimde (2, 16 ve 32 μg/mL) ve her bir derişimden 6’şar adet olacak şekilde standart 

çözeltiler hazırlanmıştır. Gün içi doğruluğun belirlenmesi için hazırlanan standart 

çözeltiler aynı gün içinde arka arkaya analiz edilmiştir. Günler arası doğruluğun 

belirlenmesinde ise aynı işlemler arka arkaya 3 gün boyunca yapılmıştır. Doğruluk 

parametresinin değerlendirilmesi için analiz sonucu elde edilen derişimler kullanılarak % 

bağıl hata (%BH) değerleri hesaplanmıştır. Analitik yöntemin geçerliliğinde doğruluk 

parametresinin sağlanabilmesi için % BH değerinin % ±2’den küçük olması 

gerekmektedir  (Mowafy ve ark., 2012; Shabir, 2003). 

 

 Şekil 3.1. % BH hesaplanmasında kullanılan eşitlik 
       a: Hazırlanan (Teorik) derişim b: Ortalama tayin edilen derişim 

 

Kesinlik 

Kesinlik parametresi, analiz sonucu elde edilen değerlerin birbirine yakınlık 

derecesini ifade etmektedir. Kesinlik parametresi gün içi ve günler arası olarak çalışılmış, 

ayrıca enjeksiyon tekrar edilebilirliği değerlendirilmiştir. HRM’nin 50 μg/mL 

derişimindeki stok çözeltisinden hareketle, uygun seyreltmeler metanol ile yapılarak, 

düşük, orta ve yüksek derişimde olmak üzere 3 farklı derişimde (2, 16 ve 32 μg/mL) ve 

her bir derişimden 6’şar adet olacak şekilde standart çözeltiler hazırlanmıştır. Gün içi 

kesinliğin belirlenmesi için hazırlanan standart çözeltiler aynı gün içinde arka arkaya 
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analiz edilmiştir. Günler arası kesinliğin belirlenmesinde ise aynı işlemler arka arkaya 3 

gün boyunca yapılmıştır. Kesinlik parametresinin değerlendirilmesi için analiz sonucu 

elde edilen derişimler kullanılarak varyasyon katsayısı (VK) değerleri hesaplanmıştır. 

 

                  

Şekil 3.2.Varyasyon katsayısının hesaplanmasında kullanılan eşitlik 

Analitik yöntemin geçerliliğinde kesinlik parametresinin sağlanabilmesi için VK 

değerinin % 2’den küçük olması gerekmektedir (Mowafy ve ark., 2012; Shabir, 2003). 

Saptanabilirlik Sınırı (LOD) ve Tayin Edilebilirlik Sınırı (LOQ) 

Saptanabilirlik sınırı (LOD), analiz şartlarında saptanabilenen en düşük analit 

derişimi olarak ifade edilmektedir. Elde edilen kalibrasyon denklemindeki (y=mx+n) “n” 

değerlerinin standart sapmasının “m” değerine oranının 3.3 katı olarak hesaplanmıştır. 

Tayin edilebilirlik sınırı (LOQ), analiz şartlarında uygun doğruluk ve kesinlikle analitin 

tayin edilebildiği en küçük derişim olarak ifade edilmektedir. Elde edilen kalibrasyon 

denklemindeki (y=mx+n) “n” değerlerinin standart sapmasının “m” değerine oranının 10 

katı olarak hesaplanmıştır. 

 

   Şekil 3.3. LOD hesaplanmasında kullanılan eşitlik 

 

Şekil 3.4. LOQ  hesaplanmasında kullanılan eşitlik 
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Özgüllük  

Özgüllük parametresi, analitik yöntemin sadece analiz edilecek maddeyi tayin 

edebilme yeteneği olarak ifade edilmektedir. Özgüllük parametresinin 

değerlendirilmesinde, HRM içermeyen (boş) nanoemülsiyon formülasyonu (B-NE) 

hazırlanarak aynı şartlarda HPLC analizi yapılmış ve HRM piki ile etkileşime neden olup 

olmayacağı değerlendirilmiştir. 

Stabilite 

HRM’nin 50 μg/mL derişimindeki stok çözeltisinden hareketle, uygun 

seyreltmeler metanol ile yapılarak, düşük, orta ve yüksek derişimde olmak üzere 3 farklı 

derişimde (2, 16 ve 32 μg/mL) standart çözeltiler hazırlanmış ve hazırlanan bu çözeltiler 

3 farklı sıcaklıkta (-20 °C, 2-8 °C ve 25 °C), ışıktan korunarak saklanmıştır. Daha sonra 

belirlenen günlerde (0., 1., 2., 3. ve 7. günlerde) analiz edilmiştir. Stabilite parametresi % 

geri kazanım değerleri hesaplanarak incelenmiştir. Etkin maddelerin belirlenen koşullar 

altında stabil olduğunun söylenebilmesi için hesaplanan % geri kazanım değerlerinin % 

95-105 aralığı içinde olması istenmektedir (Abraham, 2010; Osel ve ark., 2021; Shabir, 

2003).  

3.2.3. NE Formülasyonunun Hazırlanması 

HRM içermeyen (Boş; B-NE) veya HRM içeren (HRM-NE) nanoemülsiyon 

formülasyonları, oleik asit (%10), Span 80 (%2), Labrasol (%2), Tween 80 (%1), Pluronic 

F68 (%1), ve ultra saf su kullanılarak hazırlanmıştır. İlk olarak yağ fazı (oleik asit, Span 

80,  Labrasol ve HRM) ve su fazı (Tween 80, Pluronic F68 ve ultra saf su) ayrı ayrı 

hazırlanmıştır. Manyetik karıştırma altında (750 rpm) su fazı yağ fazına ilave edilmiş ve 

kaba emülsiyon hazırlanmıştır. Kaba emülsiyon önce yüksek hızlı karıştırıcı (Ultraturrax; 

25000 rpm, 5dk) ardından ultrasonikasyon (%50 güç, 15 dk) ile homojenize edilerek 
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damlacıkların nano-boyuta indirilmesi sağlanmıştır. B-NE’ler ise HRM ilavesi olmadan 

aynı prosedür kullanılarak hazırlanmıştır. 

3.2.4. NE Formülasyonların Karakterizasyonu 

3.2.4.1. Santrifüj Testi  

NE formülasyonlarında faz ayrımı olup olmadığı öncelikle makroskobik olarak 

incelenmiştir. Ardından formülasyonlar santrifüj testine tabi tutulmuştur. Falkon tüplere 

5’er g formülasyon (B-NE veya HRM-NE) tartılmış ve 3500 rpm’de 15 dakika santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonunda faz ayrımı olup olmadığı makroskobik olarak 

değerlendirilmiştir. 

3.2.4.2. Damlacık Büyüklüğü ve Dağılımının Tayini  

NE formülasyonlarının damlacık büyüklükleri ve dağılımlarının (polidispersite 

indeksi; PDI) belirlenmesi için Zetasizer Nano ZSP (Malvern Ins. Ltd., İngiltere) cihazı 

kullanılmıştır. Ölçümler, 9 farklı numune (100 kat seyreltilerek) ile 25ᵒC’de yapılmış ve 

sonuçlar ortalama değer olarak verilmiştir. Analiz, Atatürk Üniversitesi bünyesinde 

bulunan DAYTAM’da gerçekleştirilmiştir. 

3.2.4.3. Zeta Potansiyelin Belirlenmesi 

Zeta potansiyel ölçümleri için damlacık boyutu ölçümlerinde de kullanılan 

Zetasizer Nano ZSP cihazı kullanılmıştır. Ölçümler, 9 farklı numune (100 kat 

seyreltilerek) ile 25ᵒC’de yapılmış ve sonuçlar ortalama değer olarak verilmiştir. Analiz, 

Atatürk Üniversitesi bünyesinde bulunan DAYTAM’da gerçekleştirilmiştir. 

3.2.4.4. Morfolojik Analiz  

Nanoemülsiyon formülasyonlarının morfolojik analizi TEM (Hitachi HighTech 

HT7700, Japonya) ile yapılmıştır. Formülasyonlar 100 kat seyreltildikten sonra, bakır 

grid üzerine damlatılmış ve 24 saat boyunca oda sıcaklığında kurumaya bırakılmıştır. 
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Daha sonra gridler 120 kV’de görüntülenmiştir. Analiz, Atatürk Üniversitesi bünyesinde 

bulunan DAYTAM’da gerçekleştirilmiştir. 

3.2.4.5. pH Tayini 

NE formülasyonlarının (B-NE ve HRM-NE) pH değerleri, pH metre kullanılarak 

3’er kez ölçülmüş ve sonuçlar ortalama değer olarak verilmiştir. 

3.2.4.6. FT-IR Analizi 

HRM ve nanoemülsiyon formülasyonlarının FT-IR spekturumları 4000-400 cm-1 

aralığında alınmıştır. 

3.2.4.7. NE formülasyonlarındaki HRM İçeriğinin Tayini 

HRM-NE formülasyonundaki HRM miktarının belirlenmesi amacıyla 0.25 g 

formülasyon balon jojeye tartılmış ve hacim metanol ile 10 mL’ye tamamlanmıştır. 

Manyetik karıştırıcıda 500 rpm’de 15 dk karıştırıldıktan sonra membran filtreden (PTFE; 

0.45 süzülerek valide edilmiş HPLC yöntemiyle analiz edilmiştir. 

3.2.4.8. İn Vitro Salım Çalışması 

HRM-NE formülasyonundan HRM salımının değerlendirilmesinde diyaliz torbası 

yöntemi kullanılmış ve çalışma iki farklı salım ortamında [pH 1.2 HCl veya pH 6.8 fosfat 

tamponu (PB)] gerçekleştirilmiştir. Diyaliz torbalarına 1’er mL HRM-NE formülasyonu 

konularak içinde 50 mL salım ortamı (pH 1.2 HCl veya pH 6.8 PB) olan şişelere 

yerleştirilmiştir. Şişeler yatay çalkalayıcılı su banyosuna (37±0.5 ºC; 50 rpm) konularak 

belirlenen zaman aralıklarında (0.5, 1, 2, 4, 8, 12 ve 24. saatler) salım ortamlarından 1’er 

mL örnek alınmış ve yerlerine aynı sıcaklıktaki taze salım ortamı ilave edilmiştir. Alınan 

örnekler 0.45 µm por açıklığına sahip membran filtreden (PVDF) süzülerek valide 

edilmiş HPLC yöntemi ile analiz edilmiştir. 

3.2.5. İn Vivo Çalışmalar 

Çalışma Atatürk Üniversitesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araştırma Merkezi 
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(ATADEM)’nden temin edilen ve ağırlıkları yaklaşık 180-220 g arasında değişen 86 adet 

Albino Wistar erkek sıçanlar kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Deney öncesi ve deney 

bitene kadar sınırsız yem (standart diet) ve içme suyu (musluk suyu) verilen sıçanlar 

12/12 saat karanlık /aydınlık periyodunda ve oda sıcaklığında (24±2 °C) kendilerine ait 

oda ve kafeslerde gruplar halinde bakılmıştır. Çalışmada deney hayvanlarının 

kullanımına ilişkin Ulusal Sağlık Enstitüsü Laboratuvar Hayvanlarının Bakımı ve 

Kullanımı için önerilen kılavuz ilkeleri kurallarına uyulmuştur. Bu çalışmanın tüm 

aşamalarının 25.11.2021 tarih ve 242 no’lu Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu kararı ile etik kurallarına uygun olduğu onaylanmıştır.  

3.2.5.1. STZ-NA ile Diyabet Modeli Oluşturma 

Sıçanlarda diyabet modeli daha önce yayınlanmış olan literatürlerde yer alan 

diyabet modeli geliştirme yöntemlerinin modifiye edilip kullanılması ile oluşturulmuştur 

(Ghasemi ve ark., 2014; Szkudelski, 2012; Sayeli ve Shenoy, 2021). STZ uygulamadan 

önce gruplar halinde ayrı kafeslerde bulunan sıçanlara yalnızca içme suyu verilmiş ve 12 

saat boyunca aç bırakılmışlardır. Daha sonra sıçanların başlangıç ağırlıkları belirlenmiş 

ve bazal kan glukoz değerleri (mg/dL) glukometre (On Call Plus kan glukoz monitörü) 

ile ölçülmüştür. Tip II diyabet modeli oluşturmak amacıyla ilk olarak uygulama öncesi 

taze hazırlanan nikotinamid (NA)’in % 0.9’luk NaCl’ deki çözeltisi (1 mL; 110 mg/kg) 

intraperitoneal (i.p.) olarak sıçanlara uygulanmıştır. Bu uygulamadan 15 dk sonra yine 

uygulama öncesi taze hazırlanan sitrat tamponu (pH: 4,5) içinde STZ çözeltisi (1 mL; 60 

mg/kg) i.p. olarak sıçanlara uygulanmıştır. Diyabet oluşturulmayan sıçan gruplarına ise 

aynı miktarda sitrat tamponu verilmiştir. STZ uygulamasından sonra pankreastan çok 

fazla bir şekilde insülin salgılanacağı düşünüldüğü için öldürücü hipoglisemi oluşması 

olasılığını önlemek amacıyla sıçanlara STZ uygulamasından 4-6 saat sonra 24 saat 

süreyle % 5 glukoz solüsyonu içme sularına katılarak verilmiştir. 72 saat sonra sıçanların 
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kuyruk veninden alınan kan örnekleri On Call Plus kan glukoz monitörü ile 

değerlendirilerek açlık kan şekerleri ölçülmüş ve glukoz seviyeleri 200 mg/dL’nin 

üzerinde olan sıçanlar diyabetik olarak kabul edilmiştir.  

3.2.5.2. Deneysel Tasarım 

Deneyde Albino Wistar erkek sıçanlar kullanılmıştır. Sıçanlardan bir kısmı deney 

öncesi ön çalışma için kullanılarak yapılan bu çalışmalar sonucunda, literatürle de uyumlu 

olacak şekilde dozların 5, 10 ve 15 mg/kg olmasına karar verilmiştir (Fortunato ve ark., 

2009). Geriye kalan hayvanlar gruplarda 7 hayvan olacak şekilde 12 gruba ayrılmıştır.  

GRUPLAR  

SK 

 

: Sağlıklı kontrol grubu 

DK 

 

: Diyabetik kontrol grubu 

HRM 15 : Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz kontrol grubu 

HRM-NE 15 : HRM yüksek doz içeren NE formülasyonu uygulanan   

sağlıklı kontrol grup  

B-NE  

 

:Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanoemülsiyon 

D-BNE : Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon 

D- HRM 5 : Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup  

D- HRM 10 : Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup  

D-HRM 15 : Diyabetik sıçan grubu + 15 mg/kg HRM uygulanan grup 

D- HRM-NE 5 : Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup  

D- HRM-NE 10 : Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup  

D- HRM-NE 15 : Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup  

 

3.2.5.3. HRM ve HRM-NE’nin Sıçanlara Uygulanması,  Numunelerin 

Hazırlanması 

Diyabet oluşturulduktan sonra sıçanlarda ilaç uygulamasına geçilmiştir. İlaç 
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uygulamasına başlandıktan sonra 7, 14 ve 21. günlerde sıçanlardan kuyruk veninden kan 

alınarak kan şekerleri ölçülmüştür. HRM ve HRM-NE hazırlanarak, sıçanlara 21 gün 

boyunca intragastrik gavaj yardımıyla günde tek sefer ve hergün aynı saatte 

uygulanmıştır. Sağlıklı ve diyabet kontrol gruplarına ise sadece yem ve içme suyu 

verilmiştir. 21. günün sonunda Ketamin/Ksilazin (40/10 mg/kg) uygulanarak ötanazi 

edilen tüm sıçan gruplarından intrakardiak kan örnekleri ve karaciğer doku örnekleri 

alınmıştır. Alınan karaciğer dokuları ikiye ayrılarak, biyokimyasal ve histopatolojik 

analizlerde kullanılmıştır. Biyokimyasal analizlerde kullanılacak olan karaciğer dokuları 

bir gün -20 °C’de bekletildikten sonra analiz gününe kadar -80°C’ de muhafaza edilmiştir. 

Histopatolojik analizlerde kullanılacak olan karaciğer dokuları ise %10’luk formaldehit 

solüsyonuna konularak analiz edilen güne kadar bekletilmiştir. Biyokimyasal analizlerde 

kullanılan karaciğer dokuları %0.9’luk sodyum klorür (NaCl) çözeltisinde yıkanarak ayrı 

ayrı petri kaplarına koyulmuştur. Kan örnekleri ise vakumlu biyokimya tüplerine alınıp 

oda sıcaklığında 5-10 dk bekletilip daha sonra 3500 rpm de 10 dk soğutmalı santrifüjde 

santrifüj edilmiştir. Elde edilen serum örnekleri bir gün -20 °C’de bekletildikten sonra 

AST ve ALT biyokimyasal parametreleri bakılmak için kullanılmıştır.   

3.2.5.4.  Sıçanların Kan Glukoz Seviyelerinin Belirlenmesi 

Çalışmada deneyin 0, 7, 14 ve 21. günlerinde sıçanların kuyruk veninden kan 

alınarak kan glukoz seviyeleri ölçüldü. Kan örnekleri On Call Plus kan glukoz monitörü 

ile değerlendirildi. Kan glukoz seviyeleri mg/dL olarak ifade edilmiştir. 

3.2.5.5. Sıçanların Vücut Ağırlıklarının Belirlenmesi 

Sıçanlar deneyin 0, 7, 14 ve 21. günlerinde tartılarak vücut ağırlıkları kaydedilip 

bu ağırlıklara göre verilecek olan ilaç dozları ayarlanmıştır. 
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3.2.6. Biyokimyasal Analiz 

3.2.6.1. AST ve ALT Ölçümü 

Deney sonunda sıçanlardan alınan kanlardan elde edilen serum örneklerinden 

Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alanin Aminotransferaz (ALT) biyokimyasal 

parametreleri Atatürk Üniversitesi Veteriner Fakültesi Merkezi laboratuvarında Randox 

Monaco otoanalizörü ile analiz edilmiştir. 

3.2.6.2. Süperoksit Dismutaz (SOD) Tayini 

Kullanılan SOD ölçüm kitindeki (Cayman Chemical Company; Catalog No: 

706002) yöntem Şekil 3.5’de gösterilmiştir. Yöntem ksantinin, ksantin oksidaz ile ürik 

aside dönüşümü esnasında ortaya çıkan süperoksit anyonunun SOD ile dismutasyonu 

sırasında ortama eklenen tetrazolyum tuzunun formazana dönüşmesi ile meydana gelen 

renk değişiminin spektrofotometrik olarak 450 nm’de ölçümüne dayanmaktadır (Cayman 

Chemical Company., n.d.-c). 

 

Şekil 3.5. SOD ölçüm şeması 

SOD Tayini İçin Kullanılan Reaktifler 

Ölçüm tamponu (10X): Kitde 5 mL ölçüm tamponu bulunmaktadır. Bu ölçüm 

tamponundan 3 mL alınarak üzerine 27 mL ultra saf su ilave edilip 1X çözelti 

hazırlanmıştır.  Bu çözelti, radikal dedektörün seyreltilmesi için kullanılmıştır. 
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 Örnek tamponu (10X): Kit içerisinde 5 mL örnek tamponu bulunmaktadır. Örnek 

tamponundan 2 mL alınarak 18 mL ultra saf su ilave edilip 1X çözelti hazırlanmıştır. 

Hazırlanan bu çözelti SOD standartlarının hazırlanması, ksantin oksidaz ve SOD 

numunelerinin seyreltilmesi için kullanılmıştır. 

 Radikal dedektör: Kit içinde bulunan 250 µL tetrazolyum tuzu çözeltisinden 50 

µL alınarak üzerine 19.95 mL ölçüm tamponu ilave edilip seyreltilmiştir. Bu çözelti ışığa 

karşı duyarlı olduğu için çalışma esnasında alüminyum folyo ile kaplanarak ışıktan 

korunmuştur. 

 SOD standart: Kitde 100 µL bovin eritrosit SOD (Cu/Zn-SOD şeklinde) 

bulunmaktadır. Bu çözeltiden 20 µL alınarak üzerine 1.98 mL 1X örnek tamponu ilave 

edilmiş ve SOD stok çözeltisi hazırlanmıştır. Bekleme esnasında buz içerisinde muhafaza 

edilmiştir. Daha sonra bu stok çözeltiden sırası ile 0, 20, 40, 80, 120, 160 ve 200 µL 

alınmış ve 1X örnek tamponu ile toplam hacim 1000 µL olacak şekilde seyreltilmiştir. 

Sonuç olarak 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ve 0.05 U/mL konsantrasyonlarında standart 

çözeltiler elde edilmiştir. 

 Ksantin oksidaz: Kit içerisinde 3 şişe 150 µL ksantin oksidaz bulunmaktadır. 50 

µL ksantin oksidaz alınarak üzerine 1.95 mL 1X örnek tamponu ilave edilerek 

seyreltilmiştir. Bekletme sırasında buz içinde muhafaza edilmiştir. 

SOD Ölçümü ve Aktivitesinin Hesaplanması 

Karaciğer dokusunda SOD tayini için, her bir doku örneği (75 mg), 1mM etilen 

glikol tetra asetik asit (EGTA), 210 mM mannitol ve 70 mM sükroz içeren 20 mM HEPES 

(4-(2-hidroksietil)-1- piperazinetansülfonik asit) (pH 7.2) tamponunda (750 µL) 

TissueLyser II (Almanya) cihazı kullanılarak (30.0 1/s frequency; 30+30 sn) homojenize 

edilmiştir. Daha sonra homojenatlar +4 ºC ve 1500 g’de 5 dk santrifüj edilerek elde edilen 
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süpernatantlarda SOD aktivitesi tayin edilmiştir (Cayman Chemical Company; Catalog 

No: 706002). Ölçüm için izlenen yol aşağıda verilmiştir. 

- Kuyucuklara 200 µL seyreltilmiş radikal dedektör ve 10 µL süpernatant veya 

SOD standardı eklenmiştir. 

- Sonrasında reaksiyonu başlatmak için tüm kuyucuklara 20 µL seyreltilmiş 

ksantin oksidaz eklenmiştir. 

- Plate üzeri kapatılarak çalkalayıcıda, oda sıcaklığında 30 dk inkübe edilip 450 

nm’deki absorbans değerleri ölçülmüştür. 

Ölçülen standart ve örneklere ait absorbans değerlerinin ortalaması 

hesaplanmıştır. SOD aktivitesi 0 U/mL olan standarda ait absorbans değeri, kendisine ve 

diğer elde edilen absorbans değerlerine (standart ve örnek) bölünüp linearize oran (LR) 

değerleri bulunmuştur. Bulunan linearize oranlar (LR), standartların SOD aktivitesine 

karşı grafiğe geçirilmiş ve standart eğri ile denklemi bulunmuştur. Bu denklemden 

faydalanarak örneklerin SOD aktiviteleri aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır 

(Cayman Chemical Company., n.d.-c).  

SOD (U/mL) = ((örnek LR-y-girişim))  ∗0.23 mL 

                                       Eğim                   0.01 mL 

Şekil 3.6. SOD aktivitesini hesaplamak için kullanılan eşitlik 

Daha sonra ise sonuçlar mg protein değerlerine bölünmüş ve örnek aktiviteleri 

U/mg protein olarak hesaplanmıştır. 

3.2.6.3. Glutatyon (GSH) Tayini 

GSH ölçüm kitindeki (Cayman Chemical Company; Catalog No: 703002) 

yöntemin esası Şekil 3.7’de gösterilmiştir. Bu yöntem, GSH’ın sülfidril gruplarının 

DTNB ile tepkimeye girerek sarı renkli TNB’ye dönüşmesi ve oluşan renk şiddetinin 405 

nm’de ölçülmesi esasına dayanmaktadır (Cayman Chemical Company., n.d.-a).  
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Şekil 3.7. GSH ölçüm şeması 

GSH Tayini İçin Kullanılan Reaktifler 

GSH MES Tamponu (2X): Kitde bulunan 60 mL 0.4 M MES tamponu (pH 6.0) 

60 mL ultra saf su ile seyreltilip 1X MES tamponu hazırlanmıştır. 

 GSSG Standart: Kit içerisinde MES tamponu içerisinde hazırlanmış 2 mL 25 µM 

GSSG kullanıma hazır bir şekilde bulunmaktadır. Standart çözeltillerin hazırlanmasında 

bu çözeltiden sırası ile 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 ve 160 µL alınmış ve toplam hacim 500 

µL olacak şekilde 1X MES tamponu ile seyreltilmiştir. Sonuç olarak 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 

8 µM derişimlerinde standart çözeltiler elde edilmiştir. Bu standart çözeltiler sırasıyla 0, 

0.5, 1, 2, 4, 8, 12 ve 16 µM total GSH’a eşdeğerdir. 

 GSH Ko-faktör karışımı: Kit içinde bulunan vial liyofilize halde NADP+ ve 

glukoz-6-fosfat karışımı içermektedir. Bu karışıma 0.5 mL ultra saf su ilave edilip 

çözeltisi hazırlanmıştır. 

 GSH-Enzim Karışımı: Kit içerisinde 0.2 mL glutatyon redüktaz ve glukoz-6-

fosfat içeren tampon çözelti bulunmaktadır. Bu çözelti üzerine 2 mL 1X MES tamponu 

eklenerek seyreltilmiştir. 

 GSH DTNB: Kit içerisinde DTNB liyofilize halde bulunmaktadır. Viale 0.5 mL 

ultra saf su eklenerek iyice karıştırılmış ve bu çözelti 10 dk içerisinde kullanılmıştır. 
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 GSH Ölçüm Tamponu (kokteyl): 11.25 mL 1X MES tamponu, 0.45 mL ko-faktör 

karışımı, 2.1 mL enzim karışımı, 2.3 mL ultra saf su ve 0.45 mL DTNB karıştırılarak 

hazırlanmıştır. 

GSH Ölçümü ve Hesaplanması 

GSH tayini için, her bir karaciğer doku örneği (75 mg), 1mM EDTA içeren pH 

6.0-7.0 50 mM soğuk fosfat tamponunda (750 µL) TissueLyser II (Almanya) cihazı 

kullanılarak (30.0 1/s frequency; 30+30 sn) homojenize edilmiştir. Homojenize edildikten 

sonra homojenatlar +4 ºC ve 10000 g’de 15 dk santrifüj edilerek oluşan süpernatantlardan 

GSH seviyeleri belirlenmiştir (Cayman Chemical Company; Catalog No: 703002). 

Ölçüm için izlenen yol aşağıda verilmiştir. 

- Kuyucuklara 50 µL standart çözelti veya süpernatant pipetlenmiş ve ardından 

tüm kuyucuklara 150 µL kokteyl eklenmiştir.  

- Işıktan korumak için plate, koruyucu film ile kapatılıp çalkalayıcıda 25 dk 

inkübe edilmiş ve inkübasyondan sonra 405 nm absorbans değerleri 

ölçülmüştür. 

GSH seviyelerinin hesaplanabilmesi için öncelikle elde edilen absorbans 

değerlerinden 0 µM derişimdeki standardın absorbans değerleri çıkarılarak yeni 

absorbans değerleri elde edilmiştir. Standartların konsantrasyonları ve yeni absorbans 

değerleri grafiğe geçirilip bir standart eğrisi ve denklemi elde edilmiştir. Bu denklemden 

faydalanarak örneklerin GSH seviyeleri aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır (Cayman 

Chemical Company., n.d.-a).  

 

Şekil 3.8. GSH seviyesini belirlemek için kullanılan eşitlik 
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Elde edilen sonuçlar mg protein değerlerine bölünerek örnek aktiviteleri nmol/mg 

protein olarak hesaplanmıştır. 

3.2.6.4. Malondialhehit (MDA) Tayini 

Kullandığımız MDA ölçüm kitinin (Cayman Chemical Company; Catalog No: 

10009055) yöntem esası Şekil 3.3’de gösterilmiştir. Bu yöntem, MDA ve TBA’nın 

yüksek sıcaklıklarda (90-100 °C) ve asidik koşullarda reaksiyona girmesi ile oluşan renkli 

MDA-TBA kompleksinin 540 nm’de kolorimetrik ölçümüne dayanmaktadır (Cayman 

Chemical Company., n.d.-d).  

 

Şekil 3.9. MDA-TBA oluşum mekanizması 

MDA Tayini İçin Kullanılan Reaktifler 

Tiyobarbitürik Asit: Kitde 2 g tiyobarbitürik asit (TBA) bulunmaktadır. Bu renk 

reaktifini hazırlamak için kullanılmıştır. 

Asetik Asit: Kit içinde her birinde 20 mL derişik asetik asit olan 2 vial 

bulunmaktadır. 40 mL asetik asit, 160 mL ultra saf su ile seyreltilerek renk reaktifinin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

Sodyum Hidroksit (10X): Kit içinde 20 mL sodyum hidroksit (NaOH) çözeltisi 

bulunmaktadır. Bu çözelti 180 mL ultra saf su ile seyreltilmiş ve renk reaktifinin 

hazırlanmasında kullanılmıştır. 

MDA Standart: Kit içerisinde 500 µM’lık MDA stok çözeltisi kullanım için hazır 

şekilde bulunmaktadır. Standart hazırlanmasında kullanılmıştır. İlk olarak 250 µL MDA 

standart alınıp, 750 µL ultra saf su ile seyreltilmiş ve ikinci stok çözelti hazırlanmıştır. 
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Daha sonra ikinci stok çözeltiden sırasıyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 200 ve 400 µL alınarak 

hacimleri 1000 µL olacak şekilde ultra saf su ile seyreltilmiştir. Sonuç olarak 0, 0.625, 

1.25, 2.5, 5, 10, 25 ve 50 µM derişimlerde standart çözeltiler elde edilmiştir.  

SDS Çözeltisi: Kullanıma hazır halde SDS çözeltisi kit içerisinde bulunmaktadır.  

Renk Reaktifi: 530 mg TBA tartılıp 250 mL’lik behere alınmış ve 50 mL seyreltik 

asetik asit ile 50 mL seyreltik sodyum hidroksit çözeltisi ilave edilmiştir. Daha sonra 

manyetik karıştırıcıda tamamen çözününceye kadar karıştırılmıştır.  

MDA Ölçüm Yöntem ve Hesaplanması 

MDA tayini için, her bir karaciğer doku örneği (75 mg), RIPA tamponunda (750 

µL) buz banyosunda ultrasonik prob kullanılarak (%40, 15 sn) homojenize edilmiştir. 

Daha sonra homojenatlar +4 ºC ve 1600 g’de 10 dk santrifüj edilip süpernatantlar MDA 

tayini için kullanılmıştır (Cayman Chemical Company; Catalog No: 10009055). Ölçüm 

için izlenen yol aşağıda verilmiştir. 

- Cam tüplere 100 µL standart çözelti veya süpernatant pipetlenmiştir.  

- Her tüpe 100 µL SDS çözeltisi eklenerek hızlıca karıştırılmıştır. 

- Daha sonra her tüpe 4 mL renk reaktifi eklenerek tüpler yavaşça ters düz 

edilmiştir. 

- Tüpler su banyosunda (100 ºC) bir saat boyunca bekletilmiştir.  

- 1 saat beklendikten sonra reaksiyonu sonlandırmak için tüpler buz banyosuna 

konulup 10 dk bekletilmiştir. 

- 10 dk bekleme sonrasında tüpler +4 ºC ve 1600 g’de 10 dk santrifüj edilip 30 

dk boyunca oda sıcaklığında bekletilmiştir.  

- Standart ve örneklerden 150 µL alınıp kuyucuklara konulmuş ve 540 nm’de 

absorbansları ölçülmüştür. 
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MDA seviyelerini hesaplayabilmek için ilk olarak elde edilen tüm absorbans 

değerlerinden 0 µM derişimdeki standardın absorbans değerleri çıkarılıp yeni absorbans 

değerleri bulunmuştur. Standartların konsantrasyonları ve yeni absorbans değerleri 

grafiğe geçirilerek bir standart eğri ve denklemi elde edilmiştir. Bu denklem kullanılarak 

örneklerin MDA seviyeleri aşağıdaki formül ile hesaplanmıştır (Cayman Chemical 

Company., n.d.-d). 

             MDA (μM) =   (540 nm’deki absorbans)-(y-girişim) 

                                                           eğim 

Şekil 3.10. MDA seviyesini hesaplamak için kullanılan eşitlik 

Sonuçlar mg protein değerlerine bölünüp MDA seviyesi nmol/mg protein olarak 

hesaplanmıştır. 

3.2.6.5. Protein Tayini 

Protein tayini için kullanılan kit (Cayman Chemical Company; Catalog No: 

704002) mikroplak tabanlı total protein miktarını belirlemek için kullanılan kolorimetrik 

bir yöntemdir. Bu yöntem, Bradford metoduna dayanır. Coomassie® boyası, asidik 

ortamda proteine bağlandığında rengi kahverengiden maviye döner ve bu oluşan renk 

şiddeti 590 nm’de kolorimetrik olarak değerlendirilir (Cayman Chemical Company., n.d.-

b).  

Protein Tayini İçin Kullanılan Reaktifler 

Ölçüm reaktifi: Kit içerisinde bulunan ölçüm reaktifinden 7.5 mL alınarak 50 

mL’ye ultra saf su ile seyreltilmiştir. 

BSA Standart: Kit içinde, %0.9 tuz ve %0.05 sodyum içinde 10 mg/mL stok 

çözelti bulunmaktadır. Bu stok çözeltisinden 4 µL alınarak 996 µL ultra saf su ile 

seyreltilmiştir. Bu şekilde 40 µg/mL derişimde ikinci bir stok çözelti hazırlanmıştır. 8 

tane deney tüpü A’dan H’ye kadar kodlanmış H tüpüne 200 µL, diğer tüplere ise 250 µL 

ultra saf su eklenmiştir. H tüpüne 40 µg/mL derişimdeki ikinci stok çözeltiden 800 µL 
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eklenmiş ve iyice karıştırılmıştır. Daha sonra H tüpünden 750 µL G tüpüne aktarılmış, 

seri dilüsyon işlemi diğer tüpler (F-B) içinde aynen tekrarlanmıştır. A tüpü ise standart 

eğri için kör olarak kullanılmıştır. Sonuç olarak 0, 5.6, 7.5, 10.1, 13.5, 18, 24 ve 32 µg/mL 

derişimlere sahip standart çözeltiler elde edilmiştir.  

Protein Ölçümü ve Hesaplar 

Protein tayini için, her bir karaciğer doku örneği (75 mg), izotonik NaCl çözeltisi 

içinde (750 µL) TissueLyser II (Almanya) cihazı kullanılarak (30.0 1/s frequency; 30+30 

sn) homojenize edilmiştir. Bu homojenatlar +4 ºC ve 10000 g’de 15 dk santrifüj edilmiş 

ve elde edilen süpernatantlardan protein seviyeleri tayin edilmiştir (Cayman Chemical 

Company; Catalog No: 704002). Ölçüm için izlenen yol aşağıda verilmiştir. 

- Kuyucuklara 100 µL standart çözelti veya süpernatant pipetlenmiştir. 

- Tüm kuyucuklara 100 µL ölçüm reaktifi eklenmiş ve oda sıcaklığında 5 dk 

inkübe edilmiştir. 

- İnkübasyon sonrasında 595 nm’deki absorbans değerleri ölçülmüştür. 

Protein seviyelerinin hesaplanması için ilk olarak kör numunelerin (A) absorbans 

değeri elde edilen absorbans değerlerinden çıkarılmıştır. Yeni absorbans değerlerine karşı 

standart konsantrasyonları grafiğe geçirilmiş standart eğri ve denklemi (y= Ax2+Bx+C) 

elde edilmiştir. Bu denklem kullanılarak örneklerde protein tayini aşağıdaki formül 

kullanılarak hesaplanmıştır (Cayman Chemical Company., n.d.-b).  

Protein (μg/mL)= [A * (numune abs)2 + B * (numune abs) + C] * dilüsyon katsayısı 

Şekil 3.11. Protein miktarını hesaplamak için kullanılan eşitlik 

3.2.7. Histolojik Prosedür  

Histolojik çalışmalar Atatürk Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı öğretim üyesi Doç. Dr. Tuba DEMİRCİ tarafından gerçekleştirilmiştir.  
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STZ-NA ile diyabet yapılan sıçanların cerrahi eksizyon ile karaciğer dokuları 

alınıp %10’luk tamponlu formaldehit içine konulmuştur. Kırk sekiz saatlik fiksasyondan 

sonra dokular sırasıyla, %50, 70, 80, 96 ve 100’lük etanol serilerinden ve ksilenden 

geçirildi. Daha sonra 56-58 oC’de eriyik haldeki iki ayrı parafin içinde infiltrasyon işlemi 

yapılarak dokular parafin bloklara gömülmüştür. Bu hazırlanan bloklardan 5 μm 

kalınlığında kesitler alınmış hematoksilen-eozin (H-E) boyama protokolüne göre 

boyanmıştır. Boyama işleminden sonra kamera ataçmanlı ışık mikroskop (Nicon Eclips 

E600, Japan) ile histolojik olarak incelenmiş ve fotoğrafları çekilmiştir. 

3.2.8. İstatistiksel Analiz 

Çalışmamız sonucunda elde edilen bulguların istatistiksel analizleri SPSS 

Statistics Version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, ABD) programı kullanılarak yapılmıştır. 

Sonuçlar, ortalama ± standart sapma (SS) şeklinde verilmiştir. Bütün ölçümlerde 

istatistiksel farklılıklar ve önem seviyeleri “One-way Analysis of Variance (ANOVA)” 

testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuçlar önemli kabul edilmiştir. Çoklu 

karşılaştırmalarda Duncan testi kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. HRM’nin Fizikokimyasal Özellikleri 

HRM’in fizikokimyasal özelliklerinin belirlenmesi için FT-IR ve UV spektrumları 

alınmıştır. 

4.1.1. HRM’nin FT-IR Spekturumu 

 FT-IR analizi ile yapıdaki çeşitli bağların titreşim frekansları ölçülerek yapıdaki 

fonksiyonel gruplar hakkında bilgi edinilmektedir. HRM’nin FT-IR spekturumu (Şekil 

4.1) incelendiğinde; 3200-2800 cm-1 aralığında aromatik C-H titreşimleri, 2762 cm-1’de 

alifatik C-H titreşimleri, 1650-1300 cm-1 aralığında C=C (aromatik yapıda) titreşimleri, 

1618 cm-1’de aromatik C=N titreşimi, 1565 cm-1’de N-H titreşimleri, 1165 ve 1024 cm-

1’de O-CH3 titreşimi görülmektedir. Elde edilen bulgular literatür ile uyumludur (Niazi 

ve ark., 2021).  

 

 

Şekil 4.1. HRM’ye ait FT-IR spekturumu 
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4.1.2. HRM’nin UV Spekturumu 

HRM’nin UV spektrumunu almak için Bölüm 3.2.1.2.’de anlatıldığı şekilde 

çalışılmış ve HRM’nin maksimum absorbans gösterdiği dalga boyu (λmax) 243 nm olarak 

belirlenmiştir (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2. HRM’nin UV spektrumu 

4.2. HRM’nin HPLC Yöntemiyle Miktar Tayini 

4.2.1. HRM’ye ait Kalibrasyon Doğrusunun Elde Edilmesi 

HRM’ye ait kalibrasyon doğrusu, 6 farklı derişimde 6 farklı seri üzerinden 

çalışılarak elde edilmiştir. Kalibrasyon doğrusu ve denklemi Şekil 4.3’de, HRM’ye ait 

kromatogramlar ise Şekil 4.4’de verilmiştir. HRM için alıkonma zamanı 5.5 dk olarak 

belirlenmiştir. 
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Şekil 4.3. HRM’nin HPLC yöntemiyle bulunan kalibrasyon doğrusu ve denklemi  

 

Şekil 4.4. Artan derişimlerdeki (1-36 µg/mL) HRM’ye ait kromotogramlar (a) ve 

metanole ait kromatogram (b). 

4.2.2. Analitik Yöntemin Geçerlilik Bulguları 

4.2.2.1. Doğrusallık  

HRM’nin metanol içindeki 50 μg/mL derişimindeki stok çözeltiden hareketle, 

uygun seyreltmeler metanol ile yapılarak, 1-36 μg/mL derişim aralığında altı farklı 

derişimde ve her bir derişim için 6’şar adet olacak şekilde standart çözeltiler 

hazırlanmıştır. Standart çözeltiler belirlenen koşullarda HPLC ile analiz edilerek her bir 

derişim ve bu derişime karşılık gelen pik alanları grafiğe geçirilerek regresyon analizi 
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yardımıyla kalibrasyon doğrusu ve doğru denklemi elde edilmiştir (Şekil 4.3). 

Tanımlayıcılık katsayısı (R2) 0.99998 olarak bulunmuştur. R2 değerinin 1’e oldukça yakın 

olması belirlenen derişim aralığında (1-36 μg/mL) doğrusallık parametresinin 

sağlandığını göstermektedir. 

4.2.2.2. Doğruluk 

Analitik yöntemin validasyonu için doğruluk parametresi gün içi ve günler arası 

olarak incelenmiştir. Bu amaçla, düşük, orta ve yüksek derişimde olmak üzere 3 farklı 

derişimde (2, 16 ve 32 μg/mL) ve her bir derişimden 6’şar adet olacak şekilde standart 

çözeltiler hazırlanarak analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçların gerçek değere yakınlık 

derecesi % BH hesaplanarak değerlendirilmiştir. Gün içi ve günler arası olmak üzere 

hesaplanan % BH değerleri Tablo 4.1’de verilmiş ve tüm derişimler için hesaplanan % 

BH değerlerinin % ±2’den küçük olduğu saptanmıştır. 

4.2.2.3. Kesinlik 

Analitik yöntemin validasyonu için kesinlik parametresi gün içi ve günler arası 

olarak incelenmiştir. Bu amaçla, düşük, orta ve yüksek derişimde olmak üzere 3 farklı 

derişimde (2, 16 ve 32 μg/mL) ve her bir derişimden 6’şar adet olacak şekilde standart 

çözeltiler hazırlanarak analiz edilmiştir. Elde edilen sonuçların birbirlerine yakınlık 

derecesi VK hesaplanarak değerlendirilmiştir. Gün içi ve günler arası olmak üzere 

hesaplanan VK değerleri Tablo 4.1’de verilmiş ve tüm derişimler için hesaplanan VK 

değerlerinin % 2’den küçük olduğu saptanmıştır. 

Enjeksiyon tekrar edilebilirliğinin değerlendirilmesi için yine üç farklı derişimde 

(2, 16 ve 32 μg/mL) standart çözeltiler hazırlanmış ve aynı çözeltiler arka arkaya 6 kez 

analiz edilerek VK değerleri hesaplanmıştır (Tablo 4.2). Hesaplanan VK değerlerinin % 

2’den küçük olduğu belirlenmiştir. 
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Tablo 4.1. Miktar tayini yöntemi için elde edilen gün içi ve günler arası doğruluk ve 

kesinlik değerleri (X±SS; n=6)  

 Derişim 

(g/mL) 

Tayin Edilen Ortalama 

Derişim (g/mL) 

(X±SS) 

Bağıl hata 

(%) 

Varyasyon 

katsayısı 

(%) 

Gün içi 2 2.031 ± 0.010 1.545 0.475 

16 16.082 ± 0.132 0.515 0.818 

32 32.104 ± 0.305 0.326 0.951 

Günler 

arası 

2 2.023 ± 0.012 1.164 0.604 

16 16.082 ± 0.061 0.514 0.379 

32 32.201 ± 0.087 0.628 0.271 

X: ortalama; SS: standart sapma 

Tablo 4.2. Miktar tayini yöntemi için elde edilen enjeksiyon tekrar edilebilirliği sonuçları 

(X±SS; n=6)   

Derişim 

(g/mL) 

Tayin Edilen Ortalama  

Derişim (g/mL) 

(X±SS) 

Varyasyon katsayısı  

(%) 

2 2.017  0.005 0.268 

16 16.060 ± 0.030 0.188 

32 32.094 ± 0.198 0.198 

X: ortalama; SS: standart sapma 

4.2.2.4. Saptanabilirlik (LOD) ve Tayin Edilebilirlik Sınırı (LOQ) 

LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 0.269 μg/mL ve 0.816 μg/mL olarak tespit 

edilmiştir. 

4.2.2.5. Özgüllük 

Özgüllük parametresinin değerlendirilmesinde, metanol belirlenen şartlarda analiz 

edilmiş ve HRM ile aynı yerde pik vermediği tespit edilmiştir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. Özgüllük çalışmasına ait kromatogramlar: 36 μg/mL derişimdeki HRM 

standart çözeltisi (a), B-NE (b). 

4.2.2.6. Stabilite 

HRM’nin 50 μg/mL derişimindeki stok çözeltisinden hareketle, uygun 

seyreltmeler metanol ile yapılarak, düşük, orta ve yüksek derişimde olmak üzere 3 farklı 

derişimde (2, 16 ve 32 μg/mL) standart çözeltiler hazırlanmış ve hazırlanan bu çözeltiler 

3 farklı sıcaklıkta (-20 °C, 2-8 °C ve 25 °C), ışıktan korunarak saklanmıştır. Daha sonra 

belirlenen günlerde (0., 1., 2., 3. ve 7. günlerde) analiz edilmiştir. Stabilite parametresi % 

geri kazanım değerleri hesaplanarak incelenmiştir. Aktif bileşiğin/etkin maddenin 

belirlenen koşullar altında stabil olduğunun söylenebilmesi için hesaplanan % geri 

kazanım değerlerinin %95-105 spesifikasyonu içinde olması istenir (Guideline, 2003; 

Osel ve ark., 2021; Shabir, 2003). HRM için % geri kazanım değerlerinin -20 °C, 2-8 °C 

ve 25 °C’de % 98.669 – % 100.456 aralığında olduğu saptanmıştır. 

4.3. NE Formülasyonlarının Karakterizasyonu 

4.3.1. Santrifüj Testi 

B-NE ve HRM-NE formülasyonlar için santrifüj testi Bölüm 3.2.4.1.’de anlatıldığı 

şekilde gerçekleştirilmiş ve makroskobik değerlendirmede formülasyonlarda kremalaşma 

ve faz ayrımı olmadığı görülmüştür. 
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4.3.2. Damlacık Büyüklüğü, Büyüklük Dağılımı (PDI) ve Zeta Potansiyel 

Ölçümü 

B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının damlacık büyüklükleri, PDI ve zeta 

potansiyel değerleri, 100 kat seyreltilmiş 9 farklı numune üzerinden ölçülmüş, sonuçlar 

ortalama ve standart sapma olarak Tablo 4.3’de verilmiştir. 

Tablo 4.3. B-NE ve HRM-NE formülasyonlarına ait damlacık büyüklüğü, büyüklük 

dağılımı ve zeta potansiyel değerleri (n=9; Ort±SS) 

Formülasyon  Damlacık boyutu 

(nm) 

PDI     

 

Zeta Potansiyel 

(mV) 

B-NE 187.09 ± 3.74 0.23 ± 0.02 -32.93 ± 2.89 

HRM-NE 194.07 ± 5.78 0.27 ± 0.03 -38.67 ± 2.92 

Ort: ortalama; SS: standart sapma 

NE formülasyonlarının damlacık boyutları, PDI ve mutlak zeta potansiyel 

değerleri incelendiğinde HRM ilavesi ile damlacık boyutu, PDI ve mutlak zeta potansiyel 

değerlerinin anlamlı bir şekilde arttığı görülmüştür (p<0.05).   

4.3.3. Morfolojik Analiz 

B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının TEM görüntüleri sırasıyla Şekil 4.6. ve 

4.7’de verilmiştir. 
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Şekil 4.6. B-NE formülasyonuna ait TEM görüntüsü 

 

 

Şekil 4.7. HRM-NE formülasyonuna ait TEM görüntüsü 

4.3.4. pH Tayini 

B-NE ve HRM-NE formülasyonlarınn pH değerleri Tablo 4.4’de verilmiştir. 
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               Tablo 4.4. Formülasyonlara ait pH değerleri (n=3, Ort±SS) 

Formülasyon     pH 

B-NE 4.30±0.02 

HRM-NE 4.34±0.02 

 

B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının pH değerleri istatistiksel olarak 

değerlendirilmiş ve aralarında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p>0.05). 

4.3.5. FT-IR Analizi 

HRM, B-NE ve HRM-NE’ye ait FT-IR spekturumları Şekil 4.8’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.8. HRM, B-NE ve HRM-NE’ye ait FT-IR spekturumları 

4.3.6. NE formülasyonlarındaki Harmin İçeriğinin Tayini 

HRM-NE formülasyonu için % yükleme etkinliği değeri % 98.23 ±0.87 olarak 

saptanmıştır (n=6). 

4.3.7. İn Vitro Salım Çalışması 

HRM-NE için salım çalışması iki farklı salım ortamında [pH 1.2 HCl veya pH 6.8 

fosfat tamponu (PB)] gerçekleştirilmiş ve elde edilen salım profilleri Şekil 4.9’da 
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verilmiştir.  pH 1.2 HCl tamponunda ilk 30. dk’da, 2. saatte ve 24. saatte sırasıyla % 9.63, 

% 36.45 ve % 98.58 HRM salımı gözlenmiştir. pH 6.8 PB’de ise ilk 30. dk’da, 2. saatte 

ve 24. saatte sırasıyla % 7.90, % 29.36 ve % 89.51 HRM salımı gerçekleşmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.9. pH 1.2 HCl ve pH 6.8 PB salım ortamlarında HRM salım profili (n=3; 

Ort±SS) 

4.4. HRM ve HRM-NE’nin Sıçanlar Üzerine Etkisi 

4.4.1. Sıçanların Vücut Ağırlık Değişimleri 

Kontrol grupları ve üç farklı dozda verilen HRM ve HRM içeren NE 

formülasyonlarının oral uygulanmaları ile tedavi edilen grupların 0, 7, 14 ve 21. günler 

sonunda tartılan canlı ağırlık ortalamaları değişimi Tablo 4.5. ve Şekil 4.10’da 

gösterilmiştir. 

4.4.2. Kan Glukoz Seviyeleri 

Kontrol grupları ve üç farklı dozda verilen HRM ve HRM içeren NE 

formülasyonlarının oral uygulanmaları ile tedavi edilen grupların 0, 7, 14 ve  21. günlerde 

kan glukoz seviyelerinin değişimi Tablo 4.6. ve Şekil 4.11’de gösterilmiştir. 
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Diyabet oluşturulan grupların kan glukoz seviyeleri sağlıklı kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında, diyabet oluşturulan grupların kan glukoz seviyelerinin istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde yüksek olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). 

HRM’nin (D-HRM 5, D-HRM 10 ve D-HRM 15) ve HRM-NE’nin (D-HRM-NE 

5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15) farklı üç dozunun (D-HRM 5, D-HRM 10 ve D-

HRM 15) uygulandığı gruplardaki kan glukoz seviyelerinin diyabet grubuna kıyasla 

zamanla azaldığı tespit edilmiştir. Bu azalmanın HRM ve HRM-NE uygulanan gruplarda, 

0.gün ile 7. gün arasında (p<0.05), 7.gün ile 14. gün arasında (p<0.05) ve 14. gün ile 21. 

gün arasında (p<0.05) istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir. 

21. gün sonunda ise D-HRM-NE 5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15 uygulanan 

grupların kan şekeri seviyelerinin D-HRM 5, D-HRM 10 ve D-HRM 15 uygulanan 

gruplardan daha düşük olduğu ve D-HRM-NE 15 grubunun kan şekeri seviyesinin D-

HRM 15 grubundan daha düşük olduğu ve aralarında anlamlı bir farkın olduğu tespit 

edilmiştir (p<0.05). 
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Tablo 4.5. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulama sonrası 0, 7, 14 ve 21.günlerde vücut ağırlıkları 

SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 

mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon,  D-

HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu + 

15 mg/kg HRM uygulanan grup,  D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: 

Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup. 

 

 

 

 0. GÜN     Tedavi 7. GÜN   Tedavi 14. GÜN     Tedavi 21. GÜN 

GRUPLAR ORT  SS ORT  SS ORT  SS ORT  SS 

SK 168.35 ± 6.24 181.52 ± 4.31 196.89 ± 7.08 218.36 ± 5.64 

DK 235.41 ± 11.56 216.87 ± 12.72 187.58 ± 7.98 161.32 ± 16.21 

HRM 15 187.25 ± 5.98 202.65 ± 6.27 218.36 ± 9.42 238.78 ± 7.47 

HRM-NE 15 190.12 ± 6.08 200.54 ± 9.82 215.98 ± 12.76 237.46 ± 13.96 

B-NE  198.63 ± 9.27 208.35 ± 10.85 217.21 ± 11.58 239.85 ± 12.34 

D-BNE 215.58 ± 13.87 200.11 ± 5.33 179.23 ± 16.07 160.12 ± 6.89 

D- HRM 5 205.00 ± 7.33 171.31 ± 7.83 176.14 ± 9.57 180.52 ± 9.46 

D- HRM 10 192.26 ± 6.58 169.25 ± 11.28 174.59 ± 13.37 177.45 ± 8.10 

D- HRM 15 185.00 ± 10.16 167.36 ± 13.48 171.02 ± 10.22 174.33 ± 14.25 

D- HRM-NE 5 195.00 ± 11.07 179.00 ± 6.45 181.98 ± 4.76 190.85 ± 8.29 

D- HRM-NE 10 183.00 ± 5.61 165.00 ± 9.57 173.00 ± 10.58 179.00 ± 10.29 

D- HRM-NE 15 186.00 ± 8.67 167.00 ± 10.96 171.00 ± 9.52 182.00 ± 9.81 
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Şekil 4.10. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulama sonrası 0, 7, 14 ve 21.günlerde ölçülen vücut ağırlıkları  
SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 

mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon,  D-

HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu + 

15 mg/kg HRM uygulanan grup,  D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: 

Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup 
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Tablo 4.6. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulama sonrası 0, 7, 14 ve 21.günlerde kan glukoz düzeyleri 

 0. GÜN      Tedavi 7. GÜN     Tedavi 14. GÜN     Tedavi 21. GÜN 

GRUPLAR ORT  SS ORT  SS ORT  SS ORT  SS 

SK 138.33 ± 10.31 140.33 ± 4.72 139.17 ± 9.11 136.00 ± 11.76 

DK 486.75 ± 7.04 502.75 ± 19.97 521.30 ± 20.89 531.25 ± 11.70 

HRM 15 130.71 ± 8.42 123.43 ± 7.21 134.14 ± 12.44 128.43 ± 6.70 

HRM-NE 15 141.43 ± 7.04 138.86 ± 9.63 132.71 ± 9.88 130.71 ± 8.98 

B-NE  131.57 ± 10.08 132.43 ± 14.56 144.29 ± 7.16 139.71 ± 10.93 

D-BNE 502.67 ± 12.88 496.67 ± 8.73 494.83 ± 13.98 498.83 ± 13.82 

D- HRM 5 498.00 ± 8.79 432.29 ± 8.38 383.29 ± 8.46 326.86 ± 7.65 

D- HRM 10 525.29 ± 12.42 423.29 ± 10.03 323.86 ± 16.74 283.14 ± 8.61 

D- HRM 15 519.29 ± 14.71 380.43 ± 14.49 306.43 ± 10.42 266.71 ± 12.47 

D- HRM-NE 5 533.00 ± 17.77 471.00 ± 8.50 349.71 ± 8.98 271.29 ± 10.63 

D- HRM-NE 10 523.43 ± 18.43 418.86 ± 13.56 296.57 ± 15.61 238.14 ± 10.51 

D- HRM-NE 15 517.00 ± 16.36 404.00 ± 10.70 278.00 ± 15.15 218.17 ± 8.68 

SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 

mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon,  D-

HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu + 

15 mg/kg HRM uygulanan grup,  D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: 

Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup. 
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Şekil 4.11. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulama sonrası 0, 7, 14 ve 21.günlerde kan glukoz düzeyleri    
SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 

mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-

HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 

mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik 

sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye 

eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup. 
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4.4.3. AST ve ALT Düzeyleri 

Kontrol grupları ile, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulanması ile tedavi edilen grupların 21. gün sonunda alınan kan serum numunelerinde 

AST ve ALT düzeyleri Tablo 4.7 ‘de gösterilmiştir. 

Tablo 4.7. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulama 

sonrası AST ve ALT düzeyleri 

Gruplar AST (U/L) ALT(U/L) 

SK 157.08 ± 16.80a 76.60 ± 6.42a 

DK 662.20 ± 13.21e 574.33 ± 5.68h 

HRM 15 149.60 ± 13.61a 80.00 ± 11.00a 

HRM-NE 15 183.61 ± 31.17a 69.00 ± 11.54a 

B-NE 171.40 ± 31.66a 69.60 ± 6.54a 

D-BNE 601.00 ± 4.24d,e 532.00 ± 24.37a 

D- HRM 5 556.40 ± 18.12d  472.80 ± 20.50f 

D- HRM 10 374.18 ± 42.86c 350.00 ± 29.73d 

D- HRM 15 194.38 ± 52.83a  262.33 ± 27.44c 

D- HRM-NE 5 581.58 ± 12.09d 455.40 ± 20.51e  

D- HRM-NE 10 299.00 ± 17.50b  309.00 ± 19.42d 

D- HRM-NE 15 162.00 ± 12.57a  177.00 ± 14.52b  

SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek 

doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE formülasyonu 

uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan 

grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 

10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu + 

15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg 

HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren 

NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + 

HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup. 
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Kontrol grupları ile, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulanması ile tedavi edilen grupların 21. gün sonunda alınan kan serum numunelerinde 

AST düzeyleri Şekil 4.12’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.12. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulama sonrası grupların AST seviyeleri 

Sonuçlarda, aynı harf veya harflerle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı 

kabul edildi (p˃0.05). Farklı harflerle gösterilen değerler arasında anlamlı bir fark olduğu kabul edildi 

(p˂0.05). Çoklu karşılaştırmalarda Duncan testi uygulandı.SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik 

kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: 

HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı 

sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: 

Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg 

HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 

5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- 

HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) 

formülasyonu uygulanan grup. 

 

SK grubu DK grubu ile karşılaştırıldığında bu gruplar arasında AST seviyeleri 

farkının istatistiksel açıdan anlamlı olduğu tespit edilmiştir (p<0.05).  DK grubu D-BNE 

grubu ile karşılaştırıldığında grupların AST seviyelerinin birbirine yakın olduğu 

belirlenmiştir (p>0.05). SK grubu ile HRM 15, HRM-NE 15 ve B-NE kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında AST seviyelerinin birbirine yakın olduğu ve aralarındaki farkın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı gözlemlenmiştir (p>0.05). DK grubu ile D-HRM ve 

D-HRM- NE’nin uygulandığı bütün gruplar karşılaştırıldığında, D-HRM ve D-HRM-
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NE’nin uygulandığı bütün grupların AST seviyelerinin DK grubuna göre daha düşük 

olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). Aynı doz uygulanan D-HRM 5 ve D-HRM-NE 5 

grupları arasındaki AST değerlerinin birbirine yakın olduğu görülmüştür (p>0.05). Aynı 

doz içeren D-HRM 10 ile D-HRM 15 grupları ile D-HRM-NE 10 ile D-HEM-NE 15 

grupları arasındaki AST seviyeleri karşılaştırıldığında NE uygulanan grupların AST 

seviyeleri daha düşük olduğu belirlenmiştir (p<0.05). SK grubu ile karşılaştırıldığında D-

HRM 15 ve D-HRM-NE 15 gruplarının AST seviyeleri arasındaki farkın istatistiksel 

açıdan anlamlı olmadığı değerlendirilmiştir (p>0.05) ancak SK grubu ile D-HRM ve D-

HRM-NE diğer dozları (5 mg/kg, 10 mg/kg) karşılaştırıldığında AST seviyelerinin 

aralarındaki farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05) (Tablo 4.7, 

Şekil 4.12). 

  Kontrol grupları ile; HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulanması ile tedavi edilen grupların 21. gün sonunda alınan kan serum numunelerinde 

ALT düzeyleri Şekil 4.13’de verilmiştir. 
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Şekil 4.13. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulama sonrası grupların ALT düzeyleri 
Sonuçlarda, aynı harf veya harflerle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı 

kabul edildi (p˃0.05). Farklı harflerle gösterilen değerler arasında anlamlı bir fark olduğu kabul edildi 

(p˂0.05). Çoklu karşılaştırmalarda Duncan testi uygulandı. SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik 

kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: 

HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı 

sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: 

Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg 

HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 

5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- 

HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) 

formülasyonu uygulanan grup. 

 

SK grubu ile DK grubu karşılaştırıldığında gruplar arasındaki ALT seviyeleri 

farkının istatistiksel açıdan anlamlı olduğu gözlemlenmiştir (p<0.05).  DK ile D-BNE 

gruplarının ALT seviyeleri birbirine yakın olsada aralarındaki farkın isatistiksel anlamlı 

olduğu tespit edilmiştir (p<0.05).  DK grubu ile D-HRM ve D-HRM-NE‘nin uygulandığı 

bütün gruplar karşılaştırıldığında, D-HRM ve D-HRM-NE gruplarının ALT seviyelerinin 

DK grubuna göre daha düşük olduğu belirlenmiştir (p<0.05). SK grubu ile HRM 15, 

HRM-NE 15 ve B-NE kontrol grupları ile karşılaştırıldığında ALT seviyelerinin birbirine 

yakın olduğu ve aralarındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı gözlemlenmiştir 

(p>0.05). Aynı doz içeren D-HRM 5, D-HRM 10, D-HRM 15 ile D-HRM-NE 5, D-

HRM-NE 10, D-HRM-NE 15 grupları arasındaki ALT seviyeleri karşılaştırıldığında NE 
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uygulanan grupların ALT seviyelerinin daha düşük olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). SK 

grubu ile karşılaştırıldığında D-HRM ve D-HRM-NE gruplarının tamamının ALT 

seviyeleri arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). 

(Tablo 4.7, Şekil 4.13) 

4.4.4. SOD Aktiviteleri, GSH ve MDA Seviyeleri 

Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulanması 

sonucu tedavi edilen grupların 21. gün sonunda karaciğer dokusundaki SOD aktiviteleri, 

GSH ve MDA seviyeleri Tablo 4.8 ‘de verilmiştir. 

Tablo 4.8. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral uygulama 

sonrası grupların SOD aktiviteleri, GSH ve MDA seviyeleri 

Gruplar SOD 

(U/mg 

protein) 

GSH 

(nmol/mg 

protein) 

MDA 

(nmol /mg 

protein) 

SK 2.04 ± 0.03g 28.58 ± 2.05g 4.32 ± 0.78a,b 

DK 0.71 ± 0.03a 7.24 ± 0.26a 9.28 ± 0.34f 

HRM 15 1.97 ± 0.06g  25.77 ± 2.78f 4.42 ± 0.78b 

HRM-NE 15 1.98 ± 0.05g 26.57 ± 2.20f 4.17 ± 0.34a,b 

B-NE  1.87 ± 0.08f 23.72 ± 1.90e 4.50 ± 0.52b 

D-BNE 0.80± 0.10b 8.14 ± 0.56a 9.10± 0.67f 

D-HRM 5 1.13 ± 0.10c 9.98 ± 0.72b 7.50 ± 0.55e 

D-HRM 10 1.35 ± 0.05d 10.96 ± 0.52b 6.95 ± 0.36d,e 

D-HRM 15 1.48 ± 0.07e  13.82 ± 0.96c 6.48 ± 0.40d 

D-HRM-NE 5 1.29± 0.03d 11.15 ± 0.85b 6.84 ± 0.52d 

D-HRM-NE 10 1.54 ± 0.07e 14.30 ± 0.81c 5.39 ± 0.49c 

D-HRM-NE 15 1.87 ± 0.04f 20.17 ± 1.17d 3.71 ± 0.42a 

Sonuçlarda, aynı harf veya harflerle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı 

kabul edildi (p˃0.05). Farklı harflerle gösterilen değerler arasında anlamlı bir fark olduğu kabul edildi 

(p˂0.05). Çoklu karşılaştırmalarda Duncan testi uygulandı. SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik 

kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: 

HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı 



 

68 

 

sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: 

Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg 

HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 

5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, D- 

HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) 

formülasyonu uygulanan grup. 

 
 

 

 

Şekil 4.14. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulama sonrası grupların SOD aktiviteleri 
Sonuçlarda, aynı harf veya harflerle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı kabul 

edildi (p˃0.05). Farklı harflerle gösterilen değerler arasında anlamlı bir fark olduğu kabul edildi (p˂0.05). Çoklu 

karşılaştırmalarda Duncan testi uygulandı. SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı 

sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE 

formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik 

sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: 

Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM 

uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup. 

 

SK grubu, DK grubu ile karşılaştırıldığında gruplar arasındaki SOD aktiviteleri 

farkının istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). SK grubu ile HRM 15 

ve HRM-NE 15 kontrol grupları karşılaştırıldığında bu grupların SOD aktivitelerinin 

birbirine yakın olduğu ve istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olmadığı belirlenmiştir 

(p>0.05). D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandığı bütün grupların SOD aktiviteleri DK 

grubuna göre daha yüksek bulunmuştur (p<0.05). D-BNE uygulanan gruba göre D-HRM 

ve D-HRM-NE ‘nin tüm dozlarının uygulandığı gruplardaki SOD aktiviteleri arasındaki 
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farkın anlamlı olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). D-HRM 10 ile D-HRM-NE 5 ve D-HRM 

15 ile D-HRM-NE 10 grupları karşılaştırıldığında bu grupların SOD aktivitelerinin 

birbirine yakın olduğu ve istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olmadığı gözlemlenmiştir 

(p>0.05). SK grubu ile karşılaştırıldığında D-HRM-NE 15 grubunun SOD aktivitesinin 

SK grubuna yakın olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). (Tablo 4.8, Şekil 4.14) 

 

Şekil 4.15. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulama sonrası grupların GSH düzeyleri 
Sonuçlarda, aynı harf veya harflerle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı kabul 

edildi (p˃0.05). Farklı harflerle gösterilen değerler arasında anlamlı bir fark olduğu kabul edildi (p˂0.05). Çoklu 

karşılaştırmalarda Duncan testi uygulandı. SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı 

sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE 

formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik 

sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: 

Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM 

uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup. 

 

SK grubu DK grubu ile karşılaştırıldığında grupların GSH seviyeleri arasındaki 

farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu tespit edilmiştir (p<0.05).  DK grubu ile D-BNE 

grubu karşılaştırıldığında grupların GSH seviyelerinin birbirine yakın olduğu 

belirlenmiştir (p>0.05). HRM 15 ve HRM-NE 15 kontrol grupları SK grubu 

karşılaştırıldığında GSH seviyelerinin birbirine yakın olduğu ve aralarındaki farkın 

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı gözlemlenmiştir (p>0.05). B-NE kontrol grubunun 
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GSH seviyesi ise SK grubuna göre düşük bulunmuştur (p<0.05).  DK grubu ile D-HRM 

ve D-HRM-NE uygulanan tüm gruplar karşılaştırıldığında bu grupların GSH 

seviyelerinin DK grubuna göre daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). D-BNE 

uygulanan gruba göre D-HRM ve D-HRM-NE uygulanan tüm gruplar karşılaştırıldığında 

bu grupların GSH seviyelerinin D-BNE grubuna göre daha yüksek olduğu ve aralarındaki 

farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu tespit edilmiştir (p<0.05). D-HRM-NE 5 grubu 

ile D-HRM 5 ve D-HRM 10 gruplarının GSH seviyeleri karşılaştırıldığında bu grupların 

GSH seviyelerinin birbirine yakın olduğu bulunmuştur (p>0.05). D-HRM-NE 15 grubu 

D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandığı bütün gruplarla karşılaştırıldığında D-HRM-NE 

15 grubunun GSH seviyesinin diğer gruplardan daha yüksek olduğu ve aralarındaki farkın 

statistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). (Tablo. 4.8, Şekil 4.15) 

 

 

Şekil 4.16. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulama sonrası grupların MDA düzeyleri 
Sonuçlarda, aynı harf veya harflerle gösterilen değerler arasında istatistiksel olarak önemli bir fark olmadığı kabul 

edildi (p˃0.05). Farklı harflerle gösterilen değerler arasında anlamlı bir fark olduğu kabul edildi (p˂0.05). Çoklu 

karşılaştırmalarda Duncan testi uygulandı. SK: Sağlıklı kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Sağlıklı 

sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE 

formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, B-NE: Sağlıklı sıçan grubu+Boş nanaoemülsiyon, D-BNE: Diyabetik 

sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: 

Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM 

uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu 

uygulanan grup. 
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SK grubu ile DK grubu karşılaştırıldığında MDA seviyeleri arasındaki farkın 

istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05).  DK grubu D-BNE grubu ile 

karşılaştırıldığında MDA seviyelerinin birbirine yakın olduğu tespit edilmiştir (p>0.05). 

SK grubu ile HRM, HRM-NE ve B-NE kontrol grupları karşılaştırıldığında bu grupların 

MDA seviyelerinin birbirine yakın olduğu ve istatistiksel açıdan aralarındaki farkın 

anlamlı olmadığı gözlemlenmiştir (p>0.05). D-HRM 5 ve D-HRM 10 gruplarının MDA 

seviyelerinin aralarındaki farkın anlamlı olmadığı tespit edilmiştir (p>0.05). Aynı şekilde 

D-HRM 10, D-HRM 15 ve D-HRM-NE 5 gruplarının MDA seviyelerinin birbirlerine 

yakın olduğu değerlendirilmiştir (p>0.05). D-HRM-NE 15 grubu ile SK grubu 

karşılaştırıldığında MDA seviyelerinin birbirine yakın olduğu ve aralarındaki farkın 

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı tespit edilmiştir (p>0.05). (Tablo 4.8, Şekil 4.16.) 

4.5. Histolojik Bulgular 

Sağlıklı kontrol grubuna ait karaciğer kesitlerinin histolojik incelemesinde, 

hepatositlerin santral ven etrafında ışınsal bir düzende dizildiği gözlendi. Hücre sınırları 

belirgindi ve çekirdekler normal görünümdeydi. Sinüzoidler, hepatosit kordonları 

arasında düzenli bir şekilde dallanmış bir yapı sergiliyordu (Şekil 4.17.a). Diyabet 

grubundaki sıçanlara ait karaciğer dokuları incelendiğinde, histolojik yapının neredeyse 

tamamen bozulduğu gözlenmiştir. Sinüzoidal dilatasyon ve konjesyona ilaveten 

hepatositlerin ışınsal tarzda diziliminin bozulduğu izlenmiştir. Hücrelerin sınırları ayırt 

edilemiyordu, sitoplazmik şişme ve balonlaşma dejenerasyonu belirgin bir şekilde 

görülmüştür. Hepatositlerde yoğun bir dejenerasyon ve yer yer nekroz alanları belirgin 

bir şekilde mevcuttu. Ayrıca hepatositlerde mikroveziküler tarzda lipid damlacıkları vardı 

(Şekil 4.17.b). Diyabetik olmayan HRM 15, HRM- NE 15 ve B-NE kontrol gruplarında 

histolojik görünüm sağlıklı kontrol grubuna benzer şekilde normal bir görünüm 

sergilemiştir (Şekil 4.17.c,d ve e). D-BNE grubunun karaciğer kesitlerinde diyabetik 
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hasar bulguları belirgin bir şekilde mevcuttu (Şekil 4.17.f). D-HRM 5 grubunun karaciğer 

hasarının histolojik görüntüsü diyabet grubundakine benzer bir görünüm sergilemiştir 

(Şekil 4.17.g). D-HRM 10 ve D-HRM 15 gruplarında dejenere hücrelerde ve lipid 

damlacıklarında azalma vardı ve özellikle yüksek doz grubunda sinüzoidler normal 

görünümdeydi (Şekil 4.17.h ve i ). D-HRM-NE 5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15 

gruplarında karaciğerin histolojik görünümünde belirgin bir düzelmenin olduğu dikkat 

çekiyordu. Karaciğer morfolojisindeki bu düzelme artan dozlarla ilişkili bir şekilde 

yüksek doz harmin verilen grupta en belirgindi (Şekil 4.17. j, k ve l). 

 

 

 

 
 

Şekil 4.17. Kontrol grupları, HRM ve HRM içeren NE formülasyonlarının oral 

uygulanması gruplara ait karaciğer kesitlerinin histolojik görüntüleri 
cv: Santral ven; h: Hepatosit; s: Sinüzoid; ds: dilate sinüzoid; ok: Lipid damlacıkları; ds: dilate sinüzoid; ✶: Nekrotik 

görünümlü alanlar; ok başı: balonlaşma dejenerasyonu;  Boya: Hematoksilen-Eozin. Barlar: 50 µm.  a: Sağlıklı kontrol 

grubu, b: Diyabetik kontrol grubu, c: Sağlıklı sıçan grubu + HRM yüksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, d: HRM 

yüksek doz (15 mg/kg) içeren NE formülasyonu uygulanan sağlıklı kontrol grup, e: Sağlıklı sıçan grubu+Boş 

nanaoemülsiyon, f: Diyabetik sıçan grubu+ Boş nanoemülsiyon, g: Diyabetik sıçan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan 

grup, h: Diyabetik sıçan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, i: Diyabetik sıçan grubu +15 mg/kg HRM uygulanan 

grup, j: Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (5 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, k: 

Diyabetik sıçan grubu + HRM içeren NE (10 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup, l: Diyabetik 

sıçan grubu + HRM içeren NE (15 mg/kg HRM’ye eşdeğer) formülasyonu uygulanan grup. 
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5. TARTIŞMA 

Besinlerden alınan glukozu enerji üretimi için kan dolaşımından alarak hücrelere 

geçişini sağlayan temel hormon insülindir. İnsülin hormonunun eksikliği veya etkin 

şekilde kullanılmaması sonucu kanda glukoz seviyesi artar ve DM gözlemlenir. Kan 

şekeri seviyesinin sürekli yüksek olması ise vücutta birçok organının zarar görmesine, 

nöropati, kardiyovasküler hastalıklar, nefropati gibi kalıcı hasarlara neden olmaktadır 

(Subramoniam, 2016; Yki-Järvinen, 1992). DM’nin sık görülmesi ve kesin bir tedavisinin 

olmayışı bu hastalığı önemli bir araştırma konusu yapmaktadır. DM tedavisinde oluşan 

yan etkiler nedeniyle hastalar arasında antidiyabetik aktiviteye sahip, doğal ürünlerin 

kullanımına olan talep giderek artmaktadır (Tohma ve Gulçin, 2010; Visavadiya ve ark., 

2009). Çalışmamız kapsamında çözünürlüğü kısıtlı olan HRM’nin emiliminin ve 

dolayısıyla etkinliğinin artması için NE formülasyonu geliştirilmiş ve bu farklı dozlardaki 

nanoemülsiyon formülasyonu STZ-NA ile indüklenen diyabetik sıçanlara uygulanarak 

hipoglisemik, antioksidan etkileri ve histopatolojik değerlendirmesi yapılmıştır. 

Formülasyonda oleik asit yağ fazı; Span 80, Tween 80, Labrasol ve Pluronic F68 ise 

yüzey etkin madde olarak kullanılmıştır. Bu çalışma, sıçan diyabet modelinde HRM-NE 

içeren NE formülasyonlarının antioksidan ve hipoglisemik etkilerini ele alan ilk 

çalışmadır. 

İlaç taşıyıcı sistemler ilaç dozu ve dozlama sıklığınının azaltılarak yan etkilerin 

azaltması veya ortadan kaldırılması, etkin maddelerin salım hızının ve salım yerinin 

kontrol edilmesi ve etkili bir tedavi sağlanması amacıyla geliştirilmektedir. 

Konvansiyonel dozaj formlarında ilacın plazma düzeyini etkili alanda tutabilmek 

amacıyla belirli aralıklarla tekrar eden dozlarda verilmesi gerekmektedir. Bunun 

sonucunda ise ilaç plazma konsantrasyonunun toksik alana çıkmasına veya ilacın etkisiz 

alana düşmesine sebep olabilmektedir. Yeni ilaç taşıyıcı sistemlerde ise etkin madde 
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plazma düzeyinin belirli bir süre terapötik aralıkta kalmasını sağlayarak dozlama sıklığı 

azaltılabilmektedir. Bu sayede geleneksel ilaçlara göre daha düşük bir doz ile tedavi 

sağlanabilmekte, ilaç yan etkileri minimize edilmektedir. Ayrıca hastaların yaşam 

kaliteside artırılmaktadır (Bhagwat ve Vaidhya, 2013; Gürsoy, 2002; Tüylek, 2017). NE 

formülasyonları, nano-boyutlu damlacıkların sağladığı geniş yüzey alanı ve yapısındaki 

yüzey etkin maddeler ile emilimin ve oral biyoyararlanımın artmasını sağlayabilmektedir 

(Gürsoy, 2014; Shaikh ve ark., 2012). Yapılan bir çalışmada, Andrographis paniculata 

bitkisinden elde edilen, antiinflamatuar, antikanser ve antioksidan özellik gösteren ve 

çözünürlüğü düşük olan “Andrographolide”in biyoyararlanımının artırılması için NE 

formülasyonları geliştirilmiş ve yapılan farmakokinetik çalışmada süspansiyon 

formülasyonu ile karşılaştırıldığında biyoyararlanımda yaklaşık olarak 6 kat bir iyileşme 

tespit edilmiştir (Yen ve ark., 2018). Yine yapılan farklı çalışmalarda da NE 

formülasyonlarının biyoyararlanımda artış sağlaması açısından faydalı oldukları tespit 

edilmiştir (Akhtar ve ark., 2014, 2016; Nanjwade ve ark., 2013). 

NE formülasyonların karakterizasyonunda damlacık boyutu ve PDI oldukça 

önemli olup fiziksel stabiliteyi ve biyoyararlanımı etkileyen parametrelerden biridir 

(Keservani ve Sharma, 2018;Gajendıran ve Abraham, 2019; Zeng ve ark., 2019). 

Hazırlanan NE formülasyonlarının ortalama damlacık boyutu ve PDI değeri ölçülmüş ve 

sırasıyla B-NE için 187.09±3.74 nm ve 0.23±0.02; HRM-NE için ise 194.07±5.78 nm ve 

0.27±0.03 olarak bulunmuştur (Tablo 4.3.). NE formülasyonuna HRM ilavesi ile hem 

damlacık boyutunda hem de PDI değerlerinde istatistiksel değerlendirme sonucunda 

anlamlı bir artış olduğu görülmüştür (p<0.05). PDI değeri damlacık boyutu dağılımının 

tekdüzeliğini ifade etmektedir (Danaei ve ark., 2018). B-NE ve HRM-NE 

formülasyonlarının PDI değerlerinin 0.3’ten küçük olması, damlacık boyutu dağılımının 
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dar bir aralıkta olduğunu ve homojenliğinin iyi olduğunu göstermektedir (Kaplan ve ark., 

2019).  

Zeta potansiyel, kollaidal dağılımların elektrokinetik potansiyeli olup stabilitenin 

değerlendirilmesinde oldukça önemlidir. Benzer yüklü damlacıkların birbirini itme 

derecesinin bir göstergesidir. Genel olarak 30 mV üzerindeki mutlak zeta potansiyel 

değerlerinin emülsiyonlar için iyi bir stabilite sağladığı bilinmektedir (Mahfoudhi ve ark., 

2016). Çalışmamızda B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının mutlak zeta potansiyel 

değerleri sırasıyla -32.93±2.89 ve -38.67±2.92 mV olarak tespit edilmiştir (Tablo 4.3.).  

B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının morfolojik analizleri TEM ile yapılmıştır. 

Analiz sonucunda damlacıkların yaklaşık küresel ve nano-boyutlu olduğu görülmüştür 

(Şekil 4.6. ve Şekil 4.7.). 

B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının FT-IR spekturumları incelendiğinde 

HRM’ye ait karakteristik piklerin görülmediği, B-NE ve HRM-NE formülasyonlarının 

FT-IR spekturumlarının benzer olduğu görülmüştür (Şekil 4.8.). Bu durum HRM’nin 

formülasyonda moleküler düzeyde dağıldığını ve HRM ile diğer formülasyon bileşenleri 

arasında kimyasal bir etkileşim olmadığını göstermektedir (Kaplan ve ark., 2019).  

Çalışmamız iki farklı salım ortamında [pH 1.2 HCl veya pH 6.8 fosfat tamponu 

(PB)] gerçekleştirilmiştir. 24 saat sonunda pH 1.2 HCl’de %98.58, pH 6.8 PB’de ise % 

89.51 HRM salımı olduğu belirlenmiştir. Asidik pH’da HRM’nin çözünürlüğünün 

artmasına bağlı olarak daha hızlı bir salım edilmiştir (Şekil 4.9). Elde edilen sonuçlar 

literatür ile uyumlu bulunmuştur (Bei ve ark., 2013; Chen ve ark., 2016; Mortazavi ve 

ark., 2021). 

DM, yaşam süresinin azalmasına ve neredeyse yetişkin ölümlerinin % 75 oranında 

artmasına sebep olan bir hastalıktır (Gregg ve ark., 2018; Oh ve ark., 2023; Rhee, 2023). 

β-hücrelerinde hasar oluşturarak diyabetin ortaya çıkmasına neden olan STZ, 
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“Streptomyces achromogenes”den elde edilen geniş spektrumlu bir antibiyotiktir 

(Aughsteen, 2000). STZ uygulandıktan sonra pankreas dokusunda reaktif oksijen ve 

nitrojen türlerinin oluşabileceği bunun sonucunda da diyabet oluştuğu sitozolik hem de 

mitokondriyal fraksiyonda gösterilmiştir (Baştar ve ark., 1998; Jang ve ark., 2000; Zeng 

ve ark., 2009).     

Yapılan bir çalışmada, erkek Sprague-Dawley ratlara bir gecelik açlıktan sonra 

Nikotinamid 110 mg/kg intraperitonel enjeksiyon yapıldıktan 15 dakika sonra sitrat 

tamponu içinde 60 mg/kg doz STZ kullanılarak sıçanlarda diyabet modeli 

oluşturulmuştur (Chen ve ark., 2013).  

Yapılan başka bir çalışmada, Albino Wistar ratlar bir gece aç bırakıldıktan sonra 

110 mg/kg NA intraperitonel olarak uygulandıktan sonra sitrat tamponunda 60 mg/kg 

STZ uygulanarak sıçanlarda diyabet modeli oluşturulmuştur (Ahmed ve ark., 2017).  

Çalışmamızda, literatürde daha önce yayınlanmış olan diyabet modeli geliştirme 

yöntemleri (Ghasemi ve ark., 2014; Sayeli ve Shenoy, 2021; Szkudelski, 2012) modifiye 

edilip kullanılarak diyabet modeli oluşturulmuştur. STZ uygulamasından önce 12 saat aç 

bırakılarak yalnızca içme suyu verilen sıçanlara ilk olarak uygulama öncesi hazırlanan 

110 mg/kg NA intraperitoneal olarak ratlara uygulanmıştır. Bu uygulamadan 15 dk sonra 

yine taze hazırlanmış sitrat tamponu içinde 60 mg/kg STZ çözeltisi intraperitonel olarak 

uygulanmıştır. STZ uygulamasından 72 saat sonra tokluk kan glukoz düzeyleri 200 

mg/dL ve üzerinde olanlar diyabetli kabul edilerek gruplara ayrılmıştır. 

Tarih öncesi çağlardan günümüze kadar insanlar hastalıkların tedavisinde binlerce 

çeşit bitki türünü kullanmışlardır. Modern tıbbın sağlık üzerindeki etkilerini göz önünde 

bulundurarak bitkisel ilaçları tek başına ya da diğer ürünlerle birlikte kullanmışlardır 

(Qadir ve Raja, 2021). Günümüzde bitkisel tedavi arayan hastaların sayısı katlanarak 

artmaktadır. Bitkisel ilaçlar gelişmekte olan dünyada temel sağlık hizmetleri için büyük 
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talep görmektedir (Pal ve Shukla, 2003). Bu sebeplerden dolayı bizde antioksidan 

aktiviteye sahip üzerlik otunun ana etken maddelerinden olan HRM’nin diyabet üzerine 

etkilerini araştırdık.  

Yapılan bir çalışmada diyabetik farelerde HRM’nin etkileri araştırılmış ve HRM 

verilen gruplarda diyabetik gruba göre karaciğer, pankreas ve böbrek dokularında oluşan 

hasarların düzeldiğini belirlemişlerdir. Elde edilen bulgular sonucunda HRM kullanılarak 

tedavi edilen farelerin daha düşük oksidatif strese, daha yüksek antioksidan kapasiteye ve 

daha düşük lipid profiline sahip olduklarını öne sürmüşlerdir (Morsy ve ark., 2023).  

DM bilinen semptomlarının yanında bilişsel işlev bozuklukları içinde ciddi bir risk 

oluşturmaktadır. Liu ve ark. harminin diyabet kaynaklı bilişsel işlev bozukluğu üzerinde 

bir etkisi olup olmadığını araştırmışlardır. Yapmış oldukları bu çalışmada STZ ile 

indüklenen diyabetik sıçanlarda HRM’nin NLRP3 inflamazon aktivasyonunu 

engelleyerek oluşan bilişsel bozuklukları hafiflettiğini tespit etmişlerdir (Liu ve ark., 

2020). 

Yapılan farklı bir çalışmada STZ (60 mg/kg) ile indüklenen diyabetik sıçanlara 

HRM 2 hafta boyunca intraperitonel olarak tek doz (10 mg/kg) uygulanmış ve HRM’nin 

hiperglisemi ve oksidatif stres gibi nedenlerle oluşan diyabetik nefropatiyi hafiflettiğini 

belirlemişlerdir (El Tabaa ve ark., 2024).  

Çalışmamızda yaptığımız ön denemeler ve literatürde mevcut olan çalışmalar 

dikkate alınarak (Fortunato ve ark., 2009) D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulama dozları 

tespit edilmiş, D-HRM ve D-HRM-NE için 5, 10 ve 15 mg/kg dozlarının uygulanmasına 

karar verilmiştir.  

Yapılan bazı çalışmalarda tek seferde yüksek doz STZ uygulaması ile oluşturulan 

diyabet sonrasında hayvanların vücut ağırlığında azalma gözlemlenmiştir (Dinçer ve ark., 

2002; Lateef ve ark., 2005; Maritim ve ark., 2003; Obrosova ve ark., 2003).  
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Çalışmamızda, sıçanlara STZ (60 mg/kg) tek doz uygulanmasından sonra 0, 7, 14 

ve 21. günlerde vücut ağırlıkları belirlenmiş, diyabet kontrol gruplarının vücut 

ağırlıklarında azalma meydana geldiği, D-HRM-NE (5, 10 ve 15 mg/kg) gruplarının ise 

vücut ağırlıklarında 21. günde çok fazla bir fark olmadığı tespit edilmiştir. 

ALT ve AST başta karaciğer olmak üzere kırmızı kan hücreleri, kalp hücreleri, 

pankreas, böbrekler ve kas dokusunda bulunan enzimlerdir. Bu enzimler öncelikli olarak 

karaciğer hastalıklarının teşhisi, kalp ve vücut dokularının hasar alıp almadığının 

belirlenmesinde yardımcı olmaktadırlar (Huang ve ark., 2006).   

Noroozi Karimabad ve ark. yapmış oldukları bir çalışmada serum karaciğer 

enzimleri olan AST, ALT, ALP ve GGT ile diyabet arasındaki ilişkiyi değerlendirmişler 

ve diyabetli hastalarda serum karaciğer enzimlerinin diyabet olmayan hastalara göre 

anlamlı bir derecede yüksek olduğunu gözlemlemişlerdir (Noroozi Karimabad ve ark., 

2022). 

Yapılan başka bir çalışmada STZ ile diyabet oluşturulan sıçanlarda kafeik asit 

fenetil esterinin etkileri biyokimyasal bazı parametreler, oksidatif stres ve histopatolojik 

olarak incelenmiştir. Çalışma sonucunda diyabet grubunun AST ve ALT seviyelerinin 

yükseldiği, tedavi edilen gruplarda ise bu seviyelerin azaldığı tespit edilmiştir (Öztürk ve 

ark., 2015).  

Eidi ve ark. yapmış olduğu bir çalışmada STZ ile indüklenerek diyabet oluşturulan 

sıçanların 14 gün boyunca bazı parametrelerle beraber AST ve ALT seviyeleri 

incelenmiştir. Yapılan inceleme sonucunda diyabetli sıçanlarda AST ve ALT 

seviyelerinin önemli derecede yükseldiği belirlenmiştir (Eidi ve ark., 2006). 

Yapılan çalışmalara paralel olarak çalışmamızda AST ve ALT seviyelerinin 

diyabetli gruplarda arttığı ancak D-HRM ve D-HRM-NE uygulaması sonucunda AST ve 

ALT seviyelerinin azaldığı gözlemlenmiştir. DK grubu ile D-HRM ve D-HRM-NE 
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grupları karşılaştırıldığında AST ve ALT seviyelerinin D-HRM ve D-HRM-NE 

gruplarında daha düşük olduğu ve bu farkın anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). 

Ayrıca artan dozlarla ilişkili bir şekilde D-HRM-NE 15 verilen grupta AST ve ALT 

seviyelerinin düşüşünün olduğu görülmüştür.  

Serbest radikaller (Süperoksit radikalleri, hidroksil radikali vs.) oksidatif 

fosforilasyon sonucu oluşmakta ve oksidatif hasarlara neden olmaktadırlar. Serbest 

radikaller ile antioksidan savunma sisteminin aktivitesi arasında denge çevresel etmenler 

vb. durumlar sonucunda bozulmakta ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonu, protein 

denatürasyonu, DNA mutasyonlarını içine alan oksidatif hasarlar oluşmaktadır 

(Scandalios, 2005). Osidatif strese karşı ilk ve öncelikli savunma mekanizmasını SOD 

oluşturmaktadır (Aksoy, 2008). Antioksidan aktiviteye sahip olan SOD süperoksit 

radikalinin zararlı etkilerine karşı kollojen dokuyu korur. Bu etki ile lipid 

peroksidasyonunun inhibe olması sağlanmış olur (Aslan ve ark., 1995). Vücut tarafından 

oksidatif hasara karşı kullanılan temel savunma mekanizmalarından biri de glutatyondur 

(Tsai, 1975). Oksidatif strese karşı eritrositlerdeki en etkili ve önemli antioksidan ajandır. 

Serbest radikal peroksidasyonunun neden olduğu fagositik hücre zararını önlemektedir 

(Akkus, 1995). Glutatyon peroksidaza bir elektron vererek hidroperoksitlerin 

azalmasında rol oynayan GSH hücre içi bir antioksidandır. Mitokondriyal GSH oksidatif 

stresin güvenilir bir parametresi olarak gösterilmektedir. Bu nedenle GSH seviyesinde 

meydana gelen azalma mitokondriyal fonksiyonun da azaldığını gösterir (Kowluru ve 

ark., 2006). DM’nin kronik bir durum oluşturması nedeniyle normal durumlarda 

metabolik subsrat ya da yakıt olarak kullanılan glukoz toksik bir madde haline dönüşür. 

DM nedeniyle oluşan hiperglisemik durumlarda serbest radikallerin düzeylerinin artması 

ile oksidatif stres artabilir (Yang ve ark., 2011). 
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Yapılan bir çalışmada, obez gestasyonel diyabetik gebelerde bakır, demir, 

molibden, selenyum ve çinkonun ile birlikte SOD düzeyinide belirlemişlerdir. Bu çalışma 

ile obez gestasyonel diyabetik gebelerde SOD düzeyinin düştüğünü tespit etmişlerdir (Al-

Saleh ve ark., 2007). 

Yapılan başka bir çalışmada, STZ ile indüklenen diyabetik sıçanlara Peganum 

harmala tohumlarının metanol ekstresi hazırlanarak oral olarak uygulanmış ve 8 hafta 

sonra sıçanlara ötenazi uygulanarak kan ve doku örnekleri toplanmıştır. Çalışmalar 

sonucunda diyabetik gruba göre tedavi edilen grupların SOD ve GSH seviyelerinde 

anlamlı bir şekilde artış, MDA seviyelerinde ise anlamlı düzeyde düşüş olduğunu 

belirlemişlerdir (Magdy ve ark., 2020).  

Bizim çalışmamızda da SK grubunun SOD aktivitesinin DK grubuna göre daha 

yüksek olduğu ve bu farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). D-

HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandığı bütün grupların SOD aktiviteleri DK grubuna göre 

daha yüksek bulunmuştur (p<0.05). SK grubu ile karşılaştırıldığında D-HRM-NE 15 

grubunun SOD aktivitesinin SK grubuna yakın olduğu tespit edilmiştir (p>0.05).   

Yapılan bir çalışmada, STZ ile indüklenerek diyabet edilen sıçanlarda zeytin 

yaprağı (Olea europaea L.)’nın etanol ekstresinin ve bundan izole edilen oleuropeinin 

emülsiyon formülasyonlarının etkileri incelenmiştir. Oleuropein ve oleuropein 

emülsiyonun iki farklı dozunun (150 ve 225 mg/kg) uygulanmasından sonra sıçanların 

SOD ve GSH düzeylerinde önemli bir artış, MDA düzeylerinde ise azalma olduğu tespit 

edilmiştir (Aggul ve ark., 2020).  

Duysak L. ve ark. yapmış oldukları bir çalışmada STZ ile oluşturulan diyabetik 

sıçanlarda glisirizin içeren NE formülasyonunun hipoglisemik ve antioksidan etkilerini 

incelemişlerdir. Glisirizin ve glisirizin içeren NE formülasyonu 3 farklı dozda (10,20 ve 

40 mg/kg) uygulanmış ve tedavi edilen grupların MDA seviyelerinin diyabetik gruba göre 
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azaldığı, SOD ve GSH seviyelerinin ise tedavi edilen grupların diyabetik gruba göre 

yükseldiğini bildirmişlerdir (Duysak ve ark., 2023). 

Çalışmamızda SK grubu DK grubu ile karşılaştırıldığında grupların GSH 

seviyeleri arasındaki fark istatistiksel olarak değerlendirildiğinde anlamlı olduğu tespit 

edilmiştir (p<0.05).  DK grubu ile D-HRM ve D-HRM-NE uygulanan tüm gruplar 

karşılaştırıldığında bu grupların GSH seviyelerinin DK grubuna göre daha yüksek olduğu 

görülmüştür (p<0.05). D-HRM-NE 15 grubu D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandığı 

bütün gruplarla karşılaştırıldığında D-HRM-NE 15 grubunun GSH seviyesinin diğer 

gruplardan daha yüksek olduğu ve aralarındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

belirlenmiştir (p<0.05). 

 MDA lipid peroksidasyonunun yan ürünü olup, çesitli hastalıklar sonucunda 

ortaya çıkmakta ve oksidatif hasarın bir belirteci olarak kullanılmaktadır. Diyabetle 

birlikte lipid peroksidasyonunun arttığı bilinmekle beraber bunun sebebinin diyabet ile 

birlikte serbest radikallerin seviyelerinin artması sonucunda olduğu düşünülmektedir. 

MDA diyabetli hastalarda oksidan/antioksidan dengesini belirlemek için kullanılan 

önemli bir belirteçtir. Lipid peroksidasyonunda kararsız olan peroksitler MDA gibi 

aldehitlere ayrışır. MDA yapısında en az iki çift bağ bulunduran araşidonik asit gibi çoklu 

doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonu ile oluşan toksik bir maddedir. Lipid 

peroksidasyonunun son ürünü MDA olduğundan MDA ölçümü ile lipid 

peroksidasyonunun değerlendirilmesi mümkün olmaktadır. Yapılan çalışmalar 

neticesinde, hiperglisemi durumunda oksidatif hasardaki artış sonucunda lipit 

peroksidasyonunun arttığı tespit edilmiştir (Berryman ve ark., 2005; Kannan ve Jain, 

2000; Zhang ve ark., 2008).  

 Jalili ve ark. yapmış oldukları bir çalışmada HRM’nin metotreksat kaynaklı 

nefrotoksisiteye karşı terapötik etkileri fareler üzerinde incelenmiştir. Fareler 6 gruba 
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ayrılmış ve metotreksat 20 mg/kg, HRM ise 3 farklı dozda (5, 10 ve 20 mg/kg) 

intraperitonel olarak 14 gün uygulanmıştır. Uygulama sonucunda HRM verilen kontrol 

gruplarının SOD seviyesinin metotreksat verilen gruba göre daha yüksek, MDA 

seviyesinin ise HRM uygulanan kontrol gruplarında metoreksat uygulanan gruba göre 

daha düşük düzeyde olduğunu tespit etmişlerdir (Jalili ve ark., 2021). 

Yapılan bir çalışmada, sıçanlarda diyabet hastalığı öncesinde ve sonrasında 

oksidan-antioksidan durumlar karşılaştırılmış ve MDA seviyelerinin diyabetli grupta 

yüksek olduğu bildirilmiştir (p<0.05) (Akkaya ve Çelik, 2010). 

Yapılan başka bir çalışmada STZ ile indüklenen diyabetik sıçanlarda Peganum 

harmala tohumlarının hidroalkolik ekstraktının antidiyabetik ve antihiperlipidemik 

etkileri incelenmiştir. Ratlar 8 gruba ayrılmış olup ekstrakt diyabetik sıçanlara 4 hafta 

boyunca oral yoldan uygulanmıştır. Tedavi sonrası diyabetik sıçanlara göre tedavi 

gruplarının glukoz, lipid profilleri, AST, ALT ve MDA seviyelerinde belirgin bir düşüş 

gözlemlemişlerdir. Bütün ekstrakt gruplarında MDA seviyesinde ki düşüşün ise anlamlı 

olduğunu tespit etmişlerdir (p<0.01) (Komeili ve ark., 2016).  

Bizim çalışmamızda da, SK grubu ile DK grubu karşılaştırıldığında MDA 

seviyeleri arasındaki farkın istatistiksel açıdan anlamlı olduğu belirlenmiştir (p<0.05). D-

HRM 10, D-HRM 15 ve D-HRM-NE 5 gruplarının MDA seviyelerinin birbirlerine yakın 

olduğu değerlendirilmiştir (p>0.05). D-HRM-NE 15 grubu ile SK grubu 

karşılaştırıldığında ise MDA seviyelerinin birbirine yakın olduğu ve aralarındaki farkın 

istatistiksel açıdan anlamlı olmadığı tespit edilmiştir (p>0.05).  

Yapılan bir çalışmada diyabetik farelerde HRM uygulaması sonucunda diyabetik 

gruba göre kontrol gruplarında böbrek ve pankreas yapısında ki patolojik hasar 

insidansının azaldığı, karaciğerin histolojik kesitlerinde ortaya çıkan hücresel nekroz ve 

hasarlı hepositlerin etkili bir şekilde düzeldiği tespit edilmiştir (Morsy ve ark., 2023).  
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Bizim çalışmamızda da histopatolojik değerlendirmeler sonucunda D-HRM 10 ve 

D-HRM 15 gruplarında dejenere hücrelerde ve lipid damlacıklarında azalma tespit 

edilmiştir ve özellikle yüksek doz grubunda sinüzoidlerin normal görünümde olduğu 

belirlenmiştir. HRM içeren NE (D-HRM-NE 5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15) 

gruplarında karaciğerin histolojik görünümünde belirgin bir düzelmenin olduğu ve 

karaciğer morfolojisindeki bu düzelmenin artan dozlarla ilişkili bir şekilde D-HRM-NE 

15 verilen grupta en fazla olduğu tespit edilmiştir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Bu çalışma ile; HRM içeren NE formülasyonu başarılı bir şekilde hazırlanmış ve 

karakterizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir.  

 HRM’nin miktar tayini için HPLC yöntemi geliştirilerek analitik yöntem 

validasyonu gerçekleştirilmiştir.  

 NE formülasyonları başarılı bir şekilde hazırlanmış ve in vitro karakterizasyon 

çalışmaları yapılmıştır.  

 Farklı dozlarda hazırlanan HRM-NE formülasyonlarının in vivo etkinliği 

incelenmiş ve HRM uygulanan gruplara göre HRM-NE uygulanan grupların kan 

şekeri seviyelerinin daha düşük olduğu saptanmıştır.  

 Bu çalışma ile; HRM ve HRM içeren NE uygulamaları, diyabetik sıçanlarda 

belirgin bir antioksidan etki göstermiştir. Özellikle HRM-NE formülasyonları 

GSH seviyelerinde ve SOD aktivitelerinde önemli bir artış sağlarken MDA 

seviyelerinde anlamlı bir azalma gözlemlenmiştir. 

 Tedavi edilen diyabetik sıçanların karaciğer fonksiyonlarına dair ölçülen AST ve 

ALT seviyelerinde belirgin bir iyileşme kaydedilmiştir. HRM-NE uygulanan 

gruplarda bu iyileşmenin doza bağlı olarak daha belirgin olduğu gözlemlenmiştir. 

 Histopatolojik analizler, HRM ve HRM-NE tedavilerinin diyabetik sıçanların 

karaciğer morfolojisini iyileştirdiğini ve sağlıklı gruba benzer bir yapıya 

dönüştürdüğünü ortaya koymuştur. Bu iyileşme HRM-NE gruplarında daha 

belirgin olmuştur. 

 Bu çalışmanın bulguları, HRM-NE formülasyonlarının diyabet tedavisinde 

potansiyel bir ajan olabileceğini göstermektedir. Klinik çalışmalar yapılarak 

HRM-NE’nin insanlar üzerindeki etkileri araştırılmalıdır. 



 

85 

 

 HRM ve HRM-NE’nin uzun vadeli etkileri ve güvenirliliği araştırılmalıdır. Bu 

çalışmalar, hem diyabetin kronik doğası hem de tedavinin uzun süreli kullanımı 

için önemlidir. 

 HRM-NE optimal doz aralığını belirlemek için daha fazla çalışma yapılmalıdır. 

Ayrıca çalışmada kullanılan en yüksek doz olan 15 mg/kg üzerindeki dozlarla 

etkinlik ve toksisite çalışmaları ileride yapılacak olan çalışmalara ışık tutacaktır. 

Bu, hem etkili tedavi sunmak hem de olası yan etkileri minimize etmek için 

gereklidir. 

  Sonuç olarak, ilaç taşıyıcı sistem şeklinde hazırlanan HRM-NE 

formülasyonlarının diyabet üzerine olumlu etkiler oluşturduğu ve diyabetik 

sıçanların karaciğer dokularında oluşan hasarın azaltılmasında etkili olabileceği 

belirlenmiştir. İlaç taşıyıcı sistem olarak hazırlanan NE formülasyonlarının saf 

HRM'nin oral biyoyararlanımını artırmak için faydalı olabileceği tespit edilmiştir. 

Yapılan bu çalışma ile elde edilen verilerin literatüre ve sonraki çalışmalara katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir. 
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