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OZET

Harmin iceren Tagsiyic1 Sistemlerin Diyabetik Ratlar Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Amag: Yapilan bu ¢aligsma, streptozotosin-nikotinamid (STZ-NA) ile indiiklenen
diyabetik si¢anlarda Harmin (HRM) ve HRM igeren nanoemiilsiyon (NE)
formiilasyonlarinin diyabet iizerine etkilerinin biyokimyasal ve histopatolojik agidan
incelemek i¢in tasarlanmistir.

Materyal ve Metot: HRM ve HRM-NE’nin 5, 10 ve 15 mg/kg dozlar1 verilen
diyabetik siganlar 21 giin boyunca giinliik tek doz siv1 halde oral uygulanmasiyla tedavi
edildi. 21 giin sonunda siganlarin karaciger doku 6rneklerinde SOD aktiviteleri, GSH ve
MDA seviyeleri tespit edildi. Dokularin bir kisminda da histopatolojik ¢aligmalar yapildi.
Sicanlardan alinan kanlarda AST, ALT ve glukoz seviyeleri 6l¢iildii.

Bulgular: Ug farkli dozlarda verilen HRM ve HRM-NE formiilasyonlarinin
uygulamasindan sonra, tedavi edilen diyabetik sicanlarin GSH seviyeleri ile SOD
aktivitelerinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis, MDA, ALT ve AST seviyelerinde ise
istatistiksel olarak onemli diizeyde azalma belirlendi (p<0.05). Kan glukoz seviyelerinin
HRM-NE uygulanan gruplarda diger gruplara oranla diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05).
Uygulanan HRM-NE gruplarinda artan doza bagli olarak diyabetik siganlarin AST ve
ALT seviyelerinin diistiigii gézlemlendi (p<0.05). Histopatolojik bulgularda da, diyabetik
sicanlarin  ozellikle HRM-NE verilen gruplarinda iyilesmenin meydana geldigi ve
karaciger morfolojisinin saglikli gruba ait goriintiilere benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Sonug¢: Sonug olarak, HRM’nin antioksidan ve antidiyabetik etkisinin oldugu,
diyabetik siganlara verilen ayn1 dozlardaki HRM’ye nazaran biyoyararlanimi artirilarak

verilen HRM-NE’nin daha fazla antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, diyabet, harmin, nanoemiilsiyon, 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. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), viicutta insiilinin yetersiz olmasi sonucunda olusan,
kronik hiperglisemi, protein, karbonhidrat ve yag metabolizmasinda bozukluk, kapiller
membran degisiklikleri ve hizlanan damar sertligi, damar tikanikligi gibi belirtilerle
seyreden kronik ve ilerleyici bir hastaliktir (Kahn ve ark., 2001). Diabetes Mellitus’un
tilkemizde ve diinyada goriilme oraninin giderek artmasi ve tedavi harcamalarinin
yiiksekligi, bunlarin yani sira kesin tedavi yonteminin hala gelistirilmemis olmas1 da bu
konuyu 6nemli bir aragtirma alan1 yapmaktadir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun
(UDF) 2021 y1l1 Diyabet Atlasi’nda belirtildigi tizere, 2021’de diinya genelinde diyabet
hastasi olan 537 milyon insan bulundugu ve bu sayinin 2030 yilinda 643 milyona, 2043’te
ise 783 milyon olacagi 6ngoriilmektedir (International Diabetes Federation, 2021).

Diyabet hastalarinda serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun kayda
deger bir artis gosterdigi ve oksidatif stres sonucunda diyabetin ortaya cikisi ve seyri
tizerinde rolii oldugu bilinmektedir (Pitkdnen ve ark., 1992). Bu sebeple diyabet gibi
yasam tarziyla iligkili hastaliklar1 6nlemenin yollarini belirleyebilmek i¢in oksidatif stres
ile ilgili caligmalar son derece yarar saglamaktadir. Diyabet hastaligi siiresince
hiperglisemik durumlarda, serbest radikal diizeylerinin yilikselmesi oksidatif stresi
artirabilmektedir (Yang ve ark., 2011).

Diyabet gibi yasam tarziyla iligkili hastaliklar1 Onlemenin yollarini
belirleyebilmek igin oksidatif stres ile ilgili caligmalar son derece yarar saglamaktadir.
Diyabette oksidatif hasarin etkilerini engellemek amaciyla dogal antioksidanlara talep
giderek artmaktadir. Yapilan bazi c¢aligmalarda, diyabet hastalarinda antioksidan
aktiviteye sahip Dbitkilerin ekstrelerini deneyerek oksidatif stresi baskilamaya

calismiglardir (Wang ve Ng, 1999).



Peganum harmala (Uzerlik bitkisi) uzun Omiirlii, tilysiiz ve otsu bir bitkidir.
Afrika, Asya ve Amerika kitalarinin sicak bolgelerinde yaygin olarak goriilmekle beraber
daha ¢ok kuzey yarim kiirede biiyiik bir yayilim alanina sahiptir. Tiirkiye’de ise 6zellikle
Orta Anadolu bolgesinde biiyiik bir yayilim alanina sahiptir. Bu bolgede yetisen tizerlik
bitkisi genellikle 30-70 cm arasinda degisen boyutlarda olup uzun 6miirlii, otsu ve sert
yapil1 bir gévdesi vardir. Deniz seviyesinden baslayarak 1500 metre yiikseklige kadar
olan alanlarda dogal olarak bulunur. Cok pargali ve diizensiz olan yapraklari 3-5 cm
uzunlugundadir. Bazi alanlarda yetisen iizerlik bitkisi tilirlerinin yapraklarinda benekler
oldugu goriilmiistiir. Tek, beyazimsi ve uzun sapl ¢igekleri bulunmaktadir. Bu ¢igekleri
ise genellikle Mayis ile Haziran aylarinda agmaktadir. Cok tohumlu olan meyvesi genel
olarak nohut biiyiikliigiinde ve yuvarlak bir kapsiil seklindedir. Bu Kapsiiller sonbahar
mevsimi yaklastik¢a olgunlasir, kahverengi-siyah renkte tiggen piramit seklini alarak 2-5
mm uzunluga ulagir. Bitkinin tohumlari olgunlasan bu kapsiiller i¢inde yer almakta olup
piirtiiklii ve kanatl bir yapiya sahiptirler (Kiric1 ve ark., 2018). Uzerlik bitkisinin aktif
bilesenleri olan alkaloitlerin ¢ogu tohum ve koklerinde bulunmaktadir (Mahmoudian ve
ark., 2002). Bu alkaloitler arasinda, lizerlik bitkisinin ana alkaloitleri olan harmalin ve
harmin bulunmaktadir. Harmalin, harmine gore daha yiiksek bir toksisiteye sahiptir
(Sharaf ve ark., 1997). Yapilan ¢alismalar neticesinde tizerlik bitkisinin iltahap giderici,
sinirsel rahatsizliklar azaltici, antitiimér, antidiyabetik, antioksidan ve serbest radikalleri
etkisiz hale getirebilme etkisinin oldugu belirlenmistir (Berrougui ve ark., 2006; Hamden
ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2020).

Nanoemiilsiyonlar (NE), su ve yag fazlarinin yiizey etkin madde/maddeler ile bir
araya getirilmesi ile hazirlanan, dispers faz damlacik biiyiikligii genellikle 100-600 nm
arasinda olan sistemlerdir. Sicaklik, pH ve seyreltmeye kars1 dayanikli olan bu sistemler

kinetik olarak stabildir. Hem hidrofilik hem de hidrofobik maddeler i¢in uygun sistemler



olan nanoemiilsiyonlar, maddelerin ¢oziinilirliiglinii ve biyoyararlanimini artirmaktadir.
Nanoemiilsiyonlar farkli uygulama yollaria (oral, topikal, nazal, parenteral vb.) yonelik
hazirlanabilmektedir (Cinar, 2017; Sharma ve ark., 2010).

Yaptigimiz ¢alismada, harminin absorbsiyonunu artirmak i¢in NE formiilasyonu
gelistirilmis, harminin hem saf hem de NE formiilasyonlar1 Streptozotosin-Nikotinamid
(STZ-NA) ile indiiklenmis diyabetik ratlara verilmis, boylece diyabetin neden oldugu
oksidatif stresin etkilerinin hem biyokimyasal hem de histolopatolojik olarak incelenmesi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus (DM) Tanim

Diabetes mellitus (DM), endojen insiilinin mutlak ya da goreceli eksikligi veya
periferik etkisizligi sonucu ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi, karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda bozukluk, kapiller membran degisiklikleri ve hizlanmis ateroskleroz
ile seyreden kronik, progresif bir hastaliktir (Kahn ve ark., 2001).

Pankreas tarafindan iiretilen insiilin besinlerde bulunan glukozun enerji tiretimi
icin kan dolasimindan alarak, viicuttaki hiicrelere gegisini saglayan temel
hormondur. Insiilin eksikligi veya etkin sekilde kullanilmamasi sonucu bu déngii
bozularak DM nin klinik bir gostergesi olan kan sekerinin yiiksek seviyelere ¢ikmasina
neden olur. Kan sekeri seviyesinin siirekli yiiksek olmasi ise viicutta birgok organinin
zarar gormesine, noropati, kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati gibi kalici hasarlara
neden olmaktadir (Subramoniam, 2016; YKki-Jarvinen, 1992).

DM lipoprotein, karbonhidrat ve lipid metabolizmasinda hasarlara neden olmakla
beraber hiperlipidemi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon ve aterosklerozis gibi birgok
komplikasyonlarin olusmasina sebep olan bir hastaliktir (Kahn ve ark., 2001).

2.1.1. Epidemiyoloji

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (UDF) tarafindan 2021 yilinda yayimlanan
Diyabet Atlasi’na gore, diinya genelinde DM hasta sayisinin 537 milyon oldugu, 2030
yilinda bu sayinin 643 milyon, 2043 yilinda ise 783 milyona ulasacagi ongoriilmektedir.
Bu tarih araliginda diinya niifusunun %20, diyabetli insan sayisinin ise %46 oraninda
artacagi belirtilmektedir. DM diinyada bircok iilkede insan oliimlerine sebep olan
hastaliklar siralamasinda ilk 5 igerisinde yer almaktadir (International Diabetes

Federation, 2021).



Son yillarda diyabet prevalansina etki eden faktorlerde 6nemli diizeyde artis
oldugu konusunda dikkat ¢ekilmektedir. Ozellikle Tip Il diyabet icin belirtilen risk
faktorleri ile birlikte, genel olarak diyabet prevalansinin artis sebepleri, yasam
tarzlarindaki olusan farkliliklar (6rn. fast food tiiketimi, yasam tarzindaki hareketsizlik ve
obezite), ekosistemde beklenen degisimler ve sehir niifusunun giderek yaslanmasi gibi
faktorler olarak gosterilmektedir. Kirsal alanlarda diyabet prevalans: % 7.2 iken kentsel
alanlarda diyabet prevalansi %10,8’lik oran ile daha yiiksektir (International Diabetes
Federation, 2019).

Diinya niifusuna gore Birlesmis Milletler (BM) 20-79 yas arasi yetigkinlerde 2021
yili diyabet prevalansinin % 10.5, erkeklerde %10.8 ve kadmlarda ise %10.2 oldugunu
rapor etmistir. 2021 yilinda, 215 tilke ve bolgede 20-79 yas aras1 kisiler arasinda diyabetli
hasta sayisinin 536.6 milyon oldugu diistiniilmektedir. 2045 yil1 i¢in ise 783.2 milyon
insanin diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir (Sun ve ark., 2022).

Tiirkiye’de ilk kez diyabet taramalari ile ilgili veriler, 1960’11 yillarin baslarinda
Tiirk Diyabet Cemiyet’nin baglattig1 taramalarla belirlenmeye baglamistir. Glukoziirinin
fazlalig1 nedeniyle baslatilan ¢alismalarda 18 yas iistiinde ortalama % 1.5-2 araliginda bir
prevalans bildirilmis olup bu oran giderek yiikselis gostermistir. Tirkiye’de niifusa dayali
ilk diyabet taramas1 1999-2000 yillarinda Tiirk Diyabet Epidemiyoloji Caligma Grubu
(TURDEP) tarafindan yapilmis ve diyabet prevalansi yetiskin niifusta % 7.2 ve bozulmus
Glukoz toleransi prevalansi ise %6.7 olarak bildirilmistir. 15 sehir ve 540 merkezde Ocak
2010-Haziran 2010 tarihleri arasinda tamamlanan TURDEP-II ¢alismasinda ise Tiirk
yetiskin toplumunda diyabet sikhiginin % 13.7’ye ulastigi tespit edilmistir (Satman ve

ark., 2002).



2.1.2. DM’nin Tanis1

Diyabetin bilinen klasik semptomlar1 arasinda istahsizlik, polidipsi, poliiiri,
polifaji, halsizlik, hizli ve erken yorgunluk, agiz kurulugu yer almaktadir. Bunlarla
beraber daha az goriilen semptomlar ise, sebepsiz ve belirlenemeyen kilo kaybi, bulanik
gorme, siirekli tekrarlayan enfeksiyonlar yer almaktadir (Mellitus ve Tani, 2020). DM
tanis1 glisemik belirteclerin Olglimii vasitasiyla ortaya konulmaktadir. Bu belirtegler
hemoglobin (HbA1C), aclik plazma glukozu (APG), 75 gr oral glukoz tolerans testi
(OGTT) ve rastgele plazma glukozu (PG) olmak tizere 4 ayr1 degerlendirme yolu vardir.
Bu belirteglerden birinin olmasi DM tanisi i¢in yeterli olmaktadir (Committee, 2022;

Gospin ve ark., 2017).

Tablo 2.1. DM nin tam kriterleri

DM’nin Tam Kriterleri

1. Diyabet semptomlar1 ve > 200 md/dL plazma glukoz diizeyi
2. Aglik plazma glukoz diizeyi > 126 mg/dL, en az 8§ saatlik tam aclik sonrasi
3. Oral glukoz tolerans testinde 2. Saat plazma glukoz diizeyi > 200 mg/ dL

4. Standardize metotla (HPLC) 6lgiilen HbA1C > % 6.5

Ayrica PG diizeyine gore diyabet tanisi konulmamis ama PG degeri normalin
tizerinde olan kisiler prediyabetli olarak kabul edilmistir. Bozulmus a¢lik glukozu (BAG)
ve bozulmus glukoz tolerans1 (BGT) olan kisiler prediyabetikdir. Bu donemde patolojik
degisikler meydana gelebildigi ancak klinik septomlarin ise goériilmedigi sessiz evre
olarak ifade edilmektedir. Miidahale edilmedigi takdirde prediyabet ilerleyerek belli bir
stire sonra Tip Il diyabete donlismektedir (Genuth ve ark., 2003; Gospin ve ark., 2017).

1) Aghik Plazma Glukozu (APG): En az 8 saatlik aglik sonrasi plazma glukoz

diizeyinin Ol¢iilmesine dayali bir yontemdir. APG seviyesi yetiskinlerde 74-106 mg/dL



(45 - 59 mmol/L), ¢ocuklarda ise 60-100 mg/dL (3.5 - 5.6 mmol/L) oldugu
bildirilmektedir (Organization, 2006).

2) Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT): Diinya Saglik Orgiitii (DSO), yiiksek
diyabet risk grubunda olan kisilere OGTT yapilmasini tavsiye etmektedir. Bu testin
uygulanacag1 giinden, ii¢ glin Oncesinden baslanarak kisilere gilinliik en az 150 g
karbonhidrat igirilerek diyet uygulanir. Test esnasinda kisi oturur pozisyonda olmali,
fiziksel hareketlerden olabildigince kaginmali ve yiyecek ya da i¢ecek tiikketmemelidir.
Yetiskinlere 75 g glukoz, ¢ocuklara ise 75 g’1 gegmeyecek sekilde 1.75 g/kg glukoz
icirilmesinden 2 saat sonra kandaki glukoz diizeyinin 140 mg/dL ve iizerinde olmasi
durumunda tan1 konulmaktadir (Organization, 2006).

3) Rastgele Kan Glukoz Olg¢iimii: Diyabet semptomlarinin goriildiigii herhangi
bir zaman diliminde yapilan 6l¢tim sonucu plazma glukoz seviyesinin 200 mg/dL ve
tistiinde olmas1 durumunda tani konulmaktadir (Organization, 2006).

4) Hemoglobin Alc (HbAlc): HbAlc’nin > %6.5 olmasi durumunda diyabet
tanis1 konulmaktadir (Organization, 2006).

5) Prediyabet: Bozulmus aglik glukozu (100-125 mg/dL) ve bozulmus glukoz
toleransin1 (140-199 mg/dL) ifade etmektedir (X. Zhang ve ark., 2010). Ayrica ADA
tarafindan glikolize HbA 1c¢ degerinin %35.7- 6.4 araliginda olmasi prediyabet olarak kabul
edilmektedir (Association, 2013).

2.1.3. Diyabetin Komplikasyonlari

Diyabetin komplikasyonlar1 akut ve kronik komplikasyonlar olmak {izere iki
grupta incelenebilir.

A) Akut (metabolik) Komplikasyonlar: Akut komplikasyonlar dort farkli klinik
olay1 icermekte olup bunlari su sekilde siniflandirabiliriz.

- Diyabetik ketoasidoz



- Hiperosmolor non-ketotik koma
- Laktik asidoz
- Hipoglisemi
B) Kronik (dejeneratif) Komplikasyonlar: Kronik komplikasyonlari
makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar olmak tizere iki ana grupta incelemek
miimkiin olup bu gruplarida kendi alt gruplarina asagidaki gibi ayrilmaktadir.
1) Makrovaskiiler Komplikasyonlar
- Kardiyovaskiiler hastaliklar
- Serebrovaskiiler hastaliklar
- Periferik damar hastaliklar
2) Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
- Diyabetik nefropati
- Diyabetik retinopati
- Diyabetik ndropati
3) Diger Komplikasyonlar: Beyin ile ilgili psikolojik sorunlar (demans,
Alzheimer), diyabetik ayak, vs. (DG, 2007).
2.1.4. Diyabet Siniflamasi
Diyabetin nedeninin ve patogenezinin her gegen giin daha iyi anlasiimasiyla,
diyabetin siniflamasi1 da devamli yenilenmektedir. Diyabetin siniflamasina ait ilk karar,
1979 yilinda Ulusal Diyabet Calisma Grubu tarafindan yaymlanmis ve 1980 yilinda
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kiiciik degisikliklerle kabul edilmistir (Canzian
ve ark., 1996).
1. Tip | Diyabet (Genellikle mutlak insiilin noksanligina sebep olan j-hiicre
yikimi vardir)

2. Tip Il Diyabet (lerleyici insiilin sekresyon defekti ile karakterizedir)



3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (Gebelik ile ortaya ¢ikan ve ¢ogunlukla
dogumla birlikte diizelen diyabet)
4. Diger spesifik diyabet tipleri

2.1.4.1. Tip I Diabetes Mellitus

Tip | pankreas beta hiicrelerinin T-hiicre aracili veya otoimmiin dis1 nedenlerle
hasar gormesiyle olusan, mutlak insiilin yetmezligi ve buna bagl olarak gelisen
hiperglisemi ile belirgin kronik ve metabolik bir hastaliktir. Otoimmiinitenin varligina
gore de kendi i¢inde Tip Ia ve Tip Ib olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Devendra ve ark.,
2004).

Tip | diyabet insiiline bagimli diyabet ya da geng tipi diyabet (jlivenile onset)
olarak adlandirilmaktadir. Bu tip diyabette pankreas beta hiicrelerinden salinan insiilin
seviyesi ya ¢ok diisiik bir diizeye iner ya da salgilama tamamen durur. Bunun sebebi ise
Pankreasin Langerhans adacik hiicrelerinin lenfosit infiltrasyonu ve Beta hiicrelerinin
segici tahribatidir. Hastalik belirtisi ortaya ¢iktiginda beta hiicrelerinin neredeyse %85-
90’1 par¢alanmis durumdadir. Tip I diyabet hastasi olanlar ketoasidoz riski altindadirlar.
Hastalik tanis1 kondugu donemlerde hastalarda belirli bir kilo kaybi, ¢cok fazla susama ve
stirekli idrara ¢itkma yakinmalar1 gézlenmektedir. Bu hastalarda ketoasidoz ve olimii
engelleyebilmek icin yapilabilecek tek yol giinliik olarak insiilin verilmesidir (Avet,
2001).

Tip I DM insidansi; cografi bolge, 1k, yas ve mevsimlerle degiskenlik
gostermektedir. Tip | DM biitiin yas araliklarinda goriilebilecegi gibi daha ¢ok ¢ocukluk
ve geng eriskinlik doneminin hastaligi olarak taninmaktadir. En fazla ¢ocuklarda 5-6 ve
10-12 yaslarda goriilmektedir. Tip | DM siyah 1rkta daha az goriilme olasiligi varken

beyaz irkta, 6zellikle Kuzey Avrupa iilkelerinde daha fazla goriilmektedir (Eser, 1995).



2.1.4.2. Tip Il Diabetes Mellitus

Tip Il diyabet, diinyadaki biitiin diyabetli hastalarin % 90'indan fazlasini olusturan,
en fazla goriilen diyabet tiriidiir. Tip 1l diyabette hiperglisemi, ilk olarak viicut
hiicrelerinin insiiline tam olarak yanit verememesinin sonucu olarak gelisir ve bu duruma
insiilin direnci denir. Insiilin direnci sonucunda hormon daha az etkilidir ve zamanla
insiilin Giretiminde artisa neden olur. Zamanla pankreasin, beta hiicrelerinin talebini temin
edememesi sonucu yetersiz insiilin tiretimi gelisir (International Diabetes Federation.
2021).

Ozellikle 30’lu yaslardan sonra ortaya cikmakta olup giiclii genetik yatkinliktan
bahsedilebilir. Baglangicta siklikla semptom goriillmemekte ve hastalarin ¢ogu obez ya da
fazla kiloludur (i. Satman ve al., 2019). Tip Il DM sinsi olarak baslamakta ve yillarca
asemptomatik olarak kalabilmektedir. Bu nedenle tani konulmadan 8-12 yil 6nce
hastaligin basladig1 soylenebilir (Klein ve ark., 1996).

Kontrol edilmeyen ve yiiksek seviyede ilerleyen kan glukozu belli bir zaman sonra
birgok komplikasyonun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Lipit, protein ve
karbonhidrat metabolizmasinda olusan bozukluklar ile seyreden kompleks metabolik bir
hastalik olan Tip Il DM, sik¢a obezite ile birlikte gelisip, kalp-damar hastaliklari, bobrek
yetmezligi ile sonuglanan nefropati, sinir sistemi hastalig1 ndropati, korliige kadar gotiiren
retinopati ve ayak tlserleri gibi uzun vade komplikasyonlar1 sonucu fel¢, gangren veya
koroner hastaliklarin olusma riskini artirmaktadir (Ozkan, 1998; Wareham ve O’Rahilly,
1998).

Diyabet tedavisinde temel amag; plazma glukozunun normal smirlarda olmasi,
olusacak komplikasyonlarin Oniine ge¢ilmesi ve kardiyovaskiiler risk faktorlerinin

kontrol altina alinmasi olmalidir. Diizenli kontroller ile etkili yasam tarzi yonetimi ve
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gerekirse ilag tedavisi ile erken olusabilecek diyabetin 6niine gegilebilir ve Tip Il diyabetli
kisiler daha uzun ve saglikli bir yasam siirdiirebilmektedir. (Satman ve ark., 2019).
2.1.4.3. Gestasyonel Diyabet (GDM)

Gebelikle beraber olusan ve genelde gebeligin 24-28. haftalarinda yapilan testler
ile tamimlanabilen ve ¢ogu kez gebelikten sonra son bulan bir diyabet tipidir (Plows ve
ark., 2018). UDF 2017 tahminlerine gore, GDM diinya ¢apindaki hamileliklerin %14’ {inii
etkilemekte ve bu oranin yilda yaklasik 18 milyon doguma denk geldigi bilinmektedir.
GDM, insiilin direnci sebebiyle ortaya ¢ikar ve bunun nedeni ise plasentanin hormon
tiretimidir. Gestasyonel diyabetin olusmasinda en 6nemli etkiler ise; ileri yas, gebelik
sliresince alinan fazla kilolar, obezite, ailede diyabet varligi veya dogumsal anomaliye
sahip bebek dogurmak sayilabilir. GDM, gebelik siiresince daha ¢ok ikinci ve tigiincii
trimesterlerde gézlemlenirken ayn1 zamanda gebeligin herhangi bir doneminde de ortaya
cikabilmektedir (Federation, 2017).

ADA ve DSO’ye gére GDM tam kriterleri asagidaki tabloda 6zet halinde

gosterilmistir (International Diabetes Federation. 2021).

Tablo 2.2. ADA ve DSO’e gére GDM tan kriterleri

APG(mg/dL) 1.saat 2.saat 3.saat
PG(mg/dL) PG(mg/dL) PG(mg/dL)
DSO 75 g glukozlu >126 - >140 -
kriterleri OGTT (Bir
1999 patolojik
sonug tani
icin
yeterlidir).
ADA 75 g glukozlu >92 >180 >153 -
kriterleri OGTT (Bir
patolojik
sonug tani
icin
yeterlidir).
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2.1.4.4. Spesifik Nedenlere Bagh Diyabet

Diyabetli kisi Tip I, Tip Il DM ya da GDM degilse spesifik nedenlere bagli diyabet
olarak tanimlanabilir. Beta hiicre fonksiyonunda olusan genetik defektler, insiilin
etkisinde genetik defektler, ekzokrin pankreas hastaliklari, ilaglarla ve kimyasal
maddelerle olusan diyabet ve diyabet ile birlikte goriilen diger genetik sendromlarin
sebep oldugu diyabet, spesifik nedenlere bagl diyabet tiirleri olarak adlandirilmaktadir
(Grubu, 2020).

2.2. Oksidatif Stres

Enerjinin aciga ¢iktig1 bircok metabolik reaksiyon sirasinda oksijen kullanilir ve
bu reaksiyonlar esnasinda molekiiler oksijen indirgenir ve su olusur. Oksijen tam
indirgenmedigi zaman ise bagisiklik ve hiicre canlilig1 igin tehlike meydana getirebilecek
yeni molekiiller sentez edilir. Bunun sonucunda oksijenin serbest radikalleri ve reaktif
oksijen tirtinlerine fazla maruziyet, hiicre ve dokularda toksik etki gostererek hiicreler i¢in
tehlikeli bir durum ortaya ¢ikarabilmektedir (Sies, 2020). Oksidatif stres, reaktif oksijen
barindiran bilesiklerin normal sartlar altinda olmas1 gerekenden ¢ok daha fazla oldugu
biyolojik sistemdeki oksidan tiirler lehine dengenin bozuldugu hiicre veya hiicre
gruplarinin spesifik bir durumu olarak tanimlanabilir (Pisoschi ve Pop, 2015).

Aerobik sartlarda hiicreler giiclii antioksidan sistemler tarafindan korunurken
olusan reaktif molekiiller ve antioksidan savunma sistemleri arasinda bir denge mevcuttur
(Sies, 2020). Bu denge bozuldugunda hiicresel fonksiyonlar kaybolarak patolojik olgular
ortaya cikar. Baska bir deyisle reaktif oksijen ¢esitlerinin iiretimi antioksidan savunma
sistemlerinin aktivitesinden daha fazla olmasi durumuna oksidatif stres denilmektedir

Finaud ve ark., 2006).
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Organizmalar tarafindan ¢esitli Ozelliklere sahip farkli serbest radikaller
iiretilmektedir. Uretilen bu tiirler arasinda reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen
tirleri (RNS) ve oksitlenmis lipidler olabilir (Finaud ve ark., 2006; Zeb, 2015).

Oksidatif stresin ortaya c¢ikarilmasinda c¢esitli belirtegler kullanilmaktadir.
Belirteglerdeki artis oksidatif stres durumunun varhigini géstermektedir. Bu belirte¢lerden
malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyonu (LPO)’nu belirtmesi nedeniyle énemli bir
yere sahiptir ve yillardir en fazla analizi yapilan belirtegler arasinda yer almaktadir
(Czerska ve ark., 2015).

ROS lipit, protein ve niikleik asit gibi hiicrede bulunan temel bilesenlere farkli
hasarlar meydana getirebilmektedir. Bu hasarlarin biyolojik yaslanmada etkili rol aldig:
ve bir¢ok hastaliga sebep oldugu yapilan arastirmalar ile kanitlamistir (Kopani ve ark.,
2006). Biitiin bunlarla beraber diyabet, karacigerin enflamatuari, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve metabolik hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikma ve ilerleme sebebi
oksidatif stres olarak diistiniillmektedir (Bhatti ve ark., 2017).

2.2.1. Oksidatif Stres ve Diyabet liskisi

Diyabet hastalarinda serbest oksijen radikalleri ve lipid peroksidasyonunun
onemli diizeyde artmasi sebebiyle diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde oksidatif stresin
etkisi olduk¢a 6nemlidir (Pitkdnen ve ark., 1992). Serbest radikallerin diyabet siiresince
yiiksek seviyede olmasi oksidatif stresin artmasina neden olabilmektedir (Yang ve ark.,
2011).

Diyabette ile birlikte lipid peroksidasyonunun arttigi bilinmektedir. Bu durumun
sebebi diyabetik kosullardan dolay artan serbest radikal diizeyine bagli oldugu tahmin
edilmektedir. Lipid peroksidasyonunun yan {iiriinlerinden biri olan MDA diyabette
oksidan/ antioksidan dengesinin belirlenmesinde 6nemli bir gostergedir. Lipid

peroksidasyonunda kararsiz olan peroksitler MDA gibi aldehitlere ayrismaktadir. MDA,
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lipid peroksidasyonunun son iriiniidiir. Lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesi
MDA 6l¢iimii ile yapilabilmektedir (Chi ve ark., 2016; Halliwell ve Gutteridge, 2015).
Stiperoksit radikalinin zararl etkilerine kars1 acrobik organizmalar1 koruyan antioksidan
Ozellige sahip enzimlerden biri ise SOD enzimidir. SOD kolajen dokuyu siiperoksitin
zararl etkilerinden koruyarak lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir (Aslan ve ark.,
1995). Antioksidan savunma sistemini degerlendirmek i¢in total glutatyon seviyeside
Ol¢iilmektedir (Aksoy, 2002).

2.2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha ¢ok sayida eslesmemis elektron igeren atomik
veya molekiiler yapidaki maddelerdir. Serbest radikaller bulundurduklari eslesmemis
elektronlar nedeniyle kimyasal olarak ¢ok aktiftirler ve ortamda bulunan diger
biyomolekiillere saldirarak onlarin biyolojik yapilarini bozarlar. Bu radikalik ve reaktif
ara uriinler proteinleri, niikleik asitleri ve lipitleri oksitleyerek metabolizmada olumsuz
sonuglar olustururlar. Antioksidan sistemler ise bu radikal ve reaktif ara tiriinlerden
kaynaklanan olumsuz etkileri yok etmektedirler (Fantel, 1996; Stadtman, 2004; Temple,
2000).

Serbest radikaller 3 yolla olusabilirler (Bast ve ark., 1991; Cheeseman ve Slater,
1993; Mitchell, 1961):

1. Kovalent bagli bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birinin
kalmas1 sonucunda olusan homolitik kirilma,

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
kirilmasi,

3. Normal bir molekiile bir elektron eklenmesi.
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Bu mekanizmalardan herhangi biri ile olusan serbest radikallerin, organizmada
bircok yapida hasara neden oldugu ve hiicresel fonksiyon bozukluklarina sebebiyet
verdigi bilinmektedir (Kilinc ve Kilinc, 2002).

2.2.2.1. Serbest Radikal Tiirleri

Aerobik metabolizmaya sahip olan memelilerde molekiiler oksijenden tiireyen
serbest radikaller serbest radikallerin kaynagini olusturdugu kabul edilmektedir. Aerobik
canlilarda enerji i¢in molekiiler oksijeni kullanamak zorunda olmalar1 nedeniyle oksijenin
toksik triinleri ile yasamlarini siirdiirebilme zorunlulugunu ortaya ¢ikarmistir (AkKus,
1995; Aruoma, 1998; Aslan ve ark., 1995).

Molekiiler oksijen eslenmemis elektron, atomik oksijen ise eslenmemis iki
elektrona sahiptir. Bu nedenle bazen oksijen diradikal olarak da degerlendirilmektedir.
Bu yapisindan dolay1 oksijen diger serbest radikallerle ¢ok kolay reaksiyona girerken
radikal olmayan maddeler ile ¢ok daha yavag reaksiyona girmektedir (Akkus, 1995; Aslan
ve ark., 1995; Henle ve Linn, 1997).

Metabolik reaksiyonlarda oksijen suya indirgenmektedir. Bu indirgenme
esnasinda rediiksiyon veya rediiksiyon ara basamaklarinda ¢ok sayida metabolit olarak
ara triinler olusur. Olusan bu iriinlerin tamami radikal olmadigindan reaktif oksijen
tirleri ismini almaktadirlar.(Akkus, 1995; Aslan ve ark., 1995; Bast ve ark., 1991;
Halliwell, 1984).

Serbest radikallerin en 6nemlileri oksijen tiirevi serbest radikaller olup bazende
oksijen tiirevi olmayan ve daha az olarak kiikiirt ve karbon merkezli radikaller de
olusmaktadir (Carr ve Frei, 1999; Girotti, 1998; Halliwell, 1994).

2.2.2.2. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikal kaynaklari endojen ve ekzojen kaynaklar olarak ayrilmaktadir

(Cemeli ve ark., 2009).
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Endojen Kaynaklar

Aminoasit oksidaz, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, gibi bazi enzimlerin
katalitik dongiileri sirasinda serbest radikaller olusabilmektedir (McCord ve Fridovich,
1968). Plazma membraninda bulunan protein kinaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz
enzimleri gibi baz1 enzimlerin aktivasyonu sonucunda serbest kalan arasidonik asidin
oksidasyonu ile serbest radikaller olusmaktadir (Kadiiska ve ark., 2005).

Aktif olan fagosit hiicrelerde solunumsal patlama esnasinda siiperoksit anyonu,
hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve hipoklorik asit gibi birgok reaktif oksijen tiirleri
olusmaktadir (Gutteridge, 1995). Hiicrelerde en biiyiik reaktif oksijen tiirii kaynagi
mitokondriyal elektron transport sistemidir ve bu sistemde olusan elektron kagagi,
stiperoksit radikali tiretebilmektedir (Halliwell, 1994).

Ekzojen Kaynaklar

Radyasyon, solventler, hava kirliligi, stres, sigara dumani, pestisidler gibi sebepler
ise serbest radikal olusumuna neden olan ekzojen kaynaklar olarak sOylenebilir
(Halliwell, 1994).

2.2.2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller (Siiperoksit radikalleri, hidroksil radikali vs.) oksidatif
fosforilasyon neticesinde olusurlar ve oksidatif hasarlara sebep olmaktadirlar. Cevresel
etmenler vb. durumlar sonucunda serbest radikaller ile antioksidan savunma sisteminin
aktivitesi arasindaki denge bozularak lipid peroksidasyonu, protein denatiirasyonu, DNA
mutasyonlarini kapsayan oksidatif hasarlar olusmaktadir (Scandalios, 2005).

2.3. Antioksidanlar ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Oksidatif stresin olusmasini ve bundan kaynakli hasarlar1 engellemek igin viicut
cesitli koruma mekanizmalar1 olusturmustur. Bu mekanizmalara antioksidan savunma

mekanizmalar1 olarak adlandirilmaktadir. Savunma mekanizlar1 hiicrede olusan hasari
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etkisiz  hale getirmektedirler.  Antioksidan savunma mekanizmalar, lipid
peroksidasyonunun baslamasini engellemek i¢i hidroksil radikallerini stipiirmek, oksijen
fazlaligin1 diisiirmek, metal iyonlarini baglayarak etkisiz hale getirmek gibi bir¢ok sekilde
savunma gorevini yerine getirmektedirler (Giirsoy, 2008).
2.3.1. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalar:
Antioksidanlarin etkisi ¢esitli mekanizmalar tizerinden ger¢eklesmektedir
(Halliwell ve Gutteridge, 1984).
e Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engelleyerek.
e Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu Kkatalizleyen metal iyonlarini
baglayarak.
e Serbest radikalleri dogrudan ya da antioksidan enzimler aracilig
temizleyerek.
e Hasar goren hiicresel yapilar1 onararak veya temizleyerek.
2.3.2. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi
Antioksidanlar kaynaklarina, yapilarina, yerlesim yerlerine ve ¢oziiniirliikklerine
gore siniflandirilabilirler (Evcimen, 2015).
e Yapilarina gore: Enzim olan, enzim olmayan
e (oziniirliiklerine gore: Yagda ¢oziinenler, suda ¢oziinenler
e Yerlesimlerine gore: Hiicre i¢inde bulunanlar, plazma ve diger
ekstraseliiler stvilarda bulunanlar
e Kaynaklarina gore: Endojen antiaoksidanlar, Eksojen antioksidanlar
2.3.2.1. Enzimatik Antioksidanlar
Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Oksijeni metabolik olarak kullanan tiim hiicrelerde bulunmaktadir. Siiperoksidin

hidrojen perokside dismutasyonunu katalizlemektedir (Sezer ve Keskin, 2014). Osidatif
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strese karsi ilk ve oncelikli savunma mekanizmasini SOD olusturmaktadir. Bunun nedeni
ise siiperoksit anyonu serbest radikaller zincir reaksiyonlarini giiglii bir sekilde tetikler
(M. Aksoy, 2008). Viicutda iki ¢esit SOD bulunmakta olup biri sitoplazmada yer almakta
olup igeriginde bakir ve ¢inko (Cu-Zn) ihtiva eder, digeri ise manganez (Mn) igerir ve
mitokondride bulunur. Metabolizmanin normal diizeylerde oldugu durumunlarda
hiicrelerde siiperoksit yiiksek oranda bulunsada SOD enzim aktivitesi ile siiperoksit
seviyeleri hiicre i¢inde diisiik tutulur. SOD enziminin hiicre i¢i aktivitesi yiiksek, hiicre
dis1 aktivitesi ise disiiktiir (Cikrik¢ioglu, 2001).

Katalaz

Katalaz bir hemoprotein olup 4 adet hem grubu bulunduran tiim canli hiicre
cesitlerinde farkli miktarlarda bulunmaktadir. Oksijene maruz kalan hemen hemen biitiin
organizmalarda peroksizomlarda bulunmaktadir (Kirkman ve Gaetani, 1984). Daha az
oranlarda ise hiicrenin mikrozomal ve sitozol kisimlarinda yer almaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1989). Katalaz (CAT), hidrojen peroksit ile etkin bir sekilde reaksiyona
girerek hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya katalize etmektedir. Milyonlarca
molekiil hidrojen peroksiti bir molekiil CAT pargalayabilmektedir (Kirkman ve Gaetani,
1984).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Glutatyon Rediiktaz

Viicut tarafindan oksidatif hasara karst kullanilan temel savunma
mekanizmalarindan  biri  glutatyondur.  Hiicrelerde olusan hidrojenperoksidin
indirgenmesinden sorumlu olan glutatyon peroksidaz tetramerik 4 selenyum atomu
igermekte olup sitozolik bir enzimdir (Tsai, 1975). Eritrositlerde oksidatif strese karsi en
giiclii ve hayati antioksidan ajandir. Serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik

hiicrelerin zarar gérmesini 6nlemektedir (Akkus, 1995).
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Hiicrelerde hidrojenperoksidin uzaklastirilmas: GPx ve katalaz enzimi vasitasiyla
gerceklestirilir. GPx diisiik hidrojenperoksit konsantrasyonlarinda etkili olmakta iken,
katalaz daha yiiksek konsantrasyonlarda etki gostermektedir. Bu etki sayesinde GPx
hiicrede meydana gelen hidrojenperoksit ve lipid peroksidlerini ortamdan uzaklastirmada
cok daha etkilidir. Bu sayede lipid peroksidasyonunu engelleyerek, biyolojik
membranlarin yapisinin bozulmamasinda ve fonksiyonlarini siirdiirmelerinde 6nemli bir
gorev listlenmektedirler (Freeman ve Crapo, 1982).

Glutatyon rediiktaz ise glutatyon peroksidazin hidroperoksitleri indirgemesi ile
olusan yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)
dontistiirerek dolayli olarak antioksidan etki gostermektedir (Smith, 2005).

2.3.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar aktivitesi hiicre disi sivilarda ¢ok smrli ve diisiik
orandadir. Bu sebeple enzimatik olmayan antioksidanlar hiicre dig1 ortamlarda daha aktif
rol alirlar (Halliwell, 1991). Vitaminler genel olarak biyokimyasal olaylarin
diizenlenmesinde rol ustlenirken, A, C ve E vitaminleri serbest radikallerin hiicrede
olusturacagi oksidatif hasarlar1 Onleyerek hiicrelerin normal bir sekilde islevlerini
stirdiirebilmeleri igin etki gosterirler. Hiicre ¢eperinde B-karoten gérev almakta iken, E
vitamini selenyum yardimiyla hiicre disindan igeri girmeye ¢alismakta olan saldirganlara
kars1t savunma hattin1 korumaktadir. Hiicrelerde bulunan E vitamini lipitleri oksidatif
hasara kars1 korumaktayken C vitamini ise serbest radikallerin olusturdugu etkileri
stiptirticti 6zellik gostermektedir (Valko ve ark., 2006).

2.4. Botanik Bilgiler

2.4.1. Peganum harmala L. (Uzerlik Otu)

Peganum harmala (Uzerlik bitkisi) tiiysiiz, otsu, cok yillik bir bitki olup yaklasik

30-70 cm boyunda govdesi sert bitki olarak bilinmektedir. Daha ¢ok kuzey yarim kiirede
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bliylik bir yayilim alanina sahiptir. Afrika, Asya ve Amerika kitalarinin sicak bolgelerinde
goriilmektedir. Ulkemizde ise genellikle Orta Anadolu bdlgesinde yaygin olarak
bulunmaktadir (Kirici ve ark., 2018).

Uzerlik bitkisi yapraklar1 3-5 cm uzunlugunda olup diizensiz ve c¢ok parcal,
cicekleri ise uzun sapli olup tek ve beyazimsi renklidir. Bitkinin farkli bolgelerde yetisen
tiirlerinin bazilarmin yapraklarinda benek oldugu gozlemlenmistir. Uzerlik bitkisi
genellikle May1s ve Haziran aylarinda ¢igek agmaktadir. Nohut biiyiikliigiinde toparlak
bir kapsiil biciminde ¢ok tohumlu bir meyveye sahiptir. Bu kapsiiller iiggen piramit
seklinde olup kahverengi- siyah renktedirler ve sonbahar mevsimine dogru olgunlasarak
2-5 mm uzunluga ulagmaktadirlar. Olgunlasan kapsiiller iizerinde piirtiiklii ve kanatl
tohumlar yer almaktadirlar (Kirict ve ark., 2018).

Uzerlik bitkisinin aktif bilesenleri olan alkaloitler tohumlarda ve bitkinin
koklerinde bulundugundan daha ¢ok tohumlari kullanilmaktadir (Mahmoudian ve ark.,
2002). Farkli kiiltiirlerde ve dinlerde ¢ok eski yillardan beri tibbi, dini ve ritiiel amaglarla
kullanilmistir.  Ornegin; Eski Misirhilar  {izerlik bitkisini nazardan korunmada
kullanmiglardir. Giiniimiizde ise bu gelenek Kuzey Afrika’da halen daha devam
etmektedir (Berkli, 2007).

Gegmis yillarda birgok medeniyetler tarafindan gesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan tizerlik bitkisi giiniimiizde modern tipta da farkli alanlarda (merkezi sinir
sistemi uyaricisi, solucan disiiriici) kullanilmaktadir. Halk arasinda da gesitli
hastaliklarin tedavisinde farkli sekillerde kullanilmaktadir. Bitki tohumlarinin kaynatilip
kullanilmast sonucu kani temizledigi, kan yaptigi, cildi giizellestirdigi ve basur igin

kullanilmas1 sonucu tedavi ettigi bildirilmektedir (Basbag, 1993).

20



2.4.1.1. Farmakolojik Ozellikleri

Antikanser Etki: Peganum harmala tohum ekstreleri meme kanseri hiicre
hattinda denenmis ve kanser hiicre hattinin biiyiime hizin1 azalltigi gézlemlenmistir
(Shabani ve ark., 2015).

Antimikrobiyal: Uzerlik tohumlari kullanilarak hazirlanan kloroform, petrol eteri
ve metanol ekstrelerinin, agar diliisyon yontemi ile mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisi incelenmis ve 6zellikle metanol ekstresinin gii¢lii bir antimikrobiyal
etki gosterdigi belirlenmistir (Prashanth ve John, 1999).

Antiviral Etki: Uzerlik tohumlari ile hazirlanan etanol ekstresi ve etanol
ekstresinin fraksiyonunun infleenza viriisiine karsi etkisi incelenmis ve bu viriisiin
etkilerini inhibe ettigi tespit edilmistir (Moradi ve ark., 2017).

Antidepresan Etki: Uzerlik bitkisinin tohum, kok, cicek, yaprak ve meyve
kisimlarindan olusturulan ekstrelerle gergeklestirilen bir ¢alismada, ekstrelerin
monoamin oksidaz A ve monoamin oksidaz B inhibisyon etkisine bakilarak elde edilen
sonuglar 1g18inda antidepresan potansiyelleri degerlendirilmistir. Tohum ekstresinin
insanda monoamin oksidaz A’nin giiglii inhibitori oldugu, yine tohum ve kok
ekstrelerinin monoamin oksidaz B’ye kars1 zayif bir inhibitor oldugu tespit edilmistir
(Herraiz ve ark., 2010).

2.4.2. Harmin (HRM)

Uzerlik bitkisinin baslica B-karbolin tiirevi alkaloitleri harman, harmalol, harmin,
harmol ve harmalin olup bunlarin yaninda harmasilin, harmalasinin, harmalasidin,
harmalanin, norharmin ve izoharmin alkaloitleri de ¢alismalarda izole edilmistir
(Chatterjee ve Ganguly, 1968; Kiismenoglu, 1996; Siddiqu1 ve ark., 1987, 1989). Bu
alkaloitlerden harmalin ve harmin iizerlik bitkisinin en énemli alkaloitleri olup, harmin

harmaline gére daha az toksiktir (Sharaf ve ark., 1997).
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Harmin (HRM) iizerlik bitkisinin aktif bilesenlerinin en énemlilerindendir (Pour
ve Moghadar, 2012). Harmin, ilk olarak 1847 yilinda Peganum harmala tohumlarindan
izole edilmistir. Harmin, antimikrobiyal, antitimor, antifungal, sitotoksik,
antiplasmodial, antioksidan, antimutagenik, antijenotoksik ve haliisinojenik 6zellikler
gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelere sahiptir (Patel ve ark., 2012).

HRM gosterdigi antioksidan aktivite ile serbest radikalleri siipiirerek oksidatif
stresin etkilerini azaltmaktadir. Ayrica bu antioksidan aktivitesi sayesinde LDL
oksidasyonunu inhibe etmekte ve E vitamininin kaybolma oranini azaltmaktadir
(Berrougui ve ark., 2006).

HRM  (7-metoksi-1-metil-9H-pirido[3,4-b] indol), genis spektrumlu anti-
inflamatuar ve antitiimor aktivitelerine sahip bir B-karbolin alkaloiddir. Harmin son
yillarda diyabet tedavisinde biiyiik potansiyel gostermistir (Wang ve ark., 2015).

Sikimat asit yolu, aromatik amino asit L-triptofan1 verir. L-triptofanin aromatik L-
amino asit dekarboksilaz (AADC) ile dekarboksilasyonu, bitisik halde bulunan nitrojen
atomu sebebi ile indol halkasinin C-2 karbonunda bir niikleofilik merkez igeren ve
Mannich' e katilimi saglayan triptamini tiretmektedir. Yeniden diizenlemeler sonucunda
triptaminden bir Schiff bazi olusur ve piruvat ile reaksiyona girerek [-karbolin
karboksilik asit olusturur. B-karbolin karboksilik asit ise 1-metil B-karbolin olusturmak
icin dekarboksilasyona maruz kaldiktan sonra hidroksilasyon ve ardindan metilasyon
sonucunda harmalin olusur (Berlin ve ark., 1993). Son olarak olusan harmalinin
oksidasyonu ile birlikte su kaybi1 sonucunda harmin tretilir. Harmin i¢in biyosentetik

sema asagidaki Sekil 2.1.’de gosterilmistir (Nettleship ve Slaytor, 1974).
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Sekil 2.1. Harminin biyosentetik semasi

2.5. Nanoemiilsiyonlar (NE)

2.5.1. NE Kavram ve Ozellikleri

Nanoemiilsiyonlar su ve yag fazlariin yiizey aktif madde(ler) yardimiyla biraraya
getirilmesi ile hazirlanan, Kinetik olarak stabil tasiyici sistemlerdir (Basha ve ark., 2013).
Genel olarak damlacik boyutlar1 100-500 nm arasinda degisen ve damlacik boyutuna gore
saydam veya yari-saydam goriiniimde olan kolloidal dagilimlardir (Shah ve ark., 2010).
Nanoemiilsiyonlar, damlaciklarin yag veya su olmasina gore Y/S veya S/Y tipinde
hazirlanabilmektedir. Nano-boyutlu damlaciklarda Brown hareketleri baskindir. Bu
nedenle nanoemiilsiyonlarda kremalagsma ve flokiilasyon gibi stabilite problemleri uzun
siire boyunca goriilmez. Sicaklik ve pH degisimi, seyreltme gibi dis etkilere karsi
dayanikli sistemlerdir. Termodinamik acidan kararli olmayan nanoemiilsiyonlarin
hazirlanabilmesi i¢in sisteme disardan enerji verilmesi gerekmektedir (Solans ve ark.,
2005).

NE'lerin hazirlanmasinda yag fazi, su faz1 ve ylizey aktif maddeler (siirfaktanlar)

kullanilmaktadir (Ilyasoglu ve El, 2010).
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- Yag faz1: Mumlar, kat1 ve sivi yaglar, yag alkol ve asitleri ile bunlarin esterleri,
hidrokarbonlari, gliseritleri ve silikonlari igeren tiirevler, yag fazi olarak kullanilmaktadir
(Weiss ve ark., 2006).

- Su fazi: Su ve su ile karisabilen hidrofilik 6zellige sahip maddelerden olugsmaktadir
(Weiss ve ark., 2006).

- Siirfaktan: Emiilsiyonlarda iki sivinin temas halinde oldugu her yerde ara yiizey
gerilimi olusmaktadir. Olusan bu gerilim ise surfaktanlar kullanilarak biiyiik olglide
azaltilabilmektedir (Mason ve ark., 2006).

2.5.2. Nanoemiilsiyonlarin Ustiinliikleri

e Kinetik olarak stabil sistemlerdir.

e  Cok kii¢iik damlacik boyutlar1 nedeniyle Brown hareketleri yergekimine goére daha
baskindir. Bu sayede saklama sirasinda sedimentasyon ve kremalagma olaylar
goriilmez. Ayrica damlaciklar arasindaki yiizey aktif maddelerin olusturdugu
dayanikl film, flokiilasyonu ve koalesensi dnleyerek faz ayriminin 6niine geger.

e NE'ler etkin maddelerin/aktif bilesiklerin daha ¢ok absorbe edilmesini
saglamaktadirlar.

e NE’ler kokularin maskelenmesinde kullanilabilirler.

e NE’ler, ¢6ziiniirlik sorunu olan aktif bilesiklerin ¢Oziiniirliiklerini artirirlar.
Hidrofobik veya hidrofilik 6zellikteki aktif bilesiklerin bu sistemde ¢ozlinebilmesi
sayesinde bu maddelerin emilim ve biyoyararlanimlarinda artis saglanir.

e NE’ler kisisel bakim {riinlerinde ve parfiimlerde tasiyict sistem olarak
kullanilabilmektedir. Bu sayede alkol kullanilmadan parfiimler iiretilebilmektedir.

e NE’ler aktif bilesiklerin ¢evre sartlarindan olumsuz yonde etkilenmesini 6nleyerek
stabilitelerinin artirilmasimi saglar (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. Nanoemiilsiyonlarin Sakincalari

Nanoemiilsiyonlarda damlacik boyutu kiictltiildiigii i¢in maliyet artmaktadir.
Bunun nedeni ise formiilasyon hazirlanmasinda bir¢ok 06zel cihaz ve alet
kullanilmasidir.

Erime noktasi yiiksek olan maddelerde ¢oziinme sorunu ortaya ¢ikabilmektedir.
Nanoemiilsiyonlarda damlacik  boyutu kiigiilmesi  nedeniyle  Ostwald
olgunlagmasinin yasanma riski s6z konusudur. Bu sebeple nanoemiilsiyonlar

kullanilmadan kisa siire dnce iiretilmesi tavsiye edilir (Chime ve ark., 2014).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Ad1

Mensei

Harmin

Streptozotosin

Metanol (HPLC grade)
Ripa Buffer

EDTA

HEPES

Potasyum fosfat monobazik
Potasyum fosfat dibazik
Trizma-HCI

Ketamin hidrokloriir
Ksilazin

Nikotinamid

Oleik asit

Labrasol

Tween 80

Span 80

Pluronic F68

Etanol (HPLC grade)

Termo Scientific, Hindistan
Sigma Aldrich, ABD
Isolab, Almanya

Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Eczacibasi, Turkey
Bioveta, Turkey
Sigma Aldrich, ABD
Fisher Chemical, UK
Gatte Fosse, Fransa
Merck, Almanya
Sigma, USA

BASF, Almanya
Sigma Aldrich, ABD

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2. Deneyde kullanilan cihazlar

Cihazlar

Firma

Hassas Terazi
Hassas Terazi
Buzdolabi (-86 °C)

AND, Japonya
Shimadzu, Japonya
Nuaire NU-9483E, USA
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Tablo 3.2. (Devami)

Cihazlar Firma

Derin dondurucu Vestel BZP-X1.3402W, Tiirkiye

Zetasizer Malvern Zetasizer Nano ZSP, Ingiltere

Manyetik karistirict Wisd Lab Instruments, Almanya

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

Ultra saf su cihaz1 Millipore, Direct-Q 3UV, ABD

HPLC cihazi Thermo Finnigan Surveyor, ABD

Sonikator Bandelin Sonopuls

Doku homojenizatorii TissueLyser Il

Santrifiij Hettich UNIVERSAL 32 R

pH metre Thermo Scientific, Orion 3 StarTM, ABD

TEM (Gegirimli Elektron Mikroskobu) Hitachi HighTech HT7700, Japonya

Yatay Calkalayicili su banyosu Memmert, Almanya

Fourier Doniistimli Kizilotesi (FT-IR) Shimadzu IRSprit-T cihazi, Japonya

Spektrometresi

Spektrofotometre Thermo Scientific, MULTISKAN GO,
ABD

Otomatik pipetler Eppendorf Research Plus

Vortex IKA®-Werke GmbH&Co., Almanya

) Sonoplus, HD 2070; Bandelin Electronics,
Ultrasonik prob
Almanya

3.2. Metot

NE formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve in vitro karakterizasyon g¢aligmalari
Atatiirk Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik Teknoloji Anabilim Dali 6gretim
iiyeleri Prof. Dr. Meltem CETIN ve Dr. Ogr. Uyesi Afife Biisra UGUR KAPLAN
tarafindan gercgeklestirilmistir.

3.2.1. HRM’nin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayini

HRM’nin fizikokimyasal 0Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in UV ve FT-IR
spektrumlar1 alinmistir.
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3.2.1.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FT-IR) Spektrumu

HRM’nin FT-IR spekturumu 4000-400 cm™ araliginda alinmistir.

3.2.1.2. UV Spektrumu

HRM’nin metanol ile 10 ug/mL derisimde ¢ozeltisi hazirlanmis ve UV
spekturumu 200-400 nm dalga boyu arasinda alinmustir.

3.2.2. HRM’nin HPLC ile Miktar Tayini

Yapilan literatiir taramasi ve 6n ¢alismalar sonucunda hareketli faz olarak metanol
ve ultra saf su karistminin kullanilmasina karar verilerek farkli oranlar1 denenmis ve en
uygun hareketli faz bilesimi secilmistir. HRM’nin miktar tayini i¢in kullanilacak

kromatografik kosullar Tablo 3.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. HRM’nin HPLC ile miktar tayininde kullanilacak kromatografik kosullar

Kromatografik Kosullar

Cihaz HPLC; Thermo Finnigan Surveyor

Yontem Ters Faz Kromatografi /Izokratik Eliisyon

Kolon C18, 4.6mmx=250mm, Sum (MZ Analysentechnik, Almanya)
Hareketli Faz Metanol: %1 formik asit iceren ultra saf su (50:50)

Akis Hizi 1 mL/dk

Dedektor Uv

Dalga Boyu 243 nm

Enjeksiyon Hacmi 10 pL

Sicakhik 25°C

Analiz siiresi 8 dakika

3.2.2.1. HRM’ye Ait Kalibrasyon Dogrusu
HRM’ye ait kalibrasyon dogrusunu elde etmek icin HRM’nin metanol igindeki 50
pg/mL derisimindeki stok ¢ozeltiden hareketle, uygun seyreltmeler metanol ile yapilarak,

1-36 pg/mL derisim aralifinda alt1 farkli derisimde ve her bir derisim i¢in 6’sar adet
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olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmustir. Standart ¢ozeltiler belirlenen kosullarda
HPLC ile analiz edilerek her bir derisim ve bu derisime karsilik gelen pik alanlar1 grafige
gecirilerek regresyon analizi yardimiyla kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde
edilmistir.

3.2.2.2. Analitik Yontem Gegerliligi

Analitik yontem validasyonu, miktar tayini i¢in gelistirilen yontemin dogru, 6zgiil
ve tekrarlanabilir sonuglar verdigini gdstermek igin gerceklestirilir. Calismamizda
analitik yontem validasyonu ICH (Q2) RI1 kilavuzuna gore gerceklestirilmis ve
dogrusallik, dogruluk, kesinlik, 6zgiilliik, saptanabilirlik ve tayin edilebilirlik sinir1 (LOD
ve LOQ) ile stabilite kriterleri incelenmistir (Agency, 1995).

Dogrusallik

Analitik yontemde dogrusallik parametresi, miktar tayini yapilacak olan maddenin
konsantrasyonu ile analiz sonuglarinin belirli bir aralikta dogru orantili olmasidir. Her bir
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen pik alanlar1 kullanilarak kalibrasyon
dogrusu olusturulmus ve elde edilen dogrunun regresyon analizi yapilarak dogru
denklemi ve tamimlayicilik katsayisinin hesaplanmasi ile dogrusallik parametresi
degerlendirilmistir.

HRM’ye ait kalibrasyon dogrusunu elde etmek i¢cin HRM’nin metanol i¢indeki 50
pg/mL derisimindeki stok ¢cozeltiden hareketle, uygun seyreltmeler metanol ile yapilarak,
1-36 pg/mL derisim aralifinda alt1 farkli derisimde ve her bir derisim i¢in 6’sar adet
olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler belirlenen kosullarda
HPLC ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, her bir derisim ve derisimlere karsilik
gelen pik alanlar1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrular1 elde edilmistir. Elde edilen
dogrunun regresyon analizi yapilarak dogru denklemi ve tanimlayicilik katsayisi (R?)

belirlenmistir (Shabir, 2003a).
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Dogruluk

Dogruluk parametresi, analiz sonucu elde edilen degerlerin gercek degerlere olan
yakinhigini ifade etmektedir. Dogruluk parametresi giin i¢i ve giinler arasi olarak
calistimistir. HRM’nin 50 pg/mL derisimindeki stok ¢ozeltisinden hareketle, uygun
seyreltmeler metanol ile yapilarak, diisiik, orta ve yiiksek derisimde olmak iizere 3 farkli
derisimde (2, 16 ve 32 ug/mL) ve her bir derisimden 6’sar adet olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanmistir. Giin i¢i dogrulugun belirlenmesi i¢in hazirlanan standart
cozeltiler ayn1 giin icinde arka arkaya analiz edilmistir. Glinler arasi dogrulugun
belirlenmesinde ise ayni islemler arka arkaya 3 giin boyunca yapilmistir. Dogruluk
parametresinin degerlendirilmesi i¢in analiz sonucu elde edilen derisimler kullanilarak %
bagil hata (%BH) degerleri hesaplanmistir. Analitik yontemin gegerliliginde dogruluk
parametresinin saglanabilmesi i¢in % BH degerinin % +2’den kii¢lik olmasi
gerekmektedir (Mowafy ve ark., 2012; Shabir, 2003).

b—a

% BH = x 100

d

Sekil 3.1. % BH hesaplanmasinda kullanilan esitlik

a: Hazirlanan (Teorik) derisim b: Ortalama tayin edilen derisim

Kesinlik

Kesinlik parametresi, analiz sonucu elde edilen degerlerin birbirine yakinlik
derecesini ifade etmektedir. Kesinlik parametresi giin i¢i ve giinler arasi olarak ¢aligilmas,
ayrica enjeksiyon tekrar edilebilirligi degerlendirilmistir. HRM’nin 50 pg/mL
derisimindeki stok ¢ozeltisinden hareketle, uygun seyreltmeler metanol ile yapilarak,
diistik, orta ve yiiksek derisimde olmak iizere 3 farkli derisimde (2, 16 ve 32 pg/mL) ve
her bir derisimden 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Giin igi

kesinligin belirlenmesi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler ayn1 giin i¢inde arka arkaya
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analiz edilmistir. Giinler arasi kesinligin belirlenmesinde ise ayni iglemler arka arkaya 3
giin boyunca yapilmistir. Kesinlik parametresinin degerlendirilmesi i¢in analiz sonucu

elde edilen derisimler kullanilarak varyasyon katsayis1 (VK) degerleri hesaplanmustir.

Standart Sapma (SS
P SS) x 100

Ortalama

Sekil 3.2.Varyasyon katsayisinin hesaplanmasinda kullanilan esitlik

Analitik yontemin gegerliliginde kesinlik parametresinin saglanabilmesi i¢in VK
degerinin % 2’den kiigiik olmasi gerekmektedir (Mowafy ve ark., 2012; Shabir, 2003).

Saptanabilirlik Simir1 (LOD) ve Tayin Edilebilirlik Simir1 (LOQ)

Saptanabilirlik sinir1 (LOD), analiz sartlarinda saptanabilenen en diisiik analit
derigimi olarak ifade edilmektedir. Elde edilen kalibrasyon denklemindeki (y=mx+n) “n”
degerlerinin standart sapmasinin “m” degerine oraninin 3.3 kati olarak hesaplanmuistir.
Tayin edilebilirlik sinir1 (LOQ), analiz sartlarinda uygun dogruluk ve kesinlikle analitin
tayin edilebildigi en kii¢lik derisim olarak ifade edilmektedir. Elde edilen kalibrasyon
denklemindeki (y=mx+n) “n” degerlerinin standart sapmasinin “m” degerine oraninin 10

kat1 olarak hesaplanmuistir.

Regresyon Dogrularinin Aym Konsantrasyon Noktasinda Elde Edilen
v — Kesisim Degerlerinin Standart Sapmasi

LOD = x 3.3
Kalibrasyon Dogrusunun Egimi
Sekil 3.3. LOD hesaplanmasinda kullanilan esitlik
Regresyon Dogrularmin Aym Konsantrasyon Noktasinda Elde Edilen
L0Q = y — Kesisim Degerlerinin Standart Sapmasi +10

Kalibrasyon Dogrusunun Egimi

Sekil 3.4. LOQ hesaplanmasinda kullanilan esitlik
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Ozgiilliik

Ozgiilliikk parametresi, analitik yontemin sadece analiz edilecek maddeyi tayin
edebilme  yetenegi olarak ifade edilmektedir.  Ozgiillik  parametresinin
degerlendirilmesinde, HRM icermeyen (bos) nanoemiilsiyon formiilasyonu (B-NE)
hazirlanarak ayni sartlarda HPLC analizi yapilmis ve HRM piki ile etkilesime neden olup
olmayacagi degerlendirilmistir.

Stabilite

HRM’nin 50 pg/mL  derisimindeki stok ¢ozeltisinden hareketle, uygun
seyreltmeler metanol ile yapilarak, diisiik, orta ve yiliksek derisimde olmak tizere 3 farkl
derisimde (2, 16 ve 32 pg/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve hazirlanan bu ¢ozeltiler
3 farkli sicaklikta (-20 °C, 2-8 °C ve 25 °C), 1siktan korunarak saklanmistir. Daha sonra
belirlenen giinlerde (0., 1., 2., 3. ve 7. glinlerde) analiz edilmistir. Stabilite parametresi %
geri kazanim degerleri hesaplanarak incelenmistir. Etkin maddelerin belirlenen kosullar
altinda stabil oldugunun sdylenebilmesi i¢in hesaplanan % geri kazanim degerlerinin %
95-105 aralig1 i¢inde olmasi istenmektedir (Abraham, 2010; Osel ve ark., 2021; Shabir,
2003).

3.2.3. NE Formiilasyonunun Hazirlanmasi

HRM icermeyen (Bos; B-NE) veya HRM iceren (HRM-NE) nanoemiilsiyon
formiilasyonlari, oleik asit (%10), Span 80 (%2), Labrasol (%2), Tween 80 (%1), Pluronic
F68 (%1), ve ultra saf su kullanilarak hazirlanmustir. Ilk olarak yag fazi (oleik asit, Span
80, Labrasol ve HRM) ve su fazi (Tween 80, Pluronic F68 ve ultra saf su) ayri ayri
hazirlanmistir. Manyetik karistirma altinda (750 rpm) su fazi yag fazina ilave edilmis ve
kaba emiilsiyon hazirlanmistir. Kaba emiilsiyon 6nce yiiksek hizli karistiric1 (Ultraturrax;

25000 rpm, 5dk) ardindan ultrasonikasyon (%50 gii¢, 15 dk) ile homojenize edilerek
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damlaciklarin nano-boyuta indirilmesi saglanmistir. B-NE’ler ise HRM ilavesi olmadan
ayni prosediir kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.4. NE Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

3.2.4.1. Santrifiij Testi

NE formiilasyonlarinda faz ayrimi olup olmadig1 6ncelikle makroskobik olarak
incelenmistir. Ardindan formiilasyonlar santrifiij testine tabi tutulmustur. Falkon tiiplere
5’er g formiilasyon (B-NE veya HRM-NE) tartilmis ve 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda faz ayrimi olup olmadigi makroskobik olarak
degerlendirilmistir.

3.2.4.2. Damlacik Biiyiikliigii ve Dagiliminin Tayini

NE formiilasyonlarinin damlacik biiyiikliikleri ve dagilimlarinin (polidispersite

indeksi; PDI) belirlenmesi i¢in Zetasizer Nano ZSP (Malvern Ins. Ltd., Ingiltere) cihazi
kullanilmistir. Olgiimler, 9 farkli numune (100 kat seyreltilerek) ile 25°C’de yapilmus ve

sonuclar ortalama deger olarak verilmistir. Analiz, Atatiirk Universitesi biinyesinde
bulunan DAYTAM da gerceklestirilmistir.

3.2.4.3. Zeta Potansiyelin Belirlenmesi

Zeta potansiyel Olglimleri i¢in damlacik boyutu Olgiimlerinde de kullanilan
Zetasizer Nano ZSP cihazi kullamlmustir. Olgiimler, 9 farkli numune (100 kat
seyreltilerek) ile 25°C’de yapilmis ve sonuglar ortalama deger olarak verilmistir. Analiz,
Atatiirk Universitesi biinyesinde bulunan DAYTAM da gergeklestirilmistir.

3.2.4.4. Morfolojik Analiz

Nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin morfolojik analizi TEM (Hitachi HighTech
HT7700, Japonya) ile yapilmistir. Formiilasyonlar 100 kat seyreltildikten sonra, bakir

grid iizerine damlatilmis ve 24 saat boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir.
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Daha sonra gridler 120 kV’de goriintiilenmistir. Analiz, Atatiirk Universitesi biinyesinde
bulunan DAYTAM’da gerceklestirilmistir.

3.2.4.5. pH Tayini

NE formiilasyonlarinin (B-NE ve HRM-NE) pH degerleri, pH metre kullanilarak
3’er kez Ol¢iilmiis ve sonuglar ortalama deger olarak verilmistir.

3.2.4.6. FT-IR Analizi

HRM ve nanoemiilsiyon formiilasyonlarmin FT-IR spekturumlar1 4000-400 cm™
araliginda alinmustir.

3.2.4.7. NE formiilasyonlarindaki HRM Ic¢eriginin Tayini

HRM-NE formiilasyonundaki HRM miktarinin belirlenmesi amaciyla 0.25 g
formiilasyon balon jojeye tartilmis ve hacim metanol ile 10 mL’ye tamamlanmistir.
Manyetik karistiricida 500 rpm’de 15 dk karistirildiktan sonra membran filtreden (PTFE;
0.45 stiziilerek valide edilmis HPLC yontemiyle analiz edilmistir.

3.2.4.8. In Vitro Sahm Cahsmasi

HRM-NE formiilasyonundan HRM saliminin degerlendirilmesinde diyaliz torbas1
yontemi kullanilmis ve ¢aligma iki farkli salim ortaminda [pH 1.2 HCl veya pH 6.8 fosfat
tamponu (PB)] gerceklestirilmistir. Diyaliz torbalarina 1’er mL HRM-NE formiilasyonu
konularak i¢inde 50 mL salim ortam1 (pH 1.2 HCl veya pH 6.8 PB) olan siselere
yerlestirilmistir. Siseler yatay ¢alkalayicili su banyosuna (37+0.5 °C; 50 rpm) konularak
belirlenen zaman araliklarinda (0.5, 1, 2, 4, 8, 12 ve 24. saatler) salim ortamlarindan 1’er
mL 6rnek alinmis ve yerlerine ayni sicakliktaki taze salim ortami ilave edilmistir. Alinan
ornekler 0.45 pm por acgikligina sahip membran filtreden (PVDF) siiziilerek valide
edilmis HPLC yontemi ile analiz edilmistir.

3.2.5. In Vivo Cahsmalar

Calisma Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
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(ATADEM)’nden temin edilen ve agirliklari yaklasik 180-220 g arasinda degisen 86 adet
Albino Wistar erkek siganlar kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney oncesi ve deney
bitene kadar sinirsiz yem (standart diet) ve igme suyu (musluk suyu) verilen si¢anlar
12/12 saat karanlik /aydinlik periyodunda ve oda sicakliginda (24+2 °C) kendilerine ait
oda ve kafeslerde gruplar halinde bakilmistir. Calismada deney hayvanlarinin
kullanimina iliskin Ulusal Saglik Enstitiisii Laboratuvar Hayvanlarimin Bakimi ve
Kullanimi igin onerilen kilavuz ilkeleri kurallarina uyulmustur. Bu ¢alismanin tiim
asamalarmin 25.11.2021 tarih ve 242 no’lu Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu karar ile etik kurallarina uygun oldugu onaylanmustir.

3.2.5.1. STZ-NA ile Diyabet Modeli Olusturma

Sicanlarda diyabet modeli daha once yaymlanmis olan literatiirlerde yer alan
diyabet modeli gelistirme yontemlerinin modifiye edilip kullanilmasi ile olusturulmustur
(Ghasemi ve ark., 2014; Szkudelski, 2012; Sayeli ve Shenoy, 2021). STZ uygulamadan
once gruplar halinde ayr1 kafeslerde bulunan siganlara yalnizca igme suyu verilmis ve 12
saat boyunca a¢ birakilmiglardir. Daha sonra siganlarin baslangi¢ agirliklar1 belirlenmis
ve bazal kan glukoz degerleri (mg/dL) glukometre (On Call Plus kan glukoz monitdrii)
ile 6l¢iilmistiir. Tip 1l diyabet modeli olusturmak amaciyla ilk olarak uygulama 6ncesi
taze hazirlanan nikotinamid (NA)’in % 0.9’luk NaCl’ deki ¢ozeltisi (1 mL; 110 mg/kg)
intraperitoneal (i.p.) olarak siganlara uygulanmistir. Bu uygulamadan 15 dk sonra yine
uygulama Oncesi taze hazirlanan sitrat tamponu (pH: 4,5) i¢cinde STZ ¢6zeltisi (1 mL; 60
mg/kg) i.p. olarak siganlara uygulanmistir. Diyabet olusturulmayan si¢an gruplarina ise
ayni miktarda sitrat tamponu verilmistir. STZ uygulamasindan sonra pankreastan ¢ok
fazla bir sekilde insiilin salgilanacag diisiiniildiigli i¢in 6ldiirticti hipoglisemi olugmasi
olasiligin1 6nlemek amaciyla siganlara STZ uygulamasindan 4-6 saat sonra 24 saat

stireyle % 5 glukoz soliisyonu igme sularina katilarak verilmistir. 72 saat sonra siganlarin
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kuyruk veninden alinan kan Ornekleri On Call Plus kan glukoz monitori ile

degerlendirilerek aglik kan sekerleri olgiilmiis ve glukoz seviyeleri 200 mg/dL’nin

tizerinde olan siganlar diyabetik olarak kabul edilmistir.

3.2.5.2. Deneysel Tasarim

Deneyde Albino Wistar erkek si¢anlar kullanilmistir. Siganlardan bir kismi deney

oncesi On ¢alisma igin kullanilarak yapilan bu ¢alismalar sonucunda, literatiirle de uyumlu

olacak sekilde dozlarin 5, 10 ve 15 mg/kg olmasina karar verilmistir (Fortunato ve ark.,

2009). Geriye kalan hayvanlar gruplarda 7 hayvan olacak sekilde 12 gruba ayrilmustir.

GRUPLAR

SK : Saglikli kontrol grubu

DK : Diyabetik kontrol grubu

HRM 15 : Saglikli sigan grubu + HRM yiiksek doz kontrol grubu

HRM-NE 15 : HRM yiiksek doz i¢eren NE formiilasyonu uygulanan
saglikli kontrol grup

B-NE :Saglikli sigan grubu+Bos nanoemiilsiyon

D-BNE : Diyabetik sigan grubu+ Bos nanoemiilsiyon

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

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

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

D- HRM-NE 5 . Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg
HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup

D- HRM-NE 10 . Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg
HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup

D- HRM-NE 15 . Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg

HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup

3.2.5.3. HRM ve HRM-NE’nin Siganlara Uygulanmasi, Numunelerin

Hazirlanmasi

Diyabet olusturulduktan sonra Sicanlarda ilag uygulamasina gecilmistir. Ilag
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uygulamasina baslandiktan sonra 7, 14 ve 21. giinlerde si¢anlardan kuyruk veninden kan
alinarak kan sekerleri 6l¢iilmiistir. HRM ve HRM-NE hazirlanarak, siganlara 21 giin
boyunca intragastrik gavaj yardimiyla gilinde tek sefer ve hergiin ayni saatte
uygulanmistir. Saglikli ve diyabet kontrol gruplarina ise sadece yem ve igme suyu
verilmistir. 21. giiniin sonunda Ketamin/Ksilazin (40/10 mg/kg) uygulanarak 6tanazi
edilen tiim si¢an gruplarindan intrakardiak kan ornekleri ve karaciger doku ornekleri
alinmigtir. Alinan karaciger dokular1 ikiye ayrilarak, biyokimyasal ve histopatolojik
analizlerde kullanilmistir. Biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan karaciger dokulari
bir giin -20 °C’de bekletildikten sonra analiz giiniine kadar -80°C’ de muhafaza edilmistir.
Histopatolojik analizlerde kullanilacak olan karaciger dokular ise %10’luk formaldehit
soliisyonuna konularak analiz edilen giine kadar bekletilmistir. Biyokimyasal analizlerde
kullanilan karaciger dokulart %0.9’luk sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisinde yikanarak ayri
ayr1 petri kaplarma koyulmustur. Kan 6rnekleri ise vakumlu biyokimya tiiplerine alinip
oda sicakliginda 5-10 dk bekletilip daha sonra 3500 rpm de 10 dk sogutmali santrifiijde
santrifiij edilmistir. EIde edilen serum 6rnekleri bir giin -20 °C’de bekletildikten sonra
AST ve ALT biyokimyasal parametreleri bakilmak i¢in kullanilmustir.

3.2.5.4. Sicanlarin Kan Glukoz Seviyelerinin Belirlenmesi

Calismada deneyin 0, 7, 14 ve 21. giinlerinde si¢anlarin kuyruk veninden kan
alinarak kan glukoz seviyeleri 6l¢iildii. Kan 6rnekleri On Call Plus kan glukoz monitorii
ile degerlendirildi. Kan glukoz seviyeleri mg/dL olarak ifade edilmistir.

3.2.5.5. Sicanlann Viicut Agirhklarinin Belirlenmesi

Siganlar deneyin 0, 7, 14 ve 21. giinlerinde tartilarak viicut agirliklar1 kaydedilip

bu agirliklara gore verilecek olan ila¢ dozlar1 ayarlanmistir.
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3.2.6. Biyokimyasal Analiz

3.2.6.1. AST ve ALT Ol¢iimii

Deney sonunda siganlardan alinan kanlardan elde edilen serum orneklerinden
Aspartat Aminotransferaz (AST) ve Alanin Aminotransferaz (ALT) biyokimyasal
parametreleri Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Merkezi laboratuvarinda Randox
Monaco otoanalizorii ile analiz edilmistir.

3.2.6.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Tayini

Kullanilan SOD 6l¢iim kitindeki (Cayman Chemical Company; Catalog No:
706002) yontem Sekil 3.5’de gosterilmistir. Yontem ksantinin, ksantin oksidaz ile iirik
aside doniisiimii esnasinda ortaya ¢ikan siiperoksit anyonunun SOD ile dismutasyonu
sirasinda ortama eklenen tetrazolyum tuzunun formazana doniismesi ile meydana gelen
renk degisiminin spektrofotometrik olarak 450 nm’de 6l¢iimiine dayanmaktadir (Cayman

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

Ksantin + O3 \ / 20, Formazan boyas1
Ksantin oksidaz > <
H:0, 4-/ \\-. 20.°= Tetrazolium tuzu

T - 2.
Urik asit
SOD

O, +H0,

Sekil 3.5. SOD 6l¢tim semasi

SOD Tayini i¢in Kullanilan Reaktifler
Ol¢ciim tamponu (10X): Kitde 5 mL 6l¢iim tamponu bulunmaktadir. Bu 6l¢iim
tamponundan 3 mL alinarak iizerine 27 mL ultra saf su ilave edilip 1X ¢ozelti

hazirlanmistir. Bu ¢ozelti, radikal dedektoriin seyreltilmesi i¢in kullanilmistir.
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Ornek tamponu (10X): Kit icerisinde 5 mL drnek tamponu bulunmaktadir. Ornek
tamponundan 2 mL alinarak 18 mL ultra saf su ilave edilip 1X ¢6zelti hazirlanmastir.
Hazirlanan bu ¢o6zelti SOD standartlarinin hazirlanmasi, ksantin oksidaz ve SOD
numunelerinin seyreltilmesi i¢in kullanilmistir.

Radikal dedektor: Kit icinde bulunan 250 uL tetrazolyum tuzu ¢ozeltisinden 50
uL alinarak tizerine 19.95 mL 6l¢iim tamponu ilave edilip seyreltilmistir. Bu ¢ozelti 1s18a
kars1 duyarli oldugu icin calisma esnasinda aliiminyum folyo ile kaplanarak isiktan
korunmustur.

SOD standart: Kitde 100 pL bovin eritrosit SOD (Cu/Zn-SOD seklinde)
bulunmaktadir. Bu ¢ozeltiden 20 pL alinarak iizerine 1.98 mL 1X 6rnek tamponu ilave
edilmis ve SOD stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bekleme esnasinda buz icerisinde muhafaza
edilmistir. Daha sonra bu stok ¢dzeltiden siras1 ile 0, 20, 40, 80, 120, 160 ve 200 pL
alinmis ve 1X 6rnek tamponu ile toplam hacim 1000 pL olacak sekilde seyreltilmistir.
Sonug olarak 0, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ve 0.05 U/mL konsantrasyonlarinda standart
cozeltiler elde edilmistir.

Ksantin oksidaz: Kit i¢erisinde 3 sise 150 uL ksantin oksidaz bulunmaktadir. 50
uL ksantin oksidaz alinarak iizerine 1.95 mL 1X Ornek tamponu ilave edilerek
seyreltilmistir. Bekletme sirasinda buz i¢inde muhafaza edilmistir.

SOD Olgiimii ve Aktivitesinin Hesaplanmasi

Karaciger dokusunda SOD tayini i¢in, her bir doku 6rnegi (75 mg), 1mM etilen
glikol tetra asetik asit (EGTA), 210 mM mannitol ve 70 mM siikroz iceren 20 mM HEPES
(4-(2-hidroksietil)-1- piperazinetansiilfonik asit) (pH 7.2) tamponunda (750 pL)
TissueLyser II (Almanya) cihazi kullanilarak (30.0 1/s frequency; 30+30 sn) homojenize

edilmistir. Daha sonra homojenatlar +4 °C ve 1500 g’de 5 dk santrifiij edilerek elde edilen
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siipernatantlarda SOD aktivitesi tayin edilmistir (Cayman Chemical Company; Catalog
No: 706002). Ol¢iim igin izlenen yol asagida verilmistir.
- Kuyucuklara 200 pL seyreltilmis radikal dedektor ve 10 uL siipernatant veya
SOD standardi eklenmistir.

- Sonrasinda reaksiyonu baslatmak i¢in tim kuyucuklara 20 pL seyreltilmis

ksantin oksidaz eklenmistir.

- Plate iizeri kapatilarak ¢alkalayicida, oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilip 450

nm’deki absorbans degerleri dl¢lilmiistiir.

Olgiilen standart ve &rneklere ait absorbans degerlerinin  ortalamasi
hesaplanmistir. SOD aktivitesi 0 U/mL olan standarda ait absorbans degeri, kendisine ve
diger elde edilen absorbans degerlerine (standart ve 6rnek) boliiniip linearize oran (LR)
degerleri bulunmustur. Bulunan linearize oranlar (LR), standartlarin SOD aktivitesine
kars1 grafige gecirilmis ve standart egri ile denklemi bulunmustur. Bu denklemden
faydalanarak 6rneklerin SOD aktiviteleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir
(Cayman Chemical Company., n.d.-c).

SOD (U/mL) = ((6rnek LR-y-girisim)) *0.23 mL
Egim 0.01 mL

Sekil 3.6. SOD aktivitesini hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

Daha sonra ise sonuglar mg protein degerlerine boliinmiis ve 6rnek aktiviteleri
U/mg protein olarak hesaplanmustir.

3.2.6.3. Glutatyon (GSH) Tayini

GSH o6l¢iim kitindeki (Cayman Chemical Company; Catalog No: 703002)
yontemin esast Sekil 3.7°de gosterilmistir. Bu yontem, GSH’1n siilfidril gruplarinin
DTNB ile tepkimeye girerek sar1 renkli TNB’ye donilismesi ve olusan renk siddetinin 405

nm’de 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir (Cayman Chemical Company., n.d.-a).
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Sekil 3.7. GSH 6l¢iim semast

GSH Tayini I¢cin Kullanilan 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 hazirlanmistir.

GSSG Standart: Kit icerisinde MES tamponu icerisinde hazirlanmis 2 mL 25 uM
GSSG kullanima hazir bir sekilde bulunmaktadir. Standart ¢ozeltillerin hazirlanmasinda
bu ¢ozeltiden sirasi ile 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120 ve 160 pL alinmis ve toplam hacim 500
uL olacak sekilde 1X MES tamponu ile seyreltilmistir. Sonug olarak 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4,
8 uM derisimlerinde standart ¢ozeltiler elde edilmistir. Bu standart ¢ozeltiler sirasiyla 0,
0.5,1,2,4, 8,12 ve 16 uM total GSH’a esdegerdir.

GSH Ko-faktor karisimi: Kit iginde bulunan vial liyofilize halde NADP+ ve
glukoz-6-fosfat karigimi igermektedir. Bu karisima 0.5 mL ultra saf su ilave edilip
¢oOzeltisi hazirlanmistir.

GSH-Enzim Karigimi: Kit icerisinde 0.2 mL glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-
fosfat igeren tampon ¢ozelti bulunmaktadir. Bu ¢ozelti {izerine 2 mL 1X MES tamponu
eklenerek seyreltilmistir.

GSH DTNB: Kit igerisinde DTNB liyofilize halde bulunmaktadir. Viale 0.5 mL

ultra saf su eklenerek iyice karistiritlmis ve bu ¢6zelti 10 dk igerisinde kullanilmistir.
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GSH Olgiim Tamponu (kokteyl): 11.25 mL 1X MES tamponu, 0.45 mL ko-faktor
karisimi, 2.1 mL enzim karisimi, 2.3 mL ultra saf su ve 0.45 mL DTNB karistirilarak
hazirlanmustir.

GSH Olg¢iimii ve Hesaplanmasi

GSH tayini i¢in, her bir karaciger doku 6rnegi (75 mg), ImM EDTA igeren pH
6.0-7.0 50 mM soguk fosfat tamponunda (750 pL) TissueLyser II (Almanya) cihazi
kullanilarak (30.0 1/s frequency; 30+30 sn) homojenize edilmistir. Homojenize edildikten
sonra homojenatlar +4 °C ve 10000 g’de 15 dk santrifiij edilerek olusan siipernatantlardan
GSH seviyeleri belirlenmistir (Cayman Chemical Company; Catalog No: 703002).
Olgiim i¢in izlenen yol asagida verilmistir.

- Kuyucuklara 50 pL standart ¢ozelti veya slipernatant pipetlenmis ve ardindan
tiim kuyucuklara 150 puL kokteyl eklenmistir.

- Isiktan korumak i¢in plate, koruyucu film ile kapatilip ¢alkalayicida 25 dk
inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra 405 nm absorbans degerleri
Olclilmiistiir.

GSH seviyelerinin hesaplanabilmesi igin Oncelikle elde edilen absorbans
degerlerinden 0 uM derisimdeki standardin absorbans degerleri ¢ikarilarak yeni
absorbans degerleri elde edilmistir. Standartlarin konsantrasyonlar1 ve yeni absorbans
degerleri grafige gegirilip bir standart egrisi ve denklemi elde edilmistir. Bu denklemden
faydalanarak 6rneklerin GSH seviyeleri agsagidaki formiile gore hesaplanmistir (Cayman
Chemical Company., n.d.-a).

(6rnegin i — egimi) — (Y — girisim)

[Total GSH pM/mg doku] = x 2 + x drnek diliisyonu

f—efimi

Sekil 3.8. GSH seviyesini belirlemek i¢in kullanilan esitlik
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Elde edilen sonuglar mg protein degerlerine boliinerek 6rnek aktiviteleri nmol/mg
protein olarak hesaplanmustir.

3.2.6.4. Malondialhehit (MDA) Tayini

Kullandigimiz MDA 6l¢iim kitinin (Cayman Chemical Company; Catalog No:
10009055) yontem esas1 Sekil 3.3’de gosterilmistir. Bu yontem, MDA ve TBA’nin
yiiksek sicakliklarda (90-100 °C) ve asidik kosullarda reaksiyona girmesi ile olusan renkli
MDA-TBA kompleksinin 540 nm’de kolorimetrik dl¢iimiine dayanmaktadir (Cayman

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

0
0 0 J\ S N OH HO N SH
o) — 4
”/l\/U\H ~/L N |N + 2H,0
o S NS CH— CH=CH~"
OH OH
MDA TBA MDA-TBA

Sekil 3.9. MDA-TBA olusum mekanizmasi

MDA Tayini I¢cin Kullanilan Reaktifler

Tiyobarbitiirik Asit: Kitde 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunmaktadir. Bu renk
reaktifini hazirlamak i¢in kullanilmistir.

Asetik Asit: Kit iginde her birinde 20 mL derisik asetik asit olan 2 vial
bulunmaktadir. 40 mL asetik asit, 160 mL ultra saf su ile seyreltilerek renk reaktifinin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

Sodyum Hidroksit (10X): Kit iginde 20 mL sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi
bulunmaktadir. Bu ¢o6zelti 180 mL ultra saf su ile seyreltilmis ve renk reaktifinin
hazirlanmasinda kullanilmistir.

MDA Standart: Kit i¢erisinde 500 uM’lik MDA stok ¢ozeltisi kullanim i¢in hazir
sekilde bulunmaktadir. Standart hazirlanmasinda kullanilmistir. Ilk olarak 250 uL MDA

standart alinip, 750 uL ultra saf su ile seyreltilmis ve ikinci stok ¢6zelti hazirlanmistir.
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Daha sonra ikinci stok ¢6zeltiden sirasiyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 200 ve 400 pL alinarak
hacimleri 1000 pL olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilmistir. Sonug olarak 0, 0.625,
1.25,2.5,5, 10, 25 ve 50 uM derisimlerde standart ¢cozeltiler elde edilmistir.
SDS Cozeltisi: Kullanima hazir halde SDS ¢ozeltisi kit icerisinde bulunmaktadir.
Renk Reaktifi: 530 mg TBA tartilip 250 mL’lik behere alinmis ve 50 mL seyreltik
asetik asit ile 50 mL seyreltik sodyum hidroksit ¢6zeltisi ilave edilmistir. Daha sonra
manyetik karistiricida tamamen ¢oziiniinceye kadar karistirilmstir.
MDA Ol¢iim Yontem ve Hesaplanmasi
MDA tayini i¢in, her bir karaciger doku 6rnegi (75 mg), RIPA tamponunda (750
uL) buz banyosunda ultrasonik prob kullanilarak (%40, 15 sn) homojenize edilmistir.
Daha sonra homojenatlar +4 °C ve 1600 g’de 10 dk santrifiij edilip siipernatantlar MDA
tayini igin kullanilmistir (Cayman Chemical Company; Catalog No: 10009055). Olgiim
i¢in izlenen yol asagida verilmistir.
- Cam tiiplere 100 pL standart ¢ozelti veya siipernatant pipetlenmistir.
- Her tiipe 100 pL SDS ¢ozeltisi eklenerek hizlica karistirilmistir.
- Daha sonra her tiipe 4 mL renk reaktifi eklenerek tiipler yavasca ters diiz
edilmistir.
- Tipler su banyosunda (100 °C) bir saat boyunca bekletilmistir.
- 1 saat beklendikten sonra reaksiyonu sonlandirmak i¢in tiipler buz banyosuna
konulup 10 dk bekletilmistir.
- 10 dk bekleme sonrasinda tiipler +4 °C ve 1600 g’de 10 dk santrifiij edilip 30
dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
- Standart ve orneklerden 150 uL alinip kuyucuklara konulmus ve 540 nm’de

absorbanslari dl¢iilmiistir.
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MDA seviyelerini hesaplayabilmek igin ilk olarak elde edilen tiim absorbans
degerlerinden 0 uM derisimdeki standardin absorbans degerleri ¢ikarilip yeni absorbans
degerleri bulunmustur. Standartlarin konsantrasyonlari ve yeni absorbans degerleri
grafige gecirilerek bir standart egri ve denklemi elde edilmistir. Bu denklem kullanilarak
orneklerin MDA seviyeleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Cayman Chemical
Company., n.d.-d).

MDA (uM) = (540 nm’deki absorbans)-(y-girisim)
egim

Sekil 3.10. MDA seviyesini hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

Sonuglar mg protein degerlerine boliiniip MDA seviyesi nmol/mg protein olarak
hesaplanmustir.

3.2.6.5. Protein Tayini

Protein tayini i¢in kullanilan kit (Cayman Chemical Company; Catalog No:
704002) mikroplak tabanli total protein miktarini belirlemek igin kullanilan kolorimetrik
bir yontemdir. Bu yontem, Bradford metoduna dayanir. Coomassie® boyasi, asidik
ortamda proteine baglandiginda rengi kahverengiden maviye doner ve bu olusan renk
siddeti 590 nm’de kolorimetrik olarak degerlendirilir (Cayman Chemical Company., n.d.-
b).

Protein Tayini i¢in Kullamlan Reaktifler

Olciim reaktifi: Kit icerisinde bulunan 6l¢iim reaktifinden 7.5 mL alarak 50
mL’ye ultra saf su ile seyreltilmistir.

BSA Standart: Kit iginde, %0.9 tuz ve %0.05 sodyum i¢inde 10 mg/mL stok
¢ozelti bulunmaktadir. Bu stok ¢ozeltisinden 4 pL alinarak 996 uL ultra saf su ile
seyreltilmistir. Bu sekilde 40 pg/mL derisimde ikinci bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. 8
tane deney tiipii A’dan H’ye kadar kodlanmis H tiipiine 200 pL, diger tiiplere ise 250 uLL

ultra saf su eklenmistir. H tiipiine 40 pg/mL derisimdeki ikinci stok ¢ozeltiden 800 uL
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eklenmis ve iyice karistirtlmistir. Daha sonra H tiiptinden 750 uL G tiipiine aktarilmus,
seri diliisyon islemi diger tiipler (F-B) iginde aynen tekrarlanmistir. A tiipii ise standart
egri i¢in kor olarak kullanilmistir. Sonug olarak 0, 5.6, 7.5, 10.1, 13.5, 18, 24 ve 32 ug/mL
derisimlere sahip standart ¢ozeltiler elde edilmistir.

Protein Ol¢iimii ve Hesaplar

Protein tayini i¢in, her bir karaciger doku 6rnegi (75 mg), izotonik NaCl ¢ozeltisi
icinde (750 pL) TissueLyser II (Almanya) cihazi kullanilarak (30.0 1/s frequency; 30+30
sn) homojenize edilmistir. Bu homojenatlar +4 °C ve 10000 g’de 15 dk santrifiij edilmis
ve elde edilen siipernatantlardan protein seviyeleri tayin edilmistir (Cayman Chemical
Company; Catalog No: 704002). Olgiim i¢in izlenen yol asagida verilmistir.

- Kuyucuklara 100 pL standart ¢cozelti veya siipernatant pipetlenmistir.

- Tim kuyucuklara 100 pL 6l¢iim reaktifi eklenmis ve oda sicakliginda 5 dk

inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonrasinda 595 nm’deki absorbans degerleri l¢iilmiistiir.

Protein seviyelerinin hesaplanmasi igin ilk olarak kér numunelerin (A) absorbans
degeri elde edilen absorbans degerlerinden ¢ikarilmistir. Yeni absorbans degerlerine karsi
standart konsantrasyonlari grafige gecirilmis standart egri ve denklemi (y= Ax?+Bx+C)
elde edilmistir. Bu denklem kullanilarak 6rneklerde protein tayini asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmigtir (Cayman Chemical Company., n.d.-b).

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

Sekil 3.11. Protein miktarini hesaplamak i¢in kullanilan esitlik

3.2.7. Histolojik Prosediir
Histolojik ¢aligmalar Atatiirk Universitesi, T1p Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dal1 gretim iiyesi Dog. Dr. Tuba DEMIRCI tarafindan gerceklestirilmistir.

46



STZ-NA ile diyabet yapilan siganlarin cerrahi eksizyon ile karaciger dokular
alinip %10’luk tamponlu formaldehit igine konulmustur. Kirk sekiz saatlik fiksasyondan
sonra dokular sirasiyla, %50, 70, 80, 96 ve 100’liikk etanol serilerinden ve ksilenden
gecirildi. Daha sonra 56-58 °C’de eriyik haldeki iki ayr1 parafin i¢inde infiltrasyon islemi
yapilarak dokular parafin bloklara gomiilmiistir. Bu hazirlanan bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alinmis hematoksilen-eozin (H-E) boyama protokoliine gore
boyanmustir. Boyama isleminden sonra kamera atagmanli 11k mikroskop (Nicon Eclips
E600, Japan) ile histolojik olarak incelenmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2.8. Istatistiksel Analiz

Calismamiz sonucunda elde edilen bulgularin istatistiksel analizleri SPSS
Statistics Version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, ABD) programi kullanilarak yapilmustir.
Sonuglar, ortalama =+ standart sapma (SS) seklinde verilmistir. Biitiin Ol¢iimlerde
istatistiksel farkliliklar ve 6nem seviyeleri “One-way Analysis of Variance (ANOVA)”
testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar 6nemli kabul edilmistir. Coklu

karsilastirmalarda Duncan testi kullanilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. HRM’nin Fizikokimyasal Ozellikleri

HRM’in fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢cin FT-IR ve UV spektrumlari
alinmustir.

4.1.1. HRM’nin FT-IR Spekturumu

FT-IR analizi ile yapidaki ¢esitli baglarin titresim frekanslar olgiilerek yapidaki
fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinilmektedir. HRM nin FT-IR spekturumu (Sekil
4.1) incelendiginde; 3200-2800 cm™ araliginda aromatik C-H titresimleri, 2762 cm™*de
alifatik C-H titresimleri, 1650-1300 cm™ araliginda C=C (aromatik yapida) titresimleri,
1618 cm™’de aromatik C=N titresimi, 1565 cm™’de N-H titresimleri, 1165 ve 1024 cm’
1>de O-CH3 titresimi goriilmektedir. Elde edilen bulgular literatiir ile uyumludur (Niazi

ve ark., 2021).
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Sekil 4.1. HRM’ye ait FT-IR spekturumu
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4.1.2. HRM’nin UV Spekturumu

HRM’nin UV spektrumunu almak i¢in Bolim 3.2.1.2.°de anlatildig1 sekilde

calisilmis ve HRM’nin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) 243 nm olarak

belirlenmistir (Sekil 4.2).

Ahbsorbance

18 : 243 nm’

250 275 300 325 350 375 400

200 225
Wavelength{nm)

Sekil 4.2. HRM’nin UV spektrumu

4.2. HRM’nin HPLC Yontemiyle Miktar Tayini

4.2.1. HRM’ye ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

HRM’ye ait kalibrasyon dogrusu, 6 farkli derisimde 6 farkli seri {izerinden
caligilarak elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.3’de, HRM’ye ait

kromatogramlar ise Sekil 4.4’de verilmistir. HRM i¢in alikonma zamani 5.5 dk olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.3. HRM’nin HPLC yontemiyle bulunan kalibrasyon dogrusu ve denklemi
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Sekil 4.4. Artan derisimlerdeki (1-36 pg/mL) HRM’ye ait kromotogramlar (a) ve
metanole ait kromatogram (b).

4.2.2. Analitik Yontemin Gecerlilik Bulgular:

4.2.2.1. Dogrusalhk

HRM’nin metanol i¢indeki 50 pg/mL derisimindeki stok c¢ozeltiden hareketle,
uygun seyreltmeler metanol ile yapilarak, 1-36 ug/mL derisim araliginda alt1 farkl
derisimde ve her bir derisim i¢in 6’sar adet olacak sekilde standart cozeltiler
hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler belirlenen kosullarda HPLC ile analiz edilerek her bir

derisim ve bu derisime karsilik gelen pik alanlar1 grafige gegirilerek regresyon analizi
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yardimiyla Kkalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde edilmistir (Sekil 4.3).
Tanimlayicilik katsayis1 (R?) 0.99998 olarak bulunmustur. R? degerinin 1°e oldukc¢a yakin
olmast belirlenen derisim araliginda (1-36 upg/mL) dogrusallik parametresinin
saglandigii gostermektedir.

4.2.2.2. Dogruluk

Analitik yontemin validasyonu i¢in dogruluk parametresi giin i¢i ve giinler arasi
olarak incelenmistir. Bu amagcla, diisiik, orta ve yliksek derisimde olmak iizere 3 farkli
derisimde (2, 16 ve 32 pg/mL) ve her bir derisimden 6’sar adet olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin gercek degere yakinlik
derecesi % BH hesaplanarak degerlendirilmistir. Giin i¢i ve glinler aras1 olmak {izere
hesaplanan % BH degerleri Tablo 4.1°de verilmis ve tim derisimler i¢in hesaplanan %
BH degerlerinin % +2’den kii¢iik oldugu saptanmustir.

4.2.2.3. Kesinlik

Analitik yontemin validasyonu i¢in kesinlik parametresi giin i¢i ve giinler arasi
olarak incelenmistir. Bu amagcla, diisiik, orta ve yliksek derisimde olmak iizere 3 farkli
derisimde (2, 16 ve 32 ug/mL) ve her bir derisimden 6’sar adet olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarin birbirlerine yakinlik
derecesi VK hesaplanarak degerlendirilmistir. Giin i¢i ve gilinler aras1 olmak iizere
hesaplanan VK degerleri Tablo 4.1°de verilmis ve tiim derigimler i¢in hesaplanan VK
degerlerinin % 2’den kii¢iik oldugu saptanmaistir.

Enjeksiyon tekrar edilebilirliginin degerlendirilmesi i¢in yine ii¢ farkli derisimde
(2, 16 ve 32 pg/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve aynmi ¢ozeltiler arka arkaya 6 kez
analiz edilerek VK degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.2). Hesaplanan VK degerlerinin %

2’den kii¢iik oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.1. Miktar tayini yontemi i¢in elde edilen giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve
kesinlik degerleri (X£SS; n=6)

Derisim Tayin Edilen Ortalama Bagil hata Varyasyon
(ng/mL) Derisim (ug/mL) (%) katsayisi
(X=S9) (%)
Giin ici 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
Ginler 2 2.023 +£0.012 1.164 0.604
arast 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 yontemi i¢in elde edilen enjeksiyon tekrar edilebilirligi sonuglari
(X£SS; n=6)

Derisim Tayin Edilen Ortalama Varyasyon katsayisi
(ng/mL) Derisim (png/mL) (%)
(X+£SS)
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 Sinir1 (LOQ)

LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.269 pg/mL ve 0.816 ug/mL olarak tespit
edilmistir.

4.2.2.5. Ozgiilliik

Ozgiilliik parametresinin degerlendirilmesinde, metanol belirlenen sartlarda analiz

edilmis ve HRM ile ayn1 yerde pik vermedigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Ozgiilliik calismasina ait kromatogramlar: 36 ug/mL derisimdeki HRM
standart ¢ozeltisi (a), B-NE (b).

4.2.2.6. Stabilite

HRM’nin 50 pg/mL  derisimindeki stok ¢oOzeltisinden hareketle, uygun
seyreltmeler metanol ile yapilarak, diisiik, orta ve yiiksek derisimde olmak tizere 3 farkl
derisimde (2, 16 ve 32 pg/mL) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve hazirlanan bu ¢ozeltiler
3 farkli sicaklikta (-20 °C, 2-8 °C ve 25 °C), 1s1iktan korunarak saklanmistir. Daha sonra
belirlenen giinlerde (0., 1., 2., 3. ve 7. giinlerde) analiz edilmistir. Stabilite parametresi %
geri kazanim degerleri hesaplanarak incelenmistir. Aktif bilesigin/etkin maddenin
belirlenen kosullar altinda stabil oldugunun séylenebilmesi igin hesaplanan % geri
kazanim degerlerinin %95-105 spesifikasyonu iginde olmasi istenir (Guideline, 2003;
Osel ve ark., 2021; Shabir, 2003). HRM i¢in % geri kazanim degerlerinin -20 °C, 2-8 °C
ve 25 °C’de % 98.669 — % 100.456 araliginda oldugu saptanmastir.

4.3. NE Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

4.3.1. Santrifiij Testi

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlar i¢in santrifiij testi Boliim 3.2.4.1.”de anlatildig:
sekilde gergeklestirilmis ve makroskobik degerlendirmede formiilasyonlarda kremalagsma

ve faz ayrimi olmadig gorilmiistiir.
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4.3.2. Damlacik Biiyiikliigii, Biiyiikliik Dagilim (PDI) ve Zeta Potansiyel
Ol¢iimii

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinin damlacik biyiikliikleri, PDI ve zeta
potansiyel degerleri, 100 kat seyreltilmis 9 farkli numune tizerinden 6l¢lilmiis, sonuglar

ortalama ve standart sapma olarak Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarina ait damlacik biiyikligi, biiytiklik
dagilimi ve zeta potansiyel degerleri (n=9; Ort+SS)

Formiilasyon Damlacik boyutu PDI Zeta Potansiyel
(nm) (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 formiilasyonlarinin damlacik boyutlari, PDI ve mutlak zeta potansiyel
degerleri incelendiginde HRM ilavesi ile damlacik boyutu, PDI ve mutlak zeta potansiyel
degerlerinin anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir (p<0.05).

4.3.3. Morfolojik Analiz

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinin TEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.6. ve

4.7°de verilmistir.
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Hitachi TEM system

Sekil 4.6. B-NE formiilasyonuna ait TEM goriintiisii

Sekil 4.7. HRM-NE formiilasyonuna ait TEM goriintiisii

4.3.4. pH Tayini

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinn pH degerleri Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Formiilasyonlara ait pH degerleri (n=3, Ort£SS)

Formiilasyon pH
B-NE 4.30+0.02
HRM-NE 4.34+0.02

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarmin pH degerleri istatistiksel olarak
degerlendirilmis ve aralarinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>0.05).
4.3.5. FT-IR Analizi

HRM, B-NE ve HRM-NE’ye ait FT-IR spekturumlar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.

0.35 ——HRM B-NE HRM-NE
°? VYW
0,25
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i
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Sekil 4.8. HRM, B-NE ve HRM-NE’ye ait FT-IR spekturumlari

4.3.6. NE formiilasyonlarindaki Harmin Iceriginin Tayini

HRM-NE formiilasyonu igin % yiikleme etkinligi degeri % 98.23 +0.87 olarak
saptanmistir (n=6).

4.3.7. In Vitro Salim Calismasi

HRM-NE igin salim ¢alismas iki farkli salim ortaminda [pH 1.2 HCI veya pH 6.8

fosfat tamponu (PB)] gergeklestirilmis ve elde edilen salim profilleri Sekil 4.9°da
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verilmistir. pH 1.2 HCI tamponunda ilk 30. dk’da, 2. saatte ve 24. saatte sirasiyla % 9.63,
% 36.45 ve % 98.58 HRM salimi gézlenmistir. pH 6.8 PB’de ise ilk 30. dk’da, 2. saatte

ve 24. saatte sirastyla % 7.90, % 29.36 ve % 89.51 HRM salimi gergeklesmistir.

—s—pH 12 HC] —=—pH 6.8 PB

% HRM

0 4 8 12 16 20 24
Zaman (saat)

Sekil 4.9. pH 1.2 HCl ve pH 6.8 PB salim ortamlarinda HRM salim profili (n=3;
Ort+SS)

4.4, HRM ve HRM-NE’nin Sicanlar Uzerine Etkisi

4.4.1. Siganlarin Viicut Agirhk Degisimleri

Kontrol gruplar1 ve ii¢ farkli dozda verilen HRM ve HRM igeren NE
formiilasyonlarinin oral uygulanmalari ile tedavi edilen gruplarin O, 7, 14 ve 21. giinler
sonunda tartilan canli agirlik ortalamalari degisimi Tablo 4.5. ve Sekil 4.10’da
gosterilmistir.

4.4.2. Kan Glukoz Seviyeleri

Kontrol gruplari ve ii¢ farkli dozda verilen HRM ve HRM igeren NE
formiilasyonlarinin oral uygulanmalart ile tedavi edilen gruplarin 0, 7, 14 ve 21. giinlerde

kan glukoz seviyelerinin degisimi Tablo 4.6. ve Sekil 4.11°de gdsterilmistir.
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Diyabet olusturulan gruplarin kan glukoz seviyeleri saglikli kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, diyabet olusturulan gruplarin kan glukoz seviyelerinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (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) farkli ii¢ dozunun (D-HRM 5, D-HRM 10 ve D-
HRM 15) uygulandig1 gruplardaki kan glukoz seviyelerinin diyabet grubuna kiyasla
zamanla azaldigi tespit edilmistir. Bu azalmanin HRM ve HRM-NE uygulanan gruplarda,
0.glin ile 7. giin arasinda (p<0.05), 7.giin ile 14. giin arasinda (p<0.05) ve 14. giin ile 21.
giin arasinda (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.

21. giin sonunda ise D-HRM-NE 5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15 uygulanan
gruplarin kan sekeri seviyelerinin D-HRM 5, D-HRM 10 ve D-HRM 15 uygulanan
gruplardan daha diisiik oldugu ve D-HRM-NE 15 grubunun kan sekeri seviyesinin D-
HRM 15 grubundan daha diisiik oldugu ve aralarinda anlamli bir farkin oldugu tespit

edilmistir (p<0.05).
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Tablo 4.5. Kontrol gruplar, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlariin oral uygulama sonrasi 0, 7, 14 ve 21.giinlerde viicut agirliklari

0. GUN Tedavi 7. GUN Tedavi 14. GUN Tedavi 21. GUN

GRUPLAR ORT SS ORT SS ORT SS ORT SS
SK 168.35 + 6.24 181.52 + 431 196.89 + 7.08 218.36 + 564
DK 235.41 + 11.56 216.87 + 1272 187.58 + 7.98 161.32 + 1621
HRM 15 187.25 + 5098 202.65 + 627 218.36 + 942 238.78 + 747
HRM-NE 15 190.12 + 6.08 200.54 + 9.82 215.98 + 1276 237.46 + 13.96
B-NE 198.63 + 927 208.35 + 10.85 217.21 + 1158 239.85 + 1234
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 + 957 180.52 + 9.46
D- HRM 10 192.26 + 6.58 169.25 + 11.28 174.59 + 1337 177.45 + 810
D- HRM 15 185.00 + 10.16 167.36 + 1348 171.02 + 10.22 174.33 + 1425
D- HRM-NE 5 195.00 + 11.07 179.00 + 645 181.98 + 476 190.85 + 8.29
D- HRM-NE 10 183.00 + 561 165.00 + 957 173.00 + 10.58 179.00 + 10.29
D- HRM-NE 15 186.00 + 8.67 167.00 + 10.96 171.00 + 952 182.00 + 981

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sican grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15
mg/kg) i¢eren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik si¢an grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-
HRM 5: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sigan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sigan grubu +
15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10:
Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg

HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup.
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Sekil 4.10. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral uygulama sonrasi 0, 7, 14 ve 21.giinlerde 6lgiilen viicut agirliklart
SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15
mg/Kkg) igeren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sican grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-
HRM 5: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik si¢an grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sigan grubu +
15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10:
Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg
HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup
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Tablo 4.6. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarmin oral uygulama sonrasi 0, 7, 14 ve 21.giinlerde kan glukoz diizeyleri

0. GUN Tedavi 7. GUN Tedavi 14. GUN Tedavi 21. GUN

GRUPLAR ORT SS ORT SS ORT SS ORT SS
SK 138.33 + 1031 140.33 £+ 472 139.17 + 911 136.00 + 1176
DK 486.75 + 7.04 502.75 + 19.97 521.30 + 20.89 531.25 + 11.70
HRM 15 130.71 + 842 123.43 + 721 134.14 + 1244 128.43 £ 6.70
HRM-NE 15 141.43 + 7.04 138.86 + 963 132.71 + 988 130.71 + 8098
B-NE 131.57 + 10.08 132.43 + 1456 144.29 + 7.16 139.71 + 1093
D-BNE 502.67 + 12.88 496.67 + 873 494.83 + 13.98 498.83 + 1382
D-HRM 5 498.00 + 879 432.29 + 8.38 383.29 + 8.46 326.86 + 7.65
D- HRM 10 525.29 + 1242 423.29 + 10.03 323.86 + 16.74 283.14 + 861
D- HRM 15 519.29 + 1471 380.43 + 1449 306.43 + 1042 266.71 + 1247
D- HRM-NE 5 533.00 + 17.77 471.00 + 850 349.71 + 8098 271.29 + 1063
D- HRM-NE 10 523.43 + 1843 418.86 + 1356 296.57 + 1561 238.14 + 1051
D- HRM-NE 15 517.00 + 16.36 404.00 + 1070 278.00 + 1515 218.17 + 8.68

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sican grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15
mg/Kkg) igeren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sigan grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-
HRM 5: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik si¢an grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sigan grubu +
15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10:
Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg

HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup.
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Sekil 4.11. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral uygulama sonrasi 0, 7, 14 ve 21.giinlerde kan glukoz diizeyleri
SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15
mg/kg) iceren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sican grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-
HRM 5: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik si¢an grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sican grubu +15
mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik
sican grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye
esdeger) formiilasyonu uygulanan grup.



4.4.3. AST ve ALT Diizeyleri
Kontrol gruplar1 ile, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarmin oral
uygulanmasi ile tedavi edilen gruplarin 21. giin sonunda alinan kan serum numunelerinde

AST ve ALT diizeyleri Tablo 4.7 ‘de gosterilmistir.

Tablo 4.7. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral uygulama
sonrasit AST ve ALT diizeyleri

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

SK 157.08 + 16.802 76.60 + 6.422

DK 662.20 + 13.21° 574.33 + 5.68"
HRM 15 149.60 + 13.612 80.00 + 11.002
HRM-NE 15 183.61 + 31.172 69.00 + 11.542
B-NE 171.40 + 31.662 69.60 + 6.542

D-BNE 601.00 + 4.249¢ 532.00 + 24.372
D- HRM 5 556.40 + 18.12¢ 472.80 + 20.50f
D- HRM 10 374.18 + 42.86° 350.00 + 29.73¢
D- HRM 15 194.38 + 52.832 262.33 + 27.44¢
D- HRM-NE 5 581.58 + 12.09¢ 455.40 + 20.51¢
D- HRM-NE 10 299.00 + 17.50° 309.00 + 19.42¢
D- HRM-NE 15 162.00 + 12.572 177.00 + 14.52°

SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sican grubu + HRM ytiksek
doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE formiilasyonu
uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sigan
grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sican grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM
10: Diyabetik sican grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik si¢an grubu +

15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg
HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sican grubu + HRM igeren
NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu +
HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup.

63



Kontrol gruplari ile, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral
uygulanmast ile tedavi edilen gruplarin 21. giin sonunda alinan kan serum numunelerinde

AST diizeyleri Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral

uygulama sonrasi gruplarin AST seviyeleri

Sonuglarda, ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi
kabul edildi (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edildi
(p<0.05). Coklu karsilagtirmalarda Duncan testi uygulandi.SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik
kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15:
HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli
sigan grubut+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sican grubut Bos nanoemiilsiyon, D-HRM 5:
Diyabetik si¢an grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sigan grubu + 10 mg/kg
HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik si¢an grubu +15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE
5: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-
HRM-NE 10: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger)
formiilasyonu uygulanan grup.

SK grubu DK grubu ile karsilastirildiginda bu gruplar arasinda AST seviyeleri
farkinin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). DK grubu D-BNE
grubu ile karsilastirildiginda gruplarin AST seviyelerinin birbirine yakin oldugu
belirlenmistir (p>0.05). SK grubu ile HRM 15, HRM-NE 15 ve B-NE kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda AST seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi1 gozlemlenmistir (p>0.05). DK grubu ile D-HRM ve

D-HRM- NE’nin uygulandig1 biitiin gruplar karsilastirildiginda, D-HRM ve D-HRM-
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NE’nin uygulandigi biitiin gruplarin AST seviyelerinin DK grubuna gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ayn1 doz uygulanan D-HRM 5 ve D-HRM-NE 5
gruplar1 arasindaki AST degerlerinin birbirine yakin oldugu gériilmiistiir (p>0.05). Ayni
doz iceren D-HRM 10 ile D-HRM 15 gruplari ile D-HRM-NE 10 ile D-HEM-NE 15
gruplar1 arasindaki AST seviyeleri karsilastirildiginda NE uygulanan gruplarin AST
seviyeleri daha diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05). SK grubu ile karsilastirildiginda D-
HRM 15 ve D-HRM-NE 15 gruplarmin AST seviyeleri arasindaki farkin istatistiksel
acidan anlamli olmadig1 degerlendirilmistir (p>0.05) ancak SK grubu ile D-HRM ve D-
HRM-NE diger dozlart (5 mg/kg, 10 mg/kg) karsilastirildiginda AST seviyelerinin
aralarindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4.7,
Sekil 4.12).

Kontrol gruplari ile; HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral
uygulanmast ile tedavi edilen gruplarin 21. giin sonunda alinan kan serum numunelerinde

ALT diizeyleri Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.13. Kontrol gruplart, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral

uygulama sonrasi gruplarin ALT diizeyleri

Sonuglarda, ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig:
kabul edildi (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda anlamhi bir fark oldugu kabul edildi
(p<0.05). Coklu karsilastirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik
kontrol grubu, HRM 15: Saglikli sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15:
HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli
sican grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sigan grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-HRM 5:
Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sican grubu + 10 mg/kg
HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sigan grubu +15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE
5: Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-
HRM-NE 10: Diyabetik sigan grubu + HRM iceren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger)
formiilasyonu uygulanan grup.

SK grubu ile DK grubu karsilastirildiginda gruplar arasindaki ALT seviyeleri
farkinin istatistiksel ag¢idan anlamli oldugu gozlemlenmistir (p<0.05). DK ile D-BNE
gruplarinin ALT seviyeleri birbirine yakin olsada aralarindaki farkin isatistiksel anlaml
oldugu tespit edilmistir (p<0.05). DK grubu ile D-HRM ve D-HRM-NE ‘nin uygulandig
biitiin gruplar karsilastirildiginda, D-HRM ve D-HRM-NE gruplarinin ALT seviyelerinin
DK grubuna goére daha diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05). SK grubu ile HRM 15,
HRM-NE 15 ve B-NE kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda ALT seviyelerinin birbirine
yakin oldugu ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlemlenmistir
(p>0.05). Ayni doz igeren D-HRM 5, D-HRM 10, D-HRM 15 ile D-HRM-NE 5, D-

HRM-NE 10, D-HRM-NE 15 gruplar1 arasindaki ALT seviyeleri karsilastirildiginda NE
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uygulanan gruplarin ALT seviyelerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0.05). SK
grubu ile karsilastirlldiginda D-HRM ve D-HRM-NE gruplarinin tamamimin ALT
seviyeleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
(Tablo 4.7, Sekil 4.13)

4.4.4. SOD Aktiviteleri, GSH ve MDA Seviyeleri

Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarmin oral uygulanmasi
sonucu tedavi edilen gruplarin 21. giin sonunda karaciger dokusundaki SOD aktiviteleri,
GSH ve MDA seviyeleri Tablo 4.8 ‘de verilmistir.

Tablo 4.8. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral uygulama
sonrasi gruplarm SOD aktiviteleri, GSH ve MDA seviyeleri

Gruplar SOD GSH MDA
(U/mg (nmol/mg (nmol /mg
protein) protein) protein)
SK 2.04+0.039  28.58+2.059  4.32+0.78*°
DK 0.71+0.03%  7.24+0.26° 9.28 + 0.34f
HRM 15 1.97 £0.069  25.77+2.78"  4.42+0.78"
HRM-NE 15  1.98+0.059  26.57+220"  4.17+0.343P
B-NE 1.87+0.08"  23.72+1.90°  4.50+0.52°
D-BNE 0.80+ 0.10° 8.14 + 0.56° 9.10+ 0.67f
D-HRM 5 1.13+£0.10°  9.98+0.72° 7.50 + 0.55°
D-HRM 10 1.35+0.059  1096+052°  6.95+0.36%¢
D-HRM 15 1.48+0.07¢  13.82+£0.96°  6.48 +0.40
D-HRM-NE5  1.29+0.03¢ 11.15+0.85°  6.84+0.52¢
D-HRM-NE 10 1.54+0.07°  14.30+0.81°  539+0.49°
D-HRM-NE 15 1.87+0.04"  20.17+1.17¢  3.71+0.42°

Sonuglarda, ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig:
kabul edildi (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edildi
(p<0.05). Coklu karsilagtirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik
kontrol grubu, HRM 15: Saglikl sican grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15:
HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli
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sigan grubut+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik sican grubut Bos nanoemiilsiyon, D-HRM 5:
Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10: Diyabetik sican grubu + 10 mg/kg
HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik si¢an grubu +15 mg/kg HRM uygulanan grup, D- HRM-NE
5: Diyabetik sican grubu + HRM iceren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, D-
HRM-NE 10: Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger)
formiilasyonu uygulanan grup.
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Sekil 4.14. Kontrol gruplart, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral

uygulama sonrasi gruplarin SOD aktiviteleri
Sonuglarda, ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadigi kabul
edildi (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edildi (p<0.05). Coklu
karsilastirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli
sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE
formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik
sican grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-HRM S5: Diyabetik sigcan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10:
Diyabetik sican grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sigan grubu +15 mg/kg HRM
uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM iceren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup.

SK grubu, DK grubu ile karsilastirildiginda gruplar arasindaki SOD aktiviteleri
farkinin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). SK grubu ile HRM 15
ve HRM-NE 15 kontrol gruplar1 karsilastirildiginda bu gruplarin SOD aktivitelerinin
birbirine yakin oldugu ve istatistiksel a¢idan anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir
(p>0.05). D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandig: biitiin gruplarin SOD aktiviteleri DK
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). D-BNE uygulanan gruba gére D-HRM

ve D-HRM-NE ‘nin tiim dozlarmin uygulandig1 gruplardaki SOD aktiviteleri arasindaki
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farkin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). D-HRM 10 ile D-HRM-NE 5 ve D-HRM
15 ile D-HRM-NE 10 gruplan karsilastirildiginda bu gruplarin SOD aktivitelerinin
birbirine yakin oldugu ve istatistiksel agcidan anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir
(p>0.05). SK grubu ile karsilastirildiginda D-HRM-NE 15 grubunun SOD aktivitesinin

SK grubuna yakin oldugu tespit edilmistir (p<0.05). (Tablo 4.8, Sekil 4.14)
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Sekil 4.15. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral

uygulama sonrasi gruplarin GSH diizeyleri

Sonuglarda, ayni harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadigi kabul
edildi (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edildi (p<0.05). Coklu
karsilagtirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikl1 kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli
sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE
formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik
sican grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10:
Diyabetik sican grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sigan grubu +15 mg/kg HRM
uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM iceren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup.

SK grubu DK grubu ile karsilagtirildiginda gruplarin GSH seviyeleri arasindaki
farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). DK grubu ile D-BNE
grubu karsilastirildiginda gruplarin  GSH  seviyelerinin  birbirine yakin oldugu
belirlenmistir (p>0.05). HRM 15 ve HRM-NE 15 kontrol gruplar1 SK grubu
karsilastirildiginda GSH seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki farkin

istatistiksel a¢idan anlamli olmadig1 gézlemlenmistir (p>0.05). B-NE kontrol grubunun
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GSH seviyesi ise SK grubuna gore diisiikk bulunmustur (p<0.05). DK grubu ile D-HRM
ve D-HRM-NE uygulanan tiim gruplar karsilastirildiginda bu gruplarimn  GSH
seviyelerinin DK grubuna goére daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). D-BNE
uygulanan gruba gére D-HRM ve D-HRM-NE uygulanan tiim gruplar karsilastirildiginda
bu gruplarin GSH seviyelerinin D-BNE grubuna goére daha yiiksek oldugu ve aralarindaki
farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). D-HRM-NE 5 grubu
ile D-HRM 5 ve D-HRM 10 gruplarinin GSH seviyeleri karsilastirildiginda bu gruplarin
GSH seviyelerinin birbirine yakin oldugu bulunmustur (p>0.05). D-HRM-NE 15 grubu
D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandigi biitiin gruplarla karsilastirildiginda D-HRM-NE
15 grubunun GSH seviyesinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu ve aralarindaki farkin

statistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). (Tablo. 4.8, Sekil 4.15)
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Sekil 4.16. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral

uygulama sonrasi gruplarin MDA diizeyleri

Sonuglarda, ayn1 harf veya harflerle gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olmadig: kabul
edildi (p>0.05). Farkli harflerle gosterilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugu kabul edildi (p<0.05). Coklu
karsilagtirmalarda Duncan testi uygulandi. SK: Saglikli kontrol grubu, DK: Diyabetik kontrol grubu, HRM 15: Saglikli
sican grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, HRM-NE 15: HRM yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE
formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, B-NE: Saglikli sigan grubu+Bos nanaoemiilsiyon, D-BNE: Diyabetik
sican grubu+ Bos nanoemiilsiyon, D-HRM 5: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 10:
Diyabetik sigan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, D-HRM 15: Diyabetik sican grubu +15 mg/kg HRM
uygulanan grup, D- HRM-NE 5: Diyabetik sigan grubu + HRM iceren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D- HRM-NE 10: Diyabetik sigan grubu + HRM iceren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup, D-HRM-NE 15: Diyabetik sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu
uygulanan grup.
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SK grubu ile DK grubu karsilastirildiginda MDA seviyeleri arasindaki farkin
istatistiksel a¢idan anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). DK grubu D-BNE grubu ile
karsilastirildiginda MDA seviyelerinin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir (p>0.05).
SK grubu ile HRM, HRM-NE ve B-NE kontrol gruplar1 karsilastirildiginda bu gruplarin
MDA seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve istatistiksel ac¢idan aralarindaki farkin
anlamli olmadig1 gozlemlenmistir (p>0.05). D-HRM 5 ve D-HRM 10 gruplarinin MDA
seviyelerinin aralarindaki farkin anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). Ayni sekilde
D-HRM 10, D-HRM 15 ve D-HRM-NE 5 gruplarinin MDA seviyelerinin birbirlerine
yakin oldugu degerlendirilmistir (p>0.05). D-HRM-NE 15 grubu ile SK grubu
karsilastirildiginda MDA seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki farkin
istatistiksel acidan anlamli olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). (Tablo 4.8, Sekil 4.16.)

4.5. Histolojik Bulgular

Saglikli kontrol grubuna ait karaciger kesitlerinin histolojik incelemesinde,
hepatositlerin santral ven etrafinda 1s1nsal bir diizende dizildigi gézlendi. Hiicre sinirlari
belirgindi ve c¢ekirdekler normal goriiniimdeydi. Siniizoidler, hepatosit kordonlari
arasinda diizenli bir sekilde dallanmis bir yap1 sergiliyordu (Sekil 4.17.a). Diyabet
grubundaki siganlara ait karaciger dokular1 incelendiginde, histolojik yapinin neredeyse
tamamen bozuldugu gozlenmistir. Siniizoidal dilatasyon ve konjesyona ilaveten
hepatositlerin 1sinsal tarzda diziliminin bozuldugu izlenmistir. Hiicrelerin sinirlart ayirt
edilemiyordu, sitoplazmik sisme ve balonlasma dejenerasyonu belirgin bir sekilde
gorilmistiir. Hepatositlerde yogun bir dejenerasyon ve yer yer nekroz alanlar1 belirgin
bir sekilde mevcuttu. Ayrica hepatositlerde mikrovezikiiler tarzda lipid damlaciklar1 vardi
(Sekil 4.17.b). Diyabetik olmayan HRM 15, HRM- NE 15 ve B-NE kontrol gruplarinda
histolojik goriiniim saglikli kontrol grubuna benzer sekilde normal bir goriinim

sergilemistir (Sekil 4.17.c,d ve e). D-BNE grubunun karaciger kesitlerinde diyabetik
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hasar bulgulari belirgin bir sekilde mevcuttu (Sekil 4.17.f). D-HRM 5 grubunun karaciger
hasarinin histolojik goriintiisii diyabet grubundakine benzer bir goriiniim sergilemistir
(Sekil 4.17.9). D-HRM 10 ve D-HRM 15 gruplarinda dejenere hiicrelerde ve lipid
damlaciklarinda azalma vardi ve ozellikle yliksek doz grubunda siniizoidler normal
goriniimdeydi (Sekil 4.17.h ve i ). D-HRM-NE 5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15
gruplarinda karacigerin histolojik goriiniimiinde belirgin bir diizelmenin oldugu dikkat
cekiyordu. Karaciger morfolojisindeki bu diizelme artan dozlarla iliskili bir sekilde

yiiksek doz harmin verilen grupta en belirgindi (Sekil 4.17. j, k ve I).

Sekil 4.17. Kontrol gruplari, HRM ve HRM igeren NE formiilasyonlarinin oral

uygulanmasi gruplara ait karaciger kesitlerinin histolojik goriintiileri

cv: Santral ven; h: Hepatosit; s: Siniizoid; ds: dilate siniizoid; ok: Lipid damlaciklart; ds: dilate siniizoid; >*: Nekrotik
goriinamlii alanlar; ok basi: balonlasma dejenerasyonu; Boya: Hematoksilen-Eozin. Barlar: 50 pm. a: Saglikli kontrol
grubu, b: Diyabetik kontrol grubu, c: Saglikli sigan grubu + HRM yiiksek doz (15 mg/kg) kontrol grubu, d: HRM
yiiksek doz (15 mg/kg) iceren NE formiilasyonu uygulanan saglikli kontrol grup, e: Saglikli sigan grubu+Bosg
nanaoemiilsiyon, f: Diyabetik sican grubu+ Bos nanoemiilsiyon, g: Diyabetik sigan grubu + 5 mg/kg HRM uygulanan
grup, h: Diyabetik sigan grubu + 10 mg/kg HRM uygulanan grup, i: Diyabetik sigan grubu +15 mg/kg HRM uygulanan
grup, j: Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (5 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, k:
Diyabetik sican grubu + HRM igeren NE (10 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup, |: Diyabetik
sigan grubu + HRM igeren NE (15 mg/kg HRM’ye esdeger) formiilasyonu uygulanan grup.
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5. TARTISMA

Besinlerden alinan glukozu enerji liretimi i¢in kan dolagimindan alarak hiicrelere
gecisini saglayan temel hormon insiilindir. Insiilin hormonunun eksikligi veya etkin
sekilde kullanilmamasi sonucu kanda glukoz seviyesi artar ve DM go6zlemlenir. Kan
sekeri seviyesinin stirekli yliksek olmasi ise viicutta birgok organinin zarar gérmesine,
noropati, kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati gibi kalici hasarlara neden olmaktadir
(Subramoniam, 2016; Yki-Jarvinen, 1992). DM ’nin sik goriilmesi ve kesin bir tedavisinin
olmayis1 bu hastaligi énemli bir arastirma konusu yapmaktadir. DM tedavisinde olusan
yan etkiler nedeniyle hastalar arasinda antidiyabetik aktiviteye sahip, dogal iirtinlerin
kullanimina olan talep giderek artmaktadir (Tohma ve Gulgin, 2010; Visavadiya ve ark.,
2009). Calismamiz kapsaminda ¢ozinirligi kisith olan HRM’nin emiliminin ve
dolayisiyla etkinliginin artmasi i¢in NE formiilasyonu gelistirilmis ve bu farkli dozlardaki
nanoemiilsiyon formiilasyonu STZ-NA ile indiiklenen diyabetik siganlara uygulanarak
hipoglisemik, antioksidan etkileri ve histopatolojik degerlendirmesi yapilmistir.
Formiilasyonda oleik asit yag fazi; Span 80, Tween 80, Labrasol ve Pluronic F68 ise
yiizey etkin madde olarak kullanilmistir. Bu ¢alisma, sigan diyabet modelinde HRM-NE
iceren NE formiilasyonlarinin antioksidan ve hipoglisemik etkilerini ele alan ilk
calismadir.

Ilag tasiyic1 sistemler ilag dozu ve dozlama sikhigininin azaltilarak yan etkilerin
azaltmasi veya ortadan kaldirilmasi, etkin maddelerin salim hizinin ve salim yerinin
kontrol edilmesi ve etkili bir tedavi saglanmasi amaciyla gelistirilmektedir.
Konvansiyonel dozaj formlarinda ilacin plazma diizeyini etkili alanda tutabilmek
amaciyla belirli araliklarla tekrar eden dozlarda verilmesi gerekmektedir. Bunun
sonucunda ise ila¢ plazma konsantrasyonunun toksik alana ¢ikmasina veya ilacin etkisiz

alana diismesine sebep olabilmektedir. Yeni ila¢ tasiyici sistemlerde ise etkin madde
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plazma diizeyinin belirli bir siire terap6tik aralikta kalmasini saglayarak dozlama sikligi
azaltilabilmektedir. Bu sayede geleneksel ilaglara gore daha diisiik bir doz ile tedavi
saglanabilmekte, ila¢ yan etkileri minimize edilmektedir. Ayrica hastalarin yasam
kaliteside artirilmaktadir (Bhagwat ve Vaidhya, 2013; Giirsoy, 2002; Tiylek, 2017). NE
formiilasyonlari, nano-boyutlu damlaciklarin sagladigi genis ylizey alan1 ve yapisindaki
yiizey etkin maddeler ile emilimin ve oral biyoyararlanimin artmasini saglayabilmektedir
(Giirsoy, 2014; Shaikh ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada, Andrographis paniculata
bitkisinden elde edilen, antiinflamatuar, antikanser ve antioksidan 6zellik gosteren ve
¢oziinirligi disiik olan “Andrographolide”in biyoyararlaniminin artirilmasi igin NE
formiilasyonlar1 ~ gelistirilmis ve yapilan farmakokinetik ¢alismada siispansiyon
formiilasyonu ile karsilastirildiginda biyoyararlanimda yaklasik olarak 6 kat bir iyilesme
tespit edilmistir (Yen ve ark., 2018). Yine yapilan farkli c¢alismalarda da NE
formiilasyonlarinin biyoyararlanimda artis saglamasi agisindan faydali olduklar tespit
edilmistir (Akhtar ve ark., 2014, 2016; Nanjwade ve ark., 2013).

NE formiilasyonlarin karakterizasyonunda damlacik boyutu ve PDI oldukga
onemli olup fiziksel stabiliteyi ve biyoyararlanimi etkileyen parametrelerden biridir
(Keservani ve Sharma, 2018;Gajendiran ve Abraham, 2019; Zeng ve ark., 2019).
Hazirlanan NE formiilasyonlariin ortalama damlacik boyutu ve PDI degeri 6l¢iilmiis ve
sirastyla B-NE i¢in 187.09+£3.74 nm ve 0.23+£0.02; HRM-NE i¢in ise 194.07+5.78 nm ve
0.27+0.03 olarak bulunmustur (Tablo 4.3.). NE formiilasyonuna HRM ilavesi ile hem
damlacik boyutunda hem de PDI degerlerinde istatistiksel degerlendirme sonucunda
anlaml bir artig oldugu goriilmiistiir (p<0.05). PDI degeri damlacik boyutu dagiliminin
tekdlizeligini ifade etmektedir (Danaei ve ark., 2018). B-NE ve HRM-NE

formiilasyonlariin PDI degerlerinin 0.3’ten kii¢iik olmasi, damlacik boyutu dagiliminin
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dar bir aralikta oldugunu ve homojenliginin iyi oldugunu géstermektedir (Kaplan ve ark.,
2019).

Zeta potansiyel, kollaidal dagilimlarin elektrokinetik potansiyeli olup stabilitenin
degerlendirilmesinde olduk¢a Onemlidir. Benzer yiiklii damlaciklarin birbirini itme
derecesinin bir gostergesidir. Genel olarak 30 mV iizerindeki mutlak zeta potansiyel
degerlerinin emiilsiyonlar i¢in iyi bir stabilite sagladigi bilinmektedir (Mahfoudhi ve ark.,
2016). Calismamizda B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinin mutlak zeta potansiyel
degerleri sirasiyla -32.93+2.89 ve -38.67+£2.92 mV olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3.).

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinin morfolojik analizleri TEM ile yapilmuistir.
Analiz sonucunda damlaciklarin yaklasik kiiresel ve nano-boyutlu oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.).

B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinin FT-IR spekturumlari incelendiginde
HRM’ye ait karakteristik piklerin goriilmedigi, B-NE ve HRM-NE formiilasyonlarinin
FT-IR spekturumlarinin benzer oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.8.). Bu durum HRM’nin
formiilasyonda molekiiler diizeyde dagildigin1 ve HRM ile diger formiilasyon bilesenleri
arasinda kimyasal bir etkilegsim olmadigin1 gstermektedir (Kaplan ve ark., 2019).

Calismamuz iki farkli salim ortaminda [pH 1.2 HCI veya pH 6.8 fosfat tamponu
(PB)] gergeklestirilmistir. 24 saat sonunda pH 1.2 HCI’de %98.58, pH 6.8 PB’de ise %
89.51 HRM salimi oldugu belirlenmistir. Asidik pH’da HRM’nin ¢o6ziiniirliigiiniin
artmasina bagli olarak daha hizli bir salim edilmistir (Sekil 4.9). Elde edilen sonuglar
literatiir ile uyumlu bulunmustur (Bei ve ark., 2013; Chen ve ark., 2016; Mortazavi ve
ark., 2021).

DM, yasam siiresinin azalmasina ve neredeyse yetiskin dliimlerinin % 75 oraninda
artmasina sebep olan bir hastaliktir (Gregg ve ark., 2018; Oh ve ark., 2023; Rhee, 2023).

B-hiicrelerinde hasar olusturarak diyabetin ortaya ¢ikmasina neden olan STZ,
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“Streptomyces achromogenes ”den elde edilen genis spektrumlu bir antibiyotiktir
(Aughsteen, 2000). STZ uygulandiktan sonra pankreas dokusunda reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin olusabilecegi bunun sonucunda da diyabet olustugu sitozolik hem de
mitokondriyal fraksiyonda gosterilmistir (Bastar ve ark., 1998; Jang ve ark., 2000; Zeng
ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alismada, erkek Sprague-Dawley ratlara bir gecelik agliktan sonra
Nikotinamid 110 mg/kg intraperitonel enjeksiyon yapildiktan 15 dakika sonra sitrat
tamponu ig¢inde 60 mg/kg doz STZ kullanilarak si¢anlarda diyabet modeli
olusturulmustur (Chen ve ark., 2013).

Yapilan bagka bir ¢alismada, Albino Wistar ratlar bir gece a¢ birakildiktan sonra
110 mg/kg NA intraperitonel olarak uygulandiktan sonra sitrat tamponunda 60 mg/kg
STZ uygulanarak siganlarda diyabet modeli olusturulmustur (Ahmed ve ark., 2017).

Calismamizda, literatiirde daha 6nce yayilanmis olan diyabet modeli gelistirme
yontemleri (Ghasemi ve ark., 2014; Sayeli ve Shenoy, 2021; Szkudelski, 2012) modifiye
edilip kullanilarak diyabet modeli olusturulmustur. STZ uygulamasindan 6nce 12 saat a¢
birakilarak yalnizca igme suyu verilen siganlara ilk olarak uygulama 6ncesi hazirlanan
110 mg/kg NA intraperitoneal olarak ratlara uygulanmistir. Bu uygulamadan 15 dk sonra
yine taze hazirlanmis sitrat tamponu iginde 60 mg/kg STZ ¢ozeltisi intraperitonel olarak
uygulanmistir. STZ uygulamasindan 72 saat sonra tokluk kan glukoz diizeyleri 200
mg/dL ve lizerinde olanlar diyabetli kabul edilerek gruplara ayrilmistir.

Tarih 6ncesi ¢aglardan giiniimiize kadar insanlar hastaliklarin tedavisinde binlerce
cesit bitki tlirtini kullanmiglardir. Modern tibbin saglik iizerindeki etkilerini gz 6niinde
bulundurarak bitkisel ilaglar1 tek basina ya da diger iirlinlerle birlikte kullanmislardir
(Qadir ve Raja, 2021). Giiniimiizde bitkisel tedavi arayan hastalarin sayisi katlanarak

artmaktadir. Bitkisel ilaglar gelismekte olan diinyada temel saglik hizmetleri i¢in biiyiik
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talep gormektedir (Pal ve Shukla, 2003). Bu sebeplerden dolayir bizde antioksidan
aktiviteye sahip tizerlik otunun ana etken maddelerinden olan HRM’nin diyabet iizerine
etkilerini arastirdik.

Yapilan bir calismada diyabetik farelerde HRM’nin etkileri arastirilmis ve HRM
verilen gruplarda diyabetik gruba gore karaciger, pankreas ve bobrek dokularinda olusan
hasarlarin diizeldigini belirlemislerdir. Elde edilen bulgular sonucunda HRM kullanilarak
tedavi edilen farelerin daha diistik oksidatif strese, daha yiiksek antioksidan kapasiteye ve
daha diisiik lipid profiline sahip olduklarini 6ne siirmiislerdir (Morsy ve ark., 2023).

DM bilinen semptomlarinin yaninda bilissel islev bozukluklari i¢cinde ciddi bir risk
olusturmaktadir. Liu ve ark. harminin diyabet kaynakli bilissel islev bozuklugu iizerinde
bir etkisi olup olmadigimi arastirmislardir. Yapmis olduklari bu ¢alismada STZ ile
indiikklenen diyabetik sicanlarda HRM’nin  NLRP3 inflamazon aktivasyonunu
engelleyerek olusan bilissel bozukluklar1 hafiflettigini tespit etmislerdir (Liu ve ark.,
2020).

Yapilan farkli bir calismada STZ (60 mg/kg) ile indiiklenen diyabetik siganlara
HRM 2 hafta boyunca intraperitonel olarak tek doz (10 mg/kg) uygulanmig ve HRM’nin
hiperglisemi ve oksidatif stres gibi nedenlerle olusan diyabetik nefropatiyi hafiflettigini
belirlemislerdir (El Tabaa ve ark., 2024).

Calismamizda yaptigimiz 6n denemeler ve literatiirde mevcut olan g¢aligmalar
dikkate alinarak (Fortunato ve ark., 2009) D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulama dozlari
tespit edilmis, D-HRM ve D-HRM-NE igin 5, 10 ve 15 mg/kg dozlarinin uygulanmasina
karar verilmistir.

Yapilan bazi ¢alismalarda tek seferde yiliksek doz STZ uygulamasi ile olusturulan
diyabet sonrasinda hayvanlarin viicut agirliginda azalma gézlemlenmistir (Dinger ve ark.,

2002; Lateef ve ark., 2005; Maritim ve ark., 2003; Obrosova ve ark., 2003).
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Calismamizda, siganlara STZ (60 mg/kg) tek doz uygulanmasindan sonra 0, 7, 14
ve 21. gilinlerde viicut agirliklart belirlenmis, diyabet kontrol gruplarinin viicut
agirliklarinda azalma meydana geldigi, D-HRM-NE (5, 10 ve 15 mg/kg) gruplarimin ise
viicut agirliklarinda 21. giinde ¢ok fazla bir fark olmadig1 tespit edilmistir.

ALT ve AST basta karaciger olmak {izere kirmizi kan hiicreleri, kalp hiicreleri,
pankreas, bobrekler ve kas dokusunda bulunan enzimlerdir. Bu enzimler 6ncelikli olarak
karaciger hastaliklarinin teshisi, kalp ve viicut dokularinin hasar alip almadiginin
belirlenmesinde yardimci olmaktadirlar (Huang ve ark., 2006).

Noroozi Karimabad ve ark. yapmis olduklar1 bir calismada serum karaciger
enzimleri olan AST, ALT, ALP ve GGT ile diyabet arasindaki iliskiyi degerlendirmisler
ve diyabetli hastalarda serum karaciger enzimlerinin diyabet olmayan hastalara gore
anlamli bir derecede yiiksek oldugunu gozlemlemislerdir (Noroozi Karimabad ve ark.,
2022).

Yapilan bagka bir ¢alismada STZ ile diyabet olusturulan siganlarda kafeik asit
fenetil esterinin etkileri biyokimyasal bazi parametreler, oksidatif stres ve histopatolojik
olarak incelenmistir. Calisma sonucunda diyabet grubunun AST ve ALT seviyelerinin
yiikseldigi, tedavi edilen gruplarda ise bu seviyelerin azaldig: tespit edilmistir (Oztiirk ve
ark., 2015).

Eidi ve ark. yapmis oldugu bir calismada STZ ile indiiklenerek diyabet olusturulan
siganlarin 14 giin boyunca bazi parametrelerle beraber AST ve ALT seviyeleri
incelenmistir. Yapilan inceleme sonucunda diyabetli siganlarda AST ve ALT
seviyelerinin 6nemli derecede yiikseldigi belirlenmistir (Eidi ve ark., 2006).

Yapilan caligmalara paralel olarak ¢alismamizda AST ve ALT seviyelerinin
diyabetli gruplarda arttig1 ancak D-HRM ve D-HRM-NE uygulamasi sonucunda AST ve

ALT seviyelerinin azaldig1 gézlemlenmistir. DK grubu ile D-HRM ve D-HRM-NE
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gruplar1 karsilastirildiginda AST ve ALT seviyelerinin D-HRM ve D-HRM-NE
gruplarinda daha diisiik oldugu ve bu farkin anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Ayrica artan dozlarla iliskili bir sekilde D-HRM-NE 15 verilen grupta AST ve ALT
seviyelerinin diisiisiiniin oldugu gorilmistiir.

Serbest radikaller (Stiperoksit radikalleri, hidroksil radikali vs.) oksidatif
fosforilasyon sonucu olusmakta ve oksidatif hasarlara neden olmaktadirlar. Serbest
radikaller ile antioksidan savunma sisteminin aktivitesi arasinda denge ¢evresel etmenler
vb. durumlar sonucunda bozulmakta ve bunun sonucunda lipid peroksidasyonu, protein
denatiirasyonu, DNA mutasyonlarin1 igine alan oksidatif hasarlar olusmaktadir
(Scandalios, 2005). Osidatif strese kars1 ilk ve 6ncelikli savunma mekanizmasint SOD
olusturmaktadir (Aksoy, 2008). Antioksidan aktiviteye sahip olan SOD siiperoksit
radikalinin zararli etkilerine karsi Kkollojen dokuyu korur. Bu etki ile lipid
peroksidasyonunun inhibe olmasi saglanmig olur (Aslan ve ark., 1995). Viicut tarafindan
oksidatif hasara kars1 kullanilan temel savunma mekanizmalarindan biri de glutatyondur
(Tsai, 1975). Oksidatif strese karst eritrositlerdeki en etkili ve onemli antioksidan ajandir.
Serbest radikal peroksidasyonunun neden oldugu fagositik hiicre zararin1 6nlemektedir
(Akkus, 1995). Glutatyon peroksidaza bir elektron vererek hidroperoksitlerin
azalmasinda rol oynayan GSH hiicre igi bir antioksidandir. Mitokondriyal GSH oksidatif
stresin giivenilir bir parametresi olarak gosterilmektedir. Bu nedenle GSH seviyesinde
meydana gelen azalma mitokondriyal fonksiyonun da azaldigimi gésterir (Kowluru ve
ark., 2006). DM’nin kronik bir durum olusturmasi nedeniyle normal durumlarda
metabolik subsrat ya da yakit olarak kullanilan glukoz toksik bir madde haline dondisiir.
DM nedeniyle olusan hiperglisemik durumlarda serbest radikallerin diizeylerinin artmasi

ile oksidatif stres artabilir (Yang ve ark., 2011).
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Yapilan bir c¢alismada, obez gestasyonel diyabetik gebelerde bakir, demir,
molibden, selenyum ve ¢inkonun ile birlikte SOD diizeyinide belirlemislerdir. Bu ¢calisma
ile obez gestasyonel diyabetik gebelerde SOD diizeyinin diistiigiinii tespit etmislerdir (Al-
Saleh ve ark., 2007).

Yapilan baska bir ¢alismada, STZ ile indiiklenen diyabetik siganlara Peganum
harmala tohumlarinin metanol ekstresi hazirlanarak oral olarak uygulanmis ve 8 hafta
sonra sicanlara Otenazi uygulanarak kan ve doku ornekleri toplanmistir. Caligmalar
sonucunda diyabetik gruba gore tedavi edilen gruplarin SOD ve GSH seviyelerinde
anlamli bir sekilde artis, MDA seviyelerinde ise anlamli diizeyde diislis oldugunu
belirlemislerdir (Magdy ve ark., 2020).

Bizim ¢alismamizda da SK grubunun SOD aktivitesinin DK grubuna gore daha
yiiksek oldugu ve bu farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). D-
HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandig: biitiin gruplarin SOD aktiviteleri DK grubuna gore
daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). SK grubu ile karsilagtirildiginda D-HRM-NE 15
grubunun SOD aktivitesinin SK grubuna yakin oldugu tespit edilmistir (p>0.05).

Yapilan bir ¢alismada, STZ ile indiiklenerek diyabet edilen si¢anlarda zeytin
yapragi (Olea europaea L.)’nin etanol ekstresinin ve bundan izole edilen oleuropeinin
emiilsiyon formiilasyonlarinin etkileri incelenmistir. Oleuropein ve oleuropein
emiilsiyonun iki farkli dozunun (150 ve 225 mg/kg) uygulanmasindan sonra siganlarin
SOD ve GSH diizeylerinde 6nemli bir artis, MDA diizeylerinde ise azalma oldugu tespit
edilmistir (Aggul ve ark., 2020).

Duysak L. ve ark. yapmis olduklart bir ¢galismada STZ ile olusturulan diyabetik
siganlarda glisirizin iceren NE formiilasyonunun hipoglisemik ve antioksidan etkilerini
incelemislerdir. Glisirizin ve glisirizin iceren NE formiilasyonu 3 farkli dozda (10,20 ve

40 mg/kg) uygulanmis ve tedavi edilen gruplarin MDA seviyelerinin diyabetik gruba gore
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azaldigi, SOD ve GSH seviyelerinin ise tedavi edilen gruplarin diyabetik gruba gore
yiikseldigini bildirmislerdir (Duysak ve ark., 2023).

Calismamizda SK grubu DK grubu ile karsilastinldiginda gruplarin GSH
seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). DK grubu ile D-HRM ve D-HRM-NE uygulanan tiim gruplar
karsilastirildiginda bu gruplarin GSH seviyelerinin DK grubuna gore daha yliksek oldugu
goriilmistiir (p<0.05). D-HRM-NE 15 grubu D-HRM ve D-HRM-NE’nin uygulandigi
biitiin gruplarla karsilastirildiginda D-HRM-NE 15 grubunun GSH seviyesinin diger
gruplardan daha yiiksek oldugu ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0.05).

MDA lipid peroksidasyonunun yan iirtinii olup, gesitli hastaliklar sonucunda
ortaya ¢ikmakta ve oksidatif hasarin bir belirteci olarak kullanilmaktadir. Diyabetle
birlikte lipid peroksidasyonunun arttigi bilinmekle beraber bunun sebebinin diyabet ile
birlikte serbest radikallerin seviyelerinin artmasi sonucunda oldugu diistiniilmektedir.
MDA diyabetli hastalarda oksidan/antioksidan dengesini belirlemek igin kullanilan
onemli bir belirtectir. Lipid peroksidasyonunda kararsiz olan peroksitler MDA gibi
aldehitlere ayrisir. MDA yapisinda en az iki ¢ift bag bulunduran aragidonik asit gibi ¢oklu
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan toksik bir maddedir. Lipid
peroksidasyonunun son driini MDA oldugundan MDA o6l¢imii ile lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir. Yapilan c¢aligmalar
neticesinde, hiperglisemi durumunda oksidatif hasardaki artis sonucunda lipit
peroksidasyonunun arttig1 tespit edilmistir (Berryman ve ark., 2005; Kannan ve Jain,
2000; Zhang ve ark., 2008).

Jalili ve ark. yapmis olduklari bir ¢alismada HRM’nin metotreksat kaynakli

nefrotoksisiteye karsi terapotik etkileri fareler tizerinde incelenmistir. Fareler 6 gruba
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ayrilmis ve metotreksat 20 mg/kg, HRM ise 3 farkli dozda (5, 10 ve 20 mg/kg)
intraperitonel olarak 14 giin uygulanmistir. Uygulama sonucunda HRM verilen kontrol
gruplarinin SOD seviyesinin metotreksat verilen gruba gore daha yiiksek, MDA
seviyesinin ise HRM uygulanan kontrol gruplarinda metoreksat uygulanan gruba goére
daha diisiik diizeyde oldugunu tespit etmislerdir (Jalili ve ark., 2021).

Yapilan bir ¢alismada, si¢anlarda diyabet hastaligi 6ncesinde ve sonrasinda
oksidan-antioksidan durumlar karsilastirilmis ve MDA seviyelerinin diyabetli grupta
yiiksek oldugu bildirilmistir (p<0.05) (Akkaya ve Celik, 2010).

Yapilan baska bir ¢calismada STZ ile indiiklenen diyabetik siganlarda Peganum
harmala tohumlarinin hidroalkolik ekstraktinin antidiyabetik ve antihiperlipidemik
etkileri incelenmistir. Ratlar 8 gruba ayrilmis olup ekstrakt diyabetik siganlara 4 hafta
boyunca oral yoldan uygulanmistir. Tedavi sonrasi diyabetik siganlara goére tedavi
gruplarinin glukoz, lipid profilleri, AST, ALT ve MDA seviyelerinde belirgin bir diisiis
gozlemlemislerdir. Biitiin ekstrakt gruplarinda MDA seviyesinde ki diisiisiin ise anlaml
oldugunu tespit etmislerdir (p<0.01) (Komeili ve ark., 2016).

Bizim ¢alismamizda da, SK grubu ile DK grubu karsilastirildiginda MDA
seviyeleri arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). D-
HRM 10, D-HRM 15 ve D-HRM-NE 5 gruplarinin MDA seviyelerinin birbirlerine yakin
oldugu degerlendirilmistir (p>0.05). D-HRM-NE 15 grubu ile SK grubu
karsilastirildiginda ise MDA seviyelerinin birbirine yakin oldugu ve aralarindaki farkin
istatistiksel agidan anlamli olmadig: tespit edilmistir (p>0.05).

Yapilan bir ¢alismada diyabetik farelerde HRM uygulamasi sonucunda diyabetik
gruba gore kontrol gruplarinda bobrek ve pankreas yapisinda ki patolojik hasar
insidansinin azaldigi, karacigerin histolojik kesitlerinde ortaya ¢ikan hiicresel nekroz ve

hasarl1 hepositlerin etkili bir sekilde diizeldigi tespit edilmistir (Morsy ve ark., 2023).
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Bizim ¢alismamizda da histopatolojik degerlendirmeler sonucunda D-HRM 10 ve
D-HRM 15 gruplarinda dejenere hiicrelerde ve lipid damlaciklarinda azalma tespit
edilmistir ve 6zellikle yiiksek doz grubunda siniizoidlerin normal goriiniimde oldugu
belirlenmistir. HRM igeren NE (D-HRM-NE 5, D-HRM-NE 10 ve D-HRM-NE 15)
gruplarinda karacigerin histolojik goriinimiinde belirgin bir diizelmenin oldugu ve
karaciger morfolojisindeki bu diizelmenin artan dozlarla iliskili bir sekilde D-HRM-NE

15 verilen grupta en fazla oldugu tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma ile; HRM igeren NE formiilasyonu basarili bir sekilde hazirlanmis ve
karakterizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

HRM’nin miktar tayini i¢in HPLC yontemi gelistirilerek analitik yontem
validasyonu gerceklestirilmistir.

NE formiilasyonlari basarili bir sekilde hazirlanmis ve in vitro karakterizasyon
caligmalar1 yapilmistir.

Farkli dozlarda hazirlanan HRM-NE formiilasyonlarmin in vivo etkinligi
incelenmis ve HRM uygulanan gruplara géore HRM-NE uygulanan gruplarin kan
sekeri seviyelerinin daha diisiik oldugu saptanmustir.

Bu calisma ile; HRM ve HRM igeren NE uygulamalari, diyabetik siganlarda
belirgin bir antioksidan etki gdstermistir. Ozellikle HRM-NE formiilasyonlar
GSH seviyelerinde ve SOD aktivitelerinde 6nemli bir artis saglarken MDA
seviyelerinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir.

Tedavi edilen diyabetik siganlarin karaciger fonksiyonlarina dair 6l¢iilen AST ve
ALT seviyelerinde belirgin bir iyilesme kaydedilmistir. HRM-NE uygulanan
gruplarda bu iyilesmenin doza baglh olarak daha belirgin oldugu gézlemlenmistir.
Histopatolojik analizler, HRM ve HRM-NE tedavilerinin diyabetik siganlarin
karaciger morfolojisini iyilestirdigini ve saglikli gruba benzer bir yapiya
dontistiirdiigiinii ortaya koymustur. Bu iyilesme HRM-NE gruplarinda daha
belirgin olmustur.

Bu calismanin bulgulari, HRM-NE formiilasyonlarinin diyabet tedavisinde
potansiyel bir ajan olabilecegini gdstermektedir. Klinik calismalar yapilarak

HRM-NE’nin insanlar tizerindeki etkileri arastirilmalidir.
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v HRM ve HRM-NE’nin uzun vadeli etkileri ve giivenirliligi arastirilmahidir. Bu
caligmalar, hem diyabetin kronik dogas1 hem de tedavinin uzun siireli kullanimi
i¢in onemlidir.

v HRM-NE optimal doz araligini belirlemek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmalidir.
Ayrica ¢alismada kullanilan en yiiksek doz olan 15 mg/kg tizerindeki dozlarla
etkinlik ve toksisite calismalari ileride yapilacak olan ¢alismalara 1s1k tutacaktir.
Bu, hem etkili tedavi sunmak hem de olas1 yan etkileri minimize etmek icin
gereklidir.

v' Sonu¢ olarak, ilag tasiyict sistem seklinde hazirlanan HRM-NE
formiilasyonlarinin diyabet tizerine olumlu etkiler olusturdugu ve diyabetik
siganlarin karaciger dokularinda olusan hasarin azaltilmasinda etkili olabilecegi
belirlenmistir. ila¢ tastyici sistem olarak hazirlanan NE formiilasyonlarinin saf
HRM'nin oral biyoyararlanimini artirmak i¢in faydali olabilecegi tespit edilmistir.
Yapilan bu ¢aligma ile elde edilen verilerin literatiire ve sonraki ¢calismalara katki

saglayacag diistiniilmektedir.
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EKLER

EK-1. ETIK BILDiRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Health Sciences

ETiK BiLDIRIM VE iINTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Adi ve Soyad: Galip Mesut DEMIR i
Ogrencinin Numaras B |
Ana Bilim Dal Bi-yoiimya » ‘
Ogrencinin Kayitl Oldugu Program Doktora i
Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda elde
edilen benzerlik oranlari agagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki

sorumluluklart kabul ve beyan ederiz.

Boliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlar
L. Girig | | %2 % 15
IL. Genel Bilgiler % 26 % 35
II1. Materyal ve Metod | | %27 % 35
IV. Bulgular | I % 15 % 15
V. Tartisma l %7 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynakga, Igindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisumlar:
tarama digi birakilabiliv. Yukaridaki azami benzerlik oranlari yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarinin %5 'den biiyiik olmamasi gerekir.
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EK-2. ETIK KURUL ONAY FORMU

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
I Feltarhiok

Sayr : E-75296309-030.01.04-2100329631
Eonn : HADYEE Earan.

ECZACILIK FAKULTESI DEKANLIGINA

Tler - 18112021 tarihli ve E-93722986-000-2100315747 sayih belge.

06.12.2021

Tlgide kayith yvazmz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kumlunpmzun
25.11.2021 tarihli we 10 sayili Otorumunda Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kumule Bagvm
Formm ve ekli belgeleri, gerelge, amacg, yaklagmm ve yontemler dikkate almarak incelenmis ve
agagiva cikanlan 242 no’hu karan ile sézkonusu arastima calismasinm yiritilmesinin etik
kurallanna wygun olduguna, meveut oy birligi ile karar verilmig olup, caligmanin Atatiirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Aragtrma Merkezi (ATADEM) Laboratuarlarmda
yiiriitilmesine ve taahhiitname hiikiimlerine gére calismada kullanilan hayvanlara ait
bilgilerin, T.C. Tarim ve Orman Bakanlifi, Doga Koroma ve Milli Parklar Genel
Midarliginin, Hayvanlar: Koroma Bilgi Sistemi (HAYBIS) ne girilebilmesi icin ekte

sunuplan “HADYEK Somug Rapom™nun Bagkanhfinmza gtnderilmesi bususunda;

Geregini bilgilerinize arz ederim
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TOPLANTI TARIHI : 25.11.2021
TOPLANTI SAYISI : 10

KARAR NO 242: Atatiirk Universitesi Eczacihk Fakiiltesi Dekanhigi, Temel Eczacilik
Bilimleri Boliimii, Biyokimya Anabilim Dali 6gretim tiyesi Prof.Dr.Mine GULABOGLU nun
yiiriitiiciiligiinde, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM) Laboratuarlarinda yiiriitiilecek olan “Harmin iceren Tagiyict Sistemlerin

Diyabetik Ratlar Uzerine Etkilerinin Incelenmesi” isimli arastirma galigmasi ile ilgili
Eczacilik Fakiiltesi Dekanliginin 18.11.2021 tarihli ve E-93722986-000-2100315747 sayih

yazist ile ekleri gortisiildi.

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gegen arastirma galigmasinin yiiriitiilmesinin etik
kurallarina uygun olduguna, taahhiitname hiikiimleri geregince ¢aligma sonucunun
Bagkanligimiza bildirilmesine, meveut oy birligi ile kabuliine; karar verildi.
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